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1. Bevezetés
1.1. Transzkripcios szabalyozas

A transzkripcids iniciacio, elongacid €és terminacié a naszcens RNS szintézisének 6
Iépései. Mivel az RNS polimeréaz, ha elindult, végigfut a génen, az iniciaci6 biztosithatja a
legszélesebb korti szabalyozasi lehetdségeket. Eukariotdkban a fehérjekodold gének
promotereinek transzkripcios faktor kotéhelyein (TFBS) felépiilt pre-inicidciés komplex
(PIC) a transzkripcids faktorokbol (TF), ezek ko-regulatoraibol, valamint az RNS polimeraz
II-bdl (Pol II) all. A Pol II elinditdsdhoz nemcsak a nagyszamu szabalyozé fehérje jelenléte,
hanem az enzimaktivitasuk is sziikséges, pl. az RNS polimeraz II B1 (RPBI1) alegység C-
terminalis doménjének tobbszords szerin foszforilacioja is.

A hiszton fehérjék szamos poszttranszlacidos modositast hordozhatnak, melyek koziil
az acetilaciot és metilaciot vizsgaltdk leginkabb. Nagyszami modositasokat 1étrehozd és
eltavolitd enzim van, amelyek végsdsoron felépitik a kiilonb6zd sejttipusok epigenetikai
mintazatat, igy meghatdrozva a DNS hozzaférhetéségét. A TF-ok sajatos DNS elemeket
kotnek a promoéterben és tavolabbi régiokban, melyeket enhanszereknek (vagy silencer-
eknek) neveznek. E szabalyoz6 régiok miikodése a DNS-szal hurkolédasaval magyarazhato,
melynek soran a promoter és enhanszer(ek) kotdhelyei a 3-dimenzids kromatinszerkezetben
kozelkeriilnek egymashoz.

A ko-regulatorok, melyek kdlcsonhatnak a TF-okkal, de képtelenek kozvetleniil DNS-
t kotni, felelések a nukleoszomak modositasaért €s eltavolitdsaért, és végeredményben a
génexpresszioért. A ko-aktivatorok, pl. a P300/CBP fehérjék sajat hiszton acetiltranszferaz
aktivitassal rendelkezhetnek, mig a ko-represszorok jellemzden hiszton deacetilaz szereppel
birnak. A H3 ¢és H4 hisztonok lizin oldallancainak acetilacioja altaldban az aktiv
enhanszerekre jellemzd. A hiszton metiltranszferazok és demetildzok a hisztonmodositd ko-

regulatorok masik jobban ismert csoportjai.



1.2. A transzkripcios faktorokat iranyité promoter és enhanszer szekvenciak

A TF-ok, melyek jeleket tovabbitanak a sejtmagba, bent egyedi DNS motivumok
(TFBS-ek) 4altal is irdnyitottak. A promoterek ¢és enhanszerek eltérd motivumokkal
rendelkeznek. Az eukariota promoterben a TATA-box volt az elsd leirt szabalyozé elem. Ezt
a ,,TATA-kot6 fehérje” (TBP) koti, amely a TAF1-13 fehérjékbdl is allo TFIID komplex
része. A TFIID-t a TFIIA trimer és a TFIIB fehérje kozvetleniil koti, mely utdbbi ,,B
felismer6 elemeket” (BRE) foglalhat el. Az ,,altalanos transzkripcids faktorok™ koziil a TBP
¢s TFIIB tekinthetd ,,valodi”, sajat kotShellyel rendelkezd TF-nak, de a TAF-ok koziil
néhanynal szintén kimutattak bizonyos szekvenciak elényben részesitését.

Az ujgeneracios szekvendlds (NGS) korszaka el6tt azt irtdk le, hogy a legtobb
promoéter TATA-mentes, a fele tartalmaz Inicidtort és a fele ,,downstream” promoter elemmel
vagy BRE-vel rendelkezik, lefedve igy a transzkripcids start helyek (TSS) kozel 100%-at.
Manapsag ugy tlinik, hogy ezek az elemek sokkal ritkabbak. Az NGS megmutatta, hogy
kétféle transzkripcios inicidcios hely létezik: keskenyek, kevesebb, mint 10 bp szélességgel
(TSS) és szélesebbek, 25-250 bp szélességgel, melyeket transzkripcios start régionak (TSR)
neveznek. Az Osszesen 22%-nyi TSS inkébb a klasszikus elemeket hordozza, mig a TSR-ek
inkabb CpG szigetek motivumaival rendelkeznek.

Az elséként azonositott CpG-kétd TF az SP1 volt, amely az ,,SP1-szerli” csalad
alapito tagja. Ez a csalad kozeli rokona a ,,Kriippel-szeri” faktoroknak (KLF1-17), amelyek
ugyanolyan tipustt DNS-k6td doménnel (DBD) rendelkeznek, igy szintén képesek a GC-box
kotésére. A tovabbi promoterspecifikus motivumfeldisulasok keresése kozben kiilonbozo
megkozelitésekkel hasonld motivumok jelentek meg. Az NGS-szel parositott kromatin
immunoprecipitacid (ChIP-seq) azoknak a DNS fragmenseknek a kihaldszasara ¢és
megszekvenalasara alkalmas modszer, amelyeket kot, amelyekkel igy keresztkothetd egy

adott, specifikus antitesttel kifoghatdé fehérje. Ezzel és mas NGS moddszerekkel, tovabbi



motivumokat hatdroztak meg: egy ETS kotohelyet (EBS), a CCAAT-boxot, a CRE-t, TRE-t
¢s az NRF1, GFY, GFX, MYC és YY1 motivumait.

Az els6 ,eritroblaszt transzformécio-specifikus” (ETS) fehérje az E26 retrovirus
fuzios onkogénjeként lett azonositva, amely csirkében leukémiahoz vezet. A szupercsaladban
27/28, 12 filogenetikai csoportba osztott tagja van humanban, ill. egérben. Promoéterekben
inkabb a ccGGAAgt szekvencia mutat feldisuldst, amelyet altalaban a minden sejtben
eléfordul6 GABP dimer, az ETS2, ETV6 és a TCF csalad fehérjéi kotnek, és sejttipus-
specifikusan a PEA3 és ELF csaladdok tagjai is kothetnek. Két egyedi motivum is 1étezik: Az
SPDEF tobbnyire a caGGATga szekvenciat, mig az SPI csaldd inkdbb a gaGGAAgt
szekvenciat koti.

Az aktivator protein 1-et (AP-1) a forbol 12-O-tetradekanoat 13-acetat (TPA) éaltal
indukalhat6 TF-ként irtak le, amely egy promoterspecifikus TPA vélaszadd elemet (TRE) kot.
Nem sokkal késobb, az AP-1 fehérjéket JUN-ként és annak interakcios partnereiként, FOS-
ként és FOS-szerli antigénekként azonositottdk. Ma mar valosziniileg az 9sszes ,,alap leucin
cipzar” (bZIP) fehérje ismert, igy vilagossa valt, hogy a FOS és JUN fehérjék kiilon
csalddokat alkotnak, és az ATF/CREB, BATF ¢és MAF csalad fehérjéivel képeznek
heterodimereket. Az ATF-et vagy CREB-et magukban foglald dimereket CREB fehérjéknek
tekintik, mivel ezek altalaban a cAMP valaszadd elemet (CRE) kotik. Az AP-1 és CREB
fehérjék egy olyan palindrom szekvencidban osztoznak, amely két TGA félhelybdl épiil fel
egy, ill. két elvalaszté nukleotiddal.

Az NFY egy harom fehérjébdl all6 komplex, amely a CCAAT-boxot kéti, és bar ez az
elem gyakoribb a TATA-boxnal, az NFY-nak csak ,,er6sitd” szerepe van. Az NRF1 egy
homodimert képzé egyedi TF, amely nagyszami gén promoterében kot palindrom

szekvenciat. Mivel eleme csak a kozépso citozinjainak metilalt allapotdban kothetd, a GFX



ZBTB33-ként valo azonositasa nem volt konnyli. A GFY motivum kotésére két jeldlt is van, a

ZFP143 és THAP11.

