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1. Roviditések jegyzéke
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bazisonként (Reads Per Kilobase per Million mapped reads)
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2. Bevezetés

2.1. A dendritikus sejtek

Zanvil Cohn ¢és Ralph Steinman 1973-ban publikaltak megfigyelésiiket, miszerint egér 1ép
sejtjei kozott mikroszkoppal egy addig ismeretlen sejttipust fedeztek fel, amelyet fa formaju
nytlvanyai utan a gorog eredetii ,,dendron” (fa) sz6bol dendritikus sejtnek (dendritic cell, DC)
neveztek el (1). Az azota eltelt idoben szamos altipust irtak le, és bebizonyosodott, hogy a DC-k
kulcsszerepet jatszanak tobbféle immunvalasz kivéltdsdban és szabalyozasaban. Eredetiik alapjan
megkiilonboztetiink mieloid és limfoid DC-ket. A mieloid DC-k az immunrendszer
leghatékonyabb hivatasos antigén-prezentald sejtjei (1. abra), résztvesznek immunogén ¢s
tolerogén immunvalaszok kialakitasaban (2), mig a plazmacitoid DC-k szerepe elsésorban a
virusellenes immunvalasz kialakitasa I-es tipusu interferon (I-IFN) termelése altal. A DC-k
aktivalasa patogének jelenlétében torténik meg, ugyanis olyan mintazatfelismerd receptorokat
(PRR) fejeznek ki, amelyekkel detektaljak a patogéneken taldlhaté konzervalt strukturdkat
(patogén asszocialt molekularis mintazatot(kat), PAMP). A mintazatfelimerd receptorok
elsésorban transzmembran fehérjék, de ismeriink citoplazmikus PRR-okat iS. Transzmembran
fehérjék példaul a Toll-like (Toll-szer(i) receptorok (TLR), melyek kiilonb6z6 mikrobialis
komponenseket ismernek fel. A kérokozok (baktériumok, virus és gombak) felvétele és patogén
asszocialt molekularis mintazatok felismerése valtja ki a denditikus sejtek érését. Az érés soran
megvaltozik a morfologiajuk, né az antigén feldolgozd képességiik és a sejt-aktivald kapacitasuk
(3). A patogének antigénjeit a dendritikus sejtek feldolgozzak és a fehérjéket peptidekké
daraboljak. Ezeket a peptideket prezentaljak a T-sejteknek, B-sejteknek és a természetes
0losejteknek (NK-sejtek) a hisztokompatibilitasi komplex (MHC) molekulakon keresztiil ezzel
aktivalva az adaptiv immunrendszert (4, 5). Az antigénprezentacid mellett szamos egyéb
molekulaval (pl. kostimulacidés molekuldk, citokinek, €s lipid természetli molekuldk) hatdrozzak

meg a T-sejtek, B-sejtek és NK-sejtek aktivalasasanak modjat.

2.2. A dendritikus sejtek altipusai egérben

Szamos dendritikus sejt alpopulaciot azonositottak emberben és egérben (6). Mivel munkank
soran egér DC-ekkel dolgoztunk, ezért ebben az alfejezetben az egérben talalhatd altipusokat
tekintjlik at. A kiilonb6z6 DC populaciok differencialodéasat citokinek és transzkripcids faktorok
(TF) szabalyozzak (2. dbra). A csontveloben kezdddik a prekurzor DC-k differencidlodasa mieloid

¢s limfoid progenitor sejtekbdl.
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1. dbra: A dendritikus sejtek a TLR-ok altal feliSmert korokozokat a fagoszomakban
internalizdljak, ahol a bakteridlis antigéneket feldolgozzdak, majd az MHC-1I molekulaik
segitségevel prezentaljak (un. , direkt” prezentacio). A bakteridlis antigének (piros szinnel) és a
patogénekkel asszocidalt molekularis mintazatok (PAMP) (kék szinnel) ugyanabban a
fagoszémdban vannak jelen. AT -limfocitdk aktivalasaert és differencidléddsukhoz szz'jkséges

rrrrr

kovetkezé publikdcio abrdja alapjan késziilt: (7).

Az alfejezetben, a teljesség igénye nélkill, a kovetkez6 egér DC altipusok mikodését
ismertetjiik roviden: (i) plazmacitoid DC, (i1) Langerhans sejt, (ii1) monocita eredetii DC (iv)
migratorikus CD11c* DC, (v) migratérikus CD103* DC, (vi) nyirokszovet-rezidens CD4* DC, és
(vii) nyirokszovet-rezidens CD8" DC. Tekintettel arra, hogy munkank soran rezidens CD8" DC
eredetli sejtvonallal dolgoztunk, ezért ezt az altipust részletesebben targyaljuk.

A pDC-k szerepe elssorban a virusellenes immunvalasz kialakitasa és a virusfertzés hatasara
nagy mennyiségii I-IFN termelése (8), de tovabba rendelkeznek antigén prezentalo képességgel is
(9). A Langerhans sejtek a bérszovet epidermiszében helyezkednek el. Erdekes modon, ezt az
altipust, amit korabban a DC prototipusanak tekintettek, sokan inkdbb bizonyos tulajdonsagaiban
DC-kre hasonlitd specialis szoveti makrofagoknak tekintik (10). A migratorikus dendritikus
sejtekhez hasonloan az aktivaciot és az antigén felvételt kovetden a nyirokcsomokba vandorolnak,
ahol antigént prezentdlnak és stimulus-fliggd modon szabalyozzak a génexpressziot.

A Langerhans sejtek altal kivaltott immunvalaszok valtozatosak, képesek immuntoleranciat,
gyulladasos, valamint Th17-medialt szabalyoz6 valaszokat indukalni — az antigén, az aktivalas
modja és egyéb stimulusok fliggvényében (11). A monocita eredetii dendritikus sejtek gyulladasos

allapotban differencidlodnak a vérben keringd monocitdkbol. Szdmos dendritikus sejtekre
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jellemzd tulajdonsaggal rendelkeznek. A monocitak makrofag koldniastimuléld faktor receptort

(MCSFR) expresszalnak, amely nélkiilozhetetlen a differencialodasuk szempontjabol (12).
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2.abra: Egér dendritikus sejtek differencidlodasat szabalyozo citokinek és transzkripcios faktorok.
A dendritikus sejtek fejlodési utvonalat a csontveloben taldlhato mieloid és limfoid progenitor
sejtektdl a prekurzor dendritikus sejtekig néhdany kiemelt alpopuldcié esetében (CD8o -, CD103"-
és CDI11b* cDC-k és pDC-k). A fiiggbleges vonalak jelzik azokat a pontokat, ahol a kulcs
transzkripcios faktorok elészor aktivalodnak a fejlodési utvonal soran. Jelolve vannak azok a
szakaszok, ahol az adott névekedési faktorok/citokinek kulcsfontossagu szerepet jatszanak. CDP,
kozos dendritikus elodsejt; CLP, kozos limfoid elodsejt; CMP, kézés mieloid elddsejt; FLT3L,
FLT3 ligand; GFII, novekedési faktor fiiggetlen 1; LMPP, limfoid multipotens elodsejt; MDP,
makrofag-dendritikus sejt elddsejt; pre-DC, prekurzor dendritikus sejtek; cDC, konvencionalis
dendritikus sejtek; pDC, plazmacitoid dendritikus sejtek. Az dbra a kovetkezo publikacio dabrdja
alapjan késziilt: (13).

A migratorikus DC-k az antigén feldolgozasara és bemutatasara specializalodnak, a test
kiilonb6z6 szoveteiben megtalalhatoak, antigén felvevd ,,0rszemként” milkodnek (13). A
kiilonbozd alpopulédcidkat a sejtfelszini molekuldk kifejezddése alapjan kiilonboztetjiik meg. A
migratorikus CD11c¢* és CD103" dendritikus sejtek a korokozok (baktériumok, virus és gombak)
felvétele és patogén asszocialt molekularis mintazatanak (PAMP) felismerése utan érésen mennek
at, mely elinditja migracidjukat a kozeli nyirokcsomokba. Az érés soran megvaltozik a
morfologiajuk, né az antigén feldolgozo képességiik €s a sejt-aktivalo kapacitasuk (3). Ekdzben a

patogének antigénjeit feldolgozzak €s a fehérjéket peptidekké daraboljak. Az antigénprezentacid
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mellett szamos egyéb molekulaval (pl. kostimulaciés molekuldk, citokinek, és lipid természetl
molekulak) hatarozzak meg a T-sejtek, B-sejtek és NK-sejtek aktivalasanak modjat. Az alapvetd
kiilonbség a migratdrikus CD11c¢™ DC és a migratorikus CD103" DC kozott az, hogy az elébbiek
az antigént MHC-II-n (direkt prezentacid), mig utdbbiak els6sorban MHC-I-n keresztiil
(keresztprezentacio) mutatjak be (4, 5, 14).

A nyirokszovet-rezidens DC-k kiilonb6z6 nyirokszovetekben talalhatdak meg, példaul a
Iépben, a csecsemOmirigyben és a nyirokcsoméokban. A nyirokszovet-rezidens DC-ket a CD4 és
CD8a sejtfelszini markerek expresszidja alapjan CD4", CD8a", CD4-CD8a alpopulaciokra
csoportosithatjuk. A marker CD8" sejtfelszini molekula az MHC-I és a T-sejt receptor kozotti
interakciot segitd koreceptor (15). A nyirokszovet-rezidens DC-ket a vérben talalhato, illetve a
migratorikus DC-k altal nyirokszdvetekbe szallitott PAMP-ok aktivaljak, illetve ily modon veszik
fel a bemutatasra keriil¢ antigéneket is. Némileg leegyszeriisitve a CD4" rezidens DC-k a
migratorikus CD11c” DC-nek megfeleld altipus, mert az exogén antigéneket elsdsorban MHC-I1-
n mutatjak be. A CD103" migratorikus DC-khez pedig a CD8" sejtek hasonléak abban a
keresztiil (16, 17) Bizonyos mikrokdrnyezeti feltételek mellett a CD4" és a CD4 CD8a dendritikus
sejtek is képesek a keresztprezentaciora, de hatékonyabb az MHC-II-membanfehérjéken torténd
antigén bemutatasuk a CD4" T sejtek felé (18). A CD8" DC-k a nyirokszovetekben talalhatd
prekurzor DC-kbdl differencialodnak, fejlédésiikhoz kulesfontossagh citokin az FIt3L (19). Tobb
transzkripcios faktor is nélkiilozhetetlen a fejlodésiikhoz, ilyen példaul az PU.1, IRF8 és Batf3
(20). A CD8" DC-k alapallapotban segitenek fenntartani a sajat szovetekkel szembeni toleranciat.
Az éretlen sejtek foként a patogén felismerését és felvételét eldsegitd receptorokat fejeznek ki nagy
szamban. Legfobb mintazatfelismerd receptorai a TLR-ok (TLR3 és TLRY), és a C-tipusu lektin
receptorok (CLR) (21). Stimulacio és érés utan megnovekedik az MHC és a kostimulacios
molekulak expresszidja, ilyen példaul a CD80, CD86, CD40 (22), tovabba nagy mennyiségben
termelnek citokineket, pl. IL-12-t és mas gyulladasi citokineket. Ekozben a felvett antigéneket
MHC-I-en keresztiil prezentaljak (keresztprezentacio), ezért kiemelt szerepiik van a citotoxikus

CD8" T sejtek aktivalasaban, és az antiviralis immunvalasz indukalasaban (23).

2.3. A MutuDC CD8* sejtvonal

A DC-k viszonylag kis mennyiségben fordulnak eld egérben €s emberben, izolalas utan
pedig érzékeny sejtek. Az egér csontvel6bdl (vagy emberi vérbdl) lehet prekurzorokat izolalni, de
az ,,in vitro” differencialtatas tobb napot vesz igénybe és citokinek hasznalata sziikséges hozza,
tehat iddigényes €s koltséges. Ennek kikiiszobolésére Hans Acha-Orbea és munkatarsai (Unil,
Lausanne, Svajc) egér 1épbdl szarmazo CD8" dendritikus sejtekbdl 1étrehoztak egy immortalizalt
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sejtvonalat (MutuDC1940), amely egy nagy szamban kinyerhetd, homogén sejtpopulacio (24).
Kozvetlen 6sszehasonlitis soran bizonyitottak, hogy a MutuDC sejtvonal megtartotta a primer
CD8" DC fenotipusos és funkcionalis tulajdonsagait, ideértve a sejtfelszini markerek
expressziojat, a TLR stimulusokra adott valaszkészséget, és keresztprezentald képességét. A
1épbdl izolalt CD8a* sejtekben (24, 25). A transzkriptomikai elemzés azt mutatta (26), hogy a
CD8" primer DC-re jellemzd markergének expresszalddnak a sejtvonalban (3. abra). Ezt a
sejtvonalat hasznaltuk kisérleteinkhez, igy nagyszamu sejtet tudtunk eldallitani, melyek homogén

populacidt alkottak és nem igényelték citokinek jelenlétét fenntartasukhoz.

DC sejtvonal
CD8*

CD103*

pDC
CD103*/11b*
CD11b*

CD8:

LC

w
OR0OEOOOm

3.dabra: Egér DC altipusok fékomponens elemzése (PCA) azoknak a géneknek az expresszidja
alapjan, amiket CD8™ sejtek markereiként azonositottak az ImmGen projektben. Az elemzés azt
mutatta, hogy a Mutu CD8" DC sejtvonal egyiitt klaszterezédik a CD103* migratorikus DC-vel és
a CD8* primer sejtekkel, tehat azokhoz hasonlit legjobban az expresszids mintdzata. Az dbra a

kovetkezd publikdcio abrdja alapjan késziilt: (26).

2.4. A stimulus-regulalt transzkripciés faktorok (SRTF-ek)

A DC-k a kornyezetiikbdl érkezd szignalokat képesek érzékelni és integralni, majd ezek
alapjan megfeleld immunvalaszt indukalni. Az immunvélasz kivaltasa egyiitt jar azzal, hogy a DC-
ben tobb szaz gén expresszidja megvaltozik. A transzkripcios szabalyozast olyan transzkripcios
faktorok (TF-ok) végzik, melyek aktivitasat képesek a szignalok moédositani. Ezeket a TF-okat
Glass ¢és Natoli nyoman stimulus-regulalt transzkripcios faktoroknak (stimulus-regulated
transcription factor, SRTF) nevezik (27). Makrofagokban a kovetkez6 csaladok tagjait szoktak
SRTF-k k6zé sorolni: NF-xB, AP-1, STAT, IRF és bizonyos magreceptorokat (PPAR, LXR, GR)
(27). A SRTF-ek kofaktorai a hisztonok ¢és kromatinszerkezet modositasan és egyéb
mechanizmusokon keresztiil az RNS polimeraz II (Pol-I1) aktivitasat szabalyozzak. Azt, hogy egy

sejttipusban az aktivalt SRTF egy adott gént milyen mértékben képes szabdlyozni, alapvetden
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harom tényez6 hatarozza meg: (i) a specifikus DNS motivumok jelenléte, (ii) a szabalyozo6 elem
,,hasznalhatdsaga” és kapcsolata a promoterrel, illetve (iii) egyéb TF-ok kotése.

Az els6 SRTF-kotést meghatarozd tényezd a specifikus DNS motivum jelenléte. Egy
molekula SRTF DNS-ko6t6 doménje altalaban egy 4—6 bp hosszisagi DNS szakaszt kot. Az SRTF-
ek dimerként vagy trimerként kotnek, ezek teljes felismeréhelye a félhelyek kiilonb6zo
kombinaciojabol tevodik Ossze. Az optimalis (legnagyobb affinitassal kotott) szekvenciat
altalaban kanonikus DNS szekvencianak nevezik. A kanonikus DNS szekvencia jelenléte se nem
sziikséges, sem nem elégséges feltétele egy adott SRTF kotésének. A kanonikus DNS szekvencia
jelenléte azért nem sziikséges, mert az SRTF-ek tobbféle, a kanonikus szekvenciatdl némileg eltérd
szekvenciakat is tudnak kotni, melyeket Gsszegzé matrix-szal (Position weight matrix, PWM)
adhatunk meg (28). A kanonikus DNS szekvencia jelenléte pedig azért nem elégséges, mert a
kondenzalt kromatinszerkezet és a metilalt DNS képes gatolni az SRTF-ek kotddését még a
kanonikus DNS szekvencidkhoz is.

A masodik, SRTF-kotést meghatarozo tényezo tehat a szabalyozo6 elem ,,hasznalhatosaga”
(ezt a kromatin nyitottsag, hiszton modositasok, DNS metilaltsag stb. egyiittesen hatarozzak meg)
valamint a kromatin 3D szerkezete (enhanszer-promoter kapcsolata). Ezek koziil a kromatin
nyitottsag (vagy hozzaférhetdség) és a hiszton acetilacid a legaltalanosabban vizsgalt tényezok,
mert a nyitott, nukleoszOmamentes kromatin egyértelmiien kedvez az SRTF kotésnek, mig az
acetilalt hisztonok (elsdsorban H3 és H4 lizin oldallancain) az aktiv szabalyozé régiokkal
mutatnak asszociaciot (27). A kiilonbozo sejttipusokban az aktiv vagy aktivalhatd szabalyozo
elemek globalisan azonosithatoak, a kromatin nyitottsagot manapsag leggyakrabban ATAC-seq-
el (Assay for Transposase Accessible Chromatin sequencing) viszgaljak, mellyel a nyitott,
transzpozazok szamara hozzaférhetd kromatin-régiokat azonositjak(29). Ezek a régiok
transzkripcidésan aktivak ¢és nukleoszOmamentesek. Hiszton modositasok genom szintii
feltérképezését kromatin immunprecipitaciot kovetd szekvenalassal (ChIP-seq) és az adott hiszton
modositasra specifikus antitest alkalmazasaval végzik. Ez lehetdoveé teszi a promoterek ¢€s
enhanszerek, valamint ezen genomi régiok aktiv allapotanak a globalis kovetését. A hiszton
modositasokon kiviil a ChIP-seq technoldgia alkalmas a kiilonb6zd sejttipusok promoter és
enhanszer régidinak a feltérképezésére is. A sejttipus specifikus enhanszer repertoar kialakitdsaért
a sejttipus mester-regulator TF-jai (angolban ,,lineage determining TFs”, LDTFs) a felelések (27).
Promoterek esetében egyéb TF-ok is képesek az aktivalhatosag létrehozasara. Az LDTF-ek
befolyasoljak az adott sejttipus kialakulasat, a szovetre/sejttipusra jellemz6 gének expresszidjanak
fenntartasat, illetve az enhanszerek nyitottsagat (4. abra). Az SRTF-ek nagyrészt (>70 %) olyan
régiokba kotnek, amelyek nyitottak vagy egyéni enhanszer jellegzetességet mutatnak, és csak
kisebb részben kordbban nem nyitott (,latens” vagy ,de novo”) régidkba. A nyitottsag
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kialakitasaban altalaban tobb LDTF és kollaborator TF egyiittesen vesz részt (30, 31). Mivel az
aktiv és aktivalhato enhanszer elemek nagy részét LDTF-K hozzak létre, tehat sejttipus fiiggdek,
az adott stimulusra kialakul6 SRTF-fliggé valasz nagyrészt szintén sejt-specifikus (31).

