Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

A Retinoid X Receptor funckiojanak vizsgalata egér
csontveldi-eredetii makrofagokban ujszerii genomikai
modszerekkel

Daniel Bence

Témavezetd: Prof.Dr. Nagy Laszlo

Gl

DEBRECENI EGYETEM

Molekularis Sejt- €s Immunbiolégia Doktori Iskola

Debrecen, 2014



A Retinoid X Receptor funckidjanak vizsgalata egér csontveldi-eredetli makrofagokban ujszeri
genomikai médszerekkel

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében

az elméleti orvostudomanyok tudomanyagban

irta: Daniel Bence

okleveles Molekularis Biologus

Késziilt a Debreceni Egyetem

Molekularis Sejt- és Immunbiolégia doktori iskolaja keretében

Témavezetd: Prof. Dr. Nagy Laszl6, az MTA rendes tagja
A doktori szigorlati bizottsag:
elnok: Prof. Dr. Sz6llési Janos, az MTA doktora
tagok: Dr. Nagy Péter, az MTA doktora
Dr. Apati Agota, PhD
A doktori szigorlat helyszine és idépontja: DE AOK, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

2014. november 10. 13 6ra

Az értekezés biraléi: Dr. Bay Péter, PhD
Dr. Eric Soler, PhD
A biralébizottsag:
elnok: Prof. Dr. Szab6 Gabor, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. lannis Talianidis, az MTA kiilsé tagja
Prof. Dr. Tora Laszl6, az MTA kulsé tagja
Dr. Bay Péter, PhD
Dr. Eric Soler, PhD
Az értekezés védésének helyszine és idépontja:

In Vitro Diagnosztikai Témb nagy el6adé terme
2014. november 18. 10 6ra



Bevezetés
A génexpresszi6 szabalyozasa

A gének szabalyozasanak legalapvetébb mechanizmusait az 50-es években irta le a
hires Francois Jacob és Jacques Monod paros. A prokariota rendszereket hasznalo
kutatécsoport els6ként igazolta, hogy egy transz-hatdé elem képes szabalyozni egy
kozeli gén expressziojat. Ezek a kisérletek mutattak ki el6szor és vezettek ahhoz az
elképzeléshez, hogy a transzkripcid szintjén szabalyozott regulator faktor képes
ugyancsak a transzkripcié szintjén hatni egy masik génre. Ezek a medfigyelések
fektették le az alapjait a napjainkban egyik leginkabb fejl6dé és nagy népszeriiségnek
orvend6 tudomanyagnak, a génexpresszid szabalyozasanak, melynek céljai teljesen
megvaltoztak és inkabb a globalis vizsgalatok (genomika), mint az individualis gének

szintjén mUkodik.

A Jacob és Monod altal tanulmanyozott bakterialis, prokaridta rendszerekben a gének
szabalyozasa nagymértékben eltér az eukariota génekétél. Ennek hatterében leginkabb
a fent emlitett szabalyozé elemek (cisz-, transz-elem) allnak. A cisz-elemek a DNS-ben
talalhatdé szekvenciak, amelyek kulénb6zd transz-elemeket (transzkripciot szabalyozo
fehérjék) kotve képesek a gének szabalyozasat ellatni. Bakterialis rendszerekben ezek
tanulmanyozasa a megfelel6 metodikai repertoarral nem jelent driasi kihivast, mivel a
gének nagy része operonokba tomorilve egy-két proximalis szabalyozé elemrdl
torténhet. Ezzel szemben az eukaridta sejtek sokkal nagyobb diverzitassal rendelkeznek
a génszabalyozas aspektusaban. Esetukben a cisz-hatd elemek elhelyezkedése nem
annyira kiszamithatd, mint a prokaridtakban. Az eukariota sejtekben egy gén akar tobb
cisz-regulator elem szabalyozasa alatt is allhat, nem beszélve arrdl, hogy az
elhelyezkedésuk akar tobb szaz kilobazis is lehet 5’ vagy 3’ irdnyban a célgéntél. Ezek a
tények nagymértékben ramutatnak az akkori technoldgia gyengepontjaira, ugyanis
kezdetben csak a gén kozelében lévd elemek voltak azonosithatéak az ugynevezett
promoter ,bashing” technika, amelynek soran a prométer szekvenciat egyre révidebb

darabokra vagva meghatarozhaté a funkcionalis transzkripciés faktor motivum. Ennek



tudataban érthet6, hogy miért volt gyakorlatilag lehetetlen a disztalis cisz-elemek
azonositasa. Valamiféle technoldgiai attorésre volt szikség, hogy tovabb lehessen
haladni és meghatarozni az adott sejtre jellemzé cisz-elem hal6zatot és azt valahogyan

a célgénekhez kotni globalis szinten.
A technolégiai attorés

Az elsé kisérletek a transzkripcio globalis megjelenitésére 1982-ben torténtek, amikor a
manapsag jol ismert microarray technoldgia 6sét hasznaltak fel, hogy egészséges és
tumoros mintak kozti génexpresszidés kuldnbségeket mutassanak ki. A microarray
technolégiat nemcsak génexpressziés meérésekre hasznaltak. Tobb, molekularis
biologiai mddszerhez kapcsolva, mint példaul kromatin immunoprecipitacio (ChiP), mar
kézel genom-szintli informaciét tudott nyujtani példaul transzkripcios faktorok

kotéhelyeirél, vagy kromatin modifikaciok hollétérél.

Az utdbbi években tortént technikai ujitasok teljes mértékben megreformaltak a genom-
szintd molekularis biologiat. A szekvenalasi platformok rohamos fejlédése és azok ChlP-
hez vagy mas mddszerekhez (DNaz | hiperszenzitiv helyek- és mRNS szekvenalasa)
kapcsolasa szinte teljes mértékben kiszoritottak a microarray alapu modszereket. Olyan
modszerek, mint a ,Chromosome Conformation Capture” (3C) és annak moddozatai
ugyancsak szekvenalashoz lettek kapcsolva, biztositva ezzel a teljes genom szinti
kromoszoma interakciok vizsgalatat és az enhanszerek mikodésének globalis
megértését. Az egyik legjelentésebb technoldgiai attérést azonban az ugynevezett ,Run-
On” technolégia szekvenalassal valé &sszekapcsolasa hozta (Global Run-On
sequencing, GRO-seq), ami képes a frissen keletkezett éretlen RNS mennyiségeét,
pozicidjat és iranyultsagat meghatarozni, raadasul rendelkezik azzal a tulajdonsaggal,
hogy a funkcionalis enhanszereket képes kimutatni, mivel azok ugynevezett enhanszer

transzkripteket generalnak, mikozben szabalyozzak célgénjeiket.

