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ELOZMENYEK

Uj maédszerek kidolgozéasa hozzajarulhat mar ismert jelenségek mélyebb megértéséhez.
Ilyen 0j modszerek lehetnek mar meglévé technikak Gj kombinacioi is, melyek lehetdséget
adhatnak ezen technikak 1j teriileteken torténé felhasznélasara. Munkacsoportunk hosszu ideje
fejleszt olyan metodikékat, melyek a citometrias mérési platform és molekularis bioldgiai
technologidk o6tvozésén alapulnak. Ezt a stratégiat sikeresen alkalmaztuk szamos *“lab-on-
beads” assay kidolgozasara, valamint a sejtmag globalis kromatin szerkezetére vonatkozé
bioldgiai kérdések vizsgalatara. Ph.D. munkam is ebbe kutatasi iranyba illeszkedik:
Megvizsgaltam a citometria alkalmazési lehetéségeit a genetikai és epigenetikai kutatas és
diagnosztika egyes teriletein, valamint a munkacsoportunkban folyd kromatin szerkezeti
alapkutatasban tortén6 hasznositas céljabol. Kidolgoztam egy 0j, mikrogydngy alapu aramlasi
citometridas maodszert genetikai betegségek diagnosztizalasara, valamint aramlasi és lézer

pasztazo citometrids modszereket epigenetikai jellegek globalis szintli vizsgalatara.

CELKITUZESEK

Az aramlasi citometrian alapuld genetikai eltérések tekintetében célunk volt:

A - mikrogybngy alapu aramlési citometridss mddszerek kidolgozasa, amely alkalmas

inszerciok, delécidk, triplet expanziok és pontmutaciok kimutatasara.

Az aramlasi és lézer pasztazo citometrian alapuld globalis szinti epigenetikai vizsgalatokban

elérendd céljaink voltak:

B — in situ modszer kidolgozasa, amely alkalmas a nukleoszémak - génszabalyozo szereppel
bir6 - ioner6sség- és szuperhelicitas-fliggd stabilitasanak mérésére poszt-transzlacios
modositas-, valamint hiszton varians-fiiggé modon, kiilonds tekintettel a szuperhelicitas

valtozasanak kromatin hurkokra kiterjed6 hatasara.

C - mikrogyongy alapu citometrias modszer kidolgozasa, amely alkalmas kiilonb6z6 kromatin

jellegek detektalasara egy meghatarozott kromatin kontextusban.



A. GENETIKAI ANALIZISRE ALKALMAS CITOMETRIAS MODSZEREK

A. 1. BEVEZETES
Az aramlasi citometrids eszkdzok altal vizsgalhatd objektumok igen sokfélek lehetnek (pl.:

€16 vagy fixalt sejtek, mikrogyongyok), valamint szamos parameter (pl.: oldalra szorodas, el6re
szorodas, fluoreszcencia intenzitds) egyidejii mérésén keresztiil nagy atereszté képességili és
multiplex mérésekre is lehet6séget adnak. Az aramlasi citométer érzékeny és sokoldaltan
hasznalhaté eszktznek bizonyult fehérjék és nukleinsavak mikrogyongy alapu biokémiai,
immunoldgiai, vagy molekularis biologiai vizsgalataiban.

Munkam soran két Uj mikrogyongy alapu vizsgalati stratégia alkalmazhat6sagat teszteltem.
Egyrészt vizsgéaltam, hogy a duplaszald DNS olvadaspontjdnak (Tm) DNS-hossztol valo
fliggése hasznalhato-e genetikai eltérések citometrids kimutatasara. A Tm homérséklet felett
egy mikrogyongyre kotétt, egyik szalan biotinalt, masik szalan fluoreszcensen jel6lt PCR
termék disszocidl, igy a mikrogydngyon csak a biotinnal jel6lt szal marad, a fluoreszcens
molekulat hordozé komplementer szal szabadda valik. A DNS denaturacié mértéke, azaz a
duplaszalu-egyszali DNS egyensulyi ardnya az inkubacios homérséklettdl fiigg. A
kivitelezhet6ség érdekében H-hid destabilizdlo molekulaval (DMSO, formamid) a DNS
olvadasi homérsékletét csokkentettiik. Mivel a denaturacié mértéke egy adott hdmérsékleten
fligg a DNS lanc hosszatol, a fenti arany aramlasi citometrias mérését PCR termékek
dsszehasonlito analizisére hasznltuk fel olyan genetikai eltérések esetén ahol a modszernek
diagnosztikai értéke lehet.

Egy masik, altalam tesztelt vizsgalati stratégia kiilonboz6 hosszisagu PCR termekeket
tartalmazd keverék denaturdcidja és hibridizacioja utan keletkezé heteroduplexek egyszalu
régiojanak kimutatasara alkalmas, ti. egy adott restrikcoés endonukleaz felismeré helyén
egyszalu heteroduplexet az enzim nem képes elhasitani. Delécién vagy kromoszéma
atrendezOdésen atesett régiorol amplifikalt PCR termékek hibridizacidja soran keletkezhet
olyan heteroduplex, melynek egyszall szakasza ilyen modon kimutathatd. A maodszerben
sztreptavidinalt mikrogyongyokre kotott, biotinnal és fluoreszcens molekulaval jel6lt hybrid

PCR terméket hasznaltam.

A. 2. EREDMENYEK
A. 2. 1. CAG triplet expanzié kimutatasa Huntington chorea beteg mintakban

A CAG ismétlédések a huntingtin protein N-terminalis végén talalhatd poliglutamin
régidt kodoljak, ami kulcsfontossagu a Huntington chorea kialakulasa szempontjabol. Ismert,

hogy a betegség kialakulasanak valoszinlisége korrelal a CAG triplet ismétlodés hosszaval. A



CAG tripletek szama alapjan negy kategoria allithatd fel: az egészseges (<27 CAG), és a
kdzepes hossz (27-35 CAG) nem okoz tiineteket, de az utdbbi esetben az utédokban tovabb
hosszabbodhat a CAG ismétlédés, ami igy elérheti a patologias tartomanyt. A csokkent
penetrancidju kategoria (35-39 CAG) esetén nem minden érintettnel alakulnak ki a betegség
tlinetei, mig a beteg tartomanyt elérve (>40 CAG) minden esetben kialakulnak a tinetek, amik
altaldban 35 és 50 év kozott jelennek meg. Minnél hosszabb a CAG ismétlédés, a tiinetek annal
korabban jelentkeznek, 60 és afolotti ismétlddés szam esetén mar 20 éves kor el6tt.

Az aramlasi citometrias olvadaspont analizist egy plazmid sorozaton teszteltem, melyek
kiilonb6z6é hosszasagn CAG ismétlédéseket hordoztak. Az altalam kidolgozott médszerrel, a
primerek jelolésére hasznélt fluoroféroktol fiiggetleniil, egyértelmiien meg Ilehetett
kilénboztetni az egészséges és a patoldgias kategoridkba tartozd ismétlédés szamokat, mind
homozigéta, mind heterozigota esetet modellezve. Ezutdn ismert CAG ismétlédés szamu
Huntington chorea tlineteit mutatd betegekbdl szarmazd, valamint kontrollként egészséges
személyekbdl izolalt genomidlis DNS-t vizsgaltam. Az egészséges tartomanyba esé mintak
mindegyikén alacsony, mig a beteg mintdk mindegyikén magas fluoreszcencia intenzités volt
mérhetd, ami azt mutatja, hogy minden beteg minta esetén sikerilt Kimutatni a kdrosan

meghosszabodott CAG ismétlodést.

A. 2. 2. ABRCAL1 5382insC mutacio vizsgalata
A BRCALI pontmutaciot hordoz6 nékben nagyobb valdsziniiséggel alakul ki eml6- és

petefészekrak. Ezek kozott a BRCAL mutataciok kozott a 185delAG, 5382insC és a C61G
mutaciok a leggyakoribbak.

