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Bevezetés

1.1. 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) sz6bdl dendritikus sejtnek (dendritic cell, DC)
neveztek el. 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 hivatdsos antigén-prezentald sejtjei, résztvesznek immunogén ¢€s tolerogén
immunvalaszok kialakitasaban, mig a plazmacitoid DC-k szerepe elsGsorban a virusellenes
immunvalasz kialakitasa I-es tipusu interferon (I-IFN) termelése altal. A DC-k aktivalasa
patogének jelnlétében torténik meg, ugyanis olyan mintdzatfelismerd receptorokat (PRR) fejeznek
ki, amelyekkel detektaljak a patogéneken taldlhaté konzervalt strukturakat (patogén asszocialt
molekularis mintdzatot(kat), PAMP). A mintazatfelimerd receptorok elsésorban transzmembran

fehérjék, de ismeriink citoplazmikus PRR-okat is.

1.2. A dendritikus sejtek altipusai egérben

Szamos dendritikus sejt alpopulacidt azonositottak emberben és egérben. Munkank soran egér
DC-ekkel dolgoztunk. A kiilonb6zé DC populaciok differencialodasat citokinek és transzkripcios
faktorok (TF) szabalyozzak. A csontvelében kezdddik a prekurzor DC-k differencialédasa mieloid
¢s limfoid progenitor sejtekbdl.

A pDC-k szerepe elssorban a virusellenes immunvalasz kialakitasa és a virusfertzés hatasara
nagy mennyiségll [-IFN termelése, de tovabba rendelkeznek antigén prezentald képességgel is. A
Langerhans sejtek a bdrszovet epidermiszében helyezkednek el. A migratorikus dendritikus
sejtekhez hasonloan az aktivaciot és az antigén felvételt kdvetden a nyirokcsomokba vandorolnak,
ahol antigént prezentalnak és stimulus-fliggd modon szabalyozzak a génexpressziot.

A monocita eredetli dendritikus sejtek gyulladdsos allapotban differencialédnak a vérben
keringd monocitakbol. Szamos dendritikus sejtekre jellemz6 tulajdonsdggal rendelkeznek. A
monocitdk makrofag koldniastimulalo faktor receptort (MCSFR) expresszalnak, amely
nélkiilozhetetlen a differencialédasuk szempontjabol.

A migratorikus DC-k az antigén feldolgozasara és bemutatasara specializalodnak, a test
kiilonb6zd szdveteiben megtaldlhatoak, antigén felvevo ,,6rszemként” mitkodnek. A kiilonb6zo
alpopulaciokat a sejtfelszini molekulak kifejezédése alapjan kiilonboztetjiik meg. A migratdrikus

CDI11+ és CD103+ dendritikus sejtek a korokozok felvétele és patogén asszocialt molekularis
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mintdzatanak (PAMP) felismerése utan érésen mennek at, mely elinditja migraciojukat a kozeli
nyirokcsomokba. Az érés soran megvaltozik a morfologiajuk, né az antigén feldolgozé
képességilik €s a sejt-aktivald kapacitasuk. Ekdzben a patogének antigénjeit feldolgozzak és a
fehérjéket peptidekké daraboljak. Az alapvetd kiilonbség a migratorikus CD11+ DC és a
migratorikus CD103+ DC kozott az, hogy az eldbbiek az antigént MHC-I1-n (direkt prezentécio),
mig utobbiak elsésorban MHC-I-n keresztiil (keresztprezentacid) mutatjak be.

A nyirokszovet-rezidens DC-k kiilonb6z6 nyirokszovetekben talalhatdak meg, példaul a
Iépben, a csecsemOmirigyben és a nyirokcsomédkban. A nyirokszovet-rezidens DC-ket a CD4 és
CD8a sejtfelszini markerek expresszidja alapjan csoportosithatjuk. A marker CD8+ sejtfelszini
molekula az MHC-I ¢és a T-sejt receptor kozotti interakciot segitd koreceptor. A nyirokszovet-
rezidens DC-ket a vérben talalhato, illetve a migratorikus DC-k altal nyirokszovetekbe szallitott
PAMP-ok aktivaljak, illetve ily modon veszik fel a bemutasra keriilé antigéneket is. A CD103+
migratorikus DC-khez a CDS8+ sejtek hasonldak abban a tekintetben, hogy képesek az antigének
keresztprezentaciojara az MHC-I-membranfehérjéken keresztil. A CD8+ DC-k a
nyirokszovetekben taladlhat6 prekurzor DC-kbdl differencialddnak, fejlédésiikhoz kulcsfontossagu
citokin az FIt3L. Tobb transzkripcios faktor is nélkiilozhetetlen a fejlédésiikhoz, ilyen példaul az
PU.1, IRFS8 és Batf3. 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. Legf6bb mintazatfelismer6 receptorai a TLR-0k (TLR3
¢s TLRY), és a C-tipusu lektin receptorok (CLR). Stimulacio és érés utan megnovekedik az MHC
¢s a kostimulacios molekulak expresszioja, 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.

1.3. A MutuDC CD8* sejtvonal

A DC-k viszonylag kis mennyiségben fordulnak el6 egérben és emberben, izolalas utan
pedig érzékeny sejtek. Az egér csontvel6bdl (vagy emberi vérbél) 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
sejtvonalat (MutuDC1940), amely egy nagy szamban kinyerhetd, homogén sejtpopulacio.
Kozvetlen 6sszehasonlitds soran bizonyitottak, hogy a MutuDC sejtvonal megtartotta a primer

CD8+ DC fenotipusos és funkcionalis tulajdonsagait. Ezt a sejtvonalat hasznaltuk kisérleteinkhez.



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

A DC-k a kornyezetiikb6l érkezd szignalokat képesek érzékelni és integralni, majd ezek
alapjan megfelel6 immunvalaszt indukalni. Az immunvalasz kivaltasa egyiitt jar azzal, hogy a DC-
ben tobb szaz gén expresszidja megvaltozik. A transzkripcids szabdlyozast olyan transzkripcios
faktorok (TF-ok) végzik, melyek aktivitasat képesek a szignalok moédositani. Ezeket a TF-okat
Glass és Natoli nyoman stimulus-regulalt transzkripcids faktoroknak (stimulus-regulated
transcription factor, SRTF) nevezik. A SRTF-ek kofaktorai a hisztonok és kromatinszerkezet
modositasan és egyéb mechanizmusokon keresztiil az RNS polimeraz II (Pol-Il) aktivitasat
szabalyozzak. Azt, hogy egy sejttipusban az aktivalt SRTF egy adott gént milyen mértékben képes
szabalyozni, alapvetéen harom tényezd hatarozza meg: (i) a specifikus DNS motivumok jelenléte,
(i) a szabalyoz6 elem ,,hasznalhatosaga” 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 hosszisagii DNS szakaszt kot. Az SRTF-
ek dimerként vagy trimerként kotnek, ezek teljes felismeréhelye a félhelyek kiilonb6zo
kombinaci6jabol tevodik 6ssze. Az optimalis 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 szekvenciatol némileg eltérd szekvencidkat is tudnak kotni,
melyeket 6sszegz6 matrix-szal (Position weight matrix, PWM) adhatunk meg. A kanonikus DNS
szekvencia jelenléte pedig azért nem elégséges, mert a kondenzalt kromatinszerkezet és a metilalt
DNS képes gatolni az SRTF-ek kotddéseét még a kanonikus DNS szekvencidkhoz is.

A masodik, SRTF-kotést meghatarozo tényezd tehat a szabdlyozd elem ,,hasznalhatosaga”
(ezt a kromatin nyitottsag, hiszton modositasok, DNS metilaltsag stb. egylittesen hatarozzak meg)
valamint a kromatin 3D szerkezete (enhanszer-promoter kapcsolata). Ezek koziil a kromatin
nyitottsdg ¢és a hiszton acetilacidé a legaltalanosabban vizsgalt tényezdk, mert a nyitott,
nukleoszémamentes kromatin egyértelmiien kedvez az SRTF kotésnek, mig az acetilalt hisztonok
(elsésorban H3 és H4 lizin oldallancain) az aktiv szabalyozo6 régiokkal mutatnak asszociaciot. A
kiilonbozo sejttipusokban az aktiv vagy aktivalhato szabalyozo6 elemek globalisan azonosithatoak
ATAC-seg-el (Assay for Transposase Accessible Chromatin sequencing). Hiszton modositasok
genom szintli feltérképezését kromatin immunprecipitaciot kovetd szekvenalassal (ChIP-seq) és
az adott hiszton modositasra specifikus antitest alkalmazasaval végzik. A hiszton médositasokon
kiviil a ChIP-seq technologia alkalmas a kiilonb6z6 sejttipusok promoter és enhanszer régidinak a
feltérképezésére is. A sejttipus specifikus enhanszer repertoar kialakitasaért a sejttipus mester-
regulator TF-jai (angolban ,lineage determining TFs”, LDTFs) a feleldsek. Promoterek esetében
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egyéb TF-ok is képesek az aktivalhatosag létrehozasara. Az LDTF-ek befolyédsoljak az adott
sejttipus kialakulasat, a szovetre/sejttipusra jellemzo gének expresszidjanak fenntartasat, illetve az
enhanszerek nyitottsdgat. Az SRTF-ek nagyrészt (>70 %) olyan régidkba kotnek, amelyek
nyitottak vagy egyéni enhanszer jellegzetességet mutatnak, és csak kisebb részben korabban nem
nyitott (,,latens” vagy ,,de novo”) régidkba. A nyitottsag kialakitasaban altalaban tobb LDTF és
kollaborator TF egyiittesen vesz részt. Mivel az aktiv és aktivalhato enhanszer elemek nagy részét
LDTF-k hozzak létre, tehat sejttipus fliggdek, az adott stimulusra kialakulo SRTF-fiiggd valasz
nagyrészt szintén sejt-specifikus.