A harmadik, SRTF-kotést meghatarozo tényez6 az egyéb TF-ok kotése. Az egyes szabalyozo
elemek gyakran tobbféle SRTF kotohelyét is tartalmazzak, ezzel lehetévé téve az SRTF-ek
kotését. A gyulladéasos szignalok hatdsara példaul, TLR aktivalast kovetoen, tobb SRTF egyszerre
aktivalodik, és sokszor egymas kozelében kotnek. Globalis modszerek igazoltdk NF-xB, AP-1 és
IRF-ek kozos kotddését. Ezek szabalyozasi ,,forro-pontoknak™ tekinthetéek. Ilyen esetekben
(részben a SRTF-¢k és kofaktorok kolcsonhatasanak koszonhetéen) az egyes SRTF-ek olyan DNS

szekvencidkhoz is kotddnek, amelyek gyenge motivumnak tekinthetdek.

Zart kromatin Stimulus-fiiggé prométer
Hiszton farok ot H3K4me3 ® Stimulus-fiiggd
o GTF > -fugg
) ) "y 1, h T% Hzace vélasz a legtébb
[(H3He | nukleoszéma ‘ M A\ SAjEipsthan
' HabH2a 7 \ b)) \
S e i/~ DNS \__/ N =
TF-felismeré motivum _
NFR
Makrofag specifikus Neutralis promoter

stimulus-fiiggé

enhanszer /’\}

SRTFs
H3K4me1» H3K4me3 o
. LDTFs © _ "Usk77ace o, GTFs ® o HiK27ac e Makrofag-specifikus

- stimulacios valasz

-
) L} I ] \ :
R )/A‘, k AN o"" y , / 1,,4'_,‘, ]\ S / 5
/ —— — eV e R . et e
NFR ‘——JNFR

TSS

4.abra: Az SRTF-ek és az LDTF-ek kélcsonhatasa a génexpresszio szabdlyozasaban a
makrofagokban. A zart kromatinban taldalhato TF-felismerd motivumot dltalaban nem képesek
kotni az SRTF-ek (balra fent). Az SRTF-ek a stimulus-fiiggd promaoterekhez (jobbra fent) és az
enhanszerekhez (lent) valo kotddésiikkel aktivalo vagy represszalo transzkripcios valaszokat
valtanak ki. Az dltalanos TF-0k (GTF-ek) és LDTF-ek datrendezik a nukleoszomdkat, mintegy
kijelolik, aktivalhato dllapotba hozzak azokat. Az SRTF-ek kotodése ezekhez az aktivalhato
promoterekhez és enhanszerekhez, elosegiti a koaktivatorok toborzasat. Egy SRTF kotodése egy
olyan promoterhez, amely sok sejttipusban nyitott, altalanos valaszt eredményez (jobbra fent). Az
SRTF kotédése a sejt-specifikus enhanszerhez sejt-specifikus szabdlyozdsat eredményezi (lent).
GTF, dltalanos transzkripcios faktor; TSS, transzkripcios starthely;, NFR, nukleoszomamentes

régio. Az dbra a kévetkezd publikdcio abraja alapjan késziilt: (31).
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2.5. Az IRF transzkripciés faktorok

Az Interferon regulalé faktor csalad tagjai az I-IFN-ok indukalasa mellett kiemelt szerepet
jatszanak a sejten beliili antiviralis valasz kialakitasaban, a gyulladdsos immunvalaszokban, és
bizonyos sejttipusok differencialodasaban (32, 33). Az IRF-ek kiesése vagy funkcidjuk
megvaltozasa specifikus immunvélaszok hianydhoz vagy onkogenezishez vezethet, illletve olyan
autoimmun betegségekkel hozhatd kapcsolatba, mint példaul a gyulladdsos bélbetegség, a
szisztémas lupus erythematosus és a rheumatoid arthritis (32, 34). Az IRF csalad emberben és
egérben 9 fehérjét tartalmaz: ezeket 1-9 sorszammal jeldlik (35). Az IRF csalad tagjai eltérést
mutatnak szoveti kifejez6dés, aktivalas, dimerizacidé és komplexképzés, illetve a szabalyozott

transzkripcids programok szempontjabol.

2.5.1. Az IRF-fehérjék szerkezete

Az IRF-fehérjék alapvetd szerkezeti elemei az N-terminalis DNS-k6t6 domén (DNA
binding domain, DBD) és a C-terminalis asszociacidos domén (IRF association domain, IAD), ezek
kozott talalhatd az Osszekapcsolod ,linker” régio (linker, LK) (36) (5. abra). Ezeken tul
tartalmazhatnak még kevésbé konzervalt szignal-érzékeny domént (signal response domain,
SRD), apoptozis aktivacios domént (AAD) és gatldo domént (inhibitory domain, ID vagy
autoinhibitory domain AR) (37). A DBD altal felismert DNS szekvencia az 5’-GAAA-3’
tetranukleotid, amelyb6l a kanonikus IFN-stimulalt valaszadé elemben (ISRE, 5°-
GAAANNGAAA-3’) kett6 talalhato (35, 38-41). Az IAD felel6s mas TF-ral torténé kolcsonhatas
kialakitasaert. Egyes IRF-fehérjék, mint példaul az IRF1, IRF3 és az IRF7 homo- vagy
heterodimerket képez IRF-ekkel.
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5. dbra: Az IRF transzkripcios faktorok doménszerkezete és kotése. (A) Az IRF csalad fehérjéinek
DNS-k6t6 doménjének filogenetikai faja. (B) A human IRF fehérjék funkciondlis doménjei. DBD,
DNS-k6to domeén; AD, aktivacios domen; LK, linker régio; IAD, IRF asszociacios domeén; AR,
autoinhibitor domén. (C) Az IRF fehérjék DNS-kétése. A jelolt nukleotidok keriilnek interakcioba
az IRF fehérjék DNS koté doménjével. N, barmilyen nukleotid; R purin; Y, pirimidin. Az dbra a
kovetkezd publikacio abrdja alapjan késziilt: (36)

Vannak IRF-k (IRF4, IRF8 és IRF9), amelyek mas csaladba tartozo TF-ral 1épnek
kapcsolatba és azokkal alkotott dimerként vagy trimerként kotddnek a DNS-hez. Azok a TF-ok,
amelyeket az IRF4 és IRF8 partnereként irtak le, példaul a PU.1 rendelkeznek un. PEST
motivummal (prolinban, glutaminsavban, szerinben és treoninban gazdag régio), amely eldsegiti az IAD
doménnel val6é hatékony asszociaciot (42—44). A STATL (Signal transducer and activator of
transcription 1) és STAT2 (Signal transducer and activator of transcription 2) TF-okkal alkot
heterotrimert az IRF9, igy léterhozva az ISGF3 (Interferon-stimulated gene factor 3) komplexet
(45, 46). A poszttranszlacios modositasok szabalyozzak az IRF-fehérjék aktivitasat és a kozottik

1év6 kolcsonhatasokat (47).

2.5.2. AZ IRF-ek iltal felismert DNS motivumok

Ebben az alfejezetben azokat a DNS szekvencidkat és motivumokat tekintjiik at,
amelyekhez IRF-ek kotédnek. Mindegyik szekvencia tartalmaz legalabb egy IRF-kot6 félhelyet
(5’-GAAA-3’), de ezen tul nagy valtozatossag figyelhetd meg (1. tdblazat). Fontos megjegyezni,

hogy az irodalomban a DNS (felismerd) szekvencia és DNS motivum kifejezéseket gyakran
14



egymas mellett vagy felcserélhetd fogalmakként hasznaljak. A félreérthetdség elkeriilése
érdekében ,,kanonikus szekvencidnak™ nevezziik azokat a szekvenciakat, ahol minden pozicidoban
csak egy bazis van megadva. (Természetesen az IRF-ek a felsorolt szekvenciak reverz

komplementjét is kotik.)

ISRE és TISRE

Az eredeti konszenzus ISRE-t (12-15 bp, néhany I-IFN-stimulalt génbdl) a
kovetkez6képpen hataroztak meg: YAGTTTC(A/T)YTTTYCC és AGTTTCNNTTTCNC/T (39,
48). Ezek a jelenlegi fogalmaink szerint tehat az ISGF3 kotéhelyei. Eredetileg egy masik kifejezést
, IRF-kotohely” (eredetiben ,,IRF-binding site”) hasznaltak az IRF-dimerek DNS-motivumainak
leirasara (34). Mivel az ISRE és az ,,IRF-kotohely” szekvencia nagymértékben atfedi egymast, sok
szerzé mar nem haszndlja az ,,IRF-kotOhely” (illetve az ezzel rokonértelmii IRF-E) kifejezést, és
az ISRE-re az eredeti (hosszabb) ISRE és IRF-kotohely kozos bazisaira (GAAANNGAAA)
hivatkoznak. A 10 bp hosszi ISRE-re (GAAANNGAAA) a kanonikus ISRE szekvencia. Az egyes
IRF-eknek lehet preferencidja az ISRE-n tilnyuld 5° és 3’ pozicidban 1évd bazisok tekintetében.
A lehetséges kotdhelyek Osszessége sokszor nehézkesen adhatdé meg betlikoddal, ezeket olyan
motivum logoval szoktak megjeleniteni, ami a PWM alapjan késziil. Az 5’-GAAA-3’ szekvencia
3-4 tandem ismétlédésének jelenlétét szamos effektor ISG (interferon-stimulated gene, IFN-
stimulalt gén) szabalyozo elemében dokumentaltak (41). A harom egymast kovet ISRE-félhelyet
(tovabbiakban: tripartite ISRE, TISRE) az IRF1, IRF2 és az IRF8 fehérjék kotohelyeként
azonositottak (41, 49, 50). Jelenleg nem rendelkeziink pontos ismeretekkel, hogy az IRF-ek milyen
konfiguracioban kotik a TISRE-t. Tekintettel arra a tényre, hogy a TISRE nem egy kiilonallo

motivum, a TISRE-k listaja az 6sszes ISRE-k listdjanak részhalmazat képviselik genomszinten.

EICE, EIRE, IECS és AICE

Az IRF4 ¢és IRF8 fehérjék kotdhelyeként azonositottak egy 10 bazis hosszit ETS-IRF
kompozit elemet (ETS-IRF composite element, EICE, 5’-GGAANNGAAA-3’) azon gének
promoter régidiban, amelyek alapvetd fontossaguiak a makrofagok és a B-sejtek miikodéséhez. Az
EICE egyik feléhez (GAAA) IRF4 vagy IRF8 kapcsolodik, mig a masik feléhez (GGAA) az ETS
(E26 transformation-specific vagy Erythroblast Transformation Specific) TF kotodik (44). Az
EICE motivumhoz hasonléan az IRF4/8-PU.1 komplex kotddhet egy 11 bazis hossza ETS-IRF
valaszado elemhez is (ETS-IRF response element, EIRE, 5’-GGAANNNGAAA-3’), amely 3
bazis tavkozzel rendelkezik (42, 51). Egy alternativ és kevésbé gyakori elem az IRF-ETS kompozit
szekvencia (IECS, 5’-GAAANN(N)GGAA-3’), melyben az ETS és IRF kotohelyek forditott
sorrendben helyezkednek el 2 vagy 3 bazis tavkozzel (52). A T-sejtekben (ahol alacsony a PU.1
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szint) az IRF4 nem EICE-hez kotédik, hanem un. AP-1-IRF kompozit elemhez (AP-1-IRF
composite element, AICE), mely IRF4 és AP-1 TF-ok k6zos kotohelyeként szolgal (53). Az AICE-
t eredetileg TGAnTCA/GAAA szekvenciaként irtak le, az AP1- és az IRF elemek kozvetleniil
vagy 4 bp tavkozzel illeszkednek (53). Hamarosan tobb munkacsoport kiilonb6z6 sejttipusokban
azonositotta az AICE-t, mint IRF4 vagy IRF8 és AP-1 TF-ok (BATF, JUN) kotohelyét. Az AICE
tobbféle kombinacidji AP-1-IRF elem 6sszefoglald neve (54-57).

1. tablazat: IRF-fehérjék altal felismert DNS szekvenciak.

Motivum | kanonikus DNS szekvencia Motivumot koté TF-ok
(IRF-kot6 félhelyek kovérrel jeldlve)
ISRE 5’-GAAANNGAAA-3’ IRF dimerek és ISGF3
TISRE 5’-GAAANNGAAANNGAAA-3’ IRF dimerek és ISGF3
EICE 5’-GGAANNGAAA -3° PU.1 és IRF4 vagy IRF8
EIRE 5’-GGAANNNGAAA -3’ PU.1 és IRF4 vagy IRF8
IECS 5’-GAAANN(N)GGAA-3’ IRF4 vagy IRF8 ¢és PU.1
AICE 5’-TGANTCA/GAAA-5’ és masok AP-1 ¢és IRF4 vagy IRF8

2.5.3. IRF3, IRFS5 és IRFY és az altaluk szabalyozott transzkripcios programok

Az IRF-ek altalanos ismertetése utan a kovetkezd harom alfejezetben részletesebben
foglalkozunk azzal a harom IRF-rel, amelyeket a disszertacioban targyalt kisérleteink soran
vizsgaltunk. Az IRF3, IRF5 és IRF9 magas szinten fejez6dnek ki egér CD8* DC-ben, és kiemelt
szerepiik van immunfolyamatok szabalyozasaban. Attekintjiik, hogy milyen szignalok aktivaljak
ezeket az IRF-eket, milyen partnerekkel kotnek, és milyen génexpresszidos programokat
szabalyoznak. A kovetkezd IRF-ekhez kapcsolodd transzkripcids programok keriilnek
ismertetésre: IRF3 és az antiviralis citokinek, az IRFS és a gyulladasos program, valamint a IRF9
¢s az antiviralis ISG-k (6. dbra). Fontos megemliteni, hogy az IRF3, IRF5 és IRF9 részt vesznek
egyéb, itt nem targyalt programokban, illetve az itt targyalt gének szabalyozasaban mas TF-oK is

részt vehetnek.
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6. abra: A munkacsoport dltal tanulmanyozott \RF-ek dltal szabalyozott programok. A pIC ligand
(pirossal) a TLR3-hoz kotédik, ami TRIF-fiiggd szignalizacion keresztiil aktivalja az IRF3-t, ami
indukdlja az antiviralis citokinek transzkripcidjat. A CpG ligand (kékkel) a TLR9-hez kotddik, ami
MYDB88-fiiggé szignalizacion keresztiil aktivalja az IRF5-t, ami indukdlja a gyulladasi
programhoz tartozo gének transzkripciojat. Az I-IFN-ek (zolddel) I-IFN receptorhoz kotédve
aktivaljak az ISGF3 komplexet (IRF9-STAT1-STAT2). A komplex az antivirdlis interferon-
stimulalt géneket (ISG) indukdlja. Ezeket a programokat a tobbi IRF is képes kisebb mértékben
szabalyozni (szaggatott vonalak). Az egyszeriiség kedvéeért a szignalizacio és kozremiikodo egyéb
TF-ok nincsenek feltiintetve. Forras: Széles Lajos korabbi publikdcioiban még nem szereplo

dbrdja.

2.5.3.1. IRF3 és az antiviralis citokinek

A TLR3 ¢és a TLR4 jelatviteli Gitvonalak az IRF3 aktivalasahoz vezetnek(58, 59). A TLR-
en kiviil az RLR szignalizaci6 is aktivalja az IRF3-t (60). Az aktivalasat két rokon protein-kinaz,
az IkB kindz e (IKKe) ¢és a TANK-kotd kindz 1 (TBKI1) szabalyozza, amelyek a Ser396
oldallancon foszforilaljak az IRF3 fehérjét, és igy eldsegitik a fehérje dimerizacidjat és a nuklearis
transzlokaciojat (61-63). Az IRF3 homodimert, vagy mas IRF-ekkel heterodimert (pl. IRF3/IRF7)
alkot.

A foszforilalt IRF3 a sejtmagba transzlokalodik, ahol tobbek kozott antivirdlis citokineket
kodold géneket aktival, példaul Ifnbl, Cxcl10 és Ccl5 (33, 58, 64). Az antiviralis citokinek és
kemokinek el8segitik a kemotaxist, az NK és CD8" T sejtek kialakulasat és homeosztazisat. Az
IFNB (Interferon Beta 1) részt vesz az antiviralis valaszok kivaltasaban, az ISG-k indukciojan
keresztlil a sejtek antivirdlis allapotanak kulcsfontossagi aktivatora (ld. alabb). Az IFNP
hozzajarul a citotoxikus T-limfocitdk (CTL) és az NK sejtek aktivalasahoz, valamint a DC-k

éréséhez (65, 66). A CCL5 (C-C Motif Chemokine Ligand 5) a monocitak, memoria T-sejtek és
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eozinofil granulocitak kemotaxisat indukalja (67). A CXCL10 (C-X-C Motif Chemokine Ligand
10) részt vesz a kemotaxisban, virusfert6zések soran aktivalja az immunsejteket. Fontos szerepet

jatszik az apoptozisban, a differencialodasban és a sejtnévekedés szabalyozasaban (68)

2.5.3.2. Az IRFS és a gyulladasi program

Az IRFS5 aktivalasait a MYDS88-on keresztiil torténd TLR szignalizacio szabalyozza a
Ser158 és Ser309 oldallancok foszforilaciojan keresztiil TBK1 altal (69, 70). Az IRF5 fehérje az
inflammatoérikus valaszok kialakulasaban jatszik fontos szerepet, ezt bizonyitja, hogy az Irf5-
hianyos egerekben csokken a gyulladasos citokinek termelése, pl.: IL12, TNF (71, 72).

