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1. Bevezetés

1.1. A Human Genom Projekt hagyatéka

Azokra az izgalmas kérdésekre, hogy két fajt vagy két embert mi tesz egyedivé, mitdl fiigg a
szemiink és a hajunk szine, vagy mi okozza azt, hogy bizonyos betegségekre fogékonyabbak
vagyunk masoknal, a valaszt a genetikai allomanyunkban, tehat a dezoxiribonukleinsav (DNS)
bazissorrendiinkben (szekvenciankban) talaljuk. A DNS egy olyan biopolimer, amely alapvetéen
négyféle dezoxiribonukleotid egységbdl épiil fel. Minden egyes nukleotidot egy foszfatcsoport,
egy dezoxiriboz (cukor) és egy nitrogén tartalmu heterociklusos bazis alkot, mely lehet adenin
(A), guanin (G), citozin (C) vagy timin (T). A nukleotidok cukor- és foszfatelemei 3> — 5’
iranyban foszfodiészter kotéssel képesek Osszekapcsolddni és polinukleotid lancot 1étrehozni;
ezen talmenden pedig két, egymassal szemkozti, de ellentétes lefutasu (antiparallel), hidrogén-
hidak (H-hidak) segitségével kapcsolédd polinukleotid lanc létrehozza a duplaszalit DNS-t,
melyet a kialakult csavart szerkezete alapjan kettds hélixnek is szokas nevezni. A két lanc kozotti
tavolsag minden pozicioban azonos, ami annak a komplementaritasnak kdszonhetd, hogy a
purinvazas adenin minden esetben a pirimidinvazas timinnel szemben helyezkedik el és alkot egy
bazispart, mig a szintén purinvazas citozin a pirimidinvazas guaninhoz kapcsolodik (Alberts et
al., 2002).

Az emberi génallomany (genom) megkdzelitéleg 3,2 milliard (3,2x10%) bazispar jol
meghatdrozott sorrendiségével irhatd le, melynek elsé véltozatat 2001-ben, a Humén Genom
Projekt (HGP) soran kozolték (Lander et al., 2001). Ennek a 3,2 milliard nukleotidnak az
egymasutanisaga azonban csak altalanossagban érvényes. Két nem rokon személynek a genetikai
allomanya kozotti kiilonbség 0,1%-ra becsiilhetd, és ez eredményezi — a fent emlitett — eltérd

tulajdonsagokat és egyedi ,,genetikai ujjlenyomatot”.



A HGP révén megismerhettik a gének elhelyezkedését a genomban, illetve a
fehérjekodold génkészletiinket is — melynek mérete 20-25000 génre becsiilheté — (International
Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Az tgynevezett (un.) haztartasi (housekeeping)
génektol eltekintve, amelyek a sejtek alapvetd folyamataiért feleldsek, a kozel 25000 génnek
legfeljebb a fele mutat barmiféle aktivitast az egyes sejtekben; a kiilonb6z6 sejtek pedig a
génkészlet mas-mas része altal szabalyozddnak. Ez a sejt/szOvet-specifikus génexpresszids
mintazat, illetve a gének megfeleld idében torténd ki- és bekapcsolasa hatarozza meg a szdveti
fejlodés molekularis mechanizmusat, a sejtek sorsat, anyagcsere allapotat, sszességében tehat a
szerteagazo bioldgiai folyamatok transzkripcios szabdlyozésat. A génexpresszids mintazat
mindemellett szamos betegség indikatora is lehet (Niehrs & Pollet, 1999; Song, Ahn, Suh, Davis,
& Lee, 2013).

A HGP magaval hozta a DNS szekvenalas és a bioinformatika rohamos fejlédését is,
melyek segitségével ma mar néhany nap alatt megismerhetjiik akar a sajat genomunk nukleotid
sorrendjét; a HapMap Projekt altal azonositott egynukleotidos eltérésekkel dsszevetve pedig akar

az azokban rejlé ,,hibakat” is (International HapMap Consortium, 2003).

1.2. Az eukaridta genom szervezédése

A sejtmaggal rendelkez6 — Un. eukariota — sejtek és genomjaik jelentésen nagyobbak és
Osszetettebbek a prokariotakéhoz képest. A sejtmag, melynek tartalmat a maghartya valasztja el a
citoplazmatol, tartalmazza a 2x3200 megabazisparnyi DNS-t. Hogyan képes ez az Osszesen
megkozelitdleg 2 méter hosszusagu fonal elférni a 6 pm atmérdji sejtmagban? A valasz a

kromatin egy magasabb rendd, jol strukturalt, kompaktabb szervezédésében rejlik.



Ennek elérése érdekében a DNS eldszor nukleoszoma szerkezetet vesz fel, melynek soran
hisztonokra, egészen pontosan a H2A, H2B, H3 és H4 hisztonok két-két kopiajara tekeredik fel.
Ez nukleoszémanként ~147 bazisparnyi feltekeredett DNS-t jelent, a mononukleoszémak pedig
10-80 bazisparnyi 0sszekotd, un. internukleoszomalis DNS-sel kapcsolddnak egymashoz, igy
kialakitva egy gyongyflizérre hasonlitd struktirat, melynek atméréje 10 nm. Ugyanakkor ez a
feltekeredés még csupan a DNS 5-10-szeres tomorodését teszi lehetdvé. Ebben a formaban a
hisztonokra vald feltekeredés ellenére a DNS még hozzaférhetd lehet nem-hiszton fehérjék
szdmara, a hisztonok aminotermindlis végei pedig altaldban elérhetéek maradnak a moddositd
enzimek szamara, lehetové téve ezaltal a nukleoszoma struktara lokalis fellazitasat, letekeredését.

A kovetkez6 1épésben a H1/HS hiszton stabilizalja a szomszédos nukleoszémakat, ami
elosegiti egy még kompaktabb, ~50-szeres tomorodést eredményez6 forma kialakulasat. Az igy
formalodd, 30 nm atmérdjli kromatin rostok felvehetnek tekercsszerii, un. szolenoid fonalra
hasonlito szerkezetet, mely révén minden nukleoszoma képes kapcsolodni az 6tddik vagy hatodik
szomszédos nukleoszomaval, vagy olyan cikk-cakk (zig-zag) szerkezetet, mely minden masodik
nukleoszoma kapcsolodasat teszi lehetévé (Dorigo et al., 2004; Robinson, Fairall, Huynh, &
Rhodes, 2006; Schalch, Duda, Sargent, & Richmond, 2005). Habar a 30 nm-es rost szerkezetét in
vitro széles korben tanulmanyozzak, az in vivo létezésére szolgald bizonyitékok korlatozottak. A
jelenleg elfogadott nézet szerint ez a fajta szerkezet az alacsony kromatin-koncentracioji és
alacsony ionerdsségli  kromatinkészitményekben preferalt, ahol az intramolekularis
kolcsonhatasok részesiilnek elényben az intermolekularis kolcsonhatasokkal szemben (Bian &
Belmont, 2012; Felsenfeld & Groudine, 2003; Hiibner, Eckersley-Maslin, & Spector, 2013;

Maeshima, Hihara, & Eltsov, 2010) (1. abra).



A legmagasabb szervezddési szint azonban a kromoszoma szerkezet révén valdsul meg. Ennek
elérése érdekében a 30 nm-es rost eldszor Kondenzin II gytirtik altal a toviiknél Osszefogott
nagyméretli hurkokat formal. E hurkok téve lényegében egy Kondenzin Il-ben gazdag tengelyt
képez, melybél sugariranyban allnak ki a kiilonb6zé méreti hurkok. Ezeket végiil a Kondenzin |
gylirtik tagoljak tovabb a tomor kromoszoma létrehozasahoz (Gibcus et al., 2018). A kromatin
kromoszoémakba szervezddése ugyanakkor csak a sejtek osztodasa soran figyelheté meg; a sejtek
¢letének nagy részében a DNS-nek kozel a fele tobbé-kevésbé hozzaférheté formaban van jelen a
sejtmagban talalhatd nem-hiszton fehérjék szamara, lehetdvé téve ezaltal a gének DNS-kotd

fehérjék altali szabalyozasat.

Az Ujgeneracids szekvendlds mellett a kromatin hdromdimenzids szerkezetét vizsgald
modszerek és a bioinformatika rohamos fejlddésével az utébbi 10-15 évben egyre részletesebb
kép tarult elénk a genomot illetden. Ismertté valt, hogy a kromatin rostok olyan komplex
geometriai alakzatot vesznek fel, melyek un. fraktal globulusokhoz hasonlitanak (Lieberman-
Aiden et al., 2009). A felvett alakzat révén a globulusok kiilonféle kolcsonhatast képesek
kialakitani 6nmagukkal és egymassal egyarant: a leggyakrabban az azonos kromatin részlegen
beliili interakciok figyelhetéek meg, de el6fordulhatnak mas kromatin részleggel torténd, de még
egyazon kromoszoma teriileten, Un. territoriumon beliili kdlcsonhatasok iS. Nagyon ritkan, de

1étrejohet interakcid a szomszédos territoriumok kozott is (1. abra).
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1. dbra. Az eukariéta genom szervezodése. A sematikus abra a kromatin szervezédésének legfontosabb szintjeit
mutatja be. (A) A DNS duplahélix, melynek atméréje eredendéen 2 nm-re tehetd, a nukleoszomak altal Kialakitott
gyongyfiizér (,,beads on a string”) strukturat veszi fel els6dlegesen (10 nm). (B) A kromatin rostok megkézelitéleg
30 nm atméréjliek, melyek felvehetik mind a szolenoid, mind a zig-zag (n. cikk-cakk) szerkezetet. (C) Ezt kdvet6en
a kromatin rostok olyan komplex geometriai alakzatot vesznek fel, melyek az un. fraktal globulusokhoz
hasonlitanak. A globulusokba vald szervezédés révén a rostok kolesonhatasa megfigyelhetd egyrészt ugyanazon
elkiilont kromatin részlegen beliil (i), vagy mas-mas kromatin részleggel, de egyazon kromoszéma territoriumon
belil (ii), masrészt megfigyelhet interakcid a szomszédos territdriumok kozott is (iii). A globulusok egymassal vald

szoros 0sszefonodasa (D) révén rajzolodnak ki a kromoszoma territoriumok (E) (Hiibner et al., 2013).

A  kromoszoma territoriumokon beliill meghatiroztak aktiv ¢és inaktiv kromatin
szerkezeteket (az un. ,,A”, ill. ,,B” kompartmenteket). Leginkébb az aktiv (A) kompartmenteken
beliil talalhatdak meg az un. topologiailag asszocialt domének (TAD-0k), melyek olyan 10-100
kilobazis nagysdgii kromatin egységek, melyeken belill nagy szamban figyelhetéek meg
kromatin-kromatin (pl. promoéter-enhanszer) interakciok. Ezek a kapcsolatok a DNS hurkolddasa
révén valdsulnak meg, lehetdvé téve két — linearisan mérve — tavoli genomi régio kdlcsonhatasat
(2. abra) (Dixon et al., 2012; Fortin & Hansen, 2015; Lieberman-Aiden et al., 2009; Nora et al.,
2012). A TAD-ok révén a genom kisebb-nagyobb szakaszokra kiiloniil el, melyeken beliil a DNS
szabalyozd szakaszai €s a hozzajuk kotddd fehérjék nagyobb valdszintiséggel keriilnek fizikai

kolcsonhatasba, mint két TAD kozott. A TAD hatarok, melyeket gyakran a CCTC-kot6 faktor
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(CTCF) jelenléte jellemez, nagymértékii megdrzottséget mutatnak a kiilonbozo fajok kozott. A
benniik fellép6 mutaciok a kromatin hurkolodasat megvaltoztatva a transzkripcid hibas
szabalyozasat is eredményezhetik, végsé soron pedig akar fejlédési rendellenességhez vagy

daganat kialakulasahoz is vezethetnek (Gong et al., 2018).

2. abra. A Kkromatin magasabb rendi,

Kromoszéma territériumok Kompartmentek

e

‘—‘ hiaromdimenzios szerkezete. A kromoszéoma

\% territoriumok az interfazisos kromoszomak

p alapvet6 szerkezeti egységei. A kromatin aktiv
cTer

(A) ¢és inaktiv (B) kompartmentekre

kiilonithet6 el. Ezeket topologiailag asszocialt

domének (TAD-ok = hurkok) épitik fel,

melyek végeit gyakran a CTCF fehérje és a

A-kompartment @ szerkezeti fehérje

6, Topolégiailag asszocialt AR
domén (TAD) B-kompartment © Cohesin komplex tartja ossze (egérben és

emberben egyarant), mig az ecetmusliciban a CTCF-en kiviil egyéb szerkezeti/”inzulator” fehérjék is képesek ezt a

feladatot ellatni (Hug & Vaquerizas, 2018).

1.3. A transzkripcié szabalyozasanak szintjei eukariétakban

A gének szabalyozésa alapvetd biologiai folyamat a sejtek tulélése és miikddése szempontjabol,
melyet tokéletesen kifinomult szabalyozasi mechanizmusok koordinalnak. Az elsé génszabalyozo
modellt 1960-ban két, késébb Nobel-dijjal jutalmazott francia biokémikus, Frangois Jacob és
Jacques Monod alkotta meg, akik azt talaltak, hogy az E. coli lakt6z-metabolizmusaban szerepet
jatszo lac operon bekapcsolasa és szabalyozasa soran a lacZ, lacY és lacA gének termékei (RNS,
fehérje) képesek visszacsatolas révén szabalyozni a gének expresszidjat (Jacob & Monod, 1961).

Ez a koncepci6 képezte alapjat a kortars génexpresszios modelleknek.



A jelenlegi tudasunk szerint a DNS-ko6t6, génszabalyozd fehérjék, avagy transzkripcios
faktorok (TF-ok) un. transz szabalyozo elemként fejtik ki serkenté vagy gatld hatasukat,
mégpedig olyan cisz szabalyoz6 elemekkel (CRE; cis-regulatory element) valo kolcsonhatas
révén, mint a promoterek, enhanszerek, silencer-ek és inzulatorok, vagy olyan cisz szabalyozo
modulokon (CRM; cis-regulatory module) keresztiil, melyek esetenként tobb, mint 10 CRE-t is
magukban foglalhatnak (Lelli, Slattery, & Mann, 2012; Niu, Tabari, Ni, & Su, 2018). Az
eukariota egyedfejlédés soran a gének megfeleld szabalyozasaért — részben ilyen CRM-eken
keresztiil — a transzkripcios faktorok jol meghatarozott csoportjainak az egyiittmiikodése a
felel6s. E csoportok osszetétele kombinatorikus és eltéré a fejlodés kiilonbozo fazisaiban,
lehetévé téve ezaltal a gének sejttipus- és kornyezetfiiggd szabalyozasat (Istrail & Davidson,

2005; Jeziorska, Jordan, & Vance, 2009).

Bar Johann Gregor Mendelt tartjak a ,,genetika atyjanak”, maga a genetika kifejezés 40
évvel korabbra, grof Festetics Imre nevéhez kothetd. Festetics azaltal, hogy feljegyezte a
beltenyésztett vonalak keresztezése soran megfigyelhetd orokletes kiilonbségeket, ugyan nem irta
le a faktorialis genetikat, iranyt mutatott kdvetdinek (Szabo, 2010). Az epigenetika kifejezés
Conrad Waddington nevéhez fiizédik az 1940-es évekbdl, amit késébb a biologia egy olyan
agaként definidlt, amely a gének ¢és a termékeik kozotti azon kdlesonhatasokat vizsgdlja, amelyek
a fenotipus létrehozasaért felelések (Waddington, 1968, 2012). Az évek soran ¢ kifejezés
jelentése fokozatosan sziikiilt; az epigenetika jelenleg azon meiotikusan €s/vagy mitotikusan
0roklodo valtozasokat jelenti a gének mitkddésében, amelyek eredendéen nem jarnak a DNS
szekvenciajanak a megvaltoztatasaval (Wu & Morris, 2001). A DNS szabalyoz6 elemei mellett
ez — a kromatin szintjén val6 epigenetikai szabalyozas — az eukariota transzkripcios folyamatok

masik fontos szintje, amely magaban foglalja a nukleoszomaba csomagolt ,,cél” DNS szakasz
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hozzaférhet6ségének, valamint a DNS metilaltsagi fokanak a szabalyozasat (Dupont, Armant, &

Brenner, 2009).

1.4. Cisz- és transz szabalyozo elemek

1.4.1. Prométer elemek

A cisz szabalyozo elemek egyik legjobban tanulmanyozott tipusai a promoter elemek. Ezek, bar
elengedhetetlenek a transzkripcid végbemeneteléhez, onmagukban csupan egy alapszinti mRNS

mennyiség képzddéséhez elegenddek.

crer

crer

eukariota promoterekben eléforduld elemek még a CAAT-box és GC/GT-box. Bar bizonyos
gének esetében tObb promoter is azonosithatd — melyek feltételezhetéen méas-mas koriilmények
kozott 1épnek miikodésbe —, a legtobb eukariota gén egy promoterrel rendelkezik, mely
rendszerint a transzkripcids start hely (TSS; transcription start site) kozelében, a géntdl

kozvetleniil 5° iranyban (upstream) talalhato (Brown & Feder, 2005).

1.4.2. Enhanszer és silencer elemek

A promoterekhez viszonyitva az enhanszerek, mint a transzkripciot fokozo szekvenciak, sokkal
nagyobb variabilitast mutatnak, és Ok felelnek a génexpresszié valddi finomhangolasaért
(Banerji, Rusconi, & Schaffner, 1981; Wittkopp & Kalay, 2012; Wray, 2007). A DNS ezen
szakaszai — hasonléan a promoterekhez — tipikusan néhany szaz bazispar hosszasaguak és

megfeleld felszint biztositanak a transzkripcios faktorok rovid, specifikus DNS szakaszokhoz
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(motivumokhoz) valé kotédéséhez (Spitz & Furlong, 2012). A génhez képest mind 3’
(upstream), mind 5 (downstream) irdnyban elhelyezkedhetnek, de megtalalhatéak intronokban,
tobb ezer kilobazisra (kb) a szabalyozott géntdl, egy masik génen, vagy akar masik kromoszoman
is (Kleinjan & van Heyningen, 2005). Ebbdl kovetkezik, hogy hatasukat nem feltétleniil a
legk6zelebbi gén promoterén fejtik ki; sét, bizonyos esetekben tobb gént is szabalyozhatnak.

Az emberi genomban azonositott enhanszerek szama 400000 — 1400000-re tehetd,
melybdl koriilbeliil néhany tizezer mutat csak aktivitast egy-egy sejttipusban (ENCODE Project
Consortium, 2012; Heintzman et al., 2009; Thurman et al., 2012; Visel et al., 2009; Whyte et al.,
2013). Az enhanszerekkel ellentétben a silencer-ek olyan DNS szekvencidk, melyek gatlo
fehérjéket képesek kihorgonyozni — azok visszavetik a promotereken kialakult transzkripcios
»gépezetek” mikodését, igy végsdsoron a célgének csendesitését végzik (Ogbourne & Antalis,
1998).
hozzajuk kapcsolodé transzkripcids faktorok kozotti fizikai kapcesolat létrejottét a kromatin
hurkolodasa (looping) teszi lehet6vé, melyet az Un. inzulator elemek specifikus kotése is
stabilizalhat. Az inzulator elemek képesek megakadalyozni a szomszédos kromatin domének
(TAD-ok) kozotti nem megfelelé kolesonhatasok 1étrejottét (Gaszner & Felsenfeld, 2006; Sun &
Elgin, 1999). Ezen elemeket gerincesekben elsédlegesen a CTCF koti, ugyanakkor a CTCF
kotéhelyek csak kis hanyada miikodik valoban inzulator elemként (3. abra) (Bell, West, &

Felsenfeld, 1999; M. Liu et al., 2015).
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3. abra. Promoter-enhanszer interakcié létrejotte a
kromatin CTCF-medialt hurkolédasa altal. Két CTCF

H3K4me3 molekula egy Cohesin gytrli segitségével képes a kromatin

gen
f hurkolodasat eldidézni és fizikai interakciot Ilétesiteni a

enhanszerek — hurkon beliil elhelyezkedd gén promotere és az enhanszerek,

X Cohesin

sejt-specifikus illetve a hozzajuk kapcsolodé transzkripcios faktorok (TF-0k)
TF-ok

kozott (Arzate-Mejia, Recillas-Targa, & Corces, 2018).

1.4.3. Transzkripcios faktorok
A transzkripcios faktorok azok a CRE-ek specifikus DNS szekvencidit (szekvencia motivumait)
felismer6 fehérjék, melyek a kromatin és a transzkripcio Szabalyozasa révén gyakorolnak pozitiv
vagy negativ hatast a gének expresszidjara. Egy random szekvencidhoz képest a sajat felismerd
szekvencia motivumaikhoz ezerszeres vagy akar még nagyobb affinitassal képesek kotddni, és ez
az elsédleges szelekcid teszi lehetévé azt, hogy hatasukat csak a célgéneken fejthessék Ki
(Vaquerizas, Kummerfeld, Teichmann, & Luscombe, 2009). Amennyiben a kromatin
hozzaférhetd a transzkripcids faktor szdmara, és az elfoglalja a motivumat, a génekre gyakorolt
hatasat tovabbi ko-faktorok (pl. a TFII complex, a Mediator komplex vagy az acetil-transzferaz
aktivitassal rendelkez6 P300 fehérje) kotésével, valamint poszt-transzlacios (pl. hiszton)
modositasok létrehozasa altal fejtheti ki. A felépiilt fehérje komplex mar képes az RNS polimeraz
IT enzimet kihorgonyozni a ,,core” promoéterhez és aktivalni azt (Reiter, Wienerroither, & Stark,
2017).

A transzkripcid szabalyozasa az egyes sejttipusokban tipikusan kiillonb6z6 transzkripcios
faktorok kombinacioja révén valosul meg, melyek koziil néhanynak az egyiittmiikodése is

elegend6é ahhoz, hogy egy adott sejttipusnak egyedi jelleget kolcsondzzenek. Erdekes, hogy a
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transzkripcids faktorok elsdsorban a nyitott kromatint preferaljak, ugyanakkor maga a nyitott
kromatint is részben transzkripcids faktorok szabalyozzak. A human transzkripcids faktorok
katalogizalasa soran ezidaig Osszesen 1639 transzkripcids faktort azonositottak, melyek kozel

haromnegyede rendelkezett sajat motivummal (Fulton et al., 2009; Lambert et al., 2018).

