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1. Bevezetés

A dendritikus sejtek (DC) hatasos antigén prezéns@jtekként ritkddnek (APC),
melyek a mikrokdrnyezet folyamatos érzékelése réxpesek befolyasolni mind a
velesziletett, mind a szerzett immunvalasdkiaését. A periférias szovetekben
megjele® veszélyes sajat vagy idegen anyagok felismerédgeidlen a DC-ek
aktivalédnak, majd a korny&znyirokszervekbe vandorolnak, ahol specifikus T-sej
valaszt valtanak ki. Fizioloégias korilmények kodzattveszélytelen sajat struktlrak
folyamatos bemutatasa a T-sejtek szamara kozpdietvel periférias toleranciat
eredményez.

A DC-ek nagyfokl funkcionalis plaszticitasa és sté$ége, valamint azon sajatsaguk,
hogy hatékonyan képesek koordinélni a természetesizéadaptiv immunrendszer
miikodését az immunterapids modszerek kivalo jeldkjeieszi 6ket. Terapias céld
felhasznalasra nagyszami DC allithatd elonocita illetve CD3% hematopoetikus
eléalakokbol, mely DC-ek antigénnel tortéfeltoltést koveten tumoros vagy kronikus
fertézésben szenvéd betegekbe visszajuttatva specifikus T-sejt valak@pesek
indukalni. Mindemellett a tolerogén DC-ek az immidpai tolerancia kivaltasara és
fenntartasara alkalmazhatdéak autoimmun illetvergis megbetegedések esetén. A
terapias célokra hasznalt DC-ek hatékonysaganakelégér azonban a DC-ek

miikddésének mélyrehatobb megismerését igényli.

1.1. Human dendritikus sejt alpopulacidok és szerepdi az immunhomeosztazis
fenntartasaban

Az immunrendszeBrszemeiként 1iikédé DC-ek szdrvanyosan szervezetlink szamos
pontjan megtalalhatéak, mint @érb légutak, béltraktus nyalkahartyéja vagy a kefsig
rendszer. Az eltér kdrnyezetei kortlmények nagyfokd funkcionalis ptastast
kovetelnek a DC-ekt, mely sejtek valéban valtozatos morfolégiai, fépasos és
funkcionalis sajatsaggal biré heterogén populakiitnak.

A DC elbalakokbdl szarmazé nyugvé DC-ek két tipusa a kilssz/konvencionalis
(cDC) és a plazmacitoid DC (pDC). Gyulladt szovddbrnyezetben emellett
megjelennek a monocita eretlddC-ek (moDC), melyeket gyakran gyulladasos DC-

eknek is neveznek.



A konvenciondlis dendritikus sejtek tovabbi kéfalsa a BDCAL (CD1c¢) DC és a
BDCA3" (CD14T) DC eltés fagocitalo, citokintermél és T-sejt stimulalé képességgel
rendelkezik. A pDC-ek és CD1®C-ek a vér mononukleéris sejtjeinek korilbeliil-1%
at alkotjak, mig a CD141DC-ek a vér mononukleéaris sejtieinek 0.1%-at tei
Mindazonaltal, a nagyszamban jelerdéwszdvet rezidens és migradldé DC-ek
mintazatfelisme¥ receptoraik (PRR) széles skalajanak koszdmmetzonnal képesek
felismerni a kil§ kdrnyezetl bekeriib patogéneket és hatékonyan kiizdenek velik
szemben.

A DC-ek kétéli kardként nikddnek. Az immunogén sajatsagu DC-ek a patogénekkel
szembeni diteljes immunvalasz létrehozasaban fontosak, migrdgén tarsaik az
immunvalasz csendesitésében jatszanak szerepeltgéralva az autoimmun kérképek
kialakulasat. Szamos irodalmi hivatkozas taglalja RC altipusok ko6zotti
munkamegosztas kulcsonfontossagu szerepét az inumausztazis fenntartdsaban;

azonban ezen szabalyozé mechanizmus szamos aspeid¢gdeltarasra var.

1.2. In vitro kortlmények kozétt elédllitott DC-ek fenotipusos és funkcionalis
sajatsagai

Miutdn a DC-ek a periférias vér mononukleéris sijgk (PBMC) kis szazalékat
alkotjak kénnyebben elérlieprogenitorok keresése valt sziikségzér A DC-ekin
vitro korilmények kozott torténelddllitasara eleinte CD3sematopoetikugssejteket
hasznaltak (HSC), azonban ezen sejtek hasonléasoala szama a periférias vérben
(0.1%) és csontvében (1%) tovabbi, nagyobb mennyiségben eléreéialakok utani
keresésre 0sztonozte a kutatdkat. 1994-ben feddetélogy a vér mononuklearis
sejtieill szarmazé DC-ek ain vivo korilmények kozott kégzlé nyugvd DC-ek
sajatsagaival birnak. Azéta a monocita széles kbedkalmazott DC éalakka Iépett
elé. A monocitakat altagosan 5-7 napig differencif@talGM-CSF és IL-4 jelenlétében,
majd az igy kapott éretlen DC-ek mikrobidlis stidmib vagy gyulladasi citokinekkel
tortéré aktivacio hatasara érett DC-ekké alakithatdak.bbi@ szamos publikacio
bizonyitotta, hogy rovidebb differencialodasi perié is elég rikddoképes DC-ek
megjelenéséhez. A monocita-erddsejtek ugyanis mar két nap utan rendelkeznek az
éretlen DC-ek fenotipusos és funkcionalis sajatsagaovabba gy talaltédk, hogy a 7

napos DC-ekhez hasonl6an hatékonyan képesek tamagatantigén-specifikus T-
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sejtek proliferaciojat és interferonflFNy) termelését. Egy masik kdzlemény szerint a
3-napos DC-ek sokkal nagyobb antigén prezentaladigssal rendelkeznek, mint a 7-
napos DC-ek, mely a DC-alapu vakcinak potenciélidlfjeivé teszi ezen sejteket.

Az in vitro differencidlédas soran a sejteken csokken a CDDbhogita marker
kifejezdése, mikdzben fokozdédik a DC specifikus CDla ésIDGN molekulak
expresszidja. Ezen éretlen moDC-ek a vérben ké&nmgmer DC-ek szamos sajatsagat
hordozzak, mint a migracié és az antigén felisnédyés résztvdyreceptorok nagyfoku
kifejezése. A DC-ek érése a fagocitalo képességsetesével és az érési (CD83)
valamint a kostimulaciés (CD80, CD86) molekulak petnésével jar egyitt, mely
fokozza a feldogozott antigének T-sejtek irAnydréét prezentalasat. A mikrobialis
termékek mellett szamos egyéb faktor jarulhat hoaz&®C-ek éréséhez, mint a
kilonbod® pro-inflammatorikus citokinek keveréke (131 1L-6 és TNFe), mely
citokinekkel tortéd aktivacio hiven tikrézi ain vivo fertézéses illetve gyulladasos
kortilményeket. Ezzel szemben a TB3HRL-10 vagy kortikoszteroidok alkalmazasa
tolerogén DC-ek kialakulasat eredményezi, mely agulaorikus T-sejtek

megjelenésének kedvez.

