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Osszefoglalo

Az eukariota sejtek kromatinszerkezete alapvetd valtozdsokon megy keresztiil a
sejtdifferenciacio és az egyedfejlodés soran, valamint lokalisan meghatarozza az egyes gének
kifejez6dését. A kromatinszerkezet kialakitasaban fontos szerepet jatszanak a hisztonok,
valamint a DNS kovalens modositasai. Az 5’-hidroximetil-citozin (5ShmC) egy olyan citozin-
modositas, amit a TET-enzimek 5’-metil-citozinbol alakitanak at oxidacidval. Korabbi
kutatasok igazoltdk, hogy az ShmC az aktiv demetilacié fontos allomasa, de valosziniileg
onallo szabalyozo szerepe is van. Kisérleteimet DT-40 csirke limfocitakon, HepG2
hepatocarcinoma sejteken és HapMap emberi limfoblastokon végeztem. Megfigyeltem, hogy
a sejtekben - az irodalmi adatoknak megfeleléen - egy metiltranszferaz-inhibitor, az 5-aza-2'-
deoxicitidin hatasara a globalis metilacio szintje lecsokken, viszont az ShmC szintje megnd.
Eredményeimet 4ramlasi citometria (FACS), immunfluoreszcencia epifluoreszcens
mikroszkoppal és tomegspektrometria (LC-MS/MS) segitségével vizsgaltam. Igy kvantitativ

moddszerekkel is sikeriilt meghataroznom a sejtek teljes SmC és ShmC-szintjét.



Abstract

The chromatin structure of the eukaryotic cells undergoes significant changes during
cell differentiation and development. In addition, it locally determines the expression of the
genes. Histones and covalent modifications to the DNA play important roles in forming the
chromatin structure. 5-hydroxymethylcytosine (5ShmC) is a cytosine modification which is
generated from 5’-methylcytosine with the help of TET ezymes. Recent studies have proved
that ShmC is an essential stage of active demethylation. However, it might also take part in
independent regulation. I conducted research on DT-40 chicken lymphocytes, HepG2
hepatocarcinoma cells and HapMap human lymphoblasts. In accordance with published data,
I found that upon the methyltransferase inhibitor treatment, the global methylation level
decreases, whereas the level of ShmC increases. My research methods were flow cytometry,
immunofluorescence with epifluorescent microscopy and mass spectrometry (LC-MS/MS).

Thus, I could quantitatively determine the total genomic level of SmC and ShmC.



Bevezeto

Az eukariota sejtek kromatinszerkezete alapvetden befolyasol fontos ¢lettani
folyamatokat, mint példaul a gének kifejezddését. A kromatin szerkezetének f6 meghatarozoi
az ugynevezett epigenetikai faktorok, melyek a hisztonok, illetve a DNS kovalens
moddositasai. A DNS esetében ezek a fo faktorok a citozinok metilacidja €és hidroximetilacioja.
A DNS-metiladcio emlésokben féleg CpG dinukleotidokban jelentds (ahol a régies ,,p” jelolés
a foszfodiészter kotést mutatja). A DNS metildciojdban a DNMT enzimek jatszanak
elsddleges szerepet, hiszen ezek katalizaljak a metil-citozinok (5mC) szintézisét (Bestor, TH.,
2000). Emldsokben haromféle DNS-metiltranszferaz (DNMT) enzim van: DNMT3A,
DNMT3B és DNMTI1. Az els6é kettd de novo metil-transzferaz, melyek még nem metilalt
CpG-ket céloznak meg. A DNMTI1 enzim ezzel szemben olyan kettdsszali DNS-t metilal,
ahol az egyik szal metildlt, mig a vele komplementer pozici6 nem (maintenance methyl-
transferase).

A CpG dinukleotidok egyenetleniil helyezkednek el a genomban. A genom nagy része
a véletlenszeri eloszlasnal szignifikdnsan kevesebb CpG dinukleotidot tartalmaz, mig
helyenként a CpG dinukleotidok eloszlasa szigetszerlien Osszestirlisodik. Ezeket a
szekvencidkat nevezzik CpG szigeteknek. Akkor beszélhetiink CpG-szigetekrdl, ha egy
legalabb 300 bp hosszu régioban a C+G nukleotidok aranya eléri a 60%-ot ¢s a CpG/GpC
arany nagyobb 0,6-nal (ez az ardny a genom tobbi részében 0,1 koriil szokott lenni). A CpG
szigetek sokszor transzkripcios starthelyek kozelében talalhatok, és a promoterek 60-70%-
aban van CpG-sziget. A promdterek CpG-szigeteinek metilacioja transzkripcios csendesitést
eredményez (Boyes, J. és Bird, A., 1992). A repetitiv elemek ¢€s a mobilis szekvencidk
metilacidja a genomi instabilitas és a virusok elleni védelem szempontjabol fontos. Tovabba,
a DNS metilacionak szerepe van az X kromoszoma-inaktivacidban és az imprintingben is
(Jones, PA. és Takai, D., 2001). A metilaciés mintazat a megfeleld sejtes homeosztazis
fenntartasahoz elengedhetetlen, hiszen a mintazat felborulasa sok betegséghez, tobbek kozott
rosszindulatu daganatok kialakuldsahoz is vezethet (Rao, PM. és mtsai, 1989).

