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BEVEZETES

Az eukaridta génexpressziot a transzkripcid szabalyozza. Ezt a 1épést specifius
génszabalyoz6 régiokhoz kotd fehérjék iranyitjak, melyek az RNS polimeraz aktivitasat
modositjak. A génexpresszio szigoru szabalyozasat ezek Osszetett és bonyolult halozata
végzi. Az emlds génexpresszidt specifikus szekvencidk szabalyozzak: promoterek és
enhancerek, melyek a transzkripcios starthelyhez kozel vagy tavol esnek, ebben a
sorrendben. Az utobbi a TATA boxtol upstream esé, specifikus, konzervalt konszenzus
szekvenciakat tartalmaz, mint példaul a CCAAT szekvencia, mely a C/EBP-t koti.
Transzkripciof faktorok (TF-0k) sokasaga tud kotni a cis promoterekhez és
enhancerekhez, melyek kolcsonhatnak az RNS polimerazzal és a transzkripcids
apparatus fehérjéivel DNS hurok altal. A TF-ok alapfunkcioja a DNS kotése. Ez a DNS-
kotd domén (DBD) altal torténik. Tovabba, a TF-okat a DBD-juk szerint lehet
csoportositani.

Az egyik 0, evolicidésan nagyon konzervalt TF csaldd tagjait kiilonféle homeobox
gének kodolnak. A Hox gének alapvetd szerepet jatszanak a {6 testrészek kialakitdsdban
a korai embionalis fejlédés soran. A PRD osztaly a masodik legnagyobb a homeobox
génosztalyok koziil, melynek neve a Drosophila Paired (Prd) génbdl ered. A PRD
osztaly homeodomaint tartalmazo ,,01j” csoportjanak tagjai - Argfx, Dprx, Leutx és Tprx
- a Crx génbdl tandem duplikéacioval alakultak ki szdmos méhlepényes emldsben.
Tovéabba, néhany gén athelyez6dott a kromoszéma mentén (Dprx és Leutx) vagy mas
kromoszomara (Argfx) aszimmetrikus evolucid soran. Azt azonban még nem mutattak
ki, hogy ezek a fehérjék valoban TF, melyek a sejtmagban lokalizdlodnak ¢s még nem
ruhaztak fel 6ket szabalyozo szereppel totipotens embionalis sejtekben.

A nukleédris hormonreceptorok (NR) szupercsalad tagjai ligandkotésre valaszolva
szabalyozzak a transzkripciot. A ligandok lehetnek hormonok (szteroid, pajzsmirigy
hormonok), D vitamin, reténsav, zsirsavak és foszfolipidek. A NR-oknak ligandk&to és
DNS-koté doménje van. A NR-ok fontos szerepet jatszanak a kornyezeti hatdsokra
adott valaszban, igy iranyitjadk a fejlédést, a homeosztazist és az anyagcserét is. A
HNF4oa TF sziikséges a majfejlodéshez és a majsejt-differencidciohoz. A HNF4a
kolcsonhatasat mas TF-okkal, koaktivatorokkal és korepresszorokkal feltartak.

Poszttranszlacios modositasok tomegspektrometriaval torténd vizsgalatai kimutattak,



hogy a HNF4a fehérje tobb helyen foszforildlhaté HepG2 hepatocellularis karcindma
sejtekben. A HNF4a fehérjét tobb kinaz is tudja foszforilalni meghatarozott helyeken.

