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1. Bevezetés és az eredmények attekintése

A dendritikus sejtek (DC-k) alapvetd szerepet a kiilénb6zé immunvalaszok szabalyozasaban. A DC-k
vizsgélata fontos az immunrendszer miikédésnek megértéséhez és az immunbetegségek mechanizmusanak
megismeréséhez. A génexpresszidt kutat6 szakemberek ezen tul olyan molekularis események
tanulmanyozasara is hasznaljadk a DC-ket (hasonléan a makrofagokhoz), mint a sejt- és stimulus-specifikus
génaktivacio vagy a szigndlintegracid. A tamogatott kutatds (NN125613) eredeti alapkérései a DC-k altal
detektalt szignalok integracijdhoz kapcsol6dtak. Szamos, a szignalok integracidjaval kapcsolatos
eredménylnk bekerilt a kdzleményeinkbe, viszont a korabbi célkitlzéseinkhez képest a f6 hangsuly az
antiviralis programokra és az interferon regulalé faktorok (IRF) vizsgalatara kerilt at, alapvetéen két okbadl.

Az els6 ok az volt, hogy az elvégzett kisérleteink soran tébb esetben azt tapasztaltuk, hogy a
szignalintegracio fehérje szinten és sejtvalaszok szintjén nem olyan kifejezett, mint azt a transzkripcids
eredményeink alapjan feltételeztiik. Példaul az RNA-seq adatok alapjan 271 gén mutatott szinergista
szabdlyozast. Ezen géneknek csak egy része (n=160) volt detektalhaté tomegspektométer alapu proteomikaval,
még kisebb hanyaduknal volt a szinergia kimutathaté fehérje szinten (n=25). A virus fertézésekkel kapcsolatos
eredményeink azt mutattak, hogy a virus-indukalt valaszok nem voltak kifejezettebbek a TLR3 és TLR9
Utvonalakat egyuttesen aktivaldé DNS virusok (HSV1, Adenovirus) esetében, mint az +ssRNS virusok
(Rhinovirus, Enterovirus) esetében, amelyek csak a TLR3-t aktivaljak. A szakmai zar6 beszamolo 5. pontjaban
kozleményekbe nem, vagy csak részben keriiltek ismertetésre.

A masodik ok az volt, hogy a tervezett és elvégzett kisérletek analizise kbzben olyan megfigyeléseket
tettiink, melyeket kordbban csak kevéssé vizsgaltak. Ezen jelenségekkel kapcsolatos eredményeinket, a mar
elvégzett kisérletek eredményeit felhasznalva két tudomanyos kézleményben publikaltuk. Az elsé kdzlemény
esetében az alapveté megfigyelésiink az volt, hogy TLR utvonalak altal aktivalt IRF3 és IRF5 kétéhelyei csak
részben fednek at, pedig a két IRF hasonl6 DNS motivumot (ISRE félhelyet) ismer fel. A vizsgélatainkat
kiterjesztettiik egy harmadik IRF-re (IRF9), és tovabbi kisérletekkel és elemzésekkel vizsgaltuk az IRF-
specifikus kotések jellegzetességeit. A masodik kézleményben bemutatasra keriiltek azon eredményeink,
melyek azzal kapcsolatosak, hogy az IRF-ek kotését hogyan modositja tébb agonista egyuttes alkalmazasa. A
masodik tanulmany esetében a transzkriptomikai adatok elemzése soran azt figyeltik meg, hogy az interferon
stimulalta gének (ISG) egy csoportja (az un. effektor ISG-k) esetében a TLR szignalok gatoljdk egymast, a
masodik ligand rontotta a hatékonyabb ligand hatasat. Ez alapvetéen ellentétes volt a gyulladasos citokinek
szabalyozasaval, ahol az additiv vagy szinergista hatas volt az altalanos. A kézirat els6 verzidiban a két
géncsoport szabalyozasat parhuzamosan, egyutt mutattuk be. Ezen a szerkezeten részben terjedelmi okokbdl,
részben a biralok javaslatai alapjan késdbb véltoztatnunk kellett. A végleges, publikalt verziéban a hangsuly az
effektor 1SG-k génszabalyoz6 régidinak jellemzésére kerilt, bemutatva szignalintegraciéval (TLR ligandok
kombinalt hatasa a génexpressziora) és gyulladasi citokinekkel (pl. promoter kromatin nyitottsag) kapcsolatos
eredményeinket is.
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3. Az IRF3-, IRF5- és IRF9-specifikus kotdhelyeinek feltérképezése és jellemzése

