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1. BEVEZETES

A sejtek az élet szerkezeti ¢és funkciondlis épitdkovei. Az emberi test sok milliard sejtbol
épil fel, amelyek kb. 200 kiilonbozd sejttipusba sorolhatdéak bizonyos alaki és/vagy
funkcionalis jellemzdok alapjan. Minddssze néhany - bar jelentds - kivételtdl eltekintve a
genomi DNS bazissorendje az adott ¢161ény minden diploid sejtjében azonos. Habar a DNS az
adott ¢€l6lény minden sejttipus létrejottéhez tartalmazza a sziikséges informdciot, a
differencialodo sejt sorsa erdsen fligg a kornyezeti szignaloktol is. Az igy kifejez6dd egyedi
génexpresszios mintazat hatdrozza meg az érett sejt miikodését. A ,,posztgenomikus” korszak
két nagyon izgalmas kutatési teriilete, hogy melyek a genomi meghatarozoi ennek az egyedi
génexresszids profilnak, illetve mi azok szerepe a kiilonbozd kiils szignalokra adott
sejtvalaszok kialkulasdban. A sejttipus-specifikus génexpresszios profil kialakuldsa szdmos

szabalyozasi folyamat 0sszessége, beleértve a transzkripcids iniciaciot, elongaciot, valamint a

crer

Transzkripcio szabalyzasa eukariotakban

A transzkripcio folyamata sordn a DNS szekvencidban tarolt genetikai informacio egy
ujonnan létrejové RNS molekula formdjaban keriil atmasolasra. Ellentétben a prokariotakkal,
az eukariotakban nem csak egy, hanem harom RNS polimeraz talalhat6 (Pol I, Pol II és Pol
III), amelyek kiilonb6zd tipusu RNS molekuldkat hoznak 1érte. A Pol I irja 4t a riboszomalis
RNS-eket (rRNS), a Pol III szintetizalja a transzfer RNS-eket (tRNS), rovid RNS-eket, 5S
riboszomalis RNS-eket (rRNS) és szdmos hosszii nem kdédold RNS-t (IncRNS) is. A Poll 11
irja at a hirvivd RNS-eket (mRNS), kis magi RNS-eket (snRNS) és a mikroRNS (miRNS)
prekurzorokat. A transzkripcid elinditasdhoz kulcsfontossagu, hogy a Pol II és mas fehérjék
meghatdrozott genomi pozicidoban keletkezzen.

Promoéternek nevezziik azt a minimalis DNS régiot, amely elégséges feltétel az RNS
polimeréz altal végzett transzkripcid elinditasdhoz. Az egyik leggyakoribb promoterelem az
un. TATA box, amely kb. 25 bazisparral eldzi meg a fehérje-kodold (vagy egy egyéb, nem
fehérjét kodold, hanem pl. IncRNS) génszakaszt, emellett ismert még az Inc (,,initiator”),
amely a transzkripcio kezddpozicidja utani nukleotidnal talalhatd, valamint az un. DPE elem

(,,downstream promoter element”) amely kb. 30 bazisparral kdveti azt a kodold régioban. Ezek



a DNS régiok kotéhelyekként szolgalnak az iniciacios komplexnek, amely ttjara inditja majd
az RNS polimerazt.

A tobbsejtli élolényekben a szovet-specifikus génexpresszids valtozékonysagot tavoli
genomi szabalyoz6 régiok biztositjadk. Ezek az in. enhanszer régiok dontd fontossaguak a

kapcsolodod gén transzkripcidja iddzitésének €s sebességének szabalyozasaban.

Az enhanszer koncepcio

Az enhanszerek rovid DNS elemek, amelyek n. transzkripcios faktorokkal (TF) kotodve
képesek fokozni valamely gén expressziojat, annak promoteréhez kapcesolédva. Egy enhanszer
tobb gént is szabalyozhat és egy génnek tobb enhanszere is lehet. Kimutattdk, hogy egyes
gének promoéterei mas gének enhanszereként is funkciondlhatnak. Ellentétben a
promoterekkel, az enhanszerek tavolsagtol és iranyultsagtol fliggetleniil is képesek betdltelteni
szakaszon lenniiik.

Egy adott sejttipusban, adott iddpontban jellemzden tobb tizezer enhanszer régio vesz részt
génexpresszios szabalyozasban. Az enhanszerek génexpresszios rugalmassagot biztositanak a
a rendszernek azaltal, hogy kiilonb6zd transzkripcids szabalyozo fehérjéket kotnek, amelyek
esetleg csak bizonyos koriilmények kozott, példaul bizonyos kiilsé stimulus hatasara jelennek
meg a sejtben. Az enhanszerek génexpresszids szabalyoz6 funkcidjukat a szabdlyozott gén
promoterének iniciacids komplexéhez torténd kapcsolodassal fejtik ki. Ez az tigynevezett
promoter-enhanszer hurkolodas elméletileg barmilyen tdvolsagbdl megtorténhet, azonban a
kromatin térbeli szervezddése (pl. topoldgiailag asszocidlt domének, TAD-ok jelenléte) sziikiti
a lehetséges interakciok szamat. Tovabba kimutattdk, hogy az enhanszer régiok a
transzkripcidos folyamat (ciklus) tobb 1épését, példaul az RNS polimerdz (RNAPII)
kapcsolodasat, a promoter-kdzeli un. polimerdz ,,pause” feloldasat és a transzkripcios
elongacidt is szabalyozhatjak. Az enhanszerek azonositasa és karakterizalasa kritikus szerepet

tolt be a sejttipusra jellemzd funkcidk betdltésében jatszott szereplik tisztazasaban.

Enhanszer régiok azonositasa

Egy adott gén enhanszereinek azonositasa tobb okbol is kihivasok elé allit benniinket.
Egyrészt az enhanszerek igen nagy (akar 1 Mb) tavolsagra is elhelyezkedhetnek a szabalyozott
gén transzkripcids kezddpozicigjatél mind 5°, mind 3’ irdnyban. Tovéabba tobb tanulmany

igazolta, hogy nem csupan az intergenikus régiok, de a gének intronjai és exonjai is



tartalmazhatnak enhanszer elemeket. Meglepd modon a gének prométerei tavoli szabalyozo
elemekként is szolgalhatnak mas gének szamara. Egy gén gyakran tobb enhaszner régioval all
kapcsolatban, ¢és egy enhanszer tobb gént is szabalyozhat. Végiil a promoéterekkel ellentétben
az enhanszerek esetében még nem azonositottak altalanos szekvencia kodot, amely segithetné
az in silico mddszerekkel torténd predikcidt. Az enhanszer predikciohoz széles korben hasznalt
modszer a hiszton modositdsok ¢és egyéb epigenetikai markerek térképezése nagy
ateresztOképességii szekvenalds-alapt technikak, példaul kromatin immunprecipitaci6é (ChIP-
seq) segitségével.

