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BEVEZETES

Az elmult évtizedben a funkcionalis genomika, valamint Gj tudomanyos egylittmikodési
modszerek felemelkedésének Ilehettiink szemtanti. Az omikai moddszerek gyors iitemi
fejlodésével a klinikai kutatasok is fokozatosan a nagy ateresztoképességli modszerek felé
fordulnak, teljes genom szintli betekintést nyujtva a génkifejezddés szabalyozéasaba patologias
kontextusokban. Az annotalt biologiai mintakat illetve nukleinsav szekvenalasi adatokat
archivald publikus tarhelyek lehetOséget biztositanak a meglévd erdforrasok hatékonyabb
felhasznaldsara. A poszt-genomi kor orvosbioldgiai kutatdsaival Osszefiiggésben tehat az
elterjedében 1évé 0y modellrendszerek jellemzése, a kulcsfontossagu funkcionalis genomikai
modszerek tovabbfejlesztése, valamint a koltségracionalizalas kiilonos jelentdséggel birnak.

A transzkriptomika és az epigenomika tudomanyteriileteket a nagy ateresztoképességii
nukleinsav profilozasi modszerek, példaul az RNS-szekvenalds (RNA-Seq) ¢és a
szekvenalashoz kapcsolt kromatin immunprecipitacié (ChIP-Seq) elterjedése hivta életre. Az
RNA-Seq jelentds limitacidi kozé tartozik a kiinduldsi minta mindségére vald nagyfoku
érz¢kenység, amely tobbnyire a nem megfeleldé mintakezelés, -tarolds vagy -széllitas
kovetkezménye. Ezzel szemben a kromatin immunprecipitaciora jellemz6 a relative alacsony
sztenderdizaltsag és a hosszii aktiv kisérletes id6, amelyek korlatot szabnak a modszer
szélesebb kori elterjedésnek.

A human B-limfoblasztoid sejtvonal (LCL) modellrendszert széles korben hasznaljdk a
genomszekvencia és kvantitativ sejtfenotipusok kapcsolatainak feltarasara. Szamos genomikai
¢és funkciondlis genomikai konzorcidlis projekt, példdul a mérfoldkdnek szamito HapMap
Projekt, az 1000 Genom illetve az ENCODE Projekt hasznalt LCL sejtvonalakat. Az LCL-ek
genomi asszociacios vizsgalatokban torténd hasznalatdt tamogatja, hogy tobbezer LCL és
azok annotalt genomszekvencidi szabadon elérhetéek a tudoményos kozOsség szdmara.
Mindezek mellett azonban az egyes LCL sejtvonalak kozotti genomszekencia-fiiggetlen
funkcionalis genomikai variabilitas jelentdsen befolydsolhatja ezen vizsgalatok eredményeit.

Tudomanyos munkank soran a funkcionalis genomika tudomanyteriileten hasznalhato
kisérletes eszkozok fejlesztését és jellemzését tiiztiik ki célul. Egyrészt kifejlesztettiink egy
spike-in kontroll rendszert a ChIP protokoll soran torténd mintavesztés korrigalasara.
Masrészt egy, a sejtekben talalhatd6 RNS pool stabilizalasara hasznalhatd koltséghatékony
mintakezelési ¢€és taroldsi modszer hatékonysagat vizsgaltuk RNS-szekvenalashoz.
Harmadrészt, elséként vizsgaltuk az LCL modell nem genomi eredetli funkcionalis genomikai

variabilitdsanak mértékét €s jellegét.
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ELMELETI HATTER

Normalizalas kromatin immunprecipitacios kisérletekben

A kromatin immunprecipitdcid6 (ChIP) egy olyan laboratdriumi moédszer, amely
alkalmas a genomi DNS ¢és kiilonb6z6 fehérjék - példaul transzkripcids szabalyozo fehérjék és
poszt-transzkripciosan modositott hisztonok - kozotti kapcsolat ex vivo vizsgalatara. A
modszer mélyszekvenalassal 6sszekapcsolva (ChIP-Seq) lehet6séget teremt az epigenetikai
jelek teljes genom szinti profilozasara. A ChIP-Seq modszert a klinikai kutatdsokban is széles
korben hasznaljak betegség-asszocialt epigenetikai mintazatanak térképezésére. Azonban tobb
modszertani tényez0, példaul a magas kiindulési sejtszdm, a hosszl aktiv kisérletes i1d6 €s a
sztenderdizalt protokollok hidnya gatat szab a klinikai koriilmények kozott torténd alkalmazas

elterjedésének.

A ChIP(-gPCR) protokollok soran kiilonb6z6 kontrollok ¢és normalizalok
alkalmazasara keriil sor, amelyek biztositjadk példaul a valtozo kiindulasi sejtszambdl vagy
aspecifikus antitest-kotddésbol eredd torzitd hatasok felismerését és kikiiszobolését. Pozitiv
kontrollként szolgalhat példaul olyan genomi régiok amplifikdcidja a célrégiok mellett,
amelyekhez a célfehérje nagy bizonyossaggal kotddik. A pozitiv kontrollokon kiviil szdmos
negativ kontroll alkalmazhat6, elterjedt példaul az aspecifikus antitesttel torténd
immunprecipitacio és negativ kontroll genomi régiok amplifikacidja is. A ChIP-gPCR-
feldiisuldsokat szinte kizarélagosan input % formaban adjuk meg, amely értéket az IP
mintabol és az inputbdl (reprezentativ, nem precipitalt, fragmentalt kromatin alikvot)
szarmazo relativ target mennyiségek elosztasaval nyerjiikk. Az input % megkdozelités

kiilonosen alkalmas az input kromatin mennyiségi variabilitasanak kontrollalasara.

Jelenleg nincs egységesen elfogadott belsé kontroll ChIP-qPCR kisérletekhez. Ennek
legfébb oka, hogy a megfeleld belsé kontroll meghatarozasara minden kisérleti rendszerben
egyénileg lenne sziikség. Figyelembe véve, hogy a kisérleti 1épések jelentds részére (az input-
kontrollalt) kromatin fragmentaciot kovetden keriil sor, a kisérletes mintaveszteség jelentds
torzit6 hatasként jelenhet meg megfelelé belsé vagy kiilsd kontroll hidnyaban. Ertékes
klinikai mintak, példaul biopszidk esetén nem realitds nagyszamt ChIP replika hasznélata,
amely esetleg csOkkenthetné a fenti torzitdo hatast. Ilyen esetben tun. spike-in kontrollok

johetnek szamitasba, mint posztfragmentacios proceduralis kontrollok.

Az elmult néhany évben tobb spike-in kontrollt is leirtak ChIP-Seq kisérletekhez.

Minden modszer alapja, hogy valamilyen xenogén anyagot (sejtek vagy fragmentalt
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kromatin) adnak a kisérletes mintadhoz. A hozzaadott spike anyagot egyazon kisérletben
immunprecipitaljak panspecifikus vagy egy kiilon hozzaadott antitesttel. Az Gn. 1CeChIP
(Internal Standard Calibrated ChIP, belsé sztenderd-kalibralt ChIP) lehetévé teszi a hiszton-
hogy kiilonb6z6 koncentraciokban barkodolt DNS-t tartalmazd mesterséges nukleoszomakat
adnak a kisérleti mintdhoz. Ezen reagensek komoly limitacidja, hogy a konzisztens
mindségben vald eldallitais nehezen megoldhato. A fenti fejlesztések ellenére a spike-in

kontrollok alkalmazasa még nem valt elterjedtté.

Bakteriofagok alkalmazhatosaga spike-in kontrollként ChIP kisérletekhez

A fagbemutatas fehérjék és egyéb anyagok (pl. mas fehérjék, peptidek, DNS vagy
ligandok) kozotti kolesonhatasok vizsgalatara alkalmas laboratoriumi modszer. A fag-alapa
random peptid konyvtarak akar tobbmilliard kiilonbozo, bakteriofagok felszinéhez kapcsolt
(,,bemutatott”) peptidbdl allnak. A konytarakat fix hosszusagl (pl. 6 vagy 12 aminosavnyi),
random szekvencidja DNS-fragmensek valamely fag (pl. M13) fehérjeburok-génhez (pl. pIV
vagy plll) torténd in-frame beillesztésével hozzak 1étre. Az igy Osszeallitott fag vektorokat
egy E. coli torzsbe transzformaljak, amely ezt kovetden un. fuzids fagokat termel. Az eltérd
kisérletes igényeknek megfelelden tobbféle fag konyvtar van kereskedelmi forgalomban, de
specialis igények esetén egyedi konyvtarak is eldallithatoak kitek segitségével.

A fag konyvtarak szamos olyan eldnyos tulajdonsdggal birnak, amelyek lehetvé
tehetik ChIP spike-in kontrollok 1étrehozasat. Egyrészt kifejleszthetoek olyan fagok, amelyek
un. ChiP-grade (ChIP kisérletekre alkalmas) antitestekhez kotédnek bemutatott peptidjeiken
keresztiil. Masrészt mivel a bemutatott fehérje és a fag genom fizikai kapcsolatban allnak
egymassal, lehetdvé valik az affinitds alapjan szelektalt fagok DNS-alapu relativ
kvantifikalasa. Ebben az esetben a fagokat a ChIP kisérlet immunprecipitacios 1épésében a
reakciokhoz adhatjuk, majd a kisérlet végén a kromatin fragmensekkel egyiitt izolalva
kvantitfikalhatjuk qPCR segitségével. Az igy kapott qPCR-alapt fag visszanyerést
reprezentald szamérték poszt-fragmentacios normalizaloként hasznalhato. Mindemellett a
fagok ¢és bemutatott peptidjeik kevéssé érzékenyek a denaturaciora, amely hossztava
stabilitast biztosithat a fag-reagensnek. Végiil a fagok konzisztens mindségben
visszanyerhetdek monoklonalis fag reagensek létrehozasaval, valamint egy E. coli torzs
fertdzésével. A filamentozus M13 fag cirkularis, egyszala DNS-e jgeneracios szekvenalasi

konyvtarkészitéskor elvész, igy a fagok jelenléte nem interferal a szekvenalas folyamataval.



Funkcionalis genomikai vizsgalatok soran alkalmazhat6 kisérletes eszkozok fejlesztése és jellemzése

RNS szekvenalas a klinikai kutatasokban

Az RNS szekvenalas ¢cDNS molekuldk nagy ateresztoképességli szekvenalassal
torténd detektalasan és kvantifikalasan alapuld transzkriptom-profilozdsi moddszer. A
szekvenalasi koltségek csokkenésének ¢és a bioinformatikai modszerek fejlédésének
koszonhetden az RNS szekvenalas valt a nagy ateresztoképességli RNS biomarker-kutatasok
vezetd moddszerévé. Az RNS mennyiségi meghatarozasara alkalmas modszerek viszonylag
érettek, szenzitivek és specifikusak. Mindezekkel Osszefliggésben a publikalt intra- és
extracellularis RNS biomarker-jeldltek szama az elmult években folyamatosan emelkedett,

amely késébb RNS-alapt biomarker panelek kifejlesztéséhez vezethet.

A nem egysejtes RNS szekvenalasi modszerek tobbnyire jelentdsen sztenderdizaltak,
igy ilyen esetben a sikeres kisérlet szempontjabdl legkritikusabb tényez6é a kiindulasi minta
mindsége. A miitétek soran gyijtott klinikai mintdkban taldlhatd6 RNS molekuldk kiilondsen
degradabilisak, amelynek f6 oka a mintafixalas késlekedése. Mig az RT-(q)PCR-alapu
modszerek jellemzden kevéssé érzékenyek a degradaciora, az RNS szekvenalds eredményét
erdsen befolydsolhatja az RNS fragmentacio. Ennek kovetkeztében komoly érdeklédés ovezi
a szovetek/sejtes mintak RNS-tartalmanak megoOrzését magas mindségben késdbbi

extrakcidhoz.