A kialakult technikak egyedul is képesek voltak megreformalni a génexpresszios
kutatasokat, azonban hamar egyértelmivé valt, hogy kombinaciojuk elengedhetetlen

ahhoz, hogy teljies mértékben megértsik azokat a molekularis mechanizmusokat,



amelyek génjeink finomhangolasaért felelések, ezzel kialakitva a magasabbrendi

szervezetek sokféleségeét.

Diverzitas mesterfokon

A magasabbrendil organizmusok tdbb sejttipust tartalmaznak, amelyek ugyanazzal a
genetikai hattérrel rendelkeznek, mégis funkcidjukat tekintve teljesen eltér6ek. Az
emberi szervezetben példaul hozzavetbleg 220-féle sejttipus talalhaté, amelyek
funkciojukat tekintve oériasi sokféleséget mutatnak. Hogyan lehetséges mindez? Hogyan
képesek a sejtek ugyanazt a genetikai anyagot felhasznalva ilyen valtozatossagot
kialakitani? Ezekre a kérdésekre a valaszokat csak a fent emlitett telies-genom szint(
vizsgalatok segitségével tudhatjuk meg, melyeket integralva talan megfejthet6 egy jel
telies genom szintli hatasa, mint a gének mind az azokat szabalyozé cisz-elemek

szintjén.
A cisz-elemek dekédolasa, ENCODE projekt

A magyarazatot a sejtek funkcionalis sokféleségére, a nem-kodolé (intronikus,
intergenikus) genomi régiokban kell keresnlink féként. Mostani tudasunk szerint a
human genom hozzavetdleg 20000 fehérjét kodold gént tartalmaz, ami mindéssze 1.5%-
at teszi ki a telies genomnak. Hatalmas érdekl6édés dvezi a maradék 98.5% funkcidjat,
amelyet a genom program befejeztével ,junk’-nak, azaz szemétnek titulaltak. A 2012-
ben befejezett ENCODE (Encyclopedia of DNA elements) projekten belll tébb neves
kutatécsoport fogott 6ssze azzal a céllal, hogy azonositsa a nem-koédold DNS rejtett
funkciodit. A projekt végeredménye egy hatalmas méretl cisz-elem halézat azonositasa
lett, tdobb mint 1600 kisérleti adatot felhasznalva 147 kilénb6z6 sejttipusbdl. Az
adatokbal kideril, hogy a genom 80%-a rendelkezhet cisz-elem funkcioval és a kromatin
modositasok alapjan 400000 enhancer elem és 70000 promoter elem allhat

rendelkezésre differenciadlodas soran a sejtek szamara.



A kérdés mar csak az, hogy a sejtek hogyan hasznaljak ki ezeket az elemeket és
hogyan tudja megszabni, melyik mikodjon és melyik nem a differencialédasi program

soran.

Pionir faktorok és a magasabb rendii kromatin szerkezet, mint cisz-elem

determinal6 tényezok

Az ENCODE projekt elsédleges célja a cisz-elemek azonositasa volt sejttipus fuggd
modon. Ezek a sokszor sejt specifikus hatassal rendelkez6 DNS darabok, bizonyos
fehérjék jelenlétében valnak aktivva és képesek hozzajarulni az adott gén program
elinditasahoz. Ezekben a programokban jatszanak fontos szerepet azok a transzkripciés
faktorok, amelyek adott sejttipusra jellemzé modon fejezédnek ki és akar a zart kromatin
strukturahoz koétédve is képesek azt a késbbbi funkcionalis cisz-elemek régidiban
felnyitni, és atalakitani a lokalis kromatin koérnyezetet. Az ilyen aktivitassal rendelkezé
faktorokat nevezzuk pionir faktoroknak, amelyek iranyitjak a funkcionalis cisz-elem
halozat kiépulését a differencialédasi program soran. Az igy megjelolt kromatin
szakaszok mar készen allnak a kulonb6zé szignalokra érkezd transzkripcios faktorok

fogadasara.

Koéztudott, hogy a kromatin két f6 tipusa jellemzé egy sejtre: a heterokromatin és az
eukromatin. A heterokromatin reprezentalja a génexpresszidsan inaktiv genomi régiokat,
mig az eukromatin értelemszeriien az aktiv régidkra jellemzé nyitott kromatin szerkezet.
Tobb publikacié is beszamol arrél, hogy ezek térben j0l szeparaltan helyezkednek el a
sejtmagban. A heterokromatin inkabb a magmembranhoz kozeli régiokban talalhato,
mig az eukromatin a sejtmag kozéppontjaban helyezkedik el. Ennek a szerkezetnek
kétségtelenul nagy hatasa van a sejttipus fluggb génexpresszidra és az inzulator elemek
felfedezése kozelebb vitt minket ahhoz, hogy megértsik ennek a rendszernek az
alapelveit. Az inzulatorok egy ujabb csoportjat adjak a cisz-elemeknek, amelyek ugy
lettek azonositva, mint enhancer/promoter interakciokat blokkold régiok. Nem sokkal
kés6bb az inzulatorokon hatd transz-elemet is azonositottak, ami a CTCF nevet kapta

az altala kotott CCCTC motivumrdl. Felfedezése utan révidesen kimutattak rola, hogy



transzkripciés szempontbdl aktiv/passziv. genomi régidkat elvalasztdé egyfajta
hatarvonalként mikodik. Kés6bb még inkabb a kdzéppontba kerult, mint a magasabb
rendl kromatin szerkezet szabalyozé faktora miutan kimutattak, hogy kolcsonhatasban
all a kohezin komplex komponenseivel, amelyeknek kritikus szerepe van a testvér
kromatidak Osszetartasaban a sejtciklus metafazisa soran. Napjainkban tébb genom
szint( adat bizonyitja azt, hogy ezek a faktorok egyuttmikddve szabalyozzak a kromatin

szerkezetet ezzel lehetdveé téve gének szabalyozasat.