Hisztonmodositasok

Az eukariotak sejtmagjaiban a DNS hiszton fehérjék segitségével tomorddve, részben un.
nukleoszomak formajaban van jelen. Ot kiilonbdzd hisztont kiilonboztethetiink meg: a H1
hiszton (Un. linker hiszton), amely a magasabb rendli kromatin strukturdk létrehozasédban
jatszik szerepet, illetve a H2A, H2B, H3 és H4 hisztonok (core, azaz mag hisztonok), amelyek
az Un. hiszton oktamert alkotjak. A nukleoszomék a mag hisztonokbdl és a koréjiik tekeredd
DNS-bdl épiilnek fel. A human sejtek egyenként kiiriilbeliil 2 méter hosszusagi DNS-t
tartalmaznak, amely az el6bb leirt kondenzalt formaban koriilbeliil 90 mm-re rovidiil.

A hisztonfehérjék kiilonb6z0 poszttranszlacios modositdsokat hordozhatnak (hiszton
modositadsok), amelyek a génexpresszid szabalyozasdban vesznek részt azaltal, hogy
elérhetdveé teszik a DNS-t a transzkripci6é szadmara. A mag hisztonok koziil a H3 hiszton az
egyik leggyakrabban modosuld fehérje. A H3 modositasai lehetdvé teszik az eukromatikus és
heterokromatikus régiok, illetve a kiilonb6zo tipusu szabalyoz6 elemek megkiilonboztetését.
kezddépozicioi koriil dasul. Az aktivan atir6do géntesten ezzel szemben 36-0s lizinen trimetilalt
H3 hisztonok (H3K36me3) jellemzdek. A H3 4. pozicidban 1évd lizinjének monometilacidja
(H3K4mel) foként enhanszer elemeken dusul fel, bar jelenlétét promoéter elemeken is
kimutattak. A H3K4mel enhanszer elemeken jellemzden pioneer transzkripcios faktorokkal
kolokalizalédik, és jelenléte fiiggetlen a transzkripcids aktivitastol, igy altalanos enhanszer
jelzdként szolgal. Végiil a 27. pozicioban elhelyezkedd lizin acetilacidja (H3K27ac) mind

promoter, mind enhanszer régiokon megjelenik, és aktiv transzkripciora utal.



A enhanszerek lehetséges allapotainak osztalyozasa epigentikai jellemzdk alapjan

A makrofag biologidban a PU.1 és a H3K4mel/2 kolokalizalodo régidkat enhanszer-szerti

régidknak tekintjiik, mig a H3K27ac-statusz a poised (,,készenléti”’) és az aktiv enhancerek

kozotti kiilonbségtételre szolgal. Ez az osztalyozas felfedte az un. latens vagy mas néven de

novo enhanszerek létezését, amelyek stimulus elétt sem PU.1-t nem kotnek, sem H3K4mel/2-

t nem hordoznak, &m stimulust kovetden, szignalfiiggd transzkripcids faktorok (SDTF-ek)

hatésara aktivalodnak. Azonban a korabbi tanulmanyok nem vizsgaltak a kromatin nyitottsag

szerepét, amely jobb mechanisztikus betekintést nytjthat az enhanszerek kialakuldsdnak

kiilonboz06 allomasaiba.

2. ADOLGOZAT CELKITUZESEI

Célkitiizés 1. A kules makrofag transzkripcios faktorok hozzajarulasanak

meghatarozasa a kromatin nyitottsaghoz és enhanszer aktivaciohoz a nyugvo és a

polarizalt egér makrofagokban.

Meghatarozzuk a kulcs makrofag TF-ok (PU.1, IRFS, JUNB, RUNXI ¢s CEPBA)
kotdhelyeit és megvizsgaljuk a kozottiik fenndllo osszefiiggéseket.

A Random Forest és Support Vector Regressor gépi tanuld eljarasok segitségével
osztalyoz6 modelleket épitlink, amik alapjan kiértékeljiik, hogyan jarul hozza a kulcs TF-
ok kotési mintazata a kromatin nyittottsaghoz és enhanszerek aktivacidohoz.

Minden egyes vizsgalt kulcs makrofag TF esetében felosztjuk a kotéhelyeket alacsony
¢s magas nyitottsagi csoportokra, valamint funkcidvesztéses/-nyeréses kisérletek
segitségével megvizsgaljuk az alacsony nyitottsdgi csoportok génexpresszid
szabalyzasban betoltott szerepét mind a nyugvo makrofagban mind kiilsé stimulusok
kontextusaban

Megvizsgaljuk, vajon 1éteznek-e olyan egyedi TF modulok, amelyek tagjai egyiitt kdtnek
alacsony nyitottsagli régidkat, és makrofag polarizdcidban résztvevd génexpresszios
programokat szabalyoznak.

A mar ismert és az ujonnan azonositott enhanszertipusok és a koztik eléforduld

allapotatmenetek leirdsara automataelméleti eszkozokkel formalis modellt konstrualunk.



Célkitiizés 2. AZ OCT4 szerepének viszgalata az RA-indukalt neurogenezis korai
szakaszaban.
e Az OCT4 genomi kotohelyeinek feltérképezése és a kromatin nyitottsaggal valo
viszonyanak vizsgalata naiv ¢s alapallapoti embrionalis dssejtekben
e Az alacsony nyitottsagh OCT4 kotohelyek és a (neurondlis differencidcid korai
szakaszaban kritikus szerepet jatszo) retinsav (RA) szignalizacidés utvonal
kolcsonhatasanak jellemzése
e Az OCT4 determinisztikus szerepének vizsgalata a differenciaciohoz kapcsolodo
enhanszerképzddés és retinsav target gének szabalyozésa soran funkcidvesztéses
kisérletek segitségével
e Az OCT4 kettds szerepének - pluripotens allapot fenntartdsa ¢és RA-indukalt
neurogenezis korai szakaszanak szabdlyozasa - leirdsa Osszetett halozat 1étrehozaséaval,

halézati motivumok segitségével.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Csontveloi makrofagok differencialtatasa

Vadtipusu C57BI6/J him egerek combcsontjabol kimostuk a csontveldt, Ficoll-Plaque
gradiens (Amersham Biosciences, Arlington Heights, IL) segitségével izolaltuk a sejteket. Az
izolalt sejteket 20% endotoxin-csokkentett fotalis borju szérummal (FBS) és 30% L929-
kondicionalt médiummal kiegészitett DMEM médiumban tenyésztettilk 5 napig. Az izolalt
csontvel6-eredetli sejteket 6 napig differencialtattuk 1929 feliiliszé jelenlétében. A
differenciéci6 hatodik napjan a sejtek IL-4 (20 ng/ml) és LPS (100 ng/ml) kezelést kaptak az

Eredmények részben jelzett ideig.

