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1. Projekt célja

Az utdbbi évek kutatasai egyre mélyebb szinten tartak fel az Uun. magasabbrend(
kromatin szerkezet molekularis rétegeit, am a genom architekturat |étrehozo hiszton és
nem-hiszton fehérjék illetve nem-kddoldé RNS-ek szerepérdl keveset tudunk. Jelen
projektben célunk a kromatin szerkezeti valtozasok kutatdsa modern genomikai és
biofizikai mdédszerek 6tvozésével, kiilonos tekintettel a Set1C/COMPASS hisztonmodositd
enzimkomplex szerepére és bizonyos nem-hagyomanyos DNS struktarak (pl. R-hurkok,
nick-ek) vizsgalatara. Eredményeink feltarhatjak, hogy a kromatin szerkezet elemei
milyen genetikai és/vagy epigenetikai mechanizmus szerint formaléddnak az eukaridta
sejtekben és 6roklédnek a generaciok kozott.

2. A projektben vallalt eredmények bemutatasa a projekt zarasakor,
/ a fenntartasi idoszak alatt

A tamogatasi idészak elsé periddusaban klasszikus és molekularis genetikai modszerekkel
(keresztezés, transzformacio, tetradanalizis) létrehoztuk azokat a kritikus mutans éleszté sejteket
(>140 torzs), amelyeket a tovabbiakban genomikai modszerekkel vizsgaltunk (ChIP-seq, DRIP-
seq, competition ChIP).

ChIP-szekvenaldssal a COMPASS/SetlC hiszton metilaz enzim komplex tébb alegységének
(Bre2, Sppl, Setl) meghataroztuk a cisztromjat (genomi lokalizaciéjat) tobb metabolikus
kondiciéban (mitotikus osztdédas soran gazdag és éhezési taptalajon, meiotikus differenciacio
soran  sporulaciés taptalajon). Ugyanezen korilmények kozott DRIP - szekvenalassal
feltérképeztitk a kromoszémalis R-hurkok cisztromjat.

Az R-hurkokat az utébbi modszerrel szintén feltérképeztiik tobbféle human és egér sejttipusban
(PBMC, Jurkat, Hela, mESC). Az {gy kapott cisztrom adatokat térstatisztikai és matematikai
modszerekkel ratérképeztik publikus bioinformatikai adatbazisokbdl elérheté nagyfelbontasu
térbeli genomszerkezet modellekre (iz sitn Hi-C) és a munkatervnek megfeleléen elkezdtik a
vizsgalt struktarak térbeli topoldgiai viszonyainak a matematikai analizisét.

Az eredeti DRIP-seq modszer moédositasaval bevezettink egy 4j genomikai térképezési
metodikat, amely a kromoszémalis R-hurkok kisérletes kimutatasara alkalmas barmely
modellszervezetben. Nagy szenzitivitasu és specificitasi metodikankbol (Halasz L et al Genome
Res 2017; Roszik ] et al Mol Therapy 2017), a gyakorlati jelent6ségen tdl, messzemend elméleti
kovetkeztetéseket is levontunk, amelyek érintik példaul a térbeli genomszerkezet vizsgalataval
kapcsolatos kérdéseket, vagy az evolicios homoldgia keresés modszertanat.

kotédési dinamikajaval. Beallitottunk egy 1j, kvantitativ ChIP-seq modszert (kompeticiés ChIP: c-
ChIP), amely differencialis tag-ekkel jelolt fehérjék konstitutiv és indukalhatd expresszidjan alapul.
Létrehoztuk a megfeleld kompeticios torzseket, amelyekben elvégeztiik a fenti dinamikus ChIP-seq
analizist. A ChIP eredményeinket FRAP és FCS mérésekkel validaltuk az egyedi sejtek szintén.
Megallapitottuk, hogy az Sppl €s a Setl holokomplex teljesen eltérd kromatin kotédési dinamikai
sajatsagokkal rendelkezik (eltérd turnover rate, eltéré residence time, eltérdé diffuzios allando és
latszolagos molekulatomeg), amely arra utal, hogy az Sppl-nek 6nalld, a SetlC komplexen kiviili
(attol fiiggetlen) szerepe van a meiotikus rekombinacios soran. Az Sppl fehérjék egy része levalik a
SetlC-r6l, amely soran lecsokken a kromoszomalis turnover-e, feltehetéen a Mer2 kromatintengely
fehérjéhez torténd kihorgonyzas miatt. Utdbbi hipotézist funkcionalis vizsgalatokkal is igazoltuk:
Mer2-hoz kotddni nem képes mutans Sppl teljesen mas kromatin dinamikat mutatott a vad tipust
allélhez képest (Karanyi Zs et al J Cell Biol 2018).

