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1. Tartalmi osszefoglalo

A makrofagok a velesziiletett immunités sejtes elemeinek egy rendkiviil diverz, heterogén
csoportjat alkotjak. Kiilonboz6 mikrokdrnyezeti szigndlok hatdsara eltérd fenotipusos
allapotokat mutatnak, amelynek két végpontja az interferon gamma (IFN-y)/ lipopoliszacharid
(LPS) éltal indukalt klasszikus, és az interleukin-4 (IL-4) éltal indukalt alternativ makrofag
polarizacid. Az alternativ polarizacié szamos hipoxids mikrokornyezettel egyiitt jar6 korképben
megfigyelhetd (példaul daganatokban, fibrotikus folyamatokban, és allergids 1égiiti

gyulladdsban). Ennek ellenére a hipoxia alternativ makrofdg polarizaciora gyakorolt hatdsa és

ennek funkcionalis kovetkezményei kevéssé ismertek.

Munkdnk sordn uj generdcios szekvenalds (NGS) alapi moddszerekkel vizsgéltuk, hogy a
hipoxids kornyezet és az IL-4 egyidej(i jelenléte hogyan befolydsolja a makrofdgok polarizacids
programjat transzkripcids és epigenetikai szinten egér csontvel6bdl szarmazé makrofagokban

(BMDM).

RNS-szekvenalasi adatok alapjan azonositottunk 377 gént, amelyek kifejez6dését a hipoxids
mikrokornyezet és az IL-4 szinergisztikusan indukdlta. Ezen gének tobbnyire az alternativ
makrofdg polarizdciora jellemz6é metabolikus ttvonalakban, illetve az immunvélasz negativ

szabdlyozdsaban vesznek részt.

Ezen génkifejez6dési mintdzat hatterében 4ll6 lehetséges epigenetikai valtozdsokat ATAC-,
illetve ChlP-szekvenalasi adatok alapjan vizsgaltuk. 6685 olyan kromatin régiot
azonositottunk, amelyek hipoxids mikrokornyezetben, IL-4 jelenlétében nyitott dllapotban
vannak és a szinergisztikusan indukalt génekhez annotalhatok. Ezeken a helyeken
megvizsgaltuk az RNS polimerdz II kotddésének véltozasat, amely alapjin a szinergisztikusan

indukalt génekhez annotdlhaté nyitott kromatin régidk négy csoportja kiilonithetd el.

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy az IL-4-aktivdlt alternativ makrofdg
polarizacids program hipoxids mikrokdrnyezetben is végbemegy és ezen kornyezeti szignalok
egylittesen olyan gének kifejez6dését fokozzak, amelyeknek szerepe lehet a makrofagok
funkcigjanak modosuldsidban. Tovabba ennek a folyamatnak a hdétterében részben

szinergisztikus kromatin nyitds és fokoz6d6 enhanszer aktivacio allhat.

Kulcesszavak: makrofag, IL-4, hipoxia, szinergisztikus génaktivacio, epigenetikai szabalyozas
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3. Roviditések jegyzéke

Argl arginaz-1

AP-1 akivator protein 1

ATAC Assay for Transposase-Accessible Chromatin

ATM zsirszoveti makrofdgok (adipose-tissue macrophage)

BMDM egér csontveldbdl szarmazo makrofag (bone-marrow-derived macrophage)

C/EBP CCAAT/enhanszer-kot6 fehérje (CCAAT/enhancer-binding protein)

Chil3 kitindz-3-szer( fehérje 3 (chitinase-3-like protein 3)
ChIP Kromatin-immunprecipitacio
COPD krénikus obstruktiv tiidobetegség (chronic obstructive pulmonary disease )

DAVID Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery
FcgR Fc gamma receptor

GAPDH  glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendaz

GLUT1 gliikéz transzporter 1

HIF hipoxia indukalt faktor

HK2 hexokindz 2

HOMER  Hypergeometric Optimization of Motif Enrichment

IFN-g interferon gamma

IGV integrativ genomikai megjelelitd (integrative genomics viewer)
IL-4 interleukin-4

IRF interferon reguldlé faktor (interferon regulatory factor)

JAK Janus kinaz

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (Gének €s genomok kiot6i
enciklopédiaja)

KLF-15 Kriippel-féle faktor 15

LDHA laktat dehidrogenaz A

LDL alacsony sliriség( lipoprotein (low density lipoprotein)

LDTF sejttipus-specifikus transzkripcios faktorok (lineage-determining transcription
factors)

LPS lipopoliszacharid

M-CSF makrofag koldnia-stimuldlé faktor



MACS2

MAPK

MHC II
Mrcl
NGS
NK

NO
PCA
Pd-1

PDGF

PDK1
Retnla
RPKM

SDTF
STAT6
TAM
TGF-B
TLR
TNF
VEGFA

kromatin-immunprecipiticids szekvenalas modell alapu analizise (Model-based
Analysis of ChIP-Seq)

mitogén-aktivalt proteinkinaz szignalizacid (mitogen-activated kinase
signaling)

{6 hisztokompatibilitdsi komplex II

manndz receptor c-type 1

Uj generacids szekvendlds

természetes-6l6sejtek (natural killer)

nitrogén-monoxid

fékomponens-analizis (principal component analysis)

programozott sejthalal fehérje 1 (programmed cell death protein 1)
trombocitabdl szdrmazé novekedési faktor (platelet-derived growth factor)

piruvat dehidrogendz kinaz 1

rezisztin-szerli molekula (resistin-like molecule alpha)

leolvasdsok normalizalt értéke szekvenalasi mélységre és génhosszra (Reads
Per Kilobase Million)

szignal-dependens transzkripcios faktor (signal-dependent transcription factors)
szignal transzducer €s transzkripcids aktivator 6

tumor asszocidlt makrofagok

transzformal6 novekedési faktor-f3

Toll-szerl receptor (Toll-like receptor)

tumor nekrozis faktor

vaszkularis endotelialis novekedési faktor A



4. Szakirodalmi attekintés

4.1 A makrofagok eredete és funkcioja
A makrofagok az emlésok minden szovetében megtalalhatdé immunsejtek, amelyek

fontos szerepet jatszanak a szdveti homeosztazis fenntartdsdban. A velesziiletett immunitas

crer
crer
crer

patogén specifikus adaptiv immunvalasz kialakulasat!=.

Eredetiiket és funkciojukat tekintve egy rendkiviil heterogén sejtcsoport. A szoveti
rezidens makrofagok — Kupffer sejtek, mikrogliak, alveolaris makrofagok - prekurzorai az
embrionalis fejlédés kiilonbozo szakaszaiban keletkezd hematopoietikus dssejtek. A prekurzor
Ossejtekbdl differencialodd makrofagok az egyedfejlodés prenatalis szakaszaban vandorolnak
a fejlodd szovetekbe ¢és adaptivan alkalmazkodva a szovet-specifikus kornyezethez
hozzajarulnak a homeosztazis fenntartdsdhoz, tovabba kiilonb6zé immunfunkciok ellatasahoz.
Populécioik dnfenntartoak, a cirkulalé monocita prekurzorok kdzremiikddése nélkiil is képesek
fennmaradni*.

Az egyedfejlodés posztnatdlis szakaszdban a csontveld veszi at a vérképzd szerv
szerepét a magzati majtol. Az itt fejlédd pluripotens, majd multipotens progenitorokbol
szarmazd monocitak a vérkeringésbe keriilve a vérerek integritasanak fenntartdsdban vesznek
részt. Tovabba gyulladdsos folyamatok, patogén fert6zés esetén kiilonbozd ndvekedési
faktorok, kemokinek hatdsdra képesek a szovetekbe vandorolva makrofagokka
differencidlodni. A szovetekben, kiegészitve a rezidens makrofag populaciot, részt vesznek az

immunvalasz kialakitisaban és szabalyozasaban*.

4.2 Makrofag populaciok heterogenitasa

A makrofagok dinamikusan valtozd génexpresszios programjuk révén képesek
alkalmazkodni az aktudlis mikrokdrnyezeti koriilményekhez. Egereken végzett kisérletek
bizonyitjak, hogy mind a monocita eredetli, mind a szdveti rezidens makrofagok esetén lokalis
mikrokdrnyezet fiiggd a génkifejez6dési mintazat kialakitdsa. Ez mintdzat a sejtek molekularis
mikrokdrnyezetének valtozasaval, valamint a sejtek mas szovetekbe torténd véandorldsaval
modosulhat’.

A makrofadg populaciok heterogenitdsanak mértékét tovabb noveli, hogy kiilonbozd

fertdzések kovetkeztében, tumorokban, vagy kronikus gyulladdsos megbetegedésekben a



makrofagok mikrokornyezete jelentdsen megvaltozik. A makrofagok kornyezetében jelen 1évo
patogén eredetli molekuldk, a kornyezetiikben jelen 1évé immun és nem immunsejtekbdl
felszabadulo citokinek és metabolitok egyiittes hatdsa alakitja ki az adott patoldgias allapotra
jellemzd makrofag fenotipust és funkciot. A kiilonbdzd patologias allapotokra jellemzd
molekularis mikrokdrnyezet eredményeként és a kiilonbozd feladataik ellatasa érdekében a
makrofagok szdmos kiillonboz0 - akar egymassal ellentétes - funkciondlis allapotot/fenotipust
képesek kialakitani. Mindezek hatdsara pro-inflammatorikus ¢és anti-inflammatorikus
folyamatokban, valamint immunogén ¢s tolerogén valasz kialakitdsaban egyarant rész tudnak

venni®”?,

4.2.1 A Kklasszikus és alternativ makrofag polarizacio altalanos jellemzoi

A makrofagok aktivacidja soran kiillonbdz6 mikrokdrnyezeti szignalok egyiittes hatasa
érvényesiil, aminek kovetkeztében eltérd polarizacids allapotban 1évo, kiillonb6z6 funkcionalis
¢s fiziologiai sajatsagokkal rendelkez6 sejtek jonnek létre. Ennek a polarizacids spektrumnak
két végpontjan a klasszikusan aktivalt, illetve alternativan polarizalt makrofagok taldlhatok

(I1.dbra)'"®.