1.5. Hiszton modositasok

A hiszton fehérjék aminoterminalis végei a kromatinkondenzaci6 soran is mindvégig elérhetéek
maradnak az enzimek szamara. Ezek az un. hiszton farkak kiilonféle poszt-transzlacios
modositdsokon (PTM; post-translational modification) eshetnek at, melyek szerepet jatszanak
transzkripcid szabalyozasaban. Ezek a modositasok, melyek kozott fellelhetd az acetilacio,
metilacio, foszforilacid, ubikvitinacid, szumoilacid, ADP ribozilacidé és a deaminacio,
sokféleképpen befolyasolhatjak a kromatin hozzaférhetdségét, és jelenlétiik korrelalhat a gének
transzkripcios allapotaval is, hiszen a nukleoszomak elénytelen pozicionalasa korlatozhatja a
transzkripcios faktor motivumahoz valdé hozzaférését (4. abra) (Kouzarides, 2007; Lawrence,

Daujat, & Schneider, 2016).
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) metilalt

© acetilalt

O foszforilalt
ubikvitinalt

4. abra. A hiszton végeken eléfordul6 poszt-transzlacios médositasok sematikus abraja. A H2A, H2B, H3 és H4
hisztonok N-terminalis végeit érintd modositasok pozicioit fekete szamok jelolik. Az adott pozicidoban metilalt,
acetilalt, foszforilalt és ubikvitinalt aminosavakat eltérd szinii kordk jelzik, mig a benniik talalhaté karakter magat az

érintett aminosavat jeloli (K = lizin, R = arginin, S = szerin, T = treonin) (Lawrence et al., 2016).

Egyes hiszton modositasok genom-szintli feltérképezése alkalmas az enhanszerek és
promoterek katalogizalasara, tovabba azok transzkripciora gyakorolt hatasanak eldrejelzésére. A
H3 hiszton 27-es pozicidjaban talalhatd lizin oldallanc acetilacioja (H3K27ac) egyarant jellemz6
az aktiv enhanszerckre és aktiv promoterekre, mig ugyanezen oldallanc metilacidja (pl.
H3K27me3) inaktiv kromatint eredményez. A transzkripcidésan aktiv és represszalt gének egyes

szabalyozoé régidira jellemzé — leggyakoribb — hiszton modositasait az 5. abra taglalja.
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Aktiv gén

H4K20me1 |
H3K9ac H3K9me1
. H3K27ac H3K79me2
H3K4me1 H3K4me2/3 H3K36me3
5hmC . | 5mC
7/
Enhanszer 1-1000 kb Prométer Gén

Represszalt gén

5mC 5mC

S L

r 0
Enhanszer 1-1000 kb Promoéter Gén

5. abra. Az aktiv és represszalt gének ehanszer és prométer régioira, illetve a génre es6é hisztonmddositasok.
Az aktivan 4tir6d6 gének promoterét a H3K27ac és a H3K4mel mellett az ShmC (5-hidroxi-metilcitozin) jellemzi,
mindemellett a szamos egyéb, magara a génre esé hisztonmodositas segit facilitalni az iniciaciot és az elongaciot. A
represszalt gének esetében az 5mC (5-metilcitozin) mellett megfigyelhetd, hogy mind az enhanszer, mind a promoter
régiokon, illetve magan a génen is azonos moddositasok fejtik ki gatld hatasukat. Fontos megjegyezni, hogy mig a
H3K27me3 ideiglenes, a H3K9me3 szignal egy allando jelzdje a heterokromatikus allapotnak (Layman & Zuo,

2015).

1.6. ChlP-seq: a transzkripciés faktor kotéhelyek genom-szintii azonositasa

Az Ujgeneracios szekvenalassal kapcsolt kromatin immunprecipitaciés (ChIP-seq; chromatin
immunoprecipitation followed by sequencing) mddszer alkalmas kiilonb6z6 kromatin-asszocialt
fehérjék, mint pl. a transzkripcios faktorok vagy hiszton modositdé enzimek teljes genom szinten
torténd detektalasara, amennyiben azok a DNS-sel valamilyen interakcioban vannak (Johnson,
Mortazavi, Myers, & Wold, 2007; Mardis, 2007). Ez az interakcié jelenthet direkt DNS kotést,
vagy fehérje-fehérje interakcion keresztiili indirekt kapcsolodast is.
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A modszer kivitelezése tipikusan 1-10 millid sejtet igényel, melynek soran a vizsgalni kivant

fehérje jelenléte az ellene termeltetett antitest alkalmazasaval detektalhato. A ChlP-seq f6bb

1épéseit a 6. abra taglalja.

nukleoszéma
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1.7. Szuper-enhanszerek

6. abra. A ChIP-seq médszer fobb 1épései.

A ChIP soran els6 lépésben a fehérjéket (beleértve a transzkripcios
faktorokat) kovalensen keresztkotik a DNS-sel, tipikusan formaldehiddel
torténd kezelés soran. Ezt kovetéen a kromatint rovid szakaszokra
feldaraboljak (pl. szonikalassal), majd a keletkezett fragmenteket a vizsgalni
kivant fehérjére specifikus antitesttel immunprecipitaljak. Az antitest altal ki
nem fogott, nem specifikus fehérje-DNS komplexek eltavolitasra keriilnek,
mig a specifikusak esetében a keresztkotéseket feloldjak, és a fehérje altal
kotott DNS darabokat tisztitassal visszanyerik. Az igy kapott DNS-bol
konyvtarat készitenek, és minden egyes molekuldnak meghatarozzak a
bazissorrendjét. A szekvencia leolvasisokat ezt kovetdéen a referencia
genomra illesztik, majd a leolvasasok — hattérhez képest torténd — feldusulasa

alapjan meghatarozzak a kotbhelyeket (Mahony & Pugh, 2015; Mardis,

2007).

A szuper-enhanszerek (SE-e¢k) olyan szabalyozé egységei a genomnak, ahol az enhanszerek

viszonylag kis région beliil nagy szamban csoportosulnak, és mindez szokatlanul magas ko-

faktor, kiilonosképp Mediator kotddéssel tarsul (Hnisz et al., 2013; Lovén et al., 2013; Whyte et

al., 2013). A szuper-enhanszereken a Mediator komplex 1-es alegysége (MEDI1) mellett szamos

mas, megnovekedett enhanszer aktivitast kivalto faktor egyiittes jelenléte is megfigyelheto;

ilyenek pl. a hiszton acetiltranszferaz aktivitassal rendelkez6 P300, a hiszton H3K27ac és
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H3K4mel/2, mint aktiv enhanszer- és promoter markerek, az acetilalt hisztonokat felismerd
BRD4 (Bromodomain 4) fehérje vagy maga a kromatin hozzaférhet6sége (Di Micco et al., 2014;
Ogryzko, Schiltz, Russanova, Howard, & Nakatani, 1996; Sengupta et al., 2015). A legtjabb
kutatasok azt is kimutattdk, hogy a szuper-enhanszerek un. kondenzatumokba rendez6dott,
fazisszeparalt multimolekuléris egységekben vannak jelen, lehetové téve a biokémiai reakciok

sejten beliili elkiiloniilését (7. abra) (Sabari et al., 2018).

Tipikus enhanszer Szuper-enhanszer 7. abra. A szuper-enhanszerek fazisszeparacidja. Az
abra a szuper-enhanszerek és ko-aktivatoraik altal

formalt transzkripciés apparatust reprezentalja. A

tipikus  enhanszereknél csupan a  klasszikus

Osszeszerelodés figyelhetd meg. A fehérjék kozotti

enhanszer

transzkripciés faktor

kapcsolatotot mindkét esetben alacsony affinitast

ko-aktivator

@el

rendezetlen régidk

interakciok vagy rendezetlen régiok tartjak fent (Sabari

etal., 2018).

Létezik egy modell, mely szerint bizonyos transzkripcidsan aktiv gének Un. ,transzkripcids
gyarakban” helyezkednek el. Ezekben a gydrakban a kromatin hurkol6dasanak hasonloan fontos
szerepe lehet, mint a szuper-enhanszerek multimolekularis egységeiben. Benniik az egymastol
tavol — akar masik kromoszoman — elhelyezkedd gének fizikailag kozel keriilnek egymashoz, a
szintén a ,gyaron” belill elhelyezkeddé nagy mennyiségli fehérjék — esetenként szuper-
enhanszerek — révén pedig egyidejiileg irodnak at. Mindez lehet6vé teszi, hogy egy biologiai
reakcioé soran a kapcsolt funkcidval rendelkezé génekrdl valaszként keletkezett fehérjetermékek
koordinalt idében és mihamarabb a citoplazmaba jussanak a sejtmagbol (Feuerborn & Cook,

2015; Osborne et al., 2004).
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A szuper-enhanszerek a tipikus enhanszerekhez képest fontossaguk abban rejlik, hogy
olyan gének szabalyozasaban vesznek részt, melyek a vizsgalt sejt jellegét Iényegesen
meghatarozzak (Hnisz et al., 2013). Dagantos sejtekben a szuper-enhanszereket olyan onkogén
funkcidhoz tarsithaté gének kozelében azonositottak, mint a c-Myc vagy a TAL1 (Mansour et al.,
2014; Tolani, Gopalakrishnan, Punj, Matta, & Chaudhary, 2014). Egy 2014-es tanulmanyban
neuroblasztoma sejtekben gatoltak a ciklin-dependens kinaz 7 (CDK?7; cyclin-dependent kinase
7) fehérje mikodését, amely kozvetve nemcsak a Myc fehérjecsalad egyik tagjanak, a MYCN-
nek az expresszidjat és a tumor novekedésének visszaesését modulalta, hanem olyan szuper-
enhanszerek aktivitasat is, melyek tovabbi fontos onkogéneket szabalyoztak (Chipumuro et al.,
2014; Kwiatkowski et al., 2014). Elézetes tanulmanyok azt is kimutattak, hogy egy-egy szuper-
enhanszer meglétének azonositasa alkalmas lehet annak megitélésére, hogy bizonyos
gyogyszerek alkalmazasa eldnyds-e, vagy sem egy betegség, mint pl. az akut mieloid leukémia
kezelése soran (Ledford, 2018).

A szuper-enhanszereket szamos tanulmanyban a 16kusz kontroll régidokkal (LCR; locus
control region) és a ,stretch” enhanszerekkel azonositottak (Q. Li, Peterson, Fang, &
Stamatoyannopoulos, 2002; Parker et al., 2013). Mivel mindharom fogalom esetében enhanszer
klaszterekrdl beszélhetiink — melyek egy hanyada at is fed egymassal —, a szuper-enhanszerek
egyedi szerepét nagyon sokan vitatjdk. Mig a szuper-enhanszereket az aktiv kromatin és hiszton
markerek jelenléte, sejt-specifikus transzkripcidés faktorok €s azok motivumai jellemzik, a
,stretch” enhanszerek a TSS-t6] rendszerint tavol elhelyezkedd, legalabb 3 kb méretii szabalyozé
régiok.

A ,stretch enhanszerek a szuper-enhanszerekhez képest kevésbé konzervaltak ¢&s
alapvetben nem mutatnak aktivitast, de megfeleld szigndl révén aktivalhatéak (,,poised”

enhanszerek). Az altaluk elfoglalt régiok mérete a genomban a szuper-enhanszerek altal elfoglalt
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régiok kétszeresére tehetd, igy a szuper-enhanszerek 85%-a a ,,stretch” enhanszerek csupan kis
hanyadaval (13%-aval) mutat atfedést (Khan, Mathelier, & Zhang, 2018). A l6kusz kontroll
régiok altalaban tobb gént szabalyoznak, melyek a fejlédés vagy a differenciacio soran kiilonb6zo
mértékben expresszalddnak. Bar a LCR, mint fogalom, arra enged kovetkeztetni, hogy LCR-ek a
szuper- vagy ,,stretch” enhanszerekhez hasonléan egy enhanszer klaszterként funkcionalnak, tobb
tanulmany szerint az Oket felépitd egyedi enhanszerek egymastol tavol esd, intronikus és
intergenikus eloszlast mutathatnak (Q. Li et al., 2002; Parker et al., 2013).

Egy masik, sokak altal vitatott kérdés, hogy vajon az egyedi enhanszerek aktivitasa fiigg-
e a szomszédos enhanszerek aktivitasatol; hatasuk egy klaszteren belill a gének expresszidjara
nézve additiv-e, vagy egymast erdsitve, szinergista modon értelmezhet6 (Hay et al., 2016; Shin et
al., 2016).

Ma mar a szuper-enhanszereknek sajat adatbazisaik is vannak, ahol tobb szaz sejtvonal
adatai kozott valogathatunk (Jiang et al., 2019; Khan & Zhang, 2016; Wei et al., 2016). Bar
azonositasuk egy vagy akar tobb faktor egyiittes jelenléte alapjan torténhet, a Szuper-enhanszerek
azonositasanak alapja minden esetben azonos: azon enhanszercsoportok kisziirése a cél, melyek a

sok fehérje jelenléte miatt a szekvenalasi mintak alapjan a legnagyobb cstcsokat mutatjak.

1.7.1. Szuper-enhanszerek azonositasa

A két legszélesebb korben alkalmazott szuper-enhanszereket azonosité program a Rank Ordering
of Super-Enhancers (ROSE), illetve a Hypergeometric Optimization of Motif EnRichment
(HOMER) (Heinz et al., 2010; Whyte et al., 2013). Az azonositashoz kiindulhatunk a ChiP-seq
kisérletb6l szarmazd (mester) transzkripciés faktor vagy ko-faktor (MED1, BRDA4)

kotohelyekbdl, vagy alapul vehetjiik a H3K27ac-jelolt nukleoszomakkal fedett régiokat is —
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utobbi a legaltalanosabban elfogadott modszer (8. abra). Els6é 1épésben az egyedi enhanszer
elemeket a fent emlitett valamelyik program segitségével csoportokba rendezziik, tigy, hogy a két
enhanszer k6zotti tavolsag ne haladja meg a 12,5 kb-t. Masodik 1épésben ezeket az enhanszer
csoportokat a szekvencia leolvasasaik stirisége (denzitasa) alapjan sorbarendezziik, majd azon
pont alatt, ahol a meredekség nem haladja meg az 1-et, az enhanszereket tipikus enhanszereknek
tekintjiik, a folotte levé enhanszer klasztereket pedig szuper-enhanszereknek (8. abra) (Pott &

Lieb, 2015).

A legaltalanosabban hasznalt faktorok a szuper-enhanszerek azonositasa soran:

H3K27ac, MED1, BRD4, P300, vagy a vizsgalt sejt mester transzkripcios faktora

1. Enhanszerek azonositasa 3. Szuper-enhanszerek azonositasa
_|
ChlP-seq leclvasasok =
= - = —_ _ szuper-enhanszerek —___ ??\‘
A A enhanszerek |
-_>) §
meredekség=1 [T
2. Enhanszer klaszterek azonositasa d o
2
Max <12.5 kb alacsony magas &
—A
A A A Ad A Enhanszerek rangsorolasa
— T TF/ko-faktor feldUsulas alapjan

8. abra. A szuper-enhanszerek azonositasanak lépései. Az enhanszerek elsédleges azonositisa ChIP-seq
kisérletb6l szarmazd transzkripcios faktor (TF), ko-faktor vagy hiszton csucsok (régiok) alapjan torténik. Az
enhanszer klaszterek meghatarozasanal az egyetlen kitétel az, hogy a két szomszédos enhanszer kozotti tavolsag ne
legyen nagyobb, mint 12,5 kb. A szekvenalasi leolvasasok alapjan szamolt lefedettség értékek alapjan sorbarendezett
enhanszerek azon hanyadat, melyek meredeksége meghaladja az 1-et, a program szuper-enhanszerként azonositja

(Pott & Lieb, 2015).

Osszességében néhany szaz szuper-enhanszer azonosithatd egy-egy kisérletbdl, melyek

szama vagy kezd6- és végpontja a két meghatarozasi moédszerrel — az eltéré matematikai

megkozelités végett — részben eltérhet.
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1.8. A magreceptorok

A 19. szazad végén Sir George Beatson els6ként szamolt be arr6l, hogy azon nék korében,
akiknek a petefészkiik eltavolitasra keriilt, sokkal kisebb valdszintiséggel alakul ki emldrak a
hatralévo ¢letiik soran. Ezzel egyidejlileg ramutatott arra, hogy egy szerv képes egy masik és
hormonok kozotti kapcsolatot (Beatson, 1896). Az 1920-as évek végén bar izolaltak az §sztrogén
harom formdjat is, az, hogy ezek a hormonok miképp fejtik ki hatdsukat, egy idore még
megvalaszolatlan maradt (Doisy, Veler, & Thayer, 1929). Néhany évtizeddel kés6ébb Elwood V.
Jensen ¢és Jack Gorski azonositottak egy hormon-koté komponenst, amely képes volt az
Osztradiollal interakcidba lépni — ekkorra tehetd a magreceptorok elsé tagjanak, az Osztrogén
receptornak (ER) a felfedezése (Gorski, Toft, Shyamala, Smith, & Notides, 1968; E. V. Jensen et
al., 1968).

A magreceptor szupercsalad jelenleg emberben ismert 48 tagja szamos fiziologas
folyamat szabalyozasaban vesz részt. llyenek példaul a metabolizmus, sejtproliferacio, gyulladas,
vagy épp a cirkadian ritmus, de fontos szereppel birnak olyan patologids folyamatokban is, mint a
metabolikus szindroma, kardiovaszkuldris megbetegedések, vagy a legtobb daganatos
megbetegedés (Gerhart-Hines et al., 2013; Glass & Ogawa, 2006; Oyekan, 2011; Ranhotra, 2013;
Yang, Lamia, & Evans, 2007). Kozponti szerepiiket az a tény is alatdmasztja, hogy a
farmakologiai gyogyszerek megkozelitdleg 13%-anak célpontjat a magreceptorok teszik ki
(Overington, Al-Lazikani, & Hopkins, 2006).

A magreceptorok tobbsége ligand-k6té doménjén (LBD; ligand-binding domain)
keresztiil kisméretli, zsiroldékony jelatviteli molekulakkal (pl. szteroid hormonokkal) képes
kozvetlen kapcsolatot kialakitani. Ezek a ligandok — zsiroldékony tulajdonsaguk révén — a lipid

kettésréteg permeabilitasat kihasznalva azon konnyen atjutnak. A létrejott hormon-receptor
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komplex szamos ko-regulator (aktivator vagy represszor) fehérjével kiegésziilve a sejtmagban a
DNS egy specifikus szekvenciajahoz (a receptor sajat valaszadd eleméhez) kozvetleniil képes
kotddni és szabalyozni a célgének expresszidjat (Kushiro, Nambara, & McCourt, 2003). Néhany
magreceptor azonban nem rendelkezik ligand-koté arokkal, ezért szabalyozasuk valamilyen mas
mechanizmus altal valosul meg.

A magreceptorok a LBD mellett altalaban négy tovabbi doménnel rendelkeznek. Egy
konzervalt DNS-k6t6 domén (DBD; DNA-binding domain) révén a receptor kozvetleniil képes
kotédni a DNS egy specifikus szekvenciajahoz; emellett jelen van még egy N-terminalis, egy C-

terminalis, valamint egy 6sszeko6td (Hinge) régio is (9. abra).

NTD DBD Hinge CTD
- AF-1 - Konzervilt - Nem konzervalt - Ligand kétése
- Interakcio kofaktorokkal - J6l struktaralt - Rendezetlen (eltérhet) - AF-2
- Rendezetlen - DNS kotés - Rugalmas szerkezet - Konzervalt
- PTM-ok elsédleges - Dimerizacio (gyenge) - Dimerizécié (eltérhet) - JOl struktaralt
target régidja - PTM-ok - NES/NLS - Dimerizaci6 (erés)
- Nem konzervalt - A szerkezet alloszérikus - PTM-0k - Nagymeértékii interakcio kofaktorokkal
- Receptor stabilitas modulacidja - Interakcié kofaktorokkal - Receptor szerkezetének
- Receptor szerkezetének allosztérikus modulacidja
allosztérikus modulacidja -NLS
- PTM-ok

9. abra. A magreceptorok altalanos felépitésének vazlata. Az N-terminalis domén (NTD), a DNS-k&td domén
(DBD), a Hinge régid és a C-terminalis domén (CTD) mind eltér6 modon jarulnak hozza a receptor mitkodéséhez.
Funkcidik és fontosabb tulajdonsagaik az egyes domének alatt pontokba szedve olvashatéak. Fontos megjegyezni,
hogy nem minden funkcié vonatkozik minden magreceptorra. NLS: magi lokalizacids szignal (nuclear localization
signal), NES: magi export szignal (nuclear export signal), PTM: poszt-transzlaciéos mddositas (post-translational

modification) (Aagaard, Siersbaek, & Mandrup, 2011; Cui, Shen, & Li, 2013).

Az N-terminalis régio szekvenciajat tekintve variabilis és tartalmazza az AF-1 (activation

function 1) transzaktivacidés régiot, mely lehetévé teszi az interakciot mads transzkripcios
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faktorokkal, hatasa pedig fliggetlen a ligand jelenlététol. A C-terminalis régié mindamellett, hogy
medialja a ligand kot6dését, a receptor dimerizacidjat és a magi transzlokaciot, magaban foglalja
a ligand-fiiggd aktivaciés domént (AF-2) is, amely a transzkripcié aktivalasaban vesz részt. A
Hinge elsddlegesen un. kapocs szerepet tolt be a DBD és LBD kozott (Giguere, Hollenberg,
Rosenfeld, & Evans, 1986; Mangelsdorf et al., 1995).

Habar a magreceptorok a doménszekvenciajukat tekintve nagymértékii homologiat
mutatnak (pl. az Osztrogén receptor alfa és béta (ERa és ERP) szekvenciaja kozott 96%-0s a
hasonlosag), a kisebb-nagyobb eltérések teszik lehetévé, hogy eltérd ligandokat ismerhessenek
fel és mas-mas koregulatorokkal 1épjenek kdlcsonhatasba. Mindez nagyban elésegiti a kiilonboz6
célgének 1d6- és szovetspecifikus modon torténd szabalyozasat és a transzkripcids folyamatok

finomhangolasat.

1.8.1. A magreceptorok csoportositasa

A magreceptor szupercsalad tagjainak osztalyozéasa torténhetne akar filogenetikai megkozelités
alapjan is, de a szakirodalom négy kiilonb6z6 osztalyt (I-1V.) kiilonit el a ligand-specificitasuk,
dimerizalo és DNS-kot6 képességeik alapjan (Mangelsdorf et al., 1995; Nuclear Receptors
Nomenclature Committee, 1999). Az |. osztaly azon szteroid hormon receptorokat foglalja
magaba, melyek — javarészt — természetes ligandjaik altali aktivalas kovetkeztében
homodimerként kotik a DNS-t, mégpedig két forditottan ismétlédé (inverted repeat; IR)
magreceptor félhelyen keresztiill. Ebbe az osztalyba tartoznak a gliikkokortikoid (GR),
mineralokortikoid (MR), progeszteron (PR), androgén (AR) és 6sztrogén (ER) receptorok. A II.
osztaly tagjait azok a tovabbi ligand-fiiggd receptorok adjak, melyek a Retinoid X Receptorral

(RXR-ral) heterodimerizalni képesek. Ide tartoznak a tiroid hormon (TR), retinsav (RAR), D-
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vitamin (VDR), ekdizon (EcR) és a peroxiszoma proliferator aktivalt (PPAR) receptorok.
Jellemzé modon azonos irdnyban ismétlodo (direct repeat) félhelyeken keresztiil kotik a DNS-t.
A 1III. és IV. osztalyba olyan arva (ismert természetes ligand nélkiili) receptorok tartoznak,
melyek vagy homodimerként képesek a direct repeat elemekhez kotédni, vagy monomerként

egyetlen félhelyhez kotédnek (10. abra) (Mangelsdorf et al., 1995; Olefsky, 2001).