Osszefoglalva, a kiildnbdz6 sejt specifikus cisz-elemek elészor a differenciacid soran
jelennek meg a sejtre jellemzé pionir faktorok hatasara és ezek miikddése tovabb
szabalyozédik a magasabb rendi kromatin szerkezet altal, amit féként a CTCF/Kohezin
komplex alakit ki. Ezek a legfébb tényezdk, amelyek feleléssé tehetbk egy adott sejt

tipus cisz-elem és gén halézatanak kialakulasaért.
Enhanszerek, mint a cisz-elem készlet kritikus komponensei

A cisz-elemek kozll a transzkripciét pozitivan szabalyozé DNS szakaszokat nevezzik
enhanszer szekvencidknak, melyek transz-hato faktorokat kotve segitik célgénjeik
megfelelé szintld kifejez6dését. Megfelel6 mikodésik elengedhetetlen a normal
fiziologias allapot fenntartasahoz. Felfedezésiikkor kiderllt, hogy akar nagy
tavolsagokbdl is képesek a gének szabalyozasara és elhelyezkedésuket tekintve
lehetnek 5’ és 3’ iranyban is a célgénjuktdl. Azonositasuk és karakterizalasuk ezért nagy
akadalyokba Utko6zott a technoldgiai ujitasok el6tt. Azonban az Uj-generacios
szekvenalas megjelenése és annak kulonb6zé mddszerekkel valé kombinalasa
megreformalta és nagyban leegyszerisitette azonositasuk maédjat. El6szor a kromatin
immunoprecipitacio telies genom-szintli alkalmazasaval nyertink betekintést az
enhanszerek elhelyezkedésébe. Ezek a publikaciok egyérteimien bebizonyitottak, hogy
az enhanszerek nagyrészt a genom nem-kddolo régidiban helyezkednek el, akar tobb
szaz kilobazisnyi tavolsagra az altaluk szabalyozott génektdl. Az adatok sokasaga egyre
jobb jellemzést adott az enhanszerek kromatin jellegérél és a rajtuk talalhatoé faktorok
természetérdl is. Az igy kialakult konszenzus alapjan az aktiv enhanszerek jellegzetes
kromatin modositasai a H3K4me1, H3K4me2 és H3K27ac, mig az aktivitasukat

ugyancsak jol jellemzd P300 kofaktor szintén tipikus jellemzéjuk.



Az RNS és GRO szekvenalas egy ujabb jelentés tulajdonsagat tarta fel az aktiv
enhanszereknek, nevezetesen azt, hogy a regulator elemeket koté faktorok mellett
transzkripcid zajlik, létrehozva az ugynevezett enhanszer transzkripteket, vagy eRNS-
eket. Kiderult az is roluk, hogy egy szignalra specifikus transzkripcios faktor hatasara az
adott enhancerrdl szintetizalod6 eRNS mennyisége nagyon jol korreldl a célgénen
torténé transzkripciés hatassal, ezzel egy hatalmas segitséget adva azokhoz a
tanulmanyokhoz, melyekben egy adott szignalra bekapcsolédd génhalozat és az azt
szabalyozé regulator elemek feltérképezése a cél. Nem sokkal a felfedezésiket
kovetben hatalmas érdekl6dés Ovezte ezeket a nem kddold RNS molekulakat. Féként
azért mert nem lehetett tudni, vajon milyen funkcionalis jelent6éséggel birhatnak. Tobb
vezetd kutatocsoport a teruleten, céljaul tlzte ki ezeknek a vizsgalatat. Az
eredményeikbdl kiderll, hogy a keletkez6 eRNS mennyisége hatassal van a célgénrél
torténd transzkripcio erésségére, ha az eRNS-t specifikusan degradaltak, a regulalt gén
szintje csokkent. Ezen kivll, egyes enhanszereket riporter vektorba klénozva azt is
sikerllt, kimutatniuk, hogy a szekvenciajuk érintetlensége ugyancsak fontos, hogy
betdltsék transzkripciot elbsegité/fenntartdé hatasukat. Tovabbi érdekes eredményt
hozott az a kisérlet, melyben az eRNS szint és a prométer/enhanszer régié kozott
létrejové ugynevezett ,loopokat” (kromatin hurkokat) vizsgaltak. Kimutattak, hogy az
eRNS szint dsszefliggésbe hozhaté a promédter/enhanszer interakciok erésségével. Az
eRNS degradacié hatasara a kromatin hurok gyengilt a két szabalyozé elem kozott,
amit végul 0sszekapcsoltak a kohezin komplex enhanszer koétésével, ami ugyancsak
gyengult, ezzel azt sugallva, hogy az eRNS-ek valdszinlileg a kohezin kotést képesek
fokozni, ami altal az enhanszer a gén kozelébe kerulhet, és a szabalyozas

megvaldsulhat.

Osszességében az eredmények tehat azt mutatjak, hogy ezeknek a kisméretli RNS
molekulaknak valdszinlleg kritikus szerepik van a transzkripcié szabalyozasaban,
azonban tovabbi kutatasok szikségesek, hogy azt a molekularis mechanizmust teljes

mértékben megismerjuk, amely altal mindezt végrehaijtjak.
Magreceptorok, a cisz-elem halézat szignal specifikus mozgatérugoi

A magreceptorok szupercsaladjaba olyan transzkripcidos faktorok tartoznak, melyek



ligandfiggé modon képesek célgénjeik atirodasat aktivalni vagy gatolni. Természetes
ligandjaik k6zé kismeéreti molekulak tartoznak, mint példaul a lipidoldékony szteroid
hormonok, a retinoidok és egyes metabolitok, amelyek szabadon képesek atdiffundalni

a sejtmembranon.