Az IRF csalad harom tagjanak kotési sajatosséagait vizsgaltuk funkcionalis genomikai méodszerekkel.
Azonositottuk az IRF3, IRF5 és IRF9 kdzds és specifikus genomi kotShelyeit, és megvizsgaltuk ezek
jellegzetességeit. EI6észor ChiP-seq kisérleteket végeztiink az IRF-ek kétéhelyeinek feltérképezéséhez. A CD8*
DC sejteket 90 percig kezeltik CpG-vel, pIC-vel vagy IFNB-al. Ezek az agonistdk hatékonyan aktivaljak a
kovetkezd jelatviteli utvonalakat: pIC — TLR3 — IRF3; CpG — TLR9 — IRF5 és IFNf — IFNAR1/2 — IRF9.
Azokkal a kétéhelyekkel dolgoztunk tovabb, melyek egy adott minta mindkét replikdjdban azonosithatéak voltak.
Az IRF3, IRF5 és IRF9 kotési régidinak feltérképezése utan azonositottuk azokat a genomi régiokat, melyeket
valamelyik IRF dominansan kototte. Meghataroztuk az IRF3, IRF5 és IRF9 fehérjék normalizalt lefedettségi
értékeit, majd IRF3, IRF5 és IRF9 kotéhelyeket hét csoportba (klaszterbe) soroltuk: (1) IRF3-dominans, (2)
IRF5-dominans, (3) IRF9-dominans (4) IRF3-IRF5, (5) IRF3-IRF9 (6) IRF5-IRF9, és (7) mindharom IRF k6zds
kétéhelyei. Egy genomi régiét akkor tekintettiink IRF3-, IRF5- vagy IRF9-dominéans régionak, ha az adott IRF
normalizalt lefedettségi értéke legalabb kétszer magasabb volt, mint a masik két IRF arra a régidra szamoltatott
lefedettségi értéke. Azokat a régidkat, ahol az IRF3, IRF5 és IRF9 lefedettségi értéke hasonlé volt, azaz a
hanyadosok rendre 0,5 és 2,0 kdzott voltak, kdzos klaszternek tekintettiik. A harom tovabbi klaszterbe olyan
régiok tartoztak, amelyekben az egyik IRF fehérje kdtédése az adott genomi régidhoz gyengébb volt, mint a
masik két dominans IRF kotédése.

Az IRF3, IRF5 és IRF9 kdzos és specifikus genomi kétéhelyeinek jellemzése soran megvizsgaltuk, hogy
van-e killbnbség az IRF-dominans klaszterek kdzétt DNS motivumok eléfordulasa szempontjabdl. Harom
maddszerrel elemeztiik a DNS-motivumokat: (1) ,de novo” motivum kereséssel, (2) stlyozott motivum matrixok
(position weight matrixes, PWMs) feldUsulasainak elemzésével és (3) specifikus DNS-szekvenciak keresésével.

Az els6é mddszer azt mutatta, hogy az IRF3- és IRF9-dominans klaszterekben a leginkdbb feldisult
DNS-motivum az ISRE. A korabbi IRF5 ChlP-seq vizsgalatokhoz hasonléan, a ,de novo” motivum kereséssel
nekiink sem sikerilt 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 egyéb motivumot is azonositottunk, klaszterenként mas-mas gyakorisaggal, kodztik az NF-xB
kotéhelyét (kB vagy NFKB), a TPA valaszelemet (TRE), a cCAMP vélaszelemet (CRE) és az IFNy aktivaciés
szekvenciat (GAS). Ezek a motivumok, olyan faktorok kotérégioi, amelyek egyutt aktivalédnak bizonyos IRF-
fehérjékkel. A TLR aktivalas soran az IRF3 vagy IRF5 egydtt aktivalodik az AP-1 csalad tagjaival, melyek a TRE
vagy CRE motivumokhoz kétédnek, és az NF-kB csalad tagjaival, melyek az NFKB motivumhoz kétédnek. Az
I-IFN-ok indukaljak az ISGF3 komplex kialakulasa mellett a STAT1 homodimereket is, melyek a GAS
motivumhoz kétédnek.

