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BEVEZETES

A makrofagok a velesziletett immunrendszer dominans komponensei, fontos szerepet
toltenek be a a kiilonb6z6 korokozok elleni elsé védelmi vonal létrehozasaban. A makrofagok
adaptiv miikodése a kornyezeti stimulusokra adott gyors és plasztikus valasz eredménye, amely
specidlis epigenetikai, génexpresszids és funkcionalis programon alapul.

A belélegzett kiilonboz6 1égszennyez6 anyagok és korokozok a tiidé belso feliilszinével
kodzvetlendl Iépnek kapcsolatba. Az alveolaris térben megtalalhatdak az erre a szdvetre
specifikus alveolaris makrofagok (AM), melyek az alveolaris epitheliummal kapcsol6dnak.
Szereplk kulcsfontossagu a korokozok és karos agensek felismerésében és eliminalasaban,
illetve az ezzel parhuzamosan kialakulé gyulladéasos vélasz elinditasdban. Az AM-ok a patogén
felismer6 receptorok (PRR) segitségével ismerik fel a patogén-asszocidlt molekuléris
mintazatokat (PAMP). Ezutdn az AM-ok internalizdljak a felismert &genseket majd
inaktivaljdk azokat fagolizoszomaikban. A kérokozok sejten beluli elpusztitisa a lizoszéma
savanyitasan, a reaktiv oxigéngyokok (ROS) képzédésén és az enzimatikus degradacion alapul.

A folyamat sordn indukalt jelatviteli kaszkadok osszetett transzkripcios szabalyozd
Iépéseken keresztll proinflammatorikus citokinek termeléséhez és lipid mediatorok
szekréciojahoz vezetnek, melyek a tiid6 akut gyulladasos valaszat szabalyozzak. Végil az AM-
ok regeneréciot eldsegité fenotipusa érvényesil. Az immunmechanizmusok 6sszehangolt
milkodése sziikséges a fert6zé agensek elleni védekezéshez. A molekularis és sejtszintli
események nem megfeleld programja azonban olyan korallapotokhoz vezet, mint az akut
tidoelégtelenség vagy a tiidéfibrozis.

Tanulméanyunkban az alternativ makrofag polarizacio mechanizmusanak részleteire
fokuszaltunk, eredményeink alapjan ebben fontos szerepet tolt be az ,,Early Growth Response

2” (EGR2) transzkripcids faktor. Ennek szerepét AM-okban vizsgalatuk.



ELMELETI HATTER

A makrofagok diverzitasa és jelentésége

A makrofagok sokfélesege abbol adodik, hogy képesek reagalni a kdrnyezeti jelek
széles skalajara, ennck megfelel6en specializalodnak ¢€s kiillonboz6 funkciokat latnak el.

A szovetspecifikus makrofagok elsésorban a szikzacskd progenitorjaibdl vagy az
embrionalis maj monocitaibdl differencialodnak. Ezek a sejtek a sziiletés el6tt a kiilonboz6
szOvetekbe migralnak és osztddassal tartjak fenn a sejtpopuléaciot. Az embrionalis id6szakot
kovetéen a csontvel6i hematopoietikus 6éssejtekbdl (HSC) szarmazo keringé monocitak is
képesek kilépni a szOvetekbe, ahol a gyulladasos jelekre valaszul makrofagokka
differencialodnak. Mig a kiilonboz6 széveti makrofagoknak szdmos kozos funkcidja van, mint
a gyulladasos valasz inicializalasa, a kdrokozok vagy tormelékek bekebelezése és a gyulladast
kovetd regeneracio, addig a szoveti lokalizacio alapjan, specifikus szerepeket is ellatnak.

A makrofagok rendkivili plaszticitasat a citokin milié és a szoveti mikrokdrnyezet
befolyasolja. A polarizacié széles spektrumot képvisel, a szakirodalomban azonban két
végpont elkulonul. Ez a klasszikus polarizacio vagy ,,M1 fenotipus”, melyet t6bbek kdzott
Toll-Like Receptor (TLR)-indukalt gyulladasos jelatviteli itvonalak aktivitasa jellemez, illetve
a T helper 2 (Th2) sejtek IL-4/1L-13 citokin szekrécidja altal indukalt alternativ polarizacid
vagy ,,M2 fenotipus”. A klasszikusan polarizalt makrofagok gyulladast el6segité szereppel
birnak, az alternativan polarizaltak pedig a tobbek kozott a parazita fert6zésekben és a
regenerativ folyamatokban fontosak. A polarizacié egyensulya elengedhetetlen a szdvetek

homeosztazisanak fenntartasahoz, zavara betegségek kialakulasahoz vezethet.

.....

Az AM-ok specialis immunsejtek, amelyek a tiido alveolusaiban helyezkednek el.
Dont6 szerepet jatszanak a tiid0 homeosztazisanak fenntartdsaban ¢és a légzérendszer

védelmében a belelegzett korokozokkal és részecskékkel szemben.



Az AM-ok a magzati maj monocitaibol differencialédnak. Az embrionalis fejlodés
soran a magzati maj monocitai a magzati tiidé parenchymajaba transzlokalodnak a 13.5-14.5.
napon. Itt a lokalis mikrokornyezet vezeti a pre-AM stadium kialakulasat, amely a sziiletés utan
ér véget. A terminalisan érett és mikod6képes AM-ok a CD45-6t, mint altalanos immunsejt
marker feherjét, az F4/80-t és a CD11c-t, mint altalanos makrofag markert, illetve a SiglecF-
et, egy specifikus AM felszini marker fehérje expresszidjat mutatjak. Az éres kbézben a CD11b
kifejez6désének csokkenése, végil elvesztése kdvetkezik be. A jol differencialt AM-ok széles
kora funkcidk ellatasara képesek. Alveolaris homeosztazist biztositjak a belélegzett kdrokozok
felismerésével és eliminaciojaval, bekebelezik a 1égszennyez6 anyagokat és szabalyozzak a
szurfaktans termel6dését és bontasat.

Akut tiidGelégtelenség vagy gyulladas soran valaszul fokozhatjak a sejttormelékek
felvételét, elésegitve az alveolaris stabilitas és funkcié megdrzését a regenerativ folyamat
soran, dominans szerepet toltenek be a szOveti regeneracio és remodelling egyéb
mechanizmusaiban.

Invasiv aspergillosis

Az invaziv aspergillosis egy stilyos gombas fertdzés, amelyet elsésorban az Aspergillus
fumigatus (AF) okoz, bar més fajok altali fertézés is kialakulhat. A leveg6ben 1év6 sporak
belélegzése az emberi szervezetbe valdo bejutds elsddleges modja. A spordkat az
immunkompetens szervezet eliminalja, immunhianyos allapotokban képesek fonalat formalni
és behatolni a szovetekbe.

Az invaziv aspergillosis gyakori kiilonb6z6 immunrendszert gyengitd korallapotokban,
mint példaul a rosszindulatd hematologiai betegségek esetén, illetve csontvel6 atiiltetésben
vagy egyeb szervatiltetésben részesilt betegek korében. A fert6zés leggyakrabban a tiid6t

érinti, ami végul ezen szerv invaziv aspergillosisahoz vezethet. A 6 klinikai tiinetek k6zé



tartozik a széles spektrumu antibiotikum-terapia ellenére kialakulé tartds laz, mellkasi
fajdalom, kéhoges, hemoptysis €s a nehézlégzés.

Az invaziv aspergillosis kezelésének alappillére a gombaellenes terapia, azonban egyes
esetekben sziikség lehet a fertézés lokalizaciojaban a tiiddszovet sebészi eltavolitasara is. Az
invaziv aspergillosis prognozisa kezelés nélkll rossz, kulénésen sulyosan immunhianyos
egyeneknél. A mortalitas kezelés mellett is magas, de a korai diagnozis és a gombaellenes

terapia megkezdése javithatja a tulélést.
Az ,,Early Growth Response 2” (EGR2) transzkripcios faktor

Az EGR2 az EGR cink-ujj tipusu transzkripciés faktor csalad tagja, amely magéaban
foglalja az EGR1-et, az EGR3-at és az EGR4-et is. Ezek a fehérjék a DNS kodzvetlen kotése
altal szabalyozzak a génexpresszidt. A célgének kiilonb6z6 sejtfolyamatokban vesznek részt,
mint példaul a ndvekedésben, a differencidlédasban és a kornyezeti ingerekre adott
valaszokban.

Az EGR2 kritikus szerepet jatszik a periférias idegrendszer fejlodésében, szilkséges az
és differencialédasahoz sziikséges gének expresszidjat. Az immunrendszerrel kapcsolatban
szerepe ismert a T-limfocitdak miikodése szempontjabol. Az EGR2 a T-sejtek fejlddése soran
expresszalodik a csecsemOmirigyben, ahol szabalyozza a timocitak differencialédasat.