A harmadik, SRTF-kotést meghatarozo tényezé az egyéb TF-ok kotése. Az egyes szabalyozo
elemek gyakran tobbféle SRTF kotohelyét is tartalmazzak, ezzel lehetévé téve az SRTF-ek
kotését. A gyulladasos szignalok hatasara példaul, TLR aktivalast kdvetden, tobb SRTF egyszerre

aktivalodik, és sokszor egymas kozelében kotnek.

1.5. Az IRF transzkripcios faktorok

Az Interferon regulalo faktor csalad tagjai az I-IFN-ok indukalasa mellett kiemelt szerepet
jatszanak a sejten beliili antivirdlis vélasz kialakitdsdban, a gyulladdsos immunvalaszokban, és
bizonyos sejttipusok differencialodasaban. Az IRF-ek kiesése vagy funkcidjuk megvaltozasa
specifikus immunvalaszok hianyahoz vagy onkogenezishez vezethet, illletve olyan autoimmun
betegségekkel hozhatd kapcsolatba, mint példaul a gyulladdsos bélbetegség, a szisztémas lupus
erythematosus és a rheumatoid arthritis. Az IRF csalad emberben és egérben 9 fehérjét tartalmaz.
Az IRF csalad tagjai eltérést mutatnak szoveti kifejezddés, aktivalas, dimerizacid és

komplexképzés, illetve a szabalyozott transzkripcios programok szempontjabol.

1.5.1. Az IRF-fehérjék szerkezete

Az IRF-fehérjék alapvetd szerkezeti elemei az N-terminalis DNS-k6td domén (DNA
binding domain, DBD) és a C-terminalis asszociacios domén (IRF association domain, IAD). A
DBD altal felismert DNS szekvencia az 5’-GAAA-3’ tetranukleotid, amelybdl a kanonikus IFN-
stimulalt valaszado elemben (ISRE, 5’-GAAANNGAAA-3’) ketto talalhatd. Az IAD felel6s mas
TF-ral torténd kolcsonhatas kialakitasaért. Egyes IRF-fehérjék, mint példaul az IRF1, IRF3 és az
IRF7 homo- vagy heterodimerket képez IRF-ekkel.

Vannak IRF-k (IRF4, IRF8 és IRF9), amelyek mas csaladba tartozo TF-ral 1épnek
kapcsolatba és azokkal alkotott dimerként vagy trimerként k6tédnek a DNS-hez. Azok a TF-ok,
amelyeket az IRF4 és IRF8 partnereként irtak le, példaul a PU.1. A STAT1 (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)
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komplexet. A poszttranszlacios modositasok szabalyozzak az IRF-fehérjék aktivitasat és a

kozottik 1évo kolesonhatasokat.

1.5.2. AZ IRF-ek altal 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 figyelheté meg. ,,Kanonikus szekvencianak”

nevezziik azokat a szekvenciakat, ahol minden pozicidban csak egy bazis van megadva.

ISRE és TISRE

Az eredeti konszenzus ISRE-t (12-15 bp, néhany I-IFN-stimulalt génbdl) a
kovetkezéképpen hataroztak meg: YAGTTTC(A/T)YTTTYCC és AGTTTCNNTTTCNC/T.
Ezek a jelenlegi fogalmaink szerint tehat az ISGF3 kotOhelyei. A 10 bp hosszii ISRE-re
(GAAANNGAAA) a kanonikus ISRE szekvencia. Az egyes IRF-eknek lehet preferenciaja az
ISRE-n thlnyalé 5° és 3° pozicidban 1évd bazisok tekintetében. A lehetséges kotohelyek
Osszessége sokszor nehézkesen adhaté meg betiikdddal, ezeket olyan motivum logéval szoktak
megjeleniteni, ami a PWM alapjan készill. Az 5°-GAAA-3’ szekvencia 3-4 tandem
ismétlodésének jelenlétét szamos effektor ISG (interferon-stimulated gene, IFN-stimulalt gén)
Szabalyoz6 elemében dokumentaltdk. A harom egymast kovetd ISRE-félhelyet (tovabbiakban:
tripartite ISRE, TISRE) az IRF1, IRF2 és az IRF8 fehérjek kotdhelyeként azonositottak.

EICE, EIRE, IECS és AICE

Az IRF4 ¢és IRF8 fehérjék kotShelyeként azonositottak egy 10 bazis hosszii ETS-IRF
kompozit elemet (ETS-IRF composite element, EICE, 5’-GGAANNGAAA-3’) azon gének
promoter régidiban, amelyek alapvetd fontossagiiak a makrofagok és a B-sejtek mitkodéséhez. Az
EICE egyik feléhez (GAAA) IRF4 vagy IRF8 kapcsolodik, mig a masik feléhez (GGAA) az ETS
(E26 transformation-specific vagy Erythroblast Transformation Specific) TF kotédik. Az EICE
motivumhoz hasonléan az IRF4/8-PU.1 komplex kotddhet egy 11 bazis hosszi ETS-IRF
valaszad6 elemhez is (ETS-IRF response element, EIRE, 5’-GGAANNNGAAA-3’), amely 3
bazis tavkozzel rendelkezik. 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. A T-sejtekben (ahol alacsony a PU.1 szint)
az IRF4 nem EICE-hez kot6dik, hanem un. AP-1-IRF kompozit elemhez (AP-1-IRF composite
element, AICE), mely IRF4 és AP-1 TF-ok k6zos kotéhelyeként szolgal. Az AICE-t eredetileg
TGANTCA/GAAA szekvenciaként irtak le.



1.5.3. IRF3, IRFS5 és IRF9 és az altaluk szabalyozott transzkripcios programok
1.5.3.1. IRF3 és az antiviralis citokinek
A TLR3 és a TLR4 jelatviteli Gitvonalak az IRF3 aktivalasahoz vezetnek. A TLR-en kiviil
az RLR szignalizaci6 is aktivalja az IRF3-t. Az aktivalasat két rokon protein-kinaz, az IkB kinéz
e (IKKe) és a TANK-kotd kindz 1 (TBKI1) szabalyozza, amelyek a Ser396 oldallancon
foszforilaljak az IRF3 fehérjét, és igy eldsegitik a fehérje dimerizaciojat és a nuklearis
transzlokaciojat. Az IRF3 homodimert, vagy mas IRF-ekkel heterodimert (pl. IRF3/IRF7) alkot.
A foszforilalt IRF3 a sejtmagba transzlokalodik, ahol tobbek kozott antiviralis citokineket

kodolo géneket aktival.

1.5.3.2. Az IRFS és az gyulladasi program

Az IRFS5 aktivalasat a MYD88-on keresztiil torténd TLR szignalizacié szabalyozza a
Ser158 ¢és Ser309 oldallancok foszforilaciojan keresztiill TBK1 altal. Az IRFS5 fehérje az
inflammatorikus valaszok kialakulasaban jatszik fontos szerepet.

A gyulladasos citokineket kodold gének képezik a TLR-indukalt gyulladésos programok
alapjat a makrofagokban és a dendritikus sejtekben. Ezek tobbféle funkcidval birnak, a szisztémas
gyulladds mediaciojatél kezdve a T-sejt valaszok kialakitasdig lokalisan. A gyulladdsos
citokineket kodold gének szdmos mas, kiilonb6zd funkcioji génekkel egyiitt aktivalddnak,
szabalyozddnak. Ezeknek a géneknek az aktivalasat, amelyet egy adott gyulladasos stimulus

aktival ,,gyullad4sos programnak” nevezik.

1.5.3.3. Az IRF9 és az antiviralis interferon-stimulalt gének (1SG-k)

Az I-IFN-ok egy heterodimer receptor komplexhez kotddnek, amely az IFN-a receptor 1
(IFNAR1) és IFNAR2 alegységekbdl all. Az I-IFN jelatvitel a STAT1 és a STAT2 fehérjek
foszforilacidjahoz, heterodimerizaciohoz és az IRF9 fehérjével torténd kolesonhatashoz vezet, ami
az ISGF3 komplexet képezi. Az ISGF3 a sejtmagban ISRE elemeket koti, és ezaltal az ISG-k
transzkripcigjat eredményezi. Az ismertetett utvonalon kiviil az I-IFN-ek indukaljdk a nem
kanonikus JAK/STAT jelatvitelt is. Az ISGF3 mellett az IRF9-fehérjét és csak egyféle STATI
vagy STAT2 fehérjét tartalmazé komplexek szintén szabalyozzak a génexpressziot. Az ISGF3
kotédése az ISRE-hez kofaktorok toborzasahoz és végsd soron a szabalyozott ISG-k promoterén
az RNS polimeraz II fokozott aktivalasdhoz vezet.