Embrionalis éssejtek tenyésztése

Egér E14 embrionalis &ssejteket primer egér embriondlis fibroblaszt feeder sejteken
(PMEF) tenyésztettiink (5% CO., 37°C). Az embrionalis Ossejtek tenyésztéséhez sziikséges
médium a kovetkezO Osszetevoket tartalmazta: DMEM Glutamax (Gibco), 15% FBS
(Hyclone), 1000 U leukémia inhibiciés faktor (LIF), penicillin/streptomicin, nemesszencialis
aminosavak és 2-merkaptoetanol. A ‘21’ embriondlis Ossejteket legaldbb 6t passzazson
keresztiil novesztettilk a kovetkez6 médiumban: szérummentes N2B27-alapu médium LIF,

PD0326901 (1 mM) és CHIR99021 (3 mM) hozzéadasaval.



Ligandok és kezelés

Az embrionalis dssejteket olddszer kontrollal (DMSO) vagy all-trans-retinsavval (Sigma,
1 mM DMSO-ban, 1/1000 higitas) kezeltiik.
siRNS-alapu géncsendesités

Az OCT4 és kontroll siRNS-eket a Thermo Fisher cégtdl szereztiik be. Az Egér E14
sejteket zselatinozott tenyésztdedénybe helyeztiik 12 6raval a transzfekcidt megelézden, majd
az siRNS-eket lipofektaminnal (Lipofectamine 3000, Invitrogen) transzfektaltuk. Az siRNS
oligok szekvenciai a kovetkezok: siOCT4 A Fw: 5°-AUG CUA GUU CGC UUU CUC UUC
CGG G-3°, 5- CCCGGAAGAGAAAGCGAACUAGCAU-3’, siOCT4 A Rev: 5-CCC
GGA AGA GAA AGC GAA CUA GCA U-37, siOCT4 B Fw: 5°-ACC UUC UCC AAC
uucC ACG GCA uuG G-3°, siOCT4 B Rev: 5'-
CCAAUGCCGUGAAGUUGGAGAAGGU-3". A transzfektalt sejteket embriondlis Ossejt
médiumban tenyésztettiik 24 6rdig a tovabbi kisérletek eldtt. A sejteket 3-24 6ran keresztiil
kezeltiik kiilonb6zd ligandokkal eRNS és mRNS kisérletekhez valo felvétel elott (azaz a
transzfekciot kovetden 24+3 vagy 24+24 oraval). A ChIP kisérleteket hasonloképpen 24 6raval
transzfekciot kovetden, illetve ligandkezelés esetén maximum 48 oraval transzfekciot

kovetden végeztiik el.

Micorarray elemzés

A kontroll, Nanog RNAi é¢s OCT4 RNAi GSE4189 microarray kisérletekbdl szarmazo
CEL f3jlokat az NCBI/GEO adatbazisbol toltottiik le, majd importaltuk a GeneSpring (v13.0)
szoftverbe. A Gene Level Experimentet (génszintli kisérletet) a kdvetkezd paraméterekkel
futtattuk: nyers jelekre alkalmazott kiiszobérték: 1.0, kvantilis normalizal6é algoritmus,
medidnnormalizéciot alkalmazva (GSM94856-GSM94860), a replikakat atlagoltuk a
kondiciok mentén. A heatmap-eken eldrevalogatott retinsav célgénekeket és az utvonalak
komponenseit abrazoltuk.
RT-qPCR

Az RNS-t Trizol reagenssel (Ambion) izolaltuk. Az RNS-t a High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) segitségével irtuk at cDNS-s¢ a gyart6 altal megadott
protokoll alapjan. A transzkript kvantifikaciot qPCR-ral végeztilkk SYBR green master mix

(BioRad) segitségével. A transzkript szinteket a Ppia génre normalizaltuk.



ChIP-seq
A ChIP kisérleteket aprobb modositasokkal korabban leirt protokollok alapjan végeztiik
(Barish et al., 2010; Daniel et al., 2014b; Siersbaek et al., 2012). Az immunoprecipitaciéhoz a
kovetkezd antitesteket hasznaltuk: OCT4 (sc-8628), PU.1 (sc-352), IRF8 (sc-6058x), JUNB
(sc-46x), CEBPA (sc-61x), RUNXI (sc-8563x), STAT6 (sc-981x), p65 (sc-372), H4ac
(millipore 06-866), H3K4mel (ab8895), H3K27ac (ab4729), IgG (Millipore,12-370), OCT4
(Santa Cruz, sc-8628), RXR (Santa Cruz, sc-774), RAR (Santa Cruz, sc-773), P300 (Santa
Cruz, sc-585), H3K27me3 (Millipore, 07-449) és RNAPII-pS2 (ab5095). A szekvenalasi
konyvtarakat az Ovation Ultralow Library Systems (Nugen) segitségével, a forgalmazo
ajanlasai alapjan végeztiik két biologiai replikabol.
Western blot

20 pg teljes sejt lizdtumot vagy magi extraktumot futtattunk 10 vagy 12,5%-o0s
poliakrilamid gélen, majd transzferdltuk a kovetkez6 membranra: Immobilon-P Transfer
Membrane (Millipore Crp.,Billerica, Massachusetts). A membranokat anti-Oct3/4 (Santa
Cruz;sc-5278), anti-RAR (Santa Cruz, sc-773), vagy anti-GAPDH (Santa Cruz, sc-32233)
antitestek segitségével hivtuk el a gyart6 ajanlasai alapjan.
GRO-seq

A Global Run-On szekvenalast és konyvtarkészitést egy korabban leirt modszert kovetve
végeztiik el (Core, Waterfall, & Lis, 2008). A konyvtarakat két BMDM bioldgiai replikabol

készitettiik, majd [llumina HiScanSQ szekvenatoron szekvenaltuk meg.

