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|. Bevezetés

A dendritikus sejtek (DS-ek) endogén és exogén eredetii veszélyjelek széles spektrumat
képesek felismerni, majd a felismerést kovetden a fellépd immunvalaszt koordinalni, igy a
szervezet homeosztazisanak fenntartasaban kulcsfontossagu szerepet toltenek be. A DS-ek
azon kiviil, hogy professzionalis antigén prezentald sejtekként mitkodnek, alpopulécidi més-
mas specialis feladatok ellatasara is képesek, mint a kereszt prezentacid, az izotipus valtas
tamogatasa, gyulladasos kornyezet kialakitasa, antiviralis citokinek nagy mennyiségi
termelése.

Egyes anyagcsere folyamatok soran, gyulladds, valamint kiilsé oxidativ tényezdk
hatasara a sejtekben megndvekedhet a kiilonb6z6 oxidativ gyokok mennyisége. Oxidativ
kornyezetben kiilonbdzé makromolekulak karosodhatnak, akar a sejtek genomi DNS-e is. Az
egyik leggyakrabban kialakuld DNS bazis modosulat a 8-0x0-7,8-dihidroguanin (8-0x0G),
amely javitas nélkiil transzverzids mutaciot eredményezhet. A 1€zio javitasara a 8 -0X0G DNS
glikozilaz 1 (OGG1) enzim specializalodott az emlds sejtekben, mely bazis excizios repair
(BER) mechanizmus soran kihasitja az intrahelikalis 8-0X0G-t. Nemrég irtak le, hogy a DNS-
b6l eltavolitott 8-0x0G képes az OGG1-hez kotddni, annak aktiv centrumatdl eltérd helyen,
majd a kialakul6 OGG1-8-0x0G komplex guanozil cserél6 faktor (GEF) aktivitasra tehet szen,
igy kis molekulatomegi GTPazokat aktivalhat. A 8-0x0G-nal kezelt egerek tiidejének
transzkriptom vizsgalatabol kidertilt, hogy szamos bioldgiai funkcidval kapcsolatban allé gén
expresszidja fokozodik az intranazalis kezelés hatasara. Ezen elézetes eredmények alapjan
felmeriiltbenniink akérdés,hogy képes lehet-e az exogén 8-0x0G a dendritikus sejtek funkcioit
is befolyasolni.

A velesziiletett immunitas sejtjeir6l mar korabban leirtdk, hogy Toll-szerli receptor
(TLR) stimulaciot kovetéen metabolikus valtison 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-
0k) termelésére specializalodott plazmacitoid DS-ekben (pDS-ekben), a virus szenzor retinsav
indukalhaté gén 1 (RIG-I) receptor citoszolikus kifejezddéséhez az endoszomalis TLR9
receptor elézetes aktivacioja sziikséges. A RIG-I aktivaciot koveté 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.



1. Irodalmi attekintés

A velesziiletett immunitas a patogének elleni védelmi rendszeriink elsé vonala. Ez a
rendszer felismeri azokat a konzervalt, k6zos molekularis mintazatokat, amelyek a benniinket
korilvevd szadmtalan korokozoban megtalalhatoak, de a human szovetekben normal
korilmények kozott nincsenek jelen. A felismerést kovetden olyan azonnali védekezo
mechanizmusok indulnak be, melyeknek végsé célja a korokozok eliminalasa [1,2]. A
velesziiletett (angolul innate) védekezés fizikai, kémiai és sejtes komponensekbdl all, melyek
f6 funkcidja, hogy megakadalyozza a korokozo bejutasat és szaporodasat a szervezethen,
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 k6z¢é tartoznak a természetes 616sejtek
(NK sejtek) is (1. abra) [3].

Az immunrendszer masik aga, az adaptiv, vagy mas néven szerzett immunitds. 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 jellemz0 a nagy specificitas, és az
immunologiaimemoria kialakulédsa,habar memoria-szeriijelenséget nemrégiben a velesziiletett
immunrendszer sejtjeinél is leirtak [4,5]. Az adaptiv immunrendszer megfelelé miikddésének
feltétele a velesziiletett immunrendszer elézetes aktivalodasa.

Az 1980-as években mar ismert volt, hogy a velesziiletett és az adaptiv immunitas
valamilyen modon kapcsolatban allnak, azonban az egyiittmiikodés pontosabb mechanizmusat
csak a Ralph Steinman altal leirt DS-ek tovabbi vizsgalataval tudtak meghatarozni. A DS-ek
professzionalis antigén prezentald sejtek (APS-ek), melyek egyik feladata az adaptiv
immunvalasz beinditasa a patogén felismerését kovetden. Enhhez az I-es, vagy ll-es tipusa
hisztokompatibilitasi komplex molekulajukon (MHC I, MHC Il) [6] prezentaljak az antigént a
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 molekulak egy része (veszély-asszocialt molekularis
mintazatok, DAMP-ok) szintén aktivalja a PRR-eket, igy beindithatja a velesziiletett

immunvalaszokat [7].
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1. dbra: Az immunrendszer sejtjei. Az immunrendszert két részre, velesziiletett és szerzett (adaptiv) részre kiilonitjiik el. A
velesziiletett immunitds sejtjei gyors valaszt biztositanak. Az altaluk torténd felismerés nem specifikus, aktivaciojukat altalaban
kozds mintazatok valtjak ki. Ezzel szemben a szerzett immunitds kialakuldsa napokat vesz igénybe, de eredményeként sokkal

specifikusabb a felismerés, valamintimmunologiai memdéria is kialakul. Az abra G. Dranoff cikke alapjan késziilt [8] .

