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1. Bevezetés

A kromatinszervezddés alsébb szintjeirdl viszonylag sok ismerettel rendelkeziink, a

kromatin magasabbrendii organizacidjarél azonban kevésbé egyértelmii, gyakran ellentmondd

informdciok allnak rendelkezésiinkre. Munkacsoportunk a kromatinszervezddés magasabb

szintjét képviseld kromatinhurkok sajatsdgait az ebbe a mérettartomanyéba es6é fragmentécids

jelenségeken keresztiil vizsgdlja. Az él6, nem-apoptotikus eukaridta sejtekbdl torténd DNS

izolélast kovetéen a DNS ~50 kb koriil fokuszalodo fragmentacidjat figyelhetjilk meg, melyek

mérete a kromatin funkciondlis egységeivel (transzkripcids, ill. replikaciés egység) azonos

mérettartomdnydba esik. Mivel mind az egészséges sejtek kromatinja 4ltal mutatott, mind az

apoptotikus DNS hurok-méretli fragmentacidja esetén a toréspontok kozott egyes patoldgids

génatrendezddésekben szerepet jatszé szekvencidk tilreprezentdltak, felmeriilt az a lehetdség

is, hogy ezek a régidk transzlokaciok preferalt szubsztratjai lehetnek.

1. 1. Célkitiizések

A. Munkdm soran alapvetd kérdéseket igyekeztem megvélaszolni a hurok-méretli kromatin

fragmentaci6 mechanizmusdval és bioldgiai jelentdségével kapcsolatban - az

élesztosejtek kisérleti rendszere kindlta lehetdségeket kihasznalva. Célom volt:

a két DNS szdlon protein-denaturacioval feltart folytonossdghidnyok viszonyéanak
meghatdrozasa

a hurok-méretii kromatinfragmentacio sejtciklus-fiiggésének vizsgalata
az egyes kromoszémak fragmentéaciés mintdzata 6sszehasonlitasa

kromatinfragmentdcié a hurkokban 1évé DNS szuperhelicitastdl vald fliggésének
meghatarozasa

a Schizosaccharomyces pombe kromatinfragmentaciés mintdzatdnak vizsgélata
a fragmentaci6 méreteloszlasdnak jellemzése
a riboszomadlis DNS klaszter (rDNS 16kusz) viselkedésének vizsgdlata

az rDNS kopidkon beliil a nick-ek és RNS/DNS-hibridek térképezése

B. Célom volt tovabb4, transzlokaciok predilekcids helyeinek gondolt folytonossaghidnyok

vizsgalatdra alkalmas médszertani repertodr bovitése, fejlesztése.



2. Irodalmi attekintés

2. 1. Az eukariota kromatin szerkezete

Az eukaridta kromatin szuperhelikdlis hurokba szervezddik, melyek a feltételeztett
nukledris matrix/ scatfoldhoz periddikusan csatlakoznak atlagosan 70 — 220 kb-ként, a 600 —
3000 bp hosszisagu S/MAR (Matrix/ Scaffold Attachment Region) szekvencidkon keresztiil.
Nem rendelkeznek tiszta konszenzus szekvencidkkal, de elOszeretettel alakitanak ki alternativ
masodlagos struktirakat, tobbek kozott bazis-pdrositatlan régiokat, melyek egyszaliva
valhatnak szuperhelikdlis stressz alatt. A hurkok elrendezddése meglehetdsen dinamikus. A
sejt valdszinlileg nem hasznédlja egyszerre az Osszes potencidlis horgonyzé helyét. A
szuperhelicitast mutaté, S/MAR-ok altal definidlt és a genom transzkripcids €s replikacids
egységeinek megfeleld méretli hurkok szerepe a gén-szabalyozdsban ill. DNS replikdciéban
lényegében ismeretlen. Specifikus, poszttranszlacids hiszton médositdsok kombinicidja hozza
létre a kromatin reguldcié komplex, funkcionalis hierarchidjat. JelentOs kiilonbségek vannak
emlOs és é€lesztd sejtek epigenetikus szabdlyozdsa kozott, és e tekintetben a vizsgalt két

élesztd faj kozott is.

Human és élesztd genomok dsszehasonlitdsa:

Gelflom Kr (In) Kr. Gén Ismetlod‘o Atlagos GC
méret sz4m méret szém szekvencia | transzkriptum / tartalom
(Mb) (%) gén méret (kb)

H. sapiens 3300 23 5(;\/[2[)6 3 30000 46 25 41,5 %

.. 12 220-2200
S. cerevisiae +DNS 16 Kb 5700 2,4 2 38,3 %
3,5-5,7
S. pombe 13,8 3 Mb 4900 0,35 1,4 36 %

A genomban a legjelentdsebb ismétlodést a riboszomalis DNS (rDNS) mutatja.

rDNS kopia rDNS kopia rDNS
szama hossza (kb) lokalizacioja
S. cerevisiae 100 -200 9,1 XII. kr.
S. pombe 100 _200 10,4 III.kI.




2. 2. A szerkezeti hierarchia tikr6z6dése DNS fragmentacios
jelenségekben

Az apoptdzis kapcsdn a DNS nukleoszomadlis vagy 50-300 kb-nyi darabokra vald
feldaraboléddsa a folyamat kozismert tiinetei. Eleszté sejtek esetében szintén leirtdk az
apoptotikus jelek megjelenését.