1.3. Magreceptorok

A magreceptor egy beszédes név, mivel olyan TF-okat takar, amelyek szignal
molekuldkat ismernek fel. A ligandkotést kdvetden a konformacidjuk megvaltozik, ami
modositja a valaszadd elemeikhez és a PIC tagjaihoz vald affinitasukat. Ezek a ligandok
altalaban hormonok, beleértve a szteroidokat, retinoidokat, tiroid hormont és a D-vitamint, de
a szupercsaladnak szamos, ismert ligand nélkiili tagja is van, amelyeket ezért arva
receptoroknak neveznek. A DBD a variabilis N-terminalis A/B és a kozépsé ,,csukld”
domének kozott, két konzervalt cink-ujjbol all, amelyek jellemzdéen az AGGTCA szekvenciat
kotik. A C-termindlis ligandkoté domén (LBD) biztositja a ligandspecificitast és
szelektivitast, valamint a dimerizacios és egyéb interakcios felszineket. Arva receptorok
esetében ez felel a folyamatos vagy poszttranszlacidos modositastol fiiggd szabalyozasért.

A magreceptorok négy osztalyba sorolhatéak. Az elsé klonozott magreceptorok, a
gliikkokortikoid és Osztrogén receptor a szteroid hormon receptorok osztalydnak (I. osztaly)
alapito tagjai. A II. osztaly receptorai a retinoid X receptorral (RXR) alkotnak heterodimert,
¢s altalaban egymast kovetd RGKTCA félhelyeket (DR) kotnek. Az RXR, bar 9-cisz retinsav
¢és 9-cisz-13,14-dihidroretinsav ligandjait leirtak, a I1I. osztalyba tartozik, amely a dimerképzd
arvareceptorokat foglalja magdban. A IV. oszdly monomer &rvareceptorai a konszenzus
hexamert kotik. A 1. osztaly magreceptorai sokféle lipidet kdtnek. A peroxiszéma proliferator
aktivalt receptor (PPAR) sokféle zsirsavat, a retinsav receptor (RAR) transz- és 9-cisz-
retinsavat €s a tiroid hormonreceptor (THR) trijodtironint két. A D-vitamin receptor (VDR),
maj X receptor (LXR), farnezoid X receptor (FXR), pregnan X receptor (PXR) ¢és a

konstitutiv androsztan receptor (CAR) mind szteriodszarmaz¢k ligandokra valaszolnak.



1.4. A makrofagok fejlodésében résztvevo transzkripcios faktorok

A makrofagok a mieloid vonalbdl szarmazo6 ,,hivatasos™ fagocitdk. Bar az eredetiik és
szoveti kornyezetiik befolyasolja a miikodéstiket és anyagceseréjiiket, Ggy tlinik, a makrofagok
mindig ugyanazokban a TF-okban osztoznak. A kialakuldsuk sordan, a FLI1 (ETS) altal
serkentett RUNX1 a TAL1-gyel és C/EBPb-val egyiitt indukalja a PU.1 (ETS) kifejez0dését,
amely a C/EBPa-val végiil meghatdrozza a makrofag jelleget. Van egy tovabbi, a makrofag
funkciot meghatarozé TF csoport, az interferon (IFN) szabalyozo faktor (IRF) csalad, amely 9
taggal rendelkezik. Az IFN-stimulalt valaszad6 elemet (ISRE) szamos IRF dimer koti, de
bizonyos IRF-ek PU.1-gyel is heterodimerizalnak. Egér csontveld eredetli makrofag (BMDM)

sejtekben az ETS-IRF kompozit elemet (EICE) a PU.1/IRF8 heterodimer koti.

1.5. NGS mddszerek a funkcionalis genomikaban

A ChIP-seq ¢és RNA-seq valosziniileg a legszélesebb korben alkalmazott NGS
moddszerek tobbé-kevésbé kifinomult kiértékeld stratégidkkal, bar mindig akadnak olyan
kérdések, amelyek egyedi megoldast igényelnek. Ezek egyike a nukleoszéma-mentes régiok
(NFR) meghatarozdsa. Csak néhany olyan moddszer van, amely lehetdvé teszi az NFR-ek
hiszton moédositasra végzett ChIP-seq adatokbdl vald prediktalasat. Ilyen pl. a HOMER-¢,
amely a ChIP-seq jelekben 1év6 legnagyobb kiilonbséget mutatd régidkat keresi. Létezik egy
egyedi modszer a naszcens transzkriptom feltérképezésére, amelyet teljes genomra kiterjedd
,run-on” szekvenalasnak (GRO-seq) hivnak. Ennek elemzésére — a miénk mellett — csak két
publikalt stratégia van, egy rejtett Markov modell alapi transzkriptum-meghatarozé
megkozelités, és a HOMER-¢, bar ezek nagyrészt a dominansan atirt szal meghosszabbitott

transzkriptumaira dsszpontositanak, igy a masik szalon kicsi a meghatdrozas pontossaga.



2. A tanulmany célja

Az egér BMDM egy jol ismert sejttipus, ezért j6 modell a TF-ok altal meghatarozott
epigenetikai ,,domborzat” kutatasara. A hiszton modositasi ChIP-seq adatokban az NFR-ek a
funkcionalisan legfontosabb régiok, ezért ezek meghatarozasdra H3K4me2, H3K4me3,
H3K27ac és H4ac modositasokra végeztiink kisérleteket, és kifejlesztettiink egy j NFR
meghatarozasi modszert. A kovetkezd cél a modszerlink motivumfeldisulasok elemzése altali
validalasa és azoknak a TF-oknak a meghatdrozasa volt, amelyek képesek kotni a talalt
motivumoknak megfeleld elemeket. Mivel a visszatérképezett TFBS-ek a kiilonb6zé TF
csoportok szamos tagja altal elfoglalhatoak, GRO-seq-et és RNA-seq-et hajtottunk végre a
lehetséges regulatorok naszcens és érett mRNS szintjének kideritésére. Emellett célunk volt a
makrofag allapotot meghatarozé PU.1 DNS-kotésének vizsgalata is.

Az RXR heterodimerizal6 partnerei szdmos Utvonalat aktivalnak, ezért az RXR inkabb
egy passziv segédmolekulanak latszik. A BMDM sejtek RXR liganddal valo kezelése utan az
LXR-ek, RAR-ok és PPAR-ok altali génaktivacidé varhato, ezért kérdés volt, hogy vajon
vannak-e csak az RXR-re specifikus utvonalak. Hogy megvélaszoljuk ezt a kérdést, ChIP-
seq-et végeztiink RXR-re, PU.1-re és P300-ra, a génexpresszios valtozasokat pedig GRO-seq-
kel és RNA-seq-kel kovettikk. A GRO-seq nemcsak génexpresszids szinten teszi lehetéveé a
kozvetlen szabalyozé hatasok észlelését, hanem az enhanszerek atirasanak szintjén is, ezért
felhasznalhatd az aktiv enhanszerek szabalyozott génekhez vald hozzarendeléséhez. Mivel
nem volt alkalmas eszkdz az atirt szabalyozo régiok a kifejezddott génektdl vald
elkiilonitésére, kifejlesztettiink egy eszkozt, amely képes koriilhatarolni €s annotalni minden
egyes transzkripcios eseményt. CTCF és RAD21 fehérjékre is hajtottunk végre ChIP-seq-et,
és kifejlesztettlink egy predikcidés modszert a szabalyozo egységeket hatarold inzulator régiok
megtalalasara. Végiil néhany kivalasztott régioban 3C-seq végrehajtasaval erdsitettiik meg a

talalt promoter-enhanszer kolesonhatasokat.



3. Anyagok és Modszerek

A csontveld vad tipusu him C57BI6/J egerek combcsontjabol lett kimosva. A sejteket
Ficoll-Paque gradiensen (Amersham Biosciences, Arlington Heights, IL) keresztiil tisztitottuk
¢s 20% endotoxin-mentes magzati borjuszérumot és 30% (MCSF tartalmu) L.929 kondicionalt
médiumot tartalmazé6 DMEM-ben tartottuk 5 napig. A sejtek aztan olddszerrel vagy 100 nM
LG268 (LG100268) liganddal, M. Leibowitz ajandékéaval (Ligand Pharmaceuticals) lettek 1

oran keresztil kezelve.