Az tujonnan felfedezett TET (ten-eleven-translocase) csalddba tartozd enzimek a
TETI1, a TET2 ¢s a TET3. Ezek 2-oxoglutarat (a-ketoglutarat) és Fe(Il)-fliggd dioxigenazok,
melyek in vivo és in vitro is képesek az S5SmC-t 5’-hidroximetilcitozinna (ShmC) alakitani
oxidacioval, ami demetilaciot jelent. Egy konzervalt fémionko6td katalitikus doménnel és egy

CXXC doménnel rendelkeznek. A DNS-ko6té domén egy CpG-kotd motivum (Ito, S., 2011).



A TET-enzimekre szovetspecifikus expresszid jellemz6é, a TET1 expresszidja
elsdsorban ES sejtekben (embrionalis &ssejt) jelentds (Tahiliani, M. és mtsai, 2009). Ennek
megfeleléen az ShmC szintje is valtozik szovettipusonként. A legtobb ShmC a kdzponti
idegrendszerben ¢és ES sejtekben talalhatdé (Globisch, D. és mtsai, 2010). Pontosabban: a
legtobb ShmC az agykéregben, a hippocampusban ¢€s a kisagyi Purkinje sejtekben talalhaté (1.
abra), igy a hidroximetilaci6 feltételezhetden fontos szerepet jatszik az idegi fejlodésben és
érésben (Miinzel, M. és mtsai, 2011). Kozepes az ShmC szintje a vesében, a tiidoben és a
majban. A legalacsonyabb ShmC-szint a timuszban, a 1épben €s a herében figyelheté meg. Az
egyes szervekben vizsgalt TET-enzimek expresszids szintjeit a 2. abra mutatja be. Itt
arnyaltabb, differencialtabb képet kaphatunk. Mig a TET1 és TET2 enzimek a pluripotencia
fenntartasahoz sziikségesek, addig a TET3 inkabb a differenciacios folyamatokban vesz részt

(Miinzel, M. és mtsai, 2011).
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1.abra: ShmC-szint a kiilonb6z6 szervekben (Szwagierczak, A. és mtsai, 2010).
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2.abra: A TET-enzimek expresszidja kiilonboz6 szervekben (Szwagierczak, A. és mitsai,
2010).



A TETI1 enzim genomi elhelyezkedését vizsgalva egér ES sejteken kideriilt, hogy az
enzim foleg génben gazdag régiokhoz kot, leggyakrabban transzkripciot inditd helyekhez
(Transcription Start Site) (Williams, K. és mtsai, 2011). A TET1 enzim csaknem kizardlag
CpG-szigeteket preferal, amit kromatin immunoprecipitaciét kovetd nagy ateresztOképességi
szekvenalassal (ChIP-Seq) igazoltak (Wu, H. és mtsai, 2011). A TET1 enzim felelds a
promoterbeli CpG-szigetek hipometilalt vagy metilacio-mentes allapotanak fenntartasaért. Ezt
ugy bizonyitottdk, hogy a TET1 kiiitése az SmC-szint novekedéséhez vezetett a TET1-
kotéhelyeken (Wu, H. és mtsai, 2011).

A TET gének mutacidit ugyancsak kapcsolatba hoztak rosszindulatti megbetegedések
kialakulasaval. A TET2 mutécié példaul haematopoetikus tumorokhoz vezethet. Tovabba, a
TET2 enzim gyakran mutalt egyéb haematologiai betegségekben (Delhommeau, F. és mtsai,
2009). Akut mieloid leukémia (AML) esetében hipermetilacio és mieloid proliferacio jelenik
meg. A betegeknél esetenként megfigyelheté az IDH1 vagy IDH2 (izocitrat dehidrogenaz)
mutacidja, ami az ShmC szintézisben szerepet jatszd o-ketoglutardt szintéziséért felelos
(Figueroa, ME. és mtsai, 2010). Ekkor alacsonyabb az ShmC-szint és magasabb az SmC-szint.
Fontos megjegyezni, hogy az izocitrit és az oa-ketoglutardt is a citromsavciklus
nélkiilozhetetlen elemei.

A TET-enzimek {0 feladata tehat az S5mC ShmC-intermedieren keresztiili
demetilacidja (3. abra). A citozinok 5° hydroximetilacidjanak elvesztése valdsziniileg tobb
utvonalon keresztiil torténik. A passziv DNS-demetilacio kiilondsen fontos a gyorsan osztodo
sejtek, pl. ESC-k esetében, amikor a sejtek osztddasat kovetden az 1j citozinok mar nem
lesznek modositva. Tovabba, az ShmC részese lehet az aktiv demetilacios utvonalnak is,
melynek végén szintén citozin keletkezik. Ebben DNS-javité mechanizmusok jatszanak
szerepet. Az AID/APOBEC csalad citidin-deamindzai a hmC-t hidroximetil-uridinné (hmU)
alakitjak, ami T:G mismatchet eredményez. Ezt a 1épést bazis-kivago kijavitas (BER) vagy
ShmC-glikozilaci6 és BER koveti (Guo ¢és mtsai, 2011). A formilcitozin (fC) és a
karboxilcitozin (caC) szerepe még nem teljesen tisztazott az aktiv demetilacios utvonalban.
Az mar ismert, hogy ezt a két citozinmddositast a TET-enzimek végzik ShmC-bdl tovabbi
oxidacioval. A TET-enzimek azonban nem képesek a caC-t citozinna alakitani, amit helyettiik
feltételezhetden egy timin DNS-glikozilaz (TDG) végez (Hashimoto, H. és mtsai, 2012). A
TDG enzim mellett a SMUGI1 (egyszali DNS-re szelektiv, monofunkciondlis uracil-DNS
glikozilaz) DNS-glikozilaz is szerepet jatszhat a folyamatban (Auclair, G. és Weber, M.,
2012).
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utvonalak passziv és aktiv demetilacids utvonalakra (Williams, K. és mtsai, 2012).