1.1 A dendritikus sejtek altalinos jellemzése

A DS-ek rendkiviil fontos szerepet jatszanak az exogén és endogén eredetli antigének
bemutatdsaban, és ezaltal az adaptiv immunvalaszok elinditasdban. Hivatasos antigén
prezentalo sejtekként képesek az antigéneket MHC-I vagy MHC-II molekuldkon keresztiil
bemutatni a citotoxikus €s a segitd T sejtek szdmara. Ko-stimulacios szignalok jelenlétében
immunogén, ko-stimulacid hidnyaban tolerogén immunvalaszokat valtanak ki. Az elsd
kozleményt a DS-ekrdl Ralph Steinmann és Zanvil Cohn 1973-ban [9] publikalta. Munkajuk
sordan olyan nyulvanyos sejteket figyeltek meg egér szekunder nyirokszervekben, melyek
sejtkultiraban erdsen letapadtak a tenyésztdedény aljara. Eldszor tigy gondoltak, hogy ezek
kizarolag lymphoid eredetli sejtek, azonban késébb kideriilt, hogy mind lymphoid, mind
myeloid eredetiiek lehetnek. Jelenlegi tudasunk alapjan, a human dendritikus sejteknek
legalabb harom f6 populaciojat kiilonitjiik el [10]. Ezek a myeloid eredetii klasszikus, vagy
konvenciondlis dendritikus sejtek (¢cDS1 éscDS2 sejtek), a monocita eredetii dendritikus sejtek



(moDS-ek) [11], valamint a lymphoid eredetii pDS-ek [12]. Egyes szerzék - negyedik DS
altipusként - a Langerhans sejteket (LS-ek) kiilon csoportként kezelik [13].

1.2 A dendritikus sejtek fejlodése

A DS-ek mind myeloid, mind lymphoid eredetiiek lehetnek. Funkciojuk, érési
folyamatuk fiigg az 6ket ér6 citokin, valamint aktivalo antigén kornyezett6l [14,15]. Minden
DS altipus fejlédéséért, specifikus transzkripcids faktor repertoar, az IRFS, IRF4, PU.1, ID2,
E2-e, ZEB2, KLF4, IKZF1 és a BATF3 kiilonb6z6 szintii kifejez6dése felelds [12]. A DS-ek
fejlodése minden esetben, a csontvelében (bone marrow, BM) kezdddik, ahol haematopoetikus
Ossejtek (HSC) kozos myeloid progenitor sejtekké (common myeloid progenitor, CMP)
differencidlodnak, melyek makrofag-dendritikus sejt prekurzorokkd (MDP) fejléddhetnek.
Habar az utobbi években ezen sejtek 1étezése megkérddjelezddott, igy gondoljak, hogy ezek a
sejtek képesek lehetnek DS-ké vagy monocitava is differencialodni [16]. Az utdbbi években a
monocitak kialakulasat inkabb a committed monocyte progenitor-okhoz (cMoP) kotik. A
monocitak belépnek a vérkeringésbe, majd perifériara jutva makrofaggd vagy gyulladasos DS-
ké alakulhatnak. Ezek a moDS-ek kiilonb6znek mind a ¢cDS-ekt6l, mind a pDS-ekt6l. Az utdbb
emlitett kétsejttipus k6zos DS prekurzor sejtekbdl (CDP) alakulnak ki, melyek HSC-bdl, illetve
MDP-kbdl fejlédhetnek. Az azonban még nem pontosan tisztdzott, hogy a nagy diverzitast,

érett DS repertoar hogyan jon 1étre [17].

1.3 A dendritikus sejt altipusok fenotipusos és funkcionalis jellemzése

11.3.1 Konvencionalis dendritikus sejtek

11.3.1.1 A cDS1 sejtek

Mint az elébbiekben mar emlitésre kertilt, két konvencionalis DS tipust kiilonitiink el.
Az egyik a cDS1 sejtek, amelyeknek mennyisége a cDS2 sejteknek kiirdlbeliil tizede a vérben
¢s a szovetekben is. A cDS2 sejtekhez hasonléanCD13 -at, CD33-at, kevés CD11c-tésCD11b-
t, valamint SIRPa-t fejeznek ki sejtfelsziniikon. Ezen kiviil nagyszamt CD141 molekulat is
kifejeznek, ami alapjan kiilonitették oket el eloszor, ezért gyakran CD141* cDS-ekként szoktak
Oket emlegetni. A ¢cDS1 fejlédést leginkabb befolydsolo transzkripcids faktorok az IRFS és a
BATF3. Ezen kiviil a GATA2, PU.1, GFIl, és ID2 transzkripcios faktorokat is fontos
megemliteni, mint a cDS fejlddést iranyitd faktorokat [15,18,19].
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Funkcidjukat tekintve a cDS1 sejtek potens keresztprezentalo sejtek. Ezt a funkciot
Osszefliggésbe hoztak az XCR1 kemokin receptor expresszidjukkal. Fokozott készségiik van
CLECY9A-n keresztiil a nekrotikus sejtpartikulumok felvételére és azok prezentalasara. Ezek a
sejtek elsédlegesen CD8* T sejteknek prezentalnak effektiven, igy fontos szerepiik van a tumor

ellenes és anti-viralis immunitas kialakulasaban [18].

11.3.1.2 A cDS2 sejtek

A vérben, lymphoid szervekben és egyéb szovetben taldlhaté cDS-ek tobbsége cDS2
sejt. Felszinimarkereika CD1c¢,CD2, FceR, SIRPa, valaminta CD11b,CD11¢,CD13 és CD33
myeloid sejtfelszini antigének. Fejlodésiikhdz tobb transzkripcids faktor is sziikséges, mint az
IRF4, KLF4 ¢ésa NOTCH2. Ezen kiviil egyéb fontos transzkripcids faktoraik az ID2, GATA2,
PU.1, GFIl, ZEB2 és a RelB [15,19]. Mégis legfontosabbnak és fejlodésiik els6dleges
iranyitojanak az IRF4-et tartjak.