1.3. Mintazat felismei receptorok

A DC-ek szamos mintazat felisndereceptorral (PRR) rendelkeznek, melyek
konzervalt patogén asszocialta molekularis mintdza(PAMP) felismerésével
kilonbséget tudnak tenni a sajat és nem sajat tdtékk kozott. Polly Matzinger
nevéhez §zédik a ,Veszély Modell” definialasa, mely szerintRRR-ok a patogén
struktarak érzékelése mellett a sériilt sejiekiszovetekBl felszabadulé endogén
molekulakat (DAMP) is veszély jelként képesek éeték A PAMP-ok és DAMP-ok
hasonl6 jelatvitel palyakat inditanak el, mely ailipdasos folyamatokban részt vev
molekulak génatirasat eredményezi. &ikben a PRR-oknak 4 ftipusat irtak le:
Toll-szefi receptorok (TLR), RIG-szérreceptorok (RLR), NOD-szérreceptorok
(NLR) és C-tipusu lektin receptorok (CLR).

A PRR-ok legels és legjobban karakterizalt csaladja a TLR molekedalad,
melynek eddig 10 tagjat azonositottak emberben &stlegérben. A TLR-ok
transzmembran proteinek, melyek szerkezetiiket tiekiB © strukturdlis egységh

épllnek fel: az antigén felismeréséért fideleucinban gazdag (LRR) régiobdl, a
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helikalis transzmembran doméibés az intracellularis Toll/IL-1R (TIR) doméél
mely utébbi a jelatviteli folyamatok elinditasatgz® Sejten belili elhelyezkedésiik és
ligand specifitasuk alapjan a human TLR csaladatdgjt © csoportba sorolhatéak. A
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 és TLR6 a plazmamembrankalalbatdéak meg és szamos
mikrobialis komponenst, koztik fehérjéket, lipidekes lipoproteineket is képesek
felsimerni. A TLR3, TLR7, TLR8 és TLR9 molekulaktiacellularis kompartmenek
membranjaban helyezkednek el és dupla-szali vagppkeszald RNS vagy DNS
érzékelésében vesznek részt. A TLRAD-nemrégiben derilt ki, hogy a TLR2
molekulaval heterodimert alkotva szamos mikrobitdisnék felismerésében vesz részt.
Feltételezik tovabba, hogy a viralis ferések bels szenzoraként is ikddhet, azonban
a specifikus ligandjat eddig még nem sikerult azftami. A megfelél ligand kobdését
kévetien a TLR receptorok dimerizalédnak, mely |léhétteszi az adaptor molekulak
kotddését és a kapcsolddo jelatvitel palyak elinditdgd@tden TLR molekula képes a
myeloid differentiation primary response gene 8§[)8) adaptor molekulat aktivalni
a TLR3 kivételével, mely a TIR-domain-containingapter-inducing interferofi-
(TRIF) adaptor fehérjét hasznalja a jelatvitelida® beinditasahoz. A TLR4 a MyD88
és TRIF molekuldkat is képes adaptorként haszn@pdltal sokrdt és eételjes
immunvalaszt képes indukalni.

CLR csalad tagjai kalcium fiigglektin szeti receptorok, melyek a szénhidrat
felisme doménjik révén bakterialis, viralis és gomba eitetigandok széles skalajat
képesek megkotni. Ezen receptorok aktivacidja pes anti-inflammatérikus
immunvalaszt is képes indukalni, ezért a CLRéEfeltételezik, hogy fontos szabalyozo
szerepet toltenek be az immunoldgiai egyensulytéetasaban.

A citoplazmatikus patogén szenzorkéniikddd NLR-ek kdzponti nukleotid kdt
oligomerizaciéos domérdib (NBD) és C-terminalis LRR k&t doménlisl épiilnek fel.
Néhany NLR molekula N-terminalis doménja (CARD) dete kaszpaz kdt domént
(CARD) is tartalmaz. A NOD1 és NOD2 a Gram pozé&/Gram negativ baktériumok
sejtfalalkotd peptidoglikan komponenseit ismeri. fellemrégiben jutottak annak a
felismerésére, hogy a NOD2 részt vesz a ssRNS &ltalltott 1. tipusa IFN
termelésében, ezaltal pedig a gazdaszervezet kkalsszembeni védekezésben.

Az RLR csalad 3 ismert tagja a retinoic acid inbieigene | (RIG-I), a melanoma

differentiation associated gene 5 (MDAS) és a latmy of genetics and physiology 2
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(LGP2), melyek a citoplazmaba bekériliralis ereddt vagy feldolgozott sajat RNS-

eket ismernek fel és gyulladasos valaszt valtanakZRLR-ek a TLR-ekkel és egyéb

jelatviteli hal6zatokkal egyittikodve képesek befolyasolni a velesziiletett és siterz
immunvalasz alakulasat.

Az immunrendszer aktivacioja a patogének elpuss#ithellett a kdrnyézszovetek
karosodasat is okozza, mely nagyméitdliterjedése patolégias elvaltozasok, mint
autoimmun betegségek, rak vagy szisztémas gyubladasalasz szindréma
kialakulasdhoz vezethet (SIRS). A tulzott méiitéknmunreakcio elkerilése és a
megfeleb egyensuly fenntartasa éppen ezért edys eizabalyozas meglétét igényli.
Bizonyos immunsejtek, mint a DC-ek vagy makrofagokndotoxinnal
(lipopoliszacharid, LPS) torténelokezelése valaszképtelenséget okoz a tovabbi LPS-
dal torté stimulacio hatdsara. Ezen jelenség az endotoxerarwcia (ET), melyre
jellemz a gyulladasos mediatorok csokkent és az antiinflatdrikus citokinek
fokozott termelése, mely megakadalyozza egy maégodlanagy dézisu LPS-dal
szemben kialakul6 tulzott valaszreakcié Iétrejotisineretes, hogy az LPS stimulacio
hatdsara szamos negativ szabdlyozd fehérje aldikaldnelyek autokrin médon,
negativ visszacsatolas Utjan gatoljak a TLR4 jékitvpalya niikddését. A LPS-dal
tolarizalt sejtekben fokozédik az interleukin-1 eptor-associated kinase M (IRAK-M)
és suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS1) nesyat szabalyoz6 fehérjék
expresszidja, mellyel parhuzamosa$ mz antiinfammatdrikus IL-10 és T@F
citokinek termelése. Mindezek az eredmények arainak, hogy az LPS &tezelés

nem egy teljes gatlashoz, hanem a gének kifdgeszenek atprogramozasahoz vezet.

1.4. Az mTOR szerepe az immunrendszer ikddésének szabalyozasaban

A mammalian target of rapamyin (mMTOR) a PI3K-refakinase (PIKK) csalad egyik
tagja, mely szamos sejtélettani folyamat, mint gtpsdiferacio, differenciacio,
metabolizmus vagy tllélés szabdalyozdsaban vesz. rédsz mTOR komplex 1
(mTORc1) és MTOR komplex 2 (mTORc2) multiproteindexek tagjaként fejtheti
ki hatasat, melyekre jellerdz hogy eltéd sejtélettani folyamatokat, jelatviteli
Gtvonalakat szabalyoznak.

