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1. Bevezetés

1.1. Az emberi génallomany szervezédése

Az emberi géndllomany (genom) megkozelitdleg 3,2 milliard (3,2x109) bazispar jol
meghatarozott sorrendiségével irhaté le, melynek elsé véltozatat 2001-ben, a Human Genom
Projekt (HGP) soran kozolték. A sejtmag, melynek tartalmat a maghartya valasztja el a
citoplazmatol, tartalmazza a 2x3200 megabazisparnyi DNS-t. Hogyan képes ez az Osszesen
megkozelitleg 2 méter hossziisagu fondl elférni a 6 um atmérdjii sejtmagban? A valasz a
kromatin egy magasabb rend, jol strukturalt, kompaktabb szervez6désében rejlik. A DNS ennek
érdekében eldszor gyongyfiizérre hasonlité nukleoszéma szerkezetet vesz fel, késdbb 30 nm-es
rostokba rendezédik és tekercsszerii, Gin. szolenoid fonalra hasonlitd, vagy cikk-cakk (zig-zag)
szerkezetet hoz létre. A legmagasabb szervezOdési szint azonban a kromoszoma szerkezet révén
valosul meg. Ennek elérése érdekében a 30 nm-es rost eldszor Kondenzin II gyiriik altal a
toviiknél sszefogott nagyméretii hurkokat formal. E hurkok tove 1ényegében egy Kondenzin I1-
ben gazdag tengelyt képez, melybdl sugariranyban allnak ki a kiilonb6z6 méretti hurkok. Ezeket
végiil a Kondenzin I gytriik tagoljak tovabb a tomor kromoszoma létrehozasahoz. A kromatin
kromoszémakba valo feltekeredése a sejtek osztddasa soran figyelhetd meg; a DNS nagy része
tobbnyire a sejtmagban taldlhatd fehérjék szdmara konnyen hozzéaférheté formaban van jelen,

lehetévé téve ezaltal a gének DNS-koto fehérjék altali szabalyozasat.

1.2. A transzkripcio szabalyozasanak szintjei eukariotakban
A HGP révén megismerhettiik a gének elhelyezkedését a genomban, illetve a fehérjekodolod
génkészletlinket is — melynek mérete 20-25000 génre becsiilhetd. Az ugynevezett (Un.) haztartasi

(housekeeping) génektdl eltekintve, amelyek a sejtek alapvetd folyamataiért felelosek, a kozel



25000 génnek legfeljebb a fele mutat barmiféle aktivitast az egyes sejtekben; a kiilonb6zo sejtek
pedig a génkészlet mas-mas része altal szabalyozodnak. Ez a sejt/szovet-specifikus
génexpresszids mintazat, illetve a gének megfeleld idoben torténd ki- €s bekapcsolasa hatarozza
meg a szoveti fejlodés molekularis mechanizmusat, a sejtek sorsat, anyagcsere allapotat,
Osszességeben tehat a szertedgazo biologiai folyamatok transzkripcids szabalyozasat.

A gének szabalyozasa alapvetd bioldgiai folyamat a sejtek tulélése ¢és mitkddése
szempontjabol, melyet tokéletesen kifinomult szabalyozasi mechanizmusok koordindlnak. Az
elsé génszabalyozo modellt 1960-ban két, késobb Nobel-dijjal jutalmazott francia biokémikus,
Francois Jacob és Jacques Monod alkotta meg, akik azt talaltak, hogy az E. coli laktoz-
metabolizmusaban szerepet jatszo lac operon bekapcsolasa és szabalyozasa soran a lacZ, lacY és
lacA gének termékei (RNS, fehérje) képesek visszacsatolds révén szabdlyozni a gének
expresszidjat. Ez a koncepcio képezte alapjat a kortars génexpresszios modelleknek.

A jelenlegi tudasunk szerint a DNS-ko6t6, génszabalyozd fehérjék, avagy transzkripciods
faktorok Un. transz szabalyozo6 elemként fejtik ki serkentd vagy gatld hatasukat, mégpedig olyan
cisz szabalyozo elemekkel (CRE; cis-regulatory element) vald kolcsonhatas révén, mint a
promoterek, enhanszerek, silencer-ek és inzulatorok, vagy olyan cisz szabalyoz6 modulokon
(CRM; cis-regulatory module) keresztiil, melyek esetenként tobb, mint 10 CRE-t is magukban
foglalhatnak. Az eukaridta egyedfejlodés soran a gének megfeleld szabalyozasaért — részben
ilyen CRM-eken keresztiil — a transzkripcios faktorok jol meghatarozott csoportjainak az
egytlittmiikodése a felelds. E csoportok Osszetétele kombinatorikus €s eltérd a fejlodés kiilonbozo
fazisaiban, lehetdvé téve ezaltal a gének sejttipus- €s kornyezetfiiggd szabalyozasat.

A transzkripcios faktorok egy random szekvencidhoz képest a sajat felismerd szekvencia
motivumaikhoz ezerszeres vagy akar még nagyobb affinitdssal képesek kotddni, és ez az

elsddleges szelekcid teszi lehetdové azt, hogy hatasukat csak a célgéneken fejthessék ki.
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Amennyiben a kromatin hozzaférheté a transzkripciés faktor szamara, és az elfoglalja a
motivumat, a génekre gyakorolt hatasat tovabbi ko-faktorok (pl. a TFII complex, a Mediator
komplex vagy az acetil-transzferaz aktivitassal rendelkezé6 P300 fehérje) kotésével, valamint
poszt-transzlacidés (pl. hiszton) modositasok létrehozasa altal fejtheti ki. A felépiilt fehérje
komplex mar képes az RNS polimeraz Il enzimet kihorgonyozni a ,,core” promoterhez és
aktivalni azt. A DNS szabalyoz6 elemei mellett — a kromatin szintjén vald epigenetikai
szabalyozas — az eukaridta transzkripcidés folyamatok masik fontos szintje, amely magaban
foglalja a nukleoszomaba csomagolt ,,cél” DNS szakasz hozzaférhetdségének, valamint a DNS

metilaltsagi fokanak a szabalyozasat.