Az EGR2 expressziot mutat aktivalt makrofagokban és az AM-ok marker
transzkripcids faktora. Csak korlatozott szamu tanulmany érintette ezen transzkripcios faktor

hatdsmechanizmusanak és pontos funkcidjanak megeértését ebben a sejttipusban.



CELKITUZES

Tanulmanyunk elsé részében az altalanos cél az volt, hogy azonositsuk az alternativ
makrofag polarizacio transzkripcids szabalyozoit teljes genom szintti modszerekkel.
1. Célunk volt a csontvel6i eredetii makrofagok (BMDM) révid- és hosszutava aktiv
enhanszereinek feltérképezése IL-4 altal indukalt alterativ polarizaciéban.
2. A meghatarozott genomi régiok alapjan kategorizalni kivantuk a szabalyozd események
id6beli dinamikajat.
3. Olyan DNS-kot6 transzkripeios szabalyozok identifikaldsat tiiztik ki célul, amelyek
kulcsszerepet toltenek be az epigenetikai valtozasok kozvetitésében.
4. Célunk volt, hogy megvizsgaljuk az ujonnan talalt regulatorok lehetséges szovetspecifikus
jelentdségét.

Ezt kdvetden, miutan leirtuk az EGR2 transzkripcids faktort, mint az AM fenotipus
fontos modulatorat, a kovetkezokkel bovitettiik céljainkat:
1. A tiid6 sejtosszetételének és szoveti szerkezetének elemzése myeloid-specifikus EGR2-
deficiens egerek segitségével.
2. Az EGR2 altal kozvetitett epigenomikai, transzkriptomikai és funkcionalis valtozasok
leirasa az AM-okban.
3. Az EGR2 fiiggd valtozasok in vivo kontextusba helyezése.

4. Az EGR2 jelent6ségének meghatdrozasa a tiid6 érintett patoldgias folyamataiban.



ANYAG ES MODSZER

Csontveldi eredetii makrofagok tenyésztése és kezelése
A csontvelGi progenitorok izolalasa és differencialasa korabban leirtak szerint tortént (Daniel
és munkatarsai, 2014). A BMDM-okat L1929 sejtek feliliszojanak hozzaadasaval

differencialtattuk. A 6. napon a sejteket IL-4-gyel (20 ng/ml) kezeltik 1 vagy 24 éran keresztil.
Kromatin immunprecipitacid

A Kisérletet kordbban leirtak szerint végeztik (Daniel és munkatarsai, 2014). A
konyvtarkészitéshez az Ovation Ultralow Library Systems V2-t (Nugen) alkalmaztuk. A

hasznalt antitestek: P300 (sc-585) és H3K27ac (ab4729).
Egér vonalak

Az Egr2"™egérvonal Patrick Charnays laboratériuma biztositotta résziinkre (C57BL/6 hattér).
A lizozim Cre (LysCre) és Egr2™™ vonal keresztezésével értiik el a myeloid specifikus “knock

out” (KO) kondiciot (Egr2™M). Az Egr2*'* LysCre allatokat alkalmaztuk kontrollként.
Valos ideju kvantitativ polimeraz lancreakcio eRNS és mRNS kimutatashoz

A sejtek teljes RNS tartalmat TRIZOL reagens segitségével (Invitrogen) izolaltuk. A reverz
transzkripciéhoz nagy kapacitdsi cDNS reverz transzkripcios Kitet (Applied Biosystems)
alkalmaztunk. Az detektaldas SYBR Green (BioRad) interkalacioval tortént. Az expresszios
értékeket delta Ct mddszerrel szamitottuk ki. A nyers expresszids értékeket Ppia expressziora

normalizaltuk.
EGR2-t expresszalo embrionalis 6ssejtbdl szarmazoé myeloid progenitor sejt generalas

Az EGR2-t expresszald, doxiciklinnel (DOX) indukalhat6 egér embrionalis éssejteket (ESC-

ket) DMEM-ben (Thermo-Fischer Scientific) tenyésztettlk, kiegészitve 15% borju szérummal



(FBS) (Thermo-Fischer Scientific), 1000 U/ml leukémia-gatlo faktorral (LIF, Merck),
sztreptomicinnel (50 ug/ml), penicillinnel (100 U/ml) (Merck) és 200 pg/ml G418 reagenssel.
Az embrioid testeket (EB) korabban leirtak szerint hoztuk létre (Boto és munkatarsai, 2021).
Az ESC-ket Iscove's Modified Dulbecco's Mediumban (Thermo-Fisher Scientific)
tenyésztettilk, amely 15% FBS-t, vassal telitett transzferrint (200 ng/ml, Sigma), 4,5 mM
monotioglicerint (Sigma) és aszkorbinsavat (50 ng/ml) tartalmazott (Sigma). A disszocialt
sejteket 3 napig tenyesztettik alfa-MEM-ben, kiegészitve 20% FBS-sel, GM-CSF-fel (50
ng/ml, PeproTech, London, UK) és 50 uM B-merkaptoetanollal (Merck). Az EGR2 indukciojat

1 pg/ml doxiciklinnel inditottuk el.
ATAC-seq

25000 sejt szolgalt templatként az ATAC-seq kisérlethez. Az AM-ok magjait ATAC-LB-vel
izolaltuk (10 mM Tris-HCI pH 7,4, 10 mM NaCl, 3 mM MgCI2, 0,1% IGEPAL). Az izolalt
sejtmagokat a Nextera DNA Library Preparation Kit (lllumina) segitségével jeloltik. A
megjeldlt DNS-t Kapa Hifi Hot Start Kittel (Kapa Biosystems) amplifikaltuk. Az Agilent
Bioanalyzer segitségével elemeztiik a konyvtarak mindségét. A szekvenalas HiSeq 2500

platformmal tortént.
RNS-seq

A sejtek teljes RNS-tartalmat TRIZOL-lal (Invitrogen) izolaltuk. A 7-nél nagyobb RNS-
integritdsi mintakbdl az Ultra Il RNS Sample Preparation Kit (New England Biolabs)
segitségével tortént a konyvtarkészités. A cDNS-t random reverz transzkripcioval hoztuk Iétre.

A mintakat Illumina NextSeq 500 késziiléken szekvenaltuk.
CUT&RUN

80000 AM-ot alkalmaztunk mintanként. A CUT&RUN-t a CUTANA ChiC/CUT&RUN Kittel

(EpiCypher) vegeztiik a gyartd utasitasai szerint. A DNS-t a CUTANA DNS Purification Kit



segitségével tisztitottuk. A konyvtar elkészitéséhez 1 ng DNS-t hasznaltunk, és a NEBNext
Ultra Il DNA Library Prep Kit (New England Biolabs) segitségevel végeztiik el. Az lllumina

NextSeq 500-at hasznaltak a szekvenalashoz Mid Output Kittel.
Alveolaris makrofag izolalas bronchoalveolaris mosassal (BAL)

Az egereket izofluran (Forane, Baxter) inhalacidval terminaltuk. A bronchoalveoléris teret
haromszor mostuk ki 800 pl foszfattal pufferolt sdoldattal (PBS), amelyet 200 mM etilén-
diamin-tetraecetsavval (EDTA, pH: 7,4) eés 1% FBS-sel egészitettink ki. Az izolalt
bronchoalveolaris mosofolyadékot (BALF) centrifugaltuk, igy a sejtkomponensek
elkulonitésére kerlltek. A sejteket 200 pul ammonium-Kklorid-kélium (ACK) lizispufferben
szuszpendaltuk a (szennyezé voOrosvértestek lizise). A sejtekb6l pelletet hoztunk létre

ugyanazokkal a beéllitdsokkal tortént centrifugalassal.
Egysejtes szuszpenzio eléallitasa teljes tiidobol aramlasi citometrias elemzéshez

Az allatokat izofluran inhalacidval terminaltuk. A tiidét eltavolitottuk és jégen aprd darabokra

vagtuk, majd a feldolgozas ,, Tiid6 Disszociécids Kittel” tortént (Miltenyi Biotec).
Aramlasi citometria és sejt szeparalas

A sejteket Fc Receptor Blokkold Reagenssel (Miltenyi Biotec) 1:100 higitasban inkubaltuk,
majd antitestkeverékkel megfestettik. Az intracellularis festések soran az AM-okat a
,,FOXP3/Transcription Factor Staining Kit” (eBioscienceTM) 1xfixalo/permeabilizald
reagensével rogzitettilk és permeabilizaltuk. Az analizist Cytek Aurora és FACS Aria lll (BD

Biosciences) spektralis aramlasi citométerekkel végeztik.
Fagocitozis vizsgalatok

100000 sejtet szélesztettiink 6 lyukl tenyésztéedényekre 1 ml RPMI tapkozegben, amelyet