A BRCAL 5382insC potnmutécié kimutatasara egy maodositott allél-specifikus PCR-t
hasznaltam. Harom primert alkalmaztam multiplex médon egy reakcidban: mutécio specifikus
forward primer, vad tipusra specifikus forward primer és egy k6z0s reverse primer. A mutacio
specifikus forward primer 5’végére egy CAG ismétlédésekbdl allo Tag-et illesztettem, igy a
mutaciot hordoz6é és nem hordozé allélokrél kétféle hosszisagu termék keletkezik a PCR
reakcid soran, amelyeket citometrids olvadaspont analizissel ki lehet mutatni. A modszert egy

mutacidt hordozo betegbdl izolalt genomialis DNS mintan teszteltem.

A. 2.3. Egyszalu DNS régiok detektalasa
Két, részlegesen komplementer szal hibridizacioja utan a nem komplementer régio

egyszalu marad. Egyik végen biotinnal, méasik végén fluoreszcensen jelolt PCR termékekbdl
létrehoztam ilyen heteroduplexeket, melyeket restrikcios endonukleazzal torténd kezelés utan

sztreptavidinalt mikrogyongyok felszinére kotottem. Amennyiben az enzim hasité helye a



heteroduplex egyszalu részére esik, az emeésztés nem toérténik meg, mig a homoduplexekben
megtorténik. Ilyen médon a heteroduplex tartalmd minta aramlési citométerrel kimutathato,

az emésztés utdn megmarado fluoreszcencia detektalasan keresztil.

A. 3. DISZKUSSZI10
A fentiekben bemutatott mikrogydngy alapd maodszerek olyan genetikai eltérések

detektalasara hasznalhatok, melyek soran a DNS hosszaban vagy szekvenciajaban torténik
valtozas. llyenek a triplet expanziok, SNP-k, pont mutaciok, microszatellita polimorfizmusok,
inszercids/delécids polimorfizmusok és atrendezédések.

A mikrogyongy alapd olvadaspont analizist sikeresen alkalmaztam a Huntington

chorea, és a BRCA1 gén egyik pont mutécidjanak detektalasara.



B. EPIGENETIKAI VIZSGALATOK KVANTITATIV KEPALKOTO
CITOMETRIAVAL

B.1. BEVEZETES
A kromatin szerkezeti alapegysége a nukleoszoma, amelyben a négy kolonbozoé hiszton

fehérje altal alkotott oktamer koré egy 146 bazispar hosszi DNS szakasz tekeredik fel. Ez
alkotja a kromatin szervez6désének elsé szintjét. Az oktamer két H2A-H2B dimerbdl és egy
(H3-H4), tetramerbdl (tetraszomabol) all. Az egymast kovetd nukleoszomakat linker DNS
régio koti 0ssze, melyhez a H1 linker hiszton kotodik. A nukleoszomaknak kulcsfontossagu
szerepe van a trnszkripcionalisan aktiv és inaktiv kromatin allapotok kozti atmenet
szabalyozédséban. A nukleoszémak stabilitdsa szabalyozza a transzkripcid soran kialakuld
nukleoszdma mentes régiok (nucleosome free region; NFR) letrjottét, mely elengedhetetlen
ahhoz, hogy a génatirédas végbe tudjon menni. A hiszton fehérjek N- és C-terminalis
veégeinek poszt-transzlacios médositasa (post-translational modification; PTM) befolyésolja a
intranukleoszomalis hiszton-DNS és internukleoszémalis interakciokat egyarant, mindezen
keresztul pedig a nukleoszomak stabilitasat.

Az evoluciosan konzervalt hiszton fehéerjéknek szamos variansa alakult ki, melyeknek
fontos szerepe van a génatirodas szabalyozasaban. A PTM-ek mellett a hiszton variansok is
befolyasolhatjak a nukleoszomak stabilitasat.

Kidolgoztunk egy kvantitativ képalkoté citometrian alapuldé modszert, amely hiszton
varians és hiszton PTM specifikus mddon szolgaltat informéaciot a nukleoszomak
stabilitasarol. A modszer alkalmas endogén vagy ektopikus modon expresszalt hisztonok in
situ vizsgalatara egyedi sejt és sejtpopuléacio szinten. A vizsgalat soran agardzba agyazott €16
sejteket permeabilizalunk, majd kezeljik sé- vagy interkalator-oldattal. A kezelés utan a
kromatinban maradd hisztonokat specifikus antitesttel jeloljuk és kvantitativ. modon
detektaljuk lézer pasztazo citométerrel (laser scanning cytometer; LSC). A modszert
QINESIn-nek (Quantitative Imaging of Nuclei after Elution with Salt/Intercalators) neveztiik
el.

B. 2. EREDMENYEK
B. 2. 1. PTM fiiggé nukleoszoma stabilitas

A promoter régiokra jellemzé H3K4me3 hisztonok destabilizaltabbnak bizonyultak a
modositast nem hordozé H3 hisztonokhoz képestl interkalator ellcios assay-vel mérve, ahol

doxorubicint hasznaltam interkalatorként. A H3K4me3 doxorubicin hatasira torténd
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sequencing) analizissel is kimutattuk

GFP-vel fuzionalt H2B ¢és H3 hisztonok szintén eltérd doxorubicin érzékenységet
mutattak.

Korébban mar leirtak, hogy a H3K4me3 és H3K27me3 hisztonok is eltéré doxorubicin
érzékenyseget mutatnak, amit az A&ltalam kidolgozott QINESIn mddszerrel egy masik
interkalator, az etidium-bromid (EBr), esetén is sikeresen kimutattam.

Teszteltem, hogy a H2A-H2B dimerek és a (H3-H4), tetramerek ismert eltéré soO-
érzékenysége kimutathato-e QINESIn-el. A kulénbség a kétféle hiszton komplex kozott

latvanyosan demonstrélhato volt eljarasunkkal.

B. 2. 2. Hiszton variansok hatasa a nukleoszoma stabilitasra.
Elészor a H2A.Z hiszton varidns nukleoszoéma stabilitasra gyakorolt hatasat vizsgaltam

QINESIn modszerrel, melyhez két kiilonb6zé gyartotdl szarmazd antitestet hasznaltam. A
antitest eltérd elucios profilt eredményezett. Meglepé modon, az Abcam-t6l szarmazo anti-
H2A.Z antitest altal felismert H2A.Z tartalmG dimerek a tetramerhez hasonld stabilitast
mutattak, mig a Thermo Fisher Scientific (TFS) altal forgalmazott antitesttel jelolheté dimerek
a kanonikus (replikacio fiiggé modon kifejez6d6) H2A-t tartalmazé dimerekhez voltak
hasonldak stabilitds szempontjabdl.

Felmertilt a lehetdsége annak, hogy a kétféle antitest a H2A.Z kétféle izotipusat ismeri
fel, ezért Gsszehasonlitottam tranziensen transzfektalt, kiilonboz6 fluoreszcens fehérjékkel
fuzionalt H2A.Z1 és H2A.Z2 hisztonoknak, valamint H2A.Z1 KO és H2A.Z2 KO
sejtvonalakban az endogen H2A.Z1 és H2A.Z2 hisztonoknak az elucios profiljat. Az Abcam
antitest a Z1 és Z2 hisztonokat is felismerte és nem volt kiilonbség a kétféle izotipus
stabilitasaban.

