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1. Bevezetés és irodalmi attekintés
1.1. Az antraciklinek kemoterapias jelentosége

Az antraciklinek a kemoterapias szerek egyik jelentds csoportjat képezik, a mai napig széles
korben hasznaljak dket a tumorellenes terapiaban (1. abra). A csoport elsé tagjat a daunorubicint
(Dau) 1939-ben fedezték fel, majd az 1950-es években a Streptomyces purpurascens nevi
gombabol sikeresen izolaltak. 1960 ota alkalmazzdk rdk ellenes terapidban, bar eleinte kis
hatékonysaggal tudtdk hasznélni jelentds toxicitdsa miatt [1]. Késébb egy ujabb antraciklint
izolaltak a S. peucetius var. caesius nevii gombabdl, mely a Dau-hoz nagyon hasonlé szerkezettel
rendelkezik, mindossze egy OH csoportban kiilonbozik téle, mely a 14. szénatomon talalhat6. Ezt
adriamycinnek nevezték el, és késébb a doxorubicin (Dox) generikus nevet kapta. A toxicitdsa a
Dau-hoz képest kisebb, igy sikeresebben tudtdk terdpidsan célokra felhaszndlni. A Dau-t

elsésorban leukémiak és limfomak, a Dox-ot tobbnyire szolid tumorok kezelésére hasznaljak [1].

OH
Q‘Q‘ o O‘O‘ on O‘O‘ o O‘O‘
OHOQNHM Mq e Q’ X
s, oy N
(0] ~OH OH OH [ OH

NH, NH; NH,

Daunorubicin Doxorubicin Epirubicin Idarubicin

1. abra. Az orvosi gyakorlatban hasznalt 4 leggyakoribb antraciklin kémiai szerkezete [2].

A gyogyszercsalad tovabbi két tagja az epirubicin és az idarubicin szintetikus molekuldk,
melyeket szintén az egész vilagon széles korben hasznalnak, és a Dau-hoz hasonlé kémiai
szerkezettel rendelkeznek. Az epirubicinnek a Dox-hoz hasonld a terapids spektruma, de kevésbé
kardiotoxikus [3], igy mell-, petefészek-, gyomor-, tiidérak és kiilonbozd limfomak kezelésére
hasznaljdk. Az idarubicin a Dau-nal lipofilebb tulajdonsdgii molekula, és jobb biologiai
hasznosithatosadga révén per os bevitelre is alkalmas [3]. Ez az egyetlen, terapidban hasznélatos

antraciklin, mely atmegy a vér-agy géton.

A Dox a legszélesebb korben alkalmazott antraciklin gydgyszer, melyet onmagaban vagy

mas kemoterapids szerekkel kombindcioban is hasznalnak, igy csdkkentve a toxicitast és novelve
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a terapids hatékonysagot. A Dox beadasa éaltaldban intravénds injekcid forméjaban torténik, mivel
szajon at adva alacsony a bioldgiai hasznosithatosaga. A vérplazmaban hosszl felezési idével
rendelkezik (>24h) [1]. Bevitel utan a szervezet viztereiben gyorsan megoszlik, a csontveldben,
majban, Iépben és tiidoben halmozddik fel. Tobbnyire (60%-ban) epén keresztiil metabolizalodik,

illetve 20%-ban a vizelettel tavozik a szervezetbdl.

A Dox jelenleg a szolid tumorok koéziil a mell-, petefészek-, holyagrak, Kaposi szarkéma,
kissejtes  tiidordk és mieloma multiplex terdpids  protokolljaban  taldlhatdé meg
(https://www.drugs.com/monograph/doxorubicin-hydrochloride.html). Dox-ot hasznalnak még
gyomor-, pajzsmirigyrak, kiilonb6z6 limfomak (Hodgkin és non-Hodgkin), leukémidk (pl. akut
limfoblasztos leukémia, akut myeloid leukemia) kezelésére. Jelenleg a mellrakos betegek 32%-at,
a kronikus limfoid leukémids betegek 57-70%-at és a gyermekkori leukémidk 50-60%-at kezelik
antraciklinekkel [4]. Intenziv kutatasok folynak azzal a céllal, hogy a gyogyszert pontosabban
célba lehessen juttatni, igy csokkentve a dozist, és kovetkezésképpen a toxicitast. Ujabban elétérbe
keriilt a pegylalt (polietilén glikol) liposzomékba csomagolt Dox alkalmazasa, melyet
petefészekrak esetében mar sikeresen alkalmaznak [5]. Antitesthez, illetve egyéb fehérjékhez
konjugalt Dox segitségével még pontosabb célba juttatds lenne elérhetd, igy ndvelve a
specificitast. Jelenleg ezek a kisérletek még sejtvonalakon folynak [6]. Az antraciklinek egyéb,
nem tumor ellenes hatidsa is dokumentéalt. Dox-hoz konjugélt burokfehérje ellenes antitest
segitségével HIV-1 virus fertdzést sikeresen meggyogyitottak egérben [7]. Legujabban az

antraciklinek antimalarias hatasat is leirtak [8].

1.2. Az antraciklinek mellékhatasai

Az antraciklinek — a tobbi citosztatikumhoz hasonléan — szamos mellékhatassal
rendelkeznek és legerdsebben a gyorsan osztddo sejtekre fejtik ki a hatdsukat. A citosztatikumokra
jellemzd aspecifikus mellékhatasok koziil gyakran eléfordul a faradékonysag, fejfajas, hanyinger,
hanyas, illetve a szOrtiiszében 1évo sejtek osztddasanak gatlasa kovetkeztében fellépd hajhullas. A
bélhamsejtek is igen gyorsan osztodo sejtek, igy az antraciklinek addsa hasmenést is okozhat,
tovabba a megnovekedett sejtpusztulds miatt felléphet 14z is. A csontveldi vérképzd Ossejtek
osztodasanak gatlasa mieloszuppresszidt okoz, melynek tiinete a vérképzés csdkkenése miatt

kialakulé anémia, a trombocitopénia révén fellépd vérzés, illetve a fehérvérsejtek szaméanak
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csOkkenése kovetkeztében megnovekszik a fogékonysag a fertdzésekre. A mieloszuppresszid

citokinek adasaval részben ellenstlyozhat6 [9, 10].

Az eddig felsoroltakon til szamos antraciklin-specifikus mellékhatés is ismert, melyek
erdsen korlatozzdk a kemoterdpia alkalmazhatdsadgat. Az antraciklinek sok esetben okoznak
szekunder malignus megbetegedéseket, azaz a primer tumoros betegség gyogyuldsa utan
kialakulhatnak kiilonb6z6 leukémiadk (példaul gyakori a szekunder akut mieloid leukémia vagy
egyéb terapidra refrakter leukémia), valamint a prekancer6zisnak tekinthetd mielodiszpldzias
szindroma [11]. Ezek koziil az MLL gén (mixed lineage leukémia) szekunder leukémidkban
szabadgyok képzés révén a majsejtek karosoddsat okozza, mely E-vitamin és egyéb
szabadgyokfogd gyodgyszer egylittes adasaval csokkentheté [12]. Fontos megemliteni az
extravazacids nekrozis [13] nevil jelenséget, mely akkor 1ép fel, amikor az intravénds injekcid
formajaban beadott Dox a vénabol a szovetkozti térbe kikeriil és ennek kdvetkeztében kiterjedt

szovetkarosodast okoz.

Az antraciklinek legfontosabb és legveszélyesebb specifikus mellékhatdsat a szivizom
sejtjeire fejtik ki, kardiomiopatiat okoznak, melynek prognozisa rossz és hosszu tavon vértolulasos
szivelégtelenséghez és 50%-ban haldlhoz vezethet [14]. Kialakuldsa dozis-fliggd és kumulativ
jellegli, azaz a beteg ¢letében beadott dsszes antraciklin mennyiségétdl fiigg. A szérum Troponin
[15] szintjének emelkedésével és szivultrahanggal detektalhatd a korai szakaszban. A Dox okozta
kardiomiopatia 1étrejotte Osszefiiggésben all az életkorral, illetve a koérelézményben taldlhato
korabbi szivbetegségekkel is. Kialakulasdnak oka feltételezhetéen az, hogy az antraciklinek
kimutathatoan felhalmozddnak a szivizomsejtek mitokondriumaiban, és kdlcsonhatasba 1épnek a
mitokondriumokban taldlhaté kardiolipinnel [9], tovabba a szivizomsejtek mitokondriumaban
talalhato ToplIP-t is gatoljak [16]. Szabadgyok képzésiik kdvetkeztében lipid peroxidaciot okozva
jarulnak hozza a kardiotoxicitds kialakulasahoz. Ilyenkor jellemzd foltos intersticialis fibrézis
mutathat6 ki szovettani metszeteken, mely egy gyogyult szivizomgyulladasra hasonlit. A fibrozis
kornyezetében elszortan vakuoldkat tartalmazo kardiomiocitdk (Un. Adria sejtek) lathatok [14].
Ezen sejtek sejtmag szerkezete is megvaltozik, elektron-mikroszkoppal a magon beliil filamentaris
szerkezetek €s kromatin aggregacié figyelhetok meg [17-19] mely eltérések feltiinéen hasonloak

az altalunk megtfigyelt kromatin-szerkezeti valtozasokhoz. A klinikai gyakorlatban bevezettek egy
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ajanlott maximalis kumulativ dézist [15], mely a kardiotoxicitast hivatott megeldzni, de ez
nagymértékben limitalja az antraciklin terdpia alkalmazhatosagat. A kardiotoxicitéas jelenleg nem
gyogyithatd, de intenziv kutatasok folynak olyan kardioprotektiv gyogyszerek iranyaban, melyek
Dox-szal egyiitt adva kivédhetik a kialakulasat. A Dextrazoxane egy olyan szintén ToplIp-t gatlo
gyogyszer [13, 20], ami Dox-szal egyiitt adva kardioprotektiv hatéast fejt ki, s igy 2017 ota a

klinikumban is alkalmazzak.

A Dox alkalmazhatosagat csokkenti a multidrog rezisztencia jelensége. A tumorsejtek
membranjan megndvekedett szamban jelennek meg kiilonboz6 ABC transzporterek (P-
glikoprotein, multidrog resistance protein 1), melyek a tumoros sejtekbdl ATP fiiggdé modon
kipumpaljdk az antraciklineket [21, 22]. Intenziv kutatasok folynak — tobbek kozt a mi
laboratoriumunkban is - abbdl a célbol, hogy az antraciklin kemoterdpiat kiegészitsék ABC
transzportereket gatld gyogyszerekkel is [22]. A Dox pontos hatdsmechanizmusdnak megértése

elésegitheti a terapiat nagy mértékben limitald mellékhatasok kikiiszobolését.

1.3. Az antraciklinek hatasmechanizmusa és a DNS szuperhelicitasa

Az antraciklinek pleiotrop gyogyszerek, tobb tdmadasponton fejtik ki a hatasukat. Legismertebb
hatasuk a Topoizomeraz II (Topll) enzimek gatlasa, mely enzim a DNS szuperhelicitdsanak
szabalyozasaban vesz részt. A Dox komplex hatasainak megértéséhez roviden targyalni kell a DNS

topoldgiai tulajdonsagait.

A relaxalt B-DNS kettés hélix szerkezete ugy épiil fel, hogy a DNS molekula 10.4-10.5
bazisparonként tekeredik meg a sajat tengelye koriil [23]. Ha a szélban 1év0 torzids fesziilés
megvaltozik, a DNS tul- vagy alultekertté¢ valik. Amennyiben az egyik DNS szal csavarodéasa
valtozik meg a masik szal koriil, akkor a twist (Tw), ha pedig a kettdés hélix tengelyének a
csavarodésa valtozik meg a térben, akkor a writhe (Wr) valtozasardl beszéliink. A twist és writhe
Osszege a linking number (Lk), mely megadja, hogy a DNS egyik szdla 6sszesen hanyszor
keresztezte a masikat [24, 25]. Egy rogzitett végekkel rendelkez6 vagy cirkularis DNS esetén az
Lk mindig ugyanannyi, vagyis ha a molekulan beliil a 7w csokken, akkor ezzel egy id6ben a Wr

megnd ¢s forditva [26].
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Az eukariota DNS nukleoszomalis formaban van jelen a sejtmagban, a DNS a hiszton oktamerre
1.7 fordulattal csavarodik fel [27]. A nukleoszoémara torténd feltekeredés sordn a 7w enyhén
pozitiv, a Wr kifejezetten negativ lesz (constrained, a nukleoszoma-DNS kotddés altal fenntartott
szuperhelicitas). Ha a hisztonok ledisszocialnak, a DNS molekuldban a 7w és Wr ijrarendezddése
kovetkezik be, melynek eredményeképpen a 7w negativ értéket vesz fel, alultekertté valik.

Hasonloképpen, a 7w lokalis megvaltozéasa kedvez a nukleoszéma destabilizacidjanak.

A DNS tekertségét kiilonbozé sejtmagi folyamatok megvaltoztathatjak. Igy a DNS
replikécio, transzkripcid, rekombindcid, DNS hibajavitas és kromatin atrendez8dés soran helyben
megvaltozik a DNS tekertsége. A replikdcio soran a DNS polimeraz, transzkripcio soran pedig az
tultekertséget, 5’ irdnyban pedig csokkenti azt, tehat alultekertséget okoz. A felgyiilemlett
topologiai valtozasok visszahatva gatoljak ezeket a folyamatokat [28, 29], ezért mind a
transzkripciot, mind a replikéaciot topoizomeraz enzimek aktivitasa kiséri (twin supercoil model)
[30-32]. Az eukariota és a prokariota DNS is 6sszességében alultekert allapotban van [33], ez
esetben a DNS szalainak szétvalasa konnyebben, kisebb energia befektetésével megtorténik a
relaxalt DNS-hez képest. Tehat az alultekertség jelenléte eldsegiti a transzkripcidt prokariotdkban

[34, 35] és eukariotakban egyarant [36-39], de az elongacids 1épést gatolja [40].

Ahhoz, hogy ezek a létfontossagii sejtmagi folyamatok zavartalanul miikodjenek, a
felhalmozodo tul- és alultekertség megsziintetésére van sziikség. A sejtmagi folyamatok soran
kialakul6 topoldgiai valtozasokat a topoizomerazok relaxaljak. Szaltoréseket 1étrehozva a DNS
szabadon foroghat a sajat tengelye koriil, igy a tal- illetve alultekertség megsziinik, a DNS
relaxalodik, mely folyamat a torések ligalasaval zarul [41, 42]. A topoizomerazoknak 2 {0
csoportja ismert, melyek a sejtmag topoldgiai viszonyait modositjak. A Topl egy monomer, ATP-
t nem igényld enzim. Miutan a DNS-hez kapcsolodott, az egyik szélon torést hoz 1étre, a masik
szal épen marad ¢€s az ép szal tengelye mentén a DNS szabadon foroghat, igy a felhalmozodott tl-
vagy alultekertség spontan relaxalodik, végiill a Topl megsziinteti a folytonossaghianyt és
ledisszocidl a DNS-r6l. A Topll enzim hasonlé mdédon miikddik, de a Topl-gyel ellentétben
homodimer szerkezetli és ATP hidrolizisét is igényli [43-45]. A Topll enzimek bar képesek
duplaszal torést létrehozni, egyszal torést is okozhatnak [46-48]. A Topll katalitikus ciklusa els6

1épésében kotddik a DNS-hez, amit az ATP hidrolizise kovet, mely konformacio-valtozast okoz
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¢s a DNS molekula egyik vagy mindkét szalanak hasitasat eredményezi. A kovetkezd 1épés az
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2. abra. A Topll enzim katalitikus ciklusa. A Topll enzim az dbran kék szinnel van jelolve,

zold ill. sarga szin jeloli a DNS kettos hélix két szalat, melyeken a dekatendacios folyamat

végbemegy [50].

Mivel a Topll tipusu topoizomerdzok dimer szerkezetii enzimek, ezért valdsziniisithetd,
hogy a dimer tagjai egymastol fiiggetleniil is mitkddhetnek. gy, ha csak a dimer egyik tagja 1ép
miikddésbe, akkor egyszal torés, ha mindkét tagja, akkor pedig duplaszal torés keletkezik [51]. Ez
utobbi mikodésmaod biologiai értelme a dekatenacid, amikor a keletkezett duplaszal torésen
keresztiil at tud engedni egy masik DNS szélat, igy megsziintetve a DNS molekulan példaul a

replikacio soran keletkezett csomokat. A Topll-nek két izoformdja 1étezik, a foként o0sztodo

crer

crcr

alultekertséget relaxalja. A Topl [52] és a Topll [53] negativan és pozitivan szuperhelikalis DNS-



t is képesek relaxalni, de a Topll dekatenécios funkcidja tal- és alultekert DNS esetében eltérd

hatékonysagu [54].

A Dox Topll enzimgatlds kovetkeztében létrejovd hatasara tobb kisérletes bizonyiték is
létezik. A ToplIP gén csendesitése sikeresen kivédte a Dox kardiotoxicitasat egér allatmodellben
[55], tovabba hasonlo eredményeket kaptak, amikor més Topll enzimgatlokat adtak egyiitt Dox-
szal [56], tovabba kimutattak, hogy a ToplIp megtalalhat6 a szivizomsejtek mitokondriumaiban is
[16, 55, 57]. Ezek alapjan valosziniisithetd, hogy a ToplIf gatlasa felelds a kardialis mellékhatasok

egy részéeért.

A Dox Topll fiiggetlen hatasat részben a reaktiv oxigén intermedierek szintjének emelésén
at fejti ki, fokozva az oxidativ stresszt [58]. Az antraciklinek kinon csoportja kiilonb6z6
oxidoreduktiv enzimek (pl. cytochrome P450 reduktdz, NADH dehidrogendz, xantin oxidaz)
jelenlétében redox reakciokon mehet keresztiil, mely szemikinon és szabadgyokok képzddéséhez
vezet. Utdbbiak reakcioba lIépnek az oxigénnel, tovabbi reaktiv molekuldkat eredményezve. A
keletkez6 szuperoxidok, peroxidok és hidroxil gyokok erdsen toxikusak a sejtek szdmara [59],
lipid peroxidaciot valtanak ki, tovabba a DNS bazisaival reakcioba 1épve DNS hibdkat okoznak,
mely folyamatok a sejtosztodas lealldsahoz, majd apoptdzishoz vezetnek. Rdéadasul az

antraciklinek vassal komplexet képeznek, igy tovabbi redox reakcidokon keresztiil is ndvelhetik az

crer

novelését okozza, igy hosszutavon szivelégtelenség kialakuldsdhoz vezet [59, 60].

A Dox a szabadgyok képzésen, illetve az oxidativ stressz emelésén til ndveli a sejten beliili
ceramid szintet is [61-64]. A ceramid egy lipid molekula, mely szfingozinbdl és zsirsavbal all,
tobb sejtfolyamatban is fontos szerepet jatszik (a kivaltott jelenségek lehetnek példaul apoptodzis,
szeneszcencia vagy novekedés leallds). Kimutattdk, hogy a ceramid lebontdsaban résztvevd
gliikozilceramid szintetdz enzim szintjének emelésével a sejtek Dox rezisztencidja nd, mig az
enzim szintjének csokkentésével a Dox okozta sejthaldl valdszinlisége emelkedett meg [65]. A
Dox nemcsak a ceramid szintézis novelése révén gatolja a rakos sejtek osztddasat, hanem eldsegiti
a CREB3L1 membran-kotott fehérje részleges proteolizisét is, ennek kovetkeztében ez a
transzkripcids faktor a membranbdl szabadda vélva a sejtmagba jut, ott olyan gének atirddasat

inditja el (pl. a p21 fehérjét kodolo CDKNI1A gén), mely a sejtciklus ledllasat eredményezi [66].
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Mindezeken tul, a Dox interferal az autofagia folyamataval is. Egyrészt autofagiat indukal
[67], masrészt a lizoszomalis savasodas gatlasa kovetkeztében [68], valamint tobb kiilonb6zo
jelatviteli atvonallal interferalva [69] megzavarja annak szabalyozasat. Mivel az autofagia
folyamata a sejt homeosztazisanak fenntartdsahoz elengedhetetlen, igy a folyamatok megzavarasa

a kardiotoxicitdshoz nagymértékben hozzéjarulhat.

A Dox a fent részletezett hatdsmechanizmusokon tul hatast fejt ki a citoszkeletonra is,
kimutattak, hogy a citoplazmdban a fibrillaris aktin szélak szervezddésére is hatassal van, mely

egyiitt jar a sejtmagban az aktin fehérje megjelenésével [70].

1.4. Antraciklinek sejtmagi kolcsonhatasai
1.4.1. Interkalaciéo a DNS kettés spiralba

A Dox tulajdonsagai kozé tartozik az is, hogy a megfigyelések szerint a sejtmagban dusul,
50-szer magasabb koncentraciot érhet el, mint a citoplazmaban. A telitést 340 uM-os
koncentracioban éri el, becslések szerint ez minden 5. bazispar kozé egy interkalalodott Dox
molekulat jelent [71-73]. A Dox és a tobbi antraciklin a kis arok feldl ¢kelddik be a bazisok kozé
[74]. Az interkalacié hatékonyséaga fligg a DNS szuperhelicitasatol [75], ami magyarazatot ad az
antraciklinek linker DNS k&tési preferencidjara [76, 77]. Az antraciklinek interkalacioja soran GC
bazispar preferenciat mutatnak [78, 79], igy a citogenetikdban a kromoszoémak Q savozdsara is

hasznaltak [80].

Az antraciklinek planaris szerkezetli molekuldk, ahol egy tobbtagu gytiris szerkezetet egy
glikozid kotés kapcsol 0ssze egy daunosamin csoporttal (3. dbra) [76]. A DNS-sel kapcsolatba
1épve a hidroféb aromas gylirik a bazisok kozé, a DNS tengelyére merdlegesen ¢kelddnek be, az
amino-cukor csoportja pedig a kis drokba kertil €s guanin bazisokkal hidrogén-kotéseket alakit ki,

s igy stabilizalodik [81].

crer

helikazok funkciojat [82, 83], a transzkripcids faktorok és egyéb fehérjék DNS-kotését [83],
tovabba a DNS replikaciot €s a transzkripciot is [84-89]. Az interkalédcio és az azt kovetdé DNS

keresztkotés elsdsorban a DNS templat funkcidjaval interferal. Kimutattdk, hogy a Dox egyarant
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gatolja a virdlis, bakteridlis €s az eml0ds sejtekben taldlhatdo DNS fliggd DNS polimerazt [90-92],
¢s a bakteridlis RNS polimerazt is [92]. Ezen feliil, a Dox kozvetleniil kotédhet a DNS
polimerazhoz is, igy az interkalaciotol fliggetlen modon is gatolhatja a DNS replikaciojat [93]. A
Dox DNS ¢és RNS szintézisre gyakorolt gatlo hatasa sejtmag preparatumon is detektalhato, de az
€16 sejtekhez képest eltérd mértékben, igy feltételezhetd, hogy a sejten beliil metabolizalt Dox
szarmazékok is hozzajarulnak a DNS és a mRNS szintézis gatlasdhoz [94]. Tovabba kimutattak,
hogy az antraciklinek a szomatikus rekombinaciét is eldsegitik [95], és stabilizaljdk a G-
quadruplex DNS strukturakat [96], igy egyéb sejtmagi funkciok is megvéltozhatnak. A linker

crer

[97].

1.4.2. Addukt képzés

A Dox tovabbi hatasai kozé tartozik a DNS-sel torténd kovalens kotodés, az un. addukt
képzés. Az interkaldlédott Dox az intracelluldrisan jelenlévé formaldehid reaktiv csoportjai
segitségével a DNS egyik szalan taldlhatdo guaninnal kovalens kotést 1étesit és a DNS szélait
keresztkoti. A kotést tovabb erdsiti a DNS masik szaldn 1évé guaninnal kialakul6 hidrogénkdotés.

(3. abra).
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3. abra. A Dox-DNS komplex szerkezete. (4) A Dox az intracellularisan jelenlévo formaldehid

reaktiv csoportjai segitségével kovalens kotést létesit (pirossal jelolve) a DNS egyik szaldan lévo
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guaninnal, a DNS masik szdlan 1évé guaninnal pedig hidrogén-kétéseket. (B) A Dox DNS-be
torténd interkalacioja soran a kis arokban elhelyezkedo daunosamin csoportia a ket vele

szomszédos bazispart egymastol tavolabb helyezi a DNS hossztengelye mentén (az eredeti abrdk

forrasa: [84, 98].)

A Dox a DNS keresztkotésén tul reakcioba Iéphet lipidekkel és sperminnel is. Mindkét
reakcido végtermékeként szabad formaldehid keletkezik [99]. Kimutattdk, hogy a sejten beliil
megndvekedett formaldehid szint kisérletesen fokozza a sejtek Dox toxicitasat. [100, 101]. A
DNS-sel torténd addukt képzés aktivalja a DNS hibajavito mechanizmusait és Topll fiiggetlen
modon vezet sejthalalhoz [102, 103]. Egyéb gydgyszerekkel a sejten beliili formaldehid szintjének

emelése révén a toxicitas tovabb fokozhato [104, 105].

1.4.3. Hisztonokhoz valé kotodés

Az antraciklinek pleiotrop hatdsdhoz hozzdjarul, hogy a sejtmagon beliili hisztonokhoz is
kotddnek [106], amit laboratoriumunkban mi is kimutattunk [107]. A Dau esetében ezt a jelenséget
részletesen tanulmanyoztak. Konfokalis mikroszképia €s aramldsi citometria segitségével
kimutattdk a Dau HI-hez kotddését. A kapcsolodas hatasdra a hiszton a magvacskaba
transzlokalodott, melyet kromatin aggregacio kovetett. Feltételezhetd, hogy a H1 hisztonokon két
Dau kotdhely talalhatd, a kotddési helyek a H1 un. tripszin rezisztens globularis winged-helix
részén talalhatoak, és a kotddés kooperativ jellegti [108, 109]. Kimutattak tovabba azt is, hogy a
Dau H1-hez torténo koétodése in vitro noveli a hiszton hostabilitasat [109]. A Dau az oldatban 1évo
szabad linker és core hisztonokhoz egyarant kotddik - az acetildlt core hisztonokhoz nagyobb
mértékben [110]. A kromatinhoz kotott hisztonok koziil csak a linker hisztonhoz torténd kotddését
mutattak ki, a kromatinkotott core hisztonokhoz alig kotédik [106, 111]. Ezt azzal magyaraztak,
hogy a kromatink&tott hisztonok koziil a linker hisztonok hozzaférhetésége nagyobb lehet a core
hisztonokénal [106]. Az is lehetséges azonban, hogy a Dau kotéhelyek a nukleoszoman annak
DNS-t kot részein talalhatoak, igy nem hozzaférhetdk a Dau szdmara. Az antraciklinek
kromatinkotését tobb kiilonbozé modszerrel (equilibrium dializis, hidrodinamikai és elektromos

dikroizmus) részletesen vizsgaltdk [76]. A Dau a nukleoszOmamentes DNS-hez kotédik
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legnagyobb affinitdssal, melyet a H1 depletalt kromatin kovet [111-113]. A Dau hozzaadasa H1
depletalt kromatinhoz a nukleoszoma ¢és a DNS kozotti kotés gyengiilését okozza [113].