ChIP-seq, GRO-seq and ATAC-seq analizisek

A ChIP-seq, GRO-seq ¢s ATAC-seq mintak elsddleges analizisét a (Barta, 2011) altal
publikalt pipeline hasznalataval végeztiik el. Roviden a Burrows-Wheeler Alignment Tool
(BWA) nevli szoftvert haszndalataval illesztettiink az mm10 referenciagenomra (GRCm38)
alapértelmezett paraméterekkel. A TF kotohelyeket MACS2 2.0.10 programmal prediktaltuk
(g-érték < 0,01), mig a hisztonmodositasok felduisulasat a findPeaks.pl programmal analizaltuk
(“-style histone’). A potencialis miitermékeket az ENCODE altal készitett gylijtemény alapjan
sztirtiik ki. Tévoli régioknak az intronikus és intergenikus régidkat tekintettik a HOMER
annotacié alapjan. Az RPKM (Reads per kilobase per million mapped reads) értékeket a
coverageBed (BedTools) nevii programmal és sajat szkriptekkel szamitottuk ki. A

differencidltan valtoz6 STAT6 (kontroll és 1 6ra IL-4 kezelt) és p65 (kontroll és 1 6ra LPS



kezelt) régidkat az RNAPII-pS2 szignal alapjan hataroztuk meg duplikdk alapjan (p-érték <
0,05 és FC > 2) mind a tavoli régiokon (és normalized DiffBind érték > 30), mind a
génszakaszokon (normalizalt DiffBind érték > 50) a nyugvo rendszerhez viszonyitva. A
génszakaszok és a tavoli régiok klaszterezésére K-kozép modszert alkalmaztunk a stats R
csomagbol szarmazé kmeans fiiggvénnyel. A GO analizist a clusterProfiler nevii R csomaggal
végeztik. A régiokkal végzett halmazmiivelete (metszet, kiilonbség, sszefiizés) Bedtools-szal
(v2.23.0) veégeztiik. Két régiodt atfedonek tekintettiink, ha legalabb egy nukleotidban atfedtek.
A konszenzushalmazt azon régiok alkotjak, amelyek legelabb két mintdban megtalalhatdak.

A proporcionalis (,,aranytart6”) Venn-diagramokat a VennMaster nevii programmal
generaltuk. A lefedettségi fajlokat (,,bedgrafok”) a makeUCSCHfile.pl és az igvtools toTDF
hasznalataval tdf fajlokat generaltunk beldliik. A genomi eloszldsi adatokat a HOMER
kategoriai alapjan gytijtottiik ossze (az UTR régidkat egyben kezeltiik). A de novo motivum
elemmzéseket a HOMER findMotifsGenome.pl programmal végeztiik a regidk csucspontjai
kortil (+-150bp, ‘-length —len “12,14,16,18,20,22° and ‘-size 200) a (repeat régidkra szlirt) hazi
egér (mm10) genomon.

A genomi lokuszokat IGV-ben (Integrative Genomics Viewer - IGV2.3, Broad Institute)
vizualizaltuk. A metahisztogramokhoz ¢és az RD plotokohoz hasznalt normalizalt értékeket a
HOMER annotatePeaks.pl nevii programmal generaltuk (‘-ghist’ and ‘-hist 25°) és egy
reprezentativ mintat felhasznalva szemléltettiik R-ben vagy Java TreeView-ban. A
motivummatrixokat az annotatePeaks.pl ‘-mscore’ opcidval szamoltuk ki, visszaillesztve a
genomra a talalt motivumokat. A régiok lehetséges csticspontjai koziil a legmagasabb MACS
pontszammal rendelkezdt valasztottuk ki és hasznaltuk fel az RD plotok készitéséhez.

Gépi tanulas

A gépi tanuld moddszereken alapuld analiziseket R-ben végeztiik a randomForest és az
e1071 nevii csomag és egyéb sajat készitésili szkriptek felhasznalasaval. A tanulé halmaz 2 000
véletlenszerlien valasztott alacsony és magas nyitottsdgu régiobol keriilt ki. A ,,ratanulés”
kockézatat 10-es keresztvaliddcioval csokkentettiik. Osszesen 31 modellt teszteltiink Random
Forest mddszerrel: csak egy TF, n=5; 2 TF, n=10; harom TF, n=10; 4 TF, n=5; mind az 5 TF,
n=1. Validacidhoz egy fiiggetlen 2 000 véletlenszerlien valasztott alacsony és magas
nyitottsagi régiot hasznaltunk, amelyek egyike sem szerepelt a tanulé halmazokban. A

hozzajarulds mértékét a MeanDecreaseGini érték szolgaltatta, amelyet a randomForest
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fliggvénnyel szamitottuk ki (importance = T). Az Erzékenység, Specificitas és a ROC értékeket
a caret ¢s ROCR R csomagok felhasznalasaval szamitottok ki. A 31 felépitett modellt boxplot
¢s ROX ébrait a ggplot2 R csomaggal készitettiik. Az SVM modellhez Pearson korrelacios
egyiitthatot ugyancsak egy fiiggetlen validacios halmazon hataroztuk meg a stats R csomag

felhasznalasaval.

4. EREDMENYEK

A Random Forest modszerrel elvégzett analizis alapjan a PU.1 jelentés részben
alacsony nyitottsagu genomi régiokat kot

A Random Forest gépi tanuld6 moddszerrel szisztematikusan megvizsgaltuk a kulcs
transzkripcids faktorok (TF-ek) Osszes lehetséges kombindcidjat és megmértiik a felépitett
modellek kromatin nyitottsagra vonatkozd joslasi pontossagat. Abban a modellben, ahol csak
a PU.1 kotési mintazatat vettiik figyelembe, nagyon gyenge josldsi pontossagot kaptunk
(64.4%), amely csak éppen magasabb mint a véletlenszerli valasztas. Emellett az dsszes tobbi
olyan modell, ahol csak egyetlen TF kotését vettiik figyelembe, hasonldan gyenge joslasi
erdvel rendelkezett, bar mindegyik magasabb volt az el6bbi modelltdl. Ezzel szemben, az Gn.
,teljes modell”, amelyben az Osszes TF kotési mintdzata szerepelt, igen magas pontossagot
mutatott egy fiiggetlen validaciés halmazon is (Pontossag = 0,82, Erzékenység = 0,88,
Specificitds = 0,77, AUC = 0,90 - ROC gorbe alatti teriilet, ROC: Receiver Operating
Characteristics — ,,vevo mukodési karakterisztika”). A Random Forest moddszer azt is
megmutatta, hogy a a teljes modellben a PU.1 kotésnek volt a legkisebb hozzajarulasa a joslas
meghatarozasahoz, amely felveti a lehetdseget, hogy a PU.1 alacsony nyitottsag vagy zart
kromatint is képes kotni.