A DNS 50 kb koriili duplaszal-toréseket involvalé fragmentacidja figyelheté meg,
amikor normdl, nem apoptotikus human vagy egér sejtvonalakbdl izoldlt kromatint,
sejtmagokat vagy akar az él6 sejteket magukat ionos detergenssel és protedzokkal kezeliink
kelator jelenlétében.

A mechanikai nyirds kivédése érdekében agardzba &4gyazott, deproteinizalt sejtek
kromatinjdnak S; nukledz emésztése is jellegzetes DNS fragmentdciét idéz elé emlds és
élesztd sejtek esetében egyarant. Az S; nukledzzal valé emészthetdség helyileg denaturalt
régidkat vagy egyszalu folytonossaghianyokat jelezhet a DNS-ben. A kromatinban eléfordul6
egyszali folytonossdghidnyok tanulmanyozdsit a DNS urea-elektroforézise tette lehetdvé:
ennek sordn az agardzba dgyazott emlds vagy élesztd sejtek (protoplasztok) deproteinizalt
preparatumait urea jelenlétében hdvel denaturdlva a genom zome nagyjabol 50 kb-os egyszala
fragmentekre esik szét, sejtek liggal torténd direkt kezelése eredményéhez hasonldan.

Térinverzids egy-sejt gélelektroforézis technikdval munkacsoportunk korabban
kimutatta, hogy alkalikus koriilmények kozott a nem apoptotikus humdan sejtek €s sarjadd
élesztd szferoplasztok kromatinja granulumokra esik szét, melyek ~50 kb-os dtlagos DNS
méretnek felelnek meg.

A DNS polimeraz altali in situ nukleotid inkorporaci6 RNaz H szenzitivitidsa és a
magok jellegzetes anti-RNS/DNS hibrid-specifikus monoklondlis antitest jelolodése azt
val6szintsiti, hogy a nick-eknél RNS/DNS hibridek fordulnak eld.

A fragmentumok végeit kloénozva és szekvencia analizisnek aldvetve
munkacsoportunk azt taldlta, hogy repetitiv elemek, valamint konszenzus szekvencidk
gyakran vannak jelen a toréspont-szekvencidkban, amelyek szintén megtaldlhaték az MLL
(Mixed Lineage Leukemia) gén bcr régidjaban (breakpoint cluster region), amirdl ismert,
hogy gyermekkori leukemidk hatterében 4ll6 kromoszoma transzlokaciok leggyakoribb

partnere és preferencidlisan hasad a hurok-méretli apoptotikus DNS fragmenté4ci6 soran is.



2. 3. Tranziens folytonossaghianyok el6fordulasa a genomi DNS-ben
fiziolégias miikbdések soran

Tranziens folytonossdghidnyok, amelyek a genom instabilitdsdnak forrdsai lehetnek, a
sejtciklus sordn gyakran fordulnak eld. Ezek a folytonossdghidnyok érinthetik a DNS hélix
egyik (nick, gap) vagy mindkét szdlat, és kapcsolatosak lehetnek a replikécid, transzkripcid,
DNS repair és rekombindcié folyamataival: pl. a replikaciokor €s transzkripcidkor kialakuld
torzios stressz felolddsat a topoizomerdz enzimek végzik a DNS egyik vagy mindkét szalanak
bemetszésével. Elesztében a péarosoddsi tipus valtdsa kapcsdn, a mitokondridlis DNS
replikdcié sordn ill. az immunoglobulin gének &4trendezddéi folyamatiban is el6fordulnak
tranziens vagy perzisztdl6 nick-ek. Transzkripcids inicidcid kapcsén is leirtak tranziens nickek
képzddését.

A transzkripcié-indukdlta negativ-szuperhelikélis dllapot eldsegiti az R-hurkok
(RNS/DNS hibridek) kialakuldsdt, ami a keletkez6 RNS szdl DNS templdthoz torténd
visszakapcsoldddsa révén alakul ki. A topoizomeraz I enzim kozvetve gatolja az R-hurok
kialakuldsat, mert amellett, hogy relaxdlja a negativ szupertekercset, az ASF/SF2-hez
(alternative splicing factor / splicing factor 2) kozvetleniil kotédve és aktivdlva azt, eldsegiti
az mRNS-érést. ASF/SF2 hidnya (kozvetleniil vagy valamilyen, még feltdratlan folyamat
sordn) ds toréseket okoz, mely végiil nagymolekula-silyd DNS fragmentumok (~50 kb)

megjelenését eredményezi.

