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1. BEVEZETES

A genomi DNS tartalmazza a szervezet felépitéséhez sziikséges legfontosabb
informaciokat. A szervezet kdzel minden sejtjében megtalalhaté ennek a masolata, ami human
esetében tobb trillio kopiat jelent. A szervezetet felépitd sejtek morfologiai sokszinliségének
hatterében a kiilonb6zé genomi régiok aktvitasa illetve inaktivitasa all. A gének expresszidja
befolyasolja a sejtek proteomjat, mely funkcionalis sajatossagokkal ruhdzza fel a kiilonb6z6
tipusu sejteket. A gének expresszdja egy tobb szinten szabdlyozott folyamat, melyet
meghataroz tobbek kozott a kromatin (DNS-fehérje komplex) szerkezete, illetve transzkripcio

folyamata.

Transzkripcio regulacio és altalanos transzkripcios faktorok

A génexpresszio kdzponti eseménye a transzkripcid, melyben a genetikai informéciorol
RNS masolatot készitenek az RNS-polimerdz enzimek. A szintézis "engedélyezése" tobb
1épcsds folyamat. Az RNS prekurzok létrejotte elott, a szabalyozasban visszafelé haladva, az
els6 folyamat a pre-iniciaciés komplex (PIC) 0Osszeszerelddése, melyet az daltalanos
transzkripcids faktorok (general transcription factors (GTF)) alkotnak. Ezek a fehérjek a
transzkripcids start helyen (TSS), illetve a promoter régioban (amik a gén 5' végén
helyezkednek el) talalhato specifikus DNS szekvencidkat, a kozponti promoter elemeket (DPE,
TATA-box, TCT, BRE és MTE) ismerik fel. A specifikus DNS szekvencidkat felismerve
kotdédnek a PIC megfeleld elemei, ezt kovetden a komplex tobbi tagja is a TSS-hez rekrutalodik.
A komplex 0sszeszerelddése utan az RNS-polimeraz II. (POLII) elkezdi a pre-RNS szintézist.
Ennek zavartalan miikodéséhez a kromatin megfelelé konformacioja sziikséges. Ez a

transzkripcids faktorok kozvetitésével jon létre.

Transzkripcios faktorok és kofaktorok

GTF-eken kiviil még mas, tobb mint 3230 féle kiilonbozd transzkripcids faktort is
megkiilonboztetiink (TF). Ezek a DNS-hez kapcsoloddo GTF-ekhez hasonléan rendelkeznek
DNS ko6té doménnel, mellyel specifikus szekvenciat kotnek meg, de nem képezik a PIC részét.
Ezek a fehérjék kollaboracioban mas faktorokkal (tovabbi TF-ek vagy kofaktorok (CF))
aktivaljak vagy represszaljak a transzkripciot. Ezt leggyakrabban a kromatin kondenzaltsagi
allapotanak modositasaval teszik lehetdve: hiszton fehérjék poszttranszlacidos modositasa és

nukleoszomak Ujra rendezése (kromatin ujra modellezés), topoldgiailag asszocialt domének



(TAD) létrehozasa és rendezése, illetve al-TAD (sub-TAD) domének moddositdsa (kromatin
hurkol6das).

Topologiailag asszocialt domének

A DNS-t ha egyenessé hajtogatnank akkor egy két méter hosszu szallat kapnank. Ez a
szal egy legfeljebb 5 um atmérdju sejtmagba csomagolddik be. A csomagolodas elsd szintje a
nukleoszoma, azaz a DNS szal (146 bazisparonkénti) korbetekerddése a hiszton fehérjéken.
Ezek kortilbeliil egy 11 nm gyongyfiizér struktarat hoz 1étre, mely tovabb csomagolddik a
nukleuszban. Az interfazisban 1€év6 sejtmagban az 6rokit6 anyag kevésbé kondenzalt aktiv
(eukromatin) és kondenzalt inaktiv (heterokromatin) részre oszlik.
Ezeknek a l1étrehozasaban jelentds szerepet jatszanak a 3C (kromoszéma konformacio rogzités)
technikakkal ismertté valt kromoszoma domének, az Ugynevezett topologiailag asszocialt
domének (TAD-ok). Ezek szaz kilobazistol néhany millio bazispar hosszit DNS szakaszokat
is magukba foglalhatnak, melyek a kromoszomaékat kiilonb6zd funkcionalis egységekre
osztjak. Szerepiik még kevéssé ismert, viszont kiilonboz6 vizsgalatokkal mar bizonyitottdk a
régiokon beliili autondm gén regulacidt, melyben a TAD-ban taldlhato gének hasonlo
expresszios profillal rendelkeznek. Ezek az evoliciosan konzervalt régiok tobb sejtosztodast
kovetden is konstansnak bizonyulnak. A TAD-ok tovabbi részekre, az ugynevezett al-TAD
(sub-TAD) doménekre tagolodnak. Ezek olyan DNS hurkok, melyekben disztalis DNS régiok
(anchor - horgony régiok) keriilnek kozel egymashoz. Az interfazisban 1év6 sejtben a hurkok

horgany régioit a CTCF ¢és kohezin gytirti komplex tartja koti 6ssze.

CTCF és kohezin

A CTCF egy 11 cink-ujj doménnel rendelkezd fehérje. A cink-ujjak felelosek a
specifikus "CCCTC" DNS szekvencia kotéséért, melyrdl a fehérje a nevét kapta. A fehérje
képes interakcidba 1épni a kohezin gytri tagjaival (RAD21, SMC1/2 és STAG1), melyek egy
~50 nm sz¢lességli hajtli strukturat hoznak létre. Ez képes korbefogni a DNS-t és a tavoli DNS

régiokat kozel tartani egymashoz.

Transzkripcios faktorok vizsgalata nagy atereszté képességii szekvenalasi
technikakkal

A funkcionalis genomika és molekularis biolégia mérfoldkovének szamit a nagy
ateresztOképességli  szekvenalasi technikdk megjelenése (High-Throughput Sequencing

(HTS)). A HTS segitségével lehetové valt a relativ konnyli és gyors parhuzamos szekvenalas.



A HTS kombinacioja mas molekularis biologiai eljarasokkal lehetévé teszi az epigenetikai,
genomikai és transzkriptomikai kutatasok globalis szintre emelését. Feltérképezhetd
sejtpopulacidk transzkriptomja (RNA-seq), nukleoszoma mentes régidi (DNase-seq, ATAC-
seq), DNS interakcids halozata (HiC; ChIA-PET) és DNS-fehérje interakcidja (ChIP-seq).
Dolgozatomban elsésorban a ChIP-seq technikara fokuszalok, mely egy hatékony technika a
kiilonb6z6 DNS-fehérje interakcios helyek azonositasara. A kromatin immunprecipitacio
(ChIP) soran a fehérjéket kereszt kotjilk egymassal és a DNS-el. Random fragmentalast
kovetden a fehérje-DNS komplexet a vizsgalni kivant fehérje ellenes anitesttel kezeljiik, majd
"kihalasszuk" ezeket a keresztkotott komplexeket az oldatbol. A szekvendlast €s szamitdgépes
feldolgozast kdvetden globalis képet kapunk egy bizonyos transzkripcios faktor vagy kofaktor
genomi lokalizéacioirol. A formaldehides keresztkotésnek koszonhetden nem csak kozvetlentil
a DNS-hez kapcsolddo transzkripeids faktorokat vizsgalhatjuk, hanem azokat a fehérjéket is,
amelyek egy komplexen keresztiil, kozvetve csatlakoztak a DNS szalhoz (kofaktorok).
Transzkripcios faktor €s kofaktor ChIP-seq esetében a feldolgozast kdvetdn a fehérjék altal
elfoglalt genomi helyeket ugynevezett "cstcs" ("peak") régioként detektaljuk, ahol a
legmagasabb jelintenzitasi pont, az ugynevezett csucspont ("summit") képviseli a fehérje

valddi lokalizacigjat.

