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1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Bevezetés

A szervezetiinkben nagyon sok olyan hirvivd molekula 1étezik, melyek hidrofob
tulajdonsaggal rendelkeznek, azaz rosszul oldddnak vizben. Ezeknek a molekuldknak az
eloszlasdhoz hordozé fehérjékre van sziikség (példaul globulinok), azonban a zsiroldékony
tulajdonsagaiknak koszonhetéen konnyen atjutnak a plazma membranon és a sejtben
specifikus intracellularis receptorokhoz kotédnek. Ezeknek a receptoroknak egy része DNS-
koto fehérje, és transzkripcios faktorként miikodik. Feladatuk, hogy a kornyezetbdl szdrmazo
stimulusokra génexpresszios szinten hozzanak 1étre valaszt (Mangelsdorf et al., 1995; Tsai &
O’Malley, 1994). Ezeket a receptorokat gyiijtonéven magreceptoroknak nevezzik. A
magreceptorok szamos biologiai folyamatban jatszanak szerepet, mint példaul a novekedés €s
embrionalis szabalyozas, fenotipus fenntartds és metabolikus folyamatok szabalyozasa
(koleszterol, epesav ¢és zsirsav metabolizmus). Ezekben a folyamatokban bekovetkezd
zavarok terméketlenséghez, elhizashoz, cukorbetegséghez és akar daganatok kialalkulasahoz
is vezethetnek.

A kardiovaszkularis betegségek utan a daganatos megbetegedések a masodik vezetd
halalok vilagszerte (WHO, 2018). Magyarorszagon kozel azonos a rosszindulati daganatok és
kardiovaszkularis betegségek miatti halalozasok szdma (~33 000 haléleset évente) a Kozponti
Statisztikai Hivatal adatai alapjan. A WHO adatai alapjan globalisan 2016-ban férfiak esetén a
tidédaganat, mig nék esetén az emlédaganat volt a leggyakoribb haldlozas a daganatos
megbetegedések koziil, €s ezen haldlozasok szdma évrdl évre novekszik az egyre hatékonyabb
terapias beavatkozasok ellenére is.

Munkank soran a COUP-TFII arva magreceptor szerepének vizsgalatat tlztik ki célul
funkcionalis genomikai modszerekkel kiilonb6z6 eredetti daganatsejtekben, ezek koziil is

elsésorban az emlédaganatra fokuszalva.



1.2. Magreceptorok csoportositasa és struktiraja

A magreceptorok ligand-aktivalt transzkripcios faktorok. A ligandjaik olyan hidrofob
hirvivd molekulak lehetnek, melyek a szervezetiinkben is eléfordulnak, mint példaul tiroid
hormonok, retinoidok, szteroidok, D vitamin, zsirsavak, epesavak, de ezen kiviil kiilsé
eredetiick is lehetnek, mint példaul gyogyszerek vagy xenobiotikumok. Vannak olyan
magreceptorok is, melyeknek még nem azonositottak a természetes ligandjukat, dket orfan
vagyis arva magreceptoroknak hivjuk (Gigueére, 1999). A magreceptor csalddnak 48 tagjat
sikeriilt azonositani emberben (Mangelsdorf et al., 1995), és egy pszeudogént, az FXRp-t
(Otte et al., 2003). A csalad tagjainak evolicios tanulmanyozasa alapjan hat alcsoport
azonosithato (Laudet, 1997), melyet szisztematikus elnevezéshez is felhasznaltak és tovabbi
egy alcsoport (NRO) is megkiilonboztetheté (Auwerx et al., 1999). Az 1. tablazatban
talalhatbak a magreceptor csalad alcsoportositdsa ligandjaikkal feltiintetve. Egyéb
organizmusokban tovabbi magreceptorok is megfigyelhetéek, példaul olyanok, amelyeknek
két DNS-ko6té doménjiik van (Wu et al., 2007). Egy masik ettdl eltéré csoportositasa lathato a
magreceptoroknak a 1. abran, ahol a magreceptorok kozotti kapcsolatot lathatjuk szovet
specifikus expresszios szintjeikre alapozva, azt is bemutatva, hogy foként mely biologiai

folyamatokban jatszanak szerepet (Bookout et al., 2006).



1-es tipus

2-es tipus

3-es tipus

0, 4, 5 és 6-os tipus

1. tablazat: Magreceptorok osztialyozasa szekvencia homologia alapjan a ligandjukkal
feltiintetve. *pszeudogén emberben
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Szaporodas és fejlodés
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1. abra: Magreceptorok csoportositasa szoveti expresszio és funkcio alapjan. (Forras: Bookout et
al., 2006)

A magreceptorok struktarajuk alapjan nagyfoka konzervaltsagot mutatnak, és hasonlo
funkciondlis doménekbdl allnak. Ezek a domének a nagymértékii variabilitast mutaté N-
terminalis domén (A/B), a DNS-k6t6 domén (DBD) két cinkujj motivummal, a D domén és a
C-terminalis domén (E/F), amely a ligand-k6t6 domént (LBD) tartalmazza (Green &
Chambon, 1988). Ezeket a doméneket két transzkripciot aktivald funkciods helyre oszthatjuk.
Az egyik az aktivacios funkcié 1 (AF-1) az N-terminalis domén A/B régiojaban, amely ligand
fliggetlen, mig a masik az aktivacios funkcio 2 (AF-2) az E/F régioval megegyez6 régidjaban

talalhato,

mely ligandfiggé (2. abra). A magreceptorok LBD-jének szamos

kristalyszerkezetét hataroztak meg természetes ¢és szintetikus

ligandjaikkal képzett
komplexben (Huang et al., 2010). Az LBD tizenkét a-hélix strukturabol rendezddik ossze egy
haromrétegii szendvics strukturava, igy létrehozva egy hidrofob zsebet (Bourguet et al., 1995;

Renaud et al., 1995). A ligand kotott struktarat a C-terminalison 1évé H12 hélix zarja le. A



ligandko6té zseb H3, H4/5, H7 és HI1 hélixel van koriilvéve, melyek apoléris és aromas
aminosavakat tartalmaznak (alanin, metionin, leucin ¢és fenilalanin). A zseb nyitott részénél
poléaris aminosavakat (arginin, glutamat és hisztidin) tartalmaz. 3. dbrdn az Osztrogén
receptor LBD-jének dietil-sztilbeszterol (DES) liganddal kotott komplexét lathatjuk
példaként. A zseb mérete magreceptoronként valtozik. Gyakran a zseb mérete megegyezik a
természetes ligand méretével és nagy affinitassal képes kotni azt (Kp nanomol tartomanyban).
Vannak olyan magreceptorok mint példaul az oxiszterol (NR1H2/3) és epesav receptorok
(NR1H4/5) is amelyek alacsony affinitassal képesek kotni ligandjukat (mikormol tartomany),
de szamos ligandot képesek felismerni. A xenobiotikus receptoroknak (NR1I2/3) van a
legnagyobb ¢és legflexibilisebb zsebiik, kétszer nagyobb mint a tiroid receptoroknak, mig az
NR4A2 arva magreceptornak gyakorlatilag nincs zsebe. A ligand kdtése olyan valtozast idéz
(koregulatorok) kotéséhez (Nagy & Schwabe, 2004; Wurtz et al., 1996).

Az LBD domént a flexibilis hid régio kéti a DBD doménhez (Robinson-Rechavi et al.,
2003). A hid régio tartalmazza a sejtmag lokalizacids szignalt, ezenkiviil a DNS kotésben is
szerepe van (Haelens et al., 2007). A hid régio kevésbé konzervalt a magreceptorok kozott.
Gyakran torténnek poszttranszlaciés modositasok ebben a régioban, és koregulatorokkal valo
kotédésben is szerepet jatszik ez a domén (Jeong et al., 2004; Nishizawa et al., 2002; Pourcet

etal., 2010).
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A/B C D

E F
185 245 311 547
ERa  DBD LBD 595 aa
Zn*t Zn**
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Transzkripciot aktivalo faktor-1 (AF-1)

Transzkripciot aktivalo faktor-2 (AF-2)
(ligand fiiggetlen)

(ligand fiiggd)

2. abra: A magreceptorok domén struktiuridjinak bemutatisa néhany példan keresztiil
Roviditések: DBD: DNS-k6t6 domén, LBD: ligand-koté domén.
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3. dbra: Magreceptor domének Kristily szerkezetének bemutatisa az 6sztrogén receptor alfa
példajan keresztiil. A) Az 6sztrogén receptor alfa kristalyszerkezete. B) Az ERa ligand k6té doménje
DES liganddal. C) DNS-k6t6é domén cinkujjanak sematikus abrazolasa. A cink molekula négy cisztein

altal van kozrefogva (C4 tipusu). A ,,P-box” kotédik az AGGTCA DNS szekvencidhoz, mig a ,,D-
box” fehérje-fehérje interakcioban vesz részt. (Abra forrasa: Gomperts et al., 2009)
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A magreceptorok DBD-je két C4 tipusu cinkujjbol tevodik dssze (J W Schwabe & Rhodes,
1991). A C4 azt jelenti, hogy a cink atomot négy cisztein aminosav veszi korbe, ahol a
cinknek a fehérje szerkezet stabilitasanak kialakitasaban van szerepe (Claessens & Gewirth,
2004). A szteroid receptorok DBD-jének elsé cinkujjaban 1évé P-box (EGCKA) hatarozza
meg a DNS felismerés specifikussagat (Umesono & Evans, 1989), mig a masodik cinkujjaban
1évé D-box (PATNQ) a fehérje-fehérje interakcidok (dimerizacio) kialakuldsaért felelds
(Zechel et al., 1994). A P-box ismeri fel az 5°>-AGGTCA-3’ szekvenciat a DNS nagy arkaban.
Mas szteroid receptorokban 1évé P-box GSCKYV aminosav szekvenciaval az 5’-AGAACA-3’
DNS szekvenciat ismeri fel. EGCKG szekvenciaju P-box olyan magreceptorokban van,
amelyek RXR-rel heterodimerizalnak. Nem szteroid receptoroknak is van P-box-a, azonban a
D-box hianyzik. A DBD C-terminalis vége a CTE, amely tovabbi bazis specifikus kotést hoz
létre a DNS kis arkaval (Meinke & Sigler, 1999; Solomon et al., 2005; Weikum et al., 2016;

Wilson et al., 1992; Zhao et al., 1998).

1.3. Magreceptorok DNS valaszadé elemei

A magreceptorok mint transzkripcids faktorok DNS kotd doménjiikon keresztiil képesek
egy adott specifikus DNS szekvencia motivumot felismerni, melyet nagymértékben
meghataroz a fent emlitett P-box aminosav szekvenciija. A magreceptorok altalaban az 5°-
AGGTCA-3’ szekvencidhoz kotddnek. Mivel a magreceptorok jelentds része dimerként
kotodik a DNS-hez, igy két ilyen egymast kdvetd szekvenciat ismernek fel. Ezért onmagéaban
ezt az AGGTCA szekvenciat félhelynek is nevezik. A magreceptorok DNS véalaszadd elemei
két félhelybdl allnak, melyek kiilonb6z6é orientacioban lehetnek és kiilonbozd szamu
bazisparral vannak elvalasztva egymastol (Mangelsdorf et al., 1995). Amikor a
magreceptorok dimerként kotddnek, a valaszadd elemeknek harom f6 tipusat kiilonboztetjiik
meg a félhelyek orientacidja alapjan (4. abra). Az egyik az ,,inverted” tigynevezett forditott

ismétlédések (IR), ahol a félhelyet a félhely tiikorképe (palindrom szekvenciaja) kovet.
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Ezekhez homodimer formaban foként szteroid receptorok kotédnek. A masik f6 tipus a direkt
ismétlédések (DR), ahol a félhelyet félhely kovet orientaciovaltozas nélkiil. A direkt
ismétlédéshez a magreceptorok homodimerként vagy heterodimerként (RXR-ral) képesek
kotddni. Az RXR DBD-je mindig a partnere kotdhelyének az 5° vége feldl helyezkedik el
(Zechel et al., 1994). A direkt ismétlédésekben 1-5 bazisparnyi szakasszal lehetnek
elvalasztva az NR félhelyek (DR1-5). Egy bazisparnyi elkiiloniilés 3.4 A tavolsagot és ~35°
relativ elfordulast jelent (Khorasanizadeh & Rastinejad, 2001). RXR-PPAR heterodimer vagy
HNF4-HNF4 homodimer DR1, RXR-RAR DR2 és DRS5, mig a RXR-VDR DR3 kot6helyet
képes felismerni (4. abra). A harmadik tipusban a félhelyet a félhely palindrom szekvencigja
elézi meg, melyet ,,everted” ismétlddésnek (ER) neveziink. A két félhely kozott tetszoleges
szamu bazispar el6fordulhat. ,Everted” ismétlédéshez példaul homodimerizalt tiroid
magreceptor képes kotédni. Vannak olyan magreceptorok (LRH1, NGF1-B és SF-1) is,
amelyek monomerként kotédnek a félhelyhez (Little et al., 2006; Weikum et al., 2016). Ezek
a receptorok a CTE elemiiket is hasznaljak a stabilabb kotés érdekében.

A valaszad6 elemekben egyetlen nukleotid cseréje is jelentds valtozast idéz eld a kotés
affinitasban és konformacioban (Isakova et al., 2016; Osz et al., 2015; J W Schwabe et al.,
1995). A DNS hasonldan a ligandhoz a magreceptorok alloszterikus regulatoraként miikodik,
ugyanis a DNS strukturdlis és dinamikus valtozasokat okoz a magreceptorok DBD-jében
(Meijsing et al., 2009; Osz et al., 2019). A gliikokortikoid receptor esetében leirtak, hogy a
valaszado elem altal 1étrehozott valtozasok a GR-ben megvaltoztatjdk a dimerizacios feliiletet
¢s koregulatorok kotodését, igy pozitiv és negativ hatdst gyakorol egy adott gén
kifejez6désére (Hudson et al., 2016; Surjit et al., 2011; Watson et al., 2013; Weikum et al.,
2017).

A promoter régidban (transzkripcios start hely (TSS) + 1000 bazispar) elhelyezkedd

valaszad6 elemek kozvetleniil hatnak az adott gén kifejezddésére. A promotertdl tavolabbi
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régiokban talalhaté magreceptor valaszadé elemek esetében a kromoszéma konformécidja a
mérvado az adott gén szabalyozasat illetdleg. A kromatin hurkok vizsgalata megerdsiti, hogy
a magreceptorok részt vesznek nagy hatotavolsagh hurkok kialakitasaban is (ERa ChlA-PET)
Osszekotve ezzel a tavoli régioban talalhato valaszado elemet a gén promoterével (Fullwood
et al., 2009). Ujabb teljes genom szintli vizsgalatok azt is mutatjdk, hogy a magreceptorok
kotddése nemcsak a rajuk specifikus valaszadd elemeken torténik, hanem egyéb magreceptor
kotéhelyen is (Carroll et al.,, 2006). Egy adott magreceptorra jellemzé6 DNS kothelyek

Osszességét a genomban cisztromnak nevezziik (T. Liu et al., 2011).

Szteroid receptorok RXR heterodimer receptorok
NR3A RXR NR1C DR
NR3C NR1B DR2,5: IR0
LBD LBD NR1l1 DR3
NR1A DR4

NR1H1 DRS5;IR1

DBD DBD DBD DBD

5'AGGTCA(x),TGACCT 3’ 5’AGGTCA(X),AGGTCA 3’
5"AGAACA(X)sTGTTCT 3’
Dimer arva vagy adoptalt receptorok Monomer receptorok
NR2A DR1; ER NR1F
NR2B DR1 NR4A
LBD LBD
NR2C DR1 NRSA
NR2F DR1; ER
NR1D DR2
NR6A1 DRO
DBD DBD DBD
5 AGGTCA(x),AGGTCA 3 5 AGGTCA 3
5 TGACCT(x),AGGTCA 3

4. abra: Magreceptorok dimerizacioja és DNS valaszadé elemeik. IR: ,inverted” forditott
ismétlodés, DR: direkt ismétlédés; ER: ,,everted” ismétlodés
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1.4. Magreceptorok altal medialt transzkripcio és koregulatorok szerepe

A magreceptorok miikodésiik alapjan két csoportra oszthatéak. Az egyik csoport, amelyek
citoplazma ¢és sejtmag koézott mozognak, 0k foként a szteroid receptorok, a masik csoport,
pedig amelyek tartésan a sejtmagban foglalnak helyet. A szteroid receptorok a citoplazmaban
hésokk fehérjék (Hsp70 és Hsp90) segitségével dimerizalodnak és megkotik a ligandjukat
(Picard et al., 1990). A ligand k6tédése olyan konformacio valtozasokat okoz a magreceptor
hid és LBD-jében, amely majd a sejtmagba valo transzlokaciot segiti elé (Lorenz et al., 2014).
Miutan levaltak a magreceptorok a hordozé fehérjékrdl, a sejtmagban a specifikus DNS
valaszad6 elemekhez kotédnek, és homodimerként szabalyozzak a transzkripciot. Ligand

kotott magreceptorok nem minden esetben kotédnek kozvetleniil a DNS-hez, ilyenkor

crer

(Hong et al.,, 2008; M. H. Liu et al.,, 2008). A DNS-hez valo kotdédést kovetden a
magreceptorokhoz szamos fehérje fog kotddni, melyeket gylijtdnéven koregulataroknak
neveziink, amelyeknek két f6 tipusa a koaktivator és a korepresszor (Lonard et al., 2007;
Millard et al., 2013). A koaktivatorok hozzajarulnak a transzkripcids aktivaciohoz azaltal,
hogy olyan fehérje komplexek fognak hozzdkapcsolddni, amelyek a kromatin
hozzaférhet6ségét vagy nyitottsagat segitik (Lonard & O’Malley, 2005). A korepresszorok
ellenkezd hatast fejtenek ki, azaz a transzkripciot gatoljak, olyan fehérjék kotddeésével,
amelyek zart, kevésbé hozzaférhetd kromatin struktarat hoznak 1étre. Az irodalomban kozel
300 koregulatorrol szadmoltak be, amelynek a listija a NURSA honlapjan elérhetd

(https://www.nursa.org/nursa/molecules/index.jsf). Eukariota sejtekben, a DNS sejtmag

fehérje komplexekkel (hisztonokkal) szervezddve alkotja a kromatint, igy tomoritve a DNS
mennyiségét egy haromdimenzios struktiraba. Ahhoz, hogy a DNS hozzaférhetévé valjon,
kiilonb6zé  poszttranszlacios modositasok  sziikségesek a  hiszton fehérjéken. A

koregulatorokhoz olyan tovabbi fehérjék fognak kapcsolddni, amelyek szabalyozzak ezt a
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hozzaférhetéséget. A koaktivatorok olyan hiszton modositéo enzimeket kotnek, mint példaul a
hiszton acetiltranszferaz (HAT) vagy hiszton metiltranszferaz (HMT) aktivitassal rendelkez6
fehérjék (Bulynko & O’Malley, 2011), mig a korepresszorok ennek az ellenkezdjét, példaul
hiszton deacetilazokat kdtnek (Hu & Lazar, 2000).

