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Magreceptorok genomszintu vizsgalata..

Témavezeto: Nagy Laszlo

A palyazat soran megvalositott kisérleti munkank célja egyes magreceptorok genomi
aktivitasanak vizsgalata teljes genom vizsgalatokkal (microarray, ChIP seq, GRO seq)
immunsejtekben: dendritukus sejtekben es makrofagokban. Ennek soran eldszor
meghataroztuk az adott magreceptor altal szabalyozott transzkripteket tipikusan mikroarray
modszerekkel, majd funkcionalis vizsgalatokkal meghataroztuk a szabalyozott génhal6zatok
bioldgiai, immunoldgiai funkciodjat. Ezzel a stratégiaval kimeritden jellemeztiik a human
eredetli monocitdbol szarmazd dendritikus sejteket. A palyazat méasodik részében a
nemzetkozi trendeket is figyelembe véve érdeklddésiink részben a genetikai modellként is jol
hasznalhat6 egér modellek irdnyaba is fordult. Ebben a beszamoloban k6zolt eredményeinket
a kozleményre val6 utalassal csak roviden foglaljuk 0ssze, a meg nem ko6zolt eredményeinket
részletesen kifejtjuk.

Ko6zolt eredmények:

1. 1,25-dihydroxyvitaminD3 is an autonomous regulator of the transcriptional changes
leading to a tolerogenic dendritic cell phenotype

Széles, L., Keresztes, G., Torocsik, D., Balajthy, Z., Krenacs, L., Pdliska, S., Steinmeyer, A.,
Zuegel, A., Pruenster, M., Rot, A. and Nagy, L.

Journal of Immunology 182(4):2074-2083 (2009) IF: 5,646

Feltérképeztik a D vitamin receptor (VDR) genomi hatdsait human monocita eredetii
dendritikus sejtekben mikroarray kisérletek segitségével. Megallapitottuk, hogy a receptor
aktivalasa legalabb 3 féle transzkripcidos mechanizmuson keresztiil szabalyozza a dendritikus
sejtek differencialodasat €s ezaltal jarul a tolerogén dendritikus sejtek kialakuldsahoz.
Azonositottunk szdmos potencialis célgént is, ami a tolerogén fenotipushoz vezethet.

2. Activation of LXR sensitizes human dendritic cells to inflammatory stimuli

Torocsik, D., Barath, M., Benkd, S., Széles, L., Dezso, B., Poliska, S., Hegyi, Z., Homolya,
L., Szatmari, I., Lanyi A., and Nagy, L.

Journal of Immunology 184:5456-5465 (2010) IF: 5,746

Megallapitottuk, hogy az LXR receptor aktivalasa eldsegiti a dendritikus sejtek
immunvalaszat az NFkB ttvonal bizonyos tagjainak stabilizdlasaval. Meghataroztuk azokat a
sejtes immunfunkciokat, melyek valtoznak a receptor aktivalasanak a hatasara.
Megéllapitottuk azt is, hogy pozitiv feed forward mechanizmus létezik az LXR receptor és az
NFkB utvonal kozott.

3. Transcriptome profiling of genes regulated by RXR and its permissive and nonpermissive
partners in differentiating monocyte-derived dendritic cells

Szeles, L., Poliska, S., Nagy, G., Szatmari, 1., Szanto, A., Pap, A., Lindstedt, M., Santegoets,
S., Ruehl, R., Dezso, B. and Nagy, L.



Molecular Endocrinology 24(11):2218-2231 (2010) IF:4,889

Azt kdvetden, hogy szisztematikusan és kimeritden meghataroztuk a human monocitabol
szarmazo dendritikus sejtekben eléforduld6 RXR heterodimerek aktivalasanak biologiai
hatasat ebben a munkankban azt vizsgaltuk meg, hogy az RXR receptor aktivalasa milyen
génexpresszids valtozasokat indukal. Megallapitottuk, hogy a permisszivitas, nem
permisszivitas szabdlya nem altalanos érvényli hanem a sejtkontextustol és a szabalyozott
géntdl is fiigg.