IFNy, LPS
‘ : ‘ : Klasszikusan
f polarizalt
Monocita MO makrofag . makrofag
T Alternativan
s polarizalt
o 202, makrofig
1L-4, IL-13

1. abra: A makrofag polarizdcio folyamatinak sematikus dabrdja. Az abrat Mosser és Edwards
illusztracidi alapjan készitettem'. Roviditések: IFNy - interferony, LPS - lipopoliszacharid, IL-4 — interleukin-4,
IL-13 — interleukin-13.

A klasszikusan polarizalt makrofagok a patogének elleni sejt-kozvetitett immunvalasz
résztvevoi. T sejtek és természetes-016sejtek (natural killer-NK) altal termelt citokinek, illetve
bakterialis sejtfalkomponensek hatasara alakulnak ki. Ilyen szignalok a tumor nekrézis faktor
(TNF), az interferony (IFNy), illetve a lipopoliszacharid (LPS) amelyek a mikrobak és a
tumorsejtek elleni védekezésben hatékony, pro-inflammatorikus citokineket - IL-1f3, IL-6, IL-

23 - termeld makrofag populaciot hoznak létre!!-13,



Az alternativan polarizalt makrofdgok foként az immunvélasz szabdlyozasaban és a
szoveti homeosztazis helyredllitdsaban vesznek részt. A szdveti sériilés vagy extracellularis
parazita fert6z¢és kovetkeztében aktivalodo bazofil granulocitak és a hizosejtek altal termel IL-
4 hatéséra aktivalodnak. Emellett a Th2-tipust gyulladés is indukalhat alternativ polarizaciot
IL-13 és IL-4 citokinek altal. Ezek a sejtek in vitro koriilmények kdzott mérsékeltebb antigén
prezentalod kapacitassal rendelkeznek és alacsony szinten szekretdlnak pro-inflammatoérikus
citokineket. Szerepiik foként a sebgyogyulas és szoveti regeneracio elOsegitése extracellularis

matrix komponensek szekrécioja, illetve a gyulladasos folyamatok negativ szabalyozasa altal'+
16

4.2.2 A makrofagok transzkripcidos heterogenitasanak és plaszticitasanak szerepe
kiilonboz6 patologias folyamatokban

A makrofagok azon képessége, hogy a kiilonb6zé molekularis mikrokornyezeti
szignalok eltérd transzkripcids programokat aktivalnak, valamint a mikrokdrnyezetiik
valtozasara a transzkripcios programjuk megvaltoztatasadval képesek reagdlni meghatarozhatja
szamos korfolyamat kimenetelét!”. Egér tumor modellekben kimutattdk példaul, hogy a
tumoros mikrokdrnyezet specifikusan moédositja a daganatos szovetben jelen 1évo

mononukledris fagocita sejteket. Ezaltal a tumor asszocialt makrofagok (TAM) heterogén

progndzisat, valamint a kiilonboz6 tumorterapidk hatékonysagat!'s .

A monocita eredetii és szoveti rezidens makrofagok az érelmeszesedés folyamataban is
fontos szerepet jatszanak. A betegség kialakuldsanak kezdetén formal6dé — az artériak falara
lerakddott lipoproteinekbdl 4116 - plakkok kdrnyezetében gyulladas alakul ki. Szamos makrofag
alpopulacio figyelheté meg ezek kornyezetében, amelyek részt vesznek a felhalmozddott
lipoproteinek eliminacidjaban és a gyulladésos folyamat szabalyozasaban. A plakkokban nagy
mennyiségben megtalalhatd alacsony stirliségli lipoprotein (low density lipoprotein-LDL)
képes pro-inflammatérikus fenotipusu makrofagok polarizaciojat indukalni. Tovabba a lipidek
intenziv fagocitdzisanak kovetkeztében magas zsir tartalma habos sejtek (foam cells) jonnek
létre, amelyek csokkent migracids képességgel rendelkeznek és a zsirsav metabolizmusuk
zavart szenved. Az ezen folyamatok kovetkeztében fokoz6dd apoptodzis és csokkent
hatékonysagu efferocitozis kronikus gyulladast eredményez. Ezzel szemben a plakkok

kornyezetében jelen 1évd alternativan polarizalt makrofagok kevésbé hajlamosak a habos sejt



képzésre, magasabb fagocitikus aktivitassal rendelkeznek és intenziv kollagén termelésiik altal

részt vesznek a szoveti regeneracioban'®20,

crer

crer

akkumulacidjanak kovetkeztében szamos olyan korfolyamat indukalodik, amelyek
immunsejtek rekrutdlnak a szovetekbe és enyhe, kronikus gyulladas alakul ki a szervezetben.
Az adipocitdk gyulladas indukalt programozott sejthaldla makrofagokat vonz a gyulladas
helyszinére, amelyek pro-inflammatoérikus citokineket termelnek, szemben az egészséges
egyedek zsirszovetében jelen [évé anti-inflammatoérikus citokin termeld  zsirszdveti
makrofagokkal?!.

A kronikus allergids 1éguti gyulladasok patogenezisében is fontos résztvevok a szoveti
rezidens és monocita eredetli makrofagok. Pro-inflammatoérikus citokinek és kemokinek
termelése altal hozzajarulhatnak a légutak kronikus gyulladdsdnak kialakuldsdhoz ¢és
fenntartasahoz. Az alternativan polarizalt makrofagok anti-inflammatorikus citokinek, illetve
szoveti regeneraciot eldsegitd faktorok termelése 4ltal részt vesznek a gyulladés
szabalyozasaban. Azonban ennek a fenotipusnak a sajatossaga, hogy novekedési faktorok —
transzformald novekedési faktor-f (TGF-B), trombocitdbdl szdrmazd ndvekedési faktor
(PDGF) — termelésével a légutak simaizomzatinak megvastagodasat és kollagén
felhalmozodéasat okozhatjak. Ennek kovetkeztében pedig korlatozodik a légaramlas a

tiidében?2.

4.3 Transzkripcios szabalyozas epigenetikai alapjai

A makrofagok génkifejez0dési profiljanak kialakitasaban fontos szerepet jatszik az
epigenetikai programjuk, ami egy tobb szinten megvalosulod, Osszetett folyamat. A
transzkripcids aktivitds alapvetd feltétele a kiilonboz6 transzkripcids faktorok és regulator
fehérjék szamara hozzaférhetd kromatin szerkezet, ami a DNS feltekeredését modulald
nukleoszomak modositdsa révén szabalyozhaté*’. Ennek soran a nukleoszomakat alkotd
hiszton fehérjék N-termindlisdnak poszt-transzlaciés modositasa torténik. Ilyen folyamatok
példaul az acetilacid, foszforilacio, metilacid, ubikvitinacio. Ezen modositasok a DNS - hiszton
kapcsolat szabalyozasa révén, illetve tovabbi kromatin atrendezd képességgel rendelkezd
fehérjék toborzasaval jarulnak hozza a génexpresszio szabalyozasahoz?+%,
Ilyen fehérjék a sejttipus-specifikus transzkripcids faktorok (lineage-determining transcription
factors — LDTF) is, amelyek a differenciacidos folyamat soran részt vesznek a sejtek

identitdsanak kialakitdsdban. A PU.1, a CCAAT/enhanszer-kot6 fehérje (CCAAT/enhancer-

binding protein - C/EBP), az akivéator protein 1 (AP-1), illetve kiillonb6z6 interferon regulaléd



faktorok (interferon regulatory factor — IRF) ilyen mester transzkripcios faktorok, amelyek mas
szabalyoz6 fehérjékkel egyiittmiikodve fontos szerepet jatszanak a makrofdg specifikus
transzkripcids program fenntartdsaban. Kromatin atrendezd képességiik révén hozzajarulnak a
DNS-en talalhato disztalis szabalyozo elemek, az enhanszer régiok szabadda tételéhez, igy
kotohelyet biztositva a szignal-dependens transzkripcids faktorok szamara (signal-dependent
transcription factors — SDTF). A SDTF-ok a mikrokdrnyezeti stimulacié altal kivaltott
szignalizacio kozvetitdiként jarulnak hozza a génkifejez6dés epigenetikai szabalyozasahoz.
Ilyen szignal kdzvetitd transzkripcids faktorok a kiilonbozo sejtfelszini receptorok, - Toll-szerti
receptorok (Toll-like receptor - TLR), TNF receptorok -, altal aktivalt NF-xB és AP-1
transzkripcids faktor csaldd tagjai, illetve a citokin receptorok - IL-4 receptor, IFNy receptor -

altal aktivalt kiilonb6z6 STAT transzkripcios faktorok?6-28,

4.4 Interleukin-4 altal aktivalt szignalitvonal és transzKripcios program szerepe az
alternativ makrofag polarizacioban

Az IL-4 citokinek a mieloid sejtek felszinén taldlhaté transzmembrén receptoraihoz
kotédve indukaljak a szignal transzducer és transzkripcios aktivator 6 (STAT6) Janus kindzok
(JAK) altal torténd foszforilaciojat®. Az igy kialakuld STAT6 homodimer a sejtmagba térténd
transzlokaciot kovetéen a DNS-hez kotddve részt vesz az alternativ makrofdg polarizaciora
jellemzd specifikus génkifejez0dés szabalyozdsdban, mind transzkripcids, mind epigenetikai
szinten. Az IL-4 altal aktivalt STAT6 transzkripcios faktor egyarant képes az altala kotott
genomi szabalyozd elemek direkt aktivaciojara és gatlasara kiillonbozd kofaktorok, koztik a
p300 hiszton acetil-transzferaz enzim kotddésének szabalyozasan keresztiil’® (2.dbra).
Mindemellett, az IL-4/STAT6 szignaltitvonal szamos tovabbi transzkripcids faktor — EGR2,
PPARy, IRF4 ¢és KLF4 - kifejezddésének fokozasaval/aktivaldsaval szintén hozzajarul az
alternativ makrofag polarizacios allapot kialakulasahoz3!=4,