Az 1SG-k altal kodolt fehérjék sokrétli szerepet jatszanak. Szamos effektor ISG fontos
szerepet jatszik a virusok, baktériumok vagy parazitdk altal okozott fertézések lekiizdésében,
ugyanis képesek kozvetleniil gatolni a patogének életciklusat.
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2. Célkitiizés

A disszertacioban ismertetett kisérletek két 6sszefliggd témakdrhoz tartoznak, melyek két
tudomanyos kdzleményben keriiltek publikalasra. Az elsd témakorben azt vizsgaltuk, hogy hogyan
valosul meg, hogy a kiilonb6z6 IRF-ek eltérd felismerd-helyekre kotddnek €s eltérd transzkripcios
programokat szabalyoznak. A masodik témakor alapkérdése pedig az volt, hogy milyen
(epi)genetikai jellemz6i vannak az effektor ISG-knek, amik lehetévé teszik, hogy az I-IFN-ok
szamos sejtben, nagymértékben indukalodnak. A kérdések megvalaszoldsdhoz olyan globalis
modszereket alkalmaztunk, mint a ChIP-seq, ATAC-seq, és az RNA-seq, valamint bioinformatikai

modszereket hasznaltunk az adatok kielemzéséhez.

2.1. IRF3-, IRF5- és IRF9-specifikus kotohelyek azonositasa és jellemzése
- Az IRF3, IRFS ¢és IRF9 fehérjék kotOhelyeinek feltérképezése a teljes genomban ChIP-seq
felhasznalasaval.
- Azon régiok azonositasa, ahol jelentds kiilonbség van az IRF3, IRFS ¢és IRF9 kotésében
(IRF3-, IRF5- és IRF9-specifikus kitéhelyek).
- A IRF3, IRFS5 és IRF9-specifikus kdtdhelyek jellemzése a kdvetkezd tulajdonsagok alapjan:
ISRE motivum, ISRE 5’ és 3’ talnyuld bazisok, a tarsfaktorok kotése és a kromatin
nyitottsaga.
A IRF3-, IRF5- és IRF9-specifikus kotohelyek és transzkripcios programok kapcsolatanak

vizsgalata.

2.2. Effektor 1SG-ek szabalyozo régioinak azonositasa és jellemzése
- I-IFN-indukalt effektor ISG-k és lehetséges szabalyozé régioik azonositdsa RNA-seq €s
IRF9 ChlP-seq segitségével.
- Az effektor ISG gének szabalyoz6 régidinak DNS ko6té motivumainak azonositasa.
- A kromatin nyitotsaga az effektor ISG gének szabalyozo régidiban DC-ben és egyéb

immunsejtekben.



3. Anyagok és modszerek

3.1.Sejttenyésztés, ligandkezelés

A CD8* dendritikus sejtvonal (Mutu1940) Prof. Hans Acha-Orbea laboratoriumabol szarmazik
(Unil, Lausanne, Svajc,). A sejteket 10% hdinaktivalt marha szérum, 100 U/ml penicillin és
100pg/ml sztreptomicin antibiotikum és 50 uM B-merkaptoetanol tartalmi tapoldatban 37°C-on,
5% CO2 jelenlétében tenyésztettiik.

Megfeleld sejtszambol (10-20 millio sejt/minta) kiindulva a sejteket kiilonb6z6 TLR
ligandokkal és IFNP liganddal kezeltiik. TLR9 aktivalas eset¢ben 1mM CpG liganddal kezeltiik a
sejteket, mely egy szintetikus CPG-oligonukleotid. TLR3 aktivalas esetében Spg/ml Poly (I:C)
liganddal kezeltiik a sejteket, mely egy szintetikus RNS analog. Az IFNo/f (IFNAR) receptor
aktivalasa esetében 100 U/ml IFNP liganddal kezeltiik a sejteket. A ChlP-seq és ChIP-gPCR
kisérletekhez a CD8" sejteket 90 percig kezeltiik az adott ligandokkal. A ChIP-qPCR kisérletek
esetében kombinalt kezeléseket is alkalmaztunk. Génexpressziés qPCR mérések esetében a

kezelések idOtartama 1.5, 3, 6 és 12 6ra volt.

3.2.ChIP-seq és ChIP-gPCR (kromatin immunprecipitacié szekvenalassal kapcsolva és

kromatin immunprecipitacio valos idejii kvantitativ PCR-ral kapcsolva)

A kettdés keresztkotés elott a sejtekrdl leszivtuk a tdpoldatot, majd 2mM-0s
koncentracioban higitva a DSG-t tartalmaz6 PBS-ben 40 percig inkubaltuk a sejteket. A masodik
keresztkotés elbtt leszivtuk a DSG oldatot a sejtekrél és 1%-0s koncentracidban higitva
formaldehidet adtunk a sejtekhez, majd 10 percig inkubaltuk. Ezutan a keresztkotést 125 mM
végso koncentracioban glicint tartalmaz6 PBS oldattal leallitottuk. A sejteket PBS-el mostuk majd
felkapartuk. Centrifugalas utdn a feliiluszot leszivtuk és a keresztkotott sejtpelletet folyékony
nitrogénben fagyasztottuk majd -70°C-on taroltuk az immunprecipitacioig.

A keresztkotott €és fagyasztott sejteken sejtlizist €s sejtmaglizist végeztiink protedz
inhibitort tartalmazé ChIP lizis puferrel. Ezutan szonikélassal 100-2000 bp nagysagu szakaszokra
fragmentaltuk a DNS-t. A kovetkez0 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) és RNAPII-pS5 (ab5131, Abcam). Ennél a 1épésnél 50 ul
kromatint elteszlink -20°C-ra haromszoros térfogatt abszolut etanolban, késdbb ezeket a mintakat
hasznaljuk a ChIP-qPCR kisérletekhez Un. ,,input” azaz kiindulasi mintaként.

Az immunprecipitaciot kovetden négy mosasi 1épésben magneses tisztitassal azok a DNS

fragmentek maradtak, amelyekhez az éltalunk vizsgalt fehérje kotodik, illetve az arra specifikus
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antitest kotodott. Ezutan a DNS fragmenteket és az input mintakat RNazzal és Proteinaz K-val
emésztettiik, ezzel eltavolitva roluk az RNS-eket és fehérjéket. Majd a DNS-t a NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up kit segitségével tisztitottuk a gyartd utasitasai alapjan. A ChIP-DNS mintak

A ChlP-seq esetében 1-10 ng ChIP-DNS mintabol kiindulva készitettiink indexelt cDNS
konyvtarakat a TruSeq ChIP Library Preparation Kit segitségével a gyartd utasitasai alapjan. A
konyvtarakat Illumina NextSeq 500 vagy HiSeq 2500 rendszeren szekvenaltuk a DE-AOK-BMBI-
Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltatd Laboratoriumban. A ChlIP-qPCR mérésekhez a
kvantitativ PCR (polymerase chain reaction-polimeraz lancreakcid) mérésekkel detektaltuk nyolc
mintaban (UT, PIC, CPG, IFNB, PIC+CPG, PIC+IFNB, CPG+IFNB, PIC+CPG+IFNB)
triplikdban az input mintakra normalizalva. A méréshez SYBR Green festéket hasznaltunk.

A futtatashoz a kovetkezé homérsékleti protokollt alkalmaztuk: 1 perc 94°-C, 40 ciklus 12

masodperc 94°C, 30 masodperc 60°.

3.3.ChlP-seq analizis

A nyers ChIP-seq adatok elsddleges elemzését az Debreceni Egyetem, AOK, Biokémiai és
Molekularis Bioldgiai Intézetben kifejlesztett ChIP-seq ,,pipeline” parancssorai segitségével
végeztiik. A szekvencialeolvasasok (read) az egér referencia genomra (mm10) lettek illesztve a
Burrows- Wheeler Alignment Tool (BWA) szoftverrel. A feldusult genomi régiok azonositasahoz
a Model-based Analysis of ChIP-Seq 2 (MACS2) szofvert hasznaltuk a kvetkez6 paraméterekkel:
g-fiiggvény 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. A konszenzus kotdhelyek azok a
régiok, amelyek mindkét parhuzamos mintdban detektilva lettek. Az IRF3, IRF5 és IRF9
cisztromok meghatarozasahoz az IRF3, IRF5 ¢és IRF9 konszenzus kotOhelyeit dsszevontuk. A
meghatarozott kotéhelyek lefedettségét, az RPKM (Reads Per Kilobase per Million mapped reads)
értéket a bamtools és a bedtools (coverageBed) szoftverekkel, és awk szkriptekkel hataroztuk meg.
A klaszterezéshez a lefedettségi értékek (occupancy values) a median értékekre lettek
normalizalva minden IRF esetében. Az adatok megjelenitéséhez és a reprezentativ abrak
készitéséhez az Integrative Genomics Viewer (IGV) genombongészot hasznaltuk. A
szekvencialeolvasasok lefedettségét abrazolod fajlokat az un. bedgraph-okat atkonvertaltuk tdf
fajlokra igvtools segitségével, a ’toTDF’ paranccsal. A normalizalt szekvencialeolvasasok
hotérképen ¢€s hisztogramon (read distribution (RD) heat map/histogram) valdé megjelenitését
HOMER (Hypergeometric Optimization of Motif EnRichment) program segitségével készitettiik
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el, majd R vagy Java TreeView programmal vizualizaltuk. A ChIP-seq adatok nyers fastq fajljai
az alabbi GEO azonositok alatt talalhatdak meg: GSE172376, GSE125340.

3.4. A motivum Keresés, sulyozott motivum matrix (PWM) és DNS szekvencidk azonositasa

A de novo motivum keresését a HOMER ’findMotifsGenome.pl’ programjaval végeztiik. A p-
értéket ngy hataroztuk meg, hogy a vizsgalt kotdhelyeken feldasult motivumokat
Osszehasonlitottuk a HOMER altal véletlenszeriien generalt hattér szekvencidkon feldusult
motivumokkal.