A magreceptorok masik csoportjat képezik azok a magreceptorok (RAR, PPAR), melyek
gyakran ligand nélkiil kétédnek a DNS valaszadé elemekhez korepresszorokkal és kromatin
modositdo enzimekkel egyiitt a DNS-t kevésbé hozzaférheté allapotban tartjak (Glass &
Rosenfeld, 2000). Ligand kotodés hatasara olyan konformacié valtozas torténik a
magreceptoron beliil, amely altal a korepresszorok koaktivatorokra fognak lecserélédni
létrehozva egy transzkripcidsan aktiv allapotot (Y. Li et al., 2003; Nagy & Schwabe, 2004).

A magreceptorok koregulatorokkal, hiszton és kromatin moédositd enzimekkel és egyéb
transzkripcios faktorokkal olyan transzkripcios komplexeket hoznak 1étre, amely asszocial az
alap transzkripcids gépezettel, igy kialakitva az ugynevezett ,transzkripcios gyarakat”
(Lonard et al., 2007; McKenna et al., 1999; Tata, 2002). Mivel a koregulatorok fontos
szerepet jatszanak a magreceptorok funkcidjaban, igy a kiilonb6z6 megbetegedésekben egyre

kiemeltebb szerepet kap ezeknek a vizsgalata.
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1.5. Osztrogén receptor alfa (ERa) magreceptor

Az 6sztrogén receptor alfa (ERa) egy szteroid hormon magreceptor, melynek a természetes
ligandja az Osztrogén. Az Osztrogént az Osztron (E1), az 0sztradiol (E2) és az osztriol (E3)
alkotja, melyek koziil a keringésben az 17B-6sztradiol a legjelenésebb. 17B-6sztradiol kotédik
a legnagyobb affinitassal az Osztrogén receptorhoz (Gruber et al., 2002). Az 6sztrogént az
egyik legfontosabb néi nemi hormonok egyikeként azonositottak, azonban mara vilagosan
latszik, hogy nemcsak a ndi reproduktiv rendszerben van szerepe, hanem egyéb szévetekben
(neuroendokrin, vaszkularis, vaz- és immunrendszerben) is mindkét nemben. Az Osztrogén
szamos olyan betegséggel kapcsolhatd 6ssze, mint példaul az elhizas, metabolikus szindréma,
oszteoporozis, szisztémas lupus erythematosus (SLE), endometriozis és szamos daganattipus
(Burns & Korach, 2012; Deroo & Korach, 2006; Hamilton et al., 2017). Az &sztrogén
bioldgiai hatasat az 6sztrogén receptorhoz vald kotodésével medialja.

Az ERo-t eldszor 1985-ben klonoztak (Walter et al., 1985). Az ERa teljes
kristalyszerkezetének meghatarozasa a méretéb6l és flexibilis régioibol adodoan bonyolult
volt, igy eldszor a DBD-jének a szerkezetét irtak le 1993-ban (John WR Schwabe et al.,
1993), majd késébb az LBD-je szerkezetét agonista és antagonista ligandjaval egyiitt
(Brzozowski et al., 1997). Technika fejlédésének koszonhetden krio-elektronmikroszkoppal
sikertiilt haromdimenzios képet kapnunk az ERa szerkezetérdl DNS-sel és két koregulatorral
(SRC3 és p300) valo kotésével egyiitt (Yi et al., 2015). A tobbi magreceptorhoz hasonléan hat
funkciondlis doménbdl all. A krio-elektronmikroszkdopos kép alapjan azt lathatjuk, hogy az
ERa A/B régiojanak szerepe van a koaktivatorok kotédésében (Yi et al.,, 2015). DBD
doménjével pedig specifikus DNS viélaszadd elemhez 5’-GGTCANnnTGACC-3’ képes
kotédni nagy affinitassal, ezt a motivumot Osztrogén valaszadd elemnek, ERE-nek hivjuk
(Seilcr-Tuyns et al., 1986). A receptor flexibilis hid régidja ERa interakciok allosztérikus

modositoja (Kumar & McEwan, 2012), tovabba hatassal van a transzkripcids szabalyozasra,
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ugyanis olyan poszttranszkripciés modositasai lehetnek ennek a régionak, mint példaul a
szumoilacio vagy p300 medialt acetilaci6 (Le Romancer et al., 2011; Sentis et al., 2005; C.
Wang et al., 2001). LBD doménjével nagy affinitassal képes kotni az dsztradiolt (Kp 0.1
nanomol tartomanyban) (Kumar & McEwan, 2012). Tovabba kot olyan ligandokat is, mint az
endogén Osztogének (Osztron, Osztriol), természetes Osztrogének, szintetikus 0Osztrogének
(DES), fitoosztorgének (genisztein), szelektiv 6sztrogén receptor modulatorok (tamoxifen,
raloxifen) és szelektiv 6sztrogén receptor lebontok (fulvestrant) (Farooq, 2015; McDonnell &
Wardell, 2010). Meg kell még emliteni a receptor F doménjét, mely a tobbi magreceptor
intramolekularis interakciokban és fehérje stabilitasban van szerepe (Skafar & Zhao, 2008).
Nemrégiben megjelent tanulmanyban kimutattak, hogy a tamoxifen medialt
transzaktivacioban van szerepe faj specifikus moédon (Arao & Korach, 2018).

Osztradiol (E2) hatésara a szteroid receptorokra jellemzé mechanizmus jatszédik le, azaz
kozvetleniil a genomhoz kétédve az ERE motivumon keresztiil fejti ki hatasat (Hah & Kraus,
2014). Ezenkiviil ismert még, hogy mas transzkripcids faktorokon (AP-1 elemen keresztiil a
FOS/JUN dimerhez kotédve) keresztiil fejti ki szabalyozo hatasat (Kushner et al., 2000). Az
ERa-nak ismertek nem genomi uton megvaldsuld szabalyozé mechanizmusai is. Ez tobb
modon torténhet. Az egyik az, amikor sejtmembranon asszocialt igynevezett G-protein kotott
ER (GPER) koti az E2-t, amely egyéb jelatviteli utvonalakat aktivalva indit transzkripcionalis
valaszreakciot (Levin, 2015; Prossnitz & Hathaway, 2015). A masik pedig, amikor E2
hianyaban egy ligand fiiggetlen aktivacid torténik, ilyenkor a jel foszforilaci6 formdjaban
egyéb jelatviteli Gtvonalakbol (példaul EGF vagy IGF1) szarmazik (Bennesch & Picard,

2015).
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1.5.1. ERa altal medialt szabalyozasi program

Az uj-generacios szekvenalasi eljarasoknak koszonhetden kozelebb keriilhettliink az
ERo altali szabalyozas megismeréséhez teljes genom szinten. Szamos tanulmany
feltérképezte az ERa cisztromjat kiilonbozé emlddaganat sejtekben és betegekbdl szarmazo
mintakbol is (Carroll et al., 2006; C. Y. Lin et al., 2007; Ross-Innes et al., 2012). Ezek alapjan
azt lathatjuk, hogy az ERa jelen van promoéter régiokban is (TSS+1kb), de az ERa kdtodések
nagyrésze tavol a transzkripcios start helytdl (TSS) torténik akar >100 kilobazis tavolsagra.
Ezek a tavoli ERa kotott DNS régiok aktiv hiszton modositasokkal (példaul H3K27ac és
H3K4mel) és transzkripciot mediald faktorokkal enhanszerként miikodnek. A tavoli
enhanszer régiok kromatin hurkok segitségével keriilnek kozelebb az adott gén promoter
kohezin komplex jelenlétét, megkonnyitve az enhanszer-prométer interakcio kialakulasat, igy
befolyasolva az adott gén aktivitasat (Hah et al., 2013; W. Li et al., 2015). Jol karakterizalt,
tavoli ERa kotott enhanszerrel régioval szabalyozott gének példaul a TFF1 (Theodorou et al.,
2013; F. P. You et al., 2008), GREBL1 (Deschénes et al., 2007; Fullwood et al., 2009), CA12
(Barnett et al., 2008) és PGR (Bonéy-Montoya et al., 2010). Korabbi tanulmanyok arrdl
szamoltak be, hogy az ERa 4ltal kotott enhanszerekhez tovabbi transzkripcids faktorok tudnak
kotddni kialakitva 1-2 MDa-os komplexet. A komplexben jelenlévé transzkripceids faktorok és
koaktivatorok nagy része fehérje-fehérje interakcioban vesz részt, ugynevezett ,transz”
modon kapcsolodnak egymashoz, igy MegaTransz komplexnek nevezték el (Z. Liu et al.,
2014). Az ERa altal medialt MegaTransz komplexben a FOXAT1, mint uttoré faktor jatszik
szerepet azaltal, hogy kozvetleniil a DNS-hez kotédve (,,cisz” moddon) segiti az ERa
kotddését. A komplexben transz modon jelen van még a GATA3, AP2y, egyéb koaktivatorok
mint a DNS-fliggé protein kinazok, p300 és Medl (RNS polimeraz II transzkripcid

mediatoranak 1-es alegysége). Ezeken az enhanszercken 1évé komplexek gyakran szuper-
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enhanszerek részét képezik. A szuper-enhanszerek tobb enhanszer csoportosuldsa egy rovid
région beliil, melyek transzkripciondlisan aktiv részét képezik a gének kifejezédésének
(Whyte et al., 2013). Ezeket hivjak még ,,forrdé pontoknak™ vagy klaszter enhanszereknek is
(Rada-Iglesias et al., 2012; Siersbaek, Baek, et al., 2014; Siersbak, Rabiee, et al., 2014; Yan et
al., 2013). Ezeknek a szuper-enhanszerek a kialakulasiban meghatarozd szerepet tolt be az
ERE motivumot tartalmazé ,,anya enhanszereken” 1évé ERa jelenléte ligand kezelés nélkiil,
majd E2 kezelés hatdsara az anya enhanszer koriil tovabbi ERa kotddés jon létre ,leany
enhanszereken”. Errdl a lehetséges mechanizmusrol munkacsoportunk szamolt be (Bojcsuk et
al., 2017). Hisham Mohammed és munkatarsai endogén fehérjék gyors immunprecipitaciojat
kovetd tomegspekrometriat (RIME) alkalmazva azonositottak az ERa-asszocialt kofaktorokat
(Mohammed et al., 2013). Az azonositott 108 kofaktor kdzott jelen van a jol ismert FoxAl,
TLEL, AP2-y, GATAS, p300, NCOA3, NRIP1 és RAR (Carroll et al., 2005; Holmes et al.,
2012; Ross-Innes et al., 2010; Tan et al., 2011; Theodorou et al., 2013) (5. abra). Ezek
mellett kevésbé ismert transzkripcids asszociaciot taldltak az ERa-val GREBI ¢és COT2
(COUP-TFII) esetében. Mivel keveset tudunk az ERa és COUP-TFII ko6zotti
transzkripcionalis kapcsolatrol, igy munkank egyik célja ennek a kapcsolatnak a

tanulmanyozasa.
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5. abra: ERa komplexben résztvevé koregulatorok. (Mohammed et al., 2013)

1.6. COUP-TFII arva magreceptor

Csirke ovalbumin gén 5’ vég fel6li promoterhez kotdédod transzkripeids faktor 2 (COUP-
TFII, egyéb nevei az NR2F2, ARP-1, COT2) a szteroid/tiroid magreceptor csalad tagja (Lee
Ho Wang et al., 1989). COUP-TF fehérjéket el6szor 1980-as években izolaltak HeLa sejtmag
kivonatbol (Sagami et al., 1986). A 1990-es évek elején pedig két fliggetlen csoportnak
sikeriilt elkiiloniteni a COUP-TFII-t a COUP-TFI-t6] (Ladias & Karathanasis, 1991; L H
Wang et al., 1991), ami azért volt kihivas, mert a két fehérje szekvenciaja nagyon hasonlo. A
két fehérje aminosav szekvenciaja alapjan a DBD-jiikk 98%-ban, mig az LBD-jiikk 96%-ban
egyezik és nem csak a két fehérje kozott lathatunk nagymértékii hasonlésagot, hanem
evolicidsan is, ugyanis tobb mint 90%-o0s egyezést figyelhetiink meg egyéb gerincesek és

gerinctelenek ortoldgjaihoz viszonyitva (Yuhong Qiu et al., 1994). A human és egér COUP-
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TFII aminosav szinten 100% azonossagot mutat (Y. Qiu et al., 1994), tovabba Drosophila 1-
es tipusu svp fehérje és human COUP-TF DBD-je kozott 94% és az LBD-je kozott 93%
azonossag van (Mlodzik et al., 1990). Mindez azt feltételezheti, hogy a COUP-TF fehérjék a
magreceptor csalad egyik legdsibb tagjai (Yuhong Qiu et al., 1994). A COUP-TFII-t
altalanossagban arva magreceptorként tartjuk szamon, mert természetes ligandja még nem
ismert, de retinsav képes strukturalis aktivaciot okozni a COUP-TFII LDB-jében in vitro,
azonban ez a retinsav koncentracié bdven a fizioldgias szint f616tt van (Kruse et al., 2008). A
COUP-TFII a tobbi magreceptorhoz hasonlé DBD-jével egy specifikus DNS szekvencia
motivumot képes felismerni. A konszenzus COUP-TFII kotéhely az AGGTCA direkt
ismétlodése egy nukleotiddal elvalasztva (DR1), azonban a COUP-TF fehérjék nagyon
flexibilisek a DNS-hez valé kotédésiik soran (Cooney et al., 1992; C M Klinge et al., 1997;
Carolyn M. Klinge, 1999; F A Pereira et al., 2000). A relativ kotés affinitasuk sorrendje a
direkt ismétlddésekhez in vitro a kovetkezd: DR1, DR6, DR4, DR&, DRO és DR11, de a
konszenzus szekvenciahoz képes ,,inverted” vagy ,.everted” ismétld6 (IR és ER) modon is
kotni (Cooney et al., 1992). Mindezen okokbol kifolyolag a COUP-TF képes felismerni a
magreceptor csalad egyéb tagjainak, mint példaul TR, RAR, VDR, HNF4 vagy ERa (Cooney
et al., 1993; C M Klinge et al., 1997; Stroup & Chiang, 2000; Tran et al., 1992) kotéhelyét,
ezzel versengést kialakitani a kotdhely hozzaférhetéségéhez. A COUP-TFII a DNS valaszado
elemekhez homodimer vagy COUP-TFI-el heterodimer formaban képes kotédni (L H Wang
et al., 1991). Szamos tanulmany kimutatta a COUP-TFII heterodimerizacidjat mas
magreceptorral (RXR, TR vagy RAR) in vitro (Cooney et al., 1992; Kliewer et al., 1992; Tran
et al., 1992), azonban in vivo kisérletekkel ezt nem sikeriilt megerdsiteni (Butler & Parker,
1995). Az utdbbi évek tanulmanyai pedig azt mutatjak, hogy a COUP-TFIl a TR4
magreceptorral GGGTCA motivumok DRO, DR6 és DR7 ismétlodéseihez képesek kotédni

alternativ telomer meghosszabbodasra képes daganatsejtek (ALT+ daganatsejtek) telomer
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régidjaban (Dé¢jardin & Kingston, 2009; Marzec et al., 2015; M. Xu et al., 2019).

1.6.1. COUP-TFII fiziolégias szerepe

COUP-TFII arva magreceptorral kapcsolatban tobb tanulmany beszamolt arrél, hogy
szamos bioldgiai folyamat szabalyozasidban részt vesz, példaul szervképzdodés, neuralis
fejlodés, kardiovaszkularis folyamatok, szaporodds, metabolizmus ¢és betegségek
(velesziiletett szivfejlodési rendellenesség (CHD) és daganat) (F.-J. Lin et al., 2011). COUP-
TFII™" homozigota knock-out egér a fejlédés embrionalis 10. napja koriil meghal sziv- és
érrendszeri zavarok, illetve angiogenezis defektusa miatt (Fred A. Pereira et al., 1999).
Angiogenezisben betoltott szerepérdl egyéb tanulmanyokban is beszamoltak, ahol a COUP-
TFII hatassal van olyan angiogenikus folyamatokra, mint a vaszkularis endotél novekedési
faktorok (VEGF) és receptoraik (VEGFR), Angpoietin-1/Tie2 és Notch gének kifejez6dése
(Chen et al., 2012; Kang et al., 2010; F.-J. Lin et al., 2010; Nagasaki et al., 2009; Qin, Chen,
Xie, et al., 2010; Qin, Chen, Yu-Lee, et al., 2010; L. R. You et al., 2005). COUP-TFII*"~
heterozigota knock-out ndstény egereknek a szaporodasi traktusaban jelentkeztek problémak a
vadtipushoz képest, mig a him egyedeknek a termékenysége normalis maradt (Takamoto et
al., 2005). COUP-TFII"" heterozigdta knock-out egereknek a metabolikus folyamatainak
vizsgalatanal azt talaltik, hogy a COUP-TFII™™ mutans egereknek kevesebb fehér zsirszovete
van, ellenallobbak az elhizés és inzulin rezisztencia ellen, jobb a gliikoz homeosztazisuk és
energia felhasznalasuk, mint a vadtipust egyedeknek (L. Li et al., 2009). COUP-TFII minden
emberi szdvetben expresszalodik, magas expresszids szintet mutat endokrin, metabolikus,

reproduktiv és kardiovaszkularis szovetekben (Bookout et al., 2006).
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1.7. Magreceptorok jelentésége daganatos megbetegedésekben