3.2. Az ujgeneracios szekvenalassal kapcsolt kromatin immunoprecipitacio (ChIP-seq)
A BMDM sejteket 30 percen keresztil DSG-vel (Sigma), majd 10 percig
formaldehiddel (Sigma) keresztkotottiik. Fixalds utan a kromatint Diagenode Bioruptor-ral
szonikaltuk 200-1000 bp fragmensek létrehozasahoz. A kromatint preimmun IgG-vel
(Millipore, 12-370) és H4ac (Millipore, 06-866), H3K27ac (ab4729), H3K4me?2 (Upstate, 07-
030), H3K4me3 (ab8580), RXR (sc-774), P300 (sc-585), PU.1 (sc-352), CTCF (Millipore,
07-729) ¢és RAD2I elleni antitestekkel (ab992) immunoprecipitaltuk. A kromatin-antitest
komplexeket protein A-val burkolt paramagneses gyongyokkel (Life Technologies) csaptuk
ki. A komplexeket 6 mosasi 1épés utan eludltuk, majd megsziintettiik a keresztkotéseket. A
DNS fragmenseket oszloppal (Qiagen, MinElute) tisztitottuk, és QPCR analizishez vagy
konyvtarkészitéshez hasznaltuk Oket. A ChIP-seq konyvtarak Ovation Ultralow Library
Systems (NuGen) alkalmazasaval késziiltek a gyartd utasitdsai szerint. A konyvtarakat 16
PCR ciklusban sokszorositottuk, majd a primerek eltdvolitasa érdekében E-Gel systems-szel

(Life Technologies) géltisztitottuk. A szekvenalas Illumina HiScanSQ szekvenatorral tortént.



3.3. ChIP-seq analizis

A ChIP-seq-bdl szarmazo nyers szekvencia-leolvasidsok elsddleges elemzése a
parancssoros ChIP-seq elemz6 eszkoziinkkel tortént. Az mm9 egér genom-Osszeallitasra vald
illesztést a BWA tools-szal végeztik, a BAM fijlok pedig SAMTools-szal késziiltek. A
»genomlefedettség” fajlok HOMER-rel késziiltek, és IGV2-vel keriiltek megjelenitésre. A
genomlefedettség informacid felhasznalasdval a PeakSplitter-t (EMBL-EBI) alkalmaztuk a
nukleoszémak altal elfoglalt régiok (NOR) meghatarozasara. Az NFR-eket a NOR-parok
kozotti régiok alapjan hataroztuk meg. A pontosabb NFR pozicionalds érdekében végiil
kombinaltunk egy csticspont és régidhatar alapt predikcidos megkozelitést.

A ChIP-seq csucsok MACS2-vel lettek meghatdrozva. A kontroll és LG268 kezelt
RXR mintak két parhuzamosat a DiffBind v1.0.9 programmal elemeztiik: a kzds cstucsok
azokbol a cstucsokbodl lettek meghatarozva, amelyek négy mintdbdl legalabb kettében
megjelentek; a szignifikdnsan valtoz6 ,kotdaffinitdst” mutatdé csucsok a teljes
konyvtarméret” paraméterrel lettek meghatarozva. A kiilonb6zé mintdk ,,csucsérték-
kiiszobét” kézzel hataroztuk meg. Az NFR-ek kdzepéhez vagy a csticspontokhoz viszonyitott
atlagos ,leolvasas-eloszlas” hisztogramok ¢és ,hotérképek” HOMER-rel késziiltek. Az
atfedéseket BEDTools-szal hataroztuk meg, és VennMaster-0.37.5 programmal dbrazoltuk. A
motivum-feldisuldsokat HOMER-rel hatdroztuk meg, és az egyedi RXR elemek

megkeresésére a fuzznuc-ot (EMBOSS) hasznaltuk.

3.4. A teljes genomra Kiterjedé ,,run-on” szekvenalas (GRO-seq)

A teljes genom szintli ,run-on” vizsgalat és konyvtarkészités a korabbiakban
leirtaknak megfeleléen tortént (Core et al., Science, 2008; Hah et al., Cell, 2011). A
konyvtarak 100 nM LG268 liganddal 0, 30, 60 és 120 percig kezelt BMDM sejtek magjainak

két biologiai replikajabol késziiltek. A szekvenalas [1lumina HiScanSQ szekvenatorral tortént.



3.5. GRO-seq elemzés

A nyers szekvencia adatok elsddleges elemzése a ChIP-seq-nél leirtakhoz hasonldéan
tortént. A 2x4 makrofag mintabol nyert szekvencia-leolvasasokat egylittesen hasznaltuk fel a
transzkriptum-predikcidhoz és annotalashoz. A szalspecifikus genomlefedettség fajlok
HOMER-rel késziiltek. Az atirt ,,egységeket” szalspecifikusan, PeakSplitter-rel (EMBL-EBI)
hataroztuk meg. Az egységek hossza a csucspontjukhoz képest +/-250 bp-ban lett korlatozva.

A divergens helyeket a széttartd irdnyu egységek alapjan hataroztuk meg. A
transzkriptumokat az azonos szalon, egymastdl 600 bp-nal kozelebb fekvd egységekbdl
épitettiik fel a BEDTools és egyéb parancssoros programok segitségével. A promoter régiok —
kozeli és intronikus — enhanszerektdl valo elkiilonitésére a H3K4me3 ChIP-seq feldiisulésait
hasznaltuk.

A hosszabb transzkripcids eseményeket az alabbi feltételek alapjan csoportositottuk:
egy transzkriptumot akkor annotaltuk ismert génként, ha az irdnyuk megegyezett és a
prediktalt, H3K4me3-mal jelolt TSS kozelebb volt az ismert gén valamely TSS-éhez, mint 1,5
kb (1. csoport). A tovabbi H3K4me3-jelolt intergenikus és antiszensz transzkriptumok a 2.
csoportba keriiltek. A H3K4me3 jel nélkiili divergens vagy egyszerii TSS-sel rendelkezd
transzkriptumokat a 3. csoportba gylijtottiik. A tovabbi, ismert TSS-sel atfedé H3K4me3-
jelolt vagy divergens helyek ,.full pausing”-ot mutaté helyekként lettek Osszegyljtve (4.
csoport). Az ismeretlen transzkriptumokat ujraannotaltuk és a lehetséges, hosszabb génekre
esd azonos iranyu géneket is azonositottuk.

Minden ismert transzkriptumot meghataroztunk, és a kb. 45 nukleotid/s polimeraz
sebességre valo tekintettel ezeknek a legfeljebb 50 kb hossza 5° végei lettek felhasznalva a
génepresszids elemzésekhez, kizarva az ,,illesztési réseket”, a 3’ tilnyuld végeket és barmely
divergens helyet. A mintankénti egyedi leolvasasok szamat azokon a fragmenseken

hataroztuk meg, amelyek egyesitett hossza nagyobb volt fél kb-nal. A maSigPro-val végzett
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elemzéshez az RPKM értékek 1/20-a4t hasznaltuk. A 30 perc LG268 kezelés hatasara
szignifikdnsan valtozo divergens helyek meghatarozasara a DiffBind v1.0.9 az RXR
csticsoknal hasznaltakkal megegyezd paraméterekkel keriilt alkalmazasra. A szignifikdnsan
szabalyozott, divergens transzkripciot mutatdé RXR csticsokat Peak Annotator-ral annotaltuk a

fél Mb-on beliili legkdzelebbi, azonos iranyban szabalyozott gén transzkriptumhoz.