Ezek alapjan a PU.1 kotohelyeket harom kiilonboz6 osztalyba soroltuk: (1) PU.1 jelolt
szabalyozo elemek (46 280 régid), amelyek nem fednek 4t prediktalt nyitott kromatin régioval,
(2) PU.1 poz. nyitott régiok, melyek nyitott régiokban talalhatoak (17 448 régid), valamint (3)
PU.1 neg. nyitott régiok, amelyek ugyan nyitott régiok, de nem fednek at PU.1 kotési
eseménnyel (18 967). Meglepd modon minddssze a PU.1 kotési események egyharmada
helyezkedik el nyitott régidoban.

Osszességében elmondhato, hogy a PU.1 kotési események kétharmada nem nyitott

kromatin régidoban helyezkedik el és transzkripcidosan inaktiv (jel6lt szabdlyozo elemek).
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Tovabba, mind a PU.1 jelolt szabalyozo elemek vizsgalata, mind a ChromHMM szoftverrel
elvégzett analizis felveti annak a lehetdségét, hogy tobb vizsgalt TF (IRF8, RUNXI ¢és
CEBPA) is rendelkezik ilyen genomi elemekkel, s6t akar egyiitt is kothetnek ilyen régidkat a

genomban.

A kulcs makrofag szabalyozo fehérjék rendelkeznek jelolt szabalyozo elemekkel

Vizsgélatink megmutattak, hogy a jelolt szabalyozo elemek igen gyakoriak a genomban, a
vizsgalt TF-ok kozott a PU.1 rendelkezik a legtobb ilyen elemmel és kot a legtobb esetben
egyediil. A tobbi vizsgalt TF (IRF8, CEBPA ¢és RUNXI) jelolt szabalyozo elemei sok esetben
atfedtek a PU.1 ilyen régidival. Ezek koziil a kombinaciok koziil a PU.1+IRF8 a gyakoribb,
hiszen haromszor annyi taldlhaté a genomban mint a masodik leggyakoribb kombinacionak,
amely szintén tartalmazza ezt a két TF-t.
A PU.1 és az IRF8 altal kozosen kotott jelolt szabalyozo elemek szerepe az IL-4-re
adott sejtvalaszban

Eredményeink azt mutatjak, hogy a PU.1 és az IRF8 altal kozosen kotott jelolt szabalyozo
elemek aktiv enhanszerré valhatnak IL-4 kezelés hatdsara. Ezen jel6lt szabalyozo elemek
szlikségességét az 1L-4 célgének szabalyozasaban IRF8-hianyos és PUER sejtekben végzett
kisérletekkel vizsgaltuk. Harom ismert IL-4 célgén mRNA szintjét mértik meg PUER
sejtekben, ahol alapallapotban a PU.1 transzkripcidsan inaktiv, de tamoxifen hozzaadasaval
bekapcsolhato. Kisérleteink alapjan elmondhatd, hogy a PU.1 aktivéaldsa novelte az 1L-4
célgének szintjét a nyugvo rendszerben és az aktivitasa sziikséges feltétele volt a hatékony IL-
4 valasz meglétének. Az IRF8-hianyos sejtekben végzett kisérletek pedig megmutattak, hogy
az IRF8 hidnyaban az IL-4 fiiggd indukcio gyengébb volt (Hbegf és Argl), vagy teljesen
elmaradt (Retnla).
Az IRFS8 altal kotott jelolt szabalyozé elemek alacsony nyitottsaganak egy
bizonyos része IRF8-fiiggo

37%-a volt IRF8 pozitiv a vadtipusu sejtben azon régioknak, amelyek az IRF8-hidnyos
sejtekben nyitottabba valtak, amely felveti annak a lehetdségét, hogy az IRF8 kotése
megakadalyozza ezen genomi régid nyitotta valasat vagy kozvetett kotéssel vagy valamely
nem ismert nem-kanonikus elem kotésével, hiszen nem talaltunk sem PU.1-IRF kompozit

motivumot, sem ISRE elemet. Eredményeink alapjan az IRF8 egy fontos kromatin szabalyozo
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TF-nak bizonyult és felveti a PU.1 és IRFS8 altal egyiitt kotott jelolt szabalyozo elemek
1étezését, ahol az IRF8 kotése fenntartja az alacsony nyitottsagot.

A jelolt szabalyozo elemeket dinamikusan felhasznaljak a kiilonb6z6 makrofag
polarizacios szignalok

A STATG6 és p65 kotohelyeinek dsszevetése megmutatta, hogy 10 619 STAT6-specifikus,
8 466 p65-specifikus, valamint 3 781 olyan atfedd genomi régid létezik, amit mindkét
polarizacios szignal hasznal. Mindkét TF kotohelyei kozott hasonld szamu de novo, jelolt
szabalyozo elem és magas nyitottsagl régio talalhatd. Az atfedd régiok jelentds mértékben
magas nyitottsagu (2 720), 892 jelélt, valamint 169 de novo elemek voltak.

A p65 és STAT6 kotdhelyek motivumelemzése megmutatta, hogy: 1) a de novo és a jelolt
szabalyoz6 elemek esetében a PU.1 motivuma szinte minden esetben gyengébb volt mint a
magas nyitottsagu régiok esetében fiiggetleniil attol, hogy p65-specifikus, STAT6-specifikus,
vagy atfedd régio-e; 2) az NF-kB motivumanak p-értéke kisebb volt a p65-specifikus helyeken,
¢s a de novo helyeken taldltuk a legerésebb motivumokat. Az atfed6 helyeken sokkal
gyengébb, a STAT6-specikus helyeken viszont szinte egyaltalan nem taldltunk NF-xB
motivumot; 3) Analog médon a STAT6 motivum specifikus volt a STAT6 altal kotott helyekre
¢s a legerdsebb a de novo régioknal volt.

Mind a p65, mind a STAT6 altal kotott régiok atfedtek a PU.1, a PU.I+IRFS,
PU.1+IRF8+CEPBA+RUNXI1 (6sszes TF) jelolt szabalyozd elemekekkel, habar a STAT6
nagyobb aranyban. A p65 kotés gyakoribb volt az IRF8, RUNX1 és CEBPA jelolt szabalyozo
elemekekkel, ami felveti a lehetdségét annak, hogy szignalfiiggd TF-ok specifikusan kdtnek
bizonyos tipusu jeldlt szabalyozé elemeket (fiiggetleniil az adott régiot kotd TF-ok szadmatol).
Osszességében elmondhatd, hogy a két polarizacids program szignalfiiggd TF-jai kdtnek jeldlt
szabalyoz6 elemeket, azonban nem feltétlentiil csak a tobb TF altal kotott helyeket, hanem
specifikus TF kombinacidkat (modulokat).

