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1. Bevezetés
1.1. A makrofagok szovet és molekularis mikrokornyezettdl fiiggo heterogenitasa

A makrofagok a baktériumok, karosodott sejttormelékek és apoptotikus sejtek
fagocitozissal torténd eltavolitasa altal jelentds szerepet toltenek be a fertézések elleni
védekezésben, valamint a szovetkarosodast és gyulladast kovetd regeneracioban.
Emellett antigéneket prezentalnak, -citokineket és egyéb bioldgiailag aktiv
molekulakat termelnek, szabalyozzak a T-sejt aktivaciot, befolyasolva ezaltal a
szOveti homeosztazis fenntartasat és az immunvalaszt. Végiil a gyulladast kovetd
regeneracioban és a sebgyogyulasban is fontos szereppel birnak.

A makrofagok eredete és a molekularis mikrokérnyezete egyarant jelentés mértékben
befolyasoljak a fenotipusos és funkcionalis sajatsagaikat. A felnéttekben talalhato
szoveti makrofagok nagyrészt embrionalis eredetliek, a szikzacskoban, vagy az
embrionalis majban talalhato eléalakokbol szarmaznak. Azonban csontveldi eredetii
monocytak is részt vehetnek a szoveti makrofag populaciok potlasaban (pl. a bélben),
valamint szoveti kdrosodast, fertézést és gyulladast kovetden a karosodas helyére
vandorolhatnak. Tovabba monocytdk vandorldsa atherogenikus, metabolikus és
neoplasztikus szignalok hatasara is megtorténhet szabalyozva az angiogenezist, a
tumorok novekedését és a fibrozis kialakulasat.

A szoveti és monocyta eredetli makrofagok fenotipusos és funkcionalis plaszticitasa
foként a kiilonb6z6 makrofag polarizacidos szignalokkal (pl. patogén eredetii
molekuldk, citokinek és lipidek) szembeni dinamikus és részben reverzibilis
valaszkészségiiknek koszonhet§. A makrofag polarizacio két funkcionalis végpontja
a Thl-tipusu citokin INFy altal kivaltott klasszikus (vagy M1), valamint a Th2-tipust
citokin IL-4 altal kivaltott alternativ (vagy M2) makrofag polarizacid. A két makrofag
polarizaciés végpont teljesen kiilonb6zé molekularis mintazattal és funkcionalis
sajatsagokkal jellemezhetd. Azonban az ujabb vizsgalatok azt mutatjak, hogy a
komplex molekularis mikrokdrnyezet képes a makrofag polarizacios allapotok széles
spektrumat kivaltani az M1/M2 végpontok kozt, valamint a makrofagok képesek
polarizacios allapotuk finomhangolasara a kiilonboz6é korképek elérehaladasa soran
megvaltozé mikrokdrnyezet hatasara.

1.2. Az INFy és LPS indukalt klasszikus makrofag polarizacié soran aktivalodé
génkifejezédési program

A Thl-tipusu citokin INFy és a Gram-negativ baktériumok sejtfalaban talalhaté LPS
egyarant a makrofagok klasszikus polarizaciojat valtja ki. Az INFy az IFNGRI1 és
IFNGR2 lancokbdl felépiild sejtfelszini INFy receptorhoz kotédik, amely a Jakl és
Jak2 adaptor fehérjéken keresztiil aktivalja a STATI, IRF-1 és IRF-8 transzkripcios
faktorokat. Az INFy aktivalt transzkripcios faktorok képesek a klasszikus makrofag
polarizacié génkifejez6dési programjanak bekapcsolasara, timogatva a gyulladasos
valaszt, valamint a korokozok eltavolitasat. Az IFNy indukalja a CXCL9, CXCL10 és
CXCL11 kemokinek kifejezédését, melyek a CXCR3 receptorukhoz kotdédve
felel6sek a Thl-tipusu T sejtek, a CD8* T-sejtek és az NK-sejtek érpalyabol torténd
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kilépésének iranyitasaért. Az INFy kezelt makrofagok IL-12-t is termelnek, amely
kivaltasaban. Tovabba, a T-sejtek és az NK sejtek IL-12-vel torténd stimulacioja
megndvekedett TNFa és IFNy produkciohoz vezet, valamint fokozza az NK sejtek és
CD8* T-sejtek citotoxikus aktivitasat. Az IFNy szintén fokozza az iNOS gén
kifejez6dését és a NO termelést, ezéltal eredményezve a klasszikusan polarizalt
makrofagok megndvekedet antibakterialis akitvitasat. Az INFy indukalt SOCS3
szintén részt vesz a klasszikus makrofag polarizacioban azaltal, hogy csokkenti a
sejtek IL-4-gyel szembeni vélaszkészségét és gatolja az alternativ makrofag
polarizaciot.

Gram-negativ baktériumok sejtfalabol szarmazo LPS szintén hatékony a klasszikus
makrofag polarizacio kivaltasaban. Az LPS TLR4 ligandként hat és MyD88 és/vagy
Tirap fliggé mddon aktivalja az NFkB és AP-1 transzkripcios faktor komplexeket,
valamint az IRF transzkripcios faktorokat. Az LPS altal kivaltott klasszikus makrofag
polarizacié a gyulladasos citokinek (IL-1f, IL-6, IL-12, TNFa és IFNp), kemokinek
(CCL2, CXCL10 és CXCLI11), valamint az antigén prezentdldo molekulak
megnovekedett kifejezodésével jar egyiitt, amely a leukocitak vérarambol torténd
kilépését és a Thl-tipusa gyulladas kialakulasat eredményezi.

Osszességében tehat a klasszikus makrofig polariziciéra jellemezé a gyulladasos
citokinek fokozott kifejez6dése, reaktiv nitrogén és oxigén szabadgyokok termelése,
a Thl-tipust gyulladasos vélasz kivéltasa, valamint fokozott baktériumolé képesség.

1.3. Az IL-4 és IL-13 altal aktivalt génkifejez6dési porgramm az alternativ
makrofag polarizacié soran

A Th2-tipastt immunvalasz soran keletkez6 IL-4 és IL-13 citokinek alternativ
makorfag aktivaciot indukalnak. Ezen citkinek f6 forrasai a CD4* Th2-tipusu T sejtek,
bazofil és eozinofil granulocitak, valamint a makrofagok 6nmaguk. Az IL-4 és IL-13
részben kiilonb6z6 receptor komplexeket aktivalnak. Mindkét citokin kot6dik az 1L-
4Ral-ye és IL-4Ral-IL-13Ral heterodimerekhez, mig az IL-13 képes az IL-13Ro2
lanchoz is kotddni. Az IL-4 és a receptorai kozti kdlcsonhatas a Jak1 és Jak3 aktivalt
foszforilalt STAT6 dimerek a sejtmagban elinditjdk az alternativ makrofag
polarizaciora specifikus transzkripcios programot. Emellett, tovabbi IL-4/STAT6
szignal utvonal altal indukalt transzkripcios faktorok koztiik az IRF4, KLF4, c-Myc
és PPARy szintén részt vesznek az alternativ makrofag polarizacié transzkripcids
szintli szabalyozasaban. Bar az IL-4/STAT6 szignal utvonal komponensei azonosak
az emberben és az egérben, de az IL-4 indukalt alternativ makrofag polarizacio
markerei faj-specifikus kiilonbségeket mutatnak. A Yml, Fizzl és Argl gének
kifejezOdése az egér, mig a MAOA és CDI180 gének kifejez6dése a human
makrofagokban emelkedik meg IL-4 kezelést kovetden. Ezzel szemben a TGM2,
MRCI1 és PPARy gének kifejezddését az IL-4 egyarant fokozza az egér és human
makrofagokban. A génkifejezédésben tapasztalhatd kiilonbségek ellenére az IL-4 és
IL-13 altal indukalt alternativ makrofag polarizacié emberben és egérben egyarant
antiinflammatorikus hatassal bir.