A gyulladasos citokineket (TNF, IL-12, EBI3) kodolé gének képezik a TLR-indukalt
gyulladdsos programok alapjat a makrofagokban és a dendritikus sejtekben. Ezek tobbféle
funkcioval birnak, a szisztémdas gyulladas mediaciojatol kezdve a T-sejt valaszok kialakitdsaig
lokalisan. A gyulladasos citokineket kodold gének szamos mas, kiilonboz6 funkcidju génekkel
egyiitt aktivalodnak, szabalyozodnak. Ezeknek a géneknek az aktivalasat, amelyet egy adott
gyulladasos stimulus aktival ,,gyulladasos programnak” nevezik. Az 1112b (Interleukin 12B) két
citokin molekula (IL-12 és IL-23) alegységét kodolja. Az IL-12-nek fontos szerepe van az NK-
sejtek €s a citotoxikus effektorsejtek aktivalasdban és az antigénspecifikus adaptiv immunvéalasz
elinditasaban egyarant. Az antigén-prezentald sejtek altal termelt IL-12 Thl iranyba tolja el a
CD4" T-sejtek differencialodasat az aktivaciot kovetden (73). A Tnf (Tumor Necrosis Factor) gén
egy gyulladast serkenté citokint (TNFa) kodol, amely szisztémas gyulladasos valasz
szabalyozasaban jatszik fontos szerepet. Els6sorban makrofagok termelik, majd hatasat a legtobb
sejten megtalalhatdo TNFR (tumor necrosis factor receptor) receptorokhoz valé kotédéssel fejti ki.
differencialodasat (74). Az EBI3 (Epstein-Barr Virus Induced 3) az IL27 fehérjével asszocialva
IL-27 interleukint képez, amely egy pro- és anti-inflammatorikus tulajdonsagokkal rendelkez6

heterodimer citokin (75).

2.5.3.3. Az IRF9 és az antiviralis interferon-stimulalt gének

Az I-IFN-ok egy heterodimer receptor komplexhez kotddnek, amely az IFN-a receptor 1
(IFNARI) ¢és IFNAR2 alegységekbdl all. Az I-IFN jelatvitel a STAT1 és a STAT2 fehérjék
foszforilacidjahoz, heterodimerizacidhoz és az IRF9 fehérjével torténd kélcsonhatashoz vezet, ami
az ISGF3 komplexet képezi (33, 45). Az ISGF3 a sejtmagban ISRE elemeket koti, és ezaltal az
interferon-stimulalt gének (ISG-k) transzkripciojat eredményezi (76-78). Az IRF9 fehérje IRF-
asszociaciés doménjében (IAD) nincs autoinhibitiv elem, azaz a stimulus &ltal indukélt IRF9

------

18



80). Egy kozelmultban megjelent tanulmany megkérddjelezi az ISGF3 citoplazméban torténd
Osszeszerelodésének hagyomanyosan elfogadott modelljét, és ChIP-seq adatok alapjan felveti,
hogy az ISGF3 komplex-formacidja a DNS-en torténik (81). Az ismertetett utvonalon kiviil az I-
IFN-ek indukaljak a nem kanonikus JAK/STAT jelatvitelt is (82). Az ISGF3 mellett az IRF9-
fehérjét és csak egyféle STAT1 vagy STAT?2 fehérjét tartalmazd komplexek szintén szabalyozzak
a génexpressziot (81, 82). Emlitésre méltd, hogy a III-1IFN-ekkel is aktivalhato az ISGF3, és az
antiviralis allapot (,,antiviral state”) is indukalhato ezekkel (83). Az ISGF3 kotodése az ISRE-hez
kofaktorok toborzasahoz €s végsd soron a szabalyozott ISG-k promoterén az RNS polimeraz II
fokozott aktivalasahoz vezet (84-87).

Az 1SG-k altal kodolt fehérjék sokrétli szerepet jatszanak. Szamos effektor ISG fontos
szerepet jatszik a virusok, baktériumok vagy parazitdk altal okozott fertdzések lekiizdésében,
ugyanis képesek kozvetlentiil gatolni a patogének életciklusat (7.4bra). A kemokinek és a kemokin
receptorok szabalyozasa lehetdvé teszi a sejtek kozotti kommunikaciot, a negativ regulatorok
segitik az IFN altal indukalt allapot befejezését és eldsegitik a cellularis homeosztazis
visszaallitasat. Tovabbi ISG-k proapoptotikus fehérjéket kddolnak, melyek bizonyos kortilmények
kozott sejthalalhoz vezetnek. Az effektor ISG-k az antiviralis allapot kialakitasaban vesznek részt
a virus replikacié kozvetlen gatlasaval (88-92). A teljesség igénye nélkiil néhany effektor ISG
funkciojat az alabbiakban ismertetjiik harom 6sszefoglalo cikk alapjan (90, 91, 93). Az IFITM
(IFN-induced transmembrane) fehérjék gatoljak a virusok széles spektrumanak endocitikus
kiszabadulasat a kapszid burokbol. Az Mx1 (myxoma resistance protein 1) a virusok széles
skalajat gatolja azaltal, hogy gatolja a bejovd virusrészecskék endocitikus mozgasat és a
ribonukleokapszidbdl vald kiszabadulasat. Az OAS (2,5-oligoadenylate synthetase) és a PKR
(protein kinase R) fehérjék gatoljak a virusokat az mRNS lebontasaval és az mRNS-ek
gén altal kodolt fehérje hatékonyan gatolja a virionok felszabadulasat, azaltal, hogy kozvetleniil a
fert6zott sejtek membranjdhoz és egymashoz koti dket. A megkotdtt virionok endocitdzissal
internalizaciot kovetden lebomlanak, vagy a sejmembranon maradhatnak, ezaltal a virionok

terjedése gatlodik (90, 91, 93) .
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7. abra: Az effektor ISG-k szerepe az antivirdlis immunitdsban. Az I-\FN-ok dltal indukalt effektor

ISG fehérjék (kék ellipszisekben) szamos, virusok replikacios ciklusahoz kapcsolodo molekularis
eseményt (sarga téglalapokban) képesek gatolni. Az IFN-indukdlhato effektor ISG-k a

virusreplikacio szinte minden szakaszaban kozremiikodnek és egyiittesen hozzak létre az un.

antiviralis allapotot. Forrds: (91).
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3. Célkitiizés

A disszertacioban ismertetett kisérletek két 6sszefliggd témakdrhoz tartoznak, melyek két
tudomanyos kozleményben keriiltek publikalasra (Id. fiiggelék). A témavezetom korabbi
tanulmanyaiban vizsgalta az IRF-ek szerepét a TLR-indukalt transzkripcids programokban. Ezek
soran elvégzett ChIP-seq kisérletek azt mutattdk, hogy az IRF-ek kotohelyei jelentdsen
kiilonboznek. Ez alapjan fogalmaztuk meg az els6 témakor célkitlizéseit. Az els6 témakdrben azt
vizsgaltuk, hogy hogyan valosul meg, hogy a kiilonb6zé IRF-ek eltéré felismerd-helyekre
kotédnek és miért képesek eltérd transzkripcids programokat szabalyozni. Mivel a transzkripcios
programok gyakran bizonyos sejttipusokra vannak korlatozva, igy érdekes kérdésként meriilt fel,
hogy hogyan lehetséges, hogy az I-IFN-ok szamos sejtben jelentésen atfed6 géneket képes
szabalyozni. A masodik témakor alapkérdése tehat az volt, hogy milyen (epi)genetikai jellemzdi
vannak az effektor ISG-knek, amik lehet6vé teszik, hogy az I-IFN-ok szamos sejtben,
nagymértékben indukalédnak. Mindkét témakor kérdéseinek megvalaszolasahoz olyan globalis
modszereket alkalmaztunk, mint a ChIP-seq, ATAC-seq, és az RNA-seq, valamint bioinformatikai

modszereket hasznaltunk az adatok kielemzéséhez.

3.1. IRF3-, IRF5- és IRF9-specifikus kotéhelyek azonositasa és jellemzése
- Az IRF3, IRF5 és IRF9 fehérjék kotohelyeinek feltérképezése a teljes genomban ChIP-seq
felhasznalasaval.
- Azon régiok azonositasa, ahol jelentds kiillonbség van az IRF3, IRF5 és IRF9 kotésében
(IRF3-, IRF5- és IRF9-specifikus kotohelyek).
- A IRF3, IRFS ¢s IRF9-specifikus kotdhelyek jellemzése a kovetkezo tulajdonsagok alapjan:
ISRE motivum, ISRE 5’ és 3’ talnytld bézisok, a tarsfaktorok kotése és a kromatin
nyitottsaga.
A IRF3-, IRF5- és IRF9-specifikus kotohelyek és transzkripcids programok kapcsolatanak

vizsgalata.

3.2. Az effektor 1SG-k szabalyozo régioinak azonositasa és jellemzése
- Az I-IFN-indukalt effektor ISG-k és lehetséges szabalyozd régidik azonositasa RNA-seq és
IRF9 ChlP-seq segitségével.
- Az effektor ISG-k szabalyoz6 régidiban talalhatdo DNS koté motivumainak azonositasa.
- A kromatin nyitottsaganak vizsgalata az effektor ISG-k szabalyozo6 régidiban DC-ben és

egyéb immunsejtekben.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Sejttenyésztés, ligandkezelés

A CD8" dendritikus sejtvonal (MutuDC1940) Prof. Hans Acha-Orbea laboratoriuméabol
szarmazik (Unil, Lausanne, Svajc, (24)). A sejteket 10% (v/v) héinaktivalt marha szérum (FBS
Good, EU approved, filtrated bovine serum, Virus and mycoplasma tested, PAN Biotech), 100
U/ml penicillin és 100 ug/ml sztreptomicin antibiotikum (Penicillin-Streptomycin, Sigma Aldrich)
¢s 50 uM B-merkaptoetanol (Thermo Fisher Scientific) tartalma tapoldatban (Gibco Iscove's
Modified Dulbecco's Medium IMDM, GlutaMAX™ Supplement, Thermo Fisher Scientific)
letapad¢ sejtekhez megfeleld T75 és T175 sejttenyészto flaskaban, 37°C-on, 5% CO: jelenlétében
tenyésztettilk. A médium nem tartalmazott hozzaadott novekedési faktorokat. A passzalas sordn a
sejteket ImM EDTA tartalmu fizioldgias sdoldatban inkubaltuk 4 percig, majd médiummal higitva
6 percig centrifugaltuk 600 rpm fordulatszamon. A feliiliszo ledntése utan a sejteket friss
tapoldatban tenyésztettiik tovabb a kovetkezd passzalasig illetve a ligand kezelésig.

Megfeleld sejtszambol (10-20 millié sejt/minta) kiindulva a sejteket kiilonb6zé TLR
ligandokkal és IFNf liganddal kezeltiikk. TLR9 aktivalas esetében 1 mM CpG liganddal (Class B
CpG oligonucleotide - Murine TLR9 agonist, Invivogen) kezeltiik a sejteket, mely egy szintetikus
CPG-oligonukleotid. Bizonyos metildlatlan CPG motivumok szdmos patogénben sokkal
gyakrabban fordulnak elé, mint emlésokben. TLR3 aktivalas esetében 5 pg/ml Poly (I:C)
liganddal (Polyinosine-polycytidylic acid High molecular weight - TLR3 agonist, Invivogen)
kezeltiik a sejteket, mely egy szintetikus RNS analdog. Az RNS virusok genomja, ill. bizonyos
virusok replikécios intermedierjei dupla szald RNS-e. Az IFNo/f (IFNAR) receptor aktivalasa
esetében 100 U/ml IFN liganddal (Interferon-P Protein, Recombinant mouse, Merck) kezeltiik a
sejteket, mely az IFNP citokinnel ekvivalens rekombinans fehérje. A ChIP-seq és ChIP-gPCR
kisérletekhez a CD8" sejteket 90 percig kezeltiik az adott ligandokkal. A ChIP-qPCR kisérletek
esetében kombinalt kezeléseket is alkalmaztunk. Génexpresszids qPCR mérések esetében a
kezelések iddtartama 1.5, 3, 6 és 12 6ra volt. Megjegyzés: A disszertacidban targyalt kisérleteknél

a sejttenyésztési munkakat a szerzd végezte el.

4.2.ChlIP-seq és ChIP-gPCR (kromatin immunprecipiticié szekvenaldssal kapcsolva és kromatin
immunprecipitacié valés ideji kvantitativ PCR-ral kapcsolva)

A ChlP-seq technika segitségével az altalunk kivalasztott transzkripcios faktorok kotését

detektaljuk ujgeneracios szekvenalassal kapcsolva genom-szinten. A ChIP-qPCR mddszerrel az

altalunk kivalasztott transzkripcios faktorok kotését detektaljuk valos idejii kvantitativ PCR-ral.
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A kettds keresztkotés elott a sejtekrdl eltavolitottuk a tapoldatot, majd 2 mM-o0s
koncentracidban higitva a DSG-t (Disuccinimidyl glutarate, DSG Crosslinker 100 mg,
ProteoChem) PBS-ben 40 percig inkubaltuk a sejteket. A DSG egy homobifunkcionalis térhalositd
reagens ¢s a DNS-fehérje kotd kolcsonhatasokat tudjuk vele meghatarozni. A masodik
keresztkotés elott eltavolitottuk a DSG oldatot a sejtekrdl €s 1%-os koncentracidban higitva
formaldehidet (Pierce, Methanol-free Formaldehyde Ampules, Thermo Scientific) adtunk a
sejtekhez, majd 10 percig inkubaltuk. Ezutan a keresztkotést 125 mM végséd koncentracidban
glicint tartalmaz6 PBS oldattal leallitottuk. A sejteket PBS-el mostuk, felkapartuk majd 12000 g
fordulatszamon centrifugaltuk. Centrifugalas utan a feliiliszot eltévolitottuk és a keresztkotott
sejtpelletet folyékony nitrogénben fagyasztottuk majd -70°C-on taroltuk az immunprecipitaciodig.

A kromatin immunprecipitacidhoz az adott fehérje elleni megfeleld antitestek kivalasztasa,
optimalizalasa sziikséges. Vizsgalatainkhoz az IRF3, IRF5 és IRF9 fehérjékre specifikus
antitesteket elézetes ChIP-qPCR mérésekkel teszteltik, majd mindhdrom IRF fehérjére
kivalasztottuk a legmegfelelébb antitestet, amellyel elvégeztiik a szekvenalast és a kombinalt
kezelések esetében a ChIP-qPCR méréseket.

Elsé 1épésként elkészitettiik a sziikséges oldatokat és puffereket:

-PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaxHPQg4, 1,76 mM KH2POa, pH 7,4);

-0,5 M EDTA, pH 8;

-1 M Tris pH 8;

-1 M Tris pH 7,

-5 m/m% NaDOC,;

-20 m/m% SDS

-5 M NaCl

-ChIP lizis puffer: 150 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8, 20 mM Tris pH 8, 1 v/v% Triton X-100,
0,1 m/v% SDS, protedz inhibitor (cOmplete Mini EDTA-free protease inhibitor cocktail, Roche),
-mos6 puffer I. 1 v/iv% Triton X-100, 0,1 m/v% SDS, 0,1 m/v% natrium-deoxikolat,

150 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8, 20 mM Tris pH 8, proteaz inhibitor

-moso puffer II. 1 v/v% Triton X-100, 0,1 m/v% SDS, 0,1 m/v% natrium-deoxikolat,

500 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8, 20 mM Tris pH 8, proteaz inhibitor

-moso puffer 111.0,5 v/iv% NP-40, 0,5 m/v% natrium-deoxikolat, 0,25 M LiCl, 1 mM EDTA pH 8,
20 mM Tris pH 8, proteaz inhibitor

-mos6 puffer IV. TE puffer: 10 mM EDTA pH, 200 mM Tris pH

-elualo puffer: 100 mM NaHCOs, 1 m/v% SDS

A keresztkotott és fagyasztott sejteken sejtlizist és sejtmaglizist végeztiink protedz
inhibitort tartalmazo6 ChIP lizis puferrel. A keresztkotott és fagyasztott sejteket felszuszpendaltuk
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1 ml lizis pufferben. 12000 g fordulatszamon 4°C-on 1 percig centrifugaltuk a sejteket és a
feliiluszot eltavolitottuk majd ezt a 1épést megismételtiik még kétszer. A harmadik centrifugélas
utan felvettiik a sejteket 1 ml ChIP lizis pufferben.

Ezutan szonikalassal (Diagenode Bioruptor Standard) 4°-C-on 5 cikluson keresztiil 30
perc ON ¢és 30 perc OFF funkcioval 100-2000 bp nagysagu szakaszokra fragmentaltuk a DNS-t.
A kromatin immunprecipitacidhoz a kovetkezd antitesteket hasznaltuk: IRF3 (D83B9, Cell
Signaling), IRF5 (ab21689, Abcam), IRF9 (AF5629, R&D Systems), STAT2 (07-140, Merck
Millipore), STAT1 (sc-346, Santa Cruz Biotechnology), RNAPII-pS5 (ab5131, Abcam). Ennél a
1épésnél 50 pl kromatint eltesziink -20°C-ra haromszoros térfogati abszolut etanolban, késébb
ezeket a mintakat hasznaljuk a ChIP-qPCR kisérletekhez Un. ,,input” azaz kiinduldsi mintaként.