Szteroid receptorok RXR heterodimerek

.

GR - gliikokortikoid 3
RXR

MR - mineralokortikoid V
PR - progeszteron
AR - androgén

TR- pajzsmirigyhormon
RAR - csupa-transz retinsav
VDR - D-vitamin

PPAR - prosztaglandinok

ER - 6sztrogén EcR - ekdizon
Dimerizalé arva receptorok Monomer arva receptorok
m q RXR - 9-cisz retinsav 2 NGFI-B (CEB-1) - nem ismert
i COUP/ARP - nem ismert 3 ELP/SF-1 (Ftz-F1) - nem ismert
RXR } RXR HNF4 - nem ismert
( == )

10. abra. A magreceptor szupercsalad tagjainak négy f6 osztalyba valé besorolasa. Az abra reprezentalja a
szteroid hormon receptorok (I. osztaly), az RXR heterodimerek (ll. osztaly), a dimerizalé arva receptorok (III.
osztaly) és a monomer arva receptorok (IV. osztily) legfontosabb jellemzoit. Az egyes osztalyok mellett a
legismertebb és/vagy legfontosabb receptorok vannak feltiintetve, tovabba azok természetes vagy els6dleges
ligandjai. A nyilak a magreceptor félhelyek iranyultsagat jelolik (Mangelsdorf et al., 1995). A magreceptor

szupercsaldad 48 tagjat és azok ligandjait a Fiiggelék tartalmazza.

Az arva receptorok a magreceptor szupercsalad tobbi tagjaval bar nagy szerkezeti
hasonlosdgot mutatnak, természetes ligandjuk nem ismert, vagy legaldbbis a felfedezésiik idején
még nem volt az (Evans, 1988). Ezeknek a receptoroknak vagy hianyzik a ligand-kotd zsebiik,

vagy valamilyen mas mechanizmus révén, pl. poszt-transzlacidos modosités altal szabalyozodnak,
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de ismert, hogy néhany koziiliik a kornyezetiikben 1évO xenobiotikumokra reagdl — igy
megteremtve a genom ¢€s a kornyezet kozotti kapcsolatot (Wang et al., 2003; Xie & Evans, 2001).
Fontos megjegyezni, hogy a magreceptor félhelyek tulsagosan gyakran el6forduld motivumok a
genomban ahhoz, hogy Onmagukban specifikusan miikddhessenek; a legtobb monomer arva
receptort az AGGTCA szekvencian feliili bazisok jelenléte teszi specifikussa (Johnston et al.,

1997; Wilson, Paulsen, Padgett, & Milbrandt, 1992).

1.9. Az 6sztrogén receptor alfa

Az 1920-as évek végén Edward A. Doisy, Clement D. Veler és Sidney A. Thayer az els6k kozott
izolaltdk az Osztrogének koziil az Osztront (E1) és az Osztriolt (E3), majd késdbb Doisy az
Osztradiolt (E2), melyek alapvetéen hidroxilcsoportjuk szdméaban ¢és a receptor iranti
affinitdsukban mutatnak eltérést (11. abra). Jollehet az E1 és E3 is nagy affinitdssal rendelkezd
ligandok, az 6sztrogén receptoroknak (ER) sokkal gyengébb agonistai az E2-hoz képest (Kuiper

etal., 1997).

osztron (E1) osztradiol (E2) Osztriol (E3)

C18H2202

11. abra. A legfontosabb osztrogén vegyiiletek képletei. Az Osztrogének harom f6 fajtija az Osztrol (El),
Osztradiol (E2) és az Osztriol (E3), melyek a hidroxilcsoportjaik szamaban és a receptor iranti affinitasukban

mutatnak kiillonbséget.
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Az E2 (17B-06sztradiol) fiziologiai funkcidinak szabalyozasaért alapvetden a két Osztrogén
receptor, az Osztrogén receptor alfa (ERa) és béta (ERpB) felelnek. Mig utobbi a prosztata epitél
sejtjeiben, a hugyholyagban, a petefészek granuldza sejtjeiben, a vastagbélben és a zsirszovetben
fejezOdik ki leginkabb, és markdns hatast képes kifejteni a kozponti idegrendszerben és az
immunrendszerben, a magreceptor szupercsalad talan egyik legintenzivebben tanulmanyozott
tagja, az ERa leginkabb az eml6mirigyben, méhben, a petefészek theca sejtjeiben, a csontban,
majban, zsirszovetben, tovabbad a férfi reproduktiv szervekben és a prosztata sztréma
alloméanyéban van jelen. Kiemelt szerepe ugyanakkor annak tudhat6 be, hogy az emlérdkos nék
haromnegyedében kulcsfontossagu transzkripcios faktor, és a széles korben alakalmazott anti-
Osztrogén hatasti készitmények, mint példdul a tamoxifen, csak a hormonreceptor-pozitiv
daganatok esetében képesek hatasukat kifejteni (Davies & Hiscox, 2011; Enmark et al., 1997,
Gustafsson, 2003; Harris, 2007; Heldring et al., 2007; Elwood V Jensen & Jordan, 2003; Writing
Group for the Women’s Health Initiative Investigators et al., 2002). Az ERo-nak harom
izoforméaja ismert az emberi szervezetben, melyek koziil a leghosszabb — amely rendelkezik az
NTD-nel is — 595 aminosavbol all (Green et al., 1986). Mérete 67 kDa, és a 6-0os kromoszoma

rovid karjan (6925.1) elhelyezkedd ESR1 (Estrogen Receptor 1) gén kodolja.

1.9.1. MCF-7 sejtvonal: modell az ERo tanulmanyozasahoz

A legaltalanosabban hasznalt sejtvonal az ERa altali génszabalyozas in vitro tanulmanyozasahoz
az emld eredeti MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) sejtvonal, amely egy 69 éves
metasztatikus emldrakkal diagnosztizalt né, Helen Marion pleuralis effuziojabol (mellkasi
folyadékgyiilemébdl) szarmazik. 1973-ban Herbert Soule volt az, aki stabilizalta a sejtvonalat, de

annak ellenére, hogy tisztaban voltak a szoveti eredetével, csupdn a sejtek metabolizmuséanak és
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transzportmechanizmusainak vizsgalatara hasznaltak. Késébb Kathryn Horwitz volt az elsd, aki
szorgalmazta, hogy az MCF-7 kival6 in vitro modellként szolgalhat a eml6daganat endokrin
terapiara adott valaszanak, illetve a ERo E2 altali szabalyozasanak vizsgalataban is (Horwitz,
Costlow, & McGuire, 1975; Levenson & Jordan, 1997; Soule, Vazguez, Long, Albert, &
Brennan, 1973). Az MCF-7 a mai napig szamos genomikai tanulmany alapjat szolgalja; az elsé
ChlA-PET kisérletet — mely a genom-szintii ER-vezérelt DNS hurkolodast vizsgalta — is MCF-7

sejtben végezték el (Fullwood et al., 2009).

1.9.2. Az 6sztrogén receptor alfa altali génszabalyozas lehetséges mechanizmusai

Az ERa ligand hidnyéaban, bar tulnyomorészt a sejtmagban lokalizalodik, valojaban a sejtmag és
a citoplazma kozott mozog (Dauvois, White, & Parker, 1993). Az 6sztradiol altali aktivacidja
soran (mely Kq=10"° M affinitassal kotédik a receptor ligand-koté zsebéhez) a receptor elséként
disszocialodik a hsp90 hésokkfehérjérél, amely mindaddig meggatolta hatasanak kifejezésében,
majd a LBD konformaciovaltozasa révén a receptor a citoplazmabdl a sejtmagba transzlokalodik,
ahol kozvetleniil képes kotédni a DNS bizonyos szabalyozo régioihoz, az dsztrogén valaszadd
elemekhez (ERE, estrogen response element) (Abderrahman & Jordan, 2018). Az ERE-t els6ként
John W. Schwabe volt az, aki meghatarozta az ERa DBD-je és a DNS kozotti komplex teljes
kristalyszerkezetét, mely egyértelmdisitette, hogy az ERa szimmetrikus dimerként kot egy olyan
palindrom kotéhelyhez, amely két magreceptor félhelyet tartalmaz, kozottiik harom véletlenszerti
bazisparral (12. abra) (Klein-Hitpass et al., 1986; Klinge, 2001; Schwabe et al., 1993; Truong et

al., 1973).
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2 12. abra. Az dsztrogén valaszado6 elem (ERE) sematikus abrazolasa.

C Az ERE-t felépitd6 AGGTCAnnnTGACCT palindrom konszenzus
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. R ®®F®®  informacidtartalméval aranyosan sulyozott ( forrds: factorbook.org).

Az emberi genomban megkozelitdleg egy milli6 ERE talalhato, de az ERa egyidejlileg
csak egy nagyon kis hanyadukon keresztiil fejti ki hatasat (Vega et al., 2006). Ennek az
elsédleges magyarazata az lehet, hogy az ERE-k egy része a fehérje szamara nem elérhet6, zart
szerkezeti kromatin région beliil helyezkedik el, de magyarazhaté a jelenség az ERE-k
szekvenciajaban 1évé eltérésekkel, vagy azzal is, hogy a kiillonboz6 sejtek eltérd, sejt-specifikus
enhanszerkészlet révén szabalyozzak a mikodésiikhoz sziikséges géneket, és mds-mas ko-
faktorok jelenléte sziikséges a kromatin hozzaférhetdségének eldsegitéséhez.

Az ERo szamos esetben képes olyan géneket is szabalyozni, amelyek szabalyozo
régidiban nincs jelen az ERE. Ebben az esetben hatasat mas transzkripcios faktor komplexeken
keresztiil, un. fehérje-fehérje interakcio révén, a DNS-hez indirekt modon kotédve fejti ki,
amiben segitségére lehetnek olyan ismert fehérjék, mint példaul az AP-1 vagy Sp-1 (Safe, Kim,
& Kim, 2008). Mindemellett a receptor ligand altali aktivacidja eldsegitheti szamos tovabbi ko-
regulator, illetve az RNS polimeraz kotddését is.

Habar az ERa elsddlegesen ligand-fiiggd DNS-kotd transzkripcids faktorként ismert,
ligand nélkiili formdban torténd kotddését a promdterhez mar nagyon koran, 1990-ben kimutattak
(Murdoch, Meier, Furlow, Grunwald, & Gorski, 1990). Ligand-fiiggetlen aktivitisa szamos
intracellularis jelatviteli utvonalon keresztiil, a receptor protein kinazok altali foszforilacidja

révén valosulhat meg (13. abra).
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13. abra. Az ERo altali génszabalyozas lehetséges mechanizmusai. A klasszikus (direkt), ligand-fuggé
szabalyozas soran a hormon-receptor komplex kialakulasat kovetéen a receptor kozvetleniil kotédik az Gsztrogén
valaszadé elemhez (ERE). Az indirekt, vagy kihorgonyzast igénylé szabalyozas mas fehérjék elsédleges kotésén
keresztiil jon létre. A nem genomi szabalyozas soran a ligand bar aktivalja a receptort, az vagy a membranhoz kotott
formaban van jelen, vagy a klasszikus receptor helyett egy izoformajat aktivalja. Az is el6fordulhat, hogy a
természetes ligandja helyett egy teljesen mas jel fogja a receptort a citoplazmaban aktivalni, tovabba a jelatviteli
kaszkadot mésodlagos hirvivé molekuldk (SM; second messengers) fogjak beinditani, melyek vagy ioncsatornakat
modulalnak, vagy megnovelik a nitrogén-oxid (NO) szintjét a citoplazmaban, igy produkalva gyors fiziologias
valaszt anélkiil, hogy mindez befolyasolna a célgén expressziojat. A ligand-fiiggetlen mechanizmus 1étrejéhet mas
jelatviteli utvonalak, példaul a novekedési faktor receptor jelatvitele révén is. Ezen folyamat soran az aktivalt
kinazok foszforilaljak a receptorokat, igy eldsegitve a dimerizacidjukat és a DNS-hez vald kotodésiiket a célgén

szabalyozasanak érdekében (Heldring et al., 2007).
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1.9.3. Az 6sztrogén receptor alfa partnerei a transzkripcids szabalyozasban

Az ERa amellett, hogy miikodését kiilonféle ko-faktorok vagy ko-faktor komplexek vezérlik
(melyek egyarant lehetnek ko-aktivator vagy ko-represszor fehérjék/fehérje komplexek), képes
szamos DNS-kot6 transzkripcios faktorral is interakcidt kialakitani a gének megfeleld
milkodésének szabalyozasa érdekében. Ezek a transzkripcios faktorok miikodhetnek az ERa
kollaborativ faktoraként, megkonnyithetik annak kotédését a DNS-hez valo kihorgonyzasa révén,
de lehetnek el6készitd, un. ,,pioneer” faktorai is. Az ERa-val interakciot kialakitani képes
transzkripcios faktorok kozé tartoznak a Forkhead box 1 (FoxAl), Activator Protein 2 gamma
(AP2y), GATA-binding protein 3 (GATA3), Retinsav receptor alpha/gamma (RARa/y),
Activator protein 1 (AP-1), vagy a Signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1)
fehérjék (Candelaria, Liu, & Lin, 2013; Z. Liu et al., 2014).

A legfontosabb koziiliik is a FoxAl, amely a ,szdrnyas hélix” DNS-koté doménjén
keresztiil (amely nevét a Hj felismeré hélixet szarnyként (wing) o6leldé W; és W, hurkok
konformaciojarol kapta) képes a zart kromatinhoz hozzaférni és imitalni a linker hisztonokat —
igy mikodik pioneer faktoraként az ERa-nak (L A Cirillo et al., 1998; Lisa Ann Cirillo et al.,
2002; Clark, Halay, Lai, & Burley, 1993). A FoxAl tobbnyire elengedhetetlen az ERa-kromatin
kolcsonhatas 1étrejottéhez és az ERa célgének szabalyozasdhoz. Az ERa transzkripcios faktor
kotohelyek 50%-anak kozelében megtalalhatd a FoxAl motivuma, de hatasat tavoli interakcio
révén is képes kifejteni. Képes tovabba eldrehaladott betegségekben az ERa kotddésének
atprogramozasara is (Carroll et al., 2005, 2006; Hurtado, Holmes, Ross-Innes, Schmidt, &
Carroll, 2011; Ross-Innes et al., 2012). Fontos megjegyezni, hogy a FoxAl gén expresszidja
pozitiv prognosztikai markerként is miikddik az ER® emlddaganatos betegek korében és
expresszids szintje pozitivan korrelal az endokrin terapia iranti érzékenységgel (Badve et al.,

2007).
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A FoxAl-hez hasonléan az AP2y és GATA3 fehérjék motivuma is jelentds feldusulést
mutat az ERa altal kotott genomi régiokban (Lin et al., 2007). ChIA-PET adatok alapjan az E2
kezelést kovetden tavoli interakciot mutato ERa kotdhelyek 88%-anal kimutathat6 volt az ERa,
FoxAl és GATA3 fehérjék egyiittes eléforduldsa, mely arra engedett kovetkeztetni, hogy a
harom transzkripcids faktor egy komplexet alkotva vesz részt az E2 kezelésre adott transzkripcids
valaszok finomhangolasaban (Fullwood et al., 2009; Kong, Li, Loh, Sung, & Liu, 2011).

Tan ¢és munkatérsai ugyanakkor kimutattdk, hogy az AP2y a FoxAl-gyel kozdsen képes
elfoglalni az ERa kothelyek jelentés részét mar a ligandkezelést megel6zéen is, és
nélkiilozhetetlenek az ERa-medialt intrakromoszomalis interakcidok jelentés héanyadaban.
Mindemellett elsddlegesen az AP2y jelenléte sziikséges ehhez a ko-lokalizaciohoz, felvetve
annak lehetdségét, hogy a két transzkripcios faktor kozosen, egy pioneer komplexként képes

facilitalni az ERa kot6dését (Tan et al., 2011).

A FoxAl, GATA3 ¢és AP2y fehérjék 6nallo és/vagy egyiittes szabalyozé szerepét tovabbi
transzkripcios faktorok is képesek fokozni. Az ERE-n keresztiil 1étrejové legerésebb ERa-
vezérelt enhanszerekre jellemz6 példaul, hogy az E2 kezelést kovetden képesek egy 1-2 MDa
méretli, DNS-kot6 transzkripcios faktorokbol allo komplexet kialakitani. Ezen enhanszereket
»mega transcription factor-bound in trans”, azaz MegaTrans enhanszereknek neveték el. A
MegaTrans komplex részét képezi tobbek kozt az AP-1 transzkripciods faktor csalad két tagja, a c-
Fos és a c-Jun, a STATI1 és az RARa vagy RARy, mely utobbiaknak a géncsendesitése
egyenesen megsziintei a komplex tovabbi komponenseinek kotédését, és gatolja a komplex
célgénekre gyakorolt hatasat is. A komplex kialakulasa nem csupan az enhanszer RNS-ek
(eRNS) atirédasahoz sziikséges, de lehetdvé teszi kiilonféle ko-aktivatorok és enzimek, mint

példaul a P300 ¢s a MEDI1 fehérjék vagy protein kinazok kombinatorikus kotodését is a
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komplexhez, és a szamos ,,0sszeszerel6dési” forma tovabb képes fokozni az enhanszer aktivitasat

és a transzkripciot (14. abra) (Z. Liu et al., 2014).

14. abra. A ERao-vezérelt MegaTrans enhanszer
felépitése. Az ERE-hez k6t6dé ERa és a kozelében talalhatd
FoxAl fehérje, mely az ERa kotését facilitdlja, tovabbi
DNS-kot6 fehérjéket (GATA3, AP2y, RARa vagy RARY, c-

Jun, c-Fos, STAT1) és ko-aktivatorokat rekrutalnak egyazon

genomi régiohoz és létrehozzak a MegaTrans enhanszert (Z.

Liuetal., 2014).

Mig a szuper-enhanszerek egyedi enhanszereket foglalnak magukba és foként a sejt
fejlodéséhez nélkiilozhetetlen, illetve betegség-asszocialt gének szabalyozasdban vesznek részt, a
MegaTrans komplex azon egyedi enhanszerek kijelolésében jatszik szerepet, melyek az adott

sejttipus vonatkozasaban kulcsfontossagu szereppel birnak.
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2. Célkitiizés

I. A ligand-indukalhaté szuper-enhanszerek miikodésének vizsgalata

Publikusan elérhet6 ERo transzkripcidos faktor ChIP-seq adatok (ujra)elemzése soran
megfigyeltiik, hogy a specifikus 0sztradiol kezelést kdvetden aktivalodd ERa-vezérelt szuper-
enhanszerek mar a ligand altali stimulust megel6z6en is jellemezhetéek egy, maximum néhany

olyan kot6hellyel, amelyet ERa foglal el.

Hipotézis: az elsoként aktivalodd kotdhelyek alapjat képezik a késdbbiekben a ligand hatasara

kialakul6 szuper-enhanszereknek.

Hogy megbizonyosodjunk, szerepet jatszanak-e az els6dleges enhanszerek a szuper-enhanszer
jellegli egyiittmiikodés inicializalasaban, megvizsgaltuk, van-e kiilonbség:
1. az elsédleges (anya vagy ,,mother”) és masodlagos (leany vagy ,,daughter”) enhanszerek
ligand kezelésre adott valaszaban;
2. akotédésiik dinamikdjaban (id6beli kdvetéssel);
3. az altaluk elfoglalt DNS szekvencia motivumokban;
4. ko-faktoraik és ko-regulatoraik kozott; valamint hogy
5. megfigyelheté-e ez a jelenség mas, ligand-indukalhaté transzkripcids faktorok esetében
Is?
Mivel az MCF-7 sejtvonal egy nagyon fontos modell, sok kutatécsoport végzett benne az ERa
transzkripcios faktorra és annak ko-faktoraira irdnyuld genom-szintli vizsgalatokat, melyek nyers
adatai barki szamdra elérhetéek a kiilonféle adatbazisokban. Eredményeink teljes kori

bemutatdsara ezért mi is az ERa-t valasztottuk elsdédleges modelliinknek.
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Il. Az ERa cisztrom karakterizalasa az osztrogén valaszado elem (ERE) jelenlétének és a
kotohelyek aktivalhatésaganak fiiggvényében

Kozel 80000 ERa kotdhelyet osztalyoztunk azon tulajdonsagaik alapjan, hogy rendelkeztek-e
ERE-vel, ill. kototte-e 6ket ERa dsztradiol hianyaban is vagy csak annak hozzaadasat kovetOen.
Ennek soran tovabbi 6535 olyan kétéhely meglétét azonositottuk a genomban, melyek az anya
enhanszerekhez hasonloan rendelkeztek ERE-vel és detektalhatdo volt rajtuk az ERa mar a

specifikus ligand kezelést megel6zden is.

Célunk volt annak meghatarozasa, hogy:
1. van-e kiilonbség az anya enhanszerek és a hozzajuk hasonlo, nem szuper-enhanszerek
részét képezé ERa kotdhelyek génexpressziora gyakorolt hatasaban; tovabba
2. van-e kiilonbség a kiilonbozé besorolasu kotdhelyek altal preferalt DNS szekvencia

motivumokban, tarsfaktoraikban, tovabba a génexpressziora gyakorolt hatasukban.

34



3. Anyagok és modszerek

3.1. Adatgytijtés

3.1.1 Szekvenalasi adatok az ligand-indukalhaté szuper-enhanszerek karakterizalasahoz

A ligand-indukalhat6 szuper-enhanszerek karakterizalasihoz a Gene Expression Omnibus (GEO)
és a Sequence Read Archive (SRA) adatbazisokbdl Osszesen 8, human €s egér sejtekbdl és
sejtvonalakbol szarmazd ChIP-seq, tovabba a human MCF-7 sejtvonalbol szarmaz6 ChIP- és
DNaz-seq minta kezeletlen, oldoszerrel (etanol (EtOH) vagy dimetil-szulfoxid (DMSO),
természetes liganddal (dsztradiol (E2), dihidrotesztoszteron (DHT), lipopoliszaharid (LPS),
csupa-transz retinsav (ATRA) vagy kalcitriol (D3)) vagy szintetikus ERa agonistaval (tamoxifen
(Tam) vagy fulvestrant (Fulv)) kezelt adatait toltottiink le és dolgoztunk fel, melyek listajat az 1.