3. Anyagok és modszerek

3. 1. 1. Eleszt6 kromoszémakat tartalmazd agaréz blokkok készitése

A S. cerevisiae sejteket (WDHY 199 torzs; MATa, leu 2-3 112 trp1-289ura3-52 his7-2
lys1-1) YPD tdpoldatban (1% yeast extract, 2 % bactopepton, 2 % gliik6z, pH 5) novesztettem
30°C-on logaritmikus kultdra esetén ODgop = 1-ig ( ~2x107 sejt/ml), stacioner kultira esetén
ODgoo = 3,5-ig (~4x10° sejt/ml). A sejteket kétszer mostam 50 mM EDTA-ban (pH 8), majd
reszuszpendaltam szferoplasztal6 oldatban (2 mg/ml Lyticase, 0,9 M szorbit, 0,125 M EDTA,
100 mM DTT) és osszekevertem azonos térfogatd 1,5 %-os LMP agar6zzal. A mintdkat 80
ul-ként formdba oOntdttem és 4°C-on 5 percig dermedni hagytam. Az igy kapott agardz
blokkokat 0,9 M szorbit / 0,125 M EDTA-ban 37°C-on 6 6ran keresztiil inkubaltam. Minden

minta ~3x10° sejtet tartalmazott.



A S. pombe sejteket (L972 h torzs; vad tipus) YEL tdpoldatban (0,5 % yeast extract, 3
% gliikéz, pH 5) novesztettem 30°C-on logaritmikus kultira esetén ODgg = 0,75-1g, (~5><106
sejt/ml), stacioner kultira estén ODgyy = 3,5-1g, (~2><108 sejt/ml). A sejteket kétszer mostam
50 mM EDTA-ban (pH 8), majd reszuszpendéltam 15 mg/ml Lysing enzimet tartalmazo
CPES oldatban (25 mM citromsav, 0,12 M Na,HPO,4, 20 mM EDTA, 1,2 M szorbitol). A
sejtszuszpenzidt Osszekevertem azonos térfogati 1,5 %-os LMP agar6zzal. A mintdkat 80 ul-
ként formdaba ontdttem és 4°C-on 5 percig dermedni hagytam. Az igy kapott agar6z blokkokat
CPES oldatban 37°C-on 6 O6ran keresztiil inkubaltam. Minden minta ~1,5><107 sejtet
tartalmazott.

Az agar6z blokkokat 54°C-on 2 napig emésztettem lizis oldatban (0,5 mg/ml proteindz
K, 0,5 M EDTA (pH 8), 10 mM Tris-HCl és 1 % SDS), majd hdromszor mostam TE-vel (10
mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pHS8) és TE-ben taroltam 4°C-on.

3. 1. 2. S. cerevisiae sejtek szinkronizalasa a sejtciklus kilénbdzé fazisaiban

A sejteket OD = 1-ig novesztettem, majd végkoncentraciéban 20 pg/ml oa-faktort
(Sigma) (G1 fazis), 200 mM hidroxiureét (Sigma) (S fazis), ill. 20 pg/ml nokodazolt (Sigma)

(G2/M fazis) adtam a tdpoldathoz 1,5 6ran keresztiil inkubéltam.

3. 1. 3. S. cerevisiae kulturak életképességének vizsgalata

A sejteket 100 — 100 sejt / Petri-csésze koncentracidban szélesztettem ki YPDA
taptalajra (YPD tdpoldat, 2% agar) logaritmikus, ill. stacioner novekedési fazisban 1évo
kultirdkbdl, majd 3 napig inkubdltam 30°C-on. Az életképes kolonidk szamat 6t parhuzamos

kisérlet 4tlaga alapjdn szdmitottam.

3. 1. 4. Agaroz blokkok enzim kezelése

A rezidudlis protedz aktivitds inaktivdldsa érdekében az agar6z blokkokat
izopropanolban feloldott 0,75 mM PMSF-fel (phenyl-methyl-sulfanyl-fluoride) kezeltem,
majd hdromszor mostam TE-vel.

S| nukledz emésztés: A blokkokat 3x20 percig mostam S; pufferben (0,2 M NaCl, 50
mM Na-acetdit, 1| mM ZnSO4, 0,5 % glicerol) és 1,5 6rdig emésztettem 500 U/ml S,

nukledzzal ( Promega Biosciences Inc.) S; pufferben 37°C-on.



DNS polimerdz I kezelés: A blokkokat mostam 1xpolimeraz pufferben (50 mM Tris-
HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT) 3x20 percig, majd 1,5 6rdig kezeltem 150 U/ml
DNS polimerédz I enzimmel (Fermentas Life Sciences Inc.), 37°C-on, 1xpolimerdz pufferben
kiegészitve 2,5 uM dATP / dCTP / ddGTP / biotin-dUTP-vel vagy 2,5 uM dATP / dGTP /
ddCTP / biotin-dUTP-vel, ill. 2,5 uM dCTP / dGTP / ddATP / biotin-dUTP-vel.

Sfi I emésztés: A blokkokat 1x G pufferben (10mM Tris-HCI (pH 7,5),10 mM MgCl,,
50 mM NaCl, 0,1 mg/ml BSA) mostam, majd 150 U/ml Sfi I restrikciés endonukledzzal
(Fermentas) emésztettem 16 6ran at, 50°C-on.

Sma I emésztés: A blokkokat 1x Tango pufferben (33mM Tris-acetat (pH 7,9), 10 mM
Mg-acetat, 66 mM K-acetdt, 0,1 mg/ml BSA) mostam, majd 150 U/ml Sma I restrikcios
endonukledzzal (Fermentas) emésztettem 16 6ran at, 30°C-on.

