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BEVEZETES

1. A magreceptorok altal szabalyozott transzkripcié epigenetikai hattere

A magreceptorok ligandfiiggd transzkripcids faktorok, zsiroldékony molekuldk,
hormonok és anyagcseretermékek szenzorai. Munkacsoportunk f6 érdeklodési
terliletét a magreceptoroknak azon alcsoportja képezi, mely heterodimert alkot az
RXR molekulaval, a 9 cisz retinsav receptoraval. E magreceptorok kulcsszerepet
jatszanak a fejlédésben és kiilonbozo patofizioldgids allapotok kialakulasdban, mint
az ateroszklerozis €s a diabétesz. Ezen magreceptorok kozos jellemzdje, hogy DNS
kotott szenzorai az intra és extracellularis lipideknek. A magreceptorok genomi
szintre forditjak a sejt zsiroldékony kornyezetének valtozasait. Ezen jellegzetességiik
alapjan nano-kapcsolokként értelmezhetjiik 6ket, melyek megvaltoztatjak a kromatin
allapotat, és genomi szkripteket inditanak be a sejt lipidkdrnyezetében bekovetkezett
valtozasokra adott valaszként.

A HL-60 sejtvonal egy kiterjedten vizsgalt mieloid leukémia sejtvonal, mely
fiziologias és farmakoldgias behatasokra kiilonboz6 iranyokba differencidlodhat. A
differenciacio soran két kiilonallé szakaszt kiilonboztetiink meg. Az elsd egy atmeneti
allapot vagy alapozasi 1épés, a masodik kései folyamatok sorozata, melyeknek vége a
differenciacios utvonalbéli elkdtelezodés és a termindlis differenciacio. E 1épésre
jellemzé a magstruktira atalakulasa és néhany sejtciklusra kiterjed6 fenotipus
memoria. Az alapozasi 1épés soran lejatszodd molekularis folyamatokrdl és ezek
szerepérol a késdbbi génexpresszid szabalyozasaban igen keveset tudunk.

A differenciaciot meghataroz6 molekuldris mechanizmusokat részben a
kromatin allapota hatdrozza meg. A kromatin struktira dontd szerepet jatszik a
génexpresszio szabalyozasaban, mivel meghatdrozza a transzkripciés faktorok
hozzaférését a DNS-hez. Magat a kromatin szerkezetét két enzimcsoport hatarozza
meg: egyrészt az ATP fiiggd kromatin mintdzé enzimek (remodelling), masrészt a
kromatin moddositdé enzimek csoportja. Ez utdbbiak felelések a hisztonvégek
poszttranszlacids modositasaért. A ,hiszton-kod“ elmélet szerint a hiszonvégeken
1étrejovoe  kovalens modositdsok fenntartjak ¢€s szabalyozzdk a génexpresszios
mintazatokat. A kovalensen modositott hisztonvégekrdl korabban leirtdk, hogy

chromo- és bromodomén tartalm fehérjék kotdhelyei lehetnek. Feltételezések szerint



ezek a hisztonkotd fehérjék biztositjadk a funkciondlis kapcsot a modositott
hisztonvégek és a transzkripcid inicidcio effektorai kozott.

A kromatin immunprecipitacids technika segitségével (angolul: Chromatin
immunoprecipitation: ChIP) in vivo fehérje: DNS kolcsonhatasokat vizsgalhatunk
kromatin szinten. Adott fehérje elleni antitestek hasznalataval a fehérje altal kotott
DNS darabok konyvtarat hozhatjuk 1étre és vizsgalhatjuk.
mechanizmusainak vizsgalata céljabol elkészitettik a szoveti tranzglutamindz
promoéterének hisztonvég modositasi térképét. A szdveti tranzglutaminaz expresszidja
ezen differenciacio soran nagymértékben fokozodik. A promoter térképét harom
kiilonboz6 allapotban vettiik fel kiinduldsi allapotban, az alapozasi 1épés soran,
melyet egy rovid DMSO vagy D vitamin kezeléssel hoztunk 1étre, és differencialt
allapotban, melyet az alapozasban résztvevo sejtek retinoid kezelésével hoztunk 1étre.