1.4. Az in vivo makrofag polarizacié

Bar a klasszikusan és alternativan aktivalt makrofagokgoz kothetd génkifejezédési
mintazatok és funkcionalis sajatsagok jol karakterizaltak in vitro és ex vivo, de in vivo
a mikrokornyezeti szignalok hatasa a makrofagok fenotipuos és funkcionalis
sajatsagaira jelentésen komplexebb és kevésbé ismert. A klasszikus és alternativ
makrofag polarizacidés allapotok egyarant kapcsolhatok kiilonb6z6 makrofag
funkciokhoz in vivo szamos fiziologias és patologias allapotban. Mig az alternativ
makrofag polarizacio nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a parazitafertézések elleni
védekezésben és a Th2-tipusu gyulladasban, addig a klasszikus makrofag polarizacio
szorosan kapcsolodik a Thl-tipusu gyulladashoz és a mikrobak elleni védekezéshez.
Azonban szamos tanulmany kimutatta, hogy az alternativ és klasszikus makrofag
polarizacié atfedd hatassal rendelkezik ezekben a folyamatokban. Példaul, a
klasszikusan polarizalt makrofagok altal termelt reaktiv nitrogén gyokok parazita
ellenes aktivitassal is rendelkezhetnek, vagy az alternativan polarizalt makrofagok
fokozzak a gyulladasos citokinek termelését Neisseria meningitides fert6zést
kovetden. Tovabba, a gyulladdsos (Ml-szeri) és a regenerativ (M2-szertl)
makrofagok kiilonb6z6 kinetikdval is részt vehetnek egy adott patoldgias
folyamatban, mint ahogy ez az izomkarosodas és regeneracid soran megfigyelhetd.
Mindazonaltal, a legtobb in vivo fiziologias és patologias folyamat egy komplex
immunoldgiai kdrnyezettel jellemezhetd. A kiilonbozd patologias folyamatokban,
koztik tumorok kialakuldsa soran és a kiilonb6zé bakterialis fertdzések esetén, az
eltérd molekularis mikrokdrnyezet a makrofdg polarizacids stadiumok széles
spektrumat alakithatja ki, amely befolyasolja a betegség progressziojat és a terapias
valaszkészséget. Ezért a makrofag biologidban jelenleg az egyik legnagyobb kihivas
a kiillonb6z6 makrofag polarizacids szignalok potencialis kolcsonhatasainak és
immunologiai kdvetkezményeinek azonositasa.

1.5. A sejttipus specifikus transzkripcios szabalyozas epigenomikai hattere

Az elmult egy évtizedben az Wjgeneracidos szekvenalas alapu technologiak
elésegitették az epigenetikai kod és a genomi szabalyozo elemek, igy a promoterek és
enhanszerek, kozotti kapcesolat jobb megértését kiilonboz6 sejttipusokban. Ezek a
vizsgalatok lehetdséget teremtettek a sejttipus specifikus enhanszer készletek
azonositasara, valamint ezek kiils6, vagy bels6 szigndlokra adott valaszainak
tanulmanyozésara.

Altalanossagban elmondhaté, hogy az enhanszerek a szabalyozott fehérjét kodold,
vagy nem-kodold génektdl mindkét iranyban, vagy akar a dnmagaban gént kddold
genomi regioban is elhelyezkedhetnek, és hozzajarulnak a transzkripcids
szabalyozashoz a gének promotereivel szorosan egyiittmiikddve. A promoterek €s
enhanszerek kiilonbdz6 hiszton modositasokkal jeloltek. A promoter régiok magas
szinti H3K4 tri-metilacidja, valamint alacsony H3K4 di- és mono-metilacidja
figyelhetd meg. Ezzel szemben az enhanszer régiokban jelentds a H3K4 mono- és di-
metilacid, azonban alacsony szintii a H3K4 tri-metilacio. Az alacsony H3K4 tri-
metilaciéval és magas H3K4 mono-metilaciéval jelolt enhanszerek tgynevezett
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"lineage determining" transzkripcids faktorokat (LDTF-eket) kotnek, amelyek a
sejttipus specifikus enhanszer repertoar kialakitasaért felelések. Ezek a genomi régiok
jelentds kotéfeliiletet szolgaltatnak az intracellularis, vagy extracelluaris szignalok
altal aktivalt Gigynevezett szignal szabalyozott transzkripcids faktoroknak (SRTEF-
eknek), amelyek szorosan egyiittmiikddnek az LDTF-ekkel.

Az enhanszerek aktualis aktivitasa €és a transzkripciot aktivalo képességiik
nagymértékben fligg a veliik kolcsonhatasba 1ép6 korepresszorok és a koaktivatorok
aranyatol, a hiszton modositdsok mintazatatol, valamint a promoter-enhanszer
kolcsonhatasoktol. Tovabba, Gjabban leirtdk, hogy az RNS Polimeraz II kotott aktiv
enhanszereken nascens RNS atirodasa figyelheté meg kiilonb6z6 sejttipusokban. A
kiilonb6z6 szignalok dinamikusan szabalyozzak ezeknek az tigynevezett enhanszer
RNS-eknek (eRNS-eknek) a kifejez6dését. Valamint az eRNS-ek kifejez6dése jo
korrelacidt mutat a szomszédos gének transzkripciojaval, amely azt jelzi, hogy az
eRNS-ek jo markerei lehetnek az enhanszer aktivitasnak. Annak ellenére, hogy az
eRNS-ek funkcidja jelenleg nem teljesen ismert a génkifejez6dést szabalyozasaban,
tobb kutatasi eredmény mutatja, hogy részt vesznek a promoter és az enhanszer régiok
kozti kdlesonhatas 1étrehozasaban eldsegitve ezzel a gének kifejez6dését.

1.6. A makrofag polarizacioés szignalok transzkripciét szabalyozé képességének
molekularis alapjai

A makrofagok transzkriptomjaban bekovetkez6 gyors és dramai valtozasok
elengedhetetlenek a hirtelen valtozo kornyezethez torténd gyors alkalmazkodashoz a
fert6zéseket és a szovetkarosodast kovetden. Tovabba, normal koriilmények kozt
minden makrofag altipus jelentdsen specializalt funkcioval rendelkezik, amely a
funkcidhoz kapcsolodo gének kifejezddését igényli. A makrofagok transzkriptomjat
és a mikrokdrnyezet valtozasaira adott dinamikus valaszukat kiilonb6z6 epigenetikai
szabalyozd mechanizmusok, koztiik a DNS metilacio, a hiszton fehérjék poszt-
transzlacios modositasai és a genom 3 dimenzids szervezddése egyiittesen hatarozzak
meg. A H3K4ml ¢és H3K4m3 specifikus kromatin immunprecipitaciot kovetd
szekvenalas segitségével 35-45 ezer magas H3K4 mono-metilaciot és alacsony tri-
metilacidt mutaté enhanszert azonositottak egér makrofagokban. Ezekben a régiokban
szamos LDTF ko6t6 motivum feldusulasa megfigyelhetd, amely szintén az LDTF-ek
fontos szerepére utal a makorfag specifikus enhanszerek kialakulasa soran. Szamos
kisérletes bizonyiték alatdmasztja, hogy a makrofagokban az LDTF-ek koziil a PU.1
transzkripcios faktor a legfontosabb szereplé az enhanszerek kialakuldsa soran.
Tovabba, mas LDTF-ek, koztik a CEBPa és az IRF8 teljes genom szintli kotodése
jelentds atfedést mutat a PU.1 transzkripcios faktoréval és ezek egymassal szoros
egylittmitkodésben jeldlik ki a makrofag specifikus enhanszereket.