Pvu Il emésztés: A blokkokat 1x G pufferben mostam, majd 150 U/ml Pvu II

restrikcios endonukledzzal (Fermentas) emésztettem 16 oran at, 37°C-on.

3. 1. 5. Pulzaltatott-mezejii gélelektroforézis: FIGE, CHEF

A FIGE futtatdshoz az MJ Research PPI 200 invertert alkalmaztam. Az 5-6s program
az 50 — 400 kb mérettartomédnyban 9-es program 2000 kb-ig biztosit megfeleld feloldast. A
futtatds minden esetben hidegszobdban, dltaldban 5 V/cm er6térben zajlott.

Neutrdlis FIGE: A futtatdsokat 1XTAE pufferben (40 mM Tris-acetat, | mM EDTA),
1 % agar6zgélben végeztem. A géleket 0,5 ng/ml etidium-bromiddal (EBr) festettem meg.

Urea/hé denaturdlo FIGE: Az agar6z blokkokat 8M urea/TE pufferben 4ztattam 1 6rat
szobahOmérsékleten, majd a blokkokat tovabbi kezelés nélkiil, ill. 80°C-on 5 percig torténd
ho-denaturélas utdn vittem fel a gélre. A futtatdsokat 1 % agar6zgél/1xTAE-ben végeztem,
amely 1 M uredt tartalmazott. Elektroforetikus pufferként 1 M urea /IXTAE puffert
hasznaltam. A géleket 0,5 pg/ml EBr-dal festettem meg.

A kromoszémadlis DNS molekuldk szétvdlasztdsara CHEF-DR III PFGE rendszert
(BioRad) hasznaltam. A gélelektroforézist 1 %-os agar6zgélen 0,5xTBE pufferben (45 mM
Tris-bordt, | mM EDTA, pH 8,3) 14°C-on végeztem.

3. 1. 6. Kétdimenzids gélelektroforézis

Az élesztd kromoszomdkat eloszor CHEF-DR III PFGE rendszerrel szepardltam el
egymastol az elsé dimenzidban, majd a kromoszémdkat tartalmazé gél darabot 500 U/ml S1

nukledzzal kezeltem, ill. az egyes kromoszémékat kiilon vélasztva hével denaturdltam 8 M



urea jelenlétében 80°C-on 5 percig. A kezeléseket kovetden a mintdkat egy mdasodik
dimenzidban futtattam tovabb, FIGE-t haszndlva. A CHEF és FIGE koriilményei a fent
leirtakkal azonosak voltak.

3. 1. 7. Southern-blot

Hagyomanyos és urea-agar6z géleket BIO-RAD vacuum blotter segitségével Hybond-
N nylon membrdnra (Amersham Pharmacia Biotech) blottoltuk 4t, 30 percig 80°C-on
szaritottuk, UV-keresztkotottiik (1,2><105 ].LJ/CmZ), majd prehibridizaltuk 3 6ran 4t 55°C-on 30
ml prehibridizéacids oldatban (1 % BSA, 0.5 M Na,HPO., 7 % SDS, 1 mM EDTA, 10 pg/ml
hering sperma DNS), és 15 6rdn at hibridizaltuk az rDNS gén klaszterre specifikus probakkal.
Az 1405 bp-os ds PCR terméket hasznéltuk templatként a tovdbbi probdk prepardldsahoz. A
2p jelslést vagy random primer jeldléssel (ds préba; RediPrime Kit, Amersham) vagy
egyszal-specifikus préba prepardldsdhoz linedris amplifikdciéval” (egy primert haszndlva)
végeztiik: A plF primert alkalmaztuk a szensz szal-specifikus és plR primert az antiszensz
szél-specifikus proba prepardlasdhoz. A PCR reakcidkat 2.5 U Taq polimerdz enzimmel,
Ixreakcié pufferben (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCl, 0.08 % N P-40, pH 8.8) hajtottuk végre,
kiegészitve 3 mM MgCl,.dal, 50 ng templat DNS-sel, 20 pmol primerrel, 5 uM dATP / dTTP
/ dGTP-vel, valamint Spl [o*P]-dCTP (6000 Ci/mmol, 10 mCi/ml; Institute of Isotopes LTD,
Hungary). Alkalmazott PCR program: 1 ciklus 94°C 3 perc, 60°C 1,5 perc, 72°C 1,5 perc; 45
ciklus 94°C 50 s, 60°C 50 s, 72°C 1,5 perc; 1 ciklus 72°C 10 perc. A prébak tisztitasat
Sephadex G-25 oszlopon végeztik (Amersham). A hibridizdcié utdn a membranokat
haromszor mostuk 60 °C-on mos6 folyadékkal (40 mM Na,HPOg, 1 % SDS, 1 mM EDTA). A
jelet BIO-RAD Phospho-Imager segitségével detektaltuk.