A magreceptorok kulcsfontossagu szerepet jatszanak szamos biologiai folyamatban azaltal,
hogy komplex génszabalyozasi halozatot hoznak 1étre, melyben keletkez6 hiba daganatos
eseményekhez vezethet. A magreceptorok kritikus szabalyozo6i a daganatsejteknek, ugyanis
kivalo terapias célpontok lehetnek, ha ligandként gyogyszert jutattunk a sejtekhez. Mindezen
tul bizonyos magreceptorok jelenléte kapcsolatban van a betegek tulélésével és kezelésével.
Erre az egyik legjobb példa az Gsztrogén és progeszteron receptor jelenléte emlédaganatban,
amely meghatarozza az emlddaganat tipusanak besorolasat. Az ER és PR pozitiv emlédaganat
jobb prognodzissal és jobb taléléssel jar, mint azok az emlédaganat tipusok, ahol nem
fejez6dnek ki ezek a receptorok. Az ER-pozitiv emlédaganatos betegek kezelésében az
attorést a szelektiv 0sztrogén receptor moduldtorok (SERM) hoztak. Az els6 ilyen SERM az
ICI 46474 wvolt, amelynek mérsékelt hatdsa volt a termékenységre, mégis igéretes
daganatellenes szernek vélték (Cole et al., 1971). Ez a SERM késébb a tamoxifen nevet kapta,
majd 1970-es években elkezdték emlédaganatos betegek kezeléséhez hasznalni (Ward, 1973).
A tamoxifen az ERa LBD-jéhez kotddik, meggatolva ezzel az Osztrogén kotodését, igy
1988). Manapsag a tamoxifent szamos nem kivant mellékhatassal (endometrialis daganat,
véralvadasi zavarok) hoztak Osszefiiggésbe, igy teret engedve 10 generacios SERM-ek
(raloxifen, bazedoxifen) megjelenésének és hasznalatanak. SERM-ek mellett megjelentek
szelektiv Osztrogén receptor lebontok (SERD-ek), aromataz és szulfataz inhibitorok ER
jelatviteli utvonalak célpontjahoz (Saha et al., 2019). Mindezek ellenére a betegek ~40%-anal
endokrin rezisztencia jelenik meg, ami a daganatos megbetegedés kitjulasahoz vezet (Clarke
et al., 2003). Az endokrin rezisztencianak kialakulasahoz szamos tényez6 hozzajarulhat. Egy
tanulmany alapjan az emlédaganat sejtek endokrin szenzivitasanak fenntartasaban fontos

szerepet jatszhat a COUP-TFII is (Riggs et al., 2006). A COUP-TFII alacsony expressziot
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mutat tamoxifen-rezisztens human emlédaganat sejtekben, azonban a COUP-TFII
ujraexpresszaltatasa ezekben a sejtekben visszaallitja a tamoxifenre vald érzékenységet. Egy
masik tanulmanyban pedig azt mutatjadk, hogy a COUP-TFII sejt és gyogyszertipusfiiggd
modon van hatassal a kemorezisztenciara emlédaganat sejtekben (C. Zhang et al., 2014).
Emlddaganatos betegekben a COUP-TFII expresszios szintjének jelentdségére nincs konkrét
kovetkeztetés, mivel kiilonb6z6 tanulmanyok eltérd eredményeket mutatnak (Nagasaki et al.,
2009; C. Zhang et al., 2014). A COUP-TFII expressziojanak szerepét egyéb daganatos
megbetegedésekben is vizsgaltak, példaul prosztatadaganatban (Qin et al., 2013),
gyomordaganatban (Ding et al., 2018), kolorektalis daganatban (Shin et al., 2009; Yun et al.,
2017), hasnyalmirigy adenokarcinomaban (Polvani et al., 2014) és petefészekdaganatban
(Hawkins et al., 2013). Ezekbdl azt lathatjuk, hogy a COUP-TFII prognosztikai jelentdsége

tanulmanyoktol és daganat tipusatol fiiggden eltérd, pontos szerepe még nem ismert.

1.8. Funkcionalis genomikai eszk6zok magreceptorok altali szabalyozasok
feltérképezéséhez

Az elmult évtizedekben a genomi technoldgidk olyan fejlédésen mentek keresztiil, mely
megengedi a magreceptorok altali génszabalyozasok jobb megértését teljes genom szinten. A
modszerek tobbsége a DNS microarray alapi modszerekbdl fejlodott ki, de ma mar az 4j
generacios szekvenalas (NGS) a legelterjedtebb. Funkcionalis genomikai modszerekkel
lehetové valt a génexpresszioban, kotések célhelyében, DNS metilacioban ¢és kromatin
hozzaférhetoségben torténd valtozdsok nyomon kovetése. Génexpresszids adatokkal, DNS
szekvenalasi adatokkal és kromatin jellegzetességekb6l (poszttranszlaciés modositasok
jelenléte) szarmazd adatokkal globélis képet kaphatunk a magreceptorok altali szabalyozé
folyamatokrol (6. abra), ami befolyasolhatja a klinikusok dontését a megfelelé terapia
kivalasztasdhoz. A magreceptorok, koregulatorainak és egyéb DNS-kotd fehérjék

kotohelyeinek feltérképezése kromatin immunprecipitaciot kovetd szekvenalassal (ChIP-Seq)
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lehetséges. Hiszton modositasok jelenlétének vizsgalataval megallapithatjuk a kromatin
allapotat, mely kozvetleniil befolyésolja a transzkripciot azaltal, hogy a zart kormatin kevésbé
hozzaférhetd transzkripcids faktorok szédmara, mig a nyitott kromatin segiti ezeknek a
faktoroknak a kotddését a DNS-hez. A kromatin immunprecipitacié (ChlIP) fehérje és DNS
kozotti interakcion alapul (Johnson et al., 2007). A modszer soran a sejteket formaldehiddel
fixaljuk, majd a szonikalassal vagy enzimes emésztéssel a kromatint fragmentaljuk. A
vizsgalni kivant fehérjére specifikus, magneses gyongyokhoz kapcsolt antitesttel
tudjuk szelektalni a vizsgalni kivant fehérjénk altal kotott fragmenteket. Ezutan jon a
keresztkotések feloldasa, fehérje €s RNS emésztés, majd a DNS izolalas. A tisztitott DNS-t a
konyvtarkészités utan megszekvenaljuk. A szekvenalds utdn komplex bioinformatikai
elemzések kovetkeznek, mely a szekvencia leolvasasok mindség-ellendrzését, a megfeleld
genomhoz valo illesztését €s a cstucsok, azaz a kotOhelyek predikciojat jelenti. A csucsok a
szekvenalasi leolvasasok méretbeli eltolodasanak empirikus modellezésébdl szarmaznak (Y.
Zhang et al., 2008). A ChIP soran kritikus 1épéseinek szamitanak a megfelelé kiindulasi
sejtszam, mely 10-20 milli6 sejtet jelent, a fragmentek mérete, a megfeleld ,,ChIP-grade”
antitest kivalasztasa, megfeleld kontrollok kivalasztasa és szekvenalas mélysége (Park, 2009).
Kontrollként hasznalhatunk input DNS-t, mely az immunprecipitacid el6tt eltavolitott kis
mennyiségli DNS minta, vagy IgG-vel immunprecipitalt DNS-t. Mindezen kritikus 1épések
miatt a ChlP-Seq kevésbé alkalmazhatd betegekbdl szarmazo mintak kézvetlen vizsgalatahoz.
ChIP-Seq adatok kombinalasa RNS szekvenalassal hozzajarul a magreceptorok kotéhelyeinek
¢s annak transzkripcids kovetkezményének vizsgalatahoz teljes genom szinten. Ezeket egyiitt
kombinalva megvizsgalhatjuk, hogy bizonyos hormon vagy gyogyszeres kezelések hogyan
befolydsoljak a magreceptorok kotddését és a gének kifejezOdését, igy megjosolhatd a

terapias lehetdségekre adott valasz. Mivel a sejtekben egyszerre tobb magreceptor is jelen
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van, és ezeknek bizonyos szabalyoz6 régioi atfedést mutatnak, igy a magreceptor csalad tagjai
kozotti  kapcesolat  vizsgalata hozzédjarulhat 10j szerepek megismeréséhez a tumor

progressziojaban €s kezelésében.

Sejtvonalak vagy szdveti mintak

— B

RNS Genomi DNS Kromatin
! ! !
RMNS szekvenalas DNS szekvenalas ChIP szekvenalas
Kis RNS szekvenalas CNV array ChlA-PET
GRO szekvenalas SMP array ATAC szekvenalas
Microarray Telies genom biszulfit szekvenalas DNazl szekvendlas
3C vagy HIiC
! ! !
_ Génexpresszios profil Mutécids analizis TF kétéhely térképezés
Eretlen RNS expresszios profil Strukturalis variansok Kromatin hurkolodas
Hosszi nem kadold RNS Inzercid/delécid azonositas Kromatin hozzaférhetiseg
azonositas CNV analizis Magy hatétav
Fuzios gén transzkriptek CpG metilacio TF-DMNS interakciok
microRNS profil

Integralt genomikai nézet

6. abra: Funkcionalis genomikai eszkozkészlet. (Dhiman et al., 2018)
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2. CELKITUZESEK

A COUP-TFIl arva magreceptor jelentdségérdl daganatos folyamatokban szamos
tanulmany beszamolt, azonban genom szintli tanulmanyok kevésbé elérhetdek. Célunk az
volt, hogy megértsiik teljes genom szinten a COUP-TFII altali szabalyozasi mechanizmusokat

kiilonb6z6é daganatsejtekben. Ehhez a kovetkezo célkitiizéseket alkottuk:

e Magreceptorok altali kotOhelyek vizsgalatahoz kiemelt jelentéséggel bird kromatin
immunprecipitacio (ChlIP) karakterizacioja ERa epitopot kifejez6 fag kontrollal

e COUP-TFII, mint kevésbé tanulmanyozott ERa koregulator, cisztromjanak é&s
transzkriptomjanak feltérképezése ER-pozitiv emlddaganat sejtekben

e COUP-TFII génexpresszojanak vizsgalata kiilonbozé altipusu  emlédaganatos
betegekre vonatkozodlag, és tulélésre gyakorolt hatdsanak megallapitasa

e COUP-TFII cisztromjanak karakterizalasa egyéb kiilonboz6 eredetii daganatsejtekben
(emlédaganat, majdaganat és leukémia eredetii sejtekben)

e Angiogenezisben szerepet jatszo gének COUP-TFII altali szabalyozasanak vizsgélata

e A COUP-TFII expresszigjanak jelentésége a talélésre kiillonbozé daganatos

betegekben
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Invitro kisérletek
3.1.1. Sejtek tenyésztése és kezelése
Az MCF-7 sejteket a Hitelesitett Sejt Kultarak Eurdpai Gyiijteményétél (ECACC)
szereztiik be, mig a T47D sejteket ajandékba kaptuk Uray Ivan munkacsoportjatol. MCF-7 és
HEK293T sejtek DMEM médiumban voltak tenyésztve, melyet kiegészitettiink 10% FBS-sel,
1% L-glutaminnal és 1% penicillin-streptomycinnel. T47D sejteket RPMI-1640 médiumban
tenyésztettilk, melyet szintén kiegészitettink 10% FBS-sel, 1% L-glutaminnal és 1%

penicillin-streptomycinnel.

3.1.2. Genetikailag modositott sejtek 1étrehozasa

COUP-TFII géncsendesitett MCF-7 ¢és T47D sejtvonalakat hoztunk Iétre a
MISSION® Lentiviralis Transzdukcios Partikuldjanak hasznalataval. A kész lentivirus
tartalmazza a COUP-TFII csendesitéséhez sziikséges shRNS szekvenciat (NM_000125,
TRCNO0000003300 Clone). Kontrollként pedig egy olyan shRNS szekvencidt tartalmazé
lentivirust hasznaltunk, melynek nincs célpontja human sejtekben (MISSION® pLKO.1-puro
Non-Target shRNA Control Lentiviral Transduction Particles, SHC016V-1EA, Sigma). A
kisérletet a gyartd ajanlasanak megfeleléen hajtottuk végre. A kovetkezd pontositdsok
fiizhetéek a protokollhoz. 2,5x10* sejtet transzdukaltunk MOI=5-nek megfelel$ térfogatu
majd a virus eltavolitasa utan 24 oraval kezdédott meg a szelekcid 2 pg/ml puromycinnel.

Megfeleld sejtszam elérése utan a sejteket tovabbi kisérleti folyamatokhoz hasznaltuk fel.

3.1.3. Fag termelés poliklonalis antitest epitopjanak leképezéséhez
New England Biolabs (Ph.D.™-7 Phage Display Peptide Library Kit) el6re elkészitett

random heptapeptid konyvtarat hasznaltuk olyan fagok Ilétrehozasahoz, melyek nagy
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crer

vonalakban a kisérletrél: 5 pl (10M pfu) fag peptid konyvtarat 1 ml TBST/BSA (1% BSA
tartalmG TBST) pufferrel el6blokkoltunk 30-60 percen keresztiil szobahémérsékleten. A
blokkolt faghoz 10 pg antitestet adtunk €s rotatoron inkubaltuk 10-60 percen keresztiil
szobahon. 50 pl Protein A ¢és Protein G konjugalt magneses gyongyot kétszer mostuk
TBST/BSA pufferrel, majd 50 ul magneses gyongyot adtunk az antitest-fag komplexhez. A
reakcio elegyet 20 percig inkubaltuk szobahdn enyhe keveréssel. A gyongyeket tizszer
mostuk TBST/BSA pufferrel, majd kétszer elualtuk savas eltcios oldattal (0,2 M glicin-HCI
(pH 2,2), 1 mg/ml BSA) 20 percig szobahén. A savas eltcios oldat semlegesitéséhez 150 pl 1
M Tris-HCI puffert (pH 9,1) adtunk 1 ml eluatumhoz.

Fag amplifikacio. Ezutan a fagokat F+ER2738 baktérium torzsben szaporitottuk ugy,
hogy 25 ml baktérium kulturat a log fazis korai szakaszaban megfertoztik és 4,5-5 oran
keresztiil nem szelektiv Luria broth (LB) médiumban 200 rpm-en rézattuk, majd
centrifugaltuk a mintakat. A fagokat, melyek a feliilluszoban voltak megtalalhatoak, egy
¢jszakan at precipitaltuk 4°C-on 1/6 térfogata 20% (v/w) PEG-8000/2.5M NaCl oldattal, majd
a centrifugalt pelletet TBS-ben vettiik fel. A fagokat ismét precipitaltuk ugyanazzal az oldattal
egy-két oran keresztiil jégen. A centrifugalt pelletet 200 ul TBS pufferben vettiik fel. A fag
nm-en. A fag mennyiségére 1 ml oldatban a kovetkez6 szamitasbol kdvetkeztettiink: fagok
szama/ml = higitdls x OD260 x 2,214 x 1011. Hosszabb ideji tarolashoz 50%
végkoncentracioban glicerolt adtunk és -20°C-on taroltuk.

Monoklonalis fag termelés. Enhez a New England BiolLabs fag titralasi és plakk
amplifikdcidos protokolljat hasznaltuk néhany modositassal. Az amplifikalt poliklonalis
fagokat 10°-10"3-szorosra higitottuk LB médiumban, majd 200 pl ER2738 baktérium torzset

fert6ztiink 10 pl higitott faggal 1-15 percig a log fazis kdzéps6 szakaszaban, majd a fert6zott
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sejteket elémelegitett LB/IPTG/Xgal lemezekre szélesztettiik. A lemezeket 37°C-on egy
¢jszakén at inkubaltuk. Masnap, egy ¢éjszakat inkubalt ER2738 baktérium kultarat 1:100
aranyban higitottunk ¢és a korai log fazisig (OD600 0,3-0,5 AU ko6zo6tt) novesztettiik, majd a
lemezrél egy kiilonalld koloniat 2 ml baktérium kultaraba oltottunk. Ezutan a ,,Fdg

amplifikacio” 1épéseit kovettiik.

3.1.4. Kromatin immunprecipitacio fag kontrollal

A fag kromatin immunprecipitacios kisérlethez a kromatin kérnyezet megteremtéséhez
HEK293T sejtbdl szarmazé kromatint hasznaltunk. A kisérlethez olyan sejtbdl szarmazo a
kromatint kellett hasznalnunk, mely nem expresszalja jelentds mennyiségben a vizsgalni
kivant transzkripcios faktort, igy nem zavarva az antitest kotSkapacitasat. Igy 10 millio
HEK?293T sejtet fixaltunk 1% formaldehiddel 10 percig szobahdmérsékleten, majd a reakciot
0,125 M glicin hozzaadasaval allitottuk le 5 percig inkubalva. Ezt kdvetden a sejteket kétszer
mostuk jéghideg PBS pufferrel. A sejteket PBS pufferben kapartuk fel, majd a pelletet
szonikal6 pufferben (1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris—HCI pH 8.0, Prote4az Inhibitor)
lizaltuk 10 millié sejt/ml koncentracidban. A mintak szonikaldsa Bioruptor Plus Szonikator
késziilékkel tortént, melyet 10 ciklusra 30 masodperc be- és kikapcsolassal €s magas
intenzitasra allitottunk be, hogy elérjiik a 150-500 bp kozotti kromatin fragment meéretet.
Szonikalast kovetden a mintat maximalis sebességen (15000 rpm) centrifugaltuk, majd a
feliiluszot, a kromatint szétosztottuk egyenld részekre és -80°C-on taroltuk.

A HEK293T kromatinhoz kisérletnek megfeleld térfogati ¢s mennyiségii (1, 10 és 100
milli6) fagot adtunk, majd a kromatin-fag mixet antitest (ERa: sc-543X) konjugalt magneses
gyongyokkel precipitaltuk 4°C-on 6 6ran keresztiil IP pufferrel higitva (1,1% Triton-X, 0,01%
SDS, 167 mM NaCl, 1,2 mM EDTA, 16,7 mM Tris-HCI, Proteaz Inhibitor). Ezt kovetden a
magneses gyongyokhoz kotddd komplexet egyszer alacsony sétartalmia ChIP mos6 pufferrel

(A’ puffer: 1% Triton-X, 0,1% SDS, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI, Proteaz
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Inhibitor), egyszer magas sotartalmi ChIP mosé pufferrel (B’ puffer: 1% Triton-X, 0,1%
SDS, 500 mM NaCl, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI, Protedz Inhibitor), egyszer LiCl
tartalm ChIP mos6 pufferrel (C’ puffer: 1% NP-40, 250 mM LiCl, 1 mM EDTA, 20 mM
Tris-HCIl, 1% NaDOC, Proteaz Inhibitor) és kétszer TE pufferrel (1 mM Tris és 1| mM EDTA)
mostuk. Az antitest-kromatin komplexet 100 pl elicios pufferrel (100 mM NaHCOs;, 1%
SDS) elualtuk 15 percig razatva. A keresztkotések feloldasa 400 mM NaCl hozzaadasaval és
65°C-on torténd inkubécioval tortént legaldbb 4 6ran 4t. Ezutdn a mintdkat 10 pg RNazzal
37°C-on 30 percig és 10 ug Proteinaz K-val 1-2 érat 45°C-on 1000 rpm-en razva emésztettiik.
Az immunprecipitalt DNS-t High Pure PCR Template Preparation Kitet hasznalva tisztitottuk

a gyarto utasitasainak megfelelden.