Az immunprecipitacidt kovetden négy mosasi lépésben magneses tisztitdssal (Dynabeads
Protein A/G for Immunoprecipitation, Thermo Scientific) azok a DNS fragmentek maradtak,
amelyekhez az altalunk vizsgélt fehérje kotodik, illetve az arra specifikus antitest kotodott. Az
DNS fragmenteket eluald pufferrel eludltuk a magneses gyongyokrdol. A keresztkotéseket 200
mM-0s koncentracioban higitva NaCl hozzaadasaval, 65°C-os 12 6ras inkubalassal oldottuk fel.
Ezutan a DNS fragmenteket és az input mintdkat 10 pg RNazzal 30 percig 37°C-on emésztettiik
¢s 10 pg Proteinaz K-val 2 o6rat 45°C-on 1000 rpm-en razva inkubaltuk, ezzel eltavolitva roluk az
RNS-eket ¢s fehérjéket. Majd a DNS-t a NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel)
fluorométer (Invitrogen Qubit Quantitation Platform) segitségével hatdroztuk meg.

A ChiIP-seq esetében 1-10 ng ChIP-DNS mintabol kiindulva készitettiink indexelt ¢cDNS
konyvtarakat a TruSeq ChIP Library Preparation Kit (Illumina) segitségével a gyartd utasitasai
alapjan. A szekvenalasok Illumina NextSeq 500 rendszeren vagy HiSeq 2500 késziilekeken
torténtek 75 ciklusos szekvenalassal a DE-AOK-BMBI-Genomi Medicina és Bioinformatikai
Szolgaltatd Laboratoriumban és a Genfi Egyetem Genomics Core Facility-ben. (94-97)
primereket, és a feldusulast valos idejii kvantitativ PCR (polymerase chain reaction-polimeraz
lancreakcid) mérésekkel detektaltuk nyolc mintdban (UT, PIC, CPG, IFNB, PIC+CPG,
PIC+IFNB, CPG+IFNB, PIC+CPG+IFNB) triplikdban az input mintakra normalizalva. A
méréshez SYBR Green festéket (ready- to-use hot start reaction mix, LightCycler 480 SYBR
Green | Master, Roche) hasznaltunk. A SYBR Green képes interkalalodni a kettds szala DNS-hez,
igy barmely kettds szalit DNS molekulat detektal a reakcio soran, ezzel aspecifikus detektalast tesz
lehetévé. A QPCR mérés soran a méromiiszer (LightCycler 480 Instrument, Roche) fluoreszcencia
jelet detektal, melynek intenzitasa ardnyos a keletkezd PCR termék mennyiségével. Az 2. tablazat
tartalmazza a primer szekvenciakat.
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2. tablazat: ChIP-qPCR méréshez hasznalt primerek

Gén Forward primer Reverse primer

Ebi3 5-ATCAGCCGGAAGGAAAGC-3' 5-GGGAAAGGCCTTGAGGTAGA-3'
Tnf 5-TTCCTTGGTGGAGAAAACCA-3' 5-ACCGAGACAGAGGTGTAGGG-3'
1112b 5-CTGACAGGGTCCAACCTCAG-3' 5'-CCGCTTCTCCATTCCTGTC-3'

Ifnbl 5-CCTTCATGGCCTGTGCTATT-3' 5-TGAAAGGGAGAACTGAAAGTGG-3'
Ccl5 5-AAAACTGAAATCACCCTTGGAA-3' 5-GGAGTCATCCTGGACTGGAG-3'
Cxcl10 5-CAGAGGCCAAGAGTGAAACC-3' 5-CTCCCTTCCTGTTCTGGTGA-3'
Trim30d 5-CCTGATGATTCAGCCAACTG-3' 5-CAGTTCCTGCCCTCAAAGTT-3'

Bst2 5-TGGGACTCGACTTAACAGTGG-3' 5-TCTAGGAGACCAAACCGACAA-3
Eif2ak2 5-AATCTATTCGCCCTCCGTTC-3' 5'-CCGGGAAAACGAAACAGAA-3

A QPCR reakciokat 96 lyuku optikai plate-en futtattuk. A plate-re eldszor ramértiink 50 ng
ChIP-DNS-t mind a 8 mintabdl és a 8 input mintabol 5-5 pl-enként triplikatumban igy egy futtatas
alkalmaval 2 régi6 feldusulasat tudtuk megvizsgalni. A reakcidelegyet Eppendorf cs6ben allitottuk
Ossze, majd 5-5 upl-ként hozzamértiik templathoz, a plate-et optikai folidval lezartuk és 20
masodpercig centrifugaltuk 2000 rpm-en. Az egy mintara jutd reakcioelegy Osszetétele a
kovetkez6 volt: 5 pl LightCycler 480 SYBR Green | Master, 0,26 pl 10 uM primer.

A futtatashoz a kovetkezd hémérsékleti protokollt alkalmaztuk: elsé 1épés a denaturacio: 1
perc 94°-C, a DNS szalat 6sszekoté H-hidak felbomlanak. A masodik 1épés 40 cikluson keresztiil
ismétlédik: denaturacid (annealing): 12 masodperc 94°C, a primerek hozzakapcsolodnak a DNS
szalakhoz, lanchosszabbitas (elongation): 30 mésodperc 60°C, a DNS-polimeraz létrehozza a
hidnyz6 széalat a ANTP-vel. Az elsé ciklus véget ért. Az eredményiil kapott DNS-szalak a
kovetkezd ciklus templatjai lesznek, azaz minden ciklusban megkétszerez6dik a DNS mennyisége.
ChIP minték szekvenalasa a DE-AOK-BMBI-Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltatd
Laboratoriumban tortént.

Megjegyzés: A disszertacioban targyalt kisérleteknél a szerzé a kovetkez6 ChIP-DNS-eket
készitette: STATL, STAT2, IRF9, STATL, STAT2. Az 6sszes ismertetett bemutatott ChIP-gPCR

kisérletet a szerzd végezte el.

4.3.ChIP-seq analizis

A nyers ChIP-seq adatok elsddleges elemzését az Debreceni Egyetem, AOK, Biokémiai és
Molekularis Biologiai Intézetben kifejlesztett ChIP-seq ,,pipeline” parancssorai segitségével
végeztiikk (98). Az elemzések Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet, Genomi Medicina és
Bioinformatikai  Szolgéltatd6 Laboratoriumanak HPC UNIX klaszterén torténtek. A
szekvencialeolvasasok (read) az egér referencia genomra (mml0) lettek illesztve a Burrows-

Wheeler Alignment Tool (BWA) szoftverrel (99). A feldusult genomi régiok azonositasahoz a
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Model-based Analysis of ChIP-Seq 2 (MACS2) szofvert hasznaltuk (100) a kovetkezd
paraméterckkel: g-fliggvény kiiszobértéke q = 0.001 és a —call-summits kapcsold hasznalata,
amely felbontja a nagyobb peak régiokat kisebb darabokra. A miitermékeket az ENCODE
(Encyclopedia of DNA Elements) genomi régiok feketelistaja segitségével zartuk ki (101). A
konszenzus kotéhelyek azok a régiok, amelyek mindkét parhuzamos mintdban detektalva lettek.
Az IRF3, IRF5 ¢és IRF9 cisztromok meghatarozasahoz az IRF3, IRF5 és IRF9 konszenzus
kotéhelyeit Osszevontuk. A meghatarozott kotohelyek lefedettségét, az RPKM (Reads Per
Kilobase per Million mapped reads) értéket a bamtools €s a bedtools (coverageBed) szoftverekkel,
¢s awk szkriptekkel hatdroztuk meg. A klaszterezéshez a lefedettségi értékek (occupancy values)
a median értékekre lettek normalizalva minden IRF esetében. Az adatok megjelenitéséhez €s a
reprezentativ abrak készitéséhez az Integrative Genomics Viewer (IGV) genombongészot
hasznaltuk (102). A szekvencialeolvasasok lefedettségét abrazolo fajlokat az Gn. bedgraph-okat
atkonvertaltuk tdf fajlokra igvtools segitségével, a ’toTDF’ paranccsal. A normalizalt
szekvencialeolvasasok hotérképen és hisztogramon (read distribution (RD) heat map/histogram)
valé megjelenitését HOMER (Hypergeometric Optimization of Motif EnRichment) program
segitségével készitettiik el (103), majd R vagy Java TreeView programmal vizualizaltuk. A ChlP-
seq adatok nyers fastq fajljai az aldbbi GEO azonositok alatt taldlhatéak meg: GSE172376,
GSE125340.

4.4. A motivum keresés, sulyozott motivum matrix (PWM) és DNS szekvenciak azonositasa

Az elemzések Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet, Genomi Medicina ¢és
Bioinformatikai Szolgaltatd Laboratoriumanak HPC UNIX klaszterén torténtek. A de novo
motivum keresését a HOMER ’findMotifsGenome.pl’ programjaval végeztiik. A p-értéket ugy
hataroztuk meg, hogy a vizsgalt kotdhelyeken feldusult motivumokat Osszehasonlitottuk a
HOMER altal véletlenszeriien generalt hattér szekvencidkon feldusult motivumokkal.

A sulyozott motivum matrixokat (Position weight matrices, PWMs) a HOMER adatbéazisbol
importaltuk vagy magunk hataroztuk meg (3. tablazat). Az ISRE, EICE, AICEl, NFKB, TRE,
CRE és GAS motivumok PWM-i a HOMER adatbazisbol szarmaznak (3. tablazat). Az IECS,
AICE2 ¢és a TISRE motivumok PWM-jei nem voltak elérhetdek az adatbazisban, igy azokat
publikus ChlP-seq adatok de novo wjraeclemzésével hataroztuk meg (3. tablazat). A PWM-ek

visszatérképezését a genomra a HOMER ’scanMotifGenomeWide. pl” programmal végeztiik.
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3. tablazat: A tanulmdanyokban hasznalt DNS motivumok

Motivum Motivum logé PWM forrasa GEO azonosito

AICE1 HOMER adatb4zis19 GSE66899

AICE2 de novo motivum keresés | GSE40918
-,AAAT A '__I:C;_\.

CRE HOMER adatbazis 142 GSE31477
~JGA<_TCA.-

EICE HOMER adatbazis 233 GSE66899

sGAA.TGARA .
GAS HOMER adatbazis 273 GSE12782
TTce H_AA"

IECS de novo motivum keresés | GSE56121
<AMA<. <cAA

ISRE HOMER adatbazis 136 GSE43036

ARA. <GAAA-..
NFKB HOMER adatbazis 208 GSE19485
= ~T1cC-

TISRE de novo motivum keresés | GSE56121
aaa  GAAA_+GAAA=

TRE HOMER adatbazis 141 GSE31477

TGA-TCA .

Konkrét DNS szekvencidk azonositdsdhoz a klaszterekben 6 bazis hosszu szekvencidkat (6-
mer) és ISRE varidnsokat generaltunk. Az egyes kotd régiok DNS szekvencidjat az egér genombol
(GRCm38/mm10) azonositottuk ’fastaFromBed bedtools’ program alkalmazéasaval. Az Osszes
kotd genomi régioban ’grep’ paranccsal kerestiik az 6sszes altalunk meghatarozott 6-mer és ISRE
varians szekvenciat és azok reverz komplementerét is. A 5’-GAANNGAAA-3’ szekvenciat R

programban ’Biostrings’ csomag segitségével azonositottuk genom Szinten.

4.5. ATAC-seq kisérletek és elemzésiik

Az ATAC-seq kisérleteket biologiai duplika alkalmazasaval hajtottuk végre (29, 52). A
sejteket hideg PBS oldatban felkapartuk, majd higitottuk, hogy elérjik a 10 000-15 000/ml
sejtszamot. Sejtlizist és sejtmaglizist végeztiink ATAC-lizis puferrel (10 mM Tris—HCI pH 7,4, 10
mM NaCl, 3mM MgClz and 0,1 v/v% IGEPAL). A sejteket felszuszpendaltuk 50 ul lizis pufferben
¢s 400 g fordulatszamon 4°C-on 10 percig centrifugaltuk majd a feliiluszot eltavolitottuk. A lizalt

sejtmagon tortént a tagmentalas Nextera DNA Library Preparation Kit (Illumina) segitségével. A
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tagmentalds utdn a DNS-t MinElute PCR Purification Kittel (QIAGEN) izolaltuk. A tagmentalt
DNS szakaszokat a Kapa Hifi Hot Start Kit (Kapa Biosystems) segitségével felsokszoroztuk 9
PCR ciklus soran. A felsokszorozott konyvtarakat ismét a MinElute PCR Purification Kit
(QIAGEN) segitségével izolaltuk. A konyvtarak fragmenteloszladsat Agilent Bioanalyzer
késziilékkel hataroztuk meg. A szekvenaldsok Illumina HiSeq 2500 késziilékeken torténtek 75
ciklusos szekvenalassal a DE-AOK-BMBI-Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltatd
Laboratoriumban és a Genfi Egyetem Genomics Core Facility-ben.

Az ATAC-seq adatok elsddleges analizisét a ChIP-seq elemzés soran is hasznalt pipeline
parancsai segitségével végeztik, a Genomi Medicina ¢s Bioinformatikai Szolgaltatd
Laboratériumanak HPC UNIX klaszterén. A sajat adataink mellett GEO adatbazisbol tovabbi
ATAC-seq nyers adatokat (104) toltottiink le és elemeztiink. A szekvencialeolvasasok az egér
referencia genomra (mm10) lettek illesztve a BWA szoftverrel (99). A feldusult ATAC-seq régiok
azonositasahoz a MACS2 szofvert hasznaltuk (g-érték < 0.001) (100). A mitermékeket az
ENCODE genomi régiok feketelistaja segitségével zartuk ki (101)(101). Az eredmények
megjelenitéséhez a bedgraph-okat "UCSCfile.pl’ paranccsal hoztuk létre, majd atkonvertaltuk tdf
fajlokra az igvtools ’toTDF’ parancsaval. Az adatok megjelenitéséhez az IGV programba
importaltuk ezeket. Az ATAC-pozitiv régiok kiszdmitasahoz a ’bedtools intersect’ parancsot
hasznaltuk. A varidcios egylitthatot (coefficient of variation, CV), a relativ variabilitas mértékét,
az alabbi képlettel szamoltuk: CV (%) = (szoras / atlag) * 100. Az ATAC-seq adatok GEO
azonositoja: GSE125340.

4.6. Haromszog diagramok és Random Forest elemzés

A haromszog diagramok (,,ternary plot”) generalasahoz az R ’ggtern’ nevii konyvtarcsomagot
hasznaltuk. A haromszog alakua diagram egy adott pontja harom bemeneti valtozo (ChlIP-seq
szigndl vagy mRNS szint) alapjan lett szdmoltatva. A Random Forest gépi tanul6 algoritmust
Pythonban alkalmaztuk Random Forest Classifierrel a Scikit-learn konyvtarcsomagb6l. ChlP-seq,
DNS motivum vagy ATAC-seq értékeknek a kiilonb6z6 halmazat hasznaltuk bemeneti

valtozoként és a klaszterek neveit hasznaltuk osztalycimkékként.

4.7 Génlistak
A kiilonb6z6 GO (The Gene Ontology) kategéridkba sorolhatd géneket az MGI

adatbazisbol (Mouse Genome Informatics database, http://www.informatics.jax.org) toltottiik le.

Az antivirdlis citokinekhez tartoznak a virusellenes immunvaélasz (GO:0051607) és a citokin
aktivitas (GO:0005125) génjeit tartalmazo GO kategoridk kozos elemei. A gyulladdsos program
génjeihez tartoznak az inflammatorikus valasz (GO:0006954) génjei, amelyeket a citokin aktivitas
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(GO:0005125) vagy a DNS-kot6 transzkripeiods faktor aktivitas (GO:0003700) kategoriakban is
megtalalhatunk. Az antiviralis ISG-k az irodalomi adatok alapjan lettek kivalasztva (90, 91). Két
listanal (effektor ISG-k és gyulladassal kapcsolatos citokinek) figyelembe vettilk az RNA-seq
eredményeket is. Az effektor ISG-k az antiviralis ISG-k koziil azokat tartalmazza, amelyeket IFN[3
szignifikansan indukalt DC-ekben, és irodalmi adatok alapjan effektor funkciot rendeltek (90, 91).
A gyulladassal kapcsolatos citokinek (inflammation-related cytokines, IR-cytokines) azokat a
géneket tartalmazak, melyeket a CpG szingifikansan indukalt DC-ekben ¢s megtalalhatéak voltak
mind az inflammatoérikus valasz (GO:0006954) mind a citokin aktivitas (GO:0005125) listdkban.

4.8. RNS izolalas és RT-gPCR

Az RNS-t Trizolate reagens (UD-GenoMed) alkalmazasaval izolaltuk. A lizis utdn a
szerves-vizes fazis optimalis elvalasztasa kloroform hozzaadasaval tortént és az RNS-t a vizes
fazisbol alkoholos kicsapassal nyertiik vissza. Fagyasztas/felolvasztds utdn a mintakat
szobahdmérsékleten 5-10 percig razattuk majd kloroformos extrakcidt végztiink. 1 ml Trizolate-
os emulzidhoz 200 ml kloroformot (Sigma-Aldrich) adtunk majd néhanyszor megforgattuk a
csoveket, szobahdmérsékleten 5 percig razattuk és 15 percig centrifugaltuk 4°C-on 16 000 g-vel,
hogy a szerves ¢és vizes fazisok elvaljanak egymastol. A centrifugalas végén a fenol-kloroform
elegy a csében alul helyezkedik el (szerves fazis), felette talalhatd a kisebb fajsulyt vizes-
guanidinos fazis. A kicsapddott fehérjék az organikus és a vizes fazis hataran (interfazis)
sargasfehér réteget alkotva helyezkednek el, mig a DNS az alsé, szerves fazisban és az
interfazisban, az RNS pedig a felsd, vizes fazisban talalhatd. A felsd vizes fazist atmértiik egy uj
1,5 ml-es Eppendorf csdbe figyelve arra, hogy ne szivjunk bele a masik két fazisba, ezzel elkeriilve
a fehérje és DNS szennyezést. A vizes fazisbol az RNS kicsaphat6 azonos térfogatti izopropanollal
(AnalaR Normapur), a vizes fazishoz 750 ml 100%-os izopropanolt adtunk, 10 percig inkubaltuk
szobahdmérsékleten, kozben 2-3 percenként megforgattuk a csdveket. A kicsapas utdn az RNS
csapadékot 10 percig centrifugaltuk 4°C-on 16000 g-vel. A feliilaszot eltavolitottuk, és kdzben
figyeltiink arra, hogy a pellethez ne érjiink hozza. A pelletet 1 ml 70%-o0s etanollal (abszolut
etanolbol higitva, AnalaR Normapur) mostuk. Az etanol eltavolitasa utdn az RNS-t
szobahdmérsékleten beszaritottuk vakuumkoncentratorban. Az RNS-t 40 pl nukledz mentes
vizben (NFW, Affymetrix) vettiik fel. A mintdkat 10 percig inkubaltuk 65°C-on, vortexeltiik,
centrifugaltuk és 30 percre jégre tettilk a beoldodas érdekében. Az RNS mintdkat a mérések
kezdetéig -20°C-on taroltuk.