Ahogy lattuk, a DNS-metilacionak szerepe van tobbek kozott a sejtdifferenciacioban
¢s a génkifejezddés szabalyozasaban. A globalis hipometildcid6 genomi instabilitast okozhat,
mig a gén promoéterekben 1évé CpG-szigetek hipermetilacidja nem kivant géncsendesitéshez
vezethet. Hipermetilac6 esetén a metilacid csendesithet tumor-szupresszor géneket.
Hipometilacid esetén viszont proto-onkogének aktivalodhatnak, ami szintén rak kialakulasat
eredményezheti (Laird, PW. és Jaenisch, R., 1996). Az ShmC-nak a 3. abra szerinti feladata
lehet a kiilonboz6 fehérjék toborzasa és az SmC-hoz kotddo fehérjék eltavolitasa. Az ShmC
ugyancsak nélkiilozhetetlennek tlinik az emlésdk embriondlis fejlodése soran (Yu, M. és
mtsai, 2012), valamint fontos allomds az aktiv demetilacioban (Williams, K. és mtsai, 2011).
Ficz és munkatarsai (2011) embrionalis sejteket vizsgalva megallapitottak, hogy ha ShmC van
egy gén promoterében, akkor annak magasabb lesz a transzkripcios aktivitasa, mint akkor, ha
a promoter metildlt (Ficz, G. és mtsai, 2011).

A TETI gén kiiitése koriilbeliil 20-40%-kal csokkenti az ShmC-szintet (Ficz, G. és
mtsai, 2011; Williams, K. és mtsai, 2011), amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az ShmC-
szint fiigg a TET1 expressziojatol. Erre bizonyitékul szolgél az is, hogy a TET1 és TET2
kiiitése egylitt jar az SmC-szint emelkedésével (Ficz, G. és mtsai, 2011). Azonban a globalis
SmC-szint nem emelkedik olyan mértékben, mint ahogy az ShmC-szint csokken. Fontos
megemliteni, hogy hozzavetdleg 45 ShmC jut 1000 SmC-ra egy ECS-ben (Ito, S. és mtsai,
2011). Tehat az ShmC-szint valtozas nem okoz olyan jelentds valtozast a globalis SmC-szint

valtozasaban.



Ha az 5mC és az ShmC genomi eloszlasat vizsgaljuk, lathatjuk, hogy az 5mC
nagyrészt heterokromatikus régiokban és szatellitakban talalhatdo meg, mig az ShmC promoter
régiokban ¢és TSS-ek helyén, valamint ritka heterokromatikus régiokban és repetitiv
elemekben (Pastor, WA. és mtsai, 2011). Viszont eukromatikus régiokban, LINE elemek 5’
végénél, pluripotencidért felelds transzkripcios faktorok kotéhelyénél gyakran fordul eld, és
gyakoribb az exonokban, mint az intronokban (Ficz, G. és mtsai, 2011).

A két citozinszarmazék meghatarozdasa DNS-immunoprecipitaciot kovetd nagy
ateresztoképességli szekvendlassal (MeDIP-Seq, és hMeDIP-Seq) torténhet példaul, SmC ¢és
ShmC-specifikus antitestek segitségével (Ficz, G. és mtsai, 2011; Williams, K. és mtsai, 2011;
Wu, H. és mtsai, 2011; Xu, Y. és mtsai, 2011). Azonban a mdédszer nem hasznalhat6 abszolut
mennyiségi kiilonbségek megallapitasara.

Az 5-aza-2'-deoxicitidin egy citidin analdg, ami képes beépiilni a DNS-be (Glover,
AB. ¢és Leyland-Jones, B., 1987). A decitabine néven is ismert molekula az Amerikai
Elelmiszer-, és Gyogyszer Ellenérzé Hatosagnal bejegyzett, ma mar klinikai alkalmazasban
van, mint mielodiszplazias betegségek esetén hasznalt gyogyszer (Kuendgen, A. és mitsai,
2008), tovabba akut mieloid leukémia esetén is alkalmazzdk. Az 5-aza-2'-deoxicitidin egy
DNS-metiltranszferaz inhibitor, a DNMT-ket gétolja, ugy, hogy a metildland6 akceptor
szénatom helyére egy nitrogén ¢épiil be, és a DNMT-t kovalensen koti. Az 5-aza-2'-
deoxicitidin csak a DNS-be beépiilve képes gatolni a DNMT enzimeket. Hatasara globalis
genomidlis demetilacio kovetkezik be.

Laboratoriumunkban, az MTA TTK Enzimologiai Intézetben célul tiiztiik ki a sejtek
teljes genomialis SmC- €s ShmC-szint meghatarozasat. Kisérleteinkben
tomegspektrometriaval (LC/MS) pontos (Yamagata, Y. ¢és mtsai, 2012) kvantitativ
eredményeket kaptunk.

