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1. Bevezetés

A dendritikus sejtek (DS-ek) endogén és exogén eredetli veszélyjelek széles spektrumat
képesek felismerni, majd a felismerést kovetden a fellépd immunvalaszt koordinalni, igy a
szervezet homeosztazisanak fenntartasaban kulcsfontossagu szerepet téltenek be. A DS-ek
azon kiviil, hogy professziondlis antigén prezentald sejtekként miiko dnek, alpopulacioi
mas-mas specialis feladatok ellatasara is képesek, mint a kereszt prezentacio, az izotipus
valtas tdmogatasa, gyulladasos kornyezetkialakitasa, antiviralis citokinek nagy mennyiségii
termelése.
Egyes anyagcsere folyamatok soran, gyulladas, valamint kiils6 oxidativ tényezok hatasara
a sejtekben megnovekedhet a kiilonb6zd oxidativ gyokok mennyisége. Oxidativ
kornyezetben kiilonboz6 makromolekulak karosodhatnak, akar a sejtek genomi DNS-¢ is.
Az egyik leggyakrabban kialakulé DNS bazis médosulat a 8-o0xo-7,8-dihidroguanin (8-
0x0Q), amely javitas nélkiil transzverzids mutaciot eredményezhet. A 1€zi6 javitdsara a 8-
0oxoG DNS glikozilaz 1 (OGG1) enzim specializalédott az emlds sejtekben, mely bazis
excizios repair (BER) mechanizmus soran kihasitja az intrahelikalis 8-0Xx0G-t. Nemrég
irtdk le, hogy a DNS-bdl eltavolitott 8-0xoG képes az OGG1-hez k6tddni, annak aktiv
centrumatol eltérd helyen, majd a kialakulo OGG1-8-0x0G komplex guanozil cseréld
faktor (GEF) aktivitasra tehet szert, igy kis molekulatomegli GTPazokat aktivalhat. A 8-
0X0G-nal kezelt egerek tiidejének transzkriptom vizsgalatabodl kideriilt, hogy szamos
biologiai funkcidval kapcsolatban 4116 gén expresszidja fokozodik az intranazalis kezelés
hatasara. Ezen eldzetes eredmények alapjan felmeriilt benniink a kérdés, hogy képes lehet-
e az exogén 8-0x0G a dendritikus sejtek funkcidit is befolyasolni.
A velesziiletett immunitas sejtjeirdl mar korabban leirtak, hogy Toll-szerti receptor (TLR)
stimulaciot kovetden metabolikus valtdson mennek keresztiil, ami sziikséges az
aktivaciojukhoz, valamint a gyulladasos, illetve antimikrobialis molekuldk termeléséhez.
Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a DS-ek egyik altipusaban, az interferonok
(IFN-ok) termelésére specializalodott plazmacitoid DS-ekben (pDS-ekben), a virus
szenzor retinsav indukalhatdé gén 1 (RIG-I) receptor citoszolikus kifejezédéséhez az
endoszomalis TLRO receptor eldzetes aktivacidja sziikséges. A RIG-I aktivaciot kovetd
metabolikus valtozasok kevésbe feltartak, igy kisérleteink soran 6sszehasonlitottuk ezeket
a folyamatokat a pDS-ekben és a RIG-I-et konstitutiv moédon kifejezé monocita-eredetii
DS-ekben.



2. Irodalmi attekintés

A velesziiletett immunitas a patogének elleni védelmi rendszeriink elsé vonala. Ez a rendszer
felismeri azokat a konzervalt, k6z6s molekularis mintazatokat, amelyek a benniinket koriilvevé
szamtalan korokozoban megtalalhatéak, de a human szévetekben normal koriilmények k6 zott
nincsenek jelen. A velesziiletett (angolul innate) védekezés fizikai, kémiai és sejtes
komponensekbdl all, melyek f6 funkcioja, hogy megakadalyozza a korokozo bejutasat és
szaporodasat a szervezetben, eltavolitsa a bejutott mikrobakat és aktivalja az adaptiv
immunrendszer sejtjeit. A velesziiletett immunrendszer f6 sejtes alkotoi a granulocytak, a
makrofagok, a dendritikus sejtek (DS-ek), valamint a velesziiletett limfoid sejtek (ILC-K),
melyek k6zé tartoznak a természetes 616sejtek (NK sejtek) is.

Az immunrendszer masik aga, az adaptiv, vagy mas néven szerzett immunitas. A velesziiletett
immunitassal ellentétben, az adaptiv rendszernek hosszabb idére (napok) van sziiksége ahhoz,
hogy sejtjei és az altaluk termelt fehérjék, effektiven képesek legyenek fellépni egyes
korokozokkal szemben. Az adaptiv immunrendszerre jellemz6 a nagy specificitas, és az
immunoldgiai memoria kialakuldsa. Az adaptiv immunrendszer megfeleld miikddésének
feltétele a velesziiletett immunrendszer elézetes aktivaldodasa.

Az 1980-as években mar ismert volt, hogy a velesziiletett €s az adaptiv immunitas valamilyen
modon kapcsolatban allnak, azonban az egyiittmtikodés pontosabb mechanizmusat csak a
Ralph Steinman altal leirt DS-ek tovabbi vizsgalataval tudtak meghatarozni. A DS-ek
professzionalis antigén prezentalo sejtek (APS-ek), melyek egyik feladata az adaptiv
immunvalasz beinditasa a patogén felismerését kovetéen. Enhez az I-es, vagy ll-es tipust
hisztokompatibilitdsi komplex molekuldjukon (MHC I, MHC II) prezentaljak az antigénta T
sejtek szamara. A patogének érzékelése mintazat-felismerd receptorokkal (PRR) torténik,
amelyek képesek felismerni a patogén-asszocialt molekularis mintazatokat (PAMP-0k). A sejt-
¢s szovetkarosodasok soran felszabadulé molekuldk egy része (veszély-asszocialt molekularis
mintazatok, DAMP-ok) szintén aktivalja a PRR-eket, igy beindithatja a velesziiletett

immunvalaszokat.

2.1 A dendritikus sejtek altalanos jellemzése

A DS-ek rendkiviil fontos szerepet jatszanak az exogén és endogén eredetli antigének
bemutatasaban, és ez altal az adaptiv immunvalaszok elinditdsdban. Hivatdsos antigén
prezentdld sejtekként képesek az antigéneket MHC-1 vagy MHC-II molekuldkon keresztiil
bemutatni a citotoxikus €s a segitd T sejtek szdmara. Ko-stimulacios szignalok jelenlétében

immunogén, ko-stimulacié hianyaban tolerogén immunvalaszokat valtanak ki. Az elsé



kozleményt a DS-ekrél Ralph Steinmann és Zanvil Cohn 1973-ban publikalta. Munkajuk soran
olyan nyulvanyos sejteket figyeltek meg egér szekunder nyirokszervekben, melyek
sejtkultiraban erdsen letapadtak a tenyésztéedény aljara. El6szor gy gondoltdk, hogy ezek
kizarélag lymphoid eredetli sejtek, azonban késébb kideriilt, hogy mind lymphoid, mind
myeloid eredetiiek lehetnek. Jelenlegi tudasunk alapjan, a huméan dendritikus sejteknek
konvencionalis dendritikus sejtek (¢cDS1 éscDS2 sejtek), a monocita eredet(i dendritikus sejtek
(moDS-ek), valamint a lymphoid eredetii pDS-ek. Egyes szerzok - negyedik DS altipusként - a
Langerhans sejteket (LS-ek) kiilon csoportként kezelik.

2.2 A dendritikus sejtek PAMP és DAMP receptorai

A mintazat-felismerd felismerd receptorok felfedezése ij irdnyba terelte a velesziiletett
immunitasrél addig alkotott képet. Kideriilt, hogy ezek a PRR-ek kulcsfontossagiuak az
immunologiai reakcidk elinditasaban, valamint az altaluk generalt szignalok fontosak a
velesziiletett €s a szerzett immunitds kozti kommunikécidban is.

A dendritikus sejtek a legtobb féle PRR-rel rendelkezd sejtek kozé tartoznak. Nem csak
patogénekbdl (PAMP-o0kbol) szarmazo, de sajat veszEly jeleket (veszély asszocialt molekularis
mintazatok, DAMP) is képesek érzékelni, igaz ezeknek a receptoroknak a specificitasa limitalt.
A PRR-¢ek a fertdzések detektalasa mellett, fontos szerepet toltenek be a sebgyogyuldsban, az
allergias, valamint az autoimmun megbetegedések, illetve a transzplantaciok utan felmeriild
kilokddési reakciok patomechanizmusaiban is. A PRR gyiijté fogalom, amely magaba foglalja
a Toll-szert receptorokat, a NOD-szertireceptorokat (NLR), a RIG-I-szer{i receptorokat (RLR),
az AIM2-szerli receptorokat (ALR) és a C-tipusu lektin receptorokat (CLR). Ezek a receptorok
kiilonb6zé mértékben aktivaldédnak a ligandumaikkal val6 taldlkozas alkalméval és a down-

stream jelatvitelnek megfelelden kiillonboz6 valaszokat alakithatnak ki a DS-ekben.

2.2.1 Endoszémalis TLR-ek a dendritikus sejtekben

A virusfert6zések soran, az elsddleges szenzorok az endoszomalis TLR-ek, illetve a citoszolban
taldlhato RLR-ek. Négy endoszomalis TLR-t kiilonitiink el, a TLR3-at, a TLR7-et, a TLR8-at
¢s a TLR-9-et. A TLR3 nem csak endoszomalisan, de a sejtfelszinen is megjelenhet egyes
sejttipusoknal. Jelenlegi tudasunk szerint a viralis fert6zésekre jellemzd 40 bp-nél hosszabb
duplaszald RNS-ek (dsRNS) ribdz-foszfat gerincét ismeri fel. Egyes munkacsoportok
feltételezik, hogy szerepe lehet az endogén dsRNS-ek felismerésében is, am ezeknél a

folyamatoknal a pontos ligandum még nem ismert.



A TLR7/8 expresszidja ¢s funkciojuk igen jellegzetes kiilonféle sejteknél. Mig a TLR7 szinte
csak a pDS-ekben és B sejtekben fejezédik ki, addig a TLRS leginkabb a human myeloid
sejtekre jellemz6. A TLR7 aktivacidja a pDS-ek nagymértékii I-es tipusu IFN termelését
eredményezi, miga TLR8-medialt szigndlok nagy mennyiségii IL-12p70 szekréciot inditanak
be a myeloid sejtekben.