2. CELKITUZES

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a CTCF ¢és kohezin gyliri tagjainak
(RAD21, SMC1/2, STAG]) vizsgalatanal, hogy a fehérjék ChIP-seq csticspontjai kdzott szal
specifikus elcsuszas lathatd, ami koveti a CTCF motivum iranyat. Mivel a komplex tagjai koziil
csak a CTCF rendelkezik DNS ko6t6 doménnel, ezért csucspontoknak azonos poziciora kellene
esnilik. A fehérjék csucspontjai jol meghatarozott sorrendet mutatnak egymashoz viszonyitva,
ami fehérje topologiai sajatossagokra utal. Feltételezziik, hogy a csticspont poziciok egymas
mellé rendezddése a kohezin fehérjék topologiai elhelyezkedésére utal.

Szamot egér ¢s human ChIP-seq adatot toltottiink le hogy valaszt kapjunk a kovetkezd
kérdésekre:
e Minden mintanél megfigyelhetd e az eldzdekben megfigyelt elcstiszas a CTCF és
kohezin csucspontok kozott?
e Az elcsuszas jellemezhet6 e szal specificitassal?

crcr

e Megfigyelhetd e valamilyen sorrend a komplexet alkoto fehérjék ChIP-seq jelei k6zott?



e Figyelhetd-e meg korrelacio a fehérjék mért pozicidija €s a CTCF-kohezin komplex
rontgen krisztallografiai szerkezete kozott?
e A fehérjék pozicigja milyen Osszefiiggésben all a CTCF medidlta kromatin
hurkolodéssal?
Ezt kovetden kibdvitettiik vizsgalatainkat mas transzkripcios faktorokra is. Nyilvanos
adatbazisokbdl a lehetd legtobb elérhetd human ChIP-seq adatot probaltuk 6sszegyljteni.
Ezeket elemezve adatbazist készitettiink az eredményekbdl, mellyel a kdvetkezdeket akartuk
elérni:

e Egy automatikus ChIP-seq elemzd program sort késziteni, mely az adatokat
egységesen dolgozza fel ¢s képes a fehérjék topologiai elhelyezkedésének
vizsgalatara.

e Egy olyan adatbazist 1étrehozni, mely nemcsak a transzkripcids faktorok genom szintii
kotohelyeit tartalmazza, de a rajta elhelyezkedd fehérjék pontos poziciojat is.

e Felfedezni olyan 0 fehérje-fehérje interakcidkat a transzkripcids faktorok kozott,
melyek eddig ismeretlenek voltak.

e AZ adatokat nyilvanosan ¢lhetdvé kivantuk tenni egy web feliilet segitségével.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
Adatgyiijtés

A National Center for Biotechnology Information (NCBI) Sequence Read Archive (SRA)
adatbazisabol tobb mint 4068 human ChIP-seq adatot gytijtottiink 6ssze. Ezeknek az adatoknak
a meta-adatait egy altalunk fejlesztett perl script elemezte: elnevezte, majd automatikusan
szlirte a mintakat. Elsddleges terviink egy olyan adatbézis 1étrehozasa volt, ahol zavartalanul
Ossze lehet hasonlitani az adatokat. Ezért kisziirtiik a géncsendesitésen/génkiiitésen atesett

sejtvonalakat.

Elsédleges analizis

A ChIP-seq adatok feldolgozasahoz egy, a munkacsoportunk altal fejlesztett scriptet
hasznaltunk, mely tartalmazza tobbek kozott a szekvenalt DNS fragmentek ("read"-ek)
térképezeését a referencia genomhoz (hgl9/GRCh37 referencia genom BWA algoritmussal), a

csucsok prediktalasat és de novo motivum analizist (HOMER program csomag).



Peakek sziirése és elvalasztasa

A csucspont alapu topologiai analizisekhez j0l meghatarozhato csucspontokra volt sziikségilink.
Ehhez a fals pozitiv csticsok minimalisra csokkentésére €és a tobb csticsponttal rendelkezd
régiok elvalasztasara volt sziikség. Utdbbihoz a PeakAnalyser csomag PeakSplitter programjat
hasznaltuk, mely kiilon régidkra tagolta a vallal és tobb csucsponttal rendelkezd csucsokat. Ezt
kovetden ezeket a régiokat sziirtiik egy altalunk fejlesztett perl programmal. Ez a cstcsok
lefutasat és alakjat figyelembe véve probalja csokkenteni a fals pozitivan prediktalt ChIP-seq

kotohelyeket/genomi lokalizacidkat.

Motivum optimalizacio és transzkripcios faktor kotéhely azonositas

A motivumok genomra valo térképezéséhez a JASPAR CORE adatbazis motivum matrixait
hasznaltuk. Ez 579 nem redundans motivumot jelent, melyek irodalmi adatokbdl szarmaznak.
A motivumokat optimalizaltuk a maximalis kot6hely azonositas érdekében. Az Osszegylijtott
azonositasdhoz. Minden JASPAR CORE motivumhoz megprobaltunk megfeleld6 ChIP-seq
kisérletet parositani (transzkripcids faktorra specifikus ChIP-seq-hez az irodalmi adatokban
azonositott kotohelytiket pl.: CTCF motivum CTCF csucs; RXR:RAR kotéhely- RXR és RAR
ChIP-seq csucs) és ezek cstucs régidit felhasznalva optimalizaltuk a motivumokat, majd
kerestiink a genomban kotShelyeket (az optimalizalt motivumokat hasznalva). Igy az
azonositott kotéhelyek a ChIP-seq kisérleteknek koszonhetden validaltak. 338 JASPAR CORE
motivumhoz sikeriilt human ChIP-seq kisérletet parositani. 3 programot hasznaltunk az
optimalizalt motivumok térképezéséhez: HOMER annotatePeaks.pl, FIMO ¢és MAST. A
konszenzus motivum szettbe azokat a motivumokat valogattuk, amelyeket legaldbb 2 program
azonositott. A redundédns kotohely azonosités elkeriiléséhez a csticspontok alapjan szelektaltuk.
Azok a pozicidk kertiltek a végleges adatsorba, amelyek centruméhoz legkdzelebb volt a ChIP-

seq-el azonositott fehérje csticspont (a motivumot kotd fehérjée).

Csucspont tavolsag és motivum centrum tavolsag kalkulacio

Az adattablak készitése¢hez megvizsgaltuk az azonositott kdtéhelyek és a veliik atfedésben 1évo
ChIP-seq kisérleti eredményeket. Ezzel képet kaphattunk arr6l, hogy a kiilonb6zo
kotéhelyekhez a kiilonb6z0 sejtvonalakban, milyen fehérjék rekrutdlodhatnak. A ktohelyeket
¢és azok centrumat referencia pontként hasznaltuk a fehérje tavolsag kalkulacioban, mivel fix

pontot képviselnek a genomon. A BEDTools szoftver csomag programjaival megkerestiik a



kotohelyek kozelében talalhat cstcspontokat, minden ChIP-seq kisérletbdl. A cstcspont-

motivum centrum tavolsagokat szal specifikus moédon szamoltuk ki és bazisparban mértiik.