A TF-ok alapvetéen befolyasoljak a génexpressziot. Azonban, a DNS szerkezete (pl.
DNA hurkok) és a sejtek DNS-t koriilvevé genomi kornyezete és kromatinszerkezete
szintén alapvetd fontossaguak. A génexpresszid tehat 2 szorosan Osszefiiggd szinten
szabalyozddik: transzkripcios és epigenetikai. Az epigeneika az a tudomanyag, mely a
sejtmagban 1évé oOrokletes informaciot vizsgalja, mely azonban nincs a genomban
kodolva. A kovalens epigenetikai modositasok (hisztonmodositasok, DNS metilacid) a
kromatinszerkezet €s transzkripcié modositasara is hatnak. A DNS metiléaci6 a citozinok
modositasat jelenti egy metilcsoport hozzdadéasaval. Egy szabalyozd régidban torténd
metilacio géncsendesitést von maga utdn. A DNS metilacio visszafordithato, ezért a
metilacios mintazatok létrehozhatok de novo és modosithatok genom-szinten vagy
specifikus l6kuszokon is valtoz6 kdrnyezeti hatdsokra. A DNS metilaciojat a DNMT
enzimek végzik. Szamos rakellenes gyogyszert fejlesztettek ki, HDAC gatlokat és
DNMT gatlokat, mint példaul a Decitabine.

Az 5-hidroximetil-citozin (ShmC) egy olyan epigenetikai modositas, melyet a TET
enzimek hoznak 1étre, szerepet jatszva a demetilacioban. Kimutattak, hogy az ShmC-
nak nincs nyilvanvalo gatlo hatasa a transzkripciora. A globalis ShmC-szintek pontosan
megmeérhetdk a megbizhatod és egyszeri LC-MS/MS modszerrel. A TET enzimek 2-
oxoglutarat, oxigén- ¢és vasfiiggd demetilazok, igy az a-ketoglutaratnak, a
citromsavciklus egyik f0szerepldjének epigenetikus hatdsa van a genom aktivitasra, igy
az egészségre és betegségre IS hatassal van. A kromatinmoédositasok aktivitasat az
intermedier anyagcserébdl szarmazo fo6 metabolitok és kofaktorok befolyasoljak, mint
példaul az acetil-koenzimA, NAD+, S-adenozilhomocisztein (SAM) és a-ketoglutarat
(0-KG).

A kornyezeti kihivasokra dinamikusan valtoz6 kromatinmodositasok in vivo vizsgalata
egyre gyakoribb. A terhesség alatti anyai étrendnek (pl. folsav vagy més metildonorok)
hatasa van az utdédok DNS metilacidjara és metabolizmusara. Az epigenetika jelenti a
kapcsolatot a korai taplalkozas €s a késobbi egészség kozott. A fenti példakbol latszik,
hogy a taplalkozasbeli kihivasok gyakran egyiitt jarnak a  kovalens
kromatinmodositasokban torténd zavarokkal. Az anyagcseréhez kapcsolédo TF-ok és

enzimek jol tanulmanyozottak rovidtava éhezés esetében. Az éhezés beinditja a



glilkdneogenezist (a PEPCK aktivitasan keresztiil), a gliikogenolizist, a f-oxidaciot és a
ketogenezist. Az Ujraetetés azonnal ledllitja a majban a ketogenezist. A hasnyalmirigy
hormonjai szabalyozzak a maj metabolikus stresszre adott valaszat. Az insulin/glukagon
arany lecsokken az €hezés hatasara, mig ez Gijraezetés hatasara visszaall.

A gliik6z a legtobb emlds szovet szamara esszenciélis energiét biztosité forrasa. Ehezés
hatdséra a gliilkoneogenezis és a gliikogenolizis aktivalodik a gliikdz-szintek fenntartasa
érdekében termelés ¢és felszabaditas altal. Az éhezéshez kapcsolédd TF csaladokat
leirtak, melyek a kovetkezdek: nuklearis receptorok (pl. HNF4a, GR, PPARa, RXR),
CREBI, FoxOs ¢s CEBPa, B. A glilkoneogenezis alapvetd koaktivatorai a CBP/p300 és
a PGC-1la. A gliikkiz homeosztazis fenntartasa ¢hezés €s etetés (vagy hormon) hatasara
szigortian szabalyozott mdr transzkripcios szinten is, példaul a HNF4o aktivitdsan
keresztiil. PGC-1a kdlcsonhat a HNF4a-val a PEPCK prométer egy adott szakaszan.
Ujraetetés hatasara, az insulin elnyomja a hasnyalmirigy glukagon-szekréciéjat és annak
aktivitisat a majban. Osszességében, a gliikoneogenezis, a glilkogenolizis és a zsirsav-
oxidacid gatlas ald keriil, mig a gliikoz lebontasa, a citromsavciklus, a zsirsav- ¢és
triglicerid-szintézis Gtvonalai aktivalodnak. A DNS metilacios valtozasok, a szerepiik és

