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1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Bevezetés

A szervezetiinkben nagyon sok olyan hirvivd molekula létezik, melyek hidrofob
tulajdonsaggal rendelkeznek, azaz rosszul oldddnak vizben. Ezeknek a molekuldknak az
eloszlasdhoz hordozé fehérjékre van sziikség (példaul globulinok), azonban a zsiroldékony
tulajdonsagaiknak koszonhetéen konnyen atjutnak a plazmamembranon és a sejtben
specifikus intracellularis receptorokhoz kotddnek. Ezeknek a receptoroknak egy része DNS-
koto fehérje, és transzkripeids faktorként mitkodik. Feladatuk, hogy a kornyezetbdl szdrmazo
stimulusokra génexpresszios szinten hozzanak létre valaszt. Ezeket a receptorokat
gyljténéven magreceptoroknak nevezziikk. A magreceptorok szdmos biologiai folyamatban
jatszanak szerepet, mint példaul a novekedés és embriondlis szabalyozas, fenotipus fenntartas
¢s metabolikus folyamatok szabalyozasa (koleszterol, epesav és zsirsav metabolizmus).
Ezekben a folyamatokban bekovetkezd zavarok terméketlenséghez, elhizashoz,
cukorbetegséghez és akar daganatok kialalkuldsahoz is vezethetnek.

A kardiovaszkuléris betegségek utan a daganatos megbetegedések a masodik vezetd
halalok vilagszerte (WHO, 2018). Magyarorszagon kozel azonos a rosszindulati daganatok és
kardiovaszkularis betegségek miatti halalozasok szama (~33 000 haléleset évente) a Kozponti
Statisztikai Hivatal adatai alapjan. A WHO adatai alapjan globalisan 2016-ban férfiak esetén a
tidérak, mig ndk esetén az emldérak volt a leggyakoribb haldlozas a daganatos
megbetegedések koziil, és ezen haldlozasok szdma €évrdl évre novekszik az egyre hatékonyabb
terapias beavatkozasok ellenére is.

Munkénk soran a COUP-TFII arva magreceptor szerepének vizsgalatat thztiik ki célul
funkciondlis genomikai modszerekkel kiilonbozd eredetii daganatsejtekben, ezek koziil is

elsésorban az emlédaganatra fokuszalva.



1.2. Magreceptorok

A magreceptorok ligand-aktivalt transzkripcios faktorok. A ligandjaik olyan hidrofob
hirvivd molekuldk lehetnek, melyek a szervezetiinkben is el6fordulnak, mint példaul tiroid
hormonok, retinoidok, szteroidok, D vitamin, zsirsavak, epesavak vagy xenobiotikumok. A
magreceptorok strukturajuk alapjan nagyfoku konzervaltsagot mutatnak, és hasonld
funkciondlis doménekbdl allnak. Ezek a domének a nagymértékii variabilitast mutaté N-
termindlis domén (A/B), a DNS-k6t6 domén (DBD) két cinkujj motivummal, a D domén ¢és a
C-termindlis domén (E/F), amely a ligand-k6té domént (LBD) tartalmazza.

A magreceptorok miikodésiik alapjan két csoportra oszthatéak. Az egyik csoport, amelyek
citoplazma ¢és sejtmag kozott mozognak, 0k foként a szteroid receptorok, a masik csoport,
pedig amelyek tartdsan a sejtmagban foglalnak helyet. A szteroid receptorok a citoplazméban
hésokk fehérjék segitségével dimerizaldédnak és megkdtik a ligandjukat. A ligand kotddése
olyan konformacié valtozasokat okoz a magreceptor hid és LBD-jében, amely majd a
sejtmagba valo transzlokaciot segiti eld. Miutan levaltak a magreceptorok a hordozo
fehérjékrdl, a sejtmagban a specifikus DNS vdalaszadd elemekhez kotddnek, és
homodimerként szabdlyozzak a transzkripciot. A DNS-hez valéo kotddést kovetden a
magreceptorokhoz szamos fehérje fog kotddni, melyeket gyiijténéven koregulataroknak
neveziink. A masik csoportot képezik azok a magreceptorok (RAR, PPAR), melyek gyakran
ligand nélkiil kotédnek a DNS valaszado elemekhez ko-represszorokkal és kromatin modositd
enzimekkel egyiitt a DNS-t kevésbé hozzaférhetd allapotban tartjak. Ligand kotédés hatasara
olyan konformacio6 valtozas torténik a magreceptoron beliil, amely altal a korepresszorok ko-

aktivatorokra fognak lecserélddni l1étrehozva egy transzkripciosan aktiv allapotot.

1.3. Osztrogén receptor alfa (ERa) magreceptor

Az Osztrogén receptor alfa (ERa) egy szteroid hormon magreceptor, melynek a

természetes ligandja az Osztrogén. Az Osztrogént az 6sztron (E1), az Osztradiol (E2) és az
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osztriol (E3) alkotja, melyek koziil a keringésben az 17B-0sztradiol a legjelendsebb. 17(3-
Osztradiol kotddik a legnagyobb affinitassal az 6sztrogén receptorhoz.

Osztradiol (E2) hatasara a szteroid receptorokra jellemzé mechanizmus jatszodik le, azaz
kozvetleniil a genomhoz koétédve az ERE motivumon keresztiil fejti ki hatasat. Ezenkiviil
ismert még, hogy mas transzkripcios faktorokon (AP-1 elemen keresztil a FOS/JUN
dimerhez kotédve) keresztiil fejti ki a szabalyoz6 hatasat. Az ERa-nak ismertek nem genomi
uton megvalosulo szabalyozd mechanizmusai. Ez t6bb modon torténhet. Az egyik az, amikor
sejtmembranon asszocialt ugynevezett G-protein kotott ER (GPER) kéti az E2-t, amely egyéb
jelatviteli utvonalakat aktivalva indit transzkripcionalis valaszreakciot. A masik pedig, amikor
E2 hianyaban egy ligand fiiggetlen aktivacio torténik, ilyenkor a jel foszforilacidé formajaban
egyeb jelatviteli titvonalakbol (példaul EGF vagy IGF1) szarmazik.

Hisham Mohammed és munkatérsai endogén fehérjék gyors immunprecipitaciojat kdvetd
tomegspekrometriat (RIME) alkalmazva azonositottak ERa-asszocidlt kofaktorokat. Az
azonositott 108 kofaktor kozott jelen van a jol ismert FoxAl, TLE1, AP2-y, GATAS, p300,
NCOA3, NRIP1 és RAR. Ezek mellett kevésbé ismert transzkripcids asszociaciot talaltak az
ERa-val GREBI1 és COT2 (COUP-TFII) esetében. Mivel keveset tudunk az ERa és COUP-
TFII kozotti transzkripcionalis kapcesolatrol, igy munkank egyik célja ennek a kapcsolatnak a

tanulmanyozasa.