A hisztonokon és topoizomerazokon kiviil mas magi fehérjékkel is interakcioba 1épnek az
antraciklinek. A Dox a DNS-hez kotott HMGI1 fehérje DNS-kotését dozisfiiggd modon
csokkentette, igy destabilizdlva a DNS-HMGI1 fehérje komplexet [114], tovabba egyéb, nem
hiszton sejtmagi fehérjékhez is kimutathatéan kotédik [115]. A DNS-be interkalal6do
antraciklinek versengenek a DNS-kot6 transzkripcids faktorokkal [116], melynek eredménye a

sejtmagi szabalyozo6 folyamatok megvaltozasa, ami hozzéjarul a komplex hatés kialakulasédhoz.

1.4.4. Az interkalacio okozta nukleoszoma destabilizacio

crer

soran a DNS tekertsége (Tw) csokken, a DNS relaxdlodik. Kimutattak, hogy interkalalodd
molekulanként -27°-ot csokken a DNS dupla hélix természetes tekertsége [117]. Az interkalacid
ezen tul megvaltoztatja a DNS hosszat és rigiditasat [118] €s a kettds hélix olvadaspontjat is [119].
Az antraciklinek interkalacidja kovetkeztében kialakulo alultekertség a DNS relaxacio iranyaba
hat, mely strukturalis véltozasokat okoz a nukleoszoma szerkezetében. Ez a H2A/H2B dimerek
nukleoszéma destabilizacidjat okozza. Tehat az interkalacid és a kovetkeztében kialakulo
alultekertség végiil a nukleoszomak destabilizacidjdhoz vezet [98, 122, 123]. Ezt a jelenséget

laboratériumunkban mi is részletesen tanulmanyoztuk [124].

In vitro kisérletekben igazoltdk, hogy a DNS-en felhalmozodé thltekertség gatolja, az
alultekertség pedig eldsegiti a nukleoszomak Osszeallasat [125, 126], tehat a nukleoszomalis
szerkezet ¢érzékeny a szuperhelicitds megvaltozasara. Egy masik kisérletes rendszerben
nukleoszomak 4athelyezddését mutattdk ki pozitivan szuperhelikalis DNS-rél negativan
szuperhelikalis DNS-re, ami egy olyan elongacios modellt latszik igazolni, melyben a polimeraz
elott szétszerelddik, mogotte ismét Osszedll a nukleoszoma. Ebben a modellben a H2A-H2B
dimerek levalasat tételezik fel az elongicid sordn, melynek eredményeképpen ideiglenesen

kialakul¢ tetraszoma szerkezete jobban megfelel a szuperhelikalis DNS-nek [127].
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A Dox nukleoszoma destabilizalé hatasat terapiasan adott koncentraciok esetében is kifejti
[122]. A Dox-hoz hasonléan a Dau destabilizacidos hatasat a core hisztonokra 1-10 pM
koncentracioban fejti ki [128]. Egy olyan kisérletben, ahol elézetesen a nukleoszomakat
megjelolték, a Dox okozta relaxacid megnovelte a nukleoszomak lecserélddési valoszinliségét
(turnover-ét) az aktiv gének promoterei mentén [129, 130]. Hasonld eredményt kaptak mas
antraciklinnel (aclarubicinnel) kezelt sejtek esetében, mely Topll gatlo hatassal nem rendelkezik
[131], illetve Toplla depletalt sejtekben is kimutattak a Dox nukleoszoma destabilizalo hatésat
[122]. Tehat az antraciklinek nukleoszoma destabilizald hatasa feltehetden az interkalaciotol fiigg,
nem pedig a Topll gatldé hatdsuktdl [132]. Az antraciklinek 4altal indukalt nukleoszéma
destabilizacid bizonyos gének aktivacidjat [122] okozhatja, tovabba a tekertség megvaltozésa
miatt megnovekedett nukleoszoéma disszociacio €s reasszociaciod [133] DNS karosodashoz, majd
apoptozishoz vezethet. A disszocialoddo nukleoszomék kovetkeztében megnovekedett
nukleoszomamentes DNS teriilet konnyebben hozzaférheté a DNS karositdé anyagok,
szabadgyokok szamara, ami DNS hibék 1étrej6ttét okozhatja Topll gatlastol fiiggetlen moédon. Mas
DNS interkalator (pl. quinacrine) kezelés hatasara is detektaltak génexpresszio valtozast [134], igy
feltételezhetd, hogy ez a jelenség az antraciklinek interkalacios és a kovetkeztében létrejovo
nukleoszéma disszocidcios hatasaval fligg 6ssze. Erre utal az is, hogy a DNS hozzaférhetdségét

noveld enzimek expressziods szintje korreldl az antraciklin szenzitivitassal [135].

1.4.5. Az antraciklin interkalacio és a kovetkeztében kialakulo nukleoszoma destabilizacio

osszefiiggése a DNS topologiajaval

A kromatinban zajlé szintetikus folyamatok okén és a kromatin szervezddésébol fakadoan
is, a tekertség a genomban nem homogén eloszlasu, és mivel az antraciklin interkalaci6 folyamata
fligg a DNS szuperhelicitasatol [75], igy az interkalacio nukleoszomakra gyakorolt destabilizacios
hatdsa a kiilonbozd helyeken eltérd lehet. Kordbban leirtuk, hogy az interkaldcio hatasara
sejtekben a DNS karosodasa soran fellépd DNS-torések destabilizaljak a nukleoszémakat.
Munkénkban kimutattuk, hogy a gamma foszforilalt H2A.X-t tartalmaz6 nukleoszomak stabilitasa
kisebb a gH2A.X-t nem tartalmaz6 nukleoszomak stabilitdsdhoz képest, melyet a nukleoszoma

kozvetlen kozelében megtalalhato, és feltételezhetden Topll eredetli szaltérés magyarazhat [124].

20



Ezek alapjan feltételezhetd, hogy olyan kromatin teriileteken, ahol példaul a DNS teljesen relaxalt
allapotban van, a Dox nukleoszoéma destabilizacios hatdsa erdsebben érvényesiil, ugyanis a relaxalt
nukleoszémak (H3K4me3 ¢és H3K27ac poszttranszlacids moddositassal) alacsonyabb Dox
koncentraciok hatdsara disszocialnak a kromatinrdl [124]. Tehat az altalunk detektalt globalis
jelenségek a kromatin Dox altal preferalt részein lokalisan kisebb Dox koncentraciok esetén is
létrejohetnek. Az interkaldtorok kromatinra kifejtett hatdsanak vizsgalata céljabol tehat
feltérképeztiik az interkalatorok altal preferalt kromatin régiokat, melyek endogén
szalfolytonossag-hidnyokat és a kovetkeztiikben kialakuld relaxalt DNS-t tartalmazé topologiai
doméneket tartalmaznak. A bevezetésben attekintem az ebbdl a szempontbol relevans irodalmi

1smereteket is.

A DNS tekertségének eloszlasat a genom szintjén psoralen térképezéssel vizsgaljak, ami egy
olyan DNS interkalator, mely az alultekert DNS szakaszokat részesiti eldnyben az interkalacid
soran. A psoralen a DNS-t UVA besugarzas hatasara keresztkoti, igy utdlag feltérképezhetdk az
alultekert DNS-t tartalmazé kromatin domének [41, 136-138]. Biotinnal jeldlt psoralen
segitségével [139] a kromatinba beépiilt és fotofixalt psoralen fluoreszcens mikroszkoépban
lathatova tehetd, melyet a laboratériumunkban mi is kisérletesen tanulméanyoztunk, és azt talaltuk,

hogy az a relaxaciora érzékeny etidium bromiddal megegyezden viselkedik [75].

1.4.6. A szuperhelicitas-fiiggé antraciklin interkalacio kapcsolata Topll eredetii endogén

DNS-torésekkel

A kromatin topologiai szervezésében a Topl enzim a kromatinon beliil mindeniitt jelen lehet,
a transzkripcids buborékban 3’ irdnyban haladé RNS polimerdzzal egyiitt haladva moddositja a
DNS tekertségét. A Topll enzimek a gének promoter régidira lokalizdlodnak és a transzkripcio
szabalyozasaban is részt vesznek. Mivel az antraciklinek a Topll enzimet gatoljak, igy a
kromatinra gyakorolt hatdsuk megértéséhez sziikség van a Topll-t tartalmazé DNS régidk és a
Topll gatlas kovetkeztében felhalmozddo szaltorések feltérképezésére. A bevezetésben ezért

attekintem az erre vonatkozo irodalmi ismereteket is.
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Az antraciklinek — az etopozidhoz hasonldan - a topoizomeraz II katalitikus ciklusanak
religacionak nevezett 1épését gatoljak, igy megndvekszik a DNS 5° végéhez kotott Topll enzimek
(Topllcc / cleavage complex) szdma. A katalitikus ciklusba belépd tijabb Topll enzimek is a DNS-
hez kovalensen kotott allapotban csapdazddnak, ami szabad 3° OH csoportot tartalmazd DNS szal
folytonossag-hianyok felhalmozodéasdhoz vezet. Ez a DNS hibat érzékeld utvonalak aktivalodasan

at a sejtciklus leallasat és apoptozist eredményez [2, 140].

Jelentés mennyiségli irodalmi adat bizonyitja a Topll és az altala okozott szaltorés
kapcsolatat a transzkripcidval. Kimutattak, hogy a transzkripcié elindulasahoz sziikséges a ToplIf3
¢s az altala okozott szaltorés jelenléte a gén promoterén [141, 142], ez utobbit laboratoriumunkban
mi is sikeresen detektaltuk. A Topll és az altala okozott szaltérés mennyisége a promoteren
korrelal a gén expressziojaval és a cohesin jelenlétével [142]. A cohesin az interfazisban a
kromatin hurkok szervezddésében vesz részt [143-145]. Bizonyos élesztd gének szabalyozasaban
kimutattak, hogy a Topll fontos szerepet jatszik [146]. Neuronalis korai valaszadd gének
atirodasanal is jelen van a ToplIf és az altala okozott szaltorést is detektaltak [147], tovabba a
gyakran atirodo génekben tobb Toplla altal 1étrehozott szaltorést detektaltak [48]. A Topllp-val
egylitt a Poly(ADP-rib6z) polimeraz 1 [148] és a Ku70/86 [149] enzim jelenlétét is kimutattak a
promoteren, mely (a Topl enzimmel egyiitt) a transzkripcid és az enhancer transzkripcio
elindulasahoz is sziikséges [150]. Megfigyelték azt is, hogy az inzulinra adott transzkripcionalis
valasz 1étrejotte sordan a DNA-PK és a ToplIP altali idéleges szaltorés 1étrejotte sziikséges [151].
Hasonloan, a ToplI fliggd PARP1 aktivacio a zsirsejtek funkcidjadhoz sziikséges gének atirodasanal
is jelen van [152]. A ToplIp szerepét az Osztrogén, androgén [153] és a gliikokortikoid [149]
receptorral egyiitt a target gének aktivacidjaban is leirtak. A DNS hibajavitasi enzimek koziil tobb
(ATM, DNA-PK, PARP1) is jelen van a ToplIB-val egyiitt a cél-gén promoterén a transzkripcio
iniciacidja soran [153], és az is ismert, hogy a transzkripcid és a DNS hibajavitas fehérjéi szoros
fizikai és funkciondlis interakcioban vannak egymassal [154]; a DNS hibajavitas fehérjéit a
transzkripcid ko-aktivatoraként is lehet tekinteni [155]. A DNS hibajavitas €és a transzkripcio
folyamata egymassal szoros kapcsolatban allnak €s funkcionalisan 6sszefonodnak. Ebbe a képbe
illeszkedik, hogy a Topll altal 1étrehozott szalfolytonossag-hidny és a DNA-PK altal 1étrejovo
megfigyelés is, hogy a topoizomerazok és a DNS hibajavitas enzimei a kromatin struktira

megvaltoztatasdval bizonyos gének atirodasat fokozzak [141, 157, 158]. Ismert, hogy a
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riboszomalis géneken a Toplla a preiniciacidos komplex 1étrejottét, igy az RNS polimeraz I

aktivaciojat segiti eld [159].

A ToplIp aktivacidja a kettds szaltorések mellett egyszal toréseket is general, melyeket
etopozid segitségével genomi szinten mar feltérképeztek [46, 160]. Az egyszal és/vagy kettdsszal
folytonossag-hianyok azonosithatok jelolt nukleotidok templatfiiggd beépitésével E. coli DNS
Polimerdz 1 enzim segitségével, amikor lancterminator nukleotidok hozzdadasaval pontosabb
lokalizacio érhetd el a jel erdsségének terhére [161] (a disszertacid alapjat képzd II. cikk).
Termindlis transzferaz segitségével lehetéség van a szabad 3° OH csoporthoz egy jeldlt
nukleotidokbol all6 egyszalu nukleinsav szakaszt polimerizalni, mely szintén pontos lokalizaciot
tesz lehetové. Az utdbbi modszer alkalmazhatosagat korlatozza, hogy az enzim aktivitasa erésen
figg a megjelolendd vég természetétdl [162], tovabba hogy genomszintli analizis esetén
alkalmazott szonikalds sordn a jelolt, egyszalu nukleinsav szakasz a nyiroer6k hatasara
leszakadhat. Felmeriil a lehetdsége annak is, hogy a kiilonb6z6 3° OH-t jel6ld technikak soran nem
DNS hanem RNS végek 3’ OH csoportjait jeloljiik meg, példaul a transzkripcid soran keletkezo
RNS/DNS hibridek RNS-¢ét, tehat valojaban Topll fiiggetlen jelet is kaphatunk. A DNS-hez
kovalensen kotott Topll detektalasara kifejlesztettek egy modszert, mely sordn egy enzimatikus
kezelés (TDP2) hatasara leemésztik a Topll-t, majd a DNS-t Exonukle4dz VII és Exonukledz T
segitségével tovabb emésztik, melyet jelolés kovet [142]. Ennek az eljarasnak az enzimologiai
hatterét azonban nem tartak fel kelld alapossaggal, illetve nem publikaltadk. Egy masik olyan
kisérletes rendszerben, ahol szintén a Topll toréseket térképezték, a fenol-kloroform segitségével
végrehajtott DNS extrakcio kovetkeztében elveszthették a fehérjékhez kotddé DNS frakciot, ami
megmagyarazhatja, hogy miért kaptak az Exo VII/T eljarassal nyert eredményektdl teljesen eltérd
képet [160]. Mindezeket dsszevetve azt gondolom, hogy az irodalmi adatok a Topll eredetii 3° OH
csoporttal rendelkezd szalfolytonossadg-hianyok kisérletes jelolése és térképezése szempontjabol
nem teljesen meggy6zéek. Ebben a munkaban bemutatom a Topll eredeti 3> OH csoportot
tartalmazo szalfolytonossag-hidnyok jelolési modszerének bedllitdsat €leszté rendszer rDNS
klaszterén [161] (a disszertacid alapjat képzd II. cikk), és a folytonossag-hianyok genomi
eloszlasat DIP-seq ¢és combing modszer alkalmazéasaval (lasd Eredmények). Az utobbi

eredményeket tartalmazo kézirat késziiloben van.
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1.4.7. Antraciklin okozta kromatin aggregacio

Az antraciklinek amellett, hogy a DNS-be interkalalodnak, igy destabilizdlva a
nukleoszémakat, a hisztonokhoz is kotddnek és a kromatin aggregaciojat is okozzak, mar terapias
koncentracioban alkalmazva is. A Dau esetében ezt részletesen tanulméanyoztak [128]. A kromatin
aggregacio eldszor szamos kisebb ponton egyszerre indul meg a perinuklearis heterokromatinban,
athelyezddésével [128]. Az aggregalt kromatinban maradt H1 hiszton megndvekedett mobilitasat
FRAP (fotokioltas utani fluoreszcencia helyreallds) modszerrel mutattdk ki, GFP-vel kapcsolt
hiszton esetében. A Dau okozta kromatinaggregacidé mar igen alacsony koncentraciéban (5 nM)

adva is detektalhato, mind GFP-vel kapcsolt, mind antitesttel jelolt hisztonokkal.

Kromatin aggregaciot mas interkalatorokkal torténd kezelés esetén is dokumentéltak. A
DRAQS5, egy sejtmembranon atjutd fluoreszcens DNS festék, mely az antraciklinekhez hasonlo
modon interkaldlédik a DNS-be. Mar uM-os koncentracidban adva kiilonb6zé nagysag

teriiletekre kiterjedd kromatin aggregaciot okoz, mely ugyancsak a H1 hiszton megndvekedett

crer
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aggregacio figyelheté meg; ennél a koncentraciondl a H2B még kromatinkotott allapotban van. 3-

7 uM DRAQS esetében a H2B is destabilizalodik és a sejtmagon beliil diffuz eloszlast mutat [163].

Az antraciklinek kromatint aggregald hatdsat el6szor analitikai ultracentrifugalassal,
egyensulyi dializissel és cirkularis dikroizmussal vizsgaltak [76]. A kisérletek alapjan a kromatin
aggregacid mechanizmusat a kovetkezd moddon magyardztdk. Az antraciklin kotodik a
nukleoszémak kozotti linker DNS-be — amit egy masik interkalatorral (EBr) mi is kimutattunk
[75]. Ennek kovetkeztében a linker DNS merevebb lesz, a kromatin szupranukleoszomalis
tekeredése megvaltozik, ami fokozatosan raterjed a nukleoszomalis DNS-re annak a
nukleoszomaba torténd be- és kilépési pontjai iranyabol [76]. Igy tehat megvaltozik a kromatin
szerkezete, mely végiil Gjabb kapcsolatok 1étrejottéhez vezet a hisztonok és a kromatinszalak
kozott [164], tovabba a nukleoszémara tekert DNS mennyiségének csokkenésével a hiszton
oktamer részlegesen destabilizalodik, igy a folyamat végterméke az aggregalt kromatin. A

folyamathoz hozz4jarul, hogy a nukleoszomalis DNS szabaddé valasanak kovetkeztében megnd a
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surlodas, ugyanis aggregacid soran kisérletesen is detektdlhatd a szedimentacids koefficiens
csokkenése [76]. Mivel a kromatin szupranukleoszomalis tekeredése alapvetden ionerdsség fliggd
[165, 166], igy az elektrosztatikai interakciok igen fontos szerepet jatszanak a kromatin aggregacio
mechanizmusaban. A core hisztonok N-termindlis vége gatolhatja a nukleoszomalis DNS-be
torténd interkaldciot [167], igy poszttranszlaciés modositasuk befolydsolhatja lokalisan az
aggregaciot is. Ezt az is alatdmasztja, hogy az acetilalt core hisztonokkal rendelkezd nukleoszomak
Dau hatasara megnovekedett mértékben disszocialnak a DNS-rdl, ami a kromatin aggregaciot

ellen hat [110].

1.5. A H1, H2A és H2B hisztonok nukleo-citoplazmatikus transzportja

crer

eredményezi [168] (a disszertacio alapjat képzo 1. cikk), igy fontos beszélni a hisztonok nukleo-
citoplazmatikus transzport folyamatairdl. A nukleoszomakat alkotd hiszton oktamer nyolc,
ugynevezett core hisztonbol épiil fel ugy, hogy minden core hisztonb6l (H2A, H2B, H3 ¢és H4)
kettot tartalmaz [27]. A hisztonok a citoplazméban szintetizalodnak, tobbségiikben sejtciklus-
fliggd modon. A H2A ¢és H2B hiszton fehérjék aminosav szekvencidjaban az N-terminalison
talalhat6 egy nuklearis lokalizacids szekvencia (NLS), mely a sejtmagba torténd bejutasért felelds.
A H2A ¢és H2B hisztonok nuklearis importjaban és exportjaban a karyopherin (importin, exportin)
fehérjecsalad tobb tagja is részt vesz. A karyopherinek evoluciosan konzervalt, szerkezetileg
hasonld transzport receptorok [169-171], melyek kotddnek a szallitandd fehérje NLS
szekvencidjahoz. Az igy kialakult széllitmany a nuklearis porus komplex egy meghatarozott
rész¢hez kihorgonyzodik [172], majd a karyopherin GTP kotott Ran fehérjével kolcsonhatasba
keriilve a transzportalt fehérjérdl levalik [173] 4. abra. Tiz import karyopherint és 0sszesen
majdnem 2000 nukleo-citoplazmatikusan cirkuldlo fehérjét mutattak ki élesztoben. Miikodésiik és
transzport mechanizmusuk azonban még nem teljesen ismert, tehat feltételezhetd, hogy egy
karyopherin tobbféle fehérjét képes transzportalni [174]. Harom karyopherin (Kap114p, Kap121p
¢s Kap95) direkt médon kotddik a H2A és H2B NLS-hez. A kotddést a Ran-GTP gatolja [174],
igy a sejtmagban talalhatdé magas Ran-GTP kdvetkeztében a karyopherin-hiszton kapcsolat
megszlnik, a komplexrdl a szabad hiszton levalik. A Kap114p, Kap121p és Kap123p H2A-val és
H2B-vel alkotott komplexét is izolaltak a citoplazmabol [174].
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4. abra. A nukleo-citoplazmatikus transzport sematikus bemutatasa. Az importin
molekulak kétodnek a magi lokalizdcios szignalt (NLS) hordozo transzportalando fehérjékhez a
citoplazmaban és dokkolnak a magi porus komplexhez, a sejtmagban a RAN fehérje GTP kotése
kovetkeztében a szallitando fehérje levalik az importinrol, utobbi visszajut a citoplazmaba. Az
exportin molekulak a magi export szignalt (NES) ismerik fel a sejtmagban és Ran-GTP-hez
kapcsolodva exportaljak a megkotott fehérjét. A citoplazmaban taldlhato Ran-GAP enzim a GTP
hidrolizisét eredmeényezi, melynek végterméke a RAN-GDP. A RAN-GDP elésegiti a szallitando
fehérje levalasat a citoplazmaban, mig az exportin visszajut a sejtmagba. (Az eredeti abrdk

forrasa: [175].)

A H2A ¢és H2B hisztonok sejtmagi import folyamata mas fehérjékhez hasonléan a magi
porus komplexen keresztiil zajlik [176]. Az emlés importin B1/importin 7 heterodimer képes in
vitro a H1 hisztont importalni [177]. A core hisztonok koziil csak a H2B NLS-ét tanulmanyoztak

részletesen [178, 179]. Az ¢éleszté H2B fehérje 22-33 pozicidkban levé aminosavak jelenléte
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elégséges a H2B magba jutdsdhoz [178]. Mivel ez a szekvencia pozitivan toltott aminosavakban
gazdag és hasonlit az SV40 NLS-¢hez, ezért ugy gondoltdk, hogy a H2B importja Kapa altal
torténik [178]. Mas kutatok szerint a H2B importja Kapo/KapP1 fiiggetlen [180, 181], megint

masok adatai szerint importin 9 altal medialt folyamat [182].

Az exportin 1 (XPO1, chromosomal maintenance 1, CRM1) a leggyakoribb magi exportban
részt vevo karyopherin, melyre jellemz0, hogy leptomycin B-vel gatolhat6. A sejtmagban a magas
Ran-GTP szint kovetkeztében megkéti a transzportalodo fehérjét [183] a fehérje leucin gazdag
sejtmagi export szignal motivuma segitségével [184]. Ez a karyopherin felelds a legtobb fehérje,
rRNS, snRNS és mRNS exportjaért is [184-187], bar ismertek mas specializalt transzportfehérjék
is, melyek az érett mRNS-eket exportaljak. A tRNS-eket az in. exportin-t transzportalja a

citoplazmaba bizonyos mindségellendrzési 1épések utan [172].

Az mRNS-ek exportja nagyrészt CRM1 fiiggetlen, hiszen a leptomycin B-vel a mRNS-ek
exportja nem sziintethetd meg [188]. Az érett poly(A)+ mRNS-ek egy része az NXF1/TAP
(nuclear RNA export factor 1) utvonalon jut ki a citoplazmaba, majd az NTF2 related export
proteinnel (NXT1) heterodimerizdlodva kapcsolodik a magpdrushoz. A folyamat soran a
transzport fehérje a sejtmagbodl a citoplazméaba folyamatosan ki- és bearamlik [189-192]. Az
mRNS-ek exportalodhatnak a sejtmagbol mas Gtvonalakon is, ismert Trnl és Trn2 medialt mRNS

export is [188], melynek azonban pontos mechanizmusa nem teljesen felderitett [193].

A Naplp nevli chaperon hiszton dimerekkel alkotott komplexét kimutattak, mely
transzporter az mRNS-ek exportjahoz hasonloan CRM1 fiiggetlen. Mivel a Nap1 nuklearis export
szignalt is tartalmaz, igy a hisztonok exportjaban is szerepet jatszhat [194]. A Naplp fehérje a

sejtciklus S fazisdban mutathat6 ki a citoplazmaban [195], amikor a hisztonok szintézise is folyik.

Az RNS-eken kiviil leirtak bizonyos fehérjék CRM1 fliggetlen magi exportjat is. A UAP56
¢s URH49 helikdzok mellett [196] a TDP-43 ¢és FUS sejtmagbol torténd kijutasa is exportin-1
fiiggetlen. E két fehérje az mRNS processzalasban vesz részt; az amiotrophids lateral szklerozis és

a fronto-temporalis demencia nevii betegségek patogenezisében is szerepet jatszanak. A betegség
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patogenezisében is dokumentaltak [198].
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Akut stressz hatdsra a karyopherinek egy részének a miikodése ledllhat és a sejtmagban
stressz  granulumokat alkotva vagy a citoplazmaban ribonukleoprotein komplexekben
halmozddhatnak fel és aggregalodhatnak [199, 200], mely folyamat analdg lehet az altalunk
dokumentalt H2A hiszton aggregéacidval [168] (a disszertacié alapjat képzo 1. cikk).

1.6. Extranuklearis és extracellularis hisztonok

Kutatasaink szerint a Dox kezelés hatasara megné a sejtek citoplazméjaban a H2B hiszton
szintje, tovabba dendritikus sejtek (DC) citoplazmajaban Dox kezelés nélkiil is magas H2B
tartalmat mutattunk ki [ 168] (a disszertaciod alapjat képzo 1. cikk), igy a bevezetés tovabbi részében

attekintem az extranuklearis hisztonokrol rendelkezésre allo irodalmi adatokat is.

