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Roviditések jegyzéke

1. tablazat: Az alkalmazott roviditések jegyzéke.

Rovidités Jelentés
5FdUR 5-fluoro-2’-dezoxiuridin
AID aktivacio indukalt citozin-dezaminéaz
APOBEC apolipoprotein B mRNS-t editalé katalitikus polipeptid
ATAC-seq transzpozazhoz hozzaférhetd kromatin vizsgalata
szekvenaléssal
BA benzamidin
BER baziskivagasos javitdmechanizmus
CA kléramfenikol
CAPS N-ciklohexil-3-amino-propanszulfonsav
CAR karbenicillin
ChlP-seq kromatin immunprecipitacidhoz kapcsolt szekvenalas
DNS dezoxiribonukleinsav
dTTP dezoxi-timidin-trifoszfat
dUuTP dezoxi-uridin-trifoszfat
EDTA etilén-diamin-tetraecetsav
GEO Gene Expression Omnibus adatbazis
HEPES 2-(4-(2-hidroxietil) -1-piperazinil)-etanszulfonsav
hpf megtermékenyités utan eltelt orak (hours post fertilization)
HRP tormaperoxidaz
IP immunprecipitacio
IPTG izopropil-B-d-1-tiogalaktopiranozid
LB tapoldat Luria-Bertani tapoldat
MeDIP-seq Metilalt DNS immunprecipitacids szekvenalas
MMR hibaspar-javitas
MNaz mikrokokkalis nukleaz
MNase-seq mikrokokkalis nukledz emésztés mély szekvenalassal
NER nukleotidkivagé javitas




nikkel-nitrilo-triecetsav

Ni-NTA
NT nem kezelt (non-treated)
oD optikai denzités
ON ¢jszakan at tartd (overnight)
PBS izotonids foszfat puffer
PCR polimeraz lancreakcid
PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid
SDS natrium-dodecil-szulfat
SMUG1 egyszalu DNS-specifikus egyfunkcios U-DNS-glikozilaz
TBS TRIS-pufferolt soldat
TC tetraciklin
TRIS trisz-(hidroximetil)-amino-metan
TS timidilat-szintaz
Tween-20 polioxietilén(20)-szorbitan-laurat
U uracil
UDG uracil-DNS-glikozilaz
U-DNA-Seq U-DNS-immunprecipitacidhoz kapcsolt szekvenalas
U-DNS DNS-beli uracil
UNG uracil-DNS-N-glikozilaz

B-ME

[-merkaptoetanol




1. Bevezetés

Az uracil a ribonukleinsavat (RNS) felépitdé nukleotidok négyféle bazisanak egyike. A
dezoxiribonukleinsavban (DNS) uracil helyett timin bazisok képeznek specifikus part az
adeninekkel. Az uracil bazis megjelenhet a DNS-molekuléban is, azonban el6forduldsa erésen
korlatozott. A DNS-ben az uracilt a sejtek alapvetéen hibaként értelmezik, és baziskivagasos
mechanizmussal hatékonyan javitjak, melynek els6 enzimei az uracil-DNS-glikozilazok [1]. A
sejtek nukleotid-anyagcseréjének zavarasa, kiilondsen a timidilat-bioszintézis gatlasa régota
alkalmazott rakterapids stratégia. A timidilat-bioszintézis géatlasdval megnovekszik sejtbeli
dezoxi-uridin-trifoszfatnak (dUTP) a dezoxi-timidin-trifoszfathoz (dTTP) viszonyitott aranya,

amely nagymértékill timint helyettesitd uracilbeépiilést okoz, mely erdsen citosztatikus hatasu.

Ugyanakkor szamos kutatas alatdmasztja, hogy a DNS-beli uracilnak lehet biologiai szerepe,
akar epigenetikai tényezOnek is tekinthetd bizonyos helyzetekben. Példaul olyan kiilonb6z6
biologiai folyamatokban is szerepet jatszik, mint az immunitas [2] vagy a Drosophila
metamorfozisa soran zajlé programozott sejthalal [3]. Emellett a kutatocsoportunk (Genom
Metabolizmus ¢és Biostruct Kutatocsoport) legfrissebb eredményei szerint a zebrahal korai
embrionalis stadiumaiban szintén magas a dUTP/dTTP arany, és emelkedett a DNS-beli uracil
szintje is. Ennek funkcionalis jelentdségét alatamasztja, hogy amennyiben ezt dUTP-t bontd
enzim mikroinjektalasaval megzavarjuk, az komoly fejlddési zavarokat okoz. A csoport egy
sajat fejlesztésii uracil-DNS-immunprecipitacidhoz kapcsolt szekvenalassal (U-DNA-seq, [4])
meghatarozta a genomi uracilosodasi mintazatot is 2,5 oras zebrahal embridokban. Ennek
funkcionalis genomikai adatokkal valod dsszehasonlitdsa révén kozelebb keriilhetiink az uracil
egyedfejlodésben betoltott szerepének megértéséhez, hozzdjarulva annak bioldgiai

jelentéségének feltarasahoz.

A DNS-ben taldlhatd uracil vizsgalatdhoz elengedhetetlen az azt minél hatékonyabban
felismer6 szenzorok alkalmazasa. Laborunkban jelenleg is hasznalnak uracil-DNS-glikozilaz
alapu szenzorokat, azonban ezek érzékenysége és stabilitasa — kiilondsen a nehezen izolalhato,
komplex matrixbol kinyert és alacsony uraciltartalmi mintak esetében —nem mindig megfeleld.
gy ezeknek a tovabbfejlesztése fontos és sziikséges torekvés afelé, hogy olyan eszkozok
alljanak rendelkezésiinkre, amelyek alkalmasak a kicsi, a&m sok esetben igen fontos

kiilonbségek kimutatasara.


https://sciwheel.com/work/citation?ids=1082954&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=2005914&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=46771&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13026157&pre=&suf=&sa=0&dbf=0

2. Szakirodalmi attekintés
2.1. Uracil megjelenése a DNS-ben

A DNS-t felépitd nukleotidokban a négy kanonikus bazis (a purinvazas adenin és guanin,
valamint a pirimidinvazas citozin és timin) mellett eldfordulhatnak nem kanonikus bazisok is.
Ezek koziil az uracil az egyik leggyakoribb [5], amely a citozinhoz és a timinhez hasonl6an

pirimidinvazas, utobbitdl csak egy metilcsoportban kiilonbozik (1. abra).

Citozin
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1. dbra: A DNS-ben eldforduld kanonikus bazisok és az uracil szerkezeti képlete (forrds: BioRender). Az dbran a négy
kanonikus bazis 1athat6 a bazisparosodas szabalyainak megfeleléen. Az uracil a timint6l csak egy metilcsoportban kiilonbozik,
emiatt a timinhez hasonléan az adeninnel parosodik. A citozin oxidativ dezaminacidjaval (az aminocsoport narancssarga korrel
jelolve) uracil keletkezik.

Az uracil megjelenhet a DNS-ben a citozin dezaminacidja eredményeként, vagy beépiilhet a

szintézis soran a timin helyett [6].
2.1.1. Citozin-dezaminacio

A citozin dezamindcioja soran keletkezd uracil javitas nélkiil mutaciot eredményezhet. Ha a
kodold szalon torténik a dezamindcio, akkor az a kovetkezd replikéacio soran C > T mutaciot
okoz, ha a nem kodolo szalon keletkezik az uracil, akkor az a kodold szalon G > A atmenetként

jelenik meg [7].

A citozin dezaminacidja torténhet spontain modon, melyet a sejtekben levé viz [8], vagy
bizonyos vegyszerek, példaul a biszulfit [9] inicialhatnak. Emellett a folyamatot katalizalhatjak
enzimek, a DNS-citozin-dezaminazok is. Ilyen enzimek az AID/APOBEC csalad tagjai, melyek
koziil az APOBEC3 enzimek fontos szerepet jatszanak a velesziiletett immunitdsban. A

virusokfertdzésekre valaszul citokinek termelddnek, melyek hatdsdra az APOBEC3 enzimek


https://sciwheel.com/work/citation?ids=13478515&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9909428&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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indukalodnak, €és a virusok genetikai anyagdt megvaltoztatva vesznek részt a virus
replikacidjanak és terjedésének gatlasaban [10]. A csalad masik tagja, az AID, mutaciokat okoz
az antitesteket kodold gének varidbilis €s kapcsolo régidiban, igy a szomatikus hipermutacios

¢és osztalyvalté rekombinécids folyamatokon keresztiil jelentds szerepet jatszik az antitestek

crer

2.1.2. Timint helyettesito beépiilés

A citozin-dezaminacié mellett a masik lehetdség az uracil megjelenésére a DNS-ben a timin
helyetti beépiilés, ami az eldbbivel ellentétben nem vezet muticidhoz, azonban tobb
szempontbo6l is megzavarhatja a DNS-metabolizmust [11]. A legtobb polimeraz nem képes
kiilonbséget tenni a dezoxiuridin és a dezoxitimidin kozott, ezért a sejtek a cellularis
dUTP/dTTP arany alacsonyan tartasaval igyekeznek elkeriilni az uracil beépitését a DNS-be
[12]. Ezért els6sorban a timidilat-bioszintézis (2. abra) egyik kulcsenzime, a dUTPaz felelds,
amely katalizalja a dUTP bomlasat dezoxi-uridin-monofoszfatra (dUMP) és pirofoszfatra.
Eztaltal egyrészt szabalyozza a dUTP-szintet, masrészt pedig a keletkez6 dUMP prekurzura a
dezoxi-timidin-monofoszfat (dTMP) szintézisének, melyet a timidilat-szintaz katalizal [13]. A
dTMP-t tobb 1épésben kinazok alakitjak dTTP-vé.

DNS
|flﬂn‘lﬂ "I!’

PPN

Po:/ \'o!
dTTP

dUTP
tNDPK tNDPK
QUTPdz dUDP dTDP

t TK : TK
TS

dUMP— dTMP

7~

MTHF DHF

SHM?K THE ‘/EJHFR

2. abra: Timidilat-bioszintézis (az abrat Holub Eszter készitette). A nyilakon az adott folyamatot katalizal6 enzimek roviditései
talalhatok, a két kulcsenzim alahuzassal jeldlt. Pol: DNS-polimeraz, NDPK: nukleozid-difoszfat-kindz, TK: timidin-kinaz,
dUTPaz: dezoxiuridin-trifoszfataz, TS: timidilat-szintaz, DHFR: dihidrofolat-reduktdz, SHMT: szerin-hidroximetiltranszferaz.
A nyilak végén az enzimek altal katalizalt folyamatok kiindulasi és termék vegyiiletei lathatok. dUTP: dezoxiuridin-trifoszfat,
dUDP: dezoxiuridin-difoszfat, dUMP: dezoxiuridin-monofoszfat, dTMP: dezoxitimidin-monofoszfat, dTDP: dezoxitimidin-
difoszfat, dTTP: dezoxitimidin-trifoszfat, MTHF: 5,10-metiléntetrahidrofolat, DHF: dihidrofolat, THF: tetrahidrofolat.


https://sciwheel.com/work/citation?ids=5740575&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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Amennyiben a timidilat-bioszintézis enzimei nem mikodnek megfelelden a sejtbeli
dUTP/dTTP arany megnd, igy tobb uracil épiil be a DNS-be. Ennek hatdsdra megvaltozhat a
DNS-k&t6 fehérjék, pl. transzkripcios faktorok affinitasa a DNS-hez [11] [14], valamint az
uracilt eltavolitd hibajavité mechanizmusok tulhajtott miikddése sejtciklus-feltartdztatast vagy
sejthalalt eredményezhet [15]. Emiatt a timidilat-bioszintézis enzimeit gatldo gyogyszereket
régota alkalmazzak rakterapidra, hiszen a sejtosztodashoz sziikséges DNS-szintézis soran fejtik
ki hatasukat. A rakos sejtek intenziven és folyamatosan osztodnak, ezért kiilondsen érzékenyek

az ilyen jellegii gatlasra [16].
2.2. A DNS-beli uracil javitasa

A DNS-beli uracil javitasa elsdsorban baziskivagasos javitomechanizmussal (base excision
repair, BER) torténik (3. abra) [1]. A folyamatot az uracil-DNS-glikozilazok (UDG) inditjak el,
amelyek az uracil és a dezoxirib6z kozotti N-glikozidos kotést hasitjak el, igy abazisos helyet
(AP-hely) eredményezve a DNS-szalon [17]. Ezt kévetden az AP-endonukledaz hasitja a
DNS-t az AP-hely 5’-végénél, majd a DNS-polimerdz Ujraszintetizdlja a hidnyz6 szakaszt,
végiil pedig a ligaz ismét 6sszekoti a DNS-szalat. A ligalasi 1épés el6tt a tullogdo DNS-szakaszt
egy nukleaz tavolitja el [18]. A BER kétféle utvonalon haladhat: rovid Gitvonal (short path, SP)
¢és hosszi utvonal (long patch, LP) [17] [18]. A rovid utvonalban a B-polimeraz egyetlen
nukleotidot épit be, a hosszu utvonal §sszetettebb, és tobb fehérje egylittmitkddésével egy 2-10

oligonukleotid hosszu szakasz szintetizalodik [19].

A BER mellett a citozinbdl keletkezett uracil eltavolitasa elvileg lehetséges hibasparjavitd-
mechanizmussal (mismatch repair, MMR) is [20]. Ebben az utvonalban a nem kanonikus
bazisparokat ismeri fel egy MutS homolog enzim, amely a MutL. homolog kdzremiikodésével
meginditja a hibas nukleotid cseréjét egy kivagd javitasi mechanizmus segitségével [21]. Az
MMR soran a ,hibds nukleotid” cseréje hosszabb DNS-szakaszok lebontdsaval ¢és
ujraszintézisével jar, amire jellemzéen a sejtciklus S-fazisaban, a DNS-szintézishez

kapcsolodoan van lehetOség a nagy processzivitasi DNS-polimerazok jelenlétében [22].
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3. abra: A baziskivagasos javitomechanizmus sematikus abrgja (a BioRender modositott abraja). A hibas bazist a glikozilaz
eltavolitja abazisos helyet eredményezve. Az abazisos helyen az AP-endonukledz hasitja a DNS gerincét, majd a DNS-
polimeraz ujraszintetizalja a hidnyzo szakaszt. Egy nukleaz eltavolitja a tallogé DNS-szakaszt, majd a ligdz &sszekdti a DNS-
szalat. A rovid utvonalon csak egy, a hosszi titvonalon t6bb nukleotid is beépiil.

2.2.1.  Uracil-DNS-glikozilazok mint szenzorok

Amint ezt a csoportunkban felismerték, az uracil-DNS-glikozildzok természetes vagy
modositott valtozatai szenzorként is alkalmazhatok az uracil detektalasaira a DNS-ben. A
szenzorként hasznalt UDG fehérjék képesek nagy specificitdssal megkotni az uracilos DNS-t,
lehetové téve a DNS-beli uracil vizsgalatat tobbféle kisérleti elrendezésben is: globalis
mennyiségi meghatarozas — csepp blot, in situ lokalizaci6 — immuncitokémia, genomi
mintazatok — DNS-immunprecipitaciohoz kapcsolt szekvenalas. Az ilyen szenzorok fontos

eszkozok az uracil jelenlétének, keletkezésének €s bioldgiai szerepének kutatasaban.

Az egyik ilyen szenzorként alkalmazott fehérje a Mycobacterium smegmatis-bol szarmazo
UdgX, amely denaturald koriilmények kozott is kotddik az uracilt tartalmazd DNS-hez [23].
Az UdgX specifikusan felismeri az uracilt, kivagja azt, majd a H109 hisztidinen keresztiil

kovalensen kotddik az abazisos helyhez, mikdzben az uracil az aktiv hely zsebében marad [24].
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A kutatasok azt mutatjak, hogy az UdgX eldnyben részesiti az egyszali DNS-ben taldlhato
uracilt a kettds szala DNS-hez képest, és az egyszalu, uraciltartalmt oligomereket képes 1:1
aranyban kvantitativan kovalens komplexben kotni. Az imidazol viszont inhibeédlhatja a
fehérjét: 250 mM imidazolt tartalmazo kezelés mar jelentds aktivitascsokkenést eredményez.
Az UdgX képes lokalizacios szignal nélkiil bejutni a sejtmagba, igy akar in vivo uraciljel6ld

reagensként is alkalmazhato [6].

Az UNG (uracil-N-glikozilaz) enzimek jol konzervalt uracil-DNS-glikozilazok, amelyeket
szamos organizmusban azonositottak, beleértve példaul az embert és az Escherichia coli-t is
[25]. Az UNG a BER egyik inicialo DNS-glikozilazaként specifikusan felismeri a DNS-beli
létrehozhato olyan katalitikusan inaktiv fehérje, amely felismeri az uracil-DNS-t, de nem képes
kivagni. Az emberben ismert UDG-k koziil az egyik legfontosabb az UNG magi izoforméja
(UNG2), melynek a D154N és H277N pontmutacioi [26] ilyen katalitikusan inaktiv fehérjét
eredményeznek, amit sikeren alkalmaztak az uracil csepp blot alapu in vitro, valamint
immuncitokémiai megkdzelitésti in situ vizsgalatara is. A pontmutaciokon kiviil ezekben a
kisérletekben hasznalt AUNG szenzorban az eredeti fehérje N’-terminalisatol szamitott elsé 84
aminosavbol allo peptidszakaszt eltavolitottak, csokkentve ezaltal mas fehérjékkel, tobbek

kozott a replikacios fehérjékkel valo kolesonhatast [27].
2.3. Kromatinszervezddés és szabalyozo elemek

Az eukariotak sejtmagjaban talalhaté DNS-t és fehérjéket tartalmazo struktura a kromatin,
amely segit a genetikai informaci6 rendezésében ¢és szabalyozasaban. A kromatin
nukleoszomak tombjébdl all, amelyet koriilbeliil 146 bazispar kettds szalit DNS alkot
hisztonfehérjék oktamerjeire tekeredve [28]. A kromatin tobb kiilonboz6 allapotban 1étezhet,
amelyeket kiilonb6zd epigenetikai modositdsok kombinacidi hatdroznak meg. A kromatin
epigenetikai allapota szamos mechanizmussal szabalyozhat6, beleértve a DNS és a
hisztonfehérjék kémiai modositdsdt. Az eukromatinban a géndtirds aktiv, mig a
heterokromatinban — a nehezen hozzaférhet6 szerkezete miatt — génexpresszid tipikusan nem
zajlik. A fakultativ heterokromatinban az eukromatikus €s heterokromatikus allapot kozotti
atmenet lehetséges, melyet a kromatin szervezddésében szerepet jatszo hisztonfehérjék aktualis

modositasai és a nukleoszomak atrendezddése szabalyoz (4. abra) [29][30].
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4. abra: Az abra a kromatin szervezO0dését és a hozza kapcsolddo epigenetikai modositasokat mutatja be, amelyek befolyasoljak
a génexpresszio szabdlyozasat. Két fo6 kromatin allapot lathatd: zart kromatin és nyitott kromatin. A zart kromatin stirti
szerkezetli, ahol a H3K27me3, H3K9me3 és promoéterekben talalhaté metilalt CpG-szigetek gatoljak a génexpressziot. A
nyitott kromatin lazabb, a H3K4me3 és a hiszton-acetilacio a génaktivitast segitik el6 [31].

2.3.1. Hisztonmoddositas

A maghisztonok (H2A, H2B, H3 és H4) kézponti globularis doménje a tobbi hisztonnal valo
kolcsonhatasban és a DNS nukleoszoma koré tekerésében vesz részt, a rendezetlen N’-
terminalis farokdomén pedig poszttranszlacios modositasokra alkalmas aminosavakat, példaul
lizint, arginint és szerint tartalmaz nagy mennyiségben. Ezeknek az aminosavaknak a specifikus
pozicidjaban végbemend moddositdsok a sejtek szdmara fontos jelként szolgalnak, mivel

befolyasoljak a kromatin szerkezetét és az adott régid transzkripcids aktivitasat.