1.4. COUP-TFII arva magreceptor

Csirke ovalbumin gén 5° vég feldli promoéterhez kotédo transzkripeiods faktor 2 (COUP-
TFII, egyéb nevei az NR2F2, ARP-1, COT2) a szteroid/tiroid magreceptor csalad tagja.
COUP-TF fehérjéket eldszor 1980-as években izolaltak HeLa sejtmag kivonatbdl. A human
¢és egér COUP-TFII aminosav szinten 100% azonossagot mutat, tovabba Drosophila 1-es
tipusi svp fehérje és human COUP-TF DBD-je kozott 94% és az LBD-je kozott 93%
azonossag van. Mindez azt feltételezheti, hogy a COUP-TF fehérjék a magreceptor csalad
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egyik legdsibb tagjai. A COUP-TFII-t altalanossagban arva magreceptorként tartjuk szamon,
mert természetes ligandja még nem ismert, de retinsav képes strukturalis aktivacidt okozni a
COUP-TFII LDB-jében in vitro, azonban ez a retinsav koncentracio boven a fiziologias szint
folott van. COUP-TF-k képesek felismerni a magreceptor csalad egyéb tagjainak, mint
példaul TR, RAR, VDR, HNF4 vagy ERa kotohelyét, ezzel versengést kialakitani a kotdhely
hozzaférhetoségéhez. COUP-TFII 4arva magreceptorral kapcsolatban tobb tanulmany
beszamolt arrol, hogy szamos biologiai folyamat szabalyozasaban részt vesz, példaul
szervképzodés, neuralis fejlédés, kardiovaszkularis folyamatok, szaporodas, metabolizmus és
betegségek (velesziiletett szivfejlédési rendellenesség (CHD) és daganat). COUP-TFII™”
homozigota knock-out egér a fejlédés embrionalis 10. napja koriil meghal sziv- és érrendszeri
zavarok, illetve angiogenezis defektusa miatt. Angiogenezisben betoltott szerepérdl egyéb
tanulmanyokban is beszdmoltak, ahol a COUP-TFII hatassal van olyan angiogenikus
folyamatokra, mint a vaszkularis endotél novekedési faktorok (VEGF) és receptoraik
(VEGFR), Angpoietin-1/Tie2 és Notch gének kifejezédése. COUP-TFII minden emberi

szovetben expresszalddik, magas expresszios szintet mutat endokrin, metabolikus,

reproduktiv és kardiovaszkularis szovetekben.

1.5. Magreceptorok jelentdsége daganatos megbetegedésekben

A magreceptorok kulcsfontossagl szerepet jatszanak szdmos bioldgiai folyamatban
azaltal, hogy komplex génszabdlyozasi halozatot hoznak Iétre, melyben keletkezd hiba
daganatos eseményekhez vezethet. Bizonyos magreceptorok jelenléte kapcsolatban van a
betegek tulélésével és kezelésével, mivel terapias célpontként szolgalnak. Erre az egyik
legjobb példa az Osztrogén és progeszteron receptor (ER és PR) jelenléte emlddaganatban,
amely meghatarozza az emlddaganat tipusanak besoroldsat. Az ER és PR-pozitiv emlddaganat
jobb prognozissal és jobb tuléléssel jar, mint azok az emlddaganat tipusok, ahol nem
fejezddnek ki ezek a receptorok. Az ER-pozitiv emlddaganatos betegek kezelésében az
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attorést a szelektiv 0sztrogén receptor modulatorok (SERM) hoztédk. Az elmult évtizedekben
SERM-ek mellett megjelentek szelektiv 0sztrogén receptor lebontok (SERD-ek), aromataz és
szulfataz inhibitorok ER jelatviteli titvonalak célpontjahoz. Ennek ellenére a betegek ~40%-
anal endokrin rezisztencia jelenik meg, ami a daganatos megbetegedés kitjjulasahoz vezet. Az
endokrin rezisztencianak kialakuldsdhoz szdmos tényezd hozzédjarulhat. EQy tanulmany
alapjan az emlddaganat sejtek endokrin szenzivitdsdnak fenntartdsdban fontos szerepet
jatszhat a COUP-TFII is. A COUP-TFII alacsony expressziot mutat tamoxifen-rezisztens
human emlédaganat sejtekben, azonban a COUP-TFII ujraexpresszaltatasa ezekben a
sejtekben visszadllitja a tamoxifenre vald érzékenységet. Egy masik tanulmanyban pedig azt
mutatjadk, hogy a COUP-TFII sejt és gyogyszertipusfiiggd modon van hatdssal a
kemorezisztenciara emlddaganat sejtekben. Emlddaganatos betegekben a COUP-TFII
expresszios szintjének jelentdségére nincs konkrét kovetkeztetés, mivel kiilonb6zo
tanulmanyok eltéré eredményeket mutatnak. A COUP-TFII expressziojanak szerepét egyéb
daganatos megbetegedésekben is vizsgaltak, példaul prosztatadaganatban, gyomordaganatban,
kolorektalis daganatban, hasnyalmirigy adenokarcindmaban és petefészekdaganatban.
Ezekbdl azt lathatjuk, hogy a COUP-TFII prognosztikai jelentdsége tanulmanyoktol és

daganat tipusatol fiiggden eltérd, pontos szerepe még nem ismert.

1.6. Funkcionalis genomikai eszkozok magreceptorok altali szabalyozasok
vizsgalatahoz

Az elmult évtizedekben a genomi technoldgidk olyan fejlédésen mentek keresztiil, mely

megengedi a magreceptorok altali génszabalyozasok jobb megértését teljes genom szinten.

Funkcionalis genomikai modszerekkel lehetdvé valt a génexpresszidban, kotések célhelyében,

DNS metilacioban és kromatin hozzaférhetdségben torténd valtozdsokat nyomon kdvetni. A

magreceptorok, koregulatorainak és egyéb DNS-kotd fehérjék kotdhelyeinek feltérképezése

kromatin immunprecipitaciot kovetd szekvenalassal (ChIP-Seq) lehetséges. A kromatin



immunprecipitacié (ChIP) fehérje és DNS ko6zotti interakcion alapul. A médszer soran az
altalunk vizsgalni kivant fehérje ellen termeltett antitesttel “kihaldsszuk” azokat a DNS
fragmenteket, melyet a fehérjénk kot. A ChIP soran kritikus 1épéseinek szamitanak a
megfeleld kiinduladsi sejtszam, mely 10-20 milli6 sejtet jelent, a fragmentek mérete, a
megfeleld ,,ChIP-grade” antitest kivalasztdsa, megfeleld kontrollok kivéalasztdsa ¢és
szekvenalas mélység. Mindezen kritikus Iépések miatt a ChIP-Seq kevésbé alkalmazhatd
betegekbdl szarmazé mintak kozvetlen vizsgalatahoz.

ChlP-Seq adatok kombinalasa RNS szekvenalassal hozzajarul a magreceptorok
kotohelyeinek €s annak transzkripcids kovetkezményének vizsgalatdhoz teljes genom szinten.
Ezeket egyiitt kombinalva megvizsgalhatjuk, hogy bizonyos hormon vagy gyogyszeres
kezelések hogyan befolyasoljak a magreceptorok kotodését és a gének kifejezodését, igy
megjosolhatd a terapias lehetdségekre adott valasz. Mivel a sejtekben egyszerre tobb
magreceptor is jelen van, €s ezeknek bizonyos szabalyozd régioi atfedést mutatnak, igy a
magreceptor csalad tagjai kozotti kapcsolat vizsgalata hozzajarulhat Uj szerepek

megismeréséhez a tumor progresszidjaban €s kezelésében.