A hiszton fehérjék sejtmagon kiviili funkcioi is ismertek, a természetes immunitasban fontos
szerepet jatszo antimikrobialis peptidek (pl. lizozim, defenzinek) éltal képviselt védelmi rendszer
részeként [201]. Citoplazmatikus vagy extracellularis hisztonok tobb helyen, tobbféle szovetben
is megtalalhatdak, példaul a méhlepényben, a gasztrointesztinalis traktus kiilonb6zd részein, a
borben, sebvaladékban, makrofagok lizoszémadiban, limfocitdkban, s6t még a tehéntejben is
kimutattdk a jelenlétiiket [202]. A méhlepény szinciciotrofoblaszt és amnion sejtjeinek
citoplazmajaban nagy koncentrdcioban mutathatdé ki a H2A ¢és H2B hiszton, fdleg a
membrankdzeli részeken. Az amnion epitél sejtek folyamatosan H2B-t szekretadlnak, mely az
amnion folyadékban Osszegyllve baktériumdld hatassal rendelkezik [203]. A placenta az
immunrendszertdl eleve nagyrészt elzart, specidlis immunoldgiai tulajdonsdgokkal rendelkezd
teriilet, igy a korokozok elleni védekezés szempontjabdl kitiintetett jelentdséggel bir. A gyomorban
talalhaté mirigysejtek citoplazmajaban H2A-t mutattak ki, melyet a sejtek a gyomor lumenébe
szekretalnak [204], fokozva a gyomornedv antibakterialis hatasat. Hasonl6an, a H1 hiszton az
emberi bélrendszer epitél sejtjeinek mikrovillusaiban is megtalalhatd, ahonnan a lumenbe
szekretalodik. H1 és H2B hisztont mutattak ki halak hédmsejteinek membranjaban is, mely
bizonyos kérokozok osztddasat gatolta in vitro [205-207], illetve egér makrofagok lizoszomaiban
is [208], ahol non-oxidativ antimikrobidlis hatasért felelések. Human vizholyag folyadékaban és
sebvaladékban defenzin, lizozim és mds antimikrobidlis peptidek mellett a H2B hiszton N-
terminalis fragmentumat is megtalaltdk [209]. Human periférias vérbol szarmazo limfocitak és in

vitro tenyésztett T sejtek membranjaban is kis mennyiségben jelen van a H2B ¢és H3 hiszton [210].
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Szintjiiket a fitohemagglutinin kezelés erdteljesen megnoveli, extracellularis szekrécidjukat is
kivaltva. Nem osztodo egér majsejtek és folyamatosan osztdodd Friend eritroleukémia sejtek
citoplazmajaban H1 hisztont taldltak [211], tovdbba kimutattdk a HI hiszton nukleo-
sejtjei tehat aktivan hisztonokat juttatnak az extracellularis térbe, melyek antimikrobidlis
hatasaikon tal protrombotikusak, a gyulladas terjedését gatoljak és eldsegitik a gyulladt szovet
extracellularis csapdakat hoznak létre tigy, hogy a kromatinjukat bizonyos fehérjékkel egyiitt
kijuttatjak a sejtbdl az extracellularis térbe [215, 216], mely jelenséget NETosisnak neveznek. Ez
a struktira gatolja a mikroorganizmusok terjedését ¢és protrombotikus tulajdonsagokkal
rendelkezik [217]. Ismert, hogy allatkisérletek soran injekcidban beadott hisztonok perceken beliil
a kisérleti allatok halalat okozzak [218], de masok szerint csak a HMGBI1 fehérjével egyiitt
fejtenek ki sejtkarosito hatast [219]. A szabad hisztonok aktivaljdk a komplement rendszert, ami a
gyulladas sordn keletkezett sejtmaradvanyok eltakaritasat segiti eld [220]. Az extracellularis
hisztonok hozzajarulnak a szepszis sordn fellépd endotél diszfunkcid, sokszervi elégtelenség és
halal kialakuldsdhoz, ugyanis gyulladas hatasara szintjiik emelkedik, ami hiszton ellenes
antitestekkel (LPS, TNF ¢és egyéb mddon indukalt szepszis esetében is) kivédhetd egérben. Majom
modellben E. coli éltal indukdlt szepszis soran megemelkedett hiszton szinteket mértek a

szérumban, mely a kialakul6 veseelégtelenséggel korrelalt [218].

Az extracelluléris térbe keriilt hisztonok az eldzdekben leirtakon kiviil kemokinként is
miikodhetnek [221], elésegithetik mas kemokinek felszabaduldsat [222, 223], Toll-like receptor
ligandként is funkciondlhatnak tobb kiilonb6z6 receptoron hatva [224, 225], eldsegithetik
bizonyos citokinek termelddését [226] €s direkt citotoxicitasuk kovetkeztében a kornyezo sejtek
apoptozisat idézhetik eld [213]. A teljes méretti (H2A, H2B, H3 és H4) hisztonok endotoxin
neutralizécios hatasat figyelték meg in vitro [227], in vivo éallatmodellben [228] és emberben
egyarant [203]. A H2A ¢és H2B hisztonok a lipopoliszacharidok core és Lipid A részéhez kotddve
dozisfiiggd modon gatoljak az endotoxinok aktivitasat. A H2A-hoz és H2B-hez hasonléan a H1
hiszton is képes a bakteridlis LPS-hez kotddni [229], ezzel befolyasolva az immunvalaszt. A
hisztonok pozitiv toltéstiek, igy kotddnek az anionos foszfolipidekhez, példaul a kardiolipinhez is
[230], vorosvértestek membranjan kimutattdk a hisztonok foszfatidil szerin expoziciot fokozd

hatasat [231], mely a sejtek apoptdzisat idézheti eld. Az extracellularis hisztonok a sejtmembran
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permeabilitasat megnovelik a kationok szamara, igy megvaltoztatjak a kalcium medialt jelatvitelt

is [232].

Az extracellularis hisztonok a véralvadast is befolyasoljak, a kaszkadot tromboézis irdnyaba
toljak el [217, 233, 234], emiatt a klinikumban a hisztonok szérumszintje a disszeminalt
intravaszkularis koagulacionak nevezett sulyos allapot jo prognosztikus markere [235]. Az
expressziojat €s annak trombint hasité aktivitasat [236], és gatoljak a trombomodulin €s a protein
C aktivitasat [237], mely szintén prokoagulans hatasu. Egyediil a H1 hisztonnak mutattak ki
antitrombotikus hatasat [238]. Amennyiben in vitro véralvadasi kisérletben hisztonokat és DNS-t
is adnak a kisérletes rendszerhez, a fibrinszalak vastagsdga és a vérrog stabilitdsa megné és a

vérrog feloldddasa is lassul [239].

Az extrakromoszomalis H2B-vel kapcsolatban mindezeken tul azt a meglepd megfigyelést
is leirtdk, hogy a citoszolban duplaszali DNS szenzorként mukodik, €és igy hozzajarul a DNS
virusok elleni immunvélasz kialakuldsdhoz, a természetes ¢és adaptiv immunitds utvonalain
egyarant [240]. A citoplazmaban kimutattdk a H2B hisztonnak a Gamma-interferon-inducible
protein 16-tal és BRCAI1-gyel alkotott komplexeit, melyek a herpeszvirus fertézésre adott
interferon valasz utvonalaiban fontos feladatot latnak el [241]. A H2B az Interferon beta stimulator
1 nevii fehérjével is kolcsonhatasba 1ép, mely a természetes immunités aktivacidjaban jatszik
szerepet, ami elinditja kettds szali DNS-fiiggé modon az 1. tipusu interferon termelddését [242].
Ez a folyamat jellegébdl addddoan hozzdjarulhat a sejt sajat, duplaszali DNS-e elleni
immunvalaszanak kialakulasahoz, mely végiil autoimmunitést indukalhat, s ezzel szerepet jatszhat
autoimmun betegségek (pl. autoimmun pajzsmirigy betegség [243], szisztémds lupus

erithematosus [244]) patogenezisében.
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2. Célkitilizések

A Dox egy pleiotrop gyogyszer, melynek szertedgazo hatdsmechanizmusa jelenleg nem
tisztazott teljes egészében. Célul tiiztem ki a gydgyszer kromatinra gyakorolt hatasanak pontosabb
megismerését, melynek megértése fontos a gyogyszer kemoterapids hatdsai és mellékhatasai
megeldzése szempontjabol, és tanulsagokkal szolgalhat a kromatinszerkezet egyes altalanos

vonasairol.

Al. Péasztaz6 1ézer mikroszkopos kisérleti rendszerrel in situ vizsgalni kivantam a Dox kromatin-

aggregacios hatasat a sejtmagon beliil, az aggregacidé magyarazatat keresve.

A2. Vizsgalni kivantam, hogy a H2B altalam elséként észlelt nukleo-citoplazmatikus

crer

A3. Tomegspektrometrias modszerrel tanulméanyozni kivantam, hogy Dox kezelés hatasadra a H2B
hisztonon tal mely sejtmagi fehérjék mutatnak PYR-41-re érzékeny, Dox-fliggd nukleo-

citoplazmatikus transzlokaciot.

Mivel az interkaldtorok preferencidlisan kotddnek a relaxalt (endogén toréseket tartalmazo)
kromatin teriiletekhez, igy az antraciklinek hatasa lokalisan mar kisebb koncentraciok jelenlétében
is jelentkezhet. Ennek megfelelden dolgozatom maésodik részében az ilyen moéddon relaxalt
kromatin szakaszok feltérképezésére iranyuld kisérleteim eredményeit mutatom be. Ezen munka

keretében, melynek egy része még publikalatlan, a kovetkezd célkitlizéseim voltak.

B1. Célul tiztem, ki, hogy kidolgozzak egy olyan enzimatikus jel6lési modszert, melynek

segitségével specifikusan és hatékonyan jelolhetok a DNS egyszalu torések.

B2. Molekuléris combing alapt technika segitségével lathatova kivantam tenni a jeldlt egyszal
folytonossag-hianyokat élesztd és emlds sejtek DNS-én, hogy megallapithato legyen a kapcsolat

a szalfolytonossag-hianyok és a Topll enzim aktivitasa kozott.

B3. DIP-seq mddszerrel tanulmanyozni kivantam a szabad 3° OH-t tartalmaz6 folytonossag-

hianyok eloszlasat a humén genomban.

B4. Szuperfeloldasti mikroszkopia segitségével vizsgalni kivantam a DNS szalfolytonossag-

hianyok kapcsolatat a transzkripcidval.
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BS5. Nuklearis halo preparatumon szuperfeloldast mikroszkopiaval tanulméanyozni kivantam a

DNS torések térbeli elhelyezkedését a sejtmagon beliil.

Fenti BI-5 célkitlizéseim nem csak a relaxald hatasu — igy Dox-érzékeny — teriiletek
jellemzése keretében fogalmazodtak meg, hanem a fiziologias DNS széalszakaddsok biologiai

szerepének tisztazasaval kapcsolatos eréfeszitéseink sordba is illeszkedtek.
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3. Eredmények
3.1. A Dox kromatinra gyakrolt hatasanak vizsgalatai
3.1.1. Dox hatasara megjelend, kiterjedt H2A hiszton aggregacié a sejtmagon beliil

Pasztazo 1ézer mikroszkopos kisérleti rendszerlinkben Jurkat sejteket Dox-szal kezelve a
sejtmagon beliil a H2A hiszton aggregacidjat észleltem, melyhez nem tarsult a H2B aggregacioja.
Agar6zba agyazott €16 Jurkat sejteket 0-36 uM Dox-szal kezeltem 2 6ran keresztiil, ezutan eldzetes
fixalas (elofixalas) utan vagy anélkiil Triton X-100 tartalmu lizis oldattal permeabilizaltam (5.A
abra) (lasd Anyagok ¢és Modszerek). A Dox kezelés hatasara bekdvetkez6 H2A hiszton
aggregacioja és sejtmagon beliili atrendezddése a 5.D abran lathaté modell szerint értelmezhetd.
A szabad hisztonok — a Dox altal disszocialt hisztonokkal egytitt — a magbol kidiffundélnak, a ra
kovetkezd kisérleti 1épés soran kimosodnak, mig az aggregalt és DNS kotott hisztonok nem
tavoznak a sejtmagbol, igy indirekt immunofluoreszcens mddszerrel megjeldlhetdk, majd pasztazo
1ézer mikroszkoppal kvantitalhatok. A kontroll sejtek esetében a magban maradt H2A mennyisége
sokkal alacsonyabb volt, mint az el6fixalt sejtekben, mert az eléfixalt mintaval ellentétben a
kontroll minta sok szabad hisztont tartalmazott, melyek kiaramlottak a sejtmagbol. Abban az
esetben, amikor a lizis puffer ozmolaritasat so helyett szukrozzal allitottam be (ami egy régi, bevalt
modszer, segit a sejtmag morfoldgidjanak megdrzésében [245]), ezt a jelenséget nem tapasztaltam
(5.B éabra). A szukroz ndveli a viszkozitast, jelentdsen csokkentve a diffuziot, igy jelenléte kedvez
a Dox kezelés kovetkeztében levalt hisztonok kromatinba torténd visszakotodésének, tehat igy a
szabad, magbol kidiffundalé hisztonok aranya a DNS-kotott hisztonokéhoz képest csokken.
Amennyiben a lizis Triton X-100/PBS EDTA oldattal tortént, a ndvekvd Dox kezelés hatdsara n6tt
a sejtmagban maradt H2A mennyisége, mely Dox koncentracio-fliggést mutatott. Koriilbeliil 9
uM-nal mar detektalhato volt, és nagyjabol 36 uM-nal érte el azt a szintet, amit az eléfixalt mintak
esetében mértem. A H2A szint emelkedése valamelyest meghaladta az eléfixalt mintak esetében
mért H2A szintet, mivel feltételezhetéen a H2A ellenes antitest valdszintileg kisebb mértékben
kotddik a formaldehid altal fixalt epitopokhoz. Abban az esetben, amikor a H2A ¢és H2B magi
szinteket egyszerre mértem, a H2A-val ellentétben nem detektaltam H2B retenciot (5.C dbra). A
5.E éabra konfokalis mikroszkdéppal késziilt képekkel demonstralja a H2A eloszlasat a sejtmagban
Dox kezelés utan. Az aggregalt hisztonok tobbnyire a trabekulalt, aggregélt kromatinteriileteken

kiviil talalhatok a sejtmagban. Az aggregalt H2A-t tartalmazo sejtmagi teriileteken nem mutathato
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ki DNS még akkor sem, ha szoftveresen maximalisra erdsitjiik a propidium-jodid (PI) jelet (a

disszertaci6 alapjat képzo 1. cikk [168] kiegészitd S1 abraja).
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5. abra. Dox hatisara megjelend Kkiterjedt H2A hiszton aggregacié detektalhatéo (H2B
aggregacio nélkiil). (4) A hiszton aggregacio mérése pasztazo lézer mikroszkopos modszerrel.
Agarozba agyazott Jurkat sejteket Dox-szal kezeltem, a mintat ezutan fixaltam és permeabilizaltam
(elofixalt) vagy csak permeabilizaltam. A H2A és H2B hisztonok szintjét indirekt
immunofluoreszcencidas modon detektaltam pasztazo lézer mikroszkoppal és a képeket analizaltam.
Dox-szal torténd kezelések hatasara. Dox kezelés utan 1% Triton X-100/PBS-EDTA-ban lizalt
sejtek H2A szintjét folytonos vonal, az eldfixalt, majd ugyanezzel a lizis oldattal permeabilizalt
sejtekét szaggatott vonal, végiil az 1% Triton X-100/szukroz-EDTA-ban lizdlt sejtekét szaggatott-
pontozott vonal jelzi. A szimbolumok a mért pontokat, a vonalak pedig az Anyagok és Modszerek
fejezetben leirt modon illesztett gorbéket mutatjak. A mikroszkop bedllitasai (fotoelektron
sokszorozo fesziiltsége, szoftveres erdsites, és offszet) és a kép kiértékeles minden paramétere
azonosak voltak az osszehasonlitott mintak mérése soran. (C) A sejtmagban detektalhato H2A
fluoreszcencia intenzitasok a kezeletlen mintak intenzitasara vannak normalizdlva. (B)-ben és (C)-
ben a hibavonalak SEM értékeket jelolnek, melyek a G sejtpopuldcio heterogenitasara utalnak.
(D) A Dox indukalt H2A hiszton retencio lehetséges/valoszinii modellje. Permeabilizalt
sejtmagokbol a szabad H2A hisztonok kidiffundalnak az immunofluoreszcencias jeldlés elott, mig
az aggregalt hisztonok a magban maradnak. (E) Kontroll és 36uM Dox kezelt sejtek konfokalis
mikroszkopos képei. Fixalas utan a H2A-t immunofluoreszcencias modszerrel (zold) detektaltam,

mig a DNS-t Pl-dal (piros).

3.1.2. A Dox hatasa H2A és H2B hiszton mobilitasara minimalis

Pasztdzo lézer mikroszkdpos kisérleti rendszeriinkben a H2A sejtmagon beliili

crer

crer

modszert (FCS) hasznaltunk, mellyel vizsgaltuk a 36 uM Dox (és Dox + PYR-41 egyiittes kezelés)
hatasat e két hiszton mobilitasara PBS oldatban. A PYR-41 az E1 ubiquitin-aktivald enzim
sejtpermedbilis, irreverzibilis gatloszere. A két rekombinans hisztont a kisérlet eldtt Dylight-650

fluoreszcens festékkel megjeldltem, és a kisérlet soran az FCS méréshez sziikséges 200 nM-os
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koncentracioba higitottam. A H2A hiszton diffiziés ideje (ami a diffuzios allandoval, igy a
molekula méretével is ardnyos) Dox hozzdadasa utan 2.25 ms-rél 3.07 ms-ra nétt (36%-os
valtozas), mig a H2B diffuzios ideje 3.69 ms-rol 4.51 ms-ra nétt (22%-o0s valtozas). Dox + PYR-
41 egyiittes jelenléte a kezeletlen mintdhoz képest még kisebb mértékben ndvelte (2.25ms-rol
2.66ms-ra (18%e-o0s valtozas)) a H2A molekuldk diffizios idejét, mig Dox jelenlétében a H2B
molekulak diffuziés ideje megegyezett a Dox + PYR-41 egyiittes jelenlétében mért értékkel (4.51
ms). (6. abra). A Dox jelenlétében mért kis foka (22-18%-o0s) diffiizids 1d6 csokkenése nem utal a

crer

varhat6 a multimerek jelenléte kdvetkeztében [246].
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6. abra. Dox hatasa fluoreszcens festékkel jelolt H2A és H2B mobilitasara oldatban
Fluoreszcencia Korrelaciés Spektroszkopia (FCS) modszerrel. Fluoreszcens festekkel jelolt
H24 (A) és H2B (B) hisztonok autokorreldcios gorbéi kontroll mintakon (pontozott vonal), 36 uM
Dox (szaggatott vonal) és 36 uM Dox + 50 uM PYR-41 (szaggatott-pontozott vonal) jelenlétében.
Folytonos vonal jelzi a szabad festék autokorreldacios gorbéjét. Az abran mintanként 6 mérés
atlagolt eredmeényét abrazoltam, 1 mérés soran a miiszer 20 kiilonbozo adatsort régzitett 10

masodperces méreési idovel. A diffuzos idot a goérbék inflexios pontjanal (nyil) olvastam le.
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3.1.3. A H2B hiszton nukleo-citoplazmatikus transzlokacioja

3.1.3.1. A Dox kezelés az endogén H2B hisztonok massziv nukleo-citoplazmatikus

erer

Dox hatasara a H2B hiszton a H2A-t6l teljesen eltéréen viselkedik. Mig a H2A a
sejtmagban aggregalodik (5.E abra), nem észlelhet6 a H2B hiszton aggregacidja a magon beliil (7.
abra), viszont megvaltozik a fehérje sejten beliili eloszldsa. Ahogy az az 7. dbran latszik, a H2B
hiszton Dox koncentracié ¢és idofiiggé modon eltlinik a sejtmagbol és felhalmozodik a
citoplazmaban. Gradiens alakul ki - koriilbeliil haromszor annyi H2B transzlokaldédik a
citoplazmaba, mint amennyi a magban marad - igy feltételezhetd, hogy ez egy aktiv folyamat, ami
mar kb. 1-2 uM Dox koncentracional észlelhetd (7.C abra). A kezelés 15-30. percében a sejtmag
centralis rész¢rdl tlinik el a H2B hiszton, késébb egyre inkabb a mag periféridjarol is, mikdzben a
citoplazmaban folyamatosan emelkedd hiszton szint mérhet6 (7.B és D abrak). A 2 6rés kezelés

végére a H2B hiszton nagy része eltlinik a sejtmagbol, és felhalmozodik a citoplazmaban.
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7. abra. Dox okozta endogén H2B hiszton nukleo-citoplazmatikus transzlokacié Jurkat
képek felett, uM-ban jelélve). Fixalt Jurkat sejtek esetében a H2B-t immunofluoreszcens jeléléssel
detektaltam (zold), a DNS-t Pl-dal festettem (piros). Az abran konfokalis mikroszkoppal késziilt,

idofiiggese. A sarga nyilak a H2B eltiinését jelzik a centralis, a kék nyilak pedig a periférias
kromatin régiokbol. Az abran lathato kontroll sejteket Dox nélkiil (,,nincs Dox” felirat)
inkubdltam, illetve olyan kontroll minta is lathato, amelyhez Dox kezelés utan csak masodlagos
antitestet adtam (,,nincs anti-H2B” felirat). A H2B hiszton és a DNS jelolése hasonloan tortént,
mint az (A) rész esetében. A miiszer bedllitasa (lézer teljesitmény, fotoelektron sokszorozo
fesziiltség, erosites) és az Imagel képkiértékelo program beallitasai ugy lettek megadva, hogy a
citoplazmatikus H2B detektalhato legyen a kontroll sejtek esetében is. Ezek a beallitasok minden
osszehasonlitott minta esetében azonosak voltak az (A) as (B) rész esetében egyardant.

(C-D) Az (A) és (B) panel mikroszkopos képeinek szamszeriisitése. Az osszes H2B
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immunofluoreszcencidat meghataroztam a citoplazmaban és normalizaltam a teljes sejtben mért
immunofluoreszcencidaval az Anyagok és Modszerek fejezetben leirt modon. A hibavonalak SEM

ertékeket jelolnek, melyek a mintdkon beliil a sejtek heterogenitasat jelzik.

3.1.3.2. A kiilonbozé gatloszerek eltérdo mértékben hatnak a H2B nukleo-citoplazmatikus

erer

A munka kovetkezd részében megvizsgaltam, milyen mechanizmusok jatszhatnak szerepet
a H2B citoplazmatikus felhalmozodasaban. Ehhez Jurkat sejteket olyan, kiilonb6z6 biokémai
folyamatokat gatld szerekkel kezeltem, melyek hozzdjarulhatnak a H2B felhalmozddashoz a
citoplazmaban (8. abra). Azt a lehetdséget, hogy a megndvekedett citoplazmatikus H2B szint oka
de novo fehérjeszintézis, kizartam, ugyanis a fehérjeszintézist puromycinnel vagy cikloheximiddel
gatolva is magas H2B szinteket mértem a citoplazmaban Dox kezelés hatasara. A CRM1 medialt
nuklearis exportot LepB-vel gatoltam (8. 4bra), de a kezelés nem csokkentette a Dox indukalt
citoplazmatikus H2B transzlokaciot. Igy felmeriilt a lehetésége annak, hogy az antraciklinek
hatasara 1étrejovo hiszton aggregatumokat esetleg a sejt bizonyos biokémiai folyamatokon
keresztiil felismeri, exportalja a sejtmagbol és lebontja [247]. Ahhoz, hogy pontosabban
megérthessiik a H2B megjelenését a citoplazmaban, ezeket az utvonalakat is gatoltam. A H2B
sejtmagi exportja erdteljesen gatolhaté PYR-41-gyel, mely tobb kiilonbdzd biokémiai folyamatra
hat egyszerre, koztiik az E1-gatlason keresztiil az ubiquitin aktivaciojat gatolja [248]. Ha a sejteket
Dox-szal ¢s PYR-41-gyel egyszerre kezeltem, a H2B hiszton nem jelent meg a citoplazmaban, de
egy karakterisztikus mintdzatot adott a sejtmagban, tovabba a H2B és a DNS-t tartalmaz6 kromatin
elkiiloniilt egymastol (8.A ébra). Ez a mintazat hasonlit az 5.E abran lathato H2A sejtmagi
eloszlashoz, ami az onmagaban adott Dox kezelés hatasara jott 1étre. Felmertilt a Iehetdsége annak,
hogy Dox + PYR-41 egyiittes kezelés esetén a H2B a sejtmagban aggregalodik, igy pasztazo 1ézer
mikroszkdpos rendszeriinkben megvizsgaltam, hogy a Dox + PYR-41 egylittes kezelés hatdsara
kialakult trabekulalt H2B mintazat létrejottében szerepet jatszik—e a H2B hisztonok aggregécioja.
Kimutattam, hogy Jurkat sejtek esetében a PYR-41 (mely a H2B nukleo-citoplazmatikus export
gatlasaért felelds) jelenléte Dox kezelés soran nem volt hatassal a H2B sejtmagban mérhetd
mennyiségére Triton X-100-zal torténd lizis utan (a disszertacid alapjat képzd 1. cikk [168]

kiegészitd S6 abraja).
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A Dox hataséara bekovetkezé6 H2B export nem sziintetheté meg sem mas ubiquitinaciot
(MLN7342), sem NEDD-ilaciot (MLN4924), sem SUMO-ilaciot (2-D08) gatld szerekkel. A 2-
DO08-cal torténd egyilittes kezelés azonban részben antagonizalta a PYR-41 hatasat, igy ebben az
esetben kisebb mértékii volt a Dox hatdsara bekovetkez6 H2B felhalmozodas a citoplazmaban.
Ugyanakkor sem a transzkripcid gatloszerei (o-amanitin vagy aktinomycin D), sem egy Hsp90
gatloszer (17-AAG) nem befolydsoltdk a Dox hatdsara bekovetkez6 H2B felhalmozodast a
citoplazmaban. Ezekben a kisérletekben két kiilonbozé H2B ellenes antitesttel (monoklonalis €s
poliklondlis) is ki tudtam mutatni a citoplazmdban a megndvekedett H2B szintet. Mindkét
kereskedelmi forgalomban kaphat6 antitestet elterjedten hasznaljak H2B hiszton jel6lésére, nagy
érzékenységgel és specificitassal [249-251]. A masodlagos antitest aspecifikus kotodését kizartam,
ugyanis ha a sejteket elsddleges antitest adasa nélkiil csak masodlagos antitesttel inkubaltam, nem

kaptam immunofluoreszcens jelet (8. abra).
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8. abra. Kiilonboz6 gatlészerek hatasa a H2B nukleo-citoplazmatikus transzlokacidjara.
(A) Jurkat sejteket 36 uM Dox-szal és az abran szereplo gatloszerekkel egyszerre kezeltem 2 oran
keresztiil, melyet fixalas és immunofluoreszcens jelélés kovetett, hasonloan az 5.E dabran
bemutatott kisérlethez. A H2B hisztont monoklonalis H2B ellenes antitesettel jeloltem, kivéve a
csillaggal (*) jelolt mintak esetében, ahol poliklonalis H2B elleni antitestet hasznaltam (lasd
Anyagok és modszerek). # jeloli azt a mintat, ami 50 uM PYR-41-gyel és 100 uM 2-D08-cal

egyszerre volt kezelve (felso kép), vagy a 2 gatloszerrel és 36 uM Dox-szal voltak egyszerre kezelve
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(also kép). A DNS festése Pl-dal (piros), a H2B jelolése immunofluoreszcens modon (zold) tortént.
Az abran konfokalis mikroszkoppal késziilt, reprezentativ képek lathatok. (B) A PYR-41, PYR-41
+ 2-D08, LepB és Puro gatloszerrel onmagaban kezelt, illetve +Dox-szal egyiittesen kezelt mintak
fluoreszcens mikroszkopos képeinek kvantitativ analizise. A citoplazmatikus és 6sszes H2B szint
meghatarozasa azonos az elozo abran leirtakkal. A hibavonalak SEM értékeket jelolnek, melyek a
mintakon beliil a sejtek heterogenitasat jelzik. * jeloli a szignifikans kiilonbséget a kezeletlen
kontroll mintahoz képest, melyet egyszempontos varianciaanalizissel (ANOVA) és Holm-Sidak

post hoc teszttel szamoltam (p<0.001).