Az IL-4 altal aktivalt/indukalt transzkripcids faktor halozat egyarant szabdlyozza a
makrofagok metabolizmusat és immunvalaszt modulald funkcidjat. Az IL-4 aktivalt alternativ
makrofag polarizaciora a klasszikus aktivacioval ellentétben alacsonyabb glikolitikus aktivitas

¢s intenzivebb oxidativ foszforilacio jellemzo.
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Az oxidativ metabolizmus szoros kapcsolatban 4all ezen immunsejtek anti-
inflammatoérikus funkcidjaval, emellett megndvekedett arginaz 1 aktivitassal rendelkeznek,
amely enzim fokozott kollagén termeléssel jarul hozza az alternativan polarizalt makrofagok

szOveti regeneracioban betoltott funkciojanak ellatasahoz>-3¢,

IL-4

‘) IL-4R

Qa | (ax

STAT6 @, O sTATS monomerek JAK
kindzok altali
foszforilacioja

v

QSTATGQ @ STAT 6
STAT6 dimerizacio

@ Transzlokacio
@ Transzkripcio
G JOK

STAT6-kot6
szekvencidk a
promoteren

2. dbra: Az IL-4 dltal indukadlt jelatviteli utvonalak. Az IL-4 transzmembran receptorhoz valo kotodeése
indukadlja a STAT6 dimerizaciot, ami a sejtmagba transzlokalodva transzkripcios faktorkent szabadlyozza a
genkifejezodest. Roviditések: IL-4 — interleukin-4, JAK — Janus kindz, STATG6 - szignal transzducer és
transzkripcios aktivator 6.

4.5 A hipoxia jellemzdi és hatasa kiilonb6zo patologias folyamatokban

Az oxigén elengedhetetleniil fontos minden sejt mitkddéséhez. A szdveti homeosztazis
fenntartasahoz sziikséges optimdlis oxigén mennyiség emldsdk esetén szervenként,
szovetenként eltérd. Amennyiben a szervezet egy adott részén nem all rendelkezésre a sejtek
normal, fizioldgids miikodéséhez elegendd oxigén hipoxiardl beszéliink. Ez a csokkent oxigén
koncentracid szamos korfolyamat esetében megfigyelhetd, mint a gyulladdsos folyamatok,
daganatok, kardiovaszkuléris betegségek, légzdszervi rendellenességek. Ahhoz, hogy az
immunsejtek hipoxias koriilmények kozott is megfelelden el tudjak latni funkcidjukat az

anaerob energianyerési folyamatok irdnyaba tolodik el metabolizmusuk®’.
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4.5.1 A mikrokornyezet oxigénszintjének hatasa az intracellularis szignalizaciora

Az oxigénhidnyos kornyezethez torténd adaptacid hatterében foként a hipoxia indukalt
faktor all (hypoxia-inducible factor — HIF). A HIF transzkripcios faktorok aktiv formdja egy
konstitutivan termel6édé B alegységbdl és egy oxigénszint fliggd stabilitassal rendelkezé o
alegységbdl allo heterodimer. Emlds sejtekben a HIF-a alegységnek harom izoforméja van
jelen, ezek a HIF-1a, HIF-2a és a HIF-3a, amelyek célgén specificitisa sejttipus fliggd®. A
HIF transzkripciés faktorok aktivacidjat szamos extra-, illetve intracellularis szignal képes
indukalni. Oxigénszint-fliggd szabalyozas esetén normoxids koriilmények kdzott hidroxilalodik
a HIF-a alegység prolil hidroxildzok altal, igy a von-Hippel-Lindau fehérje komplex képes
felismerni és ubiquitin ligdz aktivitdsa révén proteoszoma altali degradaciora kijeldlni.
Csokkent oxigénszint mellett azonban az alacsonyabb mértékii hidroxilacié kdvetkeztében
stabilizalodik a HIF a. A stabilizalodott o a P alegységgel heterodimert alkotva a sejtmagba
transzlokalodik, ahol a hipoxids koriilményekhez torténd adapticidban részt vevd gének
kifejez8dését szabalyozza® (3.dbra).

NORMOXIA HIPOXIA

O

—®—’ () Oxigén

hidnyaban

T
L}
1
L}
L}
1
'
HIF-1a 5
@ hidroxildciéja prolil- : csokken a
l hidroxilézok &ltal ' hidroxiléci6
o mértéke
i HIF-1B Stabilizal6do
' HIF-1a
pVHL (?) Hidroxililt HIF-1a : lﬁﬁ‘;f‘l’gﬁ“;“ alkot a
ubiquitjnéciéja a i
von Hippel-Lindau d
fehéjre komplex éltal ‘ @ Transzlokacié citoplazma
[} v
@ :
'
(ub) (3) HIF-1a '
@ proteoszoma altali '
degradacidja -
\ o ' .
@ QD ' sejtmag

3. dabra: A hipoxia indukdlt faktor-1 oxigénszint fiiggo szabdlyozdsa. Az abrat Halligan és mtsai leirasa
alapjan készitettem . Roviditések: HIF-1a - hipoxia indukdlt faktor o, PHDs — prolil-hirdroxildzok, pVHL — von
Hippel-Lindau feherje, HRE — hipoxia valasz elem (hypoxia response element).

4.5.2 HIF-1 szabalyozo szerepe a makrofagok metabolizmusaban és immunfunkciojaban
A makrofagok oxigénhianyos kornyezethez valéo alkalmazkodasa soran az

energiatermelés atkapcsol a mitokondridlis oxidativ foszforilaciordl a glikolizisre. Ennek a
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folyamatnak a részeként a HIF-1 transzkripcios faktorok képesek fokozni az immunsejtek
megnovekedett gliikozigényéhez sziikséges gliikoz transzporterek - GLUT1, GLUT3 -
transzkripcidjat*®. Tovabba szamos glikolizisben résztvevd enzim ¢és intermedier
termelddésének szabalyozasaban is részt vesznek, mint a hexokindz 2 (HK2), glicerinaldehid-
3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH)*'. A metabolikus atprogramozas soran gatlas ala keriil a
Szent-Gyorgyi-Krebs-ciklus, ami biztositand az oxidativ foszforilacidhoz sziikséges
elektronokat. A hipoxia indukalt faktorok a glikolizis sordan keletkezd piruvatot atalakitd
enzimek szabalyozasaval jarulnak hozz4 ehhez a folyamathoz. Képesek ndvelni a laktat
dehidrogenaz A (LDHA) szintjét, amely enzim a piruvat laktatta torténd atalakitasat katalizalja,
tovabba fokozzak a piruvat dehidrogenaz kinaz 1 (PDK1) termelését. A PDK1 enzim gatolja a
piruvat dehidrogenaz komplex kialakulasat, amely enzim felelds azért, hogy a piruvatot acetil-
koenzim-A-va alakitsa*?. Emellett a HIF-1 mikroRNS-ek indukciojan keresztiil képes gatolni
az oxidativ foszforilaciohoz kotheté komponensek aktivitasat, mint az elektron transzport lanc
részét képezd 1. komplex, vagy a Szent-Gyorgyi-Krebs-ciklusban résztvevd akonitdz enzim®.
A hipoxia indukalt faktorok a metabolikus adaptacié befolyasolasan tul kozvetleniil is
részt vesznek a makrofagok immunfunkcidinak moduldlasdban. A HIF-lo. megnovekedett
aktivitasa képes fokozni gyulladdsos folyamatokban résztvevd citokinek - IFNy, IL-12 -
molekuldk — Fc gamma receptor (FcyR), komplement receptorok - indukcioja altal. Emellett a
hipoxia indukalt jelatviteli utvonalak képesek fokozni a makrofdgok antigén prezentald
kapacitasat, amely folyamatnak a T- és B-sejtek aktivaciojan keresztiil fontos szerepe van az

adaptiv immunvalasz szabalyozasaban*,

4.6 Immunmetabolizmus

A makrofagok mikrokornyezeti koriilményekhez torténd adaptacidja soran modosuld
metabolikus profil nem csak az energiatermelési folyamatok szempontjabol fontos. Az utobbi
évtizedben fokozott figyelem irdnyult az immunsejtek &ltal termelt metabolitok
immunvalaszban betdltott funkciodjara.

A glikolizisben résztvevd enzimek fontos szerepet jatszanak a makrofagok
polarizacidjanak és funkcidjanak szabalyozasaban. A hexokindzok a gliikéz glikolizisbe valo
csatornazasat végzik. Ezek az enzimek a LPS éltal indukalt inflammaszoéma aktivacion
keresztiil képesek szabéalyozni gyulladasos citokinek szekréciojat®®. A GAPDH a

glicerinaldehid-3-foszfat 1,3-biszfoszfoglicerattd torténd atalakitdsat katalizdlo enzim. A
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szénhidrat anyagcserében betoltott funkcioja mellett képes a tumor nekrézis faktort kodolod
hirvivd RNS-hez koétddve glikolizis intenzitas fiiggé mddon szabalyozni a gyulladasos citokin
kifejez6dését?.