A reverz transzkripcid sordn a reverz transzkriptdz komplementer DNS szalat szintetizal
(cDNS) PCR reakci6 soran, melyhez a High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et
(Thermo Fischer Scientific) hasznaltuk a gyarté utasitasai alapjan (4. tablazat).
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4. tablazat: Egy mintara juto RT reakcioelegy osszetétele

10X RT Buffer 2,0 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 ul
10X RT Random Primers 2,0 ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0 ul
Nuclease-free H20 4,2 ul

A reverz transzkripcidohoz a kdvetkezd hémérsékleti protokollt alkalmaztuk: primertapatas
(annealing): 10 perc 25°C, cDNS szintézis és RNaz H hidrolizis: 120 perc 37°C, enzim inaktivalas:
5 perc 72°C. Denaturacios lépésre nincs sziikség mivel a QPCR hémérsékleti protokollja egy 2
perces 94°C-os Iépéssel indul. A futtatdst Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler PCR
késziiléken végeztiik. A keletkezett cDNS-t jégen, illetve -20°C-on taroltuk a QPCR mérések
kezdetéig.

A gPCR mérések soran a kilenc reprezentativ gén expresszidjat hataroztuk meg valés idejii

kvantitativ PCR mérésekkel UT, PIC, CPG, IFNB mintakban bioldgiai és tecnikai triplikdban. A
méréshez SYBR Green festéket (ready- to-use hot start reaction mix, LightCycler 480 SYBR
Green I Master, Roche) és LightCycler 480 késziiléket (Roche) alkalmaztunk.
A QPCR reakciokat 384 lyuku optikai plate-en futtattuk. A plate-re elészor ramértiink 50 ng
CDNS-t 5-5 pl-enként triplikdtumban. A reakcidelegyet Eppendorf csében allitottuk 6ssze, majd
5-5 pl-ként hozzamértiik a templathoz, a plate-et optikai folidval lezartuk és 20 masodpercig
centrifugaltuk 2000 rpm-en. Az egy mintara jutd reakcioelegy Osszetétele a kovetkezo volt: 5 ul
LightCycler 480 SYBR Green | Master, 0,26 ul 10 uM primer.

A futtatashoz a kdvetkezd protokollt alkalmaztuk: (elsé 1épés) 1 perc 94°C, (masodik [épés)
12 masodperc 94°C, (harmadik 1épés) 30 masodperc 60°C. Ciklusok szdma: 40 (masodik és
harmadik 1épés). Az adatok normalizalasara az RplpO haztartasi gént hasznaltuk. Az 5. tablazat
tartalmazza azoknak a géneknek a nevét amelyeknek mértiik a génexpresszids szintjét illetve a

méréshez hasznalt primerek szekvencidjat.
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5. tablazat: Génexpresszios vizsgalatokhoz hasznalt primerek

Gén Forward primer Reverse primer

Ebi3 5-GCTCCCCTGGTTACACTGAA-3' 5-ACGGGATACCGAGAAGCAT-3'
Tnf 5-TATGGCCCAGACCCTCAC -3' 5-GGTTGTCTTTGAGATCCATGC -3'
1112b 5-AAGGAGGCGAGACTCTGAG-3' 5-AACCGTCCGGAGTAATTTG-3'
Ifnbl 5-CACAGCCCTCTCCATCAACTA-3' 5-CATTTCCGAATGTTCGTCCT-3'
Ccls 5-CCTACTCCCACTCGGTCCT-3 5-CTGATTTCTTGGGTTTGCTGT-3'
Cxcl10 5-GCTGCCGTCATTTTCTGC-3' 5-TCTCACTGGCCCGTCATC-3'
Trim30d 5-TTTCAACTGCAGAGTTTGAAGAA-3' 5-CTCACACTTATGCATGGATGG-3'
Bst2 5-GAAGTCACGAAGCTGAACCA-3' 5-CCTGCACTGTGCTAGAAGTCTC-3'
Eif2ak2 5'-CCAGCAGCTCGTCTATGACA-3' 5-TTCCTTTTATTTTCTCCGAGACC-3'
Rplp0 5-CACTGGTCTAGGACCCGAGAAG-3' 5-GGTGCCTCTGGAGATTTTCG-3'

Megjegyzés: A disszertacioban bemutatott RNS izolalast, RT-PCR-t, génexpresszids

vizsgalatokat kvantitativ PCR-al és az elemzését a szerzd végezte el.

4.9. RNS szekvenalas

Az RNS-szekvenalashoz (RNS-seq) az RNS-t Trizolate reagenssel (UD-GenoMed)
izolaltuk. Az RNS mindségét qPCR technikaval és Agilent BioAnalyzer késziiléken ellendriztiik
Eukaryotic Total RNA Nano Kit segitségével. A konyvtar készitést, szekvenalast és adatelemzést
a DE-AOK-BMBI-Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltat6 Laboratérium munkatarsai
végezték. Az RNA-Seq konyvtarakat a teljes RNS-b6l Ultra II RNA Sample Prep kit (New
England BioLabs) segitségével készitették. A szekvenalast Illumina NextSeq500 késziiléken
végeztek 75 ciklusos szekvendldssal. A nyers szekvencidkat az mm10 genomra illesztették
HISAT2 segitségével. A késobbi elemzésekhez a BAM fajlokat a Strand NGS programba
importaltak (Strand Life Sciences Pvt. Ltd., Bangalore, India). A szabalyozott gének azonositasara
moderalt t-teszteket alkalmaztak Benjamini-Hochberg korrekcio (p < 0,05 és (FC > 2,0)
alkalmazasaval.

Megjegyzés: Az RNS-seq kisérletek soran a sejttenyésztést, az RNS izoléalast, a mintak

koncentraciomérését és a qPCR-al torténd mindségi ellendrzést végezte a szerzo.
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5. Eredmények

5.1. Az IRF3, IRFS5 és IRF9 fehérjék koto régioinak feltérképezése

Az altalunk hasznalt CD8" DC sejtvonalban az IRF3, IRF5 és IRF9 magas szinten
fejezddik ki mRNS szinten (8. dbra). Harom masik IRF (IRF1, IRF2 ¢és IRF8) szintén magasan
expresszalodik, mig az IRF4, IRF6 ¢s IRF7 mRNS szintje joval alacsonyabb.

= 18
16
14
12
10
8

normalizalt mRNS szint (RPKM
o N B O

IRF1
IRF2
IRF3
IRF4
IRF5
IRF6
IRF7
IRF8
IRF9

8. dbra: Az IRF fehérjék mRNS szintje a CD8™ sejtvonalban, RNS-seq mddszerrel meghatdrozva.
A diagram hdarom kisérlet atlagat és szorasat dbrazolja, az osszes read-szammal és génhosszal

normalizadlva.

Az IRF3, IRFS5 ¢és IRF9 fehéréjék kotd régidinak feltérképezéséhez ChIP-seq kisérleteket
végeztiink. A CD8" DC sejteket 90 percig kezeltilk CpG-vel, pIC-vel illetve IFNp-al. Ezek az
agonistak hatékonyan aktivaljak azokat a receptorokat és jelatviteli itvonalakat, amelyek a
vizsgalando6 IRF-el vannak kapcsolatban. Ezek az Gitvonalak: pIC — TLR3 — IRF3; CpG — TLR9
— IRFS5 és IFNB — IFNAR1/2 — IRF9. A ChlIP-seq kisérleteket biologiai duplikaval végeztiik,
amelyek jol korrelaltak egymassal (9. A abra).
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9. dbra: A replikak és a kiilonbozo cisztromok dsszehasonlitasa. (A) Korrelacios hotérkép, amely
a ChlP-seq adatok Pearson korreldcios egyiitthatojat abrdzolja. (B) Az IRF3 és az IRFS5 ChIP-Seq

adataink osszehasonlitasa mas vizsgdlatokkal.

Azokkal a kotohelyekkel dolgoztunk tovabb, melyek egy adott minta mindkét replikéjaban
azonosithatéak voltak. Ezzel a modszerrel 25 203 (IRF3), 17 435 (IRF5) és 25 040 (IRF9)
kotdrégiot azonositottunk. Eredményeinkkel Osszehasonlitdé elemzést végeztiink nyilvdnosan
elérheté IRF3 és IRF5 ChlP-seq adatokkal (105-108)), melyet az 9B abra mutat. (Megjegyzés: a
tanulmanyunk (95) bekiildése ota tobb IRF9 ChIP-seq adat keriilt publikalasra (81, 109), melyek
akkor még nem voltak hozzaférhetdek.) Abban az esetben, ha az IRF3, IRF5 és IRF9 lefedettségi
érteke egy adott genomi régidra hasonlo értéket (0,5 <lefedettségi hanyados <2) ért el, IRF3, IRF5
¢és IRF9 fehérjék kozos kotd genomi régiordl beszeliink és kozos klaszternek nevezziik. Tovabbi
harom klasztert definidltunk, amelyekben az egyik IRF fehérje kotddése az adott genomi régiohoz
gyengébb volt, mint a masik két IRF-fehérje kotddése. Az IRF3-, IRF5- és IRF9-domindns
régiokat az 10C abra Ifnbl, 1112b és Eif2ak2 reprezentativ gének szabalyozo elemeivel

illusztraltuk. Ezeket a géneket IRF3, IRF5 és IRF9 célgénjeiként azonositottuk (110-112).
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10. abra: IRF3, IRF5 és IRF9 kétohelyek csoportositasa a kétési specificitas alapjan. (A) Az IRF
ChlP-seq szignalokat megjelenité RD (read distribution) abra, 2 kb régioban, az IRF csucsok
koriil centralva. A ChlP-seq kisérletekhez az egér DC-ket 90 percig kezeltiik pIC, CpG vagy IFNf
liganddal, majd meghataroztuk az IRF3, az IRF5 és az IRF9 kétohelyeit. A hét IRF-koto klasztert
az indukcios értékei alapjan osztalyoztuk. A dominans klaszterek normalizalt lefedettségi értékei
legalabb kétszeres kiilonbséget mutatnak a masik két IRF klaszterhez viszonyitva. (B) Az IRF3,
IRF5 és IRF9 adltal elfoglalt kotési régiok eloszlasat egy haromszog diagram mutatja. Az egyes
pontok helyét a haromszég belsejében a normalizalt IRF3, IRF5 és IRF9 lefedettségi értékek
alapjan szamitottuk ki. (C) IGV genombongészoben megjelenitett IRF3, IRF5 és IRF9 kot régioi
harom reprezentativ gén TSS koriili 40 kb-0s ablakban. A nyilak jelzik az IRF3-domindns (piros),
IRF5-domindns (kék) vagy IRF9-domindns (zold) kéto régiokat.

5.2. DNS-motivumok el6fordulasa az IRF klaszterekben

Hérom stratégia alkalmazéasaval elemeztiik a DNS-motivumokat a klaszterekben: (1) ,,de
novo” motivum kereséssel, (2) sulyozott motivum matrixok (PWM) feldisulasainak elemzésével
és (3) specifikus DNS-szekvencidk keresésével (11. abra). Mindharom stratégianak megvannak a
maga elOnyei €s korlatai, ezért ezeknek a megkdzelitéseknek a kombindlasa atfogdbb képet

eredményez.
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Az elsé megkozelitést (de novo motivum keresés, 12A-B abra) felhasznalva azt talaltuk, hogy az
IRF3- ¢és IRF9-dominans klaszterekben feldasult motivumok olyan DNS-motivumok voltak,
amelyek hasonloak az ISRE-hez, vagy ISRE kompozit elemekhez, példaul az ETS-IRF kompozit
elemhez (EICE) (113, 114) (12B 4bra). Osszhangban a korabbi IRF5 ChIP-seq vizsgalatokkal
(106, 107, 115), de novo motivum kereséssel nem sikeriilt azonositani ISRE motivumot az IRF5-
dominans klaszterben, azonban az ISRE félhely és gyenge IRF-Ets kompozit elem (IECS)
feldasulast mutatott (116). Ezek mellett az IRF-k6té motivumok mellett szamos mas motivumot
IS azonositottunk, koztiik az NF-kB-koté motivumot (kB vagy NFKB), a TPA valasz elemet
(TRE), a cAMP valasz elemet (CRE) és az IFN-gamma aktivacios szekvenciat (GAS). Ezek a
motivumok, olyan transzkripcios faktorok koto régioi, amelyek Gtvonal specifikusan aktivalodnak
az IRF-fehérjékkel. TLR aktivalas soran az IRF3 vagy IRFS5 egyiitt aktivalodik az AP-1 csalad
tagjaival, melyek a TRE vagy CRE motivumokhoz kétédnek (117), és az NFkB csalad tagjaival,
melyek az NFKB motivumhoz kétédnek (118). Az L. tipusu IFN-ok indukaljak az ISGF3 komplex
kialakulasat STAT1 homodimerekkel, melyek a GAS motivumhoz kétédnek (119-121).

A masodik megkozelitésiinkben motivum matrixok (position weight matrix, PWM)
feldusulasat vizsgaltuk a klaszterekben (13. és 14. dbra). A ,,de novo” motivum keresésekben a
hasonlé motivumok 0sszevonddnak, tovabba adott motivumok kozvetlen O6sszehasonlitasa a
klaszterek kozott nem lehetséges. Ebben segit a PWM-ek feldusulasanak vizsgalata. A HOMER
adatbazisbol és Ujraclemzett ChIP-seq adatokbol gytjtottiink IRF faktorok kotdhelyeiként
azonositott elemek PWM-jeit. Az ISRE, EICE, IECS és az egyiittesen aktivalt transzkripcios
faktor motivumok mellett harom hosszabb motivumot is vizsgaltunk. Az AP-1 és IRF kompozit
elemeket (AICE1 és AICE2), melyeket az IRF4/IRF8 és a ko-regulator transzkripcids faktoraik
kotéhelyeként (122-126), és a TISRE motivumot, melyet korabban az IRF1, IRF2 és IRFS8
fehérjék kotohelyeként azonositottak (127-129). Az egyes motivumok kiiszobértékét (cut-off
value) szisztematikusan hatdroztuk meg véletlenszeriien kivalasztott régidk halmaza alapjan, és a

PWM-ek feldusulasat ezekhez viszonyitva hataroztuk meg.
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12. abra: A de novo motivumok keresésének eredményei az IRF-klaszterekben. (A) IRF3-, IRF5-
és IRF9-domindns klaszterek, és (B) egyéb IRF klaszterek analizésének eredményei. Lathatjuk az
adott motivum logojat, azt, hogy melyik adatbazisban talalhato motivumhoz hasonlit, a motivum
frekvencidjat (%) az adott klaszterben (,,target”, tg) és a HOMER dltal véletlenszeriien generalt
hatteér szekvenciakon (,, background”, bg).

Eredményeink alapjan harom alapvetd megfigyelést tettiik. Elsé megfigyelésiink az volt,
hogy az IRF3 ¢és IRF9 dominans klaszterekben dusult fel a legjobban az ISRE motivum (13A
abra). Ezzel 0sszhangban az IRF3-IRF9 kozos klaszterben is magas volt az ISRE frekvenciaja
(13B abra). Masodik megfigyelésiink, hogy a TISRE motivum kiilondsen gyakori volt az IRF3-
dominéns, az IRF9-dominéns és IRF3-IRF9 kozos klaszterekben (13A-B é4bra). Harmadik
megfigyelésiink, hogy az EICE motivum az ISRE motivumokhoz hasonl6é dusulast mutatott a
vizsgalt klaszterekben. Ezek az eredmények nem jelentik azt, hogy az IRF3-dimerek és az ISGF3
komplex magas frekvnciaval kotik az EICE motivumot. Sokkal valdszinilibb, hogy az IRF3-
dimerek és az ISGF3 komplex eldnyben részesiti azokat a hozzaférhetd genomi régiokat, amelyek
a PU.1 és az IRFS altal kotottek és azaltal nyitottak. Mindkét transzkripcios faktor LDTF, azaz
felelések az adott dendritikus sejt alpopulacio sejttipus specifikus kialakulasaért (130), és

egylittesen kotik az EICE és IECS motivumot (116).
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13. dbra: IRF felismero szekvenciak motivumainak feldusulasa az (A) IRF3-, IRF5- és IRF9-
dominans klaszterekben, és (B) egyéb IRF klaszterekben.

A masodik megkdzelitésiink (PWM feldusulasok) tovabbi elemzéseiben azt vizsgaltuk,
hogy milyen el6fordulasa van az NFKB, TRE, CRE és GAS motivumoknak (14. dbra). Ezek a
motivumok olyan transzkripcids faktorok kotohelyei, melyek egyiitt aktivalod(hat)nak bizonyos
IRF-ekkel. A de novo motivum keresés eredményei és PWM feldasulasanak elemzései altalaban
Osszhangban voltak. Az egyetlen eltérést az IRFS dominéns klaszter esetében fiigyeltiik meg, ahol
a TRE és CRE motivumok a de novo elemzés soran feldusulast mutattak, azonban a sulyozott
motivum matrix analizis soran nem. Az NFKB motivum az IRF3-dominans, az IRF5-dominans,
valamint a k6zos IRF3-IRF5 klaszterben, mig a GAS motivum az IRF9 dominans klaszterben
dusult fel jelentésen (14A-B abra). A TRE motivum az IRF3-domindns, a kozos IRF3-IRF5 és
IRF3-IRF9 klaszterekben, mig a CRE az IRF3-dominans, és k6zos IRF3-IRF5 klaszterekben
fordult el6 nagyobb gyakorisaggal, mint a tobbi klaszterben (14A-B abra).

