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Roviditések jegyzéke

AP-1 — activating protein 1 (transzkripcios faktor)

BED — Browser Extensible Data

ChIP — chromatin immunoprecipitation (kromatin immunprecipitacio)
ChlIP-seq — chromatin immunoprecipitation followed by deep sequencing (kromatin
immunprecipitacio és az azt kovetd mélyszekvenalas)

CSV - comma-separated values (vesszdvel tagolt szoveges file)
dbSNP — The Single Nucleotide Polymorphism database

DES — diethylstilbestrol (dietilstilbosztrol)

DiffBind — Differential Binding Analysis

E1 — estrone (6sztron)

E2 — estradiol, 17B-estradiol (6sztadiol, 17B-0sztradiol)

E3 — estriol (6sztriol)

ENCODE - Encyclopedia of DNA Elements

ERE — estrogen response element (6sztrogén valaszad6 elem)

ESR1 — estrogen receptor alpha gene (6sztrogén receptor o gén)
ESR2 — estrogen receptor beta gene (6sztrogén receptor B gén)

ERa — estrogen receptor alpha (0sztrogén receptor alfa)

ERp — estrogen receptor beta (0sztrogén receptor béta)

ER™ — estrogen receptor positive (8sztrogén receptor pozitiv)

EtOH — ethanol

FASTA — FAST Alignment

FoxA1l — Forkhead box protein Al (transzkripcids faktor)

GATAS3 — GATA-binding protein 3 (transzkripcios faktor)

GEO — Gene Expression Omnibus

HER2 — human epidermal growth factor receptor 2 (human epidermalis ndvekedési faktor
receptor 2)

HOMER — Hypergeometric Optimization of Motif EnRichment

IGV — Integrative Genomics Viewer

MACS — Model-based Analysis of ChIP-Sequencing

MAF — minor allele frequency (minor allélfrekcencia)
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MCF-7 — Michigan Cancer Foundation-7 (sejtvonal)

MEME — Multiple EM for Motif Elicitation

NFkB — nuclear factor kappa b (transzkripcios faktor)

TF — transcription factor (transzkripcios faktor)

PCR — polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

PR — progesterone (progeszteron)

RPKM — Reads Per Kilobase of transcript per Million mapped reads
SNV - single nucleotide variant (egynukleotidos varians)

SNP —single nucleotide polymorphism (egynukleotidos polimorfizmus)
Spl — specificity protein 1 (transzkripcios faktor)

SPMR — signal per million reads

SRA — The Sequence Read Archive

TTS — transcription termination site

TSS — transcription start site

3” UTR — 3’ untranslated region (3’ at nem ir6d6 régio)

5> UTR — 5’ untranslated region (5’ at nem ir6do régio)



Osszefoglalas

Az 0Osztrogén receptor alfa (ERa) a magreceptor csalddhoz tartozo, ligand-aktivalt
transzkripcids faktor (TF), amely képes a 17B-0sztradiolt, azaz Osztrogént kotni. Az igy
kialakul6 hormon-receptor komplex a DNS transzkripcidt szabalyoz6 régioihoz kotddve
befolyasolja a specifikus gének expressziojat. Az ERa kiemelt jelentdségii TF az eml6rak
haromnegyedében, mivel az altala kialakitott kotdesemények ¢€s az igy 1étrejové valtozasok
olyan folyamatokat indukalnak, melyek meghatarozzak az 6sztrogén receptor pozitiv (ER")
emlorak kimenetelét, illetve a kezelésre adott valaszt. A kezelés soran az emlorakos nok kozel

40%-a valik rezisztenssé.

Munkank soran két emlé-eredetli (MCF-7 és T-47D) és két endometrium-eredetii (ECC-1 ¢és
Ishikawa) ER™ sejtvonal meta-analizisét végeztiik el: az ERa transzkripcios faktor kotdhelyek
vizsgélatdhoz minden publikalt ChIP-seq (kromatin immunprecipiticié, majd azt kovetd
mélyszekvenalds) adatot bioinformatikai modszerekkel Gjraelemeztiink, és meghataroztuk az
egyes sejtvonalak egyedi és kozos ERa kotohelyeit. Feltérképeztiik azokat a géneket is,
amelyekben a kotohelyek talalhatoak, tovabba azonositottuk a kdtéhelyeken beliil taldlhatod
SNV-ket és azt, hogy ezek a variansok milyen transzkripcios faktorok kotéhelyeit bontjak
meg jelenlétiikkel. Végiil arra kerestiik a valaszt, hogy Osszefliggésben allnak-e az altalunk

azonositott SNV-k és gének az emldrakkal.

Kiilon hangsulyt fektettiink a kiilonb6z6 eredetli sejtvonalak Osszehasonlitdsdra: az azonos
eredetli sejtvonalak Iényegesen tobb atfedd, kozos ERa kotéhelyet mutattak, mint az egyes,
kiilonboz6 eredetli sejtvonalak. 143 olyan kozds kotdhelyet azonositottunk, amely mind a
négy sejtvonalban atfedett, tovabba ezek koziil azokat, amelyek az intronban helyezkedtek el,
29 génhez tarsitottuk: az ERa altal szabdlyozott gének expresszidja jelentdsen csokkent,
azonban néhdny gén esetében ellentétes hatis volt tapasztalhatod: kifejezOdésiiket az ERa
jelenléte alapszinten gatolta, expresszidjuk az ERa csendesitése utan megndétt. A 143 k6zos
kotdhelyen beliil feltérképezett 1250 SNV koziil 280 az ERa motivuman beliil lokalizalodott,
és ezen TF motivumain beliil azonositottuk az ER" emlérakkal mar dsszefiiggésbe hozott, az

ERa-val kooperald FoxA1l és GATA3 TF-ok motivumait is.



|. Bevezetés

Az orvostudomany teriileteinek kétségteleniill a leggyorsabban novekvd alteriilete az
onkoldgia. Ezen beliil is az emlérdk, amely a ndk korében a leggyakrabban diagnosztizalt
rosszindulati daganat, évente 1,4 millio 0j esettel vildgszerte, egy multidiszciplinaris
problémaként all a kézéppontban, mindennemii foldrajzi korlatozottsagok nélkiil [1, 2]. Az
emlOrak korai felismerésén tilmenden, amely nagymértékben javitja a betegség prognozisat,
ma mar rendelkezésilinkre all szamos kezelési formdja, amely torténhet mitéttel, a petefészek
eltavolitasaval (amely hatasara annak Osztrogén termelése megsziinik), tovabba
kemoterapiaval, sugarkezeléssel, monoklonalis antitestek alkalmazéasaval, kéros érndvekedést
gatld kezeléssel, valamint hormongatlo készitményekkel. Az alkalmazott kezeléseket és/vagy

azok sorrendjét, esetleges kombinalasukat a daganat molekularis jellemz6i hatarozzak meg.

A 19. szdzad végén Beatson volt az, aki r4jott, hogy azon ndk korében, akik petefészkét
eltavolitottak, életiik tovabbi részében csekélyebb szamban alakult ki emlérak [3]. EKkor,
1896-ban hoztak eldszor Osszefiiggésbe a mellrakot a hormonokkal, még évtizedekkel az

Osztrogén €s az 6sztrogén receptorok felfedezése eldtt.

Osztrogén receptorok

Jensen ¢és Gorski kutatocsoportjai voltak azok, akik az 1960-as évek végén elsOként
definialtak az 6sztrogénkotd receptorok jelenlétét az intracellularis térben, majd Chambon és
tarsai klonoztak elsoként magat az Gsztrogén receptor gént [4-6].

Az 0Osztrogén receptoroknak ezidaig két izoformaja ismert, név szerint az ERa és az ERJ,
melyek ligand-fiiggd transzkripcids faktorok. Mindkét izoforma ugyanazon magreceptor
csalad modularis struktirdjanak jellemzdit mutatja, ¢és mindkét receptor hasonld
kotoaffinitassal rendelkezik természetes ligandjukkal, az Osztrogénnel szemben, szerepiik a
génexpresszio szabalyozasaban azonban eltér [7].

Az ERa-t és az ERPB-t két kiilonbozd gén kodolja: az a izoforméat az ESR1 gén, mig a
izoformat az ESR2 gén. Az ERa a human kromoszoéma 6q24-27 16kuszan, az ERp pedig a
kromoszoma 14q21-22 lokuszan helyezkedik el. A gének transzkriptjei egyforman 9 exont
tartalmaznak, de a két fehérje eltéré szamu aminosavbol épiil fel: az ERa 590, az ERp ett6l

kevesebb, 530 aminosavbol all. Mindketté fehérjének hat eltéré doménje van, melyb6l harom
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relative megegyezik. A domének kozotti legnagyobb kiilonbségek az A/B doménekben
rejlenck, amelyek feleldsek a két Gsztrogén receptor kdzott megfigyelt szamos antagonista

hatasért [8]. A két magreceptor szerkezetét az 1. abra taglalja.
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1. abra. Az oOsztrogén receptorok szerkezete. A magreceptor csalad tébbi tagjahoz
hasonloan az dsztrogén receptor hat, evoluciosan konzervailt doménbdl dll (A-F). Bar az NH,-
termindlis domén tartalmazza az AF-1 aktivalo faktort, amely lehetévé teszi az egyéb
transzkripcios faktorokkal torténd kolcsonhatdst és a target gén aktivalodasat, ezen AF-1
domén aktivitdsa lényegesen eltér a két dsztrogén receptor kozott. A DNS-koté domén két
erdsen konzervalt cink-ujj domént tartalmaz, melyek nélkiilozhetetlenek az dsztrogén
valaszado elemhez torténd kotédeés soran, végiil a C-terminalis domén pedig medidlja a
ligand-kotddeést, receptor dimerizaciot és a magi transzlokaciot, tovabba itt lokalizalodik az
AF-2 ligandfiiggd aktivacios domén is. (Gerald M. Higa and Ryan G. Fell. (2013). Sex

Hormone Receptor Repertoire in Breast Cancer. Int J Breast Cancer 2013:284036.)