A COMPASS fehérjék mellett az R-hurkok és kromatin hurkok szerepét is vizsgaltuk a térbeli
genomszerkezet tiikrében. Sajat és publikalt Hi-C adatokban felfedeztiink egy nagyon érdekes térbeli
interakciot, amely az indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) gén promotere és egy tavoli CTCF kotohely
kozott alakul ki. Az IDO expresszio szabalyozasarol egy kiilon publikacié sziiletett (Hornyak L et al
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Frontiers Immun 2018), amely elsészerzdje a csoport egyik 6todéves medikus tudomanyos diakkoros
hallgatoja.

3. A tervezett, illetve ebb6l megvaldsitott célok, eredmények
Osszevetése, differenciak indoklasa

Az R-hurkok vizsgalata mellett a kromatinszerkezeti kutatasunkat kiterjesztettiik egy onkohiszton
tehérjére (H3.3 K27M), amely bizonyitottan okozati szerepet jatszik a gyerekkori glioblasztémak
kialakulasaban, viszont a betegség kialakuldsanak pontos molekularis mechanizmusa nem ismert.
Klasszikus (éleszté) genetikai és biofizikai modszerekkel (mutagenezis, FRET, FRAP, FCS)
karakterizaltuk a mutans hiszton szerkezeti és kinetikai (diffizios) sajatsagait, és megallapitottuk,
hogy az onkohiszton human sejtekben transzkripcié figgé moédon befolyasolja a H3K27 metilaz
komplex (PRC2) katalitikus alegységének (Ezh2) a kinetikai sajatsagait (Hetely Sz et al. BBRC
2017)

Nem vart aga a kutatasi projektnek az eredményeink nyoman sziiletett nagyszamau uj kollaboracio.
Uj R-loop térképezési médszeriinkre alapozva (Halasz I et al Genome Res 2017) klinikai
partnerekkel elinditottunk egy kromoszomalis R-hurkok patologias szerepét vizsgalé projektet.
Amiotrofias lateralis szklerézisban (ALS) és szisztémas szklerdzisban szenvedd betegektdl
szarmazé  vérmintakbol mononuklearis sejteket szeparaltunk és a mintakon citologiai és
genomikai vizsgalatokat végeztunk.

R-hurok térképezési modszerunkre alapozva (Halasz L et al. Genome Research 2017)
kifejlesztettiink egy DNS egyszal torés (,,nick”) kimutatasara alkalmazhaté genomikai modszert
(Nick-seq), amely segitségével S. cerevisiae sejtekben feltérképeztiik a nick-ek genomialis
eloszlasat és megallapitottuk, hogy a nick-ek a kromatin hurkok letapadasi pontjainal dusulnak és
a génes transzkripcios aktivitdsaval pozitivan korrelalnak (Hegediis E et al Nucleic Acids Res
2018).

Kollaboraciés partnerekkel végzett kutatasainkban human uvealis melanémakban kimutattuk a 3-
as ¢és 4-es kromoszomak egylittes szambeli eltérését és annak korrelacidjat a betegség
kimenetelével/prognézisival (Sipos E et al Oncology Rep 2017).

Egy masik kollaboraciés kutatasban human cervix karcinémakban olyan neoantigéneket
azonositottunk, amelyek egy része a human papilloma virus (HPV) ismert ,,master” regulator
fehérjéinek szomatikus mutacidjaval keletkeztek; felfedezéstink orvosbiologiai jelentésége, hogy e
mutans neopeptid szakaszok hatékony immunterapias célpontokka valhatnak (Qin Y et al.
Frontiers Immun 2017).