1.3. ChlP-seq: a transzkripcios faktor kotéhelyek genom-szintii azonositasa

Az Ujgeneracios szekvenalassal kapcsolt kromatin immunprecipitaciés (ChIP-seq; chromatin
immunoprecipitation followed by sequencing) modszer alkalmas kiilonb6z6 kromatin-asszocialt
fehérjék, mint pl. a transzkripcids faktorok vagy hiszton modositdé enzimek teljes genom szinten
torténd detektalasara, amennyiben azok a DNS-sel valamilyen interakcidban vannak. A modszer
kivitelezése tipikusan 1-10 milli6 sejtet igényel, mely sordn a vizsgalni kivant fehérje jelenléte az

ellene termeltetett antitest alkalmazasaval detektalhato.

1.4. Szuper-enhanszerek

A szuper-enhanszerek (SE-c¢k) olyan szabalyozé egységei a genomnak, ahol az enhanszerek
viszonylag kis région belill nagy szamban csoportosulnak, €s mindez szokatlanul magas ko-
faktor, kiilonosképp Mediator kotddéssel tarsul. A szuper-enhanszereken a Medidtor komplex 1-
es alegysége (MEDI) mellett szamos mas, megnovekedett enhanszer aktivitast kivaltd faktor

egylittes jelenléte is megfigyelhetd; ilyenek pl. a hiszton acetiltranszferaz aktivitassal rendelkezd
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P300 ¢s az acetilalt hisztonokat felismer6 BRD4 (Bromodomain 4) fehérjék, a hiszton H3K27ac
¢s H3K4mel/2, mint aktiv enhanszer- ¢és promodter markerek, vagy maga a kromatin
hozzaférhetésége. A tipikus enhanszerekhez képest fontossaguk abban rejlik, hogy olyan gének

szabalyozasaban vesznek részt, melyek a vizsgalt sejt jellegét Iényegesen meghatarozzak.

1.5. A szuper-enhanszerek azonositasa

A két legszélesebb korben alkalmazott szuper-enhanszereket azonosité program a Rank Ordering
of Super-Enhancers (ROSE), illetve a Hypergeometric Optimization of Motif EnRichment
(HOMER). Az azonositdshoz kiindulhatunk a ChIP-seq kisérletb6l szdrmazd (mester)
transzkripcids faktor vagy ko-faktor (MEDI1, BRD4) kothelyekbdl, vagy alapul vehetjiik a
H3K27ac-jelolt nukleoszomékkal fedett régiokat is — utobbi a legaltalanosabban elfogadott
modszer. Elsé lépésben az egyedi enhanszer elemeket a fent emlitett valamelyik program
segitségével csoportokba rendezziik, Ggy, hogy a két enhanszer kdzotti tavolsag ne haladja meg a
12,5 kb-t. Masodik 1épésben ezeket az enhanszer csoportokat a szekvencia leolvasasaik stirisége
(denzitasa) alapjan sorbarendezziik, majd azon pont alatt, ahol a meredekség nem haladja meg az
1-et, az enhanszereket tipikus enhanszereknek tekintjiik, a folotte levé enhanszer klasztereket
pedig szuper-enhanszereknek. Osszességében néhany szdz szuper-enhanszer azonosithatd egy-
egy kisérletbdl, melynek szama a két meghatarozasi modszerrel — eltérd matematikai

megkozelités végett — részben eltérhet.

1.6. A magreceptorok
A magreceptor szupercsalad jelenleg ismert 48 tagja humanban szdmos fiziologas folyamat
szabalyozasaban vesz részt. llyenek példaul a metabolizmus, sejtproliferacio, gyulladas, vagy €pp

a cirkadian ritmus, de fontos szereppel birnak olyan patoldgids folyamatokban is, mint a
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metabolikus szindroma, kardiovaszkularis megbetegedések, vagy a legtobb daganatos
megbetegedés. Kozponti szerepliket az a tény is alatamasztja, hogy a farmakoldgiai gyogyszerek
megkozelitdleg 13%-anak célpontjat a magreceptorok teszik ki.

Nagy résziik a transzkripcids faktorok egy olyan csoportjat képviselik, melyek ligand-
koté doménjiikon keresztiil kisméretli, zsiroldékony jelatviteli molekulakkal (pl. szteroid
hormonokkal) képesek kozvetlen kapcsolatot kialakitani. Ezek a ligandok — zsiroldékony
tulajdonsaguk révén — a lipid kettOsréteg permeabilitasat kihasznalva azon konnyen atjutnak. A
1étrej6tt hormon-receptor komplex szamos ko-regulator (aktivator vagy represszor) fehérjével
kiegésziilve a sejtmagban a DNS egy specifikus szekvencidjdhoz (a receptor sajat valaszado
eleméhez) kozvetleniil képes kotddni €és szabalyozni a célgének expresszidjat. Néhany
magreceptor azonban nem rendelkezik ligand-ko6t6é arokkal, ezért szabalyozasuk valamilyen mas

mechanizmus altal valosul meg.

1.7. Az osztrogén receptor alfa

Az 1920-as évek végén Edward A. Doisy, Clement D. Veler és Sidney A. Thayer az els6k kozott
izolaltak az Osztrogének koziil az Osztront (E1) és az Osztriolt (E3), majd késdbb Doisy az
Osztradiolt (E2), melyek alapvetden hidroxilcsoportjuk szdmaban és a receptor iranti
affinitasukban mutatnak eltérést. Jollehet az E1 és E3 is nagy affinitassal rendelkez6 ligandok, az
Osztrogén receptoroknak (ER) sokkal gyengébb agonistai az E2-hoz képest.

Az E2 (17B-0sztradiol) fiziologias funkcidinak szabalyozasaért alapvetden a két 6sztrogén
receptor, az Gsztrogén receptor alfa (ERa) és béta (ERP) felelnek. A magreceptor szupercsalad
talan egyik legintenzivebben tanulmanyozott tagja, az ERa leginkdbb az emldmirigyben,
méhben, a petefészek theca sejtjeiben, a csontban, méajban, zsirszovetben, tovabba a férfi

reproduktiv szervekben és a prosztata sztroma allomanyaban van jelen. Kiemelt szerepe
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ugyanakkor annak tudhatdo be, hogy az emlérdkos nék haromnegyedében kulcsfontossag
transzkripciods faktor, és a széles korben alakalmazott anti-Osztrogén hatasu készitmények, mint
példaul a tamoxifen, csak a hormonreceptor-pozitiv daganatok esetében képesek hatasukat
kifejteni.