hatdsmechanizmusuk az ¢hezés-tijraetetés hatasdra még nem ismert részletesen.
CELKITUZESEK
A PhD kutatasom soran az alabbi kérdések megvalaszolasat tiiztem ki célul:
l. Mi a sejten beliili lokalizacidja és a human embrionalis fejlédésben betoltott
szerepe a PRD-osztalyba tartozé human fehérjéknek (Argfx, Dprx, Leutx és
Tprx)?
1. Foszforilalja-e az ERK1 a HNF4a-t? Ha igen, mi az eredménye az ERK1/2

altal foszforilalt HNF4a-nak a target gének transzkripcidjat és target DNS-

kotését tekintve?



I11.  Milyen a makroszkopikus, fehérjeszintii és metilacios valtozasok torténnek

rovidtava éhezés és ujraetetés hatasara in vivo?

IV. Hogyan hat a DNS metilacio gatlasa és aszkorbinsavas kezelés a genomi

5SmC és ShmC szintekre sejtvonalakban?

MODSZEREK

Sejtkultura

Az A375 melanéma, A2058 melanéma, HepG2 hepatokarcinoma, HeLa méhnyak
carcinoma, MES-SA méh szarkéma, H1650 bronchoalveolaris karcinoma and HTR8
placenta sejtvonalak az ATCC-t6l szarmaznak és DMEM, Advanced MEM vagy RPMI-
1640 médiumban tenyésztettem Oket, amit 10% FBS-sel, 1% glutaminnal és 1%
penicillin/streptomicinnel egészitettem ki. A DT40 sejteket RPMI-1640 médiumban
tenyésztettem, amit 7% FBS-sel, 3% csirkeszérummal, 50 uM B-merkaptoetanollal és

penicillin/streptomicinnel egészitettem ki.

Kezelések

A kezelések egy része szérummentes médiumban végeztem 30 percig human
rekombinans EGF-fel 100 ng/ml-es végkoncentracioban.

A kezelések masik része 48 Oraig végeztem 5-aza-2'-deoxycytidinnel vagy DMSO-val 1

png/ml végkoncentracidban 48 6raig.

Transzfekcio és luciferdz esszé

A PcDNAS-FRT/TO expresszios vektort - mely a vad tipust, teljes human HNF4a-t
tartalmazza - az Addgene-t6l vasaroltuk. A mutaciokat szerin vagy treonin
foszforilacids helyekre terveztem, hogy foszfomimetikus (glutamat vagy aszpartat) vagy
semleges (alanin) mutansokat kapjak. Helyspecifikus mutaciot végeztem, a
génszintézist a GenScript végezte. Harmas transzfekciot végeztem HelLa sejtekben
phACCC6(-332/+72)Luc konstrukcioval — mely az ABCC6 promoter fragmensét
tartalmazza (-332/+72) pGL3-Basic vektorban -, HNF4o mutansokat kodoldo pcDNAS-



FRT/TO plazmiddal és pRL-TK Renilla luciferaz Kontroll Riporter Vektorral. A
luciferaz esszét a DualGlo Luciferaz rendszerrel végeztem, a szovettenyésztd lemezeket
luminométerrel olvastam le. Az eredményeket eldszor a hattérre normalizaltam, majd a
transzfekcios hatékonysagra, melyet a kotranszfektalt Renilla kontroll riporter vector

nyujtotta.