4. EREDMENYEK

CTCEF és kohezin fehérjék topologiai sorrendje

A CTCEF ¢s kohezin alegységek ChIP-seq csticsai €s csticspontjai kozott elcsuszas figyelhetd
meg. A CTCF-kohezin komplexben csak a CTCF rendelkezik DNS k6t6 doménnel €s a tobbi
fehérje rajta keresztiill kozvetve kapcsolodik a DNS szalhoz. Ennél fogva a csticspontok
megkozelitleg ugyanazon a genomi pozicion valo elhelyezkedését varnank. A CTCF
kotéhelyek behatobb vizsgalata ramutat az elcsuszas szal specifikussagara. A CTCF kotohelyét
referenciaként hasznaltuk a csticspont- motivum tdvolsag mérésénél, melyben a motivum
kozépsé bazisa volt a viszonyitasi pont. Mivel a CTCF egy nem palindrom "CCCTC"
szekvenciat képes kotni, ezért a meghatarozott konszenzus kotéhely szett motivumaihoz szal
specificitast tudtunk rendelni. 237 human és 183 egér kohezin és CTCF ChIP-seq adatot
dolgoztunk fel. Az azonositott CTCF kotohelyeken megvizsgaltuk a kiilonbozo kisérletek
fragmentum lefedettségét, ami a ChIP-seq jelek intenzitasanak feleltethetd meg. Az
eredményeket grafikusan abrazoltuk €s azt kaptuk, hogy az atlagos lefedettség maximum
pozicidja (a ChIP-seq jelintenzitas legmagasabb pontja (a CTCF kotohely kozéppontjahoz
viszonyitva)) a fehérjék kozott szegregacidt mutat. A szegregacid minden sejtvonalban
ugyanazt a meghatarozott sorrendet koveti a fehérjék kozott ami a motivum mentén 5'-3'
iranyba haladva a kovetkezd: CTCF > SMC1/3 > RAD21 > STAG]1. Ez nem koveti az eddig
publikalt interakcios sorrendjét a proteineknek: CTCF > STAGI1 >RAD21 > SM1/3. A pozicid
analizist jobban kibontva 0sszesitettilk a csicspont- motivum centrum tavolsagokat. A
kisérleteket szeparaltuk sejtvonal szerint és ennek megfelelden Osszehasonlitottuk a CTCF
adatokat a kohezin adatokkal. A cstcspont-motivum centrum tavolsagokat eloszlés
viszonyitasi ponthoz képest bazispar pontossaggal meg tudtuk hatarozni. A CTCF fehérje a
kotéhely centrumhoz képes atlagosan ~ -4 bp, az SMC1/3 ~1 bp, a RAD21 6 bp és a STAGI1
~7 bp poziciondl volt megtalalhat6. A fehérjék pozicio kiilonbségének szignifikacidjat
parositott t-probaval ellendriztikk. A P érték P<107!° volt Wilcoxon és Friedman teszt alapjan.

Fehérje struktura archivumokban (RCSB PDB) megtalalhatoak a CTCF és a kohezin
alegységek szerkezetének részletei. Ezeket az adatokat, a fehérjék interakcids sorrendjét és a

sajat adatainkat felhasznalva készitettiik egy hipotetikus modellt a CTCF medialta kromatin



hurkolodasrol. A modell készitése soran feltételezziik, hogy a CTCF és STAGI-RAD21
pozicid kozotti ~11 bazisparos tavolsagot a molekulak szerkezeti sajatossagai, illetve a
formaldehides keresztkotés okozza. Egy DNS fordulatnak a hossziisaga megkdozelitdleg 11 bp.
A RAD?21 és STAG a CTCF-hez kapcsolddnak, azonban komplex strukturajanak koszonhetéen
fizikai kozelségbe keriilnek a legkdzelebbi DNS régioval (ami a CTCEF jellel szomszédos DNS
kis-arok kozelében talalhato) és kromatin immunprecipitacio soran a fehérjék és a DNS kozott
kereszt-kotés jon létre. Az SMC1/3 fehérjék szokatlan helyzetét a kettés-gytirti ("double-
embrace") modellel tudjuk magyardzni. Ebben a modellben a kromatin hurkot Iétrehozé CTCF-
fehérjékhez mind a két oldalon kapcsolodik 1-1 kohezin gytirli. Ezek az ellentétes oldali DNS
szélat dlelik korbe €s hozzak fizikai kozelségbe a disztalis DNS régiokat. Az SMC1/3 fehérjék
hinge doménnel rendelkeznek. Ezek felelosek tobbek kozott az SMC1 és SMC3 kozotti
heterodimerizacioért, illetve nem specifikus DNS kot6 szerepiiket is leirtak mar. Ha az altalunk
kapott eredményeket vizsgaljuk, a B-DNS modellre térképezett fehérje poziciokon
szembetlind, hogy mig a CTCF-RAD21-STAG1 a DNS azonos oldalara rendezddnek, addig az
SMC1/3 jelek ennek az ellentétes oldalan talalhatoak. Ezért feltételezziik, hogy a detektalt jel a
hurkolodasban részt vevo ellentétes oldali CTCF-kohein komplex SMC1/3 fehérjéihez tartozik.
A kohezin hajti CTCF-td] tavolabb esd oldalan taldlhat6 hinge domén a hurok ellentétes
oldalan 1évé DNS szalhoz nem specifikus modon kapcsolodik, illetve formaldehid kezelés
hatasara kereszt-kotodik ezzel a DNS régioval. Az dltalunk készitett hipotetikus modell a kettds

gyurl elméletet tdmogatja.

Szamitogépes szimulacio

A csucseltolodasi  értékek validdlasahoz szamitogépes szimulacidt végeztiink, hogy
megvizsgaljuk mekkora elemszam sziikséges ahhoz, hogy az 4ltalunk kapott eltolodasi értékek
reprodukélhatoak legyenek. A Hela sejtvonalbol szarmazo6 adatokbol (n=21994) tobb korben
random kiemeltlink értékeket. A kiemelt értékek elemszamat minden kérben megndveltiik. Az
eredményeket logaritmikus skdlan abrazoltuk, melybdl kideriil, hogy legalabb 100 kotéhely
vizsgalataval reprodukélhatova valt az altalunk kapott eredmény +/- 1 bp pontossaggal. A

csucspont alapt pozicié meghatarozasnak tehat a detektalashoz sziikséges esetszam also hatara

100.
Kisérleti validalas

A kisérleti validalasndl az irodalombol mar ismert heterodimerizacidés vagy interakcids

partnereket hasznaltunk. Pozitiv kontrol estén olyan fehérjéket vizsgaltunk, melyek



rendelkeznek kompozit elemmel, vagy k6zos kotéhelyiik ismert. A csticspont-kompozit elem
centrum kozotti tdvolsagok eloszlas gorbéi a két fehérje esetében jol elkiilonitheté maximumot
mutatnak egymas mellett, ami koveti a kompozit elemben 1évé kotdhelyek sorrendjét. Erre a
FOXATI transzkripcidés faktort €s az androgén receptort hasznaltuk. VCap ¢és LNCap
sejtvonalakbol szdrmazd ChlP-seq kisérleteket elemeztiink €s az el6zOekben mar ismertetett
modon abréazoltuk. A hisztogramokon a fehérjék pozicidja kovette a kompozit elemekben
talalhato kotohelyek sorrendjét, ezért a validalas sikeres volt.

Negativ kontrolként olyan fehérje komplexet vizsgaltunk, ahol 2 vagy tobb fehérje koziil csak
1 rendelkezik DNS kotd doménnel. Mivel az egyik fehérje a masikon keresztiil, kdzvetve
csatlakozik a DNS-hez, azt vartuk, hogy a két fehérje pozicidja ugyanarra a genomi poziciora
térképezddik. Erre a célra a P300-RXR (3T3-L1 sejtvonalbol szarmazo ChIP-seq adatok) és a
NANOG-POUSF1 (egér embrionalis dssejtbdl szarmazo ChlP-seq adatok) példajat hasznaltuk
fel. Az RXR rendelkezik ismert DNS k6td doménnel, mig a P300 kofaktorként kézvetleniil
vagy kozvetve az RXR-hoz csatlakozik. NANOG-POUSF1 esetében csak a POUSF1
rendelkezik DNS kotd doménnel. A referencia pontok ebben az esetben DNS koté doménnel
rendelkezo fehérjék kotOhelyei voltak. Mind a két esetben az interakcios parok atlagos pozicidja

ugyanazon a genomi ponton volt megtalalhato.