és a 2. tablazat tartalmazza.

Tranfszkripci()s .Sejt/ Kezelés | Faj Azo,nosit() Azonosito Referencia

aktor Sejtvonal (oldoszeres) (kezelt)
ERa MCF-7 E2 | human | GSM614611 | GSM614610 | (SMste:
ERa MCF-7 E2 | human | GSM365925 | GSM365926 | (Wertacta
FoxAl MCF-7 | E2 |huméin| GSM588929 | GSM588930 | (Tanetal,2011)
AP2y MCF-7 | E2 |huméan | GSM1469997 | GSM1469998 | (z Liuetal, 2014)
AR LNCaP | DHT |human | GSM1527822 | GSM1527834 | (Tekejgaetal.
JUNB BMDM | LPS | egér | GSM1022318 | GSM1022319 | (Ostuni etal, 2013)
RAR F9 ATRA | egér | GSM1370730 | GSM1370736 | Mggunetah
VDR Intestinal | D3 | egér | GSM1694859 | GSM1694862 | (Leeetal, 2015)

1. tablazat. A vizsgalt ligand-indukalhato transzkripcios faktorok listaja. A tablazat azokrol a ChIP-seq
mintdkrol tartalmaz informaciokat, melyek segitségével az anya és ledny enhanszerek daltalanos dinamikéja
azonositva lett. Az oszlopok tartalmazzak a vizsgalt transzkripcios faktorok neveit, a sejtet/sejtvonalat, amellyel a

kisérletet végezték, a ligandkezelés tipusat, a fajt, a mintak GEO azonositoit és a mintakhoz tartozo referenciakat.
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(Transzkripcios) Azonosito Azonosito Azonosito Azonosito Referencia
faktor (oldoszeres) | (E2 kezelt) | (kezeletlen) | (Tam/Fulv)
MED1 GSM1469999 | GSM1470000 - - @ Livetal,
P300 GSM1470013 | GSM1470014 - - 2014)
DNéz | GSM822389 | GSM822390 . . e
H3K27ac GSM1382472 | GSM1382482 . . By
BRD4 GSM1348516 | GSM1348519 . . @ i
(Joseph et al.,
ERo GSM589236 - - - 010
ERo GSM1534720 - - - (Franco,
Nagari, &
ERa GSM1534721 - - - Kraus, 2015)
ERa - - GSM1858620 - (Swinstesdl o
ERo - - GSM1858621 - al. 2016)
ERa (0 min) - - GSM1325246 -
ERa (2 min) - GSM1325247 - -
- Guertin,
ERa (5 min) - GSM1325248 - - Chang,
. Coonrod, &
ERa. (10 min) - GSM1325249 - - Hager, 2014)
ERa (40 min) - GSM1325250 - -
ERa (160 min) - GSM1325251 - -
ERa (SICTL) ] ] ]
(FoxAl géncsendesitett) GSM631465 (Hurtado et al.,
ERa. (siFOXAL) ) ] 3 2011)
(FoxAl géncsendesitett) GSM631467
ERa
(antagonista kisérlet) GSM365925 i i i
ERa
(antagonista kisérlet) i GSM365926 ) ] (Welboren et
i : al., 2009
ERa (tam.oxﬁe’n !<ezelt, ) ] ] GSM365927 )
antagonista kisérlet)
ERa (fulv_estrarjt’kezelt; i i i GSM365928
antagonista kisérlet)

2. tablazat. A szuper-enhanszerek karakterizalasahoz hasznalt transzkripcioés faktorok listaja. A tablazat
azokrdl a human MCF-7 sejtvonalban végzett ChIP-seq mintakrol tartalmaz informaciokat, melyek segitségével az
ERa-vezérelt szuper-enhanszereket jellemeztiik. Az oszlopok tartalmazzak a vizsgalt (transzkripcios) faktorok

neveit, a mintak GEO azonositoit — aszerint, hogy milyen kezelést kaptak —, és a mintdkhoz tartozo referenciakat.
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3.1.2. Szekvenalasi adatok a kiilonboz6 tipusu ERa kotohelyek karakterizalasahoz

Az 6sztradiollal kezelt ERa cisztrom ~80000 transzkripcios faktor kotéhelyének jellemzéséhez és
csoportositasdhoz a Gene Expression Omnibus (GEO) és a Sequence Read Archive (SRA)

adatbazisokbol letoltott és feldolgozott, a human MCF-7 sejtvonalban végzett ChIP-, DNaz- és

RNA-seq adatok listajat és azok legfontosabb jellemzdit a 3. és a 4. tablazat tartalmazza.

Kisérlet (Transzkripcios) Azonosito Azonosito Elerered
tipusa faktor (oldészeres) | (E2 kezelt)
ChIP-seq ERa GSM614611 | GSM614610 (SChgg%ft al,
ChlP-seq FoxAl GSM588929 GSM588930 | (Tanetal., 2011)
ChiIP-seq AP2y GSM1469997 | GSM1469998 | (7 | eral.
ChiP-seq GATA3 GSM1469992 | GSM1469993 2014)
ChiIP-seq ERa siCTL - GSMB31465 | 1 oo et .
ChIP-seq ERa siFoxAl ; GSM631467 2011)
ChIP-seq H3K27ac GSM1382472 | GSM1382482 (B’“g%qes)et al.,
ChiIP-seq P300 GSM1470013 | Gsm1470014 | '2-6“12; al.,
DNiz-seq DNaz I GSM822389 | GSMS822390 | (He etal., 2012)
ChiIP-seq HDAC2 GSM1010825 - (Gertz etal,
ChiP-seq SIN3 GSM1010862 - 2013)

3. tablazat. A kiilonbo6zo tipusi ERo kétéhelyek karakterizaldsahoz hasznalt adatok listaja. A tablazat azokrol
az MCF-7 sejtvonalban végzett ChIP- és DNéz-seq mintakrol tartalmaz informaciokat, melyek segitségével a
~80000 ERa. transzkripcids faktor kotéhelyek négy, altalunk meghatarozott csoportjat jellemeztiikk. Az oszlopok

tartalmazzak a kisérletek tipusat, a vizsgalt (transzkripcids) faktorok neveit, az oldoszerrel és E2-vel kezelt mintdk

GEO azonositéit és a mintakhoz tartozo referenciakat.
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Kisérlet E2 kezelés oz :
, . Azonosito Referencia
tipusa tartama (min)
RNA-seq kezeletlen GSM1533414
RNA-seq 5 min GSM1533415
RNA-seq 10 min GSM1533416
RNA-seq 20 min GSM1533417
RNA-seq 40 min GSM1533418
(Honkela et al., 2015)
RNA-seq 80 min GSM1533419
RNA-seq 160 min GSM1533420
RNA-seq 320 min GSM1533421
RNA-seq 640 min GSM1533422
RNA-seq 1280 min GSM1533423

4. tablazat. A génexpressziés profilok meghatarozasahoz hasznalt RNA-seq adatok listaja. A tablazat azokrol
az MCF-7 sejtvonalban végzett RNA-seq mintakrol tartalmaz informaciokat, melyek segitségével jellemeztiik a
kiilonboz6 tipusu ERa kotohelyek altal szabalyozott gének expresszids profiljat. Az oszlopok tartalmazzak a
kisérletek tipusat, az osztradiollal torténd kezelés idejét, valamint a mintdk GEO azonositoit és a mintakhoz tartozo

referenciat.

3.2. Adatfeldolgozas

3.2.1. ChlP-seq adatok elemzése

A nyers szekvenciaadatok a GEO és SRA adatbazisokbol vald letoltés utan a kovetkezé mdodon
lettek elemezve: a szekvencialeolvasasok (un. read-ek) illesztése a human hgl9 vagy az egér
(mm9) referenciagenomhoz a BWA (Burrows-Wheeler Aligner) szoftverrel (v7.10), a BAM
(Binary Alignment Map) fajlok generalasa pedig a SAMtools-szal (v0.1.19) tortént (H. Li et al.,
2009; H. Li & Durbin, 2009). A transzkripciés faktor kotéhelyek meghatarozasahoz a MACS2
(Model-based Analysis of ChlP-Seq 2) szoftvert (v2.0.10) hasznaltuk, a miitermékeket pedig az

ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) ,feketelistas” genomi régioinak gylijteménye
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alapjan sztrtiik ki a BEDtools parancsaival (Dunham et al., 2012; Quinlan & Hall, 2010; Zhang
et al.,, 2008). A HOMER (Hypergeometric Optimization of Motif EnRichment) (v4.2)
makeTagDirectory programjanak segitségével — a BAM fajlokat alapul véve — a HOMER
szamara is megfelel6 sziirt bemenctet, un. konyvtarakat (tag directory) készitettiink a
leolvasasokbol. A fragmenthosszt egységesen 150 nukleotidra allitottuk be. A bedgraph-ok,
melyek a genom szekvencia leolvasasok altali lefedettségét reprezentaljak, a fent emlitett
HOMER konyvtarakbol késziiltek a makeUCSCfile parancs segitségével (Heinz et al., 2010).

A fent leirtak érvényesek a DNaz-seq adat elemzésére is, ugyanakkor a szélesebb H3K27ac

régiok azonositasahoz a --broad kapcsolot hasznaltuk MACS2-hoz.

3.2.1.1. Lefedettség érték (RPKM) meghatarozasa

Az RPKM (Reads Per Kilobase per Million mapped reads) az a lefedettség érték, amely megadja
a leolvasasok szamat 1000 bazisonként, egy milli6 térképezett leolvasasra vetitve, azaz azt
mutatja meg, hogy aranyosan hany leolvasas lenne az egységesen 1 kb hosszu régidokon, ha

Osszesen 1 millio térképezett leolvasassal dolgoznéank:

103 10°
RPKM = R(p) X D) X

ahol R(p) a vizsgalt kotohelyre (peakre) esd leolvasasok (read-ek) szamaval, L(p) a vizsgalt
kothely hosszaval, TR az Osszes térképezett leolvasds szdmaval egyenld. Az RPKM értékek a
BAM f34jlbol, a transzkripcios faktor kotShelyek kozéppontjatdl szamitott £50 bp-nyi région

lettek szamolva a BEDtools (v2.23.0) coverageBed parancsaval (Quinlan & Hall, 2010).
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3.2.1.2. Szuper-enhanszerek azonositasa

A szuper-enhanszerek minden esetben a ligand kezelt ChlP-seq mintakbdl lettek meghatarozva a
HOMER findPeaks parancsaval, a -style super kapcsolot hasznalva. A szuper-enhanszerek egyedi
(kontrollnak tekintheté) mintabol, majd szuper-enhanszerenként a legnagyobb intenzitasu
kotohelyet anya enhanszernek neveztik el. A — tobbnyire — csak ligandkezelés hatasara,
masodlagosan elfoglalt kotéhelyek a ledny enhanszer nevet kaptak (Bojcsuk, Nagy, & Balint,

2017).

3.2.1.3. De novo motivumkeresés
A de novo motivumfeldusulasokat a transzkripcios faktor kotOhelyek kdzéppontjatdl szamitott
+50 bp-nyi région vizsgaltuk, melyhez a HOMER findMotifsGenome programjat hasznaltuk
(Heinz et al., 2010). A célzottan keresett motivumok 10, 12, 14 és 16 bp hossztsagtiak voltak. Az
elemzés sordn kapott P-értékek a vizsgalt régiokon beliili feldusulds és a HOMER altal
véletlenszerlien generalt hattérszekvencidkon beliili feldisulas Osszehasonlitdsa révén lettek
meghatarozva. A HOMER ltal alkalmazott statisztikai modszert a 3.2.1.7. fejezet ismerteti.

A motivumok eloszlasat reprezentald hotérképek létrehozasahoz a feldusult motivumok
matrixal lettek visszatérképezve a HOMER annotatePeaks parancsaval, melyhez az -mbed
kapcsolot hasznaltuk. A térképezés a transzkripcios faktor kotéhelyek kozéppontjatol szamitott 2

kb-nyi région tortént, 20 bp-nyi blokkokban (un. bin-ekben).
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3.2.1.4. Hotérkép készitése

A leolvasasokat megjelenité hétérképek (Gn. read distribution heat map) clkészitéséhez a
HOMER tag konyvtarait és annotatePeaks parancsat hasznaltuk. Ehhez tovabba a -ghist, -size
2000, -hist 50 kapcsolok segitségével definialtuk azt, hogy a lefedettség értékeket a HOMER a

vizsgalt régid kozéppontjatol szamitott £1000 bp-nyi région, 50 bp-nyi blokkokban szamolja.

3.2.1.5. Hisztogram készitése

Az atlagos lefedettség értékeket reprezentald hisztogramok a HOMER tag konyvtaraibol lettek
szamolva, szintén a HOMER annotatePeaks parancsaval. A lefedettség értékek a vizsgalt régiok
kozéppontjatdl szamitott 1000 bp-nyi régidkon lettek szadmolva, melybdl a kozépsd +250 bp lett

abrazolva, 1 bp felbontéssal.

3.2.1.6. Dobozdiagram készitése

A dobozdiagramokkal (an. box plotokkal) a koétéhelyek kozéppontjatol szamitott =50 bp-nyi
région szamolt RPKM értékeket vizualizaltuk. A box-ok az els6- és harmadik kvartiliseket
reprezentaljak, a vizszintes vonal a median RPKM értéket jeldli, a szélsdértekeket pedig, melyek
nem tartalmazzak az also és fels6 decilist, a dobozbdl kiinduld vonalak jelolik. Az alkalmazott

statisztikai modszereket a 3.2.1.7. fejezet ismerteti.

3.2.1.7. Statisztikai modszerek
A 3.2.1.6. fejezethez kapcsolodoan: a dobozdiagramok vizualizalasa soran alkalmazott statisztika
parositott (egymintas) t-proba, vagy parositatlan (kétmintas) t-proba volt, annak megfelelGen,

hogy az 0Osszehasonlitott csoportok egyazon région szamolt értékekbdl szarmaztak-e vagy
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egymastol filiggetlen, nem egyenlé elemszamu populacio atlagat tesztelték. Szignifikancia

szintek: ns: nem szignifikans; * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P <0.001; **** P < 0.0001.

A 3.2.1.3. fejezethez kapcsolodoan: a szekvencia motivumok de novo feldasulasat a HOMER
program az alapértelmezés szerint binomialis valoszinliség-eloszlas révén hatarozza meg. Ezen
statisztikai modszer segitségével feltételezi, hogy a vizsgalni kivant DNS szekvencidk (mind az
ismeretlen, mind a hattérként szolgdlo) osztalyozésa fiiggetlen a benniik megtalalhaté motivumok
eléfordulasatol. A motivumok hattérhez viszonyitott feldiisulasanak meghatarozasa soran ez az
eljaras figyelembe veszi az ismeretlen és a hattérszekvencidk elemszamat, tovabba azt, hogy az
egyes tipusok koziil hany tartalmaz visszatérd motivumot. Ezekbdl az értékekbdl meghatarozhatd
annak a valdszinlisége, hogy egy adott esemény (jelen esetben a motivum megléte) hanyszor
kovetkezett be az ismeretlen, Un. targetalt szekvenciakban a héttérhez viszonyitva, feltételezve
azt, hogy a target szekvencia és a motivum kozott nincs kapcsolat. Végeredményében a

motivumok az igy generalt P-értékeik alapjan lesznek rangsorolva.

3.2.1.8. Adatabrazolas

A lefedettségértékeket és a motivumok eloszlasat reprezentald hétérképeket a Java TreeView
(vl.1.6r4) program segitségével abrazoltuk (Saldanha, 2004). A dobozdiagramok (un. box
plotok), a hisztogramok és vonaldiagramok a GraphPad Prism 6-os verziojaval lettek abrazolva.
A Venn diagram a BioVenn webes applikacio segitségével késziilt (Hulsen, de Vlieg, & Alkema,
2008). A bedgraph fajlok az Integrative Genomics Viewer-ben (IGV) lettek megjelenitve

(Thorvaldsdottir, Robinson, & Mesirov, 2013).
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3.2.2. RNS szekvenalasi adatok elemzése

A nyers szekvenciaadatok a GEO adatbazisbol lettek letdltve, majd a leolvasdsok a human hgl9
referencia genomhoz lettek illeszve a TopHat program (v2.0.7) segitségével. Az FPKM
(Fragments Per Kilobase of transcripts per Million mapped reads) értékek, melyek megadjak a
fragmentek szamat 1000 bazisonként, egy millio térképezett leolvasasra vetitve, a Cufflinks
(v2.0.2) program alapértelmezett paramétereivel lettek szamolva (Trapnell et al., 2010). A
transzkripcids faktor kotShelyek a legkozelebbi fehérjekodold génekhez lettek hozzéarendelve
(azaz annotalva) a PeakAnnotator program segitségével (Salmon-Divon, Dvinge, Tammoja, &

Bertone, 2010).
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4. Eredmények

4.1. Az 6sztrogén receptor alfa-vezérelt szuper-enhanszerek azonositasa

A szuper-enhanszerek olyan sejttipus-fiiggé génexpresszidos folyamatok szabalyozasaban
vesznek részt, melyek nagyban hozzajarulnak a sejtazonossag kialakulasahoz (Hnisz et al., 2013;
Whyte et al., 2013). A transzkripcioban betoltott kimagasld szerepiikk miatt egy genom-szintii
vizsgalat soran azonositasuk ¢és az altaluk szabalyozott gének megismerése indokolt,

kiilondsképp betegségekben, vagy valamilyen megvaltozott allapotban.

Az Osztrogén receptor alfa (ERa) transzkripcids faktor altali génszabalyozas vizsgalata
soran —mely munkacsoportunk elsédleges fokuszaban allt az elmult évek soran — az emld eredetii
MCF-7 sejtvonalban 6sszesen 392 szuper-enhanszer régiot azonositottunk, melyek 4.042 egyedi
enhanszert foglaltak magukba (15. abra). Az azonositashoz az Gsztradiollal (E2) indukalt ERa
transzkripcids faktor kotdhelyeit vettiik alapul, melyek a GSM614610 GEO azonositoji ChIP-

seq mintabol lettek prediktalva (Schmidt et al., 2010).

ERa-vezérelt SE-ck azonositasa 15. abra. Az ERa-vezérelt SE-ek azonositasa. A GSM614610
(GSM614610)
1.0+ E2 kezelt ERa ChIP-seq minta felhasznalasaval a SE-ek a
0.84 % HOMER programmal lettek azonositva (a 3.2.1.2. pontban
AE
g 0.64 I leirtak szerint). Pontozott vonal metszi azt a pontjat a gorbének,
w g
@ 0.4 ] ahol a meredekség értéke 1. A denzitasuk alapjan
0.2 sorbarendezett ERa kotohelyek klaszterei koziil 392 esett 1-es
....... tlp'kuse"hanszerekJ meredekség folé, és ezek, mint SE-ek képezték alapjat a
O'O_q f T T T T 1
O N O N\ O Abbi As0i
e S N N S S tovabbi elemzéseinknek.
N \2) Ne) \a) \a) )
RS S U N Sl

Rangsorolt ERa klaszterek
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4.2. Anya és leany enhanszerek azonositasa

A szuper-enhanszer régiokat az IGV genombdngészoben megtekintve arra lettiink figyelmesek,
hogy az oldészerrel (etanollal; EtOH) kezelt mintaban is megfigyelhet6 egy-egy elfoglalt ERa
kotéhely minden egyes szuper-enhanszer esetében. Feltételezve, hogy az els6ként megjelend
kotohelyek alapjat képezhetik a késObbiekben a ligand hatdsara megjelend szuper-
enhanszereknek, a szuper-enhanszerek ezen kotéhelyeit ,,anya” enhanszereknek (n=392; minden
szuper-enhanszer esetében a legnagyobb intenzitast csucs) neveztiik el, mig a masodlagos, csak
ligandkezelést kovetéen aktivalt kotéhelyek a ,leany” enhanszer (n=3650) nevet kaptak. A

tovabbiakban eszerint hivatkozunk rajuk. Néhany példat a 16. abra reprezental.
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16. abra. Az ERa-vezérelt SE-eket egy, vagy néhany ERa kotéhely hasznalata jellemezi ligandkezelés
hianyaban is. Az Integrative Genomics Viewer (IGV) genombongészében az olddszerrel (GSM614611) és E2-vel
kezelt (GSM614610) ChlP-seq mintakat megjelenitve jol lathatdé az anya enhanszerek jelenléte. A

genombongészoben a skala mindkét minta esetében 50.

Az anya és leany enhanszerek 392 szuper-enhanszeren beliili egyidejii abrazolasdhoz
eloszor sorbarendeztiik az anya enhanszereket az oldoszerrel kezelt ChlP-seq mintabol szamolt
RPKM értékeik alapjan, és ezeket az értékeket hotérképen abrazoltuk. Ezt kovetden a tovabbi 6
legnagyobb lefedettséggel rendelkezd ledny enhanszert egy sorban jelenitettiik meg a hozza

tartozo anya enhanszerrel (17. abra).
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olddészerrel kezelt E2 kezelt
M1 2 3 4586 M1 2 3 4586

17. abra. A 392 ERa-vezérelt SE anya és ledny
enhanszerei. A hétérkép a 392 ERa SE anya (M, mint
»mother”) ¢é a top 6 (1-6) ledany enhanszereinek
lefedettségértékét (RPKM) reprezentalja az olddszerrel és az
E2-vel kezelt ERa ChIP-seq mintdbol szamolva. Minden sor
egy SE-t jelenit meg; az els6é oszlop minden esetben az anya
enhanszer, ugyanazon sorban a tovabbi oszlopok pedig a top

— 6 leany enhanszert jelolik. A két hétérképen mind a sorok,

ERo SE kétéhelyek  ERa SE kétéhelyek  mind az oszlopok sorrendjei megegyeznek.
n=392 n=392
|
0 150 300 0 150 300
rpkm rpkm

Lathat6, hogy az oldoészerrel kezelt mintdban az anya enhanszerek nagyon jol
elkiiloniilnek. A leany enhanszerek csak nagyon kevés hanyada van jelen €és azok is alacsony
lefedettséget mutatnak. Kezelés hatasara viszont nemcsak a leany enhanszerek jelennek meg, de
az anya enhanszerek is tovabb indukalodnak (17. abra). Ennek az indukalodasnak a mértéke a

18. abran lathato.