3.1.5. Kromatin immunprecipiticio emlédaganat sejtekbol

A kromatin immunprecipitaciéhoz 15-20 millié emlédaganat sejtvonalbol (MCF-7 és
T47D) indultunk ki. A sejteket 1% metanolmentes formaldehiddel fixaltuk 10 percig
szobahomérsekleten, majd a fixalast 0,125 M glicinnel 5 percig inkubalva allitottuk le. A
sejteket ezutan kétszer mostuk jéghideg 1xPBS pufferrel. A sejteket 1 ml ChIP lizis pufferben
(1% Triton-X, 0,1% SDS, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI, Proteaz Inhibitor)
kapartuk fel, majd maximalis fordulaton centrifugaltuk. A sejtmag izolalas soran a pelletet
haromszor szuszpendaltuk ChIP lizis pufferrel. A kromatin fragmentalasat Bioruptor Plus
Szonikator késziilékkel végeztiik, melyet 15 ciklusra 30 mésodperc be- és kikapcsolassal és
magas intenzitasra allitottuk be. A szonikalds utan maximalis fordulaton (15000 rpm)
centrifugaltunk, majd a felilisz6 térfogatinak (kromatin) 90%-at vittik tovabb
immunprecipitaciora. Szekvenalashoz 15-20 milli6 sejtnek, mig kvantitativ PCR-hez 5 millio
sejtnek megfeleld kromatin mennyiséget hasznaltunk. Az immunprecipiticio egy éjszakan at
4°C-on tortént a kovetkez antitesteket hasznalva: ER (sc-543X), COUP-TFII (sc-271265X)

¢s IgG (sc-2027X). Szekvendlasra szant mintdk esetén az antitestek mennyisége 8 pug, mig
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kvantitativ PCR-re szant mintak esetén 4 pg. Az inkubaciot kdvetden 3000 g fordulatszamon
20 percig centrifugaltuk a mintakat, majd a feliiliszo térfogatanak (kromatin) 90%-hoz
eléblokkolt Protein A és Protein G konjugélt magneses gyongyoket adtunk. A mintdkat ismét
inkubaltuk minimum 6 o6ran keresztiil 4°C-on. Ezt kovetéen a magneses gyongyokhoz kotddo
komplexet magneses tartoval egyszer alacsony sotartalmt ChIP mosé pufferrel (1% Triton-X,
0,1% SDS, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI, 0,1% NaDOC, Proteaz Inhibitor),
kétszer magas sotartalmia ChIP mos6 pufferrel (1% Triton-X, 0,1% SDS, 500 mM NaCl, 1
mM EDTA, 20 mM Tris-HCI, 0,1% NaDOC, Proteaz Inhibitor), egyszer LiCl tartalmt ChIP
moso6 pufferrel (0,5% NP-40, 250 mM LiCl, 1 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI, 0,1% NaDOC,
Proteaz Inhibitor) és kétszer TE pufferrel mostuk. Az antitest-kromatin komplexet 200 ul
elucids pufferrel eludltuk 15 percig razatva. A keresztkotések feloldasa 400 mM NaCl
hozzédadasaval és 65°C-on torténd inkubacioval tortént egy éjszakan at. Ezutan a mintékat 10
png RNazzal 37°C-on 30 percig és 10 pg Proteinaz K-val 1-2 o6rat 45°C-on 1000 rpm-en
razatva emésztettiilk. Az immunprecipitalt genomi DNS-t Qiagen MinElute PCR Purification

Kitet hasznalva tisztitottuk a gyarto utasitasainak megfelelden.

3.1.6. RNS izolalas és RT-PCR

A sejteket RNS izolalashoz 6 lyukt lemezen novesztettiik, majd PBS-sel torténd
mosas utan 0,5 ml Trlzolate reagensben vettiik fel és 5 percig razattuk szobahdmérsékleten. A
fazis szeparacio 100 pl kloroform hozzaadasaval és maximalis gyorsasagu centrifugalassal
tortént. Az RNS kicsapasat a felsé vizes fazisbol 375 ul izopropanollal végeztiik. Maximalis
gyorsasagu centrifugalas utan (15 000 rpm) az RNS pelletet kétszer mostuk 75%-os jéghideg
etanollal. A pelletet ezt kdvetden vakuum-koncentratorral szaritottuk, majd nukleazmentes
vizben oldottuk fel 65°C-on 10 percig. RNS koncentraciomérést NanoDrop segitségével

végeztik.
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cDNS szintézishez minden esetben 1 pg totdl RNS-t irtunk at SuperScript III Reverse
laborunkra specifikusan egy reakciora szamolva a kovetkezd mennyiségeket allitottuk be a
sziikséges reagensekbdl: 4 pl SSII puffer (5x), 2 ul DTT (100 mM), 4 ul ANTP (2.5 mM),
0,08 pl random hexamer (3 pg/ul) és 0,08 ul SSII Mnlv enzim (200 U/ul), és 10 pl RNS
minta. A reakcidhoz a kovetkezd hdmérsékleti profilt hasznaltuk: 10 perc 25°C, 2 6ra 42°C és
15 perc 70°C. A PCR-t kovetéen a mintdkat 5x mennyiségben higitottuk nukledzmentes

vizzel.

3.1.7. Kvantitativ polimeraz lancreakcio (QPCR)

Kvantitativ polimeraz lancreakcidhoz 2x SYBR Green Master Mix-et hasznaltunk,
melyhez 2.5 puM végkoncentracioban primereket, ROX passziv referencia festéket és
nukledzmentes vizet adtunk. A mix végtérfogata 7,5 ul, és ehhez 2,5 ul mintat adtunk. Ez a
minta haromféle lehetett: egyszala fag DNS vagy ChIP-bél szarmazé genomi DNS vagy
cDNS. A PCR hémérsékléti profiljanak 5 perc 95°C, 30 mp 60°C és 30 mp 72°C lett bedllitva
40 ciklusszammal ¢és olvadaspont analizissel ABI QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR
késziileken. Az elemzés sordn a ACT modszert alkalmaztuk. A ChIP soran a normalizalas
input DNS-hez, mig génexpresszios mérés esetén ACTB (B-aktin) génhez tortént. A
felhasznalt primerek szekvenciai az 2. tablazatban talalhatéak meg.

2. tablazat: A felhasznalt primerek szekvenciai

Célgén Egyenes iranyil primer Forditott irinyd primer Kisérlet

M13 univerzalis fag

specifikus primer attcactggccgtcgtttta ggcgattaagttgggtaacg ChIP-gPCR
BAMBI ggctgcacgatgttctetc cccggaaccacaactcttt RT-gPCR
VEGFA tgtgtgtgtgtgagtggttga tctetgtgectcgggaag RT-gPCR
KRT15 ggtggtttcttcccacaaga tgatgagagtggggagtgg RT-gPCR
HEY2 atgagcataggattccgagagtg ggcaggaggcacttctgaag RT-gPCR
ACTB ccctggeacccageac gccgatccacacggagtac RT-qPCR
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3.1.8. Uj generciés szekvenalas

Az 1j generdcios szekvenalast és az azt megeldzd konyvtarkészitést a Genomi
Medicina és Bioinformatikai Szolgaltatd Laboratorium végezte. A ChIP DNS konyvtarak
[llumina’s TruSeq ChIP Sample Preparation protokolja szerint késziiltek 10 ng ChIP DNS-bél
kiindulva, majd a konyvtarak 50 bp-nyi egyiranyu leolvasasban voltak szekvenalva Illumina
NextSeq 500 rendszeren. RNS szekvenalashoz 1 pg total RNS-bdl kiindulva Illumina’s
TruSeq RNA Sample Preparation kettes verzioji protokoll alapjan tortént a konyvtarkészités.
Az elkésziilt konyvtarak Illumina NextSeq 500 rendszeren lettek megszekvenalva 50 bp-nyi

egyiranyu leolvasasban.
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3.2. Bioinformatikai elemzések

3.2.1. Adatok

MCF-7 és T47D sejtekbdl szarmazé ERa és COUP-TFII ChIP-Seq és RNS-Seq
adatokat mi generaltuk, mely NCBI BioProject ID-ja PRINA602619. A tobbi ChIP-Seq és
RNS-Seq adat publikusan elérheté adatbazisokbol szarmaznak. Mas labor altal generalt

adatok jellemzoit és szarmazasat a 3. tablazat foglalja 6ssze.

3. tablazat: Mas labor altal generalt NGS adatok forrasgyiijteménye

Sejtvonal Moédszer Célfehérje Adatbazis Azonosité szam
MCF-7 ChIP-Seq COUP-TFII ENCODE ENCSR000BUY
MCF-7 ChIP-Seq CTCF ENCODE ENCSR000AHD
MCF-7 ChIP-Seq GATA3 ENCODE ENCSRO00EWS
MCF-7 ChIP-Seq FOXA1 GEO GSM2137769
MCF-7 ChIP-Seq ESR1 GEO GSM614611
MCF-7 ChIP-Seq H3K27ac ENCODE ENCSR752U0D
MCF-7 ChIP-Seq H3K4mel ENCODE ENCSR493NBY
MCF-7 ChIP-Seq H3K4me3 ENCODE ENCSR985MI1B
MCF-7 ChlA-PET CTCF ENCODE ENCSRO00CAD

K562 ChIP-Seq COUP-TFII ENCODE ENCSR000BRS
K562 ChIP-Seq CTCF ENCODE ENCSR000BPJ
K562 ChIP-Seq GATA2 ENCODE ENCSR000BKM
K562 ChlP-Seq H3K27ac ENCODE ENCSRO00AKP
K562 ChIP-Seq H3K4mel ENCODE ENCSRO00EWC
K562 ChlP-Seq H3K4me3 ENCODE ENCSR668LDD
K562 ChlA-PET CTCF ENCODE ENCSR000CAC
K562 ChlA-PET H3K4me3 ENCODE ENCSROOOFDF
HepG2 ChIP-Seq COUP-TFII ENCODE ENCSR000BVM
HepG2 ChlIP-Seq CTCF ENCODE ENCSROO00BIE
HepG2 ChIP-Seq FOXA1 ENCODE ENCSR000BMO
HepG2 ChlIP-Seq HNF4A ENCODE ENCSRO00OBLF
HepG2 ChIP-Seq H3K27ac ENCODE ENCSR000AMO
HepG2 ChlIP-Seq H3K4mel ENCODE ENCSRO00APV
HepG2 ChIP-Seq H3K4me3 ENCODE ENCSR000AMP
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3.2.2. Uj genericiés szekvenalasi adatok elemzése

ChIP-Seq adatok. A ChIP-seq adatok analizise hazon beliil 1étrehozott szamitogépes
elemzési 1épések (Barta, 2011) kovetésével valosult meg. Ezek a 1épések nagyvonalakban a
kovetkezoek. A szekvenalasi leolvasasok Burrows-Wheeler Alignment v0.7.17 (BWA, (H. Li
& Durbin, 2009)) programmal voltak a hgl9 (GRCh37) genomhoz illesztve. Majd a cstcsok
predikcioja Model-based Analysis for ChiP-Seq (MACS2, (Y. Zhang et al., 2008)) v2.1.1
programmal tortént. Az altalunk generalt ERa és COUP-TFIlI ChlIP-Seq adatok cstcs
predikcidja HMCan programmal (transzkripcids faktor modban) tortént a DNS amplifikéaciok
miatti torzitasok kikiisziibolése végett (Ashoor et al., 2013). A miitermékek az ENCODE altal
elérhetd lista alapjan lettek kiszedve Bedtools v2.27.1 (intersectBed) programmal (Quinlan &
Hall, 2010). ENCODE altal elérhet6 ChIP-Seq adatok esetén lefedettség (RPKM) alapjan
sorbarendeztiik a csucsokat és a top 25%-ba esO csucsot hasznaltuk tovabbi elemzésekhez. A
prediktalt csucsok kozotti atfedések, kivondsok és Osszevonasok BedTools v2.27.1
programmal torténtek. Atfedések vizsgalata diffBind R csomag hasznalataval tortént. A
motivum analiziseket HOMER v4.9.1 program findMotifsGenome.pl parancsaval végeztik.
Szekvencia feldusuldsi eloszlasokat a HOMER program annnotatePeaks.pl parancsaval
szamoltuk ki 1000-2000 bp hosszsagu régiokon, majd hotérképen vagy hisztogramon
abrazoltuk a kapott eredményeket. A csucsok génekhez valo asszocidlasa szintén a HOMER
program annnotatePeaks.pl parancsaval tortént a transzkripcios strat helytdl (TSS) szamitott
+50 kb-on beliil. Génontoldgiai elemzést pedig a Genomic Regions Enrichment Annotations
Tools (GREAT) v3.0.0 segitségével végeztiik (McLean et al., 2010).

RNA-seq adatok. A nyers adatok human hgl9 referencia genomhoz illesztése TopHat
v2.1.1 programmal tortént (Trapnell et al., 2009). Az egyes génekhez tartozo leolvasosasok
szamat a featureCounts v1.6.2 program segitségével hataroztuk meg (Liao et al., 2014). A

mintak kozott kiilonb6zéen expresszald gének azonositasa R v3.5.1 alatt futo edgeR v3.22.3

37



programmal tortént FDR 0.01 hatarérték beallitasaval (Robinson et al., 2009). A kiilonbdz6en
kifejez0d6 géneket génszett feldusulasi analizishez (GSEA) hasznaltuk annak
megallapitasara, hogy milyen bioldgiai folyamatokkal mutatnak hasonlésagot. A génjeinket
az FC, vagyis a valtozds mértéke alapjan eldre sorba rendeztilk. GSEA elemzés soran a
,Molecular Signatures Database (MSigDB)” adatbazis ellendrzott génszettjeihez (C2: curated
gene sets) kerestiink hasonlosagot FDR<0.25 hatarértékkel GSEA szoftver 3-as verzidjanak

hasznalataval.

3.2.3. Betegekbdl szirmazoé adatok elemzése

Emldédaganatos betegek adatai a ,,The Cancer Genome Atlas” adatbazisbol
szarmaznak, melyet a cBioPortal segitségével toltottiink le (Ciriello, Gatza, Beck, Wilkerson,
Perou, et al., 2015). Feldolgozott RNA-Seq-b6l szarmazé ,,z-score” adatokat hasznaltunk
génexpresszios analizishez. A tulélési adatokat a betegek nagy csoportjat Gsszegytijtd

KMPIlotter adatbazis adatai alapjan dolgoztuk fel (Gyorffy et al., 2010).

3.2.4. Statisztikai szamitasok

A statisztikai szamitasokat GraphPad Prism 6-os verzidji szoftverrel végeztiik.
Shapiro-Wilk tesztet hasznaltunk az adatok normalitasanak eldontéséhez (Gaussi eloszlasanak
ellendrzéséhez). Két csoport kozotti kiillonbség vizsgalatdhoz normal eloszlas esetén t-tesztet
hajtottunk végre, mig nem normal eloszlds esetén Mann-Whitney tesztet. Parositott
parametrikus adatok esetén pdrositott t-tesztet, mig nem parametrikus eloszlds esetén
Wilcoxon tesztet hasznaltunk. Tébb csoport kozotti kiillonbség teszteléséhez ANOVA probat
hasznaltunk. Kaplan-Meier tulélés teszteléshez Mantel-Cox teszt volt hasznalva. A p
értékeket csillaggal jeldltiik, ahol * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 és **** P <0,0001

értékek voltak szignifikansan jeldlve.
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3.2.5. Vizualizacio

Az abrak tobbsége GraphPad Prism 6-os verzidjaval vagy R v3.5.1 alatt fut6 ggplot2
v3.0.0 csomagjaval késziiltek. A heatmapek elkészitéséhez Java TreeView v1.1.6 szoftvert
hasznaltunk (Saldanha, 2004). Proporcionalis Venn diagramok a BioVenn program

segitségével késziiltek (Hulsen et al., 2008).
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4. EREDMENYEK

4.1. Kromatin immunprecipiticié Kkarakterizalaisa ERa epitopot kifejezo fag

kontrollal

Magreceptorok altal kotott DNS szabalyozo elemek vizsgalatahoz egyik legelterjedtebb
modszer a kromatin immunprecipitacido (ChIP). A kromatin immunprecipiticido komplex és
tobb 1épéses folyamat, amely tobb szinten kivan kontrollt és normalizaciot. Az egyik
legfontosabb, hogy ismerjiik a kivalasztott antitestiinket az alkalmazott modszerben.
Kisérleteink soran a Santa Cruz Biotechnology altal forgalmazott ERa antitestet (sc-543X)
hasznaltunk, melyet tobb szaz publikacioban hasznaltak a forgalmazo adatai alapjan. Célunk
volt, hogy ezzel a jol ismert antitesttel egy szabvanyositott, kontrollal ellendrizhet6 ChIP
kisérletet allitsunk be, ezért a laborunkban kifejlesztett modszer segitségével ERa epitopot
kifejez6 fagot hoztunk 1étre fag bemutatassal. A fag kivaloan alkalmas fehérje és DNS kozotti
interakci6é tanukmanyozasahoz, ugyanis a fag burok fehérjéje képes az altalunk vizsgalni
kivant fehérje egy bizonyos rovid részletét kifejezni, mig a fagban 1év6 ismert egyszalu DNS
szekvenciaval ki tudjuk mérni a DNS-t gPCR-rel. A NEB Ph.D.™-7 random heptapeptid
konyvtar segitségével tobb kords ciklus utan egyedi monoklondlis fagklonokat hoztunk Iétre.
A klénokat kiilon-kiilon teszteltiik kromatin immunprecipitacioban, ahol HEK293T sejtekbdl
szarmazo kromatint hasznaltunk pufferként a kromatin kornyezet biztositasa érdekében.
HEK293T sejtek alig expresszalnak ERa-t, ezért ,,spike-in” kontroll reakciohoz tudtuk
hasznalni. A ChIP kisérletek soran HEK293T kromatint tartalmazo oldathoz adtunk
kiilonb6zé mennyiségli ERa fagokat.