A myeloid cDS2 sejtek elsdsorban extracellularis antigének CD4* segitd T sejteknek
torténd prezentalasara specializalddtak, illetve kifejezett érzékenységet mutatnak a sériilések

kovetkeztében felszabaduld, veszély-asszocialt, szolubilis molekulak irant [18].

11.3.2 Langerhans sejtek (LS)

A boér nemcsak fizikai hatarként fontos a patogének elleni védekezésben, de a
bdrszdvetben tobbfajta immunsejt is megtalalhato, amelyek egyik funkcidja, hogy gyulladasos
stimulust kovetden fenntartsak a bor homeosztazisat. Az egyik ilyen bdrre specializalodott
immunsejtaz LS. Az utobbi évek vizsgalatai soran kideriilt, hogy ezek a sejtek, olyan szoveti
rezidens fagocita sejtek, amelyeka bérbentorténd differenciacidojuk soran DS-szerti fenotipusos
¢és funkcionalis tulajdonsagokra tesznek szert [20]. Az LS-ek, az epidermis bazalis részében
talalhatoak, illetve egyéb laphammal boritott felszinek mentén. Konvencionalis markereik, a
langerin (CD207)a CD1a, az E-cadherin, EpCAM, és TROP2. Az LC-k fejlodése egyedia DS-
ek k6zott, mivel a mar kifejlodott LS-ek képesek csontveldtdl fiiggetleniil az 6nmegajulasra a
microglia sejtekhez hasonldan, azonban veliik ellentétben, gyulladasos stimulust (TNF-a,
interleukin /IL/-1P) kovetden az afferens nyirokereken keresztiil, a nyirokcsomokba migralnak.
Kideriilt, hogy IL-15 hatasara képesek keresztprezentaciora, igy a CD8* T sejtek aktivalasara
is [20].
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11.3.3 Monocita eredetii dendritikus sejtek

A monocita eredetii sejtek egy nagyon heterogén csoportot alkotnak. K6zos jellemzdjiik
a CD13,CD33,CD11b,CDl11c és CD172a expresszio. A klasszikus monocitak mellett nem-
klasszikus monocitakbdl (alacsony CD14 pozitivitds jellemzi ezeket a sejteket) is
kialakulhatnak. A moDS-ek nyugalmi helyzetben megtalalhatéak a borben, a tiidében és a
belekben is. Gyulladasos folyamatok sordn a gyulladds helyszinére toborozdodnak, ahol
ugynevezettinflammatorikus DS-eket (iDS) képeznek [21]. A mikrokdrnyezetnek megfeleloen
létrejohetnek monocita eredetii DS-szert sejtek (moDS), monocita eredetli makrofag-szeri
sejtek (moM) vagy monocita eredetii LS-szert sejtek (moLS). Gyulladas soran nem migralnak
tovabb a nyirokcsomodkba, hanem a helyi DS-ek szamat novelik és leginkabb a T-sejt medialt

valaszok effektor szakaszanak fenntartasaban vesznek részt [10,12].

11.3.4 Plazmacitoid dendritikus sejtek

A pDS-eket elészor a vérben és manduldkban mutattak ki. Osszességében nagyon kis
szamban talalhatoak meg a szervezetben. Az dsszes leukocytanak kortilbeliil 0,2 % -4t teszik ki.
A konvencionalis sejtekkel ellentétben nem fejeznek ki felszinlikon myeloid markereket,
azonban kifejezik a CD123 és CD45RA molekuldkat, melyek expresszidja a myeloid fejlodés
soran altalaban lecsokken. Egyéb pDS markerek a CD303,a CD304, a CD85k ésa CD85g A
pDS-ek fejlodésében egyik legfontosabb transzkripcids faktor az E2-2, mely az 1D2-vel
antagonizmusban kulcsfontossagi a lymphoid/myeloid fejlddés iranyitasaban [15,19].

Habar a pDS-ek, az MHC-k mindkét tipusat kifejezik sejtfelsziniikon, elsédleges
funkcidjuk mégsem az antigén prezentacid. Ezek a sejtek a szervezet legfontosabb I-es tipust
IFN termeld sejtjei. Jellegzetes endoplazmatikus retikulummal és a plazmasejtekre jellemz6
Golgi apparatussal rendelkeznek, amely a nagy mennyiségii protein termeléssel magyarazhato.
Virusfertézeést kovetden, endoszomalis Toll-like receptoraikkal (TLR7, TLR9) képesek
felismerni a viruseredetli mintazatokat, majd gyorsan, nagy mennyiségii I-es és Ill-as tipusa
IFN-t képesek termelni. Munkacsoportunk nemrégiben leirta, hogy a pDS-ek képesek
citoszolikus RIG-Ireceptortiskifejezni TLR9 stimulustkdvetden, és ennek szerepe vana pDS-
ek kései IFN valaszanak kialakulasaban [22]. Az I-es tipusu IFN-ok termelésével a pDS-ek
képesek Th1 polarizaciot indukalni, eldsegitik a CD8* T sejtek talélését, szupresszaljak a Th17
tipusu valaszokat, illetve eldsegitik a B sejtek izotipus valtasat azaltal, hogy a myeloid DS-

ekben fokozzak a BAFF és APRIL gének expresszidjat [23,24].
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1.4 A dendritikus sejtek PAMP és DAMP receptorai