Anyagok és modszerek

Sejtkultura

HepG2 hepatocarcinoma, DT-40 csirke vad tipust, DT-40 Xpa-, HapMap 18592,
HapMap 18552 és HapMap 18633 human limfoblaszt sejtvonalakat tartottam fenn, é€s
végeztem rajtuk a kisérleteket. A HepG2 sejtvonalat az ATCC-tél, a HapMap sejteket a



HapMaptdl vasaroltuk, a DT-40 sejteket pedig dr. Sziits Davidtél (Enzimoldgiai Intézet)
kaptuk. A DT-40 sejtek limfoid sejtek, melyek AVL (avian leukosis virus)-indukalta
limfomakbol erednek, melyeket in vivo szingénikus csirkékben termeltettek, majd a sejteket
kinyerték (Baba, TW. és mtsai, 1985). A DT-40 Xpa- mutdns sejtvonalat Sziits David allitotta
eld az alabbi cikkben leirtak szerint (Sziits, D. és mtsai, 2008). Az Xpa gén a Z ivari
kromoszoman helyezkedik el madaraknal, ¢s az Xpa fehérje a DNS-javito mechanizmusok
egyik fontos résztvevéje. A HepG2 hepatocarcinoma sejtvonalat Advanced MEM (Gibco)
médiumban tartottam, amit kiegészitettem a kovetkezOkkel: 10% FBS, 2mM glutamin, 100
U/ml penicillin és 100 pg/l streptomycin. A HepG2 sejteket 70-80%-os konfluencia
elérésekor passzaltam, tripszinnel emésztettem a letapado sejteket. A DT-40 sejtek médiuma
RPMI (Lonza), amit a kovetkezOkkel egészitettem ki: 3% csirke szérum, 7% FBS, 2mM
glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pg/l streptomycin és S0uM P-merkaptoetanol. A
HapMap-sejteket szintén RPMI médiumban tartottam, amit 15% FBS-sel egészitettem ki.

Kezelesek

A kezeléseket elsOsorban 5-aza-2'-deoxicitidinnel végeztem (4. abra), 1 upg/ml-es
koncentracioban, 48 o6ran keresztiil 24 6rankénti médiumcserével. Az 5-aza-2’-deoxicitidint
DMSO-ban oldottam fel, és -20 °C-on taroltam 0,5 mg/ml-es koncentracidban (stock

solution). A kontroll dimetil-szulfoxid (DMSO) volt.
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4.abra: 5-aza-2'-deoxicitidin

DNS izolalas

Alapvetden a Qiagen Puregene protokolljat hasznaltam, sajat keziileg készitett

oldatokkal. A mintakbol a DNS-t ugy nyertem ki, hogy lizaltam a sejteket, majd RNazzal
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kezeltem a mintakat. Ezutan a fehérjéket precipitaltam, majd centrifugaldssal eltavolitottam.

Ezt kdvetden izopropanol, majd 70%-os etanol segitségével kinyertem a DNS-t.
Immunofluoreszcencia

A sejtek tripszinizdldsa és mosasa utan Ovatosan hipoténids oldatot (0,075M KCI)
adtam a sejtszuszpenzidhoz. Ezt kovetden etanol €s ecetsav 3:1 keverékével fixaltam a
sejteket, mikozben vortexeltem a csoveket, €s 1-2 cseppet cseppentettem a targylemezre. A
fixalt sejteket 30 percig 2M-os HCl/Triton-X-100-oldatban inkubaltam, majd neutralizaltam a
mintakat, ¢s BSA-s blokkolo oldatot hasznaltam. Az elsddleges antitestek anti-5mC patkany
monoklonalis antitest €s anti-ShmC egér monoklondlis antitest (Diagenode) voltak, mindkettd
1:100-es higitasban. 4 °C-on inkubaltam a targylemezeket egy ¢€jszakan at. A kovetkezd
napon mosas utan a masodlagos antitesteket vittem fel a mintdkra. Ezek Alexa 488 (z6ld)
anti-egér antitest ¢s Alexa 546 (piros) anti-patkdny antitest voltak, melyeket kecskében
termeltettek. Majd Ujra moséds kovetkezett. Végiil Vectashield médiumot és DAPI
sejtmagfestéket vittem fel a mintdkra. Ezek utan epifluoreszcens mikroszkoppal analizéltam a

mintaimat.
Aramldsi citometria (FACS)

A kisérletek egy részét aramlasi citométerrel végeztem, FACSCaliburral. Ehhez a
sejteket PBS-sel megmostam, majd 70% etanollal fixaltam. Lassan csepegtettem az etanolt a
mintakra, majd pedig 1 napig inkubaltam 4 °C-on a sejteket. Ezutdn az immunofluoreszcencia

fejezetnél leirtak szerint folytattam a kisérletet a fixalas utani résztdl kezdve.
Tomegspektrometria