Elészor tiz monoklonalis fag esetében azt teszteltiik, hogy melyik klonok hasznalhatdak
ChIP reakcidhoz. Ennek soran megvizsgaltuk, hogy mennyi fagot tudunk visszanyerni a teljes
ChIP eluciobdl, illetve mennyi marad veszteségként az IP pufferben, azaz mennyi az, ami

nem tudott kotédni az ERa antitestiinkhéz (7. abra A). Két olyan klont (#4 és #9 klon)
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talaltunk, amelyet a vissza tudtunk nyerni a teljes folyamat utdn. Tovabb vizsgalva ezeket a
klonokat azt vizsgaltuk meg, hogy 100, 10 000 és 1 000 000 fagklont hozzaadva a ChIP-hez,
mennyit tudunk visszanyerni az antitestiinkkel. Az eredményeink azt mutatjak, hogy 100
fagot hasznalva ~60%-0t, mig ha ennél tobb fagot hasznaltunk, akkor ~80%-ot tudtunk
visszamérni az elacioban (7. abra B). Tovabbi kisérleteinkhez a #9-es ERa epitopot kifejezo

fag klont hasznaltuk, ennek megvizsgéltuk még a reprodukalhatdsagat és stabilitasat.
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7. abra: Egyedi fag klonok tesztelése. A) Egyedi klonok tesztelése egy ChIP kisérlet folyaman. B)
ERa #4-es és #9-es klon kiilonbdzé mennyiségben valo tesztelése ChIP-ben.

Megismételhetdség tesztelése soran 1 000 000 és 100 000 fagot hasznaltunk két kiilon
ChIP kisérletben, melynek eredményeként azt lathatjuk, hogy két kisérletben a kiilonb6z6
mennyiségli fagok ellenére is ugyanazt az eredményt kaptuk (8. abra A). Kovetkezékben
Osszehasonlitottuk a fagyasztott és frissen termelt monoklonalis fagokat. Hosszabb idejii
tarolds soran a fagokat -20°C-on glicerolban tartjuk, és kivancsiak voltunk hogyan

befolyasolja ez a fagok hasznalatat ChIP reakcioban. Azt talaltuk, hogy a fagyasztott fagok
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hasznalata soran ~10%-kal csokkent az IP hatékonysag, mig a frissen termelt fagok esetében
az korabbi eredményekhez hasonld IP hatékonysagot figyelhetiink meg (8. abra B). A fag
alapu rendszer elénye, hogy konnyen Ujrandveszthetéek baktérium térzsekben, igy barmikor

elérhetdek rovid 1dén beliil.
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8. abra: Fag rendszer reprodukalhatésaga és stabilitasa. A) Egy millio és szazezer fagot hasznalva
lathatjuk reprodukalhatosagot két kiilon kisérletbdl. B) Egy millio fagyasztott és frissen termelt fag
kozotti kiillonbség tesztelése. 1zotipus kontrollként IgG volt hasznalva.

A fag rendszer lehetdvé teszi, hogy megvizsgaljuk a ChIP reakcid soran létrejovd epitop
veszteségeket. Eddigiek alapjan azt lattuk, hogy az elucioban 1évd fagvisszanyerés ~50-60%
volt, mig az IP pufferben a fagveszteség 20% koriili. A maradék veszteség a magneses
gyongyokhoz és miianyagokhoz (csovek, pipettahegyek) valo kotédés miatt veszhetett el. A
tovabbiakban ennek figyelembevételével végeztiik el a ChIP kisérleteinket. Fag kontrollal a
kisérletek megkezdése eldtt jol kisziirhetd az antitesteknél gyakran eléforduld termelési sarzs

variabilitds. Osszességében ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a fagok mint ,,spike-in”

kontrollok alkalmazhatoak a kromatin immunprecipitacié soran.
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4.2. COUP-TFII, mint ERa koregulator ER-pozitiv emlédaganatban

A COUP-TF arva magreceptorral kapcsolatban mar szamos kutatd beszamolt arrol, hogy
kolcsonhatasban van ERa magreceptorral (C M Klinge et al., 1997; Métivier et al., 2002),
azonban genomszintii tanulmanyok nem allnak rendelkezésre. Kutatasunk soran a COUP-
TFII szerepét vizsgaltuk meg ERa mediadlt szabalyozasokban teljes genom szinten
emlOdaganat sejtekben, ehhez ERa és COUP-TFII ChIP-et kdvetd szekvenalast alkalmaztunk
ERa-pozitiv. MCF-7 és T47D sejtekb6l. A 9. abran lathatdak az ER és COUP-TFII
kotéhelyek néhany specifikus ERa célgénnél MCF-7 és T47D sejtekben. Az abra alapjdn mar
lathato, hogy a COUP-TFII kot6helyek nagyrésze atfed ERa kotohelyekkel, ezért diffBind
programmal is szamszertsitettilk az ERo és COUP-TFII kozott atfedd régiokat. Azt talaltuk,
hogy a COUP-TFII kotéhelyek ~90%-a fed at ERa kotohelyekkel (10. abra) MCF-7
sejtekben, ami azt jelzi, hogy a COUP-TFII jelentds része van jelen az ERa altali szabalyozasi
programban. A kovetkezokben Gsszehasonlitottuk, hogy a COUP-TFII-vel atfedé ERa, csak
ERa vagy csak COUP-TFII kotéhelyeknél talalhatd magasabb ChIP-Seq jelintenzitas. Az
eredmény azt mutatja, hogy az atfedé kotdhelyeknél magasabb az ERa és COUP-TFII ChIP-
seq jelintenzitas van, mint a magreceptoroknal énmagukban (10. abra). Ugyanezeket az
eredményeket meg tudtuk erdsiteni T47D sejtekben is, attdl fliggetleniil, hogy a COUP-TFII
kotohelyek szama sokkal alacsonyabb (11. abra). Ennek az alacsony kotéhely szamnak az az
oka, hogy a COUP-TFII kifejezodése is alacsonyabb T47D sejtben, mint MCF-7 sejtekben.
Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a COUP-TFII szerepet jatszhat az ERa altali

szabalyozasi programban.
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9. abra: ChlIP-Seq IGV képernyékép az ERa és COUP-TFII kotohelyekrél MCF-7 és T47D
emlédaganat sejtekben.
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10. abra: ERa és COUP-TFII atfed6 kotéhelyek azonositasa MCF-7 sejtekben. A) Venn diagram
és B) hétérkép mutatja az ERa és COUP-TFII kétéhelyek kozotti atfedd régiokat. C) Hisztogramok
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11. abra: ERa és COUP-TFII atfedé kotéhelyek azonositisa T47D sejtekben. A) Venn diagram
mutatja az ER és COUP-TFII kotShelyek atfedésének szamat T47D sejtekben. B) Hisztogramok
mutatjak az ERa és COUP-TFIlI ChIP-seq jelintenzitast az atfedé6 ERa és COUP-TFII és egyedi
kotohelyek koriil T47D sejtekben.
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Azért, hogy megvizsgaljuk a COUP-TFII és ERa kolokalizalt régiok koril 1évo aktiv
kromatin allapotot, kiilonb6dz6 hiszton modositasokbol szarmazo ChIP-Seq adatot hasznaltunk
az ENCODE adatbazisbol, melyeket Gijraclemeztiink. Bizonyos hiszton modositasok jelenléte
meghatarozza az adott szabalyozo6 régio jellegét. H3K27ac és/vagy H3K4mel jelenléte foként
aktiv enhanszerrel, mig H3K4me3 aktiv prométerrel korreldl. Megvizsgalva ezt a harom
hiszton modositast COUP-TFlI-el egyiitt kotott ERa és csak ERa kotéhelyeknél, azt talaltuk,
hogy COUP-TFII-el egyiitt kotott ERa régiok magasabb jelintenzitasat mutatjak azoknak a
hiszton moédositasoknak, amelyek aktiv enhanszer jelenlétével fiiggnek Ossze, mint az ERa
onmagaban (12. abra). A promoéter specifikus H3K4me3 intenzitasaban nem latunk
kiilonbséget COUP-TFII egyiitt kotott vagy onmagaban ERa altal kotott régiok kozott. Ezek
az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a COUP-TFII foként az aktiv enhanszer

elemeken taladlhat6 ERa altali szabalyozasi programban van jelen.
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12. abra: Hiszton médositasok az ERa és COUP-TFII atfed6 és egyedi ERa kotéhelyek Kkoriil.
Hisztogramok mutatjak a H3K27ac, H4K4me3 és H3K4mel ChIP-Seq jelintenzitasanak eloszlasat az
ERa és COUP-TFII atfedo és egyedi ERa kotohelyek kortil.

Az ERo altali szabalyozasokban szamos kiemelked6 jelent6ségi  kofaktorokat
azonositottak mar, tobbek kozott a FOXA1 és GATA3 faktorokat. Annak vizsgalatara, hogy a
COUP-TFII és ERa atfedé kotOhelyeknél, csak ERa és csak COUP-TFII kot6helyeknél

milyen egyéb transzkripcios faktorok lehetnek jelen, motivumelemzést hajtottunk végre

HOMER programmal. Eredményeink azt mutatjak, hogy az ERa és COUP-TFII atfedo
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kotohelyeknél a magreceptorokra jellemzé NR félhely, FOXA1 és GATA3 motivum mutat
jelentds feldusulast, ugyanezen faktorok megjelennek a csak ERa kdtohelyeknél, azonban itt
az ERa-ra specifikus Osztrogén valaszado elemet (ERE) lathatjuk feldasulni (13. abra). A
COUP-TFII kotohelyeknél a korabban mar leirt COUP-TFII-re specifikus DR1 elem és CTCF
lathat6. Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a COUP-TFII mellett ugyantgy jelen
vannak a FOXA1 és GATA3 kofaktorok, mint 6nmagaban az ERo mellett.

A kovetkezd 1épésben azt vizsgaltuk meg, hogy a FOXA1, GATA3 ¢és CTCF milyen
intenzitassal kotodik az atfedé és egyedi régiokhoz. Ehhez MCF-7 sejtekbdl szdrmazo
FOXA1, GATA3 és CTCF ChIP-seq adatokat toltottiink le az ENCODE adatbazisbol ¢€s
ujraclemeztilk az adatokat. ChIP-seq jelintenzitas vizsgalatanal azt talaltuk, hogy a COUP-
TFII és ERa atfedd kotohelyeken jelentdsen nagyobb intenzitdsokat figyelhetiink meg
FOXAT1 és GATAS3 tekintetében, mint 6nmagukban a magreceptoroknal (14. abra). CTCF
tekintetében pedig azt figyelhetjik meg, mint a motivumelemzés eredményénél, hogy
onmagaban a COUP-TFII ko&tohelyeknél lathato nagyobb CTCF feldisulas. Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy a COUP-TFII mellett a FOXA1 ¢s GATA3 is jelen van az

ERa mediélt transzkripcios programban.

ERa és COUP-TFII atfedd kotéhelyek Csak ERa kétéhelyek Csak COUP-TFII kotéhelyek

A_’IQA NR  1e-1959 42.60% 26008 T0.0c: ERE  1e-3879 9.61% _L_ICAQA Cxea DRI 1e-226 14.67%

TeTTTAG .o FOXA1 11607 2370% TalTTaG. . FOxat te-3218 2383% 20001 iluc. cTCF 1ed3 3.87%
aCAT o . catas teets 3091% ACATan_Ar. catAs 1e-1224 17.60%  8C0ea 5CCTCA R 1e20 354%

A_T_;_&;ICA,ﬁ AP-1  1e-424 6.27% NG %U_ AP2y  1e-1113 13.36%
<Cc. ~wc  AP2y  1e-378 11.14% _I : Q=ICA AP-1  1e-1095 7.64%
Cél szekvencia = 22 153 Cél szekvencia = 60 084 Cél szekvencia = 2 147
Hattér szekvencia = 26 931 Hattér szekvencia = 58 247 Hattér szekvencia = 47 243

13. abra: Motivumelemzés az ERo és COUP-TFII atfedo és egyedi magreceptorok altal kotott
régiokon MCF-7 sejtekben.
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14. abra: Kofaktorok azonositasa ERa és COUP-TFII altal kotott és egyedi magreceptor altal
kotott régiokon. A) Hotérkép mutatja a FOXA1, GATA3 és CTCF ChIP-Seq jelintenzitasat a
magreceptorok altal kotott régiok centrumahoz képest + 1kb-ra. B) Hisztogramok mutatjdk a
kofaktorok jelintenzitasat az atfedo €s egyedi kotott régiok kozott.

4.3. COUP-TFII szerepe emlédaganat sejtek génexpressziojaban

Eml6daganat sejtekben a COUP-TFII altali génexpresszios szabalyozasok vizsgalatahoz,
COUP-TFII csendesitett ER-pozitiv emlédaganatbol szarmazo sejtvonalakat hoztunk létre
lentivirdlis alapu shRNS géncsendesitést alkalmazva. A géncsendesités soran COUP-TFII
génjére specifikus (shCOUP) és kontrollként (shCTRL) egy nem-specifikus shRNS-t
tartalmazé lentivirusokkal transzdukaltunk MCF-7 és T47D sejteket. Legalabb kéthetes
puromycin szelekcidt kdvetden tovabbi kisérletekre készitettiik el6 a sejteket. A COUP-TFII
géncsendesités mértékét mRNS szinten RT-gqPCR-ral ellendriztik (15. abra). MCF-7
sejtekben a COUP-TFII mRNS szintje ~70%-kal, mig T47D sejtekben ~90%-kal csokkent. A
tovabbi kisérletekhez ezeket az RNS mintdkat hasznaltuk.

Azért, hogy teljes genom szinten megvizsgaljuk a kiilonbozden expresszalodod géneket a
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kontroll ¢és COUP-TFII csendesitett emlédaganatbol szarmazo sejtvonalakban, RNS
szekvenalast hajtottunk végre. Géncsendesitést kovetden MCF-7 sejtekben 524 magasabban
kifejez6dé és 388 alacsonyabban kifejez6dé gént, mig T47D sejtekben 378 magasabban
kifejez6dé és 624 alacsonyabban kifejez0d6 gént azonositottunk FC > |1,5] és FDR<0,01
hatarértékkel edgeR program hasznalataval. MCF-7 sejtekben a kapott génlistat lesziikitettiik
annak fliggvényében, hogy a valtozott gén promoterén, enhanszerén vagy szuper-enhanszerén
talalhato-e COUP-TFII kotohely. T47D sejtekben az alacsony COUP-TFII kotdhelyek szama
miatt ezt nem tudtuk megtenni. Igy kapott MCF-7 és T47D sejtekben kiilonbozéen
expresszalodo gének kozott 145 atfedést talaltunk, melyek kozott olyan géneket talalhatunk,
mint a TFF1, HEY2, CDH1, AR, RXRA ¢és BAMBI gének. KovetkezOkben az MCF-7
sejtekben valtozd génlistainkat GSEA elemzéssel Osszehasonlitottuk egy adatbazisban
meglévo génszettel annak vizsgalatara, hogy a mi génlistank milyen bioldgiai folyamatokhoz
kothetoek (16. abra). Azt talaltuk, hogy a magasabban kifejez6d6 génjeink olyan
folyamatokhoz kotheté génekhez hasonlitanak, melyeknek csokkent expresszidja van
tamoxifen rezisztens sejtekben, viszont Osztrogén kezelés hatasara expressziojuk fokozodik.
Mindez azt sugallja, hogy a valtozo génjeink ERo altal is szabalyozott gének. Az
alacsonyabban kifejez0dé génszettiink 0sszehasonlitasdnal olyan géneket taladltunk, melyek
DREAM komplex célgének is, azaz fontos szerepet toltenek be a sejtciklus szabalyozasaban.
Néhany kiilonbozéen expresszalodd gént (BAMBI, KRT15 és HEY2) RT-gPCR-rel is
validaltunk, melyek megerdsitik az RNS szekvenalasban kapott eredményt (17. abra).
Osszességében ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a COUP-TFIl-nek

fontos szerepe van az ERa medialt transzkripcios szabalyozasokban.

48



MCF-7 T47D

0.0100
C C
S 0.20- S
? ? 0.0075 1
o o
£ 0.15- <
(0] (0]
2 20,0050
£ 0.10 =
© ©
< .05 < 0.00251
[0 [
e |
0.00- 0.0000
shCTRL shCOUP shCTRL shCOUP

15. abra: COUP-TFII mRNS szintje a COUP-TFII géncsendesités utain MCF-7 és T47D
sejtekben RT-qPCR-rel mérve.
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16. abra: COUP-TFII altal szabalyozott gének MCF-7 sejtekben. A) Hotérkép mutatja a
kiilonbozéen expresszalddott géneket a kontroll és COUP-TFII géncsendesitett mintak kozott. B)
GSEA elemzés mutatja azokat a génszetteket, melyek az altalunk azonositott kiilonbozéen
expresszalodott génekhez legjobban hasonlitanak. NES: normalizalt feldasulasi pontszam. C)
GSEA abrak mutatjak két specifikusan kivalasztott génszettben az egyez6 gének eloszlasat.
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17. abra: COUP-TFII csendesitést kovetéen MCF-7 sejtekben kiilonbozéen expresszalodé gének
mRNS szintjének validalasa. A) Heatmap mutatja RNS szekvenalas alapjan néhany kiilonbozéen
expresszalodo gént (z-score). B) Ugyanezen gének validalasa RT-qPCR modszerrel.

4.4. COUP-TFII jelentésége emlédaganatos betegekben

COUP-TFII génexpresszidjanak vizsgalatdhoz kiilonbozd alcsoportjait hasznaltuk az
emlédaganatos betegeknek azért, hogy kozelebbi képet kapjunk a COUP-TFII fontossagarol
az egyes altipusokban. Ehhez a vizsgalathoz TCGA adatbazisba feltoltott 817 emlédaganatos
beteg adatait tartalmazé RNS szekvenalasi adatokat hasznaltuk (Ciriello G Cell 2015). A
betegeket hisztoldgiailag invaziv ductalis karcinoma (IDC), invaziv lobularis karcindma
(ILC) ¢és kevert IDC/ILC csoportra osztottuk. Ezen feliil az IDC csoportban PAMS50
(génexpresszios jellegzetesség alapjan létrehozott alcsoportok) szerinti alcsoportokat
(luminalis A, luminalis B, HER2 pozitiv és bazalis) hoztuk létre, mig az ILC és kevert
csoportban nem végeztikk el ezt a csoportositast, mivel a betegek nagy része (~90%-a)
luminalis A alcsoporthoz tartozik. Az igy kialakitott hat csoportban 6sszehasonlitottuk az ERa
és COUP-TFII kifejez6désének mértékét (18. abra A). A HER2 pozitiv és bazalis alcsoport
ER negativ emlédaganat, igy a vartnak megfeleléen az ERa szintje alacsony, és ugyanez
figyelhet6 meg a COUP-TFII esetében is. Az ER-pozitiv alcsoportokban a COUP-TFII

expresszidja is jelentds az ERa mellett. Az eredményekbdl még az lathatd, hogy a COUP-
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TFII expresszioja ILC luminalis A csoportban szignifikansan (p<0,0001) magasabb, mint IDC
luminalis A csoportban.