A masodik megkozelitésink sordn PWM-ek feldlsulasat vizsgaltuk a klaszterekben. A HOMER
adatbéazisbdl és Ujraelemzett ChiP-seq adatokbdl gydjtottink IRF faktorok két6helyeiként azonositott elemek
PWM-jeit. Az ISRE, EICE, IECS és az egyuttesen aktivalt faktorok motivumai (NFKB, TRE, CRE és GAS) mellett
harom hosszabb motivumot is vizsgaltunk. Az AP-1 és IRF kompozit elemeket (AICE1 és AICE2), melyeket az
IRF4/IRF8 és a ko-regulator transzkripcios faktoraik kétShelyeként, és a harom félhelyet tartalmazé ISRE
(TISRE) motivumot, melyet kordbban az IRF1, IRF2 és IRF8 fehérjék kotdhelyeként azonositottak. Az ISRE és
TISRE motivumok az IRF3-dominans, az IRF9-dominans, valamint az IRF3-IRF9 klaszterekben disultak fel a
legjobban. Az IRF-ekkel egyiitt aktivalt faktorok motivumaival kapcsolatban a kévetkez6 megfigyelést tettiik. Az
NFKB motivum az IRF3-dominans, az IRF5-dominans, valamint a IRF3-IRF5 klaszterben, mig a GAS motivum
az IRF9 dominans klaszterben dusult fel jelentésen. A TRE motivum az IRF3-dominans, a k6z6s IRF3-IRF5 és
IRF3-IRF9 klaszterekben, mig a CRE az IRF3-dominans, és kdzos IRF3-IRF5 klaszterekben fordult el nagyobb
gyakorisaggal, mint a tébbi klaszterben.

A harmadik megkoézelitésiink sorén specifikus DNS-szekvenciak el6fordulasat vizsgaltuk. El6szor az
ISRE-félhelyeket elemeztiik. A 4 bazis hosszu ISRE-félhely (5-GAAA-3’) helyett 6 bazis hosszu szekvenciakat
(6-mer) elemeztiink, mert az IRF-fehérjék kotédését az ISRE félhelyek 5’ és 3’ tulnyulé végukon talalhato
bazisok is befolyasoljak. Készitettlink egy listat (n=535), amely tartalmazta az 6sszes 5'-GAAA-3’ ISRE félhely
szekvenciat és két extra bazist harom lehetséges pozicibban, egy bazis eltérést engedélyezve. Meghataroztuk
ezen 6-mer szekvenciak gyakorisagét a klaszterekben. Sok olyan szekvenciat azonositottunk (n=84), amelyek
jelentésen feldusultak valamelyik klaszterben, a legtdbbet (n=68) az IRF5-dominans klaszterben mutattuk ki.
Ezekben altaldban az ISRE félhely harmadik bazisanal tértek el a kanonikus szekvenciatdl (példdul CGACAC
és CGAGAC). A tovébbi elemzésekben olyan specialis ISRE variansok (n=37) jelenlétét vizsgaltuk a
klaszterekben, amelyeket korabbi tanulmanyok vagy eredményeink alapjan valasztottuk ki. Osszesen 20 olyan
ISRE varianst azonositottunk, amelyek gyakrabban fordultak elé az IRF3-dominans klaszterekben, mint a masik
két klaszterben. IRF9-dominans klaszterekben 4 ilyen ISRE varidnst azonositottunk, viszont nem talaltunk olyan
ISRE-variansokat, amelyek gyakrabban fordultak volna elé az IRF5-dominans klaszterben, mint a masik két
klaszterben. Osszefoglalva a DNS motivumokkal kapcsolatos megfigyeléseinket: bizonyos ISRE motivumok és
ISRE félhelyek nagyobb gyakorisaggal fordultak el egyes klaszterekben, ami arra utalt, hogy ezeket a
szekvenciakat nagyobb affinitassal koti vagy jobban tolerdlja egy adott IRF a masik két IRF-hez képest.

Tovabbiakban megvizsgaltuk a nyitott (hozzaférheté) kromatin régiokat ATAC-seq mobdszerrel
stimulalatlan DC-kben. Az IRF klaszterek esetében jelentés kilonbséget detektaltunk abban, hogy a régiok
mekkora aranya nyitott a stimulaciét megel6zéen. Az IRF3-, IRF5 és IRF9-dominans klaszterek k6zul az IRF5-



dominans klaszterekben talaltuk a legtébb nyitott kromatin régiot (62,4%), mig a két masik klaszterben 23,8%
(IRF3-dominans) és 36,6% (IRF9-dominans) volt ezek aranya. Osszességében megallapitottuk, hogy az ATAC-
negativ régiok feldisultak az IRF3- és IRF9-dominans régidkban, ami arra utal, hogy a ,zart’, nehezen
hozzaférhetdé kromatin hozzajarul az IRF3- és IRF9-dominans (de nem a IRF5-dominans) kotéhelyek
specificitasahoz, azaltal, hogy mas IRF-ek két6dése szamara ezek a helyek kedvezétlenek. Megfigyeléseink
O0sszhangban alltak méas transzkripcios faktorokkal kapcsolatos eredményekkel, amelyek arra utaltak, hogy a
kromatin &llapota kulcsszerepet jatszik a szelektiv transzkripciés valaszok kialakitasaban.

