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1. Bevezetés

1.1. Bevezetés az R-hurkok biologiajaba

Az R-hurok egy haromszali nukleinsav struktura, mely egy DNS-RNS hibridbdl (egy
RNS molekula DNS-el valé komplementer bézisparosodasaval létrejott duplex) és egy
kiszoritott szimpla szala DNS-bdl all. R-hurkok viszonylag gyakran el6fordulnak a genomban
(a genom lefedettsége: élesztdben 8%, Arabidopsis thaliana-ban 10%, emberben 5%) jelentds
fiziologiai jelentdséggel birva (Wahba et al., 2016; Xu et al.,, 2017; Sanz et al., 2016).
Alapvetden pozitiv funkciokat toltenek be, fontos bioldgiai folyamatokhoz sziikségesek,
viszont a tilzott felhalmozodasuk DNS-karosodashoz és a genom instabilitdsdéhoz vezethet.
Szamos human betegséggel dsszefliggésbe hoztak mar az R-hurkok akkumulélodasat, példaul
szerepet jatszhatnak kiilonb6z6 neurodegenerativ €s daganatos betegségek kialakulasaban is (1.

Abra).

1.1.1. Az R-hurok felfedezése

Az R-hurok szerkezetet tobb mint 45 évvel ezeldtt fedezték fel egy in vitro kisérlettel
(Thomas et al., 1976). Egy éleszté DNS-bdl és bakteriofag DNS-bdl 4ll6 hibrid DNS-molekula
70%-o0s formamid jelenlétében R-hurkot alakitott ki az élesztd 26S rRNS-el, amely RNS
komplementer volt az ¢leszté DNS-el. A 70%-os formamidra azért volt sziikség, mert a DNS-
RNS hibrid szerkezet kialakulasa a dupla szald DNS olvadaspontja kdzelében nagyobb
valosziniiséggel végbemehet. Megallapitottdk, hogy az R-hurok szerkezet nagyon stabil, csak
ugy gondoltak, hogy az R-hurkok bioldgiailag nem relevansak (Hegazy et al., 2020).

In vivo 20 évvel késébb sikeriilt kimutatni az R-hurkokat (Drolet et al., 1995). Az R-
hurok in-vivo kialakulasat modositott Escherichia coli torzsekkel mutattak ki, amelyekben vagy
a topA (topoizomeraz I-et kodold gén) volt deletalva, vagy a gyrB ( DNS giraz B alegységét
kodold gén) hdmérséklet-érzékeny mutaciot szenvedett. A kutatok azt talaltdk, hogy a DNS-
giraz B alegysége eldsegiti az R-hurok kialakuldsat azaltal, hogy feloldja a pozitiv
szuperhelicitast a DNS-en beliil, mig a topoizomeraz I gatolja az R-hurok kialakulasat a negativ
szuperhelicitas feloldasdval. Az R-hurok DNS-RNS hibrid részében 1évéo RNS-t lebontod

endoribonukledz, az RNazH tulzott expresszidja feloldotta a topA mutans ndvekedési



rendellenességeit. Ezen kivil az RNazH delécidja miatt kialakult novekedési hibakat
kompenzélta a DNS-giraz B alegység aktivitdsanak csokkenése. Ezek a megfigyelések arra
utaltak, hogy az R-hurok felhalmozddasa okozta a ndvekedési hibakat. Ezt kovetden az R-hurok

nagyon sok kutaté figyelmének a kozéppontjaba kerilt, népszeri kutatasi teriilett¢ valt a

r
vizsgélata (1. Abra).
1976 1977 - 87 1980 1986 1994 2003 - today
EM detection of R-loop gene R-loops in R-loop R-loops Biology of R-loops R-loops in disease
R-loops in vitro mapping replication antibody detected

in vivo « Genome instability
« Ig class switch recombination
« Transcription
+ DNA and histone modifications

Repeat Expansion Diseases
R-loop Neurological Diseases

Aicardi-Goutieres Syndrome

RNA/DNA Angelman and Prader-Willi Syndromes

hybrid
RNA Cancer

1. Abra Az R-hurok kutatis fébb mérfoldkovei és néhany példa az R-hurkok
diszfunkcidjaval kapcsolatos betegségekre (Groh & Gromak, 2014).

1.1.2. Az R-hurok képzédése

Az R-hurkok altaldban aktiv gének kozelében képzddnek, kiilondsen hajlamosak a
promoter régiokban kialakulni. Bar DNS-RNS hibrid folyamatosan képzdédik az RNS-
polimeraz transzkripcios buborékan beliil, nem valdszinii, hogy az R-hurok egyszertien ennek
a néhany nukleotidnyi hibridnek a meghosszabbitdsa lenne, inkdbb az RNS 5'-végének
visszahibridizacidja révén johet létre. Ezt alatdmasztja az RNS polimeraz komplex szerkezete,
az RNS ¢és a DNS szal kiilonb6zé kimeneti csatornakon tavozik a komplexbdl, ami
megakadalyozza, hogy a transzkripciés buborékban 1évé R-hurok meghosszabbodjon
(Westover et al., 2004). Ezt a fajta R-hurkot cisz R-huroknak nevezik.

A masik tipus, amikor transz modon képzddik az R-hurok vagyis az RNS az atirodas
helyétdl tavoli komplementer DNS szakaszhoz hibridizal6dik. Példaul nem kodold RNS-ek és
a CRISPR/Cas9 proteinhez kapcsolodé guide RNS-ek képezhetnek ilyen R-hurkokat (2. Abra).
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2. Abra R-hurok kialakulasanak cisz és transz médja (Hegazy et al., 2020).

1.1.2.1. Az R-hurok keletkezését elosegito tényezok

Szamos faktor ismert, melyek novelik az R-hurkok eléfordulasanak a valdszinliségét.
Ilyen példaul a guanin gazdag transzkript képzddése a citozin gazdag templat DNS-rél, a
képz6dd DNS-RNS hibrid fokozott stabilitdsa miatt. A DNS masodlagos szerkezete a
kiszoritott szimpla szalon, mint példaul a guanin kvadruplex vagy DNS-t k6t6 fehérjék szintén
stabilizalhatjak az R-hurok szerkezetet. A negativ szuperhelicitds szintén eldsegitheti az R-
hurok kialakuldsat. Az éppen atir6dd géneknél a nem templat DNS szélban, ha az RNS
polimeraz tovabb haladasat kovetden egyszal torés (nick) alakul ki, szintén nagyobb eséllyel
képzddhet R-hurok. Az egyszal torés jelenléte kevésbé teszi lehetové a DNS két szalanak az
ujboli hibridizacigjat, igy megnd annak a valoszinilisége, hogy a templatszal az ujonnan sziiletett
RNS-hez fog hibridizalodni. Az R-hurok gatlo fehérjék (pl. Ribonukledz H és RNS-DNS
helikazok) karosodasa az R-hurkok felhalmozodésahoz vezethet (Hegazy et al., 2020) (3.
Abra).
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3.Abra R-hurkok kialakulasat segité és stabilizalé faktorok (Hegazy et al., 2020).

1.1.2.2. Az R-hurok keletkezését gatlo tényezok

Az R-hurkokat promotalé tényezok mellett szamos faktor ismert, ami megakadalyozza
vagy megsziinteti az R-hurok szerkezetet. Példaul az RNS molekuldk RNS-t processzald vagy
exportald fehérjékkel valo bevondsa megakadalyozza a DNS-RNS hibrid létrejottét (Li &
Manley, 2005). A topoizomeraz I szintén gatolja az R-hurok kialakulast, azaltal, hogy feloldja
a negativ szuperhelicitast az RNS polimeraz Il mogott. A kevésbé hozzaférhetd heterokromatin
az R-hurok kialakuldsanak szintén nem kedvez. A heterokromatikus jelek, mint példaul a
hiszton H3 lizin 9 di- ¢és trimetilacioja (H3K9me2/3) a DNS-RNS hibridek alacsony
el6fordulasaval tarsul C. elegansban (Zeller et al., 2016). A DNS-RNS hibrid helikazok pl.
szenataxin a két szal szétvalasztasaval, mig a Ribonukledz H pedig a DNS-RNS hibrid RNS

szalanak emésztésével képes megsziintetni az R-hurkokat (4. Abra).
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4. Abra R-hurok felhalmozédast gatlé faktorok (Garcia-Muse & Aguilera, 2019).

1.2. Az R-hurok fizioldgiai szerepe

Az R-hurkok szamos fizioldgiai folyamatban részt vesznek, ilyen példaul a
mitokondrialis DNS replikacigja (B. Xu & Clayton, 1996; Pohjoismiki et al., 2010), az
immunglobulin gének osztalyvalté rekombinacidja (Yu et al., 2003) vagy baktériumokban a
CRISPR-Cas9 rendszer miikddése (Jinek et al., 2012).

Az R-hurkok szerepet jatszanak a centromer mikddésében, a pontos kromoszoéma
szegregacidoban, ami kulcsfontossagu a stabil genom fenntartdsdhoz. A centromer l6kuszok R-
hurkokat (CEN R-hurkok) is tartalmaznak, amelyek evoluciésan konzervaltan sejtciklus-fiiggd
modon szabalyzddnak. Emberi sejtekben a CEN R-hurkokban a kiszoritott szimpla szala DNS-
t az RPA megkoti, és a DNS-karosodasra valaszaddo ATR kinazt toborozza, ami az Aurora B
aktivalasdhoz vezet, ami eldsegiti a helyes mikrotubulus-kinetokor kapcsolodast (Niehrs &

Luke, 2020).
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R-hurkok képzddnek a telomereken is, ahol a nem kodoldo RNS, TERRA hibridizalodik
a telomer DNS-hez. Az R-hurkok kialakulasa a telomerdz enzimet nem tartalmazoé sejtekben
rekombinacids eseményekhez vezet, ami a telomerek megnyulasat és ezen keresztiil a sejtek

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

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

Az R-hurkok szerepet jatszhatnak a génexpresszidban, erre bizonyitékul szolgal, hogy
az R-hurkok a gének promoterénél és termindcios régidjanadl dasulnak (Skourti-Stathaki &
Proudfoot, 2014). A promodtereknél elhelyezkedd R-hurkok a transzkripcids faktorok
kotddésének gatlasaval a transzkripeid gatlasdhoz vezethetnek. Ugyanakkor més transzkripcios
faktorok kotodését eldsegithetik, represszorok kotddését gatolhatjdk, igy a transzkripciod
aktivalasaban is részt vehetnek. Az R hurkok guaninban gazdag terminator elemeknél valo
dasulasa megkonnyiti az RNS-polimerdz II varakozasat (pausing) a transzkripcid hatékony
befejezése eldtt (Garcia-Muse & Aguilera, 2019).

A DNS-RNS hibrideket a CpG-szigetek nem metilalt allapotaval is Osszefliggésbe
hozzak, melyek szdmos gén promoterére jellemzéek emlds sejtekben. A CpG-szigeteken
kialakult R-hurkok megvédik ezeket a régiokat a DNS-metilacioval szemben, elkeriilve a
transzkripcié gatlasat. Ez a védelem azzal magyardzhato, hogy a DNS-metiltranszferdz 1 a
duplaszali DNS kotését és metilalasat preferalja a DNS-RNS hibriddel szemben (Grunseich et
al., 2018) illetve az R-hurkok vonzzék a DNS demetilalo TET enzimet (Arab et al., 2019).

A hossziu nem kodoldo RNS-eken ill. a DNS-k6t6 fehérjéken keresztiil kifejtett R-hurok
szabdalyozasra j6 példa az Arabidopsis thaliana modell novényben megfigyeltek. A COOLAIR
antiszensz nem kodolé RNS negativan szabdlyozza a FLOWERING LOCUS C (FLC) gén
atirodasat. Viszont a COOLAIR promoter régiojanal keletkezé R-hurkot a NODULIN
HOMEOBOX (AtNDX) szimpla szala DNS-t koto fehérje stabilizalja, ez gatolja a COOLAIR
atirodasat €s a gatlason keresztiil aktivalja az FLC gén expressziojat (Sun et al., 2013, Csorba

et al., 2014) (5. Abra).
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¢ Transcription activation at the FLC locus

NDX COOLAIR

5.Abra Az FLC 16kusz szabalyozasa a COOLAIR IncRNA és NDX fehérje hatasara (Santos-
Pereira & Aguilera, 2015).

Tovabbd az R-hurkok kromatin dekondenzéciot valthatnak ki, de elésegithetik a
heterokromatikus allapot 1étrejottét, a kromatin tomorodését is (Skourti-Stathaki et al., 2014,

Castellano-Pozo et al., 2013.).

1.2.2. Az R-hurok szerepe a DNS hibajavitasban

A DNS-RNS hibridek eldsegithetik a DNS-javitdsat az aktivan atir6d6 genomi
régiokban. Amikor egyszala DNS-torések (nicks) vagy duplaszal torések (DSB) képzddnek az
aktiv transzkripcio kozelében, tobb helyreallito utvonal konvergél, hogy biztositsdk, hogy a
torés kozvetlen kozelében a transzkripcid gatolt legyen. Ezek kozé tartozik a Pol II eltavolitasa,
a transzkripcid sziineteltetése; ami viszont az R-hurok stabilizacidjahoz is vezethet. A lokalis
kromatin szerkezete repressziv allapotra valtozik a kdrosodasi helyek koriil, hogy biztositsa a
transzkripcio gatlasat a torési helyek koriil. Erdekes, hogy mind a PRC1, mind a PRC2, amelyek
R-hurok-fiiggé modon helyezkednek el néhany promoternél, a DNS toréseknél is jellemzdek,
és a transzkripcid elnémitasat indukaljak a Lys119 H2A hisztonon (H2AKI119) torténd
ubiquitinacio révén (Niehrs & Luke, 2020).

A DNS-RNS hibridek képzddését a DSB helyen eldsegitheti a homoldg rekombinaciéd
(HR) altali javitas kezdeti 5'-végi ssDNS emésztés 1épése, mivel ez szabad 3'-ssDNS tulnytlast
eredményez, amely konnyebben hibridizalodhat a sziileté RNS-sel. Ugyanakkor a DNS-RNS
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hibridek az 5’-végi ssDNS reszekcio eldtt is kialakulhatnak, kiszoritva a nem templat szalat,
igy az 5'-ssDNS végének jelentds expozicioja eldsegitheti annak nukledzok altali lebomlasat.
Mivel az 5'-végli DSB reszekcid kulcsfontossagu 1épés, amely a DSB-javitast a homolog
rekombinaci6 fel¢é tereli, a DSB-k DNS-RNS hibridjei elésegithetik a homoldg rekombinéciot
a nem homoldég DNS végek Osszekapcsolasa (NHEJ) altali javitassal szemben. A DNS-RNS
felismerését az NHEJ-faktorok altal (Aguilera & Goémez-Gonzélez, 2017). A transzkripcidsan
aktiv kromatin toréseit elsdsorban a HR javitja, mig a transzkripcidsan inaktiv kromatinon
beliilieket az NHEJ (Aymard et al., 2014).

Az ¢érintett fehérjék a javitas sajatossagatol fiiggden eltérdek lehetnek, de ugy tlnik,
hogy az események sorrendje kovetkezetesen jatszodik le: a DSB-nél az 5'-végii reszekciot
kovetden a szabadda valt 3" végen egy DNS-RNS hibrid képzddik, amely olyan fehérjéken
keresztiil segiti a javitast, mint a RADS52, XPG1, BRCA1 ¢s BRCA2. Az RNS-t ezt kdvetden a
senataxin, az RNazH1, az RNazH2 vagy a DDXI eltavolitja, lehetdvé téve a RADS51 DNS-hez
valo kotddését és a homoldg rekombinaciot. A DNS-RNS hibridek jelenléte a DSB-ken jol
példazza egy atmeneti hibrid jelentdségét, amely fontos funkcioval bir, de késdbb eltavolitasra

keriil a lehetséges problémak elkeriilése érdekében (Niehrs & Luke, 2020) (6. Abra).
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6. Abra Az R-hurkok részvétele a DNS javitasban DNS torés esetén (Crossley et al., 2019)
(4) A DNS-torések, akar a ssDNS-bevagasok (balra), akar a DSB-k (jobbra), szabad 3'-DNS-
végeket hoznak létre, elésegitve az RNS-nek a DNS-hez valo kapcsolodasat és a hibridek
létrejottét. (B) Elesztében R-hurkok képzédnek a DSB-knél, ami inicidlja a DNS javitdst a
homolog rekombindcion keresztiil. A Senl vagy RNazH altali R-hurok felbontas szabalyozza a
DNS-veg reszekcio mertékeét és az azt koveto RPA kétodést (balra). Senl vagy RNazH hianydaban
(jobbra) az RNS-DNS hibridek fennmaradnak, blokkolva a DNS-reszekciot és az RPA-kotést, ami
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kromoszoma-dtrendezodéshez vezet. (C) Az emberi sejtekben a DSB-k egy részénél, az RNS-DNS
hibridek toborozzak a Rad52-t, amely tovabb toborozza az XPG-t és a BRCAl-et. Az XPG altal
kozvetitett R-hurok feldolgozas elinditia a DNS-reszekciot és a HR altali javitast, és elnyomja az
aberrans NHEJ-t. (D) A SETX-et a DSB-khez toborozzak, ami feloldja az RNS-DNS hibrideket az
aktiv géneknél. A SETX szabalyozza a yH2AX terjedését és a Rad51 gocok képzodeését, elosegiti
a DSB javitasat és elnyomja a kromoszomalis transzlokaciokat. (E) A Rad52 elésegiti az RNS-
DNS hibridek képzodeését, amelyek elosegitik az RNS-templalt HR-t a két DNS-vég dsszekotésével.
A DNS-vegek ligalodnak, és az RNS-szalat RNazH eltavolitja.

1.3. R-hurok, mint genom instabilitist okozoé struktira

Az R-hurkok szamos mechanizmus révén okozhatnak DNS-karosodast. Az R-hurkok
exponalt ssDNS szakaszokat eredményeznek, amelyek kémiailag instabilabbak, mint a dsDNS,
¢s hajlamosabbak a transzkripcios mutagenezisre (TAM), a rekombindciora (TAR) és a DSB-
kre. Az emldssejtek altal expresszalt aktivacid altal kivaltott citidin-deaminaz (AID) ¢€s az
Apolipoprotein B mRNS-szerkeszté katalitikus polipeptid (APOBEC) tagjai a ssDNS
citozinjait uracilla képesek dezaminalni. Ezt kovetéen az uracil DNS-glikozilaz kivagja az
uracil bazist, abazikus helyet hozva létre, amelyek bazisszubsztituciokhoz vagy ssDNS-
bevagasokhoz vezethetnek, amibdl a replikacios villa kialakuldsakor DSB keletkezhet
(Costantino & Koshland, 2015).

Julie Solier és munkatéarsai kimutattdk humén sejtekben, hogy a kiilonb6z6 RNS-
feldolgoz6 faktorok, koztiik az Aquarius (AQR) €s a Senataxin (SETX) RNS/DNS-helikazok
hidnya vagy a topoizomeraz I gatlasa altal indukalt R-hurkok DNS-kett0s szal torést okoznak
az XPF és XPG nukleotidkivago javitas (NER) endonukledzainak hasitasan keresztiil. Tovabba
a DSB kialakuldsédhoz sziikség van a transzkripcidhoz kapcsolt nukleotidkivagé javitas (TC-
NER) faktorara, a Cockayne szindroma B csoportjara (CSB), azonban a globalis genomjavito
fehérjére, az XPC-re nem. Az RNS-polimeraz ledllasa lehetévé teszi a CSB szdmara az XPF és
XPG endonukleazok toborzasat. Az XPF és XPG szimplaszalu DNS rést hoz létre, amely DNS-
replikacio révén DSB-vé alakithato, és/vagy az XPF és XPG mindkét szalon elhasitja az R-
hurkot, DSB-t hozva létre. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a TC-NER faktorok
potencialisan szerepet jatszanak az R-hurok altal kivaltott DNS-karosoddsban ¢€s a genom
instabilitdsaban (Sollier et al., 2014).

DSB-k keletkezhetnek az R-hurok és a replikacios gépezet kozotti fizikai iitkdzés

hatasara is. Ezt bizonyitja az is, hogy a DNS-replikacié gatlasaval megakadalyozhato az R-
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hurok altal kivaltott DSB képzddés. Az R-hurkok hatalmas fizikai akadalyt jelenthetnek a
replikacios villaban viszonylag stabil masodlagos DNS szerkezetiik, illetve a transzkripcios
apparatus ¢és mas RNS-feldolgoz6 enzimek jelenléte miatt. Az R-hurkok kozvetleniil
okozhatjak a villa 6sszeomlésat és a DSB képzodését, még a nukledzok, példaul XPF és XPG
beavatkozésa nélkiil is (Sollier & Cimprich, 2015).

1.4. Az R-hurok kapcsolata human betegségekkel

Az R-hurkok szdmos humén betegségben szerepet jatszanak, ideértve a daganatokat, a
neurologiai rendellenességeket €s az autoimmun betegségeket.

Az R-hurkok altal kdzvetitett genomi instabilitas hozzajarulhat a rakos sejtekre jellemzé
mutaciokhoz és kromoszoma atrendezddésekhez (Negrini et al., 2010). A gyakori térékeny
helyek (CFS - common fragile site) az emberi genom azon régioi, amelyek hosszi géneket
tartalmaznak és az S-fazisban lassan replikédlodnak, a DNS-torések forrd pontjai (Glover, 2006).
A CFS-ekben R-hurkok képzddnek, az ebbdl fakaddo DNS-replikacids villa és transzkripcios
gépezet kozotti ltkdzések hozzajarulnak a CFS 16kuszok instabilitasahoz. Az R-hurkok
eltavolitasa RNaseH overexpresszidval csokkenti a CFS-hez kapcsolodd genomi instabilitast
(Helmrich et al., 2011).

A tumorszupresszor BRCA2 deplécidja R-hurok akkumulalodast és a DNS hibajavito
ellenorzépont aktivalodasat okozza. A BRCA2 részt vehet az RNS-DNS hibridek
processzalasaban/eltavolitdsaban, maskiilonben a replikacios stressz és a genomialis instabilitas
forrasa (Bhatia et al., 2014). A BRCA2 gyakran mutalodik és inaktivalodik daganatokban,
kiilonosen emlérakban (Roy et al., 2012).

Madzia P. Crossley és munkatarsai szamos példat felsorakoztattak az R-hurkok és
human betegségek kapcsolatara a 2019-ben kozolt tanulmanyukban, ezeket atemeltem a

disszertacid 1. Tablazataba.