A valtozo molekularis mikrokdrnyezet a makrofagokban kiilonb6z6 SRTF-ek, koztiik
az NFkB, AP-1, STAT6, STAT1 és a magreceptorok aktivalodasdhoz vezet. Az
aktivalt SRTF-ek a célgénjeik promotereihez és enhanszereihez torténd kotodésiiket
kovetden elinditjak az adott mikrokornyezeti szignal altal kivaltott makrofag
polarizacié specifikus a génkifejez6déi programot. Az SRTF-ek kotoédésével
parhuzamosan megndvekedett p300 koaktivator kotés, H3K27Ac aktiv hiszton
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marker feldusulas és emelkedett eRNS kifejezodés figyelhetd meg az aktivalt gének
kozelében elhelyezkedd enhanszereken, amelyek ezen enhanszer csoportok SRTF-ek
altali aktivaciojat mutatjak.

Tovabba, a makrofag polarizacids szignalok jelentds szamu gén kifejezodését
gatoljak, de a polarizaciés szignalok altal aktivalt transzkripcios faktorok
transzkripciot gatlo aktivitasa kevéssé ismert. Azonban az iijgeneracios szekvenalason
alapulé modszerek lehetdséget teremtettek a kdzvetlen transzkripcios faktorok altal
kivaltott génkifejez6dés gatlas vizsgalatara is kiilonbozd sejtekben, koztik a
makrofigokban és eml$ tumor sejtekben. Ujabban szintén leirtik, hogy a makrofagok
LPS-sel torténd aktivacidja szamos enhanszeren eredményezi az eRNS kifejezddés
csokkenését. Ezeken a TLR4 szignal ttvonal altal gatolt enhanszereken az NFkB
transzkripcios faktor komplex p65 alegységének kisebb mértékli kotédése volt
megfigyelhetd, de a transzkripcid gatlasanak pontos mechanizmusa jelenleg nem
ismert.

1.7. A mikroRNS-ek szintézise és hatasmechanizmusa

A mikroRNS-ek (miRNS-ek) egyszala 18-23 nukleotid hosszisagu kis nem —kodol
RNAs molekuldk, melyek a ndvényekben és az allatokban poszt-transzkripcids
regulatorként hatnak. A mMiRNS-eket kodold régiok a fehérje-kddold gének
intronjaiban  és  exonjaiban, valamint intergenikus régiokban  egyarant
elhelyezkedhetnek. Erdekes modon az emlés miRNS-ek koriilbeliil 50%-a miRNS
transzkripcios egységekbe szervezddik, amelyekrél egy tobb miRNS-t kodold primer
policisztronikus transzkriptum irodik at. A primer miRNS (pri-miRNS) molekulakat
altalaban az RNS Polimeraz II irja at. A pri-miRNS-ek altaldban egy kilobazisnal
hosszabbak és egy, vagy tobb miRNS-t kodolo hurok struktarat tartalmaznak. Ezek a
pri-miRNS-ck egy tobblépcsds érési folyamaton mennek keresztiil a citoplazmaban
és a sejtmagban. Az els6 1épésben a pri-miRNS keresztiilmegy egy hasitasi 1épésen a
sejtmagban, amelyet az RNaz Ill-tipusi endonuklaz Drosha-t tartalmazé
Mikroporcesszor komplex katalizal. Az igy keletkezett pre-miRNS az Exportin 5
fehérje segitségével a sejtmagbdl a citoplazmaba keriil. A pre-miRNS érése a
citoplazmaban tovabb folytatodik, amelyben az Dicer RNaz IlI-tipust endonukledz
vesz részt egy 20-22 nukleotid hosszusagua miRNS/miRNS* duplexet eredményezve.
Végiil a miRNS/miRNS* duplex egyik szala beépiil az Argonaute fehérjéket
tartalmazo RISC komplexbe.

A miRNS-¢k fontos szerepet jatszanak a génkifejez6dés poszt-transzkripcid szintjén
torténd finomhangolasaban a ndvényekben és allatokban egyarant. A miRNS-ek és
MRNS-ek ko6zotti kolesonhatas molekularis alapjat a teljes (ndvényekben), vagy
részleges (allatokban) szekvencia komplementaritas adja. Altalinossagban a
metazodkban teljes komplementaritas sziikséges a miRNS-ek 5° végén 1évé 2-8
nukelotidok és a mRNS-ek 3’ nem-transzlalodo régioi kozt a stabil miRNS:mRNS
kolcsonhatas 1étrejottéhez. A miRNS-ek a fehérjeszintézis gatlasat a transzlacid
iniciacio és a poszt-iniciacié szintjén egyarant kivalthatjak. A transzlacios gatlas
mellett, a miRNS-ek képesek a mRNS-ek stabilitasat is befolyasolni, ezaltal
csokkentve a mRNS szintjét akar tobb szaz kozvetlen célgénnek.
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1.8. A miRNS-ek a makrofag polarizacio és funkcié fontos szabalyozéi

A legutobbi egy évtizedben szdmos tanulmany Kimutatta, hogy a makrofag
polarizaciés szignalok altal szabalyozott miRNS-ek modositjdk a mieloid sejtek
fenotipusos ¢és funkcionalis tulajdonsagait in vitro és in vivo. A kiilonboz6 gyulladasos
szignalok és bakterialis patogének egyarant szabalyozzak a makrofagok és dendritikus
sejtek altal kifejezett miRNS-ek mintazatat. Ezek a miRNS-ek részt vesznek a
gyulladas  szabalyozasaban és  makrofagok  baktériumolé — képességének
kialakitasaban. A legrészletesebben tanulmanyozott gyulladas altal indukalt miRNS a
miR-155, amely Osszetett szereppel bir a makrofagokban. Egyrészt gatol szamos
antiinflammatorikus fehérjét és az alternativ makrofag polarizaciot, masrészt
megakadalyozza a kontrollalatlan gyulladas kialakulast is az LPS altal aktivalt
jelatviteli utvonal egyes tagjainak gatlasan keresztiil. Egy masik LPS indukalt miRNS
a miR-147 szintén gatolja a TLR ligandok altal kivaltott citokin kifejez6dést és a
gyulladasos valaszt az egér makrofagokban. A miR-223 kifejez6dés LPS altali gatlasa
kozvetlentiil szabalyozza a STAT3 transzkripcids faktor kifejezddését és fokozza a
makrofagok IL-6 és IL-1p termelését.

A gyulladasos szignalokhoz hasonldan az alternativ makrofag polarizacios szignalok,
koztik a Th2-tipusa IL-4 és IL-13 citokinek, valamint a fonalféreg fertézések
egyarant befolyasoljak a makrofagokban egyes miRNS-ek kifejez6dését, bar a
makrofag fenotipusanak és funkcidjanak szabalyozasaban betoltott szerepiik kevésbé
ismert. A miR-125b és a miR-378-3p kifejez6dése egyarant indukalodik a fonalféreg
fert6zés altal kivaltott in vivo és az IL-4 citokin altal kivaltott in vitro makrofag
polarizacidé soran, valamint a megemelkedett miR-378-3p kifejez6dés hozzajarul az
alternativan aktivalt makrofagok osztddasanak megfelelé szabalyozasahoz in vivo.
Szintén kimutattak, hogy az IL-4/IL-13 indukalt miR-193b, miR-124 és miR-511
szintén részt vesz az alternativ makrofag polarizacios fenotipus kialakulasaban. Végiil
Ujabban tobb in vivo tanulméany kimutatta, hogy a miRNS-ek jelentGs szerepet
toltenek be a tumor-asszocialt makrofagok funkcidjanak szabalyozasaban.

2. Célkitiizés

1. Az IL-4/STATG6 jelatviteli utvonal altal kivaltott transzkripcios szintli gatlas
vizsgalata egér makrofagokban.
o Az IL-4/STATSG jelatviteli utvonal altal gatolt gének azonositasa.
e Az IL-4 altal aktivalt és gatolt STATG6 transzkripcids faktor kotott
enhanszerek azonositasa.
e Az IL-4/STAT6 jelatviteli utvonal altal kivaltott kdzvetlen transzkripcids
szintli gatlas karakterizalasa.
o Az IL-4 eldkezelés gyulladasos valaszra gyakorolt részleges gatld
hatasanak tanulmanyozasa.