Az bsztrogének

Az 0Osztrogének a szteroid hormonok csoportjaba tartozo kis lipofil molekulak, melyek
hidroxilcsoportjuk szamat tekintve tobb tipusra oszthatoak: az 6sztron (E1) egy, az 0sztradiol
(E2) kett6, mig az Osztriol (E3) harom hidroxilcsoportot tartalmaz. Az Osztradiolt (17p3-
Osztadiol) Osztrogénszerli hatasanak erdteljes mértéke kiiloniti el a csoport masik két tagjatol,
¢s thlnyomorészt ez az Osztrogén felelés a ndi reproduktiv rendszer szabalyozasaért,
fejlodéséért, ugyanakkor szerepet jatszik a kardiovaszkularis rendszer, a kdzponti

idegrendszer és a csontmetabolimus szabalyozasaban is [9].

Az Osztrogének természetes ligandjai az Osztrogén receptoroknak és az altaluk 1étrehozott
hormon-receptor komplex a kromatinhoz kapcsolédasa révén befolyasolja a transzkripciods
folyamatokat. Az ERa altali transzkripcios szabalyozas folyamata, mely fontos szereppel bir
az emlorak soran, kétféle modon valosulhat meg: az ERa kozvetleniil képes kapcsolddni a
DNS-hez (klasszikus utvonal), vagy fehérje-fehérje kolcsonhatas révén (nem klasszikus
utvonal). A klasszikus utvonal 1étrejotte soran az ERo homodimerek a DNS egy specifikus
szekvenciamotivumaihoz kotédnek, az un. 6sztrogén valaszad6 elemekhez (ERE). Az ERE-t
13 bazisparnyi palindrom szekvencia, amely egy GGTCA ¢és egy TGACC szekvenciat
tartalmaz, kozottiik 3 bazispar kihagyasaval (2. abra) [11, 12].
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2. abra. ERE motivam. A4z dsztrogén valaszado elem palindrom szekvencidja, kozépen
harom bazispar kihagyassal. Az ERa képes kotédni a nem tékéletes ERE motivumhoz is. (Liu

ET.(2010) Integrative model of genomic factors for determining binding site selection by

estrogen receptor-a. Mol Syst Biol. 21;6:456)



A masik lehetséges modja a kotédésnek a nem klasszikus utvonal. Ennek soran az ERa
indirekt moédon kotddik a DNS-hez, mas transzkripcios faktorokhoz kapcsoldodva, mint pl. az
Sp-1, AP-1 és NF-kB. Ezen utvonal létrejotte a transzkripciot az ERE-t6] fiiggetlen modon
szabalyozza [13, 14].

Genom-szintli ERa ChIP tanulméanyokbol kideriilt, hogy az ERa kotohelyeknek csak kis
toredéke talalhatdé a promoter régidkban. Tobbségiik tulnyomorészt tobb, mint 20 kb
tavolsagra helyezkedik a génektdl, és ezen tavolsagok miatt a target gének meghatarozasa
meglehetdésen onkényes feladat. Mivel a kotohelyek mennyisége meghaladja az ERa altal
reguldlt gének szamat, ez jelzi azt, hogy tobb kotdhely egyiittesen szabalyozza a
transzkripciot. Klasszikus, az ERa altal szabalyozott gének példaul a pS2/TFF1, a GREBI,
valamint a bcl-2 [11].

Fontos megemliteni még, hogy az ERa transzkripcié faktor kotOhelyekben 1évé SNP-k
jelenléte egyedenként eltérd lehet. Jelenlétiik befolyassal bir az adott génexpresszidra, azaltal,
hogy megvaltoztatjak az ERa kotddését. Az ilyen SNP-k azonositasa teszi lehetdvé az
egyedekre jellemzo kezelés lehetdségét, hiszen az ERo meghatarozza az emlérak kimenetelét

és a kezelésre adott valaszt.

Tanulmanyunk elsédleges célja a hormonérzékeny, &sztrogén receptor pozitiv (ERY)
emldrakos sejtekben megjelend ERao transzkripcids faktorok kotShelyeinek genomszinti
feltérképezése volt. Az endokrin kezelés soran az ERa aktivaldsa tobb Uton is torténhet,
amelyek mindegyike képes gatolni az ER1 altali sejtproliferaciot. Ezen beavatkozasok
nagymértékben novelik a thlélés esélyét és teljes gydgyulashoz is vezethetnek, azonban a nék
40%-a a hormonterapia soran mégis rezisztenssé valik a kezelésre. Esetiinkben azért fontos az
ERa kotéhely és a benniik létrejovd valtozdsok meghatarozdsa, mert a molekularis
kolesonhatdsok a hormon-receptor komplex és a DNS kozott szabalyozzak olyan gének
expressziojat, amelyek felelosek a rakos sejtek fenotipusaiért, és ezen target gének egyben

meghatarozzak a sejtnovekedést és az endokrin valaszt is (3. abra).
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3. abra. Osztrogén receptor altal kivaltott génaktivacié. Az dsztrogén receptorok normdl
koriilmények kozott a sejtmagban helyezkednek el. Amikor egy osztrogén molekula bejut a
sejthe és kotédik a receptorhoz, ez az oOsztrogén-receptor komplex a DNS egy specifikus
osztrogén dltal szabalyozédnak. Ez a mechanizmus aktivdlja a gén transzkripciojat, majd
azon specifikus fehérjék szintézisét, melyek befolydsolhatjak a sejt viselkedését a sejttipustol

fiiggben. (Giacinti L et al. (2006): The Oncologist 11:1-8)

ERa pozitiv sejtvonalak

Az ERa kifejez6dhet tobbek k6zott a méh és a prosztata kotdszovetes vazaban, a here Leydig-
¢és a petefészek tiiszdinek kiilsd sejtjeiben, de az emld szdveteiben is egyarant. Az dsztrogén
indukalt ERa kotdesemények modellezésére szamos sejtvonal all rendelkezéslinkre, mi
Osszesen négy, két emld-és két endometrium-eredetli sejtvonalakon végzett kisérletek

eredményeit vizsgaltuk.

1) MCF-7

Az emlb-eredeti MCF-7 sejtvonal egy 69 éves, metasztatikus emlérakban szenvedd beteg
melliirében felszaporod6d folyadékbol (pleuralis folyadékgyiilem vagy pleurdlis effizid)

szarmazik, melyet Herbert Soule 1973-ban fedezett fel.
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A beteg jobb mellében joindulati daganatot, bal mellében pedig rosszindulat, duktalis
adenokarcinomat talaltak és utdbbin a teljes mellre kiterjedd masztektomidt végeztek el.
Soule-ék leirtak, hogy a tumor helyi kitjulasat 3 évig radioterapiaval és hormonterapiaval
sikeriilt kontrollalt allapotban tartani. Napjainkban a mellrédk legaltalanosabb hormonkezelése
tamoxifennel torténik, azidében valdsziniileg nagy dézisu szintetikus, nem-szteroid 6sztrogén,
a diethylstilbestrol (DES) lehetett. A tumorszdvet igen érzékeny volt a hormonra, hiszen a
varhat6, atlagosan egy éves taléléshez képest haromszor hosszabb ideig sikeriilt kontrollalt

allapotban tartani.

Ezt kdvetéen Marc Lippman volt, aki bebizonyitotta, hogy a tamoxifen, mint antidsztrogén
gatolja az MCF-7 sejtek novekedését, de ez a gatlasi folyamat 6sztrogénnel visszafordithato.
A tamoxifent bar ugy soroltdk be, mint az 0Osztrogén kompetitiv inhibitora, nagy

koncentracidban azonban elpusztitotta a sejteket.

Kathryn Horwitz a gliikokortikoid hormonreceptorok, progeszteronok ¢és androgének,
valamint az Osztrogén receptor azonositasa utan pedig arra a kovetkeztetésre jutott, hogy az
MCF-7 kivalo6 in vitro modelljeként szolgalhat a tumor endokrin terapidra adott valaszanak,
valamint a hormon kotédése és az igy létrejové biologiai hatas kapcsolatanak komplex
vizsgalatanak. A mai napig a legéltalanosabban alkalmazott sejtvonal az emlérdk folyamata

soran megfigyelhet6 valtozasok, hormon-receptor kdlcsonhatasok vizsgalatara [15, 16].

2) T-47D

Az emlé-eredetii T-47D sejtvonal egy 54 éves nd ductalis adenocarcinomajanak pleuralis
effiziojabol 1étrehozott sejtvonal. A sejtekben Gsztrogén-és progeszteron receptorok egyarant
kifejezoédnek. Mivel p53 mutacioval rendelkezik, igy alkalmas ezen mutacioval rendelkezd

emldrakos betegek gyogyszerrezisztens allapotanak modellezésére [17].

3) ECC-1

Az ECC-1 az endometrium adenocarcinomajabol szarmazé epithelialis sejtvonal. Az ECC-1
sejteken kifejez6dnek mind az Osztrogén, progeszteron és androgén receptorok, ezaltal

alkalmas az endokrin és parakrin szabalyozas in vitro tanulmanyozasara is [18].
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4) Ishikawa

Az Ishikawa egy 39 éves n6bol szarmazo, human endometrialis adenocarcinoma sejtvonal. Az
Osztrogén-¢és progeszteron receptorok, illetve androgén receptorok az in vitro tenyésztett

sejteken és az indukalt tumorban egyarant kifejezodnek [19].