Az egyik tipust hisztonmddositas az acetilacio, amit szamos sejttipusban dsszefiiggésbe hoztak
a transzkripciondlisan aktiv kromatinnal. Az acetilaci6 a farokdomén specifikus pozicioban
talalhato lizinjein mehet végbe. Semlegesiti a lizin pozitiv toltését, ami hozzajarulhat a

transzkripcids aktivalashoz a kromatin szerkezetének relaxacidja révén.

A hisztonok az acetilacion tal méddosithatok szamos mas modon is, példaul a lizin és arginin
metilacidjaval vagy a szerin foszforilaciojaval is, amelyek szintén a farokdomének specifikus
aminosavain mennek végbe, és 0sszefliggésben allnak a transzkripcids aktivitas valtozasaival.

Amellett, hogy ezek a modositasok befolyasoljak a kromatinszerkezet lazasagat, kotdhelyet is
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jelenthetnek bizonyos transzkripcidt timogatod vagy éppen represszald fehérjéknek. Példaul a
H3 hiszton egyes aminosavainak metildlasa (pl. H3K4me3 = H3 4. lizinjének trimetiléalt
forméja, H3R17me), acetilacidja (pl. H3K9ac, H3K14ac, H3K27ac) ¢és foszforilacidja (pl.
H3S10p) mind hozzdjarulnak a transzkripcids aktivaciohoz. Ugyanakkor a H3K9me3 és
H3K27me3 modositasok represszioval és kromatinkondenzacioval tarsulnak. A promoterek és
enhanszer régiok kornyékén megtalalhatd hisztonmodositasok kiilonboznek. Példaul a
promoterekre a H3K4me3, mig az enhanszerekre a monometilalt forma (H3K4mel) jellemzd
[30].

2.3.2.  DNS-metilacid

Nemcsak a hisztonok, hanem a DNS is metilalhatd, és ennek szintén szerepe van a
kromatinstruktara €s a transzkripcio szabalyozasaban, valamint részt vesz a rekombinécioban,
a replikacioban, a transzpozonok szabalyozasdban, az imprinting létrehozasaban és az X-
kromoszéma inaktivacidjaban is. Eukariota DNS-ben a leggyakoribb metilalt bazismodosulat
az 5-metilcitozin. Emellett ritkabban eléfordul a 6-metiladenin is, amit eredetileg csak
prokatiotakra jellemzd modositasnak gondoltak. A citozin metilaltsaga leginkdbb a CpG-
dinukleotidokra jellemzd. A CpG-dinukleotidok globalisan viszonylag ritkék, a gének promoter
és regulator régidiban taldlhatdé CpG-szigeteken kiviil leginkabb az intronokban vagy
intergenikus régiokban, gyakran repetitiv szakaszokban, transzpozonokban talalhatok [32]. A
fiatal sejtek genomjaban taldlhato CpG-k tobbsége citozin-metilacioval rendelkezik. A
promoterekben levé CpG-k metilacioja transzkripcids represszidhoz vezet, ennek megfeleléen
erdsen expresszalodo gének promoterei nem tartalmaznak DNS-metilaciot. A fejlédés soran a
DNS-metilacionak fontos szerepe van bizonyos gének csendesitésében, amelyek kifejezddésére
mar nincs sziikség [33]. Emellett a DNS mutacios ratajanak megvaltoztatasa révén evollicios
jelentéséggel is bir. Az 5-metilcitozin konnyebben dezamindlodik, mint a normal citozin.
Réaadasul a metilalt citozinb6l nem uracil, hanem timin keletkezik, aminek a pontos kijavitasa
kevésbé valoszinli. Emiatt a csiravonalban erdsen metilalt szekvencidk CpG-hidnyossa valnak,

mikozben a TpG-k és CpA-k szama novekszik [34].
2.4. DNS-szekvenalasi technikak az epigenom vizsgalatara

Az epigenom vizsgalatara tobbféle modszer létezik, melyek specifikussdga eltéré. A
legspecifikusabb eljarasok egy adott hiszton- vagy DNS-modositas, valamint transzkripcios
faktor elhelyezkedését és gyakorisagat térképezik fel antitestalapi modszerekkel. Egyes

esetekben hasznosabb egy atfogobb képet kapni a génszabalyozasi kornyezetrdl, kiillondsen ha
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egy megfigyelt jelenség mogott allo epigenetikai valtozasok pontos jellege ismeretlen.
Napjainkban mar szdmos alternativ modszer all rendelkezésre, amelyek a génszabalyozasi
kornyezet szélesebb vizsgalatat teszik lehetové [29]. Ezeknek a lényeges eclemei az uj
generacids szekvendldsi (NGS) technikdk. Az NGS modszerek megjelenése jelentdsen
felgyorsitotta a genomikai kutatdsokat, mivel lehetdvé teszik a gyors és koltséghatékony
szekvenalast, akar parhuzamosan tobb milli6 DNS-fragmens esetében is, ami nagyban eldsegiti
a genetikai variaciok, mutaciok és betegségek molekularis alapjainak azonositasat. Az NGS
kiilonb6z6 alkalmazasai lehetdvé teszik a genomszintli profilozast, ami a hagyomanyos
technikdkkal nehezen kivitelezhetd lenne. gy epigenetikai elemzésekre is kivaloan
alkalmazhatok, példaul a DNS-metilacios mintdzatok és a kromatin atalakuldsok vizsgalatara,
amelyek kulcsfontossaguak a génexpresszié szabalyozasaban. A leglijabb valos ideju és
egymolekulds NGS mddszerek elviekben alkalmasak lehetnek a kiilonb6z6 bazismodosulatok
kozvetlen detektalasara is, de ezek az eljarasok még kidolgozas alatt vannak. Ugyanakkor a
sokkal olcsobb és elterjedtebb rovid olvasatos technologidkra alapuld eljarasok széles
valasztéka rendelkezésre all, amelyekbdl a tovabbiakban csak a munkdm soran el6fordulokat

fogom bemutatni.
2.4.1. Genom-hozzéaférhetdség térképezésére hasznalt technikak

A kromatinon beliili szabalyoz6 elemek elsdsorban a genom hozzaférhetd régidiban talalhatok.
A nyitott kromatin kimutatasa segithet a DNS-sel kdlcsonhatasba 1ép6 fehérjék kdtohelyeinek

azonositasaban is [35].

A nukleoszomak elhelyezkedése a DNS mentén alapvetden befolyasolja a génexpressziot. A
nukleoszomak ellenélldak a mikrokokkalis nukledzzal (MN4az) végzett emésztéssel szemben.
Ezt haszndlja ki az MNase-seq technika, mely sordn MNdz enzimes kezelést kovetéen a
megmaradt DNS-t izolaljak és szekvenaljak (5. abra, c). Mivel a legtobb modellszervezet
genomi szekvencidja mar ismert, igy a nukleoszomak helyzetének meghatarozasadhoz elegendd
a nukleoszomalis DNS-fragmens két végének rovid szekvenalasa, amire a rovid olvasatos,

paros végii NGS technikak (Illumina paired-end sequencing) kivaldéan alkalmasak [36] .

Szintén a kromatin atfogd profilozasara alkalmas modszer a transzpozaz-érzékeny kromatin
szekvenalas (Assay for Transposase-Accessible Chromatin using sequencing, ATAC-seq),
mely az MNase-seq altal készitett genomszintli szabalyozasi térképekhez nagyon hasonlo
végeredményt szolgdltat, azonban gyorsabb ¢€s egyszerlibb vizsgalatot tesz lehetévé, és
kevesebb kiindulasi mintat igényel [29]. Az eljaras soran egy modositott, hiperaktiv Tn5

transzpozazt haszndlnak, ami a megnovekedett hozzaférhetdségli régiokban egyidejiileg vagja
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el a DNS-t és kapcsolja hozza a szekvenalashoz sziikséges adaptereket (5. abra, d). Az
adaptertdl adapterig PCR-ezett fragmenseket paros-végl rovid olvasatos szekvenalasnak vetik
ala. gy a szekvenalasi olvasatok alapjan azonosithatok a kromatin hozzaférhetd régioi és a

fragmenshosszak periodicitasa alapjan térképezhetdk a nukleoszomak pozicioi [37].
2.4.2. Antitestalapu technikak

A hisztonfehérjék és mas DNS-kotd fehérjék aktualis genomidlis elhelyezkedése nem
hatarozhatdé meg csupan a DNS-szekvencia és/vagy a hozzaférhetdség alapjan, ezért egyedi

fehérjekotddés-profilozasi technologiakat alkalmaznak [35].

A kromatin immunprecipitaciohoz kapcsolt szekvenalas (ChIP-seq) segitségével DNS-hez
kotédd feheérjek kotdhelyeit lehet azonositani. A moddszer lényege, hogy a DNS-fehérje
komplexeket keresztkotés segitségével stabilizaljak, majd fragmentaljak a kromatint. A kivant
fehérjére specifikus antitest hozzadadasaval immunprecipitacié segitségével feldusitjak a fehérje
altal kotott fragmenseket. Ezutan szétvalasztjak a fehérjéket a DNS-fragmensektdl, és a

tisztitott DNS-szakaszokat szekvenaljak NGS technikakkal (5. abra, a) [38].

A DNS metilacidés mintazatdnak a feltérképezésére alkalmas modszer a metilalt DNS
immunprecipitaciojan alapuld szekvenalds (MeDIP-seq). Az eljaras soran a metilalt citozinra
specifikus antitestet hasznalnak, és a ChIP-seq-hez hasonléan immunprecipitacio segitségével
dusitjak fel a metilalt DNS-szakaszokat [39]. A kiilonbség pusztan annyi, hogy nem kromatint,
hanem DNS-t izolalnak — mivel nem fehérje-DNS kolcsonhatast vizsgal, keresztkotésre sincs

sziikség.

A CUT&RUN szekvenalas nativ fehérje-DNS kolcsonhatasok magas felbontasu
feltérképezésére alkalmazhato. Az eljards soran a ChIP-seg-hez hasonloan specifikus antitesttel
ismerik fel a vizsgalando fehérjét, azonban nem sziikséges keresztkotés és szonikalas. Ehelyett
egy rekombinans protein A-MNaz fuziot hasznélnak. A protein A (pA) hozzakot az antitesttel
jelolt fehérjéhez, és az MN4z megemészti a DNS-t a fehérje kozvetlen kdrnyezetében. Az igy
kihasitott DNS-fragmentumokat extrakcié utan szekvenaljak (5. abra, b). A CUT&RUN
technika eloénye, hogy a hattérjel gyakran alacsonyabb, mint a ChIP-seq eljaras soran, mivel a
pPA-MNaz kromatinhoz valdo nem specifikus kotddése megfeleldé mosas utdn viszonylag
alacsony. Emiatt kisebb leolvasasi lefedettséget igényel, és kevesebb kiindulasi sejtbol is

elvégezheto [40].
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a) ChIP-seq b) CUT&RUN c) MNase-seq d) ATAC-seq
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5. abra: DNS-szekvenalasi technikak ([35] modositott abraja). a) Kromatin immunprecipitaciohoz kapcsolt szekvenalas (ChIP-
seq), b) Antitesttel kijelolt célfehérjék melletti nukledzos emésztéssel kapcsolt szekvendlas (CUT&RUN), ¢) Mikrokokkalis
nukleaz emésztéssel kapcsolt szekvenalas (MNaz-seq), d) transzpozaz-érzékeny kromatin szekvenalas (ATAC-seq).

2.4.3. Uracilosodasi mintdzat meghatarozasa

A kutatocsoportunk altal fejlesztett U-DNS-immunprecipitaciohoz kapcsolt szekvenalassal
(U-DNA-Seq) meghatarozhaté a genomi uracilosodasi mintazat. A modszer 1ényege, hogy a
tisztitott és szonikaldssal fragmentalt DNS-mintahoz katalitikusan inaktiv AUNG szenzort (1d.
2.2.1. fejezet) adnak, amely a DNS-beli uracilt felismeri és hozzakot. A szenzorra specifikus
antitest-gyongy komplex hozzaadasaval immunprecipitacio segitségével dusitjak az

uraciltartalmi DNS-fragmenseket, majd ezeket szekvenaljak NGS technikaval (6. abra) [4].
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6. abra: Az U-DNA-seq technoldgia 1épései [4]. Az uracil-DNS felismerésére szolgalé AUNG szenzort a vildgoskék alakzat
jeloli. Az antitest-gyongy komplex sziirkével jelolt.
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2.5. A zebrahal mint modellorganizmus

A zebrahal (Danio rerio) egy édesvizi hal, mely népszeri modellszervezet a gerincesek
génfunkcidinak tanulmanyozasaban. El6nyds tulajdonsaga, hogy fenntartasa koltséghatékony,
magas megtermékenyitési arannyal rendelkezik, és kiilsé megtermékenyitéssel szaporodik, ami
egyszeriivé teszi az in vitro megtermékenyitést is, emellett viszonylag rovid a generacios ideje.
A zebrahal embriok ellenalloak, és képesek tulélni kiilonboz6 eljarasokat kozvetleniil a
megtermékenyités utan, példaul a genetikai manipulaciot vagy mikroinjektalast. Az embriok
attetszdsége lehetdséget nyujt a belsd strukturak fejlédésének vizsgalatara, valamint a jelolt
részecskek (sejtek, fehérjék, nanorészecskek stb.) mozgasanak €s biodisztribiicivjanak nyomon

kovetésére valos idében [41].
2.5.1. A zebrahal genom

Az emberi genetikai betegségek hatékony modellezéséhez elengedhetetlen a zebrahal gének és
génstrukturak megismerése, azok az emberitdl vald eltérésének azonositisa. A human
referenciagenommal val6 Gsszehasonlitas azt mutatja, hogy az emberi gének koriilbeliil 70%-
anak, és a betegségekkel 0sszefliggd gének 82%-anak van zebrahalban megtalalhato ortologja.
A zebrahal genomjaban kiemelked6en magas az ismétl6do szekvenciak aranya (kb. 50%) [42].
A szatellitdk ismétlddé szekvenciaszakaszok, amelyek a legtobb eukaridta kromoszoma
heterokromatikus régidiban taldlhatok, és hozzajarulnak a kromoszoémaék fontos strukturaihoz,
a heterokromatin kialakulasahoz és a genom stabilitasahoz [43]. A zebrahalban a szatellita
régiok a jelentds részét a MOSAT tipusu teszi ki, ami egyenletesen oszlik el az Osszes
klaszterben taldlhat6 meg kromoszémanként, és a legkiterjedtebb klaszter a feltételezett

centromerikus pozicié kozelében helyezkedik el [42].
2.5.2. A zebrahal korai embrionalis fejlodése

A zebrahal embrionalis fejlddésének fobb fazisait az 7. dbra szemlélteti. Az elsé sejtosztodas a
megtermékenyitést kdvetden 45 perccel torténik, ezutdn az osztodasok szinkronban zajlanak 15
percenként az els6 3 oraban. Az elsd hasadas elott eltelt viszonylag hosszu id6 kisérleti
szempontbdl igen elényos, mivel lehetdséget teremt a kiilonféle genetikai manipulacidkra ¢€s
kezelésekre. A megtermékenyitést kovetden 2,25 draval kezdddik a blastula peridodus, ebben a
fazisban 3 6ra utdn megkezdddnek az aszinkron sejtosztodasok és a zigotikus génaktivacid
(ZGA) 1is kezdetét veszi. Ezt a szakaszt anyai-zigotikus atmenetnek (Maternal to Zygotic

Transition, MZT) is nevezik. A ZGA el6tt az embrid az anyatol szarmazo fehérjék és mRNS-
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ek segitségével muiikodteti életfolyamatait. Az MZT soran az zigotikus gének transzkripcidja

fokozodik, az embrionalis pluripotens sejtek elindulnak a differencialodas felé [44].
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7. abra: A zebrahal embrionalis fejlodése (forras: BioRender). A kiilsé korben a zebrahal fobb egyedfejlodési stadiumainak
sematikus abrai lathatok. Ezek nagyobb szakaszokra oszthatok, amiknek az elnevezéseit a koron kiviil olvashatod feliratok
jelolik. A kor belsejében a megtermékenyités utan eltelt id6 szerepel az egyes stadiumokhoz rendelve. A zigotikus génaktivacio
(ZGA) idészaka barack szinnel jeldlve lathato.

A kutatdcsoportunkban mért korabbi (jelenleg publikélas alatt 1évd) eredmények alapjan a
zebrahal embrionalis fejlodésének legelsd szakaszan magas dUTP- és genomi uracilszint
mérhetd, ami a ZGA-t kovetden jelentdsen lecsokken (8. abra). Azt is megfigyelték, hogy
amennyiben dUTP-t bont6 enzimet (aktiv dUTPazt) mikroinjektalnak az embriokba, a fejlédés
soran komoly rendellenességek 1épnek fel. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a kezdeti magas
uracilszintnek, valalamint az uracil késébbi processzalodasanak jelentds szerepe lehet az

embriondlis fejléddésben.
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8. abra: A dUTP és genomi uracilszint korai zebrahal embrioban (az abrat Dr. Varga Maté készitette). A: A dNTP-készlet
mennyiségi meghatarozasa kiilonb6z6 stadiumi embriokbol. Az 5 féle NTP (szinkod bal oldalon) mennyiségét 100-100
embriobol hataroztdk meg a csoportban fejlesztett modszerrel [45]. A hibazaszlok a 3 biologiai parhuzamos mérés
eredményének standard szorasat jelolik. Az embrionalis stadiumok sémai a megfelelé diagramok mellett, a kapcsolddo
életkorral (B panel fiiggéleges tengelye) Osszekotve jelennek meg. B: A relativ ANTP szintek alakuldsa a korai embrionalis
fejlédés soran. A teljes dNTP mennyiségre vonatkoztatott relativ értékek a megtermékenyités utan eltelt id6 (hpf)
fliggvényében. C: A genomi uracil tartalom valtozasa. A box diagramon az median és a kvartilisek szerepelnek, a B panel
skalajahoz illesztve.
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3. Célkitlizés

Kutatdsom alapvetd célja kozelebb keriilni a zebrahal embridkban megfigyelt megemelkedett
dUTP- és genomi uracilszint egyedfejlodésbeli jelentéségének megértéséhez. Ehhez els6
megkozelitésben bioinformatikai elemzéseket terveztem végezni, Osszehasonlitva az
adatbazisokbdl legyiijtott funkciondlis genomikai adatokat a kutatocsoport altal meghatarozott
genomi uracilosodasi mintazattal. A kutatdsom masodik felében a kutatdcsoportunkban
uracilszint mérésére hasznalt szenzorokat kivantam tovabb fejleszteni. Ennek célja két olyan
fehérjeszenzor létrehozasa molekularis klonozassal, amelyben a fehérje — korabbi tapasztalatok
alapjan stabil — N’-terminalisa komibalhato egy C’-terminalisra tervezett AviTaggel, ami az
enzimatikus biotinilalast lehetévé teszi, igy a specifikus €s erds biotin-avidin kdlcsonhatést

kihasznalva javithatjuk az eddig is sokoldaltian alkalmazott szenzorok felhasznalhatosagat.
A specifikus céljaim a kovetkezdk voltak:

1. Az embriondlis genom uracilban disult régioi és kiilonbozd szatellita régiok
atfedésének mennyiségi jellemzése.

2. A funkciondlis genomikai jellemzdkkel valo Osszehasonlitdshoz relevans adatok
legylijtése és rendszerezése: 0-8 hpf (fertilizacio utan eltelt 6rak) stadiumokra
vonatkoz6 ~ genom-hozzaférhetdségi, illetve  DNS-koté — fehérjék  és
hisztonmddositdsok genomi eloszldsat leird szekvenaldsi adatokbdl késziilt genomi
profilok (bigwig f4jlok) és régiok (bed fajlok).