A gépi tanulasi médszerek egyik alkalmazasa az ,,0sztalycimkék” predikcidja bemeneti adatok alapjan.
A Random Forest segitségével megvizsgaltuk, hogy az IRF dominanciat milyen pontosan lehet prediktalni a
kétéhelyek jellemzéinek felhasznalasaval. Paronkénti 6sszehasonlitast végeztink ugy, hogy a koétdhelyek
klaszter neve (IRF3-, IRF5- vagy IRF9-dominans) szolgalt ,osztalycimkeként”. Bemeneti adatként DNS
motivumok ,er6sségi” értékét, az ATAC-seq szignalértékeket, ISRE variansok és 6-mer szekvenciak
el6fordulasi értékeit alkalmaztuk, vagy ezek kombinaciojat hasznaltuk. A predikcié pontossagat a helyes és az
Osszes predikcié ardnya alapjan adtuk meg, a predikcid helyes volt, amikor az eredeti és a prediktalt
osztalycimkék megegyeztek. Osszességében az eredmények azt mutattdk, hogy minden jellemzé
figyelembevételével az osztalycimkék nagy pontossaggal (~80-85%) prediktalhatéak voltak, amikor az IRF5-
dominans klasztert 6sszehasonlitottuk a méasik két dominans klaszterrel. Az osztalycimke prediktalasa kevésbé
volt pontos (~65%) az IRF3-dominans és az IRF9-dominans klaszterek 6sszehasonlitdsakor. Ez azt jelenti,
hogy az IRF5-dominans klaszter jelentésen kiilénbézik a masik két klasztertél, mig a kotdéhely jellemzéi alapjan
az IRF3- és IRF9-dominans klaszterek kevésbé kilonbdznek egymastol.

Az antivirdlis citokinek, a gyulladasos program génjei (citokinek és transzkripcios faktorok), és az
antiviralis 1ISG-k szabalyozasaban kiemelt szerepet jatszanak a kilonbdz6 IRF-ek. Harom génlistat allitottunk
Ossze GO listék és a szakirodalom alapjan. Az antiviralis citokinek (n=25), a gyulladasos program génjei (n=119)
és az antiviralis ISG-k (n=63) transzkripcids starthely (TSS) kordl £ 10 kb méretl régidit (TSS + 10 kb)
meghataroztuk, majd azonositottuk az ott talalhaté IRF kétéhelyeket. Ezutan megvizsgaltuk az adott kétéhely
tipuséat. Az antiviralis citokinek TSS + 10 kb régidiban az IRF3 dominans klaszter (és kisebb mértékben IRF3-
IRF5 k6z0s klaszter) mutatott feldusulast. A gyulladasos programban részt vevd gének TSS + 10 kb régidiban
az IRF5-dominans és az IRF3-IRF5 kdzds klaszterek dusultak fel, mig az antiviralis ISG-k TSS + 10 kb régidiban,
az IRF9 dominans és az IRF3-IRF9 kozos klaszterek fordultak elé leggyakrabban. ChIP-gPCR médszer
segitségével megvizsgaltuk, hogy a TLR-ek kozétt vagy a TLR és IFN Utvonalak kodzott kimutathat6-e
egyuttmikodés vagy gatlas kombinalt ligandkezelések esetén. Ezekben a kisérletekben a DC-ket egy
agonistaval, vagy azok kombinacidival stimulaltuk. Megallapitottuk, hogy az IRF3 koétédését az antiviralis
citokinek IRF3 dominans régidihoz az dsszes kombinalt kezelés gatolja. Az IRF5 kétédése a gyulladasos gének
IRF5-dominéns régidihoz nagyobb feldusulast mutatott, amikor a pIC + CpG kombinalt kezelést alkalmaztuk.
Mivel az IRF5-t a TLR3 és a TLR9 agonista is aktivalta, a megnovekedett IRF5-kétédésének a két utvonal kozotti
egylttmiikodés is lehet az oka. Végll, az IRF9 kétédése az antiviralis ISG-k IRF9-dominans régidihoz hasonlo
volt, amikor az IFNB-t 6nmagaban vagy CpG-vel kombinalt kezelést alkalmaztuk, ami arra utal, hogy a TLR9
utvonal nem képes gatolni az IRF9 aktivaciojat vagy kétédését. Ezzel szemben a TLR3 Utvonal géatolta az IRF9
aktivaciojat vagy kotédését az IRF9-dominans régiokba. Ezek az eredmények egyittesen azt sugalljak, hogy
az IRF-ek és mas transzkripcids faktorok k6zotti verseny vagy egyittmiikddés jelentésen befolyasolja az IRF3,
IRF5 és IRF9 fehérjék kotédését.