Kollaboraciés partneriinkkel folytattuk a human uvealis melanémakon végzett kutatasainkat és
FISH, RIA ¢és molekularis modszerekkel megallapitottuk, hogy az emberi luteinizing hormone-
releasing hormone receptor type I (LH-RH-I) kival6 terapias célpontja lehet a citotoxikus LH-
RH-I analégoknak a malignus melanémak egyes fromaiban (Sipos E at al Oncotargets and
Therapy 2018).

A kutatasi peribdusban 11 publikacié sziletett, amelyek 6sszesitett impakt faktora 56.215.

2018.08.31. 3/5




Szerzédésszam: | NKFIH ERC_HU_15
117670

Zarobeszamolod

megjelands Dokumentum Impakt

szerzik neve ave tipusa faktor
Eva Hegedus, Endre Kokai, Péter Nanasi, Laszld

mre, LaszIlé Halasz, Rozenn Josse, Zsuzsanna

Antunovics, Martin Webb, Aziz el Hage, Yves
Pommier, Lorant Székvalgyi, Viktor Dombradi,

abor S5zabo: Endogenous single-strand DMA

breaks at RNA polymerase |l promotersin
accharomyces cerevisiae, Nucleic Acids
Research, 2018 2018  folydirateikk 11,561

7

NKFI tamogatas
feltintetve?

igen

va Sipos, Nikoletta Dobos, David Rozsa, Klara
odor, Gabor Olah, ZsuzsannaSzabo, Lorant
zekvalgyi, Andrew V Schally, Gabor Halmos:
haracterization of luteinizing hormone-
eleasing hormone receptor type | (LH-RH-1) as
potential molecular target in OCM-1 and
0CM-3 human uveal melanoma cell lines,
OncoTargets and Therapy, 2018 2018 folyoiratcikk  2.656

nem

Lilla Hornyak, Nikoletta Dobos, Gabor Koncz,

Fsolt Karanyi, Dénes Pall, Zoltan Szabd, Gabor

Halmos, Lorant Székvalgyi: The role of

ndoleamine-2 3-dioxygenase (IDO)in cancer

development, diagnostics, and therapy,

Frontiersin Immunclegy, 2018 2018  folydiratcikk  5.511

igen

Esolt Karanyi, Laszlo Halasz, Laurent Acquaviva,

David J&nas, Szaboles Hetey, Bedta Boros-Olah,

Feng Peng, Doris Chen, Franz Klein, Vincent

Géli, Lorant Székvalgyi: Nuclear dynamics of the

BetlC subunitSppl prepares meiotic

recombination sites for break formation,

Journalof Cell Biology, 2018 2018  folyoiratcikk 8.784

igen

Eva Sipos, Kata Hegyi, Andrea Treszl, Zita

Bteiber, Gabor Mehes, Nikoletta Dobos, Klara

Fodor, Gabar Olah, Lérant Székvalgyi, Andrew

Sehally V, Gabor Halmos: Concurrence of

chromosome 3 and 4 aberrations in human

uveal melanoma, Oncology Reports, 2017 2017 folydirateikk  3.122

nem

lason Roszik, Gydrgy Fenydfalvi, Laszlé Halasz,

Zsolt Kardnyi, Lérant Székvalgyi: In Silico

Restriction Enzyme Digests To Minimize

Mapping Bias In Genomic Sequencing.,

Molecular Therapy - Methods & Clinical

Development, 2017 2017 folyoiratcikk  3.681

igen

LaszIlé Halasz, Zsolt Karanyi, Beata Boros-0lah,

Timea Rdzsa, Eva Sipos, Eva Nagy, Agnes

Mosolygd-L, Anett Mazlé, Eva Rajnavélgyi,

iGabor Halmos, Lérant Székvalgyi: RNA-DNA

hybrid (R-loop) immunoprecipitation mapping:

an analytical workflow to evaluate inherent

biases, Genome Research, 2017 2017 folydiratcikk 11.922

igen

Mosolygd-L Agnes, Székvélgyi Lorant: Az AtNDX
transzkripcios faktor és az R-hurkok
kromaoszémalis topografiaja, Biokémia, 2017 2017 falyoirateikk -