A mintdzat-felismerd felismerd receptorok felfedezése 0j iranyba terelte a velesziiletett

immunitasrél addig alkotott képet. Kideriilt, hogy ezek a PRR-ek kulcsfontossaguak az
immunolégiai reakciok elinditasaban, valamint az altaluk generalt szignalok fontosak a
velesziiletett €s a szerzett immunitas kozti kommunikacidban is.
A dendritikus sejtek a legtobb féle PRR-rel rendelkezd sejtek kozé tartoznak. Nem csak
patogénekbdl (PAMP-okbol) szarmazo, de sajat veszély jeleket (veszély asszocialt molekularis
mintazatok, DAMP) is képesek érzékelni, igaz ezeknek a receptoroknak a specificitasa limitalt
[25]. A PRR-¢k a fert6zések detektalasamellett, fontos szerepettdltenek be a sebgydgyulasban,
az allergias, valamint az autoimmun megbetegedések, illetve a transzplantaciok utan felmeriild
kilok6dési reakciok patomechanizmusaiban is [26—-29]. A PRR gyijt6 fogalom, amely magaba
foglalja a Toll-szerli receptorokat, a NOD-szeri receptorokat (NLR), a RIG-I-szerii
receptorokat (RLR), az AIM2-szerii receptorokat (ALR) és a C-tipusu lektin receptorokat
(CLR) [30]. Ezek a receptorok kiilonb6z6é mértékben aktivalodnak a ligandumaikkal valo
talalkozas alkalmaval és a down-stream jelatvitelnek megfeleléen kiilonb6z6 valaszokat
alakithatnak ki a DS-ekben [31] (2. abra).

[ Thi
Tbet
—— IL-12
Citokine IFNy
/
IL-4 Th2
/
...
L
§ TCR IL-11L-6 '%'.
CDZM IL-23 TGFB .
‘CD40L
CD40
CDSO/86
.
° = IL-IN:
RA
TGFB

2. abra: A dendritikus sejtek az immunrendszer karmesterei. A dendritikis sejtek a felsziniikon és a citoszéljukban tobbféle
mintdzat-felismerd receptort (PRR) is expresszalnak. A mikréba (MAMP) vagy a sériilés (DAMP) felismerését kovetSen
aktivalodnak, majd a periférias nyirokcsomokba vandorolnak. A nyirokcsomokban bemutatjak a feldolgozott antigént az MHC
molekuldikon keresztiil, valamint ko-stimuldcids jeleket is biztositanak a naiv T sejtek aktivdcidjahoz és effektor T sejtté torténd

differencidléddsdahoz. Az abra Yang és munkatdrsai nyomdn késziilt [25].
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11.4.1 Endoszémalis TLR-ek a dendritikus sejtekben

A virusfert6zések soran, az elsddleges szenzorok az endoszomalis TLR-ek, illetve a
citoszolban talalhato RLR-ek (3. abra) [32]. Négy endoszomalis TLR-t kiilonitiink el, a TLR3-
at, a TLR7-et, a TLR8-at és a TLR-9-et (3. abra). A TLR3 nem csak endoszomalisan, de a
sejtfelszinen is megjelenhet egyes sejttipusoknal. Jelenlegi tuddsunk szerint a virdlis
fertdzésekre jellemzd 40 bp-nal hosszabb duplaszali RNS-ek (dsRNS) riboz-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 [33].

A TLR7/8 expresszidja és funkcidjuk igen jellegzetes kiilonféle sejteknél. Miga TLR7
szinte csak a pDS-ekben és B sejtekben fejezodik ki, addiga TLRS leginkabb a human myeloid
sejtekre jellemzd. A TLR7 aktivacidja a pDS-ek nagymértéki I-es tipust IFN termelését
eredményezi, mig a TLR8-medialt szigndlok nagy mennyiségi IL-12p70 szekréciot inditanak
be a myeloid sejtekben [34].

A TLRO leginkabb az endoszémaba keriild, metilalatlan CpG motivumokat, egy az
eukariota genomi DNS-re nem jellemz0 mintazatot ismerik fel, igy megkiilonbdztetve a sajat
¢snem sajat eredetii DNS molekuldkat. Kifejezddése szinténnagy sejt- és fajspecificitast mutat.
Emberekben, szinte kizardlag pDS-ekben és B sejtekben fejezddik ki, aktivacidja I[-es tipusa
IFN valaszt, illetve poliklonalis B sejt aktivaciot okoz [34].

a Endoszoémalis ttvonalak b citoszolikus ttvonalak

3. abra: Az idegen nukleinsavat
felismerd intracelluliris PRR-ek.
(B Intracellularis
)

T — m parazita a, A_Z endoszo'ma'lf‘s TLR-ek
» homodimerek, amelyek idegen RNS-

\ ek és DNS-ek  felismerésére

Apoptotikus sejt Virus

=

specializalodtak. b, A

F’Oirg(r)n")]';:g\\//iirriig:g citoplazmaban elhelyezkedd

Rhabdoviridae szolubilis RIG-1 és Mda5 receptorok

¢ Feomayitade Hiaas szintén képesek idegen nukleinsav

“aam» o molekuldk érzékelésére.  Mindkér

receptor tartalmaz kaszpdaz-toborzo

m \ / doméneket (CARD, kék korok) és

’ TLRs TLR7 + ’ IPS-1 egy helikaz domént (narancs padlca),

TRIF 0\ e “/ o o azonban kiilonbozé RNS
TRIF °‘ “ MyD88 4 4 strukturakat ismernek fel. A RIG-1-
MmyDgg ~ MyDs88 IRF3 és NK-xB et leginkdbb az 5’trifoszfo véggel

\ J \ l Iz l rendelkezo, révid duplaszalu RNS

¢ strukturak képesek aktivalni, mig az

IRF3 és NF-xB IRF7 l-es tipust IFN  Gyulladasos Mda5-761 iigy gondoljik, hogy a

IRF7 citokinek , o
+ hosszu, duplaszalii ~ RNS-eket
l-es tipusi IFN  Gyulladasos l-es tipust IFN érzékelik [35].
citokinek
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11.4.2 RIG-I receptorok a dendritikus sejtekben

Akar csak a TLR-ek az RLR-ek is sejttipusonként kiilonboz6 expresszids mintazatokat
mutatnak. Miga cDS-ekben a RIG-I receptorok konstitutiv médon kifejezédnek, addig a pDS-
ekrdl sokaig ugy gondoltak, hogy benniik ezek a receptorok nem, vagy csak nagyon kis
mértékben expresszalddnak. Munkacsoportunk nemrégiben kimutatta, hogy ennek a
receptornak a kifejezddése az I-es tipusu IFN-oktol fliggetlen médon indukalhaté pDS-ekben
is, endoszomalis TLR7 vagy TLR9 stimulust kdvetden [22].