Az alapozés és a transzkripcié soran kiilonallo kromatin szintii folyamatokat
sikeriilt beazonositanunk. Az alapozas nagymértékii oldallanc metilacios valtozasokat
okoz. A H3 oldallanc K4 csoportjanak metilacioja csokken a promoteren, illetve a H4
oldallanc R3 csoportjanak metilacioja fokozddik az enhanszeren. A hiszton arginin
metilacidja kiilonos jelentéségli az alapozasi dallapot 1étrehozasaban, mivel
farmakologiai gatlasa magat az alapozast is megsziintette.

Vizsgélati eredményeink szerint a H4R3 és H3K4 metilacigja modulalja a

hormonalis valaszkészséget.

2. Teljes genomi lokalizacios analizis

Munkdm masodik részeként vizsgalati rendszeremet kiterjesztettem egy zart
rendszerbdl (egyedi promoéterek vizsgalata) egy nyitott rendszerré (klonozas és
szekvenalas). A moddszer segitségével H4R3 metilacidos helyeket térképeztiink a
genomban. A modszert sikeresen alkalmaztak eddigiekben transzkripcids fakror
kotohelyek beazonositasara (Weinmann et al, Mol Cell Biol. 2001 Oct.).

A genomi lokalizacids analizis egyesiti a kromatin immunprecipitacios
modszert a microarray technikdaval (Weinmann et al, Genes Dev. 2002 Jan.). A
mobdszer segitségével teljes genomi kontextusban vizsgalhatd, miként befolyésolja az

epigenetikai kdrnyezet egy gén transzkripcidjat.



Vizsgalatainkhoz egy 12000 CpG szigetet tartalmazd DNS chipet hasznaltunk,
¢s magreceptor kotodést valamint H4 acetilacios statuszt vizsgaltunk. Az eredmények
feldolgozasat megkonnyitendé 1étrehoztunk egy Dbioinformatikai webfeliiletet,
melynek segitségével a 12k CpG platformon begylijtott adatokat tiikrozhetjiik

Affymetrix platformon szerzett globalis expresszios adatokra.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtek
HL-60/CDM-1, MonoMac6 ¢és Ht29 ¢és 293T sejteket standard sejtkultaras

koriilmények kozott tartottunk fenn.

Ligand kezelések, anyagok

cre

« ey

elokezelés 1,25% DMSO vagy 10nM D Vitamin 16 o6ras kezelése jelentette.
Metiltranszferazok gatlasa 10 uM Adenozin dialdehid kezeléssel tortént.

Ha masképp nem jeloltiik, minden laboratoriumi vegyszert a Sigma Aldrich kft-t6l
szereztlink be. Az antitesteket a flow citométeres mérésekhez ha masképp nem

jeloltik a DAKO A/S- tél szereztiik be.

Plazmidok

A PRMT1 és PRMT] katalitikus mutanst kifejez6 emlés expresszids vektorokat Uta
Maria Bauertdl allitotta el (University of Marburg). A PAD4 és PAD4 katalitikus
mutanst kifejez0 emlds expresszios vektorokat Yanming Wangtol kértiikk (Allis
Laboratory, Rockefeller). A munkankhoz hasznalt t6bbi plazmidot munkacsoportunk
korabban publikalta vagy eredetiiket idézte.

Transzfekcio
HL-60 sejteket AMAXA Electroporator System segitségével elektroporaltuk. A 293T

sejteket Poliethylene-imine reagens segitségével transzfektaltuk.

Teljes RNS kinyerése
A sejtek teljes RNS-ét TRISOL reagens (Invitrogen) segitségével nyertiik ki a gyartd

utmutatasai szerint.

Valos idejii kvantitativ PCR (RT-QPCR)



A valos idejl kvantitativ PCR-t egy ABI7900 Real Time Sequence Detection System
miszeren végeztik. A PCR reakcidkat triplikdban a megfeleld kontrolokka

kiegészitve mértiik le. Analizishez a komparativ Ct médszert alkalmaztuk.