A stlyozott motivum matrixokat (Position weight matrices, PWMs) a HOMER adatbézisbol
importaltuk vagy magunk hataroztuk meg. Az ISRE, EICE, AICE1, NFKB, TRE, CRE ¢és GAS
motivumok PWM-i a HOMER adatbazisbol szarmaznak. Az IECS, AICE2 és a TISRE motivumok
PWM-jei nem voltak elérhetéek az adatbazisban, igy azokat publikus ChIP-seq adatok de novo
ujraclemzésével hataroztuk meg. A PWM-ek visszatérképezését a genomra a HOMER
’scanMotifGenomeWide. pl” programmal végeztiik.

Konkrét DNS szekvencidk azonositdsdhoz a klaszterekben 6 bazis hosszl szekvenciakat (6-
mer) és ISRE varidnsokat generaltunk. Az egyes kotd régiok DNS szekvencidjat az egér genombol
(GRCm38/mm10) azonositottuk ’fastaFromBed bedtools’ program alkalmazéasaval. Az Gsszes
kot genomi régidban *grep’ paranccsal kerestiik az 0sszes 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.

3.5. ATAC-seq kisérletek és elemzésiik

Az ATAC-seq kisérleteket biologiai duplika alkalmazasaval hajtottuk végre. A sejteket hideg
PBS oldatban felkapartuk, majd higitottuk, hogy elérjiikk a 10 000-15 000/ml sejtszamot. Sejtlizis
¢s sejtmaglizist végeztiink ATAC-lizis puferrel. A lizalt sejtmagon tortént a tagmentalas Nextera
DNA Library Preparation Kit (Illumina) segitségével. A tagmentalas utan 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 fragmenteloszlasat Agilent Bioanalyzer késziilékkel hataroztuk meg és Illumina HiSeq
2500 rendszeren szekvenaltuk.

Az ATAC-seq adatok elsddleges analizisét a ChIP-seq elemzés sordn is hasznalt pipeline
parancsai segitségével végeztiik. A sajat adataink mellett GEO adatbazisbol tovabbi ATAC-seq
nyers adatokat toltottiink le és elemeztiink. A szekvencialeolvasasok az egér referencia genomra

(mm10) lettek illesztve a BWA szoftverrel. A feldusult ATAC-seq régiok azonositasahoz a
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MACS2 szofvert hasznaltuk (q-érték < 0.001). A mitermékeket az ENCODE genomi régiok
feketelistaja segitségével zartuk ki. Az eredmények megjelenitéséhez a bedgraph-okat
"UCSCfile.pl’ paranccsal hoztuk Iétre, majd atkonvertaltuk tdf fajlokra az igvtools ’toTDF’
parancsaval. Az adatok megjelenitéséhez az IGV programba importaltuk ezeket. Az ATAC-
pozitiv régiok kiszamitasdhoz a ’bedtools intersect’ parancsot hasznaltuk. Az ATAC-seq adatok
GEO azonositoja: GSE125340.

3.6. Haromszog diagramok és Random Forest elemzés

A haromszdg diagramok (,,ternary plot”) generalasahoz az R ’ggtern’ nevii konyvtarcsomagot
hasznaltuk. A haromszog alak diagram egy adott pontja harom bemeneti valtozo (ChlP-seq
szignal vagy mRNS szint) alapjan lett szamoltatva. A Random Forest gépi tanul6 algoritmust
Pythonban alkalmaztuk Random Forest Classifierrel a Scikit-learn konyvtarcsomagbol. ChlP-seq,
DNS motivum vagy ATAC-seq értékeknek a kiilonb6zé halmazat hasznaltuk bemeneti

valtozoként és a klaszterek neveit hasznaltuk osztalycimkékként.

3.7. Génlistak
A kiilonboz6 GO (The Gene Ontology) kategériakba sorolhatd géneket az MGI

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

Az antivirdlis citokinekhez tartoznak a virusellenes immunvélasz (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
(GO:0005125) vagy a DNS-kot6 transzkripeids faktor aktivitas (GO:0003700) kategoriakban is
megtalalhatunk. Az antiviralis ISG-k az irodalomi adatok alapjan lettek kivalasztva. Két listanal
(effektor 1SG-k ¢és gyulladassal kapcsolatos citokinek) figyelembe vettiik az RNA-seq
eredményeket is. Az effektor ISG-k az antiviralis ISG-k koziil azokat tartalmazza, amelyeket IFNf3
szignifikansan indukalt DC-ekben, és irodalmi adatok alapjan effektor funkciot rendeltek. A
gyulladassal kapcsolatos citokinek (inflammation-related cytokines, IR-cytokines) azokat a
géneket tartalmazak, melyeket a CpG szingifikansan indukalt DC-ekben és megtalalhatoak voltak
mind az inflammatorikus valasz (GO:0006954) mind a citokin aktivitas (GO:0005125) listdkban.

3.8. RNS izolalas és RT-gPCR
Az RNS-t Trizolate reagens (UD-GenoMed) alkalmazasaval izolaltuk. A lizis utan a
szerves-vizes fazis optimalis elvalasztasa kloroform hozzaadasaval tortént és az RNS-t a vizes
fazisbol alkoholos kicsapassal nyertiik vissza. A kicsapas utdn az RNS csapadékot 10 percig
centrifugaltuk 4°C-on 16000 g-vel. A feliiluszot eltavolitottuk, és kozben figyeltiink arra, hogy a
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pellethez ne érjiink hozza. A pelletet 70%-0s etanollal mostuk. Az etanol eltavolitasa utan az RNS-
t szobahdmeérsekleten beszaritottuk vakuumkoncentratorban. Az RNS-t nukleaz mentes vizben
(NFW, Affymetrix) oldottuk be. Az RNS mintakat a mérések kezdetéig -20°C-on taroltuk.

A reverz transzkripci6 soran a High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et (Thermo
Fischer Scientific) hasznaltuk a gyart6 utasitdsai alapjan.

A PCR reakciohoz a kovetkezé homérsékleti protokollt alkalmaztuk: 10 perc 25°C, 120
perc 42°C, 5 perc 72°C. A futtatast 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 hatdroztuk meg valos idejii
kvantitativ PCR mérésekkel UT, PIC, CPG, IFNB mintdkban biologiai és tecnikai triplikdban. A
méréshez SYBR Green festéket és LightCycler 480 késziiléket (Roche) alkalmaztunk.

A futtatashoz a kovetkezd protokollt alkalmaztuk: 1 perc 94°C, 12 masodperc 94°C, 30
masodperc 60°C. Ciklusok szdma: 40 (masodik és harmadik 1épés). Az adatok normalizalasara az

Rplp0 haztartasi gént hasznaltuk.

3.9. 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 Szolgaltaté Laboratérium munkatarsai
végeztek. Az RNA-Seq konyvtarakat a teljes RNS-bdl Ultra IT RNA Sample Prep kit (New
England BioLabs) segitségével készitették. A szekvenalast Illumina NextSeq500 késziiléken
végeztek 75 ciklusos szekvenalassal. A nyers szekvencidkat az mml10 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.
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4. Eredmények

4.1. Az IRF3, IRFS5 és IRF9 fehérjék koto régioinak feltérképezése
Az altalunk hasznalt CD8" immortalizalt sejtvonalban legmagasabb szinten az IRF3, IRF5
IRF8 ¢s IRF9 fejezddik ki az IRF transzkripciods faktorok koziil.

Az IRF3, IRF5 ¢és IRF9 fehéréjék koto régioinak feltérképezéséhez ChIP-seq kisérleteket
végeztiink. A CD8+ DC sejteket 90 percig kezeltiik CpG-vel, pIC-vel illetve IFNB-al. Ezek az
agonistdk hatékonyan aktivaljdk azokat a receptorokat és jelatviteli utvonalakat, amelyek a
vizsgalando IRF-el vannak kapcsolatban. Ezek az Gitvonalak: pIC — TLR3 — IRF3; CpG — TLR9
— IRF5 és IFN — IFNAR1/2 — IRF9.

Azokkal a kotohelyekkel dolgoztunk tovabb, melyek egy adott minta mindkét replikajaban
azonosithatéak voltak. Ezzel a mddszerrel 25 203 (IRF3), 17 435 (IRFS) és 25 040 (IRF9)
kotdrégiot azonositottunk. Abban az esetben, ha az IRF3, IRFS5 ¢és IRF9 lefedettségi értéke egy
adott genomi régiora hasonld értéket (0,5 <lefedettségi hdnyados <2) ért el, IRF3, IRF5 és IRF9
fehérjék kozos kotd genomi régiorol beszéliink és kozos klaszternek nevezziik. Tovabbi harom
klasztert definialtunk, amelyekben az egyik IRF fehérje kotddése az adott genomi régidhoz

gyengébb volt, mint a mésik két IRF-fehérje kotddése.

4.2. DNS-motivumok el6fordulasa az IRF klaszterekben

Harom stratégia alkalmazasaval elemeztiik a DNS-motivumokat a klaszterekben: (1) ,,de
novo” motivum kereséssel, (2) sulyozott motivum matrixok (PWM) feldusuldsainak elemzésével
¢és (3) specifikus DNS-szekvencidk keresésével. Mindharom stratégidnak megvannak a maga
elényei és korlatai, ezért ezeknek a megkozelitéseknek a kombindlasa atfogobb képet eredményez.