16



1. Tablazat Az R-hurkok és betegségek kapcsolata

Betegségek megnevezése R-hurok faktor / Az R-hurkok és a betegségek kapcsolatanak mechanizmusai Referencia
lokusz
Sszirosén Az Osztrogén altal indukalt R-hurkok DNS-karosodast és genom | Stork et al.,
& instabilitast okoznak. 2016
A BRCALI kolesonhatéasba 1ép a SETX-szel, és gatolja az R-hurkokat és a | Hatchi et al.,
DNS-toréseket a gének terminacios régidjanal. 2015
Az RNAPII vérakozasa (pausing) hozzéajarul a BRCA1-hez kapcsolddd | Zhang et al.,
R-hurok felhalmozodéasahoz és az emldérak kialakuldsédhoz. 2017
BRCA1
Szatellit RNS-ek expresszidja DNS-karosodasi valaszt és kromoszoma- | Zhu et al.,
Emlé / petefészek dacanat instabilitast valt ki azaltal, hogy a BRCA1-hez kapcsolodo fehérjehaldzat | 2018
P & faktorait lekéti, ami a DNS-replikacios villak destabilizalodasahoz, R-
hurkok kialakuldsdhoz és DNS-karosodéashoz vezet.
A BRCAZ2 fehérje csokkenése megemeli az R-hurkok szintjét és a genom | Bhatia et al.,
instabilitasat okozza. 2014
BRCA? Az aldehidek csokkentik a BRCA2 szintjét, és R-hurok-fliggd genom | Tan et al.,
instabilitast okoznak. 2017
A BRCA2 kimertilése transzkripcids stresszt okoz a gének promoterénél | Shivji et al.,
¢és R-hurok altal kozvetitett DNS-karosodéashoz vezet 2018
Ewing-szarkoma EWS-FLI, Az R-hurkok transzkripcios stresszt okoznak, ami a BRCA1 funkcionalis | Gorthi et al.,
BRCAI kimeriilését, majd DNS-kérosodast eredményez. 2018
Mielodiszplazias szindroma SRSF2, U2AF1 | A splicing faktor mutacioi altal kivaltott R-hurkok replikacios stresszt | Chen et al.,
(MDS) okoznak és rontjak a csontsejtek miikodését. 2018

17




Betegségek megnevezése R-hurok faktor / Az R-hurkok és a betegségek kapcsolatanak mechanizmusai Referencia
16kusz
Myeloma multiplex és Burkitt- TRD3-TOP3B | A TRD3-TOP3B komplex csokkenti a negativ szuperhelicitast, és | Yang et al.,
limfoma csokkenti az R-hurkok szintjét a c-MYC ¢és Igh régidban, igy |2014
szupresszalja a kromoszomalis transzlokéciokat.
ALT (Alternative lengthening TERRA A TERRA R-hurkok magas mennyiségben vannak jelen a rékos | Arora et al.,
of (Telomeric repeat | sejtekben, és eldsegitik a homolog rekombinéciot a telomerek megdrzése | 2014
telomeres) - fiiggd rakok containing RNA) [ érdekében az ALT utvonalon keresztiil.
Fanconi-anémia (FA) FANCM, Az FA-faktor hidnya az R-hurok szintjének ndvekedéséhez vezet, [ Schwab et
FANCD2 fokozza a transzkripcio €s replikacio iitkozését és a genom instabilitasat | al., 2015;
okozza. Garcia-Rubio
etal., 2015
AOA2 A SETX feloldja az R-hurkokat az idegsejtekben; a SETX mutéacidval | Becherel et
rendelkezd AOA2 betegek idegi progenitor sejtjeiben az R-hurkok szintje | al., 2015
SETX emelkedett.
ALS4 A funkcionovekedéses SETX mutacio, ALS4-ben csokkenti az R-hurkok | Grunseich et
szintjét, noveli a DNS-metilaciot €s szabalyozza a gyulladdsos géneket. | al., 2018
Terméketlenség SETX A SETX sziikséges az egerek meidzisahoz; a SETX” egerek | Becherel et
terméketlenek, és R-hurkok halmozddnak fel az ivar sejtjeikben. al., 2013
Prader-Willi szindroma Az R-hurok képzddés csokkenése a neuronok SNORD116 lokuszan az | Powell et al.,
SNORD116 o ez
imprintalt gének expresszidjanak megvaltozasahoz vezet. 2013
Amiotrof lateralis szklerozis Az ismétlddé expanzios helyeken képzdddé R-hurkok, transzkripcios | Haeusler et
(ALS) és frontotemporalis CYORF72 (C9) interferenciat és abortiv transzkriptumokat okoznak, amelyek fehérjéket | al., 2014;
demencia (FTD) kotnek meg és celluldris stresszt okoznak vagy a DNS ismétlodések | Reddy et al.,
instabilitasat okozzak. 2014
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Betegségek megnevezése R-hurok faktor / Az R-hurkok és a betegségek kapcsolatanak mechanizmusai Referencia
16kusz
Friedreich ataxia (FRDA) és Az ismétlddd expanzio helyeken kialakuld R-hurkok akadélyozzak az | Groh et al.,
Torékeny X szindroma (FXS) RNAPII-t, géncsendesitést okozva ¢és eldsegitik a heterokromatin | 2014;
allapotot. Colak et al.,
FXN, FMR1 2014:
Loomis et al.,
2014
Aicardi-Goutiéres szindroma RNase H2, Az emelkedett R-hurok szint DNS-metilacioval asszocial az AGS | Lim et al.,
(AGS) SAMHDI, sejtekben. 2015
TREX1
ICF szindroma (immunhiény, A TERRA-R-hurkok diszregulacioja telomer er6ziét okoz. Sagie et al.,
centrimerikus instabilitas és TERRA 2017
arc anomalidk szindromaja)
AIDS-szel 6sszefliggd A Kaposi-szarkomaval 0Osszefliggd herpeszvirus megkoti a TREX | Jackson et
rosszindulati daganatok TREX complex | transzkripcids- és export faktort, megemeli az R-hurkok mennyiségét, | al., 2014

ami genom instabilitdshoz vezet.

19




1.5. R-hurok vizsgalé modszerek

Szamos technika 4ll mar rendelkezésre az R-hurok struktira azonositasara és
jellemzésére. Egészen a kozelmultig a legtobb tanulmany az S9.6 antitestet hasznélta az R-
hurkok kimutatasara ¢és izoldldsara a DNS-RNS immunprecipitacionak (DRIP) nevezett
modszerrel, immunfluoreszcencs jeldlésekkel vagy dot blot technikaval.

Az S9.6 monoklonalis antitestet 1986-ban egerekben allitottak elé ®X174 bakteriofag
eredetli szintetikus DNS-RNS hibrid antigénnel val6 immunizalassal. Az antitestet magas DNS-
RNS hibrid specificitassal €s affinitassal jellemezték (Boguslawski et al., 1986). Az S9.6 scFv
affinitdsat nem befolyasoljak jelentdsen a kiilonbdzd pufferviszonyok vagy az 500 mM NaCl
alatti ionerdsség. Az altala er6sen megkotott legkisebb epitop hat bazispar DNS-RNS hibridet
tartalmazo fragment. Az S9.6 koriilbeliil 0,6 nM disszociaciés allandot mutat a DNS—RNS
hibridre, és 2,7 nM az AU-ban gazdag duplaszala RNS-re (Philips et al. 2013). A viszonylag
erds duplaszali RNS kotés kivédésére javasolt a nukleinsavon RNaz emésztést végezni az
immunprecipitalas vagy jelolés elétt, olyan kondicidoban, melyben az R-hurkok nem sériilnek,
viszont a szabad RNS-eket le tudjuk emészteni. Hasznalhatunk ehhez RNazT1, RNazIII vagy
magas s6 mellett (300 mM NaCl) RNazA enzimet (Chédin et al. 2021, Halasz et al., 2017 ).
Mivel a dsRNS ¢és az R-hurkok szerkezete jelentdsen eltér, nem valoszinii, hogy az antitest csak
az R-hurok foszfat-cukor vazszerkezetét ismeri fel, amelyre a szekvencia fiiggetlen kotddéshez
sziikség lenne. Fabian Konig és munkatarsai kimutattak, hogy az antitest affinitdsa szekvencia
specifikus (Konig et al., 2017). Emiatt érdemes az S9.6-t61 fiiggetlen modon is vizsgalni az R-
hurkokat.

Az R-hurok leképezésének legszélesebb korben alkalmazott modszere a DRIP-seq
(Ginno et al., 2012) (7. Abra), amely 0j generacios szekvenalast hasznal az S9.6
immunprecipitacioval izolalt R-hurkok térképezésére. A DRIP-seq-ben nukleinsavat izolalnak
a sejtekbol, majd restrikcidés enzimekkel vagy szonikaldssal fragmentaljak azt. A genom
restrikcios enzimekkel torténd feldarabolasa torzitast okozhat és korlatozza a felbontast,
kiilondsen a gének 5° végén (Halasz et al., 2017). Emiatt inkabb a DNS ultrahangos kezelése
javasolt a fragmentélasra, a restrikcids enzimek hasznalata helyett (E1 Hage et al., 2014; Halasz
et al., 2017). Az immunprecipitacid utan a szekvenald konyvtarakat szabvanyos dsDNS-alapu
konyvtarkészitéssel hozzak 1étre. A szekvenalas validalasat néhany kivalasztott genomi région
az IP mintan végzett QPCR-el végezhetjiik el, mellyel nagyobb pontossagi kvantifikaciot
érhetiink el. A DRIP-seq konzisztens, reprodukalhato €s népszerti modszernek bizonyult az R-

hurkok szekvendlasaban. Szadmos tovabbfejlesztése keletkezett a modszernek, melyekkel
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példaul szalspecifikussa tették a térképezést. Példaul ez megoldhatd szél-specifikus DNS-
konyvtar-készitéssel, mint a ssDRIP-seq-ben (Xu et al., 2017). Tovabba az R-hurok RNS-
szalanak cDNS-szintézis utani szekvenalasaval (DRIPc-Seq) (Sanz et al., 2016) (7. Abra). Az
S1-DRIP-Seq-nek nevezett modszer pedig magaban foglalja az S1-nukle4z felhasznalasat az
R-hurok kiszoritott ssDNS-ének lebontdsara, igy az immunprecipitalt DNS szekvenalasa
Abra). Végiil a bis-DRIP-seq egyesiti az in situ ssDNS biszulfit kezelést az S9.6
immunprecipitalassal, ezaltal javitja a hibridek és az ssDNS azonositasanak specificitasat. A
biszulfit kezelés soran a szimpla szala DNS-en a nem metilalt citozinok deaminalodnak,
uracilld alakulnak (a PCR amplifikacio soran pedig az uracil timinné konvertal), ez a szekvencia
modosulas teszi lehetdvé a szalspecificitast (Dumelie & Jaffrey, 2017) (7. Abra).

Masik megkozelités a katalitikusan inaktiv, tagelt RNazH1 transzfekcidja sejtekbe és
ezen a modositott RNazH1-en keresztiili immunprecipitacio, amely képes felismerni a DNS-
RNS hibrideket, de nem tudja lebontani a hibrid RNS szélat. Ezt a mddszert R-ChIP-nek
nevezték el (Chen et al., 2017) (7. Abra). Az R-ChIP kevesebb R-hurkot alkot6 régiot azonosit,
mint az S9.6-alapu DRIP-seq vagy DRIPc-seq. R-ChIP-el leginkdbb a promdtereknél sikeriil
R-hurkokat azonositani, a transzkripcids terminator régioknal nem. Az R-ChIP kisebb R-hurkot
alkotd régidkat azonosit, mint a DRIPc-seq. A katalitikusan inaktiv RNazH1 enzim talzott
expresszidja azzal a kockazattal jar, hogy in vivo megzavarja az R-hurkok dinamikéjat. Az R-
ChIP emldssejteken torténd megvalositasahoz ezért fontos, hogy a katalitikusan inaktiv
RNazH1 megfeleld szinten expresszalodjon: til magas expresszid esetén fenndll a dominéns-
negativ hatasok kockdazata; tul alacsony expresszi6 esetén, pedig fennall annak a veszélye, hogy
az endogén, katalitikusan aktiv enzim megzavarhatja a katalitikusan inaktiv mutans kotodését
¢s az R-ChIP hatékonysagat. Valdsziniileg kiilonb6z6 tipusu R-hurkok vannak, melyeket
kiilonbozd tipusu fehérjék ismernek fel. Ez lehet az oka annak, hogy az R-ChIP nem
azonositotta a terminator régidkat R-hurok hotspotként az emberi sejtekben (Chen et al., 2017),
ahol az R-hurkokat a DNS-RNS helikazok, példaul a Senataxin felismerik és szétvalasztjak,
mig az RNazH1 nem kotédik (Skourti-Stathaki et al. 2011). Ez megmagyarazhatja, hogy miért
azonositott az R-ChIP kevesebb R-hurkot alkotd fragmentet, mint a DRIP-seq vagy DRIPc-seq.
Elképzelhetd, hogy a DRIP alkalmasabb a hosszu élettartamu R-hurkok detektalasara, mig az
R-ChIP jobb lehet az RNazH1 altal lebontott rendkiviil dinamikus R-hurkok észlelésére
(Vanoosthuyse, 2018).

Az egyik leglijabb, S9.6 antitest fliggetlen modszer, a biszulfit kezeléses technika

tovabbfejlesztése, az SMRF-seq. Gyengéd DNS izolalds és restrikcids enzimes emésztést
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kovetden végzik nem denaturdlt kornyezetben a biszulfit kezelést. A hosszu leolvasast, egyedi
molekuldkat szekvendlé PacBio szekvenalds lehetdvé teszi az R-hurok ,,labnyomok”
azonositasat kozel nukleotid pontossadgu felbontassal, szalspecifikus modon a hosszi egyedi
DNS-molekulakon, ultramély lefedettség mellett (Malig et al., 2020).

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

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

A 59.6 antibody-based methods
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7. Abra R-hurok térképezoé médszerek (Hegazy et al., 2020)
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1.6. R-hurok szabalyozo6 gének azonositasa

Az utobbi években tobb tanulmény megjelent, melyben nagy ateresztoképességii
sziiréseket végeztek az R-hurok szabalyozo-, kotd fehérjék azonositasa érdekében.

A human R-hurok koto fehérjék azonositasanak eddigi egyik legjelentésebb eredménye
Wang és munkatdrsainak a kutatasabol szdrmazik. Kétféle szintetikus DNS-RNS hibriddel
végzett pull-down assay-ket kovetd tomegspektrometridval 803 olyan humén fehérjét
azonositottak, amelyek DNS-RNS hibridhez kotddnek, majd megerdsitették, hogy in vivo is
kotédnek a fehérjék az R-hurkokhoz. A 803 fehérjét szamos sejttani funkcio jellemzi, beleértve
az RNS-feldolgozas legtobb 1épését. A fehérjék jelentds része K-homoldg (KH) és helikaz
doménekkel rendelkeznek. (A KH domén felismeri, illetve megkoti az RNS-t) Az azonositott
fehérjék koziil tobb mint 300 fehérje preferalta a DNS-RNS hibridhez valo kotédést, a kettds
szalat DNS-el szemben (Wang et al., 2018). Természetesen a DNS-RNS hibridekhez valo
kotddés nem feltétlentl jelenti azt, hogy a fehérje szabalyozza is az R-hurkokat. Ugyanakkor a
fehérjék befolyasolhatjdk az R-hurok stabilitdsat a transzkripcidra vagy a DNS-topologiara
gyakorolt kozvetett hatdsokon keresztiil, anélkiil, hogy R-hurkot kétnének (Fournier et al.
2021).

Egy 2021-ben publikalt tanulmanyban Wu és munkatarsai egér embrionalis Ossejteken

végeztek S9.6 immunprecipitaciot kovetd tomegspektrometrias analizist, amellyel 364 R-
hurokkal kolcsonhatod fehérjét azonositottak. Nukleolaris fehérjék, beleértve szdmos DEAD-
box csaladba tartozo helikdz fehérjék, erésen dusultak a talalatok kozott. A DEAD-box
helikazok alaposabb vizsgalata, feltarta a fehérjék szerepét a rRNS transzkripcid utani érésében
¢és kozvetlen vagy kozvetett szerepét a differencidlodashoz kapcsolodo gének szabalyozasaban.
Ezek az eredmények az R-hurokhoz kapcsolodo fehérjék hatalmas halozatat tartak fel, amelyek
kulcsfontossaguak az dssejt homeosztazisban (Wu et al., 2021).
Andrés Aguilera munkacsoportja célzott sziirést végzett a potencialisan karos R-hurkokkal
szembeni védelemben szerepet jatszo DNS-kéarosodas valaszfaktorok felkutatdsara. Ehhez Hela
sejtvonalat 240 DNS-karosodas valaszfaktort kodold gént célz6 siRNS konyvtarral
csendesitettek, majd S9.6-al végzett immunfluoreszcens jeldléssel vizsgaltak, hogy torténik-e
az R-hurkok mennyiségében valtozas. Ezaltal harom olyan DNS-karosodas valasz utvonalat
tartak fel, amelyek fontosak a DNS-RNS hibrid felhalmozoédéasanak megelézésében az emberi
sejtekben (Barroso et al., 2019).

23



Ezek a vizsgalatok nagyszerii kiinduldo pontként szolgalnak tovébbi funkcionalis
vizsgalatokhoz, melyek segitségével kozelebb keriilhetiink az R-hurok szabdlyozas

megértéschez.
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2. Célkitiizés

Az ellendrizetlen R-hurkok veszélyt jelentenek a genom integritasara, ezért
kulcsfontossagu az R-hurok struktarak felismerésében és szabalyozéasaban résztvevd fehérjék
azonositasa, jobb megismerése. Ezért elsé célunk az ismert R-hurok szabalyoz6 gének és
daganatok kozotti kapcsolatok vizsgélata volt. Ehhez genomikai adatbazisokat felhasznélva
vizsgaltuk kulcsfontossagli DNS-RNS hibrid koto fehérjék génexpresszids adatait. Daganatos
beteg csoportok génexpresszios adatait Osszevetettiik a betegek tulélési adataival. Ezzel
vizsgéalva az R-hurkok szerepét a betegségek progresszidjaban. Tovabbi célunk volt human
tumor sejtvonalak gyogyszerérzékenységének és a sejtvonalakban expresszalédd R-hurok
regulatorok kapcsolatanak a feltarasa.

Maisodik célunk egy nagy ateresztoképességli R-hurok regulator screen kifejlesztése

volt barkodolt géndelécios élesztd konyvtaron (DRIP-BC-seq). A screen parhuzamos R-hurok
szint mérést tesz lehetévé nagyszami mutanson ugyanazon a genomi teszt szakaszon. Célunk
volt a DRIP-BC screen taldlatainak validalasa a teljes genomban DRIP-seq-el, a mutansok
vizsgalatok elvégzése a mRNS-seq-el. A génexpresszios vizsgalatokkal megérthetjiik, hogy a
géndeléciok milyen ton okoztak valtozast az R-hurkok elhelyezkedésében, mennyiségében.

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

BC-seq), amellyel nagyszamu éleszté mutdnsban szimultan vizsgalhatjuk egy adott genomi
teszt szakasz 0sszes 3D interakcioit. Tovabbi célunk volt, hogy a DRIP-BC-seq ¢s a 4C-BC-
seq kozos talalataival azonositsunk olyan mutansokat, amelyek egyszerre befolyasoljak az R-
hurkokat és a genom térbeli szerkezetét.

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

C kromatin haromdimenzios szerkezetvizsgalé modszer implementéldsat a laborunkban. Ehhez
vad tipusu ¢és Nodulin homeobox (NDX) mutans Arabidopsis thaliana modellnovényeket
vizsgaltunk. Ezzel egyuttal az R-hurkok kromatinszerkezet valtozasban vald szerepét is
tisztazni kivantuk, mivel az NDX volt az els6 fehérje, amirdl bizonyitottak, hogy az R-hurok
szimplaszali DNS szakaszahoz kotédik és feltételezhetden stabilizalja e szerkezetet (Sun Q et

al. Science 2013).
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Daganatos betegek génexpresszio és tulélés asszociaciojanak analizise

Elemzésiinkh6z a Cancer Genome Atlas (TCGA)

https://www.cancer.gov/ccg/research/genome-sequencing/tcga 33 kiilonbozd raktipusanak

génexpresszids adatait hasznaltuk (Weinstein et al., 2013) (2. Tablazat).

2. Tablazat Génexpresszios adatokhoz felhasznalt Cancer Genome Atlas (TCGA) 33
raktipusanak neve és roviditése

Daganat tipus neve Daganat tipus
roviditése

adrenocortical carcinoma/adrenocorticalis carcinoma ACC

bladder urothelial carcinoma/ htigyho6lyag urothelialis carcinoma BLCA

breast invasive carcinoma/invasiv emld carcinoma BRCA

cervical and endocervical cancers/cervicalis és endocervicalis daganatok | CESC

cholangiocarcinoma CHOL

colon adenocarcinoma COAD

lymphoid neoplasm diffuse large B-cell lymphoma/diffiiz nagy B-sejtes DLBC
lymphoma

esophageal carcinoma/oesophagealis carcinoma ESCA
glioblastoma multiforme GBM
kidney chromophobe/chromophob vesecarcinoma KICH
kidney renal clear cell carcinoma/vilagossejtes vesecarcinoma KIRC
kidney renal papillary cell carcinoma/papillaris vesecarcinoma KIRP
acute myeloid leukaemia/acut myeloid leukaemia LAML
brain lower grade glioma/low-grade glioma LGG
liver hepatocellular carcinoma/hepatocellularis carcinoma LIHC
lung adenocarcinoma/ tiidé adenocarcinoma LUAD
lung squamous cell carcinoma/ tiidé laph mcarcinoma LUSC
myeloid-derived suppressor cell/mieloid eredetli szuppresszor sejt MDSC
mesothelioma MESO
ovarian serous cystadenocarcinoma/petefészek serosus ov
cystadenocarcinoma

pancreatic adenocarcinoma/ hasnyalmirigy adenocarcinoma PAAD
pheochromocytoma and paraganglioma/ pheochromocytoma és PCPG
paraganglioma

prostate adenocarcinoma/prosztata adenocarcinoma PRAD
rectum adenocarcinoma/végbél adenocarcinoma READ
sarcoma SARC
skin cutaneous melanoma/ melanoma SKCM
stomach adenocarcinoma/gyomor adenocarcinoma STAD
testicular germ cell tumours/here csirasejtes daganatai TGCT
thyroid carcinoma/pajzsmirigy carcinoma THCA
thymoma THYM
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Daganat tipus neve Daganat tipus
roviditése

uterine corpus endometrial carcinoma/méhtest endometriumcarcinoma UCEC

uterine carcinosarcoma/méh carcinosarcoma UCS

uveal melanoma/uvealis melanoma UVM

Ezutan az elérhet6 (publikalt) R-hurok regulator screen-ek (Wang et al. 2018; Cristini
et al. 2018) és relevans szakirodalmi adatok alapjan kivalasztottuk azokat a teszt géneket az
elemzéseinkhez, amelyek nagy valoszintiségii R-hurok regulatorok gének. Ehhez vettiik az R-
hurok screen-ek k6zos metszetét (k6zos talalatokat) €s a halmazt tovabb sziikitettiik az R-hurok
szakirodalom alapjan, amely végiil 36 nagy megbizhat6sagl R-hurok regulatort eredményezett.
A kivalasztott gének kiilonféle biokémiai utvonalakat és funkciokat fednek le, amelyet

tablazatos formaban 6sszefoglaltunk (3. Tablazat).

3. Tablazat A farmakogenomikai elemzésekhez Kivalasztott R-hurok regulator gének
listaja

R-hurok regulator gén Ensemble ID Funkcio

BRCA1 ENSG00000012048 DNS karosodas ¢és hibajavitas
BRCA2 ENSG00000139618 DNS karosodas ¢és hibajavitas
FANCD2 ENSG00000144554 DNS karosodas ¢és hibajavitas
FANCM ENSG00000187790 DNS karosodas ¢és hibajavitas
GADD45A ENSG00000116717 DNS karosodas ¢és hibajavitas
TOP1 ENSG00000198900 DNS topologia

TOP3B ENSG00000100038 DNS topolégia

AQR ENSG00000021776 Helikaz

ATXN1 ENSG00000124788 Helikaz

ATXN2 ENSG00000204842 Helikaz

BLM ENSG00000197299 Helikaz

DDX19, DDX19A ENSG00000168872 Helikaz

DHX9 ENSG00000135829 Helikaz

PIF1 ENSG00000140451 Helikaz

RTEL1 ENSG00000258366 Helikaz

SETX ENSG00000107290 Helikaz

CARM1 ENSG00000142453 Hiszton arginin-metilaz
PRMT1 ENSG00000126457 Hiszton arginin-metilaz
BUB3 ENSG00000154473 Mitotikus regulator

BUGZ, ZNF207 ENSG00000010244 Mitotikus regulator
RNASEH1 ENSG00000023191 Ribonukledz

RNASEH2A ENSG00000104889 Ribonukleaz

RNASEH2B ENSG00000136104 Ribonukledz

RNASEH2C ENSG00000172922 Ribonukleaz

EWSR1 ENSG00000182944 RNS kot6 fehérje

SRSF1 ENSG00000136450 RNS splicing
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R-hurok regulator gén Ensemble ID Funkcio

SRSF2 ENSG00000161547 RNS splicing
THOC1 ENSG00000079134 RNS splicing
THOC2 ENSG00000125676 RNS splicing
THOC3 ENSG00000051596 RNS splicing
THOC4 ENSG00000183684 RNS splicing
THOCS ENSG00000100296 RNS splicing
THOC6 ENSG00000131652 RNS splicing
THOC?7 ENSG00000163634 RNS splicing
TREX1 ENSG00000213689 RNS splicing
U2AF1 ENSG00000160201 RNS splicing

A tumormintakbol szarmazd génexpresszios adatokat (mRNS-szekvenalas) és a talélési
1d6t a TCGA adatbazisbol toltottiik le (Weinstein et al., 2013; Robert L. Grossman et al., 2016).
Az egészséges szoveti génexpressziokat pedig a Genotype-Tissue Expression (GTEx) projekt
weboldalardl szereztiik be (eGTEx Project, 2017). Tulélési elemzést végeztiink, és Kaplan-
Meier plot-okat készitettiink az R szoftver ,,survival” csomagjaval. A szignifikancia szint p <
0,05 volt. Minden p-érték korrigalva lett tobbszords dsszehasonlitasra a Benjamini-Hochberg

modszerrel.

3.2 Sejtvonalak génexpresszio és drogszenzitivitas asszociaciojanak analizise

1065 rékos sejtvonalnak (1. Fiiggelék) 297 daganatellenes droggal (2. Fiiggelék)
szembeni IC50-értékeit a Genomics of Drug Sensitivity in Cancer (GDSC) adatbazisbol
toltottiik le (W. Yang et al., 2013) és Yong Qin és munkatarsai altal leirtak alapjan végeztiik az
analizist (Qin et al., 2017). A rékos sejtvonalak gyodgyszerérzékenység €s génexpressziod
mutatjuk be. Negativ és pozitiv korrelaciokat is figyelembe vettiink, amennyiben a p-érték

<0,05 volt. Minden p-érték és korrigalt p-érték Benjamini-Hochberg korrekci6 alé lett vonva.

3.3 DRIP-BC-seq

R-hurok szabalyozé gének azonositasa érdekében egy barkodolt, gén delécids élesztd
konyvtaron (epi-ID library) kifejlesztettik a DRIP-BC-seq-nek elnevezett barkod
szekvenalassal egybe kotott DNS-RNS hibrid immunprecipitacids technikat. Ezzel a
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modszerrel a kiilonb6z6 mutans torzsek azonos genomi pontjdn elhelyezkedd barkod

kornyezetében tudjuk vizsgalni az R-hurkok mennyiségbeli kiillonbségét.

/Barkédolt KO élesztd\ )
konyvtar
# DRIP-BC seq
/Y B = T
o
1 Y o I
—_—S
N Pool - - _f;\_ —
—
\ 3 ~ 4200 térzs /
— —_— Kiiitott gén
DNS R-hurok Barkod (~4300 gén / 4300 torzs)

8. Abra DRIP-BC-seq kisérleti elrendezése A bdrkédoknak koszonhetéen a kiilonbozd gén
deléciokat tartalmazo éleszto torzseket poolozni tudjuk, ezen a poolon vizsgdltuk a barkodok

kornyéken az R-hurkok elofordulasat.