4. STAT6 transcription factor is a facilitator of the nuclear receptor PPARy-regulated
gene expression in macrophages and dendritic cells

Szanto, A., Balint L. B.,, Nagy, Z., Barta, E., Dezso, B., Pap, A., Szeles, L., Poliska, S.,
Oros, M., Evans, R.M., Barak, Y., Schwabe, J. and Nagy, L.

Immunity 33: 699-712 (2010) IF: 24,221

Megallapitottuk és jellemeztiik a STAT6 transzkripcios faktor és a PPARg magreceptor
kozotti transzkripcids egylittmiikodés jelenségét €s a kdlcsonhatas jellegét. Megallapitottuk,
hogy a STATG6 transzkripcids faktor un. uttérd faktorként mikodik a PPARg szignal
kialakitdsa soran €s fokozza mind a regulalt gének szamat, mind az indukciok nagysagat.

5. PPARy-regulated Cathepsin D is required for lipid antigen presentation by dendritic cells
Nakken, B., Varga, T., Szatmari, ., Szeles, L., Gyongyosi, A., [llarionov, P., Dezso, B.,
Gogolak, P., Rajnavolgyi, E. and Nagy, L.

Journal of Immunology 187:240-247 (2011) IF: 5,788

A PPARg-RAR szabdlyozasi tengely egy 0j tagjat azonositottuk a CathepsinD nevii fehérjét,
ami a lipid antigén prezentacio lyzoszomalis 1épéseit katalizalja a Saponinok elhasitasa révén.

6. Live cell fluorescence correlation spectroscopy dissects the role of coregulator exchange
and chromatin binding in retinoic acid receptor (RAR) mobility

Brazda, P., Szekeres, T., Bravics, B., Toth, K., Vamosi, G., and Nagy, L.

Journal of Cell Science 124(21) 3631-3642 (2011) IF: 6,111

crer

soran. Az alkalmazott mddszer Fluoreszcens Korrelacids Spektroszkopia (FCS) megmutatta,
hogy a receptor két kiilonb6z6 difftizios allapotban talalhato, amelynek sejtmagon beliili
aranya a ligand hatdsara valtozik és amit elsdsorban a kofaktor kotés hatdroz meg.

Még nem kozolt eredmények:

1. RXR cisztrome (genomi kotohelyek oOsszessége) és genomi kolcsonhatasok
meghatarozasa egér csontveld eredetii makrofagokban.

Ezen vizsgélataink kozéppontjaban az RXR (Retinoid X receptor) magreceptor all. Az RXR
kritikus szerepet jatszik a magreceptorok altal szabalyozott génexpresszioban, ugyanis egy
altalanos heterodimerizald partnerként, mas receptorok miikodését is befolydsolja. A
magreceptorok harmadaval heterodimert alkothat, igy kiilondsen érdekes az, hogy a teljes
genom szintjén milyen kotédési mintdzatot mutathat a receptor.



Munkéank f6 célja a ChIP-seq (Chromatin immunoprecipitation followed by sequencing)
metodika bedllitdsa és primer immunsejtekben kiilonb6zé magreceptorok, kofaktorok és
epigenetikai modositasok vizsgalata volt.

A moddszer elsd lépése a DNS-fehérje komplexek rogzitése, amelyet a teljes genom
feldarabolasa, majd a specifikus antitesttel vald immunprecipitacid6 kovet. Az antitesttel
torténd elvalasztas utan a DNS-fehérje kapcsolatokat megsziintetjiik, igy a folyamat végén
megkapjuk a vizsgalt fehérje altal kotott genom darabokat. Ezeket a DNS szakaszokat uj
generacidos  szekvenaldssal —azonositjuk, majd a referencia genomot felhasznélva
meghatarozzuk azok pontos elhelyezkedését.