CTCF medialta kromatin hurkolddas

A CTCF-kohezin vizsgalati eredmények tiikrében megvizsgaltuk, hogy a fehérjék topologiai
sorrendje milyen Osszefliggésben allhat a CTCF medidlta DNS hurkokkal. Ehhez CTCF ChIA-
PET adatokat toltottiink le nyilvanos adatbazisokbol (ENCODE, NCBI SRA) és megvizsgaltuk
az interakcioban résztvevd genomi régiokat. A ChIA-PET altal azonositott interakcios régiok
alacsony felbontdsa megneheziti a hurkot kialakitd6 CTCF kotohelyek azonositasat. Az altalunk
készitett konszenzus CTCF kotOhelyeket felhasznalva (melyek ChIP-seq kisérletekkel voltak
validalva) megprobaltuk a lehetd legtobb ChIA-PET interakcid fehérje kothelyét azonositani.
talalhatd a CCCTC motivum) az interakcié mind a két oldalan. A lehetséges variaciok koziil
(konvergens +-; divergens -+, azonos szalon 1évé motivumok -- vagy ++) a konvergens
orientacid bizonyult domindnsnak, azaz a CTCF motivumok egyike a pozitiv a masik a negativ
szélon volt megtalalhat6, a két motivum mindegyike a hurok belseje felé¢ irdnyult. Az
eredmények konzisztensek voltak minden vizsgalt sejtvonalban (K562, mouse limbbud,

MCF7).



Hiszton modositasok vizsgalata a CTCF medialta kromatin hurkokban

A TAD-on beliil taldlhato kromatin hurkok kohezin asszociédltak és olyan funkcionalis
egységeket formalnak, mint példaul az enhaszer-promoter interakciok. Ezek gyakran
asszocialtak CTCF fehérjével is, melyek pontos funkciojat nehéz meghatarozni: egyszerre
miukodhetnek gén aktivatorként illetve inzulatorként is.
Ezek vizsgalatdhoz toltottlink le €s elemeztiink hiszton modositasokat célz6 ChIP-seq
kisérleteket és vizsgaltuk a jelintenzitasukat a CTCF medialta kromatin hurkok horgony
régidin. Az elézéekben definidlt MCF7 interakcios szettet hasznaltuk (azonositott CTCF
kotohelyekkel) 7 nyilvanos adatbazisban elérhetd MCF7 ChIP-seq adattal (H3K4mel,
H3K4me2, H3K4me3, H3K9me3, H3K27ac, H3K27me, H3K36me). Megvizsgaltuk az
interakcidkat 1étrehoz6 CTCF kotohelyeken a kiilonb6zé hiszton ChIP-seq adatok atlagos
jelintenzitasat. Azt tapasztaltuk, hogy a H3K4 metilacios adatok kiilondsen magas fragment
lefedettséget mutattak ezeken a régiokon.
Ezt kovetden szeparaltuk azokat az interakciokat, melyek egyik oldala mutatott atfedést H3K4
metilacios ChIP-seq csucsokkal. Ez a korabban azonositott 7234 interakciobol 4188-at érintett.
Az 0sszes interakcios ponton vizsgaltuk a H3K4 metilacidos mintazatokat ( a CTCF kotohely
100 bazisparos kereteiben) €s az eredményt k-Means klaszterezéssel csoportositottuk. Az
eredményt heatmap segitségével abrazoltuk. A legszembetlin6bb jelenség az interakciok oldalai
kozott megfigyelhetd aszimmetria. Az interakciok tulnyomo tobbsége az egyik oldaldn magas
jelintenzitast mutatott valamely H3K4 metilacio jelet tekintve, mig a masik oldal alacsonyt. A
klaszterezés eredményeként 3 csoportot tudtunk elkiiloniteni:

e 1. klaszter: erds H3K4me?2 ¢s H3K4me3 jel, alacsony H3K4mel

e 2. klaszter: magas H3K4mel, kdzepes H3K4me?2 és alacsony H3K4me3 jel

e 3. klaszer: magas H3K4me2, kozepes H3K4mel ¢€s alacsony H3K4me3
Az annotacids elemzés megmutatta, hogy az 1. klaszterbe tartozé interakcios régidk promoter
specifikus hurkoléddsban vesznek részt, mig a 3. és a 2. klaszterbe tartozok enhaszer-enhanszer

illetve enhaszer-intron hidakat képeznek.

ChIPSummitDB

A CTCF-kohezin vizsgalata soran kifejlesztett csucspont alapil topologia predikciot mas
transzripcios faktorok elemzésénél is alkalmaztuk. Ezért egy atfogd transzkripcids faktor
kotohely ¢€s fehérje topoldgiai adatbazist készitettiink. Az ehhez sziikséges programokat €s

szkripteket egy 1500 kisérletet tartalmazod minta adatszetten fejlesztettiik ki. A kezdeti fazis



utén ezt az adatszettet kibdvitettiik. Nyilvanos adatbazisbol (NCBI SRA) 4052 human ChIP-
seq adatot gylijtottiink 0ssze, melyeket az altalunk kifejlesztett pipeline-al elemeztiink. 3782
ChIP-seq kisérletet elemeztiink sikeresen. A kotdhelyek azonositdséhoz a JASPAR CORE
adatbazis motivumait hasznaltuk. 338 motivumhoz tudtunk ChIP-seq kisérletet parositani. A
parositatlan motivumok olyan irodalmi forrasb6l szarmaznak, ahol a forrdsként hasznalt adatok
fasta file-jait nem tették elérhetévé, vagy nem rendelkeznek emberbdl szarmazd ChIP-seq
adattal. A letoltott és sikeresen elemzett 3782 ChlP-seq adat koziil 2496 tartozott olyan
transzkripcios faktorhoz, melynek a JASPAR CORE adatbazisaban szerepel ismert motivuma.
A maradék ChIP-seq adatok jelentds része kofaktorokhoz tartozik.

A motivumok 1/7-ét érinti a palindromités problémaja. Ez megneheziti a szal specifikus fehérje
pozicio-motivum centrum tavolsag kalkuldldsat, mivel a motivum mind a két szalon
ugyanabban a pozicioban talalhato. Ezt a motivum 5' oldaldhoz kapcsolt szegélyez6é bazisok
hozzaadasaval probaltuk megoldani. Ennek 1ényege, hogy tovabbi bazisparokat kapcsolunk a
motivum egyik oldaldhoz (NNN szekvenciak, amik barmilyen bazist jelolhetnek), aminek
kovetkeztében a motivum centruma eltolodik. A két szalon 1évd motivumok kozepe a genom
nem ugyanazon pontjara esik (referencia pontok). A két motivum koziil az kertil kivalasztasra,
Ezzel a modszerrel a bilaterdlis motivumok aranyat sikeriilt 30 % ala cs6kkenteniink.