Az anaerob koriilmények kozott piruvatbol - LDHA enzim segitségével - keletkezd
laktat a makrofagok anyagcseréjének szabalyozasan keresztiil képes gyulladasos modulatorként
hatni. LPS stimulacié hatdsara a makrofagok metabolizmusa atvalt anaerob glikolizisre. A
laktat a Szent-Gyorgyi-Krebs-ciklus 6 szénforrdsaként funkcional, szubsztratként szolgal az
acetil-KoA termelésben, amely molekula kulcsfontossagi a hiszton H3K27 acetilacioban.
Ezéltal képes transzkripcios szinten gatolni a makrofagok pro-inflammatérikus funkciojat®’.

A szénhidrat anyagcsere mellett az aminosav metabolizmus is befolydsolja a
makrofagok polarizacidjara. Az arginin egy nem esszencialis aminosav, amelynek atalakitasat
klasszikusan a nitrogén-monoxid szintaz enzimek végzik. Ennek a sordn nitrogén-monoxid
(NO) keletkezik, amely szolubilis molekula szerepet jatszik mind a velesziiletett, mind az
adaptiv immunvalasz szabalyozasdban ¢és a makrofdg polarizacid6 moduldldsdban. A
megnovekedett NO szint pro-inflammatorikus citokineket termeld, magasabb fagocitikus
aktivitassal rendelkezd makrofagokat eredményez. Emellett képes szabdlyozni a f6
hisztokompatibilitasi komplex II (major histocompatibility complex II — MHC II) molekuldk
termelését, amelyek szerepet jatszanak az antigén prezentdcioban. Tovabbéa a magas NO szint
hozzajarul a klasszikusan aktivalt makrofagokra jellemzé metabolikus profil kialakitasahoz
is*.

Az alternativan polarizalt makrofagokban indukalddik az argindz 1 enzim termelése. Ez a
biokatalizator felelds az arginin alternativ katabolizmuséaért, amely soran ornitin, illetve urea
keletkezik, ezzel egyiddben csokkentve a sejtek nitrogén-monoxid termelését. A makrofagok
altal termelt argindz 1 és az aktivitasa révén keletkezé metabolitok szdvet specifikus modon
szerepet jatszhatnak a sebgydgyulasban, gyulladéasos ¢és fibrotikus folyamatok szabalyozasaban,

illetve extracellularis parazitak elleni védelemben®.
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5. Célkitiizés

A valtoz6 mikrokornyezeti feltételekhez torténd adaptacié soran a makrofagok
fenotipusa plasztikusan valtozhat kiilonb6z6 szignalok hatasdra. Szamos olyan korallapot
ismert, ahol az IL-4 altali makrofag aktivacid hipoxias koriilmények kozott megy végbe.
Kronikus gyulladassal jellemzett betegségek esetén, mint az allergids asztma, kronikus
obstruktiv tiidobetegség (chronic obstructive pulmonary disease — COPD), tovabba az
érelmeszesedés soran keletkezd plakkok kornyezetében €s a rapid moédon ndvekvd tumorok

szdvetében is megfigyelhetd ez a jelenség>*->2

. Az alternativan polarizalt makrofagok fontos
szerepet toltenek be mind a velesziiletett, mind az adaptiv immunvalasz szabalyozasaban,
azonban a hipoxids mikrokdrnyezet képes lehet olyan médon megvaltoztatni a génkifejez6dési
profiljukat, ami mddosult effektor funkcidval és ennek kovetkeztében negativ prognozissal
jérhat ezen megbetegedések esetén.

Munkénk célja a hipoxias mikrokdrnyezet IL-4 indukalta alternativ makrofag polarizacios
programra gyakorolt hatasanak feltérképezése volt a génkifejez6dés szabalyozasanak szintjén.
Ehhez egér csontvel6i eredetli makrofagokat (bone-marrow-derived macrophages - BMDMs)
alkalmaztunk és a génexpresszidos, valamint epigenetikai valtozasokat 0j generacios
szekvenalas alapti modszerekkel vizsgaltuk.

(i) A teljes transzkriptom szintjén bekovetkezd valtozasokat RNS-szekvenalas
alkalmazésaval vizsgaltuk. Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk mely gének
kifejezddését befolyasolja szignifikdnsan ez a két szignal, illetve, hogy
megfigyelheté-e szinergizmus a hipoxia és az IL-4 hatdsa kozott. A vizsgalatunk
tovabbi részeként azt szerettiik volna meghatarozni, hogy milyen jelatviteli
utvonalakban vesznek részt az 4ltalunk azonositott IL-4 ¢és hipoxia altal
szinergisztikusan indukalt gének.

(ii.)  ATAC- és ChIP-szekvenalds alkalmazasaval tanulményozni kivantuk, hogy ezen
génkifejezOdési mintazat hatterében milyen epigenetikai folyamatok allnak. Ennek
soran célunk volt annak vizsgalata, hogy hogyan valtozik meg a kromatin
hozzaférhetésége és az RNS-polimerdz Il kotddése a szinergisztikusan indukalt

gének szabalyozo6 régidinak kornyezetében.
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6. Anyagok és modszerek

A kisérletes munkat — makrofag sejtek differenciéltatasa, kezelések; RNS, ChIP és
ATAC szekvenalas - munkacsoportunk korabbi (Domokos Apolka) és jelenlegi (Dr. Varga
Zso6fia) tagjai végezték. Munkam sordn az igy 1étrejott NGS alapu adatsorok bioinformatikai
analizisét végeztem. Mindezek miatt ebben a fejezetben a munkam megértéséhez alapvetden
szlikséges kisérleti elrendezés bemutatasan kiviill az altalam végzett bioinformatikai

analiziseket mutatom be.

6.1 Kisérleti elrendezés

A kisérletek soran felhasznalt makrofag sejtek C57BL/6 egerek csontveldjébdl szdrmaztak. A
csontveld izolalasat kdvetden a progenitor sejtek differencidltatisa makrofag kolonia-
stimulalé faktor (M-CSF) jelenlétében 6 napig tortént. Majd ezen makrofagok tovabbi
tenyésztése 24 oran keresztiil IL-4 (20 ng/ml) jelenlétében vagy hianyaban, normoxids (21%
0O.) vagy hipoxias (1% O) koriilmények kozott 37 °C-on tortént (4.abra).

L. egér csontvels izolélas II. makrofagok differencialtatasa I11. kezelések
csontveldi progenitor sejtekbdl

O \ K, Normoxia
> = S — % 24 6ra
D >
IL-4, Normoxia
24 6ra

BMDM 'w‘—, £y

K, Hipoxia
24 6ra

-8 —

IL-4, Hipoxia
24 6ra

» — @@

4. abra: Az dltalunk alkalmazott kisérleti rendszer sematikus abraja. Roviditések: M-CSF — makrofag
kolonia stimulalo faktor (macrophage colony-stimulating factor), BMDM — egér csontvelo eredetii makrofag
(bone marrow-derived macrophage), K — kontroll.

6.2 RNS-szekvenalas
Az RNS-szekvenalasi adatok analizise soran el6szor a szekvenalasi leolvasasok
mindségét>? ellendriztiik a FastQC szoftver (verzio: 0.11.9)

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) segitségével, majd illesztettiik

Oket az mm39 (GRCm39) referencia genomhoz. Az illesztés sordn a HISAT2 szofvert

alkalmaztunk (verzio: 2.2.1)°*. Az egyes génekhez tartozd leolvasdsok szamanak
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meghatarozasat a featureCounts bioinfomatikai eszkoz segitségével végeztiik (verzio: 2.0.3).
Ezt kovetéen a DESeq2 programot hasznaltunk a differencialtan expresszalodod gének
meghatarozasahoz (verzio: 1.40.2)°¢. Majd a szinergisztikusan indukalodo gének funkcidjanak
meghatarozasdhoz a DAVID (Database for Annotation, Visualization

and Integrated Discovery) online annotacids eszkozt hasznaltuk® (5.dbra).

Differencialtan
expresszalodo gének
azonositasa

KEGG utvonal
analizis

Illesztés referencia

RNS-szekvenalas Mindségellendrzés genomhoz (mm39)

5. abra: RNS-szekvendlasi adatok analizisének lépései.

6.3 ATAC-szekvenalas (Assay for Transposase-Accessible Chromatin sequencing)

A szekvenalasi adatok analizisének elsé 1épéseként elvégeztik a leolvasdsok
mindségének ellendrzését a FastQC szoftverrel, majd a Burrows-Wheeler Aligner (BWA)
eszkoOz segitségével illesztettiik 6ket az mm39 referencia genomhoz (verzio: 0.7.17)°’. Ezutan
a Model-based Analysis of ChIP-Seq (MACS2) szoftverrel azonositottuk azokat a kromatin
régiokat, ahova a Tn5 transzpozaz be tudott épiilni (verzio: 2.2.7.1)%%. Ennek soran a program
meghatdrozza mely genomi pozicidkban szignifikans a szekvenalasi leolvasasok feldusulasa a

hattérzajhoz képest. Az igy kapott csucsok reprezentdljak a nyitott kromatin régiokat (6.dbra).

nyitott kromatin régi6

nukleosz6mék // // // // J/ J JJ;

, csucsok
leolvasésok /\/\/\/\

referencia genom

6.dbra: A nyitott kromatin régiokat reprezentdlo szekvendldsi csiicsok.

Ezutan a csucsokhoz tartozé leolvasasok kvantifikdlasat, normalizaldsat és ez alapjan a
differencialtan nyil6 régiok meghatarozasat a DiffBind programmal végeztiik (verzio: 3.12.0)°.
Az igy kapott normalizalt RPKM (Reads Per Kilobase Million — leolvasasok szekvenalasi
mélységre és génhosszra normalizalt értéke) értékeket alapjan leolvasas eloszlasi 4brakat
készitettiink a deeptools szoftver csomag computeMatrix ¢és plotHeatmap funkcidinak

segitségével (verzid: 3.5.1)%. A transzkripcios faktor kotd motivumok feldusulasat a korabban
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azonositott genomi régiokon a HOMER (Hypergeometric Optimization of Motif Enrichment)

szoftverrel vizsgaltuk (verzio: 4.11.1)%! (7.dbra).