Az mTOR emellett kulcsfontossagu szerepet tolt benamunrendszer tikddésének

szabdlyozasaban is. Az mTORclikddésének gatlasa fedte fel, hogy az mTOR-nak
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esszencialis szerepe van a kiloribézedef DC-ek differencialédasa és érése soran.
Az mTOR gétl6 rapamicin jelenlétében végzett TLRstacid6 mddositja szamos DC
tipusban a gyulladasos citokinek, antiinflammatdsiknediatorok valamint az I. tipusu
interferonok termelését. A pDC-ek rapamicinnel éift elskezelése éiteljesen
csokkenti a TLR9-medialta IFMB termelést az IRF7 transzkripcios faktor
mitkddésének gatlasa révén. Az I. tipusu IFN-ok vatagyulladas citokinek termelése
szintén gatolt a TLR7-liganddal aktivalt human pBkben. Keratinocitakban az IRF3
foszforilacioja és az IFpltermelése korlatozott rapamicin jelenlétében, naglyn TOR

I. tipust IFN termelésben betdltott szerepét hadwgsaa ezen sejtekben. Ugyanezen
tanulmany szerint a polyl:C-indukalt c-Jun amino¥timal kinase (JNK) foszforilaciéjat
is gatolja a rapamicin, tovabba feltételezik, hogy mTOR a MAPK utvonallal
egylttrmikddve szabalyozza a polyl:C altal kivaltott 1B;1TNFo és IFN3 termelést.
Mindazonaltal eddig még nem végeztek arra iranykik&rleteket, hogy az mTOR

befolyasolja-e a konvencionalis DC-ek TLR3-medidlt@pusi IFN termelését.



2. Célkitiizések

1. cél: Az endotoxin tolerancia kialakulasanak és ethanizmusanak vizsgéalata

moDC-ekben

A természete immunitas szamos sejtjében megfidyatiar az endotoxin tolerancia

kialakulast, mely a sejtek tovabbi LPS stimulacitindéro valaszképtelenségét okozza.

Kevés ismeret all még rendelkezésiinkre a folyandterében all6 szabdlyozé

mechanizmus Gkodésébl, ezért céluliztik ki annak vizsgalatat:

. hogyan befolyasolja az alacsony dézisi LPS-daémdrhosszutava ékezelés a
moDC-ek fenotipusos és funkcionalis sajatsagait.

. hogy egyéb mikrobialis termékek is képesek-e tolge kivaltani moDC-ekben.

. milyen negativ szabdalyoz6 mechanizmusok aktivalkdaa LPS-dal tortéh
kezelés korai fazisaban.

. hogy bizonyos géatlé molekuldk, hogyan hatnak a ma&R@ktivaciojara.

2. cél: Az mTOR szerepének tanulmanyozdsa a cDC-ekN termelésének

szabalyozasaban

mTOR a velesziiletett és szerzett immunitas szarspskeusat irdnyitja. Nemrégiben

fedezték fel, hogy az mTOR fontos szabalyoz6 sstrijt be a pDC-ek . tipusu IFN

termelésében. A pDC-hez hasonléan a konvenciom#lisek is képesek antiviralis

hatassal biré citokineket termelni, azonban ezegtekben az mTOR lehetséges

szabalyoz6 szerepét még nem vizsgéltak. Ezért tiethiik ki:

. az mTOR szerepének vizsgalatat a TLR3 liganddavakimoDC-ek és CDIc
DC-ek fenotipusos sajatsagaira.

. annak feltaraséat, hogy az mTOR gatlé rapamicin &&pbefolyasolni az moDC-
ek és CD1tantiviralis kapacitasat.

. annak felfedését, hogyan szabalyozza az mTOR d:@dlydukalta I. és Ill.

tipusu IFN-ok termelését moDC-ekben.



3. Anyagok és modszerek

Reagensek

LPS, CLO75, HKSA, Zymosan, Pam3Cys és polyl:C Tigandokat az InvivoGerst
(San Diego, CA, USA) szereztiik be. A szolubilis OD4IFNy, TNF, IL-1, IL-6 és IL-

4 citokinek a PeproTech EC cébtszarmaznak (London, UK) mig a GM-CSF a
Gentaur Molecular Products-t6l (Brussels, Belgiuf)oliklonalis IL-10 neutralizald
antitest és a kecske izotipus kontroll antitest R&D Systems<l szarmazik
(Minneapolis, MN, USA). Az mTOR inhibitor rapamytin(Merck Millipore,
Darmstadt, Germany) 100 nM, mig az LY-294002 Pl8Kihitort (SIGMA-Aldrich,
Schnelldorf, Germany) 10 UM koncentracidban alkahoia

Human sejtpopuléaciok izolalasa és differencialtatées

A kisérleteinkhez hasznalt vérkészitményeket aeemi Regionalis Vérellatdé Kdzpont
bocsatotta rendelkezésiinkre az Orszagos Vérellamig®at igazgatéjanak és a
Debreceni Egyetem Regiondlis és Intézményi Kutéid@se Bizottsaganak irdsos
engedélyével. A leukocita-dusitott vérkészitményékh PBMC-t Ficoll (Amersham
Biosciences, Uppsala, Sweden) gradiens centrifegat@dszerrel nyertik ki. A
monocitdkat CD14 ellenanyaggal konjugalt magnegésayok segitségével pozitivan
szeparaltuk (Miltenyi Biotech, Bergish Gladbach,r@any). A tisztitott sejteket ezt
kéveten 16- 2x1¢F sejt/ml sejtdriségben 10% FBS-sel dusitott RPMI-1640
tapfolyafékban differencidltattuk (both from Lifee@hnologies Corporation, Carlsbad
CA, USA), 75-80 ng/ml GM-CSF (Gentaur) és 50-100/miglL-4 (Peprotech)
jelenlétében. A cDC-eket a CD1c izolacids kit ssggével szintén PBMCésbnyertiik

ki (Miltenyi Biotech), majd 10% FBS-t tartalmaz6 RPR1640 tapfolyadékban
kultivaltuk 20 ng/ml GM-CSF jelenlétében. Citomési mérési adataink szerint a
CD1c¢" DC-ek tisztasdga atlag 97.7+1.2%. Autolég naiv CDSsejteket a human
CD8+ T-sejt izolald kit (Miltenyi Biotech) segitséeel nyertik ki PBMC-8l. A T-
sejtek tisztasagat CD45RA-FITC és CD8-PE ellenaokka) tortér jeldlést koveben
aramlasi citometriaval elléniztiik, mely szerint a dupla pozitiv T-sejtek arany
87.31£5.6%.



Autolég T-sejt és moDC kokultira Iétrehozasa és vigalata

Az aktivalt moDC-eket 1:5 aranyban 5 napig inkublélbaiv autolég CDB8T-sejtekkel
1pg/ml anti-human CD3 monoklondlis antitest (BD Phiagen) jelenlétében RPMI
médiumban. Ezt kovéen a T-sejteket 50 ng/ml PMA és 500 ng/ml ionomytiath
from SIGMA-Aldrich) hozzdadasaval stimuladltuk Gd@gpp jelenlétében (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) 4 6ran kei#gs? sejteket CD8-PE, CD25-
FITC és IgG1-FITC antitestekkel jeloltik (both froBD Pharmingen), fixaltuk és
permeabilizaltuk a BD cytofix/cytoperm oldat seg@gével, majd intracellularisan
jeloltik IFNy-APC (BD Pharmingen) és foxp3-APC antitestekkel (R&ystems).

Aramlési citometria

A DC-ek fenotipusos sajatsagait aramlasi citomedfidmértik, melyhez a kovetk&z
antitestekkel jeléltiik a sejteket: anti-PD-L1-PED(BPharMingen, San Diego, CA,
USA), anti-CD80-FITC, anti-CD86-PE (R&D SystemsitieCD40-FITC, anti-CD83-
PE, anti-HLA-DQ-FITC (BioLegend, San Diego, CA, USA FACSCalibur aramlasi
citométerrel (BD Biosciences) mért adatokat a Fowdoftver segitségével értékeltiik
ki (Tree Star, Ashland, OR, USA).