2. Az IL-4 altal szabalyozott miRNS-ek és funkciojuk vizsgélata az egér és human
alternativ makrofag polarizacié soran.
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e Az IL-4 altal szabalyozott miRNS-ek azonositisa az egér alternativ
makrofag polarizacié soran.

o Akivalasztott [L-4 altal szabalyozott miRNS-ek kifejez6désének vizsgalata
egér in vivo alternativ makrofag polarizacios modellben.

e A kivalasztott IL-4 altal szabalyozott miRNS-ek kifejez6désének
tanulmanyozasa human makrofagokban.

e A kivalasztott miRNS-ek IL-4 fiiggé szabalyozasanak hatterében allo
molekularis mechanizmusok felderitése egér és human makrofagokban.

e Egy kivalasztott miRNS alternativ makrofag polarizacidban betoltott
lehetséges szerepének meghatarozasa.

3. A gyulladasos szignalokra érzékeny miRNS-ek transzkripcidés szintll
szabalyozasanak feltérképezése egér makrofagokban.
e Az LPS kezelt makrofagokban transzkripcios szinten szabalyozott miRNS-
ek azonositasa.
e A gyulladasos folyamatok altal szabalyozott pri-miRNS-ekhez kapcsolat
enhancerek azonositasa és karakterizalasa.
e A DNS hurok kialakulas vizsgalata a pri-miR-155 transzkripcios starthelye
és a tavoli enhanszerei kozt LPS kezelt egér makrofagban.

3. Anyagok és modszerek

Csontvel6 eredetii makrofagok differencialtatasa

A csontveld izoladlasa 8-12 hetes him egerekbdl tortént. Az izolalt csontvel6bdl a
makrofagok differencidltatasa 6 napig tortént L929 feliiliszo jelenlétében. Az
alternativ makrofag polarizaciohoz IL-4 jelenlétében diferencialtattuk a frissen izolalt
csontveldi sejteket és/vagy a 6-0dik napon kezeltiik IL-4-el a csontveld eredetli
makrofagokat a jelzett ideig. A differencialt csontvel§ eredetii makrofagokat LPS-sel
és/vagy ATP-vel kezeltiik a jelzett ideig.

Human monocyta izolaldas

CD14+ human monocytakat egészséges donorokbol szarmazd vérlemezke mentes
"buffy coat-bol" izolaltuk Ficoll gradiens centrifugélast és anti CD14 konjugalt
mikrogyongyokkel torténé magneses szeparalast kovetden. A monocytakat
sejttenyészté edényekbe helyeztiik 10% FBS és penicillin/streptomycin tartalmu
RPMI 1640 tapfolyadékba. A makrofag differencidciohoz és alternativ makrofag
aktivaciohoz a frissen kihelyezett monocytakat I1L-4-el (100 ng/ml) kezeltiik. A
sejteket a kezelést kovetden 12 és 72 draval gyiijtottiik be.

RNS szekvenalas

Az RNS szekvenalashoz a cDNS konyvtarat 1 pg total RNS-bdl készitettiik a TruSeq
RNA Sample Preparation Kit hasznalataval a gyarto altal megadott protokoll alapjan.
A konyvtarak minésége ¢és molaritaisa Agilent BioAnalyzer DNA1000 chip



alkalmazasaval lett ellendrizve. A "paired read" 100 bazisparos szekvenalas Ilumina
HiScan SQ késziilékkel tortént.

Kis RNS szekvendlas

A kis RNS szekvenalashoz a konyvtarak 1 pg total RNS-b6l késziiltek a TruSeq Small
RNA Sample Preparation Kit hasznalataval a gyarto altal megadott protokoll alapjan.
A konyvtarak ellendrzése Agilent BioAnalyzer DNA1000 chip alkalmazasaval
tortént. A "single read" 50 bazisparos szekvenalas Ilumina HiScan SQ késziilékkel
tortént.

ATAC szekvenalas

25 ezer sejt/ml-es sejt szuszpenzidt készitettiink és sejtmagokat izolaltunk ATAC lizis
pufter segitségével. Az igy izolalt sejtmagok tagmentalasa a Nextera DNA Library
Preparation Kit alkalmazasaval tortént. A tagmentalast kovetéen DNS tisztitas, majd
a tagmentalt DNS amplifikacidja tortént meg. Az amplifikalt konyvatrak
mindségellenérzése egy ujabb DNS tisztitdst kovetéen Agilent BioAnalyzer
alkalmazasaval tortént. A konyvtarak szekvenalasa Ilumina HiSeq 2500 késziilékkel
tortént.

GRO szekvendlas
A konyvtarak a NEB Next Small RNA Library Preparation Kit hasznalatdval
késziiltek.

ChiP szekvenalas

A konyvtarak az Ovation Ultralow Library Systems és TruSeq Library Systems Kit-
ek hasznalataval késziiltek a gyartd altal megadott protokoll alapjan. A kovetkezd
antitesteket hasznaltuk: IgG (Millipore, 12-370), H3K27Ac (ab4729), P300 (sc-585),
PU.1 (sc-352), JunB (sc-46x), IRF8 (sc-32528x), STAT6 (sc-981), C/EBPa. (sc-61X),
HDAC1 (ab7028), HDAC?2 (ab7029), HDAC3 (ab4729), RNAPII-pS5 (ab5131) and
RNAPII-pS2 (ab5095), p65 (sc-372).

3C szekvenalas

Az elsé emésztést és ligalast kovetéen a 3C DNS allomanyt fenol/kloroform/izoamil-
alkohol (25:24:1) elegyével tisztitottuk. A masodik restrikcios emésztést Dpnll
enzimmel végeztiik 16 oran keresztiil gyartd altal megadott protokoll alapjan. A
masodik ligdldas 16 °C-on 6 oran keresztiil végeztik 200 U T4 DNS ligaz
alkalmazasaval. A DNS tisztitast megint fenol/kloroform/izoamil-alkohol (25:24:1)
elegyével és QIAquick géltisztitd oszlop alkalmazasaval végeztiik. A csali specifikus
inverz PCR soran a primerek [lumina adapterekkel és Barcode szekvenciakkal voltak
Osszekapcsolva. Az amplikon konyvtarak mindségi és mennyiségi ellendrzése Agilent
Bioanalyzer segitségével tortént. Az amplikon konyvtarak szekvenaldsa Ilumina
HiSeq 2500 késziilékkel tortént.

LDH kiszabadulas
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Az LDH aktivitast IL-4 elokezelt és kezeletlen vad tipusu és STAT6 hidnyos egér
makrofagok feliilisz6jabol mértiik LPS/ATP egyiittes kezelést kovetéen LDH UV
teszt segitségével a Cobas ¢ 501 késziiléken.

IL-15 termelés
Az IL-1p termelés mérése a vizsgalt mintakbol ELISA modszerrel tortént gyarto altal
megadott protokoll alapjan.

Western blot

A fehérjék elvalasztasa SDS-PAGE gélelektroforézissel tortént, a blottolas pedig
nitrocellul6z membranra. Az alkalmazott antitestek: Pro-IL-1p (AF401-NA), ASC
(sc22514-R), pro-caspase-1 (AG-20B-0042), NLRP3 (AG-20B-0014) és p-actin.

Kaszpaz-1 aktivitas és propidium jodid festés alapu sejthalal vizsgalat
A Kaszpaz-1 aktivitds vizsgalata és a PI festés alapti piroptdzis vizsgalat 1ézer
pasztazo citométer (LSC) hasznalataval tortént.

Sejtszam analizis

A 96 lyuku sejttenyészté edényben a letapadt makrofagokat Triton-X-100 reagenssel
permeabilizaltuk, majd propidium jodid festékkel festettiik Oket és Synergy HT
microplate reader késziilékkel mértiik a propidium jodid pozitivitast. A sejtszdmot
referencia gorbe alapjan hataroztuk meg.