ChIP (Kromatin immunprecipitdcio)

1%-o0s formaldehidet adtam a HepG2 sejtek médiumahoz. 10 perc szobahdn torténd
inkubalas utan a fixalast 125 mM-os jéghideg glicinnel allitottam le, majd haromszor
mostam jéghideg PBS-sel. A sejteket felszedtem, majd lizaltam &ket. A szonikalast 6
pulzusban 15 masodpercig ON és 30 masodpercig OFF ilizemmoddban végeztem, hogy
500 bp-os fragmenseket kapjak. Az immunprecipitaciot Dynabeads A ¢és G
gyongyokkel, valamint 2 ug anti-HNF4a egér monoklonalis or H3K27ac antitesttel
végeztem. A gyongydket megmostam, majd a mintdkat eludltam. A keresztkotéseket
65°C-on végeztem éjszakan at. A mintakat ezutdin RN-azzal és proteinaz K-val

kezeltem. A DNS-t a High pure PCR template preparation kittel tisztitottam.

ChIP-gPCR

A primereket a BiSearch programmal terveztem. A qPCR-t SYBR Green mix-szel
végeztem. A lemezeket LightCycler 480 real-time PCR gépen futtattam. A standard
gorbéket kiilonbozo higitast DNS mintakbol csinaltam, €s a relativ koncentracidjukat a

higitasi sorokbdl szdmoltam ki. Egy adott DNS fragmens dusulasat ugy szamoltam ki,

crer

RRBS modszer

A genomi DNS-t a DNeasy Blood&Tissue Kittel (Qiagen) vontam ki a friss
egérmdjakbol. Az RRBS kitet és protocolt a Diagenode tervezte. 100 ng duplaszala
DNS-et emésztettem meg Mspl enzimmel. Metilalt és nem metilalt kontrollokat adtam a
mindkhoz. Ezt kovette az adapter ligalas €s a méretszelekci6 AMPure XP gyongyok
kvantitativ PCR-rel hatdroztam meg, mely lehetdvé tette, hogy egyesitsem Oket ugy,

hogy egymashoz hasonlitom a relativ koncentracidikat. Az amplifikaciot MethylTaq



Plus polimerazzal végeztem. A konyvtarakat Illumina HiSeq2000-es platformon 50 bp-

os single end readekkel szekvenaltuk, hogy pool-onként 120M readet kapjunk.

RT-PCR

Az RNS-t a miRNeasy Micro kittel (Qiagen) izolaltam a friss egérmajakbdl. A reverz
transzkripciét 1 pug RNS-bdl irtam at (RevertAid, ThermoFisher). Publikalt primer
szekvencidkat hasznaltam az expresszids analizisre. A qPCR-t SYBR green mix-szel
BioRad CFX96 PCR gépen futtattam. A standard gorbéket kiilonbozd higitasi cDNS
mintakbdl csinaltam, és a relativ koncentraciojukat a higitasi sorokbdl szamoltam ki.

Egy adott cDNS fragmens dusulasat Gigy szamoltam ki, hogy a relativ koncentraciot a

crer

EREDMENYEK

l. Mi a sejten beliili lokalizacidja és a humadn embriondlis fejlédésben betoltott
szerepe a PRD-osztalyba tartozo human fehérjéknek (Argfx, Dprx, Leutx és
Tprx)?