3.3.1. Epi-ID library

Az epi-ID library egy élesztd konyvtar, melynek minden tagjdban mds-mas nem
eszencialis gén van kiiitve és minden torzs egyedi DNS barkod szekvenciaval van elladtva. A
DNS barkodok, azonositoként szolgéalhatnak, lehetové téve a kiilonbozd torzsek egyiittes
vizsgélatat. Mivel minden vonalkod egy géndelécionak felel meg, a vonalkod feldusulasa jelzi
a géndelécio hatasat, mely Gjgeneracios szekvenalassal kitlinden kvantitalhatd. A vonalkoddal
ellatott torzsek két egyedi, 20 bazisparbol allo6 vonalkddot tartalmaznak. A vonalkdédok a
szelekcios marker (KanMX) elott (UpTag) és utan (DownTag) taldlhatok, amely a jol
tanulmanyozott HO-génbe integralodott. A HO gént minden labor élesztd torzsben deletaljak.
Az UpTag ¢s DownTag genomidlis kontextusaban kiilonbozik, promdterek vagy terminatorok
veszik koril. A konyvtar koriilbeliil 4200 torzsbol all, 14 darab 384 lyuku plateben
helyezkednek el a torzsek. Egy kisérletben 3-3 platet lehet 6sszevonni, mivel a konyvtar 6t

egyedi vonalkdddal rendelkez6 részhalmazra van osztva (Vlaming et al., 2016).
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3.3.2. Eleszték novesztése

Az epi-ID library 384 lyuku glicerol stock platjeibdl 5 - 5 ul-t vittiink 4t tobb csatornas
pipettaval egy uj, 75 ul YPD tapoldatot tartalmazé 384 lyuka platebe. A platet levegdzOs
foliaval lefedve, ~16-18 orat 30°C -on 250 rpm réazatds mellett inkubaltuk a sejteket. Ezt
kovetéen a plateben felnoétt sejtkulturakat osszepooloztuk, OD600-on lemértiik az
abszorbanciajat a poolozott tenyészetnek. Kihigitottuk a poolozott sejtkultarat OD600 =0,125-
re 2-300 ml térfogatban és lombikban 30°C -on 200 rpm razatds mellett OD600 =1 koriilire
(0.9-1.1) novesztettiik 6ket. A felnétt tenyészetet 50 ml-s centrifuga csévekbe alikvotoltuk, a
sejteket 4000 rpm 5 perc centrifugalassal 6sszegytijtottiik, szarazjégben fagyasztottuk és -70

°C-on taroltuk 6ket.

3.3.3. DRIP

DNS izolalas:

Egy reakcidban ~300-500 milli6 sejtbdl indult a DNS izolalas. A fagyasztott sejtpelletet 4,9 ml
szorbitol-EDTA oldatban (0,9M szorbitol, 0,1M EDTA) felszuszpendaltuk, hozzaadtunk 100
ul zymolyase (1 mg/ml) enzimet és 50 ul B-merkaptoetanolt, 37°C -on 200 rpm razatas mellett
~45 percig sejtfalemésztettiik a sejteket. A sejtfalemésztés sikerességének ellendrzése céljabol
3 ul sejthez 3 ul 1% SDS-t adtunk és konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk, hogy a kezelés
hataséara a sejtek kipukkadnak-e. Sikeres sejtfalemésztés esetén buborékszeriiek a sejtek, ha
még nem volt teljes a sejtfalemésztés, folytattuk az inkubaciot. Majd kétszer mostuk a sejteket
szorbitol-EDTA-val (centrifugalasok: 10 perc, 4000g, 4°C), mikézben atvittiik a sejteket
eppendorf csdbe. Innentdl az izolalds a Macherey Nagel NucleoSpin Tissue - Genomic DNA
from tissue kittel tortént egy kis valtoztatas mellett. 180 ul Buffer T1-ben felszuszpendaltuk a
sejteket, hozzaadtunk 25 ul Proeinaz K-t és 1,5 o6ran at 56°C -on 500 rpm razatassal lizaltuk a
sejteket. Ezt kovetden 200 ul B3 puffert adtunk a mintakhoz, alaposan vortexeltiik, majd 10
percig 65°C -on inkubaltuk. A sejttormeléktdl 5 perc 11000g centrifugédlassal megvaltunk, a
feliilluszohoz egy 0j csdben 210 ul abszolut etanolt adtunk, alaposan vortexeltiik, majd a kit
szilika membran oszlopara vittiik a mintat. Az oszlopot mostuk a BW, majd B5 pufferrel, iiresen
is centrifugaltuk az oszlopokat és néhany percig nyitva hagytuk, hogy az etanol biztosan
elparologjon. Az oszloprol a DNS eluédlasat 50 ul 65°C-ra felmelegitett elicios pufferrel
végeztiik 3 percig inkubaltuk igy az oszlopot, centrifugalast kovetden megismételtiik az eluciot.
Koncentracio mérést Qubit késziilékkel és reagenssel végeztiink. A DNS intaktsagat 1% agaroz

gélelektroforézissel ellendriztiik.
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DNS szonikalésa:

Egy plate gDNS pooljabol ~17,5 ug-ot szonikaltunk Osszesen, ebbdl egy reakcioba ~2,5 ug
DNS-t helyeztiink 100 ul térfogatban, Low EDTA TE (10mM Tris pH 8, 0,1mM EDTA pH 8)
pufferrel kiegészitve a DNS-t. Kortlbeliil 5 kb fragment méret ald szonikaltuk a DNS-t
Bioruptor UCD-300 (Diagenode) késziilékkel, “low” erdsségii fokozaton, atlagosan 5
masodperc alatt, 1%-0s agar6z gélelektroforézissel ellendriztiik a fragment méretet. Azért
fragmentaltuk enyhén, nagy fragment méretre, hogy a barkod szélesebb kornyezetének R-hurok
profiljat tudjuk vizsgalni. A szonikalast kovetden az egy mintdhoz tartozd Ossztérfogat
mennyiség nagysaga miatt Kapa Pure Beaddel DNS toményitést végeztiink 1,5x-es bead:minta
arannyal.

Immunprecipitacié (IP):

Egy IP reakcidoban maximum 6 ug DNS volt a bemend DNS mennyiség, minden 1épést DNA
LoBind (Eppendorf) csében végeztiink és a magneses beadek kifogasdhoz magneses eppendorf
csO tartot hasznaltunk. Egy IP reakcidhoz 50 ul blokkolt DynaBead Protein G beadet
(ThermoFisher 1004D) hasznaltunk. A blokkolashoz kétszer, 2 percig rotatoron inkubaltuk a
beadeket 1 ml 0,5% BSA/PBS/EDTA pufferrel. Majd 1 ml 0,5% BSA/PBS/EDTA pufferrel 15
ug S9.6 antitest mellett, ~4 6ran at rotalva 4°C-on inkubdltuk a bead-antitest elegyet. Ezt
kovetden ujra mostuk a beadeket kétszer, 2 percig inkubava 1 ml 0,5% BSA/PBS/EDTA
pufferrel, hogy eltavolitsuk a beadhez nem kotott antitesteket. A mosas utan IP pufferben (50
mM Hepes/KOH at pH7,5; 0,14 M NaCl; 5 mM EDTA; 1% Triton X-100; 0,1% Na-
deoxycholate, ddH2O + proteaz inhibitor tabletta (1db/10ml)) vettiik fel a beadeket. Hozzaadtuk
a bead-antitest-IP puffer elegyhez a DNS mintékat, a végtérfogat 500 ul volt. Minimum 12 6ran
at 4°C-on rotalva inkubaltuk igy a mintakat. Masnap haromszor mostuk 1 ml hideg IP pufferrel
¢s haromszor 1 ml hideg TE pufferrel (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH&8.0) a beadeket (2
perc rotalas/mosas). 100 ul elucids pufferrel (50mM Tris-HCI pH 8, 10mM EDTA, 1% SDS)
eludltuk a DNS-t, 65°C - 15 perc inkubacidval, kozben 2 percenként vortexelve a beadeket. Az
eludtumot j LoBind csébe helyeztiik, majd a Zymo ChIP DNA Clean and Concentration Kittel
tisztitottuk a gyari protokoll szerint, 30 ul-ben eludlva a mintakat az oszlopokrél. Koncentracio

mérés Qubit késziilékkel €s reagenssel tortént.

3.3.4. Barkodok amplifikacioja PCR-el

A barkodok mellé tervezett primer parral PCR-t végeztiink 50-50 ng IP és input (IP
reakcio eldtti DNS) mintan. A PCR-t a Kapa Hifi Hot Start Master Mix-el végeztiik gyari
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protokoll szerint, az alabbi primerekkel - Forward primer:AATGGATGTCCACGAGGTCT,
Reverse primer:GTATTCTGGGCCTCCATGTC. A primer hibridizaciés hdmérséklet 63°C
volt, 17 PCR ciklust végeztiink 6sszesen. A PCR amplikon hossza 152 bp méret volt. A PCR
terméket Kapa Pure Beaddel méretszelekcios tisztitassal tisztitottuk ugy, hogy a 100 - 250 bp
méret kozotti fragment méretek maradjanak csak meg (eldszor 0,9x-es bead:minta, majd 3x-os
bead:minta aranyt alkalmaztunk). Koncentracié mérés Qubit késziilékkel, reagenssel tortént. A
tisztitott PCR termékek Agilent Bioanalyzer késziilékkel DNA High Sensitivity Chippel
ellendrizve lettek, hogy j6 fragment méretnél jonnek-e. A konyvtarkészités elott a
lehetoségeknek megfelelden, ahol nem volt atfedés a barkddok szekvenciajaban, 2-3 plate

DRIP-BC PCR termékét pooloztuk egyenld aranyban.

Y s W
R-hurok
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[
= = Kilitott gén
\ g1 (~4300 gén / 4300
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9. Abra DRIP-BC Kkisérlet fobb 1épései a, izoldlt gDNS szonikdldsa b, immunoprecipiticié S9.6
antitesttel ¢, barkodok amplifikacioja PCR-el

3.3.5. Konyvtarkészités, szekvenalas

A konyvtarkészités eldtt a lehetdségeknek megfelelden, ahol nem volt atfedés a
barkodok szekvencidjaban, 2-3 plate DRIP-BC PCR termékét pooloztuk egyenld aranyban. A
konyvtarkészitést a Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet Genomi Medicina és

Bioinformatikai Szolgéltato Laboratoriuma végezte Nugen Ovation Ultralow System V2
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konyvtarkészitd kit hasznélataval. A szekvenalas a Novogene vallalat cambridge-i székhelyén
lett elvégezve, 3-4 millio 150 bp paired end read lett szekvendlva platenként az IP és input
mintakbol is. A readek illesztése egy virtudlis referencia genomra tortént, melyben a barkdédok
kornyezete van Osszeflizve egy mesterséges szekvencia sorra. Konyvtarméretre normalizalas
tortént és 5% percentilis alatt az input minta alapjdn kihagytuk a kevéssé reprezentalt
barkodokat az elemzésbdl. Végiil az IP/input aranyt vizsgaltuk mutdnsonként. A legaldbb
masfélszeres DRIP jel (IP/input arany) csokkenést vagy ndvekedést (<0.67 ill >1.5) tekintettiik

szignifikans valtozasnak.

3.4. Teljes genomi DRIP-seq

A DRIP-BC-seq eredménye alapjan kivalasztott 11 élesztd torzsbol teljes genomi DRIP-
seq-et végeztiink. Az egyedi torzsek az epi-ID library platje pooljaival egyez6 modon lettek
novesztve. Glicerol stockbdl leoltott over night eldtenyészetb6l OD600 = 0,125-re kihigitottuk
a sejteket €és OD600 ~1-ig (OD600 = 0,9 - 1,1) novesztettiik Oket, majd begylijtottiik a sejtplettet
¢s a DNS izolélésig -70 °C-on taroltuk dket.

DNS izolalas:

A sejtpelleteket mostuk 1 ml hideg TBS pufferrel (centrifugalds: 3200 g, 1 perc, 4 °C), majd
felszuszpendaltuk 200 pl lizis pufferben (2% (v/v) Triton X-100; 1% (v/v) SDS; 100 mM NacCl;
10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA, pH 8.0). Hozzaadtunk 0,3g liveggyongyot és 200 pl
fenol/kloroform/izoamil-alkoholt (ThermoFisher, 15593031), majd 3 percig vortexeltiik a
mintakat. Kiegészitettiik 200 pul TE pufferrel, rovid vortexeléssel elegyitettiik. Centrifugalast
(16000 g, szobahd, 5 perc) kovetden a felsd vizes fazist 0j eppendorf csébe tettiikk, majd
hozzaadtunk a leszivott mennyiséggel megegyezd térfogati kloroformot (Sigma, C2432-1L).
Centrifugalast (16000 g, szobahd, 5 perc) kdvetden a felsé vizes fazist 01j eppendorf csdbe tettiik
¢s 1 ml hideg 100%-os etanolt (Molar Chemicals Kft., 02910) és 10 ul 4 M ammonium-acetatot
adtunk hozza, 6sszeforgattuk és 1 ora hosszat -20 °C-on inkubaltuk a mintakat. Centrifugélast
(20000 g, 4 °C, 3 perc) kdvetden a feliiluszot eltavolitottuk, a DNS pelletet szaritottuk, majd
100ul low EDTA-TE pufferben beoldottuk 37 °C-on 30 percig inkubalva. A DNS
Szonikalas, RNazA emésztés:

Torzsenként Gsszesen 42 pg DNS-t szonikdltunk 6pg-onként szétszedve oOket €s 250 ul
térfogatra kiegészitve low EDTA-TE pufferel. Atlagosan 1-2 kb fragment méret al4 szonikaltuk
a DNS-eket Bioruptor UCD-300 késziilékkel 5-szor 30 mp ON/OFF programozassal, 1%-os
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agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik a fragment méretet. Mivel a fenollal valé DNS izolalas
utan rengeteg RNS marad a mintadban, RNazA emésztést végeztiik 300 mM NaCl mellett. 6 ug
DNS-t 2 pl RNazA (10 mg/ml, ThermoFisher, EN0531) enzimmel emésztettiink 300 ul
térfogatban, 18 ul 5 M NaCl-ot hozzaadva, 1 6ran at 37 °C-on inkubalva a mintakat, majd a
Machery Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kittel tisztitottuk a DNS-eket, low EDTA
TE pufferrel végezve az elualast az oszlopokrol.

Spike-in kontroll izolalasa:

Az immunoprecipitacidhoz belsé kontrollként szonikalt E.Coli DNS-t (spike-in kontroll)
hasznaltunk. Kompetens E.Coli (DH5a) glicerol stockbdl leoltottunk 50 pl-t 5 ml LB tapoldatba
¢és egy éjszakan at 37 °C-on 200 rpm razatas mellett ndvesztettiik a sejteket. Masnap 1,5 ml
sejtkultirabol izolaltunk DNS-t. A sejteket Osszegytijtottiik 16000g Iperc centrifugaldssal,
majd 600 pl lizis pufferben (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pHS.0, 0,6% SDS, 0,12 mg/ml
ProtK) felszuszpendaltuk, vortexeltiik oket és 1 oran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk.
Hozzaadtunk 600 pl fenol/kloroform/izoamil-alkoholt, vortexeltiik és centrifugéalast (16000 g,
5 perc, szobahd) kovetden a felsd vizes fazist atvittiik egy 0j csébe. A fenol/kloroform/izoamil-
alkoholos tisztitast még kétszer megismételtiik. Ezt kovetden az atvitt vizes fazissal megegyezo
térfogatban kloroformot adtunk a mintdhoz, vortexeltiink, majd centrifugaltuk (16000 g, 5 perc,
szobahd). A felsé vizes fazist ismét 0j csébe vittiik at és 1/10 térfogat 3 M Na-acetattal és 2,5
térfogat jéghideg abszolut etanollal elegyitettiik, -20 °C-ra helyeztiik 30 percre. Centrifugalast
(18000 g, 15 perc, 4 °C) kovetden a DNS pelletet mostuk kétszer 1ml hideg 70%-os etanollal
(centrifugélas: 18000 g, 5 perc, 4 °C) és miutan a maradék etanol elparolgott, 60 pl nukleaz
mentes vizben oldottuk be a DNS-t 4 °C-ra helyezve egy ¢jszakéra.

Spike-in kontroll hozzéadésa az élesztd DNS-hez:

Minden torzsbdl dsszesen 24 pg DNS-t haszndltunk fel, az élesztd DNS mennyiségnek a 2%-
aval egyenlé mennyiségli E. coli szonikalt DNS-t adtunk az ¢éleszté mintakhoz, ez 480 ng E.
coli DNS-t jelentett.

RNazH emésztés:

A spike-in kontroll hozzéadasa utan 4 ug mintan RNazH emésztést végeztiink. Ez a minta
negativ kontrollja lett a kisérletnek, a kezelt mintaban azt vartuk, hogy csokken az R-hurok jel,
a kezeletlenhez képest. Az emésztéshez 6 ul RNazH enzimet (NEB M0297L) hasznaltunk 100
ul reakcid térfogatban 10 pl 10x RNazH puffer jelenlétében. 2 6ran keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk a reakcidt, majd a Zymo ChIP DNA Clean & Concentrator kittel tisztitottuk a DNS-
t a gyari protokoll szerint.

Immunoprecipitacio:
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Az immunoprecipitdciohoz az RNazH kezelt mintdhoz 50 pl-t, a maradék 20 pg kezeletlen
DNS-hez kétszer 100 pl blokkolt Dynabead Protein G beadet hasznaltunk. (100 pl beadhez 10
ug kezeletlen DNS-t adtunk.) A beadek blokkoldsat és az imunoprecipitaciot a DRIP-BC-seqnél
leirtakkal azonos modon végeztiik. Mivel itt az I[P minta egyenesen a konyvtarkészités bemend
anyaga, a DRIP-BC-seqel ellentétben, ahol a brakod PCR termék volt az, a nagyobb tisztasag
érdekében az IP eludtumokat Ampure beaddel tisztitottuk 1,8x-os bead:minta arannyal.
Kvantitativ polimeraz lancreakcié (QPCR):

R-hurok szempontjabol pozitiv és negativ genomi régiokon QPCR-t végeztiink az RNazH
kezelt és kezeletlen IP mintakon ¢€s a kiindulasi input mintdn egyarant. Az IP/input aranyokat
hasonlitottuk 0ssze az egyes mintak, régiok kozott.

1 PCR reakcio - plate lyuk Osszetétele: 5 pul Roche LightCycler 480 Sybr Green I Master Mix,
0,03 ul Kapa Rox High (passziv referencia festék), 0,25 pl 10 uM FW primer, 0,25 ul 10 uM

Rev primer, 0,47 pl nukledz mentes viz és 4 ul DNS minta vagy viz a hattér detektaldsdhoz.

PCR program:
5 perc 95°C
10 sec 95°C
40 ciklus 20 sec primer hibridizacios hdmérseklete (53-60 °C)
30 sec 72°C
PCR termék olvadaspont analizise

Hasznalt primerek:
pozitiv kontroll régiok:

18S-pos-ctrl-FW: TCCAATTGTTCCTCGTTAAG
18S-pos-ctrl -Rev ATTCAGGGAGGTAGTGACAA
DRIP sc pos 1 FW: TGCATATCGAGTCGAAGCCC
DRIP sc pos 1 REV: CCATTACGTTGTGTGCGAGC

negativ kontroll régio:

CEN16-neg-ctrl-FW: TGAGCAAACAATTTGAACAG
CEN16-neg-ctrl-Rev: CCGATTTCGCTTTAGAAC

Barkod kozelébe tervezett primerek:

DRIP sc PTP1 FW: TGGGGGTCAGCATAGAACCT
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DRIP sc PTPI REV: AGTTTTACGCGTGGGACCTT
DRIP sc SSBI FW: TGCCAAGAAGCACGAAGCTA
DRIP sc SSB1 REV: GTGATGAATGCAGTCTTAACGAG

Konyvtarkészités, szekvenalas:

A konyvtarkészités az Accel-NGS 2S Plus DNA Library Kittel és az Accel-NGS 2S Indexing
Kittel (Swift Biosciences) lett elvégezve a konyvtarkészités végén a sziikséges PCR ciklus szam
a KAPA Library Quantification Kittel (Roche) lett meghatarozva. A szekvenalas mélysége az
IP minték esetén 5-6 milli6 read, RNazH kezelt I[P mintdknal 2-3 milli6 read, input mintaknal

~2 milli6 read volt.

3.5. Eleszt6 novekedési vizsgalat - spot assay

Szaturalt eldtenyészeteket mostuk (2000 rpm, 2 perc, szobahém) klavozott MiliQ
vizzel, majd megmértiik OD600-on az abszorbanciajukat. Kihigitottuk mindegyik vizsgélni
kivant torzset OD600 = 0,5-re, majd 10-szeres higitasi sort készitettiink (1000x-es higitasig) 96
lyuku plateben az élesztd kultirdkbol. A higitdsi sorbol tobb csatornas pipettaval 4 - 4 ul-t
csepegtettiink YPD (1% ¢élesztd extraktum, 2% pepton, 2% D-gliikoz, 2% agar) illetve YPG
(1% élesztd extraktum, 2% pepton, 3 v/v% glicerol, 2% agar) agar plate-re. Naponta
ellendriztiik a sejtek ndvekedését és fotoztuk dket. YPD-n kb. 2 napra, a YPG-n kb. 5 napra van
szlikség, hogy megfelelden latszodjanak a kiilonboz6 torzsek kozott a ndvekedési kiillonbségek.

A képelemzést Petropavlovskiy €s munkatarsai cikke alapjan végeztiik az Imagel
szoftver segitségével (Petropavlovskiy et al., 2020). A kép tipusat 8 bitesre allitottuk és a
legnagyobb ¢lesztd telep atmérdjénél lemértiikk a pixelek szamat. Az eldbbi pixel szamhoz
hozzdadva 20 pixelt, hattérkivonast végeztiink “sliding parabolid” modszerrel. A legkisebb
¢lesztd telep koré kort rajzoltunk és ezzel a korrel a kép 5 pontjan lemértiik a hatteret és ebbdl
atlagot szdmoltunk. Majd ugyanazzal a kormérettel lemértiik az élesztd telepeken a pixelek
szamat €s ezekbdl kivontuk a hattér atlagat. Az igy kalkulalt értékeket végiil Excel programmal,

oszlop diagramon &brazoltuk.
3.6. Az epi-ID torzsek génexpresszios vizsgalata (mRNS-seq)

Annak érdekében, hogy megtudjuk az emelkedett R-hurok szint az egyes mutans torzsekben
milyen gének génexpresszidjdnak a megvaltozasaval jar egyiitt, mRNS-seq-et végeztiink

néhany szdmunkra érdekesnek bizonyuld mutans tdrzsbdl és vad tipust élesztd torzsbol.
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3.6.1. RNS izolalas

Az RNS izoléalashoz az élesztd torzseket ugyanugy ndvesztettiik, mint a teljes genomi DRIP-
seq esetében, viszont Trizol reagensben (MRC, TR118/200) gytjtottiik be a sejteket. Az
izolalast 10 ml OD600 ~1-re feln6tt tenyészetbdl inditottuk, megmostuk (centrifugalas: 3000
g, 3 perc, szobahon) a sejteket 1 ml 1x TBS pufferrel (20 mM Tris, 150 mM NacCl), majd 500
ul Trizol reagensben felszuszpendaltuk és 200 pl tiveggydngy jelenlétében 5 percig vortexeltiik
a mintakat, majd -20 °C-on taroltuk Oket az izolalas folytatasdig. A kiolvasztast kdvetden 1
percig vortexeltilk a mintdkat, hozzaadtunk 100 pl kloroformot és 5 percig tjbol vortexeltiik
Oket. Centrifugalast (12000 g, 15 perc, 4 °C) kdvetden a felso vizes fazist 0j eppendorf csébe
vittiik 4t, hozzaadtunk 250 pl izopropanolt, dsszeforgattuk és szobahdmérsékleten 10 percig
inkubaltuk igy a mintat. Centrifugalast (12000 g, 10 perc, 4 °C) kdvetden a feliiluszot
eltavolitottuk, az RNS pelletet kétszer mostuk (centrifugalas: 7500 g, 5 perc, 4 °C) 1 ml hideg
75%-o0s etanollal, majd miutan megvartuk, hogy a maradék etanol elparologjon 40 ul DEPC-
kezelt nukledz mentes vizben oldottuk be az RNS-t. Koncentraci6 mérést Nanodrop
spektrofotométerrel végeztiink és 1%-os agardz gélelektroforézissel ellendriztiik az RNS-ek

intaktsagat.