3.6. RNA-seq

A BMDM sejtek két bioldgiai replikajat 100 nM LG268-cal 0, 30, 60 és 120 percig
kezeltik. Az RNA-seq konyvtirak a TruSeq RNA Sample Preparation Kit (Illumina)
hasznalataval késziiltek a gyartd utasitasainak megfelelden: a konyvtarkészitéshez 2,5 pg total
RNS-t hasznaltunk. A poli-A farokkal rendelkez6 RNS molekulak tisztitdsa poli-T-kotott
magneses gyongyokkel tortént. Az mRNS-t kétértéki kationokkal fragmentaltuk 85 °C-on, a
cDNS elsé szala pedig random primerekkel és SuperScript II reverz transzkriptdzzal
(Invitrogen, Life Technologies) lett 1étrehozva. Ezt a masodik cDNS szal szintézise kovette,
majd a kétszali cDNS fragmensek egy ,,A” nukleotid hozzdadasan, majd ,,vonalkod” indexelt
adapter ligaldson (end repair-en) mentek keresztiil. cDNS kdnyvtar 1étrehozdsdhoz az adapter-
kapcsolt termékek adapterspecitkus PCR-ral lettek feldusitva. Az agaroz gélelektroforézist E-
Gel EX 2%-o0s agardz gélen (Invitrogen, Life Technologies) hajtottuk végre és a konyvtarakat
a QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) hasznalataval tisztitottuk ki a gélbdl. A konyvtarak

[lumina HiScanSQ szekvenatorral lettek megszekvenalva.

3.7. RNA-seq elemzés
A megszakitott leolvasasok térképezésére, a transzkriptumok Osszeallitdsara ¢és a
génexpresszios értékek FPKM formatumban vald kinyerésére a TopHat és Cufflinks

eszkozoket hasznaltuk.
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3.8. Domén predikcio az egyiitt detektalt CTCF és RAD21 csucsok alapjan

A CTCF ¢és RAD21 fehérjék altal kdzosen elfoglalt régidkat (co-peak), amelyek 15
pont folotti ,,csucsértékekkel” és ezek 3 alatti hdnyadosaval rendelkeztek, inzulatoroknak
tekintettiik. Akkor hataroztuk meg az 1 Mb-on beliili legkdzelebbi inzulatorokat lehetséges
funkcionalis-domén hatarokként, ha az egyedi co-peak-ek Osszesitett pontszdma 5/3-nal
kisebb hanyadost mutatott a parok kozott. A 100 kb-nal kozelebb elhelyezkedd aktiv
doméneket nagyobb, aktiv topologiai doménekké egyesitettiik, a koztik 1évd régiok pedig
inaktiv topologiai doménekként lettek meghatarozva. A prediktalt doméneket a BEDTools
hasznalataval annotaltuk a szabalyozott génekhez. A RAD21 inzuldtorokon és az aktiv/
passziv (GRO™") RXR-kétott régiokon valo feldisulasainak elemzése a kordbban leirtakhoz

hasonldan tortént.

3.9. A kromatinkonformacio vizsgalata (3C)

A sejteket 10 percig 2%-os formaldehidben fixaltuk. A sejtmagok izoldldsa 10 mM
Tris-HC1 pH 7,5, 10 mM NaCl, 0,2% NP40 (Sigma) és proteaz inhibitor tablettdt (Roche)
tartalmaz6 pufferben tortént. A kromatint 400U HindIIl (Fermentas) restrikcids enzimmel
emésztettiik 37 °C-on 16 6ran at, majd tovabbi 1 6ran at 100U-tal. A kromatin fragmenseit
100U T4 DNS ligazzal (Fermentas) egyesitettik 16 °C-on 4 oOrdn keresztiil. A ligalast
kovetden a kromatin keresztktése egy €jszakan keresztiil 65 °C-on lett megsziintetve. A ligalt
termékeket oszloppal (Roche, High Pure PCR Template Preparation Kit) tisztitottuk. Az

egymast kovetd primerek a restrikcids enzimhasitohelyek kozvetlen kozelébe lettek tervezve.

3.10. 3C szekvenalas
A 3C DNS-t fenol/kloroform/izoamil alkohol (25:24:1) (Sigma) eleggyel tisztitottuk.

A masodik restrikcios emésztést Dpnll (NEB) hasznalataval végeztiik 16 oran keresztiil a
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gyarto utasitasai szerint. A masodik ligalas 16 °C-on 6 6ran keresztiil 200U T4 DNS ligazzal
tortént. A DNS-t aztdn ismét fenol/kloroform/izoamil alkohol (25:24:1) eleggyel, majd
QIAquick géltisztitd oszloppal (Qiagen) tisztitottuk. A ,,csali”’-specifikus inverz PCR-eket az
univerzalis Illumina adapterekkel ¢€s ,,vonalkdd” szekvencidkhoz kapcsolt primerek
hasznalataval végeztiik. A reakcidelegyeket QIAquick géltisztitd oszlopokkal tisztitottuk. Két
biologiai replika két technikai replikdjanak az amplikon konyvtarai Illumina MiSeq és

HiSeq2000 szekvenatorral lettek megszekvendlva.

3.11. 3C-seq elemzés

A mintdkat FASTX tools-szal valogattuk szét az index szekvenciajuk, majd a HindIII
felismerd helyben végzddo csali szekvencidjuk alapjan. A megmaradd 68-82 nukleotid hossz
(HindIII hellyel kezd6d6) fragmensek az mm9 genomdsszeallitasra vald illesztésére a BWA
tools-t hasznaltuk. A teljes genomot beboritdé 1 Mb-os régidk lefedettsége az dsszes lehetséges
kolcsonhatas ezredrészeként lett meghatarozva a tavoli kolcsonhatasok gyakorisdganak
elemzésére. A korabban leirtak szerint meghatarozott inaktiv és aktiv topologiai doméneket

szétvalasztottuk, majd meghataroztuk az aktiv domének RXR-fiiggd és fiiggetlen régioit.

3.12. Az AP-1/CREB-hez kotheto bZIP fehérjék filogenetikai osszehasonlitasa

A BioMart-on keresztiil 44 AP-1/CREB fehérje szekvenciajat toltottiik le az Ensembl
adatbazisbol. A filogenetikai elemzéshez a MEGA 5.05 program beépitett eszkozeit
hasznaltuk. A kozponti domének 56 aminosav hosszu szakaszainak tobbszords illesztésére a
MUSCLE-t alkalmaztuk. A filogenetikus fa ,neighbor-joining” statisztikai modszerrel
késziilt. A paronkénti tdvolsdgokat a Poisson modell alkalmazasaval becsiiltik és a kapott

hasonldsagi matrixot a filogenetikai fa alapjan parancssorban rendeztiik.
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4. Eredmények
4.1. A makrofagok szabalyozo regidinak meghatarozasa hiszton lefedettség alapjan

A HOMER altal meghatarozott tobb mint 22000 enhanszerspecifikus NFR sokkal
kevesebb volt a vartnal, bar a modszer jol miikodott a H3K4me3-bol szarmazd adatokra.
Hogy a lehetd legtobb NFR-t megtaldljuk, a NOR-ok meghatidrozésara PeakSplitter-t
hasznaltuk. E NOR-ok lehetdvé tették az NFR predikcié finomhangolasat és a szélesebb
NFR-ek megtaldlasat is. Modszeriinkkel a HOMER-rel kapott eredményekhez viszonyitva
nagyjabol négyszer tobb NFR volt meghatarozhatd, és 56704 mind acetilaciés, mind
metilacios jelet mutato régiot talaltunk. Ezek lehettek a makrofagjaink legaktivabb régioi.

Az NFR-ek folytonos szélességeloszlasa Osszhangban volt a korabban javasolt
,,g0rdiilé nukleoszoma” modellekkel. Az enhanszerekre jellemz NFR-ek nagyobb fele 150
+/- 75 bp széles régidkon mutatta a hisztonok eltdvolodasat, amely hozzavetdleg megegyezik
az egy nukleoszomamagra tekeredett DNS hélix hosszaval. H3K4me3 esetében az enhanszer
jelekhez képest jellemzden szélesebb NFR-ek voltak megfigyelhetdek, amely a promoteren
Osszeszerel6dott PIC-nek tulajdonithatd. A H3K4me3 intenzitds nagymértékben kovette az
enhanszer jeleket, de a trimetilalt hisztonok altali legnagyobb lefedettséget a legszélesebb

régiok mutattak.