Az els6é megkozelitést (de novo motivum keresés) felhasznalva azt talaltuk, hogy az IRF3-
¢s 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). Osszhangban a korabbi IRF5 ChlP-seq vizsgalatokkal, de novo motivum kereséssel nem
sikeriilt azonositani ISRE motivumot az IRF5-dominans klaszterben, azonban az ISRE félhely ¢és
gyenge IRF-Ets kompozit elem (IECS) feldusulast mutatott. Ezek mellett az IRF-k6t6 motivumok
mellett szamos mas motivumot is azonositottunk, koztiik az NF-kB-kotd motivumot (kB vagy
NFKB), a TPA valasz elemet (TRE), a cAMP vélasz elemet (CRE) és az IFN-gamma aktivacios
szekvenciat (GAS). Ezek a motivumok, olyan transzkripcios faktorok kot régioi, amelyek utvonal
specifikusan aktivalodnak az IRF-fehérjékkel. TLR aktivalas soran az IRF3 vagy IRF5 egyiitt
aktivalodik az AP-1 csalad tagjaival, melyek a TRE vagy CRE motivumokhoz koétddnek, és az
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NFkB csalad tagjaival, melyek az NFKB motivumhoz kétédnek. Az 1. tipust IFN-ok indukaljak
az ISGF3 komplex kialakulasat STAT1 homodimerekkel, melyek a GAS motivumhoz kétédnek.

A masodik megkozelitésiinkben motivum matrixok (position weight matrix, PWM)
feldusulasat vizsgaltuk a klaszterekben. A ,,de novo” motivum keresésekben a hasonldé motivumok
0sszevonodnak, tovabba adott motivumok kozvetlen Gsszehasonlitasa a klaszterek kozott nem
lehetséges. Ebben segit a PWM-ek feldusuldasanak vizsgalata. A HOMER adatbéazisbol ¢€s
ujraclemzett ChIP-seq adatokbol gyijtottiink IRF faktorok kotShelyeiként azonositott elemek
PWM-jeit. Az ISRE, EICE, IECS ¢és az egylittesen aktivalt transzkripcids faktor motivumok
mellett harom hosszabb motivumot is vizsgaltunk az AICE1, AICE2 és TISRE motivumokat. Az
egyes motivumok kiiszobértékét (cut-off value) szisztematikusan hataroztuk meg véletlenszertien
kivélasztott régiok halmaza alapjan, és a PWM-ek feldusuldsat ezekhez viszonyitva hataroztuk
meg.

Eredményeink alapjan harom alapveté megfigyelést tettiik. Elsé6 megfigyelésiink az volt,
hogy az IRF3 és IRF9 dominans klaszterekben dusult fel a legjobban az ISRE motivum. Ezzel
Osszhangban az IRF3-IRF9 kozos klaszterben is magas volt az ISRE frekvencidja. Masodik
megfigyelésiink, hogy a TISRE motivum kiilonosen gyakori volt az IRF3-dominéns, az IRF9-
dominans ¢s IRF3-IRF9 koz0s klaszterekben. Harmadik megfigyelésiink, hogy az EICE motivum
az ISRE motivumokhoz hasonl6 dusuldst mutatott a vizsgalt klaszterekben. Ezek az eredmények
nem jelentik azt, hogy az IRF3-dimerek és az ISGF3 komplex magas frekvnciaval kétik az EICE
motivumot. Sokkal valdsziniibb, hogy az IRF3-dimerek és az ISGF3 komplex eldnyben részesiti
azokat a hozzaférhetd genomi régiokat, amelyek a PU.1 és az IRFS8 altal kotottek és ezaltal
nyitottak. Mindkét transzkripcids faktor LDTF, azaz feleldsek az adott dendritikus sejt alpopulacid
sejttipus specifikus kialakulasaért, és egyiittesen kotik az EICE és IECS motivumot.

A masodik megkozelitésiink (PWM feldisulasok) tovabbi elemzéseiben azt vizsgaltuk,
hogy milyen el6forduldsa van az NFKB, TRE, CRE és GAS motivumoknak. Ezek a motivumok
olyan transzkripcios faktorok kotohelyei, melyek egyiitt aktivalod(hat)nak bizonyos IRF-ekkel. A
de novo motivum keresés eredményei és PWM feldsulasanak elemzései altalaban 6sszhangban
voltak. Az egyetlen eltérést az IRF5 dominans klaszter esetében fligyeltiik meg, ahol a TRE ¢és
CRE motivumok a de novo elemzés soran feldasulast mutattak, azonban a stlyozott motivum
matrix analizis soran nem. Az NFKB motivum az IRF3-dominans, az IRF5-dominans, valamint a
kozos IRF3-IRF5 klaszterben, mig a GAS motivum az IRF9 dominans klaszterben dusult fel
jelentésen. A TRE motivum az IRF3-dominans, a IRF3-IRF5 és IRF3-1RF9 kozos klaszterekben,
mig a CRE az IRF3-dominans, és IRF3-IRF5 ko6zos klaszterekben fordult eld nagyobb

gyakorisaggal, mint a tobbi klaszterben.
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A harmadik megkdzelitésiink soran specifikus DNS-szekvenciak eléforduldsat vizsgaltuk
IRF klaszerekben. Elészor az ISRE-félhelyeket elemeztiikk. A 4 bazis hosszi ISRE-félhely (5°-
GAAA-3’) ¢és valtozatai helyett azért valasztottunk 6 bazis hosszu szekvenciakat, mert az IRF-
fehérjék kotddését az ISRE félhelyek 5° és 3’ talnyulod végiikon talalhatd bazisok is befolyasoljak.
Készitettiink egy 6-mer listat (n=535), amely tartalmazta a kanonikus 5’-GAAA-3’ ISRE félhely
szekvenciat és két extra bazist harom lehetséges pozicioban (5’-NNGAAA-3’, 5>-NGAAAN-3’
vagy 5’-GAAANN-3’), egy bazis eltérést engedélyezve. Meghataroztuk ezeknek a 6-mer
szekvencidknak a gyakorisagat a klaszterekben. Sok olyan szekvencidt azonositottunk (n=_84),
amelyek legaldbb 1,5-szer gyakrabban fordultak el6 az IRF3-, IRF5- ¢és IRF9-domindns
klaszterekben, mint a masik két klaszterben. Legtobb (n=68) ezek koziil a legnagyobb feldtsulast
az IRF5-dominans klaszterben mutatta. Tobb 6-mer szekvencia feldiisulasa is egybeesett a korabbi
,iN Vitro” vizsgalatok eredményeivel. A fehérje-koté microarray (Protein binding microarray,
PBM) vizsgalatok azt mutattdk, hogy a 5’-GGAAAC-3’szekvencia nagyobb affinitassal kotodik
az IRF3 fehérjéhez, mint az IRF5, IRF6 vagy IRF9 fehérjékhez. Ezzel a megfigyeléssel
Osszhangban azt talaltuk, hogy a GGAAAC szekvencia feldisulast mutatott az IRF3-dominans
klaszterben. PBM kisérletek bizonyitottak, hogy az IRF5 fehérje sokkal jobban toleralja az ISRE-
félhely 3. és 4. pozicidban 1évo bazisok eltérését a kanonikus szekvenciaktol, mint az IRF7 vagy
mas vizsgalt IRF fehérjék. Tobb olyan 6-mer szekvenciat detektaltunk az IRF5 dominédns
klaszterben melyek bazisai ezekben a poziciokban eltért a kanonikus szekvenciatol (példaul
CGACAC ¢és CGAGAC.

Tovabbi PBM kisérletek alapjan a TGAAAC szekvenciat nagyobb affinitassal kototte az
IRF9 fehérje, mint az IRF3, IRFS5 vagy IRF6 fehérjék. Elemzésiink soran azt talaltuk, hogy ez a
szekvencia és még tovabbi néhany 6-mer szekvencia mutatott feldusulast az IRF9 dominans
klaszterben.

A harmadik megkozelitésiink tovabbi elemzéseiben olyan specialis ISRE variansok (n=37)
jelenlétét vizsgaltuk a klaszterekben, amelyeket korabbi tanulmanyok alapjan vagy a sajat ISRE
félhely 6-mer szekvenciak alapjan valasztottunk ki. 20 olyan ISRE varidnst azonositottunk,
amelyek legalabb 1,5-szer gyakrabban fordultak el6 az IRF3-dominans klaszterekben, mint a
masik két klaszterben. Az IRF9-dominéans klaszterekben 4 ilyen ISRE varianst azonositottunk,
viszont nem talaltunk 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 el az IRF3-domindns klaszterben a tobbi
klaszterhez képest. Azok az ISRE varidnsok, melyekben két extra AA bazist tartalmazott az 5’

végén szintén nagyobb feldusulast mutattak az IRF3-dominéns klaszterben. Az EMSA és a fehérje
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krisztallografids kisérletek soran azt talaltdk, hogy az ISGF3 komplex &ltal kotott szekvencidk
hosszabbak, mint a 10 bp hossz konszenzus ISRE motivum, az IRF9 és a STAT fehérjék kotési
preferencidja miatt. Elemzéseink soran azt talaltuk, hogy az 5°-GAAANNGAAACT -3’ feldusulast

mutatott az IRF9 dominans klaszterben.