3.6.2. mRNS szekvenalas, analizis

Az NGS konyvtarkészitést €s mRNS szekvenalast a Novogene cég végezte. Az mRNS dusitasa
poliA szelekcioval, a cDNS szintézis random hexamerek segitségével tortént. Nem-
szalspecifikus  konyvtar késziilt standard Illumina konyvtarkészitéssel, mely allt
végreparalasbol, tulnyualdé A nukleotid képzésbdl, adapter ligalasbol, méretszelekciobol és a
konyvtar PCR amplifikaciojabol. A szekvenalas 150 bp paired end read leolvasasaval tortént.
Az analizist szintén a Novogene cég végezte. A génexpresszio szint méréshez a Counts v1.5.0-
p3 programot hasznaltak, megszamoltdk az egyes génekre esd read szamot, majd génenként
FPKM-et szamoltak a génhossz alapjan. Az FPKM, a transzkriptek kilobazisonkénti
fragmentumainak szama, egy milli6 bazisparra vetitve.

csomaggal végezték, amellyel a génhossz torzitast korrigaltak. A 0,05-nél kisebb korrigalt P-
értekkel rendelkezd GO kifejezéseket tekintették szignifikdnsan dasultnak.
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3.7. 4C-BC-seq

A DRIP-BC-n kiviil az epi-ID libraryt egy masik nagy volumenii screening jellegii
vizsgélatra is felhasznéltuk, melyben a barkéd régié kromatin interakcidt vizsgaltuk. A

modszert 4C-BC-seq-nek neveztiik el (10. Abra).

interakcios DNS partner

barkod kornyezete
DNS

Protein m

Béﬂ }(‘ 3.
S C — :D

Primerek

10. Abra 4C-BC seq modszer fobb 1épései. 1. elsé restrikcids enzimes emésztés sejtmagon
beliil, 2. in situ proximity ligalas (sejtmagon beliil), 3. masodik restrikcios enzimes emésztés a

tisztitott DNS-en, 4. ligalas hig kérnyezetben, 5. inverz PCR

A kiilonboz6 élesztd torzseket szintén poolozva vizsgaltuk, 384 well platenként haladtunk a
kisérlettel. A novesztés a DRIP-BC-nél leirtakkal egyezé modon tortént, viszont a 4C-BC-seq-
hez a sejteket 2% formaldehiddel fixaltuk (20 perc, 25°C, 200 rpm), majd a fixalast 0,26M
glicint (20 perc, 25°C, 200 rpm) hasznalva allitottuk le.

Sejtmag izolalas:
2-400 millié sejten, szorbitol-EDTA pufferben (1 M sorbitol, 0,1 M EDTA pH 8.0), 5 ml
térfogatban, zymolyase (100T, 25 pg/ml) ¢és 50 ul B-merkaptoetanol jelenlétében
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sejtfalemésztést végeztiink 37°C-on ~50 percig 200 rpm razatds mellett. A sejtfalemésztés
hatékonysagat 1% SDS : minta 1:1 aranyt keverékével ellendriztiik. Sikeres sejtfalemésztésnél
SDS hatasara mar csak a sejtmag lathatd egy halvany “buborékban”. Mostuk a sejteket 5 ml
hideg szorbitol-EDTA-val, majd athelyeztiik eppendorfcsdbe a sejteket (centrifugalasok: 4000
g 10 perc 4°C). A sejtpelletet 500 pl Hi-C lizis pufferben (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM
NaCl, 0.2 % Igepal + 1 db protedz inhibitor tabletta 10 ml puffer) szuszpendaltuk fel és 30
percig rotatoron inkubaltuk 4°C —on. Mostuk a pelletet Hi-C lizis pufferrel (centrifugalasok:
4500 g 10 perc 4°C), majd 1x NEB Cut Smart pufferben szuszpendaltuk fel a pelletet,
kiegészitettiik SDS-el 0,1% végkoncentracidoban és 62°C-on 10 percig inkubdltuk a mintat.
Inkubécio lejartat kovetden rogton jégre tettiik a csoveket, hogy elkeriiljik a magas
hémeérsékleten bekdvetkezhetd formaldehides keresztktés felbomlast. 1% végkoncentracioban
TritonX-100-al egészitettiik ki a szuszpenziot és 15 percig 37°C-on rotalva inkubaltuk Sket. Igy
a sejtmagok épségben kiszabadulnak a sejtbdl. 100g 5 perc 4°C centrifugéalassal megvaltunk a
sejttormelektol, a feliiliszot tartottuk meg. Majd a sejtmagokat 4500 g 10 perc 4°C
centrifugalassal gytjtottiik be. Ezen a ponton a sejtmagok szarazjégben fagyaszthatdak és -

70°C-on tarolhatoak.

Els6 restrikcios emésztés, proximity ligalas:

NEB 1x Cut Smart pufferben felszuszpendaltuk a sejtmagot, Dral és SSpl restrikcios
emzimekkel 1 6ran keresztiil 37°C-on rotalva emésztettiik 6ket. Az enzimeket 62°C-on 20 perc
alatt héinaktivaltuk. Centrifugaltuk (4500 g, 4°C, 5 min) a sejtmagokat puffercsere céljabol.
NEB 1x Cut Smart pufferben szuszpendaltuk fel a mintat €s kiegészitettiik NEB Quick Ligase
Reaction Buffer-rel (1x végkoncentracio), TritonX-100-al (0,83% végkoncentracio), BSA-val
(0,1 mg/ml végkoncentracid) és 4500 Unit NEB Quick Ligase-al. 1 oran keresztiil
szobahdmérsékleten lassu rotalas mellett zajlott a ligalas, majd 4500g 10 perc 4°C
centrifugalassal 6sszegyiijtottiik a sejtmagokat ¢s megkezdtiik a DNS izolalast. A sejtmagokat
200 pl breaking pufferben (2% (v/v) Triton X-100; 1% (v/v) SDS; 100 mM NaCl; 10 mM Tris-
HCI, pH 8.0; | mM EDTA, pH 8.0) lizaltuk 68°C-on 1,5 6ran keresztiil, ezalatt a formaldehides
keresztkotések felbontdsa is megtortént. 15 ul RNazA-val (10 mg/ml) emésztettiik az RNS-eket
37°C-on 30 percig, 20 ul proteindz K-val (20mg/ml) 55°C-on 30 percig emésztettiik a
fehérjéket. Ezt kovetden Kapa Pure beaddel 0,4x-es bead-minta arannyal tisztitottuk a DNS-t.

Masodik restrikcios emésztés, végfeltolés, 2. ligalas:
Mintanként kétszer 2 pg DNS-en végeztiik el a masodik restrikcios emésztést. A 2-2 ng DNS-
t restrikcidos enzimenként 20-20 Unit HindIIl, Asel, BsrGI, Mscl, Ncol, Fspl enzimmel

39



hasitottuk NEB2.1 pufferben 37°C -on 2 o6rat inkubalva. A restrikcids enzimes emésztés utan
Zymo ChIP DNA Clean & Concentrator Kittel tisztitottuk ki a DNS-t. Mivel a restrikcios
enzimes emésztés tobbféle tilnyulé DNS véget eredményezett sziikség volt végfeltoltésre is a
ligalas eldtt. Egy reakcidban ~1 ug DNS-en végeztiik a végfeltoltést 1x NEB 2.1 pufferben 3,3
- 3,3 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 1 Unit Klenow enzim hozzaadasaval 25°C-on 15 percig,
majd a Zymo ChIP DNA Clean & Concentrator Kittel kitisztitottuk a DNS-t. A masodik ligalast
hig kortilmények kozott 7 ml térfogatban végeztiik, 1x -re higitva a 10x ligaz puffert, enzimbdl
100 Unit Quick ligdzt hasznaltunk. Egy éjszakan at 16°C-on inkubaltuk a mintat. A DNS
tisztitast 2,5x térfogata 100% etanol, 1/10 térfogat 2M NaAc (pH 5,6)-al valo kicsapassal
végeztiik. -80°C-ra helyeztiik az igy kapott oldatot és megvartuk, hogy szilardra fagyjon a
folyadék, miutan ezt elértiik 20 perc 7200 g 4°C centrifugalassal pelleteltiik a kicsapott DNS-t.
Hideg 70% -os etanollal mostuk a pelletet (15 perc 3300g 4°C), majd a pelletet
szobahdmérsékleten szaritottuk. 10mM Tris-ben (pH 7,5) oldottuk fel a pelletet 15 perc 37°C
inkubaléssal és a Zymo ChIP DNA Clean & Concentrator Kittel tisztitottuk a DNS-t.

Inverz PCR, input PCR:

Az inverz PCR sordan a normal PCR-hez képest a primerek tervezése egymassal ellentétes
iranyban torténik, igy az ismert DNS szakaszhoz ligalt ismeretlen DNS szakaszokat fel tudjuk
amplifikalni, majd késdbb megszekvenalni. Ehhez a Roche Expand Long Template System
DNS polimerazat hasznaltuk, ami egyforma hatékonysaggal képes a kisebb és nagyobb
fragmenteket is amplifikélni, igy a kiilonb6z6 templat méret nem visz torzitast a kisérletbe. 1
PCR reakcié 100 ng ligdlt mintan lett elvégezve. 1 reakcio Osszetétele: 5 pul Expand Long
Template System 10x buffer 1, 4 pul 2,5 mM dNTP mix, 1-1 pl 25 pM primerl
(ATCCGTCGACCTGCAGCGTA) - primer 2 (GAATACCCTCCTTGACAGTCTTGAC) ,
0,75 ul polimeraz (5U/ul), 50 pl-re kiegészitve a DNS templattal.

inverz PCR program:
1 ciklus 94°C 2 perc
94°C 15 mp
30 ciklus 63°C 1 perc
68°C 3 perc
1 ciklus 68°C 7 perc
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A PCR terméket Kapa Pure beaddel 100 - 1000 bp kozé méretszelektalva tisztitottuk ki.

A kiilonbozd torzsek reprezentaltsaganak az ellendrzésére tgynevezet input PCR-t is
végeztiink, ahol szimpla PCR-el dusitottuk a barkod szakaszt, majd szekvenaldssal kvantitaltuk
az egyes barkodok mennyiségét. 1 input PCR reakci6 50 ng DNS-en ment, 25 UL
TERFOGATBAN, 1 reakci6 osszetétele: 12,5 ul 2x Kapa Hifi Hot Start Master Mix, 0,75 -
0,75 ul 10 uM forward primer (GTATTCTGGGCCTCCATGTC) - reverse primer
(AATGGATGTCCACGAGGTCT).

input PCR program:
1 ciklus 95°C 3 perc
98°C 20 mp
15 ciklus 63°C 15 mp
72°C 15 mp
1 ciklus 72°C 1 perc

A PCR terméket szintén Kapa Pure beaddel 100 - 250 bp kozotti méret szelekcioval tisztitottuk.
Konyvtarkészités, szekvenalas:

A konyvtarkészitést 2-3 db 384 well epi-ID platebdl szarmazé 4C mintat ekvimolérisan
poolozva végeztiik el, a teljes genomi DRIP-seq-re késziilt mintdkkal azonos médon. Az inverz
PCR termékekbdl késziilt konyvtarakat 35 millio 150 bp paired end readdel, mig az input PCR

termékekbol késziilt konyvtarakat 8 millié readdel szekvenaltattuk ujgeneracios szekvenaléssal.

3.8. Arabidopsis Hi-C

A Hi-C kisérletek Arima HiC Kittel (Arima Genomics) lettek végezve. 10 napos
Columbia vad tipusu (Col-0) és ndx/-4 mutans csirandvények 1% formaldehidet tartalmazo
foszfattal pufferelt soldattal lettek fixalva (PBS) 2x5 perces inkubacioval vakuumkamraban.
A formaldehid feleslegét 0,125 M glicin hozzaadasaval kotottiik le. Ezt kvetden az Arima Kit
novényekre specializalt hasznalati utmutat6jat (https://arimagenomics.com/) kdvetve 1 gramm
fixalt novényt hasznaltunk a sejtmag izolalashoz. A ndvényi mintat folyékony nitrogénben
dorzsmozsar segitségével tartuk fel, majd PTNI puffer (250 mM szukréz, 20 mM HEPES pH
8.0, 5 mM KCI, ImM MgCl2, 40% glicerol, 0.1 mM PMSF, 1% proteaz inhibitor koktél
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(Sigma), 0.25% Triton X-100, 0.1% merkaptoetanol) hozzdadasat kovetben kétrétegii
Mirachlot (Merk) szlirdn kétszer atsziirtiik. A sejtmagokat haromszor mostuk PTNI pufferrel,
mikozben aliquotoltuk a sejtmagokat ~125 mg-onként. Az in situ proximity ligalt Hi-C
konyvtarakat az Arima felhasznaloi kézikonyve szerint allitottuk eld. A Hi-C mintakat 400 bp
koriilire fragmentaltuk szonikatorral (Bioruptor UCD-300, Diagenode; “low” er0sségii fokozat,
3 x 5 perc; 30 mp ON, 30 mp OFF). A konyvtarkészités a DRIP-seq illetve 4C-BC-seq
modszernél leirtakkal egyezé modon tortént annyi kiillonbséggel, hogy itt nem volt sziikség a
minta magneses gyongyhoz valé PEG-NaCl-os visszakotésére, mivel a DNS biotinon keresztiil
volt kikotve a sztreptavidinnel boritott magneses gyongyokhdz, a biotin - sztreptavidin kotodése
ciklus szamot és az Arima-QC2 értékeit a KAPA Library Quantification Kittel (Roche)
hataroztuk meg. Az NGS-konyvtar amplifikacioit a becstilt PCR-ciklusszdmokkal (4ltalaban 5-
9 kozott) a Kapa Library Amplification Kit (Roche) segitségével végeztiik el. Végiil az NGS
konyvtarakat [llumina NextSeq 500 platformon (2x150 nt, paired end reads) NextSeq 500 High
Output v2 kittel (Illumina) szekvenaltuk meg. A nyers Hi-C kdnyvtarakat (.fastq fajlok) a Juicer
eszkoztarral (Durand et al. 2016) dolgoztuk fel alapértelmezett paraméterek hasznalataval,
kivéve, hogy a hasznalt restrikcidos enzimek vagohelyeit (GATC ¢s GANTC) adtuk meg a
szkriptfajlokban. A Hi-C readeket az A. thaliana TAIR10 referenciagenomhoz térképeztiik, és
a MAPQ>=30 readeket tartottuk meg a tovabbi elemzéshez. Az interakcios térképek vizualis
abrazolasara ¢és elemzésére a HiGlass eszkoztarat (Kerpedjiev, 2018) hasznaltuk. A Hi-C
interakciok mennyiségi kiilonbségeit (Col-0 (vad tipust) vs. ndx1-4 mutans) 25 kb-os

felbontasnal a Slitherine pipeline (https:/gitlab.pasteur.fr/gmillot/slitherine) segitségével

vizsgaltuk. A Slitherine a Serpentine eszkozt (Baudry, 2020) futtatja a zaj csokkentésére a Hi-
C interakcits térképeken, €s azonositja a statisztikailag szignifikdns kiillonbségeket a Hi-C

matrixok kozott.
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4. Eredmények

4.1. R-hurok szabalyozé gének farmakogenomikai vizsgialata - fokuszban a
rakterapia

Humanspecifikus R-hurok regulatorokat egyaltalan nem ismertiink a kozelmultig. Ekkor jelent
meg egy tanulmany (Wang et al. 2018), amelyben tobb szaz potencialis R-hurok-koto fehérjét
azonositottak in vitro, amely megnyitotta az utat az R-hurok regulator gének vizsgalatahoz
kiilonféle fizioldgias és patologias folyamatokban. A rdkos megbetegedések kapcsan az elmult
¢vek kutatdsaban vildgossa valt, hogy az R-hurkok kontrollalatlan keletkezése €s a tumorokra
jellemzd genom instabilitas kozott van valamilyen mechanikai kapcsolat, azonban a résztvevd
faktorokat és funkcionalis kolcsonhatasokat nem tudtdk azonositani. A legtobb onkogén fehérje
a sejtciklus beinditasa mellett a transzkripcids gépezetet is er0sen aktivalja, beleértve példaul
mindharom RNS polimerazt €s az altalanos transzkripcids faktorokat (Kotsantis et al. 2016). Ez
fokozott R-hurok képzddéshez ¢és replikéacids stresszhez vezet (a repliszoma és az R-hurkok
Osszeiitkdzése révén), amely a replikdcios apparatus szétesése miatt nagymennyiségli DSB-t
general (Gan et al. 2011). A DSB-k rekombinacids folyamatokat inditanak el, amelyek
kromoszomaaberraciot és hibas testvérkromatid szegregaciot okoznak. E folyamatokat a
tumorsejtek meglehetdsen jol toleraljak (pl. az apoptozis gatlasa révén), ami Osszességében
elésegiti a kontrollalatlan sejtburjanzast és a metasztazisok keletkezését.

A fenti Osszefliggések mélyebb megértéséhez farmakogenomikai vizsgalatokat
végeztiink a szakirodalomban azonositott (€s kisérletesen validalt) R-hurok regulator
fehérjékkel, amely azon az elképzelésen alapult, hogy a daganatok permanensen magas R-
hurok szintje kihasznéalhato a rdkos sejtek kemoterdpias kezelésekkel szembeni érzékennyé
tételére. A tumorsejtek R-hurok struktirakra adott endogén valaszat felerdsitve ugyanis
sebezhetobbé tehetdk bizonyos citosztatikumokkal szemben, amely végsdsoron 1) R-hurok
alapt kombinacios terapiak kifejlesztéséhez vezethet.

Elemzéseink soran azt vizsgaltuk, hogy a kulcsfontossdgi R-hurkot kot fehérjék
Osszefliggésben allnak-e a rak talélésével és a gyogyszerérzékenységgel. Ehhez elsdként
statisztikai asszociadciot kerestiink a potencialis R-hurok gének és a daganatképzddés kozott.
Meghataroztuk, hogy a Wang et al. tanulmanyéaban azonositott RNS-DNS hibrid koté fehérjek
(Wang et al., 2018) koziil hany szerepel a tumorgének regiszterben (Repana et al. 2019). A

tumorgén regiszter 2372 gént tartalmaz http://network-cancer-genes.org/, amelyek szomatikus

mutacioi bizonyitottan tumor driver szereppel birnak. A vizsgélt 448 R-hurok kotd fehérje

koziil 92 volt tumor driver gén, amely statisztikailag szignifikans duasulast jelent a véletlen
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asszociaciohoz képest (p = 0,005792; 2-prop z teszt). A statisztikai asszociacid bizonyitasa utan
az elérhetd R-hurok regulator screen-ek (Wang et al. 2018; Cristini et al. 2018) és relevans
szakirodalmi adatok alapjan kivalasztottuk azokat a teszt géneket az elemzéseinkhez, amelyek
nagy valoszinliségli R-hurok regulator gének. Ehhez vettiik az R-hurok screen-ek kozos
metszetét (k6zos talalatokat) és a halmazt tovabb sziikitettiik az R-hurok szakirodalom alapjan,
amely végiil 36 nagy megbizhatdsagh R-hurok regulatort eredményezett. A kivalasztott gének
fontos molekuléris utvonalakban és biokémiai folyamatokban jatszanak szerepet (3. Téblazat;
Anyagok ¢és Modszerek fejezet), melyeknek szerepe lehet a rak kialakuldsaban (pl. DNS-
topoldgia; RNS- DNS hibrid ribonukledzok és helikazok; RNS érés, splicing és export; DNS

karosodas; kromatin modositasok).

Y&

4.1.1. Daganatos betegek tilélése és a daganatok génexpresszidja kozotti osszefiiggés

analizise

Az R-hurok gének mRNS-expresszidjat a Cancer Genome Atlas (TCGA) adatbazisbol
toltottiik le, 0sszehasonlitottuk az egészséges szovetek és a primer tumorok génexpresszids

értékeit (11. Abra).

egészséges daganatos Median mRNS
||
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11. Abra Az R-hurok gének mRNS expresszioés szintjének median értékei egészséges

szovetekben és primer daganatokban. Az adatok t6bb ezer beteghdl illetve szovetmintdbol
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meghatarozott mRNS-seq értékek (median), amelyet a Cancer Genome Atlas (TCGA) adatbdzis
alapjan szamitottunk ki. A zéld és piros celldk intenzitasa aranyos a mRNS expresszio mértékével.
Az R-hurok genek sorok szerint, mig a szévet, illetve tumor tipusok oszlopok szerint vannak
rendezve. Nyilakkal kiemeltiik azokat a géneket, amelyek szignifikansan emelkedett vagy csékkent

expressziot mutatnak a daganatokban a normal szévetekhez képest.

A 11. Abran lathato, hogy a BUB3, DHX9, PRMT1, THOC4, THOC7, U2AF1 és ZNF207
(BUGZ) expresszidja tobb primer daganatban megndvekedett a normal szdvetekhez képest,
mig az SRSF1 (ASF/SF2) a legtobb daganat esetén csokkent (kivéve az akut myeloid
leukémiat; LAML). Ezt kovetéen a primer tumorokban mért génexpresszios értékeket
nagyszamu rakos betegcsoport tulélési adataival kapcsoltuk 6ssze, majd megvizsgaltuk, hogy
az R-hurok regulatorok transzkripcios szintje korreldl-e a betegek tulélési aranyaval. A TCGA
génexpresszids (RNS-seq) és talélési adatait felhasznalva 12 862 Kaplan-Meier tilélési gorbét
allitottunk eld, és szamos olyan esetet azonositottunk, amelyek szignifikans talélési
Osszefliggést mutattak az R-hurok génexpresszids szintjével (179 p < 0,05; 33 FDR < 0,05
esetén; 12. Abra).

p-value (high vs low)
|

0 0.0498
12. Abra Az R-hurok regulatorok expresszioja és tiilélés asszociaciéi primer tumorokban.

Asszocidcios hotéerkép, amely a szignifikdans tulélés asszociaciot mutato R-hurok reguldtorokat
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mutatja (zold szinii cellak). Tulélési elemzést Kaplan-Meier plotter-rel készitettiink az R szoftver
Lsurvival” csomagjaval. A szignifikancia szint p < 0,05 volt. Minden p-érték korrigalva lett
tobbszoros osszehasonlitasra a Benjamini-Hochberg modszerrel. Az R-hurok gének sorok szerint,
mig a tumor tipusok oszlopok szerint vannak rendezve. A zold szin arnyalata forditottan ardnyos
a tulelesi arany (overall survival: OS) p értékével. A szignifikans asszociaciok szama: 179. Az
utolso ket sorban pozitiv kontrollként kék szinnel kiemeltiink egy onkogént (ERBB2 - HER2) és
egy tumorszuppresszort (TP53), amelyek rak asszociacioja kézismert és jol dokumentalt, viszont
nincs ismert R-hurok funkciojuk. Ezekhez hasonlitva az R-hurok regulatorokra kapott
asszocidciokat meg lehet itélni a szamitasaink biologiai relevancidajat. Az R-hurok regulatorok
hasonlo mértékii vagy magasabb tulélés asszociaciot mutattak a daganatokban, mint a pozitiv

kontroll genek.

Az R-hurok regulatorokat magasan expresszald és alacsonyan expresszald betegcsoportok
tulélési esélyei szignifikdnsan és egyértelmiien elvaltak egymastol, és az esetek 70%-aban
(n=123, p < 0,05) az R-hurok gének alacsony expresszidja mutatott Osszefliggést a rakos
betegek hosszabb talélésével: az RNASEH2A, PIF1 (13. Abra), THOC6 és PRMT1 alacsony
expresszidja példdul a talélési 1d6 szignifikans meghosszaboddsat eredményezte
mesotheliomaban (MESO), mig az alacsony FANCM mRNS-szint elény6s volt az emldrakos
betegek (BRCA) tulélése szempontjabol (13. Abra). A legtobb talélési osszefliggést a
mellékvesekéreg karcinoma (ACC - 19 gén) és mesothelioma (MESO - 18 gén) esetében
figyeltiik meg az R-hurok gének alacsony expresszidjaval korreldlva. Az esetek 30%-aban
(n=52, p <0,05) az R-hurok gének magas expresszioja tarsult a jobb tulélési arannyal; példaul
a TREX1 ¢és a BUB3 magas expresszidja elényos volt a méhnyakrakos betegeknél (CESC; 13.
Abra).
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13. Abra Reprezentativ thlélési gorbék Kiilonbozé daganattipusokban. A #ilélési gorbék a
magas expresszioju (piros) és alacsony expresszioju (zold) csoportok tulélési aranydt (overall
survival: OS) mutatjak kiilonbozo daganattipusokban. Az elemzést Kaplan-Meier plotter-rel
készitettiik az R szoftver ,, survival”’ csomagjaval. Szignifikancia szint: p < 0,05. Minden p-érték
korrigalva lett tobbszords osszehasonlitasra a Benjamini-Hochberg modszerrel. Az R-hurok
gének roviditése és a p-értékek a diagramok felett, mig a daganatok réviditése a négyzeten beliil
keriiltek feltiintetésre. Roviditesek: MESO - mesothelioma, CESC - méhnyakrak, KIRC -

vesesejtes karcinoma, BRCA - emld invaziv karcinoma.

Tiz R-hurok gén esetében a hosszu tavu tulélés kizardlag azoknak a betegeknek a csoportjaban
volt megfigyelhetd, akinek a daganatai alacsony génexpresszidt mutattak, fliggetlentil a daganat

tipusatél (ATXN2 (n=1) , BRCA2 (n=5), CARMI (n=6), DDX19A (n=2), RNASEH1 (n=6),
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THOC2 (n=4), THOC3 (n=4), TOP1 (n=5), U2AF1 (n=2), ZNF207 (n=3)). A t5bbi 26 R-hurok

.....

valtoz6 (14. Abra).
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14. Abra Az R-hurok regulitorok talélés asszociaciéinak szama a vizsgalt
daganattipusokban a génexpresszié valtozasa szerint csoportositva. Az R-hurok regulator
géneket két csoportra osztottuk aszerint, hogy azok csokkent (z6ld oszlopok) vagy emelkedett
(piros oszlopok) mRNS expresszidoja mutat szignifikins tulélés asszociaciot a vizsgalt

daganatokban.