Anya enhanszerek 120 Leany enhanszerek 18. abra. Az anya és leany
1400
—E2 —E2 , -
o 1200 EtOH 100 EtOH enhanszerek atlagos lefedettsége E2
# 1000- n=392 k) n=3650 ]
% % 801 kezelés el6tt és utan. A hisztogram a
T 800 g
® @ 60+
u 600 I 392 anya és 3650 leany enhanszer
£ 4001 2 107
® 00- ® 5. atlagos lefedettségét (RPKM) abrazolja
0 T - 0 . . cro .
250 0 250 250 0 220 E2 kezelés hianyaban (EtOH) és E2
kézépponttdl valé tavolsag (bp) kézépponttdl valé tavolsag (bp)

kezelést kovetdéen (E2). A lefedettség
értékek a kotdhelyek kozéppontjatdl mért £250 bazisparnyi (bp) tdvolsagon, 1 bp felbontéssal lettek szdmolva és

abrazolva.
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Az E2 kezelés hatasara az anya enhanszerek atlagos lefedettsége ~300-r6l ~1200-ra nott,
mig a leany enhanszereké E2 hatdsara is csupan atlagosan ~110-re tehet6. Ez a tizszeres
kiilonbség a két enhanszercsoport kotésgyakorisdgaban bar valdéban arra utal, hogy az anya
enhanszerek kivételesek lehetnek, felmeriil a kérdés, okozhatja-e a DNS-hez val¢ ,,id6 el6tti”
kotodésiiket az etanol, mint alkalmazott oldoszer.

Ennek megvalaszolasara megvizsgaltuk az adatbazisokban fellelhet6 MCF-7 sejtvonalban
végzett és oldoszerrel kezelt (etanollal vagy dimetil-szulfoxiddal, azaz DMSO-val), illetve
kezeletlen ERa ChIP-seq mintakat. Azt talaltuk, hogy az anya enhanszerek jelenléte mind az
oldoszerrel kezelt, mind a kezeletlen mintak esetében egyértelmiien detektalhato volt, szemben a
leany enhanszerekkel. Mindez 6sszhangban van az eddigi eredményekkel, és arra utal, hogy az

olddszer jelenléte egyik enhanszercsoport kotését sem valtoztatja meg (19. abra).

19. abra. Az anya enhanszerek meglétének vizsgalata

olddszerrel kezelt kezeletlen
o R = =
%'E[ l =3 ? :_ oldoszerrel kezelt és kezeletlen mintakban. A
= szekvencia leolvasasokat abrazold hoétérkép 3 oldoszerrel
>3 kezelt és 2 kezeletlen mintan reprezentalja a 392 anya és
3%
3.650 leany enhanszer kotését. Az abran minden sor egy
ERa kotbhelynek felel meg. Minden oszlop az E2-kezelt
© o = o ~ ERa minta koétéhelyeinek kdzéppontjahoz viszonyitott +1
™ N N N o
I8 ~ ~ © © .
] > S > R kilobazisparnyi (kb) régiot mutatja. A mintdk nevei a GEO
L 2 & 2 =
17} = = = = adatbazisban talalhat6 azonositoikkal egyeznek meg.
1) ) %) %) n
) ) o O

Egy, az idofuggést vizsgald, un. time-course kisérlet, amely az ERo kotddésének

gyakorisagat reprezentalja eltérd idépontokban torténd E2 kezelést kovetden, szintén arra utal,
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hogy az ERa az anya enhanszereket a leany enhanszerek el6tt foglalja el, mindemellett kotodése

a késébbi idépontokban, pl. 160 perc elteltével is detektalhato (20. abra).

Az ERo kotésgyakorisaganak valtozasa

250+ e
200 -
150-

100+ -~

lefedettség (RPKM)

E2 kezelés (perc)

= anya 1 leany
n=392 n=3650

20. abra. Az anya és leany enhanszerek
kotodésének dinamikija az id6 fiiggvényében. Az
abra a 392 anya ¢s a 3650 leany enhanszer kotddését
reprezentalja a 0. percben, tovabba az E2 kezelést
kovet6 2, 5, 10, 40 és 160. percben. A boxok az anya-
szamolt lefedettségértéket (RPKM) reprezentaljak.
Pérositatlan (kétmintas) t-proba, ahol ns = nem

szignifikans; **** P < 0.0001.

Bar a 0. percben végzett kisérlet ellentmond a 19. abran bemutatott eredménynek — mely

szerint az anya enhanszerek a kezeletlen mintakban is detektalhatoak — a szoban forgd minta

esetében az immunprecipitacid hatékonysaga a tobbi mintahoz képest alacsony, 1,17 volt. A

minta gyengébb mindsége miatt nem Gsszehasonlithato a kisérlet tobbi tagjaval, melyek esetében

az immunprecipitacié atlagos hatékonysaga 4,71-re teheto.

Meglepd modon a parcidlis agonistaként miikiidé tamoxifennel és a tiszta ERo agonistaként

mikodod fulvestranttal torténd kezelések bar lecsokkentették az ERo kotddésének mértékét, az

anya enhanszereken detektalhat6 ERo mennyisége tovabbra is jelentds maradt (21. abra).
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. 21. abra. Antagonistik hatasa az ERa
Anya enhanszerek Leany enhanszerek

500 30
— EtOH n=392

1—E2
400 — Tam

kotésére. A hisztogramok az ERa kotés

==-Fulv 20

atlagos lefedettségét reprezentaljak az anya és

[=d [=d
2 o
< 300 3
g 2001 a 104 leany  enhanszereken olddoszeres (EtOH;
g g
& 100 ® . ,
etanol), E2, tamoxifen (Tam) és fulvestrant
0 = - 0 - T
250 , 0 250 -250 L0 250 (Fulv) kezelést kovetden. A lefedettség értékek
kdzepponttal valo tavolsag (bp) kdzepponttdl valo tavolsag (bp)

a kotohelyek kdzéppontjatol mért £250 bazisparnyi (bp) tavolsagon, 1 bp felbontassal lettek szamolva és abrazolva.

Az antagonista hatasu készitményeken feliil megvizsgaltuk azt is, hogy a FoxAl SIRNS-
medialt géncsendesitése hogyan befolyasolja az ERa kotodését az anya €s leany enhanszereken.
A FoxAl-rél bar ismert, hogy jelenléte, legyen az kozvetlen vagy kozvetett, az emlorakos
sejtekben szinte kivétel nélkiill minden ERa kotéshez sziikséges; hidnya — a tamoxifennel ¢és
fulvestranttal torténd kezeléshez hasonloan — bar globalisan csokkentette a kotés mértékét, azt

szintén nem volt képes teljes mértékben meggatolni (22. abra) (Hurtado et al., 2011).

A fenti megfigyeléseink alapjan elmondhatd, hogy minden ERa-vezérelt szuper-
enhanszerre jellemz6 egy rendkiviil aktiv, erds kotédést biztositd régio, amely Gn. eléfutarként
foglalja el a DNS-t és feltehetden szerepet jatszik a szuper-enhanszerek ligandkezelést kovetd
kialakulasadban. Az éltalunk anya enhanszerként elnevezett elsddleges enhanszerek nem csupéan
megeldzik tarsaikat, a ledny enhanszereket, de idOben is egy sokkal stabilabb fehérje-DNS

interakci6 jellemzi Oket.
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22. abra. A FoxAl hidnyanak a hatasa az ERa kotésére. A hisztogramok az ERo kotés atlagos lefedettségét
reprezentaljak a NOS1AP, ABAT, KRT19 és CA12 géneket szabalyozd anya és leany enhanszereken, kontroll
(siCTL) és FoxAl siRNS-medialt géncsendesitett (SiFOXALl) MCF-7 sejtekben, E2 kezelést kovetden. A lefedettség
értékek a kotohelyek kozéppontjatol mért +250 bazisparnyi (bp) tavolsagon, 1 bp felbontéssal lettek szamolva és
abrazolva. Az also panel az IGV genomboéngészOben megjelenitett néhany példan keresztiil mutatja be a ChIP-seq
lefedettség valtozasat a kontroll és az siRNS-medialt FoxAl géncsendesitést kovetéen. A skala minden esetben a
szuper-enhanszeren beliili legnagyobb cstics méretéhez, az anya-enhanszerhez lett beallitva, melyeket fekete nyilak

jelolnek.

4.2.1. A kromatin transzkripciés aktivitasanak vizsgalata

Ahogy a bevezetOben is sz6 esett rola, a szuper-enhanszerek szokatlanul magas ko-faktor,
kiilonosképp Mediator kotddéssel tarsulnak. A Mediator komplex tobb mint 30 fehérjét foglal
magaba, melyek koziil az 1-es alegysége, a MED1 markans jelenlétét azonositottak a szuper-
enhanszereken. A Mediator szerepe abban rejlik, hogy hidat képez a(z) (szuper-)enhanszerek és a

szabalyozott gének promotere kozott (Hnisz et al., 2013; Lovén et al., 2013; Whyte et al., 2013).
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Az ERa-vezérelt szuper-enhanszerek esetében azt talaltuk, hogy a MED1 E2 kezelést
kovetdéen ugyanazon genomi régioknal helyezkedik el, mint az anya-enhanszerek, tovabba
kotésgyakorisaga koveti a vizsgalt szuper-enhanszereket alkotd 4042 egyedi kot6hely ERa altali
lefedettségét (23. abra). A MED1 kizarélagos jelenléte az anya enhanszereknél tovabb erdsiti

azok fontos szerepét a szuper-enhanszereken beliil.
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23. abra. A MEDI jelenléte az ERa szuper-enhanszereken beliil. Az IGV genombodngészében (fent) megjelenitett
adatok az E2-kezelt MED1, és a kezeletlen és E2-kezelt ERa ChIP-seq mintak lefedettségét reprezentaljak a
CCND1, KRT19, WWCI1, CUEDCI1, MYOF ¢s TMEM120B géneket szabalyozoé szuper-enhanszer régidkon. A
skala minden minta esetében 50. A box plot-ok (dobozdiagramok) az oldoszerrel (bal) és E2-vel (jobb) kezelt MED1
lefedettségértékeket mutatjak 10 decilisre osztva. A decilisekbe tartozo kotdhelyek, melyeken a MED1 denzités lett
szamolva, az ERa lefedettség értékek novekvd sorrendje alapjan kovetik egymast. Egymintas (parositott) t-proba,

ahol * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001; **** P < 0.0001.
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A MEDI mellett megvizsgaltuk a szuper-enhanszerek egyedi kotOhelyeinek a DNaz 1

hiperszenzitivitasat, a P300 és BRD4 fehérjék ¢és a H2K27ac hisztonmoddositas jelenlétét is. A

DNaz I hiperszenzitivitas vizsgalatanak fontossaga abban rejlik, hogy az atmenetileg vagy

tartosan nukleoszéma hianyos kromatin régiok fokozott érzékenységet mutatnak a DNaz I

enzimmel torténé emésztésre, jelezve ezaltal a transzkripciosan aktiv helyeket (Zhong et al.,

2016). Hotérképen abrazolva ezeknek a (ko-)faktoroknak a jelenlétét az anya és leany

enhanszereken azt talaltuk, hogy az anya enhanszerek a fehérjék szdmara sokkal nyitottabb

kromatin régidban helyezkednek el, tovabba E2 kezelést kovetden jelentdsen megné a MED1,

P300, H3K27ac és a BRD4 jelenléte ezeken a helyeken. Ezzel ellentétben a leany enhanszereken,

bar lathatd némi ndvekedés a vizsgalt fehérjék mennyiségében (a BRD4 kivételével),

Osszességében sokkal kisebb aktivitas jellemzi 6ket (24. abra).

ERa DNaz | MED1

- +

P300

IR u'uq“ e +
-

H3K27ac
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24. abra. Az aktiv enhanszereket és
nyitott kromatin  régiokat jelolo
faktorok jelenléte. A hotérkép az
oldoszerrel (-) és E2-vel (+) kezelt ERa,
DNaz I, MED1, P300, H3K27ac és BRD4
faktorok lefedettségét mutatja az ERa
kotohelyek alapjan definialt anya (n=392)
és leany  (n=3650) enhanszerek
kozéppontjahoz viszonyitott =1 kbp-nyi

région.



4.2.2. Specifikus szekvenciamotivumok azonositasa

Az eddigi eredményeink alapjan azt feltételeztik, hogy az anya ¢és leany enhanszerek
aktivitdsaban megfigyelhetd kiilonbségekért mas ko-faktorok lehetnek a felelosek, melyek eltérd
affinitassal jarulhatnak hozzd& az ERa DNS-hez torténé kihorgonyozasahoz. Ennek
megvalaszolasara megvizsgaltuk a de novo motivumfeldasulasokat a két enhanszer csoport

kotohelyein (25. abra).

Anya enhanszerek Leany enhanszerek
P-érték Target% Bg% Motivum P-érték Target% Bg% Motivum
_Gu.Ca_ T ACC 1e-200 62.2% 3.37% ERE _AC TCA 1le-236 59.6% 29.94% fémly
nC_ACCTCA 161 2299% 865% fé:\:fely e T T . = 1e84 896% 331% FoxAl
=G~ CA ~CA 1e43 2957% 537% DR-1 Tca IS—?Aﬁc_z le-24 764% 352% AP-1

TAC_CA C. 1e-20 2012% 527% MARE

25. abra. Motivumfeldusulasok. Az anya-és leany enhanszerek kotShelyein a hattérhez képest statisztikailag
feldtsult motivumok. (Target %: megadja, hogy a vizsgalt régiok (392 anya és 3650 leany) hany szazalékaban
talalhaté meg az adott motivum; Bg%: megadja, hogy a véletlenszerlien generalt, hattérként szolgald szekvenciakban

az adott motivum hany szazalékban van jelen).

A 392 anya enhanszer 62,2%-at az erds, nagy affinitas(, tin. kanonikus ERE motivum
jelenléte jellemezte, amely a 3,37%-os hattérfeldusulashoz képest egy nagyon markans
feldusulast jelent. Emellett 42,99%-ban azonosithaté volt az AGGTCA magreceptor félhely (NR
félhely), tovabba 29,57%-ban egy olyan direkt médon ismétlédé (direct repear, DR),
valoszintlileg szintén a magreceptorokra jellemzé motivum, amelyben az elsé félhely utolso
nukleotidja képezte a masodik félhely elsé nukleotidjat. Korabban ehhez hasonld

motivumfeldusulast az ERo vonatkozasaban nem publikaltak. A MARE motivum, melyet egy
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MAF/BACH vagy MAF/NFE2 dimer képes kotni, 20,12%-o0s feldGisulast mutatott, bar ebben a

motivumben is fellelhetéek az NR félhely nyomai.

A 3650 ledny enhanszerre a teljes ERE nem, csupan a magreceptor félhely 59,6%-0s
feldasulasa volt jellemz6, viszont ugyanez a motivum a kontrollként szolgalé random
hattérszekvenciak 29,94%-aban ugyancsak megtalalhato volt. Emellett joval kisebb szazalékban,

de megjelentek a FoxAl (8,96%) és az AP-1 (7,64%) fehérjék motivumai is (25. abra).

A viszonylag kisszamu szekvencia (n=392) ellenére, ha figyelembe vessziik az erds P-
értéket (1e-200) és az ERE feldGisulasanak mértékét (62,2% vs. 3,37%), az eredmény arra utal,
hogy a nagy mennyiségli ERa jelenléte az anya enhanszereken (ligand hidnyaban is) elsésorban
ezeknek a kanonikus valaszaddé elemeknek koszonhetd. Ezzel szemben az ERa a leany
enhanszereket tobbnyire fehérje-fehérje interakcid révén, félhelyeken és a FoxAl és AP-1
fehérjéken keresztiil foglalja el helyét a DNS-en. Mindez nem zarja ki az ERE jelenlétét a leany

enhanszereken, csupan azok statisztikai feldiisulasa nem volt azonosithato.

A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, hogy a motivumok erdssége hogyan fiigg 6ssze a
fehérjekotés gyakorisagaval (26. abra). Ezt Gigy valositottuk meg, hogy megkerestiik a de novo
feldasult ERE motivumhoz legjobban hasonlito DNS szekvenciat minden egyes (4042) ERa
kothely kozéppontjatol szdmitott 200 bp-nyi région belil. A HOMER program hasonldsag
alapjan adott motivumerdsség értékeit (score) igy minden kotéhelyhez hozza tudtuk rendelni (26.

abra).
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i L 26. abra. Az ERE motivumok és az ERoa kotések
A motivumok eréssége

a kbtesgyakorisag fliggvenyeben gyakorisaga kozotti oOsszefiiggés. A boxok a leany

15_ Hkk
‘% _— - " enhanszerek esetében az E2-kezelt, mig az anya enhanszerek
& . — _
:g 10- esetében az oldoszerrel kezelt ERo lefedettség értékek
2
o
g novekvé  sorrendjében, 10  csoportban  (decilisben)
>
2 % reprezentaljak az anya és leany enhanszerek kozépsé 200 bp-
L
E 0 nyi régidjaban azonositott ERE motivumok er8sségét.
#1.2 3 4 5,, 6 7 8 910 Egymintas (parositott) t-proba, ahol ** P < 0.01; *** P <
Decilisek
@ anya [ leany 0.001; **** P < 0.0001.
n=392 n=3650

Ez az elemzés tovabb erdsitette azt, hogy az anya enhanszerek minden esetben erdsebb
ERE-vel rendelkeznek (a 8-10. decilisek esetében a kiilonbség az anya és leany enhanszerek
kozott mar nagyon jelentds, P<0.0001), tovabba az is kirajzolddott, hogy az ERa kotésének

gyakorisaga koveti a motivum erésségét.

Osszefoglalasként elmondhaté, hogy az elsédleges kotShelyeket, melyeknek a DNS-sel
vald interakcidja nem igényli a ligand altali stimulaciot, szignifikansan erdsebb véalaszadd elemek

vezérlik és ezek feltehetden nem igénylik mas transzkripcios faktor(ok) jelenlétét sem.

Elsddleges megfigyeléseinket az ERa-n kiviil 4 tovabbi egér és human sejtvonalon, dsszesen 6

masik transzkripcios faktor vonatkozasaban validaltuk.
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4.3. Tovabbi ligand-indukalhato szuper-enhanszerek vizsgalata

4.3.1. A vizsgalatba bevont transzkripcios faktorok

Megfigyelésiinket, mely szerint az egyik legszélesebb korben vizsgalt ligand-indukalhato
transzkripcios faktor, az ERo kotOhelyei altal elfoglalt szuper-enhanszerek egy jol koriilirhato
mechanizmus révén épiilnek fel, 6 tovabbi ligand altal indukalhat6 transzkripcios faktor ChIP-seq
adatait felhasznalva probaltuk meg aldtamasztani. Ezen faktorok kozé tartozott 3 masik
magreceptor, név szerint az egér bél epitélsejtekben vizsgalt D-vitamin receptor (VDR), az F9
egér embriondlis karcinoma sejtvonalban vizsgalt retinsav receptor (RAR), és a human LNCaP
prosztatardksejtben vizsgalt androgén receptor (AR), tovabbd a C57BL/6 egértdrzs primer
csontveld eredetli makrofagjaiban vizsgalt JUNB, és az MCF-7 sejtvonalban vizsgalt, az ERa —
talan — legfontosabb tarsfaktoraiként ismert FoxAl és AP2y faktorok. A FoxAl E2 éltali
indukélédsa a kordbbi tanulmanyok alapjdn, bar nem okoz szignifikans valtozast a FoxAl
kotésében, bevonasat szamos tovabbi Osszehasonlitas indokolta (Hurtado et al., 2011). Emellett
tovabbi egy ERa mintan is megismételtiik a szuper-enhanszereket karakterizald alapvetd

elemzéseket.

4.3.2. Anya és leany enhanszerek dinamikajanak és motivumainak vizsgalata

Amikor a VDR, RAR, AR, JUNB, FoxAl, AP2y és ERa faktorok anya és a top 6 leany
enhanszereit hotérképeken egyidejiileg abrazoltunk egymas mellett oldoszeres/kezeletlen és
ligand altal indukalt allapotban, a FoxAT1 kivételével, melyrdl ismert, hogy az E2 altali indulalasa
nem okoz szignifikans valtozast a FoxAl kotésében, minden minta esetében ugyanazt a
jelenséget tapasztaltuk, mint az eredendden vizsgalt ERa-nal (lasd 17. abra): az anya

enhanszerek elsddleges jelenléte a vizsgalt faktorok mindegyikénél megfigyelhetd volt mar a
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specifikus ligand kezelést megel6z6en, ligand altali aktivaciot kovetden a kotésgyakorisag pedig
a leany enhanszereken is megnétt (27. abra).

A hisztogramok, melyek a vizsgalt faktorok anya- és leany enhanszereinek atlagos
lefedettségét reprezentaljak a kotdhelyek kozppontjatodl szamitott £250 bp-nyi région, minden
vizsgalt transzkripcids faktor (kivéve a FoxAl) esetében ténylegesen szamszerusitették, hogy az
anya-enhanszerek mar ligand hianyaban nagyobb mennyiségl fehérjét képesek toborozni, mint a

leany enhanszerek a ligand hozzaadasat kovetden (28. abra).

A hisztogramok, melyek az 4tlagos lefedettséget szamszerlsitik, minden vizsgalt
transzkripcids faktor (kivéve FoxAl) esetében azt mutattak, hogy az anya-enhanszerek mar
ligand hianyaban képesek nagyobb mennyiségii fehérjét toborozni, mint a leany enhanszerek a
ligand hozzaadasat kovetden (28. abra).

Ezen feliil az anya enhanszerek motivumfeldisulasai is lényegesen jobb, erdsebb,
specifikusabb motivumokat eredményeztek a masodlagosan megjelend leany enhanszerekhez
képest (29. abra). Az AP2y leany enhanszereit érdekes modon a f6 ko-faktorainak, a FOxAl-nek,
az ERo-nak és az AP-1-nek a motivuma jellemezte, emellett az inzulator CTCF fehérje motivuma
is megfigyelheté volt (29. abra, E-F). Az eredmények azt mutattak, hogy az AR esetében az
anya enhanszerek létrehozasahoz a FOXAL jelenléte is sziikséges (29. abra, G). A leany
enhanszerek — talan mar nem meglepé modon — sokkal gyengébb androgén valaszado elemet
(ARE; androgen response element) é¢s Fox motivumot eredményeztek, ugyanakkor azonositottuk
az emlitett két fehérje véalaszadd elemeinek kompozit elemét (Fox::ARE) is, amely az AR és
FoxAl fehérjék szoros egylittmiikodésére utal az LNCaP sejtvonalban, és utal egyuttal arra is,
hogy egyiittmiikodésiiket feltehetéen mas fehérjék jelenléte nem, vagy csak kis mértékben

befolyasolja (29. abra, H).
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A JUNB esetében az anya enhanszerek annak minden fontos, specifikus motivumat
reprezentaltak: feldasult az AP-1, az AP-1::IRF (interferon regulatory factor) kompozit eleme, az
un. AICE (AP-1::IRF composite element), a CAMP valaszadé elem (CRE; cAMP response
element) és a C/EBP (CCAAT/enhancer-binding protein) fehérje valaszado eleme is (29. abra,
). Ugyanezeknek a motivumoknak a gyengébb feldGsulasa volt megfigyelheté a leany
enhanszerek régioiban is, ugyanakkor tovabbi fehérjék, mint a PU.1 (purine-rich box-1), az
NFkB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) és a STAT (signal
transducer and activator of transcription) motivumai is megjelentek (29. abra, J).