Ezek a fehérjék képesek a hormonok vagy metabolitok altal hordozott informaciét a
genomhoz tovabbitani, mivel DNS-k6t6 doménjuk segitségével felismerik és kdtédnek
specifikus valaszadé szekvenciajukhoz. Kulcsszerepet jatszanak olyan alapvet6

folyamatokban, mint a sejtdifferenciacio, az egyedfejlédés vagy a homeosztazis.

Mikodésuk megértéséhez szikséges két jellegzetes tulajdonsaguk ismerete. Az egyik,
hogy ligandkotott allapotban - kevés kivételtdl eltekintve - dimereket képeznek. A
dimerek a Kkilénb6z6 hosszUsagu szakaszokkal elvalasztott dimerspecifikus fél
kotéhelyekhez kotddnek. Alkothatnak igy egyrészt homodimereket, mint példaul a
glukokortikoid, vagy az &sztrogén recepor, illetve RXR-rel (Retinoid X receptor)
heterodimereket is, mint az RAR (Retinsav receptor) és a PPAR (PeroxiszOma
proliferaci aktivalta receptor). Az RXR tehat kdzponti szereppel bir a magreceptorok
egyik csoportjaban. Az RXR-heterodimerek lehetnek permissziv heterodimerek, ha
mindkét receptor oldalardl aktivalhatok (példaul RXR: PPAR), ellentétben a nem
permissziv heterodimerekkel (példaul RXR: RAR), melyek kizarélagosan csak az RXR
partnerének oldalardl, illetve panagonista ligandokkal aktivalhatok. A masik lényeges
jellemz6 a koregulatorok kotése. A magreceptorok a kornyezé kromatin strukturara
koregulatorokon keresztul fejtik ki hatasukat. Jelenleg tobb szaz ilyen koregulatort
ismerunk, melyek hatalmas fehérjekomplexeket képezve egyrészt hidat jelentenek a
magreceptorok és a transzkripciés gépezet kdzott, masrészt megvaldsitjak azt a fajta
finoman hangolt kombinacidés szabalyozast, ami a receptorok sokrét(i szerepének az
alapja. Mikodésuket a legjobban a ,molekularis kapcsol6” modellel irhatjuk le, mely
szerint a receptor ligand hianyaban korepresszorokat kdtve gatolja a génexpresszidt,
majd az aktivator stimulus hatasara megtorténik a korepresszor/koaktivator csere, igy a
kornyezd kromatin struktura megvaltozik, ami lehet6séget biztosit a célgén

szabalyozasara.



Kutatécsoportunk a magreceptorok altal modulalt génexpresszidés folyamatok teljes
genom-szintl vizsgalatat tlzte ki ceélul, kihasznalva a technoldgiai uUjitasok adta
lehet6ségeket. Vizsgalataink kdzéppontjaban a mar emlitett RXR receptor allt, melynek
funkcionalitasat és mikddési mechanizmusat rengeteg kérdés ovezi. Tobbek kdzott,
mivel tobb magreceptor obligat heterodimerizacios partnere, ezért kérdéses, hogy vajon
az aktivacidja képes-e egy teljesen individualis gén programot elinditani, amely egy
specifikus biolégiai valaszt kozol a sejttel. Egy masik kérdés a fiziologiasan jelenlévé
ligand természete, amit a mai napig nem sikerdlt teljesen tisztazni, annak ellenére, hogy
a receptor a szervezet szinte minden sejttipusaban kifejez6dik és hianya
O0sszeegyeztethetetlen az élettel. A receptor mikodésének pontos mechanizmusa és az
altala szabalyozott gének megismerése kulcsfontossagu, féleg ha arra gondolunk, hogy
szerepét kulonb6zd betegségmodellekben mar vizsgaltak és igazoltak, hogy aktivacioja
példaul képes ndvelni az inzulin érzékenységet diabéteszes allatokban. Alzheimer-kort
modellezé allatokban ugyancsak fontos medfigyelést tettek a receptorral kapcsolatban.
Nevezetesen azt, hogy a receptor specifikus aktivalasa mikrogliakban és asztrocitakban
képes egy olyan fenotipust kialakitani, ami a béta-amiloid plakkok eltavolitasat képes

elinditani és ezzel javitani a korképen.

Ezek alapjan egyértelml, hogy a receptor biolégiai funkcidinak kutatasa fontos és
kilonbdz6 terapias eljarasok kifejlesztése soran is relevans célpontként kell tekinteni az

RXR receptorra.
A RXR funkciéi makrofagokban

A makrofagokban tdbb RXR-el heterodimert alkoté magreceptor fejti ki hatasat. Ilyenek
példaul a PPARy, amely az oxidalt kis denzitasu lipoproteinek felvételét és atalakitasat
medialja, és az LXR (Liver X receptor), ami a koleszterol efflux és immunvalaszt
szabalyozé hatasarol valt féként ismertté. Ezeket a magreceptorokat és a makrofagban
betoltott funkcidjukat mar korabban Osszefuiggésbe hoztak az atheroszklerdzis
kialakulasaval. Ezek alapjan az RXR aktivacio vizsgalata jelentés bioldgiai relevanciaval
bir a makrofagokban, melynek hatterében all6 molekularis mechanizmusokat minél

precizebben meg kell hatarozni és lehet6ség szerint Uj bioldgiai funkcidkhoz kapcsolni.



Célkitlizések

Amint azt bemutattuk, a cisz-elem hal6zatok és az altaluk szabalyozott gén csoportok
meghatarozasa egyre nagyobb jelentéséggel bir. A kulonb6zé szekvenalassal kapcsolt
molekularis biologiai technologiak fejlédése miatt ezek azonositasa egyre jobban
kivitelezhetd és akar teljes-genom szinten is elvégezhetd. A munkacsoportunk jelentés

tapasztalatokat szerzett e metédusok kivitelezésében.

1. Az IL-4 indukalt STAT6 (Signal transducer and activator of transcription)
szignalizacios utvonalon Kkeresztlil szabalyozodd lizoszomalis génhaldzatot
iranyitdé enhanszer csoport validalasa volt.