3.1.3.3. A Dox kezelés az endogén H2B hisztonok massziv nukleo-citoplazmatikus

transzlokaciojat okozta hPBMC sejtekben

Primer human limfoid sejtekben is kimutattam a H2B hiszton citoplazmatikus
csokkenését és citoplazmatikus felhalmozodasat eredményezte emberi periférids vérbol izolalt
mononukledris sejtek (hHPBMC) esetében is. Hasonldan a Jurkat sejtekben észlelt jelenségekhez, a
Dox kezelés nem eredményezett H2A transzlokaciot a hPBMC sejtek citoplazmajaba, viszont a
hiszton kromatinbol torténd kivalasat idézte eld, amit a trabekulalt immunofluoreszcens festodési
mintdzat mutat. A PYR-41 kezelés a Jurkat sejtek esetében észleltekhez hasonloan gatolta a H2B

crer

at.
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9. abra. Dox indukalt massziv H2B hiszton nukleo-citoplazmatikus transzlokacioja hPBMC
sejteken (H2A transzlokacidja nélkiil). (4) Felsé sor: H2B nukleo-citoplazmatikus
immunofluoreszcencia (zold). A sejteket 2 oran at vagy csak Dox-szal kezeltem vagy egyszerre
Dox-szal + 50 uM PYR-41-gyel. A DNS-t Pl-dal festettem. Az abran szereplo szinek az el6zo abrak
eseteben leirt molekuldkat jelolik. Az abran konfokalis mikroszkoppal késziilt, reprezentativ képek
lathatok. (B) Az (A) rész fluoreszcens mikroszkopos képeinek kvantitativ analizise. A
citoplazmatikus, sejtmagban lévo és osszes H2B szint meghatarozdsa azonos a korabbi dabrakon
leirtakkal. A hibavonalak SEM értékeket jelolnek, melyek a mintakon beliil a sejtek heterogenitasat

Jjelzik. * jeloli a szignifikans kiilonbséget a mintak kozott, melyet Student-féle t-probaval szamoltam
(p<0.001).

3.1.3.4. A Dox és PYR-41 egyiittes kezelés hatasa monocita eredetii dendritikus sejtek (DC)

citoplazmatikus H2B szintjének csokkenését okozza
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Az extranukledris H2B hiszton jelenléte fontos szerepet jatszik a velesziiletett
immunitasban [213, 240-242], ezért megvizsgaltam a Dox hatdsat emberi monocita eredetli DC
sejtek citoplazmatikus H2B eloszlasara is. Erdekes modon a H2B a DC sejtek citoplazmaéjaban
kezelés nélkiil is meglepden nagy mennyiségben jelen volt, Dox alkalmazasaval azonban a korabbi
kisérletekhez hasonld eredményeket kaptam. A kezelés hatdsara szinte teljesen eltiint a H2B

hiszton a sejtmagbol, ami PYR-41 egyiittes adasaval antagonizalhat6 volt (10. bra).
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10. abra. A Dox és PYR-41 kezelés hatasa monocita eredetii DC sejtek citoplazmatikus H2B
szintjére. (4) A dendriktikus sejteket az abran lathato anyagokkal 2 oran at kezeltem, fixaltam,
majd monoklonalis antitest segitségével immunofluoreszcensen megjeloltem a H2B-t (zold) és PI-
dal festettem a DNS-t (piros). Az abran konfokdlis mikroszkoppal késziilt, reprezentativ képek

lathatok. (B) Az (A) rész fluoreszcens mikroszkopos képeinek kvantitativ analizise. A

citoplazmatikus, sejtmagban lévo és teljes H2B szint meghatarozdsa azonos az elozo dabrdkon
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leirtakkal. A hibavonalak SEM értékeket jelolnek, melyek a mintakon beliil a sejtek heterogenitasat
Jjelzik. *jeloli a szignifikans kiilonbséget a mintak kozott, melyet Student-féle t-probaval szamoltam

(p<0.001).

3.1.3.5. GFP-vel jelolt H2B hiszton nem mutat Dox fiiggd nukleo-citoplazmatikus

transzlokaciot

Tobbféle sejtvonalon (Jurkat, hPBMC ¢és DC) kimutattam az endogén H2B Dox altal
hatasat GFP-vel jelolt H2B hisztont expresszaldo HeLa sejtekre is. Amennyiben a monoklonalis
antitesttel jelolt endogén H2B-t és a GFP-kapcsolt H2B-t egyszerre detektaltam konfokalis
mikroszkop segitségével, Dox hatisara az endogén H2B citoplazmaba térténd transzlokacidja
a hisztonhoz kapcsolt GFP csoport mérete miatt nem képes a H2B a sejtmagbol kidiffundélni. A
kisérlet soran a H2B-GFP fluoreszcencia intenzitasa valamelyest csokkent, feltehetden a Dox

fluoreszcenciat kiolt6 hatdsa miatt (11. &bra).

Kontroll 36 uM Dox

11. abra. A Dox hatasa endogén és GFP-kapcsolt H2B-re. Az dbran konfokalis mikroszkoppal
keésziilt, reprezentativ kepek lathatok 2 oras 36 uM Dox kezelt és kezeletlen H2B-GFP-t (zéld)

expresszalo sejteken; az endogén H2B-t immunofluoreszcensen jeloltem (piros).
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erer

tomegspektrometrias modszerrel

A sejtmagban maradt H2B immunofluoreszcens detektalasaval parhuzamosan kvantitativ
tomegspektrometridval mértiik (Kalldo Gergd és Csész Eva kozremiikodésével a Proteomika
Szolgaltatdo Laboratoriumban) a lizis soran a feliiliszoba keriild citoplazmatikus frakcio fehérjéit,
megerdsitve a nukleo-citoplazmatikus H2B exportot valdszinlisitdé immunfluoreszcencias
eredményeimet (12. abra). A kisérlet soran a kontroll mintahoz viszonyitva emelkedett H2B szintet
mértlink a Dox kezelt sejtek lizaitumaban, mikozben a magban maradt H2B mennyisége ezzel egy

idében csokkent, utobbit konfokalis mikroszkoppal detektaltam.
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12. abra. Dox indukalt H2A és H2B hiszton atrendezdédés. H2A4 (A panel) és H2B (B panel)
hisztonok sejtmagban (zold), valamint a feliiluszoban (piros) mért megoszlasa. A sejtek lizalasa
agarozba agyazas nélkiil tortént, a lizis utan a sejtmagban marado hisztonokat pasztazo

mikroszkopos modszerrel, a lizatum feliiluszojabol pedig témegspektrometrias modszerrel
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detektaltuk. Az A és B részen lathato aranyokat az Anyagok és Modszerek fejezetben leirt modon
szamoltam. Az abran konfokadlis mikroszkoppal késziilt, reprezentativ képek lathatok a

sejtmagokrol a lizis utan (a H2B hiszton zéld szinnel van jelolve).

Tomegspektrometrias mérésekkel kimutattuk azt is, hogy Dox kezelés hatasara sok egyéb
hiszton (1. tdblazat) és magi fehérje (2. tablazat) is megjelent a citoplazmatikus frakciot tartalmazo
lizatumban. Ilyen kisérleti koriilmények kozott (Triton X-100 altali lizis és az ezt kdvetd
centrifugalas, lasd Anyagok és Mddszerek) kiemelkeddéen magas H1.2-t detektaltunk a Dox kezelt
sejtek lizatumanak feliiliszdjdban, de a hisztonok koziil csak a H2B lizatumban torténd
megjelenése volt PYR-41-re érzékeny. Szamos egyéb (nem hiszton) magi fehérje is a megjelent a
citoplazmaban ilyen koriilmények kozott (2. tablazat). A nem-hiszton magi fehérjék Dox hatasara

bekovetkezd citoplazmatikus megjelenésének foka és ennek PYR-41 érzékenysége is nagyban

kiilonbozott.

Hiszton | Fehérje neve Kontroll | Dox Dox + PYR-41 23:11 troll %):n:rﬂl‘l{R-‘u
H1.2 Histone H1.2 7,14E-04 | 5,24E-03 9,80E-03 7,34 13,73
H1.5 Histone H1.5 1,44E-03 | 3,00E-03 4,08E-03 2,09 2,84
H2A Histone H2A type 1-J | 1,39E-03 | 4,37E-03 2,63E-03 3,15 1,90
H2B HIST1H2BC 2,06E-03 | 4,17E-03 2,44E-04 2,02 0,12

H4 HIST1H4A 1,64E-03 | 3,95E-03 1,98E-03 2,41 1,21

1. tablazat. Tomegspektrometrias modszerrel detektalt hisztonok Dox, Dox + PYR-41 kezelt
és kontroll sejtek lizatumaiban. A tablazatban szereplo értékek a hiszton-specifikus molekula
fragmentumok aranyai egy belso kontrollhoz viszonyitva. A Dox és Dox + PYR-41 kezelés altal
indukalt valtozas aranyat a kontrollhoz képest ugy szamoltam ki, hogy a kezelt mintak
lizatumaiban detektalt fehérjék mennyiségét elosztottam a kontroll mintakban lévo fehérjék

mennyiségevel: Dox;, Dox + PYR-41 kezelt sejtek: Dox + PYR-41; Kezeletlen sejtek: Kontroll.
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Fevre fnkein | | Pt I Ty
Kromatinszerkezet 9/9 Isoform 2 of Nucleosome assembly protein 1-like 1 6,70 2,81
gic{g:iz:or of chromosome condensation 2, isoform 4.42 3.79
Isoform 2 of Histone deacetylase 2 1,68 0,79
Histone acetyltransferase type B catalytic subunit 6,10 4,52
%:gl/;l;r:l;s;mated polypeptide 2, isoforms 2.80 260
Transzkripcio6 / U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa 3,32 0,54
Ribepukleoproteinek/ 32/34 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K, 239 1.87
Splicing isoform CRA d
Pre-mRNA-processing factor 19 5,96 3,39
grljéi rtlranscnptlon, translation and transport factor 2,01 127
Isoform 3 of 60 kDa SS-A/Ro ribonucleoprotein 2,36 2,08
Igﬁ)éii?ﬁi?gvités 20/20 RuvB-like helicase (Fragment) 3,11 1,23
DNA helicase 2,28 2,42
Poly (ADP-ribose) polymerase 1 2,70 2,07
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit 2,83 1,41
DNA replication licensing factor MCM6 2,72 2,84
223 t(r)I;?gi import/ 3/3 Importin-7 2,78 0,52
GTP-binding nuclear protein Ran 2,98 2,46
Importin-5 2,35 2,24
Importin subunit beta-1 OS 3,19 3,55
Exportin-1 1,36 1,12
Ubiquitinacio/ Proteasome subunit alpha type 2,72 0,63
Proteaszoma/ 32/34 SUMO-activating enzyme subunit 2 2,52 2,40
SUMO-ilacio SUMO-activating enzyme subunit 1 1,60 2,26
Polyubiquitin-B (Fragment) 3,54 4,25
Proteasome activator complex subunit 2 2,00 2,11
Hosokk fehérjék 4/5 Heat shock 60kDa protein 1 (Chaperonin), isoform 2,25 2,53
CRA a
Heat shock protein HSP 90-beta 2,51 2,58
Heat shock 70 kDa protein 4 2,71 2,71
2,34 2,16

Isoform Beta of Heat shock protein 105 kDa
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2. tablazat. Példak tomegspektrometriaval detektalt sejtmagi, nem-hiszton fehérjékre Dox,
Dox + PYR-41 Kkezelt és kontroll mintak lizatumaiban. A vdltozds aranydanak szamoldasa
megegyezik az 1. tablazatban leirtakkal. A tablazat ,,megnott frakcio” oszlopa jelzi a kiilonbozo
funkcionalis kategoridkban azoknak a fehérjéknek a szamat, melyek mennyisége a lizatumban a
kezelés hatasara megnott. A PYR-41 + Dox kezelés hatasara a Dox kezeléshez képest csokkent

mennyiséget mutato fehérjék dolt betiivel vannak jelélve.

3.1.4. Dox kezelés hatasa a Jurkat sejtek életképességére

A tovéabbiakban megvizsgaltam annak a lehetdségét, hogy a H2B jelenléte a citoplazméaban
a csokkent ¢letképesség kovetkeztében alakul ki. Ahogy a 13.A dbra mutatja, 2 6ras kezelés utan
a sejtek nem mutatnak megnovekedett PI felvételt, sem Annexin-V kotést. (A PI jel minimalis
novekedést mutatott a Dox kezelt sejtek esetében, ugyanis a Dox fluoreszcencia emisszidja részben
atfed a PI emisszios spektrumaval, igy ezt részlegesen detektdltam a kisérlet sordn hasznalt
szlir6készlettel (1asd Anyagok és Mddszerek)). Mivel a H2A Dox-indukalta aggregacidja nem volt
érzékeny kaszpaz inhibitor (Z-VAD-FMK) kezelésre (13.B abra), feltételezhetd, hogy az észlelt
aggregacios ¢€s transzlokacids jelenség oka nem a Dox toxicitdsa. A Dox koncentracid-fiiggd
toxicitasat 24 oras Dox kezelést kdvetden resazurinnal vizsgaltuk ([168] (a disszertacio alapjat
képzd 1. cikk 6.C abrdja; Erfaneh Firouzi Niaki munkdja). A normalizélt izobologram alapjan [168]
(a disszertacio alapjat képzo 1. cikk 6.D abréja, Erfaneh Firouzi Niaki munkaja) Dox + PYR-41
(ami a H2B nukleo-citoplazmatikus transzlokaciojat gatolta; lasd 8. abra) kezelés
szinergisztikusan fejtette ki a hatdsat, mely arra utal, hogy a citoplazméban felhalmoz6dé H2B
nem jarul jelentésen hozza hosszu tdvon a toxicitashoz. Ezt az is aldtdmasztja, hogy 2 6rds Dox
kezelés és Dox + PYR-41 egyiittes kezelés a sejtosztddast hasonloan gatolta [168] (a disszertacio
alapjat képzo 1. cikk 6.B abréja, Erfaneh Firouzi Niaki munkaja), melyet CellVue festék-higitasos

kisérleti rendszerben mértiink 2 nap utan.
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13. abra. Dox kezelés hatasa a Jurkat sejtek életképességére. (4) Az életképességet kontroll
sejteknél és 36 uM Dox kezelés utan azonnal megmértem. Az abrak az Annexin-V-FITC és Pl festés
fluoreszcencia értékeit mutatjak G kapuzott sejtek esetében.
(B) EIS sejteket 2 6rdn at kiilonbozd koncentrdcidjii Dox-szal kezeltem 10 uM Z-VAD-FMK
jelenlétében (szaggatott vonal) vagy anélkiil (folytonos vonal). A fluoreszcencia intenzitasokat

normalizaltam a kezeletlen sejtek fluoreszcencia intenzitasara. A hibavonalak SEM értékeket

jelolnek.
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3.2. A kromatin topolégiai heterogenitasa
3.2.1. DNS szalfolytonossag-hianyok detektalasa DNS combing technika alkalmazasaval

3.2.1.1. A DNS molekula torékenysége megné az egyszal folytonossag-hianyok kovetkeztében

DNS combing kisérletek soran

A késérleteim kovetkezd részéhez eldszor optimizaltam egy DNS ,;molecular combing”
alapu kisérleti rendszert, mellyel liveg fed6lemezekre rogzitett, egymas mellett parhuzamosan
kitapadt egyedi DNS szalak kiilon-kiilon, fluoreszcens modon lathatova tehetok. A rendszer
segitségével megvizsgaltam a szalfolytonossag-hianyokat tartalmazo DNS szalak viselkedését. Az
eljards soran a Lambda fdg DNS bizonyos helyein nickase enzimmel egyszal folytonossag-
hianyokat hoztam létre. A nickase-zal kezelt és kezeletlen kontroll mintdkat minimalis pipettazast
alkalmazva a DNS combing modszer segitségével fedélemezekre rogzitettem, és a kitapadt DNS
molekulékat fluoreszcensen megjeldltem (lasd Anyagok és Modszerek). A mintakrdl konfokalis
mikroszkoppal késziilt képeket analizdlva megmértem a kitapadt DNS széalak atlagos méretét a
nickase kezelt és a kontroll minta esetében. Tapasztalataink alapjan a nickase kezelés hatasara a
mintaban 1étrejott szalfolytonossag-hianyok kovetkeztében a Lambda fag DNS kisebb darabokra
tort a kezeletlen kontrollhoz képest (14. dbra), tehat a combing kisérleti rendszerben az egyszal
folytonossag-hianyok helyén a DNS molekuldkban duplaszal torés keletkezhet. Ezen jelenség a

tovabbi combing adatok értékelése szempontjabol bizonyult 1ényegesnek.
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14. abra. Egyszal folytonossag-hianyok hatasa a DNS szalak méretére Lambda fag DNS
modellen. 4 Lambda fag DNS molekularis combingja. (A) Reprezentativ konfokdlis mikroszkopos
képek a YOYO-1 festékkel festett (zold) kezeletlen kontroll és Nt.BbvClI nickase enzimmel kezelt
mintakrol. (B) A combing eljarassal kezelt DNS-ek méretének eloszlasi hisztogramja nickase
kezelés elott (fekete) és utan (piros). A duplaszalu Lambda fag DNS teljes hossza (48,5 kb) 16,2
um-nek felel meg a képeken. (3 bp/nm helikalis ismétlodeési hosszusaggal szamolva), tehat a
Lambda fag DNS nagy része pusztan a combing folyamat hatasara mar fragmentalodik, melynek

meérteke nickase hatasara jelentosen fokozodik.

3.2.1.2. 3’ OH csoportot tartalmazo DNS egyszal folytonossag-hianyok enzimatikus jelolése

éleszto XII. kromoszoman

Az emberi genomi DNS vizsgalatat megel6zden a szalszakadéasok jellemzésére alkalmazott
modszeremet egy modell-rendszerben is validaltam. A sorélesztd (Saccharomyces cerevisiae) XI1.
kromoszomaja tartalmazza az un. rDNS klasztert, mely a kromoszoma jobb karjan, az RDNI1
l6kuszon helyezkedik el. Az ~1-2 Mb méretli rDNS klaszter 100-200 tagu transzkripcionalis

egységekbdl épiil fel, amik természetes médon megsokszorozddott DNS szakaszokbol allnak. Az
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rDNS szerepet jatszik a magvacska szerkezetének kialakitasaban és a riboszomalis RNS atirasaban
[252, 253]. Megvizsgaltam CHEF modszerrel izolalt (Hegediis Eva segitségével, lasd Anyagok és
Modszerek) ¢élesztd XII. kromoszoman az enzimatikusan jeldlheté 3° OH csoportot tartalmazo
egyszal folytonossag-hianyok eloszlasat, melyeket E. coli DNS Polimeraz I (Pol 1) enzimmel
jeloltem meg (lasd Anyagok és Modszerek) (lasd 15. abra). Ez az enzim templat-fiiggd modon €pit
be biotinnal jeldlt nukleotidokat a DNS folytonossag-hiany helyén 1évd szalvégek szabad 3° OH
csoportjahoz. Az un. limitalt jelolés soran a biotinilalt nukleotidokat tartalmazé keverékhez
terminator (ddNTP) nukleotidokat is adtam (15. A és B abrak), amelyekhez enzimatikusan nem
kapcsolhatd tovabbi jelolt nukleotid. A terminator nukleotidok hasznalata megakadalyozza a
jelolés tovaterjedését a DNS szakasz mentén, mely pontosabb lokalizacidt eredményez. A
kisérletek soran gyakran a kitapadt DNS széalak végein detektaltam a jelolt egyszal folytonossag-
hianyt, annak ellenére, hogy a combing kisérletben minimalizaltam a pipettdzas okozta nyiréerok

kialakulasat, ami a DNS fragmentumok torését okozhatna a kisérlet soran.

Mivel a szalfolytonossag-hianyok jelenléte eldsegiti a combing kisérletek soran a DNS
molekuldk torését (14. &bra), igy az altalam enzimatikus modon megjelolt endogén
szalfolytonossadg-hianyok mentén is torhet a DNS, amely megmagyardzza a combing kisérletek
soran a DNS szélak végeinek jelolodését. Erdekes modon csak nagyon kevés DNS szakasz
tartalmazott jelet a szal mindkét végén (3. tablazat), igy feltételezhetd, hogy a szal egyik végén a
szalfolytonossag-hianyokat halmozo rDNS klaszter talalhatd, mig a DNS szalak masik, jelolést
nem hordozé végén pedig egy jelolhetd 3° OH-t nem eredményezd, feltehetéen Topl eredetii torés
van. A vizsgalat soran olyan DNS szalak is megfigyelhetdek voltak limitalt jelolést alkalmazva,
melyek tobb jeldlt szakaszt tartalmaztak egymastol ~10 kb tdvolsagra (nyilak a 15.B 4bran). Ezek
valosziniileg az rDNS klaszter transzkripcios egységei. Sok esetben viszont pontszert jeldlést
kaptam, ami azzal magyarazhatd, hogy az rDNS klaszter sokkal siirlibben tartalmaz egyszal
folytonossag-hianyokat a XII. kromoszéma tobbi részéhez képest, ami megndveli az rDNS
klasztert tartalmazo DNS szakasz torékenységét, igy az rDNS transzkripcids egységei valtozo

szamban maradtak a DNS szalak végein.
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15. abra. DNS egyszal folytonossag-hianyok jelolése Pol I-gyel éleszté XII. kromoszoma
rendszeren limitalt és nem limitalt jelolési koriilmények kozott. Elesztd XII. kromoszéma DNS
molekularis combingja. Biotinnal jel6lt nukleotidokat épitettem be limitalt (A és B) vagy nem
limitalt (C és D) jeloléssel agarozba dagyazott, nem szinkronizalt (A és C), és a-faktorral G
fazisban szinkronizalt (B és D) BY4741 éleszto sejtekbol CHEF segitségével elvalasztott XII.
kromoszoma DNS-be. (A) Nem szinkronizalt sejtek XII. kromoszomdajanak combingja, a jelolés Pol
I enzimmel, limitalt koriilmények kozott tortent. (B) G szinkronizalt sejtek XII. kromoszomajanak
combingja, a jelolés Pol I enzimmel, limitalt koriilmények kozott tortént. Az egymas melletti nyilak
a jelolt rDNS klaszter tandem génjeit jelélik. (C) Nem szinkronizalt sejtek XII. kromoszomajanak
combingja, a jelélés Pol I enzimmel, nem limitalt koriilmények kozott tortént. (D) G szinkronizalt
sejtek XII. kromoszomajanak combingja, a jelolés Pol I enzimmel, nem limitalt koriilmények kozott
tortént. A DNS-t YOYO-1 festékkel (zold), a beépitett biotint egérben termelt biotin ellenes

antitesttel, majd masodlagos antitestként Alexa Fluor 647-tel konjugalt egér ellenes antitesttel
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jeloltem (piros). Elofordul, hogy a jelolt DNS szakaszok nem fesziilnek ki a combing soran a
fedolemezre, hanem nagy, fényes foltokat alkotnak a DNS szdlak végein. Az abrakat tobb,
konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételen lathato DNS szdlak képeibol allitottam ossze.

XII. Kr. Csak az egyik végen jelet Mindkét végen jelet Belso jelet tartalmazo
Pol I jelolés tartalmazo szalak %-a tartalmazo szalak %-a szalak %-a
Limitalt 19,9 0 2,1

Nem limitalt 50,9 2,5 0,5

3. tablazat. Az egyik, illetve mindkét végén jelet hordozo DNS szalak szazalékos eloszlasa a
combing kisérletek soran. Combing modszerrel kezelt, Pol I altal jelolt éleszto XII. kromoszoma
DNS szalainak jelolodesi statisztikaja limitalt, és nem limitalt jelolés esetén. Az egyik, illetve
mindkeét végen jelet hordozo DNS szdlakat megszamoltam és elosztottam az osszes DNS szal

szamaval. Minden belsd jelolést hordozo DNS szal legaldabb egyik végeén jeldlés detektalhato.

Ismert, hogy szélfolytonossag-hianyok DNS replikaci6 sordn az Okazaki fragmentek
szintézise soran jelentds mértékben keletkeznek, igy megvizsgaltam ezek gyakorisagat a-faktor
(13 aminosavas parzasi feromon) segitségével G fazisban szinkronizalt élesztd sejtek DNS-ében
is (15. B és D abrak). A konfokalis mikroszkoppal késziilt képek kiértékelése soran megmértem a
képeken az 6sszes DNS szal hosszat és a jeldlt szalfolytonossag-hidnyok szamat, majd ezekbdl
kiszamoltam, hogy atlagosan mekkora DNS szakaszra esik 1 db szalfolytonossdg-hiany. A nem
szinkronizalt sejtekbdl izolalt DNS esetében atlagosan 100 kb-onként, mig G szinkronizalt sejtek
esetében 150 kb-onként fordult elé a XII. kromoszoman jeldlhetd szalfolytonossag-hiany (lasd 4.
tablazat). Ez a kiilonbség valdszintileg a DNS replikacié kdvetkeztében 1étrejovo és nem azonnal

ligdlod6 Okazaki fragmentumok jelenlétével, illetve hidnydval magyarazhat6 a kétféle mintaban.
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XII. kromoszoma DNS

Nem szinkronizalt G1 szinkronizalt

Atlagos DNS szal méret (mely 1db jeldlt
szalfolytonossag-hianyt tartalmaz)

D 21,8 kb 18,2 kb

99,9 kb 154,6 kb

4. tablazat. Pol I-gyel jelolt DNS szalfolytonossag-hianyok eloszlasa a-faktorral Gi fazisban
szinkronizalt és nem szinkronizalt éleszto sejtek combingolt XII. kromoszoma DNS-ében. 4
jelolt szalfolytonossag-hianyokat megszamoltam és elosztottam a DNS szalak osszesitett hosszaval
tobb latoteret tartalmazo konfokalis mikroszkopos képen. A statisztika kiszamolasahoz ~300 szalat

meértem le mintankent.