Az azonositott transzkripcios faktor kotohelyeket referencia pozicioként hasznaltuk a csucspont
tavolsadgok kalkulalasara. Megvizsgaltunk minden azonositott transzkripcios faktor kotéhelyet
¢s megnéztiilk milyen fehérjék, milyen sejtvonalbdl mutatnak ChIP-seq jelet a kozelében s
ezeknek mi a preferalt pozicidja. Ezekbdl atlagot szdmoltunk és a ChIPSummitDB
webfeliileten vizsgalhato az atlagtavolsag a motivum kézéppontjatol, de lehetdség van a pontos
eloszlas gorbe vizsgalatara is.

Az eredményekbdl MySQL segitségével adatbazist készitettiink, mely elérheté a

http://summit.med.unideb.hu/summitdb/ weboldalon keresztiil.

Adatbazis és webes feliilet

A ChIPSummitDB-n keresztiil a kovetkezd adatok érhetdek el:
e Optimalizal transzkripcios faktor motivumok: a JASPAR motivumok, melyek az NCBI
SRA adatbazisabol letoltott ChIP-seq kisérletekkel lettek optimalizalva.
e Transzkripcids faktor kotohelyek genomi lokalizacidja: Az optimalizalt motivumok a
nekik megfeleld ChlP-seq csucsok figyelembevételével lettek visszatérképezve a

referencia genomra (hg19/GRCh37).



e Fehérje halozat adatok: minden transzkripcios faktor kotohely €s a vele atfedé ChIP-
seq kisérletek listaja.
e Topologiai adatok: A kiilonbozd fehérjék preferalt pozicidja a motivumok centruméhoz
viszonyitva, csucspont alapu elemzésbdl kalkulalva.
e ChIP-seq kisérlet meta-adatok: minden kisérlet részletes leirdsa és tulajdonségai,
megfeleld linkekkel az adat forrdsahoz.
e Szabalyozo6 régiokban taldlhat6 SNP-k: a kiilonb6z0 transzkripciés faktor
kotohelyekkel atfed6 SNP-k, melyek megzavarhatjak a fehérje kotohely felismerését.
Ezek az adatok nem csak letdlthetok, hanem a weboldalon a kiilonb6z6 megjelenitési
modokban vizualizalhatoak is: MotifView, ExperimentView, PairShiftView, GenomeView ¢és

dbSNPView.

MotifView:

A MotifView-ban egy 0sszefoglalo abrat kaphatunk a kivalasztott traszkripcios faktor kotéhely
tipusrol (példaul: CTCF, RXR, RXR:RAR, ATF3 stb.) és azokrol a ChIP-seq kisérletekrol,
amelyeknek a csucspontja megtalalhat6 volt a motivum centrum +/- 50 bazisparos keretén
beliil. Ez a scatterplot tipusu megjelenitési moéd megadja a ChlP-seq kisérletek atlagos motivum
centrum-cslicspozicio tavolsagat és ezek elemszamat illetve szorasat. Minden pont egy ChIP-
seq kisérletet képvisel és a pontok a cél-fehérjéjiik alapjan vannak szinezve. Igy kénnyen
vizsgalhato, hogy a kiilonbozd fehérjék milyen poziciot preferalnak.

Ha a tavolsag értékek szorasat nézziik, lathato, hogy a kiilonb6z6 tipusu fehérjék szegregaciot
mutatnak, a proteinek kiilonb6zo "rétegekbe" rendezddnek. Ha kozelebbrdl megvizsgaljuk a
jelenséget lathatjuk, hogy a szoras egyenes aranyban all a fehérje DNS-t6l val6 tavolsagaval.
Azok a transzkripcios faktorok, melyek a valaszado elemiiknél kozvetleniil kapcsolodnak a
DNS-hez alacsonyabb pozicid szorast mutatnak. Azokndl a fehérjéknél, melyek ehhez a
proteinhez kapcsolodnak, vagy egy komplexen keresztiil csatlakoznak a ktdhelyhez magasabb

szoras figyelhetd meg.

PairShift View

crer

PairShiftView ennél részletesebb informécidot ad 1-3 kisérlet lokalizacids eloszlasarol.
Akarcsak a MotifView esetében az X tengelyen a kivalasztott motivumtol valo tavolsag. Egy
hisztogramon nyomon lehet kovetni, hogy a kivalasztott kisérletek csucspontjai milyen gyakran

fordulnak eld a kiilonb6z6 pozicidkban a motivum +/- 50 bazisparos keretén beliil.



ExperimentView

Az elemzett kisérletek legfontosabb informéciodit foglalja 6ssze. Ez a nézet tartalmazza a
kisérlethez tartozo: eredeti forrast, az 0sszes read szamot, az azonositott csicsok szamat,
kisérleti azonositokat, az adott kisérlet mely motivumokkal mutat atfedést, transzkripcids
faktorok esetében a hozzé tartozd motivumokat és a de novo motivumkeresés eredményeit.

Utébbi megmutatja az sszes feldusult motivumot a kisérletben azonositott csucs régiok alatt.

Genome view

Ebben a nézetben megkdzelitdleg az 6sszes adatunk vizsgalhato egy genom bongészoben. Akar
az analizis soran, itt is a referencia genom a hgl9. Egy kétdimenzios nézetben vizsgalhatjuk a
kisérletekben azonositott csucs €s csucspont régiokat. Megjelenithetjilk az azonositott

transzkripcios faktor kotohelyeket.

dbSNPview

A dbSNP egy publikus domén a human nukleotid-polimorfizmusok archivalasara. Ezt az
adatbazist integraltuk, hogy vizsgalni lehessen a valaszadd elemekkel atfedd6 SNP-ket. A
transzkripcids faktor kotohelyeket és SNP poziciokat itt is egy kétdimenzids genom
bongészOhdz hasonld nézetben jelenitjiik meg. A kdtéhelyek PWM-ként vannak megjelenitve,
igy meg tudjuk vizsgalni, hogy az SNP a motivum melyik bazisara esett, az mennyire
esszencialis a fehérje-DNS interakcidban. Ezzel kovetkeztetni lehet arra, hogy a kiilonb6z6

rSNP-k milyen mértékben zavarhatjak meg a fehérje kapcsolddasat.

CTCF kotohelyek kapcsolata a génexpresszio szabalyozassal

A CTCF kotohelyekrdl altalanosan elmondhato, hogy a magas szdmban fednek at kiilonféle
transzkripcids faktor ChIP-seq csticsokkal. Kiilondsen szembetiind, hogy nem csak kohezin
fehérjék ChlP-seq jelei csoportosulnak a CTCF motivum 3' végére, hanem az Osszes tobbi
faktoré is. Megvizsgaltuk a CTCF kotohelyekkel leggyakrabban atfedd transzkripcids
faktorokat és a kohezin fehérjék mellett a YY1 és ZNF143 bizonyult a leggyakoribbnak. Ez
altalanos érvényl a kiilonbozo sejttipusok kozott. Sejtvonalanként vizsgaltuk az Gsszetartozod
CTCF, RAD21, YY1, ZNF143 ¢és SMCI1/3 ChIP-seq jeleket CTCF kotohelyeken ¢s
hierarchikus (Manhatten tdvolsag) klaszterezés utan heatmap-en abrazoltuk az eredményeket.
Ebbdl kidertilt, hogy egyéb faktor csticsok csak azokon a CTCF kotOhelyeken talalhatoak,
amelyek YY1 és ZNF143 csticsokkal is atfedtek. Ez az eredmény a négy vizsgalt sejtvonalban
(GM12878, HIhESC, HeLA és K562) konzisztensnek bizonyult. Tovabb szeparaltuk a CTCF



kotéhelyeket Y'Y 1-nal atfedd €s nem atfedd régidkra €s megvizsgaltuk a faktorok eléfordulési
gyakorisdgat. Az eredmény meger0sitette a heatmap-nél megfigyelteket, YY1 hianyaban a
transzkripcids faktorok szinte teljesen eltlintek, mig YY1 jelenlétében jol lathato feldasulas
figyelheté meg.