A TLRY leginkabb az endoszdémaba keriild, metilalatlan CpG motivumokat, egy az eukaridta
genomi DNS-re nem jellemz6 mintazatotismerik fel, igy megkiilonboztetve a sajat és nem sajat
eredeti DNS molekuldkat. Kifejez6dése szintén nagy sejt- ¢€s fajspecificitast mutat.
Emberekben, szinte kizar6lag pDS-ekben és B sejtekben fejezddik ki, aktivacioja I-es tipusa

IFN valaszt, illetve poliklonalis B sejt aktivaciot okoz.
2.2.2 RIG-I receptorok a dendritikus sejtekben

Akar csak a TLR-ek az RLR-¢k is sejttipusonként kiilonb6z6 expresszids mintazatokat
mutatnak. Miga cDS-ekben a RIG-I receptorok konstitutiv médon kifejezédnek, addiga pDS-
ekrdél sokaig gy gondoltak, hogy benniik ezek a receptorok nem, vagy csak nagyon kis
mértékben expresszalodnak. Munkacsoportunk nemrégiben kimutatta, hogy ennek a
receptornak a kifejez6dése az I-es tipusu IFN-oktol fiiggetlen moédon indukalhaté pDS-ekben
is, endoszomalis TLR7 vagy TLRO stimulust kdvetden.

Jelenleg harom féle RLR-t kiilonboztetiink meg. A RIG-I-t, a melanoma differentiation
associated 5-ot (MDAS) és a laboratory of genetics and physiology 2-t (LGP2), melyek
mindegyike kiilonb6z6é viralis eredeti dsRNS ligandumot képes felismerni a sejt
citoplazmajaban. Ezen kiviil az LGP2-r61 kimutattak azt is, hogy szabalyozo szerepet jatszik a
fentebb emlitett két receptor szignalizacidja soran, valamint, hogy a tobbi RLR-¢l ellentétben
nem rendelkezik CARD doménnel. A RIG-I és az MDAS a CARD domének oligomerizaciot
kovetden Iépnek interakcidba a mitokondridlis antiviralis szignalizacios (MAVS) komplexszel,
mely a jelet a citoszolikus IKK és TANK kot6 kindz 1 (TBK 1) protein kinazoknak koz vetiti,
hogy azok aktivaljak az NF-kB és az IRF3 transzkripcios faktorokat és igy az antiviralis

valaszokat.

2.3 A dendritikus sejtek aktivacidojat koveté metabolikus valtozasok

Az elmult évtizedekben egyre nagyobb hangsuly keriilt az immunsejtek metabolizmu sdnak
vizsgalatara. Tudjuk, hogy a velesziiletett immunitas sejtjei PAMP, DAMP, valamint citokin
stimulust kovetden jelentds fenotipusos és funkcionalis valtozasokon mennek keresztiil. Azt is
sikeriilt feltarni, hogy ezeket a folyamatokat egy metabolikus valtas is kiséri, mely biztositja a

sejtek megvaltozott energetikai igényeit.



A nyugvo allapotu DS-ek alapvetden katabolikus metabolizmust mutatnak oxidativ foszforiacio
(OXPHOS) fedezi. Ezeket a folyamatokat az adenozin monofoszfat aktivalt protein kinaz
(AMPK) szabalyozza. A felépitd folyamatokhoz sziikséges glikolitikus intermedierek
eldallitasahoz pedig az intracellularis glikogént hasznaljak forrasként. Aktivaciot kovetden a
DS-ek glikolizissel és tejsavas erjedéssel, biztositjak energia sziikségleteiket.

A glikolizis fokozddasa a DS aktivacio egyik jellegzetes folyamata. A gliikoz-piruvat Gitvonal
gatlasa hosszu tavon képes befolyasolni a DS-ek érését és aktivaciojat. Ha a glikolizis
barmilyen zavart szenved (blokkol6 agens, genetikai defektus) az in vitro differencialtatott DS-
ek aktivacioja sem zajlik le. Az ilyen DS-ek TLR-4 ligandummal t6rténd stimulaciot kovetden,
a T sejt polarizalo képességiik is zavart szenved. Az influenza A virussal aktivalt human pDS-
eknél, a 2-DG kezelés hatasara szintén csokken a ko-stimulacios képességiik, illetve az 1-es
tipustu interferon (IFN-I) expresszidjais.

A glikolitikus valtasnak tobb szabalyozasi pontja is van a DS-ekben A DS-ekben a glikolitikus
valtas az aktivaciot kovetden perceken beliil megkezdddik, melyhez az intracellularis glikogént
hasznositjak. Az indukalhaté gliik6z transzporter 1 (GLUTI) kifejezédése azonban csak
orakkal a TLR-stimuldciot kovetden emelkedik meg. Az aktivalast kovetd késobbi
idéintervallumban, azonban megnd a sejtek extracellularis gliikozfelvétele. Erdekes
megfigyelés, hogy 18-24 6raval a DS aktivacio utan - amikor a DS-ek mar a nyirokcsomoba
jutottak —a gliik6z gatoljaa DS-medialt T sejtvalaszokat. Ha tobb 6raval az aktivaciotkovetden
gliikoz helyett galaktoz tartalmazé médiumban tenyésztették a DS-eket megnovekedett a ko-
stimulatorikus molekulak kifejezddése a felszintlikon.

A glikolitikus valtast rovid tavon leginkdbb a TANK-ko6td kinaz-1 (TBK1)/IxkB kinaz-¢
(IKKe)/AKT/hexokinaz 2 (HK2) Gtvonal aktivacidja vezérli, ezek a folyamatok tamogatjak a
glikolizis beinduldsat, valamint a glikolizis fenntartasat a sejt aktivacidjat kovetd korai
szakaszban. A DS immunogén stimulusat kovetéen az AMPK inaktivacioja, valamint a
PI3K/AKT/mTOR tutvonal indukcidja maga utan vonja a glikolitikus enzimek, mintaz LDHA,
a piruvatkinaz 2 (PKM2), a foszfofruktokindz (PFK), valamint a gliik6z transzporter GLUT1
kifejezodésének fokozodasat. Az AMPK aktivacidjanak fokozodasa forditottan hat a DS-ek
érésére, igy az aktiv AMPK acsokkentproinflammatéorikus DS funkciokkal all 6sszefiiggésben.
Az mTOR/mTORCI gatlasa kovetkeztében hosszabb tdvon alacsonyabb lesz az aktivalt sejt
gliikoz fogyasztasa, laktat termelése, a glikolitikus enzimek, valamint gliikoz transzporterek
kifejezédése és az extracellularis savasodasi rata (ECAR) is. Osszességében tigy tiinik, hogy az
mTOR képes hosszu tdvon iranyitani a DS-ek aktivaltsagat.

A HIF1a stabilizacioja szintén fokozodo glikolitikus aktivaciot eredményezd folyamat, mivel

a glikolitikus gének nagytobbsége HIFla célgén is. Hipoxias kdzegben megné a DS-ek
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felszinén a ko-stimulatorikus és az MHC-11 molekulak kifejezodése, emellett fokozodik a sejtek
glikozfogyasztasa, a glikolitikus enzimek kifejezddése, illetve az ATP és laktat termelésiik is.

A HIFlo hidnya, vagy miikodésének gatlasa esetén ezek a jelenségek nem figyelhetdk meg.

2.4.1 Az oxidativ stressz hatasara létrejove DNS karosodasok és azok

javitasa
Oxidativ stressz akkor 1ép fel egy szervezetben, amikor az oxidativ hatdsok és az antioxidans
kapacitas kozti egyensuly felborul. Az oxidativ agensek endogén, illetve exogén eredetiiek is
lehetnek. Jelentds mennyiségl reaktiv oxigénszarmazékok termelddnek a mitokondrialis
1égzési lanc miikodése soran. Ezen kiviil a gyulladasok folyamatok is szamottevé forrasai az
endogén ROS-nak. A fagocita sejtek példaul bekebelezett baktériumok, valamint virusok
elpusztitisahoz NADPH oxidazok révén termelnek ROS-t. Az exogén eredetii ROS forrasai
lehetnek a kiilonbdzo sugarzasok, 1égszennyezd részecskék vagy akar a novényi pollenek
NADPH oxidazai is.
Habar a reaktiv gyokoknek fontos szerepiik van a sejtek homeosztazisanak fenntartasaban, a
mikrobak elleni védekezésben és egyes szignalizacids utvonalakban, fokozott koncentraciojuk
esetén tobb makromolekula is oxidalodhat. Kiilonbo6zé fehérjékben, lipidekben és akar a DNS-
ben is kialakulhatnak oxidativ karosodasok. Az oxidativ stressz a DNS-t tobbféle mdodon is
karosithatja. Létrejohet teljes vagy részleges lanctorés, a purin és pirimidin bazisok, vagy a
cukorrészmodosulasai, vagy fehérjékkel torténd keresztk 6t6dés is. Ezek amodosulasok fontos
szerepet jatszhatnak tobb betegség kialakulaséban és pathomechanizmusukban.
A DNS-ben taldlhatdé bazisok koziil, a guanin bazisok a legfogékonyabbak az oxidativ
karosodasra, hiszen ezek a bazisok rendelkeznek a legkisebb oxidacios potenciallal. A guanin
kiilonb6z6 oxidalt formai koéziil, a 8-0xo-7,8-dihidroguanin (8-0xoG) a leggyakrabban
el6fordulé mddosulat. Ha ez a kdrosodott bazis nem kertil kijavitasra a replikacié folyaman,
transzverzids mutacio johet 1étre az Gijonnan szintetizald6dé DNS szélban.
Az emlosokben a 8-0xX0G kijavitasaért felelds egyik enzim a 8-oxoguanin DNS glikozilaz 1
(OGG1), mely képes az intrahelikalis 8-0x0G-t elektrokémiai tulajdonsagai alapjan felismerni,
majd bazis excizios repair (BER) mechanizmus soran kivagni a DNS-b6l. Annak érdekében,
hogy az eukariota sejtek fenn tudjak tartani genomi stabilitdsukat mind a sejtmag, mind pedig
a mitokondrium szintjén, a karosodott DNS-t ki kell javitaniuk. Az oxidativ karosodasok
javitasanak egyik f6 Gtvonala a BER. Habar az emlsdokben mar kozel egy tucat glikozilaz
enzimet leirtak, harom olyan fobb enzim talalhaté koztiik, melyik képes oxidaciot kovetden a

BER folyamatot beinditani. Ezek koziil az egyik legfontosabb az OGG1, mely habar képes



egy¢éb oxidalt purint is felismerni, elsdédlegesen a 8-0X0G-t tavolitja el, valamint bifunkcionalis
enzimként AP lidz aktivitdssal is rendelkezik.