A tomegspektrometrids mérésekhez dr. Szabdé Pal (MTA Kémiai Kutatokdzpont)
segitségét kértem, aki hangyasavval hidrolizalta a mintdkat, majd a nukleotid bazisokat
detektalta tomegspektrometriaval. 100%-0s hangyasavat adott a mintakhoz, ami utdn 90 perc
130 °C-os inkubaci6 kovetkezett. A nitrogénes evaporacid utan 10 mM-os ammoOnium-
formiatot adott a mintdkhoz. Gradiens-eliciot alkalmazott a szeparalashoz: ammonium-

fomiatot és acetonitrilt hasznalt. Ugy biztositotta a tdmegspektrometrids modszer pontossagat
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¢s reprodukalhatésagat, hogy 3 fliggetlen DNS mintat vizsgalt és mindegyiket haromszor
lemérte. A 3200 QTrap LC/MS/MS rendszer segitségével végezte a méréseket, ¢&s
ShmC/citozin, valamint SmC/C bézisaranyokat hatarozott meg minden mintabdl (Yamagata,

Y. és mtsai, 2012).

Eredmények és megvitatasuk

Kisérleteim sordan a genomidlis 5mC- ¢s ShmC-szintet akartam meghatarozni
kiilonb6zd sejtek esetében. Haromféle modszert alkalmaztam a kétféle citozinszarmazék
kimutatasara és szdmszerlisitésére a genomban: immunofluoreszcencia, dramlasi citometria €s
tomegspektrometria. Tovabba, az 5-aza-2'-deoxicitidines kezelés hatdsat szerettem volna
minél jobban megvizsgdlni, és bebizonyitani, hogy a metiltranszferaz-inhibitor molekula
lecsokkenti az SmC szintjét. Végiil kivancsi voltam, hogy ez a valtozas hogyan befolyasolja

az ShmC-szintet.

Immunofluoreszcencia

Az immunofluoreszcencia soran piros szinli anti-5SmC és zold szinli anti-5hmC
antitesteket hasznaltam a citozinszdrmazékok kimutatdsira a fixalt DT-40 ¢és HepG2
sejtmagokban. A sejtmagokat DAPI-val festettem kék sziniire, és a targylemezekre felvitt
mintakat epifluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltam. Az 5. abran lathaté a genomialis SmC-
szint kontroll sejtek és 5-aza-2'-deoxicitidines kezelés hatasara. Az abran nem latjuk
egyértelmiien a vart valtozast, mert nem latszik, hogy csokkenne a festés fényintenzitdsa vagy
a festett kromoszomarészletek szama. Belathatd, hogy ezzel a moddszerrel nem tudjuk

pontosan szamszerUsiteni a valtozast a kontrollhoz képest.
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(a) DT-40 WT DT-40 Xpa -

(b) HepG2
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g 65 ms

5. dabra. (a): DT-40 vad tipusu, DT-40 Xpa— és (b): HepG2 sejtek SmC-szintje a sejtmagban.

Kontroll és 5-aza-2'-deoxicitidin hatasara.
Az 6. abran lathato a genomialis ShmC-szint kontroll sejtek €s 5-aza-2'-deoxicitidines

kezelés hatasara. Ebben az esetben sem latunk valtozast a kezelés hatasara a kontrollhoz

képest.
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6. dabra. (a): DT-40 vad tipusu, DT-40 Xpa- és (b): HepG2 sejtek ShmC-szintje a sejtmagban.

Kontroll és 5-aza-2'-deoxicitidin hatasara.

A mikroszkopos abrak lathatéan nem tudtik egyértelmiien bizonyitani a feltevésiinket,
miszerint 5-aza-2'-deoxicitidin hatasdra az SmC-szint csokken €s hogy ez Osszefligghet az
ShmC-szinttel. Az immunfluoreszcencia ebben az esetben tehdt nem ad kvantitativ

eredményt, kvalitativan azonban mégis jelzi a citozinszarmazékok eloszlasat a sejtmagban.
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Aramldsi citometria (FACS)

Tovabbi kisérleteket végeztem tehat a genomidlis SmC ¢s ShmC kvantitativ
meghatarozasara. Aramlasi citométerrel végeztem vizsgalatokat. Ahogyan a 7. abran latszik,
kezelés hatasara lecsokken az 5mC-szint, de - érdekes modon - megné az ShmC-szint
(8.abra). Tehat I¢tezik valamiféle Osszefliggés a genomialis SmC ¢€s ShmC-szint kozott.

Azonban fontos megjegyezni, hogy nem minden esetben kaptam ennyire meggy6z6

eredményt.

87 e HapMep 18592 ] HepG2

DT-40 WT

7. abra: FACS eredmények HapMap 18592, HepG2 és DT-40 vad tipusu sejtek esetében. 5-

aza-2’-deoxicitidin hatasara SmC-szint csokkenés tapasztalhato (piros szin).
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8. abra: FACS eredmények HapMap 18592, HepG2, DT-40 vad tipusu és DT-40 Xpa- sejtek

esetében. 5-aza-2’-deoxicitidin hatasara ShmC-szint ndvekedés tapasztalhato (zold szin).

A kovetkezokben egy-egy kiragadott példan lathatok az dramlasi citometrias vizsgalat
soran kapott eredmények, valamint azok statisztikai kiértékelése. A 9.abra (a) részén
megfigyelhetd egy dot plot dbra és a kapuzas hasznalata, a (b) részen a festetlen (lila), a csak
masodlagos antitesttel festett (piros), a kezeletlen, de teljesen festett SmC-os (narancssarga) és
a kezelt és festett SmC-os (citromsarga) mintdk gorbéinek hisztogramos elhelyezkedése
logaritmikus vizszintes tengelyen. Tovabba, a (c) részlet a statisztikai elemzést mutatja be,
amikor Osszehasonlitottam a kezeletlen és 5-aza-2’-deoxicitidinnel kezelt mintdk 5SmC-os
festddését. Azt sikeriilt megallapitanom, hogy a kezelés hatdsara kb. 4,79%-kal csokken az

SmC-szintje. A kép mellett lathatd a fontosabb eredmények Gsszegzése kiemelve.