Citokin termelés mérése

A sejtkultarak feliliszoéjat 24 6ras aktivaciot ktisen gyijtottik be. A TNF és IL-
12p70 citokinek termelését a human BD OPTEIATNF és IL-12p70 ELISA kitek
(BD Pharmingen) segitségével mértik. Az FNés IFN3 mennyiségének
meghatarozasahoz a VeriKiffe Human Interferon Alpha és Beta ELISA kiteket
hasznaltuk (PBL Interferon Sources, Piscataway, BISA). Az IFN\1 és IL-27
citokinek szintjének méréséhez a human IL-29 é27LELISA Ready-Set Go kiteket
alkalmaztuk (eBioscience, San Diego, CA, USA).

Valo6s idejii kvantitativ PCR (Q-PCR)

A TRI Reagenssel torténRNS izolalasat kovéen (Molecular Research Center, Inc.,
Cincinnati, OH, USA) a reverz transzkripciét az Aipg Biosystems High Capacity
cDNA RT kitjének (Carlsbad CA) alkalmazasaval végkz A PCR-hez szilkséges

génspecifikus oligo mixeket szintén az Applied BEisms-8l vasaroltuk. Az
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eredményeket a ciklofilin, h36B4 vagy a mikroRNSesdetében az RNU48 haztartasi
génekre normalizaltuk (Integrated DNA Technologi@sralville, 1A, USA). A Q-PCR
vizsgéalatokat az ABI StepOne Real Time PCR kés#ilékégeztik (Applied
Biosystems) és a kiértékeléshez a StepOne v2.ltvemofhasznaltuk (Applied

Biosystems).

Western blot

A proteinek extrakci6jahoz a sejteket Laemmli pifémn lizaltuk. A protein lizatumokat
10 percig 100 fokon inkubaltuk, majd 7.5% vagy 18®S-PAGE gélen szeparaltuk,
melyet kéveben a fehérjéket nitrocellul6z membranra elektratbltunk (BIO-RAD
Laboratories Inc, Germany). Az aspecifikusdditsek elkeruilés végett a membranokat
5% zsirszegény tejport tartalmazé TBS-Tween-berkkioltuk. A pIRF3 antitestek
alkalmazasa esetében a blokkolast 5% BSA-t (PAAotatbries GmBH, Pasching,
Austria) tartalmazé TBS-Tween-ben végeztik. Antr8R anti-pIRF3 (Ser396), anti-
TBK1 (all from Cell Signaling, Danvers, MA, US), tfi-actin (Sigma-Aldrich) és
anti-TLR3 (Abcam, Cambridge, UK) antitesteket 1:508gy 1:1000 higitasban
hasznaltuk; a masodlagos antitestet pedig (GE Heat, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK) 1:5000-ben. A fehérjék detldhoz a kemilumineszcencian
alapul6é ECL technikat alkalmaztuk (SuperSignal WRisb/ Femto Chemiluminescent
Substrate; Thermo Scientific, Rockford, IL, US).t kdveten a fehérje savok optikai
denzitdsat a Kodak 1D Image Analysis Szoftver @&ivjanak segitségével hataroztuk
meg (Kodak Digital Science Imaging, Eastman Kodam@any, New Haven, CT,
USA).

RNS interferencia

Minden gén sepcifikus és negativ kontroll siRNS&dtife Technologies-tdl rendeltiik
az IRAK-M siRNS és a megfeleinegativ kontrolljanak kivételével, melyet a Thermo
Scientific Dharmacon (Lafayette, CO, US) d#gizereztiink be. A miR-146a és miR-
155 gatlé mikroRNS LNA-inhibitorok és kontrolljaiéz Exigon-t6l, mig a miR-146a,
miR-155 és a kontroll mikroRNS prekurzorok az ApgliBiosystemsél szarmaznak.
A sejteket Opti-MEM medium (Life Technologies) tezfektaltuk a GenePulser Xcell

miiszer segitségével (Bio-Rad).
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Foszfo-protein array

A méréshez a monocitakat 6-lyuk( tenyésdényben kultivaltuk 10 sejt/ml
sejtdiriiségben. 3 nap utan a DC-ket polyl:C-vel aktivaltuigjd 20 perc elteltével a
leallitottuk a reakciét jéghideg PBS hozzaadavat Eoveten a sejteket a human
foszfo MAPK array kit-hez (R&D Systems MinneapohdN, USA) tartozé lizis puffer
segitségével lizaltuk. Minden egyes human foszfoRAarray membrant egy éjszakan
at inkubaltunk a sejtlizatumok és a megféleszorilalt fehérje specifikus ellenanyagok
keverékével. A sztreptavidin-HRP hozzaadaséat Kaéveta foszforildlt fehérjék
detektalashoz a kemilumineszcencian alapulé EChnigét alkalmaztuk. Az optikai
denzitasat a Kodak 1D Image Analysis Szoftver &zidjanak segitségével hataroztuk
meg. A foszforilalt fehérjék relativ expresszidjat pozitiv kontroll értékeivel

normalizalva hataroztuk meg.

Microarray analizis

A 2 napig 5 ng/mL LPS jelenlétében differencialtb@eket TRI reagensben lizaltuk
(Invitrogen), melyet RNeasy oszlopokon végzett DIMé&zeléssel egybekotott tisztitas
kovetett (Qiagen). A tisztitott mintédkat Cy5-telgielik, majd ezt kdvéten lllumina
Whole Genome HT12 microarray-re hibridizaltuk amgaitasitasai szerint. Az adatok

kiértékelése az lllumina BeadStudio szoftverreléit.

Statisztikai analizis

A western blot eredmények statisztikai analizisébement-féle t-prébat alkalmaztunk,
mig az aramlasi citometrias, Q-PCR és ELISA adasalgnifikancia szintjének
meghatarozasahoz varianciaelemzést (ANOVA Bonfepost-hoc teszttel) végeztiink
a GraphPad Prism v.6. szoftverrel (GraphPad Soétivar. , La Jolla, CA, USA).
Szignifikancia szintek: * P<0.05 ; ** P<0.01; **<®.001, **** P<0.0001. n.s. , nem

szignifikans.
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4. Eredmények
4.1. Az endotoxin tolerancia moédositja a human moD&k funkcionalis sajatsagait