Kisérleteinkhez egér csontveldi eredetii makrofagokat hasznaltunk (BMDM, Bone marrow
derived macrophages). A sejteket izolalds utan 5 napig differencialtattuk MCSF (Monocyte
colony-stimuation factor) segitségével. Ezutan a sejteket egy szelektiv RXR agonistéval,
LG268-al kezeltiik. A kezelés utan ChIP segitségével DNS-t izoldltunk, majd elkészitettiik a
konyvtarakat a szekvenalashoz. A kisérleteinkhez tobb antitestet is hasznaltunk. Ezek mind
olyan fehérjéket, epigenetikai modositasokat detektalnak, amelyek fontos informacidkat
adhatnak az adott régid génexpresszids allapotarol.

Vizsgalatainkhoz az alabbi antitesteket hasznaltuk:

Fehérje/Antitest neve Leiras Gyarto

RXR (Retinoid X receptor) Ligand altal szabalyozhat6 | Santa Cruz
transzkripcios ~ faktor.  Altaldnos | (sc-774)
heterodimerizalo partnere a

magreceptorok harmadanak.

P300 (Histone acetyl transferase | Hiszton acetiltranszferaz aktivitassal | Santa Cruz
p300) rendelkezd kofaktor. (sc-585)

HDAC3 (Histone deacetylase 3) | Hiszton  deacetilaz ~ aktivitassal | Abcam (ab7030)
rendelkezd kofaktor.

Medl2 (Mediator of RNA | Az alap transzkripcids apparatusban | Bethyl
polymerase Il  transcription | elhelyezkedd6 medidtor komplex | laboratories
subunit 12) tagja. Valoszinlileg szerepet jatszik a | (a300 774a)
tobb kilobazis tavolsagban 1évo cisz-
elemek és promoterek
kolcsonhatdsanak szabalyozasaban.

PU.1 (Transcription factor PU.1) | Transzkripcids faktor, amely | Santa Cruz
valoszinlileg a makrofag, b-sejt | (sc-352)
differencidcioban t6lt be fontos
szerepet.

CTCF (CCCTC-binding factor) Inzulator faktor, amely képes a | Millipore
kromatin hurkok képzodését | (07-729)
iranyitani.

H3K4me3 (Histone modification) | Olyan hiszton moddositds, amely az | Abcam
aktiv gének transzkripcids | (ab8580)
startpontjat ¢lesen megjeldli.

H3K4me?2 (Histone modification) | Olyan hiszton mddositds, amely az | Upstate

aktiv gének 5’ végét jeloli meg. (07-030)
H4ac (Histone modification) Aktiv géneket €s azok enhanszereit | Millipore

megjel6ld hiszton mddosités. (06-866)
H3K27ac (Histone modification) | Aktiv géneket és azok enhanszereit | Abcam

megjel6ld hiszton mddositas. (ab4729)