Jelenleg harom féle RLR-t kiilonboztetiink meg. A RIG-1-t, a melanoma differentiation
associated 5-ot (MDAS) ¢és a laboratory of genetics and physiology 2-t (LGP2), melyek
mindegyike kiilonboz6 virdlis eredetli dsRNS ligandumot képes felismerni a sejt
citoplazmajaban. Ezen kiviil az LGP2-ré1 kimutattak azt is, hogy szabalyozo szerepet jatszik a
fentebb emlitett két receptor szignalizacidja soran, valamint, hogy a tobbi RLR -el ellentétben
nem rendelkezik CARD doménnel [36]. A RIG-I és az MDAS a CARD domének
oligomerizaciot kovetden lépnek interakcidba a mitokondridlis antiviralis szignalizacios
(MAVS) komplexszel, mely a jelet a citoszolikus IKK és TANK ko6t6 kinaz 1 (TBK1) protein
kinazoknak kozvetiti, hogy azok aktivaljak az NF-xB ¢és az IRF3 transzkripcios faktorokat és

igy az antiviralis valaszokat [37].

11.4.3 DAMP-ok a szervezetben

Habar a DAMP-ok, mas néven alarminok, endogén eredetiiek, képesek PAMP-okkal,
illetve azok receptoraival is kdlcsonhatasba 1épni [38]. Eddig szinte minden, a szervezetben
azonositott DAMP-r61 kimutattak, hogy azok képesek kivaltani a DS-ek aktivacidjat és érését,
legyen sz6 akarkonvenciondlis, akar plazmacitoid DS-ekrdl (1. tablazat). A DS-ek aktivacidjat
a sejtfelszini kostimulator molekuldk (CD80, CD86) kifejez6désének fokozodasa, az antigén
prezentacids kapacitds (MHC-I és MHC-II molekuldkon keresztiil) novekedése, valamint a
gyulladésos citokinek és kemokinek, mint példaul a TNFa, IL-1p, IL-6, IL-8, CCL5, IL-10 és
IL-12 termelddésének fokozodasa jellemzi. Az aktivalodott DS-ek képesek képesek elinditani

a T-sejt medialt immunvalaszok kialakulasat [39].

15



DAMP Receptor Biolégiai hatas
Megnovekedett effektor T sejt szam és aktivalt T sejt tulélés.
HsP TLR2/4
Fokozodik a DS-ek érése és az allogén T sejtek proliferacidja
HMGB1 TLR2/4/9, CXCR4, NF-xB vagy MAPK jelatvitel aktivacio, gyulladasos citokin termelés
RAGE beinditasa, sebgyogyulas fokozasa.
B . NF-«kB jelatvitel SYK-en keresztiili aktivacioja, gyulladasos citokinek
a-Mannan Dectin-1/2
termel6dése és effektor T sejt differenciacio.
P2X7R Pu rinerg GVHD esetén gazda APS-ek ko-stimulaciés molekula (CD80, CD86)
ATP kifejez6dése, donor CD4+ T-sejt proliferacio és IFN-y termelés
P2Y?2 receptor novekszik, Tregképzddés csdkken.
Hugysav NLRP3 DS érés fokozédik, IL-1B termelés beinditasa.
DS aktivacio, éretlen neutrofilok, monocitdk, NK sejtek, hizosejtek
HMGN1 TLR4
toborzas
Makrofag, NK és CD8" T sejtek tumorba vald toborzasa, ott
IL-1a IL-1R
memoriaképzddés.
Th2-polarizalt inmunvalasz kialakitasa, hizdsejt toborzas, tumor
IL-33 ST2 ellenes immunitas kontextus fiiggd gatlasa vagy eldsegitése,
sebgyodgyulas fokozasa.
Defenzin CCR2, CCRG, Direkt antimikrobialis hatds, DS aktivaci6, NF-kB, IRF3 és IRF7
((X’B) TLR4/7/8/9 aktivacioja, hizosejt degranulacio.

FPRL1, TLR7/8/9, P2X7,

Leukocitatoborzas, hozzajarul az adaptiv immunvalasz fokozodasahoz,

Kathelicidin
EGFR, MrgXZ, CXCR2 ezaltal NLRP3 oligomerizaciojahoz és aktivacidjahoz, direkt
antimikrobialis hatas.
.. Fagocitak gyulladasos mediator termelésének fokozasa, dirket
Granulizin TLR4 g &y
antimikrobialis hatas.
Dendritikus sejtek érésének fokozasa, fehérvérsejtek kemotaxisa, direkt
EDN TLR2 ! !
antimikrobialis hatas.
1. tablazat. A DAMP-ok, receptoraik és azok biolégiai hatisa. HsP: Heatshock Protein, HMGB1: High Mobilitiy

Group Box 1, ATP: adenozine triphosphate, HMGNL1: high mobility group nucleosome-binding domain 1 protein, EDN:

eosinophil derived neurotoxin Chen; Toubai, Patel és munkatdrsaik munkdi alapjan késziilt ta blazat [26,27,38].
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1.5 A dendritikus sejtek aktivacidojat koveté metabolikus valtozasok

Az elmult évtizedekben egyre nagyobb hangsuly keriilt az immunsejtek
metabolizmuséanak vizsgalatara (4. abra). Tudjuk, hogy a velesziiletett immunitas sejtjei
PAMP, DAMP, valamint citokin stimulust kdvetden 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 (4. abra)

[13,40].