Szovetbankok és szobahomérsékleten torténé mintatarolas

Mivel a nativ bioldgiai mintdk érzékenyek szamos kiilonboz6 fizikai és kémiai
behatasra, valtozatos modszereket alkalmaznak a degradacid mértékének csokkentésére €s a
mérendd tulajdonsdg megvaltozasanak minimalizaldsdra. Ezek a moddszerek tobbnyire
kémiailag inert oldatokban torténd tarolason, kémiai fixaldson, (ultra-)mélyfagyasztdson vagy
ezek kombinacidjan alapulnak. A vélasztott mdédszer fligg a minta tipusatdl (pl. teljes szovet
vagy molekularis preparatum), forrasatol (pl. biopszia vagy sejtvonal) €s a terezett tarolasi
1d6tdl (hossza- vagy rovidtav). A konzisztens mintamindség fenntartasa biztositja a hosszi
idén  keresztiil, példaul ritka Dbetegségekkel Osszefliggésben, vagy longitudindlis
vizsgélatokban gylijtott mintak 6sszehasonlithatdsagat.

A szdvetbankokban tarolt klinikai mintak kiindulé anyagként szolgalnak mind alap-,
mind a klinikai kutatasokhoz. A biobankok konvencionalisan ultra-mély fagyasztokat és
folyékony nitrogén tartalyokat lizemeltetnek a mintakarosodds megel6zésére. Azonban az
ultra-mély hémérsékleten torténd tarolas jelentds kornyezeti terhelést és és muikodtetési

koltségeket von maga utan, amely hatasara a szovetbankok fenntarthatdosaganak kérdése egyre
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fontosabb szemponttd valik. Tovabba a szallitas kozben, logisztikai akadalyok miatt
bekovetkez6 homérsékleti ingadozasok atmeneti mintaolvadashoz vezethetnek, fokozva a

s

¢és szallitas orvosolhatna.

Liofilezés

A liofilezés segitségével lehetdség nyilhat a sejtek és szovetek szobahOmérsékleten
torténd tarolasara és szallitasara. A liofilezés vagy fagyasztva szaritds olyan szaritasi modszer,
amely vakuum és mérsékelt héhatas segitségével tavolitja el a vizmolekulakat fagyasztott
(bioldgiai) mintakbol szublimacion €s deszorpcion keresztiil. A szaritasi folyamatot kovetden
a mintakat altalaban szorosan lezarjak és sotétben taroljak fagyaspont feletti hdmérsékleten
(pl. szobahdmérsékleten). A kdvetkezd jellemzok teszik a liofilezést a fagyaspont alatti
hémérsékleten torténd tarolds potencialis alternativajava: (1) alacsony rezidualis viztartalom,
amely a molekularis mozgasok ¢és a viz altal kozvetitett (bio)kémiai reakcidok
felfiiggesztésével gatolja a molekularis degradacios utvonalakat; (2) a szaritasi folyamat soran
az alacsony alkalmazott hémennyiség miatt a hdérzékeny anyagok bomlasa megeldzhetd; (3)
a modszer rovid aktiv kisérletes id6t igényel, valamint (4) a krioprezervacidhoz viszonyitva a
tarolasi koltség csokkenthetd, mivel a mintdk taroldsdhoz nincs sziikség erdsen kontrollalt
alacsony hémérsékletre; tovabba (5) a homérsékleti ingadozasok kevésbé érinthetik a
liofilezett mintak integritasat. Az egyéb szobahdmérsékleten torténd tarolast lehetové tévo
modszerek koziil a formalin-fixdlas és paraffinba torténd bedgyazas kiterjedt RNS-
degradaciot és bazismodosulast eredményez, a nem-keresztkotd fixativok koziil példaul az

RNAlIater bizonyitottan transzkriptom-valtozasokat eredményez.

Az RNS mintdk integritdsat szovetliofilezéssel 0Osszefliggésben tobb csoport is
vizsgélta valtozatos liofilezési moddszereket és tarolasi koriilményeket alkalmazva.
Altalanossagban elmondhaté, hogy a tanulmanyok tobbségében alacsonyabb RIN értékeket
detektaltak, mig az RT-(q)PCR konzisztensek voltak hosszt tarolasi idétartamokat kdvetden
is. Az RNS stabilitasa szempontjabol a sotétben, vizelvondszerek jelenlétében torténd tarolas
kritikusnak mutatkozott, mig a szobahdmérsékleten torténd tarolas elénydsebbnek bizonyult a
4°C-on torténd tarolassal szemben. Tovabba a nukleinsavak stabilitasa liofilezett szvetekben
Osszefiiggést mutatott a szovet lipidtartalmaval és az oxigén-kozvetitette peroxidaciéval. A
fentiek ellenére a szovetek liofilezése egy kiaknazatlan modszer szoveti RNS fenntarthatd

tarolasahoz.
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A sejtvonalak fenotipus-instabilitasa

A sejtkultarakban ndovekedd sejtek genomi eltérései jelentdésen hozzajarulhatnak a
sejtfenotipus megvaltozasahoz. A sejtvonalak genomi instabilitdsa a genomi valtozasok
normal szervezethez viszonyitott magas gyakorisagara utal, beleértve az aneuploidiat,
kromoszdmalis aberracidkat és a kis 1éptékli mutacidkat. A genomi instabilitas kiilondsen
jellemz6 a rakos sejtvonalakra, amelyekben mar az in vitro tenyésztést megelézden is jelen
lehettek példaul sejtciklus-ellendrzépontokat vagy DNS-hibajavitast érintdé mutaciok.
Tovabba széles korben elfogadott, hogy a magas passzazsszamu sejtek genomi valtozasokat
szenvednek ¢s mutacidkat halmoznak fel, azonban ennek iddbelisége ¢és jellege
sejtvonalanként eltérhet. Ennek ellenére nincs 4altalanos konszenzus a maximalisan
megengedhet6 passzazsszammal kapcsolatban.

A genomi valtozasok mellett kdrnyezeti hatasok is hozzajarulnak a tenyésztett sejtek
fenotipusanak modulalasdhoz. Az egyes sejtek intracellularis allapota meghatirozza a
sejtfenotipus megvaltoztathatosagat (fogékonysagat) bizonyos stimulusok hatasara. Tovabba a
sejttenyésztdé médiumok legkevésbé kontrollalt Osszetevéje, az FCS 0Osszetétele a
sejtpopulaciokat kiilon evoltcids utvonalakra terelheti. Genetikailag stabil sejtvonalakban (pl.
embrionalis Ossejtek) varhatéoan a kornyezeti hatdsok jatszanak a legjelentdsebb szerepet a
sejtfenotipus (akar permanens) megvaltozasdban. Mindezek ismeretében a sejtfenotipus-
mérések Osszehasonlithatosdga érdekében célszerli a tenyésztési koriilmények lehetd
legnagyobb mértékii sztenderdizélasa.

Széles korben ismert, hogy a sejtvonalak alapszintii heterogenitdsa csokken hosszu
tava tenyésztés soran. A jelenséget gyakran ,.klondlis evoliicio” néven emlegetik, amely soran
a sejttenyészetet egy vagy néhany ndvekedési elénnyel rendelkezé sejt leszarmazottai
alkotjak. Ezen valtozasok kétség kiviil hatassal annak a fiatalabb és iddsebb kultirdkon
végzett kisérletek eredményeinek Osszehasonlithatosdgara. Tovabba oOvatossagot igényel a
kiilonb6z6é forrasokbdl beszerzett sejtvonalakkal kapott eredmények Osszehasonlitdsa is,
ugyanis ezek valdsziniileg egymastol fiiggetleniil tobb ,,palacknyak-effektuson” mentek
keresztiil, jelentés geno- és fenotipusos divergenciat eredményezve. A fenti hatasok
minimalizalasara azonos passzazsszammal rendelkezé batcheket tartalmazo sejtbiobankokat

hozhatunk létre.
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Human B-limfoblasztoid sejtvonalak mint funkcionalis genomikai modellek

A human B-limfoblasztoid sejtvonalakat (LCL) nyugvo B-sejtekb6l Epstein-Barr
virussal (EBV) torténd in vitro fertézéssel hozzak létre. Az EBV-fert6zés karakterisztikus
fenotipus-valtozassal jar, azonban a genotipus vagy az egyes egyénekbdl szarmazo LCL-ek
egyedi génexpresszios mintazata jellemzdéen nem valtozik. Az LCL-ek szolgaltak olyan nagy
omikai projektek modelljeiként, mint a HapMap, az 1000 Genom, az ENCODE ¢és a
FANTOMS projektek. Az els6 kilobazisos felbontasu 3D genomi térkép szintén egy
limfoblasztoid sejtvonal felhasznalasaval sziiletett. Az LCL-ek f6 elényei a kovetkezok: 1) az
LCL-generalas az egyik legegyszerlibb moddszer megljuld mintaforras 1étrehozasara
egészséges egyénekbdl, 2) az LCL-ek egyszerlien és nagy mennyiségben tenyészthetdek, 3)
pre-immortalis statusztak (limitalt passzazsszamig osztodoképesek), 4) a genetikai és
kariotipusos stabilitasuknak jelentds szakirodalma van, illetve 5) nagyszama LCL sejtvonal
teljes genomszekvenciaja publikusan elérhetd. Az utobbi eredményeképpen az LCL-eket

gyakran hasznaljak molekularis- és gyogyszervalasz-QTL-ek meghatarozasara.

LCL-ek genetikai asszociaciés vizsgalatokban

Az elmult évtizedben az LCL-ek a human QTL vizsgalatok egyik f6 sejtvonal-modelljévé
valtak. A kvantitativ jellegeket meghatarozé 1okuszok (QTL-ek) olyan genomi helyek,
amelyek korrelaciot mutatnak kvantitativ fenotipusos jellegekkel, példaul hiszton
modositasokkal (hmQTL), génexpresszios szintekkel (eQTL) vagy gyogyszervalasszal. A
heterogén, nagy mintaszadmu vizsgalatok esetén kiillondsen elényds, hogy tobb mint ezer LCL
genotipus-adatai publikusan elérhetéek. Tovabba online adatbazisokban (pl. GEO és
ArrayExpress) relevans kapcsolodo funkcionalis genomikai adatok szintén elérhetéek (pl.
ENCODE ChIP-Seq adatszettek).

Az LCL sejtvonalakat egyre gyakrabban hasznaljak farmakogenomikai kutatasokban.
Ennek f6bb oka a fentieken kiviil az, hogy nagyszamu hasonlé koru, nemi és azonos rasszhoz
tartozd egyénbdl szarmazd sejtvonal érhetd el, és ezek mentesek az in vivo zavard
tényezoktdl. Az LCL-eket mind elsddleges, mind validdciés modellként alkalmazzdk. Az
ugynevezett ,.triangle approach” (haromszog modell) csokkentheti a fals pozitiv talalatokat
azaltal, hogy génexpresszids adatok is bevonasra keriilnek farmakogeomikai vizsgalatokba.
Az LCL-eket alkalmaztdk mar példaul tobbféle komoterapids szerrel szembeni érzékenység,
valamint lipidcsokkentd gyogyszerek és antidepresszansok hatasanak vizsgalatara genomi

Osszefiiggésben.
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CELKITUZESEK

Célkitiizés 1. Egy fagbemutatason alapulo ChIP-gPCR folyamatkontroll
kifejlesztése ¢és jellemzése

A ChIP protokoll folyamatanak egy jelentds része nem kontrolldlt, igy a kisérletes
mintaveszteség miatti torzitds detektalatlan maradhat komparativ ChIP kisérletekben.