nem

Péter Manasi, Laszld Imre, Attila Horvath, Laszlé

Halasz, Andras Szanto, Hiroshi Kimura, Lorant

Szekvolgyi, Laszlé Nagy, Gabor Szabo: Breaking

good:+1 nucleosome destabilization by nicking, konferenciaci

FEBS Journal, 2017 2017 kk -

nem

Szabales Hetey, Bedta Boros-Olih, Timea Kuik-

Rozsa, Qiuzhen Li, Zsolt Karanyi, Zoltan Szabd,

lason Roszik, Nikoletta Szaldki, Gydrgy Vamosi,

Katalin Tath, Lorant Székvdlgyi: Biophysical

characterization of histone H3.3 K27M point

imutation, Biochemical and Biophysical

Research Communications, 2017 2017 folygiratcikk 2,559

igen

Wong Qin, Suhendan Ekmekcioglu, Marie-
ndrée Forget, Lorant Székvalgyi, Patrick Hwu,
Elizabeth A Grimm, Amir A Jazaeri, Jason Roszik:
ICervical Cancer Neoantigen Landscape and
mmune Activity is Associated with Human
Papillomavirus Master Regulators, Frontiersin
mrmunology, 2017 2017 falydirateikk  6.42

nem
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4. A projekt utoéletének bemutatasa

Az R-loop-ok amiotrofias lateralis szklerézisban (ALS) betoltott szerepét vizsgald kutatasunkra 8
kollaboracids partnerrel beadtunk egy nemzetkozi konzorcialis eurdpai unids palyazatot (proposal
N° ERARE18-066:REPETOMICS; budget: 1.8M EUR). Jelenleg a pélyazat masodik kérébe
jutva (139 benyujtott palyazatbdl 9 jutott a végsé korbe) varjuk a végsé tamogatdi dontést. Siker
esetén a projekt 2019-ben indulna.

A csoportvezetd 2017-ben egy szegedi konzorcium tagjaként elnyert egy GINOP palyazatot
(GINOP 2.3.2-00024; teljes budget: 980 MFt; Székvolgyi lab: 162 MFt), amelyben a célzott
génterapiak kapcsan végzink R-hurkokkal kapcsolatos kutatasokat.

A beszamolasi peribdusban két média megjelenésiink volt (interjd az Aix-Marseille Egyetem
tudomanyos csatornajaban), illetve tébb tudomanynépszerisité cikkben mutattuk be a csoport
munkajat.

http://www.haon.hu/debreceni-kulcs-a-genomikai-kutatasokhoz /3472384
https://www.dailvmotion.com/video/x4qsfri

A kutatécsoport tagjai rendszeresen részt vesznek az egyetemi gradualis és posztgradualis
képzésben a Debreceni FEgyetem Altalanos Orvostudomanyi Karan (4ltaldnos biokémia,
molekularis biologia, sejt- és szervbiokémia, biostatisztika), ahol mintegy 640 kontakt 6rat adtunk
a csoport induldsa 6ta - tantermi el6adasok, szeminariumok és gyakorlatok formajaban.

A beszamolasi periédusban négy tudomanyos didkkori palyamunka/diplomavédés tortént a
csoportvezets témavezetésével: Gyapjas Boglarka (2016), jeles; David Li Qiuzhen (2016): jeles;
Deak Timea Kinga (2016), jeles; Toth Erzsébet (2017), jeles.

A kutatécsoport-vezetd akkreditalt témavezeté a Molekularis Sejt- és Immunbiolégiai doktori
iskolaban, ahol a csoport indulasa 6ta 2 Ph.D. hallgaté szerzett abszolutériumot (Hetey Szabolcs,
jeles; Haldsz Laszlo, jeles; a Ph.D. védések varhat6 idépontja: 2018. december/2019. januar).

A csoportvezetd  kiemelkedé tudomanyos  teljesitményéért és tudomanyos kozéleti
tevekénységéért 2017-ben elnyerte a Magyar Genetikusok Egyesilete (MAGE) altal
adomanyozott Gydrffy Barna dijat.
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