10% FBS-sel és 5-5% penicillinnel és sztreptomicinnel egészitettiink ki. A sejtek letapadasat



kovetden 1x10° pHrodo-Red jeldlt zymosan, E. coli, S. aureus vagy dextran részecskéket
(Invitrogen) alkalmaztunk mintanként. Az inkubaciés periédus utdn a csatolt AM-okat

felkapartuk és FACS Aria 1l aramlasi citométerrel (BD Biosciences) vizsgaltuk.
Konfokalis mikroszkdpia

A konfokalis mikroszkopiahoz 50000 AM-ot helyeztink 8 lyuka kamras fedélemezekre
(Ibidi), majd 2x10° Texas-Red jel6lt zimozant (Invitrogen™, Z2843) adtunk hozza. A
konfokalis felvételeket Zeiss LSM 880 mikroszkoppal (Carl Zeiss, Jena, Németorszag)

készitettlk.
,Citokin Array”

,,Quantibody® Mouse Cytokin Array 1000 Kit”-et (QAM-CAA-1000) alkalmaztunk, a
kisérletet a RayBiotech cég végezte. A log-skalazott fehérjemennyiség (ug/ml) értékek
hierarchikus klaszterezését a Cluster 3.0, a nem skalazott hétérképet pedig a JavaTreeView

szoftver alkalmazasaval vizualizaltuk.
Gomba torzsek

AF 293 Aspergillus fumigatus torzset alkalmaztunk, melyet standard nitrat minimalis

taptalajon tenyésztettik 37 °C-on. A konidiumok begytijtése 6 nap ndvesztés utan tortent.
Zymosan altal kivaltott in vivo tiidégyulladas modell

Az allatokat izofluran inhalacioval érzéstelenitettiik, majd intranasalisan 300 pg zymosan

részecskevel (Invitrogen) kezeltiik az allatokat.
Alveolaris makrofagok ex vivo zimozan kezelése

Sejttenyészetet hoztunk létre Ugy, hogy a sejteket 24 lyuk( edényekre szélesztettik 0,5 ml

RPMI taptalajban, amelyet 10% FBS-sel és 5-5% penicillinnel és sztreptomicinnel



egészitettink Kki. A sejtek megkdtésekor zymosan részecskéket (jel6letlen, Invitrogen)

alkalmaztunk 50 ug/ml koncentracidban.
Aspergillus fumigatus — alveolaris makrofag ex vivo modell

A sejteket 5% penicillint, 5% sztreptomicint és 10% FBS-t tartalmaz6 RPMI tapkozegben
tenyésztettik. Az AM-okat AF konidiumokkal kezeltiik (10%Iyuk). 1 6ra milva a médiumot
cseréltik, majd 6 d6ran at inkubaltuk a sejteket. Az AM-ok begyiijtése utan decimalis higitasi
sorozatot készitettlink. A mintakat nitrat minimalis taptalajba oltottuk, majd 48 6ra elteltével

megszamoltuk a koldniakat (CFU).
,» Time-lapse” mikroszkdpia

Az AM-ok izolalasa, a tenyesztés és a kezelés korilményei megegyeztek az elobbi vizsgalattal.
Az AF sporak kimosasa utan 5 masodpercenként idézitett képeket készitettiink Olympus
mikroszkoppal (Tokio, Japan), 10-szeres nagyitasu, 0,25 NA-ju akromatikus objektivekkel
(Carl Zeiss, Jena, Németorszag) és 2 megapixeles UVC USB 2.0 kameraval (Asus Computer

International, Fremont, CA, USA).
In vivo Aspergillus fumigatus infekciés modell

Immunszuppresszioként i.p. cyclophosphamidot (CP, 250 mg/kg) alkalmaztunk. Az els6
kezelés 3 nappal a fertdzés elott tortént, majd a fert6zés utani 1. napon. Ugyanezen napokon
gentamicin profilaxist alkalmaztunk (5 mg/ttkg). Egerenként 3,5x108 AF sporéat alkalmaztunk

nasalisan.
Szdvettani elemzés

Az izolalt szerveket 4%-os pufferolt paraformaldehidben (PFA, pH 7,4) fixaltuk, majd
paraffinba agyaztuk. A metszeteket hematoxilin és eozin (H&E), Masson trikrom, Perjodsav—

Schiff (PAS) es Grocott festessel vizualizaltuk standard protokollal. A myeloperoxidaz (MPO)



immunhisztokémiat nyal monoklonalis primer antitestek alkalmazasaval, “Envision
(biotinmentes, peroxidaz alapu) Detekcids Kit”-tel (Dako) és DAB szubsztrat kromogénnel

(Vector Labs) vegeztik.

Lipid mediatorok meghatarozasa nagy teljesitményii folyadékkromatogréafiaval és

tandem tomegspektrometriaval (LC-MS/MS)

Az tiidomintat folyékony nitrogénben fagyasztottuk deuteralt belsé standardokat tartalmazo
jéghideg metanolba helyezés utan. A tidét feldaraboljuk, és 1 orara -80 °C-ra helyeztlk.
Centrifugalas utan a felliliszokbol szilard fazisu extrakciot végeztiink (SPE) C18 oszlopok
(Biotage) segitségével. A mintdkat nagy teljesitményi folyadékkromatografias rendszerrel
(HPLC; Shimadzu, Kyoto, Japan) mértiik. A HPLC-hez Qtrap5500 tdmegspektrométert (AB
Sciex, Framingham, MA) kapcsoltunk. Az adatgyiijtés az Analyst szoftver v.1.7-es verzidjaval
tortént. A lipid mediatorok azonositasara temezett tébbszords reakcié monitorozas (MRM)
modszert alkalmaztunk. A lipid mediatorok azonositasat a mintakban a Sciex OS-Q v.1.7
segitségével végeztik, mennyiségét az alapvonal feletti csticsteriiletek integralasaval és a kiilsé

standard gorbék alapjan torténd interpolacidval hataroztuk meg.

A bronchoalveolaris moséfolyadék fehérjetartalmanak elemzése

A fehérjeszintet BCA Kittel (Thermo Fisher Scientific), a laktat-dehidrogenaz (LDH) aktivitast
,LDH Aktivitas Kittel” (Sigma-Aldrich) mértik. A TNFo, IL-6 (Biolegend), CXCL9
(#EMCXCLY9), CXCL11 (#EMCXCL9) és CXCL13 (#EMCXCL13) szinteket enzimhez

kotott immunszorbens méréssel mutattuk ki (ELISA) (Invitrogen).

Az extracellularis savasodasi rata (ECAR) és az oxigénfogyasztasi rata (OCR)

»Seahorse” elemzése

Az OCR és ECAR értékek mérésére XF96 oximétert (Seahorse Biosciences, North Billerica,

MA, USA) alkalmaztunk. Az AM-okat 96 lyuku lemezekre oltottuk egy nappal a kisérlet el6tt.



1 oraval a vizsgalat el6tt a sejttenyészté tapkozeget pufferolatlan kozegre cseréltik. Az

értékeket 5 perces és 30 masodperc keverési ciklusok utan régzitettik.

Western Blot

Teljes sejt lizdtumokat allitottunk el6 RIPA lizispuffer alkalmazasaval. Az elkészitett
lizdtumokat 4-16% gradiens Bis-Tris poliakrilamid gélben separaltuk elektroforézissel, és
transzfer membranra vittlik 4. A membranokat blokkoltuk, majd 1:1000 anti-EGR2 antitesttel
(Abcam, ab108399) jeldltuk. Mosas utdn hozzdadtunk 1:20 000 aranyban nydl ellenes IgG-t
(R&D Systems, HAF008), majd a membranokat SuperSignal West Pico PLUS

kemilumineszcens szubsztrattal inkubaltuk.

Adatok elérhetésége

Az U generacios szekvenalasi adatok a National Center for Biotechnology Information (NCBI)

Gene Expression Omnibus (GEO) adattaraban (GSE151015 és GSE181087) érhetdk el.
Statisztika

A differencialisan expresszalt géneket (DEG) varianciaanalizis (ANOVA) teszttel irtuk le,
kiegészitve post-hoc Tukey teszttel. Minden mas Kkisérletben Student-féle t-tesztet
alkalmaztunk. A csoportok kozatti szignifikans kilonbségeket akkor vettiik figyelembe, ha a

p-érték <0,05 volt (csillaggal jelélve: *p <0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).