Eredményeink alapjdn elmondhato, hogy kisérleti rendszeriinkben a makrofag genomban
hozzavetdleg 6000 RXR koté hely taldlhato alapallapotban. Ezeken a régidkon az RXR
génexpresszidra kifejtett hatdsa az ott jelenlévd kofaktorok, epigenetikai moédositasok
kontextusaban értelmezhetd. Az RXR kotéhelyek jelentds része enhanszereken detektalhato a
gének promoterétdl altaldban 5° iranyban. TObb esetben azonban intronikus kotéhelyeken is
megfigyelhetd a receptor elhelyezkedése. Az aktiv és szabdlyozott gének transzkripcios
startpontjan ritka az RXR kotés, azonban a jol ismert H3K4me3 modositas erdsen megjelenik,
a H3K4me?2, H4ac, H3K27ac-val egyiittesen. A metilacids modositasokkal szemben a hiszton
acetilaciés markerek nemcsak a start pontokon helyezkednek el, hanem a génekhez tartozo
enhanszereken is. Ligand kezelés hatasdra az RXR 4ltal elfoglalt régiok majdnem 50%-an
indukalodik a megreceptor kotédése. Uj kotShelyek ritkan alakulnak ki és nagyobb mértékil
reorganizacio sem figyelhetd meg. A kiilonbozd kofaktorok (p300, HDAC3, Med12) gyakran
egy komplexben vannak jelen a magreceptorral. Ligand hatdsara az RXR-al egy komplexben
1év6 p300 kofaktor szintje jelentésen megnd, amit az HDAC3 levaldsa kovethet. Azonban a
teljes genom szintjén inkdbb a két fehérje egylittes megjelenése jellemzé az RXR-al egy
pontban. A Med12 a mediator komplex tagjaként leirt fehérje, amely altalaban kapcsolodik
ezekhez a komplexekhez, azonban legtobbszor csak a potencidlisan szabalyozott géntdl tavol
elhelyezkedd enhanszereken. A Med12 kotdhelyek ritkan indukalodnak ligand hataséra,
azonban jelenlétiik, irodalmi adatok alapjan lehetdséget teremthet a promoter €és enhanszer
kapcsolatok létrejottének. A vartnak megfelelden a hisztonok acetilacidja a ligand kezelés
hatasara megnovekszik azokon a régiokon, ahol az RXR/p300 komplexek létrejottek. A
ligand kezelés hatasara azonban a hisztonok metilacios modositasdnak szintje nem valtozik.
Vérakozasainknak megfeleléen a makrofag genomban a legtobb helyre a PU.1 transzkripcios
faktor kotddik (~40000 genomi kotdhelyet azonositottunk). A PU.1 kétohelyek atfedhetnek az
RXR altal elfoglalt régiokkal €s ligand hatdsara az RXR kotésével ellentétesen valtozhat a
szintjilk. Eredményeink tehat megerdsitik azt az elképzelést, mely szerint a PU.1 egyfajta
,mester” faktorként a makrofdg genom bizonyos részét koétve a kromatint inkéabb
eukromatikus allapotban tartja €s biztositja mas transzkripcios faktorok szamara a kotéhelyek
konnyli hozzaférhetdségét. Az inzulatorként ismert CTCF makrofagokban kortilbeliil 20000
helyre kotddik. A teljes genom szintjén a kisérleti rendszeriinkben a CTCF kotohelyek nem
fednek 4t mas komplexekkel. Ligand hatdsara gyakorlatilag alig valtozik a kotéhelyek
erossége ¢s a szama. Elmondhato tehat, hogy a CTCF a makrofdg genomban is hasonlo
funkciokkal rendelkezhet, mint az eddig leirt sejt tipusokban, tehét iranyithatja a promoter és
mas cisz elemek kolcsonhatéasat €s a kiillonb6z6 mddon szabalyozott transzkripcios egységeket
kiiloniti el egymastol.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy sikeresen bedllitottuk a ChIP-seq kisérleteket egér
csontveldi eredetli makrofagokon. Ennek a modszernek kdszonhetden jelentds informacidkat
kaptunk az RXR altal szabalyozott genomi régiokrol. ChIP-seq adataink segitségével
meghataroztunk tobb 100 olyan genomi régiot, amelyek nagy valoszinliséggel az RXR ¢és
partnerei altal szabalyozottak. Céljaink kozé tartozik, hogy mas, teljes genom szinti
vizsgélatokkal meghatdrozzuk az RXR altal regulalt gének naszcens €s érett mRNS szintjét
(GRO-seq, Global Run-On sequencing, RNA-seq) €s az adatainkat atfedésbe hozzuk a ChIP-
seq eredményekkel. Ezekkel a moddszerekkel a jovOben meghatarozzuk a teljes RXR
cisztromot makrofagokban, amely hozzasegithet minket a magreceptorok teljes genom szintii
mukodeésének megértéséhez.