3. A 2,5 6ras zebrahal embridkban mért uracilosodasi mintazat és szintén 2,5 hpf koriili
stadiumra vonatkozé genomi profilok genomszegmentacids elemzése.

4. Az uracilosodasi mintazattal atfedé kromatin jellemzok keresése az embrionalis
fejlodés szélesebb tartomanyaban (0-8 hpf).

5. A csoportban jelenleg hasznalt uracilfelismerd szenzorok (His-3XFLAG-AUNG és
a His-1xFLAG-UdgX) C’-terminalisanak bévitése AviTaggel.

6. Az AviTaggel ellatott konstruktok termelésének és tisztitdsanak finomitasa.

7. Az eldallitott szenzorfehérjék kotddésének jellemzése TBE-PAGE-n ¢és

alkalmazhatosaganak tesztelése csepp bloton.
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4. Anyagok és modszerek
4.1. A funkciondlis genomikai adatok bioinformatikai elemzése

Az altalam legy(ijtott funkciondlis genomikai adatok bioinformatikai elemzését

témavezetdmmel, Dr. Békési Angélaval k6zosen végeztem.
4.1.1. A zebrahal genomi uracilosodéasi mintazatanak meghatarozasa

A zebrahal uracilosodasi mintdzatdt a kutatocsoportom munkatdrsai korabban 2,5 o6rés
embridkban immunprecipitaciéval kapcsolt szekvenalassal (U-DNA-seq [4]) meghataroztak. A
mintdzatokat az egyértelmiien illesztett olvasatokkal kapott lefedettségek alapjan, az
immunprecipitacioval kapott duasitott (IP) és az input lefedettségek hanyadosanak kettes alapu
logaritmusaval jellemezték. Az uracilban dusult régiokat harom kiiszobérték (log2(IP/input)
értekek > 0,25 /megengedd/; 0,5 /kdzepes/; 1 /szigort)/) alkalmazéasaval a log, gorbék alapjan

hataroztdk meg.
4.1.2. Adatbazisbol szarmazo fajlok és feldolgozasuk

Munkam sordn a Gene Expression Omnibus (GEO) adatbazisbdl gyiijtéttem funkcionalis
genomikai adatokat (1d. Fliggelék 16. tablazat). Ezek olyan szekvenalasi eredmények, amelyek
a DNS hozzaférhet6ségét (ATAC-seq, MNase-seq), metilaltsagat (MeDIP-seq), valamint a
DNS-hez kotddo fehérjék eléfordulasat (ChIP-seq, CUT&RUN) jellemzik. Mivel a U-DNA-
Seq technikaval kapott uracilosodasi mintdzatunk 2,5 6ras embriokbol szarmazik, ezért az
adatgytijtés soran ehhez viszonylag kozeli fejlédési szakaszokra fokuszaltam. A letoltott fajlok
a megtermékenyitést6l szamitva maximum 8 oras embriokra vonatkoznak (0-8 hpf), valamint
spermiumbdl ¢és oocitdbdl kapott adatokat is hasznaltam. Alapvetden kétféle fajltipust
gyljtottem: intervallumokat definidlé ,bed” fijlokat, valamint genomi szintli gorbéket,
melyeket lefedettségi adatokbol szarmaztattak (bigwig fajlok). A gyljtott adatokat az

Osszehasonlito elemzés eldtt formai €s mindségi szempontbol szlirtem.
4.1.2.1. Integrative Genomics Viewer

A f3jlok vizualis megjelenitéséhez az Integrative Genomics Viewer (IGV) programot
hasznaltuk [46]. Ezzel a programmal az intervallumfajlok és a folyamatos lefedettségi gorbék

egyarant szemléltethetok.
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4.1.2.2. Linux parancsok ¢és awk

Az analizist Linux operacioés rendszerli szamitogépen végeztiik, felhasznalva a Linux
parancsokat. Ezek koziil az alabbiakban a szamunkra legfontosabbakat mutatom be egy-egy

példéan keresztiil.

wc: Megszamolja egy f4jl vagy standard bemenet (példdul egy parancs kimenete)

sorainak (-1), szavainak (-w) vagy karaktereinek (-m) szamat.
wc -1 NAME.bdg =2 Megszamolja a NAME.bdg fajl sorait.

sort: Szoveges dokumentumok rendezésére szolgal. Alapértelmezés szerint betlirendbe

vagy numerikus sorrendbe rendezi a szoveges adatokat, de szdmos mas opcidval modosithato.

sort -k1,1 -k2,2 => Elészor az elsé oszlop szerint rendezi sorrendbe az adatokat, majd a

masodik oszlopot is figyelembe veszi.

grep: Szoveges fajlokban vagy bemenetekben kereshetiink vele megadott elemeket.
Szamos kapcsoloval mddosithato, igy akar bizonyos részek eltavolitasara vagy beillesztésére is

alkalmas.

grep -vw "track" NAMEl.bed > NAME2.bed > A NAMEI.bed f4jlbol kisziiri azokat

a sorokat, amelyek 0nall6 szoként nem tartalmazzak a "track" kifejezést, majd ezeket egy 1ij

fajlba, a NAME2.bed-be irja.

Is: Kilistazza a konyvtarak tartalmat. Szdmos opcidoval moédosithaté a fajlok és
konyvtarak megjelenitése, példaul rejtett fajlok listazasa, részletes informaciok, méret vagy ido

szerinti rendezés.

ls LIBRARY/*bigwig > list of bigwigs.txt => LIBRARY koényvtarban talalhatd
bigwig kiterjesztésii fajlok nevét kilistdzza, majd beleirja a list_of bigwigs.txt. nevil 0j fajlba.
cat: Kapcsold nélkiil megjeleniti a megadott fajl tartalmat. A megfeleld beallitdsokkal

alkalmazhato fajlok mésolasara és dsszeflizésére is.

cat NAME2.bed >> NAME1.bed > A NAMEI.bed eddigi tartalma utan irja a NAME2.bed

tartalmat.

Az awk egy Linux parancs és programozasi nyelv, amely lehetdséget biztosit az adatok
feldolgozasara, kezelésére, valamint formazott kimenetek eldallitdsara. Az eszkdzzel szamos

szovegfeldolgozasi mivelet elvégezhetd, €és megkonnyiti az Osszetett adatkijeldlések
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végrehajtasat. Az elemzések soran tobb alkalommal is hasznaltuk ezt a parancsot, erre egy példa

az alapvetd kromoszomakra valo szilirés.

awk '($1=="chrl") || ($1=="chr2") || ($1=="chr3") || ($l=="chrd") ||
($1=="chr5") || ($1=="chre") || ($1=="chr7") || ($1=="chr8") ||
($1=="chr9") || ($1=="chrlO") || ($1l=="chrll") || ($l=="chrl2") ||
($1=="chr13") || ($1=="chrld") || ($1l=="chrl5") || ($l=="chrlé") ||
($1=="chrl7") || ($1=="chrl8") || ($1=="chrl9") || ($1=="chr20") ||
($1=="chr21") || ($1=="chr22") || ($1=="chr23") || ($1=="chr24") ||
($1=="chr25") {print $0}' NAME.bdg > NAME.filtered.bdg

4.1.3. Genomszegmentacios analizis

A Segway genomszegmentacios feliigyelet nélkiili tanuldalgoritmus a folyamatos lefedettségi
gorbék 0sszehasonlitd elemzésére szolgal. A mddszer 1ényege, hogy a program a genomot kis
ablakokra osztja, ¢s a betaplalt gorbéket ezekben tanulja. Majd ezeket hasonldsag alapjan
megadott szdmu szegmenscsoportba osztja és felcimkézi. Az azonos cimkével ellatott régiok
tehat bizonyos tulajdonsagokkal rendelkeznek a megfigyelt adatokban. A szegmentalasi feladat
magaban foglalja a szegmenshatarok megtaldlasat, mikozben egyidejlileg cimkéket rendel a

szegmensekhez [47].

A Segway nagy szamitasi kapacitast igényel, ezért lesziikitettik a fajlokat 0-4,5 hpf
embriokbodl, valamint oocitabol €és spermiumbdl szarmazéd adatokra. Bemenetként minden
esetben az IP/input lefedettségi arany gorbéket hasznaltuk BedGraph (bdg) formatumban. A
bdg tulajdonképpen nagyon hasonl6 a wig fajlhoz, ugyanigy egymast kdvetd, rovid genomi

szakaszokhoz rendel értékeket és tomoritetlen szoveges fajlformatum.
A fajlokat awk segitségével sziirtiik az alapvetd kromoszémakra.

Tobb ChIP-seq adat esetében a lefedettségi gorbék nem voltak osztva az input minta adataival,

ezért az egységesités érdekében a sziikséges fajlokon elvégeztiik ezt a miveletet.

bigwigCompare -bl ChIPfile.bw -b2 input.bw -o ChIPfile.ratio.bdg -of
bedgraph --binSize 100 -v -p 32 --skipZeroOverZero --skipNAs --
operation ratio

=>» -bl: bemenet (az immunprecipitalt mintabol szarmazo fajl); -b2: bemenet (az input
fajl); -o: kimenet (a két bemenet aranya); -of: a kimeneti fajl formatumat adja meg;
-binSize: megadja, hogy hany bazispar hosszt szakaszokban szdmoljon; -v: a
feldolgozottsagrol lizenetet kiild, -p: megadja, hogy hany szalon fut; --
skipZeroOverZero: 0/0 arany esetén az adatot kihagyja; --skipNAs: ha valamelyik

bemeneti fajlban hianyzo érték van, kihagyja a szamitasbol; --operation ratio:
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meghatarozza a két bemeneti fajl kozotti miveletet, jelen esetben a hanyados
kiszamitasat
Az elemzéshez a bigwigben adott fajlokat BedGraph formatumba kell konvertalni, amihez
BigWigToWig eszkozt hasznaltuk [48].

bigWigToWig NAME.bw NAME.bdg

Problémat jelentett az is, hogy nem minden fajlban azonos referenciagenom-verziéhoz voltak
rendelve az adatok, ezért liftOver paranccsal egységesitettik a GRCzll1/danRerll

referenciagenomhoz.

1liftOver INPUT.bed chain OUTPUT.bed unMapped

=>» A chain fajl meghatarozza, hogyan kell a koordinatakat az egyik referenciagenomrol a
masikra atvinni, az unMapped pedig azokat a szakaszokat tartalmazza, amiket nem

tudott atforditani.

A Segway els0O 1épése az adatok elnevezése és betdltése egy megfeleld adatstruktaraba.

genomedata-load -s danRerll.core. fa -t SAMPLE1=NAME1 .bdg -t
SAMPLE2=NAME2.bdg .. GENOMELOAD

=>» -s: a referencia genom (zebrahal danRer11 genomi adatai); -t {SAMPLE1}={FILE1}:
itt adhatok meg az egyes analizaland6 fajlok €s azok elnevezései, GENOMELOAD: a

betdltott adatokat tartalmazo kimeneti fajl

A kovetkezd 1épés a genomikus adatok tanulésa, ahol a Segway train elinditja a Segway tanuld

folyamatat: a program a mintak kozti kiilonb6z6 jellemzd mintazatokat tanulja meg a genomi

ablakokban.

SEGWAY CLUSTER=local segway train GENOMELOAD--resolution=100 --num-
labels=12 -- minibatch-fraction=0.01 trainl2 ZebrafishE2p5 UDNAseqg

SEGWAY CLUSTER=local segway train GENOMELOAD--resolution=100 --num-
labels=25 -- minibatch-fraction=0.01 train25 ZebrafishE2p5 UDNAseqg

= SEGWAY_ CLUSTER=local: az elemzés helyét adja meg (helyi); GENOMELOAD: a
betdltott genomikus adatokat tartalmazd fajl; --resolution=100: meghatirozza a
szegmensek hosszat (100 bazispar); --num-labels=12: a szegmensek szamat adja meg;
--minibatch-fraction=0.01: megadja, hogy az adatoknak mekkora részét hasznalja fel
egy-egy iteracioban; trainl2 ZebrafishE2pS UDNAseq: a kimeneti f4jl vagy mappa

neve
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A Segway annotate azonositja a genomikus régiok mintazatait, és a kordbban megtanult mintak

alapjan szegmentalja és cimkézi a genomot.

SEGWAY CLUSTER=local segway annotate GENOMELOAD
trainl2 ZebrafishE2p5 UDNAseq 1 Segway annot ZebrafishE2p5 UDNAseq

= SEGWAY_ CLUSTER=local: az elemzés helyét adja meg (helyi); segway annotate:

végrehajtja a Segway annotacios folyamatat; GENOMELOAD: a betoltott genomikus

adatokat tartalmaz6 f4jl; trainl2 ZebrafishE2pS UDNAseq: a korabbi tanitasi

eredményeket tartalmazo fajl; Segway annot ZebrafishE2p5S UDNAseq: az annotacio
kimeneti fajlja

A Segtools segitségével szamitottuk ki, hogy a jelintenzitdsok hogyan oszlanak el az egyes

szegmensekben.

segtools-signal-distribution segway.bed.gz GENOMELOAD

= segway.bed.gz: a Segway altal 1étrehozott annotalt fajl; GENOMELOAD: a betoltott

genomikus adatokat tartalmazo f3;jl
4.1.4. Genomi mintdzatok hasonlosagi keresése a GIGGLE programcsomaggal

A GIGGLE intervallumfajlok (bed, narrowPeak, broadPeak kiterjesztésii fajlok)
Osszehasonlitasara alkalmas keresdmotor, amely gyors és nagymértékben skalazhatd. Az
elemzés eredményeként kapott GIGGLE pontszam (combo score) arrdl ad informéciot, hogy
az adott fajl mennyire hasonlit az altalunk megadott fajlhoz. Az elemzés Fisher's Exact kétoldali
tesztet tartalmaz, ami az egyes intervallumok kiterjedésbeli kiilonbségeibdl eredd hibak

kikiiszobolésére szolgal [49].

Az intervallumfaljlokat is atforditottuk liftOverrel a GRCzl1 referenciagenomra. Ezutan
rendszereztilk és tomoritettilk a fajlokat a GIGGLE csomaghoz tartoz6 szkripttel, mivel a

GIGGLE hasznalatahoz bed.gz tomoritett formatumban kell lennitik.

A keresés el6tt indexelni kell a konyvtarunkat, hogy az adatok struktiralt formaban legyenek,

lehetéve téve a gyors keresést.
giggle index -i "bed sorted/*gz" -o bed sorted b -f -s

=> -i: bemeneti f4jl (bed sorted konyvtarbol a tomoritett formatumu fajlok); -0: az indexelt

fajlokat tartalmazo konyvtar; -f: a mar 1étez6 indexeket feliilirja; -s: statisztika szamitésa

A GIGGLE Search segitségével lehet keresni az indexelt dlloméanyban.
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giggle search -i bed sorted b —-g REFERENCE.bed.gz -s -g 1340613534 >
OUTPUT.csv

=> -i: indexelt fajlok konyvtarat adja meg (jelen esetben ez a bed_sorted b); -q: lekérdezési
fajl, ami alapjan atfedéseket keres a program; -s: statisztika szamitasa; -g: a referencia

genom mérete; OUTPUT .csv: az eredményeket tartalmazo f3jl
4.2. A szenzorfejlesztéshez hasznalt kiindulasi konstruktok

Kutatomunkam soran kétféle szenzor tovabbfejlesztésén dolgoztam: AUNG és UdgX alapu

szenzorok (Id. Szakirodalmi attekintés 2.2.1. fejezet)

Az éltalam kiinduldsként hasznalt szenzorok N’-terminalisin FLAG-cimke talalhat6 (a AUNG-
nal 3xFLAG, az UdgX esetében pedig 1XFLAG). Ezt a konstrukcidot mindenképpen meg
szerettlik volna tartani, mivel egyrészt nem akartuk elvesziteni az anti-FLAG antitestes festés
lehetdségét, masrészt pedig a kordbbi tapasztalatok alapjan az N’-termindlis FLAG-cimkét

tartalmazo szerzorfehérjék termelése bizonyult a legstabilabbnak.

A konstruktok His-cimkét is tartalmaznak, igy Ni%*- alapu affinitds kromatografiaval
tisztithatok.

A rendelkezésre allo His-3XFLAG-AUNG (pET15b plazmidban) és a His-1XFLAG-UdgX
(pET45b plazmidban) konstruktok C’-terminalisara AviTaget terveztem (9. abra), ami
enzimatikusan biotinilalhato. Ennek elénye, hogy valamilyen avidinszarmazék hasznalataval
kozvetleniil festhetd, nincs sziikség masodlagos ellenanyagra. Ez kisebb méretii komplexet és
eggyel kevesebb disszociacios lehetséget jelent. Tovabbi elény, hogy a biotin-sztreptavidin
kolcsonhatas igen erds (Kq =101 M), emiatt a szenzor biotinildlisa nagyobb érzékenységet és

pontossagot jelenthet. A szenzorfehérjék szekvenciaja a Fiiggelékben talalhato (37. abra).

D154N H277N

3xFLAG
Avi

I
43 279 294

1xFLAG

E:

I
1 2243 255 270

9. abra: A tervezett szenzorok. A AUNG N’-termindlis 6xHis-cimkével és 3xFLAG-cimkével rendelkezik. Az eredeti UNG
fehérjéhez képest két pontmutaciot tartalmaz, amik bordoé szinnel jelltek. Az UdgX N’-terminalisan 6xHis- és 1XFLAG-cimke
talalhat6. Mindkét szenzor C’-terminalisa egy 15 aminosav hosszu AviTaggel boviilt.

27



4.3.Konstruktok el6allitasa molekularis klonozassal

4.3.1. Polimeraz lancreakcio

Az AviTag szekvencidjat a reverse és forward primerekbe terveztem, €s a teljes plazmidot
sokszorositottam fel PCR reakci6 segitségével. A primerek szekvenciajat és a hozzajuk tartozo

olvadasi, valamint javasolt anellacios hémérsékletet a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat: A PCR reakcio primerei és anellacios hdmérsékletek AUNG és az UdgX alapt szenzorokhoz. A szekvenciakban a
kis betiivel jelolt szakaszok az AviTaget kodolo, a nagy betiivel jelolt részek pedig a plazmidhoz kitapado szakaszt jelentik. T
az oligonukleotidok olvadasi homérséklete, T, az anellacidos homérséklet.

Oligonukleotidok szekvecidja Tm Ta
AUNG for. tcagaaaatcgaatggcacgaaTAACTCGAGGATCCGGCT 65°C 63°C
AUNG rev. gcctcgaagatgtegttcaggccGATGTACCTGTAGGTGTCC 62°C

UdgX for. tcagaaaatcgaatggcacgaal GATAACTCGAGTCTGGTAAAGAAAC 64°C 65°C

UdgX rev. gcctcgaagatgtegttcaggecTGGCCTGACATCTGCTGC 68°C

A PCR reakciot SnapGene program segitségével szimulaltam, a kapott His-3XFLAG-AUNG-
Avi_ pET15b és His-1XFLAG-UdgX-Avi_pET45b plazmidokat a 10. abra szemlélteti. A His-
3XFLAG-AUNG-Avi_pET15b plazmid esetében a forward primer egy masik helyre is képes

kitapadni, viszont itt jelentésen alacsonyabb az anellacios hémérseklet (Tm=55 °C).

His-3xFlagdeltaUNGAVi_pET15b
6530 bp

His-1xFlagUdgXAvi_pET45b
5953 bp

10. abra: His-3XFLAG-AUNG-Avi_pET15b és His-1XFLAG-UdgX-Avi_pET45b plazmidok SnapGene-ben abrazolva

A PCR reakcidhoz Q5 High-Fidelity DNS-polimerazt hasznaltam, a komponenseit a 3.
tablazatnak megfelelden jégen Osszemértem, majd két részletre szedtem. A 10-10 pl térfogata

reakcioelegyekkel a Filiggelék 6. tdblazataban leirt koriilmények kozott elvégeztem reakceiot.