Ezt kovetden megvizsgaltuk a betegségmentes talélési aranyt (DFS) arra alapozva, hogy a
COUP-TFIl-nek magas vagy alacsony az expresszidja ER-pozitiv és ER-negativ
emldédaganatos csoportban (18. abra B). Azt talaltuk, hogy ER-pozitiv csoportban a COUP-
TFII magas expresszidja szignifikansan (logrank P<0,0001, Mantel-Cox teszt) jobb tiléléshez
jarul hozza, mint a COUP-TFII alacsony expresszidja. Az ER-negativ csoportban nem
lathatunk kiilonbséget a tulélésben a két COUP-TFII expresszios szint kozott. Az ER-pozitiv
csoportot tovabbi luminalis A és B alcsoportra osztva vizsgaltuk meg a tulélést. A két csoport
kozott HER2 pozitivitasban van kiilonbség, tehat a luminalis A ER+/HER2-, mig a luminalis
B ER+/HER2+. Azt talaltuk, hogy a COUP-TFII magas expresszidjahoz kothetd jobb talélés
csak a luminalis A csoportban figyelheté meg, a luminalis B csoportban nincs kiilonbség a
talélésben a COUP-TFII expresszidos szintjére vonatkozolag. Mindez arra enged
kovetkeztetni, hogy a COUP-TFIl-nek kulcsfontossag szerepe van olyan ER-pozitiv
emlédaganatos betegek tulélésében, akik luminalis A alcsoportba (ER-pozitiv, de HER2

negativ) tartoznak.
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18. abra: COUP-TFII expresszidja emlédaganatos betegekben. A) Dobozdiagram mutatja az ERa
és COUP-TFII génjének expressziojat kiilonbozd altipusi emlédaganatos betegekben. Mann-
Whitney teszt, * jelzi a szignifikanciat P<0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, **** P <0,0001
értéknél. B) Kaplan-Meier-féle tulélési gorbék mutatjak a betegségmentes talélési szazalékot
(DFS) a COUP-TFII expresszidjanak mértéke alapjan emlddaganatos betegek kiilonb6zo
alcsoportjaiban. Statisztika Mantel-Cox teszttel lett szamitva.

4.5. COUP-TFII kotéhelyek feltérképezése kiillonb6zé eredetii daganatsejtekben

A COUP-TFII kotohelyek genomi eloszlasarol kiilonbozé daganatsejtekben keveset
tudunk, ezért az emlédaganat sejtek mellett maj és leukémia eredetii daganatsejtekben
vizsgaltuk meg a COUP-TFII kotddését genom szinten. A vizsgélathoz az ENCODE Projekt
altal generalt nyers ChlP-Seq adatokat hasznaltuk, minimalizalva ezzel a kiillonb6z6 Kisérleti
és szekvenalasi modszerekbdl eredd kiilonbségeket. Az adatok letdltése utan a biologiai

replikékat dsszevontuk, majd a sajat bioinformatikai eszkdzkészletiinkkel ujra elemeztiik dket.
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Ahhoz, hogy biztosabb képet kapjunk a valédi COUP-TFII kotohelyeket illetdleg, tigy a
cstcsok predikcidja utan a kotOhelyeket RPKM alapjan sorbarendeztiik és kotohelyek top
25%-4at hasznaltuk a tovabbi elemzésekhez. Osszesen 64149 COUP-TFII kotohelyet
prediktaltunk a harom sejtvonalban, melynek 2,35%-a (1509/ 64149) mutat atfedést
mindharom sejtvonal k6zott (harom sejt-tipusban atfedé COUP-TFII), mig kotéhelyek nagy
része csak egy adott sejt tipusban van jelen (sejt-tipus specifikus COUP-TFII) (20. abra A). A
19. abra szemlélteti a harom sejt-tipusban atfedd6 COUP-TFII kotOhelyet az NFE2 génnél és
sejt-tipus specifikus COUP-TFII kotohelyeket az NFE2, APOB és TMPRSS3 géneknél. A
kotohelyek eloszlasat tekintve teljes genomra nézve azt mondhatjuk, hogy a harom sejt-
tipusban atfedé6 COUP-TFII kotohelyek ~40%-a, mig az egyedi sejtekre jellemzé COUP-TFII
kotéhelyeknek csak ~10%-a talalhaté promoter régioban (20. abra B). Annak vizsgalatara,
hogy a COUP-TFII kotéhelyek az egyes sejt tipusokban milyen bioldgiai folyamatokhoz
kothetd gének kozelében dusulnak fel, arra a GREAT programot hasznaltuk. Ennek
eredményeként azt taldltuk, hogy a COUP-TFII kotohelyek olyan gének kozelében
talalhatoak, melyek az adott sejtre jellemz06 bioldgiai folyamatokhoz kothetéek (21. abra).
Mindezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a COUP-TFII kotéhelyek sejt-tipus specifikus
kotésmintazatot mutatnak, és olyan régidkhoz kothetdek, ahol a sejt azonossagért felelds

gének talalhatoak.
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atfedé6 K562 specifikus HepG2 specifikus MCF-7 specifikus
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19. abra: Sejt-tipus specifikus és harom sejt-tipusban atfedé6 COUP-TFII kotohelyek
A) MCF-7 B)
TTS- csticsok (%)
17 553 promoter-TSS -- - 0

nem kdédold -

1509 oo I =

exon-

15 752 5 10
3-

, tfedd MCF-7 HepG2 K562
HepG2 K562

20. abra: A harom Kiilonbozé sejt-tipusban atfedé6 COUP-TFII kotohelyek. A) Venn diagram
mutatja harom kiilonbdz6 sejtben atfed6 COUP-TFII kotéhelyek szamat. B) Hotérkép mutatja a harom
sejt-tipusban atfed6 és sejt-tipus specifikus COUP-TFII kotohelyek genomi eloszlasat. A szinek a
kotohelyek szazalékos aranyaval megegyezéek.

GO Biolégiai Folyamatok
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M JAK-STAT kaszkad ndvekedési hormon jelatvitelben
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I szteroid metabolikus folyamatok
1 I akut fazis reakcid
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21. abra: COUP-TFII kotéhelyekhez kiotheto biologiai folyamatok. Egyedi és harom sejt-tipusban
atfed6 COUP-TFII kotohelyekhez kothetoek folyamatok a GO adatbazis alapjan.
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4.6. COUP-TFII kotéhelyekhez kotodé kofaktorok azonositiasa

A  COUP-TFIl mellett jelenlévé kofaktorokrol kevés ismeretiink van, ezért
motivumelemzést hajtottunk végre a harom sejt-tipusban atfedé és sejt-tipus specifikus
COUP-TFII kotéhelyeknél (22. abra). Az elemzésképpen a tobbi magreceptorhoz hasonléan
a magreceptorokra jellemzé AGGTCA motivum (NR) feldisulasat figyelhetjiilk meg mind az
atfedé ¢és mind az egyedi sejtvonalakban. Ezen kiviil azt lathatjuk még, hogy MCF-7 és
HepG2 sejtekben a FOXAL motivum, mig K562 sejtekben a GATA motivum jelenik meg
jelentds mértékben. A harom sejt-tipusban atfedd6 COUP-TFII kotéhelyeknél pedig a CTCF

motivum feldusuléasat figyelhetjiik meg.

Harom sejtben atfedé COUP-TFII kotéhelyek
p-érték  Ceél%  Hattér%
A TCA NR 1e-357 53.15% 10.84% COUP-TFII kétéhelyek HepG2 sejtben
. CCQQCT T, CTCF  1e-109 11.00% 1.04% = GAaAU;.CA NR/IDR1 1e-1656 37.73% 10.33%

TCASTCA.. AP 1e-t04 1160% 1.29% ToTTTAC. .+ FOXa1 1e-1087 2512% 6.66%
Tefjes cél szekvencia = 1 509 TE,'UES hattér szekvencia = 45 994 .:.‘;CC?QCT TG CTCF 1e-403 4.87% 0.56%

COUP-TFII két6helyek MCF-7 sejtben Teljes cél szekvencia = 14 555 Teljes hattér szekvencia = 34 725

CAGGTCA  NR O 1e-1908 64.58% 30.24% COUP-TFII két6helyek K562 sejtben

TA.ITTAG(I\:} FOXA1 1e-1261 24.71% 6.56% - ATAA, GATA 1e-3635 51.34% 10.21%
TOATCA. APt tet2az 17.20%  s8% JJOALTOA. APt 1e1027 1294%  1.81%
b len (L0, GRHL2 1e-1107 1321% 198%  __.a[TCA NR 1e939 27.73% 9.38%

Teljes cél szekvencia = 17 553 Teljes hattér szekvencia = 32 055  16ljes cél szekvencia = 15752  Teljes hattér szekvencia = 33 756

22. abra: Transzkripcios faktorok motivumanak felddsulasa harom sejt-tipusban atfedé és
egyedi COUP-TFII kotéhelyeknél

A motivum elemzés eredményére alapozva, arra voltunk kivancsiak, hogy a kofaktorok
milyen ChIP-Seq jelintenzitassal vannak jelen a harom sejt-tipusban atfedé és egyedi
sejtekben jelenlévé COUP-TFII kotohelyeknél. Mindemellett tekintetbe véve azt, hogy a
mester transzkripcios faktorok szintén magreceptorok, MCF-7 sejtekben az ERa, mig HepG2

sejtekben a HNF4a, amelyek képesek NR motivumhoz kotédni, igy ezen faktorok intenzitasat
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is megvizsgaltuk. K562 sejtekben a mester transzkripcios faktor a GATA2. Mester
transzkripcids faktor alatt itt olyan fehérjéket értiink, amelyek magas expresszios szintet
mutatnak az adott sejtben, és olyan géneket szabalyoznak, melyek sejt-tipus specifikus
szabalyozasért felelosek, fenntartva igy a sejtre jellemzd fenotipust (Sunny Sun-Kin Chan
2013). Az eltéré ChIP-Seq kisérletekbdl szarmazé kiilonbségek kikiiszoboléséhez a kapott
jelet az adott kisérlet medianjara normalizaltuk. Azt talaltuk, hogy a COUP-TFII kotéhelyek
tobbségénél megfigyelhetdek a mester transzkripcios faktorok, FOXA1 és CTCF is. Tovabba
azt lathatjuk, hogy a harom sejt-tipusban k6z6s COUP-TFII kotohelyeknél a CTCF szignal
nagyobb, mint a sejt-tipus specifikus COUP-TFII kotohelyeknél, mig a sejt-tipus specifikus
COUP-TFII kotohelyeknél inkabb a mester transzkripcids faktorok jelintenzitasa a
jelentdsebb (23. abra). Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a sejt-tipus
specifikus COUP-TFII kotohelyeket a mester transzkripcidos faktorok, mig a harom sejt-

tipusban atfedd COUP-TFII kotohelyeket a CTCF jelenléte hatarozza meg.
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23. abra: Kofaktorok jelenléte a COUP-TFII Kkotéhelyeknél. A) COUP-TFII és egyéb
koregulatorok ChIP-Seq jelintenzitasanak eloszlasa COUP-TFII kotohelyek centrumahoz képest a
harom kiilonb6z6 sejtben. B) Hisztogramok reprezentaljak a COUP-TFII és kofaktorainak a ChIP-Seq
jel denzitasat a harom sejt-tipusban atfedo és egyedi COUP-TFII kétohelyek koriil.
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4.7. COUP-TFII kotohelyek a sejt-tipus specifikus szabalyozasban

A COUP-TFII kromatin kornyezetének vizsgalatahoz el6szor megnéztiik, hogy a COUP-
TFII milyen aranyban van jelen az adott sejtre jellemz6 mester transzkripcids faktor és CTCF
mellett a kiilonboz6 sejtekben. Ehhez a vizsgalathoz diffBind analizist hasznaltunk, melynek
eredményeképpen azt kaptuk, hogy a mester transzkripcios faktorok tobb mint fele atfed
COUP-TFII kotohelyekkel egy-egy sejtvonalon beliil, illetve a CTCF tobb atfedést mutat
COUP-TFII-vel, mint a mester transzkripcios faktorokkal (24. abra). Mindez azt sugallja,
hogy a COUP-TFII részt vesz két kiilonb6z6 funkciojh transzkripcids faktor szabalyozasaban.
Tovabbiakban azt is megvizsgaltuk, hogy a harom sejt-tipusban atfed6 és sejt-tipus specifikus
COUP-TFII kotéhelyek milyen aranyu atfedést mutatnak CTCF-el és mester transzkripcios
faktorral. Azt talaltuk, hogy a sejt-tipus specifikus COUP-TFII kotéhelyek foként mester
transzkripcios faktorokkal, mig harom sejt-tipusban atfedé6 COUP-TFII kotohelyek CTCF-el
mutatnak nagyobb mértékii atfedést. Mindez megerdsiti korabbi eredményiinket, hogy a
COUP-TFII sejt-tipus specifikus kotdesemények az adott sejt mester transzkripcios
faktorahoz, illetve a harom sejt-tipusban k6z6s COUP-TFII kotéesemények foként CTCF-hez
kothetdek.

A sejt-tipus specifikus szabalyozas meghataroz6 DNS elemei az aktiv enhanszer és
promoter régiok, melyek jol jellemezhetdek kiilonbozd hiszton modositasok jelenlétével. Az
aktiv enhanszerek H3K4mel és H3K27ac, illetve az aktiv prométerek pedig H3K4me3 és
H3K27ac hiszton modositasok magas jelenlétével korrelalnak. Erre alapozva megvizsgaltuk,
hogy a COUP-TFII ko&tohelyeknél onmagukban, mester transzkripcios faktorral, illetve
CTCF-el milyen hiszton moédositasokkal korrelal. Azt talaltuk, hogy a COUP-TFII mester
transzkripcios faktorral inkabb aktiv enhanszer elemeknél, mig 6nmagaban vagy CTCF-el
aktiv promoter régioban talalhatoak (25. 4bra). Osszességében ezek az adatok tovabbi

megerdsitéssel szolgalnak arra, hogy a COUP-TFII mester transzkripcios faktorral egyiitt
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aktiv enhanszer elemeken keresztiil jelen van sejt-tipus specifikus szabalyozasban.

COUP-TFII MCF-7
CTCF
L sejt-tipus spec. COUP-TFII
B ER+COUP
. CTCF+COUP
18400 atfedd COUP-TFII == ER+CTCF+COUP

0 5 10 15 20 25

‘32 w17 w1074 kotShelyek (%)
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10248 CTCF

sejt-tipus spec. COUP-TFII

. HNF4A+COUP
. CTCF+COUP

atfedé COUP-TFII mm HNF4A+CTCF+COUP
20193
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*091 **1336 kotéhelyek (%)
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sejt-tipus spec. COUP-TFII
B GATA2+COUP
- . CTCF+COUP
atfed COUP-TFII mm GATA2+CTCF+COUP
16100
GATA2 0 15 30 45 60
* 86 ** 175 kotéhelyek (%)

24. abra: COUP-TFII kotohelyek atfedése mester transzkripciés faktorral és CTCF-el. Venn
diagramok mutatjak az atfedéseket COUP-TFIl, CTCF és mester transzkripcios faktor kozott
kiilonb6z6 sejtekben, mig az oszlop diagramok mutatjak az atfedések szazalékos aranyat az alapjan,
hogy a COUP-TFII egyedi vagy harom sejt-tipusban atfedd.
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25. abra: Aktiv hiszton mddositasok jelenléte COUP-TFII és kofaktoraival kotott régiokon
HepG2 és K562 sejtekben. Hisztogramok mutatjdk az aktiv hiszton modositasok ChIP-Seq
jelintenzitasanak eloszlasat egyedi COUP-TFII, egyedi kofaktor és kozosen kotott régiokon

HepG2 és K562 sejtekben.
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4.8. A VEGFA gén szabalyozasa COUP-TFII altal

Korabbi tanulményok arr6l szamoltak be, hogy a COUP-TFII fontos szerepet jatszik az
angiogenezisben (Fu et al., 2018; Fred A. Pereira et al., 1999; Qin, Chen, Xie, et al., 2010;
Qin, Chen, Yu-Lee, et al., 2010). gy megvizsgaltuk, hogy az angiogenezisben szerepet jatszo
génekhez kothet6-e harom sejt-tipusban atfedd6 COUP-TFII kotéhely. Azt talaltuk, hogy
tizenegy olyan gén van (ANG, ANGPTL4, CTSB, MDK, NRAS, PECAM1, PTAFR, PTGS1,
TGFBR3, VEGFA ¢és ZNF444), amely angiogenezissel és harom sejt-tipusban atfed6 COUP-
TFIl kotohellyel asszocidl (26. abra). Ezek koziil az angiogenezis egyik f6 szabalyozdjat
(Sender DR, 1993), a vaszkularis endotelialis novekedési faktor A (VEGFA) génjének
COUP-TFII altali szabalyozasara voltunk kivancsiak. ChIP-Seq adatok alapjan azt lathatjuk,
hogy COUP-TFII kotéhelyek talalhatoak a VEGFA gén promoterén és disztalis szabalyozo
elemeinél MCF-7, HepG2 és K562 sejtekben (27. abra). A harom sejt-tipusban a COUP-TFII
kotés mintazata eltérd, de szamos olyan régiot is megfigyelhetiink ahol ezek a kotések
atfednek egymassal, illetve CTCF-el is. ChIA-PET adatok alapjan kovetkeztetiink kromatin
interakciok jelenlétére. A ChIA-PET kombinacidja a ChIP és 3C kisérleteknek. A ChIP
modszerével meghatarozzuk a transzkripcids faktor kotéhelyeit vagy a hiszton mddositasok
jelenlétét, mig a 3C a kromatin interakcidkat képes azonositani. CTCF ChIA-PET adatokbdl a
CTCEF altal kialakitott kromatin interakciokat lathatjuk. CTCF ChIA-PET adatok (ENCODE
adatbazisban elérhet6 MCF-7 és K562 sejtekbdl) azt mutatjdk, hogy a VEGFA gén
prométerétol +45, -69, -183 és -305 kilobazisra olyan COUP-TFII és CTCF kotott régiok
vannak, melyek kromatin interakcidban vesznek részt a VEGFA promoterével. Mindez
megerdsiti, hogy a tobb sejt-tipusban atfed6 COUP-TFII CTCF-el ko-lokalizal, és
interakcidoban vesz részt a promoéter és enhanszer régiok kozott. K562 sejtekbdl szarmazo
H3K4me3 ChIA-PET adatb6l pedig azt lathatjuk, hogy a COUP-TFII és CTCF altal kotott

régiok H3K4me3 altal jelolt interakcioval is atfednek.
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Angiogenikus gének atfedé COUP-TFI!

kotéhelyekkel:
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kéthetéek \ 1370 VEGFA; ZNF444
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26. abra: Angiogenikus gének harom sejt-tipusban atfedé COUP-TFII kotéhelyekkel. Venn
diagram mutatja a harom sejt-tipusban atfed6 COUP-TFII kotShelyekhez asszocialt gének és az
angiogenezisben szerepet jatsz6 gének kozotti atfedést.
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27. abra: COUP-TFII és CTCF kétohelyek, illetve kromatin hurkok a VEGFA gén koriil. A)
H3K4me3 altal alkotott kromatin hurkok ChlA-PET alapjan K562 sejtekben. B) COUP-TFII és CTCF
kotéhelyek MCF-7, HepG2 és K562 sejtekben illetve CTCF ChIA-PET altal meghatarozott kromatin
hurkok MCF-7 és K562 sejtekben.
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Ez megerdsiti a korabbi eredményiinket, miszerint a COUP-TFII és CTCF kolokalizalt régiok
foként a promoter specifikus H3K4me3 jelenlétével korrelalnak. H3K4me3 jelolt interakciok
jelenléte ezeken az enhanszer régidkon feltételezi a VEGFA gén promoterével torténd fizikai
interakciét. Igy COUP-TFII és CTCF ko-lokalizalt tavoli enhanszerek kozvetleniil
befolyasolhatjadk a VEGFA gén kifejezodését.