4.3. A kromatin hozzaférhetosége az IRF klaszterekben

Ahogy a Bevezetésben attekintettiik, a SRTF-ek kotddésének nagy része a korabban (LDTF-
ek altal) ,kijelolt”, nyitott, hozzaférhetd enhanszer régidkban torténik. A kromatin nyitottsadg és
SRTF kotés kolcsondsen hat egymasra: a nyitottsdg jelentds mértékben meghatarozza a
bekotddést, viszont a kotdédés tovabb ,,nyitja” a régidt. Az LPS altal stimulalt makrofagokban azt
talaltak, hogy az IRF3 fehérje eldsegitheti a nukleoszomdk atrendezddését és/vagy a korabban
zart/kevésbé hozzaférhetd kromatin nyitasat. Az ISGF3 komplex altal torténé kromatin nyitast
szintén tanulméanyoztdk. Tudomasunk szerint az IRF5 kromatin &4trendezd képességét nem
vizsgaltak atfogd tanulmanyokban. A kromatin hozzaférhetésége fontos meghatarozo lehet az
IRF-specifikus enhanszerek kivalasztasaban. Ezért megvizsgaltuk a hozzaférhetd kromatin
régidkat ATAC-seq kisérletekkel stimulalatlan (UT) DC-kben.

Kiszamoltuk az IRF-ek 6sszes kotohelye és a klaszterekben a hozzaférhetd kromatin régiok
szdzalékos aranyat. Az IRF-ek Osszes kotOhelye esetében azt taldltuk, hogy a kiillonbség kisebb
volt (~13%) a legalacsonyabb és a legmagasabb frekvencia kozott (IRF3: 56,8% és IRF5: 69,8%).
Az IRF klaszterek esetében sokkal nagyobb kiilonbséget (~50%) detektaltunk a legalacsonyabb
¢és a legmagasabb frekvencia kozott (IRF3-dominans: 23,8% vs. K6zos: 73,8%). A specifikus
klaszterek koziil az IRF5-dominans klaszterekben taldltuk a legtobb hozzaférhetd kromatin régidt
(62,4%). Az IRF3-kotod régiok, a hozzaférhetd kromatin régiok és a kanonikus ISRE (5°-
GAAANNGAAA-3’) szekvencia atfedését szintén meghataroztuk.

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 megjeldlt (nyitott) és a
koté régiok sokféleségére reprezentativ példa a Ccl5 gén szabalyozo elemei. Osszességében
megallapitottuk, hogy az ATAC-negativ régiok feldusultak az IRF3- és IRF9-dominéns régiokban,
ami arra utal, hogy a ,,zart” nehezen hozzaférhetd kromatin hozzajarul az IRF3- és IRF9-dominans
(de nem a IRF5-dominans) kotdhelyek specificitasahoz, mas IRF-ek kotddésének kizarasaval.
Megfigyeléseink dsszhangban allnak mas transzkripcios faktorokkal kapcsolatos eredményekkel,
amelyek arra utalnak, hogy a kromatin allapota kulcsszerepet jatszik a szelektiv transzkripcios

valaszok kialakitasaban.
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4.4. Az IRF dominancia prediktalasa gépi tanulasi modszerrel

A gépi tanulasi moédszerek egyik alkalmazasa ,,0sztalycimkék™ predikcidja bemeneti
adatok alapjan. A Random Forest segitségével megvizsgaltuk, hogy az IRF dominanciat milyen
pontosan lehet prediktdlni a kotOhelyek jellemzdinek felhasznalasaval. Paronkénti
Osszehasonlitast végeztiink ugy, hogy a kotéhelyek klaszter-cimkéje (IRF3-, IRF5- vagy IRF9-
dominans) szolgalt ,,0sztalycimkeként”. Bemeneti adatként tiz motivum PWM pontszédmait, az
ATAC-seq szignalértékeket, ISRE varidansok ¢és 6-mer szekvencidk el6fordulasi értékeit
alkalmaztuk, vagy ezek kombindciojat hasznaltuk. A predikcid pontossagat a helyes és az Gsszes
predikcié ardnya alapjan adtuk meg, a predikcio helyes volt, amikor az eredeti és a prediktalt
osztalycimkék megegyeztek. Jelenetds kiilonbség volt, annak fiiggvényében, hogy melyik
jellemzoket hasznaltuk a predikciohoz.

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 osztidlycimke prediktalasa
kevésbé volt pontos (~65%) az IRF3-dominans ¢és az IRF9-dominans klaszterek
Osszehasonlitdsakor. Ez azt jelenti, hogy az IRF5-domindns klaszter jelentdsen kiilonbozik a masik
két klasztertdl, mig a kotdhely jellemzdk alapjan az IRF3 és IRF9 dominans klaszterek kevésbé
valtak el egymastol.

4.5. Az antiviralis citokineket, gyulladasos citokineket és antiviralis ISG-ket kédolé gének
gyakran kapcsolédnak IRF3-, IRF5- és IRF9-dominans régiokkal

Az IRF klaszterek feldiisuldsat megvizsgaltuk harom transzkripcids program génjeinek
kibdvitett promoter régidiban. Az antiviralis citokinek, a gyulladasos program génjei (citokinek €s
transzkripcids faktorok), és az antiviralis ISG-k koziil sokat az IRF3, az IRFS és az IRF9 fehérjék
célgénjeként azonositottak. Harom génlistat allitottunk 6ssze a GO (The Gene Ontology) listak és
a szakirodalom alapjan.

Az antivirdlis 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 kotOhelyeket. Ezutdn megvizsgaltuk az adott kotohely tipusat, és
kiszdmitottuk a relativ (klasztermérettel normalizalt) feldtisulast. Az elemzés soran azt talaltuk,
hogy az antiviralis citokinek TSS + 10 kb régidiban az IRF3 dominans klaszter (és kisebb
mértékben IRF3-IRFS5 kozos klaszter) mutatott feldusulast. A gyulladdsos programban részt vevo
gének TSS + 10 kb régidiban az IRF5-dominans és az IRF3-IRF5 kozos klaszterek dusultak fel,
mig az antiviralis ISG-k TSS + 10 kb régioiban, az IRF9 domindns és az IRF3-IRF9 kozos
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klaszterek fordultak eld leggyakrabban. Megvizsgaltuk az azonositott, fenti harom génlistahoz
kapcsolhaté 28 IRF3-, 62 IRF5- ¢és 45 IRF9-dominans kotohelyek jellemzé DNS motivumait és
kromatin nyitottsagat. Az elemzés azt mutatta, hogy a teljes klaszter és azon részhalmazai a
legtobb esetben hasonld mintdzatot mutattak. Kiilondsen feltlind volt az IRF5-dominans
kotéhelyek magas NFKB motivum pontértéke és ATAC-seq szignalja, illetve alacsony ISRE
motivum pontértéke.

Az IRF3, IRF5 ¢és IRF9 kotodésének €s génexpresszio kapcsolatanak viszgélatdhoz
reprezentativ géneket valasztottunk ki. Olyan antiviralis citokineket, gyulladésos citokineket €s
antivirdlis ISG-ket azonositottunk, amelyek az IRF3, IRF5 vagy IRF9 dominédns csucsokkal
asszocialtak a prométer régidikban. RT-qPCR technika alkalmazasaval megvizsgaltuk az mRNS
szintjliket kiilonboz0 ligandok jelenlétében, az i1d6 fiiggvényében (1,5-12 6ra).

Megallapitottuk, hogy a kivalasztott antiviralis citokineket, az inflammatoérikus citokineket
¢s az antiviralis ISG-ket a leghatékonyabban rendre a pIC, a CpG ¢és az IFN-B szabalyozzak.
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 tilnyomorészt IRF3, IRF5 vagy IRF9 fehérjék altal szabalyozottak, fontos kotéhelyek az
adott transzkripcios valaszokhoz. ChIP-qPCR mddszer segitségével megvizsgaltuk, hogy a TLR
¢s IFN utvonalak kozott kimutathaté-e egyiittmiikodés vagy gatlas kombinalt ligandkezelések
esetén. Ezekben a kisérletekben a DC-ket egy agonistdval, vagy a ligandok kombinacidival
stimulaltuk. Megallapitottuk, hogy az IRF3 kotddését az antivirdlis citokinek IRF3 dominans
régidihoz az Gsszes kombinalt kezelés gatolja. Az IRFS kotddése a gyulladasos gének IRFS-
dominéns régidihoz nagyobb feldisuldst mutatott, amikor a pIC + CpG kombinalt kezelést
alkalmaztuk. Mivel az IRF5 fehérjét a TLR3 és a TLRY agonista is aktivalta, a megnovekedett
IRF5-kotédésének a két utvonal kozotti egylittmiikodeés lehet az oka. Végiil, az IRF9 kotddése az
antiviralis ISG-k IRF9-dominans régidéihoz hasonl6 volt, amikor az IFNB-t 6nmagaban vagy CpG-
vel kombinalt kezelést alkalmaztuk, ami arra utal, hogy a TLRO tutvonal nem képes gatolni az IRF9
aktivaciojat vagy kotddését.