Sejtéletképesség vizsgalat
A sejtéletképesség vizsgalat resazurin alapu festéssel tortént a gyartd altal megadott
protokoll alapjan.

Sejtciklus analizis
A sejtciklus eloszlas vizsgalata a Raw264.7 sejtek fixalastat és propidium jodiddal
torténo festését kovetden lézer pasztazod citométer (LSC) hasznalataval tortént.

Apoptozis vizsgadlata
Az apoptdzis vizsgalata a transzfektalt Raw264.7 sejtek propidium jodiddal és

Annexin V-tel torténd jelolést kovetden 1ézer pasztazd citométer (LSC) hasznalataval
tortént.

4. Eredmények

4.1. Az IL-4/STAT6 szignalutvonal altal szabalyozott direkt transzkripcios gatlas
korlatozta gyulladasos valaszkészség az alternativan polarizalt makrofiagokban
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4.1.1. Az IL-4/STAT6 szignalitvonal altal gatolt génkifejezédés a transzkripcié
szintjén

Ebben a tanulmanyban Gjgeneracios szekvenalas alapii modszereket kombinaltunk az
IL-4/STAT6  szignalutvonal altal kozvetitett transzkripcidos  szabalyozasi
mechanizmusok jobb megértése végett egér makrofagokat modellként hasznalva.
Négy IL-4 indukalt génklasztert azonositottunk, melyekben az IL-4 altal kivaltott
valtozasok szintje és kinetikaja eltérd volt. Tovabba nagyszamt gén IL-4 kezelés altali
gatlasat figyeltiik meg. Az IL-4 génkifejezodést aktivald és gatld hatasa teljesen
elmaradt a STAT6 transzkripcios faktor hidnyos egér makrofagokban. Az IL-4
aktivalt és gatolt géneket kodold genomi régiokon rovid 1L-4 kezelés hatasara az RNS
Polimeraz II kétédés, a H3K27Ac feldusulas ¢s a naszcens RNS kifejez6dés hasonld
mintazatot mutatott, mint a mRNS kifejezédés. Osszességében eredményeink azt
mutatjak, hogy az IL-4/STAT6 szignalutvonal egyarant képes géneket kozvetleniil
gatolni és aktivalni a transzkripcié szintjén az egér makrofagok alternativ
polarizécidja soran.

4.1.2. ASTAT6 kotddés egyarant megfigyelhetd az IL-4 aktivalt és gatolt genomi
szabalyozé régiokban

IL-4 aktivalt STAT6 transzkripcios faktor kotddést azonositottunk 20119 genomi
régidban az IL-4 kezelt egér makrofagokban. Az IL-4 4ltal szabalyozott transzkripcids
iniciacio specifikus RNS Polimeraz I1-pS5 kotédés alapjan az RNS Polimeraz 11-pS5
pozitiv. STAT6 kotott genomi régiok kozott harom csoportot az "aktivator", a
"neutralis" és a "represszor" STAT6 kotddést mutato klasztereket tudtunk
megkiilonboztetni. A transzkripcios elongacié specifikus RNS Polimeraz 1I-pS2
kotédés, a H3K27Ac feldusulas és az eRNS kifejezodés 1L-4 fliggd szabalyozasa az
RNS Polimeraz II-pS5 mintdzataval nagyfoku hasonlosagot mutatott mindharom
STATS6 klaszterben. Erdekes modon a "represszor” STAT6 kotott genomi régiok az
IL-4 gatolt, mig az "aktivator" STAT6 kotott genomi régiok az IL-4 aktivalt gének
kozelében voltak megtaldlhatoak. Osszességében ezek az eredmények azt mutatjak,
hogy szoros kapcsolat van azonos genomi egységen beliil a genomi szabalyozo
elemek aktivitasanak STAT6 altali szabalyozasa és a szomszédos gének kifejez6dése
kozott.

4.1.3. A STAT6 kotés jellegzetességei kiilonbségei a gatolt és az aktivalt
enhanszereken

Az azonositott STAT6 kotott genomi régiok nagy része intergenikus régiokban és
intronokban volt megfigyelheté mindhdrom STAT6 klaszter esetén. Emellett az aktiv
enhanszer marker H3K4m1 feldusulasa a STAT6 kotott genomi régiok 98%-aban
megfigyelhet6 volt, bar IL-4 hatasara a feldisulasa nem mutatott jelentds kiilonbséget
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egyik csoportban sem. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a STAT6 elsGdlegesen
enhanszerekhez kotddik.

Erdekes médon, a STAT6 cslicsok magassaga tipikusan alacsonyabb volt a
"represszor” és "neutralis" STAT6 kotott genomi régidkon az "aktivator" régiokhoz
viszonyitva. Tovabba, a de novo STAT6 kot motivumok szama szintén
alulreprezentalt volt a "represszor" és "neutralis" STAT6 ko6tott genomi régiokban az
"aktivator" STAT6 kotott enhanszerekhez viszonyitva. Figyelembe véve, hogy a
STATG jelenléte sziikséges a represszidhoz, ezek az eredmények azt sugalljak, hogy
a gatolt helyekhez a STAT6 kozvetlen DNS kétés nélkiil, vagy egy eddig nem ismert
ko6t motivumon keresztiil kotodik.

4.14. A STAT6 altal gatolt enhanszer aktivitis csokkent Kkormatin
hozzaférhetoséggel és kisebb LDTF kotéssel jellemezheto

A kromatin hozzaférhet0sége meghatdrozza az enhanszer aktivitast szamos
sejttipusban. Tovabba, a makrofag specifikus LDTF-ek, koztik a PU.1, JUNB,
C/EBPa ¢és az IRF8 kotése jelentds az aktiv enhanszereken, valamint a kdt6helyeik
szignifikdns feldusulasa figyelheté meg a STAT6 kotott genomi régiokban
mindharom klaszter esetén.

Rovid tava IL-4 kezelést kovetden megndvekedett kromatin hozzaférhetdség volt
megfigyelhetd az "aktivator" STAT6 kotott enhanszereken, mig a kromatin nyitottsag
csokkenése jellemezte a "represszor" STAT6 kotott helyeket.

A STATG6 kotott régiok jelentds részén megfigyelhetd volt az LDTF-ek kdtodése is
mindharom STAT6 kotott enhanszer csoportban a JUNB-t kivéve, amely a STAT6
kotott régiokkal kozepes mértékii atfedést mutatott. Erdekes modon, a PU.1, JUNB és
C/EBPa ko6tédés szignifikansan csokkent, mig az IRF8 nem valtozott a "represszor"
STATG6 kotott genomi régidokban egy oras I1L-4 kezelésnek kitett egér makrofagokban.
Ezzel szemben mind a négy vizsgalt LDTF kotddése szignifikansan nétt az aktivalt
STAT6 kotott enhanszereken az IL-4 kezelést kovetden. A fenti eredmények azt
mutatjak, hogy a STAT6 altal szabalyozott transzkripcids aktivacio és gatlas egyarant
egyiitt jar a kromatin hozzaférhetdségének, valamint az LDTF-ek kotédésének
megvaltozasaval az alternativan polarizalt makrofagokban.