ChlP-seq

A ChIP-seq mozaiksz6 a kromatin immunprecipitacio és az azt kovetd mélyszekvenalas
folyamatanak (chromatin immunoprecipitation followed by deep sequencing) angol

kifejezésébol ered.

A kromatin immunprecipitdciés mddszer alkalmazasaval in vivo fehérje — DNS interakciok
sejtekben torténd vizsgalata valik lehetévé. Az eljaras soran a genomialis DNS-hez ktodo
fehérjék (transzkripcios faktorok vagy hisztonok) jelenlétének vagy hianyanak detektalasahoz
elséként egy kémiai reakcio soran kovalensen keresztkotjiik azokat pl. formaldehiddel, majd a
tisztitott kromatint szonikalassal vagy emésztéssel torténd fragmentacié soran 200 — 300 bp
nagysagu darabokra torjiik. A vizsgalt fehérjére specifikus ellenanyag hozzaadasaval csak a
vizsgalni kivant fehérje altal kotdtt DNS darabok konyvtarat hozhatjuk 1étre. A fehérje — DNS
komplex keresztkotésének megbontasaval a DNS megtisztithato és inputként alkalmazhat6 a
tovabbi elemzések sordn a feldasult DNS azonositdsahoz. Kovetkezd Iépésben DNS

fragmenteket megszekvenaljuk.

A tisztitott DNS megszekvenalhatd barmelyik 01j generacios platform egyikével. Ezeknek a
platformoknak az alapelve hasonl6: kozos adaptorokat ligalnak a ChIP DNS-hez, és
klonalisan csoportositott amplikonokat hoznak létre. A szekvenalasi 1épés magaba foglalja
minden templat enzim-alapu meghosszabbitasat parallel modon, valtakoztatva a fluoreszcens
jelek detektalasat.

Az Illumina/Solexa platform esetén a klondlis szekvencia csoportjait hid-amplifikacios
modszerrel (bridge-PCR) hozhatjuk Iétre, a szekvenalast pedig szekvenalas-szintézissel.

A 454/SOLiID platform esetében a klonalis amplikonokat emulziés PCR-ral allitjak eld, az
amplikont pm-es bead felszinével fogjak ki. Miutan a bead-eket az amplikonokkal kinyerik és
immobilizaljak egy sikbeli szubsztrathoz, szekvenaljak piroszekvenalassal (454) vagy DNS-
ligaz alapt szintézissel (SOLID) [20].
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A szekvenaldst kovetden a DNS azon helyei, amelyek kdlcsonhatnak transzkripcios

faktorokkal vagy mas, kromatin asszocialt fehérjékkel, genomszintii vizsgélata valik lehetdvé.
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Il1. Anyagok és modszerek

Bevalogatasi kritériumok

Az ERa transzkripcios faktor kotdhelyeinek bioinformatikai elemzésébe minden olyan, a

GEO (Gene Expression Omnibus, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ ) és SRA (The Sequence

Read Archive, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra ) adatbazisokban elérhet6, korabban publikalt

ChlP-seq kisérletet bevontunk, amelyben a genomszintii ERa koétéeseményt vizsgaltak
Osztrogén kezelést kovetden, és elérhetéek voltak a nyers szekvenciaadatai. Tovabba csak
azok a kisérletek keriiltek bevalogatasra, amelyeket az Illumina szekvenald platformon

végeztek. A mintdkrdl informdciokat az 1. tablazat tartalmaz.

Sejtvonal | GEO azonositd | Replikatum | Antitest E2 kezelés Input
MCF-7 | GSM1187116 repl ERa 10 nM, 45 min GSM589244
MCF-7 | GSM1187117 rep2 ERa 10 nM, 45 min GSM589244
MCF-7 GSM1187118 rep3 ERa 10 nM, 45 min GSM589244
MCF-7 GSM1115990 repl ERa 100nM 1 hr GSM589244
MCF-7 | GSM1115991 rep2 ERa 100nM 1 hr GSM589244
MCF-7 GSM589237 - ERa 100 nM 45 min GSM589244
MCF-7 GSM365926 - ERa 10nM 1 hr GSM589244
MCF-7 GSM470419 - ERa 10 nM 45 min GSM589244
MCF-7 GSM614610 - ERa 100 nM 45 min GSM614606
T-47D GSM803539 - ERa 10nM 1 hr GSM589247
ECC-1 GSM589243 - ERa 100 nM 45 min GSM589245
ECC-1 GSM803422 - ERa 10nM 1 hr GSM589246

Ishikawa | GSM589241 - ERa 100 nM 45 min GSM589246

1. tablazat A bevalogatasra Keriilé mintak. 4 tdblazat tartalmazza, hogy az adott kisérletet
milyen sejtvonalon végezték, tovabba a GEO azonositoikat, azt, hogy egymasnak replikatumai
voltak-e a mintdik (egy kisérletbdl szarmaztak-e), az alkalmazott antitest nevét, az dsztrogén
kezelés koriilményeit (koncentrdcio, idotartam) és a DiffBind analizis sordn az egyes

kisérletekhez hasznalt input mintak GEO azonositoit (Input: kontrollként haszndalat).
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Kizarasi kritériumok
Kizaréasra keriiltek azok a kisérletek, amelyekben inaktivaltak (kiiitotték) barmelyik gént,
illetve egy el6zetes elemzés soran azon MCF-7 sejtvonalon végzett kisérletek mintai,

amelyekben a peak-ek (kotéhelyek) szama tizezernél kevesebb volt. A  mintakrol

informacidkat a 2. tdblazat tartalmaz.

Sejtvonal | GEO azonosité | Replikatum Kezelés Kizarasi ok
MCF-7 GSM862179 repl 10nM 1hr peak-ek szama: 2 624
MCF-7 GSM862180 rep2 10nM 4hr peak-ek szama: 5 268
MCF-7 GSM862181 rep3 10 nM 24 hr peak-ek szama: 2 103
T-47D GSM589239 - 100 nM 45 min bizonytalan kezelés

2. tablazat A kizarasra Keriillé mintak. 4 tdbldazat tartalmazza, hogy az adott kisérletet
milyen sejtvonalon végezték, tovabba a GEO azonositoikat, azt, hogy egymdsnak replikatumai
voltak-e a mintak (egy kisérletbél szarmaztak-e), az Osztrogén kezelés koriilményeit
(koncentracio, idétartam) és a kizardsuk okat. A GSM862179-80-81-es mintdkat egy elézetes
elemzés soran zartuk ki, mivel a tobbi MCF-7 sejtvonalon végzett kisérletekhez képest
alacsony peak szammal rendelkeztek. A GSM589239 minta E2 kezeltnek volt feltiintetve,
leirdsaban ehelyett EtOH-os kezelés szerepellt.

ChlIP-seq analizis

Bioinformatikai szempontbdl a ChIP-szekvenalds tobbet jelent a leolvasott szekvencidk
referenciaszekvencidhoz torténd illesztésénél; kiegésziti ezt szdmos egyéb lépés még, mint
példaul a kotéhelyek meghatarozasa, a motivumok keresése. Ehhez ma mar szamos program,

alkalmazas érheté el (HOMER, ChIP-seeqger, MACS, MEME).

A GEO adatbazisbodl szarmaz6 legtobb ChlIP-seq kisérlet eredményei eredeti elemzésiik soran
a hgl8-as human genomszekvencidhoz lettek illesztve. Mivel az elemzések folyaman a
mintak genomszekvenciaja kozotti atfedést vizsgaltuk, ezért minden kisérletet egy egységes
pipeline (magyar megfelel6je a csdoperator kifejezés, jelolése a || karakterekkel torténik; az
»elso || masodik” példa szemlélteti, hogy az ,,els6¢” kimenete atkeriil a ,,masodik™ bemeneti
file-jaba) segitségével ujraclemeztiink, amely elvégezte minden minta hgl9-es human
referenciagenomhoz illesztését és feldolgozasat, tovabba meghatarozta az egyes mintdkban

talalhato kotohelyek lokalizaciojat a genomban [21]. A script (olyan egyszer(i program, amely
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forraskodja forditas nélkiil futtathatd parancssorban a nyelv megfeleld értelmezdjével; magyar
megfeleléje a szkript kifejezés) a kovetkezé szoftverek szamunkra sziikséges miiveleteit

végezte el:

1) HOMER

A HOMER (http://homer.salk.edu/homer, Hypergeometric Optimization of Motif

EnRichment) egy olyan programcsomag, amely eredetileg a motivumok feltérképezését tette
lehet6vé, majd késobb a kotdhelyek feldusulasanak azonositdsat is. Képes a gének
annotalasara, klaszterezésére, és lehetové teszi az eredmények kiilonféle megjelenitését. A
ChlP-seq adatok feldolgozasanak megkonnyitésére a HOMER egyik els6é 1épése a ,.tag
konyvtar” (,,Tag Directory”) 1étrehozéasa, amely soran a program gyakorlatilag egy adatbazist

készit, és a kisérlettel kapcsolatos dsszes 1ényeges informacid ebbe a konyvtarba kertil.