Ugy gondolhatnank, hogy az OGG1 hianyaban felgyiilemlé mutéciok jelentés karosodést
okoznak a sejtek miikodésében. Az oxidativ stressz kovetkeztében kialakulé DNS
karosodasokat valoban szdmos betegséggel ¢és az Oregedéssel is Osszefliggésbe hozzak.
Azonban OGG1 knock out (OGG1”) egerekben ez a feltételezés nem igazoldodik. Kronikus
oxidativ stressz hatisara ezekben az dllatokban nem ndvekszik meg a tumorok kialakulésanak
gyakorisaga, ¢s habar a genomi 8-0x0G szint is joval a fiziologids tartomany felett van, az
¢letidejiik nem csokken szignifikans mértékben. Meglepdé modon, a vad-tipusu tarsaikhoz
viszonyitva a kiillonb6z6 gyulladasokkal - példaul az LPS kezeléssel kivaltott gyulladassal -
szemben is ellenallobbnak bizonyulnak. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az OGG1 -nek vagy
a felszabadul6 8-0x0G-nak lehet olyan hatasa, amely felelds a gyulladdsos valaszok
beinditasaért.

2.4.2 OGG1 BER-t koveté valtozasok

Régebben ugy gondoltik, hogy a 8-0x0G kis molekula 1évén, passziv mddon tdvozik a sejtbol,
majd a késdbbiekben a vizelettel kivalasztodik a szervezetbdl. Nemrégiben azonban kiderdilt,
hogy az OGG1 képes nagy affinitassal megkotni a BER soran létrejové 8-0X0G-t az aktiv
centrumatol eltéré helyen, és ezzel konformacio valtozast kovetéen 0j funkciot nyer. A
kialakul6 OGG1-8-0xoG komplex guanin-nukleotid cserélé faktorként (NEF) képes a
kismolekula sulyu GTPazokat aktivalni, mint példdul a K-Ras, Rac1 ¢s RhoA, és igy fokozni a
down-stream gének kifejez6dését. Oxidativ kornyezetben az OGG1 képes az NF-kB promoter
mellett, nemrégiben azt is kimutattak, hogy az OGG1-BER folyamat hatasa jol modellezhet6 a
sejtek 8-0x0G kezelésével. A 8-0x0G expozicid hatasira fokozodtak a homeosztatikus,

valamint az immunrendszer miikodésével 0sszefiiggd gének kifejezddése.



3. Célkitizések

Vizsgalataink sordn a 8-oxoG kezelés ¢és a RIG-lI-medidlt aktivdcié hatdsait kivantuk
tanulmanyozni dendritikus sejteken in vivo és in vitro modell rendszerekben. Kisérleteink soran

az aldbbi kérdésekre probaltuk valaszolni:

1/1 A 8-0x0G-nal t6rténd intranazalis kezelés megvaltoztatja-e a DS funkciokhoz kothetd

gének expresszidjat az egerek tiidejében?

1/2 Az intranazalis allergénnel egyiitt adott 8-oxoG fokozza-e az allergén-specifikus

ellenanyagok termel6dését egerekben?

1/3  Azexogén 8-0xoG megvaltoztatja-e a human moDS-ek fenotipusat, valamint citokin és

kemokin termelésiiket? Ha igen, a mechanizmus fligg-e az OGG1 kifejezddésétol?

2/1 A TLR-stimulacio kovetkeztében kialakulé és a RIG-I-altal kivaltott I-es tipust IFN

valasz fligg-¢ a glikolizist6] human plazmacitoid dendritikus sejtekben?
2/2 A RIG-I-indukalt I-es tipust IFN termelés fiigg-e a glikolizisté] human moDS-ekben?

2/3 A TLR9-stimulalt primer human pDS-ek és a RIG-1-aktivalt moDS-ek altal indukalt

proliferacidja az allogén, naiv T sejteknek glikolizis-fiiggd folyamat-e?
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4. Anyagok és modszerek

4.1  Allatok kezelése transzkriptom analizishez

A kisérletekhez nyolchetes BALB/c egereket hasznaltunk. Az egereket (n=5 /csoport), enyhe
anesztézia mellett, intranazalisan (i.n.) kezeltiik egyszeri kezelés esetén a 0., valamint
tobbszoros kezelésnél a 0., 2. és 4. napon 60 ul pH—semlegesitett 8-oxoG oldattal (pH: 4,5;
0,0005 mg/kg), vagy fiziologias sdoldattal. A reagensek LPS koncentracidja minden esetben a
detektalhato szint alatt volt. Az 4llatokat a kezeléseket kdvetd (mind egyszeri, mind tobbszori
kezeléseknél) kiilonb6zd idépontokban (0, 30, 60 és 120 perc) terminaltuk, hogy a tiidokbdl
RNS-t izolalhassunk.

4.2  Egerek kezelése az allergén-specifikus IgM és IgE ellenanyagok szérum

szintjeinek meghatarozasahoz

Nyolc hetes ndstény BALB/c egereket (n= 8 csoportonként), enyhe anesztézia alatt,
intranazalisan kezeltliink 8 pg/egér ovalbuminnal 6nmagaban 60 pl térfogatban, vagy 0,1, 1
vagy 10 uM-o0s pH-kiegyenlitett 8-ox0oG oldattal kombinacidban, 0-t614. napig, illetve a 8. és
28. napon. Kontrollként megegyez6 térfogati PBS kezelést hasznaltunk. A 30. napon az
egereket terminaltuk, a szérum OVA-specifikus IgM ¢és IgE szinteket ELISA kit-ek
felhasznaldsaval mértiik a gyarté utmutatdoinak megfelelden. Az abszorbanciat Synergy HT

micropalte reader-rel detektaltuk 450 nm-en.
4.3  Primer human sejtek szeparalasa

A periferidlis vér mononukledris sejteket (PBMC) Ficoll-Paque Plus gradiens centrifugélassal
nyertiik ki a ,,buffy coat "-bol. A PBMC-kbé1 a monocitakat pozitiv szelekcio soran, anti-CD14
konjugdlt mikrogyongyodkkel valasztottuk el, magneses sejtszepardldssal a gyartd utasitasai
szerint. A frissen izolalt monocitakban a géncsendesitést elektroporacioval végeztiik. A DS-ek
lemezekre tettiikk 1x10° sejt/ml szamban. A tenyésztést RPMI 1640 médiumban végeztiik. Ezt
100 U/ml penicilinnel, 100 pg/ml streptomycinnel, 10% hdinaktivalt magzati marha
szérummal, 80 ng/ml granulocita-makrofag kolonia-stimulalo faktorral és 100 ng/ml IL-4-gyel
egeészitettlink ki. A masodik napon a tenyé€sztd médium felét lecseréltiik friss médiumra, és az
el6zéekkel megegyez6 mennyiségii GM-CSF-fel és IL-4-gyel kiegészitettiik. Kisérletekhez a
sejteket az 6todik napon hasznaltuk, amikor éretlen DS-ekre jellemz6 fenotipussal (DC-SIGN/
CD209+, CD14-, CD1a") rendelkeztek. A primer human pDS-eket pozitiv szelekcidval
izolaltunk PBMC-bél, CD304 (BDCA-4/Neuropilin-1) MicroBead Kit felhasznalasaval, majd
1x105 sejt/ 200 ul RPMI 1640 médiumban, 96 lyuk sejttenyészté lemezre tettilk. A médiumot
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10% hoinaktivalt FBS-sel, 2 mM L-glutaminnal 100 U/ml penicilinnel, 100 pg/ml
streptomycinnel és 50 ng/ml rekombindns human IL-3-mal egészitettiik ki. A ko-kultira
kisérletekhez PBMC-bdl allogén naiv CD8* T sejteket izolaltunk, Human naive CD8* T cell

isolation Kit-tel, a gyarto utasitasainak megfelelden.
4.4 A GEN2.2 sejtvonal

Kisérleteinkhez a Dr. Joel Plumas és Dr. Laurence Chaperot altal rendelkezésre bocsatott
humaén plazmacitoid dendritikus sejtvonalat, a GEN2.2-t hasznaltuk. A GEN2.2 sejteket
mitomycin C-vel kezelt egér MS5 (Cat. No. ACC 441, Leibniz Institute DSMZ-German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Germany) feeder rétegen
novesztettiik 10% hoinaktivalt FBS-sel (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA),
100 U/ml penicillinnel, 100 pg/ml streptomycinnel (mindketté Sigma-Aldrich) és 5% nem
esszencidlis aminosavakkal (Life Technologies Corporation) kiegészitett RPMI 1640
médiumban. A kisérletekhez, a GEN2.2 sejteket eltavolitottuk a feeder sejtrétegrél, majd 24
lyuka tenyészt6lemezekre helyeztiik azokat 5x10° sejt/ 500 upl sitirliségben, RPMI 1640
médiumban. A sejtvonal tenyésztését és az inkubaciokat 37°C-0s termosztatban végeztiik, 5%

CO, szaturacio mellett.

45 A sejtek kezelése

s

uM), TLR7/8 ligandummal vagy TLR9 agonista CpG-B-vel (5 uM) kezeltiink. Inkubacios
idészakokban a sejteket 37°C-on, parasitott, 5% CO, inkubatorban tartottuk. A TLR
aktivaciohoz a GEN2.2 sejteket és a primer pDS-eket 12 6ran keresztiil CpG-A (1 uM) TLR9
agonistaval kezeltiik. RIG-I expresszi6 indukalasdhoz a GEN2.2, illetve primer pDS sejteket
0,25 uM CpG-A-val elokezeltiik 16 6ran keresztiil, majd atmostuk a sejteket, és friss RPMI
1640 médiumban tettiik ki azokat. Ezutan a sejteket 5’ ppp-dsRNS-sel, specifikus RIG-I
agonistaval stimulaltuk, LyoVec™ transzfekcidos reagens felhasznalasaval, a gyarto
felhasznaldsi utmutatasai szerint.