A kovetkezokben megvizsgaltam, hogy a C-terminalison deléciét hordozé mutans
H2A.Z (AC), illetve az N-termindlison aminosav cserét hordoz6 H2A.Z hisztonok (5KR)
mutatnak-¢ eltér6 stabilitast. Az el6bbi esetben a H2A.Z reader fehérje, a PWWP2A ko6t6helye
lett eltavolitva a C-termindlisrol, mig az utébbi esetben annak N-termindlis lizin aminosavai
lettek kicserélve argininre, igy megakadalyozva az N-termindlis acetilacidjat. A PWWP2A
kotéhely eltavolitasa a AC mutansban a H2A.Z dimereket destabilizalta, soeltcios profilja balra

tolddott és a kanonikus H2A-hoz volt hasonlo. Ezek alapjan a PWWP2A reader fehérjének



kulcsfontossagu szerepe van a H2A.Z tartalmu dimerek stabilitasanak meghatarozasaban. Az
5KR muténs a kontrollhoz képest nem mutatott kiilonbséget.

EBr interkalator assay-vel vizsgdlva a H2A.Z stabilitdsadt, az Abcam antitesttel
detektalva az a kanonikus H2A tartalma dimerekéhez volt hasonld. Ugyanakkor a H2A.Z-nek
egy jelent6s hanyada interkalator rezisztens maradt extrém magas EBr koncentracioknal is és
ezen frakcio mérete PWWP2A-fiiggdének bizonyult.

Az interkalator rezisztens frakcié fehérje Osszetételét nagy koncetracioju sooldattal
torténd elualas utan tomegspektrometrids modszerrel vizsgaltam.

A QINESIn mddszert felhasznaltam tovabbi hiszton variansok, pl. a H2A.X valamint
annak foszforillalt formaja, a yH2A.X vizsgalatara is. A yH2A.X tartalmu dimerek esetén
destabilizaciot lehetett kimutatni a nem foszforillalt H2A.X dimerekhez képest, soellcios

assay-vel.

B. 2. 3. Szuperhelicitas fiiggé nukleoszoma stabilitas
Az QINESIn modszer alkalmasnak bizonyult a nukleoszoma stabilitas és a DNS

szuperhelikalis allapota kozti 6sszefliggés vizsgalatara is: Ha gyakran hasité nickaz enzimmel
egyszall hasitdst (nick) vagy DNaz enzimmel duplaszali hasitdst hozunk létre, a
nukleoszomak stabilitasa jelentésen csokken. A stabilitasbeli csokkenés a dimerek esetén
soellcios, tetramerek esetén iterkalator (EBr) elucids assay-vel volt detektalhato.

Tovabbi kisérletekben meghataroztam, az egyszald hasitasok atlagos tavolsagat, az
elucids assay soran alkalmazott nickase koncentracional (0.05 U/ml), ami 10 kb-nak adodétt.
Mivel a nukleoszomak tobbsége ennél 10-szer kisebb enzim koncentracional is
destabilizalddik, levonhatdo az a kovetkeztetés, hogy elegendé akar egyetlen hasitas is

kromatin hurkonként, hogy a nukleoszéma destabilizacio a teljes hurokra kiterjedjen.

B. 2. 4 Az el(cids assay tovabbi jellemzdi
Teszteltem, hogy a hiszton fehérjék elucidja fliggetlen-e azok expressziojatol. H2B-

GFP-t expresszald sejtek kozll a kiértékeld programban kapuztam az eltéré expressziot
mutatd sejteket, harom kategoriat definidlva: alacsony, k6zepes és magas. Mindharom esetben
meghataroztam a H2B hisztonok s6 elucios profiljat, ahol mindharom gorbe lefutdsa szinte
azonos volt.

A s0 és interkalator eluciés modszerek reprodukalhatdsagat demonstralva
meghataroztam az elucids profilt harom fuggetlen méres atlaga es szorasa alapjan, H2B, H3,
H3K4me3 és H3K27me3 hisztonok esetén is.



Vizsgaltam tovabba, hogy a hisztonok elucids profiljat befolyasolhatjak-e azok intra-
vagy inter-nukleoszomalis interakcidi. A H3-szer(i stabilitast mutaté H2A.Z esetén felmeriilt a
lehetésége annak, hogy a stabilitas novekedés oka a H2A.Z C-terminalis végének tetramerrel
torténd interakcidja, amelynek szabédlyozasdban a H2A.Z C-terminalisahoz k6tédo PWWP2A
reader fehérjének lehet szerepe. Immuno-keresztkotéses kisérletben vizsgaltuk, hogy a H2A.Z
antitest keresztkotéssel torténé immobilizacidja hatassal van-e a tetramer elUcidjara.
Eredményeink alapjan a H2A.Z ionerdsség fiiggd modon interakcioba 1ép a (H3-H4)2
tetramerrel.

Ezzel ellentétben egy nukleoszéman belul a dimer két tagja egymastdl teljesen

fuggetlentl disszociél a kromatinrol, s6 vagy interkalator ellcio soran egyarant.

B. 3. MEGBESZELES
A kifejlesztett citometrids modszer lehetdvé teszi a nukleoszomak stabilitdsanak

méreset in situ, azok sajat kromatin kérnyezetében.

A citometrias mérési platformbdl adéddan szdmos paraméter egyidejii mérésére van
lehetedség (pl..: hiszton PTM vagy hiszton varians).

A QINESIn modszerrel kimutattam, hogy a H2A.X C-terminalisanak foszforilacidja
destabilizalja a dimert. A H2A.X hisztonok foszforilacioja duplaszali DNS toréseket hatarold
hosszt kromatin régiokra jellemzO, igy a destabilizdcidé maguknak a toéréseknek a
nukleoszéma destabilizalé hatasaval is 6sszefliggésben lehet.

Kimutattam tovabba, hogy a H2A.Z tartalmd dimerek meglepGen és antitest-fiiggd
maodon sokkal stabilabbak a kanonikus H2A, vagy H2A.X tartalmd dimereknél. A H2A.Z-re
specifikus PWWP2A reader fehérje kotohelyének eltavolitasa jelentosen csokkentette a
H2A.Z dimerek stabilitdsat, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a PWWP2A fehérjének
jelentds szerepe van a H2A.Z dimerek stabilitasanak szabalyozasaban. Ez a megfigyelés
ravilagithat a nukleoszoméak hiszton Osszetételéenek transzkripcio szabalyozasban betoltott
szerepére is, ahol a nukleoszéma stabilitdsnak kulcsfontossagu szerepe van.

A nick-ek jelentds hatdsa a nukleoszoma stabilitasra felveti a lehet6ségét annak, hogy
a DNS szuperhelikélis allapotanak valtozdsa a transzkripcié egy lényeges szabalyozd
mechanizmusa. A szuperhelikalis kromatin hurkok relaxacidja >10 kb-onként létrehozott
nickek-el mar elegendé volt a nukleoszédk destabilizaciojahoz a teljes kromatin hurok
mentén. Ezek alapjan fiziologias korilmények kozott létrejott nickek-nek (pl.: topoizomeraz

altal) jelentds szerepe lehet relative nagy szdmO nukleoszoma stabilitasanak

10



meghatarozasaban. A nukleoszomak destabilizacioja feltehetéen “olvashat0” a sejt szamara

reader fehérjék, vagy remodellingben szerepet jatszé fehérjék altal.
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C. EPIGENETIKAI VIZSGALATOKRA ALKALMAS CITOMETRIAS
MIKROGYONGY ALAPU ASSAY-K

C.1. BEVEZETES
Az aramlasi citometrids mikrogyongy alapu mérésekkel szerzett tapasztalataimat,

epigenetikai kérdések vizsgalatara is alkalmaztam, ahol a célom olyan poszt-transzlacios
hiszton mddositasok (PTM-ek) kimutatasa volt, amelyek ugyanazon a nukleoszéman
talalhatok. Mivel eltéré hiszton PTM-ek ugyanazon a nukleoszoman, vagy egyazon hiszton
N-terminalis végen is el6fordulnak, a hiszton moédositasok kiilonb6z6 kombinacioi jelentds
szerepet tolthetnek be az epigenetikai szabalyozasban.