3.2.1.3. DNS szalfolytonossag-hianyok jelolhetoek terminalis transzferazzal

Az el6z0 kisérletek végzése kdzben felmertilt lehetdségként, hogy a terminalis transzferaz
(TdT) a transzkripcid soran keletkezd és a mintapreparalds soran a mintdban marado RNS/DNS
hibridek RNS végének 3° OH csoportjat is megjeldlheti. A Pol I-gyel ellentétben a TdT templatjan
fliggetlen médon kapcsolhatok a DNS szabad 3° OH csoportjdhoz a biotinnal jel6lt nukleotidok,
melyek a széalfolytonossag-hidny helyén a szomszédos DNS szaltdl térben kiilonallo, rovid
egyszalu nukleinsav szakaszt alkotva pontos lokalizaciot tesznek lehetévé (16.A dbra). Az RNS
végjelolés kikiliszobolése céljabol az agardzba agyazott €lesztd DNS-t TdT jelolés utan tobb
kiilonb6zé RNazzal (1asd Anyagok és Mdodszerek; Aziz El Hage, nem kozolt adatok) emésztettem,
igy megszabadulva a mintdban talalhat6 RNS/DNS hibridektdl. Az RNazok hatasat S9.6
RNS/DNS hibridekre specifikus antitest [254] segitségével ellendriztem (16.C-D abra). Az RNaz
kezelt mintdban a kezeletlen kontrolléhoz hasonlo erdsségti TdT jelet detektaltam (16.B abra),
parhuzamosan az S9.6 jel csokkenésével, mely megerdsiti, hogy TdT jel6lés soran nagyrészt DNS
szalvégek 3’ OH csoportjat jeldltem. Mivel a TdT-vel hasonl6 jeldlési gyakorisdgot kaptam, mint
Pol I-gyel, tovabba a TdT jelolés esetében az RN4z emésztés hatasadra nem csokkent jelentdsen a

jel, igy azt gondolom, hogy Pol I esetében is a DNS-t jeloltem.

57



A TdT B TdT + RNéaz

C RNS/DNS hibrid D RNS/DNS hibrid + RN4z

16. abra. DNS szalfolytonossag-hianyok jelolése TdT-vel éleszté6 genomi DNS-bol készitett
combing preparatumon, és az RNz kezelés hatasa a jelolésre. 4 biotinnal jelolt nukleotidokat
TdT enzim segitségével épitettem be agarozba dagyazott éleszto sejtek genomi DNS-ébe. Az agaroz
blokkokat jelélés utan RNaz enzimekkel vagy anélkiil inkubaltam. A beépitett biotint egérben
termelt anti-biotin antitesttel (piros), az RNS/DNS hibrideket pedig S9.6 antitesttel, majd Alexa
Fluor 647-tel jelolt, eger ellenes IgG antitesttel detektaltam (piros). A DNS-t YOYO-1 festékkel
(zold) tettem lathatova. (A) TdT jelolt, combingolt genomi DNS RNdz kezelés nélkiil. (B) TdT jelolt,
combingolt genomi DNS kombinalt RNaz kezelés utan. (C) RNS/DNS hibridek jelolése combingolt
genomi DNS-en, RNaz kezelés elott. (D) RNS/DNS hibridek jelolése combingolt genomi DNS-en
kombinalt RNaz kezelés utan. A szalfolytonossag-hianyok és az RNS/DNS hibridek jelélései kiilon
fedolemezen késziiltek, melyek ugyanabbol a biologiai mintabol szarmaztak. Az abradkat tobb,

konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételen lathato DNS szalak képeibol allitottam ossze.
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3.2.1.4. A hPBMC sejtekbél szarmazo DNS-en detektalt szalfolytonossag-hianyok TopIl
eredetiiek

Ismert, hogy a Topll enzimek katalitikus ciklusa soran egy-egy 3’ OH csoport szabadda
valik a két DNS szalon, mely a mi rendszerlinkben jelolhetd. A laboratoriumunk altal kordbban
publikdlt kovetkeztetésekkel [124, 254] egybehangzoan a DNS-en replikacio-fliggetlen és
transzkripcioval asszocidlhatdo modon eléfordulo, Topll eredetli szaltoréseket irtak le szamos, nagy
figyelmet kelté kozleményben [141, 147, 151, 156]. Mindezek nyoman felmeriil a lehetdsége
annak, hogy az altalam detektalt szalfolytonossag-hianyok 1étrejottében is a Topll jatszik szerepet.
Az agardzba adgyazott mintak készitésekor alkalmazott fehérjementesitési 1épés soran a DNS-hez
kovalensen kotodott Topll fehérje csak részlegesen emésztddik, igy a DNS-kotott Topll enzimbdl
a DNS szal 5° végén egy foszfotirozil-oligopeptid csoport marad vissza. A sejtekben in vivo is egy
foszfotirozil-oligopeptid marad a Topllcc proteaszomalis degradacidja utan, melyet a Tirozil DNS
foszfodiészterdz enzim 2 (TDP2) tavolit el a DNS-r6l. Rekombinans TDP2 enzimmel a DNS
mintat kezelve a mi rendszeriinkben az enzim nem hasitotta le a peptidet (itt be nem mutatott
adatok), viszont a peptid fluoreszcensen kimutathatdé volt biotinnal jelolt TDP2 (bTDP2)
segitségével. A bTDP2-vel jelolt DNS végek jelentésen atfedtek a Pol I-gyel jelolt
szalfolytonossag-hianyokkal hPBMC sejtekbdl izolalt DNS combing preparatumokon (lasd 17. A-
B abra), mely a szalfolytonossag-hianyok Topll eredetére utal. A bTDP2 aspecifikus DNS-kotése
ellen szol, hogy Lambda fag DNS-hez adva kevés bTDP2 kotodést detektaltam (17. C abra).
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A hPBMC (DNS, szalfolytonossag-hiany, bTDP2) C Kontroll: Lambda DNS (DNS, bTDP2)

Kompozit bTDP2

17. abra. TopllI eredetii DNS szalfolytonossag-hianyok kimutatiasa hPBMC sejtek DNS-ében.

Szélfolytonossag-hiany DNS

A szalfolytonossag-hianyokat Pol I-gyel jeloltem, limitalt koriilmények kozott fluoreszcens
ChromaTide 568 festékkel kapcsolt dUTP-t beépitve (z6ld). bTDP2-vel (piros) detektaltam a Topll
eredetii foszfotirozil csoportot (piros), melyet egérben termelt anti-biotin antitesttel, majd Alexa
Fluor 647-tel jelolt, eger ellenes IgG antitesttel tettem lathatova. A DNS-t YOYO-1 festékkel
jeloltem (kék). (A) Pol I és bTDP?2 jelolés hPBMC sejteken. (B) Az (A) részben lathato konfokalis
mikroszkopos kép egy részlete lathato kinagyitva. Kompozit és egycsatornas képek lathatok a jelolt
molekulakrol (bTDP2, szalfolytonossag-hiany, DNS) egymas mellett. (C) Kontroll: A bTDP2-vel
jelolt Lambda fag DNS. Az (A) és (C) abran konfokalis mikroszkoppal késziilt, reprezentativ képek
lathatok.

3.2.2. DNS szalfolytonossag-hianyok halmozédnak az aktiv gének promoterein

Az irodalombol ismert, hogy bizonyos gének transzkripciojaban a Topll, illetve az altala
okozott atmeneti, a génaktivaciot kiséré DNS-szaltorés szerepet jatszik [147]. Ennek vizsgalatara
az agardzba dagyazott hPBMC sejtekb6l DNS-t izoldltam, a szalfolytonossdg-hianyokat
enzimatikusan megjeloltem, és NGS segitségével feltérképeztem. (A kisérletet a SzEkvolgyi

Lorant altal beallitott mintakészitési protokoll szerint végeztem. A bioinformatikai kiértékelés
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Halasz Lasz106 és Czipa Erik munkdja.) A feltérképezett szalfolytonossag-hidnyok koriilbeliil 10%-
a a génekre lokalizdlhato. A génen beliili eloszlasukat vizsgdlva a read-ek halmozddasat
detektaltuk az aktiv gének promoterein. Ezzel ellentétben, az inaktiv gének promoterein a read-ek
szama sokkal alacsonyabb volt (18.A abra). A géntesteken sokkal kevesebb jelet detektaltunk a
promoterekhez képest. A kisérletet TdT-vel jelolt mintdn megismételve (18.B 4bra) magas
jelintenzitast detektaltunk a géntesteken €és a promotereken egyarant (18.B abra), melyet minden
bizonnyal az RNS/DNS hibridek RNS 3’ végének TdT altali jelolése kovetkeztében lattunk.
Ugyanis ha a TdT jelolt mintat szekvenalds el6tt RNaz A-val emésztettem, a Pol I-gyel jelolt
mintdhoz hasonld metaplot dbrat kaptunk, azaz az aktiv gének esetében a géntesten alacsony, a
promotereken pedig magas read szamot detektaltunk (18.C 4bra). Tehat a TdT-vel torténd jelolés
soran a géntesten talalhato, valosziniileg RNS/DNS hibrid-eredetti RNS végek 3 OH csoportjat is
megjeloljiik, melyek eltlinnek a minta RN4az emésztése soran. (A jel RNS/DNS hibrid eredete
mellett szolt az is, hogy parhozamos mintan S9.6 antitesttel elvégezve az immunoprecipitaciot,
hasonld metaplotot kaptunk (itr nem mutatott adatok, Székvolgyi és mtsaival kollaboracidban
végzett kisérlet) Az eredményeket qPCR-rel validaltam. A DIP-seq kisérletekbdl szerzett adatok
alapjan a jelolt szalfolytonossag-hianyokat halmozé aktiv gének, illetve a halmozast nem mutaté
inaktiv gének promotereire PCR primereket terveztem. A pozitiv l6kuszok koziil 13-bol 12 esetben
sikeresen detektaltam dusulast DIP-qPCR-rel, mig a negativak koziil 5 vizsgalt lokusz egyikében
sem lattam a pozitiv l0kuszoknal tapasztalt halmozodast a jeloletlen kontrollhoz képest (it be nem

mutatott adatok).
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@)

TdT + RNAseA

Expresszalt Gének

Nem expresszalt Gének

1.105

0.095

0.085

0.075

22000 TSS 33% 66% TES 2000
Genomi régi6 (5°->3”)

Read-¢k szama / millio feltérképezett read
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18. abra. hPBMC sejtekben a DNS szalfolytonossag-hianyok az aktiv gének promoterein
halmozédnak. (Sz¢ékvolgyi Loranttal, Halasz Laszloval és Czipa Erikkel kollaboracioban nyert
adatok) Agarozba dagyazott, deproteinalt DNS-be enzimatikusan biotinnal jelolt nukleotidokat
epitettem be, melyet immunoprecipitalas és szekvenalds kovetett. A képen az aktiv és inaktiv gének
metaplot abrdja lathato, a végjelolés halmozodasa megfigyelheto aktiv (zold) és inaktiv (barna)
gének esetében. (A) A Pol I enzimmel jelolt DNS szalfolytonossag-hianyok halmozodnak az aktiv
gének promoterein (TSS (transzkripcios starthely) elotti szakasz), ellentétben az inaktiv génekkel.
A geéntesten (TSS és TES (transzkripcios végpont) kozotti szakasz) kevés read detektalhato aktiv és
inaktiv gének esetében egyarant. (B) A TdT enzimmel jelolt DNS szalfolytonossag-hianyok
halmozodnak az aktiv és inaktiv gének promoterein és a géntestén egyarant. (C) A TdT enzimmel
jelolt, majd RNAse A-val kezelt mintaban a DNS szalfolytonossag-hianyok eloszlasa a Pol 1
enzimmel jelolt mintaéhoz hasonlit, azaz az inaktiv genekkel ellentétben az aktiv gének
promoterein halmozodnak, mig a géntesten kevés read detektalhato aktiv és inaktiv gének esetében

egyarant.

3.2.3. A DNS szalfolytonossag-hianyok kolokalizalnak az inicialo és elongialdé RNS
polimerazzal: szuperrezolicios mikroszkopiaval végzett vizsgalatok

A qPCR-rel verifikalt DIP-seq adatok alapjan a szalfolytonossédg-hianyok az aktiv gének
promoterein halmozddnak (18. abra). Ezt megerdsitendd, szuperrezoliciés konfokalis
mikroszkopos technikdval késziilt képeken megvizsgaltam, hogy az altalam jelolt
szalfolytonossadg-hianyok milyen mértékben allnak egyiitt az RNS polimerazzal a transzkripcid
iniciacios ¢és elongacios fazisdban. Ismert, hogy az RNS polimerdz II C-termindlis doménjén
(CTD) talalhat6 Ser5 foszforilacidja a transzkripcid iniciacios fazisaban 1évd, mig a Ser2
aminosavanak foszforilacioja a transzkripcid elongacios és terminacids fazisdban lévé RNS
polimerdzra jellemzd. Immunofluoreszcens technikat alkalmazva STED mikroszkopiaval (révid
tanulmanyt keretében az Institute of Molecular Genetics intézményben (Praga, Csehorszag), Ivan
Novotny segitségével az enzimatikusan jelolt DNS szélfolytonossag-hianyok és a transzkripcio
inicidcios, valamint elongacios fazisaban 1évo RNS polimeraz részleges kolokalizacidjat észleltem
(19. abra). A szélfolytonossag-hidnyokat bakterialis DNS Polimeraz I-gyel vagy TdT-vel jeloltem.
Utobbi esetben az RNS végek jelolodését (Id. 16. abra) a jelolés utan végzett RNaz kezeléssel

sziintettem meg. Az aredmények azt mutattdk, hogy az iniciald6 RNS polimeraz II (Ser5
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foszforilalt) és a jelolt folytonossag-hianyok nagy mértékben (Pearson és Manders 1 illetve 2
értekek atlaga =~0.6) (lasd 19.A és C abrak) egyiitt alltak, mig a transzkripci6 elongécios fazisara
jellemzé RNS polimeraz 11 (Ser2 foszforilalt) és a szalfolytonossag-hianyok az el6z6hoz képest
kisebb, részleges kolokalizaciot mutattak (Pearson=~0.5; Manders 1=~0.25; Manders 2=~0.35)
(l4sd 19. B ¢és C abrak).
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19. abra. A DNS szalfolytonossag-hianyok részlegesen kolokalizalnak az RNS polimerazzal
a transzKkripcié iniciacioja és elongacidja soran STED mikroszkopias feloldasban. Agarozba
dgyazott és fixalt Jurkat sejtekben DNS Pol I vagy TdT enzim segitségével megjeléltem a DNS
szalfolytonossag-hianyokat, és immunofluoreszcencidas modszer segitségével lathatova tettem az
RNS' polimeraz Ser5 foszforilalt (A panel) és Ser2 foszforilalt (B panel) formajat. Az RNS
polimeraz formait két kiilonbozo foszforilacios allapotra specifikus, nyulban termelt antitesttel
(zold) (lasd Anyagok és Modszerek) jeloltem. A beépitett biotint Abberior Star Red STED-re
alkalmas fluoreszcens festékhez kapcsolt streptavidinnel detektaltam (piros). (A) DNS
folytonossag-hianyok kolokalizacioja Ser5 foszforilalt RNS polimerdzzal. (B) DNS folytonossag-
hianyok kolokalizacioja Ser2 foszforilalt RNS polimerazzal. (C) Az (A) és (B) abrarész mintaibol
szamolt kolokalizacios értékek (Pearson és Manders 1 és 2) eloszlasa. A hibavonalak SEM
ertekeket jelolnek, melyeket az egyes sejtek esetében szamolt kolokalizacios atlag értékekbdl
szamoltam. A paraméterek kiszamitasahoz 5-5 STED mikroszkopos képet elemeztem. Az (4) és (B)
abran reprezentativ, STED mikroszkopos képek lathatok.

3.2.4. A DNS szalfolytonossag-hianyok a nuklearis laminahoz kozel detektalhatok halo
preparatumon

A kovetkezd kisérletekben a DNS egyszal folytonossag-hianyok eloszlasat vizsgaltam halo
preparatumon, melyben egymastol elkiilonithetd a szuperhelikalis €s relaxalt DNS. Halo
sooldattal (2M NaCl) kezeljiikk, minek kovetkeztében a nukleoszoOmamentessé valo DNS a
sejtmagbol  kitiiremkedik. A halo preparatumon két, topoldgiailag elkiiloniilt domén
kiilonboztethetd meg, a halot alkotd szuperhelikalis DNS szalaké, melyek szuperhelicitasa
interkalator kotédés kovetkeztében megvaltozik (lasd 21. abra), és a topologiailag relaxalt,
feltehetden a nukleéaris matrixhoz régziilt domén. A halo preparatumon a DNS szalfolytonossag-
hidnyok periférids, gytiriszerii halmozodast mutatnak (20. abra), kozel a nukledris lamindhoz. A
20. abran lathatd, hogy a szalfolytonossag-hidnyokat tartalmazd DNS szakaszok a lamina
halozatabol részben kitiiremkednek. A szalfolytonossag-hianyok a nem szuperhelikalis, lamindhoz
kozeli DNS kompartmentben halmozddnak, mig a szuperhelikdlis DNS hurkok altal alkotott

haloban kevés jelet mértem.
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20. abra. A szalfolytonossag-hianyok a nuklearis laminahoz kozel detektilhaték. A halo
preparatumokat agarozba dagyazott Jurkat sejtekbol készitettem. A DNS folytonossag-hianyokat
Pol I (A) és TdT (B) enzimmel jeloltem, utobbi esetben a jelolés utan a mintat RNdzzal kezeltem.
Az enzimekkel beépitett biotint Abberior Star Red STED-re alkalmas fluoreszcens festékhez
kapcsolt streptavidinnel (piros), a nuklearis laminat Lamin B elleni antitesttel detektaltam (zold).

A DNS-t Pl-dal festettem.

3.2.5. Az interkalacio kovetkeztében megvaltozik a szuperhelikalis DNS-t tartalmazo halo
mérete

A tovéabbiakban megvizsgaltam az interkal4ci6 hatdsat a halo preparatumban jol elkiiloniild

crer

cre

depletalt magi prepardtumokon, pasztdzo lézer mikroszképos kisérleti rendszerben ([124]
referencia 4A abraja). Halo prepardtumon a szalfolytonossadg-hianyok (20. ébra) kovetkeztében
relaxalt DNS jol elkiilonithetd a lamina résein attliremkedd, szuperhelikdlis DNS hurkokat
tartalmazo halotol. Ismert, ha sejtekbdl késziilt halo preparatumhoz interkalatort adunk, véltozik a
DNS tekertsége, melyet a halo méretének megvaltozéasa kisér. Ezért megvizsgaltam, hogy az
interkalacidé kovetkeztében milyen mértékben valtozik a halo mérete 2M NaCl oldattal teljes

mértékben hiszton mentessé tett mintdn. Az altalunk hasznalt interkalator egy DNS festék, igy
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alkalmas a halo méretének detektaldsara is. A kisérlettel kimutattam, hogy halo preparatumhoz
SYBR Gold interkalator koncentraciosort adva az interkalacid hatdsara a DNS relaxalodik, melyet
a halo méretének novekedése kisér. Relaxacios koncentracional (0,6X SYBR Gold) a halo sugara
a kiindulasi sugar kétszeresére ndé (21. abra). (A kiinduldsi halo méretet azon legkisebb
koncentracioji (0,05X) SYBR Gold-dal detektaltam, amivel még a DNS lathat6.) Magasabb
interkalator koncentraciok (>1,5X SYBR Gold) jelenlétében a DNS tultekertté valik, melyet a halo
mérétének csokkenése mutat. Ez a csokkenés ugy magyarazhato, hogy a taltekert DNS torzios
fesziilése (nagy Tw érték) Wr-be alakul at, s ezaltal a halo DNS hurkai rovidiilnek és kisebb halo

sugarat mériink.
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21. abra. A SYBR Gold interkalacios gorbéje halo preparatumon. 4 gérbén a halo sugaranak

crer

Jurkat sejtekbdl késziilt halo preparatumon, pasztazo lézer mikroszkoppal mérve. A minimalis
interkalatorral (0,05X) kezelt kontroll mintakon a halok sugara datlagosan 20 um, mely ~0,6X
SYBR Gold koncentracio esetében éri el a maximumat (40 um), ennél magasabb interkalator
koncentracioknal a halo sugara ~27-30 um-re csékken. Mintanként ~500 halot mértem. Az abran
4 merés atlaga lathato. A hibavonalak SEM értékeket jelolnek, melyeket a 4 mérés adataibol

szamoltam.
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4. Diszkusszio
4.1.1. Hiszton aggregacio

Eredményeink azt mutattak, hogy a Dox kemoterdpias kezelések soran hasznalt terapias
koncentracioban massziv H2A hiszton aggregéacidt okozott a sejtmagban, ellentétben a H2B-vel
(5. E, 7. B és C abra). Az antraciklin kezelés kovetkeztében bekovetkezd kromatin aggregaciot
mar kordbban leirtak in vitro [76, 164] és in vivo [128] rendszerekben egyarant, &m tudomasunk
szerint ez az elsd eset, melyben az aggregacid jelenségét a hiszton fehérjéken figyelték meg.
Ismert, hogy az interkaldtor Dox hatésara a hisztonok koncentracio-fiiggd modon disszocidlnak a
kromatinrél (lasd [122, 124, 128, 164]). Konfokalis mikroszkopos mintdkban megfigyelhetd volt,
hogy >9 uM Dox kezelés hatasara az immunofluoreszcensen detektalt H2A molekuldk nagy része
a magon beliili térben elkiilontil a DNS tartalmu teriiletektdl, ahogy ezt az LSC alapt kisérletekkel
lattam (5.E &bra). Nukleoszoma rekonstiticios kisérletekbdl ismert, hogy alacsony sé
koncentracional, DNS hianyaban a szabad hisztonok hajlamosak az aggregéaciora [255-258], igy
az altalunk tapasztalt jelenség hatterében az allhat, hogy a Dox kovetkeztében a kromatinrol
disszocidlodd szabad hisztonok a sejtmagon beliil aggregalnak. Tehat a Dox kezelés sejtmagi
hoz hasonlo, a DNS-tartalmu kromatintdl elkiiloniilt képet mutatott, ha a citoplazmaba torténd
kidaramlasat PYR-41 kezeléssel gatoltam (8. és 9. abra). Mivel ebben az esetben nem lattam
aggregaciot az LSC alapu kisérleti rendszerben (it be nem mutatott adatok), ezért valosziniisitheto,
hogy PYR-41 jelenlétében a H2B aggregatumok mérete, Osszetétele és/vagy stabilitasa a H2A

aggregatumoktol kiilonbozik.

A H2A ¢és H2B hisztonok HPLC-vel elkiilonitheték egymastol, vagyis e két hiszton
hidrofébicitasa jelentdsen kiilonbozhet [259]. Ez egybehangzik a két hiszton altalunk detektalt
kiilonbozo aggregacids hajlaméval Dox kezelés utan, hiszen kiilonb6zo lehet a két hiszton Dox-ot
megkotd képessége. Ezeken tal kimutattuk azt is, hogy a dimer két tagja egymastol fiiggetlentil
disszocialhat a nukleoszomarol (lasd a [124] referencia kiegészitdé S13. abrajat), igy lehetséges,
Feltételezhetden a PYR-41 hianyaban a H2B transzlokélodik a citoplazmaba, igy keriilve el a
sejtmagi aggregaciot. Amikor rekombindns hisztonok Dox indukalt mobilitasat vizsgaltuk FCS

modszerrel (6. abra), a diffuzidés 1dék valtozdsanak mértéke nem utalt kifejezett aggregaciora.
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Kisebb mértékii aggregacio (oligomerizacid) persze még igy is lehetséges, de az is elképzelhetd,
hogy a hisztonok a Dox kotés kovetkeztében konformdacio-valtozason mennek keresztiil,
megvaltozik az alakjuk, s ez okozza a diffizids 1d6 kisebb mértékii novekedését. A Dox-hoz
hasonldan a Dox + PYR-41 egyiittes jelenléte sem befolyasolta 1ényegesen a hisztonok mobilitasat.
Nagyon hasonlé autokorreldcios gorbéket kaptam 9 pM Dox jelenlétében is (itt be nem mutatott
adatok). A kicsiny, de kimutathatd mobilitds valtozas Dox hatdsdra megerdsiti azt a feltételezést,
hogy a Dox kdzvetlen molekularis interakcidba 1€p mind a H2A, mind a H2B hisztonnal, és hogy
ezeket az interakciokat a PYR-41 jelenléte szignifikdnsan nem befolyasolja. Ebben a kisérleti
rendszerben a jelentds hiszton aggregacio hianya valdsziniileg az ¢l sejtek sejtmagjatol jelentdsen

eltérd kornyezettel, kovetkezésképpen eltéré molekularis kdlcsonhatdsokkal magyarazhato.

4.1.2. Nukleo-citoplazmatikus transzlokacio

A Dox kezelés latvanyosan megnovelte a citoplazmaban a H2B hiszton szintjét, melyet nem
kisért a H2A emelkedése (8. és 9. abra). A H2B hiszton Dox kezelés hatasara bekovetkezo
citoplazmatikus transzlokacidja egy olyan jelenség, amit tudomasunk szerint korabban nem irtak
hPBMC ¢és DC sejtek esetében is, igy ezt érdemes figyelembe venni a Dox-ra adott sejtvalasz
vizsgalata esetén. Az a tény, hogy a Dox-szal és PYR-41-gyel egyszerre kezelt sejtek sejtmagjaban
detektalt H2B trabekularisan, a DNS-t tartalmazo6 teriileteken kiviil halmozodik fel (8. és 9. 4bra),

rrrrrr

41 kezelés nem befolyasolja, tehat csak a H2B nuklearis exportjat gatolja a PYR-41.