Az IRF3, IRF5 és IRF9 kotéhelyekkel kapcsolatos vizsgalataink egylttesen azt mutattak, hogy a DNS-
motivumok, a kromatin nyitottsaga, valamint az IRF-ek mellett aktivalt mas faktorok kotédése mind szerepet
jatszanak az IRF-specifikus valaszok létrehozdsaban. Ahogyan a gépi tanulasi eljaras megmutatta, a harom
elemzett klaszter kozil az IRF5-dominans klaszter alapvetéen kiilénbozétt az IRF3- és IRF9-dominans
klaszterektdl. Az 6sszes ISRE-varians el6fordulasa ritka volt az IRF5-dominans klaszterben, viszont specialis
ISRE félhelyek, mint példaul az 5-GAGA-3' és az 5-GACA-3', feldlsuldsa kimutathaté volt. Tovabbi
vizsgalatokra van sziikség annak feltardsdhoz, hogy az IRF5 milyen médon kétddik ezekhez a specidlis ISRE
helyekhez. Az IRF3- és IRF9-dominans régidk jobban hasonlitottak egymashoz, viszont ezeknél is
azonositottunk olyan jellegzetességeket, melyek egyik vagy masik klaszterben feldusulast mutattak. Az IRF3-
dominans klaszterben az NFKB, AICE, TRE és CRE motivumok jelenléte arra utal, hogy ezekben a régiokhoz
az IRF3 és egyéb TLR-aktivalt faktorok kollaborativ médon kétédnek. Az IRF3-dominans régiokat az IRF9 nem
koti nagy affinitassal, valoszinileg azért, mert az NF-kB és az AP-1 nem indukal6édik az I-IFN dtvonalon. Azt
talaltuk, hogy sok IRF9-dominans régié nemcsak ISRE hanem GAS motivumokat is tartalmazott. A GAS
motivum feldUsulasa arra utal, hogy az I-IFN jelatvitel altal aktivalt STAT1 homodimerek fontos meghatarozoi
az IRF9-dominans kotédésnek. Vizsgalataink hozzajarulnak ahhoz, hogy megértsiik, hogyan tudnak az IRF-ek
specifikus helyekre kétédni, ami ahhoz szlkséges, hogy a sejtekben ne indukéljanak felesleges vagy karos
transzkripciés programokat.

4. Az effektor ISG-k génszabalyoz6 elemeinek vizsgalata
A mésodik tanulmanyunkban az effektor 1ISG-ek szabalyozé elemeit elemeztik CD8* DC-ben. Elsé

Iépésként RNA-seq modszerrel azonositottuk azokat 1SG-ket (n=1936), amelyek 6 6éras IFNB-kezelés utan
legaladbb kétszeres indukciét mutattak. Az ISG-k list4jabdl kivalasztottuk azokat a géneket (n=37), amelyeket



korabbi vizsgalatokban ,antiviralis effektorként” irtak le. RNA-seq segitségével meghataroztuk a TLR9 és TLR3
agonisték (CpG és plIC) hatasat is. Eredményeink azt mutattak, hogy az IFNf altalaban hatékonyabb, mint a
TLR agonistak. Sok effektor ISG-t viszont ezek az agonistak is képesek voltak indukalni, kiléndésen 6 6ra
elteltével. Korabbi eredmények alapjan igazolt, hogy az agonistak hatasa részben indirekt, azaz az IFNJ
termelésén keresztil valésul meg. Néhany esetben azonban a TLR agonistadk hatékonyabbak voltak, mint az
IFNB, direkt hatasra utalva. llyen gének voltak CpG esetében az Ifitm1, Gbpl és Gbhp2, a pIC esetében pedig a
Gbp2, Ifitm1, Gbp3, Ddx60, Gbpl és Ddx58. Mivel elvégeztik a kombinalt kezeléseket is, igy vizsgalni tudtuk,
hogy a szignalintegracié hogyan val6sul meg az effektor ISG-k esetében. A NanoString nCounter technikaval
megmeértik a kivalasztott effektor ISG-k és pro-inflammatorikus sejtek mMRNS szintjét olyan DC-kben, amelyeket
CpG, pIC vagy CpG + pIC ligandokkal stimulaltunk. Eredményeink azt mutattak, hogy mig a legtébb gyulladdsos
citokin szintjét a két ligand additiv vagy szinergista modon szabalyozta, addig ilyen szabalyozast az effektor
ISG-nél nem tapasztaltunk, sét sok esetben a CpG gatolta a dominans plC hatasat.