Kimutattam, hogy a homeodomaint tartalmaz6 Argfx, Dprx, Leutx és Tprx fehérjék
foként a sejtmagban lokalizalédnak HeLa sejtekben. Majd a V5-taget tartalmazd
konstrukciokat — primer human fibroblasztokba transzfektaltuk.  Konfokalis
mikroszkopiaval kimutattuk, hogy a kérdéses fehérjék szintén a sejtmagban
helyezkednek el. A talnyomoan sejtmagi lokalizacio6 TF-ok jellemzdje. RNS
szekvenalassal szamos szignifikdnsan up- és downregulalt géneket talaltunk. Ezek a
gének az oocita és a blasztocita allapotok kozott fejezOdnek ki a human embrionalis
fejlodés soran. Argfx, Leutx és Tprx1 é€les atmenetet mutatott az alacsony vagy nulla
expressziotol 4-sejtes allapotban magas expresszidig 8-sejtes és morula allapotban,
majd ez élesen lecsokkent a blasztociszta allapot el6tt. Ez vildgosan mutatja, hogy ezek
a gének ¢éles ki-bekapcsolasu kifejez0dési mintazatot mutatnak, és kozvetleniil a sejtsors

meghatarozas eldtt expresszalodnak.



1. Foszforilalja-e az ERKI1 a HNF4a-t? Ha igen, mi az eredménye az ERK1/2
altal foszforilalt HNF4a-nak a target gének transzkripciojat és target DNS-

koteset tekintve?

In vitro foszforilacié esszével kimutattuk, hogy az ERK1 kinaz tudja foszforlilalni a
human rekombinans HNF4a fehérjét. Meg akartuk hatarozni a foszforilalt szerin/treonin
helyeket, ezért tomegspektrometridas merest alkalmaztunk. Szdmos aminosav
foszforilacids helyet talaltunk. Az ERK1/2 képes foszforilalni a HNF4a-t korabban leirt
helyeken (S138/T139, S142/S143, S147/S148, S151, T166/S167, S313) és uj, altalunk
azonositott helyeken is (S95, S262/S265, S451, T457/T459). Tovabba, az ERKI1
ugyanazokat a helyeket célozza meg, mint més kindzok, pl. PKA, p38 és AMPK.
Ezutdn kivancsiak voltunk, hogy melyik foszforilaciés hely van hatissal a célgén
transzkripciéra. Mutacidkat terveztem szerin vagy treonin foszforilaciés helyekre
foszfomimetikus (glutamat vagy aszpartat) vagy neutrdlis (alanine) mutansokat
képezve: S87D, T166A/S167D, S313D, S451E, T457A/T459E és S451E/T457A/T459E
tripla mutans. Luciferdz esszében kimutattam, hogy a vad tipusi HNF4a hasonlo
aktivitdst mutat a T166A/S167D, S451E, T457A/T459E ¢és S451E/T457A/T459E
mutansokkal. Ezzel szemben, a S87D (pozitiv kontroll) és a S131D i1s szignifikans
hatassal voltak az ABCC6 prométer aktivitasara: gatoltak annak aktivitasat. Osszegezve,
az ERK1 ¢és az AMPK is targetaljak az S313-as foszforilacids helyet, melynek gatld
hatdsa van a célgén transzkripcidjara. Ahhoz, hogy megtaladljuk az aktiv HNF4a
kotohelyeket a genomban és kivalasszunk target l60kuszokat az ERKI1 hatdsanak
vizsgélatdhoz, ChIP-et €s Gjgeneracids szekvenalast végeztiink. Az atfedés a HNF4a és
a H3K27ac altal kotott helyek kozott jelentds volt, mely azt sugallja, hogy a HNF4a
altal kotott helyek nagy része aktiv szabalyoz6 régid. Szamos HNF4a TF kotShely
olyan gének kozelében taldlhatd, melyek a PPAR és inzulin szignalizadcidban és a
zsirsavanyagcserében jatszanak szerepet. Azért, hogy azonositsam az ERK aktivacio TF
kotésre gyakorolt hatasat, megvizsgaltam az ERKI1/2 &ltal indukalt HNF4a-kotést
szamos kivalasztott target genomi régidhoz HepG2 sejtekben. Osszességében, az
ERK1/2 foszforilalja a HNF4a-t, mely lecsokkent HNF4a DNS-kotd képességet

eredményez.



.  Milyen a makroszkopikus, fehérjeszintii és metilacios valtozasok torténnek

rovidtavii éhezés és ujraetetés hatdsara in vVivo?