4.2. A makrofagokra jellemzo transzkripcios faktorok meghatarozasa NFR
predikciokbol

A hiszton acetilacids adatokbdl szarmazoé legjobb NFR-ek alkalmasak voltak az 6sszes
makrofag-specifikus motivum, a PU.1, AP-1, C/EBP, IRF, CREB ¢s RUNX motivumok
meghatérozasara. Erdekes modon a legjobb H3K4me2-jeldlt régiok ugyanazokat a promoter-
specifikus motivumokat adtak, mint a H3K4me3 éltal jeloltek (SP1, NFY, ETS, NRF1, GFY,

YY1, GFX, CREB ¢és IRF). Végiil kézel 30000 lehetséges enhanszert azonositottunk
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makrofagokra jellemzd elemekkel (H3K4me2 és H4ac és/vagy H3K27ac jellel, H3K4me3

nélkiil), és tobb mint 11000 promotert a jol ismert TSS/TSR-specifikus motivumokkal.

4.3. A hisztonmintazatok vizsgalata a PU.1 kotohelyek kozelében

A hisztonmodositasok intenzitdsa és a PU.1 feldasulds kozott szoros dsszefiiggés volt.
A PU.1 csucsoknak kb. fele fedett at NFR-ekkel, amely meglepd modon azt jelentette, hogy a
csucsok jelentds része NOR-okkal vagy lehetséges heterokromatikus régiokkal fedett at, igy
tovabbi bizonyitékot nyujtottunk arrdl, hogy a PU.1 olyan régiokat is képes kotni, amelyek
elméletileg nukleoszomakba vannak csomagolva. A PU.1 a sajat elemén kiviil gyakran
kototte az AP-1, C/EBP, RUNX és IRF elemek szoros kozelében is a DNS-t, és valosziniileg

kototte a promoterspecifikus EBS-t is, bar a sajat kotohelyéhez képest kisebb gyakorisaggal.

4.4. Az NFR adatok egyiittes hasznalata tovabbi lehetséges regulatorok keresésére

Egy szigorubb, mindkét hisztonacetilacidos adatot 6tvozé NFR készlet hasznalata
javitott a kordbban megtalalt motivumok feldasulasan. A H3K4me2-val is jelolt, de
H3K4me3-val nem jel6lt régiok még jobb motivumfeldiisuldsokat adtak, és ujabb motivumok
is felbukkantak: egy HLH-motivum-szerti taldlat és a MADS fehérje-csaladra jellemzd
motivum. Szekvenciahasonlosag alapjan az ismeretlem motivum MITF/TFE (MiT)
fehérjecsoportra jellemzé M-box lehetett. A MiT fehérjék a kizarolag egymassal dimerizalod
bHLH-ZIP csaldd tagjai, amelyek a fagocita aktivitasért feleldsek. A MADS csalad 6si DBD-
je a CArG-boxot koti. A MEF2A-D fehérj¢k emellett a DBD mellett rendelkeznek egy
tovabbi MEF2 doménnel, amely a DNS-kotésért, dimerizacidért és fehérje-fehérje
kolcsonhatasokért is felelés. A MEF2 fehérjéknek érdekes modon valdban szerepe van a

monocita/makrofag sejtek kialakulasaban.
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4.5. Az RXR cisztrom vizsgalata makrofagokban

A szamos mas szovetspecifikus kornyezeti jel mellett a makrofagokat lipid molekulak
is finomszabalyozzak, amelyek magreceptorokon keresztiil szabalyozzék a génexpressziot.
Makrofagokban a legjobban ismert magreceptorok az RXR-ek és heterodimerizald partnereik,
a PPAR-ek, LXR-ek és RAR-ek. Ezek vizsgalatara ChIP-seq-et hajtottunk végre egér BMDM
sejtekben RXR-re, LG268 agonistdjanak hidnyaban és jelenlétében, és meghataroztuk a ChIP-
seq csucsokat. A haszndlt statisztikai modszer 730 régidban bizonyitotta a DNS RXR altali
elfoglaldsdnak gyakrabba valasat, mig 83 mutatott csokkenést. Emellett kaptunk egy realis
méretll, 5206 csticsbol allo kozos szettet, amelyet felhasznalhattunk a tovabbi elemzésekhez.

A PU.1 6sszességében valamivel alacsonyabb lefedettséget mutatott az LG268-kezelt
sejtekben, mint a kontroll makrofagokban. A legtobb PU.1-kotott helyen enyhe ndovekedés
volt megfigyelhetd, mig a csucsok negyede erdsebb csokkentést mutatott. Az RXR aktivacid
e hatdsdnak megerdsitésére bizonyos régidkban ChIP-QPCR kisérleteket végeztiink. LG268
kezelés hatasara a P300 altalanos feldusulasa volt jellemz6. A P300-kotott helyek a legtobb
esetben atfedtek az RXR és/vagy PU.1 cstucsokkal. Ezek azt sugalltak, hogy a P300, mint ko-

aktivator, szorosan kotheté az RXR-hez.

4.6. A makrofagok naszcens transzkriptomjanak meghatarozasa

Mivel az RXR-aktivacid génexpressziora gyakorolt kozvetlen hatasait akartuk
kimutatni, a 0, 30, 60 és 120 perces LG268 kezelést kdvetben GRO-seq-et hajtottunk végre.
Az elongéciotdl fiiggetleniil minden lehetséges divergens transzkriptumot prediktaltunk, majd
a H3K4me3 lefedettségi adatait hasznaltuk a promoterek és enhanszerek elkiilonitésére. A
PeakSplitter altal generalt szalspecifikus ,,csucsok” megadtak a lehetdséget az dsszes rovid
divergens ¢és meghosszabbitott transzkriptum mindkét szdlon torténd nagy felbontasu

meghatarozasara.
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10586 gént hataroztunk meg ,,pausing”-gal, H3K4me3 jellel és pontos annoticioval,
4601 lehetséges gént H3K4me3 jellel és eddig ismeretlen TSS-sel, 8869 egyéb
transzkriptumot H3K4me3 jel nélkiil és 1504 alacsonyan kifejez6dott gént, amely csak
gyenge iniciacids jelet mutatott. Osszesen 11235 ismert gént és 12821 eddig ismeretlen
transzkriptumot hatdroztunk meg, beleértve a meghosszabbitott enhanszer transzkriptumokat
¢s egyéb hosszii nem-kodolé RNS-eket. 318 fel- és 423 leszabalyozott gént talaltunk az

LG268 kezelést kovetden, bar a serkentett gének sokkal nagyobb mértékben valtoztak.

4.7. A TF-ok RXR aktivaciot koveto génexpresszios valtozasainak vizsgalata

A valtozasok érett mRNS szinten valo kovetésére ugyanazokban az LG268 kezelés
utani idépontokban végeztiink RNA-seq-et, mint GRO-seq esetében. Az NFR predikcioban
maghatarozott motivumokat koté TF-okat is azonositani akartuk, ezért 6sszegytijtottiik a TF-
ok kiilonbozd csoportjainak az expresszids szintjeit.

Az Spl/KIf gének harmada fejez6dott ki BMDM-ben. A legmagasabb expressziot a
KIf6 mutatta, amelynek fehérjetermékét, mint kulcs faktort irtdk le proinflammatorikus
makrofagokban. A KIf10 az LG268 kezelést kdvetden érdekes modon azonnali indukciot
mutatott, amelyet mind a naszcens, mind az érett RNS szintjén gatlas kovetett. A KLF10 a
csontveld eredetli proangiogenikus sejtekre jellemzd, amelyek serkentik az érképzddést.

Naszcens RNS szinten az Etv3 még Osszehasonlithatd volt a Pu.1-gyel, de az utdbbi
mRNS-e sokkal nagyobb stabilitdst mutatott. Az inkdbb prométerspecifikus Etvo, EIfl, 2 és
4, Elk3 ¢és Flil szintén magas szinten fejezddtek ki, de az mRNS szintek alapjan nem volt
meglepd, hogy a nagy mennyiségli PU.1 képes volt kiszoritani ezek fehérjetermékeit még a
prométerekrdl is. Erdekes modon két indukélt csaladtag is volt, a Flil és Ets2, amelyeket

kordbban érképzéshez kotottek kiilonbozo sejttipusokban.
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Mivel a Thapl1 magasan fejez6dott ki, mig a Zfp143 alacsony expressziot mutatott,
eldontdttnek latszott, hogy a rendszeriinkben mi GFY. Bar a promoterspecifikus NFR-ek
egyértelmii motivumfeldasulast adtak, a Zbtb33 (Gfx) mRNS-e alacsony szintet mutatott. Az
Nrfl egy kicsit magasabb, a Yyl sokkal magasabb expressziét mutatott a Gfx-nél, amely
Osszhangban volt a motivumfelduasulasokkal.