Mi a HOMER altal Iétrehozott bedGraph file-t (magyar megfeleldje a fajl kifejezés) az IGV-
ben (Integrative Genomics Viewer) torténé megjelenitésére hasznaltuk [22]. A referencia
genom kivalasztasa utan a bedGraph-okat betdltve manudlisan vizsgalhato pl. egy kezeletlen
¢s egy E2-vel kezelt mintaban a kezelés hatdsara torténd kotOhelyvaltozas az 0j cstucsok

megjelenésével. A bedGraph file 1étrehozasa:

makeUCSCfile <tag-directory> -name <track-name> -0 <output-

file.bedgraph> -norm -fraglLength <fraglLength>
Ha kontroll minta is elérhetd:

makeUCSCfile </path-to-tagdir> </control-tag-directory> -name-of-

the-experiment -o <path-to-output-file.bedgraph> -norm

A HOMER-on beliil a peak-ek annotalasara az annotatePeaks.pl parancs szolgal. Ez egy
,minden egy programban” parancs, amely képes illeszteni a csucsokat a legmegfelel6bb
génhez, de végre tudja hajtani a gén ontoldgiai elemzését, genomi funkciokkal kapcsolatos
analiziseket (Genome Ontology), tarsitja 6ket a génexpresszios adatokhoz, kiszamitja a ChIP-
seq tag-ek (leolvasasok) stirtiségét a kiilonb6z6 kisérletekben, ill. meghatarozza a lehetséges
motivumokat. Az annotatePeak.pl hasznalhaté még hisztogramok és heatmap-ek

(hotérképek) készitésére is:
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annotatePeak.pl <file.bed> <genome> -noann -histl -size <size> -d

<tagdir> > <output- file.txt>

A motivumok keresése a findMotifsGenome.pl paranccsal torténik, melynek egyszeriien
egy, a peak-ek lokalizaciojat tartalmazo file-t kell bemenetként megadni, a referenciagenomot

(hg19), illetve egy konyvtarat, ahova majd az eredeményeink keriilnek:
findMotifsGenome.pl <peak-or-bedfile> <genome> <otuput-directory>
Végiil a motivumokat képformatumban tarolhatjuk:

motif2Logo.pl <myfile.motif> -pdf vagy -png

2) MACS

A MACS (http://liulab.dfci.harvard.edu/MACS, Model-based Analysis of ChIP-Sequencing )
program a HOMER-hoz hasonldan a peak-ek prediktalasara alkalmas. A MACS empirikusan

modellezi a szekvenalt ChIP-seq read-ek eltolédasanak mértékét, igy javitva a varhatod
transzkripcios faktor kotéhelyek térbeli felbontasat. Egy dinamikus Poisson-eloszlast hasznal
a genomban 1évé torzitasok rogzitésére, lehetévé téve a ChlIP-seq csticsok pontosabb
azonositasat. Végezhetiink vele kisérletet kontroll mintaval vagy anélkil is. Ez a
leggyakrabban hasznalt program, Python programnyelven irodott [23, 24]. Az 6sszehasonlito

elemzések soran a MACS peakfile-okkal dolgoztunk, melyeket a kdvetkez6 parancs hoz 1étre:

macs2 <arguments> -n <experiment-name> -t <target-file.bam> -g hs -B
--SPMR -c <control-bamfile>

A -B --SPMR kapcsoldéval a MACS az észlelt fragmenteket bedGraph formatumban
fogja tarolni minden kromoszoman (spmr: signal per million reads).

Argumentumként az elemzés célja szerint a callpeak-et alkalmaztuk, amely a macs2 f6

funkcidja; az illesztett eredmények peak-jeinek prediktalasat végzi el.

Miitermékek sziirése

A mintak ERa kot6helyeinek egységes elemzését kovetden els6ként a militermékek kisziirését
végeztiik el: a peakfile-okat az ENCODE egy artefaktumokat tartalmazoé file-jahoz illesztettiik
[25].
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A két 1épés, mely soran kigy(jtottik a miitermékeket, majd azokat az eredeti file-bol

eltavolitottuk, alabb lathato (4.1, 4.2 ébra):

intersectBed -u -a <original-macs-peaks.bed> -b <ENCODE -

blacklist.bed> > <ENCODEvsPeakfile.bed>

4.1. abra. Miitermékek Kigyiijtése egy file-ba. Az intersectBed parancs segitségével azokat
a csucsokat gytjtottiik ki, amelyek atfedést mutattak az ENCODE artefaktumokat tartalmazo
file-javal. (-a: eredeti peak file; -b. ENCODE miitermék file-ja, sziirke sav: visszanyert peak-
ek).

subtractBed -A -a <original-macs-peaks.bed> -b

<ENCODEvsPeakfile.bed> > <final-output-file.bed>

-b - -

4.2. abra. Miitermékek eltavolitasa. A subtractBed parancs segitségével eltavolitottuk az
eredeti file-bol a miitermékekkel dtfeds peak-eket. (-a: eredeti peak file; -b: miitermékeinket

tartalmazo file; sziirke sav: visszanyert peak).
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A mitermékek valdssagat az IGV-ben ellenériztiik. A 4.3 abra jol szemlélteti a valodi
kotohelyeket jelold csticsokat, mig a 4.4. abra ehhez képest a mitermékek jellegzetes

megjelenési formajat.

T I T N W O O N el T T T T N OB O .
3.2 p222 p21 ple6.3 pl6.1 pl4  pl32 p12 pl1.2 qllL.1 q12.1 q13 q14.2 q21.1 q22.1 0223 q233 q24.2 q31.1 q3L.3

18 kb

11 670 kb 11672 kb 11 674 kb 11 676 kb 11 676 kb 11 680 kb
| | | | | | | | | | |

A A A

4.3. abra. Valodi peak-ek. Az dbran két kiilonbozé ChlP-seq kisérletbél szdarmazo ERa

transzkripcios faktor kétéhelyek csiucsai lathatoak az IGV (Integrative Genomics Viewer)

programban vizualizalva.

p'l.ll q12.1 qi2.3 qi3.2  qi3.d pil1 qii.2i .23 210 q21.2 24.32 025.2 92611 126.2

1728 hp 1

51 567 200 bp 51 567 400 bp 42 529 200 bp 42 529 400 bp 39 082 200 bp 39 082 400 bp
| | | | | | | | | |

4.4. abra. A miitermékek valéssaganak ellendrzése. Az ENCODE miiterméklistdjahoz
illesztett, sajat peak file-okbdl kisziirt artefaktumok valdssdgdanak ellenérzése IGV (Integrative
Genomics Viewer) hasznalataval. Az abran harom kiilonbézé kisérletbdl szarmazo miitermék
csucsa lathato, és a 4.3. abran bemutatott valodi transzkripcios faktorok kotohelyeit jel6lo

csucsokhoz viszonyitva jol lathato a miitermékek jellegzetes alakja.

DiffBind analizis

A mar mutermékek nélkiili mintakat az R Bioconductor DiffBind szoftverével elemeztik. A

DiffBind képes a ChIP-seq kisérletek kiilonbozé kotéhelyeit meghatarozni az affinitasi
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(kvantitativ/mennyiségi) adatok felhasznalasaval, emellett lehetdvé teszi az atfedé régiok
elemzését és vizualizalasat is. Képes a genomi lokuszokon feldasult ChlP-seq adatok
feldolgozasara ott ahol a specifikus fehérje — DNS kotédés megtorténik, esetiinkben azon
peakset-ek feldolgozasara, amelyeket a MACS program prediktalt.

Az analizis elsé 1épéseként l1étrehoztunk egy vesszdvel tagolt (csv, comma-separated values)
file-t a kovetkez6 informaciokkal: SamplelD, Tissue, Factor, Condition, Replicate, bamReads,

bamControl, Peaks. A tovabbiakban ezt az dsszeallitott file-t olvastuk be.

Els6 1épésben a replikatumokat Osszevontuk, minimalis atfedésnek egyet megadva, igy
minden kotOhelyet a replikatumok mintdib6él megtartottunk. A tovabbiakban az MCF-7
sejtvonal mintainak kotOhelyeit vontuk Ossze, és azokat tartottuk meg, amelyek legalabb 2
mintdban jelen voltak, majd az ECC-1 sejtvonal 2 mintajat. Ennél azonban szintén
megtartottunk minden azonositott kotOhelyet. Utolsd 1épésben a 4 sejtvonal kotéhelyeinek
egyedi halmazat egyiittesen vizsgaltuk, és arra voltunk kivancsiak, mennyi olyan régid van,

amely mind a 4 sejtvonalban atfed.

A hierarchikus DiffBind elemzés soran hasznalt parancssorok a kovetkezéek voltak:

library(DiffBind)
sample cell.lines <- dba(sampleSheet = "sample.csv", peakFormat = "bed")

consensus.sample.replicates = dba.peakset(sample cell.lines, consensus =

DBA_REPLICATE, minOverlap = 1)

consensus.sample.tissues = dba.peakset(consensus.sample.replicates,
c(6,7,8,9,14,15), minOverlap = 2)

consensus.sample.tissues2 = dba.peakset(consensus.sample.tissues, 10:11,

minOverlap = 1)

consensus.sample.final = dba.peakset(consensus.sample.tissues2,

c(12,13,16,17), minOverlap = 4, sampID = "final")

sample_cell.lines.count <- dba.count(sample_cell.lines, peaks =

consensus.sample.final$peaks[[18]], bCorPlot = F, bParallel = F)

consensus.sample.final.overlap = dba.overlap(consensus.sample.final, mask =
c(12, 13, 16, 17))
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Az egyes mintakban azonositott intervallumok szamat és a hierarchikus elemzés soran

visszanyert atfedo régiokat a 3. tablazat tartalmazza.