Demonstraltam, hogy az intranukleoszomalis hiszton PTM kombinécidk detektaldsa
lehetséges cytometrids mérési platform felhasznalasaval. Ennek soran mononukleoszomakat
immobilizaltam mikrogyéngyok felszinén egy hiszton PTM specifikus antitest segitsegével,
majd immunofluoreszcens jel6lésel detektdltam mas hiszton PTM-eket a mikrogyongyokon
aramlési citométerrel.

Ezt a stratégiat felhasznaltam endogén vagy exogeén nick-ek és azok kromatin
kornyezetének vizsgalatara.

A sejtmagban fizioldgias korilmények kozott is 1étrejonnek programozott mddon tranziens
egyszalu vagy duplaszali DNS torések, pl. transzkripcid soran. A transzkripcidban az
elongécid soran az RNS-polimerdz 1l mozgasa kovetkeztében a polimeraz elétt pozitiv,
maogotte negativ szuperhelicitas keletkezik. Az igy kialakult torzids fesziiltseget topoizomeraz
enzimek szintetik meg, amelyek igy nélkiilozhetetlenck a transzkripciohoz. Masfeldl,
promoter kozeli DNS torések is keletkeznek a génaktivacio sordn, melyek kialakulaséért a
TOP2p felel6s.

Transzkripcio soran keletkeznek az R-loop-ok is, melyekben a DNS egyik szalahoz
komplementer RNS szal kotédik RNS-DNS hibrid-et Iétrehozva és kiszoritva a masik, immar
egyszali DNS szalat. Az R-loop-oknak tébbek kdzott, a magas GC tartalma promoterek DNS
metilaciojanak megakadalyozésaban, bizonyos gének terminator régidjdban a transzkripcio
terminacidjanak eldsegitésében, valamint izotipus valtas soran az immunglobulin 16kuszon

torténd rekombinéacidban van szerepe.
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C. 2. EREDMENYEK
C. 2. 1. Hiszton PTM kombinaciok detektalasa

Kidolgoztam egy mikrogyongy alapu citometridss modszert hiszton PTM-ek azonos
nukleoszémén, vagy azonos hiszton molekulan torténd egyiittes eldfordulasanak
detektalasara.

Ezt a modszert alkalmaztam endogén (DNS Kkarositd agensek tavollétében
kimutathatd) YH2A.X hiszton variansokkal egyiitt eldforduld hiszton PTM-ek vizsgalatara.
Sztreptavidinalt mikrogyongyok felszinéhez yYH2A.X specifikus antitesteket kotottem, melyen
200-750 bp-os kromatin fragmenteket immobilizaltam. Az endogén yH2A.X-en keresztil a
mikrogyongyok felszinéhez kotott nukleoszomékon tovabbi hiszton PTM-eket jeldltem:
H3K4me3-at és H3K27ac-t. Mindkét vizsgalt PTM esetén kolokalizaciot mutattam Ki
endogen yH2A.X hiszton varianssal azonos vagy szomszédos nukleoszomékon. Az

eredményeket megerésitettem STED mikroszkopias médszerrel.

C. 2. 2. Endogén nick-ek és RNS-polimeraz 11, valamint R-hurkok kozelségének
vizsgélata
Egy korabbi megfigyelésiink megerdsitésére, miszerint Saccharomyces cerevisae

genomban az endogén nickek RNS-polimeraz Il1-vel és R-hurkokkal egyitt talalhatok meg,
preferencidlisan a transzkripciosan aktiv gének promoéterein, az eléz6ekhez hasonld kisérleti
stratégiat alkalmaztam, ahol biotinnal jel6ltink endogén nick-eket, nick transzlacié
segitségeével.

Nick — RNS-polimeraz 11 kolokalizacio kimutatasara a teljes genomra kiterjedé ,,ChlP-
on-beads” vizsgalatot végeztem. A nick transzlacidval megjeldlt endogén nick-ek mellett, a
Ser5-P RNS-polimeraz Il szint magasabb volt, mint a Ser2-P RNS-polimeraz Il. Negativ
kontrollként nickaz enzimmel genomszerte létrehozott nick-eket hasznaltam, amelyek eseten
nem vartunk RNS-polimeraz 1l felhalmozodast.

Nick — R-loop kolokalizacié kimutatasara szintén egy mikrogyongy alapl maodszert
dolgoztam ki, mellyel R-hurkokat detektaltam endogén nick-ek kdzelében, DNS-polimeraz I-

el végzett nick-transzlacio segitségével.

C. 3. DISZKUSSZI0
A bemutatott mikrogyongy alapu citometridss modszerek az egyitt eléforduld

epigenetikai jellegek vizsgalataban lehetnek hasznosak, akar 6nalléan, vagy ChIP (re-ChlP)
modszerekkel kombinalva. A maddszert validaltuk yH2A.X és H3K4me3, valamint H3K27ac

kozti kolokaliz&cié kimutatasaval, melyekrdl ismert, hogy azonos nukleoszomékon fordulnak
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el6 transzkripcidsan aktiv gének promoter régiojaban. Az eredményeket STED mikroszkopias
modszerrel erdsitettiik meg.

A modszer alkalmazasi kore kiterjeszthetd, ha a mikrogyongyok felszinének
bevonasara biotinalt masodlagos antitestet alkalmazunk. Ezen keresztll barmilyen hiszton
PTM, vagy hiszton varians ellenes antitesttel be lehet vonni a mikrogyongyok felszinét, igy a
modszer alkalmas hiszton PTM és/vagy varians kombindciok sziirésére.

A mikrogyongy alapi modszerek tovabba alkalmasak endogén nick-ek és RNS-
polimeraz 1l, valamint R-hurkok molekularis kozelségének kimutatdsara. Az R-hurkok
jelenléte a nick-transzlaciot kovetd precipitatumban megerdsiti azokat a korabbi
észleleteinket, melyek arra utalnak, hogy a két entitas egy nukleoszoményi tavolsagon belil
talalhaté meg.

A nick-ek és az RNS-polimeraz Il Ser 5-P egyiittes el6fordulasa S. cerevisiae
genomban 0sszhangban van azzal az elképzeléssel, hogy a nick-ek szerepet jatszhatnak a
transzkripcié szabalyozasaban.

A bemutatott eredmények alapjan a “ChlIP-on-beads” mddszerek, melyek
kivitelezhet6k aramlasi és lézer péasztazd citometrids mérési platformokon egyarant,

sokoldaltan hasznalhatéak az epigenetikai kutatasok teruletén.
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ALLTALANOS DISZKUSSZIO ES KONKLUZIOK
ALLTALANOS DISZKUSSZI0

Az itt bemutatott eredmények alapjan a citometria alkalmas lokalis genetikai eltérések
kimutatasara. Ezeknek a modszereknek a rutin klinikai diagnosztikaba torténd bevezetése
szempontjabol elény6s, hogy aramlasi citométer a klinikak tobbségén rendelkezésre all,
jelentés tapasztalati hattérrel. Leginkabb ott lehet kihaszndlni a mddszerben rejld
lehetdségeket, ahol egy meghatarozott genetikai eltérést kell kimutatni nagy szama mintaban.
A PCR termékek Tm hémérséklet kiilonbségén alapuld aramlasi citometrias mikrogyongy
eljaras szabadalmaztatasra keriilt a Magyar Szabadalmi Hivatalban, melynek cime: ,,Eljaras
PCR-termékek hosszanak ¢sszehasonlito analizisére citométeren és ezen eljaras alkalmazasai”.