2. Az RXR magreceptor altal szabalyozott genomi régiokat teljes mértékben
feltérképezzik, mind a szabalyozott gének, mind a receptor altal kotott cisz-
elemek szintjén, annak érdekében, hogy uj, eddig ismeretlen bioldgiai funkciot
talaljunk, amit a receptorhoz tudunk kapcsolni primer, egér csontvel6i eredeti

makrofagokban.



Anyagok és Moédszerek
Csontvel6i makrofagok differencialtatasa

A kisérleti allatok tulaltatasat kdvetben eltavolitottuk a hatsé végtagot, melybdl a femurt
és tibiat hasznaltuk fel. Az igy kinyert csontokat ezutan fecskendd segitségével
kimostuk, majd a csontokbdl kimosott sejteket ficoll gradiens centrifugalas segitségével
elvalasztottuk. A gradiens centrifugalast kdvetéen a kdzépen elhelyezkedd sejtréteget
hasznaltuk fel és tenyésztettik 10cm-es petri csészékben 5 napon keresztil, L929
fellluszot tartalmazé médiumban. Alternativan aktivalt makrofagok esetében 5ng/ml IL-

4-et tartalmazo L929 felUluszot tartalmazé médiumban differencialtattuk a sejteket.
RNS-szekvenalas

A felhasznalt sejtekbdl Trizol segitségével total RNS-t izolaltunk. A szekvenalashoz
hasznalt kdnyvtarakat 2-3 ug total RNS-bdl készitettik, legalabb kettd bioldgiai replikat
felhasznalva. A konyvtarak elkészitéséhez az lllumina Truseq RNA sample preparation

kitet hasznaltuk, a gyarté altal ajanlott protokoll szerint.
Kromatin Immunoprecipitacio szekvenalassal 6sszekotve (ChiP-seq)

Elsd l1épésként 40 millio sejtet keresztkotottink, elészér DSG-t, majd formaldehidet
felhnasznalva. A sejtekbdl ezutdan magot izolaltunk, majd Bioruptor szonikator
segitségével random moddon szétdaraboltuk a genomot. Specifikus antitesteket
felhasznalva fehérje/kromtatin komplexeket izolaltunk, protein-A-val fedett magneses
gyongyok segitségével. A gyongyokon feldusitott komplexeket ezutédn specialis eluald

pufferrel oldottuk le a magneses gyongyok felszinérél. Az igy kinyert DNS-t kvantitaltuk



Qbit segitségével, majd 1ng DNS-t felhasznalva szekvenal6 kdnyvtarakat készitettlink a

Nugen Ovation Ultralow konyvtarkészitd kit segitségével.
Globalis Run-On szekvenalas (GRO-seq)

A sejtekbdl el6szér magot preparaltunk, majd azokat megszamolva hozzavetéleg 10
millié sejtmagot felhasznalva inditottuk el a Run-On reakciot, melynek soran 5 percig
biztositottuk a transzkripciét aktivan végzd RNS polimerazok zavartalan mikodését
szintetikus nukleotidok jelenlétében, amelyek koézal az UTP helyett Br-UTP-t
hasznaltunk fel. Az igy szintetizalédott éretlen RNS-t savas kémhatasu fenol/kloroform
extrakciéval izolaltunk. Az RNS molekulakat ezutan bazikus hidrolizissel korulbeltl 100-
200 bazisnyi hosszusagura emésztettik. A kisebb RNS fragmentumokat Br-UTP ellenes
antitesttel fedett agar6z gyéngyokkel izolaltuk és elvégeztik a szekvenald konytar

elkészitéseét.
Kvantitativ PCR mérések

A sejtekbdl Trizol segitségével total RNS-t izolaltunk. Az RNS-t ezutan reverz
transzkriptdaz segitségével cDNS molekulava alakitottuk, majd specifikus primerek
hasznalataval és SYBRgreen festék segitségével kvantitaltuk a transzkriptek szintjét,

melyeket a Ppia haztartasi gén szintjére normalizaltunk.
Chromosome Conformation Capture (3C)

A vizsgalatok soran a sejteket formaldehid segitségével keresztkotottik. Ezt kdvetben
sejtmagot izolaltunk és permeabilizaltuk a magmembrant. A keresztkotott kromatint
ezutan Hindlll restrikcios enzimmel emésztettuk, majd ezt kovetben kihigitottuk és
ligalasi reakciot allitottunk Ossze, amely a reakcid térfogata miatt kedvez az
intramolekularis ligaciés eseményeknek. A kovetkez6 lépésben DNS-t izolaltunk, majd
RT-QPCR segitségével meghataroztuk a két vizsgalt genomi régi6 interakcios
frekvenciajat, tobb specifikus primer part hasznalva a ligalas kdvetkeztében létrejové Uj

hasitéhelyeken. Eredményeinket primer par specifikusan és Gapdh-ra is normalizaltuk.

3C szekvenalas



A fent leirt médon nyert 3C DNS-bél inverz PCR reakcié segitségével készitettlik a
szekvenaldé konyvtarakat. Olyan enhanszer és promoter specifikus primereket
hasznalva, amelyek tartalmazzak az lllumina univerzalis adapter szekvenciakat és a
kllénb6z6 mintak azonositasara szolgalé barcode-okat. Az igy felsokszorozott DNS

molekulakat hasznaltuk a fel a késébbi szekvenalasi reakcidkban.