MCF-7 sejtekben a COUP-TFII csendesitése utan megvizsgaltuk a VEGFA gén
expresszidjat. A géncsendesités hatasara kozel kétszeresére emelkedett a VEGFA gén
expresszidja (28. abra). Mindez arra enged kdvetkeztetni, hogy a COUP-TFII gatl6 hatassal
van a VEGFA gén kifejezddésére. A VEGFA megndvekedett expresszidja angiogenezissel,
limfangiogenezissel és nyirokcsomoé metasztazissal korrelal, azaz 0sszességében agresszivabb
fenotipust tumor létrejottére hajlamosit (Sa-Nguanraksa & O-Charoenrat, 2012). Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy a COUP-TFII védi a sejteket a rosszabb progndzisu daganatos

fenotipus ellen.
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28. abra: VEGFA gén kifejezodése COUP-TFII csendesités utin. VEGFA mRNS szintje RT-
qPCR moédszerrel mérve COUP-TFII csendesitett MCF-7 sejtekben.
4.9. COUP-TFII expressziojanak hatasa kiilonbozé daganatos betegek tulélésére
Elézéekben leirtuk, hogy a COUP-TFII magas szintje jobb tuléléssel korrelal ER-pozitiv
emlddaganatos betegekben. Ennek kapcsan megvizsgaltuk, hogy a majdaganatban és
leukémidban szenvedd betegek tulélését hogyan befolyasolja a COUP-TFII expresszioja.

KMplotter adatbazist hasznalva leukémiara vonatkozolag nincsenek adatok, viszont
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majdaganatra és egyéb daganattipusra (tiidédaganat, gyomordaganat és petefészekdaganat)
talalhatunk adatokat. Ezen adatokbol azt lathatjuk, hogy majdaganatban, tiidédaganatban,
petefészekdaganatban és gyomordaganatban is ugyanazt tapasztalhatjuk, mint az emlédaganat
esetén, még pedig, hogy a COUP-TFII magas expresszidja jobb betegségmentes tuléléssel
fligg Ossze (29. abra). Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a COUP-TFII magas
expresszidja jobb tulélést és prognozist mutat kiillonb6zé daganatos megbetegedésekben, €s

mint magreceptor lehetséges terapids célpontként szolgalhat egy megfeleld liganddal.
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29. abra: Kaplan-Meier elemzés Kiilonbozé daganattipusban a COUP-TFII expresszids szintjére
alapozva. Majdaganatra vonatkozé informaciok RNS szekvenalasi adatokbol szarmaznak (Menyhart
et al., 2018), mig a tobbi esetén microarray adatokbodl (Gyorffy et al., 2012, 2013; Szasz et al., 2016).
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5. MEGBESZELES

A COUP-TFII a szteroid/tiroid magreceptor csalad tagja, mely fontos szerepet jatszik
kiilonbozo fejlodési folyamatokban. Szamos tanulmany beszamolt arrdl, hogy szerepet jatszik
daganatos folyamatokban, azonban a COUP-TFII medialt transzkripcids szabalyozasrol teljes
genom szinten keveset tudunk daganatsejtekben (Boudot et al., 2011; Qin et al., 2014; M. Xu
et al., 2015). Technologiak fejlédésénck koszonhetben teljes genom szinten vizsgalhatjuk meg
a kotohelyeket és a génexpressziot, ami hozzajarul a magreceptorok molekularis
mechanizmusanak jobb megértéséhez. Ilyen technologiai fejlesztések egyike a kromatin
immunprecipitaciot kovetd szekvenalas (ChIP-Seq), amely manapsag a széles korben elterjedt
modszerek egyike transzkripcids faktorok és kromatin modositdsok tanulményozasaban. Az
ENCODE Projekt konzorciuma altal kiilonb6z6 laboratoriumokban eddig 9018 ChIP-Seq adat
lett generalva ChIP-Seq kisérleti iranyelvek alapjan (Landt et al., 2012). Mindezek ellenére a
ChIP komplexitasa és standardizécié hidnya miatt klinikai alkalmazéasa limitalt, és a
sejtvonalakon végzett kisérletek Sem teljes mértékben tiikrozik az in vivo folyamatokat
(O’Neill et al., 2006). Ezek a limitaciok szamos technikai aspektusbol szdrmaznak. Ezek koz¢
tartozik a sejttipus, a magas kezdeti sejtszam (10°-10° tartomanyban), vizsgalni kivant fehérje,
fixacio és kromatin fragment optimalizacio, tovabba replikék és kontrollok hasznalata (Kidder
et al.,, 2011; Meyer & Liu, 2014; Park, 2009). Megfelel6 affinitasti és specifitasu antitest
hasznalata elengedhetetlen részét képezi a megfelelé immunprecipitacionak (Goens et al.,
2009; Peach et al., 2012). Munkank soran olyan fag alapt rendszert hoztunk létre, mely
kontrollként hasznalhat6 ChIP folyamata soran az ERa antitest specifikussaganak
nyomonkovetéséhez. Ez az ERa antitest széles korben, és tobb szaz publikacioban hasznalt
antitest, azonban sajnalatos médon mar nincs forgalomban. A fag kiilsé burka az ERa. fehérje
epitopjat utanozza (mimitdp), mig a belsejében 1€vé egyszala DNS lehetéveé teszi a PCR

reakcidban vald detektalhatosagat. Ehhez fag bemutatassal poliklonalis ERa fagot termeltiink,

65



majd egy tobb kords szelekcid utdn monoklonalis egyedeket hoztunk létre. A monoklonalis
ERa fagokat ezutdn ChIP folyamata soran teszteltiik. Megvizsgaltuk az epitdp veszteségeket
ChIP kiilonboz6 1épéseiben, az ERa fag stabilitasat és reprodukalhatosagat. Eredményeink
egy konnyen kezelhetd, reprodukalhaté kontrollrendszert kinalnak az  antitest
karakterizacidjdhoz a ChIP folyamata soran. Rendszeriink limitdciéja abban rejlik, hogy
ennek a fagnak egyszalu cirkularis DNS-e van, igy nem alkalmas konyvtarkészitéshez és
ujgeneracids szekvenalashoz. Hasonl6é ugynevezett ,,spike-in” kontrollokr6él mar beszamoltak
a ChIP kisérletek kiilonbozoségeinek kikiiszobolésére, azonban kevésbé elterjedtek
(Bonhoure et al., 2014; Egan et al., 2016; Grzybowski et al., 2015; Orlando et al., 2014). Ezek
tobbségének 1ényege, hogy az adott fajbol szarmazo kromatinhoz (ember) eltéré fajbol
szarmazo kromatint (ecetmuslica vagy egér) adnak, majd igy végzik el a teljes ChIP-Seq
kisérletet hiszton modositas vagy RNS polimeraz ellenes antitesttel. Adrian T. Grzybowski és
munkatarsai pedig olyan félszintetikus H3K4me3 hiszton moddositast tartalmazo
jeloltek, igy kapott kalibracios gorbe alapjan hiszton modositasi slirliséget szamoltak a mintak
kozotti kiilonbség kikiiszobolésére. Mindezek mellett elmondhatd, hogy a fag bemutatas
sz¢éles korben hasznalt, azonban mi el6szor irjuk le kontrollként vald hasznalatit a ChIP
mindség ellendrzéséhez. Reméljiik, hogy ez a fajta mindségellendrzés a tudomanyos kozosség
széles korében valik ismertté.

Az ERa kulcsfontossagi magreceptor az emlddaganatban, mivel jelenléte jobb
prognozissal korrelal, és fontos célpontja az endokrin terapidnak. Mindezek ellenére a betegek
gyakran rezisztenssé valnak erre kezelésre, ami a betegség kiujulasahoz vezet. Ezen
események megértéséhez meg kell ismerniink az ERa altali szabalyozéasi mechanizmusokat,
melyhez hozzatartoznak az ERo koregulatorok miikodésének ismerete iS. Ezek a

koregulatorok olyan fehérjék, melyek hidképzoként vagy segitéként mitkkddnek ahhoz, hogy
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egy olyan nagy transzkripcids komplexet képezzenek, melyek a célgének aktivitasat fogjak
befolyasolni (Manavathi et al., 2014). Tanulmanyunk soran a COUP-TFII arva magreceptort,
mint ERa koregulatort azonositottuk. Emlédaganat eredetit MCF-7 és T47D sejtekb6él ERa és
COUP-TFII ChIP-Seq adatok alapjan azt talaltuk, hogy a COUP-TFII kozel 90%-a mutat
atfedést ERa kotohelyekkel és a ChIP-Seq jelintezitas is nagyobb a kozos kotéhelyeknél, mint
onmagukban ezeknél a faktoroknal. Tovabba a k6zos kotdhelyek aktiv enhanszerre specifikus
hiszton modositasokkal (H3K27ac ¢és H3K4mel) korrelalnak. Mindez arra enged
kovetkeztetni, hogy a COUP-TFII az ERa-val transzkripciondlisan aktiv helyekhez kotddik.
Megvizsgalva a kozos kotdhelyek szekvencidit, olyan motivumok feldusulasat sikeriilt
azonositanunk, mint a magreceptorokra specifikus NR félhely, FOXA1 és GATAS.
Ugyanezek voltak lathatoak olyan ERa kdtohelyeknél, ahol COUP-TFII nem kotédott. Csak
COUP-TFII kotohelyeknél pedig a COUP-TFll-re specifikus DR1 és CTCF motivum
figyelhetd meg. Egyedi és k6zos ERa és COUP-TFII kotohelyeknél megvizsgalva a FOXAL,
GATA3 és CTCF ChIP-Seq jelintenzitasat azt kaptuk, hogy a k6zos kotOhelyeknél a FOXALI
¢s GATA3 jelintenzitdsa joval magasabb, mint az egyedi kdtohelyeknél. CTCF ChIP-Seq
jelintenzitasa pedig az egyedi COUP-TFII kotOhelyekre jellemzd. Mindez azt feltételezi, hogy
a COUP-TFII része egy olyan transzkripcionalisan aktiv komplexnek, ahol az ERa mellett
FOXAL1 ¢és GATA3 is jelen van. Ezt egy nemrégiben megjelent tanulmany is megerdsiti
(Jiang et al., 2019). Korabban mar tobb tanulmany is beszamolt arrél, hogy az ERa medialt
komplexben egyéb magreceptorok is jelen lehetnek. Micheal G. Rosenfeld és munkatarsai
azonositottak, hogy az ERoa MegaTransz komplexekben ligand-fliggé modon egyéb
magreceptorok is kotédnek az ERa-hoz fehérje-fehérje (transz) kélcsonhatas révén. Példaul
Osztrogén kezelés hatasara az ERa-hoz transz moédon a RARa vagy RARy koétédik (Z. Liu et
al., 2014), mig ha 6sztrogén mellé dexametazont, egy gliikkokortikoid receptor (GR) agonistat

is adunk, akkor a RAR szumoilalt GR-ra cserélédik (Yang et al., 2017). Szumoilalt GR
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korepresszor komplexet fog kotni, igy gatolva az ERa fliggd génkifejezddést és enhanszer
aktivitast. Egyéb tanulmanyok is leirtdk az ERa-RARa (Ross-Innes et al., 2010) és ERa-GR
(Karmakar et al., 2013; Miranda et al., 2013; Tonsing-Carter et al., 2019; West et al., 2016)
interakciokat emlddaganatban, tovabba olyan egyéb magreceptorok is, mint a PR, AR és
LRH-1, képesek interakcioba 1épni az ERa-val (Severson et al., 2018; Siersbzk et al., 2018;
Truong & Lange, 2018). Itt mi teljes genom szinten szamoltunk be COUP-TFII és ERa
kozotti kapcsolatrol. Korabbi tanulmany kimutatta, hogy a COUP-TF képes az ERE-hez
kotédni, gatolva ezzel az E2 indukalt gén kifejezodést (Carolyn M. Klinge, 1999). Egy masik
tanulmanyban pedig arrdl szamoltak be, hogy a COUP-TFI mind a DBD és LBD doménjével
interakcioban képes 1épni az ERa-val, igy befolyasolja az ERa N-terminalis végének (118-as
szerin) foszforilaciojat, amely az ERa transzkripcionalis aktivitasat erdsiti (Métivier et al.,
2002). A COUP-TFI-ERa komplex 4ltal az ERK2/p42™47X k5t8dése is megnd a komplexben.
Mivel nagyfokii homoldgia figyelhetd meg a COUP-TFI és COUP-TFII kozott, igy
elképzelhetd egy hasonld mechanizmus a COUP-TFII és ERa kozott is. Tobbek kozott azért
is, mert a MAPK noveli a COUP-TFII expressziojat emlédaganat sejtekben (Moré et al.,
szamoltak be, ahol azt mutatjdk, hogy a COUP-TFII a DBD doménjén keresztiil képes
kotédni a GR hid régidjahoz (De Martino et al., 2004). A COUP-TFII és ERa egy
komplexben valo6 kapcsolatait Mohammed tanulmanya erdsiti meg, ahol a 108 ERa asszocialt
fehérje kozott a COUP-TFII is megtaldlhato (Mohammed et al., 2013). Osszességében azt
mondhatjuk, hogy mindezek a magreceptor-magreceptor kodlcsonhatas jelenlétét erdsitik a
COUP-TFII és ERa kozott emlédaganat sejtekben. Egy masik lehetséges mechanizmus pedig,
hogy a COUP-TFII kotédik az ERE-ekhez, kiszoritva, igy az ERa-t és befolyasolva a
célgének kifejez6dését. ChIP-Seq modszer esetén a nagy sejt szam miatt nehéz elkiiloniteni,

hogy éppen milyen magreceptor kdtddhet az adott NR motivumhoz.
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Vilaszt keresve arra kérdésre, hogy milyen gének kifejez6dését befolyasolja a COUP-
TFIl, COUP-TFII csendesitett ER-pozitiv emlddaganat sejtekben vizsgaltuk meg a
transzkriptom valtozasat. Eredményeink azt mutatjak, hogy a csendesitést kdvetden foként
olyan gének fejezddtek ki magasabban, amelyeknek endokrin rezisztenciaban van szerepiik,
¢s ugyanakkor ezeknek a géneknek az expresszidja emelkedett E2 kezelés hatdsara is
(Creighton et al., 2008; Massarweh et al., 2008). A COUP-TFIl csendesités hatasara
alacsonyabban kifejez6dé gének pedig olyan génszettekhez kothetdek, melyek a DREAM
(DP, RB-like, E2F4 and MuvB) komplexnek is célgénjei, azaz fontos szerepet toltenek be a
sejtciklus szabalyozasban (Fischer et al., 2016). Guojuan Jiang és kollégai is azt talaltak, hogy
a COUP-TFII csendesités hatasara sejtciklusban szerepet jatszd gének expresszidja valtozik
meg (Jiang et al., 2019). Tovabba Harikrishna Nakshatri és kollégai arrél szamoltak be, hogy
a COUP-TFII fontos szerepet tolt be a sejtciklus szabalyozasaban bizonyos emlédaganat
sejtekben azaltal, hogy késlelteti a késoi S és G2/M fazis kozotti atmenetet cdk2 és ciklin D1
szabalyozasan keresztiil (Nakshatri et al., 2000). Mindezen eredmények azt mutatjak, hogy a
COUP-TFII-nek fontos szerepe van olyan gének szabalyozasaban, melyek meghatarozzak a
sejt ¢letét.

Kovetkezokben azt vizsgaltuk meg, hogy a COUP-TFII expresszidja hogyan valtozik
emldédaganatos betegekben. Ehhez 817 betegbdl szarmazo TCGA altal feldolgozott RNS
szekvenalasi adatot hasznaltuk (Ciriello, Gatza, Beck, Wilkerson, Zmuda, et al., 2015). Azt
talaltuk, hogy a COUP-TFII expresszidja ER-pozitiv emlédaganatos betegekben magasabb,
mint az ER-negativ betegekben. Néhany korabbi tanulmany is hasonld eredményre jutott
azaz, hogy a COUP-TFII expresszidja ER-pozitiv statusszal korrelal (Litchfield et al., 2012;
Nagasaki et al., 2009; C. Zhang et al., 2014). A COUP-TFII expresszidjanak a talélésre
gyakorolt hatasaval kapcsolatban ezek a tanulmanyok eltér6 eredményeket irtak le. Shuiji

Nagasaki €s kollégai rosszabb talélést ¢és klinikai kimenetet irtak le, Lacey Litchfield és
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kollégai nem talaltak kiilonbséget, mig Cheng Zhang és munkacsoportja azt talaltak, hogy
magas COUP-TFII expresszid jobb tulélést mutat. Ennek tisztazasara, mi is megvizsgaltuk a
tulélési adatokat a KMPlotter adatbazis segitségével, mely 1809 emlddaganatos betegbdl
szarmaz6 microarray adatot gyiijt dssze (Gyorffy et al., 2010). Elészor az ER-pozitiv és
negativ betegekben hasonlitottuk Ossze a betegségmentes tulélést (DFS) a COUP-TFII
expresszios szintje alapjan. Az ER-negativ betegekben nem taldltunk kiilonbséget, csak az
ER-pozitiv betegekben, ez utobbi csoportot tovabb bontva luminalis A és B alcsoportra, azt
talaltuk, hogy a HER2-negativ luminalis A csoportban a magasabb COUP-TFII expresszios
szint jobb tuléléssel korrelal, mint az alacsony COUP-TFII expresszids szint. Luminalis B
csoportban, mely HER2 pozitivitassal is rendelkezik, nem volt kiilonbség a két expresszios
szint kozott a tulélésre vonatkozolag. A legmagasabb COUP-TFII expressziot invaziv
lobularis karcindma (ILC) luminalis A tipussal rendelkezd csoportban talaltuk. Az ILC
luminélis A csoport nagyrésze ERa pozitiv, igy az IDC betegekhez hasonldéan endokrin
terapiat alkalmaznak, ennek ellenére az ILC betegek rosszabb prognozist mutatnak (Du et al.,
2018). ILC betegek egy része emelkedett ERK szignalutvonali aktivitast mutat. (Ciriello,
Gatza, Beck, Wilkerson, Zmuda, et al., 2015). Emelkedett ERK1/2 pedig emelkedett COUP-
TFIl fehérje jelenlétével korrelal (Moré et al., 2003). Osszességében azt mondhatjuk, hogy
jelen tanulmanyunkban, el8sz6r mi szdmolunk be arrdl, hogy milyen jelentdsége van a
COUP-TFII-nek a kiilonb6z6 emlédaganatos betegekre vonatkozodlag, kiemelve a luminalis A
alcsoportot.