3. 1. 8. ,Ab-Southern”

A S. cerevisiae kromatint tartalmazé blokkokba nick transzlaciéval biotin-dUTP-t
épitettem be, majd Pvu II restrikcids endonukledzzal emésztettem. Ezt kdvetden az urea/ho-
denaturdlt és denaturdlatlan mintdkat urea-agar6éz gélen megfuttattam, majd a mintdkat
Hybond-N" nylon membranra blottoltam. A membrant hibridizciés oldatban (5 % tejpor, 0,2
9% Tween-20 / PBS) prehibridizaltam 1 6ran at, szobahdmérsékleten, majd egér anti-biotin
antitesttel (Sigma) jeloltem 1:1000 higitdsban, hibridizaciés oldatban, 16 6ran at 4°C-on. A

membrant 5x5 percig mostam 0,2 % Tween-20 / PBS-ben, majd torma-peroxidazzal
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konjugalt kecske anti-egér IgG poliklondlis antitesttel jeloltem, 1:2000 higitasban, 1,5 orat

szobahOmérsékleten. A detektalast kemiluminescens filmmel végeztem.

3. 2. 1. Egyszalu DNS régiok és nick-ek detektalasa aramlasi citometriaval

Enzimatikus hasitds S; nukledzzal: 100 ng biotin/6FAM labeled PCR terméket
emésztettem 0.00001 — 1 U S; nukledzzal 50 pl 1xS; pufferben 20°C-on 40 percig, sotétben.
A reakciot 125 pl 100 mM-os EDTA-val allitottam le. A DNS-t precipitdltam 125 pl 0,3 M-os
Na-acetit és 750 pl abszolit etanol hozzdaddsaval és -20°C-on tartottam 2 Ordig.
Centrifugélas utan (15000rpm, 10 perc, 4°C) a DNS-t 50 ul PBS-ben (pH 7,4) oldottam fel.

Kémiai hasitds hidroxilamin / piperidin kezeléssel: 2 pl TE-ben feloldott 100 ng
biotin/6FAM-jelolt PCR termékhez kiilonb6z6 mennyiségli 0,5 M-os hidroxilamint adtam,
melyet 100 pl végtérfogatra egészitettem ki PBS-sel (pH 6,0). A 0,5 M-os hidroxilamin
torzsoldatot 2 M-os tetraetilammodnium-klorid oldatban prepardltam (pH 6,0; dietilaminnal
bedllitva). A reakciét 125 ul 100 mM-os EDTA-val éllitottam le. A DNS-t precipitdlds utan
50 pl steril dH,O-ban vettem fel €s azonos térfogatu 1%-os piperidinnel 6sszekeverve 90°-on
30 percig inkubdltam, sotétben. Végiil a DNS-t precipitdltam és 50 ul PBS-ben vettem fel.

Biotin/6FAM-jelolt PCR terméket készitettem és 10 U E. coli DNS polimeraz I-gyel
kezeltem 25 pl 1xpolimerdz pufferben, amely végkoncentraciéban 40 uM dATP/CTP/GTP-t,
valamint 2 uM dTTP-t és 40 uM fluoreszcein — 12 — dUTP-t tartalmazott, 16°C-on 2 6rdig.

10000 streptavidindlt polimer mikrogyongyot (Polyscience Inc.; 4&tmérd: 6 um) adtam
50 ul biotin/6FAM-jeldlt PCR termékhez oldathoz (PBS-ben oldva) és szobahdmérsékleten
40 percig inkubdltam sotétben. A mikrogyongyoket kétszer mostam 500 pul PBS-ben, majd
reszuszpendaltam 500 pl PBS-ben. A mikrogyongyoket Bekton-Dickinson FACSan dramlasi

citométeren mértem. Az 6sszegytijtott adatokat BDIS Cell Quest 3.3 szoftverrel elemeztem.
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4. Eredmények

4. 1. Hurok-méretii fragmentacio vizsgalata éleszté sejtekben

4. 1. 1. Folytonossaghianyok detektalasa éleszt6é genomi DNS-ben
enzimatikus és denaturalo kezelésekkel

Koloénia-képzési teszttel ellendriztem logaritmikus és stacioner novekedési fazisbol
szarmazo6 élesztd sejtek életképességét. Mindkét esetben a sejtek kozel 100 %-a egészséges
telepet hoztak létre, azaz valéban nem apoptotikus sejtekkel végeztem a kisérleteimet.

Agaréz blokkokba &4gyazott, deproteinizélt S. cerevisiae és S. pombe kromatin S;
nukledz emésztésnek kitéve vagy denaturdaci6 sordn ~50 kb-os fragmentumokat
eredményezett, egyszali (ss) folytonossdghidnyok (nick) jelenlétét valdsziniisitve mindkét

torzsben.

Az S1 kezelt és nem kezelt mintdkat urea/hd-denaturdldsukat kovetden 6sszehasonlitva
hasonlé fragmenticiés mintdzatot eredményeztek urea-agaréz gélen. Megallapitottam, hogy
ezen folytonossdghidnyok a DNS két szdlan egymas kozelében — nem véletlenszerlien -

helyezkedhetnek el.

4. 1. 2. Hurok-méretii fragmentacio névekedeési fazis- és sejtciklus-fliggése

A S. cerevisiae sejteket Gl-, S-, ill. G2/M-fazisban szinkronizdltam. A kiilonb6z6
sejtciklus féazisu sejtekbdl készitett agardéz blokkok S1 nukledz-kezelésének, ill. urea/hd-
denaturdldsnak eredménye minden esetben egységesen hasonld fragmentdciés mintdzat volt.
Tehat kimutattam, hogy a hurok-méretli fragmentacionak nincs sejtciklus fiiggése.