2. CELKITUZESEK

A COUP-TFIlI arva magreceptor jelentdségér6l daganatos folyamatokban szamos
tanulmany beszamolt, azonban genom szintli tanulmanyok kevésbé elérhetdek. Célunk az
volt, hogy megértsiik teljes genom szinten a COUP-TFII altali szabalyozasi mechanizmusokat

kiilonb6z6 daganatsejtekben. Ehhez a kovetkezo célkitiizéseket alkottuk:

e Magreceptorok altali kotéhelyek vizsgalatdhoz kiemelt jelentdséggel biré kromatin
immunprecipitacié (ChIP) karakterizacidja ERa epitdpot kifejezd tag kontrollal

e COUP-TFII, mint kevésbé tanulmanyozott ERa koreguldtor, cisztromjadnak ¢és
transzkriptomjanak feltérképezése ER-pozitiv emlddaganat sejtekben

e COUP-TFII génexpresszdjanak vizsgalata kiilonb6z6 altipust emlddaganatos
betegekre vonatkozolag, és tulélésre gyakorolt hatdsanak megallapitasa

e COUP-TFII cisztromjanak karakterizalasa egyéb kiilonb6zo eredetii daganatsejtekben
(emlddaganat, majdaganat és leukémia eredetii sejtekben)

e Angiogenezisben szerepet jatszo gének COUP-TFII altali szabalyozasanak vizsgalata

e A COUP-TFII expresszidjanak jelentésége a talélésre kiillonbozé daganatos

betegekben



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Sejtek tenyésztése és kezelése

MCF-7 és HEK293T sejtek DMEM médiumban tenyészettiik, melyet 10% FBS-sel, 1%
L-glutaminnal és 1% penicillin-streptomycinnel egészitettiink ki. T47D sejteket RPMI-1640
médiumban tenyésztettiik, melyet szintén kiegészitettiink 10% FBS-sel, 1% L-glutaminnal és
1% penicillin-streptomycinnel. COUP-TFII géncsendesitett MCF-7 és T47D sejtvonalakat
hoztunk létre a MISSION® Lentiviralis Transzdukcids Partikuldjanak hasznalataval. A kész
lentivirus tartalmazza a COUP-TFII csendesitéséhez sziikséges shRNS szekvenciat
(NM_000125, TRCN0000003300 Clone). Kontrollként pedig egy olyan shRNS szekvenciat
tartalmazé lentivirust hasznaltunk, melynek nincs célpontja humén sejtekben (MISSION®
pLKO.1-puro Non-Target shRNA Control Lentiviral Transduction Particles, SHC016V-1EA,

Sigma). A kisérletet a gyartd ajanlasdnak megfelelden hajtottuk végre.

3.2. Fag termelés poliklonalis antitest epitopjanak leképezéséhez

New England Biolabs (Ph.D.™-7 Phage Display Peptide Library Kit) eldrekészitett
random heptapeptid konyvtarat hasznaltuk olyan fagok Iétrehozdsahoz, melyek nagy
vonalakban a kisérletrdl: 5 pl (10ll pfu) fag peptid konyvtarat 1 ml 1% BSA tartalmu TBST
pufferrel eléblokkoltunk, majd 10-60 percen keresztiil inkubaltuk. A blokkolt faghoz 10 pg
antitestet, majd 50 ul eldblokkolt magneses gyongyot adtunk az antitest-fag komplexhez. A
reakciot 20 percig inkubaltuk szobahdn enyhe rotaldssal. A gyongyeket tizszer mostuk
TBST/BSA pufferrel, majd elualtuk kétszer savas elticios oldattal (0,2 M glicin-HCI (pH 2,2),
1 mg/ml BSA) 20 percig szobahdn. A savas elucios oldat semlegesitéséhez 150 ul 1 M Tris-

HCI puffert (pH 9,1) adtunk 1 ml eludtumhoz.



Fag amplifikacio. Ezutan a fagokat F+ER2738 baktérium torzsben szaporitottuk ugy,
hogy 25 ml baktérium kulturéat a korai log fazisban megfertdztiik és 4,5-5 6ran keresztiil nem
szelektiv LB médiumban erésen razattuk, majd centrifugaltuk a mintdkat. A fagokat, melyek a
feliiluszoban voltak megtalalhatoak, egy éjszakan at precipitaltuk 4°C-on 1/6 térfogati 20%
(v/w) PEG-8000/2.5M NaCl oldattal, majd a centrifugalt pelletet TBS-ben vettiik fel. A
fagokat ismét precipitaltuk ugyanazzal az oldattal. A centrifugalt pelletet 200 pul TBS
mértiilk az abszorbanciat 260 nm-en. Hosszabb idejii tarolashoz 50% végkoncentracidoban
glicerolt adtunk és -20°C-on taroltuk.

Monoklonalis fag termelés. Ehhez a New England BiolLabs fag titralasi és plakk
amplifikacids protokolljat hasznaltuk néhany modositassal. Az amplifikdlt poliklonalis
fagokat 10°-10"-szorosra higitottuk LB médiumban, majd 200 pl ER2738 baktérium torzset
fertoztiink 10 pl higitott faggal a kozépsé log féazisban, majd a fertézott sejteket
LB/IPTG/Xgal lemezekre szélesztettiik €s 37°C-on egy ¢éjszakan at inkubaltuk. Masnap, egy
¢jszakat inkubalt ER2738 baktérium kultarat 1:100 aranyban higitottunk és a korai log fazisig
(OD600 0,3-0,5 kozott) novesztettiik, majd a lemezrdl egy kiilonalld koloniat 2 ml baktérium

kultaraba oltottunk. Ezutan a ,,Fdag amplifikacio™ 1€péseit kovettiik.

3.3. Kromatin immunprecipitacio (ChIP)

Fag ChIP. A kisérlethez HEK293T fragmentalt kromatint hasznaltunk. A HEK293T
kromatinhoz kisérletnek megfeleld térfogati és mennyiségii (1, 10 és 100 millio) fagot
adtunk, majd a kromatin-fag mixet antitest (ERa: sc-543X) konjugalt magneses gyongyokkel
precipitaltuk. Ezt kdvetéen a méagneses gyongyokhoz kotddd komplexet mostuk kiilonbozd
sotartalmu ChIP moso pufferrel. Az antitest-kromatin komplexet elicios pufferrel elualtuk,

majd a keresztkotéseket NaCl hozzaadasaval feloldottuk. A mintakat RNazzal és Proteinaz K-



val emésztettiik. Az immunprecipitalt DNS-t High Pure PCR Template Preparation Kitet
hasznalva tisztitottuk a gyart6 utasitasainak megfelelden.