4.1.1. A LPS jelenlétében differencialtatott moDC+4ben gatolt a gyulladasos
citokin gének kifejezédése

A LPS-dal kronikusan aktivdlt DC-ek gatolt funkeiék héatterében allé
mechanizmusok megismeréséhedlaat a LPS-indukalta IL-12, TNF és IL-6 gének
kifejezddését vizsgaltuk meg 5 ng/ml LPS-dal 2 napifketelt illetve kezeletlen
moDC-ekben. A 2 napig LPS jelenlétében differemalél sejtek IL-12, TNF és IL-6
citokin génjeinek expressziodja teljesen gatlddotig a kontroll sejtekben a masodik
LPS stimulacio jelerdisen fokozta a vizsgalt gének kifégesét. Ezt kovéen az LPS
mellett szamos TLR ligand illetve citokin jelenlgéh differencialtattuk a moDC-eket
annak megallapitasahoz, hogy a LPS-indukélta D&tiréio egyedi jelenség-e vagy
egyéb stimulaciés szignalok is képesek a DC-ékdudését gatolni. Szamos dnalléan
alkalmazott aktivacios szignal fokozta a TNF citokermelését, Ggymint a TLR2-
ligand HKSA, vagy a TLR7/8-ligand CLO75. EmellettGD40L, HKSA, Pam3Cys,
CLO75 aktivacioval vagy a citokin koktéllal parhmzesan alkalmazott LPS kezelés
még ebteljesebben fokozta a TNF termelését. Ezzel szerabENF, IFN és a TLR3
ligand polyl:C nem vagy alig stimulalta a DC-ek TREekréciojat. A 2. nap 100 ng/mL
LPS-dal Gjra aktivalt sejtek TNF citokin termelés§esen gatlodott a CD40L, HKSA,
Pam3Cys, CL075, TNF vagy az IIB31IL-6, TNF citokin koktéllal tortéa elskezelés
esetében. Az LPS 48 o6ras jelenléte perzisztensBkiivaciot okozott akkor is, amikor
ezen stimulusokat a kis dézisi LPS-dal egyitt aleatuk. Mindezek az eredmények
azt mutatjak, hogy az aktivacios szignalok székeédaga képes deszenzitizalni a 8eib
moDC-eket.

4.1.2. A LPS szamos, a sejt aktivaciot gatlé faktomegjelenését indukalja moDC-

ekben

A kronikus LPS stimuléaciéval kivaltott DC inaktiviéért felebs molekularis

folyamatok feltérképezéséhez ésszehasonlitottuk ddeist LPS jelenlétében 2 napig

differencidlédd6 moDC-ek és a kontroll kezeletleltede gén expresszios profiljat az

lllumina microarray technoldgia segitségével. A kot sejtekhez viszonyitva szamos
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negativ szabdalyoz6 fehérje (CD150, SOCS2, SOCSBRR2, S100A8, S100A9)
kifejezédése szignifikansan emelkedett a 2 napig LPS kelzeté részeséilsejtekben.
Az IL-10 citokin termelése és a miR146a expresazigjfokozddott a LPS &ezelés
hatdsara, azonban néhany gatlé faktor (ATF3, SOCSIAT3, IRAK-M)
kifejezédésében nem taldltunk kulonbséget. Ezt kiemetszamos potencidlis gatlo
faktor expressziojat vizsgaltukdfliggdé médon, mely eredményeink szerint a SOCS1,
SOCS2, SOCS3, IRAK-M, ATF3, S100A8, S100A9, STATR,RB2, kBa, IkBp és
CD150 DC ntikddést gatlo faktorok kifejézése mar a differencialodas é&lsapjan
markansan fokozédik a LPS-dal élezelt sejtekben a kontroll sejtekhez viszonyifva.
kezdeti emelkedést kovien azonban gyorsan csokkent a vizsgalt gének esgidies,
mely arra utal, hogy ezen faktorok csupén egy &tnidsintervallumon beldl fejtik ki

hatasukat, azonban hosszantarté DC inaktivacioétal@mhatnak.

4.1.3. A LPS-indukalta SOCS1, STAT3, SLAM, IL-10 émiR-146a molekuldk nem
okoznak perzisztens DC inaktivaciot

Ezt kdveben atfogod tanulmanyt végeztiink a LPS-indukalta tiegaabalyozé fehérjék
moDC funkcidra kifejtett hatdsanak vizsgalatahozhéz a sejteket specifikus siRNS-
ekkel (SOCS1, SOCS2, SOCS3, STAT3, CD150, S100A80&9 és IRAK-M) vagy
miR146a és miR155 inhibitorokkal illetve ezek katijfival transzfektaltuk, majd két
napig differencialtattuk alacsony dézisi LPS jed¢éiben vagy anélkil. Masodik
aktivacioként a nagy doézisu LPS mellett ezlttal BRT/8 ligand CLO75-6t is
alkalmaztuk, majd 24 6ra elteltével mértiik a sejleld2 citokin termelését. A LPS
indukalta IL-10 termelés szerepének vizsgalatahel0l neutralizaldé anitesttel kezeltiik
a sejteket a LPS @ltezelés idtartama alatt illetve a reaktivacié soran is. A 9BA
CD150, miR-146a és IL-10 funkciéjanak gatlasételjesen fokozta a masodik nap
LPS-dal vagy CLO75-tel stimulalt sejtek IL-12 tetdsbt. A SOCS1-specifikus SiRNS-
sel transzfektalt sejtekben fokozddott a LPS inttakf-12 termelés, azonban a CLO75
aktivacio esetében nem tapasztaltunk kilénbségemiR-146a és miR-155 moDC
aktivaciora kifejtett hatasanak tovabbi vizsgalatAta mikroRNS-ek prekurzoraival
transzfektaltuk majd a 2. napon LPS-dal, poly(l#8)- CLO75-tel vagy CD40L-dal
stimulaltuk a sejteket. A féjtis DC-ek fokozott miR-146a és miR-155 expresszidja az

IL-12 és TNF termelés csokkenését eredményeztesaze$ alkalmazott aktivacios
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szignal esetében. A SOCS2, SOCS3, IRAK-3, S100A8S&80A9 gatlasa nem
befolyasolta vagy éppen csokkentette az IL-12 smidjat, mely ezen faktorok DC
inaktivacioban betéltétt elhanyagolhatd szerepéag A vizsgalt molekulak egyikének
gatlasa sem befolyasolta azonban jélembértékben a LPS&dezelés altal kivaltott IL-

12 termelésre gyakorolt gatlé hatast egy méasodikutacié alkalmazaséat kowin.

Ezen eredmények arra utalnak, hogy a DC differéitéés korai szakaszaban toidén
aktivacio a vizsgalt szabalyoz6 fehérjiktluggetlendl alakitja ki a sejtek tovabbi

stimulacioval szembeni valaszképtelenségét.

4.2. Az mTOR szabdlyozza a human DC-ek funkcionalisajatsagait

4.2.1. Az mTOR funkcionalisan aktiv llapotban, kostitutivan fejezédik ki human
cDC-ekben

Az mTOR expreszidjanak meghatarozasahoz frissen lalizo monocitakat
differenciéltattuk GM-CSF és IL-4 jelenlétében piga Ez id5 alatt minden egyes nap
gyljtottink be sejteket az mTOR kifefesének mMRNS sziit méréséhez.
Eredményeink szerint az mTOR konstitutivan expiddésik a moDC-ek
differencidlédasa soran. A MAPK arragttszarmazo6 adataink szerint mind a 3, mind
az 5 napos nyugvé moDC-ekben funkcionalisan aktapatban van jelen az mTOR.
Tovabba Ggy talaltuk, hogy a vérben keingD1c¢ DC-ek a moDC-ekhez hasonlo
szinten fejezik ki az mMTOR molekulat és a TLR3 moe. Mivel a 3 napos moDC-
ekben konstitutivan expresszalédik az mTOR és jelena TLR3 molekula tovabbi

kisérleteink elvégzéséhez ezen sejteket valasktatpwimer CD1&DC-ek mellett.