Logaritmikus €s stacioner fazisu S. pombe sejtekbol készitett agar6z blokkok hasonlé

mintdzatot eredményeztek S1 nukledz kezelést vagy urea/hd-denaturiciét kovetden.

4. 1. 3. Hurok-méretii fragmentacio szuperhelicitas fliggése

Hurkonként 4tlagosan egy folytonossdghiany létrejohetne aspecifikus moédon, pl
nukledzok hatdsdra tgy is, ha feltételezziik, hogy ezek hatdsa szuperhelicitas-fiiggd. Ebben az
esetben a hurokban megjelend elsé nick megsziintetné a szupehelicitast, igy egy masodik nick
megjelenése valdszinlitlen ugyanabban a hurokban. Ennek a koridbban nem vizsgalt

altertnativanak a vizsgdlatira a szferoplasztokat tartalmaz6 blokkokat kiilonb6zo
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koncentraciéju EBr-dal kiegészitett izoténids oldatban inkubdltam a feltards eldtt. Az
interkaldl6dé EBr novekvo koncentricidjdndl a negativ szuperhelikdlis dllapoti DNS el6szor
kitekerddik, majd tdltekert &llapotba keriil. Az agardéz blokkokat ezutdn S1 nukledz
kezelésnek vetettem ald, ill. urea/h6-denaturalassal hasonlitottam Ossze a mintakat. A
kiillonb6zé EBr koncentracidk jelenléte, azaz a DNS kiilonb6z6 szuperhelikdlis allapota a
sejtek feltarasdnak pillanatidban, nem befolyasolta a hurok-méretli fragmentumok kialakulasat.
Ez az eredmény cafolja az atlagosan hurokméretii fragmentek létrejottének fent emlitett

alternativ magyaréazatat.

4. 1. 4. Egyedi kromoszomak S1 kezelése és urea/ h6-denaturacioja

2D-gélelektroforézis mindegyik kromoszéma 50 kb koriil fokuszalodo DNS
fragmentacigjat eredményezte FIGE gélen mindkét élesztd esetében. Ez a tény a
kromoszomak ill. a két élesztofaj kozotti genetikai és epigenetikai kiillonbségek ismeretében

szamos tényezOt kizar a fragmentacio 1étrejottét meghatarozo f6 faktorok korébol.

1. 5. Téréspontok vizsgalata S. cerevisiae I. kromoszomajan

CHEF segitségével meghatdroztam a FIGE-vel 50 kb koriill fokuszalodo
fragmentumok pontosabb méreteloszlisat. Az, 6sszhangban a kromatin hurkok méretével, egy
hozzavetdlegesen 20-200 kb-os fragmentumokat feloleld intervallumot fed le, amint ezt a
mintegy 400 kb-ig feloldast biztosit6 CHEF program hasznalatdval megéllapitottam.

Az S. cerevisiae 1. kromoszémdjan vizsgaltam a nick-ek elhelyezkedését Southern
blottal. Az S1-szenzitiv helyek bizonyos régidknal fokuszalodtak. Ezek a régiok egyarant
megjelentek abban az esetben, amikor az S1 emésztés megeldzte vagy kovette az (Sfi I vagy
Not I) restrikciés enzim emésztést. Az I. kromoszoman végzett S1 szenzitiv helyek
térképezésénél kapott felolddsndl és érzékenységnél, a fragmentacié részben stochasztikus,
részben pedig szekvencia/hely specifikus megoszlast mutat. A nick-ek az ARS szekvencidk
kozelében helyezkedtek el, a CHEF altal megszabott feloldasban. Ez arra utalhat, hogy a nick-

eknek a replikédcidval kapcsolatos funkciondlis jelentdségiik lehet.
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4. 1. 7. S. cerevisiae rDNS fragmentaciojanak vizsgalata

Southern blottos vizsgélatok alapjan a mintegy 1,5 Mb-nyi rDNS az 6ssz-DNS-sel
azonos modon viselkedik S1 nukledz kezelés €s urea/hd-denaturdlds hatisara egyarant, azaz
mintegy 20 — 200 kb-ként fragmentdlédik, ez minden 2-20. rDNS egységen beliil (4tlagosan:
11 egységenként) torténd fragmentdciés eseményt jelent. Mivel azonos szekvencidju
egységekrdl van szd, a nick-ek létrejottében epigenetikai faktoroknak tulajdonithatunk
jelentOséget.

Az rDNS kopidn beliil egyszer hasitd restrikcidos enzimekkel az rDNS régiot
egységeire bontottam. Southern hibridizaciét kovetéen S1 nukledz emésztést kovetden
diszkrét savok jelentek meg, mely tény a nick-ek szabdlyos helyeken torténd eléforduldséara
utal.

Ezen helyek térképezéséhez az rDNS egységeket kiillon migrdlé komplementer
szélakra szeparaltam urea/hd-denaturacié és agardz gélelektroforézis sordn. Az egyszali DNS
szélak kiilon és gyorsabban futnak a gélen, mint a ds DNS. A szemkozti szdlak szekvencia
Oszzetételének Osszehasonlitdsa alapjan a szepardciot C/G és (A+T)/(C+G) arany
befolyasolja.