A ZNF143 ¢és YY1 cstucspont pozicioit tekintve azonos genomi pontra térképezddnek az
SMC1/3 fehérjékkel. A megfigyelés érdekes, hiszen azt sugallja, hogy a YY1 és a ZNF143 az
SMC-k hinge doménjéhez képesek kapcsolddni. Ha a poziciok szorasat vizsgaljuk, akkor azt
lathatjuk, hogy a ZNF143 alacsonyabb szérédssal rendelkezik a YY1-nal. Ez az eldzdekben
leirtak alapjan egy kozvetlenebb kapcsolddast jelent a kohezin gytirih6z. Ez nem meglepd,
mivel a ZNF143-at irtdk le, mint a kohezin gytiri egyik alkotdéelemét. A YY1 alacsonyabb
szorasabol azt feltételezziik, hogy a ZNF143-on keresztiil kapcsolodik a kohezin gytirthoz. A
tobbi transzkripcios faktor alacsony ChlIP-seq jel intenzitasa, illetve a poziciok magas szorasa
ennél még tavolibb kapcsolatra utalhat, miszerint komplexen keresztiil kotédhetnek a régidhoz.
Megvizsgaltuk a CTCF ¢és a YY1-ZNF143 csucsok kozotti atfedéseket. Mind a harom
fehérjének figyelemreméltoan sok helyen taldlhatdé ChIP-seq jele a genomon. GM12878
sejtvonalban &brazoltuk az atfedéseket Venn diagramon. A metszetekre tagolt csucs régio
szettek 1s jelentds elemszamot mutatnak. A kiilonboz6 metszetek elemeit megvizsgaltuk, hogy
milyen ardnyban fednek a4t CTCF kotOhelyekkel. A CTCF cstcsok korilbelil 55 %-a
rendelkezik azonositott kotdhellyel. Ez az arany ZNF143 illetve YY1 esetében jelentdsen
alacsonyabb. A CTCF-el atfedést mutatd ZNF143 és YY1 kotohelyek motivum aranya is
jelentds. A fehérjék szdmos helyen lefedik a genomot. A ChIP-seq eredmények alapjan nem
csak a sajat kotohelyen mutatnak lefedettséget, hanem olyan régidokon is amiket latszolag
kozvetleniil nem tudnak kotni, a detektalt jel kovetett interakcié eredménye lehet mas
fehérjéken keresztiil. CTCF esetében az indirekt kolcsonhatast a ZNF143, illetve a YY 1-nal
valo kapcsolat hozhatja létre.

Az el6z6 eredményekbdl feltételezziik, hogy az enhaszer-promoter interakciok létrehozasaban
a kohezin gylrii passzivan vehet részt és a transzkripcids faktor altal kotott promoter és kohezin

gytrt kozott a ZNF143 és a YY1 képezhet hidat.

GATAL1 és TAL1 kotohelyek vizsgalata

Korabbi publikidciokban mar leirtdk a GATA1 és TALI1 transzkripcids fakorok kozotti
kooperaciét eritroid differenciacio soran. A két fehérje juxtapozicidja olyan gyakori, hogy a
JASPAR CORE adatbazisban is szerepel a kompozit elemiik. Az LMO2 komplex mediator

szerepet tolt be a két fehérje kozotti kapcsolat 1étrehozéasaban.



Ha kiilon vizsgéaljuk a GATA1 fehérjék csucs tavolsag eloszlasat a GATA1 kotéhelyeken,
akkor azt tapasztaljuk, hogy a gyakorisag eloszlas gorbe maximuma a névado GATAA
szekvenca kezdd (G) bazisparjahoz képest 7 bazisparral eltolva talalhatdo meg a 3' iranyban. A
konszenzus GATA1 motivum centrumtdl ez 9-10 bazisparra talalhat6. Ez a megfigyelés
érvényes az 0sszes GATA (GATA1, GATA2, GATA3, GATA4 és GATAOG) fehérjére barmely
sejttipusbol.

TALL esetében a csucspoziciok maximuma nem hatarozhaté meg pontosan. A TAL1 és TCF3
(E2A) hélix-hurok-hélix doménen keresztiil kotik a DNS-t és heterodmerizaciojuk jol ismert.
Kompozit elemiik is nyilvantartott a JASPAR CORE adatbéazisban. Mind a két fehérje egy-egy
CAG szekvenciahoz képes kapcsolddni, ami a heterodimerizacidt kdvetéen a genomon egy
meghatarozasat, a referencia pont és szal informaci6 kijeldlésének nehézségei miatt.

Mivel a GATAIL:TALI kompozit elem a GATAA szekvencia jelenléte miatt nem szamit
palindromnak, ezért a TAL1 motivumnak is egyszeriibben tudjuk meghatarozni a szal
specificitasat. Ha a kompozit kotéhelyet vizsgaljuk, a TAL1 csucspozicidk eloszlas gorbéjének
A scatterploton jol megfigyelhet6 a GATAI és TALI szegregécidja a kompozit elem mentén.

Az eloszlas hisztogramokon megfigyelhetd maximumok is jol elkiilonithetéen egymastol. A

crcr

crcr

A GATALI fehérje elcstiszasat a kotott motivumhoz képest a fehérje szerkezeti sajatossagaiban
kerestiik. A GATAT proteinnek rontgen krisztallografiai modszerekkel a 15 %-at sikertilt eddig
feltérképezni (63 aminosav a 413-bol). Az ismeretlen fehérje régiok jelentds hanyada az N
terminalis oldalon talalhato (~55 %). Emellett taldlhat6 a mar ismert szerkezetti DNS k6t6 cink-
ujj domén. A peptidlanc C-terminalis részén talalhato a protein fennmaradoé ismeretlen ~29 %-
a. B-DNS modellen vizsgalva az ismert fehérjeszerkezetet azt lathatjuk, hogy az ismeretlen
szerkezetli N-termindlis oldal abban az orientacioban helyezkedik el, ahol a GATAI
csticspoziciok maximumat prediktaltuk. Feltételezziik, hogy a fehérje fennmaradd része
fizikailag kozel keriilhet a DNS azon részéhez mely egy fordulattal a GATA1 motivum 3'
iranyaban talalhato. ChIP-seq preaparcio soran ezen DNS szakasz kozott €s a fehérje kozott
keresztkotés alakulhat ki formaldehid kezelés utan. Ennek koszonhetd a GATAI1 csucspont

eltolodasa a kotott motivumhoz képest.



Szabalyozo régiokban talalhato SNP-k vizsgalata a dbSNPView segitségével

A szekvencia variacidk a szabdlyozd régidkban a transzkripcids faktorok kotddését
befolyasolhatjdk, ami génexpresszios valtozdsokhoz is vezethet. Ezeknek az ugynevezett
regulatorikus SNP-knek (rSNP) az azonositasa jelentds kihivast jelent. Nem csak a variaciok
azonositasa jelent nehézséget, hanem a szabalyozo régioké is. Mivel az adatbazisunk
szabalyozo régiok gylijteménye, ezért kézenfekvd volt egy rSNP keresd funkcid beépitése.
Integréaltuk a dbSNP adatbazist, amely tobb mint 893 millié humén SNP gytlijteménye. Ezeket
egy genom bongészohoz hasonlo feliileten lehet vizsgalni a veliik atfedést mutato transzkripcios
faktor kotohelyekkel. A kotOhelyek PWM-ként valdé megjelenitése megkonnyiti a
kovetkeztetést az SNP zavarasara a faktor kotddése soran. A kotési eseményben részt vevo
"er6s" bazisokon talalhatd varidciok nagyobb eséllyel zavarjdk meg a transzkripcios faktor
szekvencia felismerését.