Eredményeink megmutattdk, hogy jelolt szabalyoz6 elemeket is részt vesznek a két
polarizacios program korai szakaszaban. Ezutan megvizsgaltuk, hogy a jeldlt szabalyozo
elemek részt vesznek-e a két polarizacids program kés6bbi szakaszaiban is: IL-4-gyel és LPS-
sel kezelt makrofagokban RNAPII-pS2 ChIP-seq kisérteket hajtottunk végre 1, 3, 6 és 24 6ras
idépontoknal.
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6 356 olyan jelolt szabalyozo elemet azonositottunk, amelyet vagy az IL-4 vagy az LPS
felregulalt legalabb egy id6pontban a nyugalmi allapothoz képest (legaldbb kétszeres
expresszios szint és p-érték<0,05). Ezutan nyolc k6lonbozo kinetikat mutatd klaszterbe (EK-
ek) soroltuk ezeket a régiokat: az EK1, EK2 és EK3 IL-4-specifikus, mig a tobbi (EK4-EKS)
LPS-specifikusnak bizonyult. A kaszterek méretei alapjan a jelolt szabalyozo elemek minden
modulban hasonlé aranyban vannak jelen.

Ezutan Osszevetettiik a tobb TF altal kotott jelolt szabalyozo elemek és a hozzéajuk rendelt
gének transzkripcios kinetikajat. A gének kivalasztdsara vonatkoz6 kritériumaink a
kovetkezdek voltak: 1) az adott génszakaszon (géntest - GT) a Pol II S2 legalabb kétszeres
expresszios szint novekedés legyen mérhetd (p-€rték<0,05), 2) valamint a transzkripcids
kezddpociziotol 100-kb tavolsagra legyen legalabb egy EK régido. A GT-ket szintén nyolc
klaszterbe osztottuk ¢és azok hasonld transzkripcios kinetikat mutattak.

Vizsgélataink igazoltdk, hogy kiilonb6z6 makrofdg polarizaciés programokban a
szignalfiiggd TF-k kotik és aktivaljak a jelolt szabalyozo elemeket, illetve fontos szerepiik van
a retinsav indukdlt neuronalis differencidcio kezdeti szakaszdban is. Osszességében
elmondhatjuk, hogy embrionalis Ossejtekben és makrofagokban is jelentds szamu jelolt
szabalyozo elem talalhato. Ez az ujonnan karakterizalt enhanszertipus, amelynek fontos
szerepe van a génexpresszios szabalyzasban, kiterjeszti a korabban elfogadott modellt.

Az azonositott enhanszertipusok ¢és a koztiilk elofordulo lehetséges
allapotatmenetek modellezése nemdeterminisztikus véges automataval

A feltart enhanszerallapotok és a kozottiik meglévd allapotatmenetek formalis leirdsdhoz
egy nemdeterminisztukus véges automatat konstrualtunk. A mi esetiink, a Q allapothalmaz a
kromatin lehetséges allapotait reprezentdlja, amelyet harom komponens hataroz meg: TF
Kotés (,,van kotés” vagy ,,nincs kotés™), Nyitottsag (,,alacsony” vagy ,,magas’ nyitottsag) és
az Aktivitas (,,leregulalt”, ,,inaktiv” vagy ,,felregulalt”). A megalkotott automata leirja a kulcs
makrofag TF-ek (nyugvo rendszer) és a szignalfiiggd TF-ek kozotti interakciokat. A leirt
paradigma mas emlés modellrendszerekben is tesztelhetd és tesztelendo.

Az OCT4 altal kotott jelolt szabalyozo elemek szerepe az retinsav-indukalt
neuronalis differenciacioban

Eddigi eredményeink alapjan felmertilt a kérdés, vajon mas sejttipusokban is eléfurdulnak-

e jelolt szabalyozo elemek, illetve azok aktivalhatoak-e kiilsé szignalok hatasara. Mintegy 21
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ezer OCT4 kotohelyet azonositottunk mind naiv, mind alapallapotti embrionalis dssejtekben.
Osszehasonlitva ezen régiokat DNase-seq kisérlettel josolt nyitott kromatin régiokkal azt
talaltuk, hogy az OCT4 kotShelyek 37%-a alacsony nyitottsagu és nagyon hasonldak a naiv
Ossejtekben taldlhato alacsony nyitottsagu régiokhoz.

Az alacsony nyitottsag OCT4 régiokhoz rendelhetd gének utvonal-analizise alapjan az
alabbi utvonalak dusultak fel: WNT/b-catenin, Axonal Guidance Signaling, Epithelial
Adherens Junction Signaling, PTEN Signaling, Signaling by Rho Family GTPases és RAR
signaling: olyan WNT/b-catenin célgének alapjan mint a Wnt3 és T/Bra vagy a Hoxal, Prmt8
¢és Cdx2, amelyek ismert RXR:RAR célgének.

Az OCT4 RNS alapu csendesitése megmutatta, hogy bizonyos retinsav célgének szintje
jelentésen megemelkedett, mig a NANOG leiitésének nem volt jelentds hatdsa ezekre a
génekre. Ezek az eredmények megerdsitik, hogy van egy OCT4-fliggd mechanizmus, amely
retinsav géneket represszal (pl. Hoxal) és ez fiiggetlen a kanonikus pluripotencia
génhalozattol. Tovabbi qPCR mérések azt is igazoltak, hogy a Hoxal gén RNS szintje valéban
represszalodik, csakigy mint egy, a kozelében talalhatd, a nyugvé rendszerben OCT4 kotott
szabalyozo6 régi6 enhanszer RNS szintje.

Ezutdn az OCT4 ¢és a retinsav Utvonal elemei kozotti Osszefiiggést kivantuk feltarni.
Erdekes modon szinte kizarélag a Raro. and Rary szintje (utobbi sokkal nagyobb mértékben)
csokkent az OCT4 leiitésekor, ami azt bizonyitja, hogy a pluripontens allapotban az OCT4
fenntartja ezen gének expresszidjat. Tovabba a Rary esetében qPCR mérésekkel azt is

igazoltuk, hogy egy, a kdzelében levé genomi régiot is szabalyoz az OCT4 ilyen mddon.