28



Mind a AUNG, mind az UdgX alapu szenzorral elvégeztem a reakcidt 63 °C és 65 °C anellacios

homérséklettel is.

3. tablazat: Az AviTag PCR reakcié komponensei.

Komponens 20 pl reakciéelegy Végs6 koncentraci6
Q5 High-Fidelity 2X Master 10 pl 1X
10 pM forward primer 1pl 0.5 uM
10 pM reverse primer 1pl 0.5 uM
plazmid DNS 1pl valtozo
nukleazmentes viz 7 ul -

A PCR reakci6 termékeit agar6z gélen megfuttattam (1d. 4.7.1. fejezet).
4.3.2. KLD reakci6

A KLD enzimmix harom enzimet tartalmaz: a kinazt, ligazt és Dpnl-t. A kindz a DNS 5'-végeit
foszforilalja, igy a ligaz képes a DNS két végét dsszekapcsolni. A Dpnl enzim a mutagenezis
soran fontos, mivel hasitja a metilalt adenin bazisokat tartalmazo szekvencidkat, igy képes a
metilalt sziil6i DNS specifikus eltavolitasara, érintetleniil hagyva az Ujonnan szintetizalt
mutaciot tartalmazo szalat. A PCR termékbdl 1 pl-t hozzdadtam 5 pl KLD reakciopuffer és 3
ul nukledzmentes viz elegyéhez, majd hozzdadtam 1 pl KLD enzimmixet. Az igy kapott 10 pl

reakcioelegyet 1 6rdn at szobahdmérsékleten inkubaltam.
4.3.3. Transzformalds XL1Blue torzsbe

A KLD terméket minden tovabbi kezelés vagy tisztitds nélkiil XL1Blue kompetens sejtekbe
transzformaltam az aldbbiak szerint. Az XLIBlue torzs tetraciklin (TC) rezisztenciaval

rendelkezik, az ampicillin/karbenicillin (CAR) rezisztencia pedig a plazmidokban kodolt.

e 50 ul XL1Blue sejthez hozzdadtam 5 pul KLD terméket.

e 35 percig jégen inkubaltam, majd 2 percig 42 °C-ra tettem, ezt kovetden pedig 3 percig
ismét jégre tettem.

e Hozzaadtam 200 ul LB tapoldatot, majd 37 °C-on 1 6rat razattam.

e Asztali centrifugan 1 perc alatt leporgettem a mintakat, majd a feliiluszobol 120 pl-t
leszivtam, és a maradékban visszaszuszpendaltam a pelletet.

e TC, CAR antibiotikumot tartalmazé Luria-Bertani (LB) agarlemezre szélesztettem.

A telepek éjszakan at (overnight) néttek 37 °C-on.
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4.4, Koldnia PCR ¢és a klonok felszaporitasa

Az ¢jszakan at tartd inkubalas utan felnétt telepekbdl kivalasztottam a AUNG és az UdgX alapu
konstruktokbdl 12-12-t. A kivalasztott telepekbdl pipettadval mintat vettem, eldre feljeldlt és
szamozott agarlemezre szélesztettem, majd a pipettdn maradt kis mennyiséget a PCR
reakcioelegybe (4. tabldzat) szuszpenddltam. A PCR reakcidbhoz MyTaq Mix-et és T7

primereket hasznaltam. A reakci6 koriilményeit a Fiiggelék 7. tablazata tartalmazza.

4. tablazat: Kolonia PCR reakcié komponensei.

Komponens 10 pl reakcidelegy Végso koncentracio
MyTaq Mix 2X S5ul 1X
10 pM forward primer 0,5 ul 0.5 uM
10 pM reverse primer 0,5 ul 0.5 uM
nukleazmentes viz 4 ul

A kolénia PCR termékeket agaroz gélen megfuttattam. Kontrollként a kiindulasi His-3XFLAG-
AUNG pETI15b és His-1XFLAG-UdgX pET45b plazmidok PCR termékeit is futtattam a
mintakkal. Az eredmények alapjan kivalasztott klonokat felszaporitottam. Ehhez a megfelel6
klonokbol pipettaval mintat vettem, és 5 ml TC és CAR tartalma LB tapoldatba

szuszpendaltam. A kultardkat éjszakan at razattam 37 °C-on.
4.5. Fehérjetermelés

A kolénia PCR alapjan kivalasztott és felszaporitott klonokbdl izoléltam a plazmidokat a
NucleoSpin Plasmid Kittel (Macherey-Nagel) a kit leirasa szerint. A modszer 1ényege, hogy
lagos lizis segitségével szabaditjak fel a plazmid DNS-t az E. coli sejtekb6l. A semlegesitést
kovetéen a fehérjék, a nagyméretii genomikus DNS és sejttormelék kicsapodik, és
centrifugaldssal eltavolitasra keriil. A tiszta oldatbol a plazmid DNS-t az oszlop szilikagél
membranjara kotik. A szennyezddéseket mosasi 1épésekkel tavolitjak el, és a tiszta plazmid

DNS-t enyhén lugos pufferrel vagy vizzel elualjak.

A plazmidok koncentracidjat NanoDrop™ 2000 (ThermoFischer Scientific) UV-
spektrofotométer segitségével meghataroztam, és Sanger-szekvenalasra kiildtem a mintakat

(Microsynth).
45.1. Transzformalds BL21 sejtekbe

A konstruktot tartalmaz6d plazmidokat BL21 ung- pLysS fehérjetermeld torzsbe

transzformaltam. Az ung- sejtvonal az esetleges endogén UNG szennyezés elkeriilése
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érdekében fontos. Az UNG enzim jelenléte ugyanis a szenzorfehérje hasznalata kdzben az
uracil kivagasat eredményezhetné a DNS-bOI, ami torzithatna a mérési eredményeket. A pLysS
plazmid egyrészt az indukci6 eldtti expresszid erdsebb kontrolljat, masrészt a sejtek konnyebb
lizisét biztositja.

A traszformalast a 4.3.3. pontban leirtakkal megegyezd modon végeztem, annyi kiilonbséggel,
hogy a taptalaj a karbenicillin mellett kloramfenikolt (CA) tartalmazott, mivel a pLysS plazmid
kléramfenikol rezisztenciat okozd gént tartalmaz. A sejtek egy részét agarlemezre

szélesztettem, a masikbol pedig 5 ml-es elékultarat inditottam.
A sejtek ¢jszakan at néttek 37 °C-on.
45.2. Fehérjeexpresszio

A probaexpressziohoz a felnétt kulturakbol 500 pl-t oltottam 50 ml CAR- és CA-tartalmil,
folyékony LB tapoldatba, majd a megfeleld optikai denzitds (OD) (5. tablazat) elérésekor
izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranoziddal (IPTG) indukaltam. A AUNG termelésére a
kutatdcsoportban volt mar tapasztalat, az UdgX esetében viszont nehézségek adodtak, ezért erre
vonatkozodan tobb koriilményt is kiprobaltam. A probaexpressziok koriilményeit az 5. tablazat

foglalja Gssze.

5. tablazat: Probaexpressziok koriilményei.

AUNG UdgXy UdgX; UdgXs
oD 0,6 15 0,6 0,6
IPTG koncentracio 0,6 mM 1 mM
Expressziés homérséklet 18 °C 37°C 18 °C 37°C
Expresszios id6 overnight 2 ora overnight 4 ora
Razato fordulatszima 180 rpm

A nagyléptékli expresszidt a probaexpresszid alapjan kivalasztott koriilményekkel végeztem
tobbszor 500 ml LB tapoldatban, melyet 5 ml el6kulturaval oltottam be. Ez mindkét szenzornal
OD=0,6-nal torténd indukalast jelentett, a AUNG esetében 18 C°-on éjszakan at, az UdgX-nél
37 C°-on 4 6ran at tartd expresszioval.
4.6. Fehérjetisztitas
4.6.1. Sejtek feltarasa

Az expresszidra szant id0 leteltével a sejteket atontottem centrifugacsdvekbe, és 30 percig

centrifugaltam 3500 rpm-en, 4 °C-on. A centrifugalas utan minden miiveletet jégen végeztem.
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A feliiluszot ledntottem, a pelletet pedig izotonids fosztatpufferben (PBS) Gjraszuszpendalva
mostam, majd ismét centrifugaltam. A pelletet ebben az allapotban folyékony nitrogénben
torténd fagyasztast kovetden -80°C-on tarolhatjuk a késobbi feltardsig. A feltarashoz a pelletet
felszuszpendaltam lizispufferben (Fiiggelék 13. tablazat). A szuszpenzidt potterbe ontdttem, €s
homogenizaltam. A szuszpenziot 5 X 3 percig jégen hiitve szonikaltam fél masodperces
sziinetekkel, kozepes szonikalo fejjel és erdsséggel (Bandelin Sonoplus, HD 2070).
Centrifugalast kovetden (20 000 rpm, 4 °C, 40 perc) a feliiliszobodl (extraktum) a konstruktot
Ni-NTA (nikkel-nitrilo-triecetsav) gyantan tisztitottam, vagy el6bb biotinilaltam és monomer-
avidin agar6z oszlopon vélasztottam el. A feltards és tisztitds 1épései soran minden esetben

mintat vettem, amit SDS-gélelektroforézissel (1d. 4.7.2) analizaltam.
4.6.2. Biotinilalas

Az in vitro biotinilalast BirA enzim segitségével oldatban (extraktum) vagy gyantahoz kotott
fehérje konstruktokkal cs6forgaton inkubalva végeztem. A Dbiotinilalashoz sziikséges
reakcioelegy: 16 mM MgClz, 8 mM ATP, 80 uM bioitin, 40 pl BirA [50]. A kit leirasabol
kidertil, hogy a BirA aktivitasat tobb szokasos pufferkomponens is negativan befolyasolja: igy
keriilendd a glicerin, a NaCl és a B-merkaptoetanol. Ezért a pufferekbe eleve KCI-t hasznaltam
NaCl helyett, illetve a gyantahoz kotott allapotban torténd biotinilalas el6tt puffert is cseréltem.
A biotinildlo puffer dsszetétele a Fliggelékben (12. tablazat) talalhato.

4.6.3. Tisztitas oszlopon

4.6.3.1. Ni?"-affinitas kromatografia

Az elvalasztas eldtt elokészitettem a Ni-NTA gyantat: atmostam desztillalt vizzel, majd 30 mM
imidazolt tartalmazo lizispufferrel. A gyantéra ratettem az extraktumot, és inkubaltam 4 °C-on

1 orat folyamatos forgatas kdzben, majd betdltéttem az oszlopba.

Az 4ateso leszedése utan a AUNG alapu szenzort LS (low salt, alacsony sotartalmu) pufferrel,
majd HS (high salt, magas soétartalmu) pufferrel mostam, hogy az aspecifikusan kikotott
fehérjéket eltavolitsam. Abban az esetben, amikor az oszlopon biotinilaltam a fehérjét, a HS
pufferes mosds utan egy plusz mosasi lépéssel csokkentettem az ionerdsséget €s a [-
merkaptoetanol-koncentraciot, amelyek a BirA aktivitasat gatolnak. Ezek utan adtam hozza a
biotinilald reagenseket, és cséforgaton éjszakan at inkubéltam 4°C-on. Ezt kovetden ujra
oszlopba toltve a BirA tartalmu atesét leengedtem, LS, majd VHS (very high salt, nagyon
magas sotartalmil) pufferrel, végiil a moso pufferrel mostam a gyantat (a pufferek dsszetétele a

Fiiggelek 12. tablazataban taldlhatd). A mosasi l1épésekhez 10X oszloptérfogatnyi puffert

32


https://sciwheel.com/work/citation?ids=17035352&pre=&suf=&sa=0&dbf=0

hasznaltam. A fehérjét 350 mM imidazollal (LS-pufferben), valamint, hogy az elucid

teljességérdl megbizonyosodjak, méasodik 1épésben 1 M imidazollal elualtam.

Az UdgX alapt szenzor feltarasat a sajat lizispufferében (Fiiggelék 13. tablazat) a AUNG
konstrukttal megegyez6 modon végeztem. Az UdgX esetében kritikus, hogy a fehérje
szerkezetében fontos szerepet jatszo vas-kén klasztert megdrizziik, ezért a kelatorok és az
oxidacios allapotot jelentésen befolydsold pufferkomponensek alkalmazasat minimalizalni
igyekeztem. Ugyanakkor a korabbi tapasztalatok alapjan a magas ionerdsség sziikséges a
fehérje oldatban tartasahoz. Ezért a Ni%*-affinitds kromatografia soran is keriiltem a valtozatos
pufferes mosasokat, és az alap puffer A-val mostam hosszabban. Hasonloan, az eltcional az
imidazolkoncentraciot is minimalizalni igyekeztem: puffer A-ban oldott 250 mM, és masodik
1épésként 500 mM imidazollal probalkoztam.

crer

cseppentve 1 ul eluatumhoz 20 ul 5x hig Bradford-reagenst tettem. A kromatografias
frakciokbol, valamint az elucié utan visszamaradt gyantabol is 20-20 pl mintat vettem SDS-

gélre. Az elualt fehérjét dializist kovetden toményitettem.
4.6.3.2. Monomer avidin affinitas kromatografia

A mar biotinilalt fehérje tisztitasa monomer avidin agardz oszlopon is végezheté. Az avidin
tetramer formdja (sztreptavidin) irreverzibilisen k&ti a biotint, viszont monomerként
reverzibilisen. Ennek megfeleléen a monomer avidin oszloprdl biotint tartalmazo pufferrel
eludlhatd a biotinilalt fehérje. A hasznalat eldtt az esetlegesen jelenlevd irreverzibilis

kotdhelyeket blokkolni kell biotinnal valo feltoltést kovetd alacsony pH-ju regeneralassal.

A monomer avidin-agar6éz 50%-0s szuszpenziobol 1,5 ml-t oszlopba toltottem, kétszeres
oszloptérfogatnyi puffer A-val, majd 2 mM biotint tartalmaz6 oldattal recirkuléltatva
(10 x 1 ml), utana kétszeres oszloptérfogatnyi glicines pufferrel (0,1 M; p= 2,8) mostam, végiil
pedig négyszeres oszloptérfogatnyi puffer A-val hoztam egyensulyba. A biotinilalt extraktot
dializaltam (Id. 4.6.4.) a szabad biotin eltavolitasa érdekében, mivel ez nagyban rontana az
oszlop kapacitasat. A biotinilalt és dializalt extraktot (300 ml kultirabol szarmazo, 45 ml oldat)
steril szlirtem az esetleg keletkezett aggregatumok eltavolitasa érdekében, majd a monomer

avidin agardzzal inkubaltam 4 °C-on, egy 6ran keresztiil.

A szuszpenzidt beletoltottem livegsziirGvel ellatott oszlopba 10 ml puffer A-val (Filiggelék 11.
tablazat) mostam az oszlopot. A moséas utan 5 mM puffer A-ban oldott biotinnal elualtam a

fehérjét szakaszosan: 1-1 1épésben annyi eluenst adtam hozza, ami éppen ellepi az oszlopot,
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majd elzarva 15 percig 4 °C-on inkubaltam, ¢s leengedtem. A frakcidkart egybe gyiijtéttem,

Osszesen 9 ml-t. Ezt dializist kovetden toményitettem.
4.6.4. Dializis

A dializis membrant (12-14 kDa cutoff, Merck Sigma) kimostam desztillalt vizzel kiviil-beliil,
majd 5 percig forraltam 10 mM Na-bikarbonat és 10 mM EDTA elegyében (pH=8). Ezutan
ismét alaposan atmostam desztillalt vizzel. Hideg desztillalt vizzel is megmostam, aztan 20%
etanolban taroltam. Felhasznélds el6tt a membrant alaposan atmostam desztillalt vizzel. A
fehérjeoldatot a dializismembrénba toltdttem, €és gondosan lezdrtam. Belehelyeztem a

dializispufferbe (Fiiggelék 13. tdblazat), és legalabb 2 x 1,5 oran keresztiil dializaltam.
4.6.5. Toményités

Toményitd csovet (10 kDa cutoff, Merck Millipore) kimostam (feltdltottem €s centrifugaltam)
desztillalt vizzel és dializis pufferrel, majd feltoltottem a dializalt fehérjeoldattal és
centrifugaltam (4 °C, 4000 rpm, 5-10 perc). A centrifugalasi 1épések kozott megkevertem az
oldatot és feltoltottem ujra a csovet. Ilyenkor mindig ellendriztem, hogy nem kezd-e lathato
csapadék megjelenni, és idonként koncentréciot is mértem. Végiil a tdményitd oszlopot
kimostam desztillalt vizzel és 20% etanolban taroltam.

A toményités utdn NanoDrop™ 2000 (ThermoFischer Scientific) UV-spektrofotométer
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4.7. Gélelektroforézis

A kutatomunkdm sordn szamos alkalommal végeztem gélelektroforézist. A gélben a mintak
makromolekuldi az egyenfesziiltség hatdsara vandorolnak a méretiiktol, alakjuktol és
toltésiiktol fliggden eltérd sebességgel, igy elvalaszthatok egymastol. A kiilonb6zo
mérettartomanyokba esd makromolekulak elvalasztisara két kiilonbozo rendszert hasznalunk.
A nagyméretii és lineéris nukleinsavak gélelektroforézise a nagyobb pérusméretli agardz gélen
egy horizontalis rendszerben torténik. A fehérje molekulak és a kisebb méretii ol igonukleotidok
nagyobb felbontdsu elvalasztasit pedig poliakrilamid gélben, egy vertikalis rendszerben
végezziik. A gélek elkészitéséhez 6sszemértem a sziikséges komponenseket, majd a megfeleld
g¢lontd apparatusba ontottem. A gélt megszilarduldsa utan behelyeztem a futtatdo kadba, és
feltoltottem a megfeleld pufferrel. Felvittem a mintdkat, majd bedllitottam a paramétereket, és

elinditottam a futtatast. A gélt ezek utan fehérje vagy nukleinsav festékkel festettem. A gélek
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beolvasasahoz Chemidoc XR+ (Bio-Rad) gépet, a kiértékeléshez ImagelLab (Bio-Rad)

programot hasznaltam.
4.7.1. Agaroz gélelektroforézis

Az nukleinsavak méret szerinti elvalasztasat egyszeriibbé teszi, hogy toltés és alak tekintetében
nagymértékben hasonloak. Ezért altalaban nem hasznalnak denaturald koriilményeket. A méret
szerinti elvalasztast az RNS-ek masodlagos strukturai vagy példaul a plazmidok ,,super coil”

szerkezete nehezitheti.

Jelen munkéaban a KLD reakcidhoz késziilt PCR és a kolonia PCR termékeinek vizsgalatahoz
hasznaltam. A futtatishoz TAE pufferrel készitett 1%-os agar6z gélt ontdttem, amihez az
oldodast segité melegitést kovetden 0,01% GelRed (Biotium) festéket tettem. A mintakat
mintakoktélban (Gel Loading Dye Purple (6X), NEB) vittem fel, futtatdshoz szintén TAE
puffert hasznaltam, aminek Osszetétele a Filiggelék 9. tdblazatiban talalhatd. Méretjelzoként a
Thermo Fisher GeneRuler 1 kb Plus DNS 1étrajat hasznaltam. A futtatast 100 V-on, 40 percig

végeztem.
4.7.2. SDS-PAGE

A fehérjék gélelektroforézise soran meg kell oldani a toltés és alak valtozatossagabol eredd
problémat. A natrium-dodecil-szulfat (SDS) detergens tulajdonsaga révén kitekeri a fehérjéket
¢és egységes negativ toltéssel latja el 6ket. Tovabba a kisebb és — az akrilamid:biszakrilamid
arany varialasaval — jobban szabalyozhat6 porusmeéretii poliakrilamid gélek hasznalata nagyobb
felbontast biztosit. Ennek megfelelden az SDS-sel végzett poliakrilamid (37,5:1)
gélelektroforézis (SDS-PAGE) alkalmas a fehérjéink méret szerinti elvalasztdsara ¢és

elemzésére.