2. Epigenetikus modositasok (hiszton acetilacio és metilacio) valamint transzKkripcios
faktorok kromatin immunprecipitaciojanak (a tovabbiakban ChIP) optimalizalasa
primer human monocita eredetii makrofagokban



A humaén primer makrofagokban citokinek, pl IL-4 hatisara bekdvetkezd hisztonmddositasok
valamint az [L-4 hatdsara aktivaloddo STAT6 transzkripcios faktor genomszintli kotohelyeinek
feltérképezése érdekében a primer egér makrofagokban mar sikeresen hasznalt ChIP
modszerét modositanunk kellett. A huméan monocita eredetli makrofdgok ugyanis csak
gyengén tapadnak a tenyésztéedényhez, igy az egér makrofagokkal szemben a sejtekkel
szuszpenzios allapotban dolgoztunk. A CD14+, buffy coat-bol izolalt monocitdkat 24 6ran
keresztiil tenyésztoflaskaban differencialtattuk, majd vagy oldoszer (ctrl) vagy RSG (1 uM) és
harminc perc elteltével 1L-4 kezelésnek vetettiikk ald (RSG/IL-4). A ChIP-hoz a sejteket
tovabbi harminc perc elteltével sziireteltiik le, mig a sejtek tiz szédzalékat 6sszesen harom és
fél oran keresztiil tartottuk a RSG/IL-4 koktél jelenlétében, hogy a PPARg target gén, az
FABP4 ¢s az 1L-4 target gén CCL26 expresszids szintjének ellendrzésével a kezelések
eredményességérol meggydzOddhessiink. A ChIP-hoz a sejteket ugynevezett dupla fixaldsnak
vetettilk ala. Ennek soran a hagyomanyosan hasznalt formaldehides fixalast megel6zden,
amely a DNS és fehérjék kozott hoz létre kovalens keresztkotéseket, Di(N-succinimidil)-
glutarattal (DSG) torténd fixdldssal hosszabb ,karu” fehérje-fehérje keresztkotéseket is
létrehozunk, amellyel a transzkripcios faktorok ChIP-janak hatékonyséagat fokozhatjuk [1]. A
TF-ok ugyanis nagyméretli fehérjekomplexek tagjaiként sokkal érzékenyebbek a DNS
feldarabolasdhoz hasznalt szonikalasra, még a legkontrollaltabb koriilmények kozott is
konnyen szétesnek, ezért sziikséges a kettds keresztkotés. A ChIP egyik legsarkalatosabb
Iépése a szonikalas, ennek erdsségét és idOtartamat minden sejttipus €s minden szonikator
esetében empirikusan kell megallapitani. A kovetkezd 1€pésben optimalizaltuk a DNS
fragmentalasat a rendelkezésiinkre all6 DiaGenode vizhiitéses €s ugynevezett vizbemertiilo
szonikatorral és meghataroztuk a ChIP-Seq mddszerhez elengedhetetleniil fontos 3-500 bp
hosszusagu fragmentméret eléréséhez sziikséges paramétereket. A hisztonmddositasok koziil
az acetilalt hiszton 4 és a K27-en trimetilalt hiszton 3 az aktiv transzkripcio helyeit jeloli.
Ezen poszttranszlacios modositdsok ellen termeltetett, valamint STAT6 ellenes antitesttel
végeztiink ChIP-6t a ctrl vagy RSG/IL-4 kezelt sejtekbdl készitett kromatinbol. A ChIP
eredményességérol a STAT6 ismert targetjének, a sajat aktivitdsat negativan szabalyozo
SOCSI1 génnek a promoéterében taldlhatdo, STAT6 kotohelyet tartalmazd DNS szakasz [2]
feldasulasanak meérésével gy6zddtiink meg. A kovetkezokben pedig a ChIP-val nyert, STAT6
kotOhelyeket és a fent leirtak szerint modositott hisztonok kotOhelyeit tartalmazé DNS-bol
konyvtarat készitettiink. Kontrollként a kezeletlen sejtekbdl ugyanolyan eljardssal és
antitestekkel nyert DNS valamint a kezelt sejtek kromatinjabol nyert fragmentalt teljes
genomi DNS (input) szolgalt.
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