Vizsgalatunk soran a kovetkezd célokat tliztiik ki:

 Egy olyan fagbemutatason alapulo ChIP-gPCR spike-in kontroll rendszer
kifejlesztése, amely lehetdvé teszi a mintavesztés nyomon kovetését és normalizalasat

ChIP kisérletekben;

* Antitest altal felismerhet6é androgén receptor (AR) epitopot utdnz6 fagok szelektalasa
tobb koron keresztiil torténé in vitro evolicid soran, majd a poliklonalis reagens
diverzitadsanak, illetve androgén receptor-ellenes antitesthez vald affinitdsdnak ChIP

kisérletben torténdé meghatarozasa,

* Monoklonalis fag reagensek létrehozasa a ChIP kisérletben legmagasabb affinitast
mutatd poliklondlis batch-bdl, majd a monoklondlis reagensek androgén receptor-

ellenes antitesthez valo affinitdsdnak ChIP kisérletekben torténd meghatarozasa.

Célkitiizés 2. A liofilezés mint alternativ sejtarchivalasi médszer RNS-alapu

vizsgalatokhoz

A liofilezés bar megjelent, mint potencialisan kdltséghatékony bioldgiai mintatarolasi
¢s szallitasi alternativa, széleskorli bevezetése még varat magara. Vizsgalatunk sordn a

kovetkez6 célokat thztuk ki:

» Az epigallokatekin-gallat lioprotektans sejtmembran-stabilizator hatasanak vizsgalata
a sejtliofilezést kovetd RNS- és ChIP-mérésekre;

* RNS-integritds ¢és kitermelés, valamint qPCR-alapu génexpresszioés szintek
meghatarozasa 0,1 M trehal6z/PBS-ben liofilezett LCL-sejtekbdl a liofilezést

kovetden, és kettd illetve nyolc hét szObahon torténd tarolds utan;

» Transzkriptom-profilozas parositott kontroll és két hétig szobahdémérsékleten tarolt,

liofilezett LCL sejteken mRNS-szekvenalassal, valamint a konyvtarak minéségének
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meghatarozasa példaul konyvtarkomplexitas, leolvasas GC-tartalom és mismatch

arany vizsgalataval,

* Funkcio- ¢és szekvencia-alapt analizisek elvégzése a liofilezett mintakban

alulreprezentalt transzkriptek jellemzésére.

Célkitiizés 3. A limfoblasztoid sejtvonalak genotipus-fiiggetlen variabilitasa
génszabalyozassal és Kkiils0 stimulusra adott valasszal kapcsolatos
sejtfenotipus szinteken.

A genetikai asszociacios vizsgalatokban gyakran hasznalt LCL sejtvonalak nem genetikai
eredetli funkciondlis genomikai variabilitasanak mértéke és jellege eddig nem volt ismert.
Vizsgalatunk soran izogenikus, azonos egyénbdl szarmazo LCL-ek hasznalataval a kovetkezd

célokat thztik ki:

* Alapvetd  sejtvonal-karakterizalas  elvégzése, beleértve a  mikroszatellita-

meghatarozast, sejtciklus-vizsgalatot és az immunfenotipizalast;

» ChIP-Seq kisérletek elvégzése a H3-as hiszton 27-es lizinjének acetilcsoportja
(H3K27ac) ellen termeltetett antitesttel az aktiv génszabalyozo elemek térképezése és

Osszehasonlitasa céljabol;

* Az izogenikus LCL-ek transzkriptom-profilozdésa mRNS-szekvenalassal, majd az

érintett gének illetve H3K27ac és RNS szintek sszevetése;

* A variabilis gének funkcionalis jellemzdinek meghatarozasa, valamint a variabilisan
expresszalodo farmakogének kemoterdpias gyogyszervalaszban betoltott lehetséges

szerepének vizsgalata a DPYD gén és az 5-fluorouracil példajan.
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ANYAG ES MODSZER

Sejttenyésztés

A Coriell Cell Repositories-tdl vasarolt LCL sejtvonalakbol (GM22647-GM22651,
GM12864, GM12872, GM12873) haromszintii biobankot készitettiink. Kisérleteinkhez
minden esetben a 3. szinthez tartozé sejteket (Tier 3) haszndltunk. A sejteket 15%
héinaktivalt FCS-t, 2 mM L-glutamint és 1% penicillin-sztreptomicint tartalmazé RPMI-1640
médiumban tenyésztettiik 37°C-on, 5% COz2 jelenlétében, allo6 helyzetli T25 vagy T75-0s
flaskdkban.

Mikroszatellita elemzés

10° sejtet mostunk PBS-sel, majd a genomi DNS-t a Roche cég High Pure PCR
Template Preparation Kitjével izolaltuk. Ot mikroszatellita régiot (AMELY/AMELX,
D18S51, D8S1179, THO1 és FGA) amplifikaltunk a PowerPlex S5 System segitségével
(Promega), majd a termékeket ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer miiszerrel futtattuk
meg. Az eredményeket a GeneMapper ID (v4.1) szoftverrel elemeztiik (Laboratoriumi

Medicina Intézet — Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar).

Immunfenotipizalas és sejtciklus-elemzés

Reakcionként 10° sejtet inkubaltunk 15 percig, szobahdmérsékleten, sdtétben antitestek
kombinacioival. A mintdkat mostuk, majd 1% paraformaldehid/PBS-ben fixaltuk. Az
intracellularis festést az Intrastain (Dako Glostrup) protokolljat kdvetve végeztik el.
Reakcionként 100.000 eseményt szamoltunk le FACS Canto Il aramléasi citométer
segitségével (BD), mig az adatokat FACS Diva (BD) ¢és a Kaluza Software v1.2 (Beckman
Coulter) segitségével elemeztiik. A hasznalt antitestek forrasa: CD5, CD10, CD20, CD22,
CD24, CD34, CD38, CD79, CD81, FMC7, HLA-DR, kappa és lambda markerek (BD);
CD19, CD23 ¢s CD43 (Beckman Coulter); CD21 és anti-CD45 (Exbio); nTdT és IgM
(Dako). Sejtcikluselemzéshez 2*10° mosott sejtet fixaltunk 70% etanollal 4°C-on, majd a
fixalt sejteket centrifugaltuk, illetve RNazzal és Propidium-jodiddal kezeltiik 30 percig,
szobahémérsékleten, sotétben. FACS Calibur 11 aramlasi citométer segitségével (BD) 20.000

eseményt szamoltunk le, majd az adatokat ModFit LT (BD) segitségével elemeztiik.

In vitro fag evolicio (biopanning)
A Ph.D.™-7 random heptapeptid konyvtarat (NEB) négy egymast koveté korben

szelektaltuk AR N-20 (human androgén receptor-ellenes) antitesttel (Santa Cruz
10
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Biotechnology) fedett magneses gyongyokkel. TBST/BSA-val blokkolt 10! plakk formalo
egységet (PFU-t) immunprecipitaltunk 10 ug AR antitesttel (10-60 perc, szobahdmérséklet),
majd TBST/BSA-val blokkolt protein A:Protein G magneses gyongy mixet (1:1) adtunk a
reakcidhoz (20 perc, szobahOmérséklet). A gyongydket tizszer mostuk TBST/BSA-val,
elualtuk majd neutralizaltuk. Korai log névekedési fazisban 1évé F+ ER2738 baktériumokat
eloszor fag eluatummal fertdztiink, majd nem Szelektiv LB-ben novesztettiik. A termelt
fagokat a bakterialis feliiluszobol 1/6 térfogataranyu 20% PEG-8000/2.5 M NaCl-lel
precipitaltuk egy ¢éjszakan at, 4°C-on. A fag pelleteket TBS-ben felvettilk, majd ismét
precipitaltuk. A TBS-ben oldott fagokat hasznaltuk a kovetkezd korben végzett in vitro
evoliiciohoz (10'° PFU). A fag koncentriciok méréséhez SmartSpec Plus (Bio-Rad)

késziiléket hasznaltunk. A fag reagenseket 50% glicerin jelenlétében -20°C-on taroltuk.

Fag szubklonozas

A NEB fagtitralasi és plakk amplifikacios protokolljat kovetve végeztiik a fagok
szubklonozasat. A negyedik korben eldallitott poliklonalis fag reagenst LB-ben higitottuk,
amellyel mid-log fazisban 1évé ER2738 sejteket fertéztiink. A fert6zott sejteket 45°C-0s “Top
Agar”-ban szuszpendaltuk, majd LB/IPTG/X-gal lemezre ontottiik és 37°C-on inkubaltuk egy
¢jszakan at. A kdovetkezO napon ER2738 tenyészetet fertdztiink a lemezrdél szarmazo, egyedi
telepekkel. A monoklonalis fagokat precipitaltuk és a poliklonalis fagokkal megegyez6

modon kezeltiik.

Kromatin immunprecipitacio (ChIP) és ChIP-szekvenalas

Az LCL kisérletek esetén a PBS-sel mosott sejteket 1% metanolmentes formalinnal
(Thermo, 10 perc) fixaltuk (izogénenikus sejtek), vagy 2 mM di(N-szukcinimidil) glutarattal
(Sigma; 45 perc) illetve 1 % formalinnal (Thermo, 10 perc) kotottiik keresztbe (trio). A
keresztkotési reakciokat 0,125 M glicinnel allitottuk le. A lyo tanulmanyhoz kezeletlen, IMT-
2-ben liofilezett, IMT-2-ben liofilezett és 1% formalinnal fixalt, trehaldéz-kezelt és IMT-2-
liofilezett, illetve formalinnal el6fixalt és IMT-2-liofilezett sejteket hasznaltunk. Az EGCG
kezelést egy oOran at végeztiik (2 mM) a kisérlet kezdete eldtt. A sejtmagokat izolaltuk, majd
szonikaltuk (Bioruptor Plus) vagy MN4z enzimmel kezeltiik és enyhén szonikaltuk. Az 5*10°
sejtnek megfeleld, centrifugalassal sejttormeléktdl megtisztitott és tizszeresen higitott
kromatinokat 2.5 pg anti-histone H3 (acetyl K27) antitesttel vagy izotipus kontroll antitesttel
immunprecipitaltuk egy ¢jszakan at, 4°C-on. A centrifugalast kovetden a reakciok felsé 90%-

at BSA-blokkolt Protein A:Protein G (1:1) magneses gyongy mixszel inkubaltuk 6 oran at,
11
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4°C-on. A gyongyoket dsszesen hatszor mostuk kiilonb6z6 erdsségli pufferekkel, majd az
antitest-antigén komplexeket elualtuk. A keresztkotések felbontasat kovetden a mintakat
RNaz A-val és Proteinaz K-val kezeltiik. A mintakat ezutan MinElute PCR Purification Kittel
izolaltuk (Qiagen), a DNS-koncentraciot Qubit dSDNA HS Assay Kittel (Thermo) hataroztuk
meg. A pufferek tobbségéhez cOmplete Mini protedz inhibitor tablettat adtuk (Roche). A
feldusitas el6tti teljes kromatin mintdk egy részét “inputként” hasznaltuk ChIP-gPCR
kisérletekhez. Negativ kontrollként izotipus kontrollal precipitalt mintdkat, illetve H3K27ac-
negativ genomi régiot hasznaltunk.