8 oras €hezés hatasara nem, de 16 és 24 oOras €hezés hatasara lecsokkent az egerek
testtomege a kontroll csoportjukhoz képest. A 8 dras ujractetés nem tudta visszaallitani
az eredeti testtomeget. Elmondhato, hogy az éhezés és az Gjraetetés drasztikus hatassal
van az egerek teststlyara. Tovabba, éhezés (8, 16 és 24 Oraig) hatasara az egerek
vércukorszintje is lecsokkent. A 8 oOras Ujraetetés visszaallitotta az eredeti
vércukorszintet. Kivancsiak voltunk, hogy egyes fehérjék, melyek fontos szerepet
jatszanak a maj kornyezeti stressz - pl. rovidtava éhezés - hatasara torténé metabolikus
fehérjének jelentds szerepe van a gliikdz anyagcesere szabalyozdsaban. A HNF4a fehérje
szintje nem valtozott akut metabolikus stress (¢hezés) hatasara. Tovabba, a PCK1 enzim
fontos szereppel bir a gliikoneognezis sordn. Mint a PCKI1, mint a CEBPa
fehérjeszintek megemelkedtek ¢hezés hatdsara. Megvizsgaltuk a metilacids
valtozasokat, melyek 16 6ra soran valamint a 16 6ra éhezést kovetd 8 oras Ujraetetés
soran jelentkeztek, azért, hogy megtudjuk, milyen hatdssal van a rovidtava
taplalkozasbeli kihivas a globalis és hely/régidspecifikus metilacids szintekre.
Osszességében nem volt szignifikdns kiilonbség az egyes 4llatcsoportok atlagos
metilaciojat tekintve, de a legfontosabb metilacios valtozasokat akart megtaldlni. A 16
ords ¢hezés globalis hipometilaciot, mig a 16 oras €hezést kovetd 8 oOrds Ujraetetés
globalis hipermetilaciot okozott. A hipermetilacié foként CpG szigeteken és partokon
kiviil tortént, mig a hipometilacié nagyban érintette a CpG partokat. A hipometilacio
eloszlasat tekintve a DNS metilacids valtozasok jobban jelent voltak a promoterekben,
mint a tobbi régioban kiilon-kiilon. Tovabba, a disztilis promotereken beliili
intergenikus régiok is fontos célpontjai voltak a DNS metilaciés valtozasoknak. Ezutan
kivancsiak voltunk, hogy melyik gének azok, melyekben egy konkrét CpG valtozott az
egyik irdnyban ¢hezés hatdsara, majd ugyanez a CpG az ellenkezd irdnyba véltozott
Ujraetetés hatdsdra. A metildcidés valtozasok olyan anyagcsere-titvonalakat foglaltak
magukba, mint koleszterin, zsirsav, foszfolipid, aminosav ¢és szénhidrat
(glikoneogenikus ¢és glikogén metabolikus) anyagcserefolyamatok. A DMR analizissel

tovabbi szamos anyagcserében szerepet jatszo gént talaltunk, melyek promoéterében



metilacios valtozas torténik. RT-PCR-t is végeztem néhany metabolikus gén mRNS
expresszidjanak vizsgalatara, melyek szignifikdns metiladciés valtozdson mennek.
Ezutan megnéztiik, hogy az RRBS modszerrel detektalt metilacios valtozasok CpG-
specifikusak ¢és CpG-gazdag régidkban dusulnak-e, vagy barmely genomi C-re
jellemzok. Tomegspektrometrids méréssel kimutattuk, hogy az akut metabolikus stress
nem okoz mennyiségi valtozast a genomi SmC és ShmC szintekben, amikor a teljes

genom Osszes citozinjat vizsgaljuk.

IV.  Hogyan hat a DNS metilacio gatlasa és aszkorbinsavas kezelés a genomi

SmC és ShmC szintekre sejtvonalakban?