Kromatin immunprecipitacio (ChIP)

A kromatin immunprecipitaciot a Kuo és Allis altal leirt mdodszer szerint végeztiik,
modositasokkal. A kovetkezd antitesteket hasznaltuk: Upstate: #06-866 Anti Acetyl
H4, #07-213 Anti dimethyl H4 Arg3, #07-030 Anti dimethyl H3 Lys 4, #07 212 Anti
dimethyl H3 Lys9, Abcam: #ab5823 H4 methyl R3 antibody, #413-200 Pan dimethyl
arginine. A komplexeket protein A Agarose golydcskakkal gyiijtottiik be (Upstate
#16-157).

Ligalas és plazmid preparalas

A kromatin immunprecipitdcional begyiijtott DNS darabok tulnyuld végeit Klenow
enzimmel (Fermentas) toltottiik fel és T4 DNS ligazzal (Fermentas) klonoztuk be egy
alacsony hatterii plazmidba (Zero Blunt® PCR cloning vector/ Invitrogen). A ligalas
utan E. coli DHS5a ultrakompetens baktériumba transzformaltuk majd egyedi
koloniak izoldldsa utan Miniprep Wizard (Promega) kit segitségével izolaltuk. A
fragmentek méreteit kettds restrikciés enzimes hasitassal illetve standard PCR

technikaval ellendriztiik vektor specifikus primereket hasznalva.

Szekvenalas
A szekvendlast M13+ szekvenallo primerrel végeztiik ABI Big Dye Terminator 2.1

kit felhasznalasaval.

In Silico Analizis

A szekvencidkat eldszor az NCBI Blast program segitségével azonositottuk be. A
taladlatokat a BLAT programmal (UCSC Human Genome Browser) lokalizaltuk a
genomban ahol konzervalt régidkat, ismert géneket, konzervalt transzkripcios faktor
kotohelyeket kerestlink. A beazonositott gének annotdlasthoz a PANTHER
Adatbazist hasznaltuk melynek segitségével komplex gén és fehérje annotacid

végezhetd el.

Sejt ciklus analizis



A sejtciklus anlizist propidium jodid festéssel é flw citométeres méréssel végeztik
amint az Current Protocols in Cell Biology (1999) szerkesztette: Juan S. Bonifacio (et

al.) 8.4.1. Fejezetben leirva talalhato.

Intracellularis festés és flow citométeres analizis
Intracellularis festés és flow citométeres analizist 0,5 %-0s szaponint tartalmazé
pufferben végeztik egy TGM2 ellenes egér monoklonalis antitest és fluorescens

masodlagos antitest segitségével.

Microarray analizis

Az Affymetrix platformon elvégzett génexpresszids vizsgalatokhoz teljes RNS-t
izolaltunk RNeasy kit (Qiagen) segitségével. A cRNS-t teljes RNS-b6l SuperScript kit
(Invitrogen) és High Yield RNA transcription labeling kit (Enzo Diagnostics)
segitségével allitottuk eld. A fragmentalt cRNS-t Affymetrix HG U133 plus2.0
chipre (Santa Clara, CA) hibridizaltdk az EMBL Microarray Core Facilityban,
Heidelbergben.

A genomi lokalizacios analizishez a kromatin immunprecipitalt terméket
primer extenzidval és PCR technikaval felamplifikaltuk (DeRisi Lab Protocol, UC
San Francisco) és a CpG chip eldallitoja altal javasolt protokollal jeloltik (UHN,
Toronto, Canada). Analizishez a GeneSpring 7.0 (Agilent) programot hasznaltuk.

Dnaz hiperszenzitivitas mérése
A Dnaz hiperszenzitivitds mérését kvantitativ PCR technikaval végeztiik. Roviden: a
DNS-t izolaltunk. Az igy izolalt DNS-t EcoR1 restrikcidés enzimmel ujra emesztettiik

¢s a specifikus promoter primer szettekkel kvantitaiv PCR technikéval lemértiik.



EREDMENYEK

1. A szoveti transzglutaminaz retinoid fiiggo expresszidja kiindulasi és

elokezelt mieloid leukémias sejtekben.