A Dox indukélta H2B felhalmozodast a citoplazméban immunofluoreszcens mddszerrel
detektaltam, monoklonalis és poliklonalis antitestekkel (8. abra), tovabba tomegspektrometrias
modszerrel is (12. dbra), ahol a H2B citoplazmatikus frakcidban torténd megjelenése a korabban
¢észleltekkel egybecsengden PYR-41 érzékenységet mutatott. A PYR-41-gyel és Dox-szal egyiitt
kezelt sejtek esetében is a magon beliil mindkét antitesttel detektaltam a H2B jelenlétét (8. 4bra),
ami valoszinlitlenné teszi, hogy nem specifikus antitestkotodést lattam — erre utalnak a
tomegspektrometrids adataim is (Id. alabb). Bar az antraciklin indukéalt HI magon beliili

athelyez0dését a magvacskaba GFP-vel jelzett Hl-et expresszalod sejtek esetében kordbban

crcr
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abra). Az immunofluoreszcencids modszerrel detektalt endogén H2B athelyezddése és a H2B-GFP

relokécio hianya latvanyosan bemutathatd, ha a két entitast egyszerre detektalom (11. abra).

crer

hatdsa Osszeegyeztethetd egy specifikus transzport mechanizmus jelenlétével. Ismert, hogy
szamos sejtmagi fehérje sejten beliili lokalizacidja megvaltozhat kiilonb6zé kemoterapias szerrel
torténd kezelés hatasara, példaul kiemelheté a Topl nukleo-citoplazmatikus transzlokacidja
camptotecin hatésara [158]. Igy felmeriil annak is a lehetdsége, hogy a H2B citoplazmatikus
megjelenése nem aktiv transzport eredménye, hanem a H2B kis molekulatomege kovetkeztében
passzivan kidiffundal a sejtmagbdl a magporuson keresztiil, ahol az elsddleges hiszton importért
felelés Importin 7 fehérje-komplexhez kotddve csapdazodik, abban az esetben, ha a Dox
mitokondrialis toxicitasa kovetkeztében ATP deplécio is jelen van. Ez megmagyardzna a H2B-
GFP sejtmagban maradasat, ugyanis a H2B-GFP mérete joval nagyobb a H2B-hez képest (~40
kDa), igy nem tud a sejtmagbdl kidiffundéalni. Ez a modell viszont nem magyarazza meg, miért
nem lattunk a citoplazmaban H2A hisztont. A GFP (vagy RFP - itt be nem mutatott adatok)
jelenlétének hatasa meglepd, de nem teljesen varatlan, hiszen akar egy hiszton molekulahoz

kapcsolt Flag csoport jelenléte is komolyan hatassal lehet a H2B molekularis interakcidira [260].

A CRMI fiiggd magi export leptomycin B-vel torténd gatlasa nem befolyasolta jelentdsen a
H2B felhalmozddasat a citoplazméban. Hasonléan nem befolyasolta a H2B nukleo-
a fehérjeszintézis vagy a Hsp90 funkcio gatldsa sem (10. abra). A PYR-41 hatasat elsdsorban az
ubiquitin-aktivalo enzim (E1) gatlasan keresztiil fejti ki, mely nem tarsul az ubiquitin-konjugélo
enzim (E2) gatlasaval [248]. Viszont kimutattak, hogy a PYR-41 serkenti a sejtekben a SUMO-
ilaciot, és nem specifikus mdodon indukalhatja fehérjék keresztkotését, mely utdobbi hozzajarul a
vegyiilet toxicitdsdhoz [248]. Azt is kimutattak, hogy a PYR-41 deubiquitindzt (DUB) gatl6
hatassal is rendelkezik [248]. Az altalunk hasznalt masik E1 gatloszerrel torténd kezelés nem
reprodukalta a PYR-41 hatésat, tovabba a 2-D08-cal (SUMO-ilacio gatloszerrel) torténd egyiittes
kezelés csokkentette a PYR-41 Dox indukélta H2B exportra gyakorolt gatlo hatasat (ez esetben a
H2B nagy mennyiségben jelen volt a sejtmagban ¢és a citoplazmaban egyarant; lasd 8. abra). Ezért
feltételezziik, hogy a H2B export a SUMO-ilacién keresztiil kapcsolatban van a fehérjelebontast
iranyitd biokémiai mechanizmusokkal. A f6 magi export utvonal CRM1 (exportin-1 vagy XPO1)

71



fiiggd, mely leptomycin B-vel gatolhat6 azaltal, hogy az alkildlja és ezzel gatolja magat a CRM1
fehérjét [261]. Mivel a leptomycin B magas koncentracioban adva sem fejtett ki gatld hatast a Dox
indukalta H2B exportra, igy nem valészinli, hogy a H2B citoplazmatikus felhalmozdodaséaért a
CRMI fiiggd magi export a felelds. Egyéb, CRM1 fiiggetlen magi export mechanizmus is ismert,
koztiik az érett mRNS [188, 262], poly(A)” RNS-ek [263], és RNS helikazok [196] transzportja,

elvileg ezek a mechanizmusok hozzajarulhatnak a H2B nukleo-citoplazmatikus exportjahoz.

A SUMO-il4cioval jard biokémiai folyamatok szerepet jatszanak a mRNS-ek [264] és
kiilonbozd fehérjék [265] magi exportjaban is. Mivel a fehérjelebontési utvonalak kapcsolatban
lehetséges, hogy ez a jelenség kapcsolatban all korabbi tapasztalatokkal is. Megfigyelték, hogy
érdekes modon a PYR-41 csokkenti a szepszis soran fellépd tiidokarosodast az NFxB gyulladdsos
szabad hisztonokra adott valaszban is részt vesz [218, 266]. A megnovekedett fehérjelebontas
fontos szerepet jatszik a Dox terapiat limitalo kardiotoxicitas kialakuldsaban [267]. A SUMO-
ilaciohoz sziikséges UBC9 ubiquitin-konjugalé enzim (E2) csendesitése megnoveli a
hepatocellularis majrak Dox érzékenységét [268]. A SUMO utvonal befolydsoldsa hatassal van a
Dox toxicitasara €lesztében [269]. A H2A és H2B gének csendesitése megndvekedett antraciklin
érzékenységgel tarsul mellrak esetében [270]. Mindezeket figyelembe véve a jovoben érdemes
lesz eréfeszitéseket tenni a H2B citoplazmatikus felhalmozodésa és a fehérjelebontasi titvonalak

kozotti pontos kapcesolat felderitésére.

Feltételezhetd, hogy az eddigieken til, a H2B Dox altal indukélt nukleo-citoplazmatikus
transzlokacidja kapcsolatban lehet kiillonbozd élettani vagy patologias folyamatokkal. Sejtmagon
kiviili hisztonok jelentdségét mar korabban tobb kisérletes rendszerben leirtak [203, 210]. A sejten
kiviili hisztonok anti-mikrobidlis hatasanak mechanizmusat és jelentdségét elég behatdan ismerik
[213]. A vérplazmaban taldlhato hisztonok mennyisége a szepszis sulyossagaval korrelal [218],
mivel hozzajarulnak az endotél diszfunkciohoz [218]. Ismert, hogy az extra-kromoszémalis H2B
a velesziiletett anti-virdlis immunvalasz kivaltdsadban is fontos szerepet jatszik [240, 242, 243]. A
Dox kezelés PYR-41 érzékeny H2B nukleo-citoplazmatikus transzlokaciot valtott ki Jurkat és
hPBMC sejtekhez hasonloan DC-k esetében is, melynek soran jelentdésen csdkkent a sejtmag H2B

tartalma. Erdekes modon a DC-k citoplazmajaban kezelés nélkiil is magas a H2B szintje (10. abra),
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féleg a sejtmembran-kozeli teriileteken. Mivel a DC-k a természetes immunitdsban jelentds
szerepet jatszanak [271, 272], lehetséges, hogy a dendritikus sejtekben mért magas
citoplazmatikus H2B szint a patogének felismeréséhez sziikséges [272]. Aktivalt DC-k
citoplazmajaban kimutattak H1 hisztont, melyhez kisérletesen antitestet adva a DC-k aktivacigjat
gatolni lehetett [273]. Ebbdl az kdvetkezik, hogy a H1 citoplazmatikus jelenléte elengedhetetlen a
DC-k éréséhez és a T sejtek aktivalasahoz. Mivel a H2B citoplazmatikus szintje mar 2,25 uM
hisztonnal kapcsolatos antivirdlis és antimikrobidlis immunologiai utvonalak Dox segitségével

hatékonyabba tehetok.

Az 1. és 2. tablazat alapjan a Dox sokféle fehérje sejtmagbol torténd kijutasat eldsegitette,
ami arra utal, hogy a Dox a sejtmag teljes szerkezetére kifejti hatasat. Kiilonbozd hisztonok és
szamos egyéb fehérje sejtmagbol torténd kidramlasat detektaltuk Dox kezelés hatdsara, melyek a
kromatin szervezésében, transzkripcioban, splicingban, replikacioban, DNS hibajavitasban, magi
exportban és importban, hdsokk valaszban és fehérjelebontasban vesznek részt. Ezek koziil néhany
fehérje citoplazmatikus megjelenése PYR-41-re érzékeny volt (1. és 2. tablazat). A Dox hatasara
aggregalodott H2A-t (ami a korabbi agardzba dgyazott sejteken elvégzett immunofluoreszcencids
jelolési kisérletek alapjan a magban maradt, lasd 5.E és 9. abrdk) a Dox kezelt sejtek
citoplazmatikus lizdtumaban detektaltuk (12. abra). Ez feltehetéen azzal magyarazhato, hogy a
tomegspektrometrias kisérletek soran alkalmazott kisérleti koriilmények elOsegitették a fehérjék
kijutasat a sejtmagbdl. Ilyen példdul a nem-ionos detergenssel torténd kezelés és a magok
centrifugdldsa sordn fellépd mechanikai stressz, melyek az agardzba dgyazott, Dox kezelt és
formaldehid fixalt sejtes rendszerben nem voltak jelen. Fontos megemliteni, hogy ilyen
koriilmények kozott a lizdtumban megjelend H2A kevésbé volt PYR-41-re érzékeny, mint a H2B
(1. tablazat). Az altalunk detektalt, Dox hatasara kialakulé molekularis interakciok zavara a
sejtmagban hozzajarulhat a Dox klinikai alkalmazdsa soran fellépd hatadsokhoz ¢és

mellékhatasokhoz egyarant.
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4.1.3. A Dox kezelés hatasa a sejtek életképességére és az észlelt jelenségek potencialis élettani

jelentdosége

A kisérletek soran megfigyeltiik azt is, hogy a két 6ras Dox kezelés utan azonnal nem volt
kimutathato az életképesség csokkenése (13. 4bra), tehat a hisztonok atrendezédése €16 sejtekben
tortént. A H2A aggregacioja >10 uM Dox koncentracids kezelésnél kezdddik, mely 24 éraval a
kezelés utan ~50%-os toxicitast okoz [168] (a disszertacid alapjat képz0 1. cikk 6.C abréja, Erfaneh
Firouzi Niaki munkéja). Mivel a Dox sejtproliferaciot gatlo hatasa [168] (a disszertacio alapjat
képzd 1. cikk 6.B abraja, Erfaneh Firouzi Niaki munkéja) csak 48 o6ra mulva jelentkezik, igy a két
ora utan fellépd H2A aggregacio elore jelezheti a Dox hosszu tavon kifejtett toxikus hatasat. A
H2B citoplazmatikus transzlokacioja ennél még érzékenyebb eldrejelzdje lehet a toxicitasnak,
ugyanis a citoplazmaban a H2B mar 2 uM Dox kezelés utan is detektdlhatd, ami ~15-20%-os

citotoxicitast okoz 24 6ra utan.

A fentieken tul fennall a lehetdsége annak is, hogy a H2B (PYR-41-gyel gatolhat6) nukleo-
citoplazmatikus exportja a sejtekre védd hatast fejt ki, mivel megovja a sejteket a magon beliili
hisztonaggregacio toxikus hatasatol. Ezt a feltételezést az is alatamasztja, hogy Dox kezelt sejteket
PYR-41-gyel egyiitt kezelve erds szinergisztikus (és nem csupan additiv) hatast észleltiink a sejtek
toxicitasara (a disszertacio alapjat képzo 1. cikk [168] 6.D abraja, Erfaneh Firouzi Niaki munkaja),
toxicitast. Ez a megfigyelt szinergizmus felveti a lehetdségét annak, hogy a Dox kezelést a
klinikumban kiegészitsék PYR-41-gyel a rak ellenes kemoterapia soran, ugyanis jelenleg a PYR-
41-et eleve egy potencialis tumorellenes szernek tekintik [248]. A PYR-41 tumorellenes hatasat

prosztata- €s pajzsmirigyrakban jelenleg preklinikai tanulményokban vizsgaljak [274].

A toxicitas vizsgalata sordn felmeriilt az a kérdés, hogy a kisérleteink soran jelen 1évé Dox
koncentracio hogy viszonyul a kemoterapias kezelések soran eléforduld koncentraciohoz. A Dox
citoplazmatikus koncentraciojarol tobb eltérd adat is ismert a szakirodalomban (0.5-t61 9 uM-ig)
[122, 275-278], igy a kisérleteink soran hasznalt Dox koncentraci6 tartomany (0.5 - 36 uM) és a
gyogyszeres kezelés soran kialakulé maximalis plazma koncentracié atfedhetnek. Mivel egyes
kromatin teriiletek érzékenyebbek lehetnek a Dox-ra, igy az altalunk globalisan detektalt
aggregacios ¢és relokacios jelenségek lokalisan kisebb Dox koncentracidknal is eléfordulhatnak

(I1d. Eredmények 3.1 és 3.2 fejezetek). Tobb DNS-t kotd, kisméretli molekula citotoxicitasa
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nagyobb mértékben korreldl a kromatint karositod képességével, mint a DNS-t karositd hatasaval
[279]. A mi megfigyeléseink alapjan a H2A ¢és H2B hisztonok intracellularis és magon beliili
megoszlasdnak megzavarasa orvosi szempontbol is relevans lehet mind az antraciklin kezelés
hatasmechanizmusa, mind mellékhatasai szempontjabol. Erdekes lenne vizsgalni a Dox indukalt
H2B nukleo-citoplazmatikus transzlokacid hatasat az extra-kromoszomalis H2B altal kozvetitett
immunvalaszra [240, 242, 243], hiszen megfigyeléseim alapjan felvetddik, hogy Dox
alkalmazaséval a velesziiletett immunvalasz hatékonysagat ndvelni lehetne. Azonban felmeriil az
a lehetdség is, hogy a H2A aggregacioja a Dox altalanos fehérje aggregaciot fokozd hatasanak
megnyilvanuldsa, melyet élesztében is kimutattak [280], amely hozzéjarulhat a kardiotoxicitas

kialakulasahoz [281].

4.2.1. A relaxalt kromatin kornyezet hatasa a DNS interkalaciora

Az interkalatorok nukleoszéma eviktald hatasa masok kozlése és sajat munkank alapjan
[122, 124] mar ismert. A laboratoriumunkban kidolgozott kvantitativ nukleoszoma stabilitasi essz¢é
segitségével ezzel kapcsolatban azt is megallapitottuk, hogy a genomi DNS relaxacioja nagyfoka
nukleoszéma destabilizaciot okoz [124], ami kedvez az interkalatorok DNS-hez valo kotddésének
[75]. Tehat a DNS relaxacidja dnmagaban is és az interkaldtorok kotddésének novelése révén is
lokalisan csokkenti a nukleoszomak stabilitasat. Ez azt is jelenti, hogy a genom mentén a relaxalt
domének erdsebben kitettek a Dox kotddésének, €s igy ezek a teriiletek valosziniileg fokozottan
jarulnak hozza a leirt hisztonaggregacios és export jelenségekhez. Részben annak a kérdésnek a
megvalaszolasara, hogy ilyen kitiintetett teriiletek 1éteznek-e a genomban, részben egy masik
projekthez csatlakozoan, a relaxalt kromatin teriiletek feltérképezését tliztem ki célul a jelenlévd

endogén szabad DNS végek detektalasaval.

Kisérleteim soran DNS szalfolytonossdg-hianyokat mutattam ki aktiv gének promoter
régioin (18. dbra). Mivel korabban bizonyitottuk, hogy a promoter-kozeli (H3K4me3 és H3K27ac
poszttranszlaciés modositassal rendelkezd) nukleoszémak alacsonyabb Dox koncentracidk
hatasara disszocidlnak a kromatinrdl [124], és a promoterek mentén éppen ezek a nukleoszomak
talalhatok, igy valdszintsithetd, hogy a promoter kozeli nukleoszoméak csokkent stabilitdsa a
szalfolytonossag-hiany kovetkezménye. Mindebbdl az kovetkezik, hogy az antraciklinek és mas

DNS interkalator tulajdonsagi gyogyszerek hatasa relaxalt kromatinban fokozottan érvényestl.
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fgy az endogén szalfolytonossag-hianyok kovetkeztében kialakult relaxalt DNS régiok
feltérképezése az antraciklinek klinikumban tapasztalt hatdsainak, valamint mellékhatasainak
pontosabb megértéséhez vezethet. Ezen kovetkeztetést az alapozza meg, hogy a DIP-seq
kisérletekben alkalmazott szabad 3’ OH jeldlési eljarasunkat tobbféle kisérleti rendszerben
(agardzba agyazott sejtmag, halo preparatum és molekularis combing) sikeresen alkalmaztam, és
az eredmények Osszhangban allnak a kisérleti rendszerektdl vartakkal. Kemoterapids szerek
sejtmagbeli heterogenitasa jelentds lehet farmakodindmiai szempontbdl [282], igy a Dox genom-
menti kotddési kiillonbségeinek is fontos szerepe lehet a szer hatdismechanizmuséaban. Figyelembe
véve, hogy az interkalal6do dgensek kotddésének elsddleges meghatarozdja a szuperhelicitas [75],
melynek mértéke a genom mentén a kotddés erdsségére nézve irdnyadd lehetne. A psoralen
kotédésen alapuld modszer azonban csak 1 psoralen molekula/5-15 kb feloldasban miikodik [41],
¢s a linker régidk Osszegzett szuperhelicitdsanak térképét adja, de az interkalacionak
preferencidlisan kitett relaxalt szakaszokrol nem ad részletes képet. Mivel a genom mentén,
nukleoszéma-mentes teriileteken megfigyelhetdk fiziologids koriilmények kozott is
szalfolytonossag-hianyok [141, 142], melyek kornyezetében sziikségképpen relaxalt a DNS, igy
kedvezd koriilményeket teremtve a Dox interkaldcid szadmara, ezek térképezésére tettem
eréfeszitéseket. Utdbbi vizsgélatok egy része publikalt anyag [161] (a disszertacio alapjat képzd
II. cikk), egy jelentds, €s részben itt is bemutatott hanyada egy nagyobb lélegzetii, a DNS
topoldgiai viszonyaival kapcsolatos, most ir6do kézlemény része lesz. A lehetséges szabad DNS
végek koziil a szabad 3> OH-véggel rendelkezd, feltehetden Topll-eredetli szalszakadasokra

fokuszaltunk, ezek feltételezhetd lokalizaltsaga miatt.

4.2.2. DNS egyszal szalfolytonossag-hianyok specifikusan jelolhetok és vizualizalhatok

molekularis combing rendszeren

A S. cerevisiae X1I. kromoszémajan talalhato rDNS klaszter 100-200 identikus, természetes
modon megsokszorozddott DNS szakaszbol all, ami Southern-blot és reverse South-Western
kisérleteink soran sokkal nagyobb érzékenységet biztositott és ezaltal a combing kisérletek soran
lehetové tette a jelolési adatok értelmezését. Vagyis j6 modellrendszernek bizonyult a 3> OH-

karakterti DNS szalfolytonossadg-hianyok enzimatikus jelolésének beéllitasahoz.
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A DNS szalfolytonossag-hidnyokat tobbféle modon is megjeldltiik. A Pol I templat-fiiggd
moddon kapcsol a DNS szélfolytonossag-hianyok szabad 3’ OH csoportjdhoz biotinnal jelolt
nukleotidokat (nem limitald koriilmények), melyek immunofluoreszcencias médon konfokalis
mikroszkoppal detektalhatok. Amennyiben lancterminétor nukleotidok (ddNTP) is jelen vannak a
jelolés soran (limitdld koriilmények), pontosabb lokalizacid érhetd el a jelerOsség terhére. A
molekularis combing rendszerben végzett kisérletek mikroszkopos képein valoban rovidebb DNS
szakaszt jeloltiink meg limitalo koriilmények k6zott, a nem limitalo koriilmények kozott elvégzett
jeloléshez képest (15. dbra A és C). Limitalo jelolésnél a DNS szalak egy részének esetében a
szalak végén egymas melletti foltok formdajaban felismerhetdek az rDNS klaszter jelolddott
transzkripcids egységei (15.B abra), ami azt jelenti, hogy ezeken a helyeken a DNS kettds szal
folytonos marad, tehat a kisérlet soran egyszal folytonossag-hianyokat jeloltem. Ismert, hogy az
rDNS transzkripciondlis egységei koziil egy idoben nagyjabol 50%-uk aktiv [283, 284]. Nem
limitalo jelolés esetén a DNS szalak kozelitleg fele hordoz jelet a fragment egyik végén, de
minddssze a szélak koriilbeliil 2%-a hordoz jelet mindkét végén, és csupan a DNS szalak 0.5%-an
mutattam ki belsd jelolddést. Erre az a valdszinli magyarazat, hogy a DNS szal jelet hordozo vége
az rDNS klaszterre esik, mig a szal masik végén jeldlhetd 3° OH csoportot nem eredményezd
egyszal folytonossag-hiany (példaul Topl hasitas kovetkeztében) keletkezett, mely a combing
kisérlet soran megnovekvé DNS fesziilés kovetkeztében (14. dbra) duplaszal toréssé alakult. A
szalak végein detektalt, jelolt DNS szakaszok mérete valtozd, ugyanis a szalfolytonossag-
hianyokban gazdag rDNS régioban nagyobb valdszintiséggel torik el a DNS a XII. kromoszoma
tobbi részéhez képest (bar nem kotelezden; lasd 15.B abra), igy a DNS szalakon maradt jelolt
transzkripcids egységek szdma is valtozo. Termindlis transzferdz enzim segitségével templat-
figgetlen modon jelolheték a DNS szalfolytonossag-hidnyok biotinnal kapcsolt nukleotidok
beépitésével. A TdT a szabad 3’ OH csoportokhoz révid, egyszalu nukleinsavként kapcsolja a
jelolt nukleotidokat, mely szél a kettds szala DNS-tdl térben elvalik. Felmeriilt, hogy TdT-vel
torténd jelolésnél a transzkripcid soran keletkezd RNS/DNS hibridek 3’ OH csoportja is jelolédhet.
A kisérleteket RNaz emésztést tartalmazo 1€péssel megismételve az RNéaz-zal nem kezelt kontroll
mintahoz hasonlo szamu jelet kaptam (16. 4bra), mikozben az RNS/DNS hibridek az RNaz
emésztés hatasara teljesen eltiintek. Eleszté DNS-en nyert tapasztalataim azt mutattik, hogy a
végjelolési eljaras valoban szabad DNS végeket mutat ki és ezek a végek jelentds hanyadukban

egyszal-toréseknek felelnek meg. A kisérletek révén fény dertilt arra is, hogy az egyszal-torések

77



mentén a DNS torékeny, az egyszal folytonossag-hidny konnyen valik duplaszal toréssé

mechanikai behatasokra.

4.2.3. A Topll asszocialt promoter-proximalis egyszal folytonossag-hianyok lehetséges

szerepe a kromatin hurokméret kialakitasaban és a transzkripcio szabalyozasaban

A DIP-seq kisérleteinket Go allapoti hPBMC sejtek kromatinjan végeztiik, kizarva, hogy a
DNS replikaci6 soran jelentkezd szabad végeket jeloljiik. Az eredmények szerint a DNS
szalfolytonossag-hianyok az aktiv gének promoterein halmozodnak (18. abra). Ugyanezen sejtek
fixalt preparatumain, STED mikroszkopiaval, a DNS egyszdl folytonossadg-hianyok
kolokalizacidjat detektaltam transzkripcidt inicialo és elongdld RNS polimerazzal (19. é4bra),
megerdsitve a DIP-seq kisérletek eredményét. Az altalunk detektalt promoter-proximalis egyszal
folytonossag-hianyok (18. és 19. abrak) jelenléte egybecseng azon irodalmi adatokkal, melyek
egy-egy gén esetében mutatnak ki aktivitassal sszefliggésben jelentkezd szaltoréseket [141, 147,
151, 156, 285-287]. Az irodalmi adatok alapjan feltérképezett DNS szalfolytonossadg-hianyok
CTCF/cohesin-kozeli lokalizacidét mutatnak, de az irodalomban ellentmondasok talalhatoak a

pontos lokalizacid tekintetében [160, 288].

S. cerevisiae esetében is DNS egyszal folytonossag-hianyok halmozddasat lattuk az aktiv
gének promoterein (a disszertacid alapjat képzo II. cikk [161] 2. és 6. abraja). A molekularis
combing kisérletek soran konfokalis mikroszkdppal készitett képeket elemezve kiszamoltam, hogy
a S. cerevisiae DNS atlagosan 100-150 kb méretli DNS szakaszonként tartalmaz 1 db jelolt DNS
szalfolytonossadg-hianyt. A DIP-seq adataink alapjan a DNS egyszal folytonossadg-hianyokat
90%-a a genom tobbi részén eloszlik. Mivel a DIP-seq mintak esetében sok sejtbdl indultunk ki,
egy read egy adott genomi helyen csak minden sokadik sejtben lehet jelen, és ez a gyakorisag
ezekbdl a kisérletekbdl nem hatarozhatd meg. Ugyanakkor a molekuléris combing kisérletek soran
detektalt DNS egyszal folytonossag-hianyok gyakorisdgabol ezt megbecsiilhetjiik. Mivel egy
diploid hPBMC sejt genomja megkdzelitleg 6 milliard bazisparbol all, és a genomban 14-28000
aktiv gén TSS talalhato, ezekbdl az adatokbol kiszamolva atlagosan 150-200 kb-onként fordul el
egy TSS. Ez megfelel a DNS egyszal folytonossag-hidnyok molekularis combing kisérletekben
altalam kiszamolt (100-150 kb) gyakorisdganak (4. tablazat).
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Az éltalam hasznalt 3> OH jelolés Topll aktivitasra jellemzd szabad végek kimutatasara
alkalmas. Ilyen természetli végeket mas enzimek is produkalhatnak, ezért a folytonossag-hianyok
lehetséges eredetére vonatkozdan tovabbi kisérleteket végeztem. Mivel a cleavage complexben
kovalensen régziilt Topll-t €s annak proteolitikus maradvanyat is a TDP2 enzim képes kotni és
eltavolitani, megkiséreltem molekuléris combing rendszerben a DNS-kotott és a fehérjementesités
sordn részlegesen degradalodott Topll jelenlétét biotinilalt TDP2 segitségével detektalni. Ehhez
Osszehasonlitottam a biotin-TDP2 jelek és a DNS szalfolytonossag-hianyok lokalizaciojat emlds
sejtek DNS-én (17. abra). A bTDP2 segitségével jelolt Topll nagymértékii kolokalizacidjat
mutattam ki DNS szalfolytonossag-hianyokkal emlds sejtek DNS-én.