Kifejlesztettink egy ujfajta tomegspektrometrias (LC-MS/MS) modszert, mellyel a
genomi SmC ¢és ShmC szintet tudjuk pontosan megmérni és megkiilonboztetni.
Megvizsgaltuk a genomi SmC és ShmC szinteket kiillonbozd sejt- és szovettitiusokban.
Az 5SmC szintek elég stabilnak bizonyultak a kiilonb6z6 szovetekben, de az ShmC
szintek valtozatosak voltak. Nagyon magas 5mC/C aranyokat mértiink az egér
eldagyban. A sejtvonalak alacsonyabb 5SmC szinttel rendelkeznek. A legalacsonyabb és
a legmagasabb mért SmC szint k6zott haromszoros kiilonbség volt. A legalacsonyabb ¢és
legmagasabb mért ShmC szintek kozott azonban szazszoros kiilonbség volt. Az egér
eldagyban taldltuk a legmagasabb ShmC szintet. Az egér méja és a primer hepatocitdk
hasonld6 S5hmC szinttel rendelkeznek. A sejtvonalak alacsony S5hmC szinttel
rendelkeznek. Osszességében, az Gjonnan fejlesztett MS technika elég egyszeri és
érzékeny ahhoz, hogy még alacsony ShmC szintet is kimérjen. SazadC, vagy decitabin a
DNS metilaciot gatolja. Nemrégiben kimutattdk, hogy az 5azadC kezelés HL60 human
promieloblaszt sejtekben paradox moédon megemeli az ShmC szintet. Mi célul tiiztiik ki
mas sejtvonalak vizsgélatat is. Erdekes modon az SazadC hatdsa az ShmC szintekre
csak hematopoetikus sejtekre volt jellemz6. Az aszkorbinsav a DNS metilacid
szabalyozasahoz sziikséges kofaktor, mely a TET dioxigenazok teljes katalitikus
aktivitdsahoz sziikséges. Az ShmC szint megemelkedett HeLa sejtekben is, de csak
aszkorbinsavas egylittes kezelés hatasara. Az ShmC szint szignifikdnsak megemelkedett
decitabin és aszkorbinsav egyiittes kezelésekor HL60 sejtekben. Az eredményeink azt

sugalljak, hogy néhany sejtben hianyoznak a funkcionalisan teljesen aktiv Tet enzimek



¢és lehetséges, hogy aszkorbat-hianyosak is, ezért a decitabin kezelés nincs hatdssal az

5hmC szintjeikre.

KOVETKEZTETESEK

A PhD disszertaciomban bemutattam négy kutatasi teriiletet, melyben az epigenetika
fontos szerepet jatszik. Azt a tényt vettem alapul, hogy a transzkripcio €s az epigenetika
szoros kapcsolatban allnak. Tovabba, a kornyezeti hatasok is befolyasoljak a
transzkripcids  és/vagy epigenetikai allapotat a  sejteknek, szoveteknek és
szervezeteknek.

Eldszor azt lathattuk, hogy a homeodomaint tartalmazé gének Argfx, Dprx, Leutx és
Tprx transzkripciés faktorokat kodolnak, melyeknek alapvetd szerepe van az allati
fejlodésben. Ezen szerepiik a nagyon konzervalt homeodomain tartalmu DNS
szekvenciajukbol ered. Kimutattam, hogy ezen fehérjék a sejtmagban helyezkednek el.
A kisérleteink kimutattdk, hogy ezek a TF-ok feleldsek, hogy a sejteket a
totipotenciabol a sejtsors-dontésekhez vezessék. Sot, egy downstream effektort is
azonositottunk, ami a HISTIH2BD hiszton H2-es varians. Igy elmondhato, hogy a
fejléddésbeli valtozasok egylitt jarnak transzkripcios €s epigenetikai valtozasokkal is.
Valoban, ez a két folyamat egymastdl fiigg, melyben nagy valdszinliséggel az
epigenetikai jelek szabalyozzak a génexpressziot.