Atfedd
Szovettipus Faktor | Kezelés Replikatumok intervallumok

1 MCF-7 ERa E2 1 46 498
2 MCF-7 ERa E2 1 41 250
3 MCF-7 ERa E2 1 33 355
4 MCF-7 ERa E2 2 32021
5 MCF-7 ERa E2 2 11198
6 MCF-7 ERa E2 3 13 076
7 MCF-7 ERa E2 4 82 922
8 MCF-7 ERa E2 5 29 102
9 MCF-7 ERa E2 6 74787
10 ECC-1 ERa E2 7 2 855
11 ECC-1 ERa E2 8 35528
12 T-47D ERa E2 9 32621
13 Ishikawa ERa E2 10 3 063
14 MCF-7 ERa E2 1 70 549
15 MCF-7 ERa E2 2 33 966
16 MCF-7 ERa E2 3-4-5-6-1-2 51 137
17 ECC-1 ERa E2 7-8 37 749
18 T-47D-Isf|1£ié%vyf-MCF-7- ERa E2 9-10-3-;1_—3-6-1-2- 145

3. tablazat. DiffBind analizis eredményei 1épésrol-1épésre. A kiilonbozo sejtvonalak egyedi
és kozos intervallumai a hierarchikus DiffBind elemzése soran. A tablazat 14-15. sora a 2
MCF-7 kisérlet replikatumainak osszevondsat, a 16. sor ezen dsszevont replikatumok és az
egyedi MCF-7 ChlP-seq kisérletek egy halmazza redukalasat, a 17. sor a két ECC-1 minta

osszevondsat mutatja. Az utolso, 18. sor a 4 vizsgalt sejtvonal kétohelyeinek egyedi halmazat

egyesiti.
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A DiffBind analizist kovetden az atfedé szakaszok tartalmaztak Y kromoszoman detektalt
kotohelyeket — habar a tobbi kromoszoémahoz képest joval csekélyebb szdmban. Mivel ndkbol
szarmazoé sejtvonalakrol van szo, ezek az adatok nem relevansak. Ezen jelenség fennallasara
magyarazattal szolgalhat egy 2010-es tanulmany, melyben a SOLiD ¢és az Affymetrix
szekvenald platformokon vizsgaltak, hogy MCF-7 sejtvonalakon végzett kisérletek soran a
szekvenalds utdn mennyi Y kromoszomdra vonatkozé adatot nyertek vissza. Az Y

kromoszéman detektalt kdtohelyek a tovabbi elemzésbdl kizéarasra keriiltek [26].

Az egyes sejtvonalakban atfedd régidokat a dba.plotVenn fliggvénnyel Venn diagram

formajaban abrazoltuk.

Expresszion alapulé korrelacios analizis

A Kkorrelacios analizis soran azokat a kotéhelyeket hataroztuk meg, amelyek a 13 minta
legalabb 60%-aban (n >7) jelen voltak és azokban minimum 50%-ban (f = 0.5) atfedtek. Az
eredményeket heatmap-en és a korrelaciés plot-on vizualizaltuk. A korrelacidos plot a
korrelacios matrix, konfidencia intervallum matrixanak (also-¢és felsé tartomanyanak) grafikai
megjelenitését szolgalja [27]. A heatmap a kiilonbozé kotéhelyekben talalhatd read-ek

stiriségét rajzolja fel és a pheatmap, mint ,,pretty heatmap” szoftvercsomaggal késziilt [28].

Az egyes mintak értékeit a read-ek szamaval normalizaltuk, a klaszterezés pedig a complete

klaszterezési eljarassal tortént.

Az adatok feldolgozasa soran a leolvasasokat 1:1 milliéra vonatkoztattuk, azaz a leolvasott
egységek szama/l millio leolvasott egység szama szerint, amit 1 kilobazisparnyi génhosszra
vonatkoztattunk, igy elkeriilve a gének hosszabol adodo kiilonbségeket (RPKM, Reads Per
Kilobase of transcript per Million mapped reads)).

Peak-ek lokalizaciéja a genomban

Annak meghatarozasara, hogy az egyes sejtvonalakban talalhato kotéhelyek a genomban hol

lokalizalodnak, a macs peak file-okat a hg19-es human referenciagenomhoz illesztettiik.
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SNV-k azonositasa

A sejtvonalak egyedi, a DiffBind analizis soran kapott két6helyeinek listajat a hgl9 human
referenciagenomjara elérhet6 dbSNP (GRCh37/hg19) adatbazishoz illesztve meghataroztuk a
sejtvonalakban az SNV-k szamat. Ezt az értéket a peak-ek teljes hosszanak Osszegével

elosztva egy-egy sejtvonalra jellemzd, normalizalt SNV szamot kaptunk.

Gének azonositasa

Az MCF-7, ECC-1, T-47D ¢s Ishikawa sejtvonalakban atfedd, konszenzus kotohelyet

lokalizaciojuk alapjan az Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) human génlistajahoz

illesztve megvizsgaltuk, hogy mely kotéhelyek talalhatdak intronban, ill. ezen introni
kotéhelyeket az Ingenuity web-alapa szoftver (Ingenuity Pathways Analysis,

http://www.ingenuity.com/products/ipa) segitségével meghataroztuk, hogy mely géneken

helyezkednek el. Tovabba szintén az Ingenuity szoftver segitségével azonositottuk a

feltérképezett gének lehetséges upstream regulatorait is.

A géneket és regulatoraikat circos abran mutattuk be, melyet a Circos programmal

készitettliink [29].

Az irodalomban fellelheté publikaciok alapjan Osszefiiggést kerestiink az azonositott gének,
szabalyozd fehérjék és az emldrdk kozott, és két nagyobb tanulmany GEO adatbazisban
talalhaté microarray kisérletinek eredményeibdl hétérképen abrazoltuk az altalunk azonositott
gének expresszidjanak mértékét az Osztrogén kezelést koveté 3-6-12. orakban, illetve azt,

hogy miként valtozik ezen gének kifejezddése az ERa lecsendesitését kovetden [11, 30].

Motivumkeresés

Annak meghatarozasara, hogy a négy sejtvonal kozos kotéhelyeiben feltérképezett SNV-k
milyen transzkripcios faktorok motivumait bontjak meg jelenlétiikkel, a FunSeq (Function
based Prioritization of Sequence Variants, funseq.gersteinlab.org) web-alapt alkalmazast

hasznaltuk. Els6ként a konszenzus ktéhelyeket lokalizacigjuk alapjan a dbSNP adatbazisaval
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Osszevetve egy olyan kimeneti file-t kaptunk eredményiil, amely tartalmazta az SNV-k rsID-

jait, ezen informéacié ugyanis sziikséges a FunSeq elemzés soran.

Minor allélfrekvenciaként (MAF) a FunSeq alkalmazéashoz 2013-ban megjelent cikk alapjan
egy szarmaztatott allélfrekvencia értéket adtunk meg, melynek értéke 0-1 kozotti skalan 0.005
(0,5%) volt [31].
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I11. Eredmények és megbeszélés

1. Miitermékek sziirése

A ChIP-seq kisérletek egységes ujraclemzése, majd a miitermékek és az Y kromoszomara

kapott eredmények kisziirése utan az egyes mintak valds peak-jeinek szama a kovetkezéképp

alakultak:

Sejtvonal | GEO azonositd | Peak-ek szama | Mitermékek | -Y chr | Valés peak szam
MCF-7 GSM1187116 47 552 1054 75 46 423
MCF-7 GSM1187117 42 557 1307 86 41 164
MCF-7 GSM1187118 34 139 784 49 33306
MCF-7 GSM1115990 32 646 625 57 31964
MCF-7 GSM1115991 12 431 1233 24 11174
MCF-7 GSM589237 13173 97 24 13 052
MCF-7 GSM365926 84 411 1489 145 82777
MCF-7 GSM470419 29 504 402 166 28 936
MCF-7 GSM614610 74 856 69 90 74 697
T-47D GSM803539 34 498 1877 - 32621
ECC-1 GSM589243 3563 708 - 2855
ECC-1 GSM803422 37085 1557 - 35528

Ishikawa GSM589241 3102 39 - 3063

4. tablazat. Miitermékek sziirése. 4 valos peak-ek szama a mintdkban a miitermékek és az Y

kromoszomara visszanvert eredménvek levonasa utan.

A valds csucsok és miitermékek aranyat oszlopdiagramon szemléltetjiik (5. abra)
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5. abra. A valés csucsok és artefaktumok aranya az egyes mintikban. Az ENCODE

miiterméklistdajaval osszevetett peak file-ok valos peak-jeinek és miitermékeinek ardanya.

2. DiffBind analizis

A vizsgalt, négy sejtvonal egyedi és konszenzus peak-jeinek DiffBind analizise soran a mar
mitermékekt6l megszirt peakset-ecket elemeztiik, az elemzés végén azonban Y
kromoszomaban lokalizalodo kotohelyek eredményei is szerepeltek. Mivel a sejtvonalak
nokbdl szarmaznak, ezen adatok nem relevansak. Egy 2010-es tanulmanyban MCF-7
sejtvonalon és tobb szekvenalo platformon tesztelték az Y kromoszomara visszakapott peak-

ek szamat, a jelenséget egyszeriien technikai artefaktumként magyaraztak [26].