ATAC- o o Illesztés referencia Differencialtan nyilo De novo motivum
szekvenalas Mingségellendrzes genomhoz (mm39) régiok azonositasa analizis

7. abra: ATAC-szekvendlasi adatok analizisének Iépései.

6.4 ChIP-szekvenalas (Chromatin Immunoprecipitation sequencing)

A ChIP-szekvenalasi adatok analizise soran a mindségellendrzési 1épést kovetden
(FastQC szoftverrel) illesztettiik a leolvasasokat a BWA program segitségével az mm39
referencia genomhoz. Majd a MACS2 program segitségével azonositottuk azokat a csucsokat,
amelyeken tortént RNS polimeraz I koétddés (8.abra). llletve a DiffBind programmal
elvégeztiik a csticsokhoz tartozd szekvendlasi leolvasdsok kvantifikalasat és normalizalasat.
Majd az igy kapott RPKM értékeket alapjan leolvasas eloszlasi abrakat készitettlink a deeptools
szoftver csomag computeMatrix és plotHeatmap funkcidinak segitségével. A példagének
l6kuszaban detektalhato ChIP- és ATAC-szekvenalasi leolvasasok siirliség eloszlasat integrativ
genomikai megjelenitével (IGV) éabrazoltuk®>. Az ehhez sziikséges adatok a deeptools
csomagba tartoz6 bamCoverage funkcioval lettek kiszamoltatva.

Illesztés referencia RNS polimeraz II

ChIP -szekvenalas Mindségellendrzés genomhoz (mm39) kot8dés vizsgalata

8. dabra: ChlP-szekvenadldsi adatok analizisének lépései.

6.5 Statisztika

Az RNS-szekvenalési adatokon végzett analizis sordn a differencialtan expresszalodo
gének azonositdsa a DESeq2 csomag segitségével tortént, ami Wald-tesztet alkalmaz a
kiilonbozd kezelések kozotti génexpresszios valtozas szignifikancidjanak meghatarozasahoz.
Az igy kapott p-értékek korrekcidjat Benjamini-Hochberg-teszttel végzi a szoftver’. Az
abrakon feltiintetett szignifikancia szintek ez alapjan a korrigalt p-érték alapjan lettek
meghatarozva a kovetkezd hatarértékek alapjan: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. A
szinergisztikusan indukalt gének meghatarozasanal a kovetkez6 sziirést alkalmaztuk: korrigalt
p-értek < 0.05 és logy fold change > 0 a kontrollhoz képest IL.-4 normoxidban, a kontroll
hipoxidhoz képest IL-4 hipoxiaban, illetve IL-4 normoxidhoz képest IL-4 hipoxiaban.

Az ATAC-szekvenalasi adatokon végzett analizis soran a differencialtan nyildo genomi
régiok azonositasa a DiffBind Bioconductor csomaggal tortént, ami a DESeq?2 4ltal alkalmazott

statisztikai analizist alkalmazza. A szignifikdnsan nyild régiok meghatdrozasanal a kovetkezd
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szlirést alkalmaztuk: p-érték < 0.1, fold change > 0 a kontrollhoz képest IL-4 normoxidban, a
kontroll hipoxidhoz képest IL-4 hipoxidban, illetve IL-4 normoxidhoz képest IL-4 hipoxidban.

A négy klaszterbe tartoz6 genomi régidokon torténd RNS polimeraz I kotddés valtozasat
varianciaanalizissel (ANOVA) vizsgéltuk, majd az egyes kezelések kozotti kiilonbségek
szignifikancidjat Tukey-teszt segitségével hatdroztuk meg. Az é&brdkon feltiintetett
szignifikancia szintek abrazolasa a kovetkez6 hatarértékek szerint tortént: *p<0.05, **p<0.01,

**%p<0.001.
6.6 Abrak

A szakirodalmi attekintésben felhasznalt dbrakat a Biorender segitségével készitettem.

(https://www.biorender.com)
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7. Eredmények

7.1 A  hipoxias mikrokornyezet ¢és az IL-4 altal aktivalt szignalitvonalak
kolcsonhatasanak vizsgalata a teljes transzkriptom szintjén

7.1.1 A hipoxias mikrokornyezet IL-4 valaszkészségét befolyasolo komplex hatasa
egér csontveldi eredetit makrofagokban

Az egér BMDM-ek génkifejezddési mintdzatdban IL-4 hatdsara, illetve hipoxids
mikrokdrnyezetben bekovetkezd transzkripciés szintli valtozasokat RNS-szekvenalds
alkalmazaséaval vizsgaltuk. A mérésekhez minden kezelés esetén harom biologiai parhuzamost
alkalmaztunk. Ahhoz, hogy megvizsgéljuk az egyes ismétlések kozotti, illetve a kiilonbozd
kezelést kapott mintak kozotti eltéréseket fokomponens-analizist (Principal Component
Analysis - PCA) futtatunk le a DESeq2 szoftver altal normalizalt génexpresszios értékeken

(9.dbra).

® Kezelések:
® @ O Kontroll Normoxia
3- @ IL-4 Normoxia
O Kontroll Hipoxia
@ IL-4 Hipoxia

PC2: 16% variancia
(=)

00
-10- )

20 -10 0 10 20
PC1: 80% variancia

9.dbra: A kiilonbozo kezelést kapott sejttenyészetek génkifejezodési profiljanak
fokomponens-analizise. Az abran lathato mind a négy kondiciohoz tartozoé harom technikai ismétlés
variancidja.

Az analizis alapjan az egyes biologiai parhuzamosok kozt kis eltérések tapasztalhatok,
amelybdl a kisérlet kivitelezésének ¢és a mintdinknak a megfelelé mindségére
kovetkeztethetiink. Erdekes modon, mind az IL-4, mind a hipoxias mikrokdrnyezet jelentds
valtozast idézett eld az altalunk vizsgalt makrofag sejtek génkifejez6dési profiljdban, valamint
a hipoxids mikrokdrnyezetben torténd IL-4 stimulacié hatsasra kialakuld génkifejez6dési
mintazat jelent6sen eltér a normoxids koriilmények kozott megfigyelheté IL-4 valasztol.
Mindezen eredmények azt mutatjak, hogy a hipoxias koriilmények jelentdsen befolyasoljak a
makrofagok IL-4 4ltal indukalt alternativ polarizacigjat.

Ezt kovetden néhany fontosabb IL-4 4ltal indukalt gén expresszids szintjének
vizsgalataval kivantuk validalni, hogy az alternativ makrofag polarizacié folyamata a kisérleti

rendszerlinkben a vartnak megfeleléen végbement. Az altalunk kivalasztott IL-4 célgének kozé
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normalizalt count értékek

tartozott a specifikusan ragcsalok makrofagjaiban kifejez6dé alternativ polarizaciés marker a
kitinaz-3-szerti fehérje 3 molekulat kodold gén (chitinase-3-like protein 3 — Chil3). Tovabba a
c-tipusu lektinek csoportjaba tartozé manndz receptort (mannose receptor c-type 1 — Mrcl éltal
kodolt fehérje), a rezisztin-szerli molekulat (resistin-like molecule alpha — RETNLA), valamint
az arginaz 1 enzimet kodolo gének53-64,

Amint a /0. abran lathato, az altalunk vizsgalt IL-4 célgének mindegyikérdl elmondhato, hogy
a kontrollhoz képest a citokin kezelés, mind normoxids, mind hipoxids koriilmények kozott

fokozta a kifejezddésiiket.

Chil3 Mrcl Retnla Argl
L ns ns
—ekk %k BT *****
3x10* 1.5x10° 1x10°
ok kk ok
2x104 ot - sk 7.5x10*
5x104
Ix10* 1x10% 5x10%
I 2.5x10*
— % %k
== = —
OO R N T aoe N T3 RS
™
&N » 4 X > & ,v \ J
DA, R AP YOS R P

10.Abra: IL-4 marker gének expresszios szintje a négy kondiciéban. Statisztika: Wald-teszt, *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001. Roviditések: K N — kontroll normoxia, IL-4 N — IL-4 normoxia, K H — kontroll hipoxia,
1L-4 H— IL-4 hipoxia.

Mivel a makrofagok szuboptimalis oxigénszinthez valé alkalmazkodasanak
kozéppontjaban a hipoxia indukalt faktor all, ezért HIF-1 célgének expresszids szintjének
vizsgalata alapjan ellendriztiik, hogy ez a szignalizacids utvonal aktiv a kisérleti modelliinkben.
A HK2, az LDHA ¢és a GLUT1 olyan enzimek, amelyek a hipoxias valasszal 6sszefiiggésben
bekdvetkezd metabolikus atprogramozasban jatszanak szerepet®**%%5, Emellett a vaszkularis
endotelialis novekedési faktor A (Vegfa) is egy kozponti hipoxia célgén, amelyrdl atir6do
fehérje proangiokenikus hatdsdnak koszonhetdéen hozzdjarul a gyulladasban sériilt szovetek
regeneraciojahoz%®.

Az éltalunk vizsgalt hipoxids valaszban résztvevd gének hipoxia altali indukciodja szignifikans
emelkedést mutatott IL-4 jelenlétében is (/1. dbra). Mindezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
az IL-4-re és a hipoxids mikrokdrnyezetre adott valasz is az elvartnak megfeleléen végbement

a kisérleti rendszeriinkben.
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11. dbra: Hipoxia marker gének expresszios szintje a négy kondicioban. Statisztika: Wald-teszt,
*p<0.05, ¥*p<0.01, ***p<0.001. Roviditések: K N — kontroll normoxia, IL-4 N — IL-4 normoxia, K H — kontroll
hipoxia, IL-4 H — IL-4 hipoxia.