Az RAR ¢és VDR transzkripcios faktorok anya enhanszerei is erds, a magreceptorokra
specifikus, egymas utani félhely parokat (direct repeat, DR motivumokat) eredményeztek, eltérd
hosszisagu (0-3 bp) 0Osszekotd szekvenciaval (DRO, DRI, DR2, DR3). A VDR esetében
feltehetden a GATA motivum szerepe az anya €s ledny enhanszereknél egyarant szdmottevd, a
leany enhanszerek pedig tovabbi fehérjék, mint példaul az AP-1 és a KLF (Kriippel-like factor)

motivumait és maguknak a fehérjéknek a jelenlétét igénylik (29. abra, K-N).
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27. abra. A leany enhanszerek megjelenlése a specifikus ligand hatasara. Az dbramagyardzat a kovetkezd

oldalon talalhato.
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27. abra. A leiany enhanszerek megjelenése ligand
aktivalast kovetéen. A hétérképek a kiilonbozd SE-ek
anya (M, mint ,mother”) és a top 6 (1-6) leany
enhanszereinek lefedettségértékeit (RPKM) reprezentaljak
az oldoszerrel és a specifikus liganddal kezelt ERa (A, B),
FoxAl (C, D), AP2y (E,F), AR (G, H), JUNB (I, J), RAR
(K, L) és VDR (M, N) ChIP-seq mintakbol szamolva.
Minden sor egy SE-t jelenit meg; az els6 oszlop minden
esetben az anya enhanszer, ugyanazon sorban a tovabbi
oszlopok pedig a top 6 leany enhanszert jelolik. Az
Osszetartozd hotérképeken a sorok ¢és az oszlopok
sorrendjei megegyeznek. A SE-ek szamai (n) a mintakban

a hoétérképek alatt vannak feltiintetve. Ligandok

roviditései: E2: oOsztradiol; DHT: dihidrotesztoszteron; LPS: lipopoliszaharid; ATRA: csupa-transz retinsav; D3:

kalcitriol.
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28. abra. Az anya és leany enhanszerek atlagos lefedettsége specifikus ligandkezelés elétt és utan. A
hisztogramok az ERa, FoxAl, AP2y, AR, JUNB, RAR és VDR ChIP-seq mintakban azonositott anya és leany
enhanszerek atlagos lefedettségét abrazolja kezeletlen (@) vagy olddszeres (EtOH vagy DMSO) és specifikus ligand
kezelést (Osztradiol (E2), dihidrotesztoszteron (DHT), lipopoliszaharid (LPS), csupa-transz retinsav (ATRA) vagy
kalcitriol (D3)) kovetben. A lefedettség értékek a kotéhelyek kozéppontjatdl mért +250 bazisparnyi (bp) tavolsagon,
1 bp felbontassal lettek szamolva és abrazolva.
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A ERa anya enhanszerek (GSM365925)

Ttarget szekvencia: 147
P-value Target% Bg % Motivum

AU CA T« ,ACCI Te-141

=t = LY 585% 074% ERE
T,AACCCA TC 1e24 3265% 521% ERO

_,T«;AAATQAA Is e 1e-18

CCT ACACA 1e-13

2041 % 2.45% NR half

1224 % 1.05% NR half

C FoxA1 anya enhanszerek

Target szekvencia: 340 p_yalye Target % Bg % Motivum

IATTTACI_,¢ 16-204 7353% 7.22% FoxAl
GTear ~TcACox iter
~UTTT TIxf_\ 1e-13 1147 % 2.58% Fox(J1)

235% 0.01% ERE

T CCCT AC

E AP2y anya enhanszerek
Target szekvencia: 109 P-value Target% Bg% Motivum
cCCgQ,;,\ =__ 1e21 69.72% 25.09% AP2y

AAACCA TIC_: 1e-13  6.42% 0.04 % unknown

CCCICA e~ fe4d

B ERa leany enhanszerek (GSM365925)

Ttarget szekvencia: 1,082

P-value Target% Bg% Motivum

+CAce T Ccx o5

1470% 3.11% ERE

2G CA/\ = CA 1e-109 20.71% 4.95% DR (-1)

D FoxA1 leany enhanszerek

Target szekvencia: 1,305  p.value Target% Bg% Motivum

TATTTAC:-TI—’.‘— le258 35.86% 5.03% FoxAl
Cca T ACCI 1e-40 973 %
~ CAATATTT. tess 245

T A‘—TCAI — le21 843%

229% ERE
0.27 % FoxA2
2.88% AP-1

1CC A e21 307% 041% APy

F AP2y leany enhanszerek

Target szekvencia: 542 P-value Target% Bg% Motivum

3432% 11.97% AP2y

TATTTA«;Z-:-_:I_\ 1e-23

1015% 1.79% FoxAl
+C_C =+ 1aCCo . te19 424% 027% ERE
cC cCace (o C 1e-14 13.84% 491% CTCF
. AcICA,T 1e-13  590% 1.07% AP-1

H AR leany enhanszerek

G AR anya enhanszerek

Target szekvencia: 250 P-value Target% Bg % Motivum

-~ ACA
TATTTA?;-».-—-I 1e-63 52 %

T ch_-,_ 1e-148 488% 1.52% ARE

9.63 % FoxA1

Target szekvencia: 821  P-value Target % Bg % Motivum

ACa

I T CE 1e-122 2229% 217 % ARE

TATTT,\?T_-A‘?‘/\ 1e-79 28.26 % 6.69 % FoxA1

T - TTeT- . T _TTT e

179% 792% Fox:ARE

29. abra. A tovabbi vizsgalt faktorok anya és leiny enhanszereinek motivamfeldusulasai. Az abramagyarazat a

kévetkezo oldalon taldlhato.
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| J

JUNB anya enhanszerek JUNB leany enhanszerek

Target szekvencia: 187  P-value Target% Bg% Motivum Target szekvencia: 1,637 P-value Target% Bg% Motivum

B T - A'*TCAI 1e-77 48.13% 352% AP-1 TfA_ _TQA 1e-256 29.14 % 4.07 % AP-1
TTIQA IfrT,-,A 1e-21 1283% 0.78% AICE AC_:TTCCIZII 1e-109 2071 % 4.95% PU1
& ,T = A«: TCAT 1e-15 20.32% 396% CRE TT — ?AAL 1e-59 1930 % 6.95% C/EBP
_ATTAT QAAI 1e-14 1658% 29% C/EBP :'\T - A _ IQAI7 1e-39 11.42% 3.74% CRE
AA/_\TQCCQ 1e-38 10.14% 3.10% NFKB

Ac TTTCAi I!\,T Ac: 1e-23 409% 078% AICE

TTTCT SACSC \AA = s 1e-23 6.78% 2.24% STAT

K L

RAR anya enhanszerek RAR leany enhanszerek

Target szekvencia: 93  P-value Target% Bg % Motivum Target szekvencia: 438  P-value Target% Bg% Motivum
AGexcAa —A  1e50 4946% 212% DRO ~A TTCAA TCA 1e1a5 3128% 126% DRO
A AICAAAA 1e-24 3118% 228% DR2  AC ICA,\AA_TC—A—»,_ 1e23 845% 0.88% DR1
+~CA A TTCA,\ 123 129% 007% DR2 QGT ~ CTA< 1613 1804% 700% unknown
RG ,-,QA:AAA,\ATCA 1e-15 2032% 396 % DR3 A QIA ~ATTA2A 1c13 105% 278% unknown
M N .
VDR anya enhanszerek VDR leany enhanszerek
Target szekvencia: 285 P-value Target% Bg % Motivum Target szekvencia: 3,891 P-value Target% Bg% Motivum
AUG.cA G 1e-101 4596% 4.05% VDRE G CAAA «_.CA 1e152 2223% 840% DRI
cac T AA,CIT,T 1e21 1474% 216% NRhalf A TICA = AL 1e52 84% 321% VDRE
c;-,‘A ATAAc 1e-14 59 % 0.38% GATA T_ A TCA_ 1e-47 527% 158% AP-1
CA,AA :CA< 1e14 1684% 447% NRhalf a ATAA — 1e46 969% 428% GATA
<= QQéQeCC‘? 1e-35 16.94% 10.30% KLF

29. abra. A tovabbi vizsgalt faktorok anya és leany enhanszereinek motivumfeldusuldsai. Az anya-és leany
enhanszerek kotOhelyei alatt a hattérhez képest statisztikailag feldisult motivumok az ERa, FoxAl, AP2y, AR,
JUNB, RAR ¢és VDR mintdkban. (Target %: megadja, hogy a vizsgalt anya és leany régiok hany szazalékaban
talalhato meg az adott motivum; Bg%: megadja, hogy a véletlenszerlien generalt, hattérként szolgald szekvenciakban

a feldsult motivum hany szézalékban van jelen; unknown: nem ismert motivumot jeloli).
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Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy minden vizsgalt indukalhatd transzkripcios
faktor esetében ugyanazt a jelenséget figyeltiik meg, mint eredendéen az ERa esetében: az
elsddlegesen aktiv szabalyozo régidk tulajdondban egy kanonikus vagy kozel tokéletes valaszadd
elem allt, amely specifikus a vizsgalt, az adott sejtben/sejtvonalban dominans transzkripcids
faktorra, mig a masodlagosan elfoglalt kotéhelyek sokkal gyengébb motivumokon keresztiil, és
sokszor tarsfaktor(ok)ra hagyatkozva stabilizaltdk az egyébként is kisebb mennyiségii fehérjét.

Az eredmények alapjan azt feltételezziik, hogy a kanonikus elemeknek a fehérjék altali
elfoglalasa feltehetden megkonnyiti vagy elésegiti a szomszédos régiok elfoglalasat, és ez
nemcsak az MCF-7 sejtvonalra és nemcsak az ERa-ra specifikusan jellemz6 jelenség, hanem
egyarant megfigyelhetd mas sejtekben és mas ligand altal indukalhatd transzkripcios faktorok

esetében is.

4.4. Az ERa, FoxAl és AP2y jelenlétének vizsgalata egymas szuper-enhanszer régiéiban

A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk az ERa legfontosabb tarsfaktoraiként szdmontartott
fehérjék, a FoxAl és az AP2y-vezérelt szuper-enhanszerek atfedését az ERa szuper-
enhanszereivel, tovabba azt, hogy az egyes faktorok lefedettsége milyen mértékli a masik két
faktor anya és leany enhanszerein (30. abra). Bar a motivumfeldusulasok azt mutattak, hogy a
masik két faktor motivuman keresztiil nagyon kevés szazalékban jon létre kotés — igaz ez
mindharom faktorra —, ez nem zérta ki azt, hogy masodlagosan, fehérje-fehérje interakcion

keresztiil nem jatszanak szerepet egymas DNS-hez val6 kihorgonyzéasaban.

Osszesen 416 FoxAl és csupan 120 AP2y szuper-enhanszert sikeriilt azonositanunk,
melyek a 392 ERa szuper-enhanszerrel — és egymassal is — csak részben mutattak atfedést (30.

abra, A). Fontos megjegyezni, hogy bar a szuper-enhanszer régiok meghatarozasakor gyakran
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technikai problémakba {itkozhetiink, hiszen két azonos transzkripcios faktor, vagy akar két
parhuzamos ChIP-seq mintai kozotti mindségbeli eltérés nagyban befolydsolhatja a szuper-
enhanszerként azonositott régidkat, jelen Osszehasonlitds céljat ez az esetleges technikai
probléma nem torzitja. Ennek oka az, hogy ha csupén a 416 FoxAl, 120 AP2y és 392 ERa
szuper-enhanszerre tamaszkodunk, ezen régiok kotohelyei elegendéek ahhoz, hogy egy
reprezentativ képet adjanak arr6l, hogy egy transzkripcids faktor jelenléte milyen mértékben

jellemzi a masik két faktor szuper-enhanszereit.

A . . B ERa kotése D FoxA1kotése F AP2y kotése
Szuper-enhanszerek atfedése az anya enhanszereken az anya enhanszereken az anyaenhanszereken
30004 5001 2004
400
ERa 150-
20004 300
s J
& § § 1004
@ @ 200 x
1000+
100 I 507
0- 0- 0-
ERq FoxA1 AP-2y ERaq  FoxA1 APy ERy  FoxA1 AP2y
n=392 n=416 n=120 n=392 n=416 n=120 n=392 n=416 n=120
C ERa kotése E FoxA1 kotése G AP2y kbtése
aleany enhanszereken a leany enhanszereken aleany enhanszereken
200~ 401 254
150- 301 20
g g 3 "%
& 100+ a 204 a
14 74 @ 10
50+ 104
FoxA1 5 é‘
0- 0- 0 T = T
ERa  FoxA1 AP2y ERa  FoxA1l AP2y ERq  FoxA1 AP2y

n=3,650 n=1,781 n=617 n=3650 n=1,781 n=617 n=3650 n=1,781 n=617

30. abra. Az ERa, FoxAl és AP2y eltéré szuper-enhanszereken miikédnek. (A) A Venn diagram az ERa, FoxAl
és az AP2y szuper-enhanszereinek atfedését reprezentalja. (B-G) A B, D és F panelek az ERa, a FoxAl és az AP2y
anya enhanszereken szamolt ERa, FoxAl és AP2y lefedettségeket, mig a C, E és G panelek az ERo, a FoxAl és az
AP2y leany enhanszereken szamolt ERa, FoxAl és AP2y lefedettségeket (RPKM) reprezentaljak, E2 kezelést

kovetben.
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A 30. abra B-G paneljeibdl, melyek az ERa, FoxAl és az AP2y lefedettségét
reprezentaljak egymdés anya ¢és ledny enhanszerein, jol kivehetd, hogy mig az ERa anya
enhanszerein szinte csak az ERa jelenléte figyelhetd meg, a FoxA1l és az AP2y anya enhanszerei
sem mutatjak a masik két faktor jelentOs feldusulasat (30. abra, B, D, F). Hasonl6 mintazat
figyelheté meg a leany enhanszereken is. A dominans transzkripcios faktor jelenléte itt bar sokkal
csekélyebb, de igy is markansabb a vizsgalt tarsfaktorokéhoz képest (30. abra, B, D, F). Mindez
arra utal, hogy a szuper-enhanszereket jellemzden egy dominans fehérje jelenléte jellemzi és a
tobbi fehérje feltehetden csak elvétve, a szuper-enhanszerek csupan néhany elemén keresztiil

jérul hozzé a végso aktivitas eléréséhez.

4.5. ERa-vezérelt szuper-enhanszerek: attekintés

Az ERa-vezérelt szuper-enhanszereknek a 4.1 — 4.4 fejezetekben ismertetett tulajdonsagait egy
Osszesitd abra reprezentalja, néhany szuper-enhanszer régi6é altal (31. abra). Az abran
megfigyelhetd, hogy legalabb egy FoxAl kotés minden szuper-enhanszeren beliil megtalalhato
mar az E2 kezelés el6tt is, de ezek tipikusan a ledny enhanszereket jellemzik. Habar a FoxAl
mennyisége E2 kezelést kovetden globalisan nem emelkedik (28. abra, C és D panel), ugy tiinik,
kotddése az ERa szuper-enhanszerek egy kis csoportjan, az anya enhanszereken mégis
megfigyelhetd. Ezzel szemben az AP2y nem detektalhatd, csupan kezelést kovetden, mégpedig
szintén az anya enhanszereken, €s sok esetben azokon a ledny enhanszereken, ahol a FoxAl is.
Mennyiségiik azonban az ERa-hoz képest alacsony (30. abra, B-G). Feltehetéen a FoxAl ezeken
a régiokon nem klasszikus pioneer faktorként funkcional, hanem az ERa kotés stalibizalasaért

felelds komplex részét képezi, az AP2y-val egyiitt.
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31. abra. Az ERa-vezérelt szuper-enhanszer régiok reprezentativ abraja. Az abra az ERo, FoxAl, AP2y,

MED1, P300, H3K27ac és BRD4 ChlP-seq és DNaz I mintak lefedettségét mutatja MCF-7 sejtben, a CUEDCL,

WWC1, ABAT, KRT19, CA12, GSEl, ZFHX3 és a CUX1 géneket szabalyozo6 ERa-vezérelt szuper-enhanszer

régidokon, E2 kezelést megel6zden (—) és azt kdvetden (+).

A MEDI jelenléte, ahogy azt a 23.

abra is érzékeltette, tobbnyire csak az anya

enhanszerekre jellemzé E2 hozzdadéasat kovetden, és ugyanez jellemzd a kromatin nyitottsagat

méré DNaz I hiperszenzitivitasra is. A P300 mennyisége az anya enhanszereken fokozodik, de
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azokon a leany enhanszereken, melyeket a FoxAl is kot, eltiinik. Mindez jelentheti azt, hogy a
FoxAl altal elfoglalt helyek represszorként mikodnek, vagy a P300 cisztromja részben
atrendezd6dik. A H3K27ac tobbnyire az anya enhanszereken, de gyakran a teljes szuper-enhanszer
région azonosithatd, melynek jellegét a BRD4 is teljes mértékben koveti és azzal azonos

mértékben is fokozodik (31. abra).

4.6. A nem szuper-enhanszerek részét képezé ERo kotohelyek jellemzése

4.6.1. A kotohelyek csoportositasa az indukalhatosag és az ERE megléte alapjan

Abbol kiindulva, hogy az oldoszerrel kezelt ERo. ChIP-seq mintdban tobb, mint 20000 kotéhelyet
tudtunk azonositani, azt feltételeztiik, hogy lehetnek az anya enhanszerekhez hasonlé, olyan ERa
kotéhelyek is a genomban, melyek bar nem képezik szuper-enhanszerek részét, de ligand
hianyaban is kotottek, és rendelkeznek az anya enhanszerekhez hasonloan erds, kanonikus
valaszado elemmel. Amennyiben allitasunk igaz, a kérdésink az, van-e kiilonbség a

génexpresszidra gyakorolt hatdsukban vagy a ko-faktoraik kozott.

A fentiek megvalaszolasara az E2 kezelt mintabol szarmazo, kozel 80000 ERa kotdhelyet
osztalyoztuk azon tulajdonsagaik alapjan, hogy az ERa kotodott-e a DNS-hez mar 6sztradiol
hianyaban is, vagy csak annak hozzaadasat kdvetden, tovabba, hogy a kotéhelyek rendelkeztek-e
ERE-vel. Az osztdlyozashoz azt az ERE motivum matrixot hasznaltuk, amely a 392 anya

enhanszer motivumainak Osszetételét reprezentalta a 26. abran (32. abra).
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ch.ea To_Ce.

A C T 32. abra. Az ERE motivumhoz tartozé matrix. A marix minden sora a

0.520 0.090 0.295 0.095  motivum egy bazisat, az oszlopok pedig egy adott nukleotidot reprezentalnak.
0.085 0.001 0.824 0.090

0.045 0.015 0.930 0.010 FE9y-egy sor Osszege 1-et tesz ki, és azt irja le, hogy a vizsgalt motivum adott
0.105 0.100 0.310 0.485
0.001 0.869 0.050 0.080
0.790 0.015 0.125 0.070 A matrix altal reprezentalt szekvencia a kdvetkez6: AGGTCASNGTGACCT,
0.160 0.395 0.365 0.080
0.190 0.295 0.315 0.200
0.115 0.305 0.460 0.120 A matrixhoz minden esetben tartozik még egy score, amely fligg a motivum
0.090 0.135 0.015 0.760

0.090 0.090 0.819 0.001 hosszatdl és a matrixban nagy szézalékos valosziniiséggel eloforduld bazisok
0.545 0.270 0.100 0.085

0.025 0.910 0.010 0.055

0.080 0.845 0.005 0.070 motivumok térképezése soran is megtartottunk.

0.050 0.330 0.095 0.525

pozicidjaban az adott nukleotid milyen szézalékos valdszintiséggel fordul eld.

melyben az S lehet G vagy C, az N pedig barmely bazis lehet.

szamatol. Jelen motivum esetében ez az érték 7,437420 volt, melyet az ERE

Az ERa kotohelyeknek dsszesen négy csoportjat kiilonitettiik el a fenti besorolas alapjan,
melyek koziil egy csoportot a szuper-enhanszerek képeztek (I. csoport; n=4042). A masodik
csoportba azok az ERa kotOhelyek kertiltek, melyek az anya enhanszerekhez hasonldéan E2
hianyaban is ERE-n keresztiil voltak elfoglalva (1l. csoport; n=6535). A harmadik csoport
viszonylag nagyobb elemszamii ERa kotShelyet foglalt magéaba, ahol bar azonositani tudtuk az
ERE-t, a receptor kitédése csak kezelést kdvetéen volt megfigyelhetd (III. csoport; n=16533).
Azon tipusta kotéhelyek pedig, melyek nem rendelkeztek ERE-vel, a negyedik csoportba lettek
sorolva (IV. csoport; n=54408). A négy csoport kotéhelyeit, az ERE motivum meglétét vagy

hianyat a kovetkez6 abra ismerteti (33. abra).
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l. tipus 1. tipus 1. tipus IV. tipus

Anya (A) és leany (L) Az ERa ERE-n keresztli Az ERa ERE-n keresztuli ERa kotéhelyek, melyek
ERa-vezérelt szuper- kotédése a DNS-hez, kotédése a DNS-hez, fehérje-fehérje interakcio
enhanszer elemek E2 hozzaadasa el6tt E2 hozzaadasa utan révén kotédnek a DNS-hez

|
|

Leany

.Iul“lnwm“

|
»

ARl
{ { !
|

EtOH E2 ERE EtOH E2 ERE EtOH E2 ERE EtOH E2 ERE

Nx=392 n=6535 n=16533 n=54408
n.=3650

33. abra. Az ERa kétéhelyek kiilonbo6zé tipusai. A hotérképek az ERa kothelyek négy tipusanak (I-IV. tipus)
kotohelyeit és az ERE jelenlétét mutatjak oldoszeres (EtOH) és E2 kezelést kovetden. A mintak lefedettségei és az
ERE jelenléte az E2-kezelt ERa minta kot6helyeinek kozéppontjahoz viszonyitott +1 kbp-nyi région lettek

abrazolva.