~—
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festés nélkiil.001

SSC-H
200 400 600 800 1000
1

0

0 200 400 600 800 1000
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Szin  Név Parameter Kapu
. FL2-H G3
festés nelkiil.001
FL2-H G3

M1 s csak masodlagos antitest hmC.002

(c)

File: untreated mC.003
Acquisition Date: 05-Jun-12
Gated Events: 23191

X Parameter: FL2-H (Log)

Log Data Units: Linear Values
Gate: G3

Total Events: 24415 étlag: 74,76;
geo atlag: 65,11;

szoras: 55,59

File: aza mC.005
Acquisition Date: 05-Jun-12
Gated Events: 23198

X Parameter: FL2-H (Log)

Marker Evenis < Gated Mean Geo Mean sSD cVv Median Peak Ch
All 23191 100.00 74.76 65.11 55.59 74.36 64.36 62
M1 1353 211.03 199.22 152.04 72.05 186.01 151 étlag: 44,57;

geo atlag: 38,44;
szoras: 37,44
Log Data Units: Linear Values
Gate: G3

Total Events: 24449

M1 marker a kezeltnél
(1%-os atfedésnél):
5,83% kapuzott a

Marker Events 9% Gated Mean GeoMean  SD CV  Median Peak Ch kezeletlennél, tehat kb.
Al 23198 100.00 4457 3844 3736 8382 47.86 36 4,79%-o0s csokkenés
M1 241 241.90 206.14 22578 93.34 176.24 149

9.dbra: FACS eredmények kiértékelése HapMap 18552 sejteken, SmC festése esetén. (a): dot

plot: a festetlen sejtek szorodasa (FSC és SSC) és kapuzas (G3). (b): hisztogram: 5-aza-2’-deoxicitidin

hatasara SmC-szint csokkenés tapasztalhato. (c): statisztikai elemzés.

A 10.abra (a) részén megfigyelhetd egy dot plot abra és a kapuzas hasznalata, a (b)

részen a festetlen (lila), a csak masodlagos antitesttel festett (zold), a kezeletlen, de teljesen

festett ShmC-os (vilagoskek) és a kezelt és festett ShmC-os (sotétkék) mintdk gorbéinek

hisztogramos elhelyezkedése logaritmikus vizszintes tengelyen. Tovabba, a (¢) részlet a hozza

tartozo statisztikai elemzést mutatja be, amikor dsszehasonlitottam a kezeletlen €s 5-aza-2’-

deoxicitidinnel kezelt mintdk ShmC-os festddését. Azt sikeriilt megallapitanom, hogy a

kezelés hatasara kb. 4,79%-kal n6 az ShmC-szintje. A kép mellett lathato a fontosabb

eredmények Osszegzése kiemelve.
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kezelt.009

FL1-H G2

csak masodlagos antitest hmC.006 F

File: Data.007 unt hmC
Acquisition Date: 08-Jun-12
Gated Events: 18334

X Parameter: FL1-H (Log)

Gate: G2

Total Events: 20274

Log Data Units: Linear Values

File: Data.009 aza hmC
Acquisition Date: 08-Jun-12
Gated Events: 16584

X Parameter: FL1-H (Log)

Gate: G2

Total Events: 21652

Marker Evenis % Gated Mean Geo Mean sSD CcV Median Peak Ch
All 18334 100.00 311.82 267.04 185.77 59.58 266.55 245
M1 197 1167.72 1157.05 167.36 14.33 1134.19 1009

Log Data Units: Linear Values

Marker Evenits 9% Gated Mean Geo Mean SD cv Median Peak Ch
All 16584  100.00 538.44 479.72 257.26 47.78 500.29 593
M1 972 1210.28 119263 233.16 19.27 1154.78 1036

kezeletlen SmC-os festés:
atlag: 311,82;

geo atlag: 267,04;

szoras: 59,58

kezelt SmC-os festés:
atlag: 538,44;

geo atlag: 479,72;

szoras: 47,26

M1 marker a
kezeletlennél (1%-o0s
atfedésnél):

5,86% kapuzott a
kezeltnél, tehat kb.
4,79%-0s novekedés

10.abra: FACS eredmények kiértékelése DT-40 Xpa- sejteken, ShmC festése esetén. (a): dot

plot: festetlen sejtek szorodasa (FSC és SSC) és kapuzas (G2). (b): hisztogram: 5-aza-2’-deoxicitidin

hatasara ShmC-szint ndvekedés tapasztalhato. (c): statisztikai elemzés.
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Osszességében elmondhatd, hogy valoban tapasztalhaté csokkenés 5-aza-2’-
deoxicitidines kezelés hatasara az SmC-szintben, és az ShmC-szint csokken. A statisztikai
elemzés soran lathato, hogy tobbféle szamérték is Osszehasonlithatd. Fontos megjegyezni,
hogy — bar a csokkenés €s a novekedés véletleniil azonos szamérték — a kettd nem
Osszehasonlithato, mert mas sejtekrél, mas mintakrol, mas immunfestésrél van szo, €s jol
latszik, hogy a festddés is kiillonb6z6 mértékli. A szords nagysdga miatt azonban sem biztos,
hogy megbizhat6 a kiértékelés. Szignifikancia-tesztet nem végeztem, mert a mérésenkeént
koriilbeliil 20.000 esemény értékeit nem tudnam bevinni egy statisztikai programba.