A szignifikans talélésasszociaciok szama n=179 (14. Abra); ha ezek szamossaga szerint
csokkend sorrendbe rendezziik az R-hurok géneket, az RNASEH2A, BLM, BRCA1, BUB3 ¢és
PIF1 gének szerepe tobb raktipus esetében is kiemelkedik a tulélés szempontjabol. Ezzel
szemben az ATXN2, DDXI9A ¢és U2AF1 hatdsa csak a daganatok néhany tipusara
korlatozodik. Annak bizonyitdsara, hogy az analizisink képes azonositani a valos
génexpresszid - rak tulélés osszefiiggéseket, elemzesiinkbe egy onkogén (ERBB2 - HER?2) és
egy tumorszuppresszor (TP53) gént is bevontunk, amelyek ismerten pozitiv kontrollok a rak
gének génexpresszidja hasonld szamu (néhany esetben tobb) rakos megbetegedés esetén
hozhatd Gsszefliggésbe a tuléléssel, mint az ERBB2 ¢és a TP53 esetében, ami az RNS-DNS

hibrid kot6 fehérjékkel kapcsolatos megfigyeléseink relevanciajat erdsiti.
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15. Abra Az R-hurok reguliatorok talélés asszociacidinak szama a vizsgalt
daganattipusokban, csokkené sorrendben. A hisztogram a tulélési asszociaciok szamanak
eloszlasdat mutatja a vizsgalt R-hurok gének kozott. Az ERBB2 (HER2) onkogén és a TP53
tumorszuppresszor gen ismert pozitiv kontrollok (kék szinnel kiemelve) daganatos
megbetegedesekben, mutaciojuk daganatok kialakulasahoz vezet és nincs megallapitott R-hurok
funkciojuk. Az R-hurok regulatorok (fekete oszlopok) hasonlo mértékii tulélés asszociaciot

mutattak, mint a pozitiv kontroll gének.

4.1.2. Sejtvonalak génexpresszidja és a drogszenzitivitas kozotti osszefiiggés analizise

A kovetkezd 1épésben szinergisztikus gyogyszer kolcsonhatasokat kerestiink a talélés
asszocidciot mutat6 primer tumorokkal szovettanilag ¢és  genetikailag egyezd
tumorsejtvonalakban. Vizsgélatunkban 297 FDA (US Food and Drug Administration) altal
engedélyezett terapids készitmény érzékenységi interakcioit hatdroztuk meg 1065
tumorsejtvonal farmakogenomikai adatai alapjan (GDSC, (Yang et al. 2013). A vizsgalt drogok
a bioldgiai utvonalak sz¢les skalajat fedik le, beleértve a protein kindz jelatvitelt, a citoszkeleton
mukodését, a DNS-replikaciot, a DNS-javitast €s sejtciklus szabalyozast.

Szamitasainkban azonositottuk azokat a tumor tipusokat, amelyek érzékenyebben
reagalnak (vagy rezisztenssé valnak) bizonyos terdpidkra egy adott R-hurok regulator
expresszidjanak fliggvényében. Osszesen 22414 drog-érzékenység és génexpresszio
asszociaciot azonositottunk (22414 - p < 0,05; 508 - FDR < 0,05). A szignifikans
kolcsonhatasok teljes szama jelentOs eltéréset mutat gyogyszerenként (70-230 kdlcsonhatas
gyogyszerenként; 16. Abra) és a drogok altal megcélzott molekuldris utvonalak szerint

csoportositva is (17. Abra).
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16. Abra Az R-hurok gének génexpresszidjanak gyégyszer érzékenységgel valo
osszefiiggései drogok szerint csoportositva. A szignifikans pozitiv (piros) és negativ (zold)
génkolcsonhatasok a gyogyszer ICsp-értékeinek és az R-hurok gén mRNS-szintjének korrelaciojan
alapulnak. Drogonként van csoportositva az osszes vizsgalt sejtvonalbol szarmazo asszociacio az

osszes vizsgalt R-hurok génre vonatkozoan.
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17. Abra Az R-hurok gének génexpresszidjanak gyégyszerérzékenységgel kapcsoltos
osszefiiggései molekularis utvonalak és gyodgyszercélpontok szerint csoportositva. Bal
oldalon: A gyogyszerkolcsonhatasok megoszilasa a molekularis utvonalakon. A piros és zold szin

a pozitiv illetve a negativ asszociaciokat jelzi. A szignifikancia szintje p < 0,05. Jobb oldalon: A
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vizsgalt R-hurok regulatorok gydgyszerérzékenységi kélcsonhatdasai a gyogyszercélpontok
(targetek) szerint csoportositva. A korék mérete aranyos a gyogyszercélpontok eldforduldsi

gyakorisigaval. Az Abra az R szoftver ggplot csomagjaval késziilt.

A leginkdbb reprezentalt utvonalak kozé tartozott a Ser/Thr protein kinaz utvonal és a
PBK/RTK/MAPK jelatvitel (17. Abra, bal oldali panel), mig a leggyakoribb
gyogyszercélpontok a MEK1/2, BRAF, PARP1/2, HSP90, AKT1/3, GSK-k, PI3K-k, IGFIR,
ROCK1/3 és EGFR voltak (17. Abra, jobb oldali panel). A vizsgalt R-hurok gének 80%-anal
talaltunk szignifikans gyodgyszerérzékenységi asszociaciot (29 p < 0,05; kivéve a BRCA2,
BUGZ, DDX19, RNASEHI1, RTEL1, THOC3 ¢és THOC4), ebbél a CARM1, EWSR1, DHX9
és a THOC1 mutatta a legtobb gyogyszerkolesonhatast (18. Abra).
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18. Abra Az R-hurok gének gyogyszerérzékenységi kolcsonhatasai kiilonbozé daganatok
sejtvonalaiban. A zold és a piros szinek szignifikdans negativ/pozitiv korreldciot mutatnak az R-

hurok gének expresszioja és a gyogyszerérzékenység kozott. A szignifikancia szintje p < 0,05.

Jelentds eltéréseket figyeltink meg a kiilonbozé rdkos sejtvonalak  kozotti
gyogyszerkolcsonhatasok szaméban, iranyultsdgaban. Példaul a kissejtes tiidé karcindma és a

petefészekrak sejtvonalak a legtobb vizsgalt vegyiiletre €s génre nézve negativ asszociaciot
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mutattak, mig a B-sejtes leukémia, a Hodgkin-limfoma, a fej-nyakrak és az Ewing-szarkéma
sejtekre tilnyomorészt pozitiv asszociacio volt jellemzé (19. Abra). Ezek a kiilonbségek arra
utalnak, hogy az RNS-DNS hibrid ko6té fehérjék hatasa eltéré kimenetelii lehet a kiillonb6z6

kemoterapias kezelésekre adott valaszokban a genomialis kontextustdl/raktipustol fiiggden.
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19. Abra Az R-hurok gének gyégyszerérzékenységi kolcsonhatisai tumor sejtvonalak
szerint csoportositva. 4 z6ld a negativ, mig a piros a pozitiv génexpresszio - drog szenzitivitas

asszocidaciot jelzi.

4.1.3. Tulélés és drog kolcsonhatasok asszociacidja

Mivel a természetes daganatokbol szarmazd tumorsejtvonalak jol tiikrozik a primer
rakok genetikdjat/epigenetikajat és szovettipusat, az azonositott gyogyszerkolcsonhatasokat
lesziikitettiik azon R-hurok génekre, amelyek szignifikdns ttlélési asszocidciokat mutattak a

megfeleld primer tumor esetében. Ezaltal 1630 szignifikans talélés és gydgyszerkdlcsonhatast
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azonositottunk (p < 0,05), amelyek 29 R-hurok gén expressziojaval vannak kapcsolatban (hét
R-hurok gén nem szerepel az eredmények kozott, mert nem volt tulélés vagy
gyogyszerkolesonhatas asszocidcidja, vagy a vizsgalt sejtvonalak kozott nem szerepelt a primer

daganatnak megfeleld sejtvonal) (20. Abra).
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20. Abra Az R-hurok gének tiilélési osszefiiggései azokban a primer daganatos
megbetegedésekben, melyek jelentds gyogyszerérzékenységi osszefiiggéseket mutattak az
azonos tipusu tumor sejtvonalakban. Felso panel: A szignifikans tulélés-asszocidaciot mutato
tumorok gyogyszerkolcsonhatasai. Sorok: tumor tipusok. Oszlopok: R-hurok regulator gének. A
cellak a szignifikans gyogyszerkolcsonhatasok szamdt mutatjak. A piros szin drnyalata ardanyos
az adott tumorban adott R-hurok expresszio esetéen mért gyogyszerinterakciok szamaval. Also

panel: A hisztogram a tulélési 6sszefiiggések szamszerinti megoszldasdat mutatja a vizsgalt R-hurok
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gének kozott, azokban az esetekben, melyekben a rdk tipushoz gyogyszerkolcsonhatdsok is

tarsultak. A szignifikancia szintje p < 0,05. A szignifikans asszocidaciok szama 1630.

------

meg:

1) A legtobb tulélési interakcio a kdvetkezd géneknél figyelhetdé meg, melyek szignifikans
drog kolcsonhatassal is rendelkeznek: BLM, RNASEH2A, ATXN1, BRCA1, BUB3, CARMI,
GADDA45A (20. Abra alsé panel).

i) A THOC?2 magas expresszidja szarkoma sejtvonalakban a CX-5461 (G4 ligand / RNS-
polimeraz I inhibitor) magas ICso-értékével tarsult, ami arra utal, hogy a CX-5461 kevésbé
hatékony a magas THOC2 expressziot mutatd szarkomak kezelésében. Ehhez képest a CX-
5461 alacsony IC50-értéke az ATXN1 és TREX1 magas expresszidjaval, valamint a melanéma

¢s a méhtest rakbetegeknél hosszabb tulélési idovel jart egyiitt.

ii1) A BRCAI1 expresszidja a nyeldcsd karcindma sejtvonalakban az 5-fluorouracillal (5-
FU) szembeni magas ICso-nel (rezisztenciaval) tarsult, mig az alacsony BRCA1-szint jobb
tulélést eredményezett nyeldcsd karcindmaban. Ez arra utal, hogy az 5-FU kezelés hatékony
lehet a BRCA1(-) nyel6cs6 karcinomak kezelésében. Hasonloképpen, a BRCA1 expresszidja
glioma sejtvonalakban az (52)-7-oxozeaenol, a GDC0941, a refametimib ¢s a szelumetinib
hatékonysaganak csokkenésével jart egyiitt, mig az alacsony BRCAL1 szint jotékony hatassal
volt a low-grade glioma talélésére. Ezenkiviil a mesothelioma sejtvonalak rezisztensek a
doxorubicinre, az OSU-03012-re vagy a thapsigarginre, ha expresszaljdk a BRCA1-et. Ezek a
gyogyszerek potencidlisan hatékony kemoterdpias szerek a BRCA(-) gliomak és
mesotheliomak kezelésére. Fontos, hogy az 5-FU-t egy nyeldcsdkarcinomaval (NCT00052910)
kapcsolatos  klinikai vizsgélatban tesztelik, a szelumetinibet low-grade gliomdban
(NCTO01089101), a doxorubicint pedig mesotheliomdban szenvedd betegeknél
(NCT05063420506342) vizsgaljak.

1v) A legtobb gyogyszer/gén asszociaciot az RDEA119, a szelumetinib és az olaparib
esetében figyeltik meg (16. Abra). A legtobb sejtvonal rezisztens RDEA119-re és
szelumetinibre, olaparibra viszont érzékenységet mutat magas R-hurok gén génexpresszios
szint mellett. Példaul a szelumetinib-kezelés hatastalan volt az AQR-t overexpresszald gyomor
adenokarcinoma sejtvonalakban (NCT02448290 - 2. fazis), az ATXNl-et vagy BLM-et
overexpresszalod szarkdma sejtvonalakban (NCT03155620 - 2. fazis, NCT01752569 - 2. fazis),
a BRCA1-t vagy RNASEH2A-t overexpresszalo glioma sejtvonalakban, a FANCM-et vagy
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RNASEH2A-t overexpresszaldo veserak sejtvonalakban ¢és a TREXI-etoverexpresszald
endometrium karcindéma sejtvonalakban. Ami a betegek tulélését illeti, az AQR, ATXN1, BLM,
BRCA1 és RNASEH2A alacsony expresszidja hosszabb taléléssel parosult a primer rdkos
megbetegedések esetén, ezzel ellentétben a FANCM ¢és TREX1 esetében a magasabb mRNS-
szint volt eldny0s a vesesejtes karcinomas és endometrium karcindmas betegeknél. Az olaparib
kezelés eredményes volt a magas DDX19A expressziot mutatd prosztata adenokarcindéma
sejtekben és a GADD45A-t overexpresszald mellrak sejtekben, de a magas ZNF207 (BUGZ)
expresszioval rendelkezd mesothelioma sejtvonalak rezisztensnek bizonyultak a kezelésre. Az
Olaparib klinikai vizsgalat alatt 4ll mesotheliomaban (NCT03531840 — 2. fazis), prosztata
adenokarcinoméaban (NCTO01682772 — 2. fazis) és emlérakban (NCT02000622 — 3. fazis)

szenvedd betegeken.

V) Szamos olyan gyogyszer, amely klinikai vizsgélat alatt all az emlérak kezelésére,
alacsony IC50-értéket mutat a magas BRCA1 génexpresszidju mellrak sejtvonalakban. Példaul
rukaparib (NCT02505048 — 2. fazis, BRCA1,2 mutéans betegek), dabrafenib (NCT02465060 —
2. tazis, BRAF V600E/R/K/D mutéans betegek), vismodegib (NCT02465060 — 2. fazis - SMO
vagy PTCHI1 mutans, NCT02694224 - 2. fazis), BMS-754807 (NCT01225172 - 2. fazis) és
ruxolitimib (NCT01562873 - 2. fazis, NCT02928978 - 2. fazis).

vi) A magas BRCA1 génexpressziot mutatdé nyeldcskarcindma sejtvonalak alacsony
IC50-¢értékkel jartak a motesamib-, cisplatin- €és trametinib-kezeléseknél, amelyeket kiilonféle
klinikai vizsgalatokban tesztelnek (NCT00101907 - 1. fazis, NCT00655876 - 3. fazis,
NCT20246, NCT2020246) .

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

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

Osszességében elmondhatd, hogy az R-hurok reguldtorok expresszids stitusza jelentdsen
befolyasolja a betegek tulélési esélyeit, valamint a gyogyszeres kezelésekre adott véalaszt is
modosithatja. Ezen farmakogenomikai 6sszefiiggések klinikai felhasznalasa még varat magara,
azonban megfeleld preklinikai vizsgalatok elvégzése utan alkalmas lehet a betegcsoportok
prioritizalasara. A rdkos sejtekben zajlo R-hurok képzddési folyamatok és az azokat kontrollalo

fehérjék tehat potencialis biomarkerek és/vagy terdpids célpontok, amelyek alkalmasak
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lehetnek egyes daganattipusok kemoterapias szerekkel szembeni érzékenyitésére.
Eredményeink, az alapkutatasi jelentségilikon tul, ij utat nyithatnak az epigenetikai terapidk

tovabbfejlesztéséhez, amely a daganatok R-hurok szintjének modositasan alapul.

4.2. R-hurok szabalyozé gének azonositasa éleszto gén delécios konyvtar

segitségével.

Az R-hurkok daganatterapidban betoltott szerepének vizsgalataval parhuzamosan egy
¢lesztd gén delécios konyvtarat segitségiil hivva elkezdtiink egy “screening” jellegli kisérlet

sorozatot az eddig nem ismert R-hurok szabalyozé gének azonositasanak érdekében.
4.2.1. DRIP-BC-seq modszer beallitasa

Az éltalunk kifejlesztett DRIP-BC-seq mddszer soran az Epi-ID gén delécios élesztd
konyvtaron DNS-RNS hibrid immunprecipitaciot (DRIP) végeztiink, majd az immunprecipitalt
mintabol PCR-el amplifikaltuk a kiilonb6zd géndeléciokat azonositd barkodokat (BC), végiil
az egyes barkoédok mennyiségét 11j generacios szekvenalas segitségével osszesitettiik (9. Abra).
fgy lehetévé valt a barkéd kornyezetében megmérni az R-hurok szintkiilonbségeket a
kiilonbozo gén delécios €lesztd torzsek kozott.

A DRIP kisérlethez az izolalt genomi DNS-t csupan enyhén fragmentaltuk ultrahangos
kezeléssel annak érdekében, hogy a barkod szélesebb kornyezetérdl nyerjiink informéciot. A
gélképen lathato, hogy a DRIP-hez hasznalt DNS kisebb, mint 5 kb fragment méretii volt (21.a
Abra). Az immunprecipitaciot kovetd barkod PCR 50 ng DNS-en ment. Korabban kiprobaltuk
12,5 ng, 25 ng és 50 ng epi-ID ¢€lesztd konyvtarbol szarmazo DNS-en a barkod PCR-t és agaroz
gélelfon ellendrizve a PCR termékeket, ugy lattuk, hogy 12,5 - 50 ng kozott a PCR termék
mennyisége linedrisan novekszik, tehat ezzel a kezdeti DNS mennyiség tartomannyal végezve

a PCR-t, 17 PCR ciklust hasznalva, kvantitativ eredményt kapunk (21.b Abra).
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: &‘{;ﬁb\\ b . 21. Abra Fragment méretek a DRIP-BC-
tra 0 . ,E:F;a E e seq kiilonb6z6 szakaszaiban.
b!: _T i ucts a, DRIP-be bemend DNS fragmentek

| - & w' ‘ * eloszldsa

by bl ' b, barkod PCR linearitasanak ellendrzése

Az immunprecipitaciot, RNazH eldkezelt mintan is elvégeztiik, viszont a barkod PCR az
RNazH el6kezelt DNS-b8] immunprecipitalt mintan nem eredményezett terméket (22.Abra).
Feltételezhetéen az RN4zH eldkezelt minta immunprecipitdtuma csak aspecifikusan kotédott
DNS-eket tartalmazott. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a kezeletlen mintan végzett
immunprecipitacié (IP) S9.6 antitest specifikus DNS szakaszokat eredményezett az IP

eluatumban ¢és a barkod kornyékén az éleszto torzsek legalabb egy részében talalhatd R-hurok.
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DRIP-BC-seq input
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22. Abra Birkéd PCR termék Agilenten Bioanalyzer késziilékkel vizsgalva. 4 legalso
kromatogramon az RNdzH elékezelt minta IP eludatumon végzett PCR eredménye lathato. Ezen a

mintan a PCR nem eredményezett terméket.

A DRIP-BC-seqghez készitett DRIP mintdkat QPCR-el is ellendriztik egy R-hurok
szempontjabol pozitiv és negativ genomi région (23. Abra). Az RNazH kezelt mintaban tbb,
mint felére csokkent a DRIP jel (IP/input arany) a pozitiv genomi région (Posl primer), mig a
negativ genomi région (CEN16 primer) nagyon alacsony QPCR jelet detektaltunk az RNazH

kezelt és kezeletlen mintakban egyarant.
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DRIP-BC validalasa QPCR-el
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23. Abra DRIP-BC-seq validalasa QPCR-el pozitiv és negativ R-hurok région. A diagramon
a technikai triplikak atlagabol szamolt IP/input és az IP/input variabilitasa (IP/input variabilitasa
= (GYOK((input szordasa / input datlaga)"2+(IP szérdsa / IP atlaga)"2))*(IP dtlaga / input dtlaga)

van abrazolva.

4.2.2. DRIP-BC-seq screen talalatai

Mind a 4200 gén mutans torzson elvégezve a DRIP-BC-seq kisérletet 110 torzset
talaltunk melyekben a DRIP jel a barkod ~10 kb kdrnyezetében szignifikdnsan novekedett
(IP/input > 1,5), 89 torzsben pedig szignifikdnsan csokkent (IP/input < 0,67) a DRIP jel (24.
Abra). A két gén csoporton funkciondlis annotaciot végeztink a DAVID adatbazis
hasznalataval €és azt talaltuk, hogy azon deletalt gének kozott melyek hidnya R-hurok
novekedést eredményezett jelentdsen disulnak a mitokondridlis funkcioji, metabolikus
folyamatokkal kapcsolatos gének. Azon deletalt gének kozott melyek hidnya a DRIP-BC-seq
alapjan R-hurok csokkenést eredményezett a gén funkcidkban jelentds egyezést nem talaltunk.
Viszont emlitésre mélto lehet, hogy néhany ubikvitin-kotéssel (7 db) kapcsolatos €s autofagiaval
(4 db) kapcsolatos gén megtalalhaté a csokkent DRIP-BC-seq eredményti talalatok kozott (9.3.
Fiiggelék). A szignifikdnsan magasabb DRIP jelii torzsek koziil kivalasztottunk 11
mitokondrialis funkcioval bird torzset (4. Tablazat, 24. Abra - a kivalasztott torzsek DRIP-BC-

seq eredménye jeldlve) melyeken teljes genom DRIP-seq-et és DRIP-QPCR méréseket
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végeztlink. Vizsgaltuk a kivalasztott torzsek ndvekedését YPD €és YPG agar platen spot assay-
nek nevezett novekedési assay-vel (25. Abra). Azt tapasztaltuk, hogy YPD gazdag taptalajon
mindegyik mutdns képes néni, viszont az rpo4ld, met74, mgml0IA, mssll6A4 torzsek
jelentdsen lassabban nének a vad tipushoz képest. YPG agaron, ahol a gliikdz helyett glicerol
van a taptalajban, ugyanezek a torzsek egyaltalan nem mutattak novekedést. A gasiA és pet204

torzsek pedig sokkal lassabban néttek, mint a vad tipusu élesztd torzs.
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24. Abra A kozel 4200 géndeléciés torzs normalizalt DRIP-BC-seq eredménye. A piros szinii
pontokkal jelolt torzsekben a DRIP jel szignifikansan magasabb (IP/input > 1,5), a kék szinnel
jeldlt torzsekben a DRIP jel alacsonyabb (IP/input < 0,67) az dtlaghoz képest a barkod ~5 kb
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kornyezetében. A diagramokon két biologiai replika eredményének dtlaga van megjelenitve. A

validalasra kivalasztott torzsek eredményei vannak kiemelve az egyes diagramokon, deletalt gén

neve és IP/input értéke az Abrdn a boxban van feltiintetve.

4. Tablazat Validalasra kivalasztott DRIP-BC-seq talalatok

Gén DRIP-BC-seq

e 4. IP/Input (Repl |Gén teljes neve
szimbolum | |, .

és Rep2 atlaga)

UNGI 2,61 uracil-DNS glikozilaz
RPO41 2,38 DNS alapa RNS polimeraz
EXO5 2,15 EXOnukleaz V
OYE2 1,94 NADPH dehidrogenaz

Mitokondrialis genom karbantart6 -
MGM1 2,04 Mitochondrial Genome Maintenance
(mitokondrialis GTPaz)

PET20 1,51 PETite koloniak

Folypoliglutamat szintaz
MET7 9,52 (METhionine requiring)

1,3-beta-gliikanoziltranszferaz
GASI1 3,35 (Glycophospholipid-Anchored
Surface protein)

Mitokondrialis genom karbantart6 -

MGMI01 1,86 Mitochondrial Genome Maintenance
3'-5" exoribonukledz (Deletion of
DSS1 171 SUV3 Supressor)
Mitokondrialis transzkripcios
MSS116 1,58 elongacios faktor (Mitochondrial

Splicing System )
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25. Abra DRIP-seq-re Kivalasztott torzsek novekedési vizsgalata. 4 diagramok két technikai

replika atlagat, illetve szorasat dabrazoljak. A spot assay hdarom biologiai replikaban lett

elvégezve, a bemutatott eredmény jol reprezentalja mind a harom kisérletet.

4.2.3. DRIP-BC-seq talalatainak validalasa teljes genom DRIP-seq-el és QPCR-el

Minden DRIP kisérlet el lett végezve RNazH elékezelt DNS-en is negativ kontrollként,
majd QPCR-el vizsgaltuk a mintakat R-hurok szempontjabol pozitiv és negativ genomi région
(El Hage & Tollervey, 2017). Az RNéazH kontroll mintandl a pozitiv régiéban (18S rDNS)
nagyon alacsony jelet detektaltunk, az R-hurok negativ genomi régioban (CEN16) pedig a

normal és RN4zH elékezelt mintdban egyarant nagyon alacsony jelet mértiink (26. Abra). Ez

alapjan a DRIP-ek R-hurok specifikus jelet mutatnak. A 18S rDNS régi6 a kiilonb6z6 mutansok
DRIP jel erdsségének dsszehasonlitdsara nem megfeleld valasztas, mert ez a DNS szakasz 100-

200 kopidban is jelen lehet a genomban, viszont R-hurok szempontjabdl nagyon erds pozitiv

kontroll régid, a modszer hatékonysaganak ellendrzésére kitlinden alkalmas.
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DRIP-QPCR
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26. Abra DRIP kisérlet hatékonysaganak ellenérzése. DRIP-OPCR eredménye R-hurok pozitiv
(18S) és R-hurok negativ (CENI16) genomi région. A diagramon a technikai triplikak atlagabol
szamolt IP/input és az IP/input variabilitisa van abrazolva. IP - kezeletlen minta, RH IP — RNdazH

kezelt minta

DRIP-seq jel a barkdd kornyezetében
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27. Abra A DRIP-seq osszesitett eredménye a barkéd 10 kb kornyezetében. Bdrkodtél balra
és jobbra (IV kromoszoma:48.000-58.000 és 1V kromoszoma:36.320-46.320) 1000 darab, a

kijelolt szakaszon random helyen levd és 1000 nt-os hosszusagu szakasz atlagos DRIP score-ja.