ChIP emlédaganat sejtekbol. A  kromatin immunprecipitacidhoz 15-20 millid
emlddaganatb6l szarmazod sejtvonalbél (MCF-7 és T47D) indultunk ki. A sejteket 1%
metanolmentes formaldehiddel fixaltuk 10 percig szobahdmérsékleten, majd a fixalast 0,125
M glicinnel allitottuk le. A sejteket jéghideg 1xPBS pufferrel mostuk. A sejteket 1 ml ChIP
lizis pufferben kapartuk fel, majd maximalis fordulaton centrifugdltuk. A sejtmag izoléalas
soran a pelletet haromszor szuszpendaltuk ChIP lizis pufferrel. A kromatin fragmentalasat
Bioruptor Plus Szonikator késziilékkel végeztiik. Szekvenalashoz 15-20 millié sejtnek, mig
kvantitativ PCR-hez 5 milli6 sejtnek megfelelé kromatin mennyiséget higitottunk tizszeresen.
Az immunprecipitacio egy ¢jszakan at 4°C-on tortént a kovetkez antitesteket hasznalva: ERa
(sc-543X), COUP-TFIl (sc-271265X) ¢és IgG (sc-2027X). Az antitestek mennyisége
szekvenalasra szant mintak esetén 8 pug, mig kvantitativ PCR-re szant mintak esetén 4 pg. Az
inkubaciot kovetden eldblokkolt Protein A ¢és G konjugalt magneses gyongyoket adtunk. A
mintakat ismét inkubaltuk minimum 6 oran keresztiil 4°C-on. Ezt kdvetden a magneses
gyongyokhoz kotddd komplexet kiillonbozo sotartalmi ChIP mosé pufferrel és TE pufferrel
mostuk. Az antitest-kromatin komplex elualasa, és keresztkotés feloldasa utan a mintakat
RNazzal és Proteinaz K-val emésztettiik. Az immunprecipitalt genomi DNS-t Qiagen

MinElute PCR Purification Kitet hasznalva tisztitottuk a gyart6 utasitasainak megfelelden.

3.4. RNS izolalas és reverz transzkriptaz PCR (RT-PCR)

A sejteket RNS izolalashoz 6 lyuka lemezen novesztettiik, majd PBS-sel torténd mosas
utan 0,5 ml Trlzolate reagensben (UD-Genomed) vettiik fel és a gyartd protokolljat kovettiik.
RNS koncentracidémérést NanoDrop segitségével végeztiik.

cDNS szintézishez minden esetben 1 pg total RNS-t irtunk &t SuperScript III Reverse

crer
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laborunkra specifikusan egy reakciora szamolva a kovetkezd mennyiségeket allitottuk be a
szlikséges reagensekbdl: 4 pl SSII puffer (5x), 2 ul DTT (100 mM), 4 ul ANTP (2.5 mM),
0,08 pl random hexamer (3 pg/ul) és 0,08 pl SSII Mnlv enzim (200 U/ul), és 10 pl RNS
minta. A reakcidhoz a kdvetkezd hdmérsékleti profilt hasznaltuk: 10 perc 25°C, 2 6ra 42°C és
15 perc 70°C. A PCR-t kdvetden a mintdkat 5x mennyiségben higitottuk nukledzmentes

vizzel.

3.5. gPCR

Kvantitativ polimeraz lancreakcidhoz 2x SYBR Green Master Mix-et hasznaltunk,
melyhez 2,5 uM végkoncentracidban primereket, ROX passziv referencia festéket és
nukledzmentes vizet adtunk. A mix végtérfogata 7,5 pl, és ehhez 2,5 pl mintat adtunk. Ez a
minta haromféle lehetett: egyszalu fag DNS vagy ChIP-bdl szarmaz6 genomi DNS vagy
cDNS. A PCR hémérsékléti profiljanak 5 perc 95°C, 30 mp 60°C és 30 mp 72°C lett beallitva
40 ciklusszammal és olvadaspont analizissel ABI QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR
késziiléken. Az elemzés sordn a ACT modszert alkalmaztuk. A ChIP soran a normalizalas

input DNS-hez, mig génexpresszios mérés esetén ACTB (B-aktin) génhez tortént.

3.6. Uj generacios szekvenalas

Az 10j generacids szekvenalast és az azt megel6zd konyvtarkészitést a Genomi Medicina
¢és Bioinformatikai Szolgaltaté Laboratorium végezte. A ChIP DNS konyvtarak Illumina’s
TruSeq ChIP Sample Preparation protokolja szerint késziiltek 10 ng ChIP DNS-bél kiindulva,
majd a konyvtarak 50 bp-nyi egyiranyu leolvasasban voltak szekvenalva Illumina NextSeq
500 rendszeren. RNS szekvenalashoz 1 pug totdl RNS-bdl kiindulva Illumina’s TruSeq RNA
Sample Preparation kettes verzidju protokoll alapjan tortént a konyvtarkészités. Az elkésziilt
konyvtarak Illumina NextSeq 500 rendszeren lettek megszekvendlva 50 bp-nyi egyiranyu

leolvasasban.
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3.7. Uj generacios szekvenalasi adatok elemzése

ChIP-Seq adatok. Altalunk generalt ChIP-Seq és RNA-Seq adatok megtaldlhatoak az
NCBI BioProject PRINA602619 szam alatt, egyéb ChIP-Seq adatok nyilvanosan elérhetd
adatbazisokbol szarmaznak. A ChIP-seq adatok analizise hazon beliil 1étrehozott
szamitogépes elemzési 1épések kovetésével valosult meg. Ezek a 1épések nagyvonalakban a
kovetkezoek: A szekvenalasi leolvasasok Burrows-Wheeler Alignment v0.7.17 (BWA)
programmal voltak hgl9 (GRCh37) genomhoz illesztve. Majd a csucsok predikcidja Model-
based Analysis for ChIP-Seq (MACS2) v2.1.1 programmal tortént. Az altalunk generalt ERa
¢s COUP-TFII ChIP-Seq adatok csucs predikcidja HMCan programmal tortént a DNS
amplifikaciok miatti torzitdsok kikiisziibolése végett. A miitermékek az ENCODE altal
elérhetd lista alapjan lettek kiszedve Bedtools v2.27.1 (intersectBed) programmal. ENCODE
altal elérhetd ChIP-Seq adatok esetén lefedettség (RPKM) alapjan sorbarendeztiik a csticsokat
és a felsd 25%-ba esd cslicsot hasznaltuk tovabbi elemzésekhez. A prediktalt csticsok kozotti
atfedések, kivonasok és osszevonasok BedTools v2.27.1 programmal torténtek. Atfedések
vizsgalata diffBind R csomag hasznalataval tortént. A motivum analiziseket HOMER v4.9.1
program findMotifsGenome.pl parancsaval végeztiik. Szekvencia feldusulési eloszlasokat a
HOMER program annnotatePeaks.pl parancsaval szdmoltuk ki 1000-2000 bp hosszusagu
régiokon, majd hétérképen vagy hisztogramon abrazoltuk a kapott eredményeket. A csticsok
génekhez valo asszocialasa szintén a HOMER program annnotatePeaks.pl parancsaval tortént.
Génontologiai elemzést pedig a Genomic Regions Enrichment Annotations Tools (GREAT)
v3.0.0 segitségével végeztiik.