4.1.5. A p300 és a klasszikus HDAC1-3 kofaktorok aranyanak valtozasa az IL-
4/STATG jelatviteli itvonal altal gatolt enhanszereken

Az enhanszerek hiszton acetilacios allapota és ezaltal az aktivitasa szigortian
szabalyozott a hiszton acetil-transzferazok, mint a p300, valamint a klasszikus hiszton
deacetilazok, mint a HDACI, 2 és 3, altal. A STAT6 kotott genomi régiok jelentds
része mar vagy alapallapotban két, vagy pedig IL-4 altal indukalt modon kéti a p300
és a klasszikus HDAC kofaktorokat. A p300 koétés az "aktivator" STAT6 kotott
enhanszereken szignifikansan nd, mig"represszor" STAT6 kotott genomi régidkban
szignifikansan csokkent az egy oras IL-4 kezelést kdvetden. Nem vart modon a
klasszikus HDAC kotddés szignifikansan nétt az aktivator" STAT6 kotott genomi
régiokban az IL-4 kezelést kovetden. Ezzel szemben, bar a "represszor" STAT6 kotott
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enhanszereken megfigyelhetd volt mar alapallapotban is az HDAC-ek k6tédése, de az
HDAC kotést az IL-4 kezelés nem befolyasolta jelentdsen. Osszességében ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy a STAT6 gatolt genomi régiok alapallapotban p300-
at és klasszikus HDAC-eket egyarant kotnek, de a p300 kotés 1L-4 hatasara csokken
eltolva ezzel az egyensulyt az HDAC-ek iranyaba.

4.1.6. Az HDACS3 jelenléte elengedhetetlen az IL-4/STAT6 szignal utvonal altal
kivaltott transzkripcios gatlashoz a gének egy csoportjanal

A STAT transzkripcios faktorok és a klasszikus HDAC-ek k6z6tt szamos sejttipusban
irtak le kozvetlen kolcsonhatast, amely befolyasolja a STAT-ok altal szabalyozott
génatirodast. Tovabba ismert, hogy a HDAC3 részt vesz az alternativ makrofag
polarizacié szabalyozasaban in vitro és in vivo. Jelen munkankban azonositottuk az
IL-4 altal gatolt gének egy alcsoportjat (371/1628), melyek gatlasa HDAC3 hianyos
makrifagokban zavart szenved az IL-4 kezelést kovetéen. Erdekes modon 325 STAT6
gatolt enhanszer volt megfigyelhetd az IL-4/HDAC3 gatolt génekkel egy funkcionalis
genomi egységben. Ezek az enhanszerek bar kotottek HDAC3-at, de a kotodést
esetiikben sem befolyasolta az IL-4 kezelés.

Ismert, hogy a HDAC3 az egyik kulcs komponense az NCoR/SMRT korepresszor
komplexeknek. Ennek megfeleléen az IL-4/STAT6/HDAC3 gatolt genomi régiokon
a SMRT és NCoR fehérjék kotédése is megfigyelheté volt a kezeletlen
makrofagokban. Tovabbi vizsgalataink megmutattak, hogy a transzkripcid gatlasa az
altalunk kivalasztott négy IL-4/STAT6/HDAC3 gatolt gén esetében részlegesen
NCoR fiiggd volt. Osszességében az eredményeink azt mutatjak, hogy az IL-4/STAT6
jelatviteli utvonal altal szabalyozott gatlas a gének egy részénél az NCoR/HDAC3
komplex kdzremitkodésével valosul meg.

4.1.7. Az IL-4/STAT6 jelatviteli utvonal altal kivaltott transzkripcios gatlas
befolyasolta LPS indukalt gyulladasos program egér makrofagokban

Az IL-4 altal gatolt gének kozott a gyulladashoz kapcsolddd jelatviteli Gtvonalak,
koztiik az NLR és a TLR utvonalak génjeinek szignifikans feldusulasa figyelhetd
meg. Emellett a fenti gyulladasos utvonalakhoz kothetd gének gatolt kifejez8dése
figyelhetd meg 24 ora IL-4 kezelést kovetden is annak ellenére, hogy a gatolt
enhanszereiken a STAT6 kotés erre az idépontra mar megsziint. Ezek az eredmények
felvetik annak a lehetdségét, hogy az IL-4 képes befolyasolni a makrofagok
gyulladéasos valaszat a gyulladashoz kothetd gének géatlasan keresztiil a STAT6 kotés
megsziinését kovetden is.

Az IL-4/STAT6 modositott gyulladasos program karakterizalasdhoz IL-4 eldkezelt és
LPS aktivalt egér makrofagokat hasznaltunk. Erdekes médon 520 gén az 1350 LPS
aktivalt gén koziil, koztik az NLRP és TLR jelatviteli utvonalak tobb tagja, IL-4
elokezelés altal csokkentett gyulladasos valaszkészséget mutatott. Az RNS Polimeraz
11-pS2 ko6t6dés ezen gének esetén az RNS szinteknél megfigyelt mintazathoz hasonlo
mintazatot mutatott jelzve, hogy az IL-4 elékezelés LPS aktivalt génkifejezddést
modosité hatdsa elsdsorban a transzkripcié szintjén torténik. Végiil az altalunk
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kivalasztott gyulladasos gének qPCR alapt vizsgalata kimutatta, hogy az IL-4
elékezelés altal csokkentett gyulladasos érzékenység teljes mértékben STAT6 fiiggd
folyamat. Eredményein felvetik a lehetdségét, hogy az IL-4/STAT6 utvonal
kozvetleniil befolyasolja a makrofagok gyulladasos valaszat az LPS aktivalt
gyulladasos génkifejez6dési program egyes komponenseinek gatlasan keresztiil.

4.18. Egyes enhanszerek gyulladasos valaszkészségének IL-4/STAT6
szignalitvonal altal torténo gatlasa

Az IL-4 el6kezelést kovetden gyengébb LPS fiiggd aktivaciot mutatod génekkel azonos
funkcionalis genomi egységben 961 olyan enhanszer volt azonosithatd, melyeken az
IL-4 aktivalt STAT6 és az LPS aktivalt p65 kotés egyarant megfigyelhet6 volt. Ezek
koziil 641 enhanszeren az LPS kezelést kdvetden fokozott RNS Polimeraz 11 kotédés
volt kimutathat6. Erdekes modon, ezen LPS aktivalt genomi régiok 70 %-a (448/641)
szignifikdnsan kisebb mértékii RNS Polimeraz II kotédést mutatott alap és LPS
aktivalt allapotokban egyarant az 1L-4 el6kezelést kovetden. A p65 kotddés alapjan
ezeket az IL-4 gatolt enhanszereket két, az IL-4 el6kezelésre inszenzitiv és az IL-4
altal csokkentett p65 kotddést mutatd alcsoportokra lehetett osztani. Végiil az IL-4
gatolt enhanszer aktivitas és p65 kotddés egyarant teljes STAT6 fliggést mutatott a
kivalasztott enhanszereken. Osszességében ezek az adatok azt mutatjak, hogy az IL-
4/STAT6 jelatviteli tvonal aktivacidja, egy specifikus LPS altal indukalhato
enhanszer csoport kdzvetlen gatlasan keresztiil, a makrofagok csokkent gyulladasos
valaszkészségéhez vezet.

419. Az IL-4 altal csokkentett gyulladdsos valasz Kkisebb mértékii
inflammaszoma aktivaciét, csokkent IL-1p termelodést és pyroptozist
eredményez

Az IL-4 és az LPS kezelésre ellentétes szabalyozast mutatd gének legtdbb esetben
kiilonb6z6 gyulladasos folyamatokhoz kapcsolodnak, koztik az NLR és a TLR
jelatviteli Gtvonalakhoz. Jol ismert, hogy az NLRP receptorok kdzponti szerepet
toltenek be az inflammaszoma aktivacidban, amely IL-1f termelddéshez és egy
inflammaszoma  aktivaciohoz kapcsolodo  sejtelhalashoz az  ugynevezett
pyroptozishoz vezet. Az Nlrp3 génhez hasonldan az I11b gén alapszintii és LPS
indukalt kifejezédése is kozvetleniil gatolt a transzkripcio szintjén az IL-4/STAT6
jelatviteli utvonal altal. Emellett az LPS altal fokozott NLRP3 és a pro-IL-1p fehérje
termel6édés is csokkent az IL-4/STAT6 Tttvonal eldzetes aktivaciojanak
kovetkeztében, mig egyéb inflammaszéma komponensek fehérje szintii kifejezodését
sem az IL-4, sem az LPS nem befolyasolta. Ahogy varhato volt, az LPS és ATP
kezelés altal kivaltott Kaszpaz 1 aktivalodas, IL-1P szekrécid és pyroptdzis egyarant
STAT6 fiiggd modon csokkent az IL-4 elBkezelt sejtekben. Végiil a gyulladas
indukalt Nlrp3 és I11b kifejezddés hasonld mintazatot mutatott az alternativ makrofag
polarizacio in vivo modelljében. Osszességében ezek az adatok azt mutatjak, hogy az
in vitro és in vivo alternativ makrofag polarizacio képes modositani a makrofagok
késobbi gyulladasos valaszat, koztiik az inflammaszéma aktivaciot, IL-1p szekréciot
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¢és pyroptozis az Nlrp3 és I11b gének kdzvetlen IL-4/STAT6 jelatviteli titvonal altal
kivaltott gatlasan keresztiil.