Véleményem szerint sem az immunfluoreszcencia, sem az aramlasi citométerrel
torténd vizsgalat sem tudja pontosan, egyértelmiien €s teljesen kvantititativan megmutatni a

genomialis ShmC- és ShmC-szintet, ezért tomegspektrometriat alkalmaztunk.

Tomegspektrometria

Az 1. és 2. tablazat mutatja a tomegspektrometrias eredményeinket, tovabba a 11. és a
12. abran lathatok az ebbdl készitett diagramok. Lathatd, hogy itt sikeriilt a legpontosabban
meghatarozni genomialis citozinszarmazékok mennyiségi eloszlasat. Azt figyeltiikk meg, hogy
a DT-40 vad tipusu sejtek esetében koriilbeliil 3.5-sz6rds csokkenés tapasztalhaté az SmC-
szintben a citozinhoz képest 5-aza-2’-deoxicitidin hatasara. DT-40 Xpa- sejtek esetében ez a
csokkenés kb. 2.7-szeres. Ezzel szemben — meglepetésiinkre - az ShmC-szint névekedése DT-

40 vad tipusndl majdnem kétszeres, és a DT-40 Xpa- sejttipus esetében majdnem hasonlo.

név | SmC/C atlag szoras | ShmC/C atlag SZOras
VTO01 | 0,05158 0,00025
VTO01 | 0,04927 0,00027
VTO01 | 0,04868 | 0,049843 | 0,001533 | 0,00028 | 0,000267 | 0,000015
VTO02 | 0,06164 0,0003 VT kezeletlen atlag SzZOras
VT02 | 0,06342 0,00027 5mC/C 0,05647 | 0,007371366
VT02 | 0,06423 | 0,063097 | 0,001325 | 0,00028 | 0,000283 | 0,000015 5hmC/C 0,000275 0,0000164
VTAL1 | 0,01396 0,00055
VTA1| 0,0152 0,00056
VTAL1 | 0,01442 | 0,014527 | 0,000627 | 0,00053 | 0,000547 | 0,000015
VTA2 ]| 0,01794 0,00054 VT kezelt atlag SzZOras
VTA2 | 0,01704 0,00053 5mC/C 0,01624 | 0,002004595
VTA2 | 0,01888 | 0,017953 | 0,000920 | 0,00057 | 0,000547 | 0,000021 S5hmC/C 0,000547 0,0000163

1. tablazat. Tomegspektrometrias eredmények DT-40 vad tipusu genotipusu sejteken. Az SmC

/C és 5ShmC/C arany lathat6 kontroll és 5-aza-2’-deoxicitidin hatasara.
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név | SmC/C atlag széras |ShmC/C| atlag SZOras

XPa01 | 0,05323 0,00031

XPa01 | 0,05798 0,00033

XPa01 | 0,05751 | 0,05624 | 0,002617 | 0,00033 | 0,000323 | 0,000012

XPa02 | 0,05763 0,00029 Xpa- kezeletlen atlag Szoras
XPa02 | 0,05861 0,00033 5mC/C 0,056985 | 0,00191956
XPa02 | 0,05695 | 0,05773 | 0,000835 | 0,00032 | 0,000313 | 0,000021 5hmC/C 0,000318 | 0,0000160
XPaAl | 0,02046 0,00064

XPaAl | 0,02002 0,00069

XPaA1l1| 0,02018 | 0,02022 | 0,000223 | 0,00067 | 0,000667 | 0,000025

XPaA2 | 0,02109 0,00073 Xpa- kezelt atlag Szoras
XPaA2| 0,02114 0,00068 5mC/C 0,020745 | 0,000616174
XPaA2| 0,02158 | 0,02127 | 0,000270 | 0,00066 | 0,000690 | 0,000036 5hmC/C 0,000678 | 0,0000306

2. tablazat: Tomegspektrometrias eredmények DT-40 Xpa- genotipusu sejteken. Az SmC /C

¢s ShmC/C arany lathato kontroll és 5-aza-2’-deoxicitidin hatasara.

Az adatsorok kozotti szignifikanciat paratlan t-probaval végeztem. Azt az eredményt

kaptam, hogy az eltérések a kezelt és kezeletlen adatsorok kdzott minden esetben nagyon

szignifikansak.

0.05 -

004 -

0.03 4

0.02

o1 -

5mC/C arany DT-40 sejtekben

® Kontroll ® 5 373 7" deoxicitidin

DT-40 WT

DT-40 Xpa -

11. abra: Tomegspektrometrias eredmények DT-40 vad tipusu és Xpa- genotipusu sejteken.

Az 5SmC és C arany lathatd kontroll és 5-aza-2’-deoxicitidin hatasara.
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12. abra: Tomegspektrometrias eredmények DT-40 vad tipusu és Xpa- genotipusu sejteken.

Az 5ShmC és C arany lathato kontroll és 5-aza-2’-deoxicitidin hatasara.