A fag ChIP kisérletekhez az IP-Star Automated System-et (Diagenode) hasznaltuk a
tisztitasi lépésig. A kisérletekhez HEK293T sejtekbdl szdrmazd 1% formalinnal fixalt,
szonikalt HEK293T sejteket hasznaltunk. Az immunprecipitaciés 96-lyuka lemez egy-egy
soraba az egyes kisérletekhez sziikséges reagenseket pipettaztuk: 1 pg AR antitest (vagy
izotipus kontroll IgG) immunprecipitacios (IP) pufferben, HEK293T kromatin (~10.000 sejt),
10° fag részecske IP pufferben, 100 pl mosé puffer A, B vagy C, 100 ul TE puffer, 100 pl
elucios puffer, illetve 10 ul Protein A:Protein G magneses gyongy mix (1:1). A programozott
IP, gyongykdtés, mosas ¢és elucios 1épéseket kovetden a keresztkotéseket febontottuk, majd
RNazzal és proteazzal kezeltik. A mintakat High Pure PCR Template Preparation Kittel
izolaltuk (Roche). A qPCR kisérletekhez M13 univerzalis primereket és UPL 48 fluoreszcens
probat (Roche) alkalmaztunk, mig a méréseket LightCycler 480 késziiléken (Roche)
végeztik.

A szekvenalasi konyvtarakat 10 ng ChIP DNS-bdl készitettiik a TruSeq ChIP Sample
Preparation Guide 15023092 B (lllumina) protokollt kovetve. Az elkésziilt konyvtarakat a
Genomi Medicina ¢s Bioinformatikai Szolgaltaté Laboratoriumban (NextSeq 500 rendszer) és
az EMBL Genomics Core Facility-ben (Heidelberg, Germany; HiSeq2000 system) (50-bp,
single-end) szekvenaltuk. A BWA 0.7.10 szoftvert hasznaltuk a readek hgl9 referencia
genomra torténd illesztéséhez. A HOMER 4.9.1 szoftver segitségével prediktaltuk a
H3K27ac-feldisulast mutatd genomi régiokat, szuper-enhanszereket és a nukleoszOmamentes
régiokat. Az eltéréen acetilalt régiokat a pheatmap (R) segitségével klasztereztiik, és a tag
denzitasokat Java TreeView segitségével vizualizaltuk. A  konszenzus régiok
meghatarozasdhoz, RPKM értékek kalkuldlasahoz és korreldcios hotérkép-készitéshez
DiffBind-ot hasznaltunk. A hétérképet Plotly 3.0.0 segitségével jelenitettiik meg. Az eltéréen
acetilalodo régiokat two-way ANOVA és Tukey post hoc teszttel (aov(), TukeyHSD())

12
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hataroztuk meg (MASS, R; P < 0,05; FC > 2). A legkozelebbi géneket bedtools segitségével

hataroztuk meg.

MNaz profilozas

A sejtmagokat mostuk, majd 66,6 G¢él Egység (GU), 22,2 GU vagy 7,4 GU MNazzal
kezeltiik 37°C-on 30 percig (1,5%10° millio sejtmag). A ledllitott reakciokat enyhén
szonikaltuk (Bioruptor Plus, Diagenode), majd a sejttormeléket centrifugalassal eltavolitottuk.
A feliiliszo 80%-at precipitaltuk 3 térfogatnyi abszolut etanollal -20°C-on, egy éjszakan at. A
precipitalt nukleinsavakat centrifugalassal iilepitettilk és a pelleteket beszaritottuk. A
fragmentalt DNS-t a tovabbiakban a fenti ChIP protokollnak megfeleléen kezeltiik. A

fragmenseloszlast 1% agar6z gélen vizsgaltuk.

Kromatin konformaciods vizsgalat (3C-Seq)

A 3C-szekvenalashoz egy korabban publikalt protokollt kovettiink. A sejteket 10%
FCS/PBS-ben 1% formalinnal (Thermo) fixaltuk 10 percig szobahdmérsékleten. A reakciokat
0,125 M glicinnel leallitottuk, majd a mosott sejtpelletekbdl sejtmagot izolaltunk. A mosott
magokat 400 U EcoRI-HF (NEB) enzimmel hasitottuk 37°C-on, majd ligaltuk 100 U T4 ligaz
(NEB) segitségével (magas higitas, 16°C). A keresztkotések felbontasat, RNaz és proteaz
kezelést kovetden a DNS-t fenol-kloroform-izoamlialkohol (FKI) médszerrel izolaltuk. 10 pg
DNS-t 10 U Msel enzimmel (NEB) hasitottunk 37°C-on, az el6z6ekkel megegyezé6 mddon
ligaltuk, majd FKI modszerrel izolaltuk. Az igy kapott 3C konytar mintakat az Expand Long
Range, dNTPack (Sigma) kit segitségével, a P3H2 géntesthez k&tddd inverz primerekkel
amplifikaltuk. A PCR reakciokat a MinElute PCR Purification Kittel (Qiagen) izolaltuk. A
3C-Seq konyvtarakat a TruSeq ChIP Sample Preparation Guide 15023092 B (lllumina)
segitségével készitettiik, és a mintakat 75 bp hosszisagban szekvenaltuk az EMBL Genomics
Core Facility-ben (Heidelberg, HiSeq2000 rendszer).

Liofilezés

Harom milli6 PBS-sel mosott LCL sejtet 0,5 ml 0.1 M D-(+)-trehal6z-dihidrat/PBS-ben
vagy IMT-2 oldatban (0.1 M D-(+)-trehal6z dihidrat, 0,945 mg/ml (-)-epigallokatekin-gallat,
PBS) liofileztiik mikrocentrifugacsovekben. A sejtszuszpenziokat folyékony nitrogénen
fagyasztottuk, a csovek szdjadékat 1 mm atmérdji lyukakkal ellatott filmmel lefedtiik, majd a
mintakat  fagyasztva szaritdo  késziilékbe helyeztik (CoolSafe 110, ScanVac;

kondenzorhémérséklet: -110°C; Proteomikai Szolgaltato Laboratorium). A liofilezés 6 6ran
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keresztiil, 0,004 mBar nyomason tortént. A ciklus befejeztével a csoveket lezartuk és a
liofilezett sejteket vagy azonnal, vagy 2 hét illetve 2 honap (23-25°C, nem transzparens

taroloban, CaClz-dihidrat jelenlétében) tarolast kovetden processzaltuk.

RNS izolalas

A total RNS-t trizol reagenssel (UD-Genomed Kft.) izolaltuk. Projekttdl fiiggen 2-
3*10° kezeletlen vagy liofilezett LCL sejtet PBS-sel mostunk, centrifugalassal iilepitettiink,
majd 1 ml trizol reagensben vortexeltiink 5 percig. A fazisszeparaciot kloroformmal (1:5) és
magas sebességli centrifugalassal végeztiikk. Az RNS frakciot a vizes fazisbdl izopropanollal
precipitaltuk (1:1). A pelleteket kétszer mostuk 75% fagyos etanollal, majd vakuumcentrifuga
segitségével beszaritottuk. A beszaritott pelleteket nukleazmentes vizben vettiik fel, majd a
fluorométerrel (RNA HS Assay Kit, Thermo) ellendriztiik. Agilent RNA 6000 Nano

mikrocsipeken ellendriztiik a fragmenseloszlast és kalkulaltuk a RIN értékeket.

RT-gPCR

A gPCR primereket a Roche UPL Assay Design Center segitségével (UBR2,
TRERF1, PTPRJ, SLC6A4, RXRA, TCL1A, SPI1 and CT64 assays) vagy a Primer 3 Plus
szoftverrel (DPYD; ACTB; IncRNAs: MALAT1, GAS5, TUGL; eRNAs: elRF4_-1.9kb,
eSPI1_-16kb and eMYC_-170kb) terveztik. A GAPDH primerek a Sigma weboldalarol
szarmaznak. A total RNS mintdkat RQl DNazzal (Promega) kezeltiik, majd a reverz
transzkripcidt SuperScript II enzimmel végeztiik (Thermo). Az RT rekaciokat qPCR el6tt
Otszorosére higitottuk nukleazmentes vizzel. Az EGCG inhibizids kisérletek soran 20 pl RT
reakciokat allitottunk Ossze, amelyben az EGCG végkoncentracidja 1*10°8 és 1*10” M kozott
volt. A célrégiokat LightCycler 480 SYBR Green | Master (Roche) mestemixszel
amplifikaltuk, with 0,375 uM forward ¢€s reverz primerrel. A qPCR reakciokat triplikakban
mértiik és nukleazmentes viz kontrollt hasznaltunk, mig az RT reackio esetén enzim nélkiili
kontrollt (NAC) alkalmaztunk. Az egyes mintdk qPCR jeleit ACTB haztartasi génre

normalizaltuk (2°4°P).

RNS szekvenalas

A szekvenalasi konyvtarakat 1 pg totdl RNS-bdl kiindulva az Illumina TruSeq RNA
Sample Preparation v2 Guide-jat kovetve végeztiikk. A konyvtarakat NextSeq 500 rendszeren

szekvenaltuk 50 bp (izogenikus LCL-ek) vagy 75 bp (liofilezés) hosszusagban (egyiranyu

14
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leolvasas, single-end). Az izogenikus LCL-ek esetén minden Iépést a Genomi Medicina és
Bioinformatikai Szolgaltatdé Laboratéoriumban végeztiik. A liofilezési tanulmanyban a
klasztergeneralast, szekvenalast ¢és bazishivast a Semmelweis Egyetem Il. sz
Gyermekgyogyaszati Klinikajan végezték. A readeket a TopHat v2.0.7 programmal
illesztettiik a hgl9 human referencia genomra. Az izogenikus LCL-ek esetén a transzkriptek
mennyiségi meghatarozasat edgeR segitségével végeztik, ¢és a CPM>5 géneket
expresszalodonak tekintettiik; az eltéréen expresszalodo géneket szintén edgeR-ral hataroztuk
meg (FDR = 0,05, FC > 2). A liofilezési tanulmanyban a transzkriptek mennyiségi
meghatarozasat Cufflinks-szel végeztiik, az RPKM>1 géneket expresszalodonak tekintettiik,
és a kis RNS-eket kiszlrtik. Az eltéréen expresszaldodd géneket Cuffdiff segitségével
hataroztuk meg (FDR = 0,05). A gének funkcionalis annotalasat a DAVID Bioinformatics
Resources 6.8 eszkoz segitségével végeztik. A szekvenald konyvtarakkal kapcsolatos
metaadatokat a QORTS programcsomaggal hataroztuk meg. A transzkript informaciokat a
HGNC adatbazisbol toltottiik le BioMart segiségével, és az clemzéseket sajat bash
szkriptekkel végeztiik. A statisztikai elemzéseket Mann-Whitney U teszttel végeztiik. Az
ARE adatokat az ARED-Plus adatbazisbol kértiik le.

5-FU Kkezelés és citotoxicitasi esszé

96-lyuka U-alju tenyészt6 lemez lyukaiba 20.000 sejtet pipettaztunk ,,FU médiumban”
(indikatormentes RPMI, 15% héinaktivalt FCS, 2 mM L-glutamin, 1 % penicillin-
sztreptomicin). A méréseket kvadruplikatumokban végeztiik. Az 5-FU stockbol (TEVA)
tovafutd higitasi sort készitettink ,,FU médiumban”, majd majd meghatarozott
végkoncentracioban hozzaadtuk a sejtekhez. Vivbéanyagként (vehicle) ultratiszta vizet
hasznaltunk, hattérként sejtek nélkiili médiumot hasznaltunk. A sejteket 37°C-on inkubaltuk
(5% COz2) 72 o6ran at, majd MTT stock (4,5 mg/ml PBS-ben) lyukakhoz torténd pipettazasat
kovetden a lemezeket was 37°C-on inkubaltuk 6 oOrdn at, sotétben. A sejteket egy Oran
keresztiil lizaltuk, majd a lizatumok abszorbanciajat VICTOR3 Multilabel Plate Reader

(PerkinElmer) segitségével mértiik 595 nm hullamhosszon.