LyoVec™ komplexet adtunk a sejtekhez a jelzett iddpontokban. MoDS-eknél a differenciacio
5. napjan a sejtkultira médiumok felét eltavolitottuk és friss médiumra cseréltiik, majd a
sejteket 12 o6ras 5’ppp-dsRNS-LyoVec™ komplex expozicionak tettiik ki. Parhuzamos

crer

kezeltik.
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4.6  RNSizolalas egér tiidobol

Nazalis kezelést kovetden, eltavolitottuk az egerek tiidejét, majd lizis pufferben, TissueMiser®
késziilékkel homogenizaltuk azokat. Az RNS izolalasa RNeasy kit hasznalataval tortént, a
gyarto altal megadott leirasnak megfeleléen. Az RNS koncentracio kat Epoch Take-3 ™system
késziiléken, Gen5 2.01-es verzidju szoftver hasznélataval hataroztuk meg. Az egyes kisérleti
csoportokbdl szarmazo egerekbdl (n=5) egyenld mennyiségii RNS-t gyiijtottiink 6ssze, amelyet
triplikdtumokban vizsgaltunk.

4.7  Uj generacios szekvenalas

Génkonyvtar készitéséhez, a szekvenalast (deep sequencing) az UTMB Next-Generation
Sequencing (NGS) Core Facility intézetében, Illumina HiSeq 1000 sequencing system
késziilekkel végeztiik, Aguilera-Aguirre, 2015 modszere szerint. A teljes RNS-bol (1 pg), a
poly(A)* RNS-t poly(T) oligo konjugalt magneses gyongydkkel kiszelektaltuk. A megkdtott
RNS-t 8 percig 94°C-on inkubalva fragmentaltuk 19,5 pl fragmentacios pufferben. Az els6- és
masodik szal szintézist, adapter kotodést és konyvtar amplifikaciot [llumina TruSeq RNA
Preparation kit-tel végeztiik a gyarto utasitasai szerint. A mintakat az adapterekbe épitett index
tag-ekkel kovettiilk nyomon. A konyvtar mindségét Agilent DNA-1000 chip-pel, Agilent 2100
Bioanalyzerkésziilékkel vizsgaltuk. A konyvtar DNS templatok mennyiségianalizisét Q-PCR-
ral és ismert méretii referencia standardokkal végeztiik.

A DNS templatok klaszterekbe rendezéséhez, TruSeq PE Cluster Kit version 3 és Illumina cBot
workstation-t hasznaltunk, a gyarté utasitasainak megfeleléen. A templat bemenetet tgy
kalibraltuk, hogy azok 700-1000 K/mm? klasztersiirtiséget érjenek el. A parositott végi
szekvenalast egy TruSeq SBS kit version3 Kit-tel, Illumina HiSeq 1000 késziiléken végeztiik a
gyartd Utmutatasa alapjan. A nyers szekvencia adatokat CASAVA-1.8.2-vel konvertaltuk
FASTQ fajlokka. A szekvencia adatokat, a Bowtie2, Tophat és Cufflinks programokkal
analizaltuk, az NCBI (National Center for Biotechnology Information) egér (Mus musculus)
genom referencia mm10 felhasznalasaval. Az RNA-seq adatok az NCBI Gene Expression
Omnibus (GEO) feliileten lettek tarolva, és elérhetdek a GSE61095, valamint a GSE65031-es
szamon. Reads per kilobase of transcript per million (RPKM: illesztett leolvasasok szama/a
transzkript kilobazisban mért hossza)/a leolvasasok teljes szama millidban kifejezve) értékek
minden esetben, a hozzajuk tartozo kontrollokra lettek normalizalva. Annak érdekében, hogy
megerdsitsiik a kivalasztott gének transzkripcios szintjeit, egy SAB biosciences RT profiler PCR
Array assay-t hasznaltunk, a gyarté utasitasainak megfeleléen. A vizsgalatot SYBR® Green
gRT-PCR-ral, egy ABI7000 Sequence Detector késziiléken végeztiink. A génexpresszioban
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tortént valtozdsok meghatdrozasara a AACt modszert alkalmaztunk. A kalibracidhoz

stimulalatlan sejteket hasznaltunk, majd eredményeinket GAPDH-ra a normalizaltuk.
4.8  Génontologiai vizsgalatok

A teljes transzkriptombo6l késziilt hotérképeket és a hierarchikus klasztereket Morpheus online
szoftverrel készitettiik. A Venn diagramok készitéséheza Venny 2.1 szoftvert hasznaltuk. Az
egér DS aktivacioval bizonyitottan 6sszekothetd gének listdjanak készitéséhez a Mouse
Genome Informatics gén ontologiai bongészdjét (MGI), és a Mouse Dendritic and Antigen
Presenting Cell RT? Profiler PCR Array génlistajat hasznaltuk.

49 Geéncsendesitési kisérletek

A frissen izolalt monocitakat 3 uM OGG1 -specifikus SIGENOME Smartpool, vagy nem target,
kis interferald RNS-sel (siRNS) elektroporaltuk Opti-MEM médiumban, 4 mm-es kiivettakat
alkalmazva GenePulser Xcell késziilékkel. Az elektroporaciot kovetden a sejteket a fentebb
leirt moédon tenyésztettilk. A DS differenciacio masodik napjan az IL-4-et és GM-CSF-et
potoltuk. Az OGG1 kifejezddési szinteket western blot-tal hataroztuk meg a csendesités 6todik
napjan.
4.10 Western blot analizis

A sejteket Laemmli pufferben lizaltuk. A fehérje mintakat SDS-PAGE gélen szeparaltuk, majd
a proteineket nedves blot-tal atvittiik nitrocellul6z membranra. A nem specifikus két6helyeket
5% zsirszegény tejport tartalmaz6 TBS-Tween (50 mM Tris, 0,5 M NacCl, 0,05% Tween-20,
pH7,4)oldatban blokkoltuk 1 6ran 4t szobahdmérsékleten, majd egy éjszakankeresztiil jeloltiik
4°C-on OGG1-specifikus antitesttel (nyal monoklonalis antitest) vagy anti RIG-I és antif3-aktin
primer antitestekkel. A primer antitestek detektalasahoz, a membrant torma-peroxidazzal
konjugalt masodlagos antitesttel (anti-nyul vagy anti-egér) inkubaltuk 1 6ran keresztiil
szobahdmérsékleten. A fehérjemintak kimutatdsahozkemilumineszcens rendszert h asznaltunk.
A western blot filmeket beszkenneltiik, majd denzitometraltuk Kodak 1D Image Analysis 3.6-
os verzioju szoftver segitségével. A relativ denzitdsok meghatarozasahoz az OGGI1, RIG-I

savok intenzitasat és a hozzajuk tartozo B-aktin sdvok intenzitdsanak aranyat hasznaltuk.
4.11 A sejtek aramlasi citometrias vizsgalata

Sejtfelszini fehérje expressziok vizsgalatdhoz a sejteket megjeldltik FITC-konjugalt,
monoklonalis CD40 és CD209 antitestkkel, PE-jel6lt anti-CD14, anti-CD86 ¢s anti-HLA-DQ,
PE-Cy5-jelolt anti-CD83 és APC konjugalt anti-CD1a és izotipus kontroll antitestekkel. A
fluoreszcencia intenzitasok méréséhez, FACS Calibur aramlasi citométert hasznaltunk. Az

Osszes aramlasi citometrias vizsgalatnal izotipus kontroll antitesteket hasznaltunk a nem
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specifikus hattér detektalasara, a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A relativ fluoreszcencia
intenzitas ért¢keket a specifikus antitest és nem specifikus izotipus kontrollok median
fluoreszcencia intenzitas ardnyaval hataroztuk meg. A sejtek ¢letképességének vizsgalatahoz
7-aminoactinomycin D-vel (7-AAD) jeloltiik 15 percig, majd fluoreszcencia intenzitasukat
mértiik. FACS Calibur aramlasi citométerrel. Az adatok kiértékelését FlowJo szoftverrel

végeztiik.

4.12 A sejtek altal szekretalt citokin, kemokin, illetve tejsav szintek
meghatarozasa
A sejtkultara feliiliszokat a megjeldlt idopontokban 6sszegytijtottiik, az 1L-6, TNF, 1L-10
hasznaltunk. IFN-a és IFN- szintek méréséhez, VeriKine™ Human Interferon Alpha and Beta
ELISA Kit-et hasznaltunk a gyarté utasitasainak megfelelden. A sejtek tejsav termelésének
detektalasahoz Glycolysis Cell-Based Assay Kit-et hasznaltunk. Abszorbancia értékek mérését,
Synergy HT microplate reader késziiléken végeztiik, a citokinek és kemokin kimutatasat 450

nm-en, a laktat assay-t pedig 490 nm-en végeztiik.
4.13 Kvantitativ, valos idejii PCR

A teljes RNS izolatumokat 5x10° sejtbdl vontunk ki Tri reagenssel. Annak érdekében, hogy
elkertiljiik a genomi DNS amplifikaciojat, az RNS izolatumot DNaz I-gyel kezeltiik, majd
reverz transzkripcioval ¢cDNS-t allitottunk el6. Ehhez High Capacity cDNA RT Kit-et
hasznaltunk. Az IFNB, hexokinaz 2 (HK2), laktat dehidrogenaz A (LDHA), hipoxia indukalt
faktor 1-alfa (HIF1A) génexpresszios assay-keta Thermo Fisher Scientific-tdl, mig az IFNAL1
¢s PPIA (ciklofilinA) assay-ketaz Integrated DNA Technologies-t6l szereztiik be. A kvantitativ
PCR-hoz ABI StepOne Real- Time PCR System-et hasznaltunk. A ciklus kiiszobértéket (cT) a
StepOne v2.1 Szoftver segitségével hataroztuk meg. Az mRNS relativ értékét (2-2CT) minden

esetben a PPIA haztartasi génre normalizaltuk.
4.14 T sejt proliferacios assay

A CD8*allogén T sejtekkel torténd ko-kultira sszeallitasa el6tta primer human pDS-ek TLR9
aktivalasat végeztiik, melyhez CpG-A-val (1 uM) stimulaltuk azokat 2-DG jelenlétében vagy
nélkiile 6 6ran keresztiil. Ezzel parhuzamosan, RIG-I expresszi6é indukaldsa miatt primer pDS-
eket 16 oraig elokezeltilk CpG-A-val (0,25 uM). Alapos mosasokat kovetden, 6 oran keresztiil
specifikus RIG-I ligand 5’ppp-dsRNS-sel stimulaltuk ket 2-DG jelenlétében, vagy a nélkiil
Ezt kovetden az aktivalt DS-eket kétszer atmostuk médiummal, majd 96 lyuku, U-alja plate-

ekre helyeztiik 6ketallogén naiv CD8* T sejtekkel egytitt 1:10 DS-T sejt aranyban. A T-sejteket
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elézdleg 5 napig 0,5 uM carboxifluoreszcein szuccinimidil észterrel (CFSE) jeloltiik, 1 pg/ml
anti-human CD3 monoklonalis antitest jelenlétében. A ko-kultiraban tenyésztést kovetden a
CFSE festék fluoreszcencia intenzitdsata BD FACS Calibur aramlasi citométer FL1 (530+£15

nm) csatornajan detektaltuk. Az adatokat FlowJo szoftverrel értékeltiik.