37



Feldusulas Feldusulas
PWM logdk 01 2 3 4 0 2 4 5
NFKB
AA‘:TICC NFKB
TRE
TcA TcA. o
-"T A'? TCAT CRE 1 IRF3-dom.
I IRF5-dom. CRE
..TTG-.= AAA GAS I IRF9-dom. IRF3 ésIRF5
IRF3 ésIRF9
GAS IRF5 ésIRF9

Kozds

14. abra: TLR altal aktivalt transzkripcios faktorok és STAT dimerek felismero szekvenciak
motivumainak feldusulasa az (A) IRF3-, IRF5- és IRF9-dominans klaszterekben, és (B) egyéb IRF
klaszterekben.

A harmadik megkdzelitésiink soran specifikus DNS-szekvenciak el6forduldsat vizsgaltuk
IRF klaszerekben. Eldszor az ISRE-félhelyeket elemeztiik (15. abra). A 4 bazis hossza ISRE-
félhely (5°-GAAA-3’) és valtozatai helyett azért valasztottunk 6 bazis hossza szekvenciakat, mert
az IRF-fehérjék kotddését az ISRE félhelyek 5° és 3° talnyuld végiikon talalhatd bazisok is
befolyasoljak (131). Készitettiink egy 6-mer listat (n=535, 15A &bra), amely tartalmazta a
kanonikus 5°’-GAAA-3’ ISRE félhely szekvenciat és két extra bazist harom lehetséges pozicidban
(5’-NNGAAA-3’, 5>-NGAAAN-3’ vagy 5’-GAAANN-3’), egy bazis eltérést engedélyezve.
Meghataroztuk ezeknek a 6-mer szekvencidknak a gyakorisdgat a klaszterekben. Sok olyan
szekvenciat azonositottunk (n=84), amelyek legalabb 1,5-szer gyakrabban fordultak el az IRF3-
, IRF5- és IRF9-dominans klaszterekben, mint a masik két dominans klaszterben. Legtobb (n=68)
ezek koziil a legnagyobb feldusuldst az IRF5-dominans klaszterben mutatta. Tobb 6-mer
szekvencia feldisulasa is egybeesett a korabbi ,,in vitro” vizsgalatok eredményeivel. A fehérje-
koté microarray (Protein binding microarray, PBM) vizsgéalatok azt mutattdk, hogy a 5’-
GGAAAC-3’szekvencia nagyobb affinitassal kotddik az IRF3 fehérjéhez, mint az IRFS, IRF6
vagy IRF9 fehérjékhez (131, 132). Ezzel a megfigyeléssel Gsszhangban azt talaltuk, hogy a
GGAAAC szekvencia feldusulast mutatott az IRF3-dominans klaszterben (15B abra, elsé
diagram). PBM kisérletek bizonyitottdk, hogy az IRF5 fehérje sokkal jobban toleralja az ISRE-
félhely 3. és 4. pozicidban 1évo bazisok eltérését a kanonikus szekvenciaktol, mint az IRF7 (132)
vagy mas vizsgalt IRF fehérjék (131). Tobb olyan 6-mer szekvenciat detektaltunk az IRFS
dominans klaszterben melyek bazisai ezekben a pozicidkban eltért a kanonikus szekvenciatol

(példaul CGACAC és CGAGAC, a masodik €s harmadik diagram 15B abran).
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15. abra: A kibovitett 6 bp hosszu ISRE félhelyek elofordulasa az IRF klaszterekben. (A) Az IRF-
dominans klaszterekben a 6-merek frekvenciajat a hotérkép mutatja. (B) Példdk az IRF3-, IRF5-
és IRF9-dominans klaszterekben feldusuldast mutato 6 bp hosszu ISRE félhelyek. A megjelolt
variansokat tartalmazo koto régiok eloszlasat haromszog diagramok mutatjak. Az egyes pontok
helyét a haromszog belsejében a normalizalt IRF3, IRF5 és IRF9 lefedettségi értékek alapjan

szamitottuk ki.

Tovabbi PBM kisérletek alapjan a TGAAAC szekvenciat nagyobb affinitassal kototte az IRF9
fehérje, mint az IRF3, IRF5 vagy IRF6 fehérjék (131). Elemzésiink soran azt talaltuk, hogy ez a
szekvencia és még tovabbi néhany 6-mer szekvencia (példaul: GAAACT, 15B abra, negyedik
plot) mutatott feldisulast az IRF9 dominans klaszterben.

A harmadik megkdzelitésiink tovabbi elemzéseiben olyan specialis ISRE variansok (n=37)
jelenlétét vizsgaltuk a klaszterekben, amelyeket korabbi tanulmanyok alapjan (128, 131-133) vagy
a sajat ISRE félhely 6-mer szekvencidk alapjan valasztottunk ki (16A abra). 20 olyan ISRE
varianst azonositottunk, amelyek legalabb 1,5-szer gyakrabban fordultak elé az IRF3-dominans
klaszterekben, mint a masik két klaszterben. Az IRF9-dominans klaszterekben 4 ilyen ISRE
varianst azonositottunk, viszont nem taldltunk olyan ISRE-variansokat, amelyek gyakrabban
fordultak volna el6 az IRF5-dominans klaszterben, mint a masik két klaszterben.

Osszhangban a 6-bp ISRE félhely eredményeinkkel, azt talaltuk, hogy a
GGAAANNGAAA szekvencia gyakrabban fordul el6 az IRF3-domindns klaszterben a tobbi
klaszterhez képest (16B abra, elsd diagram). Azok az ISRE variansok, melyekben két extra AA
bazist tartalmazott az 5° végén szintén nagyobb feldusulast mutattak az IRF3-dominans
klaszterben (16B abra, masodik diagram). Az EMSA ¢és a fehérje krisztallografias kisérletek soran
azt talaltak, hogy az ISGF3 komplex altal kotott szekvencidk hosszabbak, mint a 10 bp hosszu
konszenzus ISRE motivum, az IRF9 és a STAT fehérjék kotési preferenciaja miatt (80, 134).
Elemzéseink soran azt talaltuk, hogy az 5’-GAAANNGAAACT-3’ (16B éabra, harmadik diagram)

feldusulast mutatott az IRF9 dominans klaszterben.
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16. dbra: A specidlis ISRE szekvencidak eldforduldsa az IRF kotési Klaszterekben. (A) Az IRF-
dominans klaszterekben az ISRE szekvencidk elofordulasat hotérkép mutatja. (B) Példak az IRF3-
és IRF9-dominans klaszterekben feldusulast mutato specidlis ISRE szekvencidkra. A megjelolt
variansokat tartalmazo koto régiok eloszlasat haromszog diagramok mutatjak. Az egyes pontok
helyét a haromszog belsejében a normalizalt IRF3, IRFS5 és IRF9 lefedettségi értékek alapjan

szamitottuk ki.

5.3. A kromatin hozzaférhetosége az IRF klaszterekben

Ahogy a Bevezetésben attekintettiik, a SRTF-ek kotddésének nagy része a korabban (LDTF-
ek altal) ,.kijeldlt”, nyitott, hozzaférhetd enhanszer régiokban torténik (135, 136). A kromatin
nyitottsag és SRTF kotés kolcsondsen hat egymasra: a nyitottsag jelentds mértékben meghatarozza
a bekotddést, viszont a kotddés tovabb ,,nyitja” a régiot. Az LPS altal stimulalt makrofagokban azt
talaltak, hogy az IRF3 fehérje eldsegitheti a nukleoszomak atrendezddését és/vagy a korabban
zart/kevésbé hozzaférheté kromatin nyitasat (137). Az ISGF3 komplex altal torténé kromatin
nyitast szintén tanulmanyoztak (109, 138, 139). Tudomasunk szerint az IRF5 kromatin atrendezo
képességét nem vizsgaltdk atfogd tanulmanyokban. A kromatin hozzaférhetdsége fontos
meghataroz6 lehet az IRF-specifikus enhanszerek kivalasztasaban. Ezért megvizsgaltuk a
hozzaférhet6 kromatin régidkat ATAC-seq (29) kisérletekkel stimulalatlan (UT) DC-kben.

Kiszamoltuk az IRF-ek dsszes kotdhelye €s a klaszterekben a hozzaférhetd kromatin régiok
szazalékos aranyat (17A abra). Az IRF-ek 6sszes kotohelye esetében azt talaltuk, hogy a kiilonbség
kisebb volt (~13%) a legalacsonyabb és a legmagasabb frekvencia kozott (IRF3: 56,8% és IRFS5:
69,8%). Az IRF klaszterek esetében sokkal nagyobb kiilonbséget (~50%) detektaltunk a
legalacsonyabb és a legmagasabb frekvencia kozott (IRF3-dominans: 23,8% vs. Kozos: 73,8%).
A specifikus klaszterek koziil az IRF5-domindns klaszterekben talaltuk a legtobb hozzaférhetd
kromatin régiot (62,4%). Az IRF3-koto régiok, a hozzaférhetd kromatin régiok és a kanonikus

ISRE (5’-GAAANNGAAA-3’) szekvencia atfedését szintén meghataroztuk (17B abra).
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17. dbra: A kromatin nyitottsiga az IRF kotohelyeken ATAC-seq adatok alapjan. (4) A nyitott
(ATAC-seq porzitiv) régiok eldforduldsa kezeletlen dendritikus sejtekben az IRF-ek dsszes
kotohelye (,, cistromes”) és IRF klaszterek esetében. (B) Az IRF3 kotohelyek (6 oras pIC-kezelést
kovetéen, ChIP-seq) dtfedése a kanonikus ISRE szekvenciak helyeivel és a nyitott (ATAC-Seq
pozitiv) genomi helyekkel. (C) Az IRF3, IRF5 és IRF9 kotohelyei, valamint az ATAC-seq szignalok
az IGV genombongészoben a Ccl5 genomi régioban. Két olyan hely (1. és 4. szamu) kiemelve,

amelyeken a stimulacio elott nem volt detektalhato az ATAC szignal.

A kanonikus ISRE szekvencidknak csak kis részét (<1%) foglalta el az IRF3 in vivo
aktivalas utan. Ezzel szemben a stimulacio eldtt hozzaférhetd régiok ~35% -at foglalta el az IRF3
fehérje. Egy adott gén tobbféle IRF kotohellyel lehet kapcsolatban. A mar megjel6lt (nyitott) és a
koté régiok sokféleségére reprezentativ példa a Ccl5 gén szabalyozo elemei (17C abra).
Osszességében megillapitottuk, hogy az ATAC-negativ régidk feldusultak az IRF3- és IRF9-
dominans régiokban, ami arra utal, hogy a ,,zart” nehezen hozzaférheté kromatin hozzajarul az
IRF3- és IRF9-dominans (de nem a IRF5-dominans) kotéhelyek specificitasahoz, mas IRF-ek
kotddésének kizarasaval. Megfigyeléseink Osszhangban allnak mas transzkripcids faktorokkal
kapcsolatos eredményekkel, amelyek arra utalnak, hogy a kromatin allapota kulcsszerepet jatszik

a szelektiv transzkripcios valaszok kialakitasaban (140).

5.4. Az IRF dominancia prediktalasa gépi tanulasi modszerrel

A gépi tanuldsi moédszerek egyik alkalmazasa ,,0sztalycimkék” predikcidja bemeneti
adatok alapjan. A Random Forest segitségével megvizsgaltuk, hogy az IRF dominanciat milyen
pontosan lehet prediktdlni a kotOhelyek jellemzdinek felhaszndlasaval. Paronkénti
Osszehasonlitast végeztiink gy, hogy a kotéhelyek klaszter-cimkéje (IRF3-, IRF5- vagy IRF9-
dominans) szolgalt ,,osztalycimkeként” (18A &bra). Bemeneti adatként tiz motivum PWM
pontszamait, az ATAC-seq szignalértékeket, ISRE variansok €s 6-mer szekvencidk eléfordulési

értékeit alkalmaztuk, vagy ezek kombinacidjat hasznaltuk. A predikcio pontossagat a helyes és az
41



Osszes predikci6é ardnya alapjan adtuk meg, a predikcid helyes volt, amikor az eredeti és a
prediktalt osztalycimkék megegyeztek. Jelenetds kiilonbség volt, annak fliggvényében, hogy
melyik jellemzdket hasznaltuk a predikciohoz (18B éabra).

A B 90 |
|RF3 dom = 80 Predikci6 az alabbi jellemz6k alapjan
o= @ |RF-k6t6 motivumok (n=6)
Random g % 70 | O tarsfaktor motivumok (n=4)
Forest E a @ Kromatin hozzaférhetdésége (n=1)
predikcié IRF a £ 60 ISRE variansok és 6-merek (n=37+30)
dominancia alapjan g 0 W 0sszes jellemzdé (n=78)

IRFS-dom. 4—» IRF9-clom.

18. abra: Az IRF dominancia prediktalasa. (A) A Random Forest modszer paronkénti
osszehasonlitisa. (B) A predikcio pontossdaga Random Forest modszerrel, kiilonb6z6 bemeneti
adatok (IRF-k6té motivumok, egyéb SRTF motivumok erdssége, az ATAC-seq szignalok, az ISRE-
variansok és a 6-merek eldfordulasi gyakorisagai, vagy az Osszes jellemzo egyiitt)

felhasznalasaval.

Osszességében az eredmények azt mutattak, hogy minden jellemz6 figyelembevételével az
osztalycimkék nagy pontossadggal (~80-85%) prediktalhatdak voltak, amikor az IRF5-dominans
klasztert 0sszehasonlitottuk a masik két dominans klaszterrel. Az osztalycimke prediktalasa
kevésbé volt pontos (~65%) az IRF3-dominans ¢és az IRF9-dominans klaszterek
Osszehasonlitasakor. Ez azt jelenti, hogy az IRF5-dominans klaszter jelentdsen kiilonbozik a masik
két klasztertdl, mig a kotéhely jellemzdk alapjan az IRF3 és IRF9 dominans klaszterek kevésbé

valtak el egymastol.

5.5. Az IRF3-, IRF5- és IRF9-dominans régiok és az IRF-ek altal szabalyozott transzkripcios
programok kapcsolatanak vizsgalata

Az IRF klaszterek feldiisulasat megvizsgaltuk harom transzkripcids program génjeinek
kibdvitett promoter régioiban (19. abra). Az antiviralis citokinek, a gyulladdsos program génjei
(citokinek ¢€s transzkripcios faktorok), és az antiviralis ISG-k koziil sokat az IRF3, az IRF5 és az
IRF9 fehérjék célgénjeként azonositottak (141-145). Harom génlistat allitottunk 6ssze a GO (The
Gene Ontology) listak és a szakirodalom (90, 91) alapjan.

Az antiviralis citokinek (n=25), a gyulladdsos program génjei (n=119) és az antiviralis ISG-
k (n=63) transzkripcids starthely koriil 20 kb méretii régioit (TSS £ 10 kb) meghataroztuk, majd
azonositottuk ott az IRF kotShelyeket (19A abra). Ezutan megvizsgaltuk az adott kotohely tipusat,
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¢s kiszamitottuk a relativ (klasztermérettel normalizalt) feldasulast (19B abra). Az elemzés soran
azt talaltuk, hogy az antiviralis citokinek TSS + 10 kb régioiban az IRF3 dominans klaszter (és
kisebb mértékben IRF3-IRF5 kozos klaszter) mutatott feldusulast. A gyulladasos programban
részt vevo gének TSS £ 10 kb régidiban az IRF5-dominans és az IRF3-IRF5 kozos klaszterek
dusultak fel, mig az antivirdlis ISG-k TSS + 10 kb régidiban, az IRF9 dominans ¢és az IRF3-IRF9
kozos klaszterek fordultak el leggyakrabban (19B é4bra). Megvizsgaltuk az azonositott, fenti
harom génlistdhoz kapcsolhatd 28 IRF3-, 62 IRF5- és 45 IRF9-dominans kotéhelyek jellemzd
DNS motivumait és kromatin nyitottsagat (19C éabra). Az clemzés azt mutatta, hogy a teljes
klaszter és azon részhalmazai a legtobb esetben hasonld mintdzatot mutattak. Kiilonosen felttind
volt az IRF5-dominans kotéhelyek magas NFKB motivum pontértéke és ATAC-seq szignalja,
illetve alacsony ISRE motivum pontértéke (19C é&bra).

Az IRF3, IRF5 ¢és IRF9 kotddésének és génexpresszid kapcsolatdnak viszgalatdhoz
reprezentativ géneket valasztottunk ki (20. abra). Olyan antivirdlis citokineket, gyulladasos
citokineket és antiviralis ISG-ket azonositottunk, amelyek az IRF3, IRF5 vagy IRF9 dominans
csucsokkal asszocidltak a promoter régidikban (20A dbra). RT-qPCR technika alkalmazaséaval
megvizsgaltuk az mRNS szintjiiket kiilonb6z6 ligandok jelenlétében, az id6 fliggvényében (1,5-

12 ora).