Kapillaris szekvenalas

A fag genomi DNS-t a High Pure PCR Template Preparation Kittel izolaltuk (Roche). A
mintakat -96 glll primerrel amplifikaltuk, majd a fragmenseket ABI 310 Avant szekvenatorral
detektaltuk.
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EREDMENYEK

Androgén receptor epitopot utanzo, chip spike-in kontrollként hasznalhato poliklonalis

fagok fejlesztése és jellemzése

A NEB cég altal forgalmazott Ph.D.™-7 random heptapeptid konyvtarbol kiindulva
létrehoztunk androgén receptor (AR) epitopot utanzé poliklonalis fag reagenseket. A fagokat
ChIP-grade AR-ellenes antitesthez vald affinitds alapjan négy egymast kovetdé korben
szelektaltuk. A négy poliklondlis batch-bdl szarmazo izolalt fag genomokban a 21 varidbilis
pozicio baziseloszlasat kapillaris szekvenalassal ellendriztiik és azt tapasztaltuk, hogy az egy
nukleobazisitipus altal dominalt poziciok szama ndvekedett, mig a guanidin-dinukleotid hattér
csokkent a szelekcids korok szamanak novekedésével. Ezt kdvetden a poliklonalis AR fagok
anitest-affinitasat klasszikus ChIP kisérleti koriilmények kozott teszteltikk: minden reakcid
keresztkotott és szonikalt kromatint (HEK293T), AR-ellenes vagy izotipus kontroll antitestet
és 10° fag részecskét. A fag ChIP DNS-t nem variabilis fag genomi DNS szakaszra tervezett
gPCR primerekkel amplifikaltuk. Eredményeink azt mutattdk, hogy a szimulalt ChIP
reakciokban az immunprecipitalt fagok szdma a szelekcids korok szdmanak novekedésével
nd. Az izotipus kontrollal végzett kisérletekbdl nyert qPCR jelek stabilnak mutatkoztak a
batch-ek kozott, amely az aspecifikus (pl. cs6 falahoz, magneses gyongyhoz, antitest konstans
régiokhoz) kotddés stabilan alacsony szintjét jelzi. A negyedik korben eldallitott fag reagens

részecskéinek kozel 50%-4t sikeriilt visszanyerni a ChIP kisérletben.

Androgén receptor epitopot utianzo, chip spike-in kontrollként hasznalhaté

monoklonalis fagok fejlesztése és jellemzése

Kovetkezd 1épésként egyedi AR fag klonokat szelektdltunk és jellemeztiink ChIP
kisérletben mutatott AR-ellenes antitesthez mutatott affinitds alapjan. A poliklonalis fag
keverékek esetén a batchek regeneralasakor (sokszorozasakor) a valtozo infektivitds és az
ER2738 sejtek novekedési kiilonbségei miatti kloneloszlas-eltolodas jelensége a monoklonalis
reagenseket nem érinti. Tovabba kikiiszobolhetd az a jelenség, hogy a reagens egy része a
szelekcids kornyezet egyes komponenseihez kotddik az antitest varidbilis régidja helyett. A
negyedik szelekcios korben létrehozott poliklonalis reagenssel fertéztiink ER2738 sejteket,
majd egyedi klonokat termeltettiink €s izolaltunk. Félrobotikus ChIP kisérlettel kimutattuk,
hogy az egyes klonok Elucios puffer/IP puffer aranya minden klon esetén 50% felett volt, mig

egy klon kiilondsen magas, 90% feletti kotddést mutatott.
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Az epigallokatekin-gallat lioprotektans hatasa RT-qPCR és ChIP-qPCR Kkisérletekre

Korabbi ¢l6 emldssejt liofilezésre vonatkozd vizsgélatokat figyelembe véve elsd
kisérleteinkben az epigallokatekin-gallat (EGCG) tartalmu IMT-2 oldatot valasztottuk
lioprotektansként. LCL sejteket liofileztiink IMT-2 oldatban, majd a liofilezett sejtekbdl
izolalt RNS ¢s DNS mintakat RT-qPCR-ral és ChIP-qPCR-ral vizsgaltuk.

A liofilezett sejtekbdl kicsapott totadl RNS pelletek barnas-sziirke szinezetiiek voltak,
amely EGCG kontaminaciora utalt. Ennek megfelelden a total RNS mintak OD2eor230 értéke
alacsonyabb volt a kezeletlen kontroll sejtekhez viszonyitva (P = 0,03, paros t-proba). A RIN
értékek bar magasak voltak a liofilezett mintak esetén, azonban alacsonyabbak, mint a
parositott kontrollokban (P = 0,03, paros t-proba). Emellett a liofilezett mintakban egy
magasan expresszalddo haztartasi gén, a GAPDH RT-qPCR mérésekor azt tapasztaltuk, hogy
a liofilezett mintdkhoz tartoz6 Cp értékek jelentdsen magasabbak voltak a kontrollokéhoz
viszonyitva, amely kiilonbség mar nem jelent meg a totdl RNS mintak RT reakci6 el6tti 100-
szoros higitasakor. EGCG spike kisérlettel igazoltuk az EGCG koncentraciofiiggd gatld
hatasat az RT-qPCR reakciora.

IMT-2-ben liofilezett sejtek H3K27ac ChIP-qPCR Kkisérlete soran kizardlag a
liofilezés el6tt fixalt (1% FA) sejtek kromatinjai mutattak megfeleld IP hatékonysagot, a nem
elofixalt sejtekbdl szarmazo kromatin IP hatékonysdga a fragmentacio tipusatol, a fixalas
erdsségétol €s a trehaldzzal torténd eldzdleges sejtfeltoltéstdl fiiggetleniil alacsony maradt. Az
MNaz-profilozas normal, un. beads-on-a-string profilt tart fel liofilezett sejtek esetén. Az
eldfixalas nélkiil liofilezett sejtekbdl szarma ChIP DNS a totdl RNS mintakhoz hasonldéan
enyhe barnds elszinezddést mutatott. Az input mintak hasonlé Cp értékeket mutattak, amely
arra utal, hogy a gPCR-gatlas kis valoszinliséggel felelés a fenti jelenségért. Annak
igazolasara, hogy az alacsony IP hatékonysagért az EGCG jelenléte dnmagaban felelGsség
tehetd, LCL sejteket ChIP kisérlet eldtt egy oran at 2 mM EGCG-vel kezeltiink, majd egy
pozitiv kontroll régié qPCR mérésével az IP hatékonysag jelentds csokkenését tapasztaltuk. A
fenticket figyelembe véve arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az EGCG nem alkalmas

lioprotektansként amennyiben RNS- vagy kromatin-alapu vizsgalatokat terveziink.
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Az izolalt RNS mindségének ¢és mennyiségének meghatarozasa trehalozban torténo
sejtliofilezést kovetden, illetve tobb hét szobahémérsékleten torténé tarolas utan

sztenderd modszerekkel

A trehal6z/PBS oldatban liofilezett LCL sejtekbdl izolalt totdl RNS mintdk magas
RIN értékkel rendelkeztek (atlag = 9,8), valamint a kitermelés nem kiilonbozott
szignifikdnsan a kezeletlen sejtekhez viszonyitva. Eltéré mértékben expresszalodd6 mRNS-ek
(extrém alacsony, RPKM < 1; alacsony, RPKM = 1-10; mérsékelt, RPKM = 10-100; magas,
RPKM > 100), hosszii nemkodolé RNS-ek és enhanszer-asszocialt RNS-ek RT-qPCR-alapu
mennyiségi meghatarozdsa szignifikdnsan nem eltér6 RNS-szinteket mutatott kontroll és
liofilezett mintdk Osszehasonlitdsakor. Ezen eredmények arra utalnak, hogy a liofilezett

sejtekbdl nyert RN'S mintak alkalmasak a génexpresszié RT-qPCR-alapu mérésére.

Trehalozban torténd LCL sejt liofilezés hatasa a transzkriptomra

Héarom kontroll és harom, liofilezést kdvetden két hétig szobahdmérsékleten tarolt
sejtbdl izolalt total RNS mintat jeloltiink ki mRNS-szekvendlas alapu transzkriptom-
analizisre. A szekvenalasi konyvtarak mindségét sztenderd mindségi mutatokkal jellemeztiik:
az egyedileg térképez0dd readek aranya minden mintaban 90% folotti volt, és a duplikalt
readek aranya nem volt jelentésen eltérd a mintak kozott. Ezt kovetden a readek GC-tartalmat,
kromoszomalis eloszlasat, biotipus-eloszlasat, géntest-lefedettségét és a bazisszintii mismatch
ratat vizsgalva szintén arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kontroll és liofilezett
mintakbol késziilt konyvtarak nem mutatnak eltérést. Az eltérd génexpresszid vizsgalatakor
magas korrelaciot talaltunk a két adatszett kozott (r? = 0.99), és 28 gén expresszidja mutatott
csOkkenést a liofilezett mintakban (FDR = 0,05; amelyek koziil 21 fehérjekddolo gén (FKG),
6 hosszi nemkodold RNS és 1 pszeudogén). Az alacsonyabb expresszidju gének esetén az
eltérés magasabb volt. Génontoldgiai analizissel a DNS templata transzkripcié (P = 2,0%10°)
mutatta a legnagyobb feldusulast, ebbe a csoportba tartozott a POLR2A, az INTSI1 ¢és a
KMT?2D transzkripcids regulator gének.

A liofilezett mintakban alacsonyabb szinten expresszalodo transzkriptek jellemzoi

A kovetkezd 1épésben célunk az eltéréen expresszalodo transzkriptek sajatsagainak
felfedése. A géntestek read-lefedettségét vizsgalva kimutattuk, hogy az eltéréen
expresszalodo gének tobbsége nem mutat 3’ eltolodast (P > 0,01; N = 16), azonban 8

transzkript esetén szignifikans pozitiv, mig egy esetén szignifikdns negativ (az alacsonyan
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expresszalodo LINC01374) korrelacié mutatkozott a 3’ végtél mért tavolsag és a read-
lefedettség kozott (P < 0,01). Az alacsonyabban expresszalddo hosszii nemkodoldo RNS-ek és
fehérjekddoldo RNS-ek (5’UTR+CDS+3’UTR) szignifikansan hosszabbak voltak és magasabb
GC-arannyal rendelkeztek, mint a megfeleltetett human transzkriptek (P < 0,0001, Mann-
Whitney teszt). Emellett a CDS hossz, valamint a CDS és az UTR régiok GC-aranya
szignifikansan magasabb volt eltéréen expresszalodo gének esetén (P < 0,001; Mann-Whitney
teszt). Tovabba 12 fehérjekodold gén (57%) tartalmazott legalabb egy 3’UTR vagy intronikus
AU-gazdag régiot (ARE) az ARED-Plus adatbazis alapjan.

I1zogenikus LCL-ek mikroszatellita-profilja, ploiditasa és sejtciklus-progresszioja

Elemzéseink eredményeként arra a megallapitdsra jutottunk, hogy a 26 éves
egészséges férfi donorbdl szarmazé 6t izogenikus LCL diploid genotipussal rendelkezik (nem
tortént genom-multiplikacio), sejtciklus-eloszlasa hasonld, valamint mikroszatellita-profiljuk

alapjan valoban egyetlen férfi donorbdl szarmaznak kontaminaciora utal6 jel nélkiil.