Egyszal-specifikus Southern prébat haszndlva a szepardlt két szdlon kiilon-kiilon
térképezhetd a folytonossidghianyok elhelyezkedése. A denaturdlédds kovetkeztében
manifesztdl6do nick-ek szintén adott szakaszokra fokuszalodtak.

A detektalt egyszél-torések koziil a replikdcios villa barriernél (RFB) eléfordul6 nick-
et tekintem az rDNS gén klaszter hurok-méretli fragmentaciojat kijelolo nick-nek. A tovabbi
harom nick azonban, PCR termékeken végzett kontroll kisérletek alapjan, valdsziniileg a

restrikciés endonukledz emésztés kovetkezménye.

4. 1. 8. Egyszalu térések és ARS szekvenciak kapcsolatanak vizsgalata S.
cerevisiae rDNS-ben

,»Ab-Southern”-nel (dltalam kifejlesztett metodika, 1d. Mddszerek) kimutattam, hogy
az ARS szekvencidjat hordozé Pvu II fragmentumon beliil nem volt detektalhaté biotin-dUTP

beépiilés. Tehat nick-ek nincsennek jelen az rDNS ARS szekvencidjanak sziikebb (2 kb-os)

kornyezetében. Mésrészrol nickek voltak detektalhatéak az RFB-t hordoz6 fragmentumon.
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4. 2. Génatrendez6dések és folytonossaghianyok detektalasara
alkalmas maddszerek fejlesztése

Nagyobb delécidk, inszerciok konnyedén kimutathaték az adott régiét felolel6 PCR
termékek hossza alapjan. Kisebb eltérések felismerésénél azonban hasznos mddszernek
igérkezett az éltalunk kidolgozott médszer. A stratégia 1ényege, hogy 6FAM/biotin-jelolt 725
bp-os és Cy3/biotin-jeldlt 541 bp-os, egymadssal atfedé PCR terméket készitettem az MLL ber
régiot tartalmazé plazmidrdl, azonos antiszensz primert hasznélva.

A kétféle denaturdlt molekula renaturdldsit kovetden keletkezd kombindciok kozott
két hibrid is szerepel. Ezeket a molekuldkat az egyszalu régidkndl hasitottuk S1 nukledzzal,
vagy hidroxilamin/piperidin kezeléssel. A hidroxilamin/piperidin kezelés a parositatlan vagy
mismatch-ben taldlhaté citozinndl hasit. Ezutdn streptavidinnel bevont mikrogyongyhoz
kotottik a molekuldkat, majd dramlési citométeren mértiik a fluoreszcencia valtozast. A
tulnyul6 végekkel rendelkezd hibrid molekuldk sokkal érzékenyebbek a kezelésekre, mint a
homoduplexek.

Egy 725 bp-os jeloletlen PCR terméket Xba I restrikciés enzimmel hasitottuk, mely
egyszer hasit az adott szekvencidn beliil. A hasitott DNS-t biotinnal jel6lt, azonos hosszisagu,
de hasitatlan PCR termékkel hibridizéltuk 1:1 ardnyban. A hibridizalast kovetden az eredeti
termékeken kiviil olyan hibrideket is kaptunk, melyek molekuldnként egy nick-et hordoztak.
Nick-transzlacioval fluorescein-12-dUTP nukleotidokat épitettem be. A biotin-jeldlt hibridet
streptavidinnel bevont mikrogyongyre kotottem és dramldsi citométeren mértik a
fluorescencia novekedést.

Kidolgoztam egy urea-agardz gélelektroforetikus modszer alapu technikét az urea/hd-
denaturdlt DNS két szepardlt szédldnak analiziséhez, ami kiilonféle vizsgélatokhoz

alkalmazhatd, tobbek kozott szal-specifikus nick-ek detektdldsahoz.

5. Megbeszélés

5. 1. Hurok-méretii kromatin fragmentacio vizsgalata éleszté sejtekben

A ~100%-os életképességli, agardzba dgyazott S. cerevisiae-bol és S. pombe DNS-ben
S1 nukledzzal, vagy urea/hd denaturdcidval kimutatott egyszali folytonossaghidnyok vagy a
lizis sordn generdlodnak, vagy valdszinlibb, hogy eleve, a feltdrdst megel6zOen is jelen

vannak a genomi DNS-ben, feltehetéen maszkirozédva.
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Az interkaldl6dé EBr-dal véltoztatott szuperhelicitds nem befolydsolta a kezelésekor
keletkezd fragmentumok méretét. Ez valdszinilitlenné tesz egy olyan interpretdciot, mely a
hurkonként 4tlagosan egy nick keletkezését azzal magyaraznd, hogy az nick 1étrejétte nyomén
relaxdlodé — igy teljes terjedelmiikben renaturdlédott — kromatin hurkok mér tovabbi
sériilésekre rezisztensebbek lehetnek, igy kialakitva a hurkonkénti atlag egy nick-et.