A kvantitativ mikroszkopia szintén 0j lehetoségeket nyitott meg az epigenetikai
Jjellegek teljes genom szintjén torténd vizsgalataban. Az é&ltalunk kidolgozott QINESIn eljaras
kiterjeszti a kvantitativ mikroszkopia alkalmazhatosagat az epigenetikai alapkutatas
kérdéseire, nagy atereszt6 képessége pedig alkalmassa teszi kromatin tamadaspontu
kismolekuldk PTM ill. hiszton varians specifikus hatasainak sziirésére.

A H2A.Z hiszton varians tartalmu dimerek sajatos stabilitiasanak kimutatasa jol
mutatja, hogy az altalunk kidolgozott QINESIn mddszer jol hasznalhatd eszkdz a reader
fehérjek nukleoszoma stabilitasra gyakorolt hatasanak vizsgalatara is.

Az eljaras szabadalmi beadvanyként regisztraciora kertlt a Magyar Szabadalmi
Hivatalban, melynek cime: ,,Hiszton-DNS kolcsonhatés kvantitativ in situ mérése.”

A ChIP és MMA (multiplex microbead assay) kombinaldsaval létrehozott Uj
maodszerek azon biokémiai es genomikai modszereknek lehetnek alternativai vagy kiegészitoi,

melyek a nukleoszomék hiszton PTM ill. hiszton varians kombinacioinak vizsgélatat céozzak.
KONKLUZIOK:

1. Mddszertani konklazié: A ,lab-on-beads” koncepciot megval6sitd 0j modszereink
genetikai és epigenetikai eltérések kimutatasara alkalmasak, amelyek akar high-throughput
tesztek formédjaban is kivitelezhetdek.

2. Biologiai konkluziok: Az alabbiakban 0Osszefoglalom azokat a bioldgiailag relevans
konkluziokat, amelyeket az Uj mddszereinkel végzett vizsgalatok alapjan vonhattunk le,

egyuttal azt is demonstralva, milyen sokféle bioldgiai kérdés vizsgalhat6 a segitségikkel:
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2.1. A H3K4me3 nukleoszomék destabilizacioja a transzkripciosan aktiv gének
prométer-kdzeli nukleoszémain altalanos jelenség, sejttipustdl és differenciacios
allapottol fuggetlen.

2.2. A nick-ek okozta DNS relaxacionak jelentés hatasa van a nukleoszomak
stabilitasara.

2.3. A nick-ek nukleoszoma destabilizalé hatasa DNS hurok méretii tavolsagokra
terjedhet.

2.4. A H2A.X hiszton variansok foszforilacidja csokkenti a nukleoszéma stabilitasat.

2.5. A H2A.Z hiszton varians tartalmu nukleoszémak tdbbségenek stabilitdsa a
kanonikus hiszton tartalmu dimerekét6l nagyobb.

2.6. A H2A.Z hiszton varians tartalmd nukleoszomék stabilitasa fiiggetlen a H2A.Z
izotipusatol.

2.7. A H2A.Z hiszton varians tartalmd nukleoszomak egy szubpopulacioja
interkalator kezelésre rezisztens.

2.8. A H2A.Z tartalmd nukleoszomak stabilitasat a PWWP2A reader fehérjét koto
hiszton domén szabalyozza.

3. Megfigyeléseink szamos tobabbi kérdést vetettek fel:

3.1. Vajon mas hiszton PTM-ek befolyasoljak-e a nukleoszomak stabilitasat?

3.2. A PWWP2A Aaltali nukleoszéma destabilizacid vajon egy altalanos, reader
fehérjek altali stabilitas-szabalyoz0 mechanizmus egy példaja, melynek
relevancidja kiterjesztheté lehet tovabbi hiszton variansokra, esetleg hiszton
PTM-ekre?

3.3. Az R-loop-kdzelinek talélt nick-ek valodi nickek-e, vagy egy részik R-hurkok

szabad, tehat enzimatikus jel6lésre alkalmas végallé 3’ OH csoportjat jelenti?
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Vegyszerek, DNS tisztitas, plazmidok
A genomialis és plazmid DNS tisztitasahoz Intron G-DEX Genomic DNA Extraction

Kit-et és DNA-midi Plasmid DNA Purification Kit-et (Intron Biotechnology, Seongnam-Si,
South Korea) hasznéltam, a gyartd utasitasai szerint. A tisztitast megel6zen a kiilonb6z6
hossziusagi CAG ismétlddéseket tartalmazo plazmidokat, valamint a H2A.Z variansokat
tartalmazd plazmidokat Escherichia coli DHS5a baktériumtdrzsbe transzformaltam hésokk

maodszer segitségével, majd 100 pg/ml ampicillin tartalmi LB taptalajon névesztettem.

Sejtek, klinikai mintak
A H2B-GFP, H3-GFP és H4-GFP fehérjéket expresszalé Hela sejteket, valamint a

HCT116 sejteket (Developmental Therapeutics Branch, National Cancer Institute, Bethesda,
Bethesda, MD, 20892) 10% FCS, 2 mM I-glutamin, 100 pg/ml sztreptomicin, 100 U/ml
penicillin tartalmi DMEM sejttenyészté médiumban novesztettik. A Jurkat sejteket 10%
FCS, 2 mM I-glutamin 100 pg/ml sztreptomicin, 100 U/ml penicillin tartalmd RPMI11640
sejttenyészté médiumban novesztettiik, A vad tipusu, a H2A.Z1 knock-out, a H2A.Z2 knock-
out, valamint a mutans H2A.Z1-et expresszalé dupla knock-out csirke DT-40 B sejteket
(amelyeket Dr. Masahiko Harata, (Tohoku University) bocsatott a rendelkezésunkre) 2%
csirke szérum, 8% FCS, 2 mM I-glutamin, 100 pg/ml sztreptomicin, 100 U/ml penicillin
tartalmi DMEM sejttenyészt6 médiumban novesztettik.

A Huntington choredval diagnosztizalt betegek limfocitaibdl a Pécsi Egyetem Klinikai
Kozpont Orvosi Genetikai Intézetében tisztitottak genomialis DNS-t, valamint itt hataroztak
meg a CAG ismétlodések szamat is. A BRCAL gén 5382 insC pont mutéaciojat hordozd
genomidlis DNS minta a Debreceni Egyetem Klinikai Kdzpont Laboratoriumi Medicina
Intézetébdl szarmazik. Egészseges egyenek limfocitaibol genomidlis DNS mintakat sajat
magunk izolaltuk a Debreceni Egyetem Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet dolgozoitdl vett

periférias vérbal.
PCR reakciok

Huntington chorea:

A Huntingtin gén (IT15/HTT/HD) 1-es exonjaban talalhatdo CAG ismétlédések PCR
amplifik&ciéjdhoz a primerek az Integrated DNA Technologies (Coralville, lowa, USA)
gyartotol szarmaztak. Forward primer, Huntl: biotin-5’-CAT GGC GAC CCT GGA AAA
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GCT G-3’, reverz primer, Hunt2: Cy5-5’-GGC GGT GGC GGC TGT TGC TGC TGC TGC
TG-3’ és reverz primer, Hunt3: Cy3-5’-GGC GGT GGC GGC TGT TGC TGC TGC TGC TG-
3’. A PCR reakcidt publikalt protokol alapjan végeztik.

BRCA1 5382 insC pont mutacio:

A vad tipusu allélra specifikus forward primert (BRCAL: Cy5-5-AAA GCG AGC
AAG AGA ATC GCA-3'), a mutacidra specifikus forward primert (BRCA2: Cy5-5'-CAG
CAG CAG CAG CAG CAG CAC CTT AGC GAG CAA GAG AAT CAC C-3, ami 18 bp
CAG ismétlodést tartalmazott az 5° végen) €s a kozos reverz primert (BRCAS3: biotin-5-AGT
CTT ACA AAA TGA AGC GGC CC-3) egyszerre alkalmaztam egy multiplex PCR

reakcioban. Az amplifikdci6 sordn a BRCA1 génbdl egy 126 bp hosszii szakaszt
sokszorositottam fel.