3 génszett a GO S1P CSE‘I?SOK 3 génszett
adatbazishol és e s génieinek —REdom | o
dsszefoglalé ?( ol + 10 kb azonostasaa teljes klaszter = IRF5-dom. UE“S_Z?I“ < i6k
kozlemenybdl lt];ol_ségig 7 klaszterben — IRF9-dom. asszocialt regiol
ISRE ISRE
B 10 10 4

TISRE ATAC
Antiviralis citokinek (n=25 genes)
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19. dbra: Az IRF klaszterek kotéhelyeinek és a transzkripcios program kapcsolata (A) A
feldusulas-elemzés lépéseit mutato séma. (B) Az IRF-koté klaszterek feldusulasa a hdarom
transzkripcios programhoz tartozo geének transzkripcios starthelye (TSS) koriili 20 kb méretii
régiokban. (C) A grdfok az IRF3- (piros), IRF5- (kék) és IRF9-domindans (z6ld) kotd régiok a DNS
motivumok és ATAC-seq szignaleértékek medianjat mutatjak. Az értékeket a teljes klaszterekbol
(balra) vagy a hdarom transzkripcios programhoz tartozo gének TSS koriili 20 kb-os régiok

(jobbra) kétohelyeibdl szamoltatva.
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Megallapitottuk, hogy a kivalasztott antiviralis citokineket, az inflammatorikus citokineket
¢s az antiviralis ISG-ket a leghatékonyabban rendre a pIC, a CpG ¢és az IFN-B szabalyozzak (20B
abra). Fontos kiemelni, hogy mivel a géneket szamos enhanszer szabalyozhatja, és a TLR
jelatviteli utvonalak egyszerre tobb SRTF-t aktivalhatnak, az adott ligand hatasat nem feltétleniil
kizardlag csak ezek a régiok és vizsgalt IRF fehérjék medialjak. Eredményeink azt mutattak, hogy
a régiok, amelyek tulnyomorészt IRF3, IRF5 vagy IRF9 fehérjék altal szabalyozottak, fontos
kot6helyek az adott transzkripcios valaszokhoz. ChIP-qPCR modszer segitségével megvizsgaltuk,
hogy a TLR ¢és IFN utvonalak kozott kimutathatd-e egyiittmiikodés vagy gatlas kombinalt
ligandkezelések esetén (21. abra). Ezekben a kisérletekben a DC-ket egy agonistaval, vagy a
ligandok kombinacioival stimulaltuk. Megallapitottuk, hogy az IRF3 kotddését az antiviralis
citokinek IRF3 dominans régioihoz az Osszes kombinalt kezelés gatolja. Az IRF5 kotddése a
gyulladasos gének IRF5-dominans régidihoz nagyobb feldusulast mutatott, amikor a pIC + CpG
kombinalt kezelést alkalmaztuk. Mivel az IRF5 fehérjét a TLR3 és a TLRY agonista is aktivalta, a
megndvekedett IRF5-kotddésének a két ttvonal kozotti egylittmiikodés lehet az oka. Végiil, az
IRF9 kotddése az antiviralis ISG-k IRF9-dominans régiéihoz hasonld volt, amikor az IFNB-t
onmagaban vagy CpG-vel kombinalt kezelést alkalmaztuk, ami arra utal, hogy a TLR9 ttvonal

nem képes gatolni az IRF9 aktivaciojat vagy kotodését.
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20. abra: Az IRF3, IRFS és IRF9 kétodeésének és a génexpresszio kapcsolata reprezentativ gének
esetében. (A) Az IRF3, IRFS5 és IRF9 kotédésének IGV genombdngészében valo megjelenitése
harom reprezentativ antiviralis citokin (fent), gyulladasos citokin (kézépen) és antivirdlis ISG
sejtekben, amelyet pIC, CpG és IFNf-ligandokkal stimulaltunk. Az expressziot az Rplp0-hoz
viszonyitva normalizaltuk. A diagramokon harom parhuzamos kisérlet atlagat és SD-jét lathatjuk.
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Ezzel szemben a TLR3 ttvonal gatolta az IRF9 aktivacidjat vagy kotddését az IRF9-

dominans régiokba. Ezek az eredmények egyiittesen azt sugalljak, hogy az IRF-ek és mas SRTF-

ek kozotti verseny vagy egyiittmiikodés jelentdsen befolyasolja az IRF3, IRFS és IRF9 fehérjék

kotddését. Figyelembe véve, hogy vannak TF-ok, amelyeket kiilonb6z6 mértékben mind a

TLR3, mind a TLR9 képes aktivalni (pl. IRF3, IRF5 és AP-1), megallapithato, hogy ezeknek az

utvonalaknak vannak k6z0s célpontjai. Ezért 6sszességében megallapithatd, hogy az egyiittes

ligandkezelés esetében az interakciok megvalosulhatnak Gtvonalak kozott, IRF-ek kozott illetve

IRF-ek és mas SRTF-ek kozott.

IRF3 ChlP-gPCR

IRF5 ChiP-gPCR

IRF9 ChIP-gPCR
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21. abra: Az \RF-kotés az antivirdlis citokinek, gyulladdsos gének és antivirdlis ISG-k promoter
régioiban. Az ChIP-PCR adatok a pdarhuzamos replikik dtlagat és SD-jét mutatjak. Az IRF3
(piros), az IRF5 (kék) és az IRF9 (zold) kotését nem stimulalt (UT), és pIC, CpG, IFN-f vagy
ezeknek a ligandumoknak a kombindcidjaval stimulalt (90 percig) DC-kben mértiik.

5.6. Az effektor ISG-k lehetséges szabalyozéelemeinek azonositasa

A fentebb ismertetett eredményeink publikalasa utan (95) Gjabb, IRF-ek kotésével
kapcsolatos vizsgalatokat végeztink. Az IRF-specifikus kotOhelyek elemzése utdn olyan
kisérleteket végeztiink, amelyben az effektor ISG-k szabalyoz6 elemeit azonositottuk és
karakterizaltuk CD8" DC-ben (146). Elészor RNA-seq felhasznalasaval elkészitettiik azoknak az
ISG-knek a listdjat (n=1936), amelyek 6 o6ras IFNB-kezelés utan legalabb kétszeres indukciot
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mutattak. Az ISG-k listajabol kivalasztottuk azokat a géneket, amelyeket korabbi vizsgalatokban
,antiviralis effektorként” irtak le (90, 91). Ily modon 37 effektor ISG-t azonositottunk (22. abra).
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22. abra: Az |FNp-aktivalt ISG-k expresszios szintje kezeletlen és IFNf-kezelt dendritikus
sejtekben. Vizsgalatainkhoz RNA-seq modszert hasznaltunk, az effektor ISG-k (n=37) mRNS
szintjeit kezeletlen, 90 percig és 6 oradig kezelt DC-kben hataroztuk meg. A grafikon 3 replika

normalizalt atlagértékeit mutatja.

Az effektor 1SG-k szabalyozo elemeit az IRF9 kothelyeinek feltérképezésével
azonositottuk. Egy adott sejtben aktiv (vagy aktivalhatd) génszabalyozo elemek tobbféle
modszerrel azonosithatéoak, de minden modszernek megvannak a korlatai (147-149). Az egyik
lehetséges modszer az aktivalt SRTF-ek feltérképezése. Ennek az lehet a hatranya (ha nem
kombinaljuk mas moédszerrel), hogy nincs informacionk arrdl, hogy a bekotddés az enhanszer
aktivitasaval jar-e. Bizonyos Gtvonalak esetében probléma lehet tovabba, hogy egy receptor tobb
SRTF-et aktival (pl. TLR-ok esetében az NF-kB, AP-1, IRF faktorok), amelyek kotohelyei csak
részben fednek at. Esetiinkben ez utobbi nem volt jelentds probléma, mivel az IRF9 alapvetd
komponense az IFN-indukalt transzkripcids programoknak.

A szabalyoz6 elemek és a szabalyozott gének Osszekapcsoldsa tovabbra is jelentds
technikai kihivas (150). Mivel az enhanszer-promoter kolcsonhatasok tobbsége ~50 kb tavolsagon
beliil torténik (151), és tobbnyire a kotérégiok a legkozelebbi gén expressziojat szabalyozzak,
lehetséges a szabalyozott gének kozelség alapjan torténd eldrejelzése. Fontos megjegyezni, hogy
az enhanszer-promoter parok dsszerendelése ebben az esetben csak becslés vagy feltételezés, és
bizonyos esetekben téves hozzarendelésekhez vezethet (147). Mindazonaltal, ez a megkozelités
kisérleteket nem igényel, egyszerli bioinformatikai modszerrel elvégezhetd és az esetek jelentds
részében az enhanszer-promoter parok Osszerendelése helyes, ezért altalanosan alkalmazzak és

ebben a tanulméanyban mi is ezt hasznaltuk.
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Az elemzésiinkhoz az IRF9 ChIP-seq adatainkat hasznaltuk. Tovabbi ChIP-seq kisérleteket
is végeztiink STATI1, STAT2 ¢és RNS-polimeraz II (Pol-II) ellenes antitestek felhasznalaséaval.
Osszesen 27546 IRF9 kotérégiot azonositottunk IFNB-vel stimulalt DC-kben (konszenzus set:
replikak kozos régioi). 9289 régidt azonositottunk, amelyekben az 6sszes ISGF3 alegység (IRF9,
STATI és STAT?2) kotddését kimutattuk az IFNB-vel stimulalt DC-kben. Osszesen 78 IRF9
kotorégiot azonositottunk, amelyekhez egy effektor ISG-t rendelt a HOMER algoritmus
legkozelebbi génként. A 78 kotdrégiobol 34 talalhatd a transzkripcid kezddhelyétdl 1 kb-on beliil
(TSS-proximalis IRF9 kotoérégiok). A tobbi IRF9 kotérégid ettél nagyobb tavolsagra volt,
maximalisan 33 kb-ra (23A abra). Meghataroztuk az ISGF3 alegységek kotését, és azt talaltuk,
hogy az IRF9 szignalintenzitasokkal korrelaltak a STAT1 és STAT?2 szignalintenzitasok ezekben
a régidkban (23B abra).
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23. abra: Az effektor ISG-k szabalyozo elemeinek feltérképezése IRF9 k(')'té'helyek azonositasaval.

+33 kb

effektor ISG-k kozelében
talalhaté IRF9 kotéhelyek

18 kb 1SS

|

(A) IRF9 kotohelyek koziil azokat szelektaltuk ki, amelyekhez effektor ISG-ket azonositott a
HOMER program legkozelebbi génként. Ezeket a kotohelyeket a transzkripcios starthelytol (TSS-
tol) valo tavolsag alapjan TSS-proximalis (kevesebb, mint 1 kb), és TSS-disztalis IRF9
kotohelyekre osztottuk. (B) Az effektor 1SG-khez IRF9 kotohelyeken (egy 4 kb méretii ablakban)
mutatja az abra az IRF9, STATI és STAT2 ChlP-seq szigndlértékeket.

Egy reprezentativ effektor ISG 30 kb régidja az IRF9, STAT1, STAT2 csucsok a Pol-1I-
vel egylitt a 24A é4bran lathatok. Fontos megfigyelésiink volt, hogy az IRF9 szignalintenzitasok
magasabbak voltak a TSS-proximalis régiokban, mint a TSS-disztalis régiokban (24B. abra). Az
effektor ISG-k tobbsége (n = 30) olyan IRF9 kotohellyel volt kapcsolatban, amely kevesebb, mint
1 kb-ra volt a TSS-t6l. Az effektor ISG-ket a kapcsolodd IRF9 csucsok szama alapjan
osztalyoztuk. Mint korabban emlitettiik, 3 gén volt, amelyekhez nem tarsult IRF9 cstcs. A legtobb
effektor ISG (n = 25) egy vagy két IRF9 cstuccsal, mig 9 effektor ISG harom vagy tobb IRF9
csucshoz kapcsolddott (24C édbra).
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24. abra: Az effektor ISG-k szabdlyozo elemei. (A) A genombongészo egy reprezentativ effektor
ISG két szabalyozo elemén mutatjia az IRF9, STATI, STAT2 és Pol-II szigndlokat egy 30 kb
régioban. (B) Az effektor ISG-khez rendelt TSS-proximalis és TSS-disztdlis IRF9 szignalértékei (t-
teszt, **p < 0,001). (C) Az effektor 1SG-khez rendelt IRF'9 kotéhelyek szama.

5.7. Az ISRE és TISRE az effektor ISG-k szabalyoz6 régioiban

Megvizsgaltuk az [ISG-khez tartozo IRF9 koétorégiokban az ISRE (5'-GAAANNGAAA-3')
szekvencia jelenlétét. Az ISRE szekvenciat az effektor ISG-khez tartoz6 78 IRF9 kotdhely koziil
43-ban azonositottuk. Ez az eléfordulasi gyakorisag (55,1%) magasabb volt, mint a mas ISG-khez
tartozo régiokban szamolt frekvencidk (25A abra). A HOMER program segitségével minden IRF9
kotéhelyben azonosithattuk azokat a szekvencidkat, amelyek leginkdbb hasonlitottak az ISRE
motivumra, és meghataroztuk a motivum pontszamat, amely tiikr6zi az azonositott szekvencia
sulyozott motivum matrixhoz valo hasonlosadgat. A motivum pontszamok vizsgalata az effektor
ISG-hez rendelheté TSS-proximalis és TSS-disztalis IRF9 kotéhelyeken azt mutatta, hogy a
pontszamok alacsonyabbak a TSS-tdl disztalisan elhelyezkedd kotéhelyeken (25B 4bra).
Kiszamoltuk az TISRE el6fordulasi gyakorisagat is, és azt tapasztaltuk, hogy tobb mint haromszor
gyakoribb volt az effektor ISG-khez tartoz6 IRF9-kotd régiokban mas ISG-khez képest (29,5%,
78 kotéhelybdl 23-ban) (25C abra). A kovetkezo 22 effektor ISG tartalmazta a TISRE motivumot
az IRF9 kot régidiban: Bst2, Ddx60, Eif2ak2, Gbp2, Gbp3, Ifitl, Ifit2, Ifit3, 1sg15, 1sg20, Mx1,
Mx2, Oasla, Oaslc, Oaslg, Oas3, Oasl2, Rnasel, Samhdl, Trim21, Trim5, és Zc3havl. A legtobb
TISRE csak 1-2 bazissal kiilonbozott a kanonikus 5’-GAAANNGAAANNGAAA-3

’szekvenciatol (25D abra).
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25. abra: Az effektor ISG-k szabalyozo elemeiben azonosithato ISRE és TISRE elemek. (A) Az
effektor 1ISG-k és mds kontrollként haszndalt génlistakhoz tartozo kotéhelyek szabalyozo elemeiben
azonosithato ISRE elemek szdzalékos eldforduldsa. (B) Az effektor ISG-khez rendelt TSS-
proximalis és TSS-disztalis ISRE-K motivum-értékei (t-teszt, ***p<0,001). (C) Az effektor 1SG-k
és mas kontrollként hasznalt genlistakhoz tartozo kotohelyek szabalyozo elemeiben azonosithato
TISRE elemek szdzalékos eléforduldasa. (D) Az effektor 1SG-k szabadlyozé régioban azonositott
TISRE szekvencidk.

5.8. A kromatin nyitottsag viszgalata az effektor ISG-k szabalyozo6 elemeiben

Ahogy kordbban attekintettiik, az SRTF-ek kotddését nemcsak a DNS-motivumok
hatarozzak meg, hanem mas fehérjékkel vald kolcsonhatasok, epigenetikai szignilok ¢és a
kromatin nyitottsaga is (26A abra). Az ISGF3 képessége a kromatin nyitottsag atalakitasara jol
dokumentalt jelenség (84, 109, 152), ezért ezt tanulmanyunkban nem vizsgaltuk. Harom kérdésre
kerestiik a valaszt az effektor ISG-k szabalyozoé régioik nyitottsagaval kapcsolatban: (1) Milyen
mértékben nyitottak az effektor ISG-k TSS-proximalis és TSS-disztalis IRF9 kotéhelyei a
stimulaci6 elétt a DC-kben? (2) Mennyire nyitottak az effektor 1SG-k TSS-proximalis és TSS-
disztalis IRF9 kotohelyei mas sejtekben? (3) Mennyire nyitottak a DC-kben és a kiillonb6z6
sejttipusokban az egyes gén-szettek promoter régioi? Ezeknek a kérdéseknek a megvalaszolasahoz
sajat ATAC-seq adatainkat és nyilvanosan elérheté InmGen adatokat (104) hasznaltunk.

Elsé kérdésiink megvalaszolasdhoz meghataroztuk az elérhetd régiok gyakorisagat
kiilonbozd kotdhely listakban (26B abra). Megallapitottuk, hogy az 6sszes IRF9 kotéhelyek nagy
része nyitott (ATAC-seq pozitiv) volt a stimulécio el6tt (69,0%), ami arra utalt, hogy mas SRTF-

ekhez hasonléan az ISGF3 is jelentds mértékben kotédik a mar 1étezé nyitott (aktiv vagy
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aktivalhato) régiokhoz. Az effektor 1SG-khez kapcsolodd TSS-proximalis IRF9 cstcsok
gyakrabban voltak elérhetdk (79,4%), mint a TSS-disztalis IRF9 kotéhelyek esetében (65,9%). Az
ATAC-seq szignalintenzitasokban nem észleltiinkkiilonbséget a TSS-proximalis és a TSS-

disztalis IRF9 csucsok kozott (26C abra).

A B IRF9 kotshelyek C
; IRF9- az effektor 1SG-k kozelében S 25
DNA motivum osszes IRF9  STAT1/2 58 o0
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) e 2 2151
(] [
0802 (OO 4 4 Vi
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g . 69.0% 81.7% 79.4% 65.9% 3 91
hozzaférhetd ¥ 1
kromatin O——7—
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TSS-diszt

26. dbra: A kromatin nyitottsaga az effektor ISG-Khez rendelheté IRF9 kotéhelyeken a DC-ben.
(A) Az dabra egy tipikus aktivalhato szabalyozo elemet mutatt, aminek a nyitottsagat (igy
aktivalhatosagat) meghatarozzak a mar bekotédott TF-ok, altalaban LDTF-ek. (B) A kromatin
nyitottsaga az az osszes IRF'9 kotohelyen, illetve a TSS-proximalis és TSS-disztalis effektor ISG-
khez rendelheto IRF9 kotohelyeken. A nyitottsag meghatarozasa kezeletlen DC-kben tortént
ATAC-seq mddszerrel. (C) Az effektor 1SG-khez rendelt TSS-proximalis és TSS-disztalis
nyitottsaga ATAC-seq szignal-értékekkel kifejezve.

Masodik kérdésiink megvalaszolasahoz megvizsgaltuk az effektor ISG-khez rendelt IRF9
kotohelyek nyitottsagat letdltheté InmGen ATAC-seq adatokat felhasznalva (104). Kiszamitottuk
az ATAC szignal-értékeket 34 TSS-proximalis és 44 TSS-disztalis IRF9-kotd régioban 92
immunsejttipusban (27A 4bra). A variacios egyiitthatd (CV) értékeit hasznaltuk a sejtek kozotti
variancia szamszerlsitésére. Azt talaltuk, hogy egy adott effektor ISG TSS-proximalis IRF9
kotéhelyeinél az ATAC szignal-értékek jellemzden kevésbé valtoztak (alacsonyabb CV-t
eredményezve), mint a TSS-disztalis IRF9 szignal-értékek (27B abra). Ezek az adatok azt
sugalljak, hogy sok TSS-disztalis szabalyozdelem sejtspecifikus moédon miikodik, az ISGF3
kotddése ezekhez a helyekhez sejtspecifikus kotddési mintakat €s célgénaktivaciot mutatnak (20,
54).