4.2. Az IL-4/STATSG jelatviteli utvonal altal szabalyozott mikroRNS kifejezddési
mintazata human és egér alternativan polarizalt makrofagokban és a miR-342-
3p makrofagok életképességére gyakorolt hatasa

4.2.1. Az IL-4/STATG jelatviteli itvonal altal szabalyozott miRNS-ek azonositasa
az egér alternativ makrofag polarizacié soran

Kis RNS szekvenalas alkalmazasaval 162 IL-4 szabalyozott (76 aktivalt és 81 gatolt)
miRNS-t azonositottunk a vad tipust alternativan aktivalt makrofagokban. Bar az IL-
4 altal szabalyozott miRNS kifejez0dés nagy része (151 a 157-bol) teljes mértékben
STAT6 fliggének bizonyult, néhany miRNS szignifikans 1L-4 indukalt valtozast
mutatott a STAT6 hianyos makrofagokban is. Erdekes médon az ltalunk kivélasztott
harom IL-4/STATG6 jelatviteli utvonal altal szabalyozott miRNS, az IL-4 altal aktivalt
miR-342-3p, valamint a gatolt miR-125a-5p és 99b, hasonlé6 modon szabalyozddtak
Brugia malayi fonalféreg fert6zés indukalt in vivo egér alternativ makrofag
polarizaciés modellben is. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a makrofag
miRNome intenziven szabéalyozdodik az IL-4/STATG6 jelatviteli utvonal altal az in vitro
és in vivo egér alternativ makrofag polarizacié soran.

4.2.2. A mir-342-3p é az EVL gén konzervilt és kozvetlen STAT6 fiiggé
szabalyozasa az egér és human makrofagokban

A miR-342-3p-t kodold genomi régié az EVL gén harmadik intronjaban talalhato,
valamint a miR-342-3p és az EVL koordinalt szabalyozodast mutat szamos tumorban.
Mind a miR-342-3p, mind a gazdagénjének kifejez6dése fokozodott IL-4 hatasara a
humén és egér makrofagokban. Tovabba direkt STAT6 kotés volt kimutathatd az
EvI/EVL gének szabalyozo régiodiban a human és egér makrofagokban IL-4 kezelést
kovetden. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a miR-342-3p és a gazdagénjének
kifejez6dése koordinaltan aktivalodik kozvetleniil az IL-4 aktivalt STAT6
transzkripcios faktor DNS kotésén keresztiil.

4.2.3. A miR-342-3p a makrofag életképességét csokkenti és apoptézis indukal

A lokalis makrofag populacio osztodasat az 1L-4 altal kivaltott Th2 tipust gyulladas
fokozza in vivo. A miR-342-3p kifejez6dése kordsan alacsony kiilonb6z6 tumor
tipusokban, koztiik a vastagbél és emlé daganatokban. Emellett a miR-342-3p talzott
kifejezodése képes apoptodzis kivaltani és ledllitani a tumor sejtek osztdodasat. Az
altalunk alkalmazott kombinalt transzkriptomikai, bioinformatikai és funkcionalis
megkdzelités kimutatta, hogy a miR-342-3p fokozott kifejez6dése a RAW264.7
makrofagok apoptotikus elhalasat valtotta ki egy anti-apoptotikus génhaldzat
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kifejez6désének gatlasan keresztiil, ezaltal csokkentve az életképes makrofag szamot.
Tovabba, kozvetlen kolcsonhatds volt kimutathatd a miR-342-3p és az anti-
apoptotikus Bcl211 kozott. Osszességében ezek az eredmények felvetik a lehetdségét,
hogy a miR-342-3p az IL-4 altal kivaltott helyi makrofag proliferacié negativ
szabalyozojaként fejtse ki a hatasat.

4.3. Gyulladasra érzékeny makrofag miRNS-ek szabalyozasanak hatterében allé
transzkripciés mechanizmusok felderitése tjgeneracios szekvenalas alapu
technikak kombinalasaval

4.3.1. A gyulladasra érzékeny miRNS kifejezodés transzkripciés alapjainak
felderitése makrofiagban

17 szignifikdnsan szabalyozott érett miRNS-t (4 gatolt és 13 aktivalt) azonositottunk
egér makrofagban 3 o6ra LPS kezelést kdvetden. 15 LPS éltal szabalyozott miRNS,
koztiik a miR-155, miR-147 és miR-223 a primer miRNS transzkripum szintjén is
szabalyozott volt. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a gyulladasra érzékeny
MiRNS-ek nagy része a transzkripcio szintjén szabalyozott a makrofagban.

4.3.2. A gyulladasra érzékeny pri-miRNS-ek transzKkripciés start pontjai
altalanos aktiv prométer markerekkel jeloltek és RNS Polimeraz II-t kotnek

Jol ismert, hogy a fehérjéket kodold gének promoter régioi specifikus epigenetikai
markerekkel koztitk H3K27Ac-val és H3K4m3-val jeloltek, valamint RNS Polimeraz
I1-t kotnek. Az aktiv prométer marker H3K4m3-t és az RNS Polimeraz II kotddést
pri-miRNS promoter régiok azonositasahoz szintén hasznaltdk mar. Amint varhato
volt, a gyulladas altal szabalyozott pri-miRNS-ek promoter régidin szintén
megfigyelhetdk voltak a H3K27Ac és H3K4m3 markerek és az RNS Polimeraz 11
kotédés. Az LPS kezelés fokozta a H3K27Ac-t és az RNS Polimeraz II kotodést a
gyulladas aktivalt pri-miRNS-ek promoter régioin. Ezzel szemben a gyulladas altal
gatolt pri-miRNS-ek prométer régidin a H3K27Ac feldusulas és az RNS Polimeraz I1
kotédés csokkenése volt megfigyelheté a H3K4m3 feldusulds megvaltozasa nélkiil.
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az LPS-re érzékeny miRNS gének hasonlo
epigenetikai sajatossagokkal rendelkeznek, mint a fehérje kodolo gének és atirasuk is
az RNS Polimeraz II segitségével torténik.

4.3.3. Az LPS altal szabalyozott pri-miRNS-ek egy gyulladas érzékeny enhanszer
halézattal allnak kapcsolatban

A fehérjét kodold génekhez kapcsolt enhanszerek H3K4ml és H3K4m?2 poszt-
transzlacios hiszton modositasokkal jeldltek és eRNS irddik &t roluk. Tovabba tobb
sejt tipusban és szovetben ismert, hogy az enhanszerek a pri-miRNS-ek kifejez6dését
is szabalyozzak. Ezek az enhanszerek is jellemezheték az &ltalanos enhanszer
sajatsagokkal, koztiik a H3K4m1 feldusulassal és az eRNS kifejezodéssel. Amint
varhato volt, az LPS érzékeny pri-miRNS gének genomi kornyezetében szintén
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azonosithatéak voltak H3K4ml és eRNS pozitiv enhanszer régiok. A globalis
analizisiink 11 LPS gatolt és 33 LPS aktivalt enhanszer régiot azonositott a gyulladas
altal regulalt pri-miRNS-ekkel egy genomi egységben mutatva, hogy az LPS érzékeny
pri-miRNS  gének kifejez6désének szabalyozdsaban szintén részt vehetnek
enhanszerek. Emellett az eRNS-ek kifejez6dése a pri-miRNS-ek kifejez6déséhez
hasonld LPS fliggé kinetikat mutatott. Ezek a megfigyelések konzisztensek a mRNS-
ek kifejezOdésének szabalyozasaban részt vevd enhanszerek vizsgalatanal
tapasztaltakkal, azaz az enhanszerek részt vehetnek a gyulladasra érzékeny pri-
MiRNS-ek transzkripcid szintjén torténd szabalyozasaban a mRNS-ekkel analog
modon.