RNA-seq adatok. A nyers adatok human hgl9 referencia genomhoz illesztése TopHat
v2.1.1 programmal tortént. Az egyes génekhez tartozo leolvasosasok szamat a featureCounts

v1.6.2 program segitségével hataroztuk meg. A mintak kozott kiillonbozden expresszald gének
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azonositasa R v3.5.1 alatt futd edgeR v3.22.3 programmal tortént FDR 0.01 hatarérték

beallitasaval. Génszett feldusulési elemzést a GSEA v4.0.0 programmal végeztiik.

3.8. Betegekbdl szarmazo6 adatok elemzése

Emlddaganatos betegek adatai a ,,The Cancer Genome Atlas” adatbazisbol szarmaznak,
melyet a cBioPortal segitségével toltottiink le. Feldolgozott RNA-Seq-bdl szarmazo ,,z-score”
adatokat hasznaltunk génexpresszios analizishez. A tulélési adatokat a betegek nagy

csoportjat dsszegytijtd KMPlotter adatbazis adatai alapjan dolgoztuk fel.

4. EREDMENYEK
4.1. Kromatin immunprecipitaciéo karakterizalaisa ERa epitopot kifejezé fag
kontrollal

A kromatin immunprecipitacio komplex és tobb Iépéses folyamat, amely tobb szinten
kivan kontrollt és normalizaciot. Az egyik legfontosabb, hogy ismerjik a kivalasztott
antitestlinket az alkalmazott modszerben. Célunk volt, hogy egy jol ismert antitesttel (ERa sc-
543X) egy szabvanyositott, kontrollal ellenérizheté ChIP kisérletet allitsunk be, ezért a
laborunkban kifejlesztett modszer segitségével ERa epitopot kifejezd fagot hoztunk 1étre fag
bemutatassal. A fag kivaldan alkalmas fehérje és DNS ko6zotti interakcid tanukmanyozasahoz,
ugyanis a fag burok fehérjéje képes az altalunk vizsgalni kivant fehérje egy bizonyos révid
részletét kifejezni, mig a fagban 1évo ismert egyszalu DNS szekvencidval ki tudjuk mérni a
DNS-t gPCR-rel. A NEB Ph.D.™-7 random heptapeptid konyvtar segitségével tobb koros
ciklus utan egyedi monoklondlis fagklonokat hoztunk létre. El6szor tiz monoklonalis fag
esetében azt teszteltiik, hogy melyik klonok hasznalhatéak ChIP reakcidhoz. Megvizsgaltuk,
hogy mennyi fagot tudunk visszanyerni a teljes ChIP eluciobol, illetve mennyi marad

veszteségként az [P pufferben. Két olyan klont talaltunk, amelyet a vissza tudtunk nyerni a
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teljes folyamat utan. Tovabb vizsgalva ezeket a klonokat azt vizsgaltuk meg, hogy 100, 10
000 és 1 000 000 fagklont hozzadadva a ChIP-hez, mennyit tudunk visszanyerni az
antitestiinkkel. Az eredményeink azt mutatjak, hogy 100 fagot hasznalva ~60%-ot, mig ha
ennél tobb fagot hasznaltunk, akkor ~80%-ot tudtunk visszamérni az elucidban. Tovabbi
kisérleteinkben megvizsgaltuk ERa epitopot kifejez6 fag a reprodukalhatosagat és stabilitasat.
Két kiilon ChIP kisérletben teszteltiik a megismételhetéséget, melynek eredményeként azt
lathatjuk, hogy két kisérletben a kiilonb6zé mennyiségli fagok ellenére is ugyanazt az
eredményt kaptuk. A fagyasztas hatasanak vizsgalta soran pedig azt talaltuk, hogy ~10%-Kkal
csokkent az IP hatékonysag, mig a frissen termelt fagok esetében az korabbi eredményekhez
hasonldo IP hatékonysagot figyelhetiink meg. A fag rendszer lehetévé teszi, hogy
megvizsgaljuk a ChIP reakcié soran létrejovo epitop veszteségeket. Eddigiek alapjan azt
lattuk, hogy az elucidban 1évé fagvisszanyerés ~50-60% volt, mig az IP pufferben a
fagveszteség 20% koriili. Fag kontrollal a kisérletek megkezdése elott jol kisziirhetd az
antitesteknél gyakran el6forduld termelési sarzs variabilitis. Osszességében ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy a fagok mint ,spike-in” kontrollok alkalmazhatoak a

kromatin immunprecipitacio soran.

4.2. COUP-TFII, mint ERa koregulator ER-pozitiv emlédaganatban

A COUP-TF arva magreceptorral kapcsolatban mar szdmos kutatd beszamolt arrol, hogy
kdlcsonhatasban van ERo magreceptorral, azonban genomszintli tanulmanyok kevésbé allnak
rendelkezésre. Kutatdsunk sordn a COUP-TFII szerepét vizsgaltuk meg ERo medialt
szabalyozasokban teljes genom szinten emlddaganat sejtekben, ehhez ERa és COUP-TFII
ChlP-et kovetd szekvenalast alkalmaztunk ERa-pozitive MCF-7 és T47D sejtekbdl. Azt
talaltuk, hogy a COUP-TFII koétéhelyek ~90%-a fed at ERa kotéhelyekkel MCF-7 sejtekben,
ami azt jelzi, hogy a COUP-TFII jelentés része van jelen az ERa altali szabalyozasi
programban. Az atfed6 kotOhelyeknél magasabb az ERa és COUP-TFII ChlP-seq
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jelintenzitds van, mint a magreceptoroknal dnmagukban. Ugyanezeket az eredményeket meg
tudtuk erdsiteni T47D sejtekben is. Megvizsgalva aktiv hiszton mddositasok jelenlétét COUP-
TFIl-el egytitt kotott ERa és csak ERa kotohelyeknél, azt talaltuk, hogy COUP-TFII-el egytitt
kotott ERo régiok magasabb jelintenzitasat mutatjadk azoknak a hiszton modositasoknak,
amelyek aktiv enhanszer jelenlétével fliggnek Gssze. Annak vizsgélatara, hogy a COUP-TFII
¢s ERa atfed6 kotohelyek milyen egyéb transzkripcidos faktorok Ilehetnek jelen,
motivumelemzést hajtottunk végre. Eredményeink azt mutatjak, hogy az ERa és COUP-TFII
atfed6 kotohelyeknél a magreceptorokra jellemzé NR félhely, FOXA1 ¢s GATA3 motivum
mutat jelentés feldusulast, melyet kotés szinten is igazolni tudtunk. Ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy a COUP-TFII jelen van FOXA1 és GATA3 kofaktorokkal kotott ERo medialt

transzkripcids programban.

4.3. COUP-TFII szerepe emléodaganat sejtek génexpressziojaban

Eml6daganat sejtekben a COUP-TFII altali génexpresszios szabalyozasok vizsgalatahoz,
COUP-TFII csendesitett ER-pozitiv emlédaganatbol szarmazo sejtvonalakat hoztunk Ilétre
lentiviralis alapu shRNS géncsendesitést alkalmazva. Azt taldltuk, hogy a COUP-TFII
csendesités hatdsara magasabban kifejez6dd génjeink olyan folyamatokhoz kdthetd génekhez
hasonlitanak, melyeknek csokkent expresszigja van tamoxifen rezisztens sejtekben, viszont
Osztrogén kezelés hatdsara expresszidjuk fokozodik. Mindez azt sugallja, hogy a valtozo
génjeink ERo altal is szabdlyozott gének. Az alacsonyabban kifejez6d6 génszettiink
Osszehasonlitdsanal olyan géneket talaltunk, melyek DREAM komplex célgének is, azaz

fontos szerepet toltenek be a sejtciklus szabalyozasaban.