Az izogenikus sejtvonalak immunfenotipizalasa

Aramlési citometrias immunfenotipizalassal lehetdségiink nyilt az izogenikus LCL
sejtvonalak forras-sejttipusanak azonositasara, a klonalitds meghatarozasara és a sejtfelszini
marker-szintli heterogenitas vizsgalatara. Kappa-lambda kizarason alapuld vizsgalatunkban
megallapitottuk, hogy egyetlen sejtvonal (SGT_4 sejtvonal; sGT = ,,azonos genotipus”)
lambda+ monoklonalis vagy pauciklonalis vonal, mig a tovabbi sejtvonalak valtozo aranyban
mindkét konnytilancot expresszaltak: az sGT 2 és SGT_3 valosziniileg poliklonalisak, mig az
sGT 1 és az SGT_5 szintén tobb klonbol szarmazott. A sejtvonalak érett B-sejtekre jellemz6
sejtfelszini marker-mintazatot mutattak (CD19+ alacsony oldalszérassal, CD20+, CD22+,
CD23+, CD45+, HLADR+, dim FMC7+, dim CD21+, dim CD43+, CD5-, CD10-, CD34- ¢s
NTdT-). Meglep6 modon a CD24 pan-B-sejt marker csupan 0,6-1,9%-ban volt jelen, amely
valoszinlsithetden az EBV-fertdzés kovetkezménye. Bizonyos markerek nagy variabilitast
mutattak az egyes sejtvonalak kozott — pl. a CD81 54-76%-ban, a CD38 20-87%-ban, mig a
clgM 1-84%-ban volt jelen egy-egy sejtvonalban.

Az izogenikus sejtvonalal genomi szabalyozo elem-szinti variabilitasa

Annak érdekében, hogy betekintést kapjunk a szabalyozdelem aktivitas-szintli LCL
variabilitisra azonos  genotipus kontextusdban, Osszehasonlitottuk a  H3K27ac-
jelintenzitasokat (aktiv génszabalyozé elemek) az izogenikus sejtvonalak kozott. Arra a

megallapitasra jutottunk, hogy bar a korrelacios koefficiensek kiemelkedden magasak voltak
19



Funkcionalis genomikai vizsgalatok soran alkalmazhat6 kisérletes eszkozok fejlesztése és jellemzése

(r? = 0,9-0,97), a biologiai replikdk klaszterekbe rendezédtek, egyedi epigenetikai profilra
utalva. A 42.923 konszenzus régio kozel negyede (9.685 hely) variabilis H3K27ac jelet
mutatott az izogenikus LCL-ek kozott (RPKM FC > 2, P < 0,05 legalabb két sejtvonal
kozott).  Sejtvonal-paronként 1.056-4.174 wvaridbilis szabalyozo elemet taldltunk. Az
intergenikus enhanszerek jelentds érintettségét figyeltilk meg, mig az acetilacios szintek

relative stabilak voltak a promoter elemeken.
Nagy kiterjedésii, koordinalt szabalyozo elem aktivitas-valtozas izogenikus LCL-ekben

A szuper-enhanszerek (SE-k) egymastol maximum 12.5 Kb-ra elhelyezkedd, akar tobb
kilobazisnyi genomi szakaszon linearisan csoportosuld szabalyozo elemekbdl allnak. Az
izogenikus LCL-ekb6l szarmazo H3K27ac ChIP-Seq tagek poolozasaval —szuper-
enhanszereket (SE) prediktaltunk. A vartnak megfeleléen a prediktalt SE-k koziil tobb B-sejt-
¢s immunfunkciokban szerepet jatszo gének (pl. PAXS és IRF2), illetve EBV infekcidhoz
kothetd gének (,,EBV szuper-enhanszerek”, pl. BCL2, MIR155 és MYC) kozelében
helyezkedett el. Az 1.058 putativ SE 49%-a tartalmazott legalabb egy variabilis enhanszert,
azonban a szuper-enhanszer, mint egység csak 31 (2.9%) esetben volt variabilis (FC > 2, P <
0,05). A legkdzelebbi gének foként immunfunciokhoz, példaul leukocita aktivaciohoz (P =
5.5*10%) és leukocita sejt-sejt adhéziohoz (P = 5.6*10%) voltak kothetéek. A legnagyobb
feldtisulast mutatd molekularis funkciok kozott talaltuk a transzkripeios faktor aktivitast (P =
1.2*107?) és az LPS-kotést (P = 3.2%1072).

Annak vizsgalatara, hogy a koordinalt enhanszer-aktivitas-valtozas jelensége a SE-k
keretein kiviil is megvalosul, két mddszert alkalmaztunk. Egyrészt a variabilis szabalyozo
elemeket topoldgiailag asszocialt doménekkel (TAD, LCL HiC adat) vetettiik 0ssze, és arra az
eredményre jutottunk, hogy nem SE-ként klasszifikalt, hosszu genomi régiok mutatnak
koordinalt H3K27ac szignal-véltozast. A koordinacié tobb TAD-on keresztil is
megvalosulhat, illetve a jel irdnyultsaga valtozhat egyik TAD-r6l a mésikra. Masrészt a P3H2
gén egy intragenikus szakaszat csaliként hasznalva multiplex 3C-Seq kisérlettel igazoltuk,
hogy a kromatin kontakt frekvencia csokkenése koordinalt H3K27ac szignalcsokkenéssel jar

megabdazis hossziisagu genomi région.

A H3K27ac-variabilitas klinikailag relevans utvonalakat érinté transzkriptom-

variabilitast eredményez izogenikus LCL-ekben

A szabalyoz6 elem aktivitas variabilitdsanak transzkriptomra gyakorolt hatasat

vizsgéalva arra a megallapitasra jutottunk, hogy a kozeli gének expresszids mintazata bar
20



Doktori (PhD) értekezés tézisei — Ozgyin Lilla

koveti a H3K27ac aktivitasi mintdzatot, a gének csupan 4,6%-a (525) mutatott variabilis
expressziot (FDR = 0,05, FC > 2). Paronként 25-229 variabilis gént detektaltunk (atlag =
119,8; median = 107,5). A korabban EBV kopiaszammal Osszefiiggésbe hozott gének (pl.
CXCL16, AGL ¢és ADARB?2) egyike sem mutatott variabilis expressziot, arra utalva, hogy a
megfigyelt génexpresszids variabilitast nem a variabilis EBV kopiaszam okozza.

A valtozd gének esetén a biologiai folyamatokhoz tartozé gén ontoldgiai kifejezések
koziil a sejtmigracié (P = 2.8%102), az intracelluldris jelatvitel (P = 9.8*107°) és az apoptdzis-
szabalyozas (P = 3.4*10%) mig a molekuldris funkciok koziil az immun receptor és
transzkripcids faktor aktivitds mutatta a legerdsebb feldusulast. Meglepd moédon 121
variabilis gén tartozott a farmakogének csoportjaba (gyogyszervalasszal dsszefiiggésben 1évo
gének) a Genetic Association Database alapjan. Alacsonyabb atlagos génexpresszios
szintekhez magasabb CV érték tartozott, az ide tartoz6 gének jelentés hanyada receptor

funkcioval bir, sejtfelszinen lokalizalodik €s jelatvitelben vagy sejmotilitasban van szerepe.

A nem genetikai eredetii variabilitas eltéré gyogyszervalaszhoz vezethet izogenikus

LCL-ekben

Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy gyodgyszervalaszban jelentkezik-e kiilonbség
izogenikus LCL-ek kozott, amely nagy jelent6séggel birhat LCL-alapti farmakogenomikai
kutatas esetén. A DPYD gént valasztottuk mint modell gént, mivel SGT_1 és sGT_2 kozott
szignifikans expresszios eltérés mutatkozott, illetve a kapcsolt 5-fluorouracil (5-FU) toxicitas
MTT-alapu viabilitasi esszével mérhetd. A génexpresszidos kiillonbséget RT-gPCR-ral
validaltuk két, RNA-Seg-tdl fiiggetlen RNS mintan. A sejteket kiilonb6z6é koncentracidoban
kezeltiik 5-FU-val, majd 72 érat kovetden viabilitast mértiink. A magasabb DPYD expressziot
mutatd sejtvonal kevésbé mutatkozott érzékenynek az 5-FU kezelésre (IC50 sGT_1 = 0,63
pM, 1C50 sGT 2 = 1,21 uM). Eredményeink alapjdn elmondhatjuk, hogy nem genetikai
faktorok szerepet jatszhatnak az LCL sejtek gyogyszervalaszara farmakogenomikai

tanulméanyokban.
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DISZKUSSZIO

Fag-alapu kromatin immunprecipitacios spike-in kontrollok

A ChIP-gPCR és ChlIP-Seq modszerek klinikai alkalmazasanak gatat szabnak olyan
technikai tényezok, mint az iddigényes protokoll, a megvasarolhato ChIP Kitek szilk
valasztéka, a jelentds valtozatossagot mutatd protokollok és a ,,j6 gyakorlatok™ definidlasanak
hianya, amely befolydssal van a kisérletek reprodukalhatosagara. Mig a kiindulési
sejtszamban jelentkezd eltérések normalizalhatoak az input % moddszerrel, a példaul
pipettazasi hibakbol szarmazé egyenl6tlen mintaveszteség detektalatlan marad. Mivel a
mintafeldolgozas jelentds része az input minta kivételét kovetden torténik, az utdobbi komoly
megoldatlan problémaként jelentkezik. Replikdk hasznalataval valamelyest csokkenthetd a
fentiek miatti torzitd hatas, azonban a limitalt mintaszadm és magas kiindulasi sejtszam-igény
miatt nagyszdmu replika haszndlata nem minden esetben megoldhato. Az RT-qPCR esetén
hasznalt haztartasi génekhez hasonld bels6 kontrollok nem alkalmazhatoak, mivel a ChiIP jel
stabilitasa kiilonbozd sejttipusok, kezelések és ChIP targetek kontextusdban nem ismert. A
hianyz6 bels6 kontrollok alternativajaként un. spike-in kontrollok alkalmazhatdak.

Egy alkalmas spike-in folyamatkontroll olyan protein-DNS komplex(ek)et tartalmazé
reagens, amely az immunprecipitacios 1épéstél a ChIP fragmensek izolalasaig a minta része
marad, illetve mennyisége a végsé mintdban egyszerlien meghatarozhatd. Természetesen a
spike-in kontroll nem versenghet a kromatin epitopokkal, amely példaul antitesttel fedett
gyongyok ¢és fag kiilon reakcidoban torténd Osszekapcsolasaval és spike-olasaval, vagy
indifferens epitop-antitest parral térténhet. Ennek segitségével a kisérleten beliili és kisérletek
kozotti torzitasok is kikiiszobolhetdek. Fagbemutatas segitségével mind in vitro evolacio,
mint célzott klonozas segitségével kifejleszthetiink ChlP-grade antitestekhez erdsen kotédo
fagokat. A fag-alapu spike-in kontrollok legfébb elonye a korabban leirt modszerekkel
szemben az egyszerli sokszorosithatosag egy baktériumtorzs fertézését kovetd egyszeri
tisztitadsi protokollal. Emellett monoklondlis fidg reagensek is létrehozhatoak, amelyek
konzisztens mindségben vald eldallitast tesznek lehetdvé.