4.15 Statisztikai analizis

Statisztikai elemzéshez varianciaanalizist (ANOVA) hasznaltunk, melyet Bonferroni post-hoc
teszt kovetett. Két csoport 0sszehasonlitasa esetén Student féle parositatlan t-tesztet végeztiink.
Az adatok elemzéséhez GraphPad Prism v.6 szoftvert hasznaltunk. Statisztikailag
szignifikansnak a p<0.05 értéket tekintettiik.
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5. Eredmények

51 Az exogén 8-0x0G veszély szignal lehet a dendritikus sejtek szamar

5.1.1 A 8-0x0G-nal térténo intranazalis kezelés a DS funkciokhoz kothet6 gének
expressziojanak megvaltozasat valtja ki egerekben

Nemrégiben irtak le az OGG1-BER folyamatoknak az egér tiidd teljes transzkriptomra
gyakorolt hatasat. Annak érdekében, hogy az OGG1-medialt 8-0xoG képzddést modellezzék a
légutakban, egereket 8-0x0G-nal - az OGGL-BER specifikus termékével -kezeltek
intranazalisan. Az egerek egyszeri kezelést kaptak, vagy tobbszori 8-oxoG kezeléseken estek
ata0.,2. és4. napon. Eztkovetden az egértiidokb61 RNS-tizolaltak 0,30, 60 vagy 120 perccel
az egyszeres kezelés utan, vagy tobbszori kezelés esetén, ugyanilyen idépontokban az utolsd
kezelését kovetéen. Az RNS mintakat 6sszegyijtotték, majd megszekvenaltak. Az egyszeri
kezeléses mintakbol 6sszesen 23 337 transzkriptot, mig a tobbszords kezeléses mintakbol 18
678 transzkriptot azonositottak (GEO Series elérési szam GSE61095 és GSE65031). Jelen
kisérleteink soran megvizsgaltuk az OGG1-BER folyamat hatasata tiidé DS-ek funkcidihoz
kothetd gének kifejezOdésére. Ennek kivitelezéséhez egy online adatbazisbol (MGI) és
korabban publikalt irodalomi adatok alapjan egy listat allitottunk Ossze az egér DS-ek
aktivacidjaban bizonyitottan kozremikodoé génekrél. Az egyszeri és ismételt 8-0X0G
kezelésekbdl nyert RNS szekvenalasi adatokat §sszevetettiik a listinkba bevéalasztott génekkel.
Az egyszeri 8-0x0G kezelést kovetden a DS aktivacidhoz és funkcidhoz kothetd 95 génbdl 22
volt, amelyeknek az expresszioja szignifikinsan megvaltozott. A tobbszori kezelések az
egyszeri kezeléshez viszonyitva sokkal markansabb valtozasokat okoztak, a listaban szerepld
95 génbdl 42-nek az exnressziaia valtozott szignifikansan. Az egyszeri 8-0xoG expoziciot
kovetden a jelentdsen megvaltozott kifejez0désti gének szama kdzel azonos volt a hdrom
mintavételi idépontban, mig a tobbszori kezeléseknél a maximalis valtozas a 60. percnél volt
megfigyelhetd, és a 120. percnél nem tapasztaltunk tovabbi ndvekedést. A 8-0X0G expozicid
utan a kiilonb6zd idépontokban az egyszeri kezelés, vagy a tobbszori kezelések utan, illetve a
mindkét tipusu kezelést kovetden szignifikdnsan megvaltozott kifejezédésii gének szamat
Venn-diagramon mutatjuk be. A legnagyobb mértékii valtozas a kifejez6dott gének szamaban
a tobbszori kezelést kovetd 60. percnél volt megfigyelhetd, ahol 22 egyedi és 12, az egyszeri
kezeléssel atfedd gén expresszidja valtozott meg szignifikansan. Annak ellenére, hogy a
kivalasztott 95 gén koziil egyik sem kizardlagosan az egér tiidoben talalhatdé DS-ekben
fejezodik ki, ezek a megfigyelések felvetik annak a lehetdségét, hogy az OGGI-BER

hozzajarulhat a DS-ek aktivaciojahoz.
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5.1.2 Az intranazalis OVA-nal egyiitt adott 8-oxoG fokozza az OV A-specifikus

IgE termelodését
Korabban markimutattak, hogy az OV A kezelés adjuvans hasznalata nélkiil is képes egerekben
IgE-medialt allergias léguti gyulladast kivaltani. Mi is ezt a modellt alkalmaztuk, hogy
megvizsgaljuk az OGG1 altali DNS BER folyamatok immunmodulalé hatasat. Ahogy azt mar
leirtak, az ismételt intranazalis OVA kezelések hatasara, az OV A-specifikus IgM és IgE
antitestek szérumszintjei szignifikansan megemelkedtek. Amikor az OVA-t 8-0x0-G-nal
kombinacioban alkalmaztuk, a kezelés az OVA-specifikus IgM termelédést csak kis
mértékben, mig az OVA-specifikus IgE termelést szignifikdnsan tovabb fokozta. Azon
megfigyelések alapjan, hogy a DS-ek altali antigén prezentacio elengedhetetlen a follikularis
toltenek be a léguti allergének elleni immunvalaszok soran létrejovo IgE antitestek
termel6désében, eredményeink alatamasztjak, hogy a 8-0x0G kivalthatja az egér 1éguti DS-ek
aktivalodasat.

5.1.3 Azexogén 8-0x0G megvaltoztatja a human moDS-ek fenotipusat, valamint

citokin és kemokin termelésiiket
Az egér kisérletekbdl kapott eredmények alapjan megvizsgaltuk, hogy a human moDS-ekre
milyen hatassal lehet a 8-0x0G kezelés. Ennek vizsgalatahoz éretlen moDS-eket novekvo
megvizsgaltuk a CD40 és CD86 ko-stimulacios molekuldk,a CD83 érési marker, valaminta
HLA-DQ antigén prezentaléo molekula kifejezddésének szintjét. Habar tobbnyire csak a
nagyobb alkalmazott koncentracioknal (10 - 100 uM), de az exogén 8-0X0G hatasara
szignifikansan fokozodott az aktivacidval, valamint éréssel 6sszefiiggd sejtfelszini molekulak
kifejezédése. A 8-0xoG huméan moDS-ekre gyakorolt hatdsanak tovabbi vizsgaltahoz, az
moDS-eket 1, 10, és 100 uM 8-oxoG-nal kezeltiik 24 o6ran keresztiil, majd a sejtek
feliiliszojabol ELISA modszerrel meghataroztuk az IL-6, TNF-a és 1L-10 citokinek, valamint
gyulladasos IL-6 és TNF-a citokinek, valamint az IL-8 kemokin mennyiségét, azonban az anti-
inflammatorikus IL-10 termelésére nem volt hatassal. Eredményeink alapjan, az exogén 8-
0x0G képes beinditani a human moDS-ek aktivacidjat €s érését, fokozza a sejtfelszini antigén
prezentacios, ko-stimuldcios molekulak kifejez6dését, valamint a sejtek a gyulladasos és

kemotaktikus faktor termelését.
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5.1.4 A human moDS-ek 8-0x0G altali aktivalashoz sziikséges az OGG1
kifejezodése

Annak bizonyitasara, hogy az OGG1 szerepet jatszik a human moDS-ekben végbemend, 8-
oxoG altal indukalt fenotipusos és funkcionalis valtozasokban, specifikus siRNS-sel
csendesitettiilk a sejtek OGG1 expresszidjat. A csendesités hatékonysdgat western blot
analizissel ellenériztiik. Az OGG1 specifikus siRNS ~80% -kal csokkentette a moDS-ekben az
OGGL1 expressziojat, a kezeletlen kontrollnoz és a kontroll siRNS kezeléshez képest.
Megvizsgaltuk 7-AAD festéssel a kezeléseknek a sejtek életképességére gyakorolt hatasat is.
Kideriilt, hogy a 7-AAD negativ, azaz ¢életképes sejtek ardnya kozel 100% volt mind a negativ
kontroll, mind pedig az OGG1-specifikus siRNS-sel kezelt sejtek esetében, tehat az SIRNS
kezelés nem befolyasolta a sejtek életképességét.

A differenciacié 5. napjan az OGG1l-csendesitett, éretlen moDS-ek a kezeletlen sejtekhez
hasonldan, alacsony CD14, valamint magas CD209 és CD1a expressziot mutattak, és normal
DS-re jellemzd fenotipussal rendelkeztek. Mindemellet sem a CD86 és CD83 aktivacios
markerek kifejez6dése, sem pedig az IL-6 és IL-8 gyulladasos mediatorok termelédése nem
valtozott. Ezek a megfigyelések alatimasztottak, hogy az OGG1 gatlasa nem valtoztatja meg
altal kivaltott hatasok OGG1 fiiggését vizsgaltuk. Ehhez az el6z0 kisérletekben is alkalmazott
koncentracioji 8-0x0G-nal (10 uM és 100 uM) kezeltiikk az OGG1-csendesitett moDS-eket. A
kontroll sSiRNS-sel kezelt sejtekhez képest, az OGG1 csendesitése szignifikansan csdokkentette
a 8-0x0G CD86 és CD83 kifejezddést fokozo, valamint az IL-6 citokin és az IL-8 kemokin
termelddést ndveld hatasat. Ezek a megfigyelések alatdmasztjak hipotézisiinket, miszerint az

exogén 8-0x0G bazis OGG1 -fiiggé mdodon aktivalhatja a human DS-eket.