Az SDS-gél két részbdl all: tomoritd- és szeparalogél (Osszetétel 1d. Fiiggelék 14. tablazat). A
tomoritd gél (5% akrilamid) biztositja, hogy az elvalasztds soran a fehérjék egy pontbodl
induljanak, a szeparaldogélben (12% akrilamid) torténik a fehérjék elvéalasztisa. A gél
polimerizacidjanak meginditdsdthoz TEMED és 1% APS oldat hozzédadasa sziikséges. E18szor
a szeparalogélt ontéttem meg, majd a megszilarduldsa utan rapipettaztam a tomoritod gélt, amibe

belenyomtam a zsebek kialakitasara alkalmas féstit, és megvartam amig megkot.

A mintakhoz a felvitel el6tt SDS-mintakoktélt (Fiiggelék 10. tablazat) adtam olyan
mennyiségben, hogy a mintakoktél 6tszordsére higuljon. 95 °C-on 5 percig forraltam, majd
bemértem a mintékat és a fehérjelétrat (Grisp GRS Protein Marker MultiColour) az SDS-gél
zsebeibe.
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Az elektroforézis futtatopuffer Osszetétele a Fiiggelek 9. tablazataban taladlhatd. A futtatést

200 V egyenfesziiltségen 45 percig végeztem.

A megfuttatott gélt desztillalt vizzel to6bbszér megmostam, majd Coomassie alapi PageBlue
festékben (Thermofisher Scientific) dztattam 40 percet. A festéket ezutan ledntdttem a gélrdl,
¢s desztillalt vizzel mostam a megfeleld differencidlodésig, amig a fehérjespecifikus, kékre

festddo savok kiemelkedtek a hattérbol.
4.7.3. Elektroforetikus mobilitas eltolodas esszé

A TBE-PAGE (TRIS-borat-EDTA-PAGE) alapvet6en nukleinsavak elvalasztasara hasznalhato
modszer, mely soran szintén akrilamid gélt hasznalunk, de az SDS-PAGE-val szemben itt az
akrilamid mellett a keresztko6td biszakrilamid aranya nagyobb (19:1), és nem Ontiink tomoritd
gélt. Munkam soran denaturald és nem denaturdlo TBE-PAGE-val is dolgoztam, elébbi 7 M
ureat is tartalmazott. A futtatishoz TBE puffert hasznaltam (Fiiggelék 9. tablazat). A TBE
puffer EDTA-t tartalmaz, ami megkoti a kétértékli fémionokat, igy gatolja a nukleazok
mikddését.

A TBE-PAGE-t kutatdsom soran az elektroforézis mobilitas eltolodasi vizsgalathoz (EMSA)
haszndltam, ami a termelt szenzorfehérjék kotd aktivitdsanak ellendrzésére szolgalt. A
fehérjékhez olyan 5°-végen Cy3 fluoroforral jelolt 30-mer oligonukleotidot adtam, ami kézépen
egyetlen uracilt tartalmaz (5’-AGGAATTGGTATUATGATTAGAGTGGAGTAA-3’). Abban
az esetben, ha a fehérje aktiv, felismeri az uracilt, komplexet képez az oligonukleotiddal, akkor
a gélen ez eltolodast eredményez. A specificitas ellendrzése érdekében olyan oligonukleotiddal
is elvégeztem a kisérletet, ami az uracil helyett citozint tartalmaz. Kontrollként UNG kezelt
oligonukleotidokat alkalmaztam, amiket 0,1 M NaOH hozzaadéasa utan 5 percig 95 °C-on
melegitettem. Az UNG kivagja az uracilt, a ligos melegités hatdsara pedig az abazisos hely
mentén hidrolizal a cukor-foszfat gerinc, igy az uraciltartalmi oligomerekbdl rovidebb
szakaszok keletkeznek. A gélre minden esetben 4 pmol oligomert és kiilonb6zé mértéki

molaris feleslegben 1évo szenzor elegyét vittem fel.

A denaturalo gél esetében a mintak futtatdsa eldtt eléfuttattam a gélt 300 V-on 1 6réan at, ami a
denaturaciot, és a rendszer egyensulyba hozasat segiti. Ezt kdvetden a zsebeket Hamilton-
fecskenddvel atmostam a kidiffundalo urea eltavolitdsa érdekében, és betoltottem a mintakat,
majd elinditottam a futtatdsukat 300 V-on. A futtatast addig végeztem, amig a futdsi front el

nem érte a gél ¥a-ét.
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4.8. Western blot

A Western blot az SDS-gélen elvalasztott fehérjék specifikus detektalasara alkalmas modszer.
Az elvélaszott fehérjéket a gélbdl egy hidrofob membranhoz kotjiik, majd valamilyen modon
jeloljiik. Ez lehetséges az adott fehérjére specifikus antitesttel (elsédleges és masodlagos

antitest), vagy mas specifikus kolcsonhatast (pl. biotin-sztreptavidin) kihasznalva is.

A megfuttatott SDS-gélt desztillalt vizzel mostam a futasi front eltinéséig, majd CAPS pufferbe
(Fliggelék 8. tablazat) aztattam. A gélt el6szor metanolban, majd CAPS pufferben aztatott
hidroféb PVDF membranra (Immobilon-P Transfer Membrane, Merck) helyeztem, amit CAPS
pufferrel atitatott sziirOpapirokkal €s szivacsokkal egyiitt az erre alkalmas présbe fogtam. Ezt a
blottol6 késziilékbe helyeztem, és feltdltottem CAPS pufferrel. A behelyezésnél figyeltem arra,
hogy membran a pozitiv oldal felé legyen, mivel a fehérjék a luigos CAPS (pH > 11) oldatban
tobbnyire deprotonaltak, igy negativ toltéstiek, ezért az egyendram hatasara pozitiv irdnyba
haladnak. A késziilékbe jégakkut tettem, valamint az egész apparatust jeges fiirdobe helyeztem
¢s kevertettem, hogy a folyamat soran ne melegedjen tul. A blottolas 350 mA aramerdsségen,
3 oran at zajlott. Ezutan a membrant egy 50 ml-es Falcon-csébe hajtottam és 5 ml 5% tejport
tartalmazo TBS-T-ben (Fiiggelék 8. tablazat) inkubaltam szobahdmérsékleten 1 oOraig (vagy

¢jszakan at 4 °C-on), cs6forgatoban biztositva az egyenletes folyadéklefedettséget.

Ezt kovetden a festési eljards kovetkezett, melynek Iényege, hogy a membréanra rogzitett
fehérjéket specifikus jeloléssel detektalhatova tegyiik. Ehhez az ,.ellenanyagokat” (anti-FLAG
antitest, tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt masodlagos antitest vagy sztreptavidin-HRP) 5%
tejport tartalmazé TBS-T oldatban vittem fel 10 000x higitasban. A meg nem kotott fehérjék
eltavolitasdhoz minden esetben 3 x 10 masodperc, majd 2 x 20 perc TBS-T oldatos mosast

végeztem.

Eldszor a membranra felvittem az elsddleges ,.ellenanyagot” (egérben termelt anti-FLAG
antitest vagy sztreptavidin-HRP), és 1 éraig inkubaltam folyamatos forgatas kozben. Az
inkubéci6 utan TBS-T-vel mostam. Ezutan az anti-FLAG-es festés esetében hozzdadtam a
masodlagos ellenanyagot (HRP-konjugalt anti-egér antitest), amit szintén 1 o6raig inkubaltam,
majd TBS-T-vel mostam. Az eléhivast mindkét esetben megel6zte 3 x 10 masodperc, majd
10 perc TBS-sel torténd mosas a Tween eltavolitasa érdekében. A sztreptavidinhez és a
masodlagos ellenanyaghoz konjugalt, az el6hivashoz sziikséges HRP fényérzékeny, ezért

miutan ezeket a membranra tettem, gondosan befedtem a csovet alufoliaval.
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Az el6hivashoz ECL (Enhanced Chemiluminescence, Millipore) oldatot (a reagenseket 1:1
aranyban alkalmazva) hasznaltam. A membranra pipettaztam az el6hivé oldatot, és az 1 perces
reakci6idé elteltével Bio-Rad ChemiDoc™ MP késziilékkel detektaltam a kemilumineszcens

jelet és a Bio-Rad ImageLab szoftverrel elemeztem.
4.9. U-DNS-t detektald csepp blot

A szenzorok teszteléséhez két genomi DNS-mintat hasznaltam. Ezeket egyarant uracil-DNS-
glikozilaz inhibitort (UGI) stabilan expresszalo HCT116 sejtvonalbol izolaltak, ahol az uracil
javitasa gatolt. Az egyik mintahoz (a tovabbiakban SFAUR minta) a sejtvonalat timidilat-szintaz
gatlo gyogyszerrel, 5-fluoro-2’-dezoxiuridinnal (SFdUR) kezelték, aminek hatasara a sejtbeli
dUTP/dTTP arany megnd, ¢és az UGI altal gatolt hibajavitasnak koszonhetéen magasabb
genomi uracilszintet (600-800 U/milli6 bp) eredményez. Emellett a masik minta (a
tovabbiakban NT minta) gyoégyszeres kezelés nélkiili sejtvonalbdl szarmazik, ennek
megfelelden alacsony a genomi uracilszintje (1-2 U/millié bp). A mintakat a blotra felvittem
intakt formaban és UNG kezelés utan is. Az UNG kezelés eltavolitja az uracilt a DNS-bdl, igy
vizsgalhato a szenzorok specificitasa. A kalibraciohoz dUTPaz és UNG kiiitott (dut-/ung-)
Escherichia coli genomi DNS-t hasznaltam, melyek uraciltartalma kb. 5900/millié bp [27].

A csepp blotot pozitiv toltésti nylon membranon (GE Healthcare Amersham Hybond ™-N*)
végeztem, amit haszndlat eldtt 10 percig TE pufferben (Fiiggelék 8. tablazat) aztattam. A
mintakbdl négypontos, a kalibracios standardbol pedig hétpontos felezd higitast készitettem TE
pufferrel. Az NT mintabél 0,5 ug, az SFAUR mintabol 0,05 ug, a standardbol pedig 0,005 pg
mennyiséget vittem a higitasi sor elsé pontjaba. A mintakat 5 percig 95 °C-on denaturaltam,
majd jégre helyeztem és leporgettem asztali centrifugan. A beaztatott membrant a késziilékbe
helyeztem, majd Gsszeszereltem a csepp blot apparatust. A mintakbol 40 pl-t pipettaztam a
lyukakba, majd vakuum segitségével raszivtam a membranra. A membrant {iveglapra tettem
szaradni 10 percig, majd szaritoszekrénybe helyeztem 2 6rara 80 °C-on a keresztkotések
kialakuldsa érdekében. Az igy keresztkotott nukleinsavakat biztonsdgosan lehet festeni a
membranon. Ehhez a blokkold pufferben higitott szenzorral 2 6raig szobahdmérsékleten vagy
¢éjszakan at 4 °C-on inkubaltam. Az oldat 15 ug/ml szenzorfehérjét, 5% tejport, 50 ng/ml lazac
DNS-t, és a AUNG esetén 10 mM, az UdgX esetén 2 mM [-merkaptoetanolt tartalmazott
ETBS-T-ben. A festés és az el6hivas a 4.8. pontban ismertetett Western blotos eljarassal
megegyezett, azonban TBS és TBS-T helyett ETBS-t, valamint ETBS-T-t hasznaltam
(Fiiggelék 8. tablazat). Ez azért sziikséges, mivel a csepp blot esetében DNS-mintaval

dolgozunk, és az EDTA a kétértékt fémionok megkotésével gatolja a nukledzok mikddését.
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5. Eredmények ¢és értékelésiik

5.1. Genomi uracilmintazat bioinformatikai elemzése korai zebrahal
embriokban
A bioinformatikai elemzések soran a 2,5 oras zebrahal embriokbol U-DNA-Seq segitségével

kapott uracilosodasi mintazatokat hasonlitottuk Ossze a szatellitdk elhelyezkedésével ¢s

funkcionalis genomikai adatokkal.
5.1.1. Szatellitak atfedése az uracilos régiokkal

A processzalt U-DNA-Seq adatokat 1GV-ben vizualizalva szembe6tld volt, hogy a zebrahal
genom szatellitai atfedést mutatnak a 2,5 o6rds embriobol szarmazd, uracilban dasult DNS-

szakaszokkal (11. abra).
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11. abra: A 3. kromoszoma 37078-37282 bp kozti 204 kb-os részlete, IGV-ben abrazolva: az uracilos genomi régiok jol
lathatoan atfednek a MOSAT és SAT-12 szatellitakkal. Az U-DNA-Seq adatokat a logx(IP/input) értékek reprezentaljak, ahol
a pozitiv, dusult régiokat zolddel emeltiik ki. A nyers adaton (s6tét z6ld) és a nem egyértelmiien térképezhetd (MAPQ=0)
olvasatok kizarasaval sziirt adaton (vilagos zold) szamolt gorbéket egyarant mutatjuk. A repetitiv szakaszokra és a CpG
szigetekre vonatkoz6 annotaciot a UCSC Table Browserbdl toltottiik le (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables).

Az atfedés mértékének genomi szinti meghatarozasahoz a logz(IP/input) gdérbék alapjan
uracilosodott régiokat definidltunk harom kiiszobérték (logo(IP/input) értékek > 0,25; 0,5; 1)
alkalmazasaval. Az Osszehasonlitd elemzéseket mindhdrom vonatkozasdban a GIGGLE
program segitségével végeztiik el. A UCSC Table Browserbdl letolthetd ,,repeatmasker” altal
definialt szatellitdkon végzett GIGGLE elemzés eredményébdl (12. 4bra) lathatd, hogy a
leguracilosabb régiok (log2(IP/input)=1 feletti disulas) elsésorban a SAT-12 és a BRSATI
szatellitakkal mutatnak atfedést, valamint kisebb mértékii hasonldésag a SAT-13 esetében is
megfigyelheté. Megenged6bb kiiszobértéknél (logz2(IP/input)=0,25 és logz(1P/input)=0,5 feletti
dusulés) az elébbiek mellett a MOSAT is magasabb pontszdmot mutat.
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12. abra: Szatellitakra végzett GIGGLE elemzés eredményei. A kiilonboz6 szatellitdk a UCSC Table Browserbdl letdlthetd
,repeatmasker” altal definialtak. A combo score a GIGGLE altal szamitott hasonldsagi pontszam, ami az intervallumok

kiilonbozo kiiszobértékekkel meghatarozott uracilosodasi mintazatokhoz hasonlitottuk a szatellitak elhelyezkedését.

A szatellitdkkal atfed6 uracilos régiok aranyat témavezetdom konkrétan is meghatarozta

(13. abra). A nagyon és kozepesen uracilos régiok 80%-a valamilyen szatellitaval atfed. Ha a

kevésbé uracilos részeket is figyelembe vessziik, akkor is 50%-os atfedés mutatkozik. A

GIGGLE elemzésben magasabb pontszdmi MOSAT, BRSATI, SAT-12 ¢és SAT-13

szatellitakra kiilon lebontva lathato, hogy ez a négy valoban ki is adja az 0sszes szatellitara

vonatkoz6 atfedést. A leguracilosabb régiok nagy része a SAT-12-vel, illetve a BRSATI-gyel

fed at, mig a megengeddbb hatarral megallapitott uracilosodassal a MOSAT tipusu szatellitak

is jelentds atfedést mutatnak. A SAT-13 szatellitdk alacsony szamban vannak jelen a genomban,

emiatt az ezekkel valo atfedés mennyiségileg kevésbé szamottevo.
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13. abra: A szatellitakkal atfed6 uracilos régiok aranya. Az uracilos régiok kiilonb6z6 kiiszobértékekkel meghatarozottak,
ezeket kiilon szinek jelolik. A jobb sz€lsé blokkban az Gsszes szatellitara vonatkozd eredmények szerepelnek: a nagyon és
kozepesen uracilos régiok 80%-ban atfednek valamilyen szatellitdval. Ettdl balra az uracilos régiokkal jelent6sebb mértékben
atfedo szatellitak lathatok.

A zebrahalban talalhat6 szatellitakrol kevés funkcionalis adat ismert. A BRSATI AT-gazdag
szatellita, kromoszoémanként jellemzéen csak néhdny (1-3) klaszterben taldlhato, és a
feltételezett centromerikus poziciokkal all egyiitt [42]. A centromérak lokalizacidjat a
referencia genom legujabb, GRCz11 verzigjaban sem tudjuk pontosan, habar a centroméra
marker szekvenciat mar 2000-ben meghataroztak [51]. A MOSAT a legkiterjedtebb szatellita,
a Zv9 referencia alapjan a genom 0,59%-4t teszi ki, és egyenletesen oszlik el a kromoszémakon
[42]. A funkcidjardl annyit lehet tudni, hogy a CATGCTAA ismétlédé szakaszan a korai
embrionalis stadiumokban érintett Gin. ,,nem CpG” metilaciéval, mely a ZGA-ig drasztikusan

lecseng [52].

5.1.2. Uracileloszlasi és funkcionalis genomikai profilok genomszegmentacios

analizise

A szatellitdkra vonatkozd érdekes eredmények utan felmeriilt a kérdés, hogy mas
kromatinszervezd epigenetikai markerek és a tapasztalt uracilos régiok kozott taldlunk-e
hasonlosagot. Ennek vizsgélatdhoz eldszor széleskorii adatgyiijtést végeztem (Id. Anyagok és
modszerek 4.1.2. fejezet, Fliggelék 16. tablazat). A folyamatos lefedettségi gorbéket tartalmazo
fajlokon genomszegmentacios analizist csinaltunk a Segway programcsomag segitségével. Az

eredményként kapott hdtérképen lathatok az algoritmus altal meghatarozott szegmensek, és
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azokon beliill az egyes szekvenaldsi adatokbol kapott atlagos jelintenzitas. Minél jobban
hasonlitanak a fajlok, annal inkabb megegyezik a térképen kapott szinezetiik. A leguracilosabb
régiok a 2,5 hpf koriili stadiumbdl szarmazdé ATAC-seq és az MNase-seq adatokkal mutatnak
korrelaciot, amelyek a hozzaférheté DNS-szakaszokat térképezik. A szoras jellemzden nagy €s
az idésebb embriok esetében a hasonlosag lecsokken. Az elemzés soran vizsgalt stadiumban

(1,5 — 3 hpf) epigenetikai markerekre végzett ChIP-seq adatokkal nem volt jelentds korrelacio.

Max H3K4me3_sperm

H3K27me3_sperm
H3K4me3_3hpf
H3K27me3_3hpf
H3K4me3_oo
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14. dbra: Genomszegmentacios analizis eredményeként kapott hotérkép. Az U-DNA-seq adatok bordo kerettel jeldltek, a ,,filt”
a MAPQ=0 olvasatokat nem tartalmazd, sziirt adatokat jeldli, a ,,raw” pedig a szlirés nélkiili adatfajlt. A 11. cimkével ellatott
szegmensbe tartoznak az uracilban leginkabb dusult régiok. A szinskala (bal oldalon) az IP/input lefedettségi arany goérbékbdl
szamitott jelintenzitds soronként normalt értékét mutatja. A mezokben 1€év0 fekete sav szélessége a jelintenzitas szorasat jelzi
a szegmensen beliil.