Az MI13KE cirkularis sSSDNS genomja duplaszalu szabad végek hidnyadban ChIP-
szekvenalasi konyvtar készitésekor elvész, amely nem jelenthet problémat abban az esetben,
ha a valasztott kvantitalasi modszer ChIP-gPCR. Amennyiben a mintat elsGsorban
szekvenalasra szanjuk, a linearis dsDNS genommal rendelkezé T7 fag megfelel6 alternativa

lehet, mint mimotop-hordozo.
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A disszertacio keretein beliill bemutattuk egy fagbemutatason alapuld spike-in
folyamatkontroll fejlesztését, amely késobb a ChIP kisérletek kiils6 kontrolljaként szolgalhat.
In vitro evolucids modszer segitségével kifejlesztettiink tobbféle fag reagenst human eredetii
kromatin-epitopok immunprecipitaciojara alkalmas ChIP-grade antitestekkel (AR-ellenes,
ER-ellenes (6sztrogén receptor), RXRa-ellenes (retinoid X receptor alfa) és CTCF-ellenes
(CCCTC-binding factor) antitestek). Tovabba létrehoztunk monoklonalis reagenseket az in
vitro evolucioval eldallitott, kevert fag konyvtarakbol annak érdekében, hogy
megakadalyozzuk a poliklonalis reagensek propagalasakor jelentkezd, a reprodukalhatosagot
befolydsold fag-arany-valtozast. Megjegyzendd, hogy idealis esetben az immunizaciéra
hasznalt teljes hosszusagu peptid kodold szekvencidjanak fag genomba torténd kloénozasa is
megoldhatd, am az immunizald peptidek szekvenciaja kereskedelmi forgalomban 1évé ChlP-
grade antitestek esetén gyakran nem elérhetd. Ebben az esetben kizardlag az in vitro evolucios
modszerre szoritkozhatunk. Jelen dolgozat szerzéje az AR-faggal kapcsolatos kisérletek
tervezéséért, végrehajtasaért és feliigyeletéért felelt, igy eredményeink az AR-fag példajan
keriilnek ismertetésre. Random heptapeptid konyvtar AR-ellenes antitesttel torténd tobbkords
szelekcidjaval olyan poliklonalis stockokat hoztunk létre, amelyek visszanyerése szimulalt
ChIP kisérletekben a szelekcios korok szamaval novekedett. Tovabba a legnagyobb affinitéast
mutatd poliklondlis stockbol generdlt monoklonalis reagensek mindegyike szintén magas
affinitast mutatott az AR-ellenes antitesttel ChIP kisérletekben. A mddszer fontos limitacioja,
hogy nem tudtunk eldallitani magas affinitasu fag stockokat a gyakori ChIP target poszt-
transzlaciésan modositott hisztonokra. A targyalt ChIP kontrollok klinikai kutatdsokban, és
késObb diagnosztikai vizsgalatokban torténd hasznalatdhoz tovabbi kisérletek, példaul

reprodukalhatosagi mérések sziikségesek.

Human sejtek liofilezése és szobahomérsékleten torténé tarolasa RNS-vizsgalatokhoz

A hagyomanyos biobankok, kiilondsen az ultra-alacsony hémérsékletii fagyasztokkal
felszerelt facilitdsok miikodtetése jelentds és folyamatos anyagi raforditassal jar, illetve nem
elhanyagolhatd kornyezeti terhelést von maga utan. A nemzetkdzi kollaboraciok szaméanak
novekedése és a hatdrokon ativeld mintaszallitds olyan szallitdsi modszert igényel, amely
lehetdvé teszi a biologiai mintdk integritdsdnak megdrzését hdmérsékleti fluktuacid illetve
hosszabb, példaul biztonsagi vizsgalatok céljabol torténd csomagvisszatartds esetén. A
liofilezés bioldgiai mintdk biztonsdgos szaritasara és a szavatossagi idd novelésére javasolt
modszer egyes bioldgiai eredetli gyogyszerek esetén, de folyamatos vizsgdlatok targya a

liofilezés kiterjesztése emlds sejtek és szovetek stabilizalasara is. Annak ellenére, hogy
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néhany tanulmény RT-QPCR- ¢és gélelektroforézis-alapt vizsgélatokkal kedvezdé RNS-
stabilitasrol szamolt be liofilezett emlds sejtekben, a sejten beliili RNS stabilizalasa céljabol
végzett liofilezés nem valt altalanosan elterjedtté. Vizsgéalatunk célja az emlds sejtek
liofilezésével kapcsolatos ismereteink bdvitése elsésorban RNS-alapu vizsgélatok
kontextusaban, példaul alacsony expresszioji gének, enhanszer-RNS-ek és a teljes

transzkriptom vizsgélataval.

El6zetes kisérleteink soran trehalozt és EGCG-t tartalmazo IMT-2 oldatot alkalmaztunk
lioprotektansként, amelyet kordbban hatékony sejtmembran-stabilizatorként irtak le, lehetdvé
téve teljes sejteket igényld laboratoriumi alkalmazasokat (pl. ChlIP). A liofilezést kovetd
rehidralast kovetéen mikroszkdpikusan intakt, am tripankékkkel festodd €s sejtkulturaban
proliferaciéra nem képes LCL sejteket kaptunk. Az izolalt RNS-ek a nem liofilezett
kontrollokhoz képest alacsonyabb RIN értékekkel voltak jellemezhetéek, amelynek
hatterében a sejtmosasok soran fellépé RNaz-medialt degradacio vagy a korabban LCL-ekben
leirt EGCG-medialt apoptozis-indukcio allhatott. Tovabba a totdl RNS-sel koprecipital6do
EGCG gatolta a reverz transzkripciot, valamint gatolta egy steady-state allapotban nagy
feldisulast mutatod pozitiv kontroll régié kimutatasat H3K27ac ChlIP kisérletekben. Ennek oka
lehet valamely kisérleti 1épéssel vald interferencia, esetleg az EGCG-re adott biologiai valasz.
Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a gyors membran penetraciot
mutatd, potens génexpresszios moduldtor és RT inhibitor EGCG hasznalatat késobbi
kisérletekben mell6zziik a kisérletek 6sszehasonlithatosdga érdekében.

A késoébbi kisérletekben lioprotektansként a viszonylag alacsony koltségli trehaldzt
hasznaltunk, amelyr6l kordbban megallapitottdk, hogy képes reaktiv oxigéngyokok
megkotésére és a sejtek védelmére dehidracio alatt. A koltséghatékonysag szem elott
tartasaval  torekedtiink rovid  liofilezési  ciklus  kialakitasara  (alacsony  miiszer
energiafogyasztas). A sejtek beszaritasa Osszesen hat orat vett igénybe, amely jelentGsen
rovidebb a gydgyszeriparban hasznalt ciklushosszakhoz képest. Bar a trehaloz 6nmagaban
nem teszi lehetévé mikroszkopikusan intakt sejtek visszanyerését, a liofilezett termék
konnyen beoldodott TRIzol reagensben, és izolalast kdvetden magas mindségli (RIN) és
mennyiségii RNS izolatumokat kaptunk akar két, vagy nyolc hét szobahémérsékleten torténd
tarolast kovetden is. Kiilonb6z6 expresszids szintii mRNS-ek, illetve INCRNS-ek és eRNS-ek
RT-qPCR alapu vizsgalataval megéllapitottuk, hogy az expresszios szintek nem térnek el

szignifikansan a parositott kontrollokétol.
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Szamos tanulmany jutott arra a kovetkeztetésre, hogy a PCR-alapti modszerek kevéssé
érzékenyek az RNS minta mindségére, igy valogatott gének RT-qPCR-alapi modszerrel
torténd mennyiségi meghatdrozdsa nem feltétlentl tikrozi a transzkriptom-szintli
valtozasokat. Ezt figyelembe véve 1ugy dontottiink, hogy RNS-szekvendlassal is
megvizsgalunk harom, a liofilezést kovetden két hétig szobahdmérsékleten tarolt mintabol
izolalt RN'S-mintét parositott kontrolljaik mellett. Szdmos mindségi mutato, példaul az egyedi
leolvasasok ardnya, a leolvasasok duplikacids ratdja, GC-aranya, gén-, RNS-biotipus- és
kromoszoma-lefedettsége, illetve a konyvtarkomplexitas igazolta a készitett szekvenalod
konyvtarak magas mindségét. Nem taldltunk bazismodifikdciora utalo jelet sem, amely a
leolvasasok illesztését negativan befolyasolta volna. A 28 alulexpresszalodd gén az Osszes
expresszalodo gén csupan 0,4%-a, alacsony median fold-change értékkel (kontroll/lio). A
génszettben az alacsony expresszioji gének altalanosan nagyobb fold-change értékkel voltak
jellemezhetéek, amit magasabb degradacios rata, illetve az alacsony expresszioju gének
magasabb expresszios sztohaszticitasa és mérési hibaja okozhatott. Az eltéréen expresszalddod
gének altalaban hosszabbak és magasabb G illetve C arannyal rendelkeztek, valamint gyakran
transzkripcids faktorokat kodoltak. Korabban kimutattak, hogy a hosszabb illetve TF-kddolo
transzkriptek kevésbé stabilak mind in vivo, mind in vitro; azonban a harmadik kodon GC
tartalma negativ korrelaciot mutatott a degradacids rataval. A fent tapasztaltak és az ARE
szekvencidk jelenléte egyes eltérden expresszalddod transzkriptekben arra utalhat, hogy

Az egy mintara vonatkoztatott éves koltség egy korabbi jelentés szerint liofilezés esetén
3 EUR, -80°C-on torténd téarolas esetén 24 EUR, mig folyékony nitrogénben torténd
tarolaskor 31 EUR. A CoolSafe fagyasztva szaritd késziilék energiafogyasztasat, illetve a
trehaldz és a folyékony nitrogén arat figyelembe véve sajat koltségbecslésiink szerint 0,87
USD mintanként, amennyiben csupan egy mintat liofileziink ciklusonként. Koltségesokkentés
céljabol célszerli lehet a mintdk ideiglenes gytijtése liofilezd oldatban -80°C-on, az egy

liofilezési ciklusban maximalisan kezelhetd mintaszdm eléréséig.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a trehaldz oldatban torténd liofilezés és
szobahOmérsékleten torténd tarolas alkalmas moddszer lehet RNS-alapu vizsgalatokra szant

human sejtes mintak archivalasara.
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Az LCL modell genotipus-fiiggetlen sejtfenotipus-variabilitasa

A klasszikus ¢és nagy ateresztOképességli molekularis  biologiai  technikak
kombinalasaval lehetdség nyilik a népszerti sejtvonalakkal kapcsolatos altalanosan elterjedt
nézetek revizitaldsara. Az LCL sejteket haszndldo vizsgalatokban a sejtvonalak kozotti
kiilonbségekre gyakran — kelléen megalapozatlanul — személyek kozotti kiillonbségekként
hivatkoznak. Néhany tanulmany foglalkozott genotipusfiiggé kvantitativ kromatin
jellegekkel, példaul kromatin-hurkoldédassal Osszefiiggd koordinalt kromatin-valtozasokkal.
Azonban a genetikailag eltérd LCL sejtekbdl all6 modelljeik nem voltak alkalmasak a
genotipustol fliggetlen illetve a QTL szignifikancia-hatarértéket meg nem halado
genotipusfliggd valtozasok kozotti kiilonbségtételre.

Vizsgalatunkban azt a célt tliztiik ki, hogy megvizsgaljuk az LCL-ek cisz szabalyozo
elem- és transzkriptom-szintii variabilitasat 6t genetikailag azonos LCL sejt felhasznalasaval.
Az izogenikus sejtvonalak elballitasa szimulalta a kereskedelmi forgalomban elérhetd
genetikailag eltéroekét. A vizsgalataink kdvetkeztében jelentkezd variabilitds minimalizalasa
érdekében minden LCL-t azonos passzazs- és fagyasztas-olvasztasi ciklusszamnal vizsgaltunk
(haromszintli biobank). A sejtvonalakat parhuzamosan kezeltiik, a sejtbegytijtést a nap azonos
szakaban végeztiik, illetve a random fluktudciok zavard hatdsanak megeldzésére biologiai
replikakat alkalmaztunk. A modell igy az LCL sejtvonalak létrehozédsa és rovidtavu
tenyészése soran kialakul6 variabilitast tlikrozi.