TLR activation |

Resting DC

Fatty acid
oxidation

| Glycolysis

Enzymes for
fatty acid
QPR | synthesis

Fatty acid
synthesis

Optimal protein
expression and
DC activation

4. abra: A Toll-like receptoron torténd felismerést kivetden a sejtaktivdciot segitendd, endoplazmatikus retikulum stressz
és metabolikus valtozdsok is kialakulnak. PRR agonista expoziciot kévetéen olyan jelatviteli utvonalak aktivalodnak, melyek
hatdsdra szamos, a nuklearis faktor - kB (NF-xB) és az interferon- reguldlo faktor (IRF) dltal szabalyozott gén kifejezédése
Jfokozodik. Ennek kovetkeztében endoplazmatikus retikulum (ER) stressz alakulhat ki és aktivalodik a sériilt fehérjevalasz
(unfolded protein response, UPR), mivel a sejt probal alkalmazkodni a nagyobb mértékii szekrécids fehérje termeléshez. Az
UPR egyik meghatdrozo effektor fehérjéje az X-box kotd fehérje 1 (X-box-binding protein 1, XBP1), mely aktivdlja a zsirsav
szintézisert felelds gének transzkripciojat. A TLR-ek és valosziniileg mas PRR-ek esetében is, ehhez tarsul a TANK-k6t6 kinaz
1 (TBK1), az NF- «B kindz alegység-¢ inhibitor (IKKe), az AKT és a hexokindz 2 (HK2) aktivdléddsa, amely fokozza a
glikolizist, ezzel a zsirsav szintézishez sziikséges citrat megndévekedett exportjat eredményezi a mitokondriumokbol. Ezzel
pdrhuzamosan a pentoz-foszfatutvonal (penthose phosphate pathway, PPP) aktivitasa is fokozodik, ami a zsirsav szintézishez

elengedhetetlen kofaktor, a NADPH termelddését segiti. Az uj zsirsavak szintézise lehetévé teszi az ER névekedését, amely
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A nyugvo allapoti DS-ek alapvetéen katabolikus metabolizmust mutatnak, melynek
energia szlikségletét a Krebs ciklus (TCA) altal hajtott oxidativ foszforiacio (OXPHOS) fedezi.
Ezeket a folyamatokat az adenozin monofoszfat aktivalt protein kinaz (AMPK) szabalyozza
[13,41-43]. A felépit6é folyamatokhozsziikséges glikolitikus intermedierek eléallitisahoz pedig
az intracellularis glikogént hasznaljak forrasként. Aktivaciot kovetden a DS-ek anabolikus
folyamatokkal, glikolizissel és tejsavas erjedéssel, biztositjak energia sziikségleteiket, valamint
nitrogén monoxid (NO) termelésbe kezdenek. Az NO képes gatolni az elektron
transzportlancot, az ennek kovetkeztében felgyiilemld TCA intermedier molekulak tamogatjak
a zsirsav szintézist, illetve a reaktiv oxigéngydkok (ROS) és a tovabbi NO termelését
[13,42,43].

A glikolizis fokozodéasaa DS aktivacio egyik jellegzetes folyamata, ami mar roviddel a
PAMP/DAMP aktivaciot kovetden lejatszodik [44—-47]. A gliikoz-piruvat Gtvonal gatlasa
hosszl tavon képes befolydsolni a DS-ek érési folyamatait, a ko-stimuldcios molekulaik
kifejezOdését, a citokin termelésiiket, illetve a T sejt aktivalo képességiiket is. Ha a glikolizist
blokkoljak 2-deoxigliik6zzal (2-DG), vagy valamilyen genetikai rendellenesség kovetkeztében
kialakuld a-enoldz (ENOI1) deficiencia, illetve laktat dehidrogendz (LDHA) és piruvat
dehidrogenaz kinaz 1 (PDK1) fokozott kifejezddése esetén nem megfeleloképpen zajlik le az
in vitro differencialtatott DS-ek aktivacidja [47-49]. Az ilyen DS-ek LPS-sel vagy
chlamydiaval torténd stimulaciot kovetden, a T sejteket Th1 és Th2 irdnyu polarizacid helyett
Th17, vagy regulatérikus T sejt iranyba polarizaljak [48]. Az influenza A virussal aktivalt
humén pDS-eknél, a 2-DG kezelés hatasara szintén csokken a ko-stimuldciés molekulak
kifejez6dése, illetve az I-es tipust interferon (IFN-1) expresszidjais [46].

Jelenlegi ismereteink szerint, a glikolizis gatlasa nincs hatdssal a human moDS-ek
fagocitalo képességére, azonban a gliikkdz és a fokozott glikolitikus aktivitas sziikséges a DS-
mobilitdsa, morfologidjuk inkabb lekerekedett, valamint csdkken a nyirokcsomodkba vald
migracidjuk is [50]. Ez utobbi megfigyelhetd a hipoxia indukalt faktor-1a (HIF1a) deficiens
DS-eknél is. Hipoxids kornyezetben differencialodott DS-eknek fokozodik a migracios
képessége, és azt feltételezik, hogy ez egy HIF 1 a fliggd folyamat [51].