A 2-es tipusu szdveti transzglutamindz expresszidja igen szorosan szabalyozott a
mieloid leukémia sejtekben. A sejtek elokezelése differenciaciot eldidézé anyagokkal,
mint példaul D vitamin vagy DMSO, nagymértékben fokozza a TGM2 retinoidok
altali indukciojat. Ez a kisérleti rendszer lehetdvé tette az alapozasi fazis soran
bekovetkezd molekuldris mechanizmusok vizsgalatat. Az eldkezelés altal a retinoid
valasz két nagysagrenddel nd, mikozben dinamikéja nem valtozik. Kulcskérdés annak
a tisztazasa, hogy e fokozodas sordn az egyedi sejtek valasza fokozodik, vagy tobb
sejtben  jon  létre  azonos  mértékli  valasz. E  kérdés  tisztdzdsara
immunhisztokémiai/flow citométeres vizsgalattal mértiikk meg az egyedi sejtek
retinoid fliggd TGM2 expresszidjat elokezeléssel vagy anélkiil. Eredményeink szerint
alapallapotban ezek a sejtek nem expresszalnak TGM2-t, és az eldkezelés sem
indukdlja ezt a fehérjét. 9cisz retinsav kezelés hatdsara a sejteknek 19,7%-a
expresszalta a TGM2-t, mig DMSO el6kezelés és 9cisz retinsav hatdsara a TGM2-t
expresszalo sejtek szama 63,7%-ra nott.

A fokozott retinsav valasz két kézenfekvd magyardzata a receptorszintek
valtozasa illetve a sejtciklusbéli atrendezddés lehet. Vizsgalataink sordn kimutattuk,
hogy sem a receptor szintekben, sem a sejtciklus eloszlasban a DMSO eldkezelés nem

okoz markans valtozasokat.

2. Kromatin szintii valtozasok a kiindulasi és elokezelt sejtekben.

A kromatin szintii elvaltozasok tisztdzdsa céljabol megvizsgaltuk TGM2
promoéterének DN4z hiperszenzitivitasat negativ kontrollként a RARP gént hasznalva,
mely annak ellenére, hogy bizonyos szdvetekben retinoid szabélyozas alatt all, ebben
a sejtvonalban sem alapallapotban, sem DMSO kezelt allapotban retinoidok altal nem
indukalhat6. Mig a TGM2 promotere mar DMSO el6kezelés hatdsira DNaz

hiperszenzitivitas fokozodast mutatott, a RARP gén promoterében ilyen valtozast nem



tapasztaltunk. Ezen eredményeink alapjan megbizonyosodtunk, hogy az eldkezelés

soran a promoteren kromatin szintii valtozasok torténnek.

3. A TGM2 prméterének epigenetikai térképe

Vizsgalataink kovetkezd 1épéseként elvégeztik a TGM2 prométerének kiillonbozo
régidinak hisztonvég-modositasi  térképezését. Munkank soran a kromatin
immunprecipitaciot otvoztik az igen érzékeny valosidejii kvantitativ. PCR
technikdval, melynek soran kettésen jelolt fluoreszcens TagMan® probakat
probakat, melyek felolelték a HR1 enhanszer és a promoter kozotti 1800 bazispar
hosszsagu szakaszt.

Els6 1épésként a H4 acetilaciot vizsgaltuk eldkezeletlen és DMSO elékezelt
sejtekben a retinoid indukcid hatdsara. Mig az eldkezeletlen sejtekben a retinoid
indukcio hatasara a H4 acetilacié csak kis mértékben nétt, addig a DMSO eldkezelt
sejtekben a retinsav markans H4 acetilaciot eredményezett a HR1 enhanszeren.
Ezutan elvégeztik a TGM2 promoterének hiszton metilacids vizsgalatait. A H3
acetilacio és H3S10 foszforilacio mellett a H3K4, H3K9 és H4R3 metilacios szinteket
mértiilk a kiilonbozo allapotokban. A H4 acetilacios szintje eldkezelt sejtekben két
oraval a retinsav kezelés utan novekedésnek indul, és hat-nyolc o6raig folyamatosan
novekszik mind az 6t vizsgalt promoter régioban. Ezzel szemben a H3K4 metilacios
szintje mar az elOkezelés sordan drasztikusan lecsokken a transzkripcios starthely
koriil. H3K9 metilacioban nem lattunk valtozast a vizsgalt allapotokban. Mig a
DMSO elokezelés H3K4 metilacidos szint csOkkenését okozta, addig a H4R3

metilacios szintje az el6kezelés soran fokozodott.