5.2 Az egyes human dendritikus sejt altipusok eltéré anyagcsere valtozasokon
mennek at a RIG-I-medialt aktivaciojukat kovetéen

5.2.1 A plazmacitoid DS-ek és a moDS-ek eltéré RIG-I expressziés profillal
rendelkeznek

A pDS-ek korlatozott szama miatt a kisérleteink nagy részét GEN2.2 humén pDS sejtvonalon
végeztiik el. Ezek a sejtek fenotipusosan €s funkcionalisan is nagymértékben hasonlitanak a
primer human pDS-ekhez. F6bb megfigyeléseinket egészséges donorokbol izolalt, primer
human pDS-eken validaltuk. Ezek mellett periférias vérbol izolalt monocitakbodl in vitro
differencialtatott moDS-ceket is hasznaltunk, amelyek idealis modell sejtek a DS-ek
funkcionalis vizsgalatara. El6szor megvizsgaltuk a DS altipusokban a RIG-I expressziojat.
Korabban mar leirtuk, hogy a GEN2.2 sejtek TLR-9 agonista CpG-A kezelést kdvetden
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expresszaljak a citoszolikus RIG-I receptort. Nyugalmi allapotban a GENZ2.2-h6z hasonldan, a
primer pDS-ekben is nagyon alacsony szinten expresszalodik a RIG-I, azonban CpG-A
expoziciot kovetden szignifikansan fokozodik a kifejezddése. Ezzel ellentétben a moDS-ekben
mar stabil marad a kifejezddése. Ezen megfigyelések alapjan ez a két - a RIG-I-et eltérden
kifejez6 - DS altipus potencialis modellként hasznalhaté a RIG-I-indukalt metabolikus

valtozasok tanulmanyozasara.

5.2.2 A glikolizis gatlasa hatassal van a GEN2.2 sejtek életképességére, valamint
a RIG-I kifejezodésére

Egyre tobb bizonyiték tdmasztja ala, hogy a DS-ek TLR-altali aktivacidja a metabolizmusuk
megvaltozasaval jar egyiitt. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a glikolizisnek a pDS-ek
aktivacidjaban jatszott szerepét, a sejteket glikolizist gatld 2-deoxi-D-glikkozzal (2-DG)
kezeltiik. Els6é 1épésként beallitottunk egy olyan optimalis 2-DG koncentraciot, amelyet a
GEN2.2 sejtek még toleraltak. Eredményeink szerint, az alacsony dozist 2-DG nem (1-5 miV)
vagy csak kis mértékben (10 mM) befolyésolta a sejtek életképességét, mig a nagyobb dozisok
(20-50 mM) mar szignifikansan nagyobb mértékii sejthalalt valtottak ki a kezeletlen sejtekhez
képest. Tovabbi kisérleteinkhez az 1, 5 és 10 mM-0s 2-DG-t valasztottuk ki, melyek nem
novelték jelentésen a 7-AAD pozitiv sejtek ardnyat a sejttenyészetekben.

A glikolizis gatlas RIG-I expressziora gyakorolt hatdsat megvizsgalva, kisérleteinkbdl kidertilt,
hogy az 1 és 5 mM koncentracioji 2-DG nem befolyasolta a GEN2.2 sejtek CpG-A-indukalt
RIG-I expresszidjat, mig a 10 mM-os koncentracid szignifikans csokkenést okozott. Ez a

megfigyelés arra utal, hogy a pDS-ekben a RIG-I expresszidjat a glikolizis szabalyozza.

5.2.3 A TLR-stimulicié kovetkeztében kialakulé I-es tipusu IFN valasz fiigg a
glikolizist6l, mig az RLR-altal kivaltott IFN termelés fiiggetlen attol a GEN2.2
sejtekben

Munkacsoportunk mar korabban leirta, hogy a viralis nukleinsav felismerésétkovetéen, apDS-
ekben az I-es tipusu IFN termelés két hullamban zajlik. Az endoszémalis TLR-ek a korai I-es
tipust IFN termeléshez jarulnak hozza, miga TLR stimulécio altal indukalt citoszolikus RLR-
ek inkabb a késoi tipusu IFN valaszt tamogatjak. Jelen vizsgalataink arra iranyultak, hogy
kideritsiik a glikolizis szerepét a human pDS-ekben az I-es tipusu IFN termelés elsd, illetve
masodik hullaimaban. A GEN2.2 sejteket el6szor 1 uM CpG-A-val, egy TLR9 ligandummal,
kezeltiink, hogy korai I-es tipusu IFN valaszt valtsunk ki. A CpG-A-indukalt IFN-a és IFN-f
expresszié mind mRNS, mind fehérje szinten szignifikansan csokkent, amikor a sejteket 2-DG-

zal kezeltiik. A kovetkezd kisérletben megvizsgaltuk a kulcsfontossagh glikolitikus gének
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expresszidjat mRNS szinten a CpG-A-val kezelt GEN2.2 sejtekben. Azt talaltuk, hogy az
LDHA, HK2 ¢és HIF1A gének kifejezddése szignifikansan fokozddott a kontroll mintakhoz
képest. Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a GEN2.2 sejtekben az
endoszomalis TLRY stimulaciot kovetd I-es tipust IFN termeléshez sziikség van glikolizisre.
Ezekbdl a megfigyelésekbdl kiindulva felmeriilt benniink a kérdés, hogy vajon a RIG-I-
stimulacio altali pDS aktivaciotis kiséri-e glikolitikus valtas. Ennek vizsgalatihoz a GEN2.2
expresszidjat, majd a sejteket RIG-I-specifikus agonistaval, 5’ppp-dsRNS-sel kezeltiik.
Azt is megfigyeltiik, hogy a TLR9 aktivacioval ellentétben az 5’ppp-dSRNS-sel aktivalt pDS-
ekben nem novekedett sem a laktat termelés, sem pedig a glikolizishez kapcsolodo gének
expresszioja. Ezek az eredmények felvetik, hogy a RIG-I-medialt I-es tipust IFN valaszok nem
glikolizis fiiggdek, hanem mas metabolikus utvonal biztositja a kései I-es tipusu IFN
szekréciohoz sziikséges energiat.

5.2.4 A TLR-indukalt I-es tipusu IFN valasz fiigg a glikolizistél, mig a RIG-I1-

altal kivaltott IFN termelés fiiggetlen attél a primer human pDS-ekben is
A sejtvonalon kapott eredményeink megerdsitésére elvégeztiik kisérleteinket primer human
pDS-eken is. Az igy kapott eredményeink 6sszhangban allnak a GEN2.2 sejtvonalon tapasztalt
megfigyeléseinkkel. Mig a primer human pDS-ek IFN-a és IFN-B termelése a CpG-A
stimulaciot kovetéen csokkent 2-DG jelenlétében, addig a RIG-1-medialt IFN-a és IFN-3
termelést a glikolizis inhibitora inkabb fokozta. Mindezek mellett, a CpG-A-stimulalt sejtek
feliiliszojaban megnovekedett laktat szinteket lehetett detektalni, amit a 2-DG-zal torténéd
egyiittes kezelés szignifikansan csokkentett. Ezzel ellentétben, a RIG-I stimulalt pDS-ekben
nem volt megfigyelhetd a laktat szintek valtozésa, ami azt jelzi, hogy a RIG-I aktivaciot
koveten a primer human pDS-ek sem a glikolizist hasznaljak a makromolekulaik/fehérjéik
szintéziséhez, hanem masik metabolikus utvonalat.

5.2.5 A glikolizis nélkiilozhetetlen a RIG-I-indukalt I-es tipusi IFN termeléshez

moDS-ekben
Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk réla, hogy a megfigyeléseink a human pDS-ekre
specifikusak-e, kisérleteinket éretlen moDS-ekkel is elvégeztiik. Ezek a sejtek nyugvo
allapotban is folyamatosan expresszaljak a RIG-I-et. E16szor megvizsgaltuk a 2-DG hatasat a
moDS-ek ¢életképességére. Eredményeink szerint a pDS-ekhez képest, a moDS-ek mindegyik
koncentracioban (1-50 mM) toleraltak a 2-DG-t, azonban a konnyebb 6sszehasonlithatdsag
érdekében, a tovabbi kisérleteinkben is a pDS-eknél hasznalt (1, 5 és 10 mM) 2-DG

koncentraciokat alkalmaztuk.
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A kovetkez6 1épésben megvizsgaltuk a RIG-I stimulaciot kovetéen kialakuld IFN-a és IFN-
valaszok kinetikajat. Az I-es tipust IFN gének mRNS szinti kifejezédése a stimulust kovetden
12 oraval érte el a maximalis értéket, ezért a glikolizis hatasait is ebben az idépontban
vizsgaltuk. Ezt kdvetden ellendriztiik a 2-DG hatasat a RIG-I stimulaciot kovetd IFN-a és IFN-
B expressziora. Azt észleltiik, hogy a stimulaciot kovetden, a glikolizis gatladsa esetén, az 1-es
tipusu IFN gének kifejezddése mRNS, valamint fehérje szinten is csokkent. A moDS-ek altal
termelt laktat mennyisége ¢s a kulcsfontossagu glikolitikus gének (LDHA, HK2 és HIF1A)
expresszios szintjei szintén megemelkedtek RIG-I stimulustkdvetéen,ami fokozott glikolitikus

aktivitasra utal.