Fentieket egy olyan modellben értelmezziik, melyben a Topll altal okozott egyszal
folytonossag-hianyok lokalis DNS relaxaciot eredményezve eldsegitik a promotertdl 3’ irdnyban
elhelyezkedd +1 nukleoszoma destabilizacidjat, eldsegitve ezen barrier legy6zését és az RNS

polimerdz tovabbhaladasat a DNS mentén.

4.2.4. A genomi DNS topologiai dichotomiaja

A halo és comet kisérleti rendszereket régéta hasznadljdk DNS karositdo agensek
kovetkeztében kialakulod duplaszalit DNS-torések és apoptotikus DNS fragmentacié kimutatasara
[289, 290], valamint az intakt kromatin szerkezeti sajatsagainak vizsgélatara is [291, 292]. A
modszernek az az alapja, hogy a detergenssel torténd sejtlizist kovetden magas ionerdsségii oldat
segitségével a hisztonok a DNS-rdl eltavolithatok, és a DNS hurkok a lamindn at kibuggyanva
DNS festéssel holdudvarszerii képletet, tn. halot alkotnak. DNS festésre interkaldlodo SYBR
Gold-ot alkalmazva kimutattuk, hogy kiilonb6z6 interkaldtor koncentraciok mellett a halo DNS
hurkainak szuperhelicitdisa megvaltoztathato (21. dbra), mely a halo sugaranak az interkalator
koncentraciojatol fiiggd megvaltozadsaban nyilvanul meg. Alacsony interkaldtor koncentracié a
maradod, negativan tultekert DNS plektonémakba szervezddik, melybe az interkaldlodd6 SYBR
Gold Wr — Tw atalakulast el6idézve DNS hosszndvekedést okoz. Egy ponton til a DNS pozitivan
tultekertté¢ valik, melyet a Wr ellentétes iranyu ndvekedése kompenzal, a DNS-hurkok
rovidiilésével kisérve. A haloban talalhaté DNS ezen viselkedése egyértelmii kisérleti bizonyitéka

annak, hogy itt intakt, szuperhelikdlis DNS hurkok talalhat6ak. Ugyanakkor a 3> OH jeloléssel
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kimutatott DNS egyszal folytonossag-hidnyok tobbnyire a hurkok tovén, lamina-proximalisan
helyezkednek el (20. abra), vagyis a relaxdlt és szuperhelikalis kromatin régiok élesen
szeparalodnak a halo preparatumban, ami arra utal, hogy ez a topologiai szeparacié valamilyen
modon megvaldsul a nativ sejtmagban is. A valdsziniileg Topll-eredetii egyszal folytonossag-
hianyok nukledris laminaval Osszefliggd strukturdhoz rogziilnek, mely limitdlja a
szalfolytonossag-hidny miatti relaxacié tovaterjedését a halora. Ez a modell 6sszhangban van
azokkal a megfigyelésekkel, melyek szerint a transzkripcio fix struktarahoz kototten un.
transzkripcids gyaraknak nevezett intranuklearis doménekben zajlik, mikozben a DNS athalad

rajtuk.

Ismert, hogy a kromatin lokélisan hurkokba [293] ¢s TAD-okba (Topolodgiailag Asszocialt
Domén) [294, 295] szervezddik. A cohesin jol ismert funkcidja, hogy a testvér kromatidakat
Osszetartja a mitotikus sejtosztddas sordn, de Gjabban leirtdk a fehérje fontos szerepét interfazisban
a kromatin hurkok szervezésében is [296]. Emlésokben a kromatin hurkok kihorgonyzo6 pontjain
gyakran el6fordul a DNS szekvenciaban a CCCTC motivum, melyhez CTCF (CCCTC kot6 faktor)
és cohesin kotédik [293, 297]. Ugy gondoljak, a cohesin a kromatin hurok képzddésének/loop
extrusion egy kdzponti molekulaja. Egy modell szerint a kromatin hurkok kialakuldsaban két
cohesin gyliri koti a DNS-t és kapcsolja dssze a hurok kezdd- és végpontjat, mely pont CTCF
fehérjéhez horgonyzodik ki. A kromatin hurkok kihorgonyzo6dési pontjain transzkripcid-fiiggd
Topll aktivitast detektaltak, mely korreldl a transzkripcid intenzitdsaval [298] és cohesin
jelenlétével [288]. Masok leirtak, hogy a ToplIf azon til, hogy a hurkok tovén halmozddik [147,
288, 299], fizikailag kapcsolatba is 1ép a CTCF ¢és cohesin fehérjékkel [299]. Feltételezik, hogy a
kromatin hurkok tovén a Topll a transzkripcio [299] €s a kromatin hurkok formélddasa [288] soran
fellépd topoldgiai stressz csokkentésében jatszik szerepet. Eredményeink alapjan azt gyanitjuk,
hogy a Topll fenti szerepe a 3D kromatin domének szervezddésében szoros kapcsolatban allhat a
téziseimben leirt, Topll-eredetii DNS-torésekkel. Itt bemutatott adataim ezek génszabalyozast és

szuperhelikalis- illetve relaxalt doméneket egyarant szervezd jelentdségére utalnak.
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5. Anyagok és Mddszerek
5.1. Sejttenyésztés

A Jurkat és H2B-GFP-t expresszalo HeLa sejteket T150 flaskakban (Corning Glass Works,
Corning, NY) 10% FBS tartalmi médiumban tenyésztettem. A tenyészfolyadék penicillint (100
pg/ml), streptomycint (0.25 pg/ml) és 2 mM végkoncentracidoban glutamint tartalmazott.

5.2. A PBMC és monocita eredetii DC sejttenyészetek

A hPBMC ¢s DC sejteket az Immunologiai Intézetb6l (Debrecen) kaptuk Dr. Bacsi
Attilatol. Az egészséges donoroktol vett vérbdl késziilt fehérvérsejtekben gazdag buffy coat-okat
az Orszagos Vérellatd Szolgalat igazgatdjanak és a Debreceni Egyetem Tudoményos Etikai
Bizottsagdnak engedélyével szereztiik be az Orszagos Vérellatd Szolgélat regiondlis vérellato
kozpontjabol (Debrecen, Magyarorszag). A véradok tajékoztatast kaptak arrol és irdsos forméaban
beleegyezésiiket adtdk ahhoz, hogy adataikat az Eurdpai Unid irdnyelveinek megfeleléen
dolgoztuk fel és taroljuk. A hPBMC sejteket Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences, Uppsala,
Svédorszag) oldattal torténd standard stirliség-gradiens centrifugalasos modszerrel izolaltuk. A
monocitdkat a hPBMC sejtekb6l CD-14 mikrogyongyok segitségével immun-magneses
sejtszeparalasi modszerrel kiilonitettilk el a gyartd leirdsa alapjan (MiltenyiBiotech, Bergisch
Gladbach, Németorszag). A VarioMACS magneses szeparalas utan a sejtek 96-99%-a CD-14"
monocitanak bizonyult, melyet dramlasi citométerrel ellendriztiink. A monocitakat 1 x 10° sejt/ml-
es koncentracioban AIM-V médiumban (Gibco, Paisley, Skocia) tenyésztettiik, a médiumot L-
glutaminnal és 1% Gentamicin/Streptomycin oldattal (Hyclone, South Logan, Utah) egészitettiik
ki. A szepardlas napjan ¢és a ra kovetkez6 masodik napon a médiumhoz 100 ng/ml
végkoncetracioban IL-4-et (Peprotech EC, London, Egyesiilt Kirdlysag) ¢és 80 ng/ml
végkoncentracioban GM-CSF-et (Gentaur Molecular Products, Briisszel, Belgium) adtunk. A

monocitakat 5 napig tenyésztettiik 24-lyuku sejttenyésztd lemezen.
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5.3. K16 sejtek alacsony olvadasponti agarézba (LMP) torténd beagyazasa

A sejtek beagyazasat [124] szerint hajtottam végre. Roviden, 8-lyuku kamrak lyukait
(Ibidi, Martinsried, Németorszag) 1% (m/v) alacsony olvadasponti (LMP) agardzzal vontam be.
1%-0s LMP agarozzal 37 °C-on, és az agar6zos szuszpenziot a lyukak kozepén homogénen
szétteritettem. A kamrét jégre tettem, miutdn az agardz polimerizalodott, 1% FBS tartalmu

sejttenyészté médiumot adtam a lyukakhoz.

5.4. Mintak készitése tomegspektrometrias Kisérletekhez

crer

36 uM Dox kezelt és kontroll sejteket lizaltam 0.8 ml 2 x 107 sejt/ml koncentracioju
sejtszuszpenzid ¢€s 0.2 ml 1% Triton X-100-at tartalmazé jéghideg PBS 0sszekeverésével jégen.
10 perc inkubaci6 utan 14 ml jéghideg PBS-sel leallitottam a lizist, a magokat 500 g-vel 5 percen
at centrifugaltam. A feliilluszot Amicon Ultra 0.5 ml-es sziirével (EMD Millipore, Darmstadt,
Németorszag) toményitettem, végil tomegspektrometridval analizaltam. A sejtmagokat
PBS/EDTA-ban frissen oldott 4%-o0s formaldehiddel 10 percen 4t inkubdlva fixaltam, majd
agardzba agyaztam 8§ lyuku kamraban (Ibidi, Martinsried, Németorszag) a fent leirt mddon.
poliakrilamid gélen 80 V-on 15 percig elektroforetizalva tisztitottuk meg (Kallé Gergd munkaja).
A fehérjéket Coomassie Brilliant Blue festékkel festettiik, majd kivagtuk a gélbdl és a gélkockan
beliil tripszinnel emésztettiik. Ezutan a mintdkat 20 mM dithiotreitollal 56°C-on kezeltiik, melyet
alkilalas kovetett 55 mM jodacetamiddal 45 percen at. A tripszines kezelést MS tisztasagi TPCK-
kezelt tripszinnel (AbSciex) végeztiik egy teljes éjszakan at 37°C-on. Ezutdn az emésztett
peptideket kivontuk és liofilizaltuk. A peptideket végiil feloldottuk 10 pl 1%-os hangyasavban,
majd az LC-MS analizis el6tt a mintdkhoz egyenld ardanyban ismert retencios idével rendelkezd
(indexed retention time (iRT) peptidkeveréket (Biognosis) adtunk. A mintdkat duplikatumok

formajaban mértiik.
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5.5. LC-MS analizis

Az LC-MS analizis Kall6 Gergd munkaja, a részletes leirds megtaldlhatdé a [168] (a
disszertacio alapjat képzo 1. cikk) kdzleményben. A tomegspektrometrids mérés eldtt a peptideket
viz/acetonitril gradiens segitségével elvalasztottuk Easy nLC 1200 nano UPLC (Thermo
Scientific, Waltham, USA) késziilékkel, melyet mosasi 1épések kovettek. A tomegspektrometrias
mérés egy Orbitrap Fusion tomegspektrométer (Thermo Scientific, Waltham, USA) segitségével
tortént. Minden egyes mérés esetén kivalasztottuk a 14 leggyakrabban eléfordulo, tobbszordsen

toltott iont az MS/MS analizishez.

5.6. Tomegspektrometrias adatok analizise

crer

(Kall6 Gergé munkaja), melyet MaxQuant 1.6.2.10 programmal végeztiink [300] a [168] (a
disszertacio alapjat képzo 1. cikk) referencidban leirtak szerint. A felismert fehérjék LFQ értékét
normalizaltuk az iRT keverék LFQ értékére. A relativ fehérje mennyiségeket az 1. tablazat alapjan
szamoltuk ki.
A sejtmagban maradt H2A és H2B hisztonokat immunofluoreszcenciaval jeloltem. Ezeket az
intenzitasokat és a lizdtumban tomegspektrometridsan mért fehérje szinteket azonos skalan

hasonlitottuk 0ssze (lasd 12. dbra) a kdvetkezd egyenletek alapjan:
H2A-CTRLm)+ a * H2A-CTRL1) = H2A-CTRL )

H2A-Doxm)+ a * H2A-Dox) = H2A-Dox)

H2B-CTRLm) + a * H2B-CTRL1)= H2B-CTRL )

H2B-Doxm) + a * H2B-Dox)= H2B-Doxs),

a-t kifejezve:

a = (H2A-CTRLm)- H2A-Dox(m)) / (H2A-Dox() - H2A-CTRL)),

ahol az a egy konstans, melyet a tomegspektrometriasan mért fehérje egységének LSC-vel mért

fluoreszcencia intenzitas egységgé vald atvaltasdhoz hasznaltam. Az egyenletekben szerepld /, n
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¢s 0 a lizdtumban, a sejtmagban mért, illetve az Osszes mennyiséget jelenti. A 12. abran a

sejtmagban maradt és a lizatumban mért H2A és H2B mennyiségek szazalé¢kos dbrazolasa lathato.

5.7. Sejtek kezelése

Dox, puromycin, cycloheximide, leptomycin B, PYR-41, a-amanitin, actinomycin D, 2-
D08 (mind Sigma, Budapest, Magyarorszag), 17-AAG (Reagents Direct, Encinitas, USA),
MLN4924 (EMD Millipore, Darmstadt, Németorszag) és MLN7243 (Chemgood, Glen Allen,
USA) anyagokat komplett DMEM médiumban az abrakon feltiintetett koncentraciokra higitottam

és €106 sejtekhez adtam az abrakon jelzett ideig, melyet a mintak fixalasa és lizise kovetett.

5.8. Sejtmag preparatumok készitése

A 8 lyuku kamrak lyukaiba eldzetesen agardzba agyazott sejteket 500 pl jéghideg 1x PBS-
sel haromszor megmostam, mosasonként 3 percen at, ezutan permeabilizéltam a kdvetkezd modok
egyikével: (I) A mintékat eléfixaltam 400 pl jéghideg 4%-os (m/m) formaldehid oldattal, melyet
I1x PBS/EDTA-ban oldottam fel. Az eléfixalast jégen végeztem 15 percen keresztiil, ezutan a
sejteket tigy permeabilizaltam, hogy az el6fixalo oldatot lecseréltem 500 pl jéghideg 1% (v/v)
Triton X-100 tartalmt PBS/EDTA-ra (5 mM EDTA PBS-ben) és 10 percig jégen inkubaltam. (II)
A mintékat jéghideg PBS/EDTA-ban oldott 1% (v/v) Triton X-100 oldattal lizaltam 10 percen at
jégen. (III) A mintakat 500 pl jéghideg 1% (v/v) Triton X-100 tartalmu oldattal lizaltam, amit 300
mM szukréz és S mM EDTA tartalmu oldatban oldottam fel. A lizis 10 percen at zajlott jégen. A
lizist még egyszer megismételtem, majd a sejtmagokat 500 ul jéghideg PBS/EDTA-val haromszor
3 percig mostam. A szuperrezolucios mikroszkopiés kisérletekhez késziilt mintak koziil a 19. dbra
mintait a fent leirt mdédon eléfixdlva készitettem, a 20. dbran szerepld halo preparatumokat
eléfixalas nélkiil, 1% (v/v) Triton X-100/PBS/EDTA oldattal torténd lizis utan 2 x 500 pl / well
jéghideg 2M NaCl tartalmu PBS/EDTA-val (5 mM EDTA PBS-ben) inkubaltam 10 percig jégen,
végiil a mintakat 3x3 percig mostam PBS/EDTA oldattal.

84



5.9. Immunofluoreszcencias jelolés

A permeabilizacié utan a mintakat 500 pl PBS/EDTA-ban oldott 5% (m/v) Blotto
zsirmentes tejpor oldattal (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, Kalifornia, USA)
inkubaltam 30 percig jégen abbdl a célbdl, hogy az aspecifikus antitestkotést csokkentsem. A
mintakat 500 pl jéghideg 1 x PBS/EDTA oldattal haromszor 3 percig mostam. Az indirekt
immunofluoreszcens jeldlést egérben termelt monoklonalis anti-H2B (ab52484, Abcam,
Cambridge, Egyesiilt Kiralysag; 1 mg/ml), nyulban termelt poliklonalis anti-H2B (Sigma-Aldrich;
1 mg/ml) vagy nyulban termelt poliklonalis anti-H2A antitesttel (ab18255, Abcam, Cambridge,
Egyesiilt Kiralysag; 1 mg/ml) végeztem. Az elsddleges antitesteket 150 pul 1 x PBS/EDTA/1%
BSA-ban (1% (w/v) marha szérum albumint (BSA) tartalmazo 1 x PBS/EDTA-ban) higitottam és
a mintdkhoz adtam, majd jégen inkubaltam egy ¢jszakan at. A fent felsorolt dsszes antitestet 1:8300
higitasban adtam. Az elsddleges antitestes jelolés utdn a mintakat 500 pl jéghideg 1 x PBS/EDTA-
val haromszor mostam 10 percen at. A masodlagos antitesttel torténd jelolést szintén 150 pl 1%
BSA/PBS/EDTA-ban végeztem jégen 2 6ran at Alexa fluor 488-cal (A488) vagy Alexa fluor 647-
tel (A647) konjugalt kecskében termelt anti-egér IgG vagy szintén kecskében termelt anti-nyul
IgG antitestek (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) hozz4adasaval, hasonl6
eredménnyel. Az dbrakon feltiintetett H2A-t A647-tel (piros csatorna), a H2B-t A488-cal (zold
csatorna) detektaltam. A masodlagos antitesteket szintén 1:800 higitasban alkalmaztam, melyet 2
mg/ml torzsoldatbol 1% BSA/PBS/EDTA-ban higitottam ki. A maésodlagos antitesttel torténd
jelolés utan a mintakat 500 ul jéghideg PBS/EDTA-val hdromszor 10 percig mostam. Ezutan a
mintdkat 200 pl 12.5 pg/ml propidium jodiddal (PI) (1x PBS/EDTA-ban feloldva) festettem 60
percen at jégen. A festett magokat haromszor harom percig mostam 500 pl jéghideg PBS/EDTA-

val. A minta fluoreszcencia intenzitasat iCys pasztazo 1ézer mikroszkdppal megmértem.

A korabban leirt tejporos blokkolas utan a fent leirt higitasban és ideig jeldltem nyalban
termelt, Ser5 és Ser2 foszforilalt RNS polimeraz Il ellenes (ab5095 és ab5131, Abcam, Cambridge,
Egyesiilt Kiralysag) vagy Lamin B ellenes (ab16048, Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag),
nyulban termelt (els6dleges) antitesttel. Masodlagos antitestként STED-re alkalmas Abberior Star
580 fluoreszcens festékkel jelolt, kecskében termelt nytl IgG ellenes antitestet (s-12-2015hp,

Abberior, Gottingen, Németorszag) hasznaltam a fent leirt modon. A beépitett biotint Abberior
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Star Red STED-re alkalmas fluoreszcens festékhez kapcsolt streptavidinnel (Abberior, Géttingen,

Németorszag) detektaltam.

5.10. Konfokalis mikroszkopia

A képeket egy Olympus FluoView 1000 tipusu konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkoppal
készitettem 488 és 643 nm-es 1ézerek és 60x-os olaj immerzios objektiv segitségével. Imagel
program segitségével allitottam Ossze €s értekeltem ki a kompozit képeket. A miiszer beallitasai
(lézer teljesitmény, fotoelektron sokszorozé fesziiltség, szoftveres erdsités) és a képkiértékeld
program beallitasai (fényerd, kontraszt, gamma faktor) mind azonosak voltak az egymaéssal
Osszehasonlitott mintdk esetében. A sejtmag H2B tartalmat ugy hataroztam meg, hogy a képek
analizise soran csak a sejtmagbo6l szarmaz6 immunofluoreszcens jelet vettem figyelembe. Ha a
teljes sejtben mért Osszesitett H2B intenzitdsbol (integralbol) kivonjuk a sejtmagban mért
intenzitasok 0sszegét, megkapjuk a citoplazma H2B szintjét (8-10 reprezentativ sejt / minta). Két
minta 0sszehasonlitasanal Student-féle t-tesztet, tobb minta dsszehasonlitdsakor egyszempontos

varianciaanalizist (ANOVA) és Holm-Sidak post hoc tesztet hasznaltam.

5.11. Automata pasztazo lézer mikroszkop (LSC)

Az automata mikroszkopos felvételeket egy iCys miszerrel (iCys Research Imaging
Cytometer; CompuCyte, Westwood, Massachusetts, USA) végeztem. Az A488-at és a PI-ot 488
nm-es argon ion lézerrel gerjesztettem, az A647-et pedig 633 nm-es HeNe Iézerrel. A
fluoreszcencia jeleket UPlan FI 20 x (NA 0.5) objektiv segitségével gylijtottem. Az A488
fluoreszcenciajat 510/21 nm-es és 530/30 nm-es szlir6kkel, mig az A647 és PI fluoreszcencigjat
650/LP nm-es szlrdvel detektaltam. A képek (1000 x 768 pixel) 1.5 um-es 1épéstavolsaggal
késziiltek. A képek kiértékelését és a miszer hardveres vezérlését az iCys 7.0 programmal
végeztem Windows XP operdcios rendszer alatt. A G fazisu magok kapuzasat a PI-dal jelolt DNS
eloszlasi hisztogramja alapjan végeztem. A sejtmag dsszes pixelének fluoreszcencia intenzitasat
Osszegezve, fluoreszcencia integral forméjaban szamolta ki a szoftver. Az abrakon lathaté
szimbolumok a mért pontokat, mig a gorbék a legjobb illesztést mutatjak. A 3 paraméteres

szigmoid gorbék illesztését SigmaPlot 12.0 programmal végeztem. A 5. és 13. abran lathaté mintak
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fluoreszcencia intenzitdsait ’1’-re ugy normalizaltam, hogy a gorbék illesztése eldtt a G fazist
magok esetében a kiilonb6zé Dox koncentracioval kezelt mintak intenzitasait a kezeletlen minta
atlag intenzitasaval elosztottam. A DNS tartalom ¢és a cirkularitas segitségével 200-1000 G fazisa
sejtmag intenzitasat vettem figyelembe 500-2000 eseménybdl. Az abrakon feltiintetett SEM

értékeket egy reprezentativ kisérlet soran mért adatpontokbol szdmoltam.

5.12. Eletképesség vizsgalat

Dox kezelés utdn azonnal megvizsgaltam a sejtek €letképességét 2 pg/ml PI és Annexin

V-FITC kit (MBL, Woburn, Egyesiilt Kiralysag) segitségével a gyarto altal adott leiras alapjan.

5.13. Eleszto6 tenyésztése és szinkronizacioja Gi fazisban

A BY4741 Saccharomyces cerevisiae sejteket a korabban leirt [301] mddon tenyésztettiik
(Hegediis Eva munkéja). Roviden, az élesztd sejteket kiilonalld kolénidkbol folyékony YPD
taptalajba (1% ¢élesztd extraktum, 2% bactopepton, 2% gliikéz, pH=5) leoltottuk és 30°C-on
novesztettiik, amig a sejtkoncentracio ~2 x 107 sejt/ml (logaritmikus fazis, ODesoo=1) értéket elérte.
A logaritmikus fazisban az élesztd sejtek életképessége ~100% volt, a sejtek képesek voltak
kolonidk képzésére, tehat a kisérletek soran nem apoptodtikus ¢€lesztd sejtekkel dolgoztam.
Amennyiben G fazisban szinkronizaltuk a sejteket, ODgo0=0.7 eléréséig ndvesztettiik, majd o-
faktorral (50 ng/ml végkoncentracidoban, Sigma-Aldrich) inkubaltuk a sejteket 1.5 oran keresztiil

30°C homérsékleten. A szinkronizaciot mikroszkoppal ellendriztiik.

5.14. Agaroz blokkok készitése éleszto és hPBMC sejtekbol, DNS izolalas

Az agardzba agyazott S. cerevisiae blokkok készitése [301] alapjan tortént. Roviden, a S.
cerevisiae sejteket centrifugéaltuk ¢és kétszer mostuk 50 mM EDTA (pH 8.0) oldattal és
szferoplasztal6 oldatban (0.9M szorbitol, 0.125 M EDTA, 100 mM dithiothreitol, 2 mg/ml lyticase
(Sigma-Aldrich)) reszuszpendaltuk. A mintékat 1:1 aranyban 0.9 M szorbitol/0.125 M EDTA-ban
feloldott 1.5%-0os LMP agardzzal (Sigma-Aldrich) Osszekevertiik és minta tartd zsebekbe
pipettaztuk, 4°C-on hagytuk megszilardulni 5 percig, végiil 0.9 M szorbitol/0.125 M EDTA
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oldatban inkubaltuk 37°C-on 6 6ran at. Minden egyes minta ~3 x 108 sejtet tartalmazott. Az élesztd
szferoplasztokat tartalmaz6 agar6z blokkokat 0.5 mg/ml Proteindz K (Thermo Fisher Scientific)
tartalmu lizis oldatban (0.5 M EDTA, 10 mM Tris-HCL, 1% SDS, pH 8.0) inkubéltuk 55°C
hoémérsékleten, 2 napon keresztiil. Ezt kovetden mostuk TE-vel (10 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA,
pH 8.0), majd 0.75 uM fenil-metil-szulfonilfluoriddal (PMSF, Sigma-Aldrich) inkubaltuk 37°C-
on 10 percen keresztiil, a rezidualis Proteinaz K inaktivalasdnak céljabol. Végiil a blokkokat TE-
vel mostuk €s ugyanebben a pufferben 4°C-on taroltuk. A kordbban leirt modszerrel izolalt
hPBMC sejteket 3x PBS/EDTA-val mostam ¢és a sejtekbdl agardz blokkokat készitettem (0.5%
LMP agaréz végkoncentraciot elérve, PBS/EDTA-ban feloldva). Minden egyes minta ~2.5 millio
sejtet tartalmazott. A lizis és a deproteinalds az ¢lesztd sejtek esetében hasznalt lizis pufferrel

megegyez0 Osszetételii oldatban és modon tortént.

5.15. A S. cerevisiae XI1. kromoszoma preparatum készitése

A S. cerevisiae kromoszomakat 1 %-os agardz gélen (melyet 0.5X TBE-ben oldottunk fel)
egy CHEF Mapper XA PFGE (pulzalo6 teres gél elektroforetikus rendszer) (Bio-Rad Laboratories,
Inc.) segitségével valasztottuk el egymastdl a [161] (a disszertacid alapjat képzo II. cikk)

kozleményben leirtak alapjan, Hegediis Eva munkaja).