Tranziens transzfekcio

Az azonositott cisz-elemeket PCR segitségével sokszoroztunk fel genomi DNS-t és
BAC konstruktokat felhasznalva. Ezeket a szekvenciakat pUC18 HSV TK-LUC riporter
plazmidokba klonoztuk. A tranziens transzfekciokat COS-1 sejteken végeztuk PEI
(polyethyleneimine) segitségével. A transzfekciot kdovetéen 6 oraval megkezeltuk a
sejteket és tovabbi 48 6ra inkubaciot kovetbéen végrehajtottuk a sejtek lizalasat, majd
luciferaz szubsztratot hasznalva megértik a riporter gén aktivitasat, amit egy masik
vektoron  kodolt, konstitutivan  expresszalédd  béta-galaktozidaz  aktivitasara

normalizaltunk.
ELISA

Az ELISA kisérleteket a gyartd utmutatasa alapjan hajtottuk végre (R&D Systems). A
kisérletek soran harom bioldgiai replikat hasznaltunk, amelyekrél a fellluszét
ligandkezelés utan begydjtottik, majd lecentrifugaltuk, hogy megszabaduljunk a
folosleges sejttormeléktdl. Az igy kapott tiszta fellluszokat hasznaltuk fel a kisérlet
soran. A plétekre nem specifikusan kotéd6 fehérieéket mosasokkal tavolitottuk el, majd
specifikus, jeldlt poliklonalis antitestet adtunk a lyukakhoz. Ezt kdvetéen ujabb mosasok
segitségével tavolitottuk el a nem specifikusan koét6dé antitesteket, majd a
szubsztratokat a lyukakhoz adva elvégeztik az enzimakativitas meérést.

CAM (Chorioallantois membran) vizsgalat

A megtermékenyitett tyuktojasokat harom napig inkubaltuk 37°C-on, mielbtt
eltavolitottunk harom milliliter tojasfehérjét, azzal a céllal, hogy elvalasszuk a tojashé;jtol

a fejlédé CAM-ot. Ezutan egy lyukat vagtunk a tojasra, amit celofannal burkoltunk be. A



tojasokat ezutan tovabbi 9 napig inkubaltuk, majd steril zselatin szivacsokat helyeztunk
a CAM felszinére, ami 30 ezer LG268 stimulalt makrofagot tartalmazott. Negativ
kontrollként LG268-at hasznaltunk, mig pozitiv kontrollként rekombinans hVEGF-A-t. A
tojasokra vagott réseket ezutan ismét lefedtik, majd tovabbi négy napig inkubaltuk 6ket,

amikor az angiogenezis mértékét meghataroztuk.

Statisztikai moédszerek

A QPCR, ELISA és CAM mérések esetében legalabb harom bioldgiai replica esetében
mértik a valtozasokat, majd parositott (kétmintas) Student-féle t-tesztet hasznaltunk a
szignifikans valtozasok meghatarozasara (p < 0.05). A 3C-seq modszer esetében
parositatlan (egymintas) Student-féle t-tesztet hasznaltunk és minden valtozast

szignifikansnak tekintettiink a p < 0.0001 szignifikancia szint alatt.



Eredmények

A STATG6 transzkripcios faktor szabalyozasa alatt all egy lizoszémalis géneket

tartalmazé génhalézatot makrofagokban

A STAT6 egy szignalra aktivalodo transzkripcids faktor, melynek foszforilaciojat,
dimerizaciojat és magi transzlokaciojat az IL-4 citokin valtja ki. A magi STAT6 dimerek

direkt DNS kotésen keresztll célgénjeik kifejez6dését szabalyozzak.

Ezen munkank soran egy in silico mdédszer segitségével prediktaltuk a STAT6 faktort,
mint a regulatorat a lizoszémalis géneknek. Ehhez azt a medfigyelést hasznaltuk ki,
hogy microarray adatok alapjan, azok a transzkripcios faktorok, amelyek részt vesznek
célgénjeik szabalyozasaban, expresszios szintben pozitivan korrelalnak a szabalyozott
gének szintjével. Az Osszes lizoszoOmalis gén expresszids szintjet meghatarozva és
ezeket kluszterezve tobb transzkripcids regulator is azonosithatoé volt a predikcio altal,
azonban a legtdbb gént szamlalé nagyon jél korrelalt a STAT6 transzkripcios faktorral.
Ezeket az eredményeket el6szor a génexpresszid szintjén validaltuk sikeresen, majd
publikusan elérheté makrofagokban elvégzett STAT6 ShiP-seq adatokat felhasznalva,
megtalaltuk a génekhez tartozd potencidlis enhanszereket is. A tovabbiakban ezeket
ChIP-RT-gPCR segitségével igazoltuk, mint cisz-elemeket, amelyek képesek kotni a

transzkripcios faktort.

Osszefoglalva, egy predikcids alapi modszernek a hasznélataval sikerilt azonositanunk
egy transzkripcios regulatort (STAT6), melynek hatasat és kotOhelyeit is képesek

voltunk igazolni individualis gének szintjén egér, csontvelbi eredetli makrofagokban. A



kovetkez6 célunk egy globalis kép készitése volt az RXR receptor muakodeési

mechanizmusardl és szabalyozott génjeirdl.
Az RXR transzkripciés hatasa csontvel6i eredetii makrofagokban

Annak érdekében, hogy feltarjuk a receptor genom-szinti mikodését, el6szor RNS-
szekvnalasi kisérleteket hajtottunk végre a receptort aktivald szintetikus, szelektiv
LG268 ligandum hianyaban és jelenlétében. Kimutattuk, hogy a receptor aktivalasa tébb
szaz gén expresszios szintjét valtoztatja, tehat az RXR hatas jelentds ezekben a
sejtekben. Tovabb szerettik volna pontositani a receptor genomi hatasat, ezeért
elhataroztuk, hogy feltérképezzik mind a legkorabban valaszadd géneket, mind a

kotéhelyeket (cisz-elemeket, enhanszereket) ahonnan a receptor hat.

Az RXR aktivaciéja megnoveli a receptor kotést a mar kialakult, PU.1 altal kijelolt

cisz-elem készleten és P300 kotést indukal

A receptor, a myeloid sejtekre jellemz6 mester transzkripciés faktor PU.1 és egy ko-
faktor, P300 genomi kot6helyeinek azonositasara ChlP-seq kisérleteket hasznaltunk a
specifikus ligand jelenlétében és hianyaban. Szerettik volna ezeknek a faktoroknak az
egyutt mikodését globalisan latni és az altaluk kotott genomi régidk kromatin
modositasanak valtozasat nyomon kovetni. Tovabbi kisérleteket hajtottunk vegre,
amelyek alkalmaval aktiv kromatin markereket (H3K27 acetilacio, H3K4 dimetilacié, H4

acetilacio) térképeztink.