Heteroduplex analizis:

Templatként pMEP4 plazmid DNS-t alkalmaztam, amely tartalmazta a human MLL
gén breakpoint cluster régiojat (a plazmid Peter Aplant6l szarmazik, NIH, Bethesda). A PCR
amplifik&cidéhoz hasznélt primerek (pIL1 forward 5’-ATA TGA ATA CTC ATC ACT GAG
TGC CTT TGG C-3’; plL1-biotin forward 5’—(biotin)-ATA TGA ATA CTC ATC ACT
GAG TGC CTT TGG C-3’; pM3 forward 5’-GCT GGA GTG TAA TAA GTG CCG A-3’;
pM6 reverz 5’-AGC GAA CAC ACT TGGTAC AGATC-3’; pM6-6FAM reverz 5—
(6FAM)-AGC GAA CAC ACT TGG TAC AGA TC-3’) az Integrated DNA Technologies

(Coralville, 1A) gyartétol szarmaztak.

Eqyszald DNS létrehozéasa linearis PCR-el:

Az amplifiké&cidhoz csak a pIL1-biotin (forward) vagy a pM6-6FAM (reverz) primert
hasznéltuk. Templéatként nem jelélt 574 vagy 357 bp hosszusdgid PCR termékeket

hasznaltunk.

PCR termékek hibridizacidja és emésztése Pvu Il restrikcids endonukleazzal
A hosszt (574 bp) 6FAM-jeldlt ill. a rovid (357 bp) 6FAM-jeldlt egyszald DNS

fragmentet egyenlé aranyban Osszekevertem biotin-jel6lt, hosszd (574 bp) egyszald
komplementer linearis PCR termékkel, 1 M NaCl-ot tartalmazd TE pufferben. A két mintat
95°C-ra melegitettem 5 percig, majd 2 oran at szobahdmérsékleten hibridizaltam.

Ezutan 200 ng hibridet, 10 U Pvu Il restrikciés endonukleazzal (Fermentas, Life

Sciences) emesztettem.
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PCR termékek bead-re kotese
A biotinnal és fluoreszcens festékkel jelolt PCR termékeket 10 000 sztreptavidinnel

bevont polisztirol mikrogyonggyel (6 um diameter, purchased from Polysciences Inc.,
Warrington, Pennsylvania, USA) inkubaltam 40 percig 200 ul 1xPBS pufferben (150 mM
NaCl, 3.3 mM KClI, 8.6 mM NaxHPQOg4, 1.69 mM KH2POg, pH 7.4) szobahdmérsékleten fénytol

védett helyen. Ezutan a gyéngyoket 1xPBS pufferrel mostam 3-szor.

Hékezelés formamid oldatban
A PCR termékeket hordozd mikrogyongyoket kiilonb6z6 koncentracioju formamid

oldatban hékezeltem. A Huntington chorea kimutatasahoz a formamid koncentraciét 65-75 v/iv
% koncentracio tartomanyban titraltam, mig a BRCA1 5382insC pont mutacié esetén 57-62
vIiv % koncentracio tartomanyban. A hékezelést mintanként 10 000 mikrogyonggyel, 200 ul
térfogatban 3 percig végeztem, PCR csében, 40°C-on sotétben, melyet mosas és aramlasi

citometrias analizis kovetett.

Mikrogydngyok fellletének bevonasa biotinélt anti-yH2A.X antitesttel
10 pg biotindlt egér monoklonalis anti-yH2A.X antitestet (Merck-Millipore,

Darmstadt, Germany; 1 mg/ml) inkubaltam 0.1 mg sztreptavidinalt magneses Dynabeaddel
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), egy éjszakan at kevertetve 4°C-

on.

Hiszton PTM kombiné&cidk detektalasa
Jurkat sejteket fixaltam 5 ml 1% formaldehiddel. Fixalas utan a formaldehidet quench-

eltem 2.5 M glicinnel. Mosas utan a sejteket IP pufferben (1% SDS, 50 mM Tris-HCI pH 8,
10 mM EDTA, 1ImM PMSF) szuszpendaltam és fel-le pipettazéassal lizaltam. A lizatumot
lecentrifugaltam (12 000 g, at 4°C), majd a csapadékot IP pufferben torténé szuszpendalas
utdn szonikaltam (Bioruptor, Diagenode, New Jersey, USA). A szonikalt mintakat
centrifugalas utan hideg IP pufferben szuszpendaltam és 107 sejtnek megfelelé aliquot-okra
osztottam. 500,000 eldzdleg anti-yH2A.X antitesttel bevont Dynabead-et adtam az egyes
aliquot-okhoz és overnight kevertettem 4°C-on. Ezutan a mikrogydngyoket mostam és
felszinikdn megkotott nukleoszémakat immunofluoreszcencs maodszerrel jeldltem nyulban
termeltetett poliklonalis anti-H2A.X (Abcam, Cambridge, UK; 1 mg/ml), poliklonalis anti-
H3K4me3 (Abcam, Cambridge, UK; 1 mg/ml) vagy poliklonalis anti-H3K27ac (Abcam,
Cambridge, UK; 1 mg/ml) elsédleges antitesttel, amelyeket fluoreszcensen jelélt masodlagos

antitestekkel jel6ltem a DNS propidium-jodid festésével parhuzamosan.
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Nick-ek és nick-ekhez kozel esé R-hurkok kimutatasa
Human periférids vérbol Ficoll gradiens centrifugalassal limfocitakat izolaltam. A

sejteket mostam 1xPBS pufferrel és fixaltam 1% formaldehiddel. A sejtszuszpenziot 1:1
aranyban kevertem 1xPBS-ben oldott 1% LMP-vel, amelyb6l agar6z blokkokat készitettem. A
blokkokat mostam 1xPBS-el, majd a sejteket lizis pufferben (1% Sarcosyl, 10 mM Tris-HCI
pH 8, 0.4 M EDTA, 0.5 mg/ml Proteinase K) lizaltam 55°C-on, 24 oran keresztul. Ezutan a
blokkokat mostam TE pufferben (10mM Tris, 1 mM EDTA pH 8.0) és kezeltem PMSF-el.
Enzimes kezelés el6tt a blokkokat ekvilibraltam DNS-polimeraz | vagy TdT pufferrel, majd
nick-transzlaltam DNS-polimerdz | (1xDNS-polimeraz | puffer, 5 uM ddNTP mix, 1 uM
dNTP mix, 22.5 U/block DNS-polimeraz | enzyme), vagy TdT (1xTdT buffer, 5 uM biotin-
dUTP, 10 U/block TdT enzyme) enzimekkel. Mosas utan a blokkokat felolvasztottam és -
agardz enzimmel emésztettem. A megemésztett blokkokat szonikaltam, majd a kitisztitott DNS
fragmenteket sztreptavidinnel bevont Dynabead-ek felszinére kotottem. Mosas utdn a
mikrogyongyoket immunfluoreszcensen jeldltem S9.6 RNS/DNS-hibrid ellenes antitesttel. Az
elsddleges antitestet fluoreszcensen jelolt masodlagos antitesttel jeloltem és a DNS-t
propidium-jodiddal festettem. A jel6lt mikrogyongyoket mosas utadn aramlési citométerrel

analizaltam.

Aramlasi citometria

Az éramlasi citometrids olvadaspont méreéseket Becton Dickinson FACSArray
készillekkel (San Jose, California, USA) végeztem. Az emittalt fluoreszcens fenyt PI/Yellow és
Far Red csatorndkban detektaltam 585/42 és 675 LP sziir6kon keresztiil.