Ezzel szemben a TLR3 utvonal gatolta az IRF9 aktivaciojat vagy kotddését az IRF9-
dominans régiokba. Ezek az eredmények egyiittesen azt sugalljdk, hogy az IRF-ek és mas SRTF-
ek kozotti verseny vagy egylittmiikddés jelentdsen befolyasolja az IRF3, IRFS5 és IRF9 fehérjék

kotddését.
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4.6. Az effektor 1ISG-k lehetséges szabalyozéelemeinek azonositasa

RNA-seq felhasznalasaval elkészitettiik azoknak az ISG-knek a listajat (n=1936), amelyek
6 6ras IFN-kezelés utan legalabb kétszeres indukciot mutattak. Az ISG-k listajabol kivalasztottuk
azokat a géneket, amelyeket kordbbi vizsgalatokban ,,antiviralis effektorként” irtak le. Ily médon
37 effektor 1GS-t azonositottunk.

Az effektor 1SG-k szabalyoz6 elemeit az IRF9 kotohelyeinek feltérképezésével
azonositottuk. Egy adott sejtben aktiv (vagy aktivalhatd) génszabalyozd elemek tobbféle
modszerrel azonosithatoak, de minden modszernek megvannak a korlatai. Az egyik lehetséges
modszer az aktivalt SRTF-ek feltérképezése. Ennek az lehet a hatranya (ha nem kombinaljuk mas
modszerrel), hogy nincs informacionk arrdl, hogy a bekotddés az enhanszer aktivitasaval jar-e.
Bizonyos ttvonalak esetében probléma lehet tovabba, hogy egy receptor tobb SRTF-et aktival (pl.
TLR-ok esetében az NF-kB, AP-1, IRF faktorok), amelyek kotdhelyei csak részben fednek at.
Esetlinkben ez utébbi nem volt jelentds probléma, mivel az IRF9 alapveté komponense az IFN-
indukalt transzkripcids programoknak.

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

Az elemzésiinkhoz az IRF9 ChIP-seq adatainkat hasznaltuk. Tovabbi ChIP-seq kisérleteket
is végeztink STAT1, STAT2 és RNS-polimeraz II (Pol-I1) ellenes antitestek felhasznalasaval.
Osszesen 27546 IRF9 kotérégiot azonositottunk IFNB-vel stimulalt DC-kben (konszenzus set:
replikdk kozos régioi). 9289 régiot azonositottunk, amelyekben az 6sszes ISGF3 alegység (IRF9,
STATI és STAT2) kotédését kimutattuk az IFNB-vel stimulalt DC-kben. Osszesen 78 IRF9
kotérégiot azonositottunk, amelyekhez egy effektor ISG-t rendelt a HOMER algoritmus
legkdzelebbi génként. A 78 kotorégiobol 34 talalhato a transzkripcid kezdShelyétdl 1 kb-on beliil
(TSS-proximalis IRF9 kotérégiok). A tobbi IRF9 kotorégio ettél nagyobb tavolsagra volt,
maximalisan 33 kb-ra. Meghataroztuk az ISGF3 alegységek kotését, és azt talaltuk, hogy az IRF9
szignalintenzitasokkal korrelaltak a STAT1 és STAT2 szignalintenzitasok ezekben a régidkban.

Fontos megfigyelésiink volt, hogy az IRF9 szignalintenzitasok magasabbak voltak a TSS-

proximalis régiokban, mint a TSS-disztalis régiokban. Az effektor ISG-k tobbsége (n = 30) olyan
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IRF9 kotoéhellyel volt kapcsolatban, amely kevesebb, mint 1 kb-ra volt a TSS-t61. Az effektor 1ISG-
ket a kapcsolodo IRF9 csucsok szama alapjan osztalyoztuk. Mint kordbban emlitettiik, 3 gén volt,
amelyekhez nem tarsult IRF9 cstcs. A legtobb effektor ISG (n = 25) egy vagy két IRF9 cstccsal,
mig 9 effektor ISG harom vagy tobb IRF9 csticshoz kapcsolddott.

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

Megvizsgaltuk az ISG-khez tartoz6 IRF9 kotorégiokban az ISRE (5'-GAAANNGAAA-3")
szekvencia jelenlétét. Az ISRE szekvenciat az effektor ISG-khez tartoz6 78 IRF9 kotdhely koziil
43-ban azonositottuk. Ez az el6fordulasi gyakorisag (55,1%) magasabb volt, mint a mas ISG-khez
tartoz6 régiokban szamolt frekvencidk. 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 val6d hasonlosagat. Megallapitottuk, hogy a motivum pontszdmok
magasabbak voltak az effektor ISG-k promoter régioiban lokalizalt IRF9 kdtéhelyekben, mint az
effektor ISG-k IRF9 kotéhelyeiben. Kiszamoltuk az TISRE eldfordulasi gyakorisagat is, és azt
tapasztaltuk, hogy tobb mint hdromszor gyakoribb volt az effektor ISG-khez tartoz6 IRF9-kotd
régiokban mas ISG-khez képest (29,5%, 78 kotdhelybol 23-ban). A kovetkezo 22 effektor ISG
tartalmazta a TISRE motivumot az IRF9 kot6 régidiban: Bst2, Ddx60, Eif2ak2, Gbp2, Gbp3, Ifitl,
Ifit2, Ifit3, Isgl15, 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.

4.8. A kromatin nyitottsag viszgalata az effektor IGS-k szabalyozo6 elemeiben

Harom kérdésre kerestiik a valaszt az effektor ISG-k szabalyozo régioik nyitottsagaval
kapcsolatban: (1) Milyen mértékben nyitottak az effektor ISG-k TSS-proximalis és TSS-disztalis
IRF9 kotohelyei a stimulacio elétt a DC-kben? (2) Mennyire nyitottak az effektor 1SG-k TSS-
proximalis és TSS-disztalis IRF9 koétohelyei mas sejtekben? (3) Mennyire nyitottak a DC-kben és
a kiillonbozo sejttipusokban az egyes gén-szettek promoter régioi? Ezeknek a kérdéseknek a
megvalaszolasahoz sajadt ATAC-seq adatainkat és nyilvdnosan elérhetd ImmGen adatokat
hasznaltunk.

Els6é kérdésiink megvalaszolasdhoz meghatiroztuk az elérhetd régiok gyakorisagat
kiilonboz6 kotdhely listakban. Megallapitottuk, hogy az 6sszes IRF9 kotéhelyek nagy része nyitott
(ATAC-seq pozitiv) volt a stimulacio el6tt (69,0%), ami arra utalt, hogy mas SRTF-ekhez
hasonldan az ISGF3 is jelentés mértékben kotddik a mar 1étezd nyitott (aktiv vagy aktivalhato)
régiokhoz. Az effektor ISG-khez kapcsolédd TSS-proximalis IRF9 csticsok gyakrabban voltak
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elérheték (79,4%), mint a TSS-disztalis IRF9 kdotohelyek esetében (65,9%). Az ATAC-seq
szignalintenzitasokban nem észleltiink kiilonbséget a TSS-proximalis és a TSS-distalis IRF9
csucsok kozott.

Masodik kérdésiink megvalaszolasahoz megvizsgaltuk az effektor ISG-khez rendelt IRF9
kotohelyek nyitottsagat letdlthetd ImmGen ATAC-seq adatokat felhasznalva. Kiszamitottuk az
ATAC szignal-értékeket 34 TSS-proximalis ¢és 44 TSS-disztalis IRF9-kotd régioban 92
immunsejttipusban. A variacios egylitthaté (CV) értékeit hasznaltuk a sejtek kozotti variancia
szamszerlsitésére. Azt talaltuk, hogy egy adott effektor ISG TSS-proximalis IRF9 kotohelyeinél
az ATAC szignal-értékek jellemzden kevésbé valtoztak (alacsonyabb CV-t eredményezve), mint
a TSS-distalis IRF9 szignal-értékek. Ezek az adatok azt sugalljak, hogy sok TSS-disztalis
szabalyozoelem sejtspecifikus modon miikodik, az ISGF3 kotédése ezekhez a helyekhez
sejtspecifikus kotddési mintakat €s célgénaktivaciot mutatnak.

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. Azt talaltuk,
hogy DC-kben az ATAC szignal-értékek median értékei hasonloak az ,,0sszes egyéb ISG-k”
értekéhez, és magasabbak, mint a legjobban indukalodod ISG-k és az IR-citokinek értékei. A
kiilonboz6 immunsejteket Osszevetve az ATAC-jelek CV-jében az effektor ISG-k és mas ISG-
listak kozott. A HK gének homogénebbek voltak (alacsonyabb CV értékek, kisebb szorassal), mint
barmely mas génlistanal szamolt adatok. Az ATAC-jelek CV-je magasabb volt az IR-

citokinekben, mint a tébbi készletben.
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5. Megbeszélés

Az els tanulmanyunkban vizsgalt IRF-ek, az IRF3, IRF5 és IRF9, eltérd, de részben atfedd
szerepet jatszanak az antivirdlis citokinek szabalyozasaban, a gyulladdsos reakcidkban és az
antiviralis allapot kialakitasaban. 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 eltérdek 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 moédon befolyasolja az IRF-specifikus kotddést, és nem kizardlag az erdsen
polarizalt DNS-szekvenciak. 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 feldtsult az IRF3 és IRF5 megosztott és a kozds klaszterben, ami arra utal, hogy
az IRFS5 fehérjék egy része dimerként kotddik a kanonikus ISRE motivumhoz. Azon
megfigyelések alapjan, hogy a de novo motivum kereséssel ISRE félhelyeket azonositottunk az
IRFS cisztromban, és egy masik tanulmanyban PBM vizsgalatok alapjan azonositott IRF5 logd
hasonlit az ISRE félhely motivumra (GAAA), nem feltétleniil jelenti azt, hogy az IRF5 fehérje
dominansan vagy kizarolag monomerekként kotédik a DNS-hez. Andrilenas és munkatarsai
szerint a rovidebb logd egy dimer helyet képvisel, aminek az a kovetkezménye, hogy egy IRFS
fehérje az ISRE félhelyhez erdteljesebben kapcsolodik. Tehat, a PBM kisérletek alapjan az IRFS
dimerként kotodik, és az aszimmetrikus ISRE-félhelyeket preferalja . A harmadik mechanizmus
szerint az IRF5 nem koti kozvetleniil a DNS-t, hanem mas transzkripcios faktorok hatarozzak meg
a kotéhelyét. Ezt a mechanizmust bizonyitottak az IRF3 fehérje esetében, amely szignal-specifikus
kofaktorként funkcional az NF-kB-fiiggd gének transzkripcidjanak aktivalasa soran anélkiil, hogy
az ISRE motivumhoz kétddne. Az IRFS fehérje altal kozvetitett génszabalyozas igazolasa, amely
a fehérje kozvetett kotodése révén valosul meg tovabbi kisérleti megerdsitést igényel.