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

torzsekben, tehat sikeres volt a DRIP-BC-seq validalasa (27. Abra).
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Ehhez képest a barkod kornyezetében R-hurok szint novekedést mutato torzsek, a teljes genom
DRIP-seq 0sszesitett peak szamat tekintve, tobb esetben a varttol eltéré eredményt mutattak. Az
unglA, rpo414, oye2d, met74, gaslA mutdnsokban jelentdsen csokkent az Osszesitett peak
szam, tehat a vad tipushoz képest az R-hurkok nagy aranyban eltlintek ezekben a térzsekben.
Az exo54, mgmlA, pet204, dssid, mssll64 torzsekben a DRIP-BC-seq eredményével
egybevag, hogy a vad tipushoz képest globalisan megndvekedett az R-hurkok szdma. Az
mgm1014 mutansban kis mértékii peak szdm ndvekedést tapasztaltunk (5. Tablazat). Tehat a
DRIP-BC-seq eredményével az 6ssz peak szdmot vizsgalva 6 térzs DRIP-seq eredménye vag
egybe a vizsgalt 11 torzs koziil, ez az eltérés a screening modszer jellegének tudhatd be. Ezért
is nagyon fontos a validalas, viszont a teljes genom DRIP-seq-el azonositott R-hurok csdkkenést
mutatd torzsek hasonloan figyelemfelkeltéek és tovabbi vizsgalatokra érdemesek, mint az R-

hurok novekedéssel jellemezhetd torzsek.

5. Tablazat Teljes genom DRIP-seq peak szam valtozasai a mutans torzsekben a vad

tipushoz képest.

torzsek | ungl | rpo4l | exo5 | oye2 | mgml | pet20 | met7 | gasl | mgml01 | dssid | mssl16 | vad
A A4 A A4 A4 4 4 4 4 A4 tipus

0ssz 1090 | 469 2772 | 936 2820 2634 | 374 967 2030 3303 | 2650 1769
peak

uj 2 0 1053 |2 1144 872 11 5 351 1714 1914 0
peakek
eltim6 | 878 1366 | 11 999 7 33 1490 | 943 238 1 49 0
peakek

Piros szinnel vannak jelolve a megnévekedett peak szamok, kék szinnel pedig a csokkend peak

szamok.

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

régiokon is vizsgalni a barkdd ~5 kb kdrnyezetében.
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28. Abra Teljes genom DRIP-seq eredménye a birkéd ~6 kb kornyezetében. 4 DRIP-seq
eredmeényét IGV-vel (Integrative Genomics Viewer) jelenitettem meg. Piros kerettel jeloltem a

QOPCR-el validalt régiokat, sarga oszloppal a barkod helyét. Zold szinnel jeloltem a vad tipusii

torzset.
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29. Abra DRIP-seq mintak validalisa QPCR-el a barkod kornyezetében. A diagramon a
technikai triplikak atlagabol szamolt 1P/input és az IP/input variabilitasa van abrazolva. Zéld
szinnel jeloltem a vad tipust. Piros szinnel jeloltem a vad tipustol magasabb R-hurok dusulast, kék
szinnel a vad tipustol alacsonyabb jelet. Sziirke szinnel azon téorzseket jeloltem amelyek eredménye

a vad tipushoz hasonlit.

A DRIP-QPCR-el a DRIP-seq-ben a barkdd ~6 kb kornyezetében tapasztalt széles DNS
tartomanyt lefedé vagy nagyobb foku valtozasokat sikeriilt validaIni. Ilyen példaul az exo54 és
pet204 torzsekben megfigyelhetd jelentés R-hurok szint novekedés, az wunglA, met74
torzsekben pedig a nagy mértékii RNS-DNS hibdrid csdkkenés a vad tipushoz képest (28. és 29.
Abra). Leginkibb szembetiing ellentétes eredményt az rpo4l4 torzs DRIP-QPCR
eredményében lattunk a vizsgalt két genomi région. Mig a PTP1 régioban nétt a DRIP jel, az
SSBI régioban csokkent. A genome browserrel megjelenitett (28. Abra) DRIP-seq jelerésség
alapjan mindkét régioban csokkenés lathatd, de egy altalanos alacsony szinti jel is
megfigyelhetd a latomezd teljes 14 kb hosszisagu szakaszan, ami miatt szabad szemmel nehéz
a kiilonbséget megitélni. A barkod 10 kb kornyezetét vizsgdlva az Osszesitett DRIP jel
mennyiség kvantitalasa alapjan (27. Abra) nétt az R-hurkok szintje a barkod kdrnyezetében.
Ehhez képest globdlisan vizsgalva az rpo4lA4 térzset azonban nagyfoku R-hurok szint
csokkenést tapasztaltunk, ami eredménnyel 6sszhangban allt a késébb elvégzett mRNA-seq
eredménye is. Az R-hurkok dinamikus volta illetve genom szerte valtozé mértékii eléforduldsa
okozhatja, hogy annak ellenére keriilt néhany torzs a latokoriinkbe a DRIP-BC-seq emelkedett
R-hurok szintet mutat6 térzseit vizsgalva, hogy globalisan R-hurok deplécio jellemzi dket.

Osszességében elmondhato, hogy a barkod 10 kb kérnyezetét DRIP-seq-el vizsgalva a torzsek
tobbségében sikeriilt validalni a DRIP-BC-seq eredményét (27.Abra). Globalisan vizsgalva az
R-hurok szint valtozast viszont jelentds eltérést detektaltunk a DRIP-BC-seq eredményéhez

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

4.2.4. igéretesnek tiind DRIP-BC-seq talilatok génexpresszios analizise

A validacioéra kivalasztott €lesztd torzseken génexpresszios analizist végeztiink mRNA-seq
hasznalataval. Globalisan vizsgalva a génexpresszios szinteket nem lathatdé nagyobb eltérés a

kiilonboz6 mutans torzsek és a vad tipust éleszt6 kozott (30. Abra).
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30. Abra A génexpresszié szint eloszlasa az egyes torzsek esetén. A violin plot x tengelye a
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kiilonbozo torzseket jeloli két biologiai replikaban, az y tengelye pedig a log2(FPKM+1)
eloszlasat jeloli. (FPKM - Fragments Per Kilobase Million, a transzkriptek kilobazisonkénti
fragmentumainak szama millio bazispdronként, egyidejiileg figyelembe veszi a szekvendldsi
mélység és a génhossz hatdsat, jelenleg ez a leggyakrabban hasznalt modszer a génexpresszios

szintek becslésére.)

A vad tipushoz képest alul és feliilexpresszalt gének annotaldsat nézve viszont 3 génmutans
torzs génexpressziod valtozasa nagyon érdekesnek bizonyult és 0sszhangban van a teljes genom
DRIP-seq-el kapott eredményekkel. A met74 torzsben 33 transzpozonnal kapcsolatos gén
magasan expresszalodik, melyek koziil 29 RNS-DNS hibrid ribonukleaz aktivitassal is
rendelkezik. Ezzel jol korrelal, hogy a met74 mutansban globalisan kb. 6todére csdkken az R-
hurkok mennyisége. Ehhez képest a dss 14 élesztOkben 12 transzpozon gén alul expresszalodik,
melyek koziil 11 gén RNS-DNS hibrid ribonukleaz aktivitassal bir. Ezzel szintén szinkronban
all, hogy a dss14-ban az R-hurkok szintje csaknem dupléjara n6 a vad tipushoz képest. A met74
€s rpo414 torzsekben a csokkent R-hurok szinttel parosul, hogy szdmos riboszomaval és
ribonukleoprotein komplexel kapcsolatos gén expresszidja alacsonyabb a vad tipushoz képest.

A rpo414-ban a met74-hoz hasonldan jelentdsen lecsokken az R-hurkok eléfordulésa. A dssi4-
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ban viszont az emelkedett R-hurok szinttel, a riboszémaval és ribonukleoprotein komplexel

kapcsolatos gének expressziojanak a novekedése tarsul (31. Abra).
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31. Abra Differencialis gének annotalasa a, Vad tipushoz képest differencidlisan expresszalodo

gének annotalasanak egy résziete. Kékkel vannak jelolve a vad tipushoz képest down regulalt

gének eredménye, pirossal pedig a vad tipushoz képest upregulalt gének. y tengely az egyes gen

ontologia (GO) kategoriakhoz tartozo gének szamat jeleniti meg. b, Teljes genomi DRIP-seq 0ssz

peak szama.

4.3 Gén deléciok hatasanak vizsgalata a genom haromdimenzids szerkezetére

A géndelécidknak az R-hurkokra valé hatdsan tal kivancsiak voltunk a genom

haromdimenzids szerkezetére vald hatasara is, ezért kifejlesztettiik a 4C-BC-seq-nek elnevezett

technikat. A modszer soran az epi-ID library ¢€lesztd torzsein a barkdédnak a kromatin

interakcidit vizsgaljuk.
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32. Abra 4C-BC-seq kisérlet attekintése. Balra: A kiilonbozd géndeléciéval jellemzett torzsek
barkod (BC) régioi kiilonbozo tavoli kromoszoma kolcsonhatasokban vehetnek részt. Jobbra: A
Circos diagramok egy-egy mutans éleszté barkodjanak az interakcios halozatat jelenitik meg. A
kromoszoman beliili és kromoszomak kozotti kolcsonhatasokat abrazoljak a kérén beliili kék

vonalak. A 16 éleszté kromoszomat romai szamok és kiilonbozo szinek jelolik.

Azt reméljiik, hogy sikeriil eddig nem ismert kromatin szerkezet modositd géneket azonositani,
illetve, ha kapunk kozOs talalatokat a DRIP-BC-seq ¢és 4C-BC-seq vizsgalattal, akkor

potencialis R-hurok és egyben kromatin szerkezetet is szabdlyozé géneket is felfedezhetiink.

4.3.1 A 4C-BC-seq mddszer beallitasa

Rengeteg optimalizacio eredményeként sikeriilt beallitani a médszert. Egy sikeres 4C-
BC-seq kisérlet fobb lépéseinek fragment analizise lathato a 33. Abran. Lathato, hogy az in situ
proximity ligalassal majdnem intakt genomi DNS méretli fragmenteket kaptunk. A mésodik,
izolalt DNS-en végzett restrikciés enzimes emésztést kovetd ligalassal pedig a fragmentek
mérete nem valtozott. Ezt vartuk, mert ekkor a DNS daraboknak csak korré kell zarddniuk,
ekkor mar nem akarjuk, hogy kiilonb6z6é fragmentek Osszeligdlddjanak és igy a méretiik
megndvekedjen. Az inverz PCR szintén sikeresnek mondhatd, az elmosodott savok azt jelzik,
hogy kelléen valtozatos fragmentek képzddtek a PCR sordn. A néhany erdsebb sav, pedig

azoknak a fragmenteknek a terméke, melyek dnmagukba zarodtak kozbiilsé hozzajuk ligalddott
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fragment nélkiil. A 4C-BC mintakon végeztiink ugynevezett input PCR-t is, ami a DRIP-BC-

seq-n¢l végzett szimpla PCR-el azonos, barkddokat amplifikdléo mérés. Ezzel vizsgaljuk, hogy

a kiilonbozd torzsek milyen ardnyban vannak jelen a minta poolban ¢és ezaltal tudjuk

normalizalni a megszekvenalt inverz PCR minta eredményét. igy kivédve, hogy ne detektaljunk

fals interakci0s dusuldst amiatt, hogy egy torzs erdsebben vagy gyengébben reprezentalt a minta

elegyben.

33. Abra 4C-BC-seq fébb lépéseinek fragment analizise. / - kezdeti sejtek gDNS-ének

ellendrzese; 2 - elso, sejtmagon beliili restrikcios enzimes emésztés; 3 - in situ proximity ligalas,

4 - masodik, izolalt DNS-en végzett restrikcios enzimes emésztés, 5 - DNS ligadlds hig koriilmények

kozott; 6 - inverz PCR

A megszekvenalt kiméra fragmentek eredménye alapjan, az eddig vizsgalt kozel 400 torzs koziil

6 gén mutanst talaltunk melyeknél az intra-kromoszémalis interakciok gyakorisdga és/vagy

erossége magasabb az atlagnal és 3 gént, ahol az inter-kromoszomalis interakcidoknal figyeltiink

meg tobb és/vagy erésebb kolcsonhatasokat (34. Abra).
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Az atlagos intra-kromoszomalis
interakcioktol valo eltérés

Az atlagos inter-kromoszémalis
interakcioktol valo eltérés

Az interakcios gyakorisagok kumulativ 6sszege
(barkodonként jeldlve az értékek)

o- Sastiars S eilirroilrsncsdeyady odradst
Mutans torzsek

34. Abra Az intra-kromszoémalis és inter-kromszémalis interakciok Kiilonbozéségeinek és
hasonlosagainak osszesitése. Az Abra kozel 400 mutdns eredményét dbrdzolja. Az y tengely az
atlagos interakcios mintazattol valo eltérést mutatja, az x tengely pedig az egyes mutansokat. A

kiugro ertékeket piros, illetve kék szinnel jeloltiik.

Az igéretesnek mondhat6 kisérlet folyamatban van az epi-ID library tobbi tagjaval. A teljes
¢lesztd konyvtar eredménye alapjan néhany igéretes tdrzsnél, teljes genom szinten szeretnénk

majd vizsgalni a kromatin interakcios halozatot, Hi-C mddszer segitségével.
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4.4. A teljes genom 3D interakcidos profiljanak vizsgalata genomkonformacio

leképezéssel (Hi-C)

A 4C-BC-seg-ben szerzett metodikai tapasztalatokra alapozva, Magyarorszagon
els6ként, bedllitottunk egy nagykomplexitdsu bioinformatikai elemzést igényld
haromdimenzidés kromatin szerkezet vizsgalati modszert, a Hi-C-t (genomkonformacio
leképezés). A Hi-C segitségével a teljes genom szintjén tudjuk majd vizsgalni a 4C-BC screen-
ben talalt mutansokat illetve a DRIP-BC-seq screen R-hurok regulator génmutaciot, ezek hatasat
a térbeli genomszerkezetre. A Hi-C modszer implementalasnal egy specialis R-hurok regulator
fehérje, az Arabidopsis NODULIN HOMEOBOX (NDX) transzkripcios faktor szerepére
fokuszaltunk, amelyet az eukromatikus gének szabalyozdjaként irtak le a transzkripciosan aktiv
kromoszoma karokon (Sun Q et al Science 2013). A ladfi kicsiny, teljesen annotalt genomja
(135 Mbp, 5 kromoszoéma, ~25,000 gén) €s viszonylag egyszerii genetikai manipulalhatosaga
lehetdséget kinadlt az NDX-el kapcsolatos funkciondlis vizsgalatok gyors és hatékony
elvégzésére. Kontroll (Col-0) és T-DNS inszercios mutans (ndx-4) csira novényekben Hi-C
szekvenalast végeztliink, majd 3D interakcidos matrixokat generaltunk az Osszes intra- és
interkromoszomalis kapcsolat felderitéséhez.

A normalizalt kontakt matrixok kis felbontasnal (25 kb) hasonlo6 képet mutattak az ndx -
4 és Col-0 novényekben (35. Abra). Ez arra utal, hogy az NDX fehérje hidnya nem okoz
kiterjedt 3D kromoszoma architektira valtozast Arabidopsis-ban.

Col-0

ndx1-4

-

k i i | dis i ! a | il
Chr1 Chr2 ' Chr3 Chr4' Chr5 Chr 1 Chr2 ' Chr3 'Chr4 Chr 5
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Col-0

Chr 3: 1.75-4 Mb Chr 3:1.75-4 Mb

35. Abra Hi-C interakcios térképek Col-0 és ndx1-4 Arabidopsis thaliana névényekben. Az
interakcios matrixok a teljes genomra vagy a kivalasztott kromoszomalis régiokra vonatkoznak.

Felbontas: 25 kb.

Azonban nagyobb felbontasban szignifikans kvantitativ valtozasokat azonositottunk a Col-0 és
ndx1-4 mintak kozott, amely szdmos genomi régioban megnovekedett (voros) vagy csokkent
(kék) Hi-C értéket tart fel (36.a Abra). Az egyik legmarkéansabb véltozast az in. KNOT (csomo)
struktardban figyeltiik meg, amely a vad tipust ndvényekre jellemzo tiz interkromoszdémalis
régio helyett (Grob et al. 2014) 0j de novo elemekkel egésziilt ki az ndx1-4 mutansban (36.b,d
Abra). A masik markans Hi-C valtozas a centromerckre és pericentromerikus régiokra
jellemzd, amely szignifikansan csokkent intrakromoszémalis kapcsolatokat és feler6s6do
interkromoszémalis interakciokat mutat az ndx/-4 mutinsban (36.c Abra). Az eltiing
intracentromerikus kolcsonhatdsok a kromatin fellazuldsara utalnak NDX hianyaban
(dekompakcio). Ezek alapjan ugy tlinik, hogy az NDX tavoli kromatin kolcsonhatasokat medial

a kromocentereken és a transzkripcidsan csendes kromatinon (KNOT régiok).
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36. Abra Differencialis Hi-
C interakciés hotérkép és
circos diagram ndxI-4
novényben.

a, Differencialis  Hi-C
interakcios matrix ndxI1-4
versus Col-0 névenyekben.
A piros és kék szinek jelzik a
Hi-C interakciok erdsodését
vagy csokkenését az ndx1-4

mutansban. A fehér szinnel

Jjelélt helyeken nincs valtozds az ndx1-4 és Col-0 kozétt. A jobb oldali Abran a Slitherine algoritmus dltal

statisztikailag szignifikansnak értekelt eltéréseket jeloltiik. Felbontas: 25 kb, szignifikancia szint:

p<0,05. b, Reprezentativ példa ndx1-4-ben kierésédo Hi-C kapcsolatra. ¢, Circos plot, amely az ndxI-

4-ben gyengiild (kék) és felerdsodd (piros) Hi-C kapcesolatok hdlozati topogrdafiajat mutatja. A szinek

intenzitasa aranyos a kiilonbség mértékével (de mind statisztikailag szignifikans, p<0.05, FC>1.5). d,

Modosult KNOT struktura az ndxI-4 mutinsban. A sargaval jelzett régiok interkromoszomalis

kapcsolatokkal hozzaadodnak a vad tipusu novényekre jellemzoé 10 alaprégiohoz.
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5. Diszkusszio

Az R-hurkok az emberi genom jelentds részében elhelyezkedd dinamikus strukturak
(Sanz et al., 2016). A tumorgenomokkal kapcsolatos 1j ismereteink arra engednek
kovetkeztetni, hogy az R-hurkok genomi pozicidja, élettartama és funkcidja zavart szenved a
legtobb daganattipusban. Kisérleti adatok bizonyitjdk, hogy az R-hurok homeosztazis
megvaltozasa koros epigenetikai fenotipushoz vezet, amely megzavarhatja a telomerek
miikodését vagy DNS-replikacios stresszt €s mutagenezist idézhet el6. Azonban kevés ok-
okozati informacid all rendelkezésre azokkal a daganatspecifikus valtozasokkal kapcsolatban,
amelyekben az R-hurkok kozvetleniil befolyasoljak az onkogenezishez vezeté mutagenezist €és
alkalmas modszerek az elmult idében folyamatosan fejlodtek, ami lehetdséget nytjthat az R-
hurkok rakos sejtekben valo szabalyozasara is. Fontos tudnunk, hogy a rakos sejtek R-hurok
szint valtozasa pusztan a sejttranszformacié tiinete vagy a rakos fenotipus tényleges
mozgatorugoja, hogy el lehessen donteni, hogy terapias célpontként torténd kivalasztasuknal
milyen megkdzelités alkalmazhat6. Amennyiben a daganatban az R-hurkok felhalmozddasa
szenzitiv sejtallapotot tiikroz, akkor az R-hurkok fokozasa terapids elényokhoz vezethet.
Ugyanakkor az R-hurkok globalis vagy bizonyos tipust R-hurkok (példaul telomer R-hurkok)
gatlasa is terapias eszkoz lehet (Wells et al., 2019). Jelenleg nyitott kérdés, hogy melyik 1t lesz
hasznalhat6 a daganatterapiak terén.

A human RNS-DNS hibrid kot6 fehérjéket vizsgalo farmakogenomikai metaanlaizisiink
fel¢ irdnyitjdk a figyelmet. Humanspecifikus R-hurok regulator fehérjékkel végzett
farmakogenomikai vizsgéalatainkban megmutattuk, hogy R-hurok regulatorok expresszios
szintje kihaszndlhato a rdkos sejtek kemoterapids kezelésekkel szembeni érzékennyé tételére.
Tehat az R-hurok gének expresszids szintjének moduldlasa befolydsolhatja a rakellenes
gyogyszeres kezelésekre adott klinikai valaszokat, és ezek az expresszios valtozasok
felhasznalhatok azon betegcsoportok meghatarozasara, akik a legnagyobb valodsziniiséggel jol
reagalnak a terapiara. Emellett szdmos olyan tumor tipust azonositottunk, amely szignifikans
R-hurok regulétor-fiiggd tulélés asszociaciét mutatott, vagyis az R-hurok reguldtorokat
magasan expresszald ¢és az alacsonyan expresszald betegcsoportok tulélési esélyei

szignifikansan elvaltak egymastol (Boros-Oléh et al., 2019).

A feltart farmakogenomikai kdlesonhatasok alapjan ugy gondoljuk, hogy az R-hurkok és az R-

hurok kot6 fehérjék relevans 0 epigenetikai markerek és terapias célpontok lehetnek tobb rakos
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megbetegedésben. Eredményeink egyeldre hipotézis szintjén allnak, természetesen in vitro €s
in vivo kisérleteket igényel a validalasuk. Az azonositott dsszefliggések tovabbi vizsgalata
reményeink szerint javitja a gydgyszerek és kombindacios terdpidk hatékonysagat.

A potencialis tumorterapias célpontok bovitéséhez kifejlesztettiik a DRIP-BC-seq modszert,
amivel lehetdséglink nyilt eddig ismeretlen R-hurok szabalyozé géneket azonositani. Az epi-
ID géndelécios élesztd konyvtar ~4300 mutans térzse koziil 110 tdrzsben a vizsgalt genomi
régio - barkod ~10 kb kdérnyezetében R-hurok szint novekedést, mig 89 mutansban csokkenést
tapasztaltunk. A szlir6 modszerek nagyfoku bizonytalansaga miatt az eredmények megerdsitése
validacios kisérleteket igényel. Erre a feladatra bevezettiik a spike-in DRIP-seq technikat,
melyben fragmentalt E. coli DNS-t haszndlunk bels6 kontrollként az immunprecipitacié soran,
a mintak pontosabb Osszehasonlitdsa érdekében. 11 éleszté mutdnst valasztottunk ki validalésra,
melyekben a DRIP-BC-seq alapjan nétt az R-hurkok mennyisége a vizsgalt genomi régio koriil
¢s a gének mitokondridlis funkcidval rendelkeznek. A 11 mutans spike-in DRIP-seq
eredménye, 8 torzsben megerdsitette, hogy a DRIP-BC-seq-el vizsgélt régid kornyékén
magasabb az R-hurok szint a vad tipusu torzshoz képest a mutans torzsekben (ungid, rpo414,
oye2A, pet204, met74, gasiA, mgml0I1A, mssl164), 3 torzs (exo54, mgmliA, dssiA) esetén
ellentétes eredményt kaptunk. Ehhez képest a teljes genomot tekintve pont az exo54, dssiA
mutansokban jelentds R-hurok dusulés tapasztalhatd ¢és bar kisebb mértékben, de az mgmi4
torzsben is nétt az R-hurkok szama. Tovabba olyan mutansokban melyekben a DRIP-BC-seq-
el vizsgalt barkod régio kornyékén megndétt az R-hurkok szintje, globalisan épp ellenkezdleg
nagymértékii csokkenést figyeltiink meg (unglA, rpo414, oye2A, met74, gaslA), ezek koziil is
a legnagyobb eltérést az rpo414 és met74 mutansoknal detektaltunk. Az mRNA-seq adatok
alapjan a met74 és dssl4 mutansok esetén egyértelmli Osszefiiggést talaltunk a
transzpozonokkal kapcsolatos gének expresszioja ¢s a globalis R-hurok szint kozott. Ehhez
hasonléan a dssiA €s rpo414 mutansokndl a riboszémaval, ribonukleoprotein komplexszel
kapcsolatos gének expresszidja allt jelentds Osszhangban az R-hurok szint valtozassal.
Eredményeink alapjan mind a 11 vizsgalt géndelécio hatassal van az R-hurkok eléfordulasara.
Legérdekesebbnek a MET7, RPO41 és DSS1 gén mutansok eredményeit talaltuk. A MET7 és
RPO41 gének ugy tiinik eldsegitik az R-hurkok kialakulasat és/vagy stabilizalasat, mig a DSS1
gén feltételezhetden csokkenti az R-hurkok szintjét a DRIP-seq és mRNA-seq eredmények
alapjan.