A fent emlitett kisérletek segitségével hozzavetéleg 5200 RXR koétéhelyet
azonositottunk, ami egy 6ras ligandkezelés hatasara nem mutatott jelentés valtozast,
azonban a receptor altal mar elfoglalt genomi régidkon nétt a magreceptor feldusulasa,
ami az jelenti, hogy a receptor kotési er6ssége megvaltozott. Az azonositott
kétéhelyeken (peakeken) de novo motivum analizist hajtottunk végre, amely legerésebb
talalatként a PU.1 transzkripciés faktort, majd a kulonb6zd magreceptor kdtéhelyeket
azonositotta az RXR peakek alatt. A receptor genomi elhelyezkedését vizsgalva kiderult,
hogy majdnem 90%-ban intergenikus régiokban kotodik, igy ezek célgénekhez valo
rendelése nem konnyl feladat. A kulonb6z6 ChlP-seq adatokat kombinalva kiderdlt,

hogy az RXR koétdhelyek tobb mint 65%-a atfed a sejtre jellemz6 PU.1 transzkripcios



faktor kétdhelyeivel, amelyre a ligandnak gyakorlatilag semmilyen hatdsa nem volt, mig
a P300 kofaktor dinamikusan kot6dott az RXR enhanszerekre az aktivator jelenlétében.
Ezeken a régiokon nétt a H4 acetilacio szintje, mig a H3K27 acetilacio és H3K4
dimetilacid szintje nem valtozott. Az itt bemutatott kisérletekkel meghataroztuk az RXR
altal kotott cisz-elemeket és azok kromatin jellegét, azonban nem tudtuk Oket
hatékonyan annotalni a szabalyozott génekhez, mivel nagy tavolsagban helyezkednek

el azoktol.

Az RXR enhanszerek és gének egymashoz illesztése specialis metdédusokat

igényel

A kovetkezOkben szerettik volna az RXR altal kotott, transzkripcidés szabalyozasban
aktivan részt vevd cisz-elemeket/enhanszereket a szabalyozott génekhez Kkotni.
Azonban ehhez nem volt elegend6 az eddig bemutatott metddusok integracidja, mivel
az RXR koétéhelyek gyakran tobb szaz kilobazisos tavolsagban is elhelyezkedhetnek a
célgénekhez viszonyitva. Annak érdekében, hogy megoldjuk ezt a problémat egy ujfajta
modszert alkalmaztunk, ami képes arra, hogy a frissen szintetizal6doé naszcens RNS-t
izolalja és megszekvenalja. Ezt a modszert GRO-seq (Global Run-On sequencing)
néven ismerik és segitségével az aktiv enhanszerek is jol meghatarozhatok, mivel
azokrol transzkripcio torténik. Az a megfigyelés miszerint az ugynevezett enhanszer
RNS-ek szintje hasonlé modon valtozik, mint a szabalyozott gén szintje, megoldotta az
annotacios problémankat. A moddszer segitségével azonositottuk a transzkripcidosan
aktiv, RXR altal szabalyozott enhanszereket és azokat a génekhez rendeltik. Egy
altalunk kifejlesztett bioinformatikai mddszer segitségével 252 regulalt génhez tudtunk
414 cisz-elemet rendelni, amelyeken az enhanszer transzkripci6 RXR aktivaciotol
flggdben valtozott.

A cisz-elemek kozul 45 darabot karakterizaltunk riporter kisérleti rendszerekben. Tobb
cisz-elemrdl képzddott enhanszer RNS-t is képesek voltunk megmérni, ami érdekes
modon RXR szelektiv enhanszerek létezését sugallija. A predikcié altal kialakitott
gén/cisz-elem parokat 3C (Chromosome Conformation Capture) metodika segitségével
validaltuk, harom genomi lokuszon. Meglepetésunkre az RXR ligand jelenlétében a

kromatin hurkok meger6sodtek az enhanszer és a célgén promotere kozott. Az



enhanszerek és gének kozotti interakcidokat szekvenalashoz kapcsolt 3C kisérletek
segitségeével is vizsgaltuk, ami teljes-genom szintre emelte az interakcidk vizsgalatat és
kimutatta, hogy valoszinileg RXR altal szabalyozott célgének és enhanszereik

kolokalizalhatnak Iétrehozva ezzel ugynevezett transzkripcios gyarakat a sejtmagban.

Az RXR aktivacidja egy angiogenezis génhal6zatot szabalyoz makrofagokban

Felhasznalva azokat a géneket és cisz-elemeket, amelyeket egymashoz tudtunk
rendelni az altalunk kifejlesztett modszer segitségével, megprébaltuk megtudni vajon
milyen bioldgiai funkciokért lehetnek felelések a halozat alkotdéelemei. Gén haldzatokat
elemz6 program segitségével, érdekes megfigyelést tettink, miszerint a szabalyozott
gének egy angiogenezisben szerepet jatszd gén csoportot szabalyoznak, melynek tagjai
kozott talalhaté a Vegfa (Vascular endothelial growth factor), Hbegf (Heparin-binding
EGF-like growth factor) és Litaf (Lipopolysaccharide-induced TNF factor). A
tovabbiakban ezt a lehetséges makrofag funkciot szerettik volna részletesebben

megvizsgalni és in vivo relevans rendszerben tesztelni.