A heteroduplexek detektaldsat Becton Dickinson FACScan késziuléken (San Jose,
California, USA) végeztem. Az emittalt fluoreszcens fényt 530/30 és 585/42 sziir6kon
keresztll FL1 és FL2 csatornakban detektaltam.

A hiszton kombin&cidk és a nick-ekhez kozel es6 R-hurkok kimutatdsahoz Becton
Dickinson FACS Aria Ill késziiléket (San Jose, California, USA) hasznéltam. Az emittalt
fluoreszcens fényt Pl/Yellow és Far Red csatorndkban 585/42 és 675 LP szlir6kon keresztiil
detektaltam.

A FACS Arria Il késziilékkel végzett meréseket Tarapcsak Szabolcs végezte el.
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Teljes genom ,,ChlP-on-beads” vizsgalat

Sejtmagq izolalés:

S. cerevisae sejteket fixaltam 4% paraformaldehiddel, majd quencheltem 2.5 M
glicinnel. A fixalt sejteket 50 mM Tris-HCI (pH 7.5)/30 mM DTT oldatban mostam kétszer,
majd kezeltem litikdz enzimmel. A szferoplasztokat lizaltuk és homogenizaltam N pufferben
(30 mM HEPES pH 7.6, 3 mM DTT, 25 mM NaxSO4, 5 mM MgClz, 1 mM EDTA, 10%
glycerol, 0.5% NP-40, 7.2 mM spermin, 1 mM PMSF). A homogenizalashoz Dounce

homogenizatort hasznaltam.

Nickéaz kezelés és nick-transzlacio:

Az éleszt6 sejtmagokat mostam 1xPBS/EDTA oldatban, majd nickaz pufferben (10
mM Tris-HCI pH 8, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mg/ml BSA). A kontroll mintakban
random nick-eket hoztam létre genom szerte Nt.CviPIl nickaz enzimmel (felismeré hely:
CCD; New England Biolabs Inc., Ipswich, Massachusetts, USA). Az endogen, illetve nickaz
kezeléssel létrehozott nick-eket a korabban leirtak szerint nick-transzlaltam.

A kromatin fragmentacioja és bead-re kotése:

A nick-transzlalt sejtmagokat FastPrep-24™ 5G Instrument bead beater-el (MP
Biomedicals, Santa Anna, California, USA) homogenizaltam, majd szonikaltam Bioruptor
Plus sonicator (Diagenode, Denville, New Jersey, USA) késziilékkel. A szonikalt mintdkhoz
sztreptavidinnel bevont Dynabead-eket (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA) adtam, majd mosast kovetdéen a mikrogyongyoket agardzba agyaztam 8-lyukd Ibidi

kamraban (Ibidi, Martinsried, Germany).

Immunofluoreszcens jel6lés:

Az agardzba agyazott mikrogyongyoket 360 mM NaCl-al kiegészitett lizis pufferrel,
moso pufferrel (10 mM Tris-HCI pH 8, 250 mM LiCl, 0.5% Na-deoxycholate,1ImM EDTA),
vegul 1xPBS/EDTA-val mostam. Moséas utan indirekt immunofluoreszcencias jeldlést
vegeztem nyudlban termeltetett poliklonalis anti-RNS-polimeraz Il Ser2-P  (Abcam,
Cambridge, UK; 1 mg/ml) vagy poliklonalis anti-RNS-polimeraz 11 Ser5-P (Abcam,
Cambridge, UK; 1 mg/ml) elsédleges antitestekkel, majd mosas utan fluoreszcensen jeldlt
masodlagos antitestekkel. Antitest jelolés utan a DNS-t propidium jodiddal festettem és a
fluoreszcenciat lézer pasztazo citometriaval detektaltam (LSC; lasd késébb).
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Hattér fluoreszcencia meghatarozasa:

Az elsé LSC mérést kovetden az agardz gélt equilibraltam DNaz | pufferrel (10 mM
Tris-HCI pH 8, 0.1 mM CaCl,, 2.5 mM MgCl;) és mikrogyongyokon 1évé DNS-t DNaz |
enzimmel emesztettem. Enzim kezelés utan a mikrogydngyoket mostam, majd Gjra lemértem
LSC-vel. A DNaz kezelés utdn mért fluorszcencia intenzitast levontam a kezelés el6tt mért

fluoreszcencia intenzitasbol.

El6 sejtek beagyazasa alacsony olvadaspont( agardzba
Beagyazas el6tt a 8-lyukd Ibidi kamrékat (lbidi, Martinsried, Germany) 2-szer

bevontam 1% (m/v) low melting point (LMP) agarozzal.
Beagyazashoz a sejteket Osszekevertik 1% LMP agarozzal, a well-ek kdzepére

pipettdztam és lefedtem hazi készitésii fedélemezekkel.

Permeabilizalas és so vagy interkalator kezeles
Agardzba agyazas utan a sejteket permeabilizaltam 1% (v/v) Triton X-100 detergenssel.

crc

vagy interkalator oldatokkal kezeltem.

Immunofluoreszcens jeldlés
S6, vagy interkalator kezelés utan a sejtmagokat blokkoltam Blotto Non-Fat Dry Milk

tejporral (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, USA). Blokkolas utan a
sejtmagban maradt hiszton fehérjéket immunofluoreszcens mddszerrel jeldltem nyulban
termeltetett poliklonalis anti-H2A (Abcam, Cambridge, UK; 0.4 mg/ml), anti-H2A.X (Abcam,
Cambridge, UK; 1 mg/ml), egérben termeltetett monoklondlisl anti-yH2A.X (Merck-Millipore,
Darmstadt, Germany; 1 mg/ml), anti-H3K4me3 (0,5 mg/ml) vagy anti-H3K27me3 (0,5 mg/ml)
elsddleges, majd fluoreszcensen jelolt masodlagos entitestekkel. Antitest jeldlés utan a
sejtmegokat fixaltam 1% formaldehiddel és festettem propidium—jodiddal. A fluoreszcencia

intenzitast lézer pasztazo citometrids modszerrel detektaltam.

Etopozid kezelés
Az agardzba agyazott €10 sejtek kezeléséhez az etopozidot (TEVA, Debrecen, Hungary)

sejttenyészté médiumban higitottam. A sejtek kezelése sejttenyészté mediumban, 37°C-on

tortént.

Nickaz és DNaz | kezelés
El§ sejtek agyaztam agarozba a fent leirtak szerint, majd lizis pufferrel (0.4% (v/v)

Triton X-100, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH8) és 1% (v/v) Triton X-

22



100-al kezeltem. Ezutan Nt.CviPIl nickdz enzimmel (recognition site: CCD; New England
Biolabs Inc., Ipswich, Massachusetts, USA) vagy DNaz | enzimmel kezeltem a sejtmagokat, a
korabban leirtak szerint.

Immuno- keresztkotéses kisérletek
AgarOzba A&gyazott es permeabilizalt sejteket blokkoltam, majd indirekt

immunofluoreszcens modszerrel jeléltem nyulban termeltetett poliklonalis anti-H2A
elsédleges és A647-konjugdlt masodlagos antitesttel. Antitest jel6lés utan a sejtmagokat
mintakat formaldehiddel fixaltam, a DNS-t propidium-jodiddal festettem és s fluoreszcenciat
LSC-vel detektaltam.