Szeretnénk elvégezni még toOmegspektrometriai méréseket mas sejtvonalakon is pl.
kezeletlen és kezelt HepG2 sejteken és HapMap limfocitdkon is. Le, T. és munkatarsai (2011)
kifejlesztettek egy 1j, nagyon érzékeny, gyors, robusztus és pontos tomegspektrometriai
moddszert, mellyel egyszerre szamszertsitheté az SmC- és az ShmC-szint a DNS-ben. Ez az
LC-ESI-MS/MS-MRM  (liquid chromatography electrospray ionization tandem mass
spectrometry with multiple reaction monitoring). Néhany mintat elkiildtink a Zymo
Research-nek az USA-ba, 0k ezzel a modszerrel detektaljak az SmC-t és ShmC-t a genomban.
Az eredményekre még varunk.

Osszességében elmondhatd, hogy varatlan megfigyelésiink volt az, hogy az 5-aza-2’-
deoxicitidines kezelés hatdsara a genomidlis ShmC-szint megnétt. Azt mar korabbi kutatasok
bebizonyitottak sejtvonalakon, hogy az SmC-szint lecsokken a DNMT gatlasaval. A TET-
enzimek ,,egyszeri” oxidalod szerepét a jelen kisérletek esetében azért nem feltételezhetjiik,
mert kevesebb SmC esetén kevesebb ShmC keletkezne, azonban jelen esetben nem ez valdsul
meg. {gy a tapasztalt jelenségre valamilyen mas magyarazatot kell talalnunk, ami a 13. abran
jol lathat6. A metiladlatlan DNS-szalak metilalasit a DNMT 3A és 3B metiltranszferaz
enzimek végzik. Azt tudjuk, hogy a DNS-replikacié szemi-konzervativ. Emiatt akar metilalt,
akar metilalatlan az eredeti szal, az ujonnan keletkezd kétszala DNS metilalatlan vagy
hemimetilalt lesz: a templat széla az eredeti allapotban marad, az 0j szala pedig metilalatlan
lesz. Azért valasztottuk a 48 oras kezelést, mert ez id6 alatt tobb sejtosztddas is lezajlik, igy

egyre tobb hemimetilalt szal keletkezik. A DNMT1 enzim feladata a metilaltsagi szint
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fenntartésa, ezért a hemimetilalt szalakhoz kot, és metilaltta teszi azokat. Igy lehetséges az,
hogy a genomi imprinting segitségével tovabbaddodhat az epigenetikai informacié anyasejtrol
utodsejtre. Mivel az 5-aza-2’-deoxicitidin (citidin analdég metiltranszferaz-inhibitor) képes
beépiilni a DNS-be a sejtosztodas soran, és gatolja a DNMT-ket, igy nem tud Gjra metilalodni
a DNS a DNMT1 segitségével. igy felborul az epigenetikai mintazat. Elképzelésiink szerint a
TET enzim nagyobb affinitdssal kotddik a hemimetilalt szdlakhoz, mint a mindkét szalon
metilaltakhoz, ellenkez6 esetben elméletileg minden metildlt citozinbdl hidroximetilalt lenne.
Az is lehetséges, hogy alapallapotban a DNMT1 kiszoritja a TET enzimeket, azaz a DNMT 1
mar azelétt dtmasolja a metilaciés mintazatot a komplementer szalra, mieldtt a metilalt
citozinokat a TET tovabb tudna oxidalni ShmC-na. Kezelés hatdsara viszont megsziinik a
,Lkompetici6”, €s a TET be tud kotni a metilcitozinokhoz. Fontos azonban megjegyezni, hogy
a tomegspektrometrids mérésekbdl latszik, hogy az SmC-szint csokkenése nagyobb mértekdi,
mint az ShmC-szint ndvekedése, tehat nem lesz minden SmC-b6l ShmC. Valdsziniileg nem
olyan stabilak a hmC-ok, ezért a TET enzimek segitségével tovabbalakulhatnak az aktiv
demetilacids utvonalon szintén instabil formil- vagy carboxilcitozinna, és végiil akar
citozinnd. Az ShmC-szint novekedését még nem tudjuk pontosan megmagyardzni, de a
JjOvoben kisérleteket terveziink ennek az érdekes epigenetikai médositasnak a feltérképezésére

¢és a pontos mechanizmus megismerésére.
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13. dbra: Osszegzés: elképzelésiink az 5-aza-2’-deoxicitidin szabalyozasi mechanizmusarol.
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Tovabba érdekes lenne megvizsgalni a TET- vagy DNMT-enzimek kiiitése vagy
csendesitése soran tapasztalhato valtozasokat. Nemcsak genomi, de lokalis szinten is érdekes
lenne tovabbi kisérleteket végezni a hidroximetilacioval kapcsolatban. Fontos lenne CpG-
szigeteket kozelebbrdl megvizsgalni, tovabba olyan géneket vizsgalni, amelyek promdterében
magas ShmC-szintet feltételeziink. Kivancsiak vagyunk még az ShmC exoni €s introni

elhelyezkedésére is.
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Szerzoi hozzajarulas

1. En végeztem a sejtek tenyésztését, kezelését és a DNS izolalasat.
2. En végeztem az immunofluoreszcencias vizsgalatokat.
3. En végeztem az aramlasi citometrids méréseket, ahol kideriilt, hogy kezelés

hatasara csokkent az SmC-szint, mig nott az ShmC-szint.
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