Az Y kromoszoémara visszanyert adatokat az atfedé szakaszok meghatarozasa utan vontuk ki,

a kivont értékeket az 5. tablazat tartalmazza.
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Sejtvonal chry Sejtvonal chry Sejtvonal chrY
MCF-7 51 | Ishikawa, MCF-7 1 Ishikawa, MCF-7, ECC-1 0
T-47D 13 | Ishikawa, ECC-1 8 T-47D, MCF-7, ECC-1 9
ECC-1 35 MCF-7, ECC-1 11 T-47D, Ishikawa, ECC-1 0

Ishikawa 29 | Ishikawa, T-47D | O T-47D, Ishikawa, MCF-7 0

MCF-7,T-47D | 4 T-47D, ECC-1 6 | MCF-7, T-47D, ECC-1, Ishikawa | 2

5. tablazat. A DiffBind elemzés utan az egyes peakset-ekbél kivont Y kromoszomara

vonatkozo értékek.

Az emlé-eredett MCF-7 sejtvonal 29 854, a T-47D sejtvonal pedig 13 445 egyedi peak-et
tartalmazott, az endometrium-eredetii ECC-1 sejtvonal 23 931, az Ishikawa sejtvonal pedig
1925 egyedi cstcsot. A mind a 4 sejtvonalban megtalalhato, konszenzus kotéhelyek szama
143 volt.

Jol lathat6, hogy az Ishikawa sejtvonal peak-jeinek szama joval alacsonyabb volt a tobbihez
képest, és a legtobb kozos kotéhelye a szintén endometrium-eredetii ECC-1 sejtvonallal volt
(691 darab). A tobbi, eml6-eredetli sejtvonallal csupan 2, ill. 22 peak-ben fedett at. Bar az
ECC-1 tobb (a T-47D-vel 2440 és az MCF-7-tel 4 850 darab) atfed6 peak-et mutatott az
emld-eredetli sejtvonalakkal, ardnyaiban ezek mégsem jelentenek tobbet, ha az egyes

sejtvonalakban talalatd 6sszes kotéhely szamat vessziik alapul.

Az MCF-7 és a T-47D sejtvonalak, melyek eml6é-eredetiiek, szintén tobb, egymassal kdzos

kotohelyet tartalmaznak (10 867 darab), mint az egyéb eredetii sejtvonalakkal 6sszevetve.

Ezen eredmények alapjan elmondhatd, hogy a kiilonb6zd eredetii sejtvonalak egymassal nem
fednek at olyan mértékben, mint az azonos eredetii tarsaikkal. Az eredményeket Venn

diagram formajaban a 6. dbra szemlélteti.
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T-47D Ishikawa

MCF-7 33 445 0050 ECC-1

e

6. abra. Az eml6-és endometrium-eredetii sejtvonalak egyedi és konszenzus

kotohelyeinek szama. Az dbra jol szemlélteti, hogy az egyes sejtvonalak teljes peak-jeinek
szamahoz viszonyitva az azonos eredetii sejtvonalak kozotti kozos kotohelyek aranya nagyobb,

mint barmely két, eltérd eredetii sejtvonalé. A mind a négy sejtvonalban dtfedd peak-ek szama

143.

Kiilon hangsulyt fektettiink az emld-és endometrium-eredeti sejtvonalak egyiittes elemzésére:
csak az eml6-eredetli MCF-7 és T-47D sejtvonalak egyedi kotéhelyeit Osszevetve 16 163
kozos intervallumuk volt, mig az endometrium-eredetli sejtvonalaknak 987. Az

eredeményeket Venn diagramok forméjaban a 7.1. és 7.2. dbra szemlélteti.

MCE-7 T-47D ECC-1 Ishikawa
7.1. abra. Az emlé-eredetii sejtvonalak 7.2. abra. Az endometrium-eredetii
egyedi és konszenzus intervallumainak sejtvonalak egyedi és konszenzus
szama. intervallumainak szama.
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3. Expresszion alapulé korrelacios analizis

Az clemzés soran mar azokat a file-okat elemeztiik, amelyekbdl az Y kromoszomara

vonatkoz6 eredmények el lettek tavolitva és miitermékekre is szlirve lettek.

A normalizalt, klaszterezett h6térképen (8. abra) lathato, hogy a legtobb kotdhely az MCF-7
sejtvonal mintaiban talalhatd, azonban az igy vizualizalt eredmény azok heterogenitasara utal

az azonos sejtvonal-eredetli mintak, de még azonos kisérletbdl szarmazo mintak replikatumai

kozott is.
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8.abra. A mintak normalizalt, klaszterezett hotérképe. A fiiggdleges savok egy-egy
mintanak felelnek meg, a vizszintes savok az egyes mintakban adott pozicioban talalhato

kotohelyeknek, szinezésiik pedig a kétohelyek read-ek szamaval normalizalt méretétol fiigg.

Az ERa kotohelyei kozotti kiilonbozoségeket és azok okait szdmos publikdcioban targyaltak.

Az kisérleti vagy technikai kiilonbségek, mint a platformok, a ligand koncentracidja, a kezelés
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ideje, vagy az alkalmazott statisztikai kiiszobértékek egyes tanulmanyok kozott alapja lehet

ezen eltér6 eredményeknek [32].

Oka lehet tovabba a biologiai kiillonbozOség, azaz a sejtek eltérd kezelése. Az MCF-7
sejtvonalat évtizedek ota fenntartjak, az egyes laboratoriumokban az eltéré modszerek miatt
tobbé nem is lehet ugyanolyan. Kiilonbségek adédhatnak a karotipusukban, a hormonreceptor
tartalomukban, de még a ndovekedésiik iitemében is - bar morfologiailag azonosak maradnak

[33].

A korrelacios plot-on (9. abra) jol latszik, hogy az emld-és endometrium-eredetli
sejtvonalakon végzett kisérletek mintai két csoportra oszlanak, kozottik a kotShelyek
tekintetében korrelacié nincs, vagy nagyon alacsony. Az endometrium-eredetii ECC-1 és
Ishikawa mintak kozott nagymértékii korrelacid a két kiilonbozo sejtvonal egy-egy mintéja
kozott rajzolodott ki, a GSM803422-es minta feltehetden a kotéhelyek alacsony szama miatt

mutatkozott kevésbé hasonlonak a masik ECC-1 mintaval.
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9. abra. Korrelaciés plot. Korrelacio a kiilonbozé eredetii sejtvonalak kozott nincs, vagy
nagyon alacsony és a mintak sejtvonal-eredetiik szerint két csoportot alkotnak.
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4. Peak-ek lokalizacioja a genomban

A kotohelyek kivétel nélkiil mindegyik sejtvonal estén 90-95%-ban a genom introni és
intergénikus régidiban helyezkedtek el.

TTS
= Promoter-TSS
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50% 17

® Non-coding

0% {7

Intron

w03+

m Intergenic
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B Exon
=5 UTR
m3'UTR
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MCF-7 T-47D Eml6-er. ECC-1 Ishlkawa Endom

10. abra. Az egyes sejtvonalak peak-jeinek lokalizaciéja a gemomban. Egy 100%-nak
megfelelo" skalan szemléltetve minden sejtvonal esetében a ké'té'helyek 90-95%-a a genom
osszesitett eredmények is lathatoak. (TSS: transcription termination site; TSS: transcription

start site; UTR: untranslated region)

5. SNV-k szama és aranya a sejtvonalakban

A kiilonboz6 sejtvonalakban talalhatdo SNV-k szamat ha normalizaltuk a peak-ek hosszanak
Osszegével, azt talaltuk, hogy bar az Ishikawa sejtvonalat képviseld egy kisérlet kotdhelyeinek
teljes hossza volt a legkevesebb, ugyanakkor ezen kevés bazisparnyi région beliil talaltuk a
legtobb SNV-t. Az eredeti SNV szamokat, a kotéhelyek hosszat és a normalizalt értékeket a 6.

tablazat tartalmazza.
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Sejtvonal MCF-7 T-47D ECC-1 Ishikawa
SNV-k szama 162 989 40 747 63 245 4754
Peak-ek hossza ~ 9Mbp ~ 2Mbp ~5 Mbp 53 Kbp

Normalizalt SNV szdm 18,3x 107 17 x 107 13,1 x 107 89,1 x 10°

6. tablazat. A sejtvonalakban talalhato peak-ek teljes hossza, az ezek alatt talalt SNV-k
szama, és a normalizalt SNV értékek. 4 legtobb SNV az Ishikawa sejtvonal kétohelyein beliil

volt megtalalhato.

6. Azonositott gének

Az MCF-7, ECC-1, T-47D ¢s Ishikawa sejtvonalakban atfedd, intronban talalhaté konszenzus
kotéhelyeket 29 génhez tudtuk tarsitani, amelyekben a USCS Genome Browser Repeat
Masker alkalmazasaval megvizsgalva a kotéhelyek pontos lokalizacidjat, azok nem, vagy a
teljes méretiik 50%-anal kevesebb bazisparnyi régioban fedtek at repetitiv régiéval. A gének

nevét a 7. tablazat tartalmazza.

AFF3 CUEDC1 GPR56 POC1B TEMEM120B
ANO1 DHRS3 KAZN RBM20 UPP2
ARHGAP35 DIS3L2 MECOM RNLS VPS13D
ATXN7L1 EVL MEIS1 ROBO2 WWC1
C9orf3 FAMB86JP NFIC SLC22A5 XXYLT1
CELSR1 FSIP1 PLCB1 SLC7A5 -

7. tablazat. Az altalunk azonositott gének. A tablazat tartalmazza, hogy a 4 sejtvonalban

atfedd, intronban talalhato kotohelyek mely géneken talalhatoak.

A nem intronban lokalizdlodo kotShelyeket sem génekhez, ezéltal regulatorokhoz sem
rendeltiik. Annak oka, hogy az intronban elhelyezkedd kotdhelyeket vizsgaltuk tovabb, az
volt, hogy ezeket a kdtOhelyeket tudtuk csak biztosan egy-egy adott, biztos génhez tarsitani.