A legaltalanosabban hasznalt sejtvonal az ERo 4altali génszabalyozas in vitro
tanulmanyozasahoz az emld eredeti MCF-7 sejtvonal. Az MCF-7 kivald in vitro modellként
szolgadlhat a emlddaganat endokrin terdpiara adott vélaszanak, illetve a ERa E2 altali
szabalyozasanak vizsgalataban is.

Az ERa ligand hidanyaban, bar tilnyomorészt a sejtmagban lokalizalodik, valdjdban a
sejtmag és a citoplazma kozott mozog. Az Osztradiol altali aktivacidja soran (mely K¢=10"" M
affinitassal kotddik a receptor ligand-kotd zsebéhez) a receptor elséként disszocidlodik a hsp90
hésokkfehérjérél, amely mindaddig meggatolta hatasanak kifejzésében, majd a LBD
konformaciovaltozasa révén a receptor a citoplazméabdl a sejtmagba transzlokalddik, ahol
elemhez (ERE, estrogen response element).

A human genomban megkozelitdleg egy milli6 ERE taldlhatd, de az ERa egyidejiileg
csak egy nagyon kis hanyadukon keresztiil fejti ki hatdsat. Ennek az els6dleges magyarazata az
lehet, hogy az ERE-k egy része a fehérje szamara nem elérhetd, zart szerkezet(i kromatin région
beliil helyezkedik el, de magyarazhato a jelenség az ERE-k szekvencidjaban 1€évo eltérésekkel,
vagy azzal is, hogy a kiilonb6zd sejtek eltérd, sejt-specifikus enhanszerkészlet révén
szabalyozzak a miukodésiikhoz sziikséges géneket, és mas-mas ko-faktorok jelenléte sziikséges a

kromatin hozzaférhetdségének eldsegitéséhez.



1.8. Az dsztrogén receptor alfa partnerei a transzkripcios szabalyozasban
Az ERa amellett, hogy miikodését kiilonféle ko-faktorok vagy ko-faktor komplexek vezérlik
(melyek egyarant lehetnek ko-aktivator vagy ko-represszor fehérjék/fehérje komplexek), képes
szamos DNS-koto transzkripcios faktorral is interakciot kialakitani a gének megfeleld
miikddésének szabalyozasa érdekében. Az ERa-val interakciot kialakitani képes transzkripcids
faktorok koz¢ tartoznak a Forkhead box 1 (FoxAl), Activator Protein 2 gamma (AP2y), GATA-
binding protein 3 (GATA3), Retinsav receptor alpha/gamma (RARo/y), Activator protein 1 (AP-
1), vagy a Signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1) fehérjék.

A FoxAl tobbnyire elengedhetetlen az ERa-kromatin kolcsonhatas 1étrejottéhez és az
ERa célgének szabalyozasdhoz. Az ERa transzkripcios faktor kotéhelyek 50%-anak kdzelében
megtalalhaté a FoxA1l motivuma, de hatdsat tavoli interakci6 révén is képes kifejteni. A FoxAl-
hez hasonloan az AP2y és GATA3 fehérjék motivuma is jelentds feldusulast mutat az ERa altal
kotott genomi régiokban. ChIA-PET adatok alapjan az E2 kezelést kovetden tavoli interakciot
mutaté ERa kotéhelyek 88%-4ndal kimutathatd volt az ERa, FoxAl és GATA3 fehérjék egyiittes
eléfordulasa, mely arra engedett kdvetkeztetni, hogy a harom transzkripcids faktor egy komplexet

alkotva vesz részt az E2 kezelésre adott transzkripcios valaszok finomhangolasaban.



2. Célkitiizés

2.1. A ligand-indukalhato6 szuper-enhanszerek miikodésének vizsgalata

Publikusan elérhet6 ERo transzkripcios faktor ChIP-seq adatok (ujra)elemzése soran
megfigyeltiik, hogy a specifikus Osztradiol kezelést kdvetden aktivaloddo ERa-vezérelt szuper-
enhanszerek mar a ligand altali stimulust megel6zden is jellemezhetéek egy, maximum néhany

olyan koétéhellyel, amelyet ERa foglal el.

Hipotézis: az elsoként aktivalodd kotdhelyek alapjat képezik a késdbbiekben a ligand hatésara

kialakul6 szuper-enhanszereknek.

Hogy megbizonyosodjunk, szerepet jatszanak-e az els6dleges enhanszerek a szuper-enhanszer
jellegli egyiittmiikodés inicializalasaban, megvizsgaltuk, van-e kiilonbség:
1. az elsddleges (anya vagy ,,mother”) és masodlagos (ledny vagy ,,daughter””) enhanszerek
ligand kezelésre adott valaszaban;
2. akotédésiik dinamikdjaban (id6beli kdvetéssel);
3. az altaluk elfoglalt DNS szekvencia motivumokban;
4. Kko-faktoraik és ko-regulatoraik kozott; valamint hogy
5. megfigyelheté-e ez a jelenség mas, ligand-indukélhatéd transzkripcids faktorok esetében
IS?
Mivel az MCF-7 sejtvonal egy nagyon fontos modell, sok kutatécsoport végzett benne az ERa
transzkripcios faktorra és annak ko-faktoraira iranyulé genom-szintii vizsgalatokat, melyek nyers
adatai barki szamdra elérhetéek a kiilonféle adatbazisokban. Eredményeink teljes kori

bemutatdsara ezért mi is az ERa-t valasztottuk elsdédleges modelliinknek.