5.16. DNS szalfolytonossag-hianyok enzimatikus jelolése E. coli DNS Polimeraz I enzimmel

E. coli DNS Polimeraz 1 enzim segitségével biotinnal jeldlt nukleotidok (biotin-dUTP,
Thermo Fisher Scientific) épithet6k be a DNS szalfolytonossag-hianyok helyére agardzba dgyazott
sejtek esetében (a [161] cikkben leirtak alapjan (a disszertacio alapjat képzo II. cikk), Hegediis
Eva munkaja). Amennyiben un. lancterminator (ddNTP, Thermo Fisher Scientific) nukleotidokat
is hozzdadtunk a jelold keverékhez (limitalt jel6lés), pontosabb lokalizacid érhetd el, ugyanis a
lancterminator nukleotidok jelenléte korlatozza a jelolés DNS szal menti terjedését <200bp-os
région beliil (lasd a disszertacid alapjat képzo II. cikk [161] kiegészité S6. abraja). Eldszor a
blokkokat mostam 3x DNS Polimeraz pufterrel (50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 1 mM
DTT) 20 percen at. Ezutan az equilibracid eldsegitése céljabol a blokkokat 150 U/ml DNS

Polimeraz I enzimmel (Thermo Fisher Scientific) inkubaltam jégen 30 percen 4 DNS Polimeraz I
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pufferben, mely 1 pM dNTP mixet tartalmazott (1 uM biotin-dUTP, 1 uM dATP, 1 uM dCTP, 1
uM dGTP) - limitalt jelolés esetén 5 uM ddNTP mix-szel kiegészitve (5 uM ddATP, 5 uM ddTTP,
5 uM ddCTP, 5 uM ddGTP). Ezutédn a mintékat 20 percen at inkubaltam 37°C-on. Az optimalis
dNTP/dANTP aranyt egy PCR termék segitségével allapitottuk meg (a disszertacio alapjat képzo
IL. cikk [161] kiegészit S6. dbraja). Standard (nem limitald) szalfolytonossag-hiany jeldlésnél a
ddNTP mixet kihagytuk a reakciokeverékbdl.

5.17. DNS szalfolytonossag-hianyok jelolése Terminalis Transzferazzal (TdT)

A jelolési reakciot 260 U/ml Termindlis Deoxinukleotidil Transzferazzal (Thermo Fisher
Scientific) végeztem az enzim sajat gyari pufferében 1 uM biotin-dUTP segitségével. A reakcid

egyéb koriilményei megegyeznek a Polimeraz I jelolés esetében leirtakkal.

5.18. Kombinalt RNaz kezelés (RNaz A, HI, H2)

Aziz El Hage egylittmiikodd partneriink kozlése alapjan ez az enzimkombinacio a
legeffektivebb az RNS/DNS hibridek emésztése szempontjabol. Az agardzba agyazott sejtekbdl
izolalt DNS-t 12.5 U/blokk RN4z HI-gyel (Thermo Fisher Scientific) emésztettem 1 x RNaz HI
pufferben (20 mM Tris-HCI pH 7.8, 40 mM KCl, 8 mM MgClz, 1 mM DTT) 37°C-on egy teljes
¢jszakan at. Ezutan blokkonként 5 pl 10 mg/ml RNaz A-t (Thermo Fisher Scientific) adtam a
blokkokhoz TE-ben és 1 6ran at inkubaltam szobahémérsékleten. Ezutan blokkonként szintén 5 pl
huméan RNéaz H2 enzimet (ajandék Martin Reijns-t6l, Edinburgh-i Egyetem) adtam a mintakhoz
RNaz H2 pufferben (60 mM KCI, 50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM MgCl, 0.01% BSA, 0.01%
Triton X-100), melyet egész ¢jszakan at inkubdltam 37°C-on. Minden egyes emésztés elbtt a
blokkokat equilibraltam a megfeleld enzim pufferével 3x 20 percen at. Minden emésztést 150 pl

reakci6 térfogatban végeztem.

5.19. DNS combing

A molekuléris DNS combingot teljes genomi €s élesztobdl izolalt XII. kromoszoma DNS-

én végeztem a korabban leirt médon [302]. A genomi vagy a CHEF segitségével izolalt XII.
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kromoszéma DNS-t agardzba agyazva végjeloltem biotinnal jeldlt nukleotidok beépitésével
(limitalt vagy nem limitalt modon, lasd fentebb). Az agar6z blokkban 1évé genomi vagy XIIL.
kromoszomalis DNS-t 1.6 ml 0.1 M MES (pH 6.5) hozzaadaséaval szolubilizaltam 70°C-on 20
percen keresztiil inkubalva, ezutan a mintadkat 42°C-ra tettem 10 percre. A blokkok agar6z
tartalmat 8 U/blokk Agarase enzimmel (Thermo Fisher Scientific) emésztettem 42°C-on egy teljes
¢jszakan at. Lambda fdg DNS esetén a helyspecifikus egyszal folytonossadg-hianyokat Nt.BbvClI
nickase enzim segitségével hoztam létre, mely a Lambda fag genomban 7 helyen hoz l1étre egyszal
folytonossag-hianyt (306, 318, 614, 3977, 8013 és 12451 bazispar méreti DNS szakaszokat
koriilhatarolva). 1.5 ng DNS-hez 50 U/ml Nt.BbvClI nickase enzimet (New England Biolabs)
adtam 20 pl CutSmart pufferben és 30 percen keresztiil inkubaltam 37°C-on. A DNS mintakat
szobahdmérsékletre helyeztem és eldobhatod tartokba oOntottem at pipettazas nélkiil. A DNS
combingot egy Genomic Vision (Franciaorszag) késziilékkel végeztem a gyartd leirasa alapjan egy
22 x 22 mm méretll vinilszilannal bevont fedélemezen (Genomic Vision, Franciaorszag). A
combing utdn a feddlemezeket iiveg targylemezekre ragasztottam cianoakrilat ragaszto
segitségével. Az antitestek aspecifikus jelolését 30 pl 5% BSA/1x PBS/0.1% Triton X-100 oldattal
torténd 20 perces inkubacid segitségével csokkentettem, melyet egy tiszta feddlemez segitségével
teritettem szét a DNS-t tartalmazo feddlemezen egy nedves kamrdban. A DNS molekuldkba
korabban beépitett biotint indirekt immunofluoreszcencids modszerrel detektaltam, 1:60 aranyban
higitottam egérben termelt biotin ellenes (Sigma Aldrich) (elsédleges) antitestet. Az RNS/DNS
hibridek detektalasat S9.6 antitesttel végeztem 33 pg/ml végkoncentracioban (melyet hibridoma
sejtvonalbdl allitottunk eld; ATCC). Az elsddleges antitesteket 1% BSA/1x PBS/0.1% Triton X-
100 oldatban adtam hozza a mintdhoz és 45 percen at inkubaltam szobahdmérsékleten, nedves
kamraban. A mintdkat ezutan 3x mostam 1x PBS-sel, majd tovabb mostam 2x 30 pl PBS/0.1%
Triton X-100 oldat hozziadasaval. Masodlagos antitestként Alexa Fluor 647-tel konjugalt
kecskében termelt anti-egér IgG antitestet (Life Technologies) hasznaltam, melyet 17 pg/ml
végkoncentracioban higitottam ki 1% BSA/1x PBS/0.1% Triton X-100 oldattal, melyet
szobahdmérsékleten inkubaltam 45 percig nedves kamraban. Rekombinans TDP2 fehérjét (Yves
Pommier-tdl kaptuk ajandékba, NIH, USA) biotinnal megjeloltem (bTDP2) biotin konjugalé kit
segitségével (Abcam) a gyartd utasitasai szerint. A DNS mintdkhoz 30 pul bTDP2 oldatot adtam
(22 pg/ml végkoncentracioban), majd 45 percig inkubaltam nedves kamraban

szobahdmérsékleten. Olyan kisérletek soran, melyben a bTDP2-vel egyiitt jeloltik a DNS
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szalfolytonossag-hidnyokat biotin-dUTP  helyett direkt moddon, fluoreszcensen jeldlt
ChromaTide568-dUTP-t hasznaltam a jel6lés soran. Ebben az esetben egér anti-biotin antitesttel
¢s Alexa Fluor 647-tel kapcsolt egér ellenes IgG masodlagos antitesttel mutattam ki a bTDP2
kotdédését. Az immunofluoreszcenids jelolés utan a feddlemezeket a kordbban leirt modon
alaposan mostam. Az utols6 mosast PBS-sel végeztem 5 percen at. A DNS jel6lésére 30 ul 1:5000-
re (0.1 M MES-ben pH 6.5) higitott YOYO-1 festéket (Thermo Fisher Scientific) adtam a
mintahoz, majd sotétben, nedves kamrdban 20 percig inkubaltam szobahOmérsékleten. A
feddlemezekre ProLong® Gold Antifade (Thermo Fisher) oldatot cseppentettem, majd egy tiszta
fedélemezzel lefedve 4°C-ra helyeztem és egy éjszakan at inkubéltam. A mintat Olympus
FluoView 1000 konfokalis pasztazo 1ézer mikroszkoppal vizualizaltam, 488, 543 és 633 nm-es

1ézereket ¢és 60x-0s olaj immerzios objektivet hasznaltam.

srevr

rendszerben

Az LSC alkalmazéasan alapuld mérési eljarast laboratoriumunkban Fenydfalvi Gyorgy
allitotta be. Jurkat sejteket (1000 sejt/ul) izotdnids lizis pufferben (20 mM Tris-HCI pH 7.0, 300
mM szukroz, S mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM spermin, 0.2% (v/v) Triton X-100) lizaltam jégen
7 percen keresztiil. Ezutan, az elébbi puffer Triton X-100-at nem tartalmazé valtozatabol annyit
adtam a lizatumhoz, hogy 10 sejtmag/ul legyen a végkoncentracid, majd a lizaitumot 100 pl
térfogatokban atpipettaztam egy a-poly-L-lizinnel (MW 150 000—-300 000) bevont 96 lyuka lemez
lyukaiba (TPP, Svéjc). Ezutan a lemezt centrifugéaltam (750 g, 10 perc, 4°C), majd minden egyes
lyukbol 70 pl-t eltavolitottam és 270 pl jéghideg extrakcios oldatot (20mM Tris-HCI pH 7.5,
2.22M NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA) adtam a lyukakhoz, mely segitségével a hisztonokat
eltavolitottam a kromatinbol. Ezutan 270 pl-t 6vatosan lecseréltem minden lyukban 270 ul tekerd
oldatra (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2.22M NaCl), amit annyi SYBR
Gold oldattal egészitettem ki elézetesen, amekkora SYBR Gold végkoncentraciok a 21. dbran

szerepelnek. A 1étrejott sejtmagi halokat LSC-vel mértem le.
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5.21. Dox és Dox + PYR-41 egyiittes jelenlétének hatasa fluoreszcensen jelolt, rekombinans

hisztonok mobilitasara FCS maédszerrel

A rekombindns H2A és H2B hiszton fehérjéket (Sigma Aldrich) eldzetesen DyLight 650
fluoreszcens festékkonjugélo kit (Abcam) segitségével megjeloltem 0.3-0.6 F/P jelolési aranyban,
majd sziirt 1 x PBS-sel 200 nM-ra kihigitottam énmagaban (kontroll); 36 uM Dox (Dox); 36 uM
Dox + 50 uM PYR-41 (Dox + PYR-41) jelenlétében. Az FCS mérésekhez iiveg alji FCS-re
alkalmas 8 lyuktl kamrat (Nunc) hasznéltam. Az FCS méréseket egy Nikon-A1 tipust konfokalis
mikroszkopra szerelt PicoQuant-FLIM-FCS modul segitségével végeztikk el. Mintanként 6
véletlenszeriien kivalasztott pontban mértiink (Mocsar Gabor segitségével), 25 °C hémérsékleten.
A mérésekre hasznalt mikroszkop Nikon Ti-E inverz, négy 1€zer gerjesztését hasznalé (405, 488,
561 és 647 nm), szuperfoldast (2D és 3D STORM) és konfokalis tizemmoda mikroszkop volt. A
PicoQuant modul 5 db picoszekundumos impulzus 1ézerbdl (405 nm, 485 nm, 510 nm, 560 nm,
640 nm) valamint id6korrelalt egyedi foton szamlalo (TCSPC, Time-correlated single-photon
counting) elektronikabol és nagy teljesitményli adatfeldolgozéd szamitogépbdl all. A detektalés
440/40, 482/35, 520/35, 550/49, 594LP, 600/50, 690/70 nm emisszios sziirbkkel volt lehetséges.
A mérésekhez 60x vizimmerzios (NA=1.2) objektivet hasznaltunk. A DyLight 680 festéket 647
nm lézerrel gerjesztettilk a maximalis 1ézerteljesitmény 0.2%-val (a fokuszsikban Pmax=7.9 mW).
Ezzel a lézerteljesitménnyel a fotoelhalvanyulas okozta relativ intenzitascsdkkentést és az ebbol
szarmaz6 miterméket az autokorrelacios fliggvényben minimalizaltuk. A festékek fluoreszcencia
emisszigjat 690/70 nm (Semrock, New York, USA) savsziirével sziirtiik, s fotonszamlald lavina
fotodiodaval (SPCM-AQRH-14-TR, Excelitas, Toronto, Canada) TCSPC modul segitségével
detektaltuk. A fotodiédak kimenetén a detektalt fotonok beérkezése utan egy 250 ps szélességli
TTL jel jelenik meg, ezen TTL jelek felfutdé ¢élének a beérkezési idejét a TCSPC rendszer
regisztralta. Az autokorrelacios gorbéket a foton beérkezési idokbodl a SymphoTime szoftver valos
idében szamolta ki multiple-t algoritmussal. Az oldatok autokorrelacios gorbéit 20 x 10 s mérési
idovel hatdroztuk meg minden egyes mérési pontban, az empirikus gorbéket mintanként

atlagoltuk, majd SigmaPlot segitségével abrazoltuk.
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5.22. STED (Stimulalt Emisszio Deplécié) mikroszkopia, dekonvolucio és kolokalizacio

szamolas

A 8 lyukt kamraba agyazott fixalt sejtmagokat illetve halo preparatumokat egy Leica TCS
SP8 STED 3X mikroszkoppal vizualizaltam (rovid tanulméanyi Gt keretében az Institute of
Molecular Genetics of the Czech Academy of Sciences intézményben, Praga, Csehorszag). A
mintakat a mikroszkophoz kapcsolt pulzalo fehér 1ézer (WLL2 — 470-640 nm, 1 nm Iéptetési
tavolsdg, 8 parhuzamos lézer vonal, egyenként 1.5 mW teljesitménnyel) segitségével
gerjesztettem, ¢€s szuperszenzitiv hibrid detektorokkal (HyD 400-720 nm) detektaltam. A
kisérletekhez 775 nm-es pulzal6o STED, >1.5 W teljesitményti deplécios 1ézert hasznaltam, melyet
a mérés elott kalibracids gyongyok segitségével a megfeleld sikba beallitottam. Az Abberior Star
580, az Abberior Star RED ¢és PI festékeket 580, 647 illetve 543 nm-es 1ézerrel gerjesztettem. A
PI nem STED-képes festék, igy a csatorna képeinek felbontasa a konfokalis mikroszkopos
képekkel egyenértékii. A képek készitéséhez HC P APO 100x/1.4 olaj immerzios (STED; FWD
0.13; CG 0.17) objektivet hasznaltam, végiil a mérés utan a nyers képeket Huygens Professional
(https://svi.nl/Huygens-Professional) dekonvolucios programmal processzaltam. A kompozit
képeket FiJi Image] programmal (https://imagej.net/Fiji) hoztam létre. A JACoP plugin (Just
Another Colocalization Plugin, https://imagej.nih.gov/ij/plugins/track/jacop.html) segitségével a
kiilonb6zé csatorndkban rogzitett képek pixelei kozott kiszamoltam a Pearson-féle
keresztkorrelacios és a Manders 1 és 2 egyiittallasi egyiitthatokat (,,Manders 17 jelzi az 1-es
csatorna pixeleinek atfedését a 2-es csatorna megfeleld pozicidban 1évo pixeleivel, mig ,,Manders
2” a 2-es csatorna pixeleinek atfedését az 1-es csatorna megfeleld pozicidban 1évo pixeleivel)
minden analizalt kép esetében. A keresztkorrelacios egyiitthatok eloszlasa a 19. adbran lathato,

melyeket mintanként 5-5 sejtbdl szamoltam.

5.23. DNS immunoprecipitaciéo-szekvenalas (DIP-seq) és DIP-qPCR Kkisérletek

A DNS immunoprecipitacio-szekvenalds ¢és a DNS immunoprecipitaciéval kapcsolt
kvantitativ PCR (DIP-qPCR) kisérleteket [303] szerint végeztiik kisebb modositasokkal. Roviden,
a hPBMC sejteket 3x mostam PBS/EDTA-val, az életképességet tripankék festési eljarassal
ellendriztem, majd a mintat fixaltam 1% (m/v) PBS/EDTA-ban oldott formaldehiddel 10 percen
at szobahdmérsékleten, melyet 0.7 M glicin oldattal oltottam ki. A mintat 3x mostam PBS/EDTA-
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val és a fent leirt médon LMP agar6zzal blokkokba dgyaztam. Minden egyes blokk ~2.5 millio
sejtet tartalmazott. A mintdkat a fent leirt modon lizaltam, fehérjementesitettem, és TdT-vel vagy
Pol I enzimmel limitalt koriilmények kozott végjeloltem. Az agardzba agyazott, végjelolt DNS
preparatum blokkjaibol mintanként 6 db-ot hasznaltam fel. A mintakat 4U/blokk koncentraciéban
agaraz enzim (Thermo Fisher Scientific) segitségével emésztettem. Ezutan a mintdkat egy
Diagenode Bioruptor eszkoz segitségével szonikaltam 200-1000 bp méreti DNS fregmentekre, a
mintak fragmentalasat agardz gélelektroforézissel verifikaltam. Szonikalas utan az egyik TdT altal
végjelolt mintat 300 pg/ml végkoncentracioban RNaz A-val (Thermo Fisher Scientific) alacsony
sokoncentracié mellett (TE-ben) 37°C-on 2 6ran at emésztettem. A mintdkat PCR cleanup kit
(Macherey-Nagel) segitségével megtisztitottam az agar6ztol. A fragmentalt és tisztitott DNS
mintdk 95%-at (IP) el6zetesen BSA-val blokkolt magneses gyongyokhoz (Dynabeads Protein G,
Thermo Fisher) kotott anti-biotin (Sigma Aldrich) antitesttel immunoprecipitaltam egy teljes
¢jszakan keresztiil, a mintak 5%-at félretettem és -20°C-on taroltam (Input). Az elualt DNS-t PCR
cleanup kit (Macherey-Nagel) segitségével megtisztitottam. Az IP és Input DNS mennyiségét
Qubit fluoriméter segitségével quantitaltuk (Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltatd
Laboratorium segitségével). A DIP-seq konyvtarkészités Illumina modszerrel tortént a gyarto
utasitasai szerint (Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltatd Laboratérium segitségével).
A DIP-seq eredményeket qPCR-rel validaltam. A 13 aktiv gén promoterén kimutatott csucsra és a
kilenc inaktiv gén esetében halmozast nem mutatd promoterre tervezett primerparok segitségével
3 fliggetlen kisérletben validaltam a DIP-seq kisérlet eredményét, melyet LightCycler® 480
(Roche) késziilékkel végeztem.

5.24. DIP-seq kisérletek analizise

A DIP-seq adatok analizisét Czipa Erik és Halasz Laszlo végezték. A szekvenalt read-eket
feltérképezték a referencia genomra (hgl9) az itt leirt médon [304]. 3 egészséges donor hPBMC
sejteinek RNS-seq adatai a GEO adatbazisbol szarmaztak
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE72502:GSM 1863325,GSM 1863326,
GSM1863327). Az FPKM (Fragments Per Kilobase Million) értékek kiszamolasa utan az FPKM
értekek alapjan tortént a gének expresszalt és nem expresszalt kategéridkba vald sorolasa.

Koriilbeliil 14000 expresszalt és 28000 nem expresszalt gén keriilt azonositasra az FPKM értékek

94



alapjan. Az Ngsplot program [305] segitségével kiszamolt read-eloszlast mutatja a 18. abra,
expresszalt (zold vonal) és nem expresszalt (narancs vonal) gének esetében. Csak a fehérjét kodold

gének TSS-étdl 1000 bp-os tavolsagon beliil 1€vo jeleket abrazoltam.
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6. Osszefoglalas
6.1. Osszefoglalas
A Dox kromatinra gyakorolt hatasait vizsgalva a kovetkez6 eredményeket értem el:

1. Létrehoztam egy pasztazoé 1ézer mikroszkodpos kisérleti rendszert, mellyel kimutattam, hogy a

crer

crer

¢s 1d6fliggd modon Jurkat, hPBMC és DC sejtekben.

3. A Dox indukalt H2B nukleo-citoplazmatikus transzlokacidja a fehérjelebontasi folyamatokra
haté PYR-41-gyel gatolhatd, és nem sziintetheté meg a CRM1 medialt nuklearis export gatlasaval.
A SUMO-iléaci6 gatlasa részben antagonizalta a PYR-41 gatlé hatdsat a H2B Dox indukalta

crer

4. Tomegspektrometrids mérésekkel kimutattam, hogy a Dox kezelés a H2B mellett tovabbi

sejtmagi fehérjék nukleo-citoplazmatikus transzlokacidjat is kivaltja PYR-41 érzékeny modon.

crer

aggregatumok lebontasanak ¢és nukleo-citoplazmatikus exportjdnak figyelembe vételével
magyarazhatéak. A munkdmban leirt, Dox altal kivaltott globalis kromatinszerkezet
valtozasoknak orvosbiologiai jelentdsége lehet az antraciklinek hatdsai és mellékhatasai

szempontjabol egyarant.
A kromatin topologiai heterogenitasaval kapcsolatos megfigyeléseim:

Mivel a Dox ¢és egyéb antraciklinek kromatinba torténd interkaldcidja fiigg a DNS topoldgiai
allapotatol, feltérképeztem az endogén DNS egyszal folytonossag-hidnyok kovetkeztében
kialakul6 relaxalt kromatin régiokat, melyek a DNS interkaldtor gydgyszerek DNS kotddésének

predilekcids pontjai lehetnek.

1. Kidolgoztam ¢és S. cerevisiae genomi DNS-en validaltam egy enzimatikus jel6lési modszert,

mely alkalmas DNS szalfolytonossag-hianyok specifikus megjelolésére, tovabba beallitottam egy
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molekularis combing alapu kisérleti rendszert, mely alkalmas a jelolt egyedi DNS szalak

fluoreszcencias modszerrel torténd vizualizalasara.

2. Az eldbbi jelolési stratégiaval DNS immunoprecipitacios, szekvenalasos kisérletben endogén
DNS egyszal folytonossag-hianyokat térképeztem hPBMC sejtek DNS-én. Megéallapitottam, hogy

azok az aktiv gének promoterein halmozddnak.

3. Szuperfeloldast mikroszkopiaval kolokalizaciot detektaltam DNS egyszal folytonossag-
hianyok és Ser5/Ser2-foszforilalt RNS polimeraz II kdzott.

4. Molekularis combing kisérletekkel kimutattam, hogy a DNS egyszal folytonossag-hianyok
kolokalizalnak TDP2-jel6léssel kimutatott Topll-vel hPBMC sejteken.

5. Magi ,halo” preparatumon igazoltam, hogy a halo nuklearis laminan kitliremkedd része
szuperhelikalis, mig a szalfolytonossadg-hianyok halmozddasat detektdltam a lamina-proximalis

tertileteken.

A kromatindllomany fentiekben jellemzett topologiai kettOssége a magasabbrendi
kromatinszerkezet alapvetd szervezé6 mechanizmusanak tiinik. A relaxdlt domének az
interkalalodd agensek preferalt tdmadaspontjaiként els6dlegesen jarulhatnak hozza az ilyen

drogok sejtmagi hatasainak kivaltasahoz.
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6.2. Summary
(Title: Doxorubicin-induced global changes and topological heterogeneity of chromatin.)
Investigating the effects of Dox on chromatin, the following results have been achieved:

1. I set up a scanning laser microscopic experimental system to show that Dox induces intranuclear
aggregation of the H2A histone, and that this process is not accompanied by the aggregation of
H2B;

2. I observed a novel phenomenon: Dox elicits the nucleo-cytoplasmic translocation of H2B in a

concentration- and time-dependent manner in Jurkat, hPBMC, and DC cells;

3. The Dox-induced nucleo-cytoplasmic translocation of H2B can be inhibited with PYR-41,
which affects protein degradation processes. The translocation cannot be abolished by the
inhibition of CRMI-mediated nuclear export, while inhibition of SUMO-ylation partially
antagonized the inhibitory effect of PYR-41 on Dox-induced H2B translocation;

4. I have shown by mass spectrometric analyses that, in addition to H2B, Dox treatment induces

nucleo-cytoplasmic translocation of other nuclear proteins in a PYR-41 sensitive manner.

My observations can be interpreted in light of the spontaneous aggregation of histones evicted
during intercalation, implicating protein degradation and nucleo-cytoplasmic export pathways in
their clearance from the nucleus. The Dox-induced changes in global chromatin structure described
in my work may have biomedical significance in connection with both the effects and side effects

of anthracyclines.
Observations on the topological heterogeneity of chromatin:

Since intercalation of Dox and other anthracyclines into the DNA is favored by its relaxed
topological state,  mapped the endogenous DNA breaks that may be preferred sites for the binding

of such drugs.

1. I developed and validated an enzymatic labeling method suitable for the specific labeling of free
3’0OH-marked DNA strand breaks, by setting up a molecular combing-based experimental system

suitable for the fluorescence visualization of labeled individual DNA strands.
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2. Using this labeling strategy, I mapped endogenous ssDNA breaks on the DNA of hPBMC cells
by DNA immunoprecipitation and sequencing the promoters of active genes. I found that ssDNA

breaks accumulate on the promoter regions of actively transcribing genes.

3. With superresolution microscopy, I detected co-localization between the free 3’OH-marked

DNA breaks and Ser5 / Ser2-phosphorylated RNA polymerase I1.

4. I have shown by molecular combing experiments that the free 3’OH-marked DNA breaks co-

localize with TDP2-labeled Topll in hPBMC cells.

5. On nuclear halo preparations, I demonstrated that the protruding part of the halo through the
nuclear lamina is superhelical, while I detected the accumulation of DNA single-strand breaks in

the lamina-proximal areas.

The general picture emerging from the above shows that the strand breaks studied are of functional
significance for gene regulation and also represent a global organizing principle for higher order
chromatin structure. The relaxed domains associated with the breaks may be the primary targets

of DNA intercalating drugs.

7. Targyszavak

Doxorubicin, antraciklinek, kromatin aggregéacio, hiszton evikcid, nukleo-citoplazmatikus

transzlokacio, DNS egyszal folytonossag-hidny, topoizomeraz II, DNS combing, interkalétor, halo
Key words

Doxorubicin, anthracyclines, chromatin aggregation, histone eviction, nucleo-cytoplasmic
translocation, single stranded DNA discontinuity, topoisomerase II, DNA combing, intercalator,

halo

8. Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények:
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