Kisérletinket féként a Vegfa gén kore terveztik, mivel a géntermék érképzédeést indukald
hatasa jol ismert. Els6 korben RT-gPCR mddszerrel igazoltuk, hogy a gén szintje
megnovekedik a specifikus RXR aktivator jelenlétében, mig az RXR receptor hianyos
makrofagokban ezt a hatas elmarad, bizonyitva ezzel a receptor egyértelm{ szerepét a
gén szabalyozasaban. Kovetkez6 Iépésként, mivel a VEGFa egy szekretalédd fehérje
meghataroztuk a szintjét a makrofagok fellluszéjaban ELISA kisérletek segitségével. Az
eredmények teljes mértékben tlikrozték azokat a megfigyeléseket, amelyeket az mRNS
szinten tettink, tehat fehérje szinten is megndvekedett a VEGFa szintje. Ezeket a
meéréseket szerettuk volna meger6siteni azzal, hogy érképzédeést vizsgalé in vivo
rendszerben teszteljuk az RXR aktivacio altal programozott makrofagokat. Annak
erdekében, hogy igazoljuk a pro-angiogenikus makrofag fenoitpust, Chorioallantois
membran vizsgalatokat végeztink el LG268-al kezelt vad tipusu és RXRa/f hianyos

makrofagokon. Képesek voltunk kimutatni, hogy az aktivalt RXR receptor a makrofagok



érképzd kapacitasat szignifikdnsan megndvelte, amit a receptor hianyaban nem
tapasztaltunk, ezzel bizonyitva, hogy az RXR altal szabalyozott gén/cisz-elem halézat

valéban pro-angiogenikus iranyba tolja el a makrofagokat.

Diszkusszio

Egy szignal specifikus transzkripcios faktor esetében a legalapvetébb cél az, hogy
meghatarozzuk annak elsddleges bioldgiai hatasat az adott sejt genomjara nézve és ez
altal megismerni az altala kozolt biologiai funkciokat. Az itt bemutatott mddszer
segitségével képesek lehetlink ezeket a célokat teljesiteni. Megmutattuk, hogy a teljes
genomszintli génexpresszids adatok és azok dsszeflizése az adott transzkripcios faktor
genomi kotGhelyeivel nem jelent elegendé informaciét ahhoz, hogy tokéletesen
azonositsuk a génekhez tartozo regulator elemeket. Emiatt a genomikai adatok tovabbi
integracidja szikséges. Bemutattuk, hogy a GRO-seq technolégia hogyan képes
elbésegiteni a kotbhelyek szabalyozott génekhez valé annotacidjat az RXR magreceptor
példajan és miként jarul hozza az igy kapott informacié a gén halézatok szintjén, ujabb
biologiai funkciok azonositasahoz. Az altalunk kifejlesztett metdédus segitségével
képesek voltunk azonositani a receptor kotéhelyeit, amelyekbdl kivalasztva a
transzkripcidban aktivan részt vevd RXR enhanszereket a szabalyozott génekhez
tudtunk rendelni. Az azonositott gén/enhanszer parok segitségével kapott gén listat uj
biolégiai funkciok szempontjabdl elemeztik és sikerult ezeket az angiogenezishez
kapcsolnunk. A prediktalt biolégiai funkciét in vivo angiogenezis vizsgalatok soran
teszteltik és igazoltuk annak jelentéségét. Az eredményeink alapjan az RXR egy
relevans terapias célpont lehet bizonyos tumorok kezelésében, de hasonlé médon a

sérulések utan kezd6d6 regenerativ folyamatokban.

Osszességében elmondhatd, hogy a genomikai adatok integracidja kiemelt

jelentéséggel bir a szignal specifikus transzkripcidés faktorok vizsgalataban. Az itt



bemutatott modszer kombinacio alkalmas lehet gyakorlatilag barmilyen, stimulusra

aktivalodo transzkripcios faktor ilyen mélységi vizsgalatara.

Osszefoglalas

A kisérleteink soran az aktivalt RXR magreceptor hatasanak molekularis
mechanizmusat és funkciojat vizsgalatunk egér csontveldi eredetli makrofagokban.
Kihasznalva a technoldgiai fejlédés adta metodikai ujitdsokat, telies genom szinten
hataroztuk meg a receptor mikodését uj-generacids szekvenalashoz kapcsolt

modszerekkel.

A receptor altal szabalyozott génhalézat azonositasahoz RNS szekvenalast
hasznaltunk. Kromatin immunprecipitaciohoz kapcsolt szekvenalassal meghataroztuk az
RXR genomi kotdhelyeit. Ezekbdl a kiséreltekbdl kiderult, hogy a receptor hozzavetdleg
800 gént szabalyoz, ami 5200 kotéhelyrdl valdésulhat meg. A receptor kotShelyei
majdnem 90%-ban intergenikus régidokban talalhatok, sokszor tobb szaz kilobazisos
tavolsagra a génektdl, igy ezek génekhez valdé annotalasa nem megbizhato. A globalis
run-on technoldgia felhasznalasaval képesek voltunk a frissen keletkezett naszcens
RNS mennyiségét detektalni teljes genom szinten. lrodalmi adatok igazoljak, hogy ez a
metddus képes a transzkripciés szabalyozasban aktivan részt vevd cisz-elemek
kimutatasara, mivel ezekrél ugynevezett enhanszer transzkriptek keletkeznek, amelyek
az aktivalo stimulus hatasara a célgénen torténd transzkripcié mértékét kovetik. Ezt
kihasznalva meghataroztuk azokat az RXR kotéhelyeket, amelyek részt vesznek a
gének transzkripcids szabalyozasaban. A fent emlitett modszerek integraciojaval 414
RXR 4ltal szabalyozott cisz-elemet kapcsoltunk dssze 252 célgénnel. Erdekes modon
az RXR altal szabalyozott gén/cisz-elem halézat tobb olyan gént is tartalmazott,
amelyek az angiogenezis indukciéjaban jatszanak jelentés szerepet, példaul: Vegfa,



Hbegf, Litaf. Az RXR aktivator altal programozott makrofagokat ezutan chorioallantois
membranon veégzett angiogenezis kisérletekben teszteltik. Az eredményeink
egyértelmlien bebizonyitottak, hogy az RXR altal szabalyozott gén/cisz-elem halozat

egy érképzbdést elésegité makrofag fenotipus kialakitasaért felelés.

Az altalunk kifejlesztett, teljes genomszintli médszerek kombinaciojan alapulé metédus
alkalmas arra, hogy kulonbozé szignalok hatasara bekapcsol6do géneket és azok cisz-
elemeit azonositsuk, tovabba uj bioldgiai funkciokat talaljunk egy adott transzkripcios

faktorhoz, gyakorlatilag barmilyen sejttipusban.
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