Ezt kovetéen azonositottuk az effektor 1SG-ek szabdlyozé elemeit az IRF9 koétdhelyeinek
feltérképezésével. Az elemzésiinkhdz az IRF9 ChlP-seq adatainkat hasznaltuk, illetve tovabbi ChiIP-seq
kisérleteket is végeztiink STAT1, STAT2, GCN5 kofaktor és RNS-polimeraz Il (Pol-ll) ellenes antitestek
felnasznalasaval. Osszesen 27 546 IRF9 kotérégiot azonositottunk IFNB-vel stimulalt DC-kben (ezeknél
mindkét replikaban detektalhato volt az IRF9 kétés). Ezek kodzil 78 olyan régiot azonositottunk, amelyekhez egy
effektor ISG-t rendelt a HOMER algoritmus legkdzelebbi génnek. A 78 kété régidbdl 34 talalhatd a TSS-t6l 1 kb-
on belul (TSS-proximalis IRF9 kotéhelyek), mig 44 ettél nagyobb tavolsagra volt (TSS-disztalis IRF9
kotéhelyek). Fontos megfigyelésiink volt, hogy a IRF9 szignalok nagyobbak voltak a TSS-proximalis régiokban,
mint a TSS-disztdlis régidkban. Az effektor 1ISG-k tébbsége (n = 30) olyan IRF9 kotéhellyel volt kapcsolatban,
amely kevesebb, mint 1 kb-ra volt a TSS-t8l. Az effektor ISG-ket a kapcsol6d6 IRF9 cslicsok szama alapjan
osztalyoztuk. A legtdbb effektor ISG (n = 25) egy vagy két IRF9 kétéhelyhez, mig 9 effektor ISG harom vagy
tébb IRF9 kétéhelyhez kapcsolodott.

Megvizsgéltuk az 1SG-khez tartozd IRF9 koétérégiokban a kanonikus ISRE (5-GAAANNGAAA-3')
szekvencia jelenlétét. Az ISRE szekvenciat az effektor ISG-khez tartozd 78 IRF9 koétShely kézdl 43-ban
azonositottunk. Ez az eléfordulasi gyakorisag (55,1%) magasabb volt, mint mas 1SG-khez tartozé régidkban.
Kiszamoltuk a tripla ISRE (TISRE) motivum el6fordulasi gyakorisagat is, és azt tapasztaltuk, hogy tébb mint
haromszor gyakoribb volt az effektor ISG-khez tartoz6 IRF9-k6t6 régiokban mas ISG-khez képest (29,5%, 78
kotdhelybdl 23-ban).