A sejtvonalak mindegyike euploid és X/Y nemi kromoszomadkat tartalmaz, azonos
mikroszatellita-profillal és hasonld sejtciklusbeli eloszlassal. A sejtvonalak érett B-sejt
fenotipussal rendelkeztek és egyetlen sejtvonal kivételével nem mutattak monoklonalitast.
Korabbi vizsgalatok szerint a diverzitas szlikiilése foként a sejtvonal létrehozdsanak korai
szakaszaban jellemzd, és kevésbé van ra hatassal a késobbi tenyésztés. Feltételezésiink szerint
az eredeti B-sejt populacié heterogenitasat a nem monoklonalis sejtvonalak jobban tiikrozik,
az egy anyasejtbdl szarmaz6 sejtvonal divergencidja mellett. Ezzel szemben a monoklonalis
sejtvonal vizsgalatunkban nem mutatott kiugro6 tulajdonsagokat.

Reprodukalhaté H3K27ac mintdzatuk alapjan egyértelmiien -elkiilonithetd az 6t
izogenikus sejtvonal. Meglep6 moédon a vizsgalt régiok (9.685 szabalyozo elem) kozel
negyede mutatott variabilis H3K27ac szignalt legalabb két sejtvonal kozott. Az intergenikus
enhanszerek érintettsége volt a legnagyobb aranyd, mig a promoterek aktivitasa viszonylag
stabilnak mutatkozott. Ez az eredmény parhuzamba allithatdé korabbi vizsgalatok

eredményeivel, amelyek megallapitottdk, hogy a promoterek rezisztensebbek a rovidtava és
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evolucios skalaja perturbaciokkal szemben. Ez a promoter robosztussag részben
magyarazhaté az enhanszer redundancia jelenségével (“arnyék enhanszerek), azaz egy
enhanszer ,kikapcsolasa” esetén a tobbi, adott promoéterhez kotédé enhanszer tovabbra is
stabilan tartja a promoter aktivitasat és a génexpressziot. Ez a jelenség magyarazhatja azt is,
hogy a szuper-enhanszerek egyes alkoté enhanszereinek variabilitasa nem okoz szignifikans
génexpresszios eltérést. A promoterek alacsony érintettsége nyoman nem meglepd modon a
poly(A)+ RNS-ek esetén alacsony variabilitast talaltunk. Ez 6sszhangban van genetikailag
eltéré LCL-ekben és élesztdben végzett korabbi tanulményok eredményeivel.

Egy szovet egyedi sejtjei nagyfoku funkcionalis genomikai heterogenitast mutathatnak.
A heterogenitas altal lehetévé valo fenotipusos plaszticitas hatékonyabb valaszt tesz lehetové
kiszamithatatlan kiilsd hatasok jelentkezésekor, tamogatva a tulélést. Az LCL-ekben
megfigyelt variabilitas a klonok egy alcsoportjanak szelektiv EBV-fert6z6désébdl, illetve a
leszarmazott vonalak novekedési kiilonbségébdl fakadhat. A magas vagy alacsony citokin-
szekréciot mutatd klonok dominanciaja tovabbi eltolodast okozhat a populéacid fenotipusaban.
Génontoldgiai elemzéssel feltartuk, hogy a valtoz6 gének kozott immunfunkciokban szerepet
jatszd gének és sejtfelszini receptorok dusultak fel, amely Osszhangban van kordbbi
tanulmanyok eredményeivel, amelyek a B-sejt-specifikus sejtfelszini receptorok kiemelten
magas splicing variabilitdsara mutattak ra.

A farmakogének jelentds érintettsége arra enged kovetkeztetni, hogy vizsgalatainknak
nem csupan molekularis QTL-ek, de farmakogenomikai QTL-ek térképezésében is
jelentdsége lehet. Kisérleteinkben az 5-FU kemoterapids szerrel szembeni érzékenység
korrelaciot mutatott a DPYD gén expresszidjaval. Megjegyzendd, hogy korabbi tanulmanyok
ramutattak tobb olyan faktorra, példaul a névekedési ratara, illetve a feltételezhetéen 6rokletes
EBV koépiaszamra és ATP szintekre, amelyek befolyasolhatjak az LCL-ek gydgyszerre adott
valaszat. Tanulményunk sordn ezen faktorokat nem vizsgaltuk, igy nem zéarhaté ki ezek
torzitd hatasa. Vizsgalataink megerdsitették az RNS-expressziot is figyelembe vevd
farmakogenomikai ,,hdromszdg modell” 1étjogosultsagat. Az elérhetd izogenikus sejtvonalak
alacsony szama limitalja eredményeink extrapolalhatosagat kiterjedt LCL panelekre.

Vizsgéalatunk ravilagit az LCL-ek génszabalyozd elem- és génexpresszidos szintil
variabilitasanak jellegére és mértékére, illetve ezek farmakogenomikai vizsgalatokra
vonatkoz6 jelentoségére. A fenti eredmények ellenére véleményiink szerint az LCL
sejtvonalak tovabbra is a QTL vizsgalatok jelentés modelljei, és a felfedett limitacidok

racionalisabb kisérlettervezésre adnak lehetdséget.

27



Funkcionalis genomikai vizsgalatok soran alkalmazhat6 kisérletes eszkozok fejlesztése és jellemzése

OSSZEFOGLALAS

A funkciondlis genomikai moddszerek, példdul a ChIP-Seq ¢és az RNA-Seq
forradalmasitottdk a génszabalyozassal kapcsolatos vizsgalatokat. Kutatasaink soran a
funkcionalis genomika eszkoztarahoz kapcsolodd vizsgalatokat végeztiink a kovetkezo
szempontokat szem el6tt tartva: kulcsmodszerek fejlesztése, modellrendszerek jellemzése és

koltségracionalizalas.

A ChIP modszer nem rendelkezik altalanosan elfogadott, a kisérletes mintaveszteség
normalizalasara hasznalhaté kontrollokkal. Kisérleteink sordn M13 bakteriofag-alapu
peptidkonyvtarbol  kiindulva sikeresen feldusitottunk kromatin epitdpokat utdnzéd
bakteriofagokat in vitro evolucié segitségével. A kromatin mintakhoz kevert fag részecskék
nagy affinitdssal kotddtek a ChIP-mindségli antitestekhez, és kvantitalhatdéak voltak ChIP
eluatumokbodl qPCR segitségével. Mindezek alapjan a bemutatott modszer kiindulopontként

szolgalhat spike-in kontrollok eléallitdsdhoz kiilonb6z6 ChIP-mindségili antitestekhez.

Az RNS-szekvenalas egyre jelentdsebb szerepet jatszik az orvosbiologiai kutatasokban,
am a fagyasztott szOvetek tarolasbol eredd magas mikodtetési koltségek miatt a
szobahOmérsékleten torténd mintataroldsra alkalmas modszerek fejlesztése nagy jelentdséggel
birhat. Kisérleteink soran sejtek liofilezéssel torténd stabilizalasdnak hatasat vizsgaltuk RNS-
alapt mérésekre, mint potencidlisan koltségcsokkentd alternativa. Mig az epigallokatekin-
gallat nem bizonyult alkalmas lioprotektdnsnak RNS-alapu vizsgalatokhoz, a trehaloz
megfeleld védelmet nytjtott liofilezés €s tobbhetes szobahdmérsékleten torténd tarolas soran,
magas kitermelést és kivaldé RNS-mindséget eredményezve mind alacsony-, mind magas

ateresztOképességli vizsgalatokhoz.

A molekularis- és gyogyszer-QTL-ek térképezésére gyakran hasznalt human LCL
sejtvonalak intrinzik epigenomi és transzkriptom-szintli variabilitdsa kordbban ismeretlen
volt. Ot, azonos személybdl szarmazé LCL sejtvonal vizsgalata soran kimutattuk, hogy az
aktiv (H3K27ac-jeldlt) génszabalyozo elemek kozel negyede mutat varidbilis acetildciot,
amely enyhébb transzkriptom-variabilitassal parosult. Tovabba a génexpresszios eltérések
kemoterapids szerekkel szembeni eltérd sejtvalaszt okozhatnak. Emiatt javasolt az RNS-

szintek beépitése az LCL-alapu QTL-vizsgalati tervekbe.

Osszegezve, eredményeink kiindulasi pontként szolgalhatnak koltséghatékonyabb és

raciondlisabb kisérlettervezéshez a funkcionalis genomika keretein beliil.
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Koszonetemet szeretném kifejezni témavezetémnek, Dr. Balint Balint Laszlonak
toretlen szakmai €s személyes tdmogatasaért B.Sc, M.Sc. és PhD képzésem soran. Kiilon
szeretném kifejezni halamat azért, hogy lehetdvé tette szamomra a legvaltozatosabb kisérletes
¢s bioinformatikai moddszerek elsajatitasat, Osztondijak megpalydzasaban és konferencia
részvételekben nyujtott tamogatasat, valamint azt, hogy tamogatta angol-magyar orvos- és
egészségtudomanyi szakforditoi képzésemet a PhD képzés alatt.

Szeretném megkoszonni Dr. Horvath Attilanak személyes tamogatasat és azt, hogy
aktivan kozremiikddott bioinformatikai ismereteim fejlesztésében €s elsészerzds publikacidim
1étrejottében.

Haléaval tartozom hallgatotarsaimnak, Bojcsuk Doéranak, Erdés Edindnak, Csumita
Marianak, Czipa Eriknek és Haldsz Laszlonak inspirdld és gondolatébreszté szakmai
beszélgetéseinkért €s a sok egyiitt toltott vidam pillanatért.

Koszonettel tartozom Dr. Eric Solernek, a Laboratory of Molecular Hematopoiesis
(Inserm UMR 967, Fontenay-aux-Roses, Franciaorszag) vezet6jének és Tharshana
Stephennek, hogy lehetdséget kaptam gyakorlatot szerezni a multiplexalt 3C-Seq mddszerben
Campus Hungary-6sztondijas idészakom alatt.

Tovabba koOszonettel tartozom szakmai tamogatasukért a Genomi Medicina ¢és
Bioinformatikai Szolgéltaté Laboratorium munkatarsainak: Dr. Poliska Szildrdnak, Matyas
Erzsébetnek, Pallér Addmnak, Nagy Evanak, Kerekes Tamaésnak, a Nagy Laboratérium
munkatdrsainak: Dr. Ixchelt Cuaranta-Monroy-nak ¢és Fiirtés Ibolyanak, valamint a
Proteomikai Szolgaltaté Laboratérium munkatarsainak: Dr. Csész Evanak, Soélyom
Kamillanak és Darai Zoltannénak, illetve a Laboratoriumi Medicina intézet munkatarsainak:
Dr. Hevessy Zsuzsannanak és Kdlmancheyné Gombos Evanak.

Halas vagyok Dr. Katarzyna Blaszczyk ¢és Dr. Daina Skiriuté vendégkutatoknak, hogy
egymast kiegészitd munkatarsakka és baratokka valhattunk.

Végiil végtelen halaval tartozom imdadott csalddomnak, kiilondsen édesanyamnak,
édesapamnak és ndvéremnek feltétel nélkiili tamogatasukért és azért a stabil hattérért, amely

lehetové tette a kitlizott céljaim elérését.
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