A gének lehetséges upstream regulatorait circos abran vizualizaltuk (12. abra). A szabalyozok

¢€s szabalyozottak kozott nem sikeriilt olyan tulajdonsagot taldlnunk, ami alapjan csoportokba
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sorolhattuk volna 6ket, mivel vannak kozottiik olyanok, amelyek mind a szabalyoz6, mind
target szerepet is betoltik. A regulatorok egy kivételével mind kapcsolatba hozhatdéak az
emldrakkal az irodalmi adatok alapjan, melyekrél részletesebb informaciot a 8. tablazat

tartalmaz.

11. abra. Circos abra a gének lehetséges upstream regulatorairdl. 4 gének és regulatoraik
kozotti huzalok jelzik a kézottiik fennallo kapcsolatot. A kérvonalazodo gének és regulatoraik
kozott nem lehetett kiilonbséget tenni szinezésiikben, mert egyes elemek mind a szabdlyozo,
mind a szabdlyozott szerepet is betiltik. A huzalok szinezése: narancssdarga: novekedési
faktorokbdl kiindlou,; kék: hormonokbdl kiindulo; zold: transzkripciot szabalyozo elemekbdl
kiindulo. Regulatorok: FSH, Lh, POU5FI, VHL, ATN1, KMT2A, MITF, TGFBI, INHBA,

HOXAO91.
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Upstream regulatorok

Kapcsolatuk az emlérakkal

Referencia

TGFB1, transforming
growth factor, beta 1

az emlo szoveteinek epithelialis —
mesenchymalis differencialodasaban vesz
részt

David JH BMC
Cancer 2007

INHBA, inhibin, beta A

expresszioja emelkedett szintet mutat az
emlodaganatban

Dennis CS Breast
Cancer Res 2009

MITF, microphthalmia-
associated transcription

A BCSC-1 (breast cancer suppressor
candidate-1) egy melanoma
tumorszupresszor, amely alulszabalyozza a

Piguet V Pigment
Cell Melanoma Res

factor MITE-et 2012

;)';/S;IZ? ysine (K)- nincs elérhetd irodalmi adat a )

methyltransferase 2A kapesolatukrdl

VHL, von Hippel- az utdlagos VHL kot6dés az Wendv WG

Lindau tumor emlOkarcinéma sejtek sejtproliferacidjanak y
Genes&Cancer 2013

suppressor

csokkenését okozza

Lh, luteinizing hormone

a szérumban a normalhoz képest nincs

crer

az emlorakos szovetekben emelkedett

Hortobagyi GN
Breast Cancer Res

értéket mutat Treat 2002
_ a lut"e1¥11za10 horm(‘)fl‘r}al (L'I%) egylitt az Suzhan Zhang
FSH, follicle emlOrak progressziojaban jatszanak
) . + (1 Oncology Letters
stimulating hormone szerepet, HER2" posztmenopauzalis 2013

betegekben szintje emelkedett

ATNL1, athropinl

medulldris emlékarcindmdaban szintje
emelkedett

Max C Cancer Res
2007

POUS5F1, POU class 5
homeobox 1 (Oct-4)

expresszidja magas CD44+/CD24—
sejtekben, biomarkere az emldrak
progresszidjanak, differencidlodasanak

Lu P Ann Surg 2011

HOXAY9, homeobox A9

szabalyozza a BRCAI (breast cancer 1)
gén expressziojat

Weaver VM J Clin
Invest 2010

8. tablazat. A 29 gén

lehetséges upstream regulatorai. A tabldzat tartalmazza a

regulatorokat és azok mar ismert, az irodalmi adatok alapjan alatamasztott szerepiiket,

kapcsolatukat az emlorakkal.
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Jason S. Carroll és munkatarsai 2006-ban publikaltak azt a tanulmanyukat, amelyben
Osszgenom-szinten vizsgaltak az Osztrogén receptor kotéeseményeket MCF-7 sejtvonalon
[11]. Azonositottak a cisz kotéhelyeket és a target géneket, és ezen egyedi adatok
kombinaldsa a génexpresszids adatokkal aldtdmasztottak a kiillonb6z0 mechanizmusait az
Osztrogén medialt génszabalyozéasnak, kiilonOsképpen az Osztrogén altal elnyomott gének
esetében. Az altalunk azonositott gének koziil egy kivételével (FAM86JP) mindegyik
expresszidjanak a mértékét vizsgaltdk ebben a tanulmanyban az Osztrogén (E2) kezelést
kovetd 3-6-12. orakban. A géneknek a GEO adatbazisban elérhetd microarray adataik alapjan
az adott iddintervallumokban tObbszori detektalt expresszidjuk mértékét hotérképen

szemléltettiik (13. abra).

Az eredmények alapjan nem lehet altaldnositani abbol a szempontbol, hogy a stimuldciot
kovetden két kategdridra oszlanak-e a gének, mert egy csoportjanak kifejezddése a 3. orat
kovetden végig emelkedett marad, egy masik csoport kifejez6dése hasonloan megemelkedik
¢s emelkedett marad a 12. ordban is, azonban csak a 6. 6ratol kezdve, mig van egy csoport,
amely expresszidja a 3-6. ordban megnd, azonban a 12. orara visszacsokken. Ezen kezdeti
alacsony expresszioval bird gének csoportjaval ellentétben a heatmap-en alul elhelyezkedd
gének nagy része az Osztrogén stimulacio el6tt, Un. kontroll allapotban mar nagyobb

mértékben expresszalodik, mint a stimulaciot kovetd orakban.

Egy masik, 2011-es tanulmany soran szintén emlé-eredetii, MCF-7 sejteken azt vizsgaltak,
hogy az ERa a funkcidja elvesztése utan, tehat kifejez6désének gatlasat kovetéen okoz-e
hormonrezisztencidt, azaz eredményez-e transzdifferenciaciot az epithelialis fenotipusbol
mesenchymalissa, amely folyamat felelés az emldrak fokozott agresszivitasaért és a
metasztatikus hajlamaért [30]. Az ERa siRNS altal medialt inaktivalasa Osztrogénre
keratin/aktinb6l egy vimentin-alapu citoszkeletonnd valtak. Ezen eredmények betekintést
nyUjtanak az Osztrogén altal szabalyozott génexpresszid6 mechanizmusanak megértésébe az
emldrak soran, és arra utalnak, hogy az 0sztrogén receptor funkcidjanak gatlasat kovetden a

korabban Osztrogénre érzékeny sejtek elvesztik hormonfiiggd képességiiket.

Az 14. 4bran lathatd, hogy a gének két csoportra oszlanak: az ERa 4ltal szabalyozott gének
expresszidja jelentdsen csokkent, azonban a gének egy kisebb csoportja esetében épp
ellentétes hatas volt tapasztalhato: kifejezodésiiket az ERa jelenléte alapszinten gatolta,

expresszidjuk annak inaktivalasa utan megnott.
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13. abra. A gének expresszidja az E2 kezelést

koveté 3-6-12. orakban. Expressziojuk mertéke

az ido fiiggvényében eltérden valtozik.
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14. abra. A gének expresszidja az ERa
gén lecsendesitését kovetéen. Az ERa
dltal szabalyozott gének expresszioja
lecsokkent, a gének egy csoportjan pedig

pont ellentétes hatas volt tapasztalhato.



7. Motivumkeresés

Az MCF-7, T-47D, ECC-1 ¢és Ishikawa sejtvonalakban atfedd, 143 kozos kotdhelyben
talalhatd SNV-ket a FunSeq alkalmazéissal elemezve 0Osszesen 1250 olyan SNV-t
térképeztiink fel, amelyek 26 transzkripcids faktor motivumat ,,bontottak meg” jelenlétiikkel.
Az 1250 SNV koziil legnagyobb szamban, pontosan 280 darab az ERo motivuman beliil volt
jelen. A pontos adatokat, hogy az 1250 SNV mely transzkripcios faktorok motivumaiban
voltak megtalalhato és milyen szamban, a 9. tablazat tartalmazza, ezen adatoknak a
proporcionalis abrdzolasat pedig aszerint, hogy milyen gyakorisaggal fordultak el6 a
kiilonb6z6 motivumok, a 15. d&bran lathatd. Az alkalmazds eredményként az adott
transzkripciods faktort kodold gén nevét adta meg, esetiinkben tehat az ERa-t kodolo ESR1
gent.

TF Db TF Db
ATF 100 | FOXA2 | 1
BATF | 10 | HDAC2 | 1
BCL11A | 7 JUN 27

BDP1 | 14 | MAFF | 11
BRCA1 | 6 MAXX | 13
BRF1 4 MYC 4
CCNT2 | 1 NR2C2 | 53
CEBPB | 15 | POLR3A | 2
CTCF | 12 | POU2F2 | 3
EBF1 7 RXRA | 2
EP300 | 28 | SETDB1 | 20
ESR1 |280| SETD | 25
FOXAl | 2 7773 2

9. tablazat. Motivumok I. Azon 15. abra. Motivamok 1. Azon transzkripcios
transzkripcios faktorok, amelyek faktorok méretaranyos dabrdzolasa, amelyek
motivumain beliil a 143 kozos motivumaban a 143 kozos kotohelyen beliil
kotéhelyen beliil azonositott 1250 azonositott 1250 SNV elhelyezkedik.

SNV elhelyezkedik.
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A kovetkezo két 1épésben mar csak a 280 ERa kdtéhely motivumait vizsgaltuk tovabb, hiszen
az elemzés soran matrixszertien tobb transzkripcids faktornak a motivumat is meghatarozza a
program, amelyeken beliil az SNV-k egyarant jelen voltak. Pontos adatokat a tovabbi,
masodik és harmadik lehetséges TF-ok motivumairdl és azok szamarol a 9. és 10. tablazat

tartalmaz, az eredmények proporcionalis abrazolasa pedig a 15. és 16. abran lathato.