A S. cerevisiae és S. pombe kromoszémadk koziil, a tobbi kromoszomatdl eltérden, a
XII.-estobb, mint felét tandem ismétl6do szekvencia, az rDNS alkotja — ez a kromoszéma sem
viselkedett a tobbitdl eltéréen. Erdekes, hogy egy, minden kb. 11. transzkripcids egységen
beliil megfigyelhetd nick konzekvens médon az RFB teriiletére esett, azt sugallva, hogy
ezeket a folytonossdghidnyokat meghatdroz6 tényezOk epigenetikus természetiiek, hiszen
miden egység azonos szekvenciat hordoz.

Egy sajat fejlesztésti metodikdval, az,,Ab-Southern” mddszerrel kimutattam, hogy
nincs kapcsolat a nick-ek és ARS szekvencidk kozott az rDNS képidkban. Ezzel a technikdval
azt is igazoltam, hogy az RFB-nél észlelt nick a restrikcios enzim kezelés el6tt mar jelen volt
a DNS-ben, vagyis nem artefaktudlis eredetli. Az NTS1 région beliil taldljuk a replikdcids
villa barriert (RFB), melyhez a Fobl protein koétddve biztositja az ARS szekvencia
aktivacidjat kovetéen kialakult replikacids villa elakaddsat az egyik irdnyban. Fobl és
replikécid, valamint topoizomerdaz I-fiiggd DNS toréseket valoban detektaltak ezekben a

szekvencidkban.

5. 2. Génatrendezédésre és folytonossaghianyok detektalasara alkalmas
modszerek fejlesztése

Kidolgoztam egy 1j mddszert, melynek segitségével egyazon 1-20 kb méreti DNS
molekula komplementer szdlai szepardltan vizsgdlhatok. A mddszer jol reprodukdlhatéd és
egyszali folytonossaghidnyokat térképezésekor szamos vizsgalatra alkalmazhaté.

Mikrogyongyokon immobilizalt PCR termékek aramldsi citometrids analizisével
modszereket dolgoztam ki gyakori genetikai elvéltozdsok kimutatisara. A deléciok és
inszercidk gyakori genetikai médosulasok, melyeknek szerepe lehet genetikai betekségekben
és rakos elvéltozasokban. Mozgékony genetikai elemek, virusok, javitatlan 1 nukleotid
csuszds a replikdcid sordn, triplet expanzié a leggyakoribb delécidt/inszerciot kivaltd okok
kozott szerepelnek. Ezek egyben az 4ltalunk bemutatott, dramldsi citometridn alapuld
heteroduplex analizissel vizsgélhat6 jelenségek is. Egy masik potencidlis alkalmazasi teriilet
az alternativ splicing, amikor cDNS szolgélhat az amplifikacié teszt-templatjaként. A tesztelt

stratégidk bemutatjdk az dramldasi citometrids mikrogyongyos vizsgdlatok soksziniiségét és
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kiterjesztik a lehetOségek hatdrait. A modell rendszert haszndlé vizsgélatok kozvetleniil
alkalmazhatéak HTP szilirési eljardsokra specifikus genetikai kondicidkndl, valamint egy

aramlasi citometrids eszkoztarat adnak a molekuldris biologiai DNS analizishez.

6. Osszefoglalas

Koloénia-képzési teszttel igazoltam, hogy a kromatin fragmentacids jelenséget ~100 %-
os életképességli élesztd sejtek mutatjak.

Logaritmikus és stacioner fazisi S. cerevisiae és S. pombe sejtekbdl szarmazd,
agarozba dgyazott deproteinizalt kromatin 20-200 kb-os fragmentaciojit figyeltem meg S1
nukledz emésztésiiket, urea/hd-denaturdcidjukat, ill. alkalikus denaturdlasukat kovetden
egyarant. Megallapitottam, hogy mindkét genomban hurok-méretli szakaszokat hatdrold
egyszal folytonossaghidnyok taldlhatéak.

S. cerevisiae sejteket G1-, S- és G2 sejtciklus fazisban szinkronizdlva sem taldltam
szamottevo eltérést a teljes genom fragmentdciés mintdzataban.

Megallapitottam, hogy a hurok-méretii kromatin fragmentacié minden kromoszémara
kiterjed S1 nukledz, ill. urea/hé-denaturalast kovetden.

S. cerevisiae 1. kromoszémdjdn a hurok-méretli fragmentumokat kijelold nick-ek és
ARS szekvencidk egymads tdgabb kornyezetében helyezkednek el.

S. cerevisiae esetében kimutattam, hogy a 100-200 tandem ismétlédé, azonos
szekvencidju 9,1 kb-os egységekbdl felépiild0 mintegy 1,5 Mb-nyi rDNS klaszter hurok-
méretli fragmentdcidt mutat, az 6ssz-DNS-hez hasonléan, S1 nukledz és urea/hd-denaturélds
hatdsédra. Ez azt jelenti, hogy dtlagosan minden 11. egységen beliil fordulnak el nick-ek.

rDNS specifikus Southern préoba segitségével térképeztiik az rDNS szakaszokon beliil
a hurok-méretli fragmentaciot kijelold nick-ek helyét. Behataroltuk annak a régidnak a helyét
az tDNS egységeken beliil, ahol a nick-ek eléforduldsa szabdlyossagot mutat: ez a RFB-ével
esett egybe.

Uj elektroforetikus és mikrogyongy alapi dramldsi citometrids médszereket dolgoztam

ki.
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