2.2. Az ERao cisztrom karakterizalasa az osztrogén valaszado elem (ERE) jelenlétének és a
kotohelyek aktivalhatésaganak fiiggvényében

Kozel 80000 ERa kotohelyet osztalyoztunk azon tulajdonsdgaik alapjan, hogy rendelkeztek-e
ERE-vel, ill. kototte-e 6ket ERa 6sztradiol hidnyaban is vagy csak annak hozzdadasat kovetden.
Ennek soran tovabbi 6535 olyan kot6hely meglétét azonositottuk a genomban, melyek az anya
enhanszerekhez hasonléan rendelkeztek ERE-vel és detektdlhatdo volt rajtuk az ERa mar a

specifikus ligand kezelést megeldzden is.

Célunk volt annak meghatarozasa, hogy:
1. van-e kiilonbség az anya enhanszerek és a hozzajuk hasonld, nem szuper-enhanszerek
részét képezd ERa kotdhelyek génexpressziora gyakorolt hatdsdban; tovabba
2. van-e kiilonbség a kiilonbozé besorolasu kotdhelyek altal preferalt DNS szekvencia

motivumokban és tarsfaktoraikban, tovabba a génexpressziora gyakorolt hatasukban.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Adatgyiijtés

A ligand indukalhat6 szuper-enhanszerek karakterizalasadhoz a Gene Expression Omnibus (GEO)
¢s a Sequence Read Archive (SRA) adatbazisokbdl Osszesen 8, human és egér sejtekbdl és
sejtvonalakbol szarmazd ChIP-seq, tovabba a human MCF-7 sejtvonalbol szarmazo ChIP- ¢és
DNaz-seq minta kezeletlen, oldészerrel (etanol (EtOH) vagy dimetil-szulfoxid (DMSO), liganddal
(0sztradiol (E2), dihidrotesztoszteron (DHT), lipopoliszaharid (LPS), retinsav (RA) vagy
kalcitriol (D3)) vagy szintetikus ERa agonistaval (tamoxifen (Tam) vagy fulvestrant (Fulv))
kezelt adatait toltottiink le és dolgoztunk fel. A vizsgalt fehérjék a kovetkezéek voltak: ERa,

FoxAl, AP2y, AR, JUNB, RAR, VDR, MEDI1, P300, H3K27ac és BRDA4.

Az Osztradiollal kezelt ERa cisztrom 88000 transzkripcids faktor kotohelyének
jellemzés€hez és csoportositdsadhoz szintén a GEO és SRA adatbazisokbol tovabbi, az MCF-7
sejtvonalban végzett ChIP-, DNaz- és RNA-seq adatokat toltottiink le és dolgoztunk fel. A
vizsgalt faktorok a kovetkezdek voltak: ERa, FoxAl, AP2y, GATA3, ERa, siCTL ERa, siFoxAl

ERoa, H3K27ac, P300, DNaz I, HDAC2 és SIN3.

3.2. ChlP-seq adatok elemzése

A nyers szekvenciaadatok a GEO és SRA adatbazisokbdl valo letoltés utan a kovetkez6 modon
lettek elemezve: a szekvencialeolvasasok (un. read-ek) illesztése a human hgl9 vagy az egér
(mm9) referenciagenomhoz a BWA (Burrows-Wheeler Aligner) szoftverrel (v7.10), a BAM
(Binary Alignment Map) fajlok generalasa pedig a SAMtools-szal (v0.1.19) tortént. A
transzkripcids faktor kotdhelyek meghatarozasahoz a MACS2 (Model-based Analysis of ChIP-

Seq 2) szoftvert (v2.0.10) hasznaltuk, melyekbdl a miitermékeket az ENCODE (Encyclopedia of
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DNA Elements) ,,feketelistas” genomi régidinak gytijteménye alapjan sziirtiik ki a BEDtools
parancsaival. A HOMER (Hypergeometric Optimization of Motif EnRichment) (v4.2)
makeTagDirectory programjanak segitségével — a BAM fajlokat alapul véve — a HOMER
szamara is megfeleld szirt bemeneteket, un. konyvtarakat (tag directory) készitettiink a
leolvasasokbol. A fragmenthosszt egységesen 150 nukleotidra allitottuk be. A bedgraph-ok,
melyek a genom szekvencia leolvasasok altali lefedettségét reprezentaljak, a fent emlitett
HOMER konyvtarakbol késziiltek a makeUCSCfile parancs segitségével. A fent leirtak
érvényesek a DNaz-seq adat elemzésére is, ugyanakkor a szélesebb H3K27ac régiok

azonositasahoz a --broad kapcsolét hasznaltuk MACS2-hoz.

3.3. Szuper-enhanszerek azonositasa

A szuper-enhanszerek minden esetben a ligand kezelt ChiP-seq mintakbol lettek meghatarozva a
HOMER findPeaks parancsaval, a -style super kapcsolot hasznalva. A szuper-enhanszerek egyedi
(kontrollnak tekinthet6) mintabol, majd szuper-enhanszerenként a legnagyobb intenzitasu
kotdhelyet anya enhanszernek neveztiik el. A — tobbnyire — ligand kezelés hatasara,

masodlagosan elfoglalt kotohelyek a ledny enhanszer nevet kaptak.

3.4. De novo motivumkeresés
A de novo motivumfeldusulasokat a transzkripcids faktor kotOhelyek kozéppontjatdl szamitott
+50 bp-nyi région vizsgaltuk, melyhez a HOMER findMotifsGenome programjat hasznaltuk. A

célzottan keresett motivumok 10, 12, 14 és 16 bp hosszisaguak voltak.
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3.5. RNS szekvenalasi adatok analizise

A nyers szekvenciaadatok a GEO adatbazisbol lettek letdltve, majd a leolvasdsok a human hg19
referencia genomhoz lettek illeszve a TopHat program (v2.0.7) segitségével. Az FPKM
(Fragments Per Kilobase of transcripts per Million mapped reads) értékek, melyek megadjak a
fragmentek szamat 1000 bazisonként, egy millié térképezett leolvasasra vetitve, a Cufflinks
(v2.0.2) program alapértelmezett paramétereivel lettek szamolva. A transzkripcios faktor
kotdhelyek a legkozelebbi fehérjekodold génekhez lettek hozzéarendelve (azaz annotdlva) a

Peak Annotator program segitségével.
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4. Eredmények

4.1. Az ligand indukalhat6 szuper-enhanszerek miikodésének vizsgalata

4.1.1. Anya és leany enhanszerek azonositasa

Az 6sztrogén receptor alfa (ERa) transzkripcids faktor altali génszabalyozas vizsgélata soran az
emld eredett MCF-7 sejtvonalban 0sszesen 392 szuper-enhanszer régiot azonositottunk, melyek
4042 egyedi enhanszert foglaltak magukba. Az azonositdshoz az 6sztradiollal (E2) indukalt ERa
transzkripcids faktor kotdhelyeit vettiik alapul, melyek a GSM614610 GEO azonosit6ji ChIP-seq

mintabol lettek prediktalva.