Ezt kovetden azonositottuk azokat a géneket, amelyek a kisérleti rendszeriinkben
kiilonbozé kezelések hatdsara differencidlt kifejez0dést mutattak. 3600 olyan gént
azonositottunk, amelyeknek expresszios szintje a kontrollhoz képest IL-4 hatasara
normoxidban ¢és hipoxiaban is szignifikansan (korrigalt p-érték <0.05) valtozott. Ezeket a
géneket a tovabbiakban az alapjan csoportositottuk, hogy hogyan valtozik meg a kifejezddésiik
IL-4 kezelés hatasara normoxidban, illetve hipoxias koriilmények kozott (/2.dbra). A
differencidltan expresszalodd gének két nagyobb csoportja kiilonithetd el. 1943 gént
azonositottunk, amelyek kifejez6dését az IL-4 mind normoxidban, mind hipoxidban indukalja.
Illetve 1630 gén esetében gatolta az expresszidt oxigénhianyos és normoxias koriilmények
kozott is. Tovabba 27 olyan gént azonositottunk, amelyeknek a IL-4 altali szabalyozésa a

normoxias és hipoxias mikrokornyezetben ellentétesnek bizonyult (/2/B. dbra).
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12/A

K Hipoxia vs IL-4 Hipoxia

5 0 5
K Normoxia vs IL-4 Normoxia
12/B
Csoport | Kontroll N vs IL-4 N | Kontroll Hvs IL-4 H | IL-4NvsIL-4H | 1
A l T s+ns 20
B/0 t t ns 1140
B/l 1 t t 377
B/2 i t | 426
C/0 | | ns 1196
C/1 | | t 218
C2 | | | 216
D t | s+ns 7

12. abra: Differencidltan expresszalodo gének kifejezodésének valtozdasa IL-4 hatdsara normoxidaban és
hipoxidban. 12/4) A pirossal jelolt gének, amelyek szinergisztikusan indukaltak. 12/B) A kiilonbozo csoportokhoz
tartozo gének szamat osszefoglalo tablazat. Roviditések: IL-4 N — IL-4 normoxia, IL-4 H— IL-4 hipoxia.

Az IL-4 hataséara indukalodo géneket tovabb csoportositottuk aszerint, hogy a hipoxids
mikrokornyezet hogyan modositja a génexpressziot fokozd hatasat (/13/4. dabra). Az 1L-4
indukalt gének 59%-anak expresszids szintjét nem befolyasolta szignifikdnsan hipoxia. 22%
esetében gatolja az [L-4 génkifejezddést aktivald hatasat. Illetve az I1L-4 altal indukalt gének
19%-anak kifejez6dését a hipoxia tovabb fokozta.

A tovabbiakban IL-4 génkifejezddést gatld hatasat vizsgaltuk (13/B. abra). Ezen gének
74%-anak esetében a hipoxids mikrokdrnyezet nem befolydsolja szignifikansan IL-4
génkifejezddést gatld hatasat. Tovabba 13-13% azon gének ardnya, amelyek esetében az 1L-4

altali gatld hatést a hipoxias mikrokdrnyezet tovabb erdsiti, illetve csokkenti.
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13/A
B/1

[:I IL-4 + hipoxia 1
|:| IL-4 + hipoxia |
. IL-4 + hipoxia x

13/B

c2 [ IL-4+ hipoxia 1

B 114+ hipoxia |
- IL-4 + hipoxia X

C/0
B/0

13. abra: Az IL-4 dltal szabdlyozott gének csoportositdasa. 13/A) IL-4 indukdlt gének. 13/B) IL-4
dltal represszdlt gének.

7.1.2 Szinergisztikusan indukalt gének

A tovéabbiakban arra a géncsoportra koncentraltunk, melynek IL-4 4ltali indukcigjat a
hipoxids mikrokdrnyezet szignifikans mértékben tovabb fokozta. Ezt a B/1 csoportba tartozo
377 gént tekintettiik szinergisztikusan indukaltnak (7/2.abra). El8sz6r megvizsgaltuk, hogyan
valtozik ezen gének expresszios szintje az altalunk alkalmazott kiilonb6zd kisérleti
kondicidkban (/4.abra). A 14/A éabran lathato, hogy kontroll koriilmények kozott eltérd alap
kifejez6dési szintet mutatd gének hipoxias koriilmények kozott fokozottabb expressziot
mutatnak IL.-4 kezelés hatdsara, mint normoxidban. A 14/B abran ezen géncsoport normalizalt
lathatd, ami szintén aldtdmasztja a szinergisztikus

expresszids értékeinek megoszlasa

génindukcidt ezen csoport esetében.

14/B
20 20

log,(atlag
expresszio +1)
S

I (14 o1zssaxdxo
Sepe)<Sor

14. dbra: Szinergisztikusan indukdlodo gének expresszios szintjének vdltozdsa a kisérleti
rendszeriinkben. 14/A) Normalizdlt expresszios értékek vdltozdsa a kiilonbozd kondiciokban hdtérképen.
14/B) Normalizdlt expresszios értékek vdltozdsa a kiilonbozd kezelések hatdsdra. Roviditések: K N —
kontroll normoxia, IL-4 N — IL-4 normoxia, K H — kontroll hipoxia, IL-4 H — IL-4 hipoxia.
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Ezutan megvizsgaltuk, hogy ezen csoport génjeinek kifejezddésére milyen hatdssal van
onmagaban az IL-4 kezelés, illetve a hipoxias mikrokornyezet (/5.dbra). A szinergisztikusan
indukalt gének 59%-anak expresszios szintjét az IL-4 szignifikdnsan ndveli, azonban a hipoxia
nem modositja. 38% esetén megfigyelhetd mind a hipoxia, mind az IL-4 induk4l6 hatésa, illetve
3% olyan szinergisztikusan indukalodé gént azonositottuk, melyek expresszigjat az IL-4
fokozza, azonban a hipoxia 6nmagéaban gatolja.

140

13
[] 1L-4 1 hipoxia 1 (38%)

[ ] 1L-4 1 hipoxia | (3%)
B 1L-4 1 hipoxia X (59%)

224

15. abra: IL-4 / hipoxids mikrokéornyezet hatdsa a szinergisztikusan
indukdlodo génekre.

Ezutdn megvizsgaltuk, hogy milyen jeldtviteli utvonalakban vesznek részt a
szinergisztikus aktivaciot mutatd gének (/6.abra). Ennek soran a KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes — Gének és genomok kiotdi enciklopédiaja) adatbazist hasznaltuk fel 7.
Eredményeink alapjan megallapithato, hogy az IL-4 és hipoxia altal egyiittesen indukalt gének
jelentds része kiillonbozo anyagcesere Gtvonalakban vesz részt, illetve a velesziiletett és adaptiv

immunvalasz szabalyozasaban jatszanak szerepet.

FDR
0.8
0.6
0.4
0.2

Glikolizis =

HIF-1 szignalizacios utvonal -

Apoptozis -

Salmonella fert6zés -

Galaktéz metabolizmus -

C-tipust lektin receptor szignalizacios Gtvonal -
Tiamin metabolizmus -

MAPK szignalizacios Gtvonal -

Ras szignalizacids utvonal -

Endocitozis -

Inzulin szignalizacios Gtvonal -

NF-«B szignalizacios utvonal -

Gliikagon szignalizacids utvonal -
Adipocitokin szignalizacios Gtvonal -
Sejtadhézids molekulak -

TNF szignalizacios utvonal -

Koleszterol metabolizmus -

Transzkripcids szabalyozasi hibak tumorban -
Aminosav bioszintézis -

ECM-receptor interakciok -

PD-L1 expresszio és PD-L1 checkpoint utvonal tumorban -

Gén szam
)
e 4
® 6
[ N
@ 0
o

16.abra: KEGG jelatviteli iitvonalak.
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normalizalt count értékek

normalizalt count értékek

A korabban bemutatott IL-4 és hipoxia marker gének koziil tobb metabolikus enzimet
kodolo is indukalddott szinergisztikusan a kisérleti rendszeriinkben, mint a Glutl, Ldha, Hk2,
Argl. A 17. dbréan lathato néhany tovabbi szinergisztikusan indukalt gén expresszids szintjének
valtozésa, amelyek fontos szerepet jatszhatnak a makrofagok funkcidjanak kialakitasdban. Ezek
az extracellularis matrix komponensek emésztésében szerepet jatszo Mmpl2, a makrotagok
koleszterol felvételét medidldo Cd36, illetve az immunvalasz szabalyozasiaban résztvevo

fehérjéket kodolo Atf3, Dusp4, Cd274, Pdcdllg2 gének®7!,

Mmpl2 Cd36 Atf3

ok ok
* *
8x10¢ — ckekek 1,5x10¢
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I

Pdcdllg2

KRk
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6x10* HHk
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3x10°

2x10°
2x10°

N 1x10*
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17. abra: A metabolizmushoz és az immunvalasz szabdlyozdsdhoz kithetd gének expresszios szintjének
valtozdsa. Statisztika: Wald-teszt, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Roviditések: K N — kontroll normoxia, IL-4 N —
IL-4 normoxia, K H — kontroll hipoxia, IL-4 H — IL-4 hipoxia

26



7.2 A hipoxias mikrokornyezet és IL-4 indukalta szinergisztikus génaktivacio hatterében

allo epigenetikai szabalyoz6 mechanizmusok felderitése

7.2.1 A kromatin hozzaférhetoségének és RNS polimeraz Il kotodésének valtozasa
a szinergisztikusan indukalt gének kornyezetében

Az IL-4 ¢és a hipoxias mikrokdrnyezet befolyasat a kromatin hozzaférhetdségére ATAC-
szekvenalasi adatok alapjan vizsgaltuk. A mérések sordn minden kezelés esetén kettd biologiai
ismétlést alkalmaztunk. Ahhoz, hogy megvizsgaljuk az egyes ismétlések kozotti, illetve a
kiilonboz6 mintak kozotti eltéréseket korrelacios analizist végeztiink a DiffBind szoftver altal
normalizalt értékeken (/8.dbra). Az analizisiink alapjan bioldgiai ismétlések jol korrelalnak
egymassal. Tovabb megallapithatd, hogy az IL-4 kezelésnek joval kifejezettebb hatasa van a

kromatin hozzaférhetdségére, mint a hipoxidnak.