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

tovabbra sem ismert. A 4C-BC-seq technika kifejlesztésével, a 4C-BC-seq ¢és DRIP-BC-seq
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eredményeinek Osszevetésével és tovabbi kisérletek elvégzésével lehetdségiink nyilik jobban
megérteni, hogy az R-hurkoknak milyen szerepiik van a kromatin térszerkezetének
alakulasaban. Ezen kisérletek validacidjahoz Magyarorszagon elsdként bevezettik a Hi-C
haromdimenzids kromatin szerkezet vizsgalé modszert. A Hi-C, a 4C-BC-seq-hez hasonloan,
sok enzimatikus 1épésbdl allo labormunkat és bonyolult bioinformatikai elemzést igényel. A
Hi-C modszerrel Arabidopsis thaliana modellndvényen vizsgaltuk az NDX transzkripcios
faktor kromatin szerkezetre gyakorolt hatasat. Eredményeink szerint NDX hidnydban az
intrakromoszémalis kontaktusok szama csokken, mig az interkromszomalis kontaktusoké
novekszik. Az eredmények alapjan az NDX hianya eldsegiti a 3D kromatin kdlcsdnhatasok
1étrejottét a kromocentereken és transzkripcidsan csendes heterokromatinon keresztiil.

Legfontosabb eredményeink: ravilagitottunk arra, hogy az R-hurkokat szabalyozo gének

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

tertiletén.
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7. Osszefoglalas

PhD munkém kozéppontjaban az R-hurkok és kromatin hurkok vizsgalata allt. Ennek keretén
beliil farmakogenetikai metaanalizissel vizsgaltuk az R-hurkok szerepét a daganat terapiaban.
Kifejlesztettiink két G modszert (DRIP-BC-seq, 4C-BC-seq), melyek R-hurkokat, illetve
kromatin hurkokat szabalyoz6 gének azonositasdra szolgalnak. Tovabba Hi-C modszerrel
vizsgéltuk Arabidopsis thaliana modellnovényben az NDX gén hatasat a genom térbeli
A famakogenomikai elemzések eredményei arra utalnak, hogy a rdkos sejtekben zajléo R-hurok
képzddési folyamatok biomarkerként, terapias célpontként hasznosithatok, valamint bizonyos
daganatok kemoterapids kezelésekkel szembeni érzékennyé tételére hasznalhatok. A feltart
Osszefliggések 0j utakat kindlnak az epigenetikai terapidkhoz, amelyek a daganatok R-hurok
szintjének modositasan alapulnak.

A barcode-olt ¢élesztd géndelécids konyvtaron végrehajtott, DRIP-BC-seq-nek elnevezett R-
hurok szabalyoz6 gének azonositasara kifejlesztett modszerrel szamos potencialis R-hurok
regulator gént azonositottunk. A 11 gén koziil melyeket kivalasztottunk validalasra, ot
mutansnal - exo54, pet204, dss14, mgmlIA, mssl164 - melyek a DRIP-BC-seq alapjan R-hurok
novekedést mutattak, a DRIP-seq 0ssz peak szdmat tekintve is nagymértéki globalis R-hurok
novekedést detektaltunk. Az mRNA-seq analizis alapjan harom gén eseté¢ben - MET7, DSSI,
RPOA41 - egyértelmil 0sszefiiggést talaltunk a gén delécidja és az R-hurkok mennyiségi eltérése
kozott.

A kromatin konformacié szabalyozo gének feltérképezésére fejlesztett 4C-BC-seq modszerrel
reményeink szerint sikeriil eddig még nem ismert genomkonformacioval kapcsolatos géneket
azonositani. Tovabba, amennyiben a DRIP-BC-seq-nek és 4C-BC-seq-nek lesznek kozos
taldlatai, az R-hurkok kromatinszerkezet szabalyozasra gyakorolt hatdsdnak a megértéséhez is
kozelebb kertilhetiink.

A Hi-C moédszer laborunkba vald bevezetésével lehetdségiink nyilt teljes genom szintjén
vizsgalni a genom hdromdimenziods szerkezetét. Az ndx1-4 mutans és vad tipusu Arabidopsis
thaliana modellnovényen elvégzett Hi-C kisérlet alapjan az NDX globalis genom atrendezddést
okoz. Az intrakromoszomalis kontaktusok csokkennek NDX hidnyaban, mig az
interkromoszémalis kontaktusok altaldban novekednek. Megéllapitottuk, hogy az NDX tavoli
kromatin kolcsonhatdsokat medial kromocentereken ¢€s transzkripcidsan csendes kromatinon

keresztil.
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8. Summary

My PhD work focused on the examination of R-loops and chromatin loops. Within this
framework, we used pharmacogenetic meta-analysis to study the role of R-loops in cancer
therapy. We developed two new methods (DRIP-BC-seq, 4C-BC-seq) for identifying genes
regulating R-loops and chromatin loops, respectively. Additionally, we used the Hi-C method
to study the effect of the NDX gene on the spatial conformation of the genome in the model
plant Arabidopsis thaliana.

The results of our pharmacogenomic analyses suggest that R-loop formation processes in cancer
cells can be utilized as biomarkers, therapeutic targets, and for sensitizing certain tumors to
chemotherapy treatments. The uncovered correlations offer new pathways to epigenetic
therapies that are based on modifying the R-loop levels in tumors.

Using a barcoded yeast gene deletion library with a method we developed for identifying R-
loop regulating genes, named DRIP-BC-seq, we identified several new R-loop regulator genes.
Among the 11 genes selected for validation, five mutants - exo5A, pet20A, dss1A, mgmlA,
mss116A - which showed R-loop increase based on DRIP-BC-seq, also showed a significant
global increase in R-loop formation in terms of total DRIP-seq peak numbers. mRNA-seq
analysis showed a clear correlation between gene deletion and R-loop quantity differences for
three genes - MET7, DSS1, RPO41.

The 4C-BC-seq method developed to map chromatin conformation regulating genes is expected
to reveal previously unknown genes controlling to 3D genome conformation. Furthermore, if
there are common hits between DRIP-BC-seq and 4C-BC-seq, we may also get closer to
understanding the impact of R-loops on 3D chromatin structure regulation.

With the introduction of the Hi-C method into our lab, we had the opportunity to examine the
three-dimensional structure of the genome at the whole-genome level. Hi-C experiments on the
ndx1-4 mutant and wild-type Arabidopsis thaliana cells showed that NDX causes global
genomic architecture changes. Intrachromosomal contacts decrease in the absence of NDX,
while interchromosomal contacts generally increase. We found that NDX mediates distant

chromatin interactions through chromocenters and transcriptionally silent chromatin.
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9. Fliggelék

9.1. A génexpresszio és drogvalasz asszociacio analizisben alkalmazott sejtvonalak

Daganat tipus

Daganattipushoz tartozé sejtvonalak neve

leukémia

KY821, MV-4-11, RS4-11, MY-M12

kronikus mieloid leukémia

BV-173, CML-T1, EM-2, JURL-MKI1, K-562, KCL-22, KU812,
LAMA-84, MEG-01, RPMI-8866

limfoblasztos leukémia

697, ALL-PO, BE-13, CCRF-CEM, GR-ST, HAL-01, KARPAS-45,
KE-37, LC4-1, MOLT-4, P30-OHK, SUP-B15

limfoblasztos T-sejtes
leukémia

ATN-1, LOUCY, MOLT-13, MOLT-16, P12-ICHIKAWA, PF-382,
RPMI-8402, SUP-T1, TALL-1

B sejtes leukémia

BALL-1, KARPAS-231, KOPN-8, MHH-CALL-2, MHH-PREB-1,
MN-60, NALM-6, RCH-ACV, REH, ROS-50, SUP-B8, U-698-M,
MHH-CALL-4

anaplasztikus nagysejtes
limfoma

KARPAS-299, SU-DHL-1, SUP-M2

B sejtes limfoma

A3-KAW, A4-Fuk, BC-1, CRO-AP2, CTB-1, DB, DOHH-2, Farage,
GRANTA-519, JEKO-1, JSC-1, KARPAS-1106P, KARPAS-422,
MC116, NU-DUL-1, OCI-LY-19, RC-K8, RL, SCC-3, SLVL, SU-
DHL-10, SU-DHL-16, SU-DHL-4, SU-DHL-5, SU-DHL-6, SU-DHL-
8, TK, TUR, VAL, WSU-DLCL2, BL-41, CA46, Daudi, DG-75, EB2,
EB-3, GA-10, JiyoyeP-2003, NAMALWA, P32-ISH, Raji, Ramos-
2G6-4C10, ST486, BC-3, HT, IM1, OCI-LY7, SC-1

Hodgkin-limféma

HDLM-2, HD-MY-Z, Hs-445, KM-H2, L-1236, L-428, L-540, RPMI-
6666, SUP-HD1

hajas sejtes leukémia

HC-1, MLMA, Mo-T, BONNA-12

mieldoma

ARH-77, IM-9, KMS-12-BM, L-363, LP-1, MM1S, MOLP-8§, NCI-
H929, OPM-2, RPMI-8226, SK-MM-2, U-266, KMS-11

vérképzOszervi daganat -
egyéb tipus

AMO-1, EoL-1-cell, JIN-3, KARPAS-620, MC-CAR, SKM-1

limfoid neoplazma - egyéb
tipus

DEL, EHEB, EIM, H9, JVM-2, JVM-3, SR, WIL2-NS, WSU-NHL,
NK-92MI, ALL-SIL, DND-41, HH, Jurkat

CAL-72, G-292 Clone A141B1, HOS, HuO-3N1, HuO9, MG-63,

oszteoszarkoma NOS-1, NY, Saos-2, U-2-0S
kondroszarkoéma CAL-78, CHSA8926, H-EMC-SS, CHSA0011, CHSA0108
fibroszarkéma HT-1080, SW684, Hs633T

Ewings szarkoéma

ES1, ES3, ES4, ESS, ES7, ES8, EW-1, EW-11, EW-12, EW-13, EW-
16, EW-18, EW-22, EW-24, EW-3, EW-7, SK-ES-1, SK-PN-DW, TC-
71, ES6, MHH-ES-1

csont - egyéb tipus

CS1, SJSA-1, U-CH2

rabdomioszarkéma

A204, A673, KYM-1, RD, RH-1, RH-18, RH-41, SJRH30, TE-441-T
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Daganat tipus

Daganattipushoz tartozo sejtvonalak neve

VESC

769-P, 786-0, A498, A704, ACHN, BB65-RCC, BFTC-909, CAKI-1,
CAL-54, G-401, HA7-RCC, KMRC-1, KMRC-20, LB1047-RCC,
LB2241-RCC, LB996-RCC, NCCO010, NCC021, OS-RC-2,
RCC10RGB, RCC-AB, RCC-ER, RCC-FG2, RCC-JW, RCC-MF,
RXF393, SN12C, TK10, U031, VMRC-RCZ, RCC-JF, SW156

mellékvese SW13
5637, 639-V, 647-V, BFTC-905, CAL-29, DSH1, HT-1197, HT-1376,
hagyholyag J82, KU-19-19, LB831-BLC, RT-112, RT4, SW1710, SW780, T-24,

TCCSUP, UM-UC-3, VM-CUB-1

urogenitalis rendszer egyéb
tipus

JAR, JEG-3, SW954, SW962

prosztata

22RV1, BPH-1, DU-145, LNCaP-Clone-FGC, PC-3, PWR-1E, VCaP,
NCI-H660

herék

NCCIT, NEC8, NTERA-2 cl.D1

mellrak

AUS565, BT-20, BT-474, BT-483, BT-549, CAL-120, CAL-148, CAL-
51, CAL-85-1, CAMA-1, COLO-824, DU-4475, EFM-19, EFM-
192A, EVSA-T, HCC1143, HCCI1187, HCC1395, HCC1419,
HCC1428, HCC1500, HCC1569, HCC1599, HCC1806, HCC1937,
HCC1954, HCC202, HCC2157, HCC2218, HCC38, HCC70, HDQ-
P1, Hs-578-T, MCF7, MDA-MB-157, MDA-MB-231, MDA-MB-330,
MDA-MB-361, MDA-MB-415, MDA-MB-436, MDA-MB-453,
MDA-MB-468, MFM-223, MRK-nu-1, OCUB-M, T47D, UACC-812,
UACC-893, ZR-75-30, JIMT-1, MDA-MB-175-VII, YMB-1-E

petefészek

A2780, Caov-4, EFO-21, EFO-27, ES-2, FU-OV-1, IGROV-1, JHOS-
2, JHOS-3, JHOS-4, KGN, KURAMOCHI, OAW-28, OAW-42, OC-
314, OV-17R, OV-56, OV-7, OV-90, OVCA420, OVCAR-3,
OVCAR-4, OVCAR-5, OVCAR-8, OVISE, OVK-18, OVKATE,
OVMIU, OVTOKO, PA-1, PEO1, RKN, RMG-1, SK-OV-3, SW626,
TOV-112D, TOV-21G, TYK-nu, UWB1.289, Caov-3, DOV13, Hey,
OVCA433

méh

MES-SA, SKN

méhnyakrak

C-33-A, C-4-1, CAL-39, Ca-Ski, DoTc2-4510, HeLa, HT-3, ME-180,
MS751, SiHa, SISO, SKG-IIIa, SW756, TC-YIK, OMC-1

méhnyalkahartya

AN3-CA, COLO-684, EN, ESS-1, HEC-1, KLE, MFE-280, MFE-296,
MFE-319, SNG-M, RL95-2

pajzsmirigy

8305C, 8505C, ASH-3, BCPAP, BHT-101, CAL-62, CGTH-W-1,
FTC-133, HTC-C3, IHH-4, K5, ML-1, RO82-W-1, TT, TT2609-C02,
KMH-2

fej és nyak daganatai

A253, BB30-HNC, BB49-HNC, BHY, BICR10, BICR22, BICR31,
BICR78, Ca9-22, CAL-27, CAL-33, Detroit562, DOK, FADU,
H3118, HN, HO-1-N-1, HO-1-u-1, HSC-2, HSC-3, HSC-4, JHU-011,
JHU-022, KON, KOSC-2, LB771-HNC, OSC-19, OSC-20, PCI-15A,
PCI-30, PCI-38, PCI-4B, PCI-6A, PE/CA-PJ15, RPMI-2650, SAS,
SAT, SCC-15, SCC-25, SCC-4, SCC-9, SKN-3, JHU-029, SCC90
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Daganat tipus

Daganattipushoz tartozo sejtvonalak neve

nyeldcso

COLO-680N, EC-GI-10, ESO26, ESO51, FLO-1, HCE-4, KYAE-1,
KYSE-140, KYSE-150, KYSE-180, KYSE-220, KYSE-270, KYSE-
410, KYSE-450, KYSE-50, KYSE-510, KYSE-520, KYSE-70,
OACMS5-1, OACp4C, OE19, OE21, OE33, SK-GT-4, TE-1, TE-10,
TE-11, TE-12, TE-15, TE-4, TE-5, TE-6, TE-§, TE-9, T-T

gyomor

23132-87, AGS, ECC10, ECC12, FU97, GC1Y, GT3TKB, HGC-27,
Hs746T, HSC-39, IM-95, KATOIIl, MKNI1, MKN28, MKN45,
MKN7, NCI-N87, NCI-SNU-1, NCI-SNU-16, NCI-SNU-5, NUGC-3,
NUGC-4, OCUM-1, RERF-GC-1B, RF-48, SCH, SK-GT-2,
TGBCI11TKB, TMK-1

maj

C3A, Hep 3B2 1-7, HLE, huH-1, HuH-7, JHH-1, JHH-6, JHH-7, SK-
HEP-1, SNU-182, SNU-387, SNU-398, SNU-423, SNU-449, SNU-
475, JHH-2, JHH-4

epevezeték

EGI-1, ETK-1, HuCCT1, TGBCITKB, TGBC24TKB

vastagbél

C2BBel, CaR-1, CCK-81, CL-11, CL-40, COLO-205, COLO-320-
HSR, COLO-678, CW-2, GP5d, HCC2998, HCC-56, HCT-116, HCT-
15, HT-115, HT-29, HT55, KM12, LoVo, LS-1034, LS-123, LS-180,
LS-411N, LS-513, MDST8, NCI-H630, NCI-H716, NCI-H747, RCM-
1, RKO, SK-CO-1, SNU-1040, SNU-175, SNU-407, SNU-61, SNU-
81, SNU-C1, SNU-C2B, SNU-C5, SW1116, SW1417, SW1463,
SW48, SW837, SW948, T84, DIFI, NCI-H508, SNU-283, SW620,
CL-34

hasnyalmirigy

AsPC-1, BxPC-3, CAPAN-1, Capan-2, CFPAC-1, DAN-G, HPAC,
HPAF-II, Hs766T, HuP-T3, HuP-T4, KP-1N, KP-3, KP-4, MIA-PaCa-
2, MZ1-PC, PANC-02-03, PANC-03-27, PANC-04-03, PANC-08-13,
PANC-10-05, PA-TU-8902, PA-TU-8988T, PL18, PL4, PSN1, QGP-
1, SU8686, SUIT-2, SW1990, YAPC, KP-2

emésztorendszer egyéb
tipus

HUTU-80

tidd NSCLC
adenokarcindma

201T, A549, ABC-1, Calu-3, Calu-6, COR-L105, EKVX, EMC-BAC-
1, EMC-BAC-2, H3255, HCC-44, HCC-78, HCC-827, LC-2-ad, LXF-
289, NCI-H1355, NCI-H1395, NCI-H1435, NCI-H1563, NCI-H1568,
NCI-H1573,NCI-H1623, NCI-H1648, NCI-H1650, NCI-H1651, NCI-
H1666, NCI-H1693, NCI-H1703, NCI-H1734, NCI-H1755, NCI-
H1781, NCI-H1792, NCI-H1793, NCI-H1838, NCI-H1944, NCI-
H1975, NCI-H1993, NCI-H2009, NCI-H2023, NCI-H2030, NCI-
H2085, NCI-H2087, NCI-H2122, NCI-H2228, NCI-H2291, NCI-H23,
NCI-H2342, NCI-H2347, NCI-H2405, NCI-H292, NCI-H3122, NCI-
H322M, NCI-H358, NCI-H441, NCI-H522, NCI-H596, NCI-H650,
NCI-H838, PC-14, RERF-LC-KJ, RERF-LC-MS, SK-LU-1, SW1573,
HOP-62, NCI-H1437, PC-3 [JPC-3], VMRC-LCD

tiidé NSCLC karcinoid

NCI-H720, NCI-H727, NCI-H835, UMC-11

tiidé NSCLC nagy sejtes

COR-L23, HOP-92, IA-LM, LCLC-103H, LCLC-97TM1, LU-65,
LU-99A, NCI-H1155, NCI-H1299, NCI-H1581, NCI-H1915, NCI-
H661, NCI-H810, NCI-H460

tiidé NSCLC specifikacio
nélkdil

A427, BEN, CAL-12T, ChaGo-K-1, HCC-366, NCI-H1770, NCI-
H2110, NCI-H2135, NCI-H2172, NCI-H2444, NCI-H647
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Daganat tipus

Daganattipushoz tartozo sejtvonalak neve

tiidé NSCLC laphamsejtes
karcindma

EBC-1, EPLC-272H, HARA, HCC-15, KNS-62, LC-1-sq, LK-2,
LOU-NHO91, NCI-H1869, NCI-H2170, NCI-H226, NCI-H520, RERF-
LC-Sql, SK-MES-1, SW900

tiido kis sejtes karcindbma

COLO-668, COR-L279, COR-L303, COR-L311, COR-L32, COR-
L88, CPC-N, DMS-114, DMS-273, DMS-53, IST-SL1, IST-SL2,
LB647-SCLC, LU-134-A, LU-135, LU-139, LU-165, MS-1, NCI-
H1048, NCI-H1092, NCI-H1105, NCI-H1341, NCI-H1417, NCI-
H1436, NCI-H146, NCI-H1688, NCI-H1694, NCI-H1836, NCI-H187,
NCI-H1876, NCI-H196, NCI-H1963, NCI-H2029, NCI-H2066, NCI-
H209, NCI-H211, NCI-H2141, NCI-H2196, NCI-H2227, NCI-H250,
NCI-H345, NCI-H378, NCI-H446, NCI-H510A, NCI-H524, NCI-
H526, NCI-H64, NCI-H69, NCI-H748, NCI-H82, NCI-H841, NCI-
H847, SBC-1, SBC-3, SBC-5, DMS-79, NCI-H740, COR-L95, HCC-
33, NCI-H128, NCI-H1304, NCI-H2081, NCI-H2171, SHP-77,
SW1271, RERF-LC-FM

tiido - egyéb tipus

COR-L321

neuroblasztoma

BE2-M17, CHP-126, CHP-134, CHP-212, GI-ME-N, GOTO, IMR-5,
KELLY, KP-N-YN, LAN-6, MHH-NB-11, NB(TU)1-10, NB1, NB10,
NB12, NB13, NB14, NB17, NB5, NB6, NB69, NB7, NH-12, SIMA,
SK-N-AS, SK-N-DZ, SK-N-FI, SK-N-SH, TGW, KP-N-RT-BM-1,
KP-N-YS, MC-IXC

glioma

42-MG-BA, 8-MG-BA, A172, AM-38, Becker, CAS-1, CCF-STTGI,
D-247MG, D-263MG, D-336MG, D-392MG, D-502MG, D-542MG,
D-566MG, DBTRG-05MG, DK-MG, GAMG, GB-1, GI-1, GMS-10,
H4, Hs683, KALS-1, KINGS-1, KNS-42, KNS-81-FD, KS-1, LN-18,
LN-229, LN-405, LNZTA3WT4, M059J, MOG-G-CCM, MOG-G-
UVW, NMC-G1, no-10, no-11, SF126, SF268, SF295, SF539, SK-
MG-1, SNB75, SW1088, SW1783, T98G, U-118-MG, U251, U-87-
MG, YH-13, YKG-1, D-423MG, D-245MG

medulloblasztoma

D-283MED, Daoy, ONS-76, PFSK-1

melanéma

451Lu, A101D, A2058, A375, C32, CHL-1, COLO-679, COLO-792,
COLO-800, COLO-829, CP50-MEL-B, CP66-MEL, G-361, GAK, G-
MEL, HMV-II, Hs940-T, HT-144, 1GR-1, IGR-37, IPC-298, IST-
MELI, LB2518-MEL, LB373-MEL-D, LOXIMVI, M14, MEL-HO,
MEL-JUSO, Mewo, MMAC-SF, MZ2-MEL, MZ7-mel, RPMI-7951,
RVH-421, SH-4, SK-MEL-1, SK-MEL-2, SK-MEL-24, SK-MEL-28,
SK-MEL-3, SK-MEL-30, SK-MEL-31, SK-MEL-5, UACC-257,
UACC-62, WM-115, WM1552C, WM278, WM35, WM793B, COLO-
783, CP67-MEL, K2, Hs939-T, VMRC-MELG

bor egyéb tipus

A388, A431, DIM-1

mezotelidma

H2369, H2373, H2461, H2591, H2595, H2722, H2731, H2795,
H2803, H2804, H2810, H2818, H2869, H290, H513, IST-MES],
MPP-89, MSTO-211H, NCI-H2052, NCI-H2452, NCI-H28

egyéb lagyrész

G-402, GCT, MFH-ino, SK-LMS-1, SK-UT-1, SW872, SW982, VA-
ES-BJ, STS-0421
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9.2. A gyogyszerérzékenység analizisben vizsgalt drogok

Drog neve
(57)-7-Oxozeaenol
5-Fluorouracil
A-443654
A-770041

Afatinib

AICA Ribonucleotide
AKT inhibitor VIII
Alectinib
Amuvatinib

AR-42

AS601245
AS605240
AT-7519
Avagacestat
Axitinib

AZ628

AZD6482
AZD7762
AZD8055
BAY-61-3606
Belinostat
Bexarotene
BI-2536
Bicalutamide
BIX02189
Bleomycin
BMS-345541
BMS-509744

Célpontja, hatasa

TAK1

Antimetabolit (DNS & RNS)
AKTI1, AKT2, AKT3

LCK, FYN

ERBB2, EGFR

AMPK agonista

AKTI1, AKT2, AKT3

ALK

KIT, PDGFRA, FLT3
HDACI1

JNK1, INK2, INK2
PI3Kgamma

CDK1, CDK2, CDK4, CDK®6,
Amyloid beta20, Amyloid beta40
PDGFR, KIT, VEGFR
BRAF

PI3Kbeta

CHEK1, CHEK?2

MTORCI1, MTORC2

SYK

HDACI1

Retinioid X receptor (RXR) agonista

PLK1, PLK2, PLK3
AR

MEKS, ERKS

dsDNS torés indukcidja
IKK1, IKK2

ITK
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Miikodési utvonal
Egyéb, kinazok
Egyéb

PI3K/MTOR jelatvitel
Egyéb, kinazok
EGFR jelatvitel
Metabolizmus
PI3K/MTOR jelatvitel
RTK jelatvitel

Egyéb, kinazok
Kromatin hiszton acetilacio
JNK and p38 jelatvitel
PI3K/MTOR jelatvitel
Sejtciklus

Egyéb

RTK jelatvitel

ERK MAPK jelatvitel
PI3K/MTOR jelatvitel
Sejtciklus
PI3K/MTOR jelatvitel
Egyéb, kinazok
Kromatin hiszton acetilacio
Egyéb

Sejtciklus
Hormon-kapcsolt
ERK MAPK jelatvitel
DNS replikacio
Egyéb, kinazok

Egyéb



Drog neve
BMS-536924
BMS-754807
Bortezomib
Bosutinib
Bryostatin 1
BX795
BX-912
Cabozantinib
Camptothecin
CAY'10603
CCT007093
CCT-018159
Cetuximab
CGP-082996
CGP-60474
CHIR-99021
CI-1040
Cisplatin
CMK
CP466722
CP724714
Crizotinib
CUDC-101
CX-5461
Cyclopamine
Cytarabine
Dabrafenib
Dacinostat