5.2.6 A glikolizis fokozodasa sziikséges a TLR9-stimulalt primer human pDS-ek

erer

A nyugvo DS-ek aktivalodasa metabolikus valtozasokat is kivalt, amelyek befolyasolhatjak a
T-sejt aktivalo képességiiket. Ezért vizsgalataink soran tanulmanyoztuk, hogy a DS-ek
anyagcsere valtozasai milyen hatassal vannak a T-sejt aktivalo képességiikre. Ehhez nagy
tisztasagh, allogén, naiv CD8* T sejteket primer human pDS-ekkel, vagy moDS-ekkel
tenyésztettiink egyiitt. E16z6leg a pDS-eket CpG-A-val,vagy 5’ppp-dsRNS-sel, az moDS-eket
pedigszintén RIG-I liganddal kezeltiik 6 6ran keresztiil 5 mM 2-DG jelenlétében, vagy anélkiil.
Eredményeink szerinta CpG-A-val kezelt pDS-ek erés T-sejt proliferaciot indukaltak, amely
2-DG-vel gatolhato volt. A RIG-I-stimulalt pDS-ek szintén erdteljes T-sejt proliferaciot
okoztak, ittazonbana2-DGkezelés nem volthatassala T sejt proliferaciora. Hasonléan a pDS-
ek CpG-A kezeléséhez, a moDS-ek specifikus RIG-I ligandummal valé aktivalasa fokozta a T-
sejt proliferaciot kivaltd képességiiket, amelyet a 2-DG kezelés szignifikansan csokkentett.
Megfigyeléseink alapjan feltételezziik, hogy a glikolizis a CpG-A altal aktivalt pDS-ekben és a
RIG-I altal stimulalt moDS-ekben nélkiilozhetetlen a CD8* T-sejtek aktivacidjanak
indukalasaban, azonban a RIG-I-medialt moédon stimulalt pDS-ek T-sejtaktivalo képességére

nincs hatassal.
6. Megbeszélés

Az immunrendszer 6rszemeiként a DS-ek folyamatosan pasztazzak a mikrokornyezetiiket,
melybdl mintakat gylijtve a periférias védelmi rendszer kulcsfontossagu, egyik elsé vonalat
képezik. Elfogjak, feldolgozzak, majd felsziniikdn bemutatjdk a kiilonboz6 antigéneket. A
kornyezeti vagy a belsd eredetii stimulust kovetéen a DS-ek - mas sejtekkel egyiitt - részt

vesznek a gyulladasos valaszok elinditasaban is.
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Az oxidativ stressz kovetkeztében termelodd mediatorok, illetve a kialakuldé modosult
molekulak biologiai hatdsat egyre szélesebb korben kutatjak. A kornyezetbdl szarmazo és a
tiildébe bejutod oxidativ dgensek altal kivaltott oxidativ stressz képes novelni nemcesak a tiidd
rezidens sejtek €és a keringd vérsejtek DNS-ének 8-0x0G szintjeit, hanem a kiilonb6zo
testfolyadékok 8-0x0G koncentracidjat is

Egy nemrégen publikalt tanulmanyban megvizsgaltdk az OGG1-BER hatdsat az egér tiido
transzkriptomra. Az egereket szabad 8-oxoG bazissal intranazalisan kezelték, majd 1j
generacios RNS szekvenalassal megvizsgaltak a tiidoben lezajlo génexpresszios valtozasokat.
A transzkriptom analizise ravilagitott, hogy mind az egyszeri, mind a t6bbszorés 8-0x0G
kezelés fokozta olyan tobb biologiai folyamatot befolyasolo gének kifejezodését, valamint tobb
kemokin, citokin, interleukin, illetve jelatviteli molekulak expresszidjat is fokozta, amelyek a
gyulladasos folyamatokban jelentds szerepet jatszanak. Ezek k6zott az exogén 8-0x0G altal
modositott expresszidju gének kozott szamos olyan lehet, amely befolyasolhatja a DS-ek
funkciodjat, igy hozzajarulhat az oxidativ stresszel 0Osszefiiggd gyulladasos valaszok
kialakulasahoz. Ebbdél kiindulva, online adatbazisokat és irodalmi adatokat felhasznalva
kivalasztottunk 95 olyan gént, melyek bizonyitottan szerepet jatszanak a DS-ek miikodésében.
A korabbi transzkriptom elemzés adatait felhasznalva megnéztiik, hogy az egyszeri, illetve a
tobbszoros 8-0x0G kezelések milyen hatassal voltak ennek a 95 génnek az expressziojara. Azt
talaltuk, hogy egyszeri kezelés hatasaraa gének minddssze kis részének kifejezddése valtozott
meg jelentésen (22 a 95-bol). Ez nem meglepd az alapjan, hogy a DS-ek aranya nagyon
alacsony (korilbeliil 1%) a tiid6 Osszes sejtjéhez viszonyitva. Ennek ellenére, tobb olyan gén
expresszioja is fokozodott, melyek a DS-ek funkcidjahoz kothetéek mind a velesziiletett, mind
pedig a szerzett immunvalaszok soran.

A DS-ek altali antigén prezentacio sziikséges a naiv T limfocitak aktivalasahoz, az effektor T
sejtek, igy a Tfh sejtek differencialodasanak elinditasahoz is. A Tfh sejtek segitik a B sejtek
differencialodasat €s az izotipus valtast. Kisérleteinkben a DS-ek kis szdmadra valo tekintettel
az exogén 8-0X0G DS-aktivalo hatasat indirekt médon vizsgaltuk egy adjuvans mentes OVA
modellben. A DS-ek aktivalodasara a szérumban megjelend allergén-specifikus
immunglobulinok mennyiségének meghatarozasabol kovetkeztettiik. Megfigyeléseink szerint
a 8-0x0G és OVA egyiittes alkalmazasa szignifikansan megnovelte az OV A-specifikus IgE
termel6dését az egerekben. Ez Gsszhangban van azzal a nemrégiben publikalt kutatasi
eredménnyel, hogy a Tfh sejtek nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a belélegzett allergénekre
specifikus IgE izotipust antitestek termelddésében.

Az allatkisérletek soran kapott eredményeink human relevanciajanak vizsgalatdhoz human

moDS-eket kezeltiink 8-0x0G-nal in vitro koriilmények kozott. Kisérleteink soran a 8-0xoG

23



kezelés egymagaban képes voltamoDS-ck aktivalasara, amita sejtfelszini érési, ko-stimulacios
¢s antigén prezentald molekulak kifejez0désének fokozddasa, illetve a megndvekedett
gyulladasos citokin termelés is alatdmasztott.

Nemrégiben kimutattak, hogy a 8-oxoG az OGG1-gyel komplexet képezve kis molekulasulyt
GTPazok aktivaciojat és ezzel tobbféle jelatviteli utvonal beinditasat képes kivaltani a
sejtekben. A kis molekulasulya GTPazoknak szamos DS funkcid, mint a differenciacio,
endocitozis, érés, kemotaxis, antigén prezenticid, keresztprezentacid, T-sejt polarizacio
szabalyozasaban is szerepiik van. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a human DS-ek
olyan molekularis jelatviteli halozattal rendelkeznek, melyek szerepet jatszhatnak a 8-0x0G-
OGG1 komplex altal kivaltott gyulladasos valaszok medidlasaban.

Ennek bizonyitasaként kimutattuk, hogy a moDC-k 8-oxoG altali aktivacioja teljesen
megszinik, ha az OGGI1 kifejezddését gatoljuk a sejtekben. Feltételezhetd, hogy az OGG1
csOkkent expresszidja esetén kevesebb 8-0x0G-OGG1 komplex alakul ki a DS-ek
citoplazmajaban, igy csokken a kis GTPazok altal medialt utvonalak aktivaltsaga is. Egy masik
lehetséges mechanizmus, hogy az OGG1 hiany kovetkeztében csokkent NF-kB-nek a promoter
szekvenciakhoz vald k6t6édése, ami a DS-ek kisebb mértékli aktivaldodasahoz vezet. Ez a
feltételezés azon alapul, hogy oxidativ stressz sorana duplaszalt DNS-ben 1€v6 szubsztratjahoz
kot6dé OGGI1 epigenetikus szabalyozoként miikodik. Mivel, kisérleteink soran az exogén 8-
0x0G nem okozott oxidativ stresszt a human moDS-ekben, illetve nem novekedett a DNS-ben
az 8-0xo0G mennyisége, igy kizarhatd, hogy az OGG1 fokozottan k6tddott volna a promoter
szekvenciakhoz, igy fokozva a gének expresszidjat. Kisérleteink soran minden esetben frissen
készitett 8-0x0G oldatokat hasznaltunk, melyrél kiilonb6z6 sejtkultirakon kimutattak, hogy
oxidacios szempontbol inertként viselkednek.

Az OGG1-nek fontos szerepe van a genom integritdsanak fenntartdsdban, am emellett az enzim
miikodését tobb gyulladasos betegséggel is 6sszefiiggésbe hoztdk. Az OGG1 medidlt jelatvitel
példaul fokozza az allergias gyulladas intenzitasat, mig az OGG1 gén polimorfizmusa
kapcsolatban van a rheumatoid arthritis progressziojaval. Jelen eredményeink ravilagitanak,
hogy az OGG1-BER mechanizmusnak fontos szerepe van a DS aktivacidban is. A DS-ek
kozponti szerepet toltenek be mind a gyulladasos véalaszok beinditdsaban, mind a velesziiletett
és az adaptiv immunvalaszok 6sszekotésében, ezért az immunterapiak fontos célpontjai.
Eredményeink alapjan, az OGGl1 aktivitasanak atmeneti és specifikus csokkentésea DS-ekben,

csokkentheti a gyulladasos betegségek sulyossagat.

Ma mar egyre tobb bizonyiték van arra, hogy az immunsejtek, stimulaciot kovetden

metabolikus valtdson mennek keresztiil. Ennek a folyamatnak nélkiilozhetetlen szerepe van az
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aktivacio hianytalanésteljes lezajlasaban.Kiilonosenigaz eza TLR agonistak hatasara, aminek
kovetkeztében a cDS-ck és a moDS-ek OXPHOS-bol glikolizisre valtanak. Ennek gatlasa
megakadalyozza aktivacidjukat és hatassal van az életképességiikre is. Az irodalomban kevés
informacié van a pDS-ek metabolizmusa és az RLR jelatvitel kozti kapcsolatrol, igy
kisérleteinkben elsdsorban a RIG-I stimulalt human pDS-ek anyagcsere profiljat vizsgaltuk.
Legel6szor tumorsejtekben irtdk le, hogy normoxids koriilmények mellett is OXPHOS-r6l
glikolizisre valtanak, hogy kielégithessék a ndvekedésiikhoz sziikséges energiaigényiiket. Ezt
a jelenséget ma Warburg mechanizmusnak nevezzik. Feltételezziik, hogy a T sejtekben is
hasonlo folyamatok zajlanak le proliferaciojuk és effektor sejtekké differencialodasuk soran.
Ezzel ellentétben, a velesziiletett immunitas sejtjeinél, beleértve a makrofagokat és a DS-eket
is, a Warburg mechanizmus a funkcionalis valtozasokat, mint példéul a citokin termelést segiti.
A glikolizis fontos szerepéta TLR medidlt DS aktivacid soran eldszor Jantsch €s munkatarsai
figyelték meg. Leirtak, hogy az egér csontveld eredetli dendritikus sejtek (BM-DS-ek) TLR4
medialt aktivacidjanak fontos szabalyozoé molekulaja a HIF-1a. Jelenlegi tudasunk szerint,
eddig csak egy tanulmanyban vizsgaltak a sejtek metabolizmusa és az RLR medialt jelatvitel
kozti kapcsolatot. A szerzok kiillonbozo sejtvonalakat hasznaltak (példaul: HEK293, MEF,
J774A.1), melyeket RIG-I-t kodolo plazmiddal transzfektaltak. Ezekben a sejtekben a
virusfert6zést kovetden, az RLR medialt antiviralis valaszok kialakulasahoz sziikség volt az
OXPHOS aktivitasara.