4. A H4R3 metilacio és H3K4 demetilacio szerepe a génexpresszio

szabalyozasaban

Annak tisztdzasara, hogy van-e funkcionalis kapcsolat a H4R3 metilacio fokozodas és
fokozott retinoid valaszkészség kozott, a sejteket egy ADOX nevl altalanos
metiltranszferaz gatloval kezeltiik. A HL60 sejtek DMSO és ADOXszal val6 egyilittes

kezelése gatolta a H4R3 metilaciot, és az 4ltalanos arginin metilacidt is a gén
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enhanszerén. Ezzel ellentétben az ADOX eldkezelés nem tudta megakadalyozni a
DMSO altal kivaltott H3K4 metilacio csokkenést jelezve, hogy a demetilacidért nem
a metiltranszferazok feleldsek. Ugyanakkor megjegyezziik, hogy az ADOX gatolta a
retinoidok altal kivaltott promdter acetilaciot jelezne, hogy a fokozott acetilacidhoz
sziikséges a metiltranszferazok aktivitdsa. E gatlds nem volt teljes mértéki, de
visszavitte az acetilacios szintet az elokezeletlen sejtek szintjére.

Osszességiikben ezek az adatok azt mutatjak, hogy a metiltranszferdzok
gatlasa megakadalyozza a H4R3 metilaciot és a fokozott retinoid valaszkészséget.
Annak eldontésére, hogy az ADOX 4altal bekdvetkezett génexpresszio gatlds mennyire
tekinthet6 altalanos jelenségnek, globalis génexpresszios vizsgalatokat végeztiink.
Ennek sordan kimutattuk, hogy az ADOX specifikusan gatolta azokat a géneket,
amelyek retinoid valaszkészsége DMSO eldkezelés hatasara fokozodott (75 génbdl 62

esetében megfigyelhetd volt ez a gatlas.)

5. A transzkripcio szabalyozasa az epigenetikai kornyezet megvaltoztatasa altal

A jelenség mechanizmusanak reprodukaldsa céljabol megvizsgaltuk a H4R3
metilaciojaért felelés enzimek szerepét ebben a folyamatban. Ezek az enzimek a
PRMT1 metiltranszferaz és a PAD4 peptidilarginin deiminaz, ez utobbi a metilalt
arginincsoportok citrulinna torténd atalakitasat végzi. Megvizsgaltuk e két enzim
expreszidjat elokezelés és retinsav kezelés soran. Kvantitativ PCR vizsgalataink
eredményeként leszogezhetjilk, hogy a PRMTI1 enzim jelen van a vizsgalt
sejttipusban és a PAD4 szintje DMSO elékezelés soran fokozddik, sét a retinsav

kezelés soran a szintje tovabb novekszik.

Feltételezve, hogy a H4R3 metilacido fokozodasa oka a retinoid valaszkészség
fokozodasanak, a kovetkez6é munkahipotéziseket vizsgaltuk meg:

A. A korabban publikalt in vitro adatok alapjan (Wang et al, Science. 2001
Aug 3;293(5531) 853-7) hisztonok preacetilacidja meggatolja a H4R3 PRMTI altali
metilacidjat. Ennek vizsgalatara Trichostatin A (TSA)-val kezeltiik el a sejtjeinket.
A TSA hiszton deacetilaz aktivitasa révén fokozza a hisztonok acetilaciojat. Ennek
sordn azt tapasztaltuk, hogy a TSA el6kezelés teljes mértékben megakadalyozta a

H4R3 metilacio fokozodasat. Mi tobb, a H4 acetilacié és H4R3 metilacid vizsgalata
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soran azt tapasztaltuk, hogy a TSA kezelés fokozta az acetilaciot, de gatolta a H4R3
metilaciot.