Dactolisib

Célpontja, hatasa

IGFIR, IR

IGFIR, IR

Proteaszéma

SRC, ABL, TEC

PKC

TBK1, PDK1 (PDPK1), IKK,
PDK1 (PDPK1)

VEGFR, MET, RET, KIT, FLT1,
TOP1

HDACI, HDAC6

PPMI1D

HSP90

EGFR

CDK4
CDK1,CDK2,CDKS5,CDK7,CDKO9,
GSK3A, GSK3B

MEK1, MEK2

DNS keresztkotd

RSK2

ATM

ERBB2

MET, ALK, ROS1
HDACI1-10, EGFR, ERBB2
RNS polimeraz 1

SMO

Antimetabolit

BRAF

HDACI

PI3K (Class 1), MTORCI,
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Miikddési utvonal

IGFR jelatvitel

IGFR jelatvitel

Protein stabilitas és lebomlas
Egyéb, kinazok

Egyéb, kinazok

Egyéb

PI3K/MTOR jelatvitel
Egyéb, kinazok

DNS replikacio

Kromatin hiszton acetilacio
Egyéb

Protein stabilitas és lebomlas
EGFR jelatvitel

Sejtciklus

Sejtciklus

WNT jelatvitel

ERK MAPK jelatvitel
DNS replikacié

ERK MAPK jelatvitel
Genom integritas

EGFR jelatvitel

RTK jelatvitel

Egyéb

Egyéb

Egyéb

DN replikacid

ERK MAPK jelatvitel
Kromatin hiszton acetilacio

PI3K/MTOR jelatvitel



Drog neve
Daporinad
Dasatinib
DMOG
Docetaxel
Doramapimod
Doxorubicin
EHT-1864
Elesclomol
Embelin
Entinostat
Enzastaurin
Epothilone B
Erlotinib
Etoposide
Fedratinib
FH535

FMK
Foretinib
FR-180204
FTI-277
Gefitinib

Gemcitabine

Genentech Cpd 10

GNF-2
GSK1070916

GSK1904529A

GSK269962A
GSK319347A
GSK429286A

Célpontja, hatasa
NAMPT

ABL, SRC, Ephrins, PDGFR, KIT
HIF-PH

Mikrotubulus stabilizator
p38, INK2

Anthracycline

RACI1, RAC2, RAC3
HSP90

XIAP

HDACI1, HDAC3

PKCB

Mikrotubulus stabilizator
EGFR

TOP2

JAK2

PPARgamma, PPARdelta
RSK

MET, KDR, TIE2, VEGFR3/FLT4,
ERK1, ERK2
Farnezil-transzferaz (FNTA)
EGFR

Pirimidin antimetabolit
AURKA, AURKB
BCR-ABL

AURKA, AURKC

IGFIR, IR

ROCKI1, ROCK2

IKK

ROCK1, ROCK2
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Miikddési utvonal
Metabolizmus

Egyéb

Metabolizmus
Mitozis

JNK and p38 jelatvitel
DNS replikacio
Citoszkeleton

Protein stabilitas és lebomlas
Apoptozis szabalyozo
Kromatin hiszton acetilacio
Egyéb, kinazok
Mitozis

EGFR jelatvitel

DNS replikacio
Egyéb, kinazok

WNT jelatvitel
Egyéb, kinazok

RTK jelatvitel

ERK MAPK jelatvitel
Egyéb

EGFR jelatvitel

DNS replikacio
Mitozis

ABL jelatvitel
Mitozis

IGFR jelatvitel
Citoszkeleton

Egyéb

Citoszkeleton



Drog neve
GSK 650394
GSK 690693
GW-2580
GW441756
GW843682X
HG-5-113-01
HG-5-88-01
HG6-64-1
I-BET-762
ICL1100013
Idelalisib
Imatinib
10X2

IPA-3
Ispinesib Mesylate
JNK Inhibitor VIII
INK-9L

JQl

JQ12
JW-7-24-1
JW-7-52-1
KINO001-236
KINO001-244
KINO001-260
KINO001-266
KINO001-270
KU-55933
Lapatinib

Lenalidomide

Célpontja, hatasa
SGK2, SGK3

AKT1, AKT2, AKT3
CSF1R

NTRK1

PLK1

LOK, LTK, TRCB, ABL(T315])

EGFR, ADCK4

BRAF

BRD2, BRD3, BRD4
N-mirisztoiltranszferaz 1/2
PI3Kdelta

ABL, KIT, PDGFR
EGLN1

PAK1

KSP

INK

JNK2, JNK3

BRD2, BRD3, BRD4, BRDT
HDACI, HDAC2

LCK

MTOR

Angiopoietin-1 receptor
PDK1 (PDPK1)

IKKB

MAP3KS8

CDK9

ATM

ERBB2, EGFR

CRBN

95

Miikddési utvonal
Egyéb

PI3K/MTOR jelatvitel
RTK jelatvitel

RTK jelatvitel

Sejtciklus

Egyéb

Egyéb, kinazok

ERK MAPK jelatvitel
Kromatinnal kapcsolatos
Egyéb

PI3K/MTOR jelatvitel
RTK jelatvitel

Egyéb

Citoszkeleton

Mitozis

JNK and p38 jelatvitel
JNK and p38 jelatvitel
Kromatinnal kapcsolatos
Kromatin hiszton acetilacio
Egyéb, kinazok
PI3K/MTOR jelatvitel
Egyéb

Egyéb, kinazok

Egyéb

Egyéb, kinazok
Sejtciklus

Genom integritas

EGFR jelatvitel

Protein stabilitas és lebomlas



Drog neve
Lestaurtinib
LFM-A13
Linifanib
Linsitinib
Luminespib
Masitinib
Methotrexate
MG-132
Midostaurin
Mitomycin-C
MK-2206
Motesanib
MPS-1-IN-1
Navitoclax
NG-25
Nilotinib
NPK76-11-72-1
NSC-207895
NSC-87877
NU7441
Nutlin-3a (-)
NVP-BHG712
NVP-TAE684

Obatoclax Mesylate

Olaparib
Omipalisib
OSI-027
OSI-930
OSU-03012

Célpontja, hatasa

FLT3, JAK2, NTRK1, NTRK?2,
BTK

VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3,
IGFIR

HSP90

KIT, PDGFRA, PDGFRB
Antimetabolit

Proteaszoma, CAPN1

PKC, PPK, FLTI, c-FGR, others
DNS keresztkotd

AKTI1, AKT2

VEGFR, RET, KIT, PDGFR
MPS1

BCL2, BCL-XL, BCL-W
TAK1, MAP4K2

ABL

PLK3

MDM4

SHP-1 (PTPN6), SHP-2 (PTPN11)
DNAPK

MDM2

EPHB4

ALK

BCL2, BCL-XL, BCL-W, MCL1
PARPI1, PARP2

PI3K (class 1), MTORC1, MTORC2
MTORCI1, MTORC2

KIT

PDK1 (PDPK 1)
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Miikddési utvonal
Egyéb, kinazok
Egyéb, kinazok

RTK jelatvitel

IGFR jelatvitel
Protein stabilitas és lebomlas
Egyéb, kinazok

DNS replikacio
Protein stabilitas és lebomlas
Egyéb

DNS replikacio
PI3K/MTOR jelatvitel
RTK jelatvitel

Mitozis

Apoptozis szabalyozo
Egyéb, kinazok

ABL jelatvitel
Sejtciklus

p53 utvonal

Egyéb

Genom integritas

p53 utvonal

Egyéb

RTK jelatvitel
Apoptdzis szabalyozo
Genom integritas
PI3K/MTOR jelatvitel
PI3K/MTOR jelatvitel
RTK jelatvitel

Egyéb, kinazok



Drog neve
PAC-1
Paclitaxel
Palbociclib
Parthenolide
Pazopanib
PD0325901
PD173074
Pelitinib
Pevonedistat
PF-4708671
PF-562271
PFI-1

PFI-3
PHA-665752
PHA-793887
Phenformin
PI-103
Pictilisib
PIK-93
Piperlongumine
PLX-4720
Ponatinib
Pyrimethamine
QL-VIII-58
QL-X-138
QL-XI-92
QL-X1I1-47
QL-XII-61
QS11

Célpontja, hatasa
Prokaszpaz-3, Prokaszpaz-7
Mikrotubulus stabilizator

CDK4, CDK6

HDACI

CSFI1R, KIT, PDGFRA, PDGFRB
MEK1, MEK2

FGFR1, FGFR3

EGFR

NAE

S6K1

FAK, FAK2

BRD4

SMARCA2, SMARCAA4, PB1
MET

CDK2, CDK7, CDK5

Biguanid agens

PI3Kalpha, DAPK3, CLK4, PIM3,
PI3K (class 1)

PI3Kgamma

Reaktiv oxigéngyokoket idéz eld
BRAF

ABL, PDGFRA, VEGFR2, FGFRI,
Dihidrofolat-reduktaz (DHFR)
MTOR, ATR

BTK

DDRI1

BTK, BMX

BMX, BTK

ARFGAP1
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Miikodési utvonal
Apoptozis szabalyozo
Mitozis

Sejtciklus

Kromatin hiszton acetilacio
RTK jelatvitel

ERK MAPK jelatvitel
RTK jelatvitel

EGFR jelatvitel
Egyéb

PI3K/MTOR jelatvitel
Citoszkeleton
Kromatinnal kapcsolatos
Egyéb

RTK jelatvitel
Sejtciklus

Egyéb

PI3K/MTOR jelatvitel
PI3K/MTOR jelatvitel
PI3K/MTOR jelatvitel
Egyéb

ERK MAPK jelatvitel
RTK jelatvitel

Egyéb

Egyéb

Egyéb, kinazok
Egyéb

Egyéb, kinazok
Egyéb, kinazok

Egyéb



Drog neve
Quizartinib
Rapamycin
Refametinib
RO-3306
rTRAIL
Rucaparib
Ruxolitinib
Salubrinal
Saracatinib
SB216763
SB505124
SB52334
SB590885
Seliciclib
Selisistat
Selumetinib
Sepantronium bromide
Serdemetan
SGC0946
Shikonin
SLO101
SN-38
SNX-2112
Sorafenib
STF-62247
S-Trityl-L-cysteine
Sunitinib
T0901317

TAK-715

Célpontja, hatasa
FLT3

MTORC1

MEK1, MEK2

CDK1

TRAIL receptor agonista
PARP1, PARP2

JAK1, JAK2

EIF2A

ABL, SRC

GSK3A, GSK3B

ALK4, ALKS

ALKS

BRAF

CDK2, CDK7, CDK9
SIRT1

MEK1, MEK2

BIRCS

MDM2

DOTIL

nincs meghatarozva
RSK, AURKB, PIM1, PIM3
TOP1

HSP90

PDGFR, KIT, VEGFR, RAF
Autofagia indukalo

KIF11

PDGFR, KIT, VEGFR, FLT3, RET,

LXR, FXR

p38alpha, p38beta
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Miikddési utvonal

RTK jelatvitel
PI3K/MTOR jelatvitel
ERK MAPK jelatvitel
Sejtciklus

Apoptozis szabalyozd
Genom integritas

Egyéb, kinazok

Egyéb

RTK jelatvitel

WNT jelatvitel

RTK jelatvitel

RTK jelatvitel

ERK MAPK jelatvitel
Sejtciklus

Kromatin hiszton acetilacio
ERK MAPK jelatvitel
Apoptozis szabalyozo

p53 atvonal

Kromatin hiszton metilacio
Egyéb

Egyéb

DNS replikacio

Protein stabilitas és lebomlas
RTK jelatvitel

Egyéb

Mitozis

RTK jelatvitel

Egyéb

JNK and p38 jelatvitel



Drog neve
Talazoparib
Tamoxifen
Tanespimycin
Temozolomide
Temsirolimus
TGX221
Thapsigargin
THZ-2-102-1
THZ-2-49
Tipifarnib
Tivozanib
TL-1-85
TL-2-105
Tozasertib
TPCA-1
Trametinib
Tretinoin
Tubastatin A
TW 37
UNCO0638
UNCI215
Veliparib
Vinblastine
Vismodegib
VNLG/124
Vorinostat
VX-11e
VX-702

Weel Inhibitor

Célpontja, hatasa

PARPI1, PARP2

ESR1

HSP90

DNS alkilezo6 szer

MTOR

PI3Kbeta

SERCA

CDK7

CDK9

Farnezil-transzferaz (FNTA)
VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3
TAK

Nincs meghatarozva
AURKA, AURKB, AURKC, others
IKK2

MEK1, MEK2

Retinsav

HDACI1, HDAC6, HDACS
BCL2, BCL-XL, MCL1

G9a and GLP metiltranszferaz
L3MBTL3

PARPI1, PARP2

Mikrotubulus destabilizator
SMO

HDAC,RAR

HDAC inhibitor osztaly I, Ila, IIb, IV
ERK2

p38

WEEI1, CHEK1
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Miikddési utvonal
Genom integritas
Hormon-kapcsolt

Protein stabilitas és lebomlas
DNS replikacio
PI3K/MTOR jelatvitel
PI3K/MTOR jelatvitel
Egyéb

Sejtciklus

Sejtciklus

Egyéb

RTK jelatvitel

Egyéb, kinazok
Besorolatlan

Mitozis

Egyéb, kinazok

ERK MAPK jelatvitel
Egyéb

Kromatin hiszton acetilacio
Apoptozis szabalyozo
Kromatin hiszton metilacio
Kromatinnal kapcsolatos
Genom integritas

Mitozis

Egyéb

Kromatin hiszton acetilacio
Kromatin hiszton acetilacio
ERK MAPK jelatvitel

INK és p38 jelatvitel

Sejtciklus



Drog neve Célpontja, hatasa Miikddési utvonal
WH-4-023 SRC, LCK Egyéb, kinazok
WHI-P97 JAK3 Egyéb, kinazok
WZ-1-84 BMX Egyéb, kinazok
WZ3105 SRC, ROCK2, NTRK2, FLT3, Egyéb

XAV939 TNKSI1, TNKS2 WNT jelatvitel
XMD11-85h BRSK2, FLT4, MARK4, PRKCD,  Egyéb

XMD13-2 RIPK1 Apoptozis szabalyozo
XMD14-99 ALK, CDK7, LTK és egyéb Egyéb

XMD15-27 CAMK?2 Egyéb, kinazok
XMDS8-85 ERKS, BET Egyéb

XMDS8-92 MAPK?7 Egyéb, kinazok
Y-39983 ROCK Citoszkeleton
YK-4-279 RNS helikaz A Egyéb

YM201636 PYKFYVE Egyéb

ZG-10 INK1 INK és p38 jelatvitel
Zibotentan Endothelin-1 receptor (EDNRA) Egyéb
Z-LLNle-CHO gamma-szekretaz Egyéb

ZM447439 AURKA, AURKB Mitozis

ZSTK474 PI3K (class 1) PI3K/MTOR jelatvitel
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9.3. DRIP-BC-seq talalatainak funkcionalis annotalasa DAVID adatbazissal

DRIP-BC-seq szignifikansan magas jelet (IP/input) mutato talalatai:
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Kategoria Megnevezés Gének| % P- | Benjamin
szama érték i

GOTERM_CC_DIRECT mitokondrium 37 34,6 8,3E-5 9,6E-3
UP_KW_CELLULAR_COMPONE | mitokondrium 28 26,2 1,1E-4 2,4E-3
NT

KEGG_PATHWAY metabolikus Gtvonal 24 22,4 1,1E-3 5,5E-2
GOTERM_MF_DIRECT nukleotid kotés 24 224 2,1E-3 2,8E-1
GOTERM_MF_DIRECT ATP kotés 20 18,7 9,6E-3 6,5E-1
GOTERM_MF DIRECT transzferaz aktivitas 19 17,8 3,6E-2 1,0E0
GOTERM_BP_DIRECT DNS-karosodasra valo sejtvalasz 9 8,4 1,9E-2 1,0E0
GOTERM_CC_DIRECT mitokondrium belsé membranja 9 8,4 4,0E-2 9,2E-1
GOTERM_BP DIRECT ion transzport 8 7,5 3,4E-3 2,6E-1
GOTERM_BP_DIRECT DNS hibajavitas 8 7,5 3,7E-2 1,0E0
UP_KW BIOLOGICAL PROCES | DNS karosodas 8 7,5 4,4E-2 5,5E-1
S

UP_SEQ FEATURE szubsztrat kotés 8 7,5 4,6E-2 1,0E0
GOTERM_MF_DIRECT kindz aktivitas 8 75 4,8E-2 1,0E0
GOTERM_CC_DIRECT mitokondrium matrix 7 6,5 2,1E-2 6,0E-1
GOTERM_BP_DIRECT mitokondrialis genom 6 5,6 5,8E-4 1,2E-1

karbantartés
GOTERM_BP_DIRECT mitokondrium szervezdése 6 5,6 6,5E-4 1,2E-1
GOTERM_BP_DIRECT makromolekularis komplexek 5 4,7 2,0E-3 2,4E-1
Osszeallitasa

UP_KW BIOLOGICAL PROCES | hidrogén ion transzport 5 4,7 4,2E-3 1,5E-1
S

INTERPRO aldolaz-tipusu TIM fehérje 5 47 8,1E-3 1,0E0
KEGG PATHWAY oxidativ foszforilacid 5 47 3,5E-2 8,9E-1
GOTERM_CC_DIRECT mitokondrium kiilsé membranja 5 4,7 8,4E-2 1,0E0




Kategoria Megnevezés Gének| % P- | Benjamin
szama érték i

GOTERM_BP_DIRECT ATP szintézishez kapcsolt 4 3,7 3,5E-3 2,6E-1
protontranszport

GOTERM_CC_DIRECT mitokondrialis protont szallito 3 2,8 7,6E-4 4,4E-2
ATP szintdz, allo része

GOTERM_CC_DIRECT mitokondrialis kromoszoma 3 2,8 3,7E-3 1,4E-1

GOTERM_MF DIRECT hidrogénion transzmembran 3 2,8 1,5E-2 7,8E-1
transzporter aktivitas

GOTERM_BP_DIRECT ATP bioszintézis 3 2,8 2,5E-2 1,0E0

GOTERM_MF_DIRECT protontranszportalo ATPaz 3 2,8 3,3E-2 1,0E0
aktivitas, rotaciés mechanizmus

GOTERM_BP_DIRECT intracellularis mRNS lokalizacid 3 2,8 3,9E-2 1,0E0

GOTERM_MF DIRECT exonukleaz aktivitas 3 2,8 5,2E-2 1,0E0

KEGG PATHWAY glicerolipid metabolizmus 3 2,8 9,8E-2 1,0E0

GOTERM_BP_DIRECT protein foszforilacio szabalyozasa 2 1,9 3,3E-2 1,0E0

GOTERM_BP_DIRECT triglicerid homeosztazis 2 1,9 3,3E-2 1,0EO

GOTERM_CC_DIRECT H3 hiszton acetiltranszferaz 2 1,9 4,8E-2 9,2E-1
komplex

GOTERM_BP_DIRECT chorismate bioszintézis 2 1,9 6,5E-2 1,0E0

GOTERM_BP_DIRECT hiszton H3-K56 acetilacio 2 1,9 6,5E-2 1,0E0

GOTERM_CC_DIRECT ERMES komplex 2 1,9 7,8E-2 1,0E0

GOTERM_BP_DIRECT mitokondrium-ER kapcsolodas 2 1,9 8,0E-2 1,0E0

GOTERM_BP_DIRECT inozitol-foszfat bioszintetikus 2 1,9 8,0E-2 1,0E0
folyamat

GOTERM_BP_DIRECT mitokondriumok pozicionalasa 2 1,9 8,0E-2 1,0E0

GOTERM_BP_DIRECT mitokondrium fazio 2 1,9 9,5E-2 1,0E0
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DRIP-BC-seq szignifikansan alacsony jelet (IP/input) mutat6 talalatai:

Kategéria Megnevezés Gének % P-érték | Benjamini
SZzama
GOTERM_CC DIRECT citoplazma 45 50,6 1,9E-2 1,0E0
UP_KW_MOLECULAR_FUNCTI | DNS-k6t6 10 11,2 8,2E-2 1,0E0
UP_KW_DOMAIN jelatvitel 9 10,1 9,7E-2 1,0E0
GOTERM_MF_DIRECT ubikvitin koté 7 7,9 4,4E-5 5,9E-3
UP_KW_BIOLOGICAL_PROCES | ubikvitin konjugacios folyamat 7 7,9 1,1E-2 3,3E-1
GOTERM_BP_DIRECT gomba tipust sejtfal szervez6dés 6 6,7 4,1E-2 1,0E0
GOTERM_BP_DIRECT katalitikus aktivitas szabalyozasa 6 6,7 4,1E-2 1,0E0
UP_KW PTM lipoprotein 6 6,7 6,9E-2 8,3E-1
UP_KW_LIGAND NADP 5 5,6 3,4E-2 4,7E-1
INTERPRO ubiquitin rendszerkomponens 4 4,5 1,8E-4 2,4E-2
GOTERM_BP_DIRECT sejtmag részletekbeni 4 4,5 1,8E-2 1,0E0
GOTERM_BP_DIRECT CVT ttvonal 4 4,5 2,8E-2 1,0E0
KEGG_PATHWAY autofagia 4 4,5 5,8E-2 1,0E0
GOTERM_CC_DIRECT endoplazmatikus retikulum 4 4,5 6,9E-2 1,0E0
GOTERM_BP_DIRECT késoi sejtmag autofagia 3 34 2,2E-2 1,0E0
GOTERM_BP_DIRECT vacuolumok oroklédése 3 3,4 2,7E-2 1,0E0
GOTERM_BP_DIRECT autofagoszoma Osszeszerelés 3 3,4 4,6E-2 1,0E0
INTERPRO glikozid-hidrolaz, szupercsalad 3 3,4 5,9E-2 1,0E0
COG_ONTOLOGY szénhidrat szallitas és anyagcsere 3 34 6,5E-2 7,1E-1
GOTERM_BP_DIRECT mitofagia 3 3,4 9,5E-2 1,0E0
SMART Vacuolar sorting protein 9 2 2,2 3,6E-2 5,2E-1
PIR_SUPERFAMILY aldo-keto reduktaz 2 2,2 4,6E-2 2,3E-1
GOTERM_BP_DIRECT D-xiloz katabolikus folyamata 2 2,2 5,4E-2 1,0E0
GOTERM_BP_DIRECT arabinoz katabolikus folyamata 2 2,2 5,4E-2 1,0E0
GOTERM_MF_DIRECT karbonil-reduktaz (NADPH) 2 2,2 5,5E-2 1,0E0
GOTERM_MF DIRECT alditol:NADP+ 1-oxidoreduktaz 2 2,2 8,2E-2 1,0E0
GOTERM_CC_DIRECT endocitotikus vezikula 2 2.2 9,1E-2 1,0E0
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10. Koszonetnyilvanitas

Mindenekelodtt koszonetemet szeretném kifejezni témavezetdémnek, Dr. Sz&kvolgyi Lorantnak
a kifogyhatatlan tlirelméért, tdmogatasdért a PhD munkdm soran. Szakmai és személyes

tamogatasa nélkiil ez a munka nem valosult volna meg.

Szeretném megkodszonni a Molekularis Sejt- és Immunbiologia Doktori Iskola kordbbi és
jelenlegi vezetdjének Prof. Dr. Fésiis Laszlonak, Prof. Dr. Tézsér Jozsefnek és Prof. Dr. Balogh

Istvannak, hogy PhD tanulmanyaimat a doktori iskola keretein beliil végezhettem.

Ko6szonom a Lendiilet Genomszerkezet ¢s Rekombinacidé Kutatocsoport korabbi €s jelenlegi
tagjainak (Nagy Eva, Fillér Csaba, Horvath Adrienn, Dr. Szaboné Varga Déra, Feré Orsolya,
Karanyi Zsolt, Dr. Hetey Szabolcs, Dr. Halasz Laszlo, Dr. Mosolygo-Lukacs Agnes, Dr. Nagy
Dénes, Toth Erzsébet, Bukd Zsanett, Fiirtds Ibolya) a labormunkdk, csoport megbeszélések

soran nyujtott segitségiiket és hogy szinesebbé tették a mindennapokat is.

Nagy koszonettel tartozok a kutatdshoz kapcsolddd bioinformatikai elemzések elvégzéseséért
Dr. Roszik Janosnak (The University of Texas MD Anderson Cancer Center), Karanyi Zsoltnak

¢és Fero Orsolyanak.

Koszonom a tarsszerz6imnek nagyon szinvonalas munkajukat, mialtal a tudoméanyosan

legelismertebb lapokban sikeriilt publikdlnunk k6z6s munkainkat.

Haélasan koszonom Dr. Ozgyin Lillanak, hogy beavatott a 4C-seq rejtelmeibe, megosztotta

gyakorlati tapasztalatait a technikéval kapcsolatban.

Tovabbd koszonettel tartozom Dr. Poliska Szilardnak ¢és Matyas Erzsébetnek a

szekvenalasokban nyujtott segitséglikért, munkajukert.

Nem utolsé sorban halds koszonettel tartozom csaladomnak, férjemnek, kislanyomnak,

sziileimnek, barataimnak, hogy mindvégig batoritottak, tamogattak az uton.
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