4.2.2. Az mTOR modositja a DC-ek sejtfelszini molekéinak kifejezédését

A rovid ideji rapamycin élkezelés polyl:C-vel (TLR3 ligand) térténstimulaciora
kifejtett hatdsanak vizsgalatdhoz aramlasi citoidetimodszerrel mértik a CD83
aktivacios marker, az MHC 1l csaladba tartozé hurterkocyte antigen-DQ (HLA-
DQ) és szamos kostimulaciéos molekula kifé@sét moDC-ekben és CD1OC-
ekben. A CD83 polyl:C-indukalta expresszid novelsgdé nem befolyasolta a
rapamycin jelenléte, azonban a HLA-DQ, CD40, CD89 €D86 molekulak

fluoreszcencia intenzitasat szignifikansan csolé@eit A regulatérikus T-sejtek
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fejlodését segit programmed cell death 1 ligand 1 (PD-L1) gatlo ekala
kifejezodését megvizsgélva gy talaltuk, hogy a rapamyétolta a polyl:C-medialta
expresszid emelkedést. A CD1c+ DC-ekben hasonldneeyeket kaptunk a CD40,
CD80 és PDL-1 molekulak kifejédését tekintve. A moDC-ekkel szemben azonban a
CDI1c¢ DC-ek HLA-DQ expressziojat nem befolyasolta, migc@83" sejtek aranyat
szignifikdnsan fokozta a rapamyicinnel todéelokezelés. Mindezek az eredmények
arra utalnak, hogy az mTOR elién szabalyozza szamos sejtfelszini molekula

kifejezédését a két DC populéciéban.

4.2.3. A rapamycin ebkezelés gatolja a polyl:C-vel stimulalt moDC-ek anviralis
immunvalaszat

Az mTOR DC jelatvitelben betdltott szerepének vidatahoz eléként az antivirdlis
citokinek polyl:C indukalta kifejemését hasonlitottuk 6ssze a rapamycinnéitedelt
és kontroll sejtekben. Az mTOR aktivitisanak rapeimyel tortéé gatlasa
szignifikdnsan csokkentette az 1&N IFNB, IFNAL, IFNA2 gének expresszidjat moDC-
ekben. Mindezeket az eredményeket fehérje szmérésekkel is alatamasztottuk, mely
szerint az IF)§ termelése markansan és az d#Nalamint IFN\1 szekrécidja
szignifikdnsan cstkken. Az IL-27 szintén egy améilis aktivitassal bird citokin, mely
elsssorban az effektor CD8 T-limfocitak fejlsdését promotalja. Génszint
vizsgdlataink szerint a p28 alegység kifégase gatlédik, mig az EBI3 alegység
expresszidja fokozddik a rapamycinneblezelt és polyl:C-vel aktivalt sejtekben. Az
mTOR szabalyozé szerepének tovabbi tanulmanyozdéa sizsgaltuk a rapamycinnel
elékezelt moDC-ek naiv CDBT-sejt funkcidkra kifejtett hatasat. Ehhez a moBkat
és T-sejteket kokultivaltuk 5 napig, majd aramtagiméterrel mértik az IFNtermeb
T-sejtek aranyat. Az mTOR funkcid kiesése markanssikkentette a polyl:C-vel
aktivalt moDC-ek T-sejt stimulaldé hatasat, beleértv CD25 memoria T-sejt marker
kifejezédésének fokozésat is. Mindazonaltal egyik kezebaddra sem tapasztaltuk a
CD8'foxp3" regulatérikus T-sejt populacié megjelenését. Apf@ixT-sejt populacid
hianya valoszitleg a PD-L1 csokkent kifejédésével all 6sszefliiggésben, mely gatlé
molekularol kimutattdk, hogy esszencidlis a T-$ejtegulatorikus iranyba tortén

differencidlédasahoz.
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4.2.4. Az mTOR szabalyozza a CDI1®C-ek antiviralis aktivitasat

A moDC-ekhez hasonléan azeb fejezetben taglalt kisérleteinket primer CDIC-
ekben is elvégeztiik. A moDC-ekhez hasonléan azésazsgalt I. és lll. tipusu IFN
valamint az IL-27 p28 alegységének expressziofzignifikansan csdkkent rapamycin
kezelés hataséara, mig az IL-27 EBI3 alegységérfeleidése fokozodott polyl:C-vel
tortérd aktivaciét koveten. Fehérje szifit méréseink szerint a rapamycin jelenléte
markansan csokkenti az IENs teljesen gatolja az IBNés IFNV1 szekrécidjat CDIc
DC-ekben, mely az mTOR CD1®C funkciokban betoltott kiemelkédszerepére utal.
Mindemellett a polyl:C-indukalta CDI®DC-ek képesek voltak az IL-27 protein s#int
kifejezésére is, melyet a rapamycin jelenléte isttén gatolt. Ezen eredményeink azt
bizonyitjdk, hogy az mTOR jelefgen hozzajarul a funkciondlisan aktiv IL-27

tipust IFN termelésében.

4.2.5. Az mTOR gatlasa csokkenti az IRF3 transzkrigids aktivitasat

A kovetked lépésben az interferonok termeléséért 8al@hterferon regulatory factor 3
(IRF3) transzkripcios faktor aktivitdsat hataroztmleg. Ehhez ékz6r az interferon
stimulated gene 56 (ISG56) expresszidjat mértik]Jy mez IRF3 transzkripciés
aktivitasanak érzékeny szenzora. Eredményeink rdzemz ISG56 kifejeddése
szignifikAnsan csokken rapamycirbledzelés hatasara a polyl:C-vel aktivalt sejtekben.
A kovetkedekben az IRF3 foszforilaciojat Western blot teclandéd mértik idfuggs
moédon és Ugy talaltuk, hogy a polyl:C-stimulaciobv&®s 2. oéraban az IRF3
foszforilacioja jelenisen fokozodik, mely folyamatot gatol a rapamycintiitérd
eléskezelés. Ezen adataink szerint az mTOR jélenszerepet jatszik az IRF3

aktivitasanak szabalyozasaban.

4.2.6. A MAPK jelatviteli palya szabalyozdsa nyugvoés polyl:C-vel aktivalt
moDC-ekben

A TLR csalad szamos tagja koztik a TLR3 is képsBARK Utvonal elinditasara, mely
jelatviteli palya szamos gyulladasos mediator téés&hez jarul hozz4a. 26 kulonlsoz
kinaz és szabalyoz6 fehérje aktivaciojat vizsgakigy foszfo-protein array segitségével

annak megallapitasara, hogy a rapamyciikezdelés befolyasolja-e a MAPK utvonal
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mitkddését. A MAPK (tvonal szamos tagjat nem érintetteapamycinnel tortén
elskezelés sem a nyugvl, sem a polyl:C-vel aktivaltD@eekben. A rapamycin
jelenléte fokozta a nyugvo sejtek Aktpan, JNK3 é&8ypfoszforilaciojat, azonban
gatolta ezen molekulak polyl:C-stimulalta aktivgaié Ezen adatok arra utalnak, hogy
az mTOR a sejtek aktivaltsagi allapotatdl ftigg eltééen befolydsolja a MAPK
Gtvonal tagjainak riikdését.

4.2.7. A TBK1 és a PIBK/mTOR jelatviteli utvonal egittmiikddik az 1. és lIl.
tipust IFN-ok optimalis expressziéjanak szabalyozdban

A rapamycin altal kivaltott csékkent I. és Ill. tigl IFN termelés hatterében allo
mechanizmus feltdrdsahoz két a TLR3 jelatviteltmmepet jatsz6 molekulaiiddését
gatoltuk. A PI3K inhibitor LY-294002-et a rapamyhiez hasonl6an &kezelésként
hasznaltuk polyl:C-vel térténaktivalast megékéen. A TANK-binding kinase (TBK1)
kifejezodését géncsendesitéses technikaval géatoltuk. Erseiné szerint az LY-
294002-vel tortéh elokezelés a rapamycinnel megegyezinten gatolja a Polyl:C-
stimuldlta IFN8 és IFN\1 transzkripcids szintjét. Amennyiben a két gatdsz
egyuttesen alkalmaztuk, nem tapasztaltunk nagyaiiu fgatlast az IFN gének
kifejezédésében, mely eredmények arra utalnak, hogy a B$3%& mTOR ugyanazt az
Gtvonalat hasznélja az IFN-ok expresszidjanak fakéhoz.