4.4. COUP-TFII jelentésége emlodaganatos betegekben

COUP-TFII génexpresszidjanak vizsgalatahoz kiilonbdzd alcsoportjait hasznaltuk az

emlddaganatos betegeknek azért, hogy kozelebbi képet kapjunk a COUP-TFII fontossagarol
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az egyes altipusokban. A HER2-pozitiv és bazalis alcsoport ER-negativ emlédaganat, igy a
vartnak megfelelden az ERa szintje alacsony, és ugyanez figyelheté meg a COUP-TFII
esetében is. Az ER-pozitiv alcsoportokban a COUP-TFII expresszidja is jelentdés az ERa
mellett. Az eredményekbdl még az lathatd, hogy a COUP-TFII expresszidja invaziv lobularis
karcinoma (ILC) luminalis A csoportban szignifikansan (p<0,0001) magasabb, mint invaziv
ductalis karcinoma (IDC) Iluminalis A csoportban. Ezt kovetéen megvizsgaltuk a
betegségmentes tulélési aranyt (DFS) arra alapozva, hogy a COUP-TFII-nek magas vagy
alacsony az expresszidja ER-pozitiv és ER-negativ emlédaganatos csoportban. ER-pozitiv
csoportban a COUP-TFII magas expresszidja szignifikansan (logrank P<0,0001, Mantel-Cox
teszt) jobb tuléléshez jarul hozza, mint a COUP-TFII alacsony expresszidja. Ezutan az ER-
pozitiv csoportot tovabbi luminalis A és B alcsoportra osztva vizsgaltuk meg a talélést. Azt
talaltuk, hogy a COUP-TFII magas expresszidjahoz kothetd jobb tulélés csak a lumindlis A
csoportban figyelheté meg, a luminalis B csoportban nincs kiilonbség a tulélésben a COUP-

TFII expresszids szintjére vonatkozolag.

4.5. COUP-TFII kotohelyek feltérképezése kiilonb6zo eredetii daganatsejtekben

A COUP-TFII kotohelyek genomi eloszlasarol kiillonbozé daganatsejtekben keveset
tudunk, ezért az emlédaganat sejtek mellett maj és leukémia eredeti daganatsejtekben
vizsgaltuk meg a COUP-TFII kot6dését genom szinten publikusan elérheté ChIP-Seq adatok
alapjan. Osszesen 64149 COUP-TFII kotShelyet prediktaltunk a hdrom sejtvonalban, melynek
2,35%-a (1509/ 64149) mutat atfedést mindharom sejtvonal kozott (hdrom sejt-tipusban
atfedd6 COUP-TFII), mig kotéhelyek nagy része csak egy adott sejt tipusban van jelen (sejt-
tipus specifikus COUP-TFII). A kotohelyek eloszlasat tekintve teljes genomra nézve azt
mondhatjuk, hogy a harom sejt-tipusban atfedé6 COUP-TFII kotohelyek ~40%-a, mig az
egyedi sejtekre jellemz6 COUP-TFII kotohelyeknek csak ~10%-a taldlhaté promoter
régidban. Annak vizsgalatara, hogy a COUP-TFII koétéhelyek az egyes sejt tipusokban milyen
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biologiai folyamatokhoz kotheté gének kozelében dusulnak fel, arra a GREAT programot
hasznaltuk. Ennek eredményeként azt talaltuk, hogy a COUP-TFII kotOhelyek olyan gének

kozelében talalhatoak, melyek az adott sejtre jellemz6 bioldgiai folyamatokhoz kothetdek.

4.6. COUP-TFII kotohelyekhez kotodo kofaktorok azonositasa

A COUP-TFII mellett jelenlévé kofaktorokrol kevés ismereteink vannak, ezért
motivumelemzést hajtottunk végre a harom sejt-tipusban atfedé és sejt-tipus specifikus
COUP-TFII kotohelyeknél. A magreceptorokra jellemz6 AGGTCA motivum (NR)
feldusulasat figyelhetjilk meg mind az 4tfedé és mind az egyedi sejtvonalakban. Ezen kiviil
azt lathatjuk még, hogy MCF-7 és HepG?2 sejtekben a FOXA1 motivum, mig K562 sejtekben
a GATA motivum jelenik meg jelentés mértékben. A harom sejt-tipusban atfedé6 COUP-TFII
kotohelyeknél pedig a CTCF motivum feldsulasat figyelhetjilk meg. A sejt-tipus specifikus
COUP-TFII kotéhelyeket a mester transzkripcids faktorok, mig a harom sejt-tipusban atfedd

COUP-TFII kotohelyeket a CTCF jelenléte hatarozza meg.

4.7. COUP-TFII kotohelyek a sejt-tipus specifikus szabalyozasban

A COUP-TFII kromatin kornyezetének vizsgalatdhoz eldszor megnéztiik, hogy a COUP-
TFII milyen aranyban van jelen az adott sejtre jellemz6 mester transzkripcids faktor és CTCF
mellett a kiilonbozo sejtekben. Azt talaltuk, hogy mester transzkripcios faktorok tobb mint
fele atfed COUP-TFII kotohelyekkel egy-egy sejtvonalon beliil, illetve a CTCF tobb atfedést
mutat COUP-TFIlI-vel, mint a mester transzkripcids faktorokkal. A sejt-tipus specifikus
COUP-TFII kotohelyek foként mester transzkripeios faktorokkal, mig harom sejt-tipusban
atfed6  COUP-TFII kotéhelyek CTCF-el mutatnak nagyobb mértékii atfedést. Mindez
megerdsiti korabbi eredményiinket, hogy a COUP-TFII sejt-tipus specifikus kotéesemények
az adott sejt mester transzkripcios faktorahoz, illetve a harom sejt-tipusban k6z6s COUP-TFII

kotéesemények foként CTCF-hez kdthetek. A sejt-tipus specifikus szabalyozas meghatarozo
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DNS elemei az aktiv enhanszer és promoter régiok, melyek jol jellemezhetéek kiilonbozo
hiszton modositasok jelenlétével. Azt talaltuk, hogy a COUP-TFII mester transzkripcios
faktorral inkabb aktiv enhanszer elemeknél, mig 6nmagaban vagy CTCF-el aktiv promoter

régiodban talalhatoak.