Kezelés
Replikatum
Kezelések:

[ Kontroll Normoxia
M 1L-4 Normoxia

[ Kontroll Hipoxia
M 1L-4 Hipoxia

Szinkod és hisztogram

EPRE —

S

O 0.8 09 1
Korrelacid

18. abra: Korrelacios hétérkep.

Ezutan azonositani kivantuk az ATAC-szekvenalds eredményei alapjan azokat a nyitott
kromatin szerkezettel rendelkez6 szabalyozo régidkat, amelyek potencidlisan részt vehetnek a
szinergisztikusan aktivalt gének szabalyozasaban. 6685 olyan genomi régiot talaltunk, amelyek
IL-4 kezelés hatasara hipoxids koriilmények kozott nyitott allapotban vannak és a kordbban
azonositott szinergisztikusan indukalt génekhez annotdlhatok. Mivel az RNS polimeraz II
kotddése jol korreldl az adott szabalyozo régid transzkripcios aktivaltsagi allapotaval, ezért
RNS polimeréz II-specifikus ChIP-szekvenalas segitségével vizsgaltuk a 6685 nyitott genomi
région 1L-4 kezelés és hipoxias mikrokdrnyezet altal kivaltott transzkripcids aktivitas valtozast.
1572 olyan genomi régiodt azonositottunk, ahol detektalhato RNS polimeraz II kotddés és
atfednek az IL-4 expozicidnak hipoxidban kitett makrofagokban korabban azonositott nyitott

régiokkal (19/4 abra).
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19.Abra: Enhanszer aktivdcié vizsgdlata a nyitott kromatin régidkon. 19/A) hipoxids koriilmények kozott
nyitott kromatin réegiokon megvalosulo RNS polimeraz Il kotés aranya. 19/B) transzkripcios faktor koté
motivimok feldusulasa az RNS polimeraz Il kétott régiokon. Roviditések: IL-4+H — IL + hipoxia, AP-1 —
aktivator protein 1, CEBP - CCAAT/enhanszer-koté fehérje, KLF-15 - Kriippel-féle faktor 15.

Tovabba megvizsgaltuk, hogy milyen transzkripciés faktor kot motivumok dasulnak
fel ezen az 1572 régidn (19/B dbra). Az azonositott transzkripcids faktorok koziil a PU.1, az
akivator protein 1 (AP-1) és a CCAAT/enhanszer-kotd fehérje (CCAAT/enhancer-binding
protein - C/EBP) mester transzkripcios faktorok, amelyek mas szabalyoz6 fehérjékkel
egylittmiikddve fontos szerepet toltenek be a mieloid sejtek differencidcigjaban €s a makrofag
specifikus génszabalyozas fenntartasaban’?. A PU.1 interferon regulalé faktorokkal (interferon
regulatory factor — IRF) egyiittmiikodve részt vesz a gyulladasos valasz szabalyozasaban’. A
Kriippel-féle faktor 15 (KLF-15) képes gatolni a makrofagok - oxidalt alacsony denzitisu
lipoprotein receptor 1 (oxidized low-density lipoprotein receptor — 1) altal medialt - LDL
felvételét, ezaltal csokkenteni az érelmeszesedést jellemz6 plakkok kornyezetében a habos sejt

képzés mértékét’.

7.2.2 RNS polimeraz II kotodésének valtozasa a IL-4 stimulusnak hipoxias
mikrokornyezetben kitett makrofagokban azonositott nyitott genomi régiokon

A tovabbiakban csoportositottuk ezt az 1572 régiot aszerint, hogy hogyan valtozik
rajtuk az RNS polimerdaz II kotddése. Ez alapjan négy csoport kiilonithetd el, amelyek
mindegyikében fokozddd RNS polimeraz II kotddés figyelheté meg hipoxias koriilmények
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kozott IL-4 kezelt mintadkban a kontrollhoz képest (20/4. dbra). Az egyes csoportokba tartozéd
régiokon megvizsgaltuk a ChIP-szekvenalasi "read-ek" megoszlasanak valtozasat a kiillonbozo
kondicidkban és kimutattuk, hogy fokozott RNS polimerdz II kétddés figyelhetd meg az alap
kifejez6déshez képest (20/B. abra). llletve a normalizalt leolvasasi értékek atlaganak valtozasat
vizsgalva is kimutathat6 a szinergisztikus polimeraz kétédés indukcio6 (20/C. abra). Mindezen
eredményeink azt mutatjak, hogy az azonositott 1572 genomi szabalyozo régid, valamint
ezeknek az IL-4 és hipoxia altal torténd szinergisztikus aktivacidja, ténylegesen hozzajarul az
RNS-szekvenalason alapul6 vizsgalataink soran megfigyelt szinergisztikusan indukalt mRNS

kifejez6dési mintazathoz.
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20. Abra: Szinergisztikusan indukdlt génekhez annotdlhaté nyitott kromatin régiékon torténd RNS polimerdz IT
kotodes vialtozdsanak vizsgalata. Statisztika: ANOVA, Tukey-teszt, ¥p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Roviditések: K
N — kontroll normoxia, IL-4 N — IL-4 normoxia, K H — kontroll hipoxia, IL-4 H — IL-4 hipoxia.
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7.2.3 RNS polimeraz II kotodésének valtozasa a szinergisztikusan nyilo régiokon

Ezt kdvetden arra voltunk kivancsiak, hogy a szinergisztikusan indukalt RNS polimeraz
II kotédés egylitt jar-e hipoxia és/vagy IL-4 altal kivaltott kromatin nyitottsdgban
megfigyelhetd valtozasokkal. 484 régiot azonositottuk, ahol a hipoxia szignifikdnsan (p
értek<0.1) fokozta az IL-4 kromatint nyitd hatasat. Ezek koziil 43 régi6 fed at azokkal az IL-4
- hipoxiaban nyitott régiokkal, melyeken fokozott RNS polimeraz II kotédést mutattunk ki (21.
dbra). Ezeken a régiokon az IL-4 és hipoxia indukalta szinergisztikus RNS polimeraz II kotddés
szinergisztikusan indukalt kromatin nyitassal jar egyiitt (21/B-C dbra). A fennmarad6 1529
régid esetében, a szinergisztikusan indukalt RNS polimerdz II kotédés nem jar

szinergisztikusan fokozott kromatin hozzaférhetdséggel.
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21. Abra: Az RNS polimeridz I kitott és szinergisztikusan nyilé régick kozotti dtfedések. 21/B Kromatin
hozzaférhetoségenek valtozasa leolvasas eloszlasi, illetve datlag normalizalt expresszios értékek alapjan. 20/C
Szinergisztikusan nyilo régiokon az RNS polimeraz Il kotédese. Statisztika: ANOVA, Tukey-teszt, *p<0.05, **p<0.01,
*#%p<0.001. Rovidités: IL-4 + H — IL-4 hipoxia.

A tovabbiakban két, a kisérleti rendszeriinkben szinergisztikusan indukalodé gén lokuszaban
vizsgaltuk az ATAC- és ChIP-szekvenalasi leolvasasok lefedettségét IGV segitségével. A
Pdcdllg? gén — amely a negativ immunszabalyozasban szerepet jatszo PD-L2 fehérjét kodolja
- az RNS-szekvenalasi adatok alapjan szinergisztikusan indukalédik a kisérleti rendszeriinkben.
Ahhoz, hogy megvizsgaljuk ennek a folyamatnak a hatterében all6 epigenetikai valtozasokat a
Pdcdllg? 16kuszat tanulmanyoztuk. ATAC-szekvendldsi eredményeink azt mutatjak, hogy a

kromatin hozzaférhetdsége fokozodik a gén kornyezetében taldlhatd szamos enhanszer
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crer

polimeraz II kotddés is hasonlo tendencidt mutat ezen régiok kornyezetében (22. dbra).
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22. Abra: A Pdcdllg2 gén lokusziban bekivetkezd fokozott kromatin nyitds és enhanszer aktivicio.
Roviditéesek: K N — kontroll normoxia, IL-4 N — IL-4 normoxia, K H — kontroll hipoxia, IL-4 H— IL-4

Az Arginaz 1 az alternativan polarizalt makrofagokban magas szinten termelt fehérje. Az
Argl gén szinergisztikus aktivacidjat a korabbiakban kimutattuk a kisérleti rendszeriinkben.
ATAC-szekvenalasi eredményeink azt mutatjak, hogy a kromatin hozzaférhetdsége fokozodik
koriilmények kozott a normoxids kezeléshez képest. Tovabba az RNS polimeraz 11 kétddés is
hasonlé tendenciat mutat ezen régiok kdrnyezetében (23.abra). Osszességében eredményeink
azt mutatjdk, hogy mind a Pdcdllg?, mind az Argl gének IL-4 kezelés ¢és hipoxids
mikrokdrnyezet hatdsara megfigyelhetd szinergisztikus indukcidja egyiitt jar a kromatin
szerkezet atalakuldsaval és fokozott RNS polimeraz II kotddéssel.
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23. Abra: Argl gén l6kuszdiban bekivetkezd fokozott kromatin nyitds és enhanszer aktivicio.
Roviditések: K N — kontroll normoxia, IL-4 N — IL-4 normoxia, K H — kontroll hipoxia, IL-4 H— IL-4
hipoxia.
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8. Osszefoglalas