EREDMENYEK

A rovid- és hosszutavu alternativ makrofag polarizacié genomaktivitasi mintai

Az alternativ makrofag polarizacié genomi eseményeinek azonositasara IL-4-gyel
kezelt egér BMDM polarizaciés modellt alkalmaztunk, majd a cisztrom és a transzkriptom
idobeli valtozasait elemeztiik. Kontrollként stimulalatlan BMDM-okat hasznaltunk, a rovid
tavu polarizaciot 1 6ra, a hosszU tava polarizaciot pedig 24 6ras IL-4 citokin kezelés utan
detektaltuk. Az aktiv enhanszerek feltérképezéséhez ChlP-seq alapjan meghataroztuk a P300
transzkripcids koaktivator genomi kétohelyeit, valamint a H3K27ac aktiv hisztonjel szintjét.
Ezeknek a jeleknek a kombinalt megjelenése az aktiv enhanszereket definialja, amelyeket a
tovabbi elemzések készleteként hasznaltunk.

Elso 1épésként, hogy betekintést nyerjliink az epigenomikus eseményekbe, genomi
régiokat hataroztunk meg a P300 és a H3K27ac eltér6 szintjei alapjan. Az alternativ BMDM
polarizacio soran kozel hasonld mennyiségii aktivalt (n=16735) és represszalt (n=17582)
szabalyoz6elemet azonositottunk. 14353 genomialis hely nem valtozott. A szabalyoz6
elemeket tevékenységi mintazat alapjan csoportositottuk, ,.korai atmeneti”, ,,korai stabil” és
,.kés6i” kategoridkra kiilonitettiik el, mely alapjan lehetéség nyilt az epigenomikai valtozasokat

kozvetité dominans transzkripcios szabalyozdk azonositasara.
Az EGR?2 az alternativ makrofag polarizacio késoi szabalyozodja

A kiilonb6z6 genomaktivitdsi mintakat kozvetitdé potencialis transzkripcids faktorok
felkutatasara motivum duasulasi analizist végziink a valtozd genomi régiok alapjan. A talalt
motivumoknak megfeleléen ismert makrofag-specifikus transzkripcids faktor koétéhelyei
mellett olyan le nem irt transzkripcids faktor motivumok is dusultak, amelyek nagy specifitast

mutattak a fenntartott genomi aktivitasra. Ezek koézil az EGR mind a ,.,korai stabil”, mind a



késo6i kategoriakban dusult, jelezve az EGR transzkripcios faktorcsalad potencidlis jelentdségét
az alternativ makrofag polarizacié szabalyozasaban és fenntartasaban.

Annak meghatarozasara, hogy az EGR csalad melyik tagja befolyasolja a genomi
aktivitast, elemeztiik az EGR-ek 0sszes tagjanak mRNS szintjét stimulalatlan és IL-4-gyel
kezelt BMDM-okban. Csak az Egr2 mRNS-e volt kimutathatd, és ez emelkedést mutatott a
folyamat polarizacié soran. Megmértik az EGR2 fehérje szintjét is, amely ugyanazt a
tendenciat kdvette. Vélhetéen a csaladbol az EGR2 az alternativ polarizacié modulatora.

Ezutan létrehoztunk egy EGR2 knock-out (KO) egérmodellt, amely specifikus a
myeloid sejtekre, hogy megvizsgaljuk ennek a transzkripcidés faktornak az alternativ
polarizacioban betoltétt szerepét. Kontroll és Egr2?M egerekbél BMDM-eket allitottunk eld, és
IL-4-gyel kezeltiik 6ket kiillonb6zd idépontokban, 0 és 24 ora kozott. Ezt kovetéen RT-qPCR-
rel mértlk az alterativ polarizacids marker gének (Retnla, Ccl17, Chil3, Chil4, Argl és Mrcl)
MRNS expressziojat. Az IL-4 expozicidt kovetd késobi (12 vagy 24 oras) idépontokban minden
esetben szignifikans repressziot észleltiink. Ennek alapjan az EGR2 az alternativ makrofag
polarizacio késéi stadiumu szabalyozoja.

Az EGR2 ellentétes hatasanak ellenOrzésére funkcio erdsitd kisérleteket végeztiink,
amelyek sorén egér ESC-eredetii myeloid progenitorokat transzfektaltunk doxiciklinnel (DOX)
indukalhatdé EGR2 genetikai konstrukttal. El6szor RT-gqPCR méréssel igazoltuk az Egr2
MRNS fokozott expressziojat DOX kezelés soran, majd a funkcidvesztési kisérlethez hasonld
M2 marker génkészlet mRNS szintjének emelkedését. Ezen gének mRNS szintjei 24 6ra
id6tartam0 1L-4 kezelés esetén még tovabb indukalddtak. Ez megerésitették az EGR2

potencialis szerepét az M2 makrofag polarizacio epigenetikai szabalyozasaban.
A tiido specifikus makrofagok magas EGR2 expressziot mutatnak

Ezt kovetéen vizsgaltuk az EGR2 potencialis jelentOségét a szovetekben rezidens

makrofagokban. Az EGR csalad tagjainak expressziojat elemeztiik a mar publikalt RNS-seq



adatkészletek (GSE63340) alapjan kiillonb6z6 szoveti makrofag és monocita populaciobol. Ez
alapjan igazolddott, hogy az Egr2 relativ specifikus és erés expressziot mutat az AM-okban.
Az AM érés kiilonbozé szakaszaibol szarmazd, nyilvanosan elérhetd RNS-seq és
SCRNS-seq adatokban ujraelemeztiik a kiilonb6z6 transzkripceios faktorok expresszios értékeit.
Azt taldltuk, hogy az EGR2 mRNS szintje kuilondsen a differencialodas terminalis szakaszaban
emelkedett. Ez az érdekes mintdzat felveti a lehetdséget az EGR2 szerepére a specifikus

sejtfunkciok koordinalasaban a génexpresszio epigenomikus szabalyozésa altal.

A myeloid-specifikus EGR2 hiany a tiidé immunsejt 0sszetételének megvaltozasahoz

vezet es befolyasolja az alveolaris makrofag fenotipust

Hipotézisiink tesztelésére megkezdtilk az EGR2 myeloid-specifikus elvesztése soran
bekdvetkezett valtozadsok elemzését a tiidében. Elészor aramlasi citometrias méréssel
dsszehasonlitottuk a kontroll és az EGR2 myeloid hidnyos egerek teljes tiidejébdl izolalt
kiilonboz0 sejtek szamat.

Az endothel sejtek, a hamsejtek és a fibroblasztok szama kdzel azonos volt a kontroll
és az EGR2 myeloid KO allatok ttidejében. Az immunsejt populécidkon belll az érett AM-ok
és az intersticialis makrofagok, Ly6C+ monocitadk, NK-sejtek, B-sejtek, CD4+ és CD8+ T-
sejtek szdmanak szignifikans cstkkenését észleltiik. Csak a DC-ek mutattak szignifikans
emelkedést a vizsgalt populaciokhoz képest, a Ly6C- monocitak, a neutrofil granulocitak, az
eozinofilek és a yd T sejtek szama kozel azonos volt. Eredményeink azt mutatjak, hogy az
EGR2 direkt és kzvetett modon befolyasolja a myeloid és lymfoid immunsejtek dsszetételét,
de nem befolyasolja a nem immunsejt populaciok jelenlétét és szamat a tiidében.

Ezt kovetden formalin fixalt, paraffinba agyazott szovettani mintdkat készitettiink
EGR2 KO ¢és WT tiidobdl. H&E és MPO festést alkalmaztunk a sejtkomponensek
megkiilonboztetéséhez. A tiido altalanos szerkezete érintetlen volt mindkét genetikai

hatterében. Kildnbséget figyeltiink meg az MPO pozitiv AM-ok aranyaban a WT és az EGR2



tidé kozott. Az EGR2-hidnyos allatokbdl izolalt tiidékben nagyobb szami AM volt
azonosithaté ugyanazon méretli teriileten beliil. Ez a megallapitas ellentétesnek tiinik az
aramlasi citometridss mérések tendenciajaval. Az eltérés feloldasara megvizsgaltuk a
bronchoalveoléris térben lokalizalt AM-ok érettségi allapotat gy, hogy szamszerisitettiik a
CD11b, CD11c, F4/80 és SiglecF fehérjék expressziojat, mint jol ismert markereket, amelyek
az AM differencialodaés kiilonb6z6 szakaszait reprezentaljak.

A termindlisan differencialt AM-ok pozitivak a standard CD45 immunsejt-markerre, és
magas F4/80, CD11c és SiglecF expressziot mutatnak. A CD11b expresszidja csokken az AM
érés soran. A teljes tiidé6 homogenizatumbol definialtuk az AM-okat és BAL-lal is izolaltuk
Oket, hogy elkertiljiik a standard markerek varatlan diszregulaci6jabol adodo esetleges hibakat.
F4/80 és CDll1c expresszidja alapjan mindkét esetben elkiilonithetd volt. Az AM szdma
szignifikansan megemelkedett az Egr2"™ tidében. Kivalasztottuk ezt a populaciot, és
elemeztilk a SiglecF és CD11b expressziokat. Az Egr2™ mintakban az AM-ok SiglecF+
alcsoportjanak kozel teljes elvesztését detektaltuk, és a CD11b+ sejtek aranya szignifikansan
magasabb volt. A bronchoalveolaris CD45+ sejteket izolaltuk és ugyanazokkal a markerekkel
festettiik. Ezek az eredmények megegyeztek az 0Osszes tiiddhomogenizatum korabbi
eredményeivel. Az EGR2 myeloid-specifikus elvesztése nem blokkolja teljesen az AM-ek
differencialodasat, hanem modulalt érési fenotipushoz vezet.