4.3.4. A genomszervezddés és a gyulladas altal aktivalt pri-miR-155 kifejez6dés
kozotti kapcsolat

A pri-miR-155 génjéhez kapcsolddo LPS érzékeny enhanszerek a transzkripcios start
helytél jelentds tavolsagra talalhatok (-54-t61 -116 Kb-ig).

3C szekvenalas technikat alkalmazva konstitutiv és LPS indukalt kdlcsonhatasokat
egyarant kimutattunk a pri-miR-155-6t kodold genomi egységen beliil. Permanens
kolcsonhatas volt megfigyelhet6 a transzkripcios start hely és a -116 Kb-nal talalhato
enhanszer kozott. Valamint azonosithat6 volt tobb LPS indukalt klesonhatés a -116
Kb enhanszer és mas LPS aktivalt enhanszerek kozt a pri-miR-155 génjéhez tartozo
genomi egységen beliil. Osszességében ezek az eredmények azt mutatjak, hogy (i) az
azonositott gyulladas aktivalt enhanszerek kolcsonhatnak egymassal és a pri-miR-155
gén transzkripcids starthelyével, valamint (ii) a pri-miR-155 génjét kodolé genomi
régid keresztiill megy egy gyulladas altal kivaltott ujraszervezddésen az egér
makrofagokban.

5. Diszkusszio

A makrofagok funkcionalis diverzitasat és plaszticitdsat normal fiziologias és
patologias koriilmények kozt egyarant jelentdsen befolyasoljak a mikrokdrnyezeti
szignalok, gyulladasos mediatorok, citokinek és lipid molekulak. Azonban jelenleg
szamos kérdés megvalaszolatlan a makrofag polarizacids szignalok altal aktivalt
transzkripciés €s poszt-transzkripcids szintll szabalyoz6 mechanizmusokkal
kapcsolatban. Egyrészt, jelentds szami gén kifejezOdése gatolt a makrofag
polarizacids szignalok altal, de a gatlas pontos mechanizmusai nem ismertek.
Masrészt bar a makrofag polarizacids szignalokra érzékeny miRNS-ek biologiai
funkcioi széles korben tanulmanyozottak, de a kifejez8désiik transzkripcid szintjén
torténd szabalyozasa kevéssé ismert.

A szisztematikus, genom szintl vizsgalataink kimutattak, hogy az alternativ makrofag
polarizacids szignal IL-4 jelentds szamu gén kifejez6dését gatolja a transzkripcid
szintjén, valamint az IL-4 aktivalt STAT6 transzkripcios faktor koti a gatolt gének
kozelében elhelyezkedd szabalyozd elemeket. Ezeken a szabalyozd régiokon a
STATG6 kotés egyiitt jart a csokkent kromatin hozzaférhetdséggel, kisebb LDTF, p300
és RNS Polimeraz II kétéssel, valamint alacsonyabb eRNS kifejez6déssel. Ezek az
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eredmények azt mutatjak, hogy az IL-4 aktivalt STAT6 képes transzkripcionalis
represszorként is hatni a makrofagokban. Tovabba azt talaltuk, hogy az IL-4/STAT6
szignalatvonal altal kivaltott transzkripcio gatlas csokkenti a makrofagok gyulladasos
valaszkészségét, koztik az NLRP3 inflammaszoma aktivaciot, IL-1f produkciot és
piroptozist. Osszességében ezek az eredmények egy kétiranyti interakciét mutatnak
az alternativ makrofdg polarizacid és a gyulladasos szignalok kozott, amely
befolyasolja a makrofagok valaszkészségét €s érzékenységét a kiilonbdzé mikrobialis,
stressz és sériilés eredetli endogén szignalokkal szemben.

Szintén megfigyeltiik az intronikus miR-342-3p-nek és a gazdagénjének az IL-
4/STAT6 szignalutvonal altal kivaltott kozvetlen indukcidjat egér és human
makrofagokban. Megmutattuk, hogy a miR-342-3p képes csokkenteni a mkrofagok
¢életképességét az apoptotikus sejtelhalas kivaltasa kovetkeztében. Tovabba,
transzkriptomikai, bioinformatikai  ¢és funkciondlis  vizsgalomddszerek
kombinalasaval sikeriilt azonositanunk egy miR-342-3p altal gatolt anti-apoptotikus
génhalozatot. Ezek az eredmények felvetik a lehet6ségét, hogy az IL-4/STAT6
jelatviteli utvonal altal aktivalt miR-342-3p részt vesz az IL-4 altal kivaltott makrofag
polarizacié kontrolljaban.

Végiil az LPS kezelésre valaszolo miRNS-ek, koztilk a miR-155, miR-147 és miR-
223 transzkripcids szintll szabalyozasat vizsgaltuk egér makrofdgokban egy integralt
Ujgeneracios szekvendlason alapuld megkozelitést alkalmazva. Kimutattuk, hogy a
miR-155 kifejez8dés LPS fliggd transzkripcids aktivalasa az azonos genomi régioban
1év6 enhancerek és a pri-miR-155 transzkripcios starthelye kozotti intenziv
kommunikacion alapul.

6. Osszefoglalas

A komplex molekularis mikrokdrnyezet jelentdsen befolyasolja a makrofagok
funkcionalis és fenotipusos sajatossagait kiilonbozo fiziologias ¢és patologids
koriilmények kozott. A kiillonbozé polarizacios szignalok, citokinek és patogén
eredeti. molekuldk kiilonbdz6 szignal specifikus génkifejez6dési programok
bekapcsolasahoz vezetnek a szignalok hatisara aktivalodé transzkripcios faktorok
kovetkeztében. Munkank soran kimutattuk, hogy az IL-4/STATG6 jelatviteli utvonal
jelentds szamu gén transzkripcidjat gatolja az egér alternativ makrofag aktivacio
soran. Emellett igazoltuk, hogy ez a mechanizmus képes modositani az alternativan
aktivalt makrofagok gyulladasos valaszkészségét csokkentve az LPS indukalt
inflammaszoma aktivaciot, IL-1p termelddést és pirptozist.

A miRNS-ek altal indukalt poszt-transzkripcionalis gatlas szintén részt vesz a
mkrofag polarizacio és funkci6 szabalyozasaban. Munkank soran azonositottuk az IL-
4/STATG6 jelatviteli utvonal aktivalt miR-342-3p pro-apoptotikus hatdsat, amely
potencidlisan részt vehet az IL-4 indukalt makrofag proliferacié negativ
visszacsatolasos kontrolljaban.

Végiil karakterizaltuk a gyulladasos szignalokra valaszolé6 miRNS-ek transzkripcios
szintli szabalyozasat az egér makrofagokban Wjgeneracids teljes genom szintii
vizsgalatok kombindlasaval, amely kimutatta a gyulladdsos szignalok altal
szabalyozott enhanszerek szerepét a miRNS-ek kifejezddésének kontrolljaban.
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Egyuttal egy hasznos eszkdzt adott a miRNS-ek transzkripcidés szintl
szabalyozasanak vizsgalatdhoz egyéb sejtes rendszerekben.
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