A szuper-enhanszer régiokat az IGV genombongészében megtekintve arra lettiink
figyelmesek, hogy az olddszerrel (etanollal; EtOH) kezelt mintaban is megfigyelheté egy-egy
elfoglalt ERa kotéhely minden egyes szuper-enhanszer esetében. Feltételezve, hogy az elsoként
megjelend kotdhelyek alapjat képezhetik a késObbiekben a ligand hatidsara megjelend szuper-
enhanszereknek, a szuper-enhanszerek ezen kotohelyeit ,,anya” enhanszereknek (n=392; minden
szuper-enhanszer esetében a legnagyobb intenzitasu cstics) neveztiik el, mig a masodlagos, csak

ligandkezelést kovetden aktivalt kotdhelyek a ,,leany” enhanszer (n=3650) nevet kaptak.

4.1.2. A kromatin transzkripcios aktivitasanak vizsgalata

Ahogy a bevezetdben is sz6 esett rola, a szuper-enhanszerek szokatlanul magas ko-faktor,
kiilonosképp Mediator kotddéssel tarsulnak. Az ERa-vezérelt szuper-enhanszerek esetében azt
talaltuk, hogy a MED1 E2 kezelést kdvetéen ugyanazon genomi régioknal helyezkedik el, mint
az anya-enhanszerek, tovabba kotésgyakorisaga koveti a vizsgalt szuper-enhanszereket alkotd

4042 egyedi kotohely ERa altali lefedettségét. A MED1 mellett megvizsgaltuk tovabba a szuper-
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enhanszerek egyedi kotOhelyeinek a DNaz I hiperszenzitivitasat, a P300 és BRD4 fehérjék és a
H2K27ac hiszton médositd enzim jelenlétét is. Az anya enhanszerek a fehérjék szamara sokkal
nyitottabb kromatin régioban helyezkednek el, tovabba E2 kezelést kdvetden jelentésen megnd a
MEDI, P300, H3K27ac és a BRD4 jelenléte ezeken a helyeken. Ezzel ellentétben a leany
enhanszereken, bar lathatd némi novekedés a vizsgalt fehérjék mennyiségében (a BRD4

kivételével), 0sszességében sokkal kisebb aktivitas jellemzi dket.

4.1.3. Specifikus szekvenciamotivumok azonositasa

Az eddigi eredményeink alapjan azt feltételeztiik, hogy az anya és leany enhanszerek
aktivitasaban megfigyelhetd kiilonbségekért mas ko-faktorok lehetnek a felelések, melyek eltérd
affinitdssal jarulhatnak hozza az ERoa DNS-hez torténd kihorgonyozasdhoz. Ennek
megvalaszolasara megvizsgaltuk a de novo motivumfeldasulasokat a két enhanszer csoport

kotéhelyein.

A viszonylag kisszdmu szekvencia (n=392) ellenére, ha figyelembe vessziik az erds P-
értéket (1e-200) és az ERE feldusuldsanak mértékét (62,2% vs. 3,37%), az eredmény arra utal,
hogy a nagy mennyiségli ERa jelenléte az anya enhanszereken (ligand hianyaban is) elsdsorban
ezeknek a kanonikus vélaszadd elemeknek koszonhetd. Ezzel szemben az ERa a ledny
enhanszereket tobbnyire fehérje-fehérje interakcid révén, félhelyeken és a FoxAl és AP-1
fehérjéken keresztiil foglalja el helyét a DNS-en. Mindez nem zarja ki az ERE jelenlétét a leany

enhanszereken, csupan azok statisztikai feldusuldsa nem volt azonosithato.
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4.1.4. Tovabbi ligand-indukalhato szuper-enhanszerek vizsgalata

Az elsddleges kotohelyeket, melyeknek a DNS-sel valé interakcidja nem igényli a ligand altali
stimulacidt, szignifikansan er6sebb valaszadd elemek vezérelik és feltehetéen nem igénylik mas
transzkripcids faktor(ok) jelenlétét sem. Ezeket az elsddleges megfigyeléseinket 6 tovabbi ligand
altal indukalhatd transzkripciés faktor ChIP-seq adatait felhasznalva probaltuk meg
alatdmasztani. Ezen faktorok koz¢é tartozott 3 masik magreceptor, név szerint az egér bél
epitélsejtekben vizsgalt D-vitamin receptor (VDR), az F9 egér embriondlis karcindéma
sejtvonalban vizsgalt retinsav receptor (RAR), és a human LNCaP prosztatardksejtben vizsgalt
androgén receptor (AR), tovabbd a C57BL/6 egértorzs primer csontveld eredetli makrofagjaiban
vizsgalt JUNB, és az MCF-7 sejtvonalban vizsgalt, az ERa — talan — legfontosabb

tarsfaktoraiként ismert FoxA 1 és AP2y faktorok.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy minden vizsgalt indukdlhatd transzkripcios
faktor esetében ugyanazt a jelenséget figyeltiik meg, mint eredendéen az ERa esetében: az
elsddlegesen aktiv szabalyozo régidk tulajdondban egy kanonikus vagy kozel tokéletes valaszado
elem 4llt, amely specifikus a vizsgalt, az adott sejtben/sejtvonalban dominans transzkripcids
faktorra, mig a masodlagosan elfoglalt kotdhelyek sokkal gyengébb motivumokon keresztiil, €s

sokszor tarsfaktor(ok)ra hagyatkozva stabilizaltdk az egyébként is kisebb mennyiségii fehérjét.