Az EGR2 hianyos AM-ek altaldnos metabolikus funkcionalitasanak jellemzésére
Agilent Seahorse XF Analyzer alapu kisérleteket hasznaltunk, valamint meghataroztuk a
mitokondrialis oxigénaramot és az ECAR-t. Ex vivo mértilk az anyagcsere folyamatokat. A
bazalis, etomoxir- és oligomicin-dependens légzésben lényegében azonos OCR értékek voltak
mérhetdek a kontroll és Egr2™f sejtekben. Az ECAR esetében az Egr2" AM-okban kisfoki

csokkenést észleltiink.



Véqgul arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az EGR2 myeloid-specifikus hianya egy
metabolikusan intakt makrofaghoz vezet, amely az alveoléaris térben nagyobb aranyban

lokalizalodik és a sejtfelszini markerek egyedi profiljat képviseli.

Az EGR2, mint valosziniileg kozvetlenll DNS-hez kotott transzkripcios faktor, az

alveolaris makrofagok dominans epigenomikai modulatora

Ezt kdvetden arra torekedtiink, hogy megértsiik az EGR2 altal kozvetitett molekularis
eseményeket az AM-ok kromatinjaban, ezért ATAC-seq kisérletet végeztiink. Ezaltal leirtuk a
kontroll és EGR2-hianyos AM-ok kromatin nyitottsdgdban mutatkoz6 kilonbségeket. Az
Egr2™™ AM-ok kromatinjaban 1906 zart és 4792 nyitott genomi régiot azonositottunk a
kontroll sejtekhez képest. Feltérképeztiik a differencialisan hozzaférhet6 régiok (DAR) genomi
eloszlasi profiljat. A DAR-ok mindkét osztalya nagyobb aranyban lokalizalodott az enhanszer
régidban, mint a promoter régidban.

A DAR-okon belil a DNS-hez kozvetleniil kot6doé transzkripcids faktorok
motivumainak azonositasara de novo dusulasi elemzést végeztiink. A zart DAR-ok esetében az
EGR-motivumok jelentés feldusulasa volt megfigyelhet6 (50,53%), a nyitott régidkon pedig
hianyzott, ami arra utal, hogy az EGR2 valdszintileg nem miikodik kozvetlen represszorként.
Az EGR2 molekularis funkcidjanak tovabbi vizsgalata érdekében ugy dontottiink, hogy a

kromatin hozzaférhetdségi vizsgalatait integraljuk a transzkriptomikai elemzésekkel.

Az EGR2 kozvetlenul szabalyozza a transzkripciot és donté szerepet jatszik a korokozok

eliminacidjaval kapcsolatos génhaldzat szabalyozasaban

Ezen valoszinlisithetden direkt aktivald transzkripcids események molekuldris
sajatossagainak feltarasa érdekében megvizsgaltuk a kapcsolatot a potencialis EGR2-hez kotott

enhanszerek és a hozzajuk kapcsolédd szabalyozott gének kdzott. RNS-seq kisérleteket



végeztiink a kontroll és az Egr2™M AM-okon. Ez 364 szignifikansan alacsonyabb és 621
szignifikansan indukalt gén azonositasahoz vezetett az EGR2-t nem tartalmazé AM-okban.

A zart DAR-0k és az alacsony expresszioju DEG-ek integralasaval azonositottuk, hogy
nagyszamu zart DAR talalhaté 100 kilobazispar (kbp) tavolsagon beliil (n = 373), azonban tébb
mint 1000 DAR helyezkedett el nagyobb mint 1000 kbp tévolsdgra az alacsonyabban
kifejez6d6 génektdl. A DAR-okat és a DEG-ket egy szigorubb, 100 kbp tavolsagra vonatkozo
kritérium alkalmazasaval integraltuk a gén TSS-eit6l. 158 DEG-t azonositottunk az EGR2
lehetséges kdzvetlen célpontjaként. Az alacsonyabb DEG-ekhez kapcsolodo zart DAR-ok arra
utalnak, hogy az EGR2 valosziniileg transzkripcios aktivatorként funkcional.

Ezutan CUT&RUN Kisérleteket végeztiink a H3K4me3-raés a BRD4-re, mint az aktiv
enhanszerek és promdterek markereire. A H3K4me3 jel eloszlasat elemezve az 500 bp-os
downstream régioban az EGR2-fliggé gének TSS-hez viszonyitva, megfigyeltik, hogy a
H3K4me3 szintek megfelelnek a génexpresszio kildnbségeinek, megerdsitve azt az
elképzelést, hogy az EGR2 elsdsorban a kromatin szerkezetét befolyasolja és a célgéneket
aktivalja. A BRD4 hasonld mintazatot mutatott a promotereknél és az enhanszereknél, tovabb
erdsitve az EGR2 feltételezett, epigenetikai szabalyozdokeént jelents szerepét.

Tovabbi funkcié fokozddasra iranyuld kisérleteket végeztiink ESC-eredetii myeloid
progenitorokon DOX-indukéalhaté EGR2 genetikai konstrukcioval. Ebben a rendszerben az
RT-qPCR analizis megerésitette az Egr2 mRNS fokozott expresszidjat DOX-kezelés hatasara,
tovabba jelentésen megemelkedett a CD11c és SIGLECF AM marker mRNS- és fehérjeszintje.
Megvizsgaltuk a potencialis direkt célgének (Kazaldl, Clec7a, Atp6v0d2, Rhoc) és a hozzajuk
kapcsol6dd enhanszerek transzkripcids valtozasait is, amelyek az EGR2 magasabb
expresszidjat kovetdéen ugyancsak emelkedd tendenciat mutattak. Ezek a kisérletek arra a
kovetkeztetésre vezettek, hogy az azonositott DAR-0k enhanszerként miikodnek és aktivitdsuk

az EGR2-t4] fligg.



Ezutan funkcionalis szempontbol elemeztik az EGR2-fligg6 DEG-eket. Az EGR2
hianyaban az alapveté makrofag marker gének mRNS szintje csak részben valtozott. Azonban
a megvaltozott AM specifikus gének kozel fele, koztiik az Epcam, a Krt79, a Cldnl és a
Kazaldl proximalis EGR2 célpont.

Ezutan a KEGG adatbazist hasznaltuk a DEG-lista altal érintett bioldgiai utvonalak
elorejelzésére. Az EGR2 hidnyaval 0Osszefliggd transzkripcios valtozasok a korokozéd
felismeréssel, a ROS képzddéssel, a fagolizoszomak savasodasaval és az éréssel kapcsolatosak.
E gének kozul tébb egy olyan transzkripcios haldzat része, amely a kdrokozdk eliminacidjanak

szabalyozésaban vesz részt.
Az EGR2 hidnya a zimozan fagocitozisanak elégtelenségét eredményezi

Eredményeink alapjan részletesen megvizsgaltunk néhéany Kkritikus sejtfunkciot. Az
EGR2-hidnyos AM-okban a Clec7a-hoz kapcsolt enhanszer BRD4-jelei és eRNS-szintjei
jelentdsen csokkentek, csakugy, mint a gén promoterénél a H3K4me3 jel. A Clec7a a Dectin-
1 receptort kdédolja, amely egy jol ismert PRR olyan gombaés sejtfal komponensek szamara,
mint a zimozan, nélkuldzhetetlen az AM-ok gombaellenes valaszdban. A Dectin-1 fehérje
expressziéjat mind a kontroll, mind az EGR2-null AM-ek fellletén aramlési citometriaval
értékeltik BAL-al izolalt sejteken. Az mRNS szintjét tikrozve a Dectin-1 fehérjeszintje
Iényegesen alacsonyabb volt az Egr2"" AM-okban.

E fehérje aktivitasanak funkcionalis értékelése érdekében megvizsgaltuk a zimozan
felvételét kontroll és Egr2™™ AM-okban ex vivo pHrodo-konjugélt zimozan alkalmazaséaval. 3
ora elteltével szignifikans csokkenést figyeltink meg a fagocitalo EGR2-null AM-ok
aranyaban a WT AM-okhoz képest, fagocitald kapacitasuk korilbeltl 70%-ra csékkent.