5.1.3. Az uracilosodott régiokhoz hasonldé genomi mintdzatok keresése GIGGLE

programmal

A GIGGLE elemzést kiterjedtebb adatkészleten, 0-8 hpf embrionalis stadiumbol szdrmazo
adatokon végeztiik (15. abra). Ahogy a genomszegmentacios analizis eredményeinél, Ggy itt is
latszik, hogy a genomi uracilmintiazat és a jobban hozzaférhetd6 DNS-szakaszok kozott
megfigyelhetd hasonlosag. Ez els6sorban a 2,25-5,3 hpf stadiumokban jellemzd. A 2,5 6rés
embriobol szarmazo6 adatok koziil egyediil a Rad21 ChIP-seq szerepel magas pontszammal,
viszont az idésebb embridbol szarmazo adatokndl ez mar nem figyelheté meg. Az elemzések

soran tobb, 4 ora koriili ChIP-seq adattal is jelentds hasonlosagot kaptunk: az Aebp2 és Jarid2
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fehérjék, valamint tobb modositott hiszton (H3K27ac, H3K27me3, H3K4me3) is jellemzden

magas pontszammal szerepel.
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15. abra: A GIGGLE elemzés eredményei funkcionalis genomikai adatokra. A harom diagramon kiilonb6z6 kiiszobértékekkel
2,5 hpf-nél meghatarozott uracilosodasi mintazatokhoz hasonlitottuk a fejlédési stadiumok szélesebb korére vonatkozo
kromatin-hozzaférhetdségi és ChIP-seq jellegii kisérletekbdl szarmazd genomi intervallum adatokat. Az egyes adatfajloknak a
genomi uracilosodasi mintdzattal valo atfedését a combo score jellemzi. A grafikonon az adatokat epigenetikai faktoronként
csoportositottuk, a kiilonboz6 fejlddési stadiumhoz tartozo adatokat eltérd szinnel jeldltiik (1d. jobb oldalon).

5.1.4. Az 6sszehasonlitd bioinformatikai elemzés eredményeinek értelmezése

A 16. dbra a GIGGLE elemzés alapjan kiemelkedd adatok idofiiggését szemlélteti. A Rad21
fehérje a kohézidos komplex részeként hozzdjarul a kromatinszerkezet €s a génszabdlyozas
fenntartasahoz. A ZGA el6tti szakaszban jellemzéen a BRSATI és a SAT-1 szatellitadkkal
egyiitt a pericentromérikus régiokban lokalizalodik. Kimutattdk, hogy a Rad21 csendesitése
késlelteti a ZGA-t, anélkiil, hogy a sejtciklust befolyasolna [53]. A Rad21-re vonatkozd ChIP-
seq adatok a 2,5 6rédnal mutatnak nagyobb atfedést az uracilosodasi mintazattal, ez a ZGA

kornyékén mar nem jellemzo.

Az Aebp2 és a Jarid2 fehérjék a Polycomb represszios komplex 2 (PRC2) kofaktorai, ezaltal
szerepet jatszanak a génaktivacid szabalyozasaban. A PRC2 metilalja a H3 hiszton 27-es

lizinjét, ezaltal géncsendesitést eredményezve, ami elengedhetetlen a  sejtek
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differencialodasahoz [54]. Az ezekre vonatkozd, ZGA kornyéki ChIP-seq adatok mutatnak
hasonlosagot a 2,5 6ras embriobdl szarmazo genomi uracilosodasi mintézattal. A H3K27ac és
a H3K4me3 a transzkripcios aktivacioval Osszefliggésbe hozhatd epigenetikai markerek [30],

melyek koziil a 4,3 6ras embriobol szarmazé adatok mutatnak korrelaciot az uracilosodéssal.

A DNS-hozzaférhetdséget térképezd ATAC-seq esetén 2,5 Ora kornyékén a legmagasabb a

pontszam, a kés6bbi szakaszokban lecsokken a hasonlosag.

2,5 oras embriébol Kilénb6z6 fejlodési fazisa
szarmazo genomi embriok funkcionalis
uracilosodasi mintazat genomikai adatai
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16. abra: A GIGGLE elemzés soran kiemelkedd pontszamot kapott funkcionalis genomikai jellemzok idéfiiggése. A
hasonlésagi pontszamok faktoronként szinezve és funkcionalis csoportokra bontva szerepelnek. Az iddtengelyen az U-DNA-
Seq adatok (2,5 hpf, szaggatott vonal) és a ZGA (kék mezd) embrionalis stadiumat kiemeltiik.

Ezek az Osszefiiggések szemmel is jol kovethetdek egyes BSATI szatellitaval atfedd erdsen
uracilos régiok példajan (17. dbra). Ebben a genomi szakaszban a 2,5 6ras embriobol szarmazo

Rad21 adatok bestirisodnek, ugyanakkor a transzkripcids szabalyozasban fontos epigenetikai
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markerek és szabdlyoz6 fehérjék hianyoznak a zigotikus génaktivacio elétt (preZGA).
Ugyanebben a régidban a ZGA kornyékén ezek az epigenetikai markerek feldiisulnak, a Rad21

fehérje lokalizacigdja viszont mar nem jellemzd.
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17. abra: Epigenetikai faktorok mintazatanak idobeli valtozasa egy 2,5 hpf stadiumban erdsen uracilos genomi régidban. A 4.
kromoszéma 26 258 540-27 622 905 nt kozti szakaszan IGV-ben megjelenitettiik a MOSAT ¢és BRSATI szatellitikat (kék), a
genomi uracilosodasi profilokat (IP: z6ld, input: sziirke, logo(IP/input): zold-sziirke) és régidkat (0.5 loga(IP/input) kiiszobérték,
z6ld), valamint 3 iddponthoz tartoz6 Rad21 ChIP-seq adatokat (cohesin, sarga mez6). Ezek alatt a transzkripcios
szabalyozasban fontos hiszton markerek és faktorok mintazatai lathatok a preZGA és ZGA iddszakokra bontva.

Az eredmények alapjan elképzelhetd, hogy az uracilosoddsi mintazat valamilyen modon
szerepet jatszik a zigotikus génaktivacié folyamataiban. A Rad21-rdl kimutattak, hogy a korai
pericentroméras lokalizaci6jabol egyes korai gének kozelébe vald atrendezddésével hozzajarul
a ZGA-hoz [53]. A genomi uraciltartalom ezzel parhuzamosan, feltehetéleg a BER révén cseng

le, ami a szaltoréses intermediereken keresztiil elosegitheti a kromatinatrendezddéseket.
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5.2. Uracil-DNS-t felismer6 szenzorok fejlesztése

5.2.1. A kiindulasi konstruktok C’-terminalisanak bdovitése AviTaggel

A His-3XFLAG-AUNG ¢és His-1xXFLAG-UdgX kiindulasi konstruktok C’-terminaliséhoz PCR-
reakcid segitségével illesztettem hozzé az AviTaget Ggy, hogy az AviTaget kodolo szekvenciat
a teljes plazmidot felszaporité primerekbe terveztem (1d. Anyagok és mddszerek 4.3. fejezet).
A reakciot két kiilonbozd anellacios hdmérséklettel (62 °C és 65 °C) is elvégeztem, amelybdl
mindkét konstruktnal a 65 °C bizonyult jobbnak (18. dbra A panel). Az UdgX esetén ezen a
hémérsékleten tobb specifikus termék keletkezett, a AUNG szenzornal pedig a primer nem

specifikus kitapadasa kevésbé érvényesiilt.
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18. abra: Uj AviTaggel bévitett konstruktok klénozasa. A: Az AviTaget is tartalmazé PCR-termékek agaroz gélképe. Az X az
UdgX alapt, a A pedig a AUNG alapu szenzort jeloli. Az 1-es index a 62 °C-hoz, a 2-es index a 65 °C-0s anellacios
hémérséklethez tartozik. B-C: Kolonia PCR eredménye agardz gélen. A AUNG alapu (B) és az UdgX alapt (C) szenzor egyes
klonjait szamok jel6lik. Az AviTaget nem tartalmazo plazmidon késziilt PCR a ,,C”-vel jel6lt negativ kontroll. Mindkét szenzor
esetében 5-5 klont valasztottam ki, ezek szines savokkal jeloltek. A méretjelzéként a Thermo Fisher GeneRuler 1 kb Plus DNS
1étrajat hasznaltam (jobb oldalon).

A PCR-termékeken végzett in vitro KLD reakcid elegyeivel transzformalt sejtekbdl nott
telepeket kolonia PCR-reakcioval sziirtem (18. dbra, B és C panelek). Ennek eredménye alapjan
mindkét szenzortipusbol 5-5 klont vélasztottam ki. Ezeket szekvenalasra kiildtem, melyekbdl

4-4 kl6n tartalmazta hibatlanul a kivant konstruktok szekvenciajat.

A kivalasztott klonokkal probaexpressziot végeztem, amit SDS-PAGE-n elemeztem. Ennek
eredménye alapjan a tovabbi Iépésekhez a A9 és X3 klonokat valasztottam ki (19. abra), ugyan
a tobbi a minta esetében is hasonld eredményeket kaptam. A fehérje expresszidja nem volt tul

erds, de a termelt mennyiség jelentds része megjelent a feliiliszoban, tehat a fehérje oldhato.
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19. dbra: A A9 és X3 klonok probaexpresszidjanak eredménye SDS-PAGE-n. A roviditések feloldasa: [E=indukalas el6tt,
IU=indukalas utani expresszio végén, F=feliiluszobol, P=pelletbdl vett minta. A bordo6 szinii nyil a AUNG alapu szenzor, a
barackszinii nyil az UdgX alapu szenzor futasi vonalat jeldli, felette a molekulatémegiik szerepel. A molekulatomeg-markernek
a Grisp GRS Protein Marker MultiColour 1étrat hasznaltam.

5.2.2. A konstruktok probatisztitasa és in vitro biotinilalhatosaganak tesztelése

A kivalasztott klonok probaexpresszioibol egyuttal probatisztitast is végeztem Ni-NTA
oszlopon. Az eredmények (20. abra) alapjan a AUNG expresszidja megfeleldnek bizonyult: a
tisztitas utan az eluatumban latvanyosan erdsebb intenzitassal volt jelen a kivant szenzor a tobbi
fehérjéhez képest. Ezzel szemben az UdgX alacsonyabb expressziot mutatott, ezért ennek a

termelését a késdbbiekben tobb koriilmény kiprobalasaval igyekeztem optimalni.

Vic s .}
X3 klon

X3 ateso
X3 Ni-NTA
A9 Ni-NTA

X3 extraktum

X3 Ni eluatum
A9 extraktum
A9 Ni eludatum

20. abra: A probaexpressziobol végzett tisztitas eredménye SDS-PAGE-n. Az egyes szenzorok esetében a nyilak jeldlik a vart
futasi magassagot. Az extraktum sejtlizist kdvetd centrifugalas utani feliilluszot jelenti. A Ni-NTA ates6jébol, az imidazolos
eluatumbol és a gyanta maradékabol (,,Ni-NTA”) vett mintakat analizaltam.
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A probaexpressziobol készitett 5-5 ml extraktummal teszteltem, hogy az in vitro biotinilalast
milyen koriilmények kozott tudom hatékonyabban elvégezni. Ehhez tisztitott BirA fehérjét
hasznaltam, melyet a laborban el6z6leg Dr. Nyiri Kinga allitott el6. A biotinilalas elvileg
elvégezhetd extraktumban inkubélva, aminek eldnye, hogy a fehérje szdmara természetesebb
kozeg. Hatranya viszont, hogy az extraktumban levd protedzok is aktivak lehetnek, valamint a
nagyobb térfogat miatt tobb reagenst igényel, rdadasul a hozzaadott ATP-t mas enzimek is
kontrollalatlanul fogyaszthatjak. Masik lehetdség, hogy a Ni-oszlopon feldusitott fehérjét még
a gyantdhoz kotott allapotaban biotinildljuk. Ebben az esetben a kisebb térfogat és nagyobb
tisztasag eldnyt jelent, ahogy az is, hogy a BirA feleslegtdl is konnyen megszabadulhatunk.
Mindemellett problémat okozhat, hogy sztérikus akadaly 1éphet fel. A harmadik lehetdség,
hogy a fehérjét eldszor megtisztitjuk, majd csak ezt kovetden biotinilaljuk. Ennek hatranya,

hogy egy Ujabb tisztitasi 1épést igényel, mellyel a BirA eltavolithato.

Az elso tesztek alapjan ugy tiint, hogy az E. coli sejtekben eleve biotinilalodnak a fehérjék — az
UdgX jobban, a AUNG kevésbé —, mivel a biotinilalas el6tti mintak is pozitivak voltak
(21. abra).
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21. abra: A probabiotinilalas eredménye sztreptavidin-HRP-vel el6hivott Western bloton. Az oszlopon (gyantan) torténd
biotinilalas, a biotinilalas eldtt (Ni-NTA) és utan (Ni-NTA biot.) a gyanta szuszpenzidbdl vett mintak alapjan sikeres lehetett.
Az extraktumban probalt biotinilalas, a kontroll (k. oldat) és a biotinilalt (biot. oldat) minta alapjan nem adott hozza az alap
biotinilaltsaghoz. Tovabba az inkubalas végére megjelent csapadékok mintai alapjan a AUNG konstrukt nagymértékben
kicsapodott.
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Az extraktumban probalt biotinilalds nem volt eredményes, mivel a biotinilalt és a kontroll
minta kozott nem mutatkozott kiilonbség. Tovabba az inkubélads sordan a AUNG nagy része
csapadéekba keriilt. A gyantan probalt biotinildlas mindkét esetben sikeres lehetett, bar a

heterogén szuszpenzidbodl vett mintdk mennyiségi 6sszehasonlitdsa nem megbizhato.

5.2.3. A His-3XFLAG-AUNG-Avi konstrukt termelése €és tisztitdsa

Az osszesen 4 liter BL21 ung- kultirdban termelt AUNG alapi szenzort Ni%*-affinitas
kromatografiaval tisztitottam, és a probaexpressziobol végzett probabiotinilalas eredményei
alapjan az oszlopon biotinilaltam. A folyamat soran vett mintdkat SDS-PAGE-n futtattam
(22. abra). A szenzorfehérje megkotddott az Ni-NTA gyantan, mivel az atesOben
elhalvanyodott a csik az adott pozicioban az extraktumhoz képest, az elucidban viszont
erésodve jelent meg (22. 4bra, A panel). Az oszlopon valo biotinilalas soran nem degradalodott
lathaté mertékben. Az oszloprol 350 mM imidazolt tartalmaz6 pufferrel csak lassan elualddott,
az 1 M imidazollal elualt frakcidban is jelentds mennyiségli fehérje volt, sét az elicié utan is

sok maradt a gyantan (22. abra, B panel).
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22. abra: A AUNG tisztitasa €s biotinilalasa soran vett mintak SDS-PAGE-n. A AUNG megkot6dott a gyantan (A panel), az
oszloprodl lassan elualodott 350 mM imidazolt tartalmazo pufferrel (elucié 1,2,4), és az 1 M imidazolt tartalmazo frakcidban is
jelentés mennyiségli fehérje jelent meg. Az ellcid utan a gyantabdl vett mintaban (Ni-NTA maradék) kifejezetten sok fehérje
maradt (B panel). A HS a magas sotartalmu pufferes moséas, a VHS a nagyon magas sotartalmu pufferes mosas soran vett
mintakat jeloli.

A biotinilalas sikerességének ellendrzéséhez Western blotot készitettem (23. abra, A panel). A

fehérjét kotd gyantabol bioitinilalas eldtt vett minta is mutat jelet a sztreptavidines festés utan,
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ami azt jelenti, hogy a AUNG mar a sejten beliil is biotinilalodott. Ehhez képest az oszlopon
biotinilalas utan erésebbnek tiinik a jel. Figyelembe véve, hogy a heterogén rendszer miatt a
gélre felvitt mintdk mennyisége nehezen kiszamithatd, a blottolas utan visszamaradt gélt is
megfestettem (23. abra, B panel). Lathato, hogy gyantabdl a biotinilalas utan vett minta
esetében nagyobb mennyiségli fehérje keriilt a gélre, ezért is lehet erdsebb a jel a Western

bloton, igy a biotinilalés sikeressége tovabbra is kérdéses.

A B

'
v
I
Ni-NTAbiot.‘ L’ 7! ' 1 'I

BirA kontroll
biot. atesé

Ni-NTA biot.
biot. ateso &

Ni-NTA biot. elétt
Ni-NTA biot. elétt

B>
[
=
@

AUNG

23. abra: A AUNG szenzor gyantan valé biotinilalasanak ellenérzése. A: Sztreptavidin-HRP-vel festett Western blot. A bloton
a fehérjét koté gyantabdl biotinilalas eldtt és utan vett mintakat, valamint az atesét és egy BirA kontrollt futtattam. B: A
blottolas utan visszamaradt gél PageBlue-val festve.

A tisztitas és dializalds utan vett mintdk a 350 mM és 1 M imidazolos ellicid esetében is a
korabbi tapasztalatokhoz hasonlé eredményt adtak: a AUNG-on kiviil mas fehérjék is
megjelentek a gélen, azonban lathatéan kisebb mennyiségben (24. abra, A panel). Mivel az 1 M
imidazolos elucid soran jelentds mennyiségli fehérje maradt a gyantan, ezért 2 M imidazolt
tartalmazé oldattal is megprobaltam eltavolitani az oszloprol. Ekkor az eluatumban mar nem
jelent meg a AUNG, viszont a gyantabol vett mintaban tovabbra is nagy mennyiségben lathato
(24. abra, B panel). Ezt a gyantara csapodott fehérjét sem SDS-sel, sem guanidin-hidrokloriddal

nem sikertilt eltavolitani.
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24. dbra: A AUNG tisztitasa soran vett mintdk SDS-PAGE-n. A: A tisztitott és dializalt fehérjeoldatok. A legtobb fehérje a
350 mM imidazolt tartalmaz6 pufferrel elualodott, de az 1 M-os frakcidban is jelentés mennyiségli fehérje volt. A 2 M-0s
frakcidban mar nem jelent meg intakt AUNG szenzor. B: Az 1 M és 2 M imidazolos eludtumok, valamint az eltcié utan a
gyantabdl vett mintak. A fehérje elicija nem javult az imidazol koncentracié emelésével, viszont a gyantan 2 M imidazol utan
is sok maradt.

A termelt AUNG alapu szenzorfehérje toményithetd és stabil, az el6z6 konstruktokhoz hasonld
fehérjét sikeriilt eldéllitani, azaz koriilbeliil 7 mg lett a kihozatal. Az 1 M imidazolos eltcid
pedig tovabbi 2 mg (600 ul; 3,4 mg/ml) fehérjét eredményezett. Ez koriilbelill tizszeres
mennyiség a csoportban eddig eldallitott N’-terminalis AviTaget tartalmaz6 AUNG szenzorhoz
képest. Ugyanakkor megkdzelitdleg tizede a His-3XFLAG-AUNG nem biotinilalhatd
konstruktnak, aminek elsédleges oka lehet, hogy a fehérje az oszlopon biotinilalas kdzben

részben kicsapodott. Meg kell még jegyezni, hogy a jelentdsebb szennyezofehérje-mennyiség

miatt az UV spektrummal mért fehérjekoncentracio feliilbecsli a valodi értéket.