Misodsorban megvizsgaltuk a - hepatocita differenciacidban €s a majfejlédésben fontos
- HNF4a transzkripcids szerepét és az epigenetikai szerepét fiziologias koriilmények
kozott és extracellularis hatasokra. Feltartuk, hogy az ERKI1 képes foszforiladlni a
HNF40-t. Tovabba kimutattam, hogy az ERK aktivacid6 a TF csokkent DNS-kotod
kapacitasahoz vezet hepatikus célgénekben HepG2 sejtekben vizsgalva. ChIP-Seq
kisérleteinkben 8748 TF HNF4a kotohelyet talaltunk. Megtalaltunk aktivan atirt
HNF4a altal szabalyozott géneket; ezek a H3K27ac epigenetikai modositas is jeloli. A
HNF4a és H3K27ac altal kotott 10kuszok szdma kozott jelentds atfedést talaltunk, mely
arra enged kovetkeztetni, hogy a HNF4a TF kotohelyek nagy része aktivan szabalyozo
régi6. Az altalam ChIP-gPCR-rel vizsgalt HNF4a célrégiok - melyekhez kiterjedt
H3K27ac jel is tartozik - csokkent HNF4a-kotést mutatnak. Ebbol kovetkezik, hogy az



ERK aktivacié nemcsak a TF kotését valtoztatja meg, hanem a valtozasok valdszintileg
epigenetikai folyamatokkal is egyiitt jarnak.

Harmadsorban kivancsiak voltunk, hogy a taplalkozasbeli stresszhatasok (rovidtava
¢hezés és ujraetetés) befolyasolja-e a majsejtek DNS-ének metilacios allapotat in vivo.
Oriasi metilacios valtozasokat figyeltink meg. Az éhezés globalis CpG-
hipometilacidhoz, mig az Ujraetetés globalis CpG-hipermetilaciohoz vezetett. Ezek a
valtozasok szdmos anyagcsereutvonalat érintettek, példaul a koleszterin, zsirsav,
foszfolipid, aminosav és szénhidrat (gliikoneogenikus és glikogén metabolikus)
anyagcserefolyamatok. A CpG metilacié befolyasolja a génexpressziot. Megvizsgaltuk
ezeket a metilacios valtozasokat tobbféle mddszerrel, €s 0sszekotottiik oket a testtomeg,
vércukorszint, fehérje- és mRNS expresszié valtozasaival. Ugy tiinik, hogy a gyors és
hatalmas DNS metilacios valtozasok a visszafordithatosag és a kornyezeti feltételekre
val6 érzékenység miatt tudnak megtorténni.

Végiil, de nem utolsésorban azt lattuk, hogy annak ellenére, hogy a metilacids
valtozasok részben CpG szigetekben torténnek, az 6ssz genomi citozin metilacidja nem
valtozik meg kornyezeti stresszhatasra. Ugy latszik, hogy az egér genomja védett az
olyan oriasi metilacios valtozasoktol, melyek tal drasztikusak lennének. Azonban a
transzkripcio és a génexpresszid hajlamos megvaltozni részben epigenetikai folyamtok
hatdsara. Az 0ssz genomi 5SmC ¢és 5hmC mérésekhez felallitottunk egy 1j
tomegspektrometrids modszert. Kimutattuk tobb kisérletben, hogy a DNS metilacio
gatlasa ShmC szint novekedést okoz hematopoetikus sejtekben. Tovabba, az aszkorbat -
a TeT enzimek kofaktora - kezelés erGsiti az ShmC keletkezést hematopoetikus
sejtekben.

Osszefoglalva, mind a négy epigenetikai vizsgalatsorozat egyértelmii epigenetikai
vonatkozasokkal rendelkezik ¢és felvet szdmos tovabbi kérdést, melyet érdemes lenne

vizsgalni.
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