Gélelektroforetikus analizis
Az agardzba agyazott seteket permeabilizaltam és deproteindltam. A nem denaturald

gélelektroforézishez a nickeket duplaszalu torésekké alakitottam S1 nukleazzal (1000 U/ml)
emésztve a sejtmagokat (1h, 37°C). A 3-300 kb fragment méret analiziséhez CHEF mapper
XA Pulse Field Electrophoresis System késziiléket (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
California, USA), vagy MJ Research PPI-200 power inverter (Field Inversion
Gelectrophoresis; FIGE) késziléket alkalmaztam. DNS markernek O’GeneRuler 1kb DNA
ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), lambda DNS-t (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) és Pulse Marker 2200-225 kb markereket

hasznaltam.

Automatizalt mikroszképia
Automatizalt mikroszkdpiés képalkotashoz iCys lézer pasztazd citométert hasznaltam

(iCys® Research Imaging Cytometer; CompuCyte, Westwood, Massachusetts, USA). A GFP-
t, SYBR Gold-ot, A488-at, doxorubicint és Pl-ot 488 nm Argon ion lézerrel, az A647-et pedig
633 nm HeNe lézerrel gerjesztettem. Az ellcids mérések soran az emittalt fluoreszcens fényt
UPlan FI 20x (NA 0.5) objektiven keresztiil gytijtottem, 1.5 um-es 1épésekkel. Az agardzba
agyazott mikrogyongyok esetén az emittaltfluoreszcens fényt UPlan FI 40x (NA 0.65)
objektiven keresztiil gyijtottem, 0.5 pum-es lépésekkel. A GFP és az A488 fluoreszcens
jeleket 510/21 nm és 530/30 nm szlir6kon kesresztiil detektaltam, mig a doxorubicin, A647 és
Pl fluoreszcens jeleket 650/LP nm sziir6n keresztil detektaltam. A méréshez és s
kiértékeléshez az iCys 7.0 programot hasznaltam. A G1 sejtciklus fazisu sejteket a megfestett

DNS altal kibocsatott fluorszcencia alapjan kulonitettem el.
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Konfokalis Lézer Pasztaz6 Mikroszkopia (CLSM)
A konfokalis képeket FLUOVIEW FV 1000 mikroszkdppal (Olympus, Center Valley,

Pennsylvania, USA) készitettliem, UPLS APO 60x (NA 1.35) objektivet hasznalva. A GFP-t
és A488-at 488 nm Argon ion lézerrel gerjesztettem. Az A647-et és Pl-ot 633 nm €s 543 nm
HeNe lézerrel gerjesztettem. A  kepek Kiértékelesehez Image J programot

(http://imagej.nih.gov/ij/) hasznaltam.

STED mikroszkdpia
A szuperrezolulcids mikroszkopos felvételeket Nikon NIE (Upright) mikroszkoppal

készitettik, 100x NA=1.45 objektivet hasznédlva. Azimmunofluoreszcens jel6lés soran a
masodlagos antitestek Abberior star 580 és Abberior star red festékekkel voltak konjugalva. A
ko-lokalizacié mértékének meghatarozasahoz Image J programot hasznaltunk. A STED

mikroszkdpias képeket Péter Nanasi készitette.

Kromatin immunoprecipitacid, szekvenalas, bioinfirmatikai analizis
A kromatin immunoprecipitacié szekvenalas (ChlP-Seq) és ChIP-gPCR kisérletekben a

ChIP-Seq konyvtarak két biologiai replikatumbol keészultek. A ChIP-Seq kisérleteket Simandi

Zoltannal egydtt végeztem, a bioinfirmatikai analizist Horvath Attila végezte.

Mintakészités MS analizishez
El6 sejteket agyaztam agar6z blokkokba, majd a sejteket detergenssel

permeabilizaltam a febt leirt médon. A permeabilizalt sejtmagokat EBr-al kezeltem, majd az
interkalatorra rezisztens nukleoszémakat 2 M NaCl oldattal kimostam. A fehérjéket ezutan
10K Amicon sziirén (Merck-Millipore, Darmstadt, Germany) betoményitettem és a 2 M

NaCl-ot 1xPBS pufferre cseréltem. A sziir6r6l lemosott fehérjéket -20°C-on taroltam.

SDS-PAGE és LC-MS/MS analizis
A fehérjéket Bio-Rad mini tetra cell (Bio-Rad) késziilék segitségével, 10%-0s SDS

poliakrilamid gélen analizaltuk. Az SDS-PAGE analizis Kallo Gerg6 végezte a Proteomics
Core Facility keretein belll.

Az SDS-PAGE gélen latott csikokat kivagtuk, tripszinnel emésztettelk és
dithiothreitollal redukaltuk. Az LC-MS/MS adataibdl a fehérjék azonositasat a Protein-Pilot
4.0 (ABSciex) programmal végeztilk a SwissProt adatbazis alapjan.

Az MS analizist Kallo Gerg6 vegezte a Proteomics Core Facility keratein beldl.
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OSSZEFOGLALAS

Uj citometriai modszereket dolgoztam ki genetikai és epigenetikai kérdések
megvalaszolasara: (A) rovid DNS régiokban bekovetkez6 hossz-valtozasok, illetve DNS
szekvenciabeli eltérések detektalasara, (B) nukleoszéma stabilitas in situ mérésére, valamint
(C) nukleoszémakkal asszocialt epigenetikai modositasok analizisére.

(A) Az éaramlési citometrids platformra épiild genetikai teszt sztreptavidint hordozo
mikrogyongyok felszinén immobilizalt és fluoreszcensen jel6lt PCR termékek Tm analizisén
alapul. A modszer felhasznélhatdsagat, érzékenységét a Huntington chorea hétterében allo
triplet expanzid, illetve a BRCA1 gén egyik pontmutaciojanak kimutatasdval demonstraltam.

(B) A pasztazd 1ézermikroszkopos (citometrias) platformra épiilé nukleoszoma
stabilitast vizsgalo in situ modszer a hisztonok sokezelés vagy interkalatorral torténd kezelés
nukleoszémak ionerOsség-fliggd, az interkalator kezelés a nukleoszomak DNS
szuperhelicitas-fiiggd stabilitasanak mérését teszi lehetévé, hiszton PTM ill. hiszton varians
specifikus modon. A moédszert kiilonboz6 hiszton PTM-ek, illetve a H2A.Z, H2A.X és
YH2A.X hiszton varidansok Osszehasonlité vizsgalatara hasznéltam fel. Kimutattam, hogy a
kromatin relaxacioja (nick-ek létrehozasaval) nukleoszoma destabilizaciot okoz, amelynek
jelentds szerepe lehet a DNS hozzaférhetdségének epigenetikai szabalyozasdban. A >10 kb
tavolsagban létrehozott nick-ek altali relaxacié mar elégségesnek bizonyult a nukleoszomak
tobbségének destabilizacidjahoz, ami azt mutatja, hogy a bevitt nick-ek hatasa nem lokalis, a
relaxacio tovaterjed kromatin hurok méretii tavolsdgokra. A modszerrel végezhetd
megfigyelések potencialis biologiai jelentéségét mutatja a H2A.Z reader protein nukleoszéma
stabilitast befolyasolo funkciojanak kimutatasa is.

(C) Az aramlasi citometrias és pasztazd lézermikroszképos citometrias platformra
épulé epigenetikai teszt izolalt, mikrogyongyokon immobilizalt mononukleoszomak
epigenetikai modositas kombinacidinak analizisén alapul. Ez a mérési elv alkalmasnak
bizonyult nick-ekhez kozeli, iniciald ill. elongal6 RNS-polimeraz 11 molekulak ill. R-loop-ok
differencialis detektalaséara.

Altalanos konklizioként megallapithatd, hogy a citometrias analizisre épiild és a
molekuléris bioldgiai metodikdk eldnyds kombinacidi alapvetd genetikai és epigenetikai
kérdések megvalaszolasara, gyakorlati problémak megoldasara kindlnak Uj, még kevéssé

kiaknazott lehetdségeket.
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