A szenzor uracil-DNS-t kot6 aktivitasat EMSA-val teszteltem nativ TBE-PAGE-n (25. abra).
Az eredmények a citozint és az uracilt tartalmazé oligonukleotidok estében nagyon hasonldak.
Komplexnek megfeleltethetd eltolodott sdv a gélen nem figyelhetd meg, csupan a fehérje
nagyobb molaris feleslegénél a zsebekben maradt festédés lathatd. Azonban ez jel kisebb
mértékben a citozinos oligomernél is jelentkezik. Ez alapjan az alkalmazott kisérleti

elrendezésben specifikus AUNG:U-DNS komplex nem mutathato ki egyértelmiien.
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25. abra: A AUNG EMSA tesztelése TBE-PAGE-n. Az alkalmazott oligomerek koziil az egyik uracilt, a masik citozint
tartalmazott egy meghatarozott pozicioban. Kontrollként UNG kezelést végeztem az oligomereken (U: uracilt tartalmazé UNG
kezelt oligomer és C: citozint tartalmazd UNG kezelt oligomer). A szenzorfehérjéket kiilonb6zé molaris feleslegben adtam az
oligomerekhez. A: A citozinos oligomerrel végzett teszt. B: Az uracilos oligomerrel tesztelt mintdk. Komplexnek
megfeleltethetd eltolodott sav egyik esetben sem lathato.

5.2.4. A His-1xFLAG-UdgX-Avi konstrukt termelése és tisztitasa
5.24.1. Termelés optimalasa

Az UdgX esectében a kezdeti probaexpresszio alacsony hozama miatt igyekeztem javitani a

termelést mas koriilmények kiprobalasaval, melyek a 26. abran lathatok.

UdgX expresszio

37 °C, 4 6ra 37°C, 2 ¢ra 18 °C, éjszakan at
(OD=0,6) (OD=1,5) (OD=0,6)

26. abra: Az UdgX expresszidjanak javitasahoz kiprobalt kiilonb6z6 koriilmények.
Az eredmények (27. 4bra) alapjan a 37 °C-on, 4 6ras expresszio bizonyult a legerdsebbnek,

ezért a nagyléptékii termelést ilyen kortilmények kozott végeztem.
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27. abra: Az UdgX probaexpressziokbol vett mintak SDS-PAGE-n. Az IE az indukalas el6tt, az IU az indukalas utan, az
expresszio végeén vett mintakat jeloli. Az egyes mintak esetében feltiintetett id6 az expresszio hosszat fejeziki 6raban. A ,;magas

OD” 1,5-6s optikai denzitast jelent. Az ON az éjszakan at (overnight) tarté expresszidra utal. A legerésebb expresszio a 37 °C,
4 6ra inkubalas esetében lathato.

5.2.4.2. Nagyléptekill expresszio €s tisztitas

A nagyléptéki (6sszesen 1 liter kultira) UdgX expressziot kovetden a sejtcsapadékot feltartam,
¢s az extraktumbol a fehérjét harom kiilonb6z6é modon tisztitottam (28. abra). Az UdgX-1
frakciot a Ni-NTA gyantan biotinilaltam, majd imidazolos pufferrel eludltam. Az UdgX-2 és
UdgX-3 esetében a biotinilalast az extraktumban végeztem, majd az UdgX-2 frakciot Ni-NTA
gyantan, az UdgX-3-at monomer avidin gyantan tisztitottam. Az utobbi esetében egy dializalasi

1épés megeldzte a gyantara toltést a szabad biotin eltavolitasa érdekében.

) , -extraktumban -extraktumban
-NI-NTA gyantan bioitinilalas biotinilalas
biotinilalas ) ) .
-imidazolos elicio "NI-NTA gyantin -monomer avidin
tisztitas gyantan tisztitas
-imidazolos eltcid -biotinos elucid

28. abra: Az UdgX haromféle tisztitasi modja.

53



Az expresszid €s tisztitds soran vett mintdk SDS-gélen megfuttatott mintdzatai a 29. dbran
lathatok. Az UdgX-1 és UdgX-2 frakcidk esetében az UdgX kikotédott a Ni*-alapt gyantara,
majd a 250 mM imidazolos eltcioval a fehérje egy részét sikeriilt visszanyerni. Az 500 mM
imidazolt tartalmazo eliicioval mar nem tavozott jelentés mennyiségii fehérje, de a gyantdn még
ezt kdvetden is sok maradt. Ez az UdgX-1 és UdgX-2 esetében is hasonldé mértékben figyelhetd
meg. Az UdgX-3 frakcional a monomer avidines tisztitas kevésbé volt sikeres: az UdgX nagy
része meg sem kotddott a gyantan, hanem az atesében jelent meg. Az eluatumban alig lathato

a szenzorfehérje, viszont nagyobb mennyiség maradt a gyantan is.
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29. abra: Az UdgX tisztitasa soran vett mintdk SDS-PAGE-n. Az UdgX-1 Ni-NTA gyantan biotinilalt és imidazollal elualt
frakcio. Az UdgX-2 és UdgX-3 extraktumban biotinilalt, az UdgX-2 Ni-NTA gyantan, az UdgX-3 monomer avidin agar6zon
tisztitott. Az ,,E” rovidités az eluciot jeloli.

A biotinilaltsag vizsgalatdhoz Western blotot készitettem (30. 4dbra). Az UdgX mar a sejten
beliil is biotinilalddott, €s az extraktumban biotinilalas utdn vett minta sem mutat erdsebb jelet
egyik frakcio esetében sem. Az oszlopon biotinilalas nem bizonyult hatékonynak, bar a

heterogén szuszpenzid pipettazasi nehézsége miatt a mennyiségi kdvetkeztetések pontatlanok.
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30. abra: Az UdgX bionitinalasanak ellen6rzésére Western bloton. Az UdgX-1 Ni-NTA gyantan biotinilalt és imidazollal elualt
frakcio. Az UdgX-2 és UdgX-3 extraktumban biotinilalt, az UdgX-2 Ni-NTA gyantan, az UdgX-3 monomer avidin agarzon
tisztitott.

A dializalt és toményitett mintakat SDS-PAGE-n futtattam (31. abra). Az UdgX az egyes
frakcidkban jol azonosithatéan megjelent, azonban nem sokkal erésebb intenzitassal, mint a
szennyezd fehérjék. Az UdgX-1 frakcid a szenzorfehérjéhez viszonyitva tobb szennyezot
tartalmaz, mint a masik kettd. A AUNG-gal 6sszehasonlitva latszik, hogy az UdgX mindharom

preparatuma esetén kevésbé sikeriilt feldusitani a szenzorfehérjét. A szenzorfehérje

preparatumok toményitheték voltak és stabilak maradtak.

Az oszlopon biotinilalt UdgX-1 dsszesen 700 ul 5,3 mg/ml, az extraktumban biotinilalt és Ni%*-
affinitas kromatografiaval tisztitott UdgX-2 1 ml 10 mg/ml, a monomer avidin gyantan tisztitott
UgdX-3 pedig csupan 700 ul 0,27 mg/ml névleges koncentracidju fehérjét eredményezett. Az
500 mM imidazollal elualt nagyon hig frakciokat egyesitettem, és toményités utan 1 ml 0,71
mg/ml fehérjét nyertem ki. Az UV spektrumok Azeo/Azso aranya alapjan nukleinsav szennyezést
nem tartalmaztak, ugyanakkor a valddi koncentraciok a szennyezd fehérjék miatt a mértnél
joval alacsonyabbak lehetnek. Hogy ezt megbecsiiljem, a toményitett mintak mellett ismert
mennyiségli BSA higitasi sort is futtattam a gélen (31. abra). Ez alapjan az lathatd, hogy a

crer

csupan nyolcada, s6t az UdgX-1 esetén ennél is rosszabb az arany.

55



i 5
L e
e —
$ ¢ 3 PR
T
= — - s )
.- - E
~.—— .
——— -
35kDa
|
- 25KkDa
.o
o) p—
W . N
i o (2] (1] oo oo oo
o < < E E = 3 3 =
T 2 2 sgs|-=s = & = =
=] S S 8 o = @ @
o @
7]
> ] a
0 =
= =)
= 3

31. abra: A dializalt és toményitett mintik SDS-PAGE-n futtatva. A szenzor preparatumokbdl az UV spektrummal
meghatarozott koncentréciok alapjan 2-2 pg-ot vittem fel a gélre. A valédi mennyiségek becslése érdekében ismert mennyiségi
BSA fehérjét is futtattam.

Az UdgX aktivitdsanak ¢és az uracilos DNS-hez valdé kovalens kotésének teszteléséhez
denaturaldo TBE-PAGE-n EMSA-t futtattam. Az UdgX-1 frakci6 (32. abra, A panel) esetében
az figyelhetd meg, hogy ahogy a hozzdadott szenzorfehérje aranya novekszik, ugy egyre tobb
degradalt termék jelenik meg a gélen. Ezt valészintileg valamilyen nukledz szennyezd okozta.
Az uracilos oligomereknél ezek a degradacids termékek magasabban futnak, ez utalhat
valamilyen mértékii UdgX kotddésre és/vagy a degradacidval szembeni részleges védelemre is.
Az UdgX-2 esetén (32. abra, B panel) csupan a citozinos kontroll oligomer degradalodik a nagy
feleslegben adott fehérjés mintaban, ugyanilyen aranynal az uracilos oligomer teljesen a
magasabb mérettartomanyokba tolodik, ahol egy definialatlanabb foltban jelentkezik. Ez az
eltolédas koncentraciofiiggd €és minden bizonnyal a UdgX specifikus és kovalens kotodésére
utal. Az UdgX-3 mintanal (32. abra, C panel) is hasonld, csak gyengébb jelet kapunk, ami az
alacsonyabb fehérje koncentracioval magyarazhat6. Ezesetben nem latunk aspecifikus
degradalodast egyik oligomernél sem. Az 500 mM imidazollal elualt UdgX (32. abra, D panel)
minta mar nem mutat aktivitast, ugyanakkor némi aspecifikus degradalédas lathatd6 mindkét
oligomer esetén. Ez Gsszecseng az irodalmi adattal [6], miszerint a nagyobb koncentracioju

imidazol hatasara az UdgX U-DNS-t koto aktivitasa drasztikusan lecsokken.
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32. abra: Az UdgX EMSA tesztelése TBE-PAGE-n. Az alkalmazott Cy3 fluoroforral 5°-végen jelolt 30-mer oligonukleotidok
koziil az egyik uracilt (U), a masik citozint tartalmazott (C) egy meghatarozott pozicidban. Kontrollként UNG kezelést
végeztem az oligomereken (,,U k és,,C k™ jel6lés). A szenzorfehérjéket novekvé molaris feleslegben adtam az oligomerekhez.
A: Az UdgX-1 Ni-NTA gyantan biotinilalt és imidazollal eludlt frakcié. B: Az UdgX-2 extraktumban biotinilalt, Ni-NTA
gyantan tisztitott preparatum. C: Az UdgX-3 extraktumban biotinilalt, monomer avidin agarézon tisztitott preparatum. D: Az
UdgX 500 mM az oszlopon maradt fehérjéknek 500 mM imidazolt tartalmazé elucidjabol szarmazo frakeio.

5.2.5. A szenzorfehérjék alkalmazhatdsaganak tesztelése csepp bloton

A szenzorfehérjék alkalmazhatosdganak vizsgalatdhoz csepp blot méréseket végeztem. Minden
blotnal két HCT116 sejtvonalbdl szarmazo genomi DNS-mintat hasznaltam: egy gyogyszeres
kezelés nélkiili, alacsony uraciltartartalmat (NT minta), valamint egy 5SFdUR kezelt, magas
uraciltartalmtt (SFdUR minta). A mintakat intakt formaban és in vitro UNG kezelés utan is

felvittem a blotra, ezzel ellendrizve a szenzorok specificitasat az uracilos DNS-re.

A AUNG esetében (33. abra) a 350 mM és 1 M imidazollal elualt szenzorok nagyon hasonlo
eredményt mutatnak. Szembetlind, hogy a sztreptavidines festésnél még 900 masodperces
exponalas utan is joval gyengébb a jelintenzitas, mint ami az anti-FLAG antitest esetében mar
1 masodpercnél tapasztalhatd. Az anti-FLAG antitestes festésnél lathatd, hogy a tizszeres
mennyiségben felvitt alacsony uraciltartalmt NT minta UNG kezelés utan is ad jelet. Ebbol

arra lehet kovetkeztetni, hogy az anti-FLAG antitest vagy a HRP-konjugalt masodlagos
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ellenanyag aspecifikus kotédést is mutat a nagyobb mennyiségben felvitt DNS-cseppekhez. A
sztreptavidines festésnél ilyen jellegli probléma nem jelentkezik, bar a gyenge jel miatt nem
kizarhatd. Az, hogy ugyanazon szenzorral fejlesztett blot a FLAG-cimkén (1 masodperces
expozicids iddvel), illetve a biotin-jelolésen keresztiil (900 masodperes expozicioval)

detektalva ilyen mértékben kiilonbozd jelet ad, a szenzor alacsony foku biotinilaltsdgéra is

utalhat.
ﬂ AUNG sztreptavidin ﬂ AUNG anti-FLAG
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33. abra: A AUNG szenzor alkalmazhatosaganak tesztelése csepp bloton. Minden blot esetében a séma (bal oldalon) szerint az
els6 oszlopban a nem gyogyszerkezelt HCT116 sejtvonalbol (NT minta), a masodik oszlopban az 5SFAdUR kezelt HCT116 UGI
sejtvonalbdl (SFAUR minta) szarmazé gDNS szerepel. A mintakbol 4 pontos, felez6 higitast készitettem, az NT esetén 0,5 pug,
az SFAUR esetén 0,05 pg kezdé mennyiséggel. A szaggatott vonal felett az intakt, alatta pedig az in vitro UNG kezelést
kovetben felvitt mintdk szerepelnek. Az utolsd oszlopban szintén felez6 higitassal a dut-/ung- E. coli DNS-b&l készitett
kalibracios sor lathato. A: A sztreptavidin-HRP-vel 900 s expozicios id6vel el6hivott blotok. B: Az anti-FLAG els6dleges és
HRP-konjugalt anti-egér Ig masodlagos antitesttel 1 s expozicios iddvel el8hivott blotok. Mindkét esetben a 350 mM, valamint
az 1 M imidazollal elualt szenzorfehérjéket teszteltem. A fekete x technikai hibabol eredé hianyzé mérési pontot jeldl.

Az UdgX alapu szenzor esetében a TBE-PAGE-n végzett kotédési esszék tanulsagai alapjan az
UdgX-2, UdgX-3 és az UdgX-500 preparatumokbdl szarmazo szenzorokat teszteltem csepp
bloton is (34. abra). Az UdgX-2 és -3 hasonld jelet adnak, azonban az 500 mM imidazollal
elualt fehérjénél mar jelentds jelcsokkenés figyelheté meg. Ahogy a AUNG-nal, tgy az UdgX-
nél is latszik, hogy a sztreptavidines festés hosszabb expozicidt igényel, viszont ebben az
esetben sokkal kisebb a kiilonbség a két tipusu el6hivassal kapott intenzitas kozott. Szintén
megfigyelhetd az anti-FLAG antitestes festésnél az aspecifikus jel (az UNG-gal emésztett minta
jele nem tiinik el), ami a sztreptavidines festés esetében nem jelentkezik. Ez alatamasztja, hogy
a nagy DNS-mennyiségeknél tapasztalhaté aspecifikus jelet nem a szenzorfehérje, hanem

valdszinlileg valamelyik ellenanyag okozza.
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34. abra: Az UdgX szenzor alkalmazhatdsaganak tesztelése csepp bloton. A membranra felvitt mintak és elrendezésiik a 33.
abran feltintetettel megegyezik. A: A sztreptavidin-HRP-vel 83,6 s expozicids id6vel el6hivott blotok. B: Az anti-FLAG
antitesttel 5,7 s expozicios id6vel elShivott blotok. Mindkét esetben az UdgX-2 (extraktumban biotinilalt, Ni-NTA gyantan
tisztitott), Udgx-3 (extraktumban biotinilalt, monomer avidin agardzon tisztitott) frakciokat és az 500 mM imidazollal elualt
szenzorfehérjéket is teszteltem.

A AUNG sztreptavidines festése utan jelentésen nagyobb expozicios idore volt sziikség, mint
az UdgX esetében. Erre adhat magyarazatot a 35. abra, amely jol szemlélteti, hogy a AUNG
kevésbé biotinilalodott, mint az UdgX preparatumok. Az anti-FLAG antitesttel festett Western
blot alapjan latszik, hogy a AUNG-bol a blotra felvitt fehérjemennyiség nagyobb, a
sztreptavidinnel valo festés esetében mégis kisebb a jelintenzitas az UdgX frakciokhoz képest.
A legnagyobb biotinilaltsagot az UdgX-3, azaz a monomer avidinen tisztitott frakcidé mutatja,
ami varhatd volt, hiszen ez az oszlop a biotinilaltsagot kihasznalva dusitja a fehérjét. Ez az
erdsebb biotinilaltsdg kompenzalhatja a TBE-PAGE-n tapasztalt gyengébb latszolagos

kotodést, igy a csepp blotos eredmények esetén az UdgX-3 végiill nem mutatkozik

gyengébbnek.
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35. abra: A kiilonb6z6 szenzorfehérje preparatumok Western bloton. A: sztreptavidin-HRP-vel, B: anti-FLAG antitesttel
el6hivott blot. A két membranra egyforma mennyiséget vittem fel az egyes fehérjékbdl, mely az UV spektrum alapjan szamitva
mind az 6t preparatumra 1 pg.

5.2.6. A szenzorfehérjék eloallitasanak é€s jellemzésének tanulsagai

A két tervezett szenzor klonozésat és bakterialis expressziojat megvalositottam. A tisztitasuk a
korabbi jo stabilitasi konstruktokhoz hasonld mértékben sikeriilt. Az in vitro biotinilalasukra
tobb elrendezést is kiprobaltam tisztitott BirA fehérje alkalmazésaval, ami nem vezetett igazan
sikerre. Itt mindkét szenzor esetében a jovoben frissen termelt rekombindns BirA -t tartalmazo
extraktumok osszekeverésével fogok probalkozni, amirdl a csoportban jo tapasztalatok vannak.
A funkciondlis jellemzésbdl az lathatd, hogy az UdgX preparatumom valdban képes specifikus
kovalens komplexet képezni a modellként hasznalt egyszalu uracilos nukleinsavval (egyetlen
uracilt tartalmazé 30-mer oligonukleotid), mig a reverzibilisen kotédé AUNG szenzor U-DNS
komplexeit nativ EMSA-val sem tudtam megbizhatdéan detektalni. Ez alapjan minden okunk
megvan arra, hogy az UdgX-ben egy szenzitivebb és robusztusabb U-DNS szenzorfehérjét
reméljiink, amennyiben a biotinilaltsagat tovabb tudjuk optimalizalni. A csepp blot tesztekben
az is megerdsitést nyert, hogy a nagy mennyiségben felvitt, alacsony uraciltartalmu mintak
specifikus mérésére az egyszeriibb biotin-Sztreptavidin rendszer alkalmasabb, mint FLAG-

cimke két antitestbdl all6, nagyobb komplex révén valo detektalasa.
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EZl . E3 K3
1
1

Ni-NTA gyantan Ni-NTA gyantan i Extraktumban
Sikeressége kérdéses, Nem hatékony, ! Nemtett hozz4 a sejten beliili
kicsapodott a fehérje. kicsapédott a fehérje. i biotinil4lashoz.

1
Ni-NTA oszlopon Ni-NTA oszlopon i Monomer avidin
Megkdtddott a fehérje. Megkotddott a fehérje. I aga"‘ﬂ_'“

! A fehérje nagy része

I nem kotédott meg.

E
350 mM imidazol 250 mM imidazol { 5 mM biotin
Lassu elucid. Fehérje egy része elualodott. | Az eluatumban alig volt
1 M imidazol 500 mM imidazol ! fehérje, nagyobb
Jelentds fehérjemennyiség és sok Ebben mar kevés fehérje tavozott, viszont igy ! mennyiség a gyantan
maradt a gyantanis. is nagy mennyiség a gyantan maradt. ! maradt.

!

Dializis és toményités
N

—> Specifikus AUNG:U-DNS komplex nem
mutathato ki egyértelmien.

- Az alacsony biotinilaltsdg miatt a szteptavidinnel
valo festés gyenge jelet ad.