Vizsgéalatunk soran azt taldltuk, hogy az IRF5-dominans klaszternek harom jellemzd
tulajdonsaga van. Az elsé megallapitdsunk, hogy az IRF5 dominans régiok tobbsége nem tartalmaz
ISRE motivumokat. Egy nemrégiben elvégzett tanulmanyban bizonyitottak, hogy az ISRE-félhely
5’ és 3’ végén C-tdl eltérd bazisok (5-CGAAAC-3) megakadalyozhatjak az IRFS fehérje kotddését
az IFN promoterének virus-valaszeleméhez. Elemzésiink soran megfigyeltiik, hogy nemcsak azok
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az ISRE variansok, amelyek ezeken a helyeken a C-tdl eltéré bazisokat tartalmaztak (példaul
GAAANGGAAA), hanem az 6sszes ISRE varians alulreprezentalt az IRF5-dominans klaszterben.
Kovetkezé 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 kotddik a specialis 6-merekhez, és hogy az IRFS fehérjék monomerekkeént
képesek-e megkotni ezeket az ISRE-félhelyeket. Végiil azt talaltuk, hogy az NFKB motivum
felduasul az IRF5-dominans klaszterben és ez Gsszhangban volt azzal a megfigyeléssel, hogy az
IRF5-kotés nagyrészt az NF-kB-vel valo interakcidin alapszik.

Eredményeink azt mutattdk, hogy az IRF3 ¢és az IRF9 domindns régiok jobban
hasonlitottak egymashoz, és az IRF3 és az IRF9 dominancia kevésbé volt prediktalhatd. Szdmos
oka lehet annak, hogy a gépi tanulassal az eldrejelzés alacsonyabb pontossagu. A klaszterezés
pontatlan lehet a ChIP hatékonysagéanak kiilonbségei vagy mas okok miatt. A pontos predikciohoz
olyan jellemzdkre is sziikség lehet melyeket nem vizsgaltunk. Az ilyen hidnyz6 nem vizsgalt
jellemzdk lehetnek a motivumok szama egy adott régidban, a kiillonb6z6 motivumok kozotti
tavolsag, a transzkripcios faktorok lefedettségi értékei, tovabbi motivumok jelenléte vagy az ISRE
¢s a 6-merek tovabbi varidnsai. A jovOben egy Osszetettebb elemzés felfedhet tovabbi jellemzoket
is, amelyekre sziikség lehet a pontosabb predikciohoz. Ugyanakkor, elemzésiink soran
azonositottunk olyan mintézatokat, amelyek elényben részesitik az IRF3-dominans vagy az IRF9-
dominans kotodést.

Az IRF3-dominans klaszterben azt talaltuk, hogy a kotd régiok kozil a stimulacio eldtt
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
egyiittmiikddést igényel a kromatin ,,megnyitasahoz”. Alternativ megoldas lehet harom vagy négy
IRF3 vagy mas IRF tandem-kotddése a TISRE motivumhoz, amely szintén feldtisul a klaszterben
és ez elegendd lehet a nukleoszoma eltavolitdsdhoz. Az IRF9 nem koti nagy affinitassal az IRF3-
dominans kotd régiokat, valdsziniileg azért, mert az NF-kB és AP-1 nem indukalodik az I-IFN
utvonalon. Tovabba azt talaltuk, hogy sok IRF9-domindns klaszterben feldusulnak az ISRE és
GAS motivumok. Az 5-WBVGGAAANNGAAACT-3 konszenzusszekvencia €s variansai is
feldusultak az IRF9-domindns klaszterben, viszont eléfordulasi gyakorisaguk alacsony volt. A
GAS-motivum feldiisuldsa arra enged kovetkeztetni, hogy az I-IFN jelatvitel altal aktivalt STAT1
homodimerek fontos meghatarozoi az IRF9-dominans kotés kialakulasanak.

A masodik tanulmanyunkban az effektor ISG-k szabalyozo elemeit vizsgaltuk. Azt
tapasztaltuk, hogy a legtobb effektor ISG (81,0%, 37 génbdl 30) promoter régidja olyan ISGF3-
koté régioval rendelkezik, amely erds ISRE-motivumot tartalmaz, €s szamos sejttipusban
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hozzaférhet6. A promoterrégiok nemcsak az altaldnos TF-ek szdmdra tartalmazhatnak
kotohelyeket, hanem promoter-specifikus TF-ek (példaul SP-1, YY-1 és NFY), LDTF-ek és mas
TF-ek szamara is. A DNS-szekvenciak mellett a genomi régiok hozzaférhetdsége kulcsfontossagu
az SRTF-kotések kialakitasanal. Azok a promoterek, amelyeket promoter-specifikus TF-ek
tesznek hozzaférhetévé (nyitotta), azok nem fliggenek az LDTF-ektol, tehat sejttipus-fiiggetleniil
aktivalhatéak. 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
nyugvo vad tipust (wild type, WT) makrofagokban, a kromatin hozzaférhet6sége csokkent az
Irf9—/— sejtekben.

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 eréssége és gyakorisaga a TSS-disztalis IRF9-
kotd régidokban alacsonyabb volt, mint a TSS-proximalis régiokban. A ,,gyengébb” ISRE-
motivumok alacsonyabb IRF9- kotéssel parosultak. Ezenkiviil nyitottsaguk inkabb sejttipus-
specifikus volt, mint a TSS-proximalis csucsok nyitottsaga. Mivel az ISGF3 féként a mar meglévo,
hozzaférhetd szabalyozo régiokhoz kotddik, valdszinilileg az ISGF3 kiilonbozd sejttipusokban

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

Els6 tanulményunkban azokat a jellemzdket hatdroztuk meg, amelyek lehetové teszik,
hogy az IRF-ek specifikus genomi helyeken kotédjenek. Az IRF3, IRF5 vagy IRF9 altal kotott
régiok azonositdsara ChIP-seq kisérleteket végeztiink aktivalt egér dendritikus sejtekben. Az
azonositott régidokat 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 kiszamithatosagat. 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-dominans régidkat a feldisult 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
jellemzék azonositasara, amelyek lehetové teszik az IFN-indukalhatd antiviralis 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 nyitottsdgat 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 mas 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, €s 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 régiod tobb
sejttipusban is nyitott volt a stimulacio el6tt. Eredményeink azt mutatjak, hogy az ,,er6s” ISRE

motivumok és az univerzalisan nyitott promoter régiok az effektor ISG-k fontos jellemzdi.
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7. Uj tudoményos eredmények dsszefoglalisa

IRF3-, IRF5- és IRF9-specifikus kotéhelyek azonositasa és jellemzése

Az IRF5-dominans régidk alapvetden kiilonboztek az IRF3- és IRF9-dominans régioktol:
az ISRE-k ritkdk, mig az NFKB-motivum ¢és a specialis ISRE-félhelyek, gyakrabban
fordultak eld.

Az IRF3- és IRF9-dominéns régiodkat a feldusult ISRE motivum ¢és a nyitott kromatin
alacsonyabb gyakorisaga jellemezte.

Az IRF3- vagy IRF9-dominans régiok kevésbé voltak szétvalaszthatdak, de példaul az
ISRE néhany specialis valtozata, a TISRE és az NF-kB motivumai az IRF3 esetében,
valamint a GAS motivum ¢és bizonyos ISRE valtozatok az IRF9 esetében nagyobb

gyakorisaggal fordultak elo.

Effektor 1SG-ek szabalyozo régiéinak azonositasa és jellemzése

A legtobb effektor ISG-nek volt legalabb egy ISGF3-kotéhelye a transzkripcios
starthelyhez (TSS) kozel.

Az ISRE és a TISRE elemek az effektor ISG-k szabalyoz6 elemeiben gyakrabban
fordultak eld, mint mas vizsgalt ISG csoportokban.

A kromatin nyitottsaga a promoter régidiban hasonl6 volt a legtobb mas ISG-hez, de
magasabb, mint a gyulladassal kapcsolatos citokinek promotereinél, amelyeket referencia
génkészletként hasznaltunk.

Az IRF9 koteési értékek jellemzden magasabbak voltak, az ISRE motivumok pedig
»erosebbek” a TSS-proximalis, mint a TSS-disztélis szabalyozo régiokban. A tobb

sejttipusban detektalhato nyitottsag jellemz6 a TSS-proximalis kotohelyekre.
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