Az OCT4-fiiggo transzkripcios szabalyozas modellezése halozati motivumokkal
Az Osszegyiilt adatok alapjan formalizaltuk az OCT4 szerepét a neurondlis differenciacio
korai szakaszaban: egy kompozit motivumhalozatot terveztiink, amely két alapvetd modulbol
éptl fel: (1) Egy un. konzisztens jeltovabbité motivum, amelyben az OCT4 kozvetleniil és
pozitivan szabalyozza a Rary génexpresszidjat a pluripotens allapotban, valamint kdzvetve
szabalyozza ezt a gént egyiittesen kotve egy RXR:RAR heterodimerrel retinsav kezelés
hatasara (2) Az OCT4 és a Hoxal egy Un. kdlesonds represszald motivumot alkot: az OCT4
represszalja a Hoxal génexpresszids szintjét (embrionalis 6ssejt allapot) és forditva

(hosszutavu retinsav szignaling).
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5. MEGBESZELES

A ,posztgenomikus” korszak egyik legnagyobb kihivasa az egyre novekvé mennyiségi,
ujgeneracids szekvendlasbol szarmazé adatok integraldsa, értelmezése, és az ezek alapjan
torténd modellek alkotasa. Ez a folyamat egyre nagyobb intellektudlis hozzajarulast igényel a
szamitdstudomannyal foglalkozd kutatoktol is, hiszen csakis interdiszciplindlis csapatok
képesek megérteni Osszetett molekularis biologiai folyamatokat és kifejez0 modelleket
megalkotni, amelyek alapjan kozelebb juthatunk a sejtfunkciokhoz, replikacidhoz,
transzkripcidhoz és transzlacidhoz kapcsolodo folyamatok megértéséhez.

A Random Forest és Support Vector Regressor gépi tanuld eljarasok jszerti eszkdzok arra,
hogy osztilyozd és regresszids modellek épitésével validaljuk hipotéziseinket. Ezek az
eszk6z0k nemcsak a joslasi pontossdg meghatarozasara alkalmasak, hanem a bemeneti
valtozok hozzajarulasast is meg tudjak hatarozni. Megmutattuk, hogy az ATAC-seq alapjan
meghatarozott kromatin nyitottsdg megjosolhatd a jelenlévé TF-ok kotési mintazatabol. A két
modszer alkalmazasa ravilagitott arra is, hogy (1) annak dacara, hogy a PU.1 a legfontosabb
kulcs makrofag TF, sem ezen faktor, sem a tobbi TF kotési mintazata nem elegendd
onmagaban a hatékony joslashoz, (2) az dsszes TF-t hasznald osztalyozd magas pontossaga
(82%) azt sugallja, hogy a legfontosabb TF-ok szerepelnek a modellben.

A gépi tanulas eljarasok alkalmazasa vezetett el azon megfigyeléshez, miszerint a PU.1
kotések tobb mint alacsony nyitottsagli kromatin régidhoz kot. Kovetkezd 1épésként
megvizsgaltuk ezen régiok lehetséges szerepét LPS és IL-4 altal stimulalt klasszikus és
alternativ makrofag polarizaciés programokban. Eredményeink azt mutatjak, hogy a jelolt
szabalyozo elemek egy bizonyos része szignalfiiggd modon (STAT6 — IL4 és p65 - LPS kotés
hatéséra) nyitotta és aktivva valik. Egy valdszinli magyarazat, hogy a nyugvo makrofagban a
bizonyos TF-k megprobaljak fenntartani a kromatin nyitottsagat, de ehhez nem dallnak
rendelkezsére a megfeleld tarsfaktorok a sejtmagban. A jelenlegi modelliink kiterjesztése
akkor valik majd lehetségessé, ha a TF kotési események egyedi sejtek szintjén is
vizsgalhatova valnak és perces pontossagu helyett ezred masodperces pontossagii modszereket
tudunk alkalmazni. Ily modon kikiiszobolhetjiik a sejtpopulacidkon végzett kisérleti
modszerekben (pl. ChIP-seq) el6forduld torzitdsokat. Eredményeink azt az Osszefliggést is
feltartak, miszerint a transzkripcidos valaszt a sejtmagban jelenlévd kulcs TF-ok és a

szignalfiiggd TF-ok egyiitt hatarozzadk meg (“spektrum’ modell).
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A ,,spektrum” egyik végén a de novo enhanszerek talalhatdak, amelyek nagyon erdsen
fiiggnek a szignalfiiggd TF motivumatol, és a nyugvé rendszerben a kules TF-ok nem képesek
sem kinyitni, sem aktivalni ezeket a régiokat. Tehat ezekben az esetekben a szignalfiiggd TF-
ok jelenléte sziikséges feltétel ezen enhanszerek kialakuldsahoz. A mésodik enhanszertipus az
ujonnan karakterizalt jel6lt szabdlyozo elemek, amelyeket ugyan kotnek TF-okat a nyugvo
rendszerben, de azok nem képesek kinyitni/nyitva tartani ezeket a régidkat. A harmadik tipus
az un. készenléti (,,poised”) enhanszerek. Ezek a régidk nyitottak a nyugvd sejtben
szignalfiiggd TF-ok nélkill, de aktivvd csak azok megjelenésével valhatnak. Korabbi
tanulmanyokban a H3K4mel/2 feldtsulas és PU. 1 kotés alapjan definialtak az enhanszer-szerti
régidkat és a H3K27ac hisztonmodositast hasznaltak a készenléti és az aktiv enhanszerek
szétvalasztasdhoz. A negyedik a felreguldlt, konstitutivan aktiv enhanszerek csoportja,
amelyek mar a nyugvo rendszerben is aktivak és a szignalfiiggd TF-ok tovabb novelik az
aktivitasukat. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy ez a csoport igényli legkevésbé az
erds szignalfiiggd TF motivumot, ami felveti a lehetdséget, hogy a nyitott kromatin dnmagéban
is rekrutalhat szignalfiiggd TF kotést nem specifikus DNS kotés és/vagy fehérje-fehérje
kdlcsonhatés révén.

Bonyolult biologiai folyamatokat leir6 formalis modellekre mér az tjgeneracios
szekvenalasi technologidk megjelenése elott is égetd sziikség volt. A modellezési folyamat
soran a legfontosabb 1€pés az absztrakci6, amely soran elhagyjuk a sziikségtelen elemeket és
kiemeljiik a fontosnak itélt komponenseket. Az elsé pontosan leirt szabdlyozasi folyamat az
Operon modell volt; egy rendkiviil hatékony prokaridta génszabalyozasi mechanizmus, amely
sordn az el6lény villamgyorsan képes adaptalodni kiilsé stimulusokhoz. Egy masik fontos
példa a Chemoton-model, amely egy absztrakt automatat hasznalva fogalmazza meg az élet
alapvetd feltételeit (6nszabalyozd anyagcsere-, vezérld és egy hatarold alrendszer). Ebben a
dolgozatban egy Szabdlyoz6 Automatanak elnevezett nemdeterminisztikus véges automatat
konstrualtunk, amely az enhanszerek képzddésének legfobb 1épéseit irja le minddssze harom
attriblitum hasznalataval: Kotés, Nyitottsag és Aktivitas.