Ezzela megfigyeléssel 6sszhangban, miisazttalaltuk, hogy a pDS-ekben a RIG-I-on keresztiili
aktivaciot nem koveti a glikolizis fokozodasa. St, a human pDS-ekben a RIG-I medialt I-es
tipust IFN termelés ndvekedett a 2-DG alkalmazasakor. Megfigyeléseink alatamasztjak a
Yoshizumi és munkatarsai altal leirtakat, miszerint az OXPHOS CCCP-vel torténd gatlasa
megzavarja az RLR medidlt jelatvitelt a HEK293 sejtekben. Azt is megfigyeltiik, hogy az OCR
enyhe novekedést mutatott a RIG-I stimulacio soran, ami tovabbi bizonyitékként szolgal arra,
hogy a RIG-I stimulalt human pDC-k az OXPHOS-t hasznaljak funkciodik ellatasahoz.
Erdemes megjegyezni, hogy a kis mennyiségii CpG-A-val kivaltott RIG-I indukcié nem okoz
a pDS-ekben I-es tipusu IFN termelést, azonban kialakithatja a metabolizmus glikolizis iranyt
elmozdulasat. Ennek ellenére, eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy a glikolizis
fokozodasa csak atmeneti lehet és a pDS-ekben RIG-I stimulacié hatasara az OXPHOS
aktivitasa fokozodik.

Human moDS-eken végzett vizsgalatok igazoltak, hogy az éretlen és tolerogén moDS-ek
metabolikus profiljat OXPHOS, zsirsav oxidacid és glikolizis jellemzi, mig az érett moDS-
ekben a glikolizis fokozottabb, melyet erdteljesebb laktat termelésiik is tiikkroz. Ellentétben az

érett egér BM-DS-eken megfigyeltekkel, ahol a valtais az OXPHOS teljes mértékii
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blokkolasahoz vezet, igy az energiatermelés és a sejtek tulélése teljes mértékben a glikolizistél
fligg, az érett human moDS-ekben egy kismértékiit OXPHOS aktivitast tovabbra is megmarad,
amely energiat szolgaltat szamukra. Megfigyeléseinkkel 6sszhangban, a szerzék tigy talaltak,
hogy 50 mM 2-DG a sejtek ¢életképességének csak enyhe csokkenését eredmény ezte, ami a
taléléshez sziikséges nagyfoku metabolikus alkalmazkodoképességre utal. Erdekes moédon, a
glikolizis blokkolasa - a moDS-ekkel ellentétben - a pDS-ekben fokozta a RIG-I altal kivaltott
I-es tipusu IFN termelést. Korabban mar leirtuk, hogy a fokozott mtROS szint segiti a pDS-ek
RIG-I medialt valaszkészségét, igy feltételezziik, hogy a RIG-I ligandummal és glikolizis
inhibitorral egyiittesen kezelt pDS-ek megnovekedett I-es tipusu IFN termelése mogott is ez a
jelenség allhat.

Korldtozott mennyiségii adat all rendelkezésre arrdl, hogy milyen hatdsa van az anyagcserének
az emberi DS-ek T-sejt aktivalo képességére. Korabban kimutattak, hogy az egér DS-ek in vivo
aktivacioja 2-DG jelenlétében gatolja azok CD4* és CD8* T-sejt stimulald kapacitasat, ami
bizonyitja a TLR kivaltott glikolizis fontossagata DS-ek T-sejt aktivalo képességében. A mi
kisérleti eredményeink is arra utalnak, hogy a glikolitikus anyagcserének nélkiilozhetetlen
szerepe van a TLR9 altal aktivalt human pDS-ek és a RIG-I stimulalt moDS-ek T-sejt
aktivaciojaban. Erdekes médon, a 2-DG kezelés nem volt hatdssal a RIG-I stimulalt pDS-ek
allogén CD8* T-sejt aktivalo képességére. Ezek az eredmények felvetik, hogy kapcsolat van a
kiilonb6z6 DC altipusok adaptiv immunvalaszt elinditdé képessége és az eltéré anyagcsere
igényeik kozott.

Kisérleteinben kimutattuk, hogy a kiilonb6z6 DS altipusok, mint a human pDS-ek és a moDS-
ek eltér6 anyagcsere igényekkel rendelkeznek. RIG-I stimulaciot kovetden a moDS-ek
glikolizisre valtanak, mig a pDS-ek inkabb az OXPHOS-ra hagyatkoznak. Ezeket a
kiilonbségeket a két DS altipus kiilonboz6 virdlis szenzor repertodrja magyarazhatja, mely
kiilonb6z6 antiviralis valaszt eredményez. A pDS-ek inkabb endoszoémalis TLR-eket
hasznalnak a virus fert6zés korai fazisaban, mig a RIG-I-t antiviralis valaszuk késobbi
szakaszaban fejezik ki. Ezzel ellentétben a moDS-ek mind TLR-eket, mind pedig RLR-eket
hasznalnak a virussal torténd taldlkozasuk soran. Feltételezziik, hogy az endoplazmatkus
retikulum és a Golgi-apparatusok novekedése, valamint az ezekben lezajlo nagy mennyiségii
antiviralis fehérje termelése érdekében sziikséges a fokozott glikolitikus aktivitas.
Eredményeink alapjan, a DS-ek anyagcseréjének manipulalasaval ezeknek a sejteknek az

immunpolarizalé tulajdonsagait is modosithatjuk.
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7. Uj eredmények

A 8-0x0G-nal torténd intranazalis kezelés szamos, a DS funkcidokhoz kothetd gén

expressziojat megvaltoztatja az egerek tiidejében.

In vivo egérmodellben kimutattuk, hogy az allergénnel egyiitt adott intranazalis 8-0x0G

fokozzaaz allergén-specifikus IgE ellenanyagok termelddését.

Az exogén 8-0x0G OGG1 fiiggd moddon aktivalja a human moDS-eket. Fokozza a
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valamint noveli a citokin és kemokin termelésiiket.

Kimutattuk, hogy a human pDS-ekben a TLR aktivaciot kovetd I-es tipust IFN valasz
fligg a sejtek glikolitikus aktivitasatol.

Megfigyeléseink szerint a human pDS-ek RLR-altal kivaltott I-es tipust IFN termelése
fiiggetlen a glikolizistol.

A TLR9 stimulalt human pDS-ekben, valamint a RIG-I altal aktivalt moDS-ekben

fokozott glikolitikus aktivitas sziikséges ahhoz, hogy el tudjak inditani az allogén, naiv

Y
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8. Osszefoglalas

Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a reaktiv oxigéngyokok (ROS) megemelkedett szintje a
légutakban képes aktivalni a dendritikus sejteket (DS-eket), a pontos mechanizmus azonban
még nem tisztdzott. Talzott mennyiségben a ROS mddosithatja a makromolekulakat, igy a
DNS-t is. Az egyik leggyakoribb DNS bazis karosodas a 7,8-dihidro-8-oxoguanin (8-0xoG)
kialakulasa, amelyet a 8-oxoguanin DNS glikozilaz 1 (OGG1) altal elinditott bazis excizios
repair (BER) mechanizmus (OGG1-BER) javit ki. Nemrégiben deriilt ki, hogy az OGGI1 az
oxidaltpurinok javitdsaban betoltott szerepemellett guanin-nukleotid cseréld faktor aktivitassal
is rendelkezik, ha 8-0x0G-nal komplexet képez. Ebben a munkaban kozvetett bizonyitékokat
szolgaltatunk arrdl, hogy az OGG1-BER specifikus termékének, a §-0X0G-nak valo kitettség a
DC-k funkcionalis valtozasait indukalja az egerek tiidejében. Bemutatjuk, hogy a huméan
monocita eredeti DS-k (moDS-ek) 8-0x0G-nal valé kezelése a sejtfelszini molekulak (CD40,
CD86, CD83, HLA-DQ) fokozott expresszidjat eredményezi, és noveli a gyulladasos citokinek
hatasata human moDS-ekre.

Szamos megfigyelés szerinta DS-ek Toll-szerti receptor (TLR)-medialtaktivalasa gyors
glikolizis indukcioval jar; azonban a retinsavval indukalhaté gén 1 (RIG-1) receptor
szignalizaciojanak metabolikus kovetelményei keveésbé ismertek. A virusok érzékeléséhez és a
korai l-es tipusu interferon (IFN) valasz kialakitasahoz a plazmacitoid DS-ek (pDS-ek)
endoszomalis TLR-eket hasznalnak, mig a konvencionalis DS-ek (cDS-¢k) citoszolikus RIG-I
receptort alkalmaznak, amely konstitutiv modon jelen van benniik. Korabban kimutattuk, hogy
a TLR aktivalas a RIG-I kifejez6dését indukélja a pDS-ekben, ami hozzajarul az I-es tipust
IFN valaszok késdéi fazisdhoz. Jelen munkankban igazoltuk, hogy a huméan pDS-ek TLR9 altali
aktivalasa metabolikus valtast eredményez ¢és glikolizist indukal, ami sziikséges az [-es tipusu
IFN-ok termeléséhez. Ezzel szemben a pDS-ek RIG-I altal kivaltott antiviralis valaszai
fliggetlenek a glikolizistdl, inkabb az oxidativ foszforilaciéra timaszkodnak. Eredményeink
szerint, a glikolizist gatl6 2-dezoxi-D-gliik6z (2-DG) jelenlétében csak akkor csokkent a pDS-
aktivacioja TLR9- és nem RIG-I-medialtmédon tortént. Erdekes médon a human moDS-ekben
- szemben a pDS-ekkel - a RIG-I altal kivaltott valaszok glikolizis-fiiggé mdédon alakulnak ki.
Vizsgalatunkban els6ként sikeriilt kimutatnunk, hogy a RIG-I altal kivaltott metabolikus

valtozasok inkabb sejttipus-specifikus és nem receptor-specifikus események.
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