4.6.2. Az dsztradiol hatasa az ERa kotésgyakorisagara a kiilonb6zo csoportokban

A négy csoport ERa kotohelyeinek lefedettség értékeit dbrazolva azt tapasztaltuk, hogy bar a II.
tipusu kotohelyek az anya enhanszerekhez hasonld tulajdonsdgokkal rendelkeznek, és a
dinamikaja is azonos (értem ez alatt az ERE meglétét és a ligand hianyaban torténé DNS-kotést),
kotésiik gyakorisaga E2 hatasara alig haladja meg a leany enhanszerekét (34. abra, A). Ezt a
markéns kiilonbséget okozhatja az, hogy az anya enhanszereknek erdsebb vélaszadd elemeik
vannak, illetve a szuper-enhanszerek tagjaiként a leany enhanszerek tovabb ndvelhetik a

DNS/fehérje kolcsonhatasok szamat (34. abra, B).
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Az Osztradiol hatasa, bar mindegyik csoportban szamottevd volt, a III. tipusa, ujonnan,
ERE-n keresztiil elfoglalt de novo enhanszerek, és az indirekt modon kotéttek, végeredményében
sokkal kisebb fehérjemennyiséget mutattak (34. abra, A). Ezeken a régiokon a kromatin
feltehetden zart allapotibol valik nyitotta, a fehérje pedig csak ezt kovetden képes megtalalni a

helyét, a IV. tipusu kotOhelyek esetében pedig azt a fehérjét vagy komplexet, amelyhez

kapcsolodni képes.
A E2 kezelés hatasa B ERE motivum erdssége
10000+ 15.04
[ EtoH
o) mm E2 g
@ g 10004 ? 8 12.5+
5% ?
S 1004 * E 100
B 9 ~2 F OB 9D Inhamrn
R S
= 104 = 7.5
. o é L
1 T T T T T T 5.0 T T T T T
L(M) L.(D) 1. H. IV L(M) .(D) 1. N IV
tipusok tipusok

34. abra. Az osztradiol hatasa az ERa kotésére. (A) A box plotok az I-IV. tipusit ERa kotéhelyek erdsségét
mutatjak oldoszeres (EtOH) és osztadiolos (E2) kezelést kovetéen. (B) A box plotok az ERE motivum erésségét
reprezentaljak. A szamok az adott csoportban azonositott ERE-k szamat jelolik. A lefedettségértékek (RPKM)
meghatarozasa és az ERE motivumok (vissza)térképezése az E2-kezelt kdtéhelyek kdzéppontjahoz viszonyitott £100

bp-nyi région tortént.

4.6.3. A Kkiilonb6z6 csoportokban feldusult szekvenciamotivumok

Annak meghatarozasara, hogy mely fehérjéken keresztiil képesek a IV. tipusi kotShelyek
1étrejonni, illetve mutatnak-e kiilonbséget a II. tipust kotéhelyek az anya enhanszerekhez képest,
de novo motivumelemzést végeztiink (35. abra). A IV. tipus esetében a magreceptor motivum

félhelye bar azonosithatd volt, a hattérszekvencidkhoz képest csak két és félszeres feldisuldst
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mutatott (56,36% vs. 22,81%). Feldusult tovabba a Fox, TCF, AP-1, AP2 és GATA fehérjék
motivuma. Utobbi bar nagyon kis szazalékban, de nagyon szépen kirajzoldodo, forditottan
1smétlodo (inverted repeat, IR) formdban, ahol a két motivumot 3 bazisparnyi random szekvencia
valasztja el (GATA-IR3) (35. abra). A GATA3 motivuma a FoxA1-hez és AP2y-hoz hasonldéan
— ahogy arrdl a bevezetésben is sz6 esett —, jelentds feldusuldst mutat az ERa altal kotott genomi
régiokban (Lin et al., 2007; Theodorou, Stark, Menon, & Carroll, 2013). Azt, hogy a tokéletesen
szimmetrikus "CAGGTTAACCTG’ motivumot mely fehérje képes kotni, nehezen megjosolhato.
Legkozelebb vélhetéen a TCF1 (T cell factor 1, melyet a TCF7 gén kodol), fehérje motivuma 4ll,
mellyel 7 bazis atfedést mutat CAGTTAACTAA’). A 1L tipust kétéhelyeknél a tobb mint 90%-
os ERE feldusulas mellett (92,27%) bizonyara az AP2, AP-1 és Fox fehérjék jelenléte lehet az,
amely a viszonylag gyengébb ERE motivumokat kompenzalni tudjak és megteremtik azt, hogy
az anya enhanszerekéhez hasonld dinamikat produkaljanak. A szuper-enhanszerek esetében

ugyanezen fehérjék motivumai a leany enhanszerek kialakulasat segitik el6 (35. abra).

Il. tipus IV. tipus
P-érték Target % Bg % Motivum P-érték Target % Bg %  Motivum
al .CA ]- ;\,CCI 1e-6167 92.27 % 2.80 % ERE AG TCA 1e-4267 56.36 % 22.81 % NR félhely
=G gcc;c_:,\,\,,u 1e-117 11.25% 3.51% AP2 IAITTAq_-. - 1e-1178 1646 % 577% FoxA1

TCaA TchA. 1 v60% 3.07% Ap-t CACCTTAACCT: te4es 1750% o79% Ter
ToTTTacea. 1e55 7.83% 3.10% Foxat _TGATCA. . ez 4089 148%  ap
. tipUS x AT ATCI 1e-387 2.96 0.63 % GATA-IR3

P-érték Target% Bg % Motivum T QCCCA :Ca e85 761% 363% AP2

p

C .CA-, T CC 1e-10937 89.35% 5.66% ERE
35. abra. Motivumfeldasulas. A 1I-IV. tipusi ERa kotohelyek alatt a hattérhez képest statisztikailag feldusult
motivumok. (Target %: megadja, hogy a vizsgalt régiok hany szazalékaban talalhaté6 meg az adott motivum; Bg%:
megadja, hogy a véletlenszeriien generalt, hattérként szolgalé szekvenciak alatt az adott motivum hany szazalékban

van jelen).
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4.6.4. A kromatin hozzaférhetoségének vizsgalata a kiilonbozo6 csoportokban

Ahhoz, hogy megértsiik, a kromatin nyitott/zart allapota miként jarul hozza a kiilonboz6 tipust
kotések kialakuldsahoz, megvizsgaltuk a kromatin nyitott allapotat jelz6 DNaz I, P300, H3K27ac
és a represszalt, zart allapotot jelz6 HDAC?2 (histone deacetylase 2) és SIN3A (SIN3 transcription
regulator family member A) fehérjék és hiszton modositd enzimek jelenlétét (36. abra).

A legszembetiinébb taldn az, hogy az anya és ledny enhanszereket minden tovabbi
csoporttal Osszevetve sokkal markénsabb acetilaltsag jellemezte, amely csak kis mértékben
fokozodott E2 hatdsdra. Mig a P300 mennyisége az anya enhanszereknél és a II. tipusu
kotdhelyeken megndtt, a ledny enhanszereknél mérséklddott.

Erdekes, hogy a III. tipusa de novo aktivalodott kotdhelyek nem mutatnak valtozast a
kromatin nyitottsagét tekintve; sem aktiv, sem represszalt allapotot jelzd fehérje jelenléte nem
tapasztalhat6. Habar nincs bizonyiték a kordbbi tanulmanyok alapjan arra, hogy az ERa mint
pioneer faktor funkcionalna, Gigy tlinik, tobb mint 16000 genomi régiéon minden tovabbi segitség
nélkiil képes ezt a feladatot ellatni. Mig a HDAC2 és a SIN3A feldGsuldsa eddig kovetkezetes
volt, a IV. tipusu kétéhelyeken a HDAC2 mennyisége a SIN3A-éhoz képest sokkal csekélyebb,

mindemellett a P300 és a H3K27ac is csokkent intenzitast mutat (36. abra).
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4.6.5. A FoxAl, AP2y és GATA3 fehérjék megléte a kiilonboz6 csoportokban

A 4 kiilonbo6zd tipusba sorolt ~80000 ERa transzkripcios faktor kdtéhely motivumpreferenciai
részben utaltak arra, hogy mely fehérje/fehérjék kozvetlen DNS-hez torténd kapcsolodasan
keresztiil jon létre az ERa kotése, ugyanakkor nem zartdk ki az ERa transzkripcios
szabalyozasaban résztvevé tovabbi fehérjék masodlagos jelenlétét. Ebbdl kiindulva

megvizsgaltuk a FoxAl, AP2y és a GATA3 fehérjék, tovabba maganak az ERa-nak a jelenlétét a
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FoxAl fehérje siRNS-medialt géncsendesitését kovetden a szuper-enhanszerek egyedi elemein és
a ll-1V. tipustt ERa kotohelyeken.

Annak ellenére, hogy az E2 teljes genom szinten vizsgalva nem okoz valtozast a FoxAl
kotésében, az anya enhanszereken a FoxAl jelent6s mértékii feldtisulasa volt megfigyelhetd
(Hurtado et al., 2011) (37. abra). A FoxAl meghatarozo szerepét az is érzékelteti, hogy hianya
(siFoxA) teljes korti csokkenést eredményez az ERa kotések erdsségében, a leany
enhanszereknek egy nagy hanyada pedig el is tiinik. Mindez arra utal, hogy a FOxXAl-nek bar
csupan masodlagos, de nagyon fontos szerepe van az ERa-vezérelt szuper-enhanszerek
kialakulasaban. A FOXA1l hatasat tovabb fokozza az AP2y jelenléte az anya enhanszereken,
ugyanakkor a GATAS csak elenyészé mértéki kotddést mutat (37. abra).

A 1. tipust kotéhelyeket mind a FoxAl, mind az AP2y globalis jelenléte jellemezte E2

kezelést kovetden, ugyanakkor a FoxA1 hidnya nem eredményezett olyan drdmai hatast az ERa
kotésében; alighanem az AP2y megléte képes ellensulyozni a FOXAL hianyat (37. abra).
A TII. tipust, de novo elfoglalt kotdhelyek az ERE-n kiviil, bar minden egyéb fehérje
motivumatdl és azok kozvetlen jelenlététdl fliggetlenek, a FoxAl hianyadban az ERa kotések
teljes egészében eltlintek. A FoxAlvalodsziniileg a kromatin hurkolédasadnak kdszonhetden, tavoli
szabalyozas révén keriil fizikai kozelségbe ezekkel az ERa kotohelyekkel és hatasat ily modon
képes kifejteni (37. abra).

Azon ERa kotohelyek jelentds hanyada, amelyeket nem jellemez az ERE (IV. tipus),
szintén eltlinik a FoxA1 hianyaban. Bar a Fox motivum csak 16,46%-os feldusulast mutatott, ugy
tinik, akar a TCF, akar az AP-1, GATA vagy AP2 fehérjéken keresztiil jon létre az ERa
kotédése, voltaképpen a Fox Al a fehérjekomplex részét képezi mar a kezelést megel6zden is (37.

abra).
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Tipusok Motivum feldasulas Ko-faktorok ERa

ERa Motivum  Target % FoxA1 AP2y GATA3 SICTL/siFoxA1
¥ = X F| = 3 : c
ERE 62.2 % e == = ¥ : =
== = H
E === $ =
25 NR félhely  596% = % >
=L s =
Fox 8.96 % = =
AP-1 7.64 % ==
! !
ERE 9227 % ¥ : :
38 AP2 9 3
24 11.25 % : 3
= £ AP-1 960 % =
Fox 7.83% L -
H 1 'ﬁ 1
(7.0
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28 ERE 89.35 %
-
NR félhely  56.36 % 1 ; '
e Fox 16.46 % ‘
=)= :
&3 TCE 17.59 %
2t AP-1 498 % ; :
| GATAIR3 296 % = 5
: AP2 761 % i 1
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0 10 0 10 0 10

37. abra. Ko-faktorok jelenléte a Kiilonbozé tipusi ERa kotéhelyeken. A hétérképek az I-IV. tipusit ERa
kotohelyeket, azok motivumfeldusulésait és a FoxAl, AP2y és GATA3 fehérjék jelenlétét demonstraljak etanollal
(EtOH) és osztradiollal (E2) torténd kezelést kdvetden, tovabba az ERa kotést kontoll (siCTL) és a FoxAl siRNS-
medialt géncsendesitését kdvetd (siFoxAl) kondicioban, E2 kezelést kovetden, az ERa kotdhelyek kdzéppontjahoz

viszonyitott 1 kbp-nyi région.

76



4.7. Az ERa célgének expresszioja

A szuper-enhanszerek nem csupan a magukhoz toborzott ko-aktivatorok mennyisége és az ebbol

fakado aktivitdsuk miatt kivételesek; a génekre gyakorolt hatasuk szintén meghatarozo.

Tobbnyire az adott sejt jellegéért felelos gének szabalyozasat koordinaljak, mégpedig szokatlanul

magas expressziot produkalva (Hnisz et al., 2013; Whyte et al., 2013).

Utolsé Iépésben arra voltunk kivancsiak, hogy a mi vizsgalati rendszeriinkben is képesek-

e a szuper-enhanszerek valoban markansabb transzkripciés kimenetet produkalni a tipikus

enhanszerek csoportjaival szemben. Ehhez meghataroztuk az ERa koétéhelyekhez/szuper-

enhanszerekhez legkozelebbi fehérjekodold géneket, majd abrazoltuk az E2 kezelést kovetd

kiilonb6zé idépontokban mért expresszidjuk atlagos értékét. Azok a gének, melyek minden

vizsgalt idopontban 0 expresszids értéket mutattak, nem lettek abrazolva (38. abra).

FPKM

304

20+

10

ERa célgének expresszioja

E2 kezelés (min)

38. abra. A Kkiilonbozé tipusi ERa célgének
atlagos expresszioja. A hisztogram az I-IV. tipusu
ERa  kotbhelyekhez annotalt és az altaluk
potencialisan szabalyozott fehérjekodoldo gének
expresszigjat (FPKM) reprezentalja az E2 kezelést
kovets 0., 5., 10., 20., 40., 80., 160., 320., 640. és

1280. percben, atlagolva.

Mig a II., III. és IV. tipusba sorolt ERa kotohelyek nagyon hasonld, atlagosan 10 FPKM

koriili génexpressziot mutattak, az I-es tipusba sorolt szuper-enhanszerek ennek — minden

idépontban — legalabb a kétszeresét produkaltak. Az expresszio iddbeli valtozasanak mintizata

mindegyik tipus esetében hasonld volt, melyek koziil az E2 kezelést kovetd 10. és a 320. percben
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két jelent6sebb kiugras volt megfigyelhetd. Mindez feltehetden azért rajzolddott ki, mert az
abrazolt gének jelent6s hanyadat vagy korai, vagy kései kifejez6dés jellemzi az MCF-7 sejtben

(38. abra).

4.7.1. A szuper-enhanszerek altal szabalyozott gének
Az ERoa-vezérelt szuper-enhanszerek altal szabalyozott gének kozott olyan, az emldrakos
folyamatokban szerepet jatszo géneket azonositottunk, mint példaul a BCAS3, KRT8, KRT19,
AZIN1, SLC9A3R1, CXXC5, SLC7AS5, HES1 vagy a CCND1.
A BCAS3 (Breast Carcinoma Amplified Sequence-3) mig az emldrakos sejtekben az ERa ko-
aktivatoraként ismert, a KRT8 és KRT19 (Keratin 8 és 19), az AZIN1 (Antizyme inhibitor 1),
SLCY9A3R1 (SLC9A3 Regulator 1), SLC7A5 (Solute Carrier Family 7 Member 5), CXXC5
(CXXC Finger Protein 5) és a HES1 (Hes Family BHLH Transcription Factor 1) gének
megvaltozott expresszidjuk révén a rossz prognédzissal, a kemoterdpias rezisztenciaval vagy
metasztatikus allapottal mutatnak korrelaciot az emlérakos betegekben (EI Ansari et al., 2018;
Gururaj, Peng, Vadlamudi, & Kumar, 2007; Saha, Kim, Yang, Choi, & Cho, 2018; Tomaskovic-
Crook, Thompson, & Thiery, 2009; Walker et al., 2007). A CCND1 (Cyclin D1), mint a
sejtciklus szabalyozasaban kdzponti szerepet jatszo gén, szamos daganattipusban — tobbek kozt a
primer emlddaganatok tobb mint 90%-4ban is — magas expresszioval jellemezhetd,
amplifikacidja pedig az ER" emlédaganatok 10-20%-4ban figyelheté meg (Al-Kuraya et al.,
2004; Reis-Filho et al., 2006; Xu & Lin, 2018).

Az Aaltalunk azonositott ERa-vezérelt szuper-enhanszerekrél is elmondhatd, hogy
tobbnyire olyan gének kozelében helyezkednek el, amelyek az emld-eredetii MCF-7 sejtvonalban

valoban kulcsfontossagu szereppel birnak, az dket felépitd egyedi enhanszerek egyiittmiikodése
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révén az altaluk produkalt transzkripciés kimenet pedig sokkal markansabb a tipikus

enhanszerekéhez képest (38. abra).
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5. Diszkusszio

A emberi genom megkozelitéleg 99%-a fehérjét nem kodolo régiokbol all, melyet az 1960-as
években — az akkor nem létezének vélt funkcidjuk tekintetében — szemét DNS-nek (un. junk
DNA-nek) neveztek el (Ehret & De Haller, 1963). A nem kodold régiok zome (~55%-a) bar
repetitiv elem, ugyanakkor olyan fontos, a transzkripcié szabalyozasaban részt vevo régiokat is
tartalmaznak, mint példaul a prométerek, enhanszerek, silencer-ek vagy az inzulatorok (Lander et
al., 2001; Yifeng Li, Chen, Kaye, & Wasserman, 2015). Azonositasuk csak az elsé 1épés ahhoz,
hogy a transzkripcids szabalyozéas tovabbi mechanizmusait is megfejthessiik, hiszen a kromatin
hozzéaférhetdsége, a transzkripcids faktorok kotddése, a DNS metilacidja, a hisztonmodositasok
¢s a kiilonb6z6 interakcidk az egyes elemek kozott mind-mind ennek az dsszetett szabalyozasnak
egy Ujabb szintjét képezik.

A szabdlyozo régidok genom-szinten vald megismerését a szekvenalasi technikak
folyamatos fejlddése tette lehetévé. A szekvenalasbol szarmazd adathalmaz feldolgozésanak
igénye magaval hozta a bioinformatika exponencialis fejlédését, és ma mar az Gjabbnal ujabb
programcsomagok megjelenlésével adatainkat egyre hatékonyabb moddon tudjuk elemezni. A
transzkripcids faktor kotShelyek feltérképezése forradalmasitotta a betegségek vizsgéalatara
iranyuld kutatasokat is. Az ERa, mely az 0Osztrogén-szenzitiv emldrakos betegekben az
elsddleges gyogyszercélpontot jelenti, Szerepe a transzkripcios szabalyozasban bar kozel harom
évtizede ismert, annak pontos miikddése csak az utobbi egy évtizedben, a ChIP-seq technika
révén korvonalazodott (Flach & Zwart, 2016).

Jason S. Carroll és munkatarsai 2005-ben a microarray-vel kombinalt ChIP technikat
(ChlIP-on-chip) alkalmazva 6szesen 3665, nem sokkal késébb, 2009-ben Willem-Jan Welboren ¢s

munkatarsai az els6 ERa ChIP-seq kisérletbdl pedig mar 10205 ERa transzkripcios faktor
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kotohelyet azonositottak az emberi genomban (Carroll et al., 2006; Welboren et al., 2009). Ezek
az eredmények oOriasi paradigmavaltast eredményeztek. Az addigi tudasunkkal ellentétben a
genom-szintli adatok arra utaltak, hogy az ERa transzkripcids faktor kdtéhelyeknek csupan 7%-a
talalhato kozvetleniil a gének promoterén, 93%-uk pedig cisz szabalyoz6 elemeken keresztiil fejti
ki hatasat (Welboren et al., 2009). Az enhanszerek és a vizsgalt sejtben kifejez6d6 gének (~2000)
szama kozotti kiillonbségbdl feltételezték, hogy egy-egy gént jellemzden tobb, 2-3 enhanszer is

szabalyozhat egyidében, mégpedig a promoéterhez valdo hurkoldédasuk révén (Fullwood et al.,

2009).

alkalmas, un. sejttipus-specifikus gének kozelében olyan szabalyoz6 elemek csoportjat
azonositotta, melyekrdl bebizonyosodott, hogy hatdsuk Osszeadddik és egyiitt a szabdlyozott
gének extrém magas expressziojat képesek kivaltani. Ezeket a szabalyozd régiodkat szuper-

enhanszereknek nevezték el (Lovén et al., 2013; Whyte et al., 2013).

Jelen munka alapjat egy olyan 2010-ben publikalt ERa ChIP-seq minta képezte, amely
mar 81518 ERa kotéhely azonositasat tette lehetévé az emlé-eredett MCF-7 sejtvonalban,
Osztradiol kezelést kovetden (Schmidt et al., 2010). A sejtvonal ERa-vezérelt szuper-
enhanszereinek azonositdsa soran arra lettiink figyelmesek, hogy minden szuper-enhanszerre
jellemz6 egy, legfeljebb ketté ERa kotohely jelenléte mar az Gsztradiol kezelést megel6zden is
(16. abra). Feltételeztiik, hogy ezek az elsddleges — késObb anya enhanszereknek elnevezett —
régiok alapjat képezik a szuper-enhanszerek kialakulasanak, ezért célunk volt az anya-, és a
masodlagosan megjelend, un. ledny enhanszerek jellemzése €s szerepiik megértése az ERa altali

transzkripcios szabalyozasban.
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Az anya enhanszerek nagy affinitdsq, kanonikus valaszad6 elemekkel rendelkeznek; ez
jelentheti a kiindulépontjat a szuper-enhanszerek kialakulasanak — mar a ligand kezelést
megel6zoen (25. abra). Az ERa kotése szinte kizardlag a sajat valaszado elemén, az ERE-n
keresztiil jon 1étre, és a kotés fenntartasdhoz alapvetden nincs szilikség ko-faktorok kozvetlen
jelenlétére sem. Jellemzo rajuk a MEDI ¢és kiilonbozo ko-regulatorok, mint a P300 és a BRD4
jelenléte, tovabba az aktiv hiszton (H3K27ac) jelek feldusulasa (24. abra). Ligandkezelést
kovetden a ko-regulatorok mennyisége fokozodik, a FoxAl és AP2y fehérjék is megjelennek, de

kizarolag masodlagos, stabilizalo szerepet latnak el (31. abra).

A masodlagosan, 0Osztradiol stimuldciot kovetden megjelend ledny enhanszerek
dinamikéjukat tekintve sokkal inkabb jellemezhetdek tipikus enhanszerekként. Tobbnyire
kevésbé specifikus, nem kanonikus 0Osztrogén vélaszadd elemen, vagy a magreceptorokra
jellemz6 félhelyen és az irodalombol is jol ismert FoxAl és AP-1 ko-faktorok motivuman
keresztiil foglaljak el helyliket a DNS-en, kotésiik gyakorisaga pedig az anya enhanszerekének
toredéke, nagyjabol tizede (18. abra). A kiilonbséget a tipikus és leany enhanszerek kozott mégis
az jelentheti, hogy a leany enhanszerek feladatukat mas enhanszerekkel egyiitt, egy funkcionalis
egységként latjak el. Kialakulasukat illetéen azt feltételezziik, hogy az anya enhanszerekhez nagy
affinitassal k6t6do, valamint a kdrnyez6 ERa fehérjék sokkal nagyobb valdszintiséggel foglaljak
el az anya enhanszerekhez kozeli ledny enhanszereket, mint a tavolabbi, egyéb kotohelyeket. A
jelenséget 5 kiillonbozd egér és human sejtvonalon, 7 transzkripcios faktor vonatkozasdban

validaltuk.