4.8. A VEGFA gén szabalyozasa COUP-TFII altal

Korabbi tanulmanyok arrdl szamoltak be, hogy a COUP-TFII fontos szerepet jatszik az
angiogenezisben, igy megvizsgaltuk, hogy az angiogenezisben szerepet jatszé génekhez
kothetd-e harom sejt-tipusban atfed6 COUP-TFII kotohely. Azt talaltuk, hogy tizenegy olyan
gén van (ANG, ANGPTL4, CTSB, MDK, NRAS, PECAM1, PTAFR, PTGS1, TGFBRS,
VEGFA ¢és ZNF444), amely angiogenezissel és harom sejt-tipusban atfed6 COUP-TFII
kotohellyel asszocidl. ChIP-Seq adatok alapjan azt lathatjuk, hogy COUP-TFII kothelyek
talalhatoak a VEGFA gén promoterén és disztalis szabalyozé elemeinél MCF-7, HepG2 és
K562 sejtekben. A harom sejtben a COUP-TFII kotés mintazata eltérd, de szdmos olyan
régiot is megfigyelhetiink ahol ezek a kotések atfednek egymassal, illetve CTCF-el is. CTCF
ChIA-PET adat mutatja a CTCF altal hatarolt kromatin hurkokat. Ebb6l az adatbol azt
lathatjuk, hogy a VEGFA gén promoterétdl +45, -69, -183 és -305 kilobazisra olyan COUP-
TFII és CTCF kotott régiok vannak, melyek kromatin interakcioban vesznek részt a VEGFA
promoterével legalabb két sejtvonalban.

MCF-7 sejtekben a COUP-TFII csendesitése utan megvizsgaltuk a VEGFA gén
expressziojat. A géncsendesités hatdsara kozel kétszeresére emelkedett a VEGFA gén
expresszidja. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a COUP-TFII gatlé hatdssal van a
VEGFA gén kifejezddésére. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a COUP-TFII védi a

sejteket a rosszabb progndzisu daganatos fenotipus ellen.
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4.9. COUP-TFII expresszidjanak hatasa Kiilonbozo daganatos betegek tilélésére

Eléz6ekben leirtuk, hogy a COUP-TFII magas szintje jobb taléléssel korrelal ER-pozitiv
emldodaganatos betegekben. Ennek kapcsan megvizsgaltuk, hogy a majdaganatban ¢és
leukémiaban szenvedd betegek tulélését hogyan befolyasolja a COUP-TFII expresszioja.
KMplotter adatbazist hasznalva leukémiara vonatkozélag nincsenek adatok, viszont
majdaganatra és egyéb daganattipusra (tlidodaganat, gyomordaganat és petefészekdaganat)
taldlhatunk adatokat. Ezen adatokbdl azt lathatjuk, hogy madjdaganatban, tiidéddaganatban,
petefészekdaganatban és gyomordaganatban is ugyanazt tapasztalhatjuk, mint az emlddaganat
esetén, még pedig, hogy a COUP-TFII magas expresszidja szignifikansan jobb

betegségmentes tuléléssel korrelal, mint a COUP-TFII alacsony expressziodja.

5. MEGBESZELES

A COUP-TFII a szteroid/tiroid magreceptor csalad tagja, mely fontos szerepet jatszik
kiilonboz6 fejlédési folyamatokban. Szamos tanulmany beszdmolt arr6l, hogy szerepet jatszik
daganatos folyamatokban, azonban a COUP-TFII medialt transzkripcids szabalyozasrol teljes
genom szinten keveset tudunk daganatsejtekben.

Technolégiak fejlodésének koszonhet6en, melyekkel teljes genom szinten vizsgalhatjuk
meg a kotéhelyeket és a génexpresszidt, hozzajarulnak a magreceptorok molekularis
mechanizmusanak jobb megértéséhez. Ilyen technologiai fejlédések egyike a kromatin
immunprecipitaciot kovetd szekvenalds (ChIP-Seq), amely manapsigban széles korben
elterjedt modszerek egyike transzkripcidos faktorok és  kromatin  modositasok
tanulmanyozasahoz. Munkank soran olyan fag alapi rendszert hoztunk I1étre, mely
kontrollként hasznalhato6 ChIP folyamata soran az ERa antitest specifikussaganak

nyomonkovetéséhez. A fag kiilsd burka az ERa antitest epitopjat fejezi ki, mig a belsejében
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1év0 egyszalu DNS lehetdvé teszi a PCR reakcidban valo detektdlhatosdgat. Ehhez fag
bemutatassal poliklonalis ERa epitopot kifejezd fagot termeltiink, majd egy tobb kords
szelekcid utdn monoklonalis egyedeket hoztunk 1étre. A monoklonalis ERa epitopot kifejezo
fagokat ezutan ChIP folyamata soran teszteltiik. Megvizsgaltuk az epitop veszteségeket ChIP
kiilonb6z6 1épéseiben, az ERa epitopot kifejezd fag stabilitdsat és reprodukalhatdsagat.
Eredményeink egy konnyen kezelhetd, reprodukélhatd kontrollrendszert kindlnak az antitest
karakterizaciojahoz a ChIP folyamata soran.

Az ERa kulcsfontossagh magreceptor az emlddaganatban, mivel jelenléte jobb
progndzissal korrelal, és fontos célpontja az endokrin terapidnak. Mindezek ellenére a betegek
gyakran rezisztenssé valnak erre kezelésre, ami a betegség kiujulasdhoz vezet. Ezen
események megértéséhez meg kell ismerniink az ERa altali szabalyozasi mechanizmusokat,
melyhez hozzatartoznak az ERa koreguldtorok miikodésének ismerete is. Ezek a
koregulatorok olyan fehérjék, melyek hidképzoként vagy segitoként mitkodnek ahhoz, hogy
egy olyan nagy transzkripcios komplexet képezzenek, melyek a célgének aktivitasat fogjak
befolyésolni. Tanulmanyunk soran a COUP-TFII arva magreceptort, mint ERa koregulatort
azonositottuk. Emlédaganat eredetii MCF-7 és T47D sejtekbdl ERa és COUP-TFII ChlP-Seq
adatok alapjan azt talaltuk, hogy a COUP-TFII kozel 90%-a mutat atfedést ERa
kotéhelyekkel és a ChIP-Seq jelintezitas is nagyobb a k6zds kotdhelyeknél, mint oGnmagukban
ezeknél a faktoroknal. Tovabbd a kozds kotohelyek aktiv enhanszerre specifikus hiszton
modositasokkal (H3K27ac ¢és H3K4mel) korrelalnak. a COUP-TFII része egy olyan
transzkripcionalisan aktiv komplexnek, ahol az ERa mellett FOXA1 és GATA3 is jelen van.
Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a COUP-TFII az ERa-val transzkripciondlisan aktiv
helyekhez kotodik. Valaszt keresve arra kérdésre, hogy milyen gének kifejezOdését
befolyasolja a COUP-TFII, COUP-TFII csendesitett ER-pozitiv emlédaganat sejtekben

vizsgaltuk meg a transzkriptom valtozasat. Eredményeink azt mutatjak, hogy a csendesitést
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kovetden foként olyan gének szabalyozodtak feliil, amelyeknek endokrin rezisztenciaban van
szerepuk, és ugyanakkor ezeknek a géneknek az expresszidja emelkedett E2 kezelés hatasara
is. KovetkezOkben azt vizsgéaltuk meg, hogy a COUP-TFII expresszidja hogyan valtozik
emlddaganatos betegekben. Azt talaltuk, hogy a COUP-TFII expresszidja ERa-pozitiv
emlédaganatos betegekben magasabb, mint az ER-negativ betegekben. Tulélési arany
vizsgalata soran ER-pozitiv betegeket tovabb csoportositva luminalis A és B alcsoportra, azt
talaltuk, hogy a HER2-negativ luminalis A csoportban a magasabb COUP-TFII expresszios
szint jobb taléléssel korrelal, mint az alacsony COUP-TFII expresszids szint.