—> Abiotin-sztreptavidin rendszer specifikusabbnak
tlinik, mint az anti-FLAG alapu.

=> Van kovalens komplex, ami részben véd a
degradacio ellen is.

- A AUNG-hoz képest jobb a biotinilaltsaga.

= A biotin-sztreptavidin rendszer specifikusabb jelet
ad, mint az anti-FLAG alapu.

- Az 500 mM imidazollal elualt frakcidban jelentds a
kotési aktivitas csokkenése.

36. abra: A két szenzorfehérje eldallitasanak és jellemzésének dsszegzése.

61



6. Osszegzés

A kutatdsom alapvetd célja az volt, hogy hozzajaruljak a DNS-ben talalhato uracil biologiai
szerepének megértéséhez. Ehhez zebrahal embriokbol szarmazd adatokkal bioinformatikai
elemzéseket végeztem. A zebrahal mint modellorganizmus kiilonosen érdekes, mivel a
kutatocsoportunkban végzett kisérletek alapjan a korai embri6 magas genomi uracilszintje
valamilyen moddon szerepet jatszhat az egyedfejlddésének folyamatiban. Elemzéseim soran
funkcionalis genomikai adatokat vetettem Ossze a csoportunk altal meghatarozott genomi
uracilosodési mintazattal. Emellett a kutatdsom masodik felében egy érzékeny uracilfelismerd
szenzor fejlesztésén dolgoztam, amely a jovoben lehetdséget nyujthat a szenzorok hatékonyabb
¢és szélesebb korli alkalmazasara. Tobbek kozott alkalmas eszkoz lehet a zebrahal embrio

modellben részletesebb in vitro és in vivo kisérletekhez is.

A bioinformatikai elemzések alapjan az uracilban dasult régiok jelentds atfedést mutatnak
bizonyos szatellitdkkal, amelyek koziil kiemelkedd a feltételezett centromérikus pozicidkkal
kolokalizal6  BRSATI [42], valamint a korai embrionalis fejlédés soran a ,nem CpG”
metilacioban érintett MOSAT [52]. Ugyan ezen szatellitdk pontos szerepét nem ismerjik, a
ZGA soran feltehetdleg kromatinszervezddési tényezdként jelennek meg. A funkcionalis
genomikai adatok koziil a 2,5 6rds embriondlis stddiumban — amelybdl a genomi uracilosodési
mintazatunk is szarmazik — a DNS hozzaférhetdségét térképezé ATAC-seq és a kohézids
komplex részét képezd Rad21 fehérje adataival volt jelentds hasonlosdg, ami az i1ddsebb
embridkbdl szarmazo adatok esetében mar kisebb mértékben, vagy egyaltalan nem figyelhetd
meg. A Rad2l korai pericentroméras lokalizacidjabol bizonyos gének kozelébe valod
atrendez6désével hozzajarul a zigotikus génaktivaciohoz [53]. A genomi uraciltartalom ezzel
parhuzamosan cseng le, ami az uracil kivagasa révén keletkezd szaltoréses intermediereken
keresztiil eldsegitheti a kromatinatrendezddéseket. A ZGA kornyékén (~4 6ras embrid) tobb
transzkripcids szabalyozasban is szerepet jatszo fehérjével és epigenetikai markerrel is
mutatkozott korrelacid. Ezek alapjan feltehetd, hogy az uracilosodasi mintdzat valamilyen
modon szerepet jatszik a zigotikus génaktivacid folyamataiban. Annak érdekében, hogy
pontosabb képet kapjunk az uracilosodasi mintazat és a funkcionalis genomikai adatok kdzotti
atfedésekrdl, az eddigi eredmények alapjan érdemes lenne a nagyobb szamitasi igényi
genomszegmentacids analizist kiterjeszteni a késobbi stddiumokbdl szarmazo relevans ChIP-

seq adatokra is, ami a jovObeni kutatasi terveim részét képezi.
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A kutatdsom masodik felében a csoportunkban eddig hasznalt uracilfelismerd szenzorokat
fejlesztettem tovabb. Sikeresen eldallitottam olyan AUNG ¢és UdgX alapu szenzorfehérjéket,
amelyek az eddigi konstruktokhoz képest egy C’-termindlis AviTaggel bdviiltek. A termelés
kihozatala jelentésen meghaladta a laborunkban eddig eldallitott bioitinilalhaté szenzorokét,
azonban a hasonlo, de AviTaget nem tartalmazd konstruktokéhoz képest alulmaradt. A
toményithetdség ¢és stabilitas tekintetében viszont megfeleltek az elvarasunknak. Denaturald
gélen végzett EMSA alapjan, az UdgX konstrukt az uracilos oligomerrel egyértelmiien
kovalens komplexet képzett. Az AviTag elviekben lehet6séget teremt az in vitro biotinilalasra,
ami egyrészt lehetdvé tehetné a monomer avidinen valo tisztitast, masrészt pedig a biotinilalt
fehérje sztreptavidinnel festhetd, amivel a szenzor érzékenysége javithatd. A kisérletek soran
egyelére a monomer avidin agardzos tisztitas, és a szenzorfehérjék biotinilaldsa nem bizonyult
elég hatékonynak. A Ni?*-affinitas kromatografiaval tisztitott, részben biotinilalt szenzorokkal
viszont sikertilt csepp bloton szisztematikusan O0sszehasonlitani a két szenzor, illetve a két
detektalasi modozat specificitasat és érzékenységét. Ezek alapjan a sztreptavidines festés
specifikusabb jelet ad az uracilos DNS-re, mint a korabban alkalmazott anti-FLAG antitesttel

végzett, ami kiilondsen az alacsony uraciltartalmi mintdk esetén kritikus. Ezért a jovore

.....
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Fiiggelék

His-3xFL AG-AUNG-Avi:

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKPLAARNVPYGFGESWKKHLSGEFGKPYFIKLM
GFVAEERKHYTVYPPPHQVFTWTQMCDIKDVKVVILGQNPYHGPNQAHGLCFSVYQRPVPPPPSLENIYKELSTDIEDFV

HPGHGDLSGWAKQGVLLLNAVLTVRAHQANSHKERGWEQFTDAVVSWLNQNSNGLVFLLWGSYAQKKGSAIDRKRH
HVLQTANPSPLSVYRGFFGCRHFSKTNELLQKSGKKPIDWKELDTYRYIGLNDIFEAQKIEWHE

His-1xFLAG

-UdgX-Avi:

MAHHHHHHVGTGSNDDDDKSPDPNWELDYKDDDDKPSSGLVPRGSHMAGAQDFVPHTADLAELAAAAGECRGCG

LYRDATQAVFGAGGRSARIMMIGEQPGDKEDLAGLPFVGPAGRLLDRALEAADIDRDALYVTNAVKHFKFTRAAGGKRRI
HKTPSRTEVVACRPWLIAEMTSVEPDVVVLLGATAAKALLGNDFRVTQHRGEVLHVDDVPGDPALVATVHPSSLLRGPKE

ERESAFAGLVDDLRVAADVRPGLNDIFEAQKIEWHE

6xHis-tag
FLAG cimke

@ pontmutacio

37. abra: A His-3XFLAG-AUNG-AVvi és His-1XFLAG-UdgX-Avi szenzorok aminosav-szekvenciai.

6. tablazat: Az AviTag PCR reakcid koriilményei.

Lépés Hoémérséklet Idé
Kezdeti denaturacio 95°C 1 perc
95°C 20 masodperc
35 ciklus 63 vagy 65 °C 30 masodperc
72 °C 3,5 perc
Végs6 meghosszabbitas 72°C 10 perc
Tartas 4°C -
7. tablazat: Kolonia PCR reakcidkoriilményei.
Lépés Hémérséklet Idé
Kezdeti denaturacié 95°C 5 perc
95°C 30 masodperc
35 ciklus 58°C 30 masodperc
72 °C 30 masodperc
Végs6 meghosszabbitas 72°C 10 perc
Tartas 4 °C -
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8. tablazat: Western blothoz és csepp blothoz hasznalt pufferek Osszetétele. A komponensek roviditései: etilén-diamin-
tetraecetsav (EDTA), trisz-(hidroximetil)-amino-metan (TRIS), polioxietilén(20)-szorbitan-laurat (Tween-20).

TBS TBS-T ETBS ETBS-T
EDTA - - 1 mM 1 mM
TRIS-HCI (pH=8) 20 mM 20 mM 25mM 25 mM
NaCl 140 mM 140 mM 137 mM 137 mM
KCI - - 2,7mM 2,7 mM
Tween-20 - 0,1 VIV% - 0,05 VIV%
pH 75 75 75 75

9. tablazat: Az elektroforézisek soran hasznalt futtatopufferek dsszetétele.

TAE TBE SDS-PAGE-puffer
EDTA 20 mM 2 mM -
TRIS-HCI (pH=8) 1M 90 mM 25 mM
ecetsav 20 mM - -
boérsav 88 mM -
glicin - - 190 mM
SDS - - 0,1 VIV%

10. tablazat: Az SDS-mintakoktél Gsszetétele.

SDS-mintakoktél (5X)

TRIS-HCI (pH=6,8) 250 mM
SDS 10%
DTT 10%
glicerin 50 VIV%
brémfenolkék 0,05 VIV%

11. tablazat: A puffer A és a Ni-NTA puffer osszetétele.

Puffer A Ni-NTA puffer
TRIS-HCI 20 mM 50 mM
KCI 500 mM 500 mM
B-merkaptoetanol - 2 mM
glicerol 10 VIV% -
pH 75 8,0
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12. tablazat: AUNG tisztitashoz és a biotinilalashoz hasznalt pufferek.

LS HS VHS Moso Eluciés *biotinilalo
TRIS-HCI 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
KCI 30 mM 300 mM 500 mM 30 mM 30 mM 200 mM
B-ME 5 mM 5mM 5 mM 10 mM 10 mM 2 mM
imidazol - - 40 mM 50 mM 350 mM -
pH 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0
13. tablazat: A szenzorok tisztitdsa soran hasznalt lizis- és dializispufferek osszetétele.
Lizispuffer Dializispuffer
AUNG UdgX AUNG UdgX
TRIS-HCI (pH=8) 50 mM 20 mM 30 mM 20 mM
KCI 300 mM 500 mM - 500 mM
NaCl - - 140 mM
EDTA 0,5 mM - 1 mM -
Triton X-100 0,1 VIV% - - -
Glicerin - 10 VIV% - 10 VIV%
Tween-20 - - 0,01 VIV% -
PMSF 1 mM 0,5 mM - 0,1 mM
benzamidin 5 mM 5 mM - 1ImM
p-ME 10 mM 2 mM 15 mM 2mM
lizozim 0,1 mg/ml 0,1 mg/ml - -
DNase 0,05 mg/ml 0,02 mg/ml - -
RNase 0,01 mg/ml 0,02 mg/ml - -
proteaz inhibitor 1 db tabletta/50 ml puffer - -
pH 8,0 8,0 74 8,0

14. tablazat: Az SDS-PAGE gélosszetétele. A tablazatban szerepld mennyiségek 4 gél megontéséhez elegenddek.

Tomorits gél (4%-0s)

Elvalaszté gél (12%-0s)

40%-o0s 37,5:1 akrilamid-

biszakrilamid

1,95 mi

10 %-0s SDS-oldat

200 pl

200 pl




1,5 M TRIS-HCI (pH=8,8) - 5 ml
0,5 M TRIS-HCI (pH=68) 5 ml -
10 % APS 100 pl 100 ul
TEMED 10 pl 10 ul
viz 12,85 ml 8,8 ml

15. tablazat: A TBE-PAGE gélosszetétele. A tablazatban szereplé mennyiségek 6 gél megontéséhez elegenddek.

Nativ Denaturalé
19:1 akrilamid-biszakrilamid 459 45¢
TBE (10x tomény) 3ml 3ml
10 % APS 240 pl 240 pl
TEMED 24 ul 24 pl
urea - 1269
viz 11,2 mi 11,1 ml

16. tablazat: Letoltott funkcionalis genomikai adatokra vonatkozo informaciok.

Genomszegmentacios analizishez hasznalt genomi profilok

térképezett eredeti
tulajdonsdg/faktor adattipus embrié kora (hpf) | GEO szériaszam referenciagenom

hozzaférhetéség ATAC-seq 2,25 GSE168361 Zv10

hozzaférhetéség MNase-seq 2,75 GSE109410 GRCz11
hozzaférhetoség ATAC-seq 4 GSE168361 Zv10
hozzaférhet6ség ATAC-seq 53 GSE168361 Zv10
H2Aub ChlP-seq 25 GSE168360 Zv10
H2AZ ChlIP-seq 25 GSE95030 Zv10
H3K14ac ChlP-seq 2,5 GSE95030 Zv10
H3K27ac ChlP-seq 2,5 GSE95030 Zv10
H3K27me3 ChlIP-seq 15 GSE110663 Zv9
H3K27me3 ChlP-seq 2,25 GSE110663 Zv9
H3K27me3 ChlP-seq 3 GSE110663 V9
H3K27me3 ChlP-seq oocita GSE110663 ZVv9
H3K27me3 ChlP-seq spermium GSE110663 ZVv9
H3K4mel ChlP-seq 2,5 GSE95030 Zv10
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H3K4me3 ChlP-seq 15 GSE110663 ZVv9
H3K4me3 ChlP-seq 2,25 GSE110663 Zv9
H3K4me3 ChlP-seq 3 GSE110663 Zv9
H3K4me3 ChlP-seq oocita GSE110663 ZVv9
H3K4me3 ChlP-seq spermium GSE110663 ZVv9
metilacio MeDIP-seq 2,5 GSE52703 VAYS)
metilacio MeDIP-seq spermium GSE52703 ZVv9
Rnf2 ChlP-seq 2,5 GSE168360 Zv10
GIGGLE elemzéshez hasznalt intervallumfajlok
térképezett eredeti
tulajdonsig/fakor adattipus embrié kora (hpf) | GEO szériaszam referenciagenom

hozzaférhetéség ATAC-seq 2,25 GSE168361 Zv10
hozzaférhet6ség ATAC-seq 25 GSE100286 Zv9
hozzaférhet6ség ATAC-seq 25 GSE100286 Zv9
hozzaférhet6ség ATAC-seq 4 GSE168361 Zv10
hozzaférhetdség ATAC-seq 4 GSE152743 Zv10
hozzaférhetGség ATAC-seq 53 GSE168361 Zv10

hozzaférhetéség ATAC-seq 8 GSE233691 GRCz10

hozzaférhet6ség ATAC-seq 8 GSE233691 GRCz10
Aebp2 ChlP-seq 4 GSE168360 Zv10
Aebp2 ChlP-seq 4 GSE168360 Zv10
Aebp2 ChlP-seq 43 GSE168360 Zv10
Eomesa ChlP-seq 4 GSE51891 ZVv9
FoxH1 ChlIP-seq 6 GSE133990 Zv9
H2Aub1 ChlP-seq 25 GSE168360 Zv10
H2Aub1 ChlIP-seq 35 GSE168360 Zv10
H2Aub1 ChlP-seq 4,3 GSE168360 Zv10
H2AZ ChlP-seq 2,5 GSE95030 Zv10
H2Az ChlP-seq 35 GSE168360 Zv10
H2AZ ChlIP-seq 4 GSE95030 Zv10

H2AZ CUT&Tag 6 GSE178559 GRCz11
H2AZ ChiIP-seq spermium GSE95030 Zv10
H3K14ac ChlP-seq 2,5 GSE95030 Zv10
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H3K14ac ChlP-seq 4 GSE95030 Zv10
H3K14ac ChlP-seq spermium GSE95030 Zv10
H3K27ac ChlP-seq 25 GSE95030 Zv10
H3K27ac ChlIP-seq 4,3 GSE143306 GRCz11
H3K27ac ChlP-seq 43 GSE32483 Zv8
H3K27ac ChlP-seq 4,3 GSE32483 Zv8
H3K27ac ChlP-seq 4,3 GSE32483 ZVv9
H3K27ac ChlP-seq spermium GSE95030 Zv10
H3K27me3 ChlP-seq 0,75 GSE110663 Zv9
H3K27me3 ChlIP-seq 15 GSE110663 Zv9
H3K27me3 ChlP-seq 2,25 GSE110663 Zv9
H3K27me3 ChlP-seq 3 GSE110663 Zv9
H3K27me3 ChlP-seq 4 GSE168360 Zv10
H3K27me3 ChlP-seq 4 GSE168360 Zv10
H3K27me3 ChlP-seq 43 GSE70847 Zv9
H3K27me3 CUT&RUN 6 GSE178343 GRCz11
H3K27me3 ChlP-seq oocita GSE110663 Zv9
H3K27me3 ChlP-seq spermium GSE110663 ZVv9
H3K27me3 ChlP-seq spermium GSE95030 Zv10
H3K4mel ChlIP-seq 25 GSE95030 Zv10
H3K4mel ChlP-seq 35 GSE168360 Zv10
H3K4mel ChlP-seq 43 GSE32483 Zv8
H3K4mel ChlP-seq 4,3 GSE32483 Zv8
H3K4mel ChlP-seq 4,3 GSE32483 ZVv9
H3K4mel ChlP-seq spermium GSE95030 Zv10
H3K4me3 ChlP-seq 0,75 GSE110663 Zv9
H3K4me3 ChlP-seq 15 GSE110663 Zv9
H3K4me3 ChlP-seq 2,25 GSE110663 Zv9
H3K4me3 ChlP-seq 3 GSE110663 ZVv9
H3K4me3 ChlIP-seq 43 GSE143306 GRCz11
H3K4me3 ChlP-seq 43 GSE32483 Zv8
H3K4me3 ChlP-seq 4,3 GSE32483 Zv8
H3K4me3 ChlP-seq 4,3 GSE32483 ZVv9
H3K4me3 CUT&RUN 6 GSE178343 GRCz11
H3K4me3 ChlP-seq oocita GSE110663 ZVv9

74


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE143306
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE32483
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE32483
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE32483
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE168360
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE168360
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE178343
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE168360
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE32483
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE32483
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE32483
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE143306
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE32483
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE32483
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE32483
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE178343

H3K4me3 ChlP-seq spermium GSE110663 ZVv9
H3K4me3 ChlP-seq spermium GSE95030 Zv10
metilaciod MBD-Seq 0 GSE52110 Zv9
Jarid2 ChlP-seq 4,3 GSE168360 zv10
metilacio MethylCap-seq 43 GSE70847 ZVv9
H3K9me3 CUT&RUN 6 GSE178343 GRCz11
Hoxb1b ChlP-seq 8 GSE233695 GRCz10
Hoxb1b ChlP-seq 8 GSE233695 GRCz10
Meis2b ChlP-seq 8 GSE233695 GRCz10
Meis2b ChlP-seq 8 GSE233695 GRCz10
metilacio MBD-Seq spermium GSE52110 Zv9
Pou5f2 ChlP-seq 4 GSE39780 Zv9
Rad21 ChlP-seq 2,5 GSE84600 ZVv9
Rad21 ChlP-seq 4 GSE167125 Zv10
Rad21 ChlP-seq 45 GSE84600 Zv9
RARaa ChlP-seq 8 GSE233695 GRCz10
RARaa ChlP-seq 8 GSE233695 GRCz10
RNA pol Il ChlP-seq 4 GSE152742 Zv10
RNA pol Il CUT&RUN 6 GSE178343 GRCz11
Rnf2 ChlIP-seq 25 GSE168360 Zv10
Rnf2 ChlIP-seq 35 GSE168360 Zv10
Rnf2 ChlP-seq 43 GSE168360 Zv10
Smad2 ChlP-seq 4 GSE51891 Zv9
Sox2 ChlP-seq 4 GSE39780 ZVv9
Sox3 ChlP-seq 8 GSE233695 GRCz10
Sox4 ChlP-seq 8 GSE233695 GRCz10
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