Az ugynevezett dbSNPView-t hasznalva specifikus kotohelyeket vagy SNP-ket kivalasztva
vizsgalhatjuk a genomot rSNP-k utan kutatva. Hogy validdljuk a dbSNPView-t, olyan
variaciokat kerestiink melynek publikaltik a génexpresszitot befolyasolé hatasat. {gy talaltuk
meg az 152742624 SNP-t, mely az UPK3A gén enhanszer régidjaban talalhat6. Az UPK3A
fehérje a kivalaszto rendszer felépitésében jatszik szerepet. A gén csokkent expresszidja renalis
diszplazidhoz vezet. Egy nemrég megjelent tanulméanyban vizsgaltak az rs2742624 UPK3A gén
expressziojara kifejtett hatasat. Mivel az SNP egy GATA kotohelyben talalhato, csokkentette a
GATA fehérjék affinitasat. Ennek kovetkeztében a gén expresszioja jelentdsen represszalodott.
Az altalunk azonositott GATA kotOhelyek szintén atfedést mutatnak az SNP-vel. Adataink
alpjan nem csak a GATA2, hanem a GATA3, GATA4 és GATAS fehérjék kotodését is

befolyésolhatja a pontmutacio.

5. DISZKUSSZIO

A molekularis bioldgia és a szekvendlds az utdbbi évtizedekben ugrasszertien fejlodott. Ez a
szekvenalasi adatok felhalmozddasdhoz vezetett. Ezen adatok tarolasat, megosztasat ¢€s
hivatkozhatova tételét tlizték ki célul olyan adatbéazisok, mint az NCBI SRA, ENCODE vagy
DDBJ. A nyers adatok szdmos feldolgozasi 1épésen esnek at mig végiil vizsgalhatni lehet Oket.
A processzalas kihivast jelentd feladat, melyben a moddszerek kivalasztasa jelentdsen
befolyésolhatja az eredményeket.

A szekvenalasi adatokban habar oriasi potencial rejlik, az altaluk kinalt informaciok csupan

toredéke kertil részletes kivizsgalasra. A legtobb labor tobbnyire egy problémara fokuszaltan



végzi el vizsgalatait, ¢s csak kevés munkacsoport rendelkezik olyan nagy szamitdogépes
er6forrassal, hogy véllalja ezen adatok nagy mennyiségl, egységes feldolgozasat.
Vizsgélataink sordn a ChIP-seq adatok feldolgozasara fokuszaltunk. Korabbi vizsgélati
meghatarozasa hasznalhatd a genomon, hanem fehérje-topologiai informéciok is kinyerhetdek
beldliik. Kifejlesztettiink egy ugynevezett csucspont pozicid vizsgalati modszert, melyben
referencia pontokat (fix genomi pozicidt) hasznalva meghatarozohaté a fehérjék helyzete egy
allandé genomi pozicidhoz, majd egymashoz viszonyitva. A technikat a CTCF-kohezin
komplex vizsgalataval teszteltilk. Ezt kovetden a modszert nagyobb léptékben hasznalva
humén ChIP-seq adatokat toltottiink le, tigyelve arra, hogy a vizsgalt fehérjék és sejtvonalak
minél szélesebb valasztékat megvizsgaljuk. Az adatokbol adatbazist készitettliink, amelyet egy
nyilvanos web-es feliileten keresztiil elérhetdvé tettiink.

A CTCF és kohezin (RAD21, STAGI, SMC1/3) komplex DNS hurkokat hoznak létre
interfazisban 1évé sejtekben. A komplex tagjai koziil a CTCF feladata, hogy kozvetleniil a
DNS-hez kapcsolodjon. 11 cink ujj doménjével egy specitfikus CCCTC szekvenciat ismer fel
¢s kapcsolodik hozza. A kohezin gytirti ¢s a CTCF kozotti interakcioért a CTCF C terminalis
része ¢s a STAGI felelds. A CTCF mintegy "kihorgonyozza" a kohezin gytriit a megfeleld
genomi pozicioknal. A komplex tobbi tagja struktaralis szerepet tolt be a hurok létrehozasaban.
Foként a SMC1/3 fehérjek tekercselt tekercs szerkezete egy ~50 nm atmérdjli hajtiit hoz 1étre,
mely képes a DNS atfogasara és két disztalis régid fizikai kozelségbe hozasara egy hurok
formalasaval. A komplex elemeinek ChIP-seq eredményeit vizsgalva elcstuszasra lehetiink
figyelmesek a CTCF ¢s a kohezin gylrii tagjai kozott. Mivel a komplex tagjai kozil csak a
CTCEF képes a DNS kozvetlen kotésére, ezért a ChIP-seq csucspontok elhelyezkedését minden
fehérjénél ugyanazon a genomi pozicion varnank. Az elcsuszast azonban kdozelebbrol
megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az szal specifikus.

Hogy meérhetové tegylik az elcsuszast és annak szabalyszerliségeit referencia pontot
hasznaltunk. Erre a feladatra kézenfekvd volt a CTCF kotohely szal specifikus hasznélata
(referencia szekvencia CCCTC). A kotéhely centrumahoz viszonyitva a kiilonb6z6 fehérjék
atlagos csucspont elhelyezkedését egy meghatarozott sorrendiség jellemzi. A motivum
kozepétdl negativ iranyba talalhatdak a CTCF ChIP-seq jelek atlagai €s maximumai, majd szal
specifikusan a pozitiv irdnyba (5' > 3') haladva a komplex tobbi tagjai a kdvetkezd sorrendben:
SMC1/3, RAD21 ¢és STAGI. A faktorok csucspont elhelyezkedését atlag poziciokka
konvertaltuk és B-DNS modellen abrazoltuk. Ezen jol lathaté az SMC1/3 szokatlan
elhelyezkedése, ami a B-DNS modellen a CTCF-RAD21-STAGI1 fehérjékkel ellentétes oldalon



talalhatd. A mar meglévd fehérje szerkezeti adatokat felhasznalva hipotetikus modellt
készitettiink a CTCF medialta kromatin hurkolddasrél. A modelliink az Gjnevezett "double-
embrace", kettds gyliri elméletet timogatja, mellyel magyarazhato az SMC1/3 pozicidja is. Az
SMC fehérjék ugynevezett hinge doménnel rendelkeznek, mely a hajtli ellentétes oldalan
talalhaté a komplex tobbi tagjahoz képest. Ez a domén aspecikus interakci6 révén kotddhet a
DNS hurok ellentétes oldalahoz.

ChIA-PET adatok segitségével vizsgaltuk meg, hogy a fehérjék topoldgiai sorrendje milyen
Osszefiiggésben allhat a CTCF medialta DNS hurkokkal. AZ ENCODE adatbazisaban talalhato
ChIA-PET adatokat hasznaltuk fel (MCF7, K562 ¢s Hela). Az analizis soran a konvergens
motivum iranyultsag bizonyult dominansnak (~70 % az MCF7 sejtvonalban), melyben az egyik
motivum a pozitiv szalon, a masik a negativ szalon talalhato, igy a CCCTC motivum a hurok
belseje fel¢ orientalodik. Ennek megfelelden a kohezin gytirii is a hurok belsejében talalhato.
Az MCF7 sejtvonalbdl szarmazd CTCF ChIA-PET kisérletek replikéaibol készitettiink egy
konszenzus kromatin hurok szettet. Ezt 6sszehasonlitottuk az adatbazisban rendelkezésiinkre
allo MCF7 hiszton ChIP-seq eredményekkel. Az eredmények alapjan a konszenzus szett 60%-
a volt Osszefiiggésbe hozhat6 valamely aktiv promotert/enhanszert jel6l6 hiszton modositassal
(H3K4me, H3K4me2, H3K4me3). Ez 0Osszefiiggésbe hozhaté a késobbi YY1-ZNF143-al
kapcsolatos vizsgalati eredményeinkkel.