A TBK1-csendesités a rapamycinhez hasonl6 szindoltg az IF\$ és IFN\1 gének
kifejezédését. Amennyiben a polyl:C-vel tortémktivacio ebtt rapamycint adtunk a
TBK1-depletalt sejtekhez markdns csOkkenést taplismk az IFN gén
kifejezddésésben, mely csokkenés az AENsetében szignifikansnak bizonyult.

Ezen eredményeink szerint az mTOR a klasszikus FABKNTOR Gtvonalon keresztil
fejti ki hatasat, mely a TRIF-medialta TBK1 kinakzeollaboraciéban ritkodve
szabdlyozza az optimalis I. és lll. tipusu IFN-ekmelését.
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5. Megbeszélés

A dendritikus sejtek az immunrendszer szabalyozrséletdltdtt kozponti szerepliiknek
készénhdien az immunterapias eljarasok és vakcinak igéjelid§eivé valtak. A DC-
ek a patogén mintazatok és veszély jelek széldajak&épesek felismerni, emellett az
immunrendszer szamos sejtféleségével val6 kommeidikarévén képesek
Osszekottetést teremteni a természetes és szenpetinrendszer fkodése kozott. Az
6ket é6 kornyezeti hatasok nagymértékben befolyasoljak immunogén illetve
tolerogén iranyba torténdifferencidlédasukat, mely irdnyitasaban szamabadyozo
molekula vehet részt. Ezen komplex szabalyozé fobtak egy része mar ismert,
azonban a részletes feltarasuk tovabbi vizsgalaigkayel. Jelen tanulmanyban célul
tiztuk ki a perzisztens mikrobidlis stimulaci6 moD@nkcidkra kifejtett hatasanak
vizsgalatat, ugyanis a mikrobidlis komponensek gslladasos mediatorok allandé
jelenléte a gyulladt szoveti kornyezetben befolidestin a keringési kilépd
monocitdk DC iranyd differencidlédasat. Emelletty egzéles koérben elterjedt
immunoszupressziv hatastu szer, a rapamycin é6elB€C alpopulaciok antiviralis
funkcioira kifejtett hatasat tanulmanyoztuk.

Eredményeink szerint a moDC-ek korai és perzisztdPS-dal tortéfi stimulacioja
gétlolag hat a kébbi aktivacids szignalokkal kivaltott gyulladasadgokintermelésre.
Tovabba ugy talaltuk, hogy a LPS-hoz hasonl6an egéegyéb stimulacios jel, mint a
PAM3Cys, TNF. és CD40L elkezelés is a moDC-ek deszenzitizdlasahoz vezet.
Sokféle mechanizmus allhat ezen jelenség hatterébent a jelatviteli Gtvonal
komponenseinek fokozott vagy cstkkent kifémzse vagy olyan gatlé mediatorok
termelése, melyek a DC funkciékat negativ iranybefolyasoljak. Egér makrofagokon
végzett kisérletek szerint az endotoxin tolerarféiskivalto oka a TLR4 csokkent
sejfelszini kifeje#dése, azonban az altalunk LPS-dékekelt human moDC-ek TLR4
expresszidja nem kilonbodzott a kezeletlen kontsejtekébl. Egy masik lehetséges
mechanizmusként az IRAK-1 jelatviteli molekula ceéit expresszidja merilt fel. Az
IRAK-1 kifejez6désének gatlasa valdban alacsony IL-12 citokin d&fst
eredményezett moDC-ekben, mely arra utal, hogyR##}1 degradacidja dnmagaban
is elég lehet a DC-ek tovabbi stimulacidkkal szembedalaszképtelenségének

kialakitasdban. A legUjabb tanulmanyok szerint andmu monocitak endotoxinnal
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tortérd deszenzitizalasa nem befolyasolja az IRAK-1 sztnpizonban gatolja a K63-
figgd poliubikvitinaciéjat, mely l1épés az IKK és TRAF6 molekuldkkal tortén
0sszeszerelését segith ebzaltal pedig a TLR4 utvonal tovabbvitelét.

Szamos negativ szabalyozo fehérje, mint a SOCSATSTSLAM, miR-146a és IL-10
kifejezodésének illetve fikddésének gatlasa fokozza a LPS-indukélta IL-1@hedsst,
azonban eredményeink szerint a vizsgalt molekuggkke sem jatszik szerepet a LPS
tolerancia hosszu tavl fenntartasaban. Ezen mdleldital kifejtett rovid tava gatlé
hatas valdsziileg a génexpressziojukban tordéatmeneti ndvekedésnek vagy egyéb
géatl6 mechanizmusok jelenlétének kdszéth&redmeényeink emellett arra utalnak,
hogy tobb gatlé mechanizmus aktivalodik egyszerreP&-dal tolarizalt sejtekben,
melyek egyittes hatasa vezethet el a DC funkci@stitavu felfliggesztéséhez.
Tanulmanyunk masodik felében azt vizsgéltuk, hogyefolyasolhatia az mTOR
inhibitor rapamycin a human moDC-ek és CDIC-ek TLR3-indukalta interferon
termelését. Szamos human cDC altipus expresszalfdlR8 receptort, melynek
stimulacidja az 1. és lll. tipust IFN-ok termelésghvezet. A TLR3 legnagyobb
aranyban a CD141DC-ekben termédik, mely sejttipus a lll. tipusd IFN-ok (IRNf5
termebje. Eredményeink szerint a 3-napos moDC-ek és CIMe-ek is kifejezik a
TLR3 receptor, azonban nem expresszaljak az MDARkntat, mely szintén képes a
duplaszali RNS-t mimikalé polyl:C-t ligandként fetierni. A polyl:C-vel tortéh
aktivacio jelenisen fokozza ezen DC alpopulaciok lENFNB és IFNVL termelését,
melyet a rapamycin jelenléte nagymértékben képtsrg&agy akar fel is fliggeszteni.
Tovabba agy taldltuk, hogy a rapamycin-medialta IF®&melés csokkenésének
hatterében az IRF3 transzkripcids faktor gatolzfmslacidja allhat. Az mTOR és a
TBK1 egyideji blokkolasa nagyobb mértékben csokkentette azpIFs IFN1
kifejezédését, mint a két molekulaiikbdésének kilon-kulon tort@mgéatlasa. A PI3K és
mTOR funkci6it gatlé inhibitorok egyuttes alkalmaasal kapott eredmények, arra
engednek kovetkeztetni, hogy a PI3K és az mTORUgynalon helyezkedik el és a
TBK1-el parhuzamosan iikddve szabalyozza az I. és Il tipusi IFN-ok tdéseét.
Emellett szamos MAPK és intracellularis jelatviteitabalyozé molekula {kddését
vizsgaltuk, mely eredmények szerint a nyugvé molRGapamycinnel tértéhkezelése
szamos kinaz aktivitdsat fokozza. Polyl:C-vel tiétéaktivacié esetében azonban a

rapamycin jelenléte géatlélag hatott két az pRidrmelésében szerepet jatsz6 molekula, a
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JNK3 és p38 foszforilacidjara. Mivel a rapamycin géatolja azbiAPK-ok aktivitdsat,
melyek fontos szerepet jatszanak az I. tipusu IkXeanelésében Ggy gondoljuk, hogy
az mTOR-mediélta IFN termelés részben a MAPK kadiidnyitasa alatt allhat, mely
a polyl:C-indukalta jelatvitel finomszabalyozasalj@szhat szerepet.