A makrofagok rendkiviil sokszinli funkcionalitdssal rendelkezé immunsejtek. A
mikrokdrnyezetben jelenlévd egyes molekuldkra és ezek kiilonbozé kombinacidira gyorsan
képesek reagalni a transzkripcids programjuk megvaltoztatasaval. Ez az adaptacios képesség
rendkiviil fontos, hogy a valtoz6 koriilményekhez képesek legyenek folyamatosan
alkalmazkodni. A makrofagok aktivicidja sordn megtorténik a mikrokdrnyezeti
koriilményeknek megfeleld polarizacidjuk, amely eltérd fenotipussal rendelkezd makrofag
populéciokat eredményezhet. Ennek a spektrumnak két végpontja ismert. Az LPS/IFNy altal
indukalt klasszikusan polarizalt, illetve az IL-4/IL-13 &ltal indukalt alternativan polarizalt
fenotipus. A makrofagok azon képessége, hogy transzkripcios programjuk megvaltoztatasaval
valtani képesek a kiilonb6z6 polarizacios allapotok kozott meghatarozhatja szamos korfolyamat
kimenetelét!”7>,

Az alternativ makrofag polarizacié szamos esetben hipoxids koriilmények kozott megy
végbe, ami modosithatja a fenotipusukat, funkcidikat. Ilyen patologias folyamatok példaul az
allergias asztma, az érelmeszesedés, illetve a daganatok>->2, Azonban hipoxia hatdsa az IL-4
indukalt polarizacid transzkriptomjara kevéssé ismert.

Kutatasunk fokuszéaban az allt, hogy megvizsgaljuk hogyan hat az egér csontveld eredetli
makrofagok génkifejez6désére az alternativ polarizacids szignal, illetve a hipoxids
mikrokdrnyezet egylittes jelenléte. Ennek felderitése érdekében 10j generacios szekvenalds
alaptt modszerekkel vizsgaltuk a transzkripcidés és epigenetikai programban bekovetkezd
valtozasokat.

RNS-szekvenalasi eredményeink alapjan 3600 differencidltan expresszalodo gént
azonositottunk, amelyek tobbségében az IL-4 génkifejezddésre gyakorolt hatdsat a hipoxids
mikrokdrnyezet nem befolydsolta szignifikansan. Az alternativ polarizacids szignal altal
indukalt gének csoportjat vizsgalva azonositottunk 377 olyan gén, melyek IL-4 valaszkészségét
a hipoxias mikrokdrnyezet tovabb fokozta. Ezen szinergisztikusan indukalt gének kozel 60%-
anak kifejez0dését a hipoxia 6dnmagaban nem befolyasolja. Ezek kozill az egyik az aktivalt
transzkripcids faktor 3 (A#3) gén, amelyrdl atirodd fehérje transzkripcids modulatorként
szerepet jatszik pro-inflammatorikus citokinek kifejezddésének gatlasaban’'.

A kisérleti rendszeriinkben szinergisztikusan indukalodo gén a matrix metallopeptidaz 12
(Mmp12) fontos szerepet jatszik a COPD sulyosabb prognézisdban, mivel a tiiddben talalhato
makrofagok magas Mmpl2 expresszidja hozzajarulhat a légutak egyik komponensének az

elasztinnak a lebontasahoz, ezaltal pedig a betegség sulyosbodasahoz®’.
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A szinergisztikusan indukalodo gének utvonal analizise alapjan azonositottunk olyan
géneket, amelyek a szénhidrat anyagcserében, és foként a glikolizisben szerepet jatszo
fehérjéket kodoljak. A glikolizis intenzitdsa a makrofagok hipoxids mikrokornyezethez valod
adaptaciojanak részeként fokoz6dd metabolikus Utvonal. Emellett a koleszterol
metabolizmusban szerepet jatszo géneket is azonositottunk, mint a Cd36, amelyrdl atir6do
fehérje a makrofagok oxidalt LDL felvételét eldsegitd scavenger receptor®®. Az intenziv
koleszterol lebontas kovetkeztében a makrofagokbol habos sejtek képzddhetnek, amelyek az
érelmeszesedés folyamataban jatszanak szerepet. Febbrario és munkatéarsai egér makrofagokon
végzett kisérleteikkel kimutattak, hogy a Cd36 gén Kkiiitése alacsonyabb mértékii habos sejt
képzddést eredményez in vitro, emiatt pedig egy fontos terapids target gén lehet az
érelmeszesedés kezelésében’. Emellett szdmos immunregulacioban résztvevd —gént
azonositottunk, amelyek IL-4 véalaszkészségét a hipoxids mikrokdrnyezet tovabb fokozta. A
mitogén-aktivalt proteinkindz szignalizacié (mitogen-activated kinase signaling — MAPK)
modulalasaban résztvevd kettds specificitasu foszfatazok (dual-specificity phoshatase - Dusp)
— képesek tumorgenezist el6segitd makrofag populaciokat létrehozni’’. Ezen fehérjéket kodolo
gének kozil a Dusp4 indukélodott szinergisztikusan a kisérleti rendszeriinkben. Tovabba
azonositottunk olyan szinergisztikusan indukal6dé géneket, amelyek az immunvalasz negativ
szabalyozasaban szerepet jatszo PD-L1 szignalizacios Gitvonalban vesznek részt. Mint a Cd274,
ami a programozott sejthalal fehérje 1 (programmed cell death protein 1 — PD-1) receptor
ligandjat, a PD-L1 fehérjét kodolja. Amely molekula a T-sejtek PD-1 receptordhoz kotddve
képes gatolni az aktivitasukat’®, Ezen fehérje termelése altal a makrofagok hozzajarulhatnak a
tolerogén valasz kialakitdsdhoz, amely azonban a daganatos elvaltozasok sulyosbodéasat
eredményezheti.

A kromatin hozzaférhetdségének és az RNS polimerdz II kotédésének valtozasat a
kisérleti rendszeriinkben ATAC-, illetve ChIP-szekvenalasi adatok alapjan vizsgaltuk. Ennek
sordn azonositottunk 1572 régiot, amelyek IL-4 kezelés hatasara hipoxias koriilmények kozott
nyitott allapotban vannak, szinergisztikusan indukalt génekhez annotalhatok és kimutathato
rajtuk az RNS polimerdz II kotddés valtozasa. Ezeken a régiokon a 4 mester transzkripcids
faktor k6té motivum feldasulasat azonositottuk. A PU.1, AP-1, C/EBP és az IRF egymassal és
mas szabalyozo fehérjékkel egylittmiikodve képesek kapcsolddni a DNS-en talalhato felismerd
motivumokhoz és eldkésziteni a szignal-fliggd transzkripcids faktorok kotédését, mint az IL-4
altal indukalt jelatviteli folyamatokban résztvevé STAT6".

A hipoxids mikrokornyezet IL-4 indukalt kromatin nyitdsra gyakorolt hatdsat is

tanulmanyoztuk. 484 régiot azonositottuk, ahol az altalunk vizsgalt két szignal egymas hatasat
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erdsitve jarult hozza a kromatin hozzaférhetdségéhez. Ezek koziil 43 régid fed at azokkal az IL-
4 - hipoxiaban nyitott régiokkal, melyeken fokozott RNS polimeraz II kotddést mutattunk ki.
Ennek hatterében allhat az, hogy szdmos olyan IL-4 + hipoxia altal indukalt gén van, amelyek
szinergisztikus indukcidjahoz nem sziikséges szinergisztikus kromatin nyités. Illetve van tobb
olyan kromatin régio, ahol megtorténik a nyités, de nincs szinergisztikus génindukcio.
Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a hipoxids mikrokdrnyezet képes
modositani az IL-4 indukalt alternativ polarizacids programot a transzkripcio szintjén. Ezen két
szignal kolcsonhatdsa képes szdmos szénhidratanyagceserében, illetve immunregulécioban
szerepet jatszo gén kifejezddését indukalni, amely folyamat hatterében részben fokoz6dé RNS
polimerdz II kotédés all. Mindazondltal tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak
megallapitdsdhoz, hogy ezen szignalok kolcsonhatdsa milyen szerepet jatszik a makrofagok
fenotipusanak kialakitasaban kiilonb6z0 alternativ makrofag polarizacidval és hipoxias szoveti

mikrokdrnyezettel egyiitt jaro korképekben.
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11. Nyilatkozat

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS
Alulirott Poscher Anna Zso6fia nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyujtott ,,Az IL-4 ¢és a
hipoxids mikrokOrnyezet egyiittes hatdsa a makrofagok transzkripcidés ¢és epigenetikai
programjara” cimli palyamunkdmban leirtak esetében az aldbbi munkafolyamatok

elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke
(otfokozatu skalan jellemezve)

RNS-szekvenalasi leolvasasok mindségének ellenorzése,

illesztés referencia genomra, leolvasasok kvantifikalasa, 5

differencialtan expresszalodo gének azonositasa, utvonal

analizis

ATAC-szekvenalasi leolvasasok mindségének ellenorzése,

illesztés referencia genomra, csucsok azonositasa, 5

differencialtan nyilo régiok azonositisa

ChIP-szekvenaldasi leolvasasok mindségenek ellenorzése, 5

illesztés referencia genomra, csucsok azonositasa

De novo motivum analizis, példagének lokuszanak 5

vizsgalata

Adatok statisztikai feldolgozasa 5

Kelt: Szeged, 2024. 04. 12.
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alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:
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alairasa
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