A glikolitikus valtasnak a DS-ekben tobb szabdlyozasi pontja is van. A DS-ek gliikéz
felvétele, amely kapcsolatban all a sejtek glikolitikus aktivitasaval, DS altipustol fliggben
kiilonbo6z6 lehet [44]. A DS-ekben a glikolitikus valtas az aktivaciot kovetden perceken beliil
megkezdddik. Az indukalhaté gliikoz transzporter 1 (GLUTI) kifejezédése azonban csak

orakkal a TLR-stimulaciot kovetéen emelkedik meg. Ez arra utal, hogy DS-ek kozvetleniil a
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TLR-medialt aktivacié utan intracellularis glikogénbdl fedezik a gliilkoz igényiiket. Az
aktivalast kovetd késobbi iddintervallumban, azonban megnd a sejtek extracellularis
glikozfelvétele. Ezt a megnovekedett GLUT1 expresszidja is igazolja, melynek gatlasa
kovetkeztében csokken a CD40 és CD86 molekulak kifejezdése [53]. Erdekes megfigyelés,
hogy 18-24 6raval a DS aktivacio utan - amikor a DS-ek mar a nyirokcsomoba jutottak —a
gliikoz gatolja a DS-medialt T sejt valaszokat. Ha tobb oraval az aktivaciot kovetden gliikoz
helyett galakt6z tartalmaz6 médiumban tenyésztették a DS-eket megnovekedett a ko-
stimulatorikus molekulak kifejez6dése a felsziniikon [52].

A glikolitikus valtast rovid tavon leginkabb a TANK-k6t6 kinaz-1 (TBK1)/IkB kinaz-¢
(IKKe)/AKT/hexokinaz 2 (HK2) utvonal (4. abra) aktivacidja vezérli, hosszu tavon pedig az
mTOR ¢és /vagy a HIFla indukcioja. A TBK1 ¢és az IKKe mar percekkel a DS-t ér6 LPS
stimulust kovetden aktivalodnak, ami az AKT foszforilacidjat és a HK2 mitokondriumhoz
kotdédését eredményezi. Ezek a folyamatok tAmogatjak a glikolizis beindulasat, valamint a
glikolizis fenntartasat a sejt aktivaciojat kovetd korai szakaszban [54]. A DS immunogn
stimulusat kovetden az AMPK inaktivacioja, valamint a PI3K/AKT/mTOR utvonal indukcioja
maga utdn vonja a glikolitikus enzimek, mint az LDHA, a piruvat kindz 2 (PKM2), a
foszfofruktokinaz (PFK), valamint a gliikoz transzporter GLUT1 kifejezédésének fokozodasat
[44,50]. Gyenge stimulus esetében, az aktivacié utan 18 6raval,az AKT, mTORC1 és mTORC2
szintje fokozatosan csdkken, akér csak a sejt glikolitikus aktivitdsa. Az AMPK aktivacidjanak
fokozddasa forditottan hat a DS-ek érésére, igy az aktiv AMPK a csdkkent proinflammatorikus
DS funkciokkal all 6sszefiiggésben [50]. Az mTOR/mTORCI1 gatlasa kovetkeztében hosszabb
tavon alacsonyabb lesz az aktivalt sejt gliikoz fogyasztasa, laktat termelése, a glikolitikus
enzimek, valamint gliikoz transzporterek kifejezddése és az extracellularis savasodasi rata
(ECAR) is. Osszességében ugy tiinik, hogy az mTOR képes hosszi tdvon irdnyitani a DS-ek
aktivaltsagat [55].

A HIF1a stabilizécidja szintén fokozodo glikolitikus aktivaciot eredményezd folyamat,
mivel a glikolitikus gének nagytobbsége HIF1a célgén is [45,47,52,56]. Hipoxias kozegben
megno a DS-ek felszinén a ko-stimulatérikus és az MHC-II molekulak kifejezédése, emellett
fokozodik a sejtek gliikozfogyasztasa, a glikolitikus enzimek kifejez6dése, illetve az ATP és
laktat termelésiik is [51]. A HIF1a hidnya, vagy miikodésének gatlasa esetén ezek a jelenségek
nem figyelheték meg [47].

A mikrokornyezetbdl szarmazo jelek is befolyasolhatjdk a DS-ek funkcidit. Ezek a
hatasok gyakran a glikdz metabolizmus modositasaval jarnak egyiitt. Az egyik mar leirt

mechanizmusaz IL-10 altali DS aktivaci6 gatlas, mely valdsziniileg az AMPK aktiv formaban
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tartasa miatt jon 1étre [44,49]. Kiilonb6z6 exogén metabolitok, mint egyes zsirsavak vagy akar
a laktat is képes a DS-ek funkcidjat befolyasolni. Ez utobbi a HIF1a stabilizadciojaval képes a
glikolizist fenntartani. A butirat rovid szénldncu zsirsav, amely a glikolizis gatlasaval képes
befolyasolni a DS érését. Human moDS-eknél figyelték meg, hogy a butirat az LPS stimuléaciot

kovetden a moDS-ek T sejt polarizacios képességét Treg iranyba modulalja [57].

11.6.0 Az oxidativ stressz hatasara létrejovo 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 4gensek endogén, illetve exogén
eredetliek is lehetnek. Jelentds mennyiségii reaktiv oxigénszarmazékok termelddnek a
mitokondridlis 1€gzési lanc miikddése soran. A 1égzési lanc 1. és III. komplexe a felelds
leginkabb a mitokondrialis ROS termelésért [58]. Ezen kiviil a gyulladasok folyamatok is
szamottevo forrasai az endogén ROS-nak. A fagocita sejtek példaul bekebelezett baktériumok,
valamint virusok elpusztitaisthoz NADPH oxidazok révén termelnek ROS-t [59]. Az exogén
eredetli ROS forrasai lehetnek a kiilonb6z06 sugarzasok, 1égszennyezd részecskék vagy akar a
novényi pollenek NADPH oxidazai is [60,61]. Szuperoxid anionok (O,*) kialakulhatnak
kiilonb6z6 molekulak, mint példaul dopamin, adrenalin, flavonoidok vagy hidroquinolinok
autooxidacidja kovetkeztében is [62].

A leggyakrabban létrejovo ROS molekulak a szuperoxid anionok, a hidroxil gyokok
(OH"), a peroxil gyokok (-ROO-), az alkoxil gyokok (-RO*), valamint a hidrogén peroxid
(H20,), a hipoklorsav (HOCI) és a peroxinitril (ONOO").