A ligand-indukalhaté ERa-vezérelt szuper-enhanszerek mitkodését a 39. abra reprezentalja.
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nem kanonikus kanonikus nem kanonikus

+ osztradiol "1

leany enhanszer anya enhanszer leany enhanszer

39. abra. Az ERa-vezérelt szuper-enhanszerek kialakuldsanak sematikus abraja. A fels panel a kromatin egy
zart, fehérjék szamara kevésbé hozzaférheté formajat reprezentalja, ahol az ERa a DNS-hez csak a specifikus,
kanonikus ERE-n keresztill képes kotédni. Az als6 panel az Osztradiol kezelést koveté kromatin atrendezédéseket
illusztralja. A kromatin nyitotta valik, az osztradiol pedig eldsegiti szamos ERa dimernek a nem kanonikus ERE-hez
vald kotédését. A hormon-receptor komplex kialakuldsan és DNS-hez vald kotddésén feliil a kialakult szuper-
enhanszer régiok acetilaltabba valnak, a ko-faktorok (féként FoxAl, AP2y) és ko-aktivaror fehérjék (P300, MEDI,

BRD4) pedig megerdsitik, stabilizaljak a kotddésiiket.
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Bar jelentek meg tanulmanyok, melyek megkérdéjelezték a szuper-enhanszer mint
fogalom 1jdonsagat, valamint olyanok, amelyek azt igazoltadk, hogy az egyes elemek
transzkripcidéra gyakorolt hatdsa csak Osszeadodik, de egymas hatdsat nem fokozzék, és
kooperaci6 sem figyelheté meg kozottik, ezen allitasok ellenkezdjére is van példa (Dukler,
Gulko, Huang, & Siepel, 2017; Hay et al., 2016; Moorthy et al., 2017; Rickels & Shilatifard,
2018). Saravanan ¢s munkatarsai a mi tanulmanyunkbdl kiindulva kiilon-kiilon vizsgaltak a
ligand aktivalhatd ERa szuper-enhanszerek elemeit. Elséként az anya enhanszerek miikddését
gatoltak a CRISPR-Cas9 modszer segitségével a TFF1 és a GREBI1 gének kozelében, és azt
talaltdk, hogy a ledny enhanszereket (melyeket 6k ,.tranziens kotOhelyeknek” neveztek) az ERa
nem fogja elfoglalni az anya enhanszerek (un. ,,perzisztens kot6helyek™) hianyaban (Saravanan et
al., 2019).

Az a tény, hogy a szuper-enhanszerek elemei egymastdl akar tobb, mint 10 kb-nyi
tavolsagra is elhelyezkedhetnek, csak a hurokképzddéssel magyarazhato. Alatdmasztja mindezt a
MEDI1 fehérjének a jelenléte az anya enhanszereken, amely hidat képez a szabalyozott gén
promotere és maga az enhanszer kozott, biztositva ezaltal az interakcidjukat. Saravanan és
munkatarsai ChIA-PET és 5C modszerekkel kimutattdk azt is, hogy az anya és leany
enhanszerek, valamint a célgének kozott valoban erds fizikai interakcio van, és azt, hogy a leany
enhanszerek hidnyaban az anya enhanszerek dnmagukban nem képesek a célgének expressziojat
fenntartani (Saravanan et al., 2019). Mindez megerdsiti azt a felvetésiinket, hogy az anya
enhanszerek a szuper-enhanszerek alappilléreiként funkciondlnak, de Osszességében a leany
enhanszerekkel egy egységként miikodnek.

Huang ¢és munkatarsai a szuper-enhanszerek egyedi elemei kozotti kromatin
kolcsonhatasokon alapuld szerkezeti hierarchiat vizsgalva a szuper-enhanszereken beliil olyan

csomopontokat, un. ,,hub” enhanszereket azonositottak, melyeket nagy mennyiségii CTCF
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fehérje jelenléte jellemzett. Azt talaltak, hogy ezek a ,.hub” enhanszerek szokatlanul sok tavoli
interakci6 kialakitasaért feleldsek és ezen tulajdonsaguk révén képesek a szuper-enhanszerek
szerkezetét és miikodését fenntartani (Huang et al., 2018). Mindez sszhangban van az altalunk
azonositott anya enhanszerek dominans szerepével. Abbol kiindulva, hogy ezek a ,,hub”
enhanszerek sokkal nagyobb hatassal vannak a génaktivaciora, mint a ,nem hub” tarsaik
ugyanazon szuper-enhanszeren beliill, a Huang-ék altal felvazolt modell szerint a szuper-
enhanszerek szerkezeti hierarchiaja elérevetitheti a funkcionalis hierarchiajukat is.

Egy masik, az altalunk leirt koncepcioval Osszefiiggésbe hozhatdé fogalom és egyben
szabalyoz egység az Un. ,.hot spot”. A ,hot-spot”-0k a genom olyan egyedi lokuszait jelentik,
ahol fehérje-fehérje interakciok révén szamos kiilonb6z6 transzkripcios faktor jelenléte figyelhetd
meg (Siersbxk, Baek, et al., 2014). A két szabalyozo egység, a szuper-enhanszerek és a ,hot-
spot”-ok integraldsa révén Siersbeek és munkatarsai leirtak, hogy a szuper-enhanszereken beliil
legalabb egy ,.hot-spot” azonosithatd (Siersbak, Rabiee, et al., 2014). Az ERa-vezérelt szuper-
enhanszerek vonatkozasaban mi is ehhez hasonld jelenséget figyeltiink meg, attdl eltekintve,
hogy az anya enhanszerek nem feltétlen mutattak sziikségét kiilonféle, akar tobb tiz eltérd
transzkripcids faktor jelenlétének.

In vitro kisérletek révén tobb tanulmanyban bizonyitottak azt is, hogy egy adott sejtre
specifikus szuper-enhanszer teljes mértékli eltavolitasa vagy akar csak a részleges
megvaltoztatasa képes a sejttipus-specifikus gén(ek) csokkent expressziojat eredményezni,
ugyanakkor egy-egy szakasza — mesterséges rendszerbe torténd klonozast kovetden — s
magasabb génexpressziot eredményez, mint az adott sejt tipikus enhanszerei (Adam et al., 2015;

Huang et al., 2016; Yan Li et al., 2014; Lovén et al., 2013).
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A rendelkezésiinkre 4ll6 81518 ERa transzkripcidés faktor kotohelyet aszerint

rendszerezve, hogy kotddnek-e a DNS-hez mar Osztradiol hidnyaban vagy csak annak

hozzaadasat kdvetden, tovabba rendelkeznek-e ERE-vel — a szuper-enhanszereken feliil — harom

tovabbi tipusra kiilonitettiink el (33. abra). A kiilonb6z6 tipusok kétésmechanizmusat a 40. abra

reprezentalja.
l. tipus Il. tipus 1L, tipus IV. tipus
Az ERu kotodése a DNS-hez olddszeres kezelést kovetden
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40. abra. Az ERo kotéhelyek négy tipusanak kétésmechanizmusa oldoszerrel és dsztradiollal torténé kezelést

kovetden. Az 1. tipus az ERa-vezérelt szuper-enhanszereket foglalja magéaba; Osztradiol kezelést kovetden az ERa a

leany enhanszereket is elfoglalja. A II. tipusu kotdhelyek az anya enhanszerhez hasonléan miikddnek, de nem

képezik szuper-enhanszerek részét. A I11. tipusba sorolt kotéhelyek az II. tipustiakhoz hasonléan rendelkeznek ERE-

vel, de a kotésiikhdz minden esetben sziikséges a ligand altali aktivalas. A IV. tipust kdtéhelyek nem rendelkeznek

ERE-vel; az ERa kdtése mas ko-faktorokon keresztiil jon l1étre €s tipikusan 0sztradiol kezelést kovetden.
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Azon tilmenden, hogy jellemeztiik a kotésiik dinamikajat és megvizsgaltuk a kiillonbozé
ko-faktorok jelenlétét, arra voltunk kivancsiak, van-e kiilonbség a kiilonb6zé csoportok
célgénjeinek expresszioja kozott. Azt talaltuk, hogy sem a II. tipusba sorolt ERa kotohelyek,
melyek az anya enhanszerekhez hasonldéan mar ligand hidnyaban az ERE-n keresztiil képesek
voltak kotédni a DNS-hez, sem a III. tipus kotohelyei, melyek szintén kizarolag az ERE-n
keresztiil, de csak a ligand hataséara foglaltdk el helyiiket, sem a IV. tipus kotéhelyei, melyek
kotését tarsfaktorok segitették eld, nem voltak képesek olyan erds génexpressziot produkalni,

mint a szuper-enhanszerek (38. abra).

Eredményeink tovabb erdsitik azt a sokak 4&ltal vitatott nézetet, hogy a szuper-
enhanszerek egy szabalyozd egységként miikddnek, tovabba a tipikus enhanszerekhez képest
sokkal markansabb transzkripcios kimenetet képesek eredményezni, még akkor is, ha azok az
anya vagy leany enhanszerekhez hasonlo tulajdonsdgokkal és dinamikaval rendelkeznek.
Elmondhatjuk, hogy elsdként jellemeztiik a ligand-indukélhaté szuper-enhanszerek mitkodését és
eredményeink mas kutatocsoportokat is arra sztonoztek, hogy tovabb vizsgaljak az ERa-vezérelt
szuper-enhanszerek egyedi elemeinek milkddését, fontossadgat és a kozottiik megfigyelhetd —

altalunk addig csak feltételezett — interakcio meglétét.
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6. Osszefoglalas

A szuper-enhanszerek a genom olyan szabalyozd egységei, ahol az enhanszerek klaszterekbe
rendezddnek ¢és hatasukat a célgénekre — a neviikhoz hiien — ,,szuper fokozokként”, egyiitt fejtik
ki. A fogalmat elészor 2013-ban emlitették, azota tobb mint 500 olyan publikacié jelent meg,
mely a szuper-enhanszerek vizsgalatara iranyul. K6zottiik szamos olyan talalhatd, amelyben a
kiilonboz6  betegségekre hajlamositd  gének  szuper-enhanszerek altali  szabalyozasat
azonositottak.

Kutatasunk soran az ERa-vezérelt szuper-enhanszerek miikodését vizsgaltuk az emld
eredeti. MCF-7 sejtvonalban. Azt talaltuk, hogy az ERa-vezérelt szuper-enhanszerek helyét
tipikusan mar a ligand altali aktivaciot megel6zben kijeloli a kanonikus valaszado eleméhez
kot6dé ERa. Az ilyen valaszadd elemek olyan specifikusak és olyan nagy mennyiségii fehérjét
képesek a genom adott szakaszahoz toborozni E2 hatasara, hogy az egyuttal eldsegiti a
szomszédos, gyengébb valaszad6 elemek ERa altali elfoglalasat is — kialakitva igy a szuper-
enhanszereket.

Az elsddleges, ,,kijelol6” szereppel rendelkezd kotdhelyeket anya enhanszereknek, mig a
ligand altali aktivaciot kovetden elfoglalt kotohelyeket leany enhanszereknek neveztiik el. A
szuper-enhanszerek kialakulasanak ezen mechanizmusat 5 tovabbi human és egér sejtvonalon, 7
ligand altal indukalhato transzkripcios faktor vonatkozéasaban validaltuk.

A genomban azonosithaté ~80000 ERa transzkripcids faktor kotShely csoportositasa és
vizsgédlata soran azt talaltuk, hogy az anya enhanszerekkel azonos tulajdonsagokkal és
dinamikéval rendelkezd tipikus enhanszerek 6nmagukban nem képesek ugyanazt a transzkripcios
kimenetet eredményezni, mint az egységként mikodd szuper-enhanszerek. Eredményeink

nemcsak az anya enhanszerek kivételes szerepét igazoljak a szuper-enhanszereken beliil, hanem a

88



fokoz6 szereppel bir6 leany enhanszerek fontossagat is, és indokoltta teszik a szuper-enhanszerek

kiilonboz6 sejtekben torténd azonositasat €s az altaluk szabalyozott gének megismerését.
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/. Summary

Super-enhancers are regulatory units of the genome where enhancers are clustered and act
together and have an extraordinary effect on the target genes. The concept was first mentioned in
2013. Since then, more than 500 studies have been published focusing on super-enhancers. Many
of these studies identified the role of super-enhancers in regulating genes predisposing to various

diseases.

In this present work, we investigated the function of the ERa-driven super-enhancers in
breast cancer-derived MCF-7 cell line and found that super-enhancers are typically marked prior
to ligand activation by the presence of a pre-occupied ERa binding and these primary bindings
can occur through a canonical response element in all cases. These response elements are so
specific and capable of attracting a large amount of ERa molecules to a particular region of the
genome. They also facilitate the occupation of the neighboring weaker response elements by ERa
molecules rather than a distant genomic region thus forming super-enhancers. We referred to
ERa-dense primary, “nucleating” binding sites as ‘mother enhancers’, while the additional,

secondary regions appearing upon ligand activation were designated as ‘daughter enhancers’.

The mechanism of super-enhancer formation was validated on 5 additional human and
mouse cell lines for 7 further ligand-inducible transcription factors as well. By grouping and
examining approximately 80,000 ERa transcription factor binding sites identifiable in the
genome, it has been found that typical enhancers with the same properties and dynamics as the
mother-enhancers are not capable of inducing the same transcription output; presumably because

mother enhancers function as units of super-enhancers.
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Our results confirm not only the exceptional role of mother enhancers but also the
importance of daughter enhancers. Altogether, these justify the identification of super-enhancers

in different cells and understanding of the genes that they are regulated.
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9. Roviditések jegyzéke

ABAT
AF-1, AF-2
AICE
AP-1
AP2y

AR

ARE
ATRA
BAM

bp

BRD4
CA1l12
CCND1
C/EBP
ChlA-PET
ChlP-seq

CRE
CRE
CRM
CTCF
CTD
CUEDC1
CuUX1
D3
DBD
DHT
DMSO
DNaz 1

4-Aminobutyrate Aminotransferase

activation function 1/2 (AF-1 és AF-2 transzaktivaciés domének)
AP-1/IRF composite element

Activator protein 1

Activator Protein 2 gamma

Androgen Receptor

Androgen Response Element (androgén valaszadé elem)
csupa-transz retinsav

Binary Alignment Map

bazispar

Bromodomain-containing protein 4

Carbonic Anhydrase 12

Cyclin D1

CCAAT/enhancer-binding protein

Chromatin Interaction Analysis by Paired-End Tag Sequencing

Chromatin Immunoprecipitation followed by sequencing (1jgeneracios

szekvenalassal kapcsolt kromatin immunprecipitacio)
cis-regulatory element (cisz szabalyozo elem)
CAMP Response Element

cis-regulatory module (cisz szabalyozé modul)
CCTC-binding factor

C-terminal domain (C-terminalis domén)
CUE Domain Containing 1

Cut Like Homeobox 1

kalcitriol

DNA-binding domain (DNS-k&té domén)
dihidrotesztoszteron

dimetil-szulfoxid

Dezoxiribonukledz I (enzim)
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DNS
DR

El

E2

E3

ER
ERE
eRNA
ERa
ERp
ESR1
EtOH
FoxAl
FPKM

GATA3
GEO

GR
H3K27ac
H3K27me3
H3K4mel/2
H3K9me3
HDAC?2
HGP
H-hid; H-kotés
HOMER
hsp90

IGV

IRF

JUNB

kbp

dezoxiribonukleinsav

direct repeat (direkt moédon ismétlodo)

Osztrol

Osztradiol

Osztriol

Osztrogén receptor

Estrogen Response Element (6sztrogén valaszado elem)
enhanszer RNS

estrogen receptor alpha (6sztrogén receptor alfa)
estrogen receptor beta (8sztrogén receptor béta)
Estrogen Receptor 1

etanol

Forkhead box Al

Fragments Per Kilobase of transcripts per Million mapped reads (fragmentek

szdma 1000 bazisonként, egy milli6 térképezett leolvasasra vetitve)

GATA-binding protein 3

Gene Expression Omnibus (adatbézis)
gliikkokortikoid receptor

Histone H3 lisine 27 acetylation
Histone H3 lisine 27 trimethylation
Histone H3 lisine 2 mono/dimethylation
Histone H3 lisine 9 trimethylation
histone deacetylase 2

Humén Genom Projekt
hidrogénhid-kotés

Hypergeometric Optimization of Motif EnRichment
heat shock protein 90 (hdsokkfehérje)
Integrative Genomics Viewer

Interferon Regulatory Factor

JunB Proto-Oncogene

kilobazispar
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kDa kilodalton

KLF Kriippel-like factor

KRT19 Keratin 19

LBD Ligand-binding domain (ligand-k&té domén)

LCR locus control region (16kusz kontroll régio)

LPS lipopoliszaharid

MACS2 Model-based Analysis of ChIP-Seq 2

MARE MAF recognition element

Mbp megabazispar

MCF-7 Michigan Cancer Foundation-7 (sejtvonal)

MDa megadalton

MED1 Mediator complex subunit 1 (ko-faktor)

MRNS messenger RNS (hirvivé RNS)

MYOF Myoferlin

NES nuclear export signal (magi export szignal)

NFxB Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NLS nuclear localization signal (magi lokalizacios szignal)

NOS1AP Nitric Oxide Synthase 1 Adaptor Protein

NR nuclear receptor (magreceptor)

NTR, NTD N-terminal region/domain (N-terminalis régi6/domén)

P300 E1A protein 300 kDa

PTM post-translational modification (poszt-transzlaciés modositas)

PU.1 Purine-rich box-1

RARa Retinoic acid receptor alpha

RARy Retinoic acid receptor gamma

RNA-seq RNA-sequencing (RNS szekvenalas)

RNS ribonukleinsav

RPKM Reads Per Kilober per Million mapped reads (leolvasasok szama 1000
bazisonként, egy millio térképezett leolvasasra vetitve)

SE super-enhancer (szuper-enhanszer)

SIN3A SIN3 transcription regulator family member A
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SIRNA
Sp-1
SRA
STAT1
TAD
TCF1
TF
TMEM120B
TSS
VDR
WWC1
ZFHX3

small interfering RNA (kis interferalé6 RNS)
Specificity protein 1

Sequence Read Archive (adatbazis)

Signal transducer and activator of transcription 1
Topologically Associated Domain (topoldgiailag asszocialt domén)
T cell factor 1

transzkripcids faktor

Transmembrane Protein 120B

transcription start site (transzkripcios start hely)
Vitamin D Receptor

WW And C2 Domain Containing 1

Zinc Finger Homeobox 3
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10. Fiiggelék

10.1. A magreceptor szupercsalad tagjai és ligandjaik

Osztaly Név Rovidités Altalanos név Ligand(ok)
NR3Al ERa Estrogen receptor alpha
Osztrogének
) % NR3A2 ERpB Estrogen receptor beta
O =
S % NR3C1 GR Glucocorticoid receptor glitkokortikoidok
)
N q-) - - .
O 38 . — mineralokortikoidok
@ NR3C2 MR Mineralocorticoid receptor liikokortikoidok
NR3C3 PR Progesterone receptor progeszteron
NR3C4 AR Androgen receptor androgének
NR1Al TRa Thyroid hormone receptor alpha
pajzsmirigyhormonok
NR1A2 TR Thyroid hormone receptor beta
NR1B1 RARa Retinoic acid receptor alpha csupa-transz retinsav
NR1B2 RARp Retinoic acid receptor beta 9-cisz retinsav
X
% NR1B3 RARy Retinoic acid receptor gamma csupa-transz retinsav
% NR1C1 PPARG Peroxisome prollfe;?tﬁ;—actlvated receptor
2 Peroxisome roIifer£[or—activated receptor oxidalt koleszterin
S NR1C2 | PPARP/S P bota/delta P szirmazékok
2 Peroxisome proliferator-activated receptor (oxiszterolok)
o NR1C3 PPARy P P
< gamma
0:_ NR1H2 LXRp Liver X receptor beta
o] oxiszterolok
NR1H3 LXRa Liver X receptor alpha
NR1H4 FXRa Farnesoid X receptor alpha epesavak
NR1H5 FXRp Farnesoid X receptor beta lanoszterol
12,5-(OH)2-VD
NR1I1 VDR Vitamin D receptor
litokolsav
NR1I2 PXR Pregnane X receptor endo- és xenobiotikumok
NR1H3 CAR Constitutive androstane receptor androsztan
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NR1D1 | REV-ERBa Reverse-ERB alpha
hem
NR1D2 | REV-ERBf Reverse-ERB beta
NR2A1 HNF4a Hepatocyte nuclear factor 4 alpha
=< zsirsavak
= NR2A2 HNF4y Hepatocyte nuclear factor 4 gamma
)
? NR2B1 RXRa Retinoid X receptor alpha 9-cisz retinsav
3]
; NR2B2 RXRPB Retinoid X receptor beta dokozahexaénsav
>
= NR2B3 RXRy Retinoid X receptor gamma nem ismert
o
= NR2C1 T2 Testicular orphan receptor 2
= nem ismert
g NR2C2 T4 Testicular orphan receptor 4
'5 NR2F1 COUP-TFq Chicken ovalb_umln upstream promoter-
_ transcription factor alpha
= - - -
= NR2E2 COUP-TEp Chicken ovalbgm!n upstream promoter nem ismert
transcription factor beta
NR2E6 COUP-TFy Chicken ovalpur_nln upstream promoter-
transcription factor gamma
NR6A1 GCNF Germ cell nuclear factor nem ismert
Dosage-sensitive sex reversal-adrenal
NROB1 DAX1 hypoplasia congenital critical region on the nem ismert
X chromosome, gene 1
NROB2 SHP Short heterodimeric partner nem ismert
NR1F1 RORa RAR-related orphan receptor alpha
24
e NR1F2 RORS RAR-related orphan receptor beta szterolok
S
§ NR1F3 RORy RAR-related orphan receptor gamam
(P
2 NR2E3 TLX Tailless homolog orphan receptor nem ismert
«
s —
z NR3B1 PNR Photoreceptor-cell-specific nuclear nem ismert
~: receptor
“E’ NR3B2 ERRa Estrogen related receptor alpha
S
g NR3B3 ERRp Estrogen related receptor beta nem ismert
E NR4A1 ERRYy Estrogen related receptor gamma
— NR4A2 NGFI-B Nerve-growth-factor-induced gene nem ismert
NR4A3 NOR1 Neuron-derived orphan receptor 1 nem ismert
NR5A1 SF-1 Steroidogenic factor 1 foszfolipidek
NR5A2 LRH1 Liver receptor homolog-1 foszfolipidek
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10.2. Az értekezés alapjaul szolgalé kozlemények
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