A 44 AP-1/CREB-hez kothetd gén koziil szamos mutatott magas expressziot szinte
minden csaladbdl. A Jun partnerei koziil az Atf3 mutatta a legmagasabb szintet, mig a Mafg,
Mafk, Batf, Fos és Jdp2 gének egyre alacsonyabb expresszioval rendelkeztek. Ez utdbbi két
gén RXR aktivaciora indukalddott, amely a Fos gyors és atmeneti hatasat jelentette, mig a
Jdp2 mRNS szintjének megemelkedéséhez tobb id6 kellett. Ennek van értelme bioldgiai
szempontbol, mivel a FOS inkébb egy aktivator a JUN felé¢ mutatott nagy affinitassal, igy
kiszorithatja az ATF3 és BATF represszorokat a TRE-krdl, mig a JDP2 a JUN fehérjék
represszora, amely aztdn gatlast okozhat ugyanazokon az elemeken. Az ATF4, amelynek a
koédolo génje mutatta a legmagasabb szintet az AP-1-hez kdthetd gének koziil, CRE-ken hatva
a JUN az el6z6 modellben szerepld Osszes partnerével képes dimerizalni. Ez azt sugallja,
hogy az ATF4 a JUN-¢hoz hasonld szerepet jatszhat, parhuzamosan mas szabalyozé
helyeken. Erdekes moédon az ATF4 aktivalja a Vegfa kifejezédését, igy szintén indukalja az
érképzést.

A MiT gének koziil a Tfe3 mRNS-e volt a legmagasabb szinten feldisulva, amely, ha
nincsenek preferdlt homo- vagy heterodimerek, azt sugallja, hogy a TFE3 homodimerek
domindlnak az M-boxokon. A Mef2 gének koziil egy kevésbé ismert, a 2310045N01Rik gén
mutatott mRNS szinten magas expressziot, mig a Mef2a, d és ¢ alacsonyabban fejezddtek ki.

A génexpresszids eredményeink alapjan a BMDM sejtek a GR, THRA ill. ESR1 altal
valdszintileg valaszképesek a gliikokortikoid, tiroid és akar az 6sztrogén hormonokra is. A

BMDM sejtek alapvetden LXRB/RXR és RAR/RXR heterodimerekkel rendelkezhettek, de a
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PPARD/RXR, THRA/RXR ¢és GR/GR dimerek is jellemzdéek lehettek a sejtekre. Az arva
receptorok koziil mindkét Rev-erb és mindkét Tr gén kifejezddott; és az Ear2, Esrra és Nur77

mRNS-e mutatott indukciot RXR aktivaciora.

4.8. A lehetséges szabalyozo régiok annotalasa

Az aktiv és inaktiv RXR kotohelyek aranya a divergens helyekkel valo atfedés alapjan
53.4 vs. 46.6 volt. A divergens helyek ,,eltérd kotés” elemzését végrehajtva azt talaltuk, hogy
az RXR kotés sokkal jellemzObb volt az indukalt enhanszer transzkripciora (673 vs. 45
csucs). E helyek annotalasanak feltételei a kovetkezok voltak: az RXR kotést mutatd
enhanszer transzkriptumok expresszids valtozdsanak iranya azonos kellett legyen egy 1 MB-
on beliili TSS-sel rendelkezd szabalyozott génével. Ezaton 387 enhanszerhez és 27
»silencer”’-hez 226 fel, ill. 26 leregulalt gént tudtunk rendelni.

25 LG268 altal kozvetleniil serkentett, érképzéshez kdthetd gént talaltunk, melyek
koziil 21-nek volt RXR cstcs a kozelében. A FOS/ATF4, ETS2, KLF10 és FLII egymadst
kovetd indukcidja szintén hozzédjarulhatott a megfigyelt atmeneti indukcidokhoz. A taldlt 21

gén kozott szerepelt a Vegfa és Angptl4 is.

4.9. Az annotalt RXR csucsok lehetséges szabalyozo elemei

Az annotalt RXR csucsok motivumfeldisuldsai azt mutattak, hogy a csticsok 57%-a
DR1-et, DR4-et vagy mas magreceptor elemet tartalmazott. A génexpresszios adatok alapjan
a PPARD, RARA ¢és RARG voltak a legjobb jeloltek a DRI1-kotésre, és a DR4-eket
valészinlileg az LXRB/RXR vagy THRA/RXR heterodimerek kototték. A 387 enhanszer
kisebb felénél hianyoztak a magreceptor kotéhelyek: 20%-uk csak PU-boxot hordozott és a

maradek részbdl ezek az elemek is hianyoztak.
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4.10. A funkcionalis domének vizsgalata

Az inzulatorspecifikus CTCF-re és a kohezin komplex részét képezd RAD21-re is
hajtottunk végre ChIP-seq-et. E fehérjéket nemrégiben kototték 0ssze funkcionalisan, mivel
egyiittesen kotik a topologiai domének hatarait. Eredményeink alapjan 30290 CTCF és 24648
RAD?21 csucs volt meghatarozhat6. A 12662 CTCF/RAD21 kozos csucsbol 1113 mutatott
indukciot LG268 kezelésre, mig 128 mutatott csokkenést a p-értékek alapjan. A 2786
divergens transzkriptumot kifejez6 RXR kotohelybdl 223 szignifikdnsan serkentett és csak 21
gatolt volt meghatdrozhato. 10204 lehetséges funkcionalis domént hataroztunk meg, és ezek
egyesitése kozel 700 aktiv topoldgiai domént eredményezett. A kozvetleniil szabalyozott
gének 80%-a helyezkedett el a szabalyozo régidival kozds funkcionalis doménen, és ezek
33%-anal volt indukdlt RAD21 lefedettség a hozzataroz6 RXR-kotott enhanszer(ek)en
¢s/vagy CTCF kotohely(ek)en.

Néhany kivalasztott szabalyozasi egységre 3C-seq-et végeztiink. Ez a mddszer teljes
genom szinten minden interakcios (cél) helyet megad egy kivalasztott (csali) régiora, ezért
egy domén két viszonylag tavoli csalija jo kontrollt biztosit egymas szamdara. Olyan
csaliparokat hasznaltunk, amelyek a Vegfa és az Abcgl elsd, és a Tgm2 gén harmadik
intronjaban, ¢€s a hozzajuk tartozo tavoli enhanszerben helyezkedtek el az adott funkcionalis
doménen beliil. A Vegfa 16kuszra egy kozel 300 kb-os hurkot josoltunk a promoterkozeli
upstream és egy nagyon tavoli downstream inzuldtor kozott. A célszekvencidk alapjan a 2.
csali valoban mutatott kolcsonhatast a gén kozelében, és a szdmos kozos célszekvencia
mellett az 1. csali megtalalta a 2. csali szomszédos restrikcios helyét is. Az Abcgl 16kusznal
egy .klasszikus génhurkot” lattunk, melyben a szabdlyoz6 elemek upstream vagy
intronikusan helyezkedtek el a génhez képest. Ebben a ~100 kb-os doménben a két csali
legtobb kolcsonhatdst mutatd régidja kozos volt és lefedte a szabdlyozd régidkat. A Tgm2

l6kuszon az el6z6 hurkok koziil mindkét tipus megvolt: egy génhurok és az ,.ellentéte”, amely
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hasonlé a Vegfa-éhoz. Az inzuldtorkotés, a szabalyozd régiok és a 3C-seq feldusulasok
alapjan gy tiinik, hogy a Tgm2 génhurok szabalyozé szerepe fontosabb a masiknal, mivel a

downstream jelek sokkal gyengébbek.