15



4.2. Az ERa cisztrom jellemzése az ERE jelenlétének és a kotohelyek indukalhatésaganak

fiiggvényében

4.2.1. Kotohelyek csoportositasa az indukalhatosag és az ERE megléte alapjan

Abbol kiindulva, hogy az oldoszerrel kezelt ERa ChIP-seq mintédban tobb, mint 20000 kotéhelyet
tudtunk azonositani, azt feltételeztiik, hogy lehetnek az anya enhanszerekhez hasonlo, olyan ERa
kotohelyek is a genomban, melyek bar nem képezik szuper-enhanszerek részét, de ligand
hianyaban is kotottek, és rendelkeznek az anya enhanszerekhez hasonldéan erds, kanonikus
valaszadd elemmel. Amennyiben allitasunk igaz, a kérdésiink az, van-e kiilonbség a
génexpressziora gyakorolt hatdsukban vagy a ko-faktoraik kozott.

A fentiek megvalaszolasara az E2 kezelt mintabol szarmazo, kozel 80000 ERa kotéhelyet
osztalyoztuk azon tulajdonsagaik alapjan, hogy az ERa kotodott-e a DNS-hez mar sztradiol
hianyaban is, vagy csak annak hozz4adasat kovetden, tovabba, hogy a kotohelyek rendelkeztek-e

ERE-vel.

Az ERa kotohelyeknek dsszesen négy csoportjat kiilonitettiik el a fenti besorolas alapjan,
melyek koziil egy csoportot a szuper-enhanszerek képeztek (I. csoport; n=4042). A masodik
csoportba azok az ERa kotOhelyek kertiltek, melyek az anya enhanszerekhez hasonldéan E2
hianyaban is kotddtek a DNS-hez, mégpedig az ERE-n keresztiil (II. csoport; n=6535). A
harmadik csoport viszonylag nagyobb elemszdmi ERa kotohelyet foglalt magéaba, ahol bar
azonositani tudtuk az ERE-t, a receptor kotédése csak kezelést kovetéen volt megfigyelheto (111
csoport; n=16533). Azon tipusu kotéhelyek pedig, melyek nem rendelkeztek ERE-vel, a

negyedik csoportba lettek sorolva (IV. csoport; n=54408).
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4.2.2. Az osztradiol hatasa az ERa kotésének erosségére a kiilonb6zo csoportokban

A négy csoport ERa kotohelyeinek lefedettség értékeit abrazolva azt tapasztaltuk, hogy bar a II.
tipusu kotohelyek az anya enhanszerekhez hasonld tulajdonsagokkal rendelkeznek és ezt
kihasznalva a dinamikajuk is azonos (értem ez alatt az ERE meglétét és a ligand hidnyaban
torténd DNS-kotést), kotésilik erdssége az E2 hatasara alig haladja meg a leany enhanszerekét. Ezt
a markans kiilonbséget okozhatja az, hogy az anya enhanszereknek erdsebb valaszadd elemeik
vannak, illetve a szuper-enhanszerek tagjaiként a leany enhanszerek tovabb novelhetik a
DNS/fehérje kolcsonhatdsok szamat. Az 6sztradiol hatdsa bar mindegyik csoportban szdmottevo
volt, a III. tipusu, jonnan, ERE-n keresztiil elfoglalt de novo enhanszerek és az indirekt modon

kotottek, végeredményében sokkal kisebb fehérjemennyiséget mutattak

4.2.3. A FoxAl, AP2y és GATAS fehérjék megléte a kiilonboz6 csoportokban
A 4 kiilonbozd tipusba sorolt ~88.000 ERa transzkripcids faktor kdtéhely motivumpreferenciai
részben utaltak arra, hogy mely fehérje/fehérjék kozvetlen DNS-hez torténd kapcsolddasan
keresztiil jon létre az ERa kotése, ugyanakkor nem zartdk ki az ERa transzkripcios
szabdlyozasaban résztvevd tovabbi fehérjék masodlagos jelenlétét. Ebbdl kiindulva
megvizsgaltuk a FoxAl, AP2y és a GATA3 fehérjék, tovabba maganak az ERa-nak a jelenlétét a
FoxA1l fehérje siRNS-medialt géncsendesitését kovetden a szuper-enhanszerek egyedi elemein és
a lI-1V. tipust ERa kotéhelyeken.

A FoxAl meghatarozd szerepét érzékelteti, hogy hidnya teljes korti csokkenést
eredményez az ERa kotések erdsségében, a ledny enhanszerek egy nagy hanyada pedig el is

tlinik. Mindez arra utal, hogy a FoxA1-nek bar csupan masodlagos, de nagyon fontos szerepe van

17



az ERa-vezérelt szuper-enhanszerek kialakuldsaban. A FoxAl hatasat tovabb fokozza az AP2y
jelenléte az anya enhanszereken, ugyanakkor a GATA3 csak elenyészé mértéki kotddést mutat.
A 1I. tipusu kotéhelyeket mind a FoxAl, mind az AP2y globalis jelenléte jellemezte E2
kezelést kovetden, ugyanakkor a FoxAl hidnya nem eredményezett olyan dramai hatast az ERa
kotésében; alighanem az AP2y megléte képes ellensulyozni a FoxAl hianyat. A III. tipust, de
novo megjelend kotohelyek az ERE-n kiviil bar minden egyéb fehérje motivumatdl és azok
kozvetlen jelenlététdl fiiggetlenek, a FoxAl hidnyaban az ERa kotések teljes egészében eltiintek.
A FoxAl val6sziniileg a kromatin hurkolédasdnak kdszonhetden, tavoli szabalyozas révén kertil

fizikai kozelségbe ezekkel az ERa kotéhelyekkel és hatasat ily modon képes kifejteni.