Ezenkivul konfokalis mikroszkoppal kovettik nyomon a felvétel dinamikajat.
Megszamoltuk az internalizalt részecskék szamat 0, 20, 60 és 120 perccel a kezelés utan. Az

eredmények azt mutattak, hogy az Egr2™/M AM-okban az internalizalt részecskék atlagos szama



csokkent a kontrollhoz képest 20 percnél, sét 120 percnél is. Az Egr2™M AM-ok fagocitalo

kapacitasa nem érte el a WT AM-ekét, a KO sejtek kevesebb részecskét internalizaltak.
Az EGR2 befolyasolja a zimozanra adott kezdeti transzkripcios valaszt in situ

A zimozan felvétele gyulladasos valaszt valt ki. Ennek korai fazisat vizsgaltuk in vivo
kontroll és EGR2 KO egerekben 300 pg zimozén intranazélisan alkalmazasaval, majd
elemeztiik az indukalt valtozasokat a beadast kovetd 6. és 24. 6raban. A CD45+ és az F4/80+
AM populdcidkat a kontroll és a zimozan kezelt csoportokbdl szeparaltuk. RNS-seq
alkalmazéasaval 1755 gént azonositottunk az EGR2 KO AM-okban a kontrollal dsszevetve,
amelyek reagaltak a zimozanra, EGR2-t61 fliggetlen a zymosan-reszponziv gének tobbsége
(n=6047). Ez azt jelzi, hogy az EGR2 hatarozott és szelektiv szerepet jatszik in situ gyulladasos
valaszban eltérést mutat6 gének korai szabalyozéaséaban.

Az 1755 EGR2-fiiggd és zimozanra reagald gént tiz klaszterbe rendeztik id6fiiggd
expressziés mintaik szerint, azutan Gjraintegraltuk a kordbban azonositott zart DAR-okkal.
Azonositottuk a zimozanra reagalé és EGR2-dependens alacsonyabban kifejez6d6 DEG-Ket,
és ezeket a géneket a DEG-ek TSS-jétdl tobb mint 100 kbp-ra elhelyezked6 zart DAR-okhoz
kapcsoltuk. Ezen gének expresszidjat szignifikdnsan befolyasolta az, de nem stimulélta
fizioldgias korlilmények kozott. Ez a megfigyelés azt jelzi, hogy az EGR2 kettGs szerepet
jatszik az AM epigenom kialakitasdban, és modosit kiilonb6z6 jelfiiggd transzkripcids
valaszokat anelkul, hogy befolyasolna a gen alapexpresszidjat, epigenomikus konyvjelzéként
mukodik.

Elemeztik a TLR, TGF-B, Jak-Stat, foszfatidil-inozit (PI) és arachidonsav (ARA)
jelatviteli utvonalakra génkeszleteit, hogy pontosan meghatarozzuk a kanonikus gyulladasos
valaszhoz kapcsolodo EGR2-fiiggd valtozasokat. Az 6sszes Utvonal tartalmazott DEG-eket, az
érintett gének eltérd aranyokat és expresszios mintakat mutattak a csoportokban. Az elsésorban

fokozottan kifejez6d6 genek a TGF-p, TLR és Jak-Stat Gtvonalakhoz kapcsolddnak. A Pl



jelatviteli utvonalhoz kotott DEG-ek jelent6sen alacsonyabbak voltak, beleértve a
foszforilacios kaszkadok Osszetevéit kodold géneket is. Ezenkiviil az Ltadh-t proximalis,
valoszinii kozvetlen célgénkent azonositottuk.

Tekintettel arra, hogy a transzkripcios valtozasok szignifikdnsan befolyasoltak a
citokineket és lipidmediator-szintetizalo enzimeket kodolo géneket, a citokinprofilt ELISA-
alapi modszer segitségevel mértik BAL folyadékbol, valamint az ARA metabolizmussal
kapcsolatos lipid mediatorokat tomegspektrometriaval identifikdltuk a teljes tido
homogenizatumbol. Ezek a modszerek jelent6s csokkenést mutattak az IL-4 fehérje szintjében
6 oOraval a zimozan kezelés utan, és a CCL17, CXCL11 és CSF1 szintjében 24 0Oras kezelés
utan. Mig az IL-4-et a Th-sejtek valasztjak ki, az emelkedett szintli citokinek specifikusan
makrofagokbdl szarmaznak. A CXCL11 indukcidja kilénosen figyelemre méltd, mivel ez a
citokin nem indukalddik, ha az EGR2 jelen van. Az ARA-credetii lipid mediatorok koziil az
RVEL nem volt kimutathaté az EGR2-hianyos egerek tlidejében. Ez a lipid mediator, amelyet
a leukotriéen A4 hidroldz (LTA4H) enzim termel, dontd szerepet jatszik a gyulladas
feloldasaban.

A gyulladasos folyamatot tovabb vizsgaltuk paraffinba agyazott, H&E-festett
tidomintak szovettani elemzésével 24 és 72 oras kezelés utan. A PMN-ek azonos mértéki
infiltraciojat figyeltiik meg mind a WT, mind az Egr2™™ egerekben 24 éraval az expozicio utan,
azonban az Egr2™ tiidében nagyobb aranyban voltak jelen a makrofigszerti mononukledris
sejtek nagy, szabalytalan magokkal. Ezenkiviil 72 o6ra elteltével az Egr2™f egerek tiidejében

1év§ alveolusok feloldatlanok maradtak, kezd6dé fibrozisra utald eltérést mutattak.
Csokkent eliminéacios kapacitas az Aspergillus fumigatusra az EGR2 hianyaban

Végul kiterjesztettlik kutatdsunkat patofizioldgiailag relevans ex vivo és in vivo
Aspergillus fumigatus fert6zési modellekkel. Az AM-okat AF sporaval kezeltik 1 oran at,

lehet6vé téve az AM-0k szamara, hogy internalizaljak a részecskéket. A sporakat kimostuk,



majd tovabbi 6 oras inkubacio utan lizaltuk a sejttenyészeteket, és megmértik a mintak
telepképz6 képességét. A CFU-k szignifikans csokkenését figyeltik meg 1 ora elteltével, és
szignifikdns novekedést 7 oraval az EGR2-null AM-okban. Tovabba az internalizalt és
inaktivalt AF sporak aranya alacsonyabb volt az Egr27/f sejtekben. Time-lapse mikroszképpal
kovettlik az AF sporak internalizaciojat koveté morfologiai valtozasokat. Megallapitottuk,
hogy az EGR2 hiany a hifat tartalmaz6 AM-ok nagyobb aranyat és a hifak ndvekedésének
korabbi kezdetét eredményezte a kontroll sejtekhez képest.

Vizsgaltuk az AF in vivo hatésait is. Klinikailag nem figyeltek meg szignifikans
kiilonbségeket a kontroll egerekben a fertdzést kovetden, az Egr2™/™ egerek azonban fogyni
kezdtek, ami sulyos gyulladasra utal. A szdvettani elemzés elh(z6d6 gyulladasi tendenciat
mutatott korai progressziv tiid6fibrozissal az EGR2 KO tiidében. Ezzel szemben a kontroll
tiidében a gyulladas regredialt fibrozis nélkdl.

Az AF opportunista korokozo, és sulyos AF fertézések immunhianyos betegeknél
fordulnak el6. Ennek modellezésére szolgal a cyclophosphamid (CP) altal kivaltott
immunszuppresszio melletti AF fertézés vizsgalata, ami gyors aspergilloma-képzédéshez
vezet a tiidében. Aramlasi citometridval mértiik fel a kiilonbozé immunsejtek szdmanak
valtozasat a tiidében a fert6zést kovetd 1. napon. A CP kezelés a B- és CD4+ T-sejtek szdméanak
szignifikans csokkenését, valamint az AM-ek és CD8+ T-sejtek enyhe, bar nem szignifikans
csokkenését eredményezte mind a kontroll, mind az EGR2-hidnyos egerek tldejében,
Osszehasonlitva a nem immunhianyos egyedekkel. A monocitdk és neutrofilek szdmanak
csokkenése csak a kontroll &llatokban volt észlelheto.

Ezutan a tiidébdl izolalt BALF-ot egy nappal az AF fert6zés utan vizsgaltuk. Nem
figyeltiink meg szignifikdns valtozast az Osszfehérje szintjében a kiilonbozd koriilmények

kozott. Immunszuppresszio esetén azonban ELISA-val mérve szignifikdnsan magasabb LDH-



aktivitast, valamint a gyulladasos citokinek (TNFa, IL-6) és a profibrotikus markerek (CXCL9,
CXCL11, CXCL13) koncentracidjanak emelkedését tapasztaltuk EGR2 KO.