A kovetkezokben tovabbi daganatsejtekben vizsgaltuk meg a COUP-TFII cisztromjat
publikusan elérhet6 ChIP-Seq adatok alapjan. Azt talaltuk, hogy a COUP-TFII sejt-tipus
specifikus kotohely eloszlast mutat a genomban, csak kevés hanyada fed at a harom sejt
kozott. A harom sejt-tipus kozott atfed6 COUP-TFII mellett CTCF kotddést figyelhetiink meg
fokeént aktiv promoter régioban. Kozvetlen interakciorol a COUP-TFII és CTCF kozott még
nem szamoltak be, de vannak olyan eredmények, melyek utalnak arra, hogy jelen lehetnek
egy komplexben. A sejt-tipus specifikus COUP-TFII pedig az adott sejtre jellemz6 mester
transzkripcids faktor kozel felével mutat atfedést, és ezek a helyek aktiv enhanszerrel
specifikus hiszton modositasokkal (H3K27ac és H3K4mel) korrelalnak. Ugyanakkor
nemcsak a mi tanulmanyunkban figyelheté meg, hogy a COUP-TFII a mester transzkripcios
faktorral képes egyiittkotédni. Rada-Iglesias €s munkatarsai azt talaltak, hogy ganglionléc
sejtek 6 regulatora, az AP2a (TFAP2A) mellett aktiv enhanszereken a COUP-TFII is jelen
van, egy masik tanulméanyban pedig a sziv fejlédésében kulcs szerepet jatsz6 TBXS fehérje
mellett a COUP-TFII is fontos szerepet jatszik kardio-specifikus gének szabalyozasaban.
Eredményeink azt is mutatjak, hogy a COUP-TFII a mester transzkripcios faktorokkal aktiv
enhanszer régiokkal fednek, ezek a régiok pedig sej-tipus specifikus szabalyozas meghatarozo

elemei. Osszességében azt mondhatjuk, hogy ezekkel az eredményekkel egy 10j szerepét
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mutatjuk be a COUP-TFII magreceptornak, ami a sejt-tipus specifikus szabalyozasban vald
jelenlétét jelenti.

Mivel szamos tanulmany beszamolt arrol, hogy a COUP-TFII magreceptornak szerepe
van az angiogenezisben, igy megvizsgaltuk, hogy az angiogenezisben szerepet jatszd gének
kozelében megfigyelhetiink-e sejt tipustdl fiiggetlen COUP-TFII kotohelyet. Tizenegy olyan
angiogenezishez kapcsolodo gént talaltunk, amelyhez harom sejt-tipusban atfed6 COUP-TFII
kotohely kothetd. Kozelebbrol megvizsgalva ezt a gént azt talaltuk, hogy a harom kiilonb6z6
eredetli sejt mindegyikében COUP-TFII és CTCF kotott promoter €s tavoli enhanszer régiok
lathatok H3K4me3 hiszton mddositas jelenlétében, amelyek kromatin hurkokba foglaltak.
Annak érdekében, hogy kideritsiik, milyen modon befolyasolja a COUP-TFII a VEGFA gént,
COUP-TFII csendesitett MCF-7 sejtekben vizsgaltuk meg a VEGFA kifejezodését. Azt
talaltuk, hogy a VEGFA gén kifejezddése megndtt a COUP-TFII csendesitett sejtekben, ami
arra utal, hogy a COUP-TFII gatl6 hatassal van a VEGFA expressziojara. Mindez azt sugallja,
hogy a COUP-TFII magreceptornak tumor ellenes szerepe van.

Emldédaganaton kiviil egyéb olyan daganattipusokban, mint m4jdaganatban,
tiidédaganatban, petefészekdaganatban €s gyomordaganatban is megvizsgaltuk a COUP-TFII
expressziojanak hatdsat a betegek betegségmentes tulélésére (DFS) vonatkozoélag. Minden
esetben azt talaltuk, hogy a COUP-TFII magas expresszioja jobb tuléléssel korrelal, mint az
alacsony COUP-TFII expresszid. Osszességében ezek az eredmények tovabb erdsitik a
COUP-TFII jelenlétének jotékony hatasat tumoros sejtekben, betegekben és akar fontos

terapias célpontként is szolgalhat a daganatos megbetegedések kezelésében.
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6. OSSZEFOGLALAS

A magreceptorok, mint ligand-aktivalt transzkripcios faktorok kézvetlen hatast gyakorolnak a
gének kifejezddésére. A gének kifejezodésében 1étrejovo valtozasok a daganatos betegségek
egyik jellemvonasa. Genomszintli vizsgalatokkal lehetdové valik a magreceptorok altali
transzkripcidés program tanulmanyozasa, mely altal kozelebb keriilhetiink a betegség
megértéséhez. A magreceptorok altali szabalyozasok vizsgalatahoz hasznalt legelterjedtebb
modszer, a kromatin immunprecipitacio (ChIP). Kutatdsunk soran létrehoztunk egy olyan
fagbemutatason alapul6 kontroll rendszert az 6sztrogén receptor alfa (ERa) antitest példdjan
keresztiil, mellyel ChIP antitestek karakterizacioja valik lehetévé ChIP-qPCR kisérletekben.
Az ERa kulcsfontossagli magreceptor az emldrdk kezelésében ¢és kimenetelében. Munkank
soran a COUP-TFII arva magreceptor szerepét vizsgaltuk meg ER-pozitiv emlddaganatos
sejtekben és betegekben funkciondlis genomikai mészerek alkalmazaséval. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a COUP-TFII, mint koregulator jelen van az ERa-medialt transzkripcios
komplexben, és hatassal van ERa célgének kifejezddésére. Tovabba a COUP-TFII magas
expresszios szintje jobb tuléléssel korreldl ER-pozitiv lumindlis A fenotipussal rendelkezd
betegekben. A COUP-TFII cisztromjat egyéb daganatsejtekben is megvizsgalva, azt talaltuk,
hogy a COUP-TFIl az adott sejt-tipusra jellemzé mester transzkripcios faktorral
kolokalizalodik. Kiilonbozo eredetii sejtekben kozos COUP-TFII kotohelyeket azonositottunk
a VEGFA gén szabalyozo6 régiodiban. Emlédaganat sejtekben a COUP-TFII gatl6 hatassal van
ennek az angiogenikus génnek a kifejezédésére. Kiillonboz6 daganatos betegek talélésének
viszgalata soran azt talaltuk, hogy a COUP-TFIl magas expresszios szintje jobb tuléléssel
korrelal. Osszességében elmondhatjuk, hogy a COUP-TFII magreceptor jelenlétének
tumorszupresszor hatdsa mester transzkripciés faktorok mellett kiilonb6zé daganatos

betegségekben.
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