4.2.4. Az ERao célgének expresszidja

A szuper-enhanszerek nem csupan a magukhoz toborzott ko-aktivatorok mennyisége és az ebbdl
fakad6 aktivitdsuk miatt kivételesek; a génekre gyakorolt hatdsuk szintén meghatarozo.
Tobbnyire az adott sejt jellegéért felelds gének szabalyozasat koordinaljak, mégpedig szokatlanul
magas expressziot produkalva. Utols6 1épésben arra voltunk kivancsiak, hogy a mi vizsgalt
rendszerlinkben is képesek-e a szuper-enhanszerek valoban markdnsabb transzkripcids kimenetet
produkalni a tipikus enhanszerek csoportjaival szemben. Ehhez meghataroztuk az ERa
kotohelyekhez/szuper-enhanszerekhez legkozelebbi fehérjekodold géneket, majd abrazoltuk az
E2 kezelést kovetd kiilonb6zo idopontokban mért expressziojuk atlagos értékét. Mig a I1., 1I1. és
IV. tipusba sorolt ERa kotohelyek nagyon hasonld, atlagosan 10 FPKM koriili génexpressziot
mutattak, az I-es tipusba sorolt szuper-enhanszerek ennek — minden idépontban — legalabb a

kétszeresét produkaltak.
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4.2.5. Az ERa-vezérelt szuper-enhanszerek altal szabalyozott gének

Az ERoa-vezérelt szuper-enhanszerek altal szabalyozott gének kozott olyan, az emldérakos
folyamatokban szerepet jatszo géneket azonositottunk, mint példaul a BCAS3, KRTS8, KRT19,
AZIN1, SLC9A3RI1, CXXCS5, SLC7AS, HESI vagy a CCNDI. Példaként, a BCAS3 (Breast
Carcinoma Amplified Sequence-3) mig az emldrakos sejtekben az ERa ko-aktivatoraként ismert,
a KRT8 és KRT19 (Keratin 8 ¢és 19), az AZIN1 (Antizyme inhibitor 1), SLC9A3R1 (SLC9A3
Regulator 1), SLC7AS (Solute Carrier Family 7 Member 5), CXXC5 (CXXC Finger Protein 5) és
a HES1 (Hes Family BHLH Transcription Factor 1) gének megvaltozott expresszidjuk révén a
rossz prognozissal, a kemoterdpids rezisztencidval vagy metasztatikus allapottal mutatnak

korrelaciot az emldrakos betegekben.

Az Altalunk azonositott ERa-vezérelt szuper-enhanszerekrél is elmondhatd, hogy
tobbnyire olyan gének kozelében helyezkednek el, amelyek az eml6-eredetit MCF-7 sejtvonalban
valoban kulcsfontossagu szereppel birnak, az dket felépitd egyedi enhanszerek egyiittmiikodése
révén az Aaltaluk produkalt transzkripcidos kimenet pedig sokkal markansabb a tipikus

enhanszerekéhez képest.
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5. DiszKkusszio

A szabalyozd régiok genom-szinten vald megismerését a szekvenaldsi technikdk folyamatos
fejlédése tette lehetdvé. A szekvenalasbol szdrmazo adathalmaz feldolgozéasanak igénye magaval
hozta a bioinformatika exponencialis fejlédését, és ma mar az ujabbnal Gjabb programcsomagok

megjelenlésével adatainkat egyre hatékonyabb médon tudjuk elemezni.

Az ERoa, mely az 0Osztrogén-szenzitiv emldrdkos betegekben az elsddleges
gyogyszercélpontot jelenti, szerepe a transzkripcids szabalyozasban bar kdzel harom évtizede
ismert, annak pontos miikodése csak az utobbi egy évtizedben, a ChIP-seq technika révén
korvonalazddott. Az addigi tudasunkkal ellentétben a genom-szintii adatok arra utaltak, hogy az
ERa transzkripcids faktor kdtohelyeknek csupan 7%-a talalhato kozvetlentil a gének prométerén,

93%-uk pedig cisz szabalyoz6 elemeken keresztiil fejti ki hatasat.

crer

2013-ban Richard A. Young és munkacsoportja a kiilonboz6 sejttipusok specifikaciojara
alkalmas, un. sejttipus-specifikus gének kozelében olyan szabalyoz6 elemek csoportjat
azonositotta, melyekrdl bebizonyosodott, hogy hatdsuk Osszeadddik és egyiitt a szabalyozott
gének extrém magas expresszidjat képesek kivaltani. Ezeket a szabdlyozo régidkat szuper-
enhanszereknek nevezték el.

Jelen munka alapjat egy olyan 2010-ben publikalt ERa ChIP-seq minta képezte, amely
mar 81518 ERa kotéhely azonositasat tette lehetévé az emld-eredetit MCF-7 sejtvonalban,
Osztradiol kezelést kdvetden. A sejtvonal ERa-vezérelt szuper-enhanszereinek azonositdsa soran
arra lettiink figyelmesek, hogy minden szuper-enhanszerre jellemzé egy, legfeljebb ketté ERa
kotohely jelenléte mar az Osztradiol kezelést megel6zden is. Feltételeztiik, hogy ezek az

els6dleges — késdbb anya enhanszereknek elnevezett — régiok alapjat képezik a szuper-
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enhanszerek kialakulasanak, ezért célunk volt az anya-, és a masodlagosan megjelend, un. leany
enhanszerek jellemzése és szerepiik megértése az ERa altali transzkripcios szabalyozasban.

Az anya enhanszerek nagy affinitasu, kanonikus valaszadd elemekkel rendelkeznek; ez
jelentheti a kiindulopontjat a szuper-enhanszerek kialakuldsanak — mar a ligand kezelést
megelozden. Az ERa kotése szinte kizardlag a sajat valaszado elemén, az ERE-n keresztiil jon
létre, €és a kotés fenntartasdhoz alapvetden nincs sziikség ko-faktorok kozvetlen jelenlétére sem.
Jellemz6 rajuk a MEDI és kiilonboz6 ko-regulatorok, mint a P300 és a BRD4 jelenléte, tovabba
az aktiv hiszton (H3K27ac) jelek feldusuldsa. Ligandkezelést kovetden a ko-regulatorok
mennyisége fokozddik, a FoxAl és AP2y fehérjék is megjelennek, de kizardlag masodlagos,

stabilizal6 szerepet latnak el.