Az ezen tiidokbol szarmazd szOvettani metszeteken nagyobb, AF hifakat tartalmazo
aspergillomakat és nekrotizalé gyulladast igazoltunk, melyeket tulnyomdrészt nagy
makrofagszerii mononuklearis sejtek jellemeztek pleomorf magokkal, illetve apoptotikus
sejtekkel az EGR2 KO mintakban. Emellett a KO egerek tlideje nagy orso alakd, aktivalt
fibroblaszt morfoldgiaju sejteket tartalmazott. Masson festéssel ezeken a tertileteken durva
kollagén lerakddasokat mutattunk ki, ami jelent6s fibrozisra utal.

Ezek az eredmények egyiittesen tovabbi in vivo bizonyitékot szolgalnak az EGR2
szerepére az AM-ek gombaellenes aktivitasaban, bar fontos megjegyezni, hogy a megfigyelt

eredmeények osszetett, tobb sejttipusra kiterjedd fenotipust tlikroznek.



DISZKUSSZIO

Az EGR2 az alternativ makrofag polarizacio késdi szabalyozéja

Az makrofagok polarizaciojat szabalyoz6 hierarchikus transzkripciés program
megertése elengedhetetlen a sejttipus-specifikacio ismereteinek bovitéséhez és a célzott
terapidk kidolgozasahoz. Tanulmanyunkban az EGR2-t az IL-4 altal kozvetitett és STAT6-
fliggd alternativ polarizacidés program kulcsfontossdgu komponenseként azonositottuk. Az
EGR2 06sszekapcesolja a korai, tranziens eseményeket a késobbi, stabilabb eseményekkel,
kritikus hierarchikus kapcsolatokat 1étesitve a kiilonb6z6 transzkripcios faktorok kozott. A
genomaktivitas feltérképezését a P300 és a H3K27ac aktiv enhanszer markerek segitségével a
makrofagok polarizacioja soran felhasznaltuk az IL-4 altal aktivalt STAT6 azonnali és hosszU
tdvu hatasainak tanulmanyozasara. Ez a stratégia vezetett az EGR2 felfedezéséhez, egy
erdteljes transzkripcids szabalyozohoz, amely kordbban fel nem ismert funkciokkal
rendelkezik myeloid sejtekben. Mig az Egr2-r61 IL-4-indukalt génként szamoltak be
makrofagokban a transzkriptomszintli elemzések soran, specifikus szerepe tisztazatlan maradt.
Modelllinkben az IL-4 szelektiven indukalja az Egr2-t a csalad tagjai kozdil.

A szovetspecifikus makrofag RNS-seq adatok Ujraelemzése azt mutatta, hogy az Egr2
tiidére korlatozott expresszidos mintazatot mutat. A bazofil eredeti IL-13 AM funkcioban
betdltott szerepére vonatkozé megallapitasokkal kombinalva ez felveti az EGR2 in vivo

szerepét.
Az EGR?2 funkcidja, mint segéd vagy masodlagos LDTF alveolaris makrofagokban

Az AM identitast az altalanos makrofag LDTF-ek, példaul a PU.1 és a C/EBPp,
hatarozzak meg. Az EGR2 azonban kiilonleges funkcioja miatt kitlinik: az érett AM marker
géneknek csak egy korlatozott részhalmazat aktivalja kdzvetlenul, példaul a SiglecF-et, mig
masokat valtozatlanul hagy. Az EGR2 hiany csak részlegesen csokkentette a

differencialodastol fiiggd génexpresszidt. Igy az EGR2 inkabb kiegészité vagy masodlagos



LDTF-ként miikodik, mas faktorokkal egyiittmiikodve az AM identitas és funkcié bizonyos

aspektusainak meghatarozasaban.

Az EGR2 hatasanak kettés mechanizmusa

Az EGR2 kritikus szerepet jatszik az emberi monocitdk makrofagokka torténd
termindlis differencialddasi szakaszaban, mint azt szdmos tanulmany igazolta. A kdzelmultban
végzett kutatisok meger0sitették az EGR2 sziikségességét AM-okban, amelyet mi tovabb
DNS-hez kotott transzkripcios aktivator és epigenomikus marker. Erre utal az EGR-motivum
feldusulasa azokban a kromatin régiokban, amelyek EGR2 hianyaban z&rédnak, mig azokban,
amelyek nyilnak, nem lathato ilyen feldusulés. Ez azt jelzi, hogy az EGR2 nem valdszinti, hogy
represszorként mikodik a kozvetlen DNS-kOtés révén, de ilyen hatdsai lehetnek a fehérje
kdlcsonhatasok vagy indirekt Gtvonalak révén.

Az EGR2 kozvetlenll szabéalyozza a Dectin-1-et, amely a gombaellenes valasz és a
fagocitozis kulcsszereplGje, ezaltal pozicionalja az EGR2-t a gombafelismerésben és -
tisztulasban részt vevé klinikailag fontos Gtvonalak el6tt, emellett szerepet jatszik a zimozanra
adott gyulladasos valaszban is.

Ezen tilmenden, az EGR2 ,,csendes konyvjelzéként” killonall6 ingereket és funkciokat

kapcsol 6ssze, amelyek meghatarozott kériilmenyeknek valo kitettseg soran manifesztalédnak.

s rer

Kutatdbmunkank klinikai jelentdsége sokrétii. Az EGR2 egy evollcidsan konzervalt
transzkripcids szabalyozd az AM-okban. Az altala szabalyozott génhaldzat kiilondsen fontos a
tidé megfelelé gomba ellenes védekezéséhez. A Dectin-1-ben eléforduld egynukleotidos

polimorfizmusokat (SNP-k) &sszefuggesbe hoztdak az aspergillozissal és mas gombas



fertézésekkel emberi populaciokban. Adataink alatamasztjdk az EGR2 szerepét a specifikus
korokozok elleni szelektiv valaszokban.

Ezenkiviil a tlidészovet szovettani elemzése mind egyensulyi allapotban, mind
zimozan, mind AF kezelés utan megfelel a megfigyelt transzkripcids és fenotipusos
valtozasoknak. Az EGR2 myeloid-specifikus hidnya az interalveolaris terekben
megnovekedett sejtszamot eredményez, néhany mononukledris sejt nagyobb méretii és
szabalytalan magstruktirakat mutat, ami valdszintileg rosszul differencialt AM-okra utal. A
morfoldgiai valtozasok kifejezettebbek a koérokozo altal aktivalt gyulladasos sejtekben az
EGR2 hianyos tidében. Ezenkiviil elhtizodé gyulladas és fibrozis figyelheté meg zimozan
vagy AF-indukalta gyulladas soran. Ezek a fibrdzismintdk morfologiailag hasonldak az
emberekben el6fordul6 "organizlodo pneumoniaval jaro bronchiolitis obliterans™-hoz (BOOP).

Ciklofoszfamid alapt immunszuppresszios modellt alkalmazva, amely modellezi az
invaziv Aspergillosisban szenvedé betegek immunhianyos allapotat, tovabbi bizonyitékot
szolgaltattunk a fokozott aspergilloma képzodésre és a tiid6 fibrozisanak fokozodasara.

Erdekes mddon az EGR2 hianyos egerek tiidejében a gyulladast feloldé lipidmediéator
RVEL csokkenését figyeltik meg, ami dsszeftiggésben lehet az EGR2 hianyos AM-ok LTA4H
szintjének csokkenésével. Az RVE1l szerepet jatszik a makrofagok fagocitdzisanak
elésegitésében a zimozan altal kivaltott gyulladas feloldasa soran, és védelmet nyujt az

asztmaban és az allergias léguti gyulladasban.



OSSZEFOGLALO

Kutatasunk bizonyitja, hogy az EGR2 az alternativ makrofag polarizacié és az
alveolaris makrofagok génexpresszidjanak kulcs epigenomikus és transzkripcios modulatora
fiziologias és gyulladasos korilmények kozott. Mint kozvetlen transzkripcids szabalyozo és
Ugynevetett “csendes genomi konyvjelz6” szabalyozza a sejtspecifikus génexpressziot és
funkciokat, illetve a gombaellenes valaszt.

Osszefoglalva, eredményeink altal igazoltuk, hogy (1) az EGR2 az alternativ makrofag
polarizacié késoéi stddiuml szabalyozdjaként miikodik csontveldi eredetli makrofagokban,
illetve (2) valoszini DNS-kotott transzkripcios aktivatorként modulédlja az alveoléris
makrofagok specifikus génkifejez6dést. (3) Proximalis nexus szabalyozdja egyes terminélis
stadiumban érintett érési marker gén, illetve szamos fagocitozishoz kotodé gén
expresszidjanak. (4) Igazoltuk az EGR2 jelent6s szerepét a Dectin-1 dependens zimozan és
Aspergillus fumigatus fagocitézisban, valamint (5) a zimozan altal indukalt gyulladasos
események szabalyozasaban. A myeloid specifikus EGR2, mint epigenomikus konyvjelzo
modulalja profibrotikus citokinek (pl. CXCL11) és lipid mediatorok (pl. RvE1) termelését,
hidnyaban ezek kifejez6dése és szintézise csokken vagy megsziinik. (6) Az Aspergillus
fumigatus fert6zés soran az EGR2 myeloid specifikus hidnya az Aspergillus fumigatus fert6zés
soran a patogén eliminalasi hatékonysaganak csokkenésében és gyulladds oldddasanak

romlasaban nyilvanul meg.



KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném Kifejezni koszonetemet mindazoknak, akik timogattak PhD tanulmanyaim soran:

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Nagy Laszlo
Professzor Urnak timogatéaséaért és Gtmutatasaért.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. T6zsér Jozsefnek, a Biokémiai és Molekularis Bioldgiai
Intézet vezetdjének.

Kdszonettel tartozom kordbbi oktatdimnak, Dr. Simandi Zoltannak és Dr. Czimmerer
Zsoltnak, akik megtanitottak a tudomanyos munka és gondolkodas alapjaira.

Kilon koszonettel tartozom a Magreceptor Kutaté Laboratériumban dolgoz6 korabbi
és jelenlegi kollégaimnak egyiittmiikodésiikért, kiemelten Dr. Bojcsuk Doéranak, aki a
bioinformatikai elemzéseket végezte.

Koszonettel tartozom tovabbi munkatarsaimnak, kiemelten Dr. Mathéné Dr. Szigeti
Zsuzsanak es Baksa Viktorianak, akik segitettek az in vivo kisérletekben.

Emellett koszonetet szeretnék mondani Béladi Martanak, Silye-Cseh Timeanak és
Kerékgyartoné Nagy Anikonak a technikai segitségért.

Kdsz6ndm csalddom szeretetét, tiirelmét és megértését a kutatdssal toltott id6 alatt.

Végezetil szeretném kifejezni kdszonetemet valamennyi résztvevonek, aki hozzajarult

a munka létrejottéhez.



PUBLIKACIOK LISTAJA

DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@Iib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam:  DEENK/535/2024.PL
Targy: PhD Publikaciés Lista

Jeldlt: Kolostyak Zsuzsanna

Doktori Iskola: Molekuléris Sejt- és Immunbioldgia Doktori Iskola
MTMT azonositd: 10075231

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kézlemények

1. Kolostyak, Z., Bojcsuk, D., Baksa, V., Mathéné Szigeti, Z., Bene, K., Czimmerer, Z., Boto, P.,
Fadel, L., Poliska, S., Halasz, L., Tzerpos, P., Berger, W. K., Villabona-Rueda, A., Varga, Z.,
Kovacs, T., Patsalos, A., Pap, A., Vamosi, G., Bai, P., Dezsé, B., Spite, M., D'Alessio,, F. R.,
Szatmari, |., Nagy, L.: EGR2 is an epigenomic regulator of phagocytosis and antifungal
immunity in alveolar macrophages.

9(17), 1-21, 2024.
DOI: http://dx.doi.org/10.1172/jci.insight. 164009
IF: 6.3 (2023)

2. Daniel, B., Czimmerer, Z., Halasz, L., Botd, P., Kolostyak, Z., Pdliska, S., Berger, W. K., Tzerpos,
P., Nagy, G., Horvath, A, Hajas, G., Silye-Cseh, T., Nagy, A., Sauer, S., Francois-Deleuze,
J., Szatmari, |., Bacsi, A., Nagy, L.: The transcription factor EGR2 is the molecular linchpin
connecting STAT6 activation to the late, stable epigenomic program of alternative
macrophage polarization.
Genes Dev. 34 (21-22), 1474-1492, 2020.
DOI: http://dx.doi.org/10.1101/gad.343038.120
IF: 11.361

Tovabbi kézlemények

s
3. Jambrovics, K., Botd, P., Pap, A., Sarang, Z., Kolostyak, Z., Czimmerer, Z., Szatrzﬁm\f, Fési

L., Uray, I. P., Balajthy, Z.: Transglutaminase 2 associated with PI3K and PTEN in a
membrane-bound signalosome platform blunts cell death. 5
Cell Death Dis. 14 (3), 1-10, 2023. \%
DOI: http://dx.doi.org/10.1038/541419-023-05748-6 ¢ \‘\‘, > o,
IF: 8.1 b



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
E GY ET E M Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

4. Czimmerer, Z., Halasz, L., Daniel, B., Varga, Z., Bene, K., Domokos, A., Hoeksema, M., Shen, Z.,
Berger, W. K., Silye-Cseh, T., Jambrovics, K., Kolostyak, Z., Fenyvesi, F., Varadi, J.,
Pdliska, S., Hajas, G., Szatmari, |., Glass, C. K., Bacsi, A., Nagy, L.: The epigenetic state of
IL-4-polarized macrophages enables inflammatory cistromic expansion and extended
synergistic response to TLR ligands.

Immunity. 55 (11), 2006-2026, 2022.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.immuni.2022.10.004
IF:32.4

5. Fadel, L., Rehd, B., Volko, J., Bojcsuk, D., Kolostyak, Z., Nagy, G., Miiller, G., Simandi, Z.,
Hegediis, E., Szabo, G., Toth, K., Nagy, L., Vamosi, G.: Agonist binding directs dynamic
competition among nuclear receptors for heterodimerization with retinoid X receptor.

J. Biol. Chem. 295 (29), 10045-10061, 2020.
DOI: http://dx.doi.org/10.1074/jbc.RA119.011614
IF: 5.157

6. Simandi, Z., Pajer, K., Karolyi, K., Sieler, T., Jiang, L. L., Kolostyak, Z., Sari, Z., Fekecs, Z., Pap,
A., Patsalos, A., Contreras, G. A., Reh¢, B., Papp, Z., Guo, X., Horvath, A, Kiss, G.,
Keresztessy, Z., Vamosi, G., Hickman, J., Xu, H., Dormann, D., Hortobagyi, T., Antal, M.,
Noégradi, A., Nagy, L.: Arginine Methyltransferase PRMT8 Provides Cellular Stress Tolerance
in Aging Motoneurons.

J. Neurosci. 38 (35), 7683-7700, 2018.
DOI: http://dx.doi.org/10.1523/JNEUROSCI.3389-17.2018
IF: 6.074

7. Czimmerer, Z., Horvath, A., Daniel, B., Nagy, G., Cuaranta-Monroy, |., Kiss, M., Kolostyak, Z.,
Paliska, S., Steiner, L., Giannakis, N., Varga, T., Nagy, L.: Dynamic transcriptional control of
macrophage miRNA signature via inflammation responsive enhancers revealed using a
combination of next generation sequencing-based approaches.

Biochim. Biophys. Acta. Gene Regul. Mech. 1861 (1), 14-28, 2018.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.bbagrm.2017.11.003
IF: 4.599

8. Daniel, B., Nagy, G., Czimmerer, Z., Horvath, A., Hammers, D. W., Cuaranta-Monroy, |., Pdliska,
S., Tzerpos, P., Kolostyak, Z., Hays, T. T., Patsalos, A., Houtman, R., Sauer, S., Francois—
Deleuze, J., Rastinejad, F., Balint, B. L., Sweeney, H. L., Nagy, L.: The NuclearfReee‘pfo
PPAR[gamma] Controls Progressive Macrophage Polarization as a Ligand- I é‘nsmv

*
Epigenomic Ratchet of Transcriptional Memory. q
Immunity. 49 (4), 615-626, 2018. ‘-\'1'«,_ ;j.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.immuni.2018.09.005 N

e o
IF: 21.522 §C Remaen &



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E C E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

9. Kiss, M., Czimmerer, Z., Nagy, G., Bieniasz-Krzywiec, P., Ehling, M., Pap, A, Pdliska, S., Boté, P.,
Tzerpos, P., Horvéth, A., Kolostyak, Z., Daniel, B., Szatmari, |., Mazzone, M., Nagy, L.:
Retinoid X receptor suppresses a metastasis-promoting transcriptional program in myeloid
cells via a ligand-insensitive mechanism.

Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 114 (40), 10725-10730, 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1700785114
IF: 9.504

10. Cuaranta-Monroy, |., Simandi, Z., Kolostyak, Z., Doan-Xuan, Q. M., Péliska, S., Horvath, A.,
Nagy, G., Bacso, Z., Nagy, L.: Highly efficient differentiation of embryonic stem cells into
adipocytes by ascorbic acid.

Stem Cell Res. 13 (1), 88-97, 2014.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.scr.2014.04.015
IF: 3.693

A kozl6 folydiratok dsszesitett impakt faktora: 108,71
A ko6zl6 folyoiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
17,661

A DEENK a Jelélt altal az iDEa Tudostérbe feltdltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai
ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan

elvégezte.

Debrecen, 2024.10.29.