A transzkripcios faktorok és a kromatin nyitottsaga kolcsdnésen hatnak egymasra. Egyrészt, az aktivalt
transzkripcios faktorok kotéhelyei altaldban mar stimulacio el6tt is nyitottak. Masrészt, koétédés utan a
transzkripcios faktorok képesek ,tovabb nyitni” a kromatint, illetve esetenként zart régidkat is képesek megnyitni.
Korabbi vizsgalatok megmutattak tébb sejttipusban, hogy az ISGF3 képes a kromatin nyitottsagat névelni,
ezaltal kdzvetve fokozni a transzkripciot. Bizonyos kérdéseket azonban kordbban nem vizsgaltak, ezeket a sajat
és mas tanulmanyok ATAC-seq eredményei segitségével igyekeztiink megvalaszolni. Megvizsgaltuk, hogy
milyen mértékben nyitottak az effektor ISG-k TSS-proximalis és TSS-disztalis IRF9 kétéhelyei a stimulacio eltt
DC-kben. Megallapitottuk, hogy az Osszes IRF9 koétéhelyek nagy része nyitott (ATAC-seq pozitiv) volt a
stimulacié elétt (69,0%), ami arra utalt, hogy mas transzkripciés faktorokhoz hasonléan az ISGF3 is jelentds
mértékben kotédik a mar korabban is nyitott régiékhoz. Az ,,Immunological Genome Project” ATAC-seq adatait
letdltve és Ujraelemezve megvizsgaltuk, hogy mennyire nyitottak az effektor ISG-k TSS-proximalis és TSS-
disztalis IRF9 kétShelyei kildonbdzd immunsejtekben. A variacios egyutthaté (CV) értékeit hasznaltuk a sejtek
kozotti variancia szamszerisitésére. Azt talaltuk, hogy egy adott effektor ISG TSS-proximalis IRF9 kétéhelyeinél
az ATAC szignél-értékek jellemzéen kevésbé valtoztak, mint a TSS-disztélis IRF9 szignal-értékek. Ezek az
adatok azt mutatjak, hogy a TSS-disztalis elemek jelentés szamban sejtspecifikus médon mikddnek, bizonyos
sejtekben aktivak, masokban zartak és kevéssé aktivalhatéak. Megvizsgaltuk tovabba, hogy az effektor ISG-k
prométerei (TSS + 1 kb) mennyire nyitottak mas géncsoportok promotereihez (TSS + 1 kb) viszonyitva. Ezekben
az analizisekben két tovabbi génlistat, a haztartasi gének (n=31) és a gyulladassal kapcsolatos citokinek (n=36)
listajat is elemeztik ésszehasonlitasként. Az effektor ISG-knek a nyitottsagi értéke (ATAC-szignal) hasonlé volt
az 0sszes ISG nyitottsagi értékéhez. A haztartasi gének ATAC szignal-értékei magasabbak voltak, mig a CV
értékek alacsonyabbak voltak, mint az effektor ISG-k vonatkozé értékei. Ezzel szemben gyulladassal
kapcsolatos citokinek ATAC szignal-értékei alacsonyabbak voltak, a CV értékek pedig magasabbak, mint az
effektor ISG-k vonatkozé értékei. Ezek az eredmények azt mutattak, hogy az ISG-kre alapvetéen jellemzd, hogy
nyitott a promoter régiojuk.

Az effektor ISG-ek szabalyozbelemeivel kapcsolatos eredményeinket négy pontban foglaltuk 6ssze. (1)
Az elemzéseink azt mutattak, hogy az effektor ISG-k szabdlyozasa nagyon valtozatos. Ez a valtozatossag
megmutatkozik az I-IFN indukalta és stimulaciot megel6z expresszids szintekben, az enhanszerek szamaban,
a TLR3 vagy TLR9 agonistak altali indukalhatésagban, valamint az ISRE motivumokban. A heterogenitas miatt
az Osszes effektor ISG-re jellemzd tulajdonsdgok meghatarozasa nehéz vagy nem kivitelezhetd. Azonban
talaltunk bizonyos jellemz6ket, amelyek a legtébb effektor 1ISG-re vagy a gének egy meghatarozott
részhalmazara jellemzéek voltak. (2) A legtobb effektor ISG promoéter régidja olyan ISGF3-kétéhelyet
tartalmazott, amelyekre erés ISRE-motivum és nyitott kromatin jellemzd. A DNS-szekvenciak mellett a
genomialis régiok hozzaférhetésége kulcsfontossagu meghatarozoja az ISGF3-kotésnek. A kromatin
nyitottsaga stimulacié el6tt jelentés mértékben meghatarozza, hogy melyik régidkra képes az ISGF3 bekotédni.
(3) Az effektor ISG-k kisebb részéhez (39 génbdl 9; 23,0%) két vagy tobb TSS-disztalis szabalyoz6 elem volt



rendelheté. A TSS-proximalis és TSS-disztalis IRF9 kotéhelyek kulénbéztek. Az ISRE-k gyakorisaga a TSS-
disztalis IRF9-k6té régidkban alacsonyabb volt, mint a TSS-proximalis régidkban. A ,gyengébb” ISRE-
motivumok alacsonyabb IRF9 kétéssel jartak egyitt. Ezenkivil a disztalis IRF9 koétéhelyek nyitottsdga inkabb
sejttipus-specifikus volt, mint a TSS-proximalis helyek nyitottsaga. Mivel az ISGF3 f6ként a mar meglévd,
hozzaférhet6 szabalyozé régidkhoz kotédik, valdszinlleg az ISGF3 kilonbdz6 sejttipusokban kilénbézé TSS-
disztdlis szabalyoz6 régiékhoz képes kotddni. (4) Bizonyos effektor ISG-k szabalyozo régidi kézvetlen TLR9
vagy TLR3 szabdlyozas alatt alltak. Ezek a gének (Gbp és Ifitm csaldd) valdszinlleg méasféle
immunvalaszokban is kiemelt szerepet jatszanak. Eredményeink 0sszességében azt mutattak, hogy az erés
ISRE motivumok és az univerzalisan nyitott promoter régidk fontos jellegzetességei a legtobb effektor ISG-nek,
amelyek robusztus, altaldnosan indukciét tesznek lehetévé. Ezen keresztiil az I-es tipusu IFN-indukalt sejt-
autonom antiviralis immunitas a legtdbb sejttipusban indukalhaté.