A kovetkezOkben tovabbi daganatsejtekben vizsgaltuk meg a COUP-TFII cisztromjat,
melyhez ENCODE altal generalt COUP-TFII ChlIP-Seq adatokat elemeztiink tjra MCF-7
(emlédaganat eredetil), HepG2 (majdaganat eredetii) és K562 (leukémia eredetit) sejtekb6l. A
harom kisérlet ugyanabban a laborban lett végezve az ENCODE iranyelvei alapjan, igy

akartuk csokkenteni az eltérd kisérleti koriilményekbdl szarmazéd eltéréseket. Tovabbi
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emberbdl szarmazo COUP-TFII ChIP-Seq adatok ganglionléc (neural crest) sejtekbdl (Rada-
Iglesias et al., 2012), endometrium stroma sejtekbol (X. Li et al., 2013) és indukalt
pluripotens &ssejt eredetii kardiomiocita sejtekbdl érhetéek el (Churko et al., 2018).
Megvizsgalva az altalunk valasztott harom kiilonb6zd eredeti sejtben a COUP-TFII
cisztromjat, azt talaltuk, hogy a COUP-TFII sejt-tipus specifikus kotohely eloszlast mutat a
genomban, csak kevés hanyada fed at a harom sejt kozott. A harom sejt-tipus kozott atfedd
COUP-TFII mellett CTCF kotodést figyelhetink meg foként aktiv promoter régidban.
Kozvetlen interakciorol a COUP-TFII és CTCF kozott még nem szamoltak be, de vannak
olyan eredmények, melyek utalnak arra, hogy jelen lehetnek egy komplexben (Fournier et al.,
2016; Ku et al., 2009). A sejt-tipus specifikus COUP-TFII pedig az adott sejtre jellemz6
mester transzkripcios faktor kozel felével mutat atfedést, és ezek a helyek aktiv enhanszerrel
specifikus hiszton modositasokkal (H3K27ac és H3K4mel) korrelalnak (30. abra). A mester
transzkripcios faktorok felelések olyan gének szabalyozasaért, melyek meghatarozzak az
adott sejt-tipusra jellemz6 folyamatokat (D. X. Zhang & Glass, 2013). MCF-7 sejtekben az
ERa-val mutat atfedést a COUP-TFII, melyek a fentebb leirt eredményeinket erdsiti meg
kiilonb6z6é adatok hasznalataval. HepG2 sejtekben HNF4a magreceptor a mester
transzkripcios faktor (Odom et al., 2004), melynek fele atfed COUP-TFII kétohelyekkel is.
Eleni Ktistaki és Iannis Talianidis tanulmanyukban egy olyan fehérje-fehérje interakciot
mutatnak be a HNF4a és COUP-TFII kozott, amely bizonyos gének aktivacidjat fokozza
(Ktistaki & Talianidis, 1997). A kot6dést in vitro és in vivo koriilmények kozott is
megerdsitették. A COUP-TFII kapcsolata HNF4a 227-271 aminosav kozotti részével jon
1étre, és szlikséges az AF2 régid (337-368 aminosav kozotti régid) sértetlensége is. Egyéb
tanulmanyok azt mutatjak, hogy a HNF4a és COUP-TFII is DR1-szerli elemeket képes
felismerni, igy versengve egymas kotohelyéért (Fang et al., 2012; Ladias & Karathanasis,

1991; Mietus-Snyder et al., 1992). Eredményeink azt mutatjak, hogy nemcsak olyan mester
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transzkripcios faktorral fed at a COUP-TFII, amelyek magreceptorok is, hanem K562
sejtekben a GATA2 faktorral is. GATA2 mester regulatora az eritroid eredetli sejteknek
(Harigae et al., 2006; Weiss & Orkin, 1995). Egy korabbi tanulmanyban leirtak egy fizikai
interakciot a COUP-TFII és GATA faktorok kozott preadipocita sejtekben (Z. Xu et al.,
2008). Ehhez az interakciohoz sziikség van a GATA két cinkujj doménjére és az azt kovetd
39 aminosavra. Ugyanakkor nemcsak a mi tanulmanyunkban figyelheté meg, hogy a COUP-
TFII a mester transzkripcidos faktorral képes egyiittkotodni. Alvaro Rada-Iglesias és
munkatarsai azt talaltdk, hogy ganglionléc sejtek o regulatora, az AP2a (TFAP2A) mellett
aktiv enhanszereken a COUP-TFII is jelen van (Rada-lglesias et al., 2012), egy masik
tanulmanyban pedig a sziv fejlédésében kulcs szerepet jatszo TBXS fehérje mellett a COUP-
TFII is fontos szerepet jatszik kardio-specifikus gének szabalyozasaban (Churko et al., 2018).
Eredményeink azt is mutatjak, hogy a COUP-TFII a mester transzkripcios faktorokkal aktiv
enhanszer régiokkal fednek, ezek a régiok pedig sej-tipus specifikus szabalyozas meghatarozo
elemei (Hon et al., 2009). Osszességében azt mondhatjuk, hogy ezekkel az eredményekkel
egy Uj szerepét mutatjuk be a COUP-TFII magreceptornak, ami a sejt-tipus specifikus

szabalyozasban valo részvételét jelenti.
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30. abra: COUP-TFII altali sejt-tipus és sejt-tipus fiiggetlen szabalyozisok sematikus abrazolasa
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Mivel szamos tanulmany beszamolt arrol, hogy a COUP-TFII magreceptornak szerepe
van az angiogenezisben (Fu et al., 2018; F A Pereira et al., 2000; Qin, Chen, Xie, et al., 2010),
igy megvizsgaltuk, hogy az angiogenezisben szerepet jatszo gének kozelében
megfigyelhetiink-e  sejt-tipustol  fiiggetlen COUP-TFII  kothelyet.  Tizenegy olyan
angiogenezishez kapcsolodo gént talaltunk, amelyhez harom sejt-tipusban atfed6 COUP-TFII
kotohely kothetd. Ezek kozott megtalalhatd az angiogenezis f6 mediatora a VEGFA génje.
Kozelebbrol megvizsgalva ezt a gént azt talaltuk, hogy a hiarom kiilonb6zd eredeti sejt
mindegyikében COUP-TFII és CTCF kotott promoter €s tavoli enhanszer régiok lathatok.
CTCF ChIA-PET adatok azt mutatjak, hogy ezek a tavoli enhanszer régiok és a promoter
kozott CTCF-medialt kromatin interakciok vannak. Mindez azt feltételezi, hogy az enhanszer
régiok fizikai kapcsolatban vannak a VEGFA gén promoterével, befolyasolva igy a gén
kifejezodését. Korabbi tanulmanyok azt mutatjak, hogy a VEGFA kiilonb6zé szabalyozo
elemek példaul Osztrogén valaszado elem, SMAD ko6td elem, hipoxia valaszadd elem és
Whnt/B-katenin valaszadd elem altal szabalyozodhat. Itt mi VEGFA génjéhez kothet6 COUP-
TFII kotohelyekkel rendelkezd szabalyozo elemekrdl szamolunk be harom kiilonb6z6 eredetii
sejtben. Annak érdekében, hogy kideritsiik, milyen médon befolyasolja a COUP-TFII a
VEGFA gént, COUP-TFII csendesitett MCF-7 sejtekben vizsgaltuk meg a VEGFA
kifejezodését. Azt talaltuk, hogy a VEGFA gén kifejez6dése megnott a COUP-TFII
csendesitett sejtekben, ami arra utal, hogy a COUP-TFII gatlé hatdssal van a VEGFA
expressziojara. Korabbi tanulmanyok azt mutatjadk, hogy magas VEGFA jelenléte rossz
prognodzissal, metasztazissal és rossz tuléléssel asszocial emlddaganatos betegekben (Ghosh et
al., 2008; Sa-Nguanraksa & O-Charoenrat, 2012). Mindez azt sugallja, hogy a COUP-TFII
magreceptornak tumor ellenes szerepe van.

Emlddaganaton kiviil egyéb olyan daganattipusokban, mint majdaganatban,

tidédaganatban, petefészekdaganatban és gyomordaganatban is megvizsgaltuk a COUP-TFII
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expresszidjanak hatdsat a betegek betegségmentes tulélésére (DFS) vonatkozélag. Minden
esetben azt talaltuk, hogy a COUP-TFII magas expresszioja jobb tuléléssel korrelal, mint az
alacsony COUP-TFII expresszio. Weiji Ding és kollégai tanulmanyaban megerésiti a kapott
eredményiinket gyomordaganatban (Ding et al, 2018). Az altalunk vizsgalt
daganattipusokban nincsenek egyéb tulélésre vonatkozd Osszehasonlithatd eredmények.
Osszességében ezek az eredmények tovabb erdsitik a COUP-TFII jelenlétének jotékony
hatasat tumoros sejtekben, betegekben.

Az eredményeink Osszességében betekintést engednek a COUP-TFII altali szabalyozasi
mechanizmusokba kiilonb6zé daganatsejtekben. COUP-TFII, mint a mester transzkripcios
faktorok koregulatora fontos szerepet tolt be a sejt-tipus specifikus szabalyozasban. A COUP-
TFII képes bizonyos mester transzkripcios faktorokkal fehérje-fehérje kolcsonhatasban részt
venni, ezzel befolydsolva az adott mester transzkripcids faktor miikodését vagy képes
elfoglalni a mester transzkripcios faktorok DNS felismerd szekvenciajat hatast gyakorolva
ezzel az adott gén kifejezddésére. ER-pozitiv emldédaganatban részt vesz az endokrin terdpiara
rezisztens gének és sejtciklust meghatarozo gének szabalyozasban. Kiilonbozd daganatos
megbetegedésekben (eml6-, tiidé-, maj, petefészek és gyomordaganat) magas expresszios
szintje hozzajarul jobb taléléshez és kimenethez. A COUP-TFII mint magreceptor akar fontos

terapias célpontként vagy biomarkerként is szolgalhat a daganatos megbetegedések.

74



Az értekezés 1) megallapitésai:

Létrehoztunk egy fagbemutatason alapuld kontroll rendszert ERa vizsgalatdhoz
hasznalt kromatin immunprecipitaciés (ChlP) kisérletekhez. Az alkalmazott modszer
alapjan szamos antitest alkalmazhatésagat meg tudjuk vizsgalni ChIP-gPCR
kisérletekben.

Az ERa egy kulcsfontossagi magreceptor az emlddaganatban, igy az ERa-medialt
szabalyozasok megértése nagy jelentdsséggel birnak a betegség kimenetelét illetdleg.
Munkénk soran a COUP-TFII arva magreceptor jelentdségét vizsgaltuk meg ER-
pozitiv emlédaganatban. Genomszintli vizsgalataink ER-pozitiv emlddaganat sejtekbdl
azt mutatjdk, hogy a COUP-TFIl kothelyek 90%-a fed at ERo altali
kotéeseményekkel. Tovabba a COUP-TFII olyan transzkripciondlisan aktiv ERa
kotéhelyeken taldlhaté meg, ahol ismert ERa koregulatorok, a FOXA1 és a GATA3
faktorok is megtalalhatoak.

COUP-TFII csendesitett ER-pozitiv emldédaganat sejtek transzkriptom profilozasaval
kimutattuk, hogy COUP-TFII olyan géneket szabalyoz, amely ERo altal is
szabalyozottak. Mindez megerdsiti, hogy a COUP-TFII, mint ERa koregulator fontos
szerepet jatszik az ERa-medialt szabalyozasokban.

Emlddaganatos betegekben a COUP-TFII expresszidjanak vizsgalata soran, azt
talaltuk, hogy a COUP-TFII magas expresszios szintet mutat luminalis A fenotipussal
(ER+/HER2-) rendelkezé betegekben. Tovabba azt mutattuk ki, hogy COUP-TFII
magas expresszids szintje jobb tuléléssel korreladl, mint az alacsony COUP-TFII
expresszids szint, de csak luminalis A alcsoporthoz tartozo betegekben. Egyéb
alcsoporthoz tartozd betegekben nem lehetett kimutatni kiilonbséget a talélésre
vonatkozolag. Mindez azt jelenti, hogy a COUP-TFII jotékony hatasa csak az ERa

jelenléte mellett kimutathato.
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Kiilonboz6 eredetli daganatsejtekben (eml6-, majdaganat és leukémia) a COUP-TFII
cisztromjanak feltérképezése soran kimutattuk, hogy a COUP-TFII az egyedi sejt-
tipusra jellemzé mester transzkripcids faktorral olyan aktiv enhanszer elemeken
talalhat6, amely hozzajarul a sejt-tipus specifikus gének szabalyozasahoz.

Kiilonbozo eredetti sejtekben atfedd COUP-TFII kotohelyek meghatarozé faktorra a
kromatin interakciokban szerepet jatsz6 CTCF. Ezen kotOhelyek egyik potencidlis
célpontjaként az angiogenezis {6 medidtorat, a VEGFA gént azonositottuk.

Kiilonbozd eredetii (m4j, tiidd, gyomor és petefészek) daganatos betegek ttlélésének
vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a COUP-TFII magas szintje jobb taléléssel korreral,

mint az alacsony COUP-TFII expresszids szint.
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6. OSSZEFOGLALAS

A magreceptorok, mint ligand-aktivalt transzkripcidos faktorok kozvetlen hatast
gyakorolnak a gének kifejezddésére. A gének kifejezddésében Iétrejovo valtozasok a
daganatos betegségek egyik jellemvonasa. Genomszintli vizsgéalatokkal lehetové valik a
magreceptorok altali transzkripcios program tanulméanyozasa, mely altal kozelebb keriilhetlink
a betegség megértéséhez. A magreceptorok altali szabalyozasok vizsgalatdhoz hasznalt
legelterjedtebb modszer, a kromatin immunprecipitaci6 (ChIP). Kutatasunk soran
létrehoztunk egy olyan fagbemutatason alapuld kontroll rendszert az dsztrogén receptor alfa
(ERa) antitest példajan keresztiil, mellyel ChIP antitestek karakterizacioja valik lehetévé
ChIP-gPCR kisérletekben. Az ERa kulcsfontossagi magreceptor az emldrak kezelésében és
kimenetelében. Munkank sordn a COUP-TFII arva magreceptor szerepét vizsgaltuk meg ER-
pozitiv emlddaganat sejtekben ¢és betegekben funkciondlis genomikai mdszerek
alkalmazasaval. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a COUP-TFII, mint koregulator jelen van
az ERo-medialt transzkripcios komplexben, és hatdssal van ERa célgének kifejezédésere.
Tovabba a COUP-TFII magas expresszios szintje jobb tuléléssel korrelal ER-pozitiv luminalis
A fenotipussal rendelkez6 betegekben. A COUP-TFII cisztromjat egyéb daganatsejtekben is
megvizsgalva, azt talaltuk, hogy a COUP-TFIl az adott sejt-tipusra jellemzé mester
transzkripcids faktorral lokalizalddik egyiitt. Kiilonbozé eredetii sejtekben k6zos COUP-TFII
kotohelyeket azonositottunk a VEGFA gén szabalyozo régioiban. Emlédaganat sejtekben a
COUP-TFII gatlé hatassal van ennek az angiogenikus génnek a kifejezodésére. Kiilonbdzo
daganatos betegek talélésének vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a COUP-TFIlI magas
expresszids szintje jobb taléléssel korrelal. Osszességében elmondhatjuk, hogy a COUP-TFII
magreceptor jelenlétének tumorszuppresszor hatasa van mester transzkripcios faktorok mellett

kiilonbozd daganatos betegségekben.
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7. SUMMARY

Nuclear receptors, as ligand-activated transcription factors, can influence directly the gene
expression. Changes in gene expression are a hallmark of cancer. Genome-wide studies make
it possible to study the transcriptional program by nuclear receptors, which brings us closer to
understanding the disease. The most widely used method for the regulation of nuclear
receptor is chromatin immunoprecipitation (ChIP). In our study, we have established a phage
display control system through the example of estrogen receptor alpha (ERa) antibody that
enables the characterization of ChIP antibodies in ChIP-gPCR experiments. ERa is a key
nuclear receptor in the treatment and outcome of breast cancer. We investigated the role of
COUP-TFII orphan nuclear receptor in ER-positive breast cancer cells and patients using
functional genomics approaches. Our results indicate that COUP-TFII, as a co-regulator, is
present in the ERa-mediated transcriptional complex and affects the expression of ERa target
genes. Furthermore, high expression levels of COUP-TFII correlate with improved survival in
patients with ER-positive luminal A phenotype. Examining the cistrome of COUP-TFII in
other tumor cells, we found that COUP-TFII co-localizes with the cell-type-specific master
transcription factor. Common COUP-TFII binding sites in cells of different origins were
identified in the regulatory regions of the VEGFA gene. In breast cancer cells, COUP-TFII
inhibits the expression of this angiogenic gene. Investigation of survivals in various cancer
patients has found that high expression levels of COUP-TFII correlate with improved survival
rate. In summary, the presence of the COUP-TFII nuclear receptor has a tumor suppressor

effect with master transcription factors in various cancers.
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