Elézetes irodalmi adatok szerint az mTOR jelsen képes befolyasolni a LPS-dal
aktivalt moDC-ek és CDIc DC-ek fenotipusos sajatsagait és T-sejt stimulalo
kapacitasat. Eredményeink szerint a polyl:C-vetétiir stimulacio esetén az mTOR
nem modositja a CD83 aktivacios marker kifépzsét, viszont csokkenti szamos
kostimulaciés molekula és a gatld hatasu PD-L1 esgmidjat is. Kokultivacids
kisérleteink szerint a rapamycindkézelelés csokkenti a polyl:C-indukalt moDC-ek
CDS8' T-sejtek IFN termeb képességére kifejtett hatasat. Szamos tanulméninsa
rapamycin-kezelt DC-ek tamogatjak a foXpBegulatérikus T-sejtek fejiését és
mikrobialis stimulacié hatasara azstmljes szupressziv hatasi CO®25foxp3" T-
sejtek képédéseét indukaljak. Az altalunk kezelt DC-ekkel kdkuhba helyezett T-
sejtekben azonban csokkent a CD25 expressziojdaded kifejezodését nem sikertilt
detektalni. Ez a jelenség a PD-L1 sejtfelszini espridjanak csdkkenésével
magyarazhaté, melynek megléte a regulatérikus wranisejt differenciadlédas
elsfeltétele. A rapamycin ékezelt moDC-ek PD-L1 kifejérlésének gatlasa az 1BN
IFNB és IL-27 csokkent termelésének lehet a kovetkeyméezen citokinek ugyanis
sziikségesek a PD-L1 sejfelszini expressziojanaklésehez.

Az immunrendszer tikddésének szabalyozdsa mellett az mTOR szadmoddiiao
folyamat, mint a protein szintézis, metabolizmusaésofagia regulaciéjaban is részt
vesz. Az autofagia egy konzervalt katabolikus,l&giémechanizmus, mely éhezés soran
az intracellularis komponensek lebontasaval biztesérgiat a sejtek szamara. Ez az
MTOR altal negativan szabalyozott folyamat fontaerepet jatszik a DC-ek
mitkddésében, ugyanis ezen Gt részvételével tortérik eadogén antigének
feldolgozdsa, majd prezentalasa. Mindemellett azORThatasara az oxidativ
foszforilacié a glikolizis iranyaba tolodik, mely &-sejt aktivacio és proliferacio
jellemz anyagcsere mechanizmusa. Hasonléképpen a nyugvek®S makrofagok is
aerob glikolizisre valtanak TLR ligandokkal torééaktivacié hatdsara. Az mTORcl a
stabilizdlja a HIF-& transzkripciés faktor mRNS-ét, mely molekula akdlizis

elinditasa mellett kulcsszergpgyulladasos fehérjék termeléséhez is sziikséges.
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Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy az mT@&mss jelatviteli palya
miikodését integralja kapcsolatot teremtve a sejtekdagld cellularis és immunoldgiai
folyamatok kozott.

Munkéank soran sikertlt az mTOR éltal szabalyozdit fdnkcidk egy Gjabb aspektusat
feltarni, melyben az mTOR a TBKL1 kinazzal egyitikédve szabalyozza a cDClc
DC-ek antiviralis immunvalaszat. Ezen ismeret a amaycin terapias célu
felhasznalasanak Ujabb lebségeit nyithatia meg olyan betegségek kezelésében,
melyre az I. tipusu IFN kontrollalatlan termeléskiemz. Az mTOR A4ltal szabélyozott
Gtvonalak azonositasa Ujabb stratégiai ktege teremt olyan DC vakcinak

fejlesztésére, mely a fédb betegség vagy a rak leklizdését célozzak meg.
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6. Osszefoglald

Az emberi szervezet szinte minden szervében ést#irn fellelhét dendritikus sejtek
(DS) hatékony antigén prezentalé sejtekkéntkidanek. Megvaltozott sajat vagy
testidegen strukturakat felismerve aktivalodnak aésigén-specifikus T-sejt valaszt
véltanak ki. E kildnleges képességiknek koszéemet DC-ek sokrétszabalyozo
funkcioval rendelkeznek és immunterapias eljardsfiesztésére is alkalmasak. A DC-
alapu vakcinak alkalmazasi letiségeit virus fetizések és tumorok kezelésére széles
kdrben vizsgaljak, de a terapias vakcinak megfdiatékonysaganak fokozasa a DC-ek
Osszetett rikddésének mélyebb szinmegismerését igényli. A jelen tanulmany a DS
funkciok két eltés, a klinikai alkalmazds szempontjabdl kiemelten tdsn
vonatkozésara, az endotoxin tolerancia és az mTQRli &atlé folyamatok
mechanizmusanak felderitésére ©sszpontosit. Kisiéite azt igazoltak, hogy a
bakteridlis lipopoliszachariddal téri@2 napos élkezelés a moDC funkcidk gatlasahoz
vezet. Ezt a hatdst az aktivaciés jelek szélesagkdképes kivaltani és az igy
vélaszképtelenné tett DC-ek funkcidit az egyutteskalmazott aktivaciés jelek sem
képesek felfiiggeszteni. Mivel a LPS-dal toétdamételt stimulacié az endotoxinnal
polarizalt moDC-ekben nem képes kivaltani a gydis citokin gének kifejédését,

a DC-ek aktivaciojahoz vezejelatviteli Utvonalak is gatlodnak. Eredményeiersnt

az LPS dkezelés- indukalta SOCS1, STAT3, SLAM, miR-146 Esl0 molekulak
révidtava gatlé hatas révén csokkentik a monoditaieti DC-ek IL-12 citokin
termelését, azonban egyik vizsgalt molekula serszildtmeghatarozé szerepet az
endotoxin tolerancia hosszu tavu kialakitasaban.

Tovabbi vizsgalataink a PIBK/mTOR jelatviteli paljgentségét igazoltdk a polyl:C-
vel aktivalt moDC-ek I. és |llIl. tipusu interferorerinelésének szabalyozasaban.
Eredményeink szerint az mTOR funkcidk rapamycinidetérd gatlasa csokkenti az
IRF3 és a MAPK utvonal bizonyos tagjainak foszfiribjat, ami arra utal, hogy viralis
eredeli antigének jelenlétében az mTOR szamos jelatvitbfamat elinditdsahoz jarul
hozza. Emellett a rapamycinnel kezelt moDC-ek ke¢dwatékonyak a CD8+ T-sejtek
altali IFNy termelés kivaltdsdban. Végezetil ugy talaltuk, yneg mTOR Aaltali
szabalyozas, hasonléan a moDC-ekhez, a perifééiden keringg CD1c+ DC-ek I. és

Ill. tipust IFN termeléséhez is sziikséges. Ezelutatési eredmények atfogd képet
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adnak a DS funkciok szabalyozasaban rés#tvewvlekulak szerepék a mikrobialis

stimulacio hatésara aktivalédo jelatvitel palyaldaidése soran.
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