5. Az el6zetes munkatervtdl val6 eltérések és a nem publikalt eredmények attekintése

Az eredeti kutatasi terv az alabbi f6bb pontokat tartalmazta:

Korabbi RNA-seq adatok analizise;

Reprezentativ gének kivalasztasa bioldgiai jelentéség és génexpressziés adatok alapjan;
ELISA és aramlasi citometriai mérések;

ChIP-seq kisérletek elvégzése;

Foszfoproteomikai vizsgalatok;

AC kisérletek elvégzése és kiértékelése;

Kisérletek kllénbdz6 virus-fertézott sejtekkel,

Primer CD8* DC-kel végzett kisérletek kilonb6zé ligandokat hasznalva;
Komplett adat elemzés, az adatok felhasznalasaval modellek alkotasa,;
0. Kéziratok elkészitése.
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Ezeknek a vizsgalatoknak a legnagyobb része elkésziilt, bar nem sziikségszerlien az eredeti itemezés
szerint. Egyedil a 4C kisérleteket nem végeztik el, mert publikacidkhoz ezekre nem volt szikség. Ezen tul
bizonyos tervezett ChlP-seq kisérletek nem késziltek el, ha a korabban hasznalt, megbizhaté antitest
forgalmazasa megszint (pl. p300, Santa Cruz Biotechnology, sc585). A bevezetében ismertetett okok miatt az
eredményeink egy része, vagy csak részben kertlt bemutatasra (pl. RNA-seq és foszfoproteomika), vagy nem
keriilt be végll a publikaciokba. Az utébbiakra példdk a proteomikai és a kilénb6zd virus-fertézott sejtekkel
végzett kisérletek. A bevezetében emlitettiik, hogy mig mRNS szinten 271, addig fehérje szinten csak 25 gén
mutatott szinergista szabalyozast (RNA-seq és proteomikai adatok). A virusokkal kapcsolatos eredményeink
alapjan a virus-indukalt valaszok nem voltak kifejezettebbek a TLR3 és TLR9 Utvonalat egyittesen aktivalé DNS
virusok esetében, mint a csak TLR3-t aktivalo +ssRNS virusok esetében. A kiilénb6zé virusokkal fertézott Vero
abban az esetben, ha DNA virusokat hasznéltunk (pl. HSV1 és ADV) szemben az +ssRNA virusokkal (E71,
HRV). Hasonl6képpen, az ELISA-val vizsgélt citokinek (IL-12p40, IL-12p70 és IL-6) szintjei sem voltak
magasabbak a DNS virusok esetén, sem a primer DC-kben, sem a DC sejtvonalban. A kevert limfocita kultara
(Mixed Lymphocyte Culture, MLR) kisérletek szintén nem mutattak jelent6s kiilonbséget amikor a TLR9 ligandot
egyedll vagy TLR3 liganddal egyitt alkalmaztuk. A vizsgalathoz primer OT-l Tg egerekbdl izolalt CD8+ T
sejteket hasznaltunk, DC-T sejt egyutt tenyésztés utan festék (eF506), perforin, vagy IFNy szinteket mérve.
Ezek alapjan arra kdvetkeztettlink, hogy a szignalintegracié fehérjeszinten és sejtvalasz szintjén nem olyan
kifejezett, mint azt a transzkripciés eredményeink alapjan feltételeztik.

Az eredetileg tervezettekhez képest szamos Uj RNA-seq kisérletet végeztiink el, nagyobb hangsuly kerult
a ChIP-seq kisérletekre (az eredetinél tobb fehérie genomi kétéhelyét térképeztik fel), elvégeztiink korabban
nem tervezett kisérleteket (pl. kromatin nyitottsag ATAC-seq vizsgalatokkal), illetve szélesebb kori
bioinformatikai elemzéseket végeztiink (pl. DNS motivum elemzések és machine learning). Osszességében, a
szignalok integracidjaval kapcsolatos betervezett vizsgalataink képezték az alapjat a megjelent publikacioknak,
tobb szignalintegracidval kapcsolatos eredményiink be is keriilt a kézleményeinkbe, viszont (az ismertetett okok
miatt) a korabbi célkitiizéseinkhez képest a f6 hangsuly az antiviralis programokra és az IRF-ek vizsgalatara
helyez6daott.