B. A masodik megvizsgalt munkahipotézis szerint a PAD4 aktivalasa gatolni
fogja a retinoid valaszkészséget (Wang et al, Science. 2004 Oct 8;306(5694) 279-83).
E célbol A23187-tel egy kalcium ionofor agenssel kezeltiik el a sejtjeinket, ezaltal
aktivadlva a PAD4 enzimet. A PAD4 aktivalasa teljes mértékben gatolta a retinoid
valaszkészséget.

C. A harmadik munkahipotézis, amelyet megvizsgaltunk, a PRMT1 szintjének
novekedése fokozza-e a valaszkészséget. PRMT1 transzfekcidja nem indukalta a
TGM2 gént, de fokozta a DMSO elokezelt sejtekben a retinoid valaszkészséget.

D. Végezetiil megvizsgaltuk a PRMT1 és PAD4 egyiittes szerepét a retinoid
fliggd génexpresszid szabalyozdsaban. Eredményeink alapjan a PRMT1 enzimatikus
aktivitasa sziikséges a koaktivator aktivitasahoz, mig a PAD4 nem korepresszor, és az

enzimatikusan inaktiv formdja fokozza a PRMT]1 hatésat.

6. H4R3 metilacio altal modositott genomi lokuszok klonozasa

PRMT]1 altal metilalt hisztonok jobb szubsztratjai a hiszton-acetiltranszferazoknak, és
ez egy mechanikus kapocs az arginin metilacio és génexpresszio szabalyozas kozott.
Vizsgélataink sordn kisérletet tettiink H4R3 metilalt genomi lokuszok beazonositasara
kromatin immunprecipitacié és klénozas kombinalasaval.

A modositott genomi lokuszokat egy metilalt H4R3 specifikus antitesttel
halasztuk ki, és az igy 1étrehozott konyvtarat egy alacsony hatteret biztositd vektorba
klénoztuk. Egyedi kolonidkat izoldlva a plazmidokat kipucoltuk, az inzerteket
beazonositottuk standard PCR technikdval. Tovabbi analizishez a plazmidokat

megszekvenaltuk.

7. A beazonositott klonok analizise

Munkank soran 111 koldniat szekvenaltunk meg, melyek koziil 57 fragment volt 150
bazisparnal hosszabb. Az ennél rovidebb fragmenteket, mivel kisebbek egy
mononukleoszémanal, nem vettiik figyelembe az analizis soran.

Elso 1épésként szekvenciak BLAST analizisét végeztiik el, melynek soran 48

bizonyult humén eredetiinek, 7 bakteridlis eredetlinek, 2 lazac eredetiinek. A
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bakteridlis eredet valosziniileg klonozasi melléktermék, a lazac eredetli pedig a
protein A golydcskak blokkoldsahoz hasznalt lazac DNS-bdl szarmaztak. A 48 human
eredetli szekvencia koziil 38-nal sikeriilt beazonositanunk egy-egy tokéletes talalatot,
melyek kozil 26 volt egyedi szekvencia, 12 ezeknek ismétlddései és 10 repetitiv
szekvencia. Az igy beazonositott genomi lokalizacidkat tovabb vizsgaltuk, a UCSC
Genome Browser program segitségével. A 26 beazonositott human szekvencia koziil
14 génkdzelinek bizonyult (10 kilobazisnal kisebb tavolsagra ismert gén talalhato).

A PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships)
a segitségével megvizsgaltuk, milyen folyamatokban jatszanak szerepet a
beazonositott gének. Szignalizacio, sejtdifferenciacio, fejlédés és immunvalasz voltak
a leggyakoribb beazonositott folyamatok.
konzervalt transzkripcids faktor kotohelyeket. Vizsgalataink soran 30 ilyen
transzkripcids faktor kotOhelyet talaltunk, 12 ezek koziil tobb, mint egyszer, és 6
kozilik legalabb haromszor volt jelen. Ezek koziil 2 kordbban publikalt adatok
szerint Osszefliggésbe hozhato arginin metildcioval, ugy mint MEF2 a PRMT4-gyel
(vagy CARM1-gyel) ¢s FOXO a PRMT1-gyel.