S. Diszkusszio

Az NGS adataink feldolgozéasa soran az NFR predikcido mellett kifejlesztettiink egy
stratégiat a GRO-seq adatok feldolgozasara is, amely magaban foglalta a kiilonb6z6 naszcens
transzkriptumok atfedtek, elkiilonitettiik ezeket a polimeraz aktivitisokat. fgy tobb mint
50000 aktiv szabalyozé helyet, 11235 ismert gént és 12831 még ismeretlen transzkriptumot
tudtunk kimutatni, ami azt jelenti, hogy az egér genom 6téde mutatott transzkripciot legalabb
az egyik szalon. Az RNA-seq adatokkal egyiitt, az RXR aktivaciot kdvetden megfigyelhettiik
a kiilonb6z6 gének mRNS érésének dinamikajat, és pl. THAP11-ként azonosithattuk a GFY-t
a kisérleti rendszerlinkben. Kifejlesztettiink egy tovabbi stratégiat az inzulatorok altal hatarolt
kromatindomének meghatarozdsara, és egy masikat a 3C-seq adatok elemzésére, hogy
validalhassunk néhany domént. Ezek a mddszerek segitettek feltérképezni a naszcens és érett
transzkriptomot és a makrofagok szabdlyozasi halozatat, figyelembe véve az RXR-specifikus
funkcidkat is.

A TFII komplex altalanos TF-ai és azok, amelyek a CpG-gazdag promotereket kotik,
szlikségesek minden egyes sejt kialakuldsdhoz és fenntartdsahoz. Az egyedi sejttipusok
Ezek koziil néhanyan, az ugynevezett ,,uttdrd faktorok™ képesek fellazitani a zart kromatint. A
,forkhead” (FOX) fehérjék a linker hisztonok kiszoritasaval képesek felnyitni a DNS-t, a
PU.1 pedig hasonloképpen kiszabadithatja a nukleoszomak kozotti Osszekoté DNS-t.

Makrofagokban a PU.1 {6, egyben dimerizald partnere az IRF8, de a C/EBPA is hasonloan
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meghatdroz6, mivel megemelkedett expresszidja pre-B sejtekbél makrofdgokat tudott
létrehozni. Az AP-1 fehérjék szintén képesek a PU.1-hez csatlakozni makrofagokban, de
mivel ennek a fehérjecsaladnak szamos tagja van, nehéz megmondani, hogy pl. mi a JUN
partnere ezekben a komplexekben. A RUNXI, amely a makrofag differenciacio soran jatszik
szerepet, szintén jelen van az érett sejtekben is. A makrofagok tovabbi TF-ai valosziniileg
specializalodtak a kiilonbozd funkcidkhoz, az éltalanos vagy a kornyezeti jeleket felsimerd
utvonalakhoz.

A TF-ok ko-regulatorokkal egyiittmiikddve hozzdk létre a sziikséges kromatin-
kornyezetet, hurkoljdk a DNS-t és odagytijtik a PIC-et a promoterekre. E kromatinkdrnyezet a
promoterek és enhanszerek kiilonbozd epigenetikai modositasait jelenti. Ennek vizsgélatara
kifejlesztettiink egy modszert az Osszes, aktiv hiszton jelekkel koriilvett szabalyozo régid
meghatdrozasara, és szoros Osszefliggést talaltunk a promoter- (H3K4me3) és enhanszer-
specifikus (H3K4me2, H4ac, H3K27ac) modositasok kozott. Az enhanszerspecifikus
moédositasokra meghatarozott leggyakoribb NFR-hossz 125 és 150 bp kozé esett, amely
nagyjabol megegyezik az egy nukleoszomamagra tekeredett DNS hosszaval. Ez azt mutatja,
hogy hasznalhat6 paramétereket sikeriilt bedllitani a predikcidhoz. A legaktivabb NFR-ek
promotereknek latszottak, mivel jellemzden szélesek és minden vizsgélt modositassal jeldltek
voltak, beleértve a H3K4me3-t is. A H3K4me2 és me3 egyiittes jelenléte nem volt meglepd,
mivel ugyanazt a fehérjét képviselik kiillonb6z6 metilacios fokkal. Az enhanszerjelek jelenléte
ellenben meglepd volt a promoétereken, mivel ezek erdssége hasonléan magas volt, mint
azokban a régidkon, ahol a H3K4me3-lefedettség sokkal kisebb volt. Az ,aktiv enhanszer”
jelek igy minden aktiv szabalyozé régidra jellemzdek voltak, ezéltal a H3K4me3 valt a
legjobb hisztonjellé, amely képes volt elkiiloniteni a promotereket az enhanszerektol.

A motivumfeldisulasi elemzések szintén megerdsitették az elobbi eredményeket, és a

régiok legaktivabb enhanszerekre valo szlikitésével néhdny nem vart motivumot is
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megkaptunk. Az ismert sejtvonal-meghatdrozd faktorok motivumai mellett kijottek a
ténylegesen makrofagokhoz kotheté MiT és MEF2 fehérjecsalddok motivumai is. A
génexpresszios adatok alapjan valoészinlileg a TFE3 dominélt az M-boxokon, és a MEF2D
mellett egy nem jellemzett MEF2 fehérje kototte a MADS-boxokat. A TRE/CRE-koto
fehérjék esetében nem volt konnyli meghatarozni a kiilonb6z6 heterodimereket, mivel mind a
16 AP-1/CREB csaladot képviselte legalabb egy tagja. A JUN szdmos partnere kifejezddott,
¢és ugy tlinik, hogy az ATF4 ugyanazokkal a heterodimerizal6 partnerekkel foglalta el a CRE-
ket, mint a JUN a TRE-ket.

A Pu.l kiemelkedéen magas mRNS szintet mutatott, ami megmagyardzza a
nagyszamu elfoglalt EBS-t, beleértve a PU-boxokat és a promoterre jellemzd ETS elemeket.
A PU.1-kotott helyek fele inaktiv szabalyozo régionak latszott, amelyekrdl hidnyoznak a
jellegzetes hiszton mintazatok. Erdekes modon a masik fél atlagosan ugyanazt a mintazatot
mutatta H4ac-ra, H3K27ac-ra ¢s H3K4me2-ra is, ami azt sugallta, hogy barmely hisztonjel
jelenléte elkiilonitheti az aktiv szabalyozo régidkat az inaktivaktol. Ezek a PU.1 cstcsok
jelentdsen nagyobbak voltak az inaktivakndl, amely azt mutatja, hogy az aktiv szabalyoz6
régidokban nagyobb a kotési gyakorisaga. Az ,.egyiittes kotés” elemzés azt mutatta, hogy a
PU.1 egyiittmiikddik mind a promoterekre, mind a makrofdgokra jellemzé TF-okkal. A
promoterspecifikus EBS-eken tapasztalt, a PU-boxokon tapasztaltakéhoz viszonyitva kisebb
PU.1 feldusulds az elemek felé mutatott kiilonb6zd affinitdsnak vagy az egyéb ETS
fehérjékkel vald versengésnek tulajdonithaté. De mivel az Osszes fontosabb promoter-
specifikus elem mutatta a PU.1 kozelségét, jelenléte egyértelmi volt.

A magreceptor motivumok NFR-ekben valé feldisuldsanak hidnya valdsziniileg
technikai hianyossagokbol fakadt, mivel a magreceptorok szerepe ismert makrofagokban,
azonban jelezte, hogy ezek a TF-ok nem hatirozzak meg a sejttipust, csak finomhangold

szerepiik van a BMDM sejtekben. Az Rxra és Rxrb mellett az Lxrb-t taladltuk magasan
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expresszaltnak, és a II. osztadlybol a Ppard, Rara/g és Thra mutatott még magasabb
kifejez6dést. A tobbi osztalybol a Gr, Esrra és Ear2 mutatott emlitésreméltd expresszios
szintet. Ez azt jelenti, hogy az RXR heterodimerek vannak tulstilyban a tobbi magreceptorral
szemben; ¢és valoban, az RXR tobb mint 5000 régiot kotott, és kotési gyakorisaga jellemzden
emelkedett az LG268 agonistdjaval torténd kezelést kovetden. Ez a feldusulas ugy tint,
aktivald szereppel parosul, mivel a P300 ko-aktivator is kovette a feldisuldst. Mi tobb, a
P300-kotott régioknak tobb mint 2/3-a fedett & RXR kotéssel, ami egy szorosabb, akar
kozvetlen kolcsonhatast is mutathat a fehérjék kozott. Ezzel ellentétben a PU.1 inkabb
alacsonyabb kotési gyakorisagot mutatott az RXR aktivacio utan.