Hasonlé mechanizmust taldltunk embrionalis O&ssejtekben is. Az OCT4 TF, ami
pluripontencia faktorként ismert, olyan retinsav célgéneket kdzelében dusul fel, amik inaktivak
az Ossejt allapotban. Ezek a régiok tipikusan alacsony nyitottsdgi kromatinhoz kotnek és

gyakran talalunk itt H3K27me3 feldusulast. Bizonyos stimulusok hatdsara azonban nyitotta

17



valnak ezek a régiok a szignalfiiggd TF-ok kotodésének hatasara. Ezek a TF-k koaktivatorokat
rekrutdlnak és aktivva teszik a genomi régiot éppen ugy, ahogy a polarizacios szignalok
aktivaljak a makrofagban azonositott jelolt szabalyozo elemeket (p65 vagy STAT6 kotés altal).
Az OCT4 fenntartja a Rary génexpresszids szintjét a stimuldlatlan allapotban, emellett
alacsony nyitottsagu regiokon keresztiil represszal bizonyos retinsav célgéneket (pl. Hoxal).
Ebbdl a szempontbol az OCT4 az IRF8-hoz hasonlit, amely minden bizonnyal hasonld
represszor funkciot tolt be makrofagokban bizonyos alacsony nyitottsagl régiokon, habar a
pontos mechanizmus felderitéséhez még tovabbi kutatds sziikséges. Vegezetiil egy formalis
modellt is alkottunk az OCT4-fiiggd génszabalyozas leirasara egy két halozati motivumbol
felépiild motivumhalozattal: (1) egyrészt az OCT4 pluripotens allapotban fenntartja az Rary
génexpresszios szintjét, masrészt 24 ords retinsav stimulus hataséra felreguldlja a Hoxal gén
expresszios szintjét a RXR:RAR heterodimerrel egyiitt kdtve, masrészt (2) az OCT4 és a
Hoxal kolcsondsen represszaljadk egymas génexpresszios szintjét, ezaltal egy kétallapota
kapcsolot hoznak 1étre a pluripotens allapot és a neuralis differenciacid kozott. Ebben a
szakaszban kulcsfontossagu a Hoxal szerepe, amely fontos szerepet tolt be a hatsoagy és a
hozzétartozo veldcsd kialakuldsaban. Ilyen jellegli modellek lehetnek egy enhanszerképzddés

elméletének épitdkovei.

6. OSSZEFOGLALAS

Osszegzés 1. Meghataroztuk a kules makrofag transzkripciés faktorok hozzajarulasat a
kromatin nyitottsaghoz és enhanszer aktivaciohoz mind nyugvo mind polarizalt egér
makrofagokban.

Eredményeink alapjan a kovetkezd megallapitasokat tettiik:

e A Random Forest és Support Vector Regressor gépi tanul6 eljarasok alkalmazéséaval a
kromatin nyittottsaga nagy pontossaggal megjosolhato a kulcs TF-ok kotési mintazatabol
fiiggetleniil attol, hogy ,,magas nyitottsagu” ¢és ,,alacsony nyitottsag’” csoportokba
osztjuk a kotohelyeket (osztilyozasi feladat) vagy folytonos értékként kezeljiik a
nyitottsagot (regresszids feladat).

e Az osztalyozo gépi tanuld eljaras akalmazasa arra is ramutatott, hogy a PU.1 kot6helyek

tobb mint fele alacsony nyitottsagii genomi régidt kot, amelyeket jelolt szabalyozo
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elemeknek neveztiink el. Eredményeink alapjan azt is elmondhatjuk, hogy ez altalanos
jelenség a tobbi kules TF (IRF8, CEBPA ¢és RUNX1) esetében is.

A PUER, valamint az IRF8-/- sejtekben elvégzett kisérletek bebizonyitottak, hogy mind
a PU.1-nak, mind az IRF8-nak elengethetetlen szerepe van a nyugvo sejtekben zajlo és
az IL-4-fliggd génexpresszids szabalyzasban is.

Szamos olyan TF modul 1étezik, amelyek tagjai egylitt kdtnek jelolt szabalyozo elemeket.
Ezek a modulok kiilonb6z6 médon valaszolnak a klasszikus (LPS) és alternativ (IL-4)
polarizacios stimulusokra és specifikus géncsoportokat szabalyoznak eltérd kinetikaval.
Az IRF8 hianyos sejtekben nyitotta valé mintegy 2 300 IRF8-jelolt szabalyozo elem az
IRFS8 represszor szerepére utal.

Az altalunk megkonstrudlt Szabdlyoz6é Automatdnak elnevezett formalis modell
segitségével leirhatoak a mar ismert és az Gjonnan azonositott enhanszertipusok ¢és a

koztiik eléfordul6 allapotatmenetek.

Osszegzés 2. Feltartuk az OCT4 transzkripciés faktor eddig nem ismert szerepét a

neuronalis differenciacio korai szakaszaban

Eredményeink alapjan a kovetkezd megallapitasokat tettiik:

Genomskalaju vizsgalataink megmutattdk, hogy az OCT4 kotShelyeinek egy jelentds
része alacsony nyitottsagli genomi régidt kot (OCT4-jelslt szabalyozo elemek) mind az
un. ,,naiv”’ mind az Un. ,,alapallapoti” embrionalis dssejtekben.

Az OCT4-jelolt szabadlyozo elemek és a retinsav utvonal Osszefliggéseink vizsgalata
ramutotatott, hogy az OCT4 nemcsak a pluripotens allapot fenntartdsdban, hanem
neurondlis differenciacid korai szakaszaban is jelentds szerepet jatszik.

Az OCT4 RNS szintli csendesitése megmutatta, hogy az OCT4 hozzajarul fontos gének
(pl. Hoxal) differenciacioval dsszefliggd szabalyozo elemeinek aktivalasahoz.

Egy Osszetett motivumhaldzat megalkotasaval szemléltettiik az OCT4 kettds szerepét:
egyrészt a pluripotens allapotban fenntartja az Rxry szintjét és represszalja a Hoxal gént,
masrészt 24 oOras retinsav stimulus esetén elengethetetlen a Hoxal gén expresszids

szintjének noveléséhez.
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