8. Genomi lokalizacios analizis

A vizsgalataim tovabbi kiszélesitése céljabol genomi lokalizécios analizis technikat
alkalmaztunk, mely kromatin immunprecipitaciét kombinalja a microarray analizissel
(ChIP on Chip). Ezen megkozelités segitségével globalis génexpresszios adatokat
értelmezhetiink a kromatin pillanatnyi allapotanak fliggvényében. Az altalunk
hasznalt microarray 12000 CpG szigetet tartalmaz.

Eddigi adataink alapjan a ChIP on Chip alkalmas PPARY célgének szabalyozo
régidinak beazonositasara. Két fliggetlen modszert hasznaltunk ezen vizsgélatokhoz:
elészor PPARy kotohelyeket azonositottunk be PPARy specifikus antitest
hasznalataval. Ezzel a mddszerrel a CpG chipen levd 16kuszok kb. 1%-a mutatott
feldusulast, és sikeriilt 4j alacsony expresszids szintli, potencialis PPARy célgéneket

beazonositanunk. Egy fliggetlen modszerrel megvizsgaltuk, hogy PPARYy specifikus
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ligand kezelésével mely CpG szigeteken kovetkezik be H4 acetilaciés szint
fokozodas. Ezzel a modszerrel a CpG chipen 1évo 16kuszok 0,6%-a mutatott pozitiv
jelet.

A ChIP on Chip adatok és az Affymetrix platformon szerzett génexpresszios
adatok korrelalasara létrehoztunk egy web-alapu bioinformatikai interfészt a Magyar
Bioinformatikai Intézettel kozosen. A CpG annotécios keresd cime:

http://genomics.dote.hu/jetspeed/air/cpg.jsp
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OSSZEFOGLALAS

Eredményeink alapjan 1) modelljét javasoljuk a retinoid valaszkészség
szabalyozasanak mieloid leukémia sejtekben. A szdveti transzglutaminaz retinoid
fliggd indukcidja sordn sikeriilt egy 0j szerepét beazonositani a kordbban leirt, de
kevéssé karakterizalt H4R3 metilacionak.

A H4R3 metilacio a differenciacié alapozasi fazisara jellemzod, és megeldzi a
gén aktivalodasat. E modositas egy transzkripcionalisan kikapcsolt, de ,,érzékenyitett”
allapotot jelol, melynek kovetkeztében a modositott hisztonok jobb szubsztratjaiva
valnak a hiszton acetiltranszferazoknak. E mechanizmus felelds a fokozott retinoid
valaszkészségért. A hisztonok preacetilacidja meggatolja ennek a modosulasnak a
kialakulasat.

A javasolt modell egybecseng a hisztonkod elmélettel, mely szerint a
modositott hisztonvégek fizikai hordozoi a sejtmemorianak. Transzkripcios faktorok
bekotddését biztositva ezek a hisztonvég modosulasok génexpresszios kapcsolokként
is felfoghatoak. Adataink a H4R3 metilacionak egy 1) szerepet tulajdonitanak, mely
potencialisan farmakologiailag modosithato.

H4R3 metilacio tovabbi vizsgalata céljabol beklonoztuk a moddositast
tartalmaz6 kromatin darabokat, szekvendlas és in silico analizis utdn megallapitottuk,
hogy az érvényes taldlatok mindegyike introni vagy 5’ végi lokalizacioju volt. Ezen
lokalizaciok feldusuldst mutattak a kovetkezd konzervalt transzkripcids faktor
kotohelyekben: POU2F1, MEF-2 és FOXL1. Az igy beazonositott genomi lokuszok,
szignalizacios utvonalak és fejlodési folyamatokban szerepet jatszo gének kozelében
voltak. Ezen lokuszok tovabbi vizsgélata 1) szerepeit tisztazhatja a H4R3

metilacionak.
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