Mivel mind enhanszer-, mind géntranszkripciés szinten megmutatja a kozvetlen
szabalyoz6 hatasokat, a GRO-seq volt a legalkalmasabb modszer az LG268 kezelés utani
expresszios valtozasok kovetésére. A naszcens RNS expresszid alapjan kozel kétszer tobb
divergens hely volt szignifikdnsan indukalt, mint gatolt, és az RXR-kotott régiokra ez az
arany kozel volt a 15-hdz, amely 673 kozvetleniil serkentett szabalyozo helyet jelentett.
Meglepé modon a szignifikansan gétolt gének szdma (423) meghaladta az indukélt gének
szamat (318), bar az indukcid atlagos mértéke ~2.8-szor volt nagyobb a gatlasénal. Végiil
kozelség alapjan 387 enhanszert és 27 silencer-t rendeltiink 226 fel ill. 26 leregulalt génhez.
Ezutan az inzulatorspecifikus CTCF/RAD21 4tfedd csucsokat hasznalva funkcionalis
doméneket prediktaltunk, amelyek lefedték a szabalyozott gének 80%-at, tovabb erdsitve az
annotacié hasznalhatosagat. A RAD21 érdekes modon ko-aktivatorként viselkedett,
megjelolve az RXR-kotott régidkat és indukciot mutatva LG268 kezelés hatisara. Azt
figyeltiik meg 0sszességében, hogy az RXR aktivacio kozvetleniil (inkdbb serkentdleg) hatott
tobb mint 200 génre, és valosziniileg kozvetve szabalyozott (féként gatolt) tovabbi 500 gént.

A 387 RXR-kotott enhanszer tobb mint fele birt magreceptor kotéhellyel: a DR1 volt

a leggyakoribb, amelyet a PPARD/RXR és RAR/RXR heterodimerek kothettek, ha kizartuk a
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COUP-TFG, TR2/4 ¢és RXRA/B dimereket, mig a DR4 elemekrél az LXRB/RXR
valdsziniileg kiszoritotta a THRA/RXR heterodimereket. Nehéz megmondani, hogy az RXR
mellett melyik magreceptorok kothették a tovabbi fél és kompozit elemeket, de biztosnak
latszott, hogy a magreceptor elemek nélkiili helyeket az RXR kozvetve, pl. PU.1-en, C/EBP-
n, AP-1-en, RUNXI-en vagy madas fehérjéken keresztiil kototte. Mindemellett az RXR
jelenléte indukalt gének kozelében a LG268 altal indukélhaté transzkripciot mutatod
enhanszereken azt jelezte, hogy az RXR-nek a partnereitdl fiiggetlen szerepe is lehet, bar volt
atfedés a célgénjeik kozott, pl. a Tgm2 egy RAR/LXR célgén, az Angptl4 egy PPAR célgén,
mig az Abcal és Abcgl LXR célgének.

Az RXR érdekes modon szamos kiilonbozé tipust, érképzéshez kothetd TF-t is
indukalt. Egyéb feladataik mellett a KLF10, FLI1, ETS2 és ATF4 angiogenikus szereppel is
birnak. Az ATF4 nem, de heterodimerizalé partnerei mutattak indukciot. Az expresszids
eredmények alapjan ugy tiint, hogy az ATF4-nek a JUN-(oké)hoz hasonld kdzponti szerepe
van, mivel ezek a fehérjék nem kolcsonhatnak egymassal, mindkettd magas expressziot
mutatott és szamos k6zds partneriik is kifejezddott. Az LG268 kezelés altal a Fos — amelynek
a foszforilalt fehérjeterméke inkabb aktivator — és a Jdp2 — amelynek a fehérjeterméke inkabb
represszor — egyszerre indukalodtak. Mivel a Jdp2 sokkal hosszabb gén, a hatdsa id6ben
eltolddott, ami egy atmeneti FOS/JUN ¢s FOS/ATF4 hatést okozhatott.

Valoban szdmos angiogenikus gén indukaldodott az RXR aktivaciot kovetden.
Nemcsak az ATF4 célgén Vegfa, az RAR/LXR célgén Tgm2 és a PPAR célgén Angptl4,
hanem a Hbegf, a hem oxigendz 1 (Hmox1), a trombospondin receptor (Cd36) és szamos
egyeéb gén, amely szerepet jatszik az erek képzddésében. Ez egy az RXR és downstream
regulatorai altal vezérelt 0sszehangolt egyiittmiikddésnek latszott. A legtdbbet vizsgalt és
talan legfontosabb angiogenikus gén, a Vegfa latszolag egy szokatlanul tavoli, RXR altal

kotott és valosziniileg RXR altal szabalyozott enhanszercsoporttal rendelkezett. Mind az
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enhanszertranszkripcid serkentése, mind a kozel 300 kb domén azt mutatta, hogy megtalaltuk
a Vegfa legfobb szabalyozo helyeit egér BMDM sejtekben, ezért 3C-seq kisérletekkel is
megerdsitettiik ezt az eredményt, melyek valoban kolcsonhatdst mutattak a gén ¢és a
felfedezett downstream régié kozott. A Tgm2 nem mutatott ilyen szélsdséges tavolsagokat,
csak egy egyszerli génhurkot, melyben a szabalyozo helyek 3 dimenzios szerkezetben hasonlo

méretli DNS ,,ujjakat” rogzithettek.

6. Kulcsszavak

Makrofag, transzkripcios faktorok, nukleoszoma-mentes régi6, PU.1, RXR,

érképzddés
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7. Osszefoglalas

A BMDM sejtek transzkripcids szabalyozdsanak vizsgalatara szamos NGS modszert
hasznaltunk, beleértve a ChIP-seq-et, GRO-seq-et, RNA-seq-et és 3C-seq-et. Mivel nagy
mennyiségli eszkéz van, de az elemzések jelentds részéhez még mindig nincs széleskorben
hasznalt standard, az adatfeldolgozashoz 1j megkdozelitésekre és U stratégidk kidolgozasara
volt sziikség a tobbé-kevésbé egyedi kérdések megvalaszolasara. A GRO-seq szerteagazod
informéciot biztositott, amely egy Osszetett rendszert igényelt a transzkriptumok
meghatdrozasara, annotalasara és az expresszids szintek kiszdmitdsara. A promoterek
enhanszerekt6l valo, tehat a gének enhanszer transzkriptumoktdl vald elvélasztdsdhoz
beépitettilk a miiveletek kozé a H3K4me3 ChIP-seq-bdl szarmazo adatokat is. Uj stratégiat
alkalmaztunk az NFR- és doménpredikciokra ChIP-seq adatokbol, és a 3C-seq elemzéshez is.

A makrofagokban miikodé fébb TF csaladokat a prediktalt NFR-ek
motivumfeldusuldsai alapjan hatdroztuk meg, de az egyes TF-ok azonositasa génexpresszios
adatokat igényelt. Erdekeltek az RXR ligandkezelés kozvetlen hatasai, és azt talaltuk, hogy az
RXR — a heterodimerizal6 partnereivel vagy azok nélkiil — inkabb aktivatorként miikodott.
P300 ¢és RAD2I1 feldGsuldst mutatott, melyek el6készithetik a kromatinkdrnyezetet a
génindukciora. Szdmos angiogenikus gént (pl. Vegfa, Angptl4, Tgm2 és Hbegf) és szintén
érképzésben érintett TF-t (ATF4, ETS2, KLF10 and FLI1) indukalt. A FOS és JDP2, a JUN-
ok és ATF4 heterodimerizald partnerei szintén szabalyozodtak, amely egy atmeneti indukciot
okozhatott. A legfontosabb angiogenikus génhez, a Vegfa-hoz egy szokatlanul tavoli
enhanszercsoportot talaltunk, amely egy 300 kb-os hurkon keresztiil kozeliti meg a gént, mely

huroknak a végei valoban kolcsonhatast mutattak a 3C-seq adatok alapjan.
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