TF SNV
ESR1 219
FOXAl| 10
GATAl 1
GATA2 1
GATA3 6
NR3C1 | 15
10. tablazat. Motivumok II. A

280 ERo (ESRI) motivuman beliil - , , , o
azonositott, mdsodik lehetséges 16. abra. Motivumok 1. Méretardanyos dabrazoldsa

transzkripcios faktorok motivumai annak a 280 ERa (ESRI) TF motivumai mellett
és a benniik taldlt SNV-k széma. talalt TF-oknak, amelyek motivumdban a 280 SNV-
bol valamennyi jelen volt.

TF SNV

ESR1 86
FOXALl | 24
GATAl 3
GATAZ2 2
GATA3 5

MYC 38
NR3C1 | 17

11. tablazat. Motivumok II1l. A

280 ERa (ESR1) motivuman beliil 17. abra. Motivamok Ill. Méretardnyos
azonositott, harmadik lehetséges abrazolasa annak a 280 ERa (ESR1) TF
t}/anszkripcio's faktorok motivumai motivumai mellett talalt TF‘Oknak, amelyek
és a benniik talalt SNV-k szdma. motivumaban a 280 SNV-bol valamennyi SNV

szintén jelen volt.
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A motivumkeresés els6 1épésekor az SNV-k az ERa mellett az ATF (activating transcription
factor) jelent meg, motivumaban Gsszesen 100 SNV-vel. Az ATF az AP-1 transzkripcios
faktor dimerek egy csaladja, amelyrdl a bevezetésben mar kideriilt, hogy az ERa képes a
indirekt médon mas transzkripcids faktorokhoz kotddve, mint példaul az AP-1-hez kotddve a
DNS-hez kapcsolodni [34]. Viszonylag nagy szammal volt jelen SNV az EP300

motivumaban, amely az 6sztrogén receptor egy koaktivatoraként ismert [35].

A tovabbi lehetséges transzkripcids faktorok szdma, melyek motivumaiban a korabbi, ERa
motivumaban jelen 1évo SNV-k elhelyezkedhettek, ugyan leredukalodtak, de — talan nem
meglepdé modon egy gliikokortikoid hormonreceptor (GR), mint az NR3C1 és a mar ERa-val
szamos tanulmanyban vizsgalt és azonositott kooperald faktorok, mint a FoxAl és GATA3
jelentek meg nagyobb szamban. Génexpresszids analizisek kimutattak, hogy azok az ER’
tumorok, melyek nagymértékben expresszalnak gliikokortikoid hormonreceptorokat,
epithelidlis-mesenchymalis atalakulést, sejtadhéziot és gyulladasos folyamatokat inditanak el.
A kozvetlen transzkripcids szerepét a GR-nak a rossz prognézisi ER™ emldrakban

azonositottak [36].

A Myc szerepét a STAT3-mal valdé kolcsonhatdsan keresztiil irtdk le: az abnormalis
mértékben expresszaloddo STAT3-nak (signal transducer and activator of transcription 3)
elsésorban az ER" emldrak rossz prognozisanak eldrejelzésében van szerepe. Az aktivalt
STAT3 kolcsonhatasban van tobb szabalyozasi ttvonallak, beleértve a STAT3-MYC-et,
STAT3-ERa-t és a STAT3-MYC-ERa kolcsonhatast. Ezen utvonalak aktivalodasa segit
megjosolni a rossz kimenetelli eseményeket és a kezelésre adott valaszt, tovabba egy ijabb

oka a tamoxifenre valo rezisztens allapot kialakulasanak [37].

crer

altal medialt. Motivuma az ERa motivuman beliil dasulast mutat, 50-60%-ban azzal at is fed
¢s sziikséges az ERa DNS-sel vald kolcsonhatasanak fenntartasahoz. Dontd szerepet jatszik
az emldrdk korai fazisatol kezdve a gydgyszerrezisztencia, ill. a metasztatikus allapot

kialakulasaban is.

A FoxAl mellett a GATA3 motivum is feldusul az ERa motivuman beliil, és mint azzal
kooperalod transzkripcios faktor tartjdk szdmon. Az emldrdk expresszios profiljanak

kombinalasa vezetett a FoxAl és GATA3 felfedezéséhez és karakterizalasdhoz. A FoxAl
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kotdédésének gatlasa leredukalja az ERa kotddésének kapacitasat €s a transzkripceids aktivitast,
mig a sejtspecifikus FoxAl eloszlasa megmagyarazza a kiilonféle ERa kotddési profilokat az
emldrakos sejtekben. A FoxAl és GATA3 talzott kifejezddése az ER™ emldrakban bizonyos
mértkékig képes azt Osztrogénre valaszul birni — mutatva ezzel, hogy ezen képességiik

hatassal van az ERa kotodésre [38-42].

Elmondhat6, hogy az ERa DNS motivuman beliil taldlt SNV-k legnagyobb szamban olyan
transzkripcids faktorok motivumaiban voltak jelen, melyek kivétel nélkiil Osszefiiggésbe
hozhatdéak az emldrakkal. Jelenlétiik kiemelkedd szereppel bir az ERa altali transzkripcios
szabalyozasban, és a szekvencidjukban taldlhatdo varidnsok ezen szabalyozast befolyésolni

képesek.

Jelen munkank soran négy ERa pozitiv sejtvonal ER kotéhelyeinek meta-analizisét végeztiik
el. A hierarchikusan felépitett bioinformatikai elemzések soran kiilon hangsulyt fektettiink az
eml6- ¢és endometrium eredetli sejtvonalakban feltérképezett kotdhelyek esetleges
kiilonbozoéségeinek vizsgélatira, de f6 célunk az Osszes altalunk vizsgalt sejtvonalakban

atfedo6 kotohelyek egyiittes elemzése volt.

Az MCF-7 ¢és T-47D, mint eml6-eredetli sejtvonalak konszenzus kotdhelyeinek szama
nagyobbnak mutatkozott, mint barmelyik endometrium-eredetli sejtvonallal atfedd
kotéhelyeik szdma, €s ugyanez a megalliptas érvényes volt az ECC-1 és Ishikawa sejtvonalak
konszenzus kotOhelyeire is. A négy sejtvonalban atfedd, osszesen 143 ERa kotéhely koziil
azokat, amelyek az intronban lokalizalodtak, 29 génhez sikertilt tarsitani. Az igy azonositott
gének ¢és az altalunk meghatarozott regulatoraik, illetve maga az emlérak kozotti kapcesolat
n¢hany gén kivételével mar szerepel az irodalomban. A FAM86JP gén kivételével ezen ERa
altal szabalyozott gének expresszidjat vizsgalva elmondhatd, hogy kifejezddésiik az ERa
siRNS 4ltali inaktivalasa utan csokkent, azonban a gének egy csoportjanal ellentétes hatés volt
megfigyelhetd. Kifejezddését az ERo alapéllapotban gatolta, annak lecsendesitése utan
expressziojuk megnétt. A FAMS6JP génnel kapcsolatban az irodalomban nem talaltam
relevans adatot. A GEO adatbazisban egyetlen expresszids adat talalhato a génrdl, a tripla-
negativ emldrak vonatkozasaban (ER-, PR-, HER2-). A gén expresszids adatai nem mutatnak
szignifikans eltérést a gén kifejezodésének mértékében a tripla-negativ €s a nem tripla-negativ

emlorakos betegek kozott.
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A teljes genomi régioban elhelyezked6 143 kozos kotéhelyen beliil azonositva az SNV-ket,
majd megvizsgalva, hogy mely transzkripcios faktorok DNS motivumaban talalhatoak meg,

talan nem meglepd, hogy az ERa motivuméban voltak jelen a legnagyobb szamban.

Az ERa kotédése a DNS-hez megvalosulhat mind kozvetlen, mint kozvetett modon,
ugyanakkor a kozvetlen folyamat sordn is mas, kooperald transzkripcids faktorok elézetes
kotoédése segitheti ¢s/vagy indukalhatja a megfeleldé DNS szekvencidhoz torténd
kapcsolodasat. Ezen TF-ok motivumait azonositottuk mi is olyan ERa kétéeseményeken beliil

is, ahol a variansok jelen voltak.

Az emlérakban ha ezek a DNS szekvenciaiban 1étrejovo eltérések - esetleges mutaciok - jelen
vannak, csokkenthetik a FoxA1 kotédésének kapacitasat. Mivel az ERa DNS-hez kotodése
fligg a FoxA1 kotodésétdl, ez arra utal, hogy a tumor kialakuldsa és novekedése fliggetlenné
valhat az Osztrogéntdl. Ezen tumorok valdszinlileg agresszivabbak lesznek, hiszen nem

reagalnak az altalanosan alkalmazott hormonterapiara [43].

Az ilyen modon torténd, kiilonbozé6 ERa kotdéesemények és a benniik torténd funkcionalis
valtozasok hozzajarulnak az emlérak Kialakulasanak folyamatahoz, megismerésiikk pedig a

betegség molekularis szinten torténd megértéséhez.
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V1. Fiiggelék

A szerzd onalldan végezte a kovetkezoket:

ChlP-seq adatok gyiijtése a GEO és SRA adatbazisbol
ChlP-seq adatok teljeskorii bioinformatikai elemzése
abrak, tablazatok szerkesztése

irodalmi hattér tanulményozasa
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