Harmadik kérdésiink megvalaszoldsdhoz elemeztiik a DC-k és kiilonbozd sejttipusok
promoter régidinak nyitottsagat. Ezekben az analizisekben két tovabbi génlistat, a haztartasi gének
(housekeeping genes, HK) (n=31) és a gyulladassal kapcsolatos citokinek (IR, inflammation-
related, n=36) listajat is elemeztiik 6sszehasonlitasként. A DC-kben az ATAC szignal-értékek
medianjat és a 92 sejttipusban az ATAC-seq szignal-értékek CV-jét kiszamitottuk (27C abra). Azt
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talaltuk, hogy DC-kben az ATAC szignal-értékek median értékei hasonloak az ,,0sszes egyéb ISG-
k értékéhez, ¢s magasabbak, mint a legjobban indukaldédo ISG-k és az IR-citokinek értékei (27C
abra, bal oldali diagram). A kiilonboz6 immunsejteket 6sszevetve az ATAC-jelek CV-jében az
effektor ISG-k ¢és mas ISG-listak kozott (27C abra, jobb oldali diagram). A HK gének
homogénebbek voltak (alacsonyabb CV értékek, kisebb szdrassal), mint barmely mas génlistanal
szamolt adatok. Az ATAC-jelek CV-je magasabb volt az IR-citokinekben, mint a tobbi készletben
(27C abra, jobb oldali diagram).
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27. abra: A kromatin nyitottsaga az effektor ISG-khez rendelheté szabdlyozo elemeken kiilonbozé
immunsejtekben. (A)4 hétérkép az effektor ISG-khez rendelt IRF9 kotéhelyek nyitottsagat mutatja
ImmGen ATAC-seq adatokat (104) felhaszndlva 92-féle immunsejtben. (B) A varidacios egyiitthato
(CV) értékei a sejtek kozotti varianciat mutatjak a TSS-proximalis és disztalis effektor ISG-khez
rendelheto IRF9 kétohelyeken. (C) Gének promoter régioinak nyitottsaga. A bal oldali diagram
kiilonbozd geénlistak génjeinek promotoreinek nyitottsagat mutatia DC-kben. A job oldali diagram
az ATAC szignal-értékek medianjat mutatja 92 immunsejtben. HK, haztartasi gének (housekeeping

genes); IR-cytokines, gyulladassal kapcsolatos citokinek, (inflammation-related cytokines).
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6. Megbeszélés

Az els6 tanulmanyunkban (95) vizsgalt IRF-ek, az IRF3, IRF5 és IRF9, eltérd, de részben
atfedd szerepet jatszanak az antiviralis citokinek szabalyozaséban, a gyulladdsos reakciokban és
az antiviralis allapot kialakitdsadban. Eredményeink azt mutattak, hogy az IRF fehérjék altal
felismert DNS-motivumok és a tovabbi jellemzok, példaul a tarsfaktorok kotddése és a kromatin
hozzaférhet6sége szerepet jatszanak a specifikus-kotés kialakitasaban. Fontos megjegyezni, hogy
az IRF-dominans klaszterek régioi eltéréek voltak, és nem minden régiora volt igaz az adott
klaszter jellemzdinek a mintazata. A régidk valtozatossaga és az a tény, hogy egy adott jellemzd
nem csak kizarolag egy klaszterben fordul eld, azt jelzi, hogy kiilonbozé jellemzok sorozata
kombinatorikus médon befolyasolja az IRF-specifikus kotédést, és nem kizardlag az erésen
polarizalt DNS-szekvencidk. A vizsgalati rendszeriinkben azonositottuk és dsszehasonlitottuk az
IRF3-, IRF5- és IRF9-domindns régidkat. A harom dominans klaszter koziil az IRF5-dominédns
klaszter alapvetden kiilonbozott az IRF3- és IRF9-dominans klaszterektdl. Az IRF5 fehérje harom
potencialis mechanizmuson keresztiil foglalhat el genomi régiokat: homo- vagy heterodimerként,
monomerként és kdzvetett médon kotddhet az ISRE-hez. Eredményeink azt mutattak, hogy az
ISRE motivum feldasult az IRF3 és IRF5 megosztott és a kozos klaszterben, ami arra utalhat, hogy
az IRF5 fehérjék egy része heterodimerként kotédik a kanonikus ISRE motivumhoz. Azon
megfigyelések alapjan, hogy a de novo motivum kereséssel ISRE félhelyeket azonositottunk az
IRFS5 cisztromban, és egy masik tanulmanyban PBM vizsgalatok alapjan azonositott IRF5 logd
hasonlit az ISRE félhely motivumra (GAAA) (153), nem feltétleniil jelenti azt, hogy az IRF5
fehérje dominansan vagy kizarélag monomerekként kotddik a DNS-hez. Andrilenas és
munkatarsai szerint (153) a rovidebb logd egy dimer helyet képvisel, aminek az a kovetkezménye,
hogy egy IRF5 fehérje az ISRE félhelyhez erdteljesebben kapcsolodik. Tehat, a PBM kisérletek
alapjan az IRF5 dimerként kotddik, és az aszimmetrikus ISRE-félhelyeket preferalja (153). A
harmadik mechanizmus szerint az IRF5 nem kéti kdzvetleniil a DNS-t, hanem mas transzkripcids
faktorok hatdrozzak meg a kotéhelyét. Ezt a mechanizmust bizonyitottdk az IRF3 fehérje esetében,
amely szignal-specifikus kofaktorként funkcional az NF-«kB-fliggé gének transzkripcidjanak
aktivalasa soran anélkiil, hogy az ISRE motivumhoz kétédne (141, 154). Az IRF5 fehérje altal
kozvetitett génszabalyozas igazoldsa, amely a fehérje kozvetett kotddése révén valdsul meg
tovabbi kisérleti megerdsitést igényel.

Vizsgalatunk soran azt talaltuk, hogy az IRF5-domindns klaszternek harom jellemzd
tulajdonsaga van. Az elsé megallapitdsunk, hogy az IRF5 dominans régiok tobbsége nem tartalmaz
ISRE motivumokat. Egy nemrégiben elvégzett tanulményban bizonyitottak, hogy az ISRE-félhely
5’ és 3’ végén C-tdl eltérd bazisok (5-CGAAAC-3) megakadalyozhatjak az IRFS fehérje kotddését

52



az IFN promoterének virus-valaszeleméhez (153). Elemzésiink soran megfigyeltiik, hogy nemcsak
azok az ISRE variansok, amelyek ezeken a helyeken a C-t6l eltér6 bazisokat tartalmaztak (példaul
GAAANGGAAA), hanem az 6sszes ISRE varians alulreprezentalt az IRF5-dominans klaszterben.
Kovetkezd megallapitasunk, hogy a specialis ISRE-félhelyek mint példaul az 5’-GAGA-3’ és az
5’-GACA-3’ feldusultak az IRF5-dominans klaszterben a tobbi klaszterhez képest. Tovabbi
vizsgalatokra van sziikség annak a feltevésnek és molekularis mechanizmusnak a bizonyitésara,
amely szerint az IRF5 kotédik a specialis 6-merekhez, és hogy az IRFS5 fehérjék monomerekként
képesek-e megkotni ezeket az ISRE-félhelyeket. Végiil azt talaltuk, hogy az NFKB motivum
feldisul az IRF5-dominans klaszterben €s ez Gsszhangban volt azzal a megfigyeléssel, hogy az
IRF5-kotés nagyrészt az NF-kB-vel valo interakcidin alapszik (153).

Eredményeink azt mutattdk, hogy az IRF3 és az IRF9 dominans régidok jobban
hasonlitottak egymashoz, és az IRF3 és az IRF9 dominancia kevésbé volt prediktalhatd. Szamos
oka lehet annak, hogy a gépi tanulassal az eldrejelzés alacsonyabb pontossagui. A klaszterezés
pontatlan lehet a ChIP hatékonysagéanak kiilonbségei vagy mas okok miatt. A pontos predikcidhoz
olyan jellemzdkre is sziikség lehet melyeket nem vizsgaltunk. Az ilyen hianyzé nem vizsgalt
jellemzdk lehetnek a motivumok szama egy adott régidban, a kiilonb6z6é motivumok kozotti
tavolsag, a transzkripcios faktorok lefedettségi értékei, tovabbi motivumok jelenléte vagy az ISRE
¢s a 6-merek tovabbi varidansai. A jovOben egy Osszetettebb elemzés felfedhet tovabbi jellemzoket
is, amelyekre sziikség lehet a pontosabb predikcidhoz. Elemzésiink soran nem azonositottunk
olyan mintdzatokat, amelyek eldnyben részesitik az IRF3-dominans vagy az IRF9-dominans
kotodést.

Az IRF3-dominans klaszterben azt talaltuk, hogy a kotd régiok kozil a stimulacio elott
kevesebb volt a nyitott kromatin régiok szama. Az NFKB, AICE, TRE és CRE motivumok nagy
frekvencidja a klaszterben arra enged kovetkeztetni, hogy az IRF3 mas tarsfaktorokkal vald
egylittmikodést igényel a kromatin ,,megnyitasahoz”. Alternativ megoldas lehet harom vagy négy
IRF3 vagy mas IRF tandem-kotddése a TISRE motivumhoz, amely szintén feldasul a klaszterben
és ez elegendd lehet a nukleoszoma eltavolitdsdhoz. Az IRF9 nem koéti nagy affinitassal az IRF3-
dominéns kotd régidkat, valosziniileg azért, mert az NF-kB ¢és AP-1 nem indukélédik az I-IFN
utvonalon. Tovabba azt taldltuk, hogy sok IRF9-dominans klaszterben feldisulnak az ISRE és
GAS motivumok. Az 5-WBVGGAAANNGAAACT-3 (133) konszenzusszekvencia és variansai
is feldusultak az IRF9-dominans klaszterben, viszont el6forduldsi gyakorisdguk alacsony volt. A
GAS-motivum feldiisulésa arra enged kovetkeztetni, hogy az I-IFN jelatvitel altal aktivalt STAT1
homodimerek fontos meghatarozo6i az IRF9-dominans kotés kialakulasanak.

A masodik tanulmanyunkban (146) az effektor ISG-k szabalyozé elemeit vizsgaltuk. Azt
tapasztaltuk, hogy a legtobb effektor ISG (81,0%, 37 génbdl 30) promoter régidja olyan ISGF3-
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koté régioval rendelkezik, amely erds ISRE-motivumot tartalmaz, és szamos sejttipusban
hozzaférhetd. A promoterrégiok nemcsak az altalanos TF-ek szamdra tartalmazhatnak
kot6helyeket, hanem promoter-specifikus TF-ek (példaul SP-1, YY-1 és NFY), LDTF-ek és mas
TF-ek szamara is. A DNS-szekvencidk mellett a genomi régiok hozzaférhetdsége kulcsfontossagu
az SRTF-kotések kialakitasanal. Azok a promoterek, amelyeket promoter-specifikus TF-ek
tesznek hozzaférhetévé (nyitottd), azok nem fiiggenek az LDTF-ekt6l, tehat sejttipus-fiiggetlentil
aktivalhatoéak. Az IRF9 maga is fontos szerepet jatszik az ISG-k prométer-régioinak nyitasaban,
ugyanis szamos promoterben (pl. az Mx1, Mx2, Oasla és Oas2 promoterei), ahol az IRF9 kotédott
nyugvé vad tipusu (wild type, WT) makrofagokban, a kromatin hozzaférhetésége csokkent az
Irf9—/— sejtekben (109, 138, 139).

Az effektor ISG-k csak egy kisebb része (23,0%, 39 génbdl 9) kapcsolodott két vagy tobb
TSS-disztalis elemhez. A TSS-proximalis és TSS-disztalis IRF9 kotohelyek bizonyos
szempontbol kiilonboztek. Az ISRE motivumok erdssége és gyakorisaga a TSS-disztalis IRF9-
kotd régidokban alacsonyabb volt, mint a TSS-proximalis régiokban. A ,,gyengébb” ISRE-
motivumok alacsonyabb IRF9- kotéssel péarosultak. Ezenkiviil nyitottsdguk inkabb sejttipus-
specifikus volt, mint a TSS-proximalis csucsok nyitottsaga. Mivel az ISGF3 foként a mar meglévo,
hozzaférhetd szabalyozo régidkhoz kotddik, valdsziniileg az ISGF3 kiilonb6zd sejttipusokban

kiilonb6z6 TSS-disztalis szabalyozo régidkat foglal el.
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7. Osszefoglalas

Els6 tanulményunkban azokat a jellemzdket hataroztuk meg, amelyek lehetové teszik,
hogy az IRF-ek specifikus genomi helyeken kotédjenek. Az IRF3, IRF5 vagy IRF9 altal kotott
régiok azonositasara ChlIP-seq kisérleteket végeztiink aktivalt egér dendritikus sejtekben. Az
azonositott régiokat a DNS-motivumok feldisulasa, az interferon-stimulalt valaszado6 elem (ISRE)
¢s az ISRE félhelyek, valamint a kromatin hozzaférhetsége szempontjabol elemeztiik. Gépi
tanuldsos modszerrel vizsgaltuk az IRF-dominancia kiszamithatdsagat. Megallapitottuk, hogy az
IRF5-dominans régiok alapvetéen kiilonboztek az IRF3- és IRF9-dominans régioktol: az ISRE-k
ritkak, mig az NFKB-motivum ¢és a specialis ISRE-félhelyek, mint példaul az 5'-GAGA-3' és az
5'-GACA-3 ' gyakrabban fonrdultak el6. Az IRF3- és IRF9-domindns régidkat a feldasult ISRE
motivum ¢és a nyitott kromatin alacsonyabb gyakorisdga jellemezte. Az IRF3- vagy IRF9-
dominans régiok kevésbé voltak szétvalaszthatdak, de példaul az ISRE néhany specialis valtozata,
a TISRE ¢és az NF-«B motivumai az IRF3 esetében, valamint a GAS motivum ¢és bizonyos ISRE
valtozatok az IRF9 esetében nagyobb gyakorisaggal fordultak eld.

Masodik vizsgalatunkban tobbféle omikai megkdzelitést alkalmaztunk azon (epi)genetikai
jellemzdk azonositdsara, amelyek lehetdvé teszik az IFN-indukalhato antivirdlis effektorok
robosztus és altalanos, tobb sejtben megvalosuld transzkripcios szabalyozasat. Meghataroztuk a
szabalyoz6 elemek elhelyezkedését, a DNS-motivumokat, az ISGF3 alegységek (IRF9-STAT1-
STAT2) és egyéb transzkripcios faktorok kotését, valamint a kromatin nyitottsagat egér
dendritikus sejtekben. Az ISRE és a TISRE elemek az effektor ISG-k szabalyoz6 elemeiben
gyakrabban fordultak el6, mint mas vizsgalt ISG csoportokban. A kromatin nyitottsaga a promoter
régidiban hasonl6 volt a legtobb més ISG-hez, de magasabb, mint a gyulladassal kapcsolatos
citokinek promotereinél, amelyeket referencia génkészletként hasznéltak. A legtobb effektor ISG-
nek (81,1%) volt legalabb egy ISGF3-kotéhelye a transzkripcios starthelyhez (TSS) kozel, és az
effektor ISG-k csak egy részhalmaza (24,3%) kapcsolodott harom vagy tobb IRF9-kot6 régidhoz.
Az IRF9 jelek jellemzéen magasabbak voltak, az ISRE motivumok pedig ,.erdsebbek™ a TSS-
proximalis, mint a TSS-disztalis szabalyozo régiokban. Ezen kiviil a legtobb promoter régid tobb
sejttipusban is nyitott volt a stimulacié el6étt. Eredményeink azt mutatjak, hogy az ,,er6s” ISRE

motivumok és az univerzalisan nyitott promoter régiok az effektor ISG-k fontos jellemzdi.
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8. Summary

In our first study, we determined the features mediating IRF-specific enhancer selection.
To identify regions occupied predominantly by IRF3, IRF5 or IRF9, we performed ChIP-seq
experiments in activated murine DCs. The identified regions were analysed with respect to the
enrichment of DNA motifs, ISRE and ISRE half-site variants, and chromatin accessibility. Using
a machine learning method, we investigated the predictability of IRF-dominance. We found that
IRF5-dominant regions differed fundamentally from the IRF3- and IRF9-dominant regions: ISREs
were rare, while the NFKB motif and special ISRE half-sites, such as 5'-GAGA-3’ and 5-GACA-
3’, were enriched. IRF3- and IRF9-dominant regions were characterized by enriched ISRE motif
and lower frequency of accessible chromatin. The IRF3- or IRF9-dominant regions were similar
to each other, but for example some special ISRE variants, the TISRE and NFKB motifs were
more frequent in case of IRF3, while GAS motifs and certain ISRE variants in case of IRF9.

In our second study, we used a multi-omics approach to identify the (epi)genetic features
that permit robust and widespread transcriptional regulation of IFN-inducible antiviral effectors.
We determined the location of regulatory elements, the DNA motifs, the occupancy of ISGF3
subunits (IRF9-STAT1-STAT?2) and other transcription factors, and the chromatin accessibility in
murine DCs. The ISRE and TISRE occurred more frequently in the regulatory elements of effector
ISGs than in any other tested ISG subsets. Chromatin accessibility at their promoter regions was
similar to most other ISGs but higher than at the promoters of inflammation-related cytokines,
which were used as a reference gene set. Most effector ISGs (81.1%) had at least one ISGF3
binding site proximal to TSS, and only a subset of effector ISGs (24.3%) was associated with three
or more IRF9 binding regions. The IRF9 signals were typically higher and ISRE motifs were
‘stronger’ in TSS-proximal versus TSS-distal regulatory regions. Moreover, most TSS-proximal
regulatory regions were accessible before stimulation in multiple cell types. Our results indicate
that ‘strong’ ISRE motifs and universally accessible promoter regions that permit robust,

widespread induction are characteristic features of effector ISGs.
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9. Kulcsszavak

ChlP-seq, dendritikus sejt (dendritic cell), IRF, ISRE, transzkripcids faktor (transcription factor)
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