A CTCF kotohelyek jelentds atfedést mutatnak az egyéb transzkripcids faktorokat/
kofaktorokat célz6 ChIP-seq kisérletekben azonositott cstics régiokkal. Ezek kozil is a
legjelentdsebb atfedést minden vizsgalt sejtvonal esetében a YY1 ¢s a ZNF143 mutatta a
kohezin alegységek mellett. A jelenséget hierarchikus klaszterezéssel (Manhattan tavolsag)
tovabb vizsgalva kideriilt, hogy a CTCF kotohelyeken csak YY1 és ZNF143 jelenlétében
figyelhetd meg egyéb faktor ChIP-seq jel (példaul RUNX3, COREST, MAX stb.). A CTCF
kotohelyeket két populaciora bontva vizsgaltuk: YYl1-al atfedd és nem atfedé CTCF
kotéhelyek. Az eredmény megerdsitette a korabbi megfigyeléseket. YY1 jelenlétében jelentds
feldasulas figyelhetd meg az atfedd faktorok szamaban, mig annak hidnyaban ezeknek az
atfedéseknek a gyakorisaga kozel 90 %-al csokken. Ezek az eredmények szintén konzekvensek
az Osszes vizsgalt sejtvonalban (GM12878, MCF7, HeLa, K562).

A ZNF143 ¢és YY1 atlagos csticspont helyét vizsgalva azt lathatjuk, hogy az SMC1/3
fehérjékkel azonos poziciot preferdlnak. Globalis analizis sordn megfigyeltiink, hogy a
kiilonb6z6 kotohelyeken a faktorok jol lathatd "rétegekbe" rendezddnek az poziciok szordsat
vizsgalva. A scatterplot dbrazolds soran a fehérjék nem csak a preferalt poziciojuk alapjan

szegregalddnak, hanem a pozicid szérdsuk alapjan is. Jobban megvizsgalva a jelenséget azt



tapasztaltuk, hogy a szoras egyenes aranyban allhat a faktor-DNS proximitassal. Egy faktornak
annal alacsonyabb a pozicié szérasa, minél kozelebb helyezkedhet el a DNS-hez. gy a legels6
"réteget" a motivumot kozvetleniil kotédd gazda transzkripcids faktorok alkotjak. Ezt kovetik
az ehhez kapcsolodd kofaktorok vagy indirekt kotd transzkripcios faktorok, majd a rekrutalt
komplex tobbi tagja. Hasonloan kiilonbség mutatkozik a CTCF és YY1-ZNF143 kozott. A
CTCEF relativ alacsony pozici6 szérast (~17) mutat a tobbi faktorhoz képest. A kovetkezo
rétegben talalhatoak a kohezin komplex tagjai a ZNF143-al (SD:~20). Ezek felett talalhat6 a
YY1 az egyéb transzkripcids faktorok/kofaktorok értékeivel. Mivel a ZNF143-at mar leirtak,
mint a kohezin gytir(i tagjat, ezért kozvetlen kapcsolodast feltételeziink a ZNF143 és a kohezin
alegységek kozott. A fehérjek pozicidjabol és szorasabol arra kovetkeztetiink, hogy a ZNF143
az SMC1/3 hinge doménjéhez képes kotddni, és hozza pedig a YY1 fehérje. Utobbi hidat
képezhet a hurok belsejében talalhato transzkripciods faktorokkal, melyek a szabalyozo régidohoz
kapcsolnak, ezzel segitve a promdter-enhanszer interakciot.
A csucspont alapu topologiai elemzést kibdvitettiik egyéb faktorokra. 3782 human ChIP-seq
adatot dolgoztunk fel és az eredményekbdl elkészitettik a ChIPSummitDB adatbéazist és
weboldalt. A ChIPSummitDB egy¢éb feldolgozott ChIP-seq adatokat tartalmazo6 adatbazisokkal
(mint példaul a GTRD, ChIPBase, ChIP-Atlas) tobb szempontbol atfed:

e Nagy mennyiségli adat kollekciot kinal

e [Egységesen feldolgozott ChIP-seq eredményeket tartalmaz

e ChIP-seq csucs predikcios eredményeket tartalmaz

e Letolthetd tartalom

e Kombinalhato f4jl formatumok

e ChIP-seq eredmények de novo motivum keresési eredményeit tatalmazza
Emellett szdmos csak a mi adatbazisunkra jellemz0 funkcidval rendelkezik. A legtobb adatbazis
a lehetséges kotohelyek azonositasat végzi el a ChIP-seq cstcspozicid prediktalassal. Kevés
munkacsoport vallalja a valodi transzkripcids faktor kotdhelyek azonositasat, a motivumok
genomi pozicidjanak meghatarozdsat. A ChIPSummitDB nemcsak rendelkezik ilyen
informacioval, de a fehérje pozicid elemzések ezeken a régiokon alapszanak, mivel referencia
pontként hasznaltuk Oket. Emellett az eredményeink nem csak letdlthetden, hanem eloszlas
diagrammok, scatterplotok €és genom bongészd segitségével a weboldalunkon grafikusan
megjelenithetéek. A fehérje poziciokat a GATAIL:TAL1 kompozit elem vizsgalataval
validaltuk, melyben a fehérjék pozicidja kovette a meglévd a kompozit elem motivumainak

orientaltsagat ¢s egybehangzd eredményt mutattak a rontgen krisztalografiai eredményekkel.



Az integralt SNP keresdvel azonositottunk olyan regulatorikus SNP-ket melyek megzavarjak a

génexpressziot €s klinikai jelentdséggel birnak.

6. OSSZEFOGLALAS

Kimutattuk, hogy a ChIP-seq technika megfeleld feldolgozassal fehérje topologiai informaciok
kinyerésére is hasznalhatd. Egy ChIP-seq csticspont alapu moédszert dolgoztuk ki a fehérjék
helyzetének meghatdrozasdhoz egy fix genomi pozicidohoz viszonyitva. A technikat a CTCF-
kohezin komplex vizsgalataval fejlesztettiik. Ennek eredményéként meghataroztuk a CTCF és
a kohezin gytriik helyzetét és készitettiink egy hipotetikus modellt a CTCF mediélta kromatin
hurkokrol. Meghataroztuk, hogy a hurok formalasban résztvevé CTCF motivumok konvergens
orientacidja a kohezin gytlirtt is interior elhelyezkedésre kényszeriti. Vizsgaltuk a CTCF
medialta hurkok transzkripcids faktorokkal és kofaktorokkal torténd interakciojat és kozvetett
szerepét a génexpresszio szabdlyozdsban. Eredményeink a YY1 €s a ZNF143 lehetséges
mediator szerepére vilagitottak ra a kohezin gytlri €s a faktorok altal kotott szabalyozo régiok
kozott.

Az elemzéseinket kibdvitettiik a lehetd legtobb transzkripcios faktor vizsgalataval. 3782 human
ChIP-seq adatot dolgoztunk fel egységesen ¢€s adatbazist készitettiink az eredményekbdl.
Ezeket nyilvanosan elérhetdvé tettiik egy webfeliileten, melyet ChIPSummitDB-nek neveztiink
el (http://summit.med.unideb.hu/summitdb). Ez az eredményeinket nem csak letdlthetdve,
hanem abrazolhatova is teszi. Ezen web eszk6zok segitségével vizsgaltuk a GATA1:TALI

crcr

fehérjestruktura és egyéb kisérleti eredményekkel.
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