A masodlagosan, 0Osztradiol stimuldciot kovetden megjelend ledny enhanszerek
dinamikajukat tekintve sokkal inkabb jellemezhetéek tipikus enhanszerekként. Tobbnyire
kevésbé specifikus, nem kanonikus Osztrogén valaszadd elemen, vagy a magreceptorokra
jellemz6 félhelyen és az irodalombol is jol ismert FoxAl és AP-1 ko-faktorok motivuman
keresztiil foglaljak el helyliket a DNS-en, kotésiik erdssége pedig az anya enhanszerek
kotéserdsségének toredéke, nagyjabol tizede. A kiilonbséget a tipikus és ledny enhanszerek kozott
mégis az jelentheti, hogy a ledny enhanszerek feladatukat mas enhanszerekkel egyiitt, egy
funkciondlis egységként latjak el.

Kialakulasukat illetéen azt feltételezziik, hogy az anya enhanszerekhez stabilan ko6t6do,
illetve a tovabbi, gyakori eléforduldst mutatd ERa fehérjék sokkal nagyobb valdszintiséggel
foglaljak el az anya enhanszerekhez kozeli ledny enhanszereket, mint a genomnak egy tavoli,

crcr

transzkripcids faktor vonatkozasaban validaltuk.
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A rendelkezéstlinkre allo 81518 ERa transzkripcios faktor kotOhelyet aszerint rendszerezve, hogy
kotédnek-e a DNS-hez mar 6sztradiol hidnyaban vagy csak annak hozzaadasat kovetden, tovabba

rendelkeznek-e ERE-vel — a szuper-enhanszereken feliil — harom tovabbi tipusra kiilonitettiink el.

Azon tilmenden, hogy jellemeztiik a kotésiik dinamikéjat és megvizsgaltuk a kiilonb6zo
ko-faktorok jelenlétét, arra voltunk kivancsiak, van-e kiilonbség a kiilonb6zé csoportok
célgénjeinek expresszioja kozott. Azt talaltuk, hogy sem a II. tipusba sorolt ERa kotohelyek,
melyek az anya enhanszerekhez hasonléan mar ligand hidnydban az ERE-n keresztiil képesek
voltak kotédni a DNS-hez, sem a IIL tipus kotShelyei, melyek szintén kizardlag az ERE-n
keresztiil, de csak a ligand hatdsara foglaltdk el helytiket, sem a IV. tipus koétShelyei, melyek
kotését tarsfaktorok segitették eld, nem voltak képesek olyan erds génexpressziot produkalni,
mint a szuper-enhanszerek.

Eredményeink tovabb erdsitik azt a sokak 4ltal vitatott nézetet, hogy a szuper-
enhanszerek egy szabalyozd egységként miikddnek, tovabba a tipikus enhanszerekhez képest
sokkal markansabb transzkripcids kimenetet képesek eredményezni, még akkor is, ha azok az
anya vagy leany enhanszerekhez hasonlo tulajdonsdgokkal és dinamikaval rendelkeznek.
Elmondhatjuk, hogy elsdként jellemeztiik a ligand-indukélhaté szuper-enhanszerek mitkodését és
eredményeink mas kutatocsoportokat is arra 0sztonoztek, hogy tovabb vizsgaljak az ERa-vezérelt
szuper-enhanszerek egyedi elemeinek milkddését, fontossadgat és a kozottiik megfigyelheté —

altalunk addig csak feltételezett — interakcidé meglétét.
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6. Osszefoglalas

A szuper-enhanszerek a genom olyan szabalyozd egységei, ahol az enhanszerek klaszterekbe
rendezddnek ¢és hatasukat a célgénekre — a neviikh6z hiien — ,,szuper fokozokként”, egyiitt fejtik
ki. A fogalmat el6szor 2013-ban emlitették, azdta tobb mint 500 olyan publikacid jelent meg,
mely a szuper-enhanszerek vizsgalatara iranyul. Ko6zottiik szamos olyan talalhatd, amelyben a
kiilonbozé  betegségekre hajlamositd  gének szuper-enhanszerek altali  szabalyozasat
azonositottak.

Kutatasunk soran az ERa-vezérelt szuper-enhanszerek miikodését vizsgaltuk az emld
eredeti MCF-7 sejtvonalban. Azt talaltuk, hogy az ERa-vezérelt szuper-enhanszerek helyét
tipikusan mar a ligand altali aktivaciot megeldzden kijeldli a kanonikus valaszadé eleméhez
kotédé ERa. Az ilyen vélaszadé elemek olyan specifikusak és olyan nagy mennyiségi fehérjét
képesek a genom adott szakaszahoz toborozni E2 hatdsara, hogy az egyuttal eldsegiti a
szomszédos, gyengébb vialaszado elemek ERa altali elfoglalasat is — kialakitva igy a szuper-
enhanszereket.

Az elsddleges, ,.kijelold” szereppel rendelkezd kotdhelyeket anya enhanszereknek, mig a
ligand altali aktivaciot kovetden elfoglalt kotohelyeket ledny enhanszereknek neveztiik el. A
szuper-enhanszerek kialakuldsdnak ezen mechanizmusat 5 tovabbi human ¢€s egér sejtvonalon, 7
ligand altal indukalhato transzkripcios faktor vonatkozéasaban validaltuk.

A genomban azonosithaté ~80000 ERa transzkripcids faktor kotdhely csoportositasa és
vizsgélata soran azt talaltuk, hogy az anya enhanszerekkel azonos tulajdonsagokkal ¢és
dinamikéval rendelkezd tipikus enhanszerek 6nmagukban nem képesek ugyanazt a transzkripcios
kimenetet eredményezni, mint az egységként milkddé szuper-enhanszerek. Eredményeink

nemcsak az anya enhanszerek kivételes szerepét igazoljak a szuper-enhanszereken beliil, hanem a
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fokoz6 szereppel bir6 leany enhanszerek fontossagat is, és indokoltta teszik a szuper-enhanszerek

kiilonboz6 sejtekben torténd azonositasat és az altaluk szabalyozott gének megismerését.
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Mindenekel6tt szeretném halamat és koszonetemet kifejezni témavezetémnek, Dr. Balint Balint
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