Habar a reaktiv gyokoknek fontos szerepiik van a sejtek homeosztazisanak
fenntartasaban, a mikrobak elleni védekezésben és egyes szignalizacids utvonalakban [63],
fokozott koncentraciojuk esetén tobb makromolekula is oxidalodhat. Kiilonbozo fehérjékben,
lipidekben és akar a DNS-ben is kialakulhatnak oxidativ karosodasok. Az oxidativ stressz a
DNS-t tobbféle modon is karosithatja. Létrejohet teljes, vagy részleges lanctorés, a purin €s
pirimidin bazisok, vagy a cukor rész mddosulasai, vagy fehérjékkel torténd keresztk 6todés is.
Ezek a moédosuldsok fontos szerepet jatszhatnak nemcsak az dregedési és neurodegenerativ
folyamatokban, a karcinogenezisben, a kardiovaszkularis €s autoimmunbetegségekben, de akar
az allergias korképek kialakulasaban is [64].

A DNS-ben talalhato bazisok koziil, a guanin bazisok a legfogékonyabbak az oxidativ
karosodasra, hiszen ezek a bazisok rendelkeznek a legkisebb oxidacios potenciallal. Naponta

koriilbeliil 100 000 guanin oxidacio jon létre egy eukaridta sejtben [65]. A guanin kiilonb6z6
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oxidalt formai koziil, a 8-0x0G ( 5. abra) a leggyakrabban el6forduldo modosulat [66,67]. Ha
ez akarosodottbazis nem keriil kijavitasra areplikacié folyaman, a 8§ -oxoG egy adenin bazissal

parositddhat, igy transzverzids mutacio johet létre az ujonnan szintetizalodd DNS szélban.
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5. abra: Reaktiv oxigéngyokok hatisdara leggyakrabban kialakulo oxidalt médosulata a guanin bazisnak a 8-0X0-

7,8-dihidroguanin (8-0x0G) [65].

Az emldsokben a 8-0x0G kijavitasaért felelés egyik enzim az OGGI1, mely képes az
intrahelikalis 8-0X0G-t elektrokémiai tulajdonsagai alapjan felismerni, majd BER
mechanizmus soran kivagni a DNS-b6l [68]. 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 kdrosodéasok javitasanak egyik f6 titvonala a
BER (6. abra). Ennek soran a DNS glikozildzok hidrolizaljak a N-glikozil kotéseket, igy
endonukleaz (APE) érzékeli, majd hasitjaa DNS cukorfoszfat gerincét. A kialakultbéazis hianyt
a DNSpolimerazkitolti és végiil a DNS ligaz 4llitja helyre a duplaszala DNS integritasat. Habar
azemldsokben markozel egy tucat glikozilaz enzimetleirtak, harom olyan fébb enzim talalhato
koztiik, melyik képes oxidaciot kovetden a BER folyamatot beinditani. Az uracil DNS
glikozilaz (UNG), mely az uracil molekulat képes eltavolitani a DNS-b6l. Az OGG1 habar
képes egyéb oxidalt purint is felismerni, elsddlegesen a 8-0X0G-t tavolitja el, valamint
bifunkcionalis enzimként AP lidz aktivitassal is rendelkezik, akar csak az endonukleaz III

homolog 1 (NTH1), ami az oxidalodott pirimidin bazisokat hasitja ki [69].
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6. abra: Oxidativ kdrosoddst kovetd bdzis excizios repair mechanizmus. A folyamat elején a glikozildzok kiforditiak és

kivagjak a kdrosodott bazist, majd az APEI kialakitia a DNS polimerdz (PolB) szamdara megfelelé 3°-OH végeket a DNS
cukorfoszfat gerincében. A DNS polimeraz feltolti az iiresedést, végiil a DNS ligaz (Liglll) visszaallitia a duplaszalu DNS

integritdsat. Az dbra Kumar és mtsai kézleménye alapjdan késziilt [70].

Ugy gondolhatnank, hogy az OGG1 hidnyaban felgyiilemlé mutaciok jelentds karosodast
okoznak a sejtek miikodésében. Az oxidativ stressz kovetkeztében kialakuldé DNS
karosodasokat valoban szamos betegséggel és az oregedéssel is Osszefiiggésbe hozzak [71].
Azonban OGG1 knock out (OGG1”) egerekben ez a feltételezés nem igazolodik. Kronikus
oxidativ stressz hatasara ezekben az allatokban nem ndvekszik meg a tumorok kialakulasanak
gyakorisaga, és habar a genomi 8-0x0G szint is joval a fiziologids tartomany felett van, az
¢letidejitk nem csokken szignifikans mértékben [72]. Meglepé modon, a vad-tipust tarsaikhoz

viszonyitva a kiilonb6z6 gyulladasokkal - példaul az LPS kezeléssel kivaltott gyulladéssal -
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szemben is ellenallobbnak bizonyulnak [73]. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az OGGI1-nek
vagy a felszabadul6é 8-0X0G-nak lehet olyan hatdsa, amely felelés a gyulladasos valaszok

beinditasaért.

11.6.1 OGG1 BER-t koveto valtozasok

Régebben ugy gondoltak, hogy a 8-0xoG kis molekula 1évén, passziv modon tavozik a
sejtbol, majd a késdbbiekben a vizelettel kivalasztodik a szervezetbdl. Ezért is hasznaljak a
becslésére [66]. Nemrégibenazonbankideriilt, hogy az OGG1 képes nagy affinitassal megk6tni
a BER sordn 1étrejovo 8-0X0G-t az aktiv centrumatol eltérd helyen, és ezzel konformacié
valtozastkovetéenuj funkciotnyer [74]. A kialakulo OGG1-8-0x0G komplexguanin-nukleotid
cser¢ld faktorként képes a kismolekula sulya GTPazokat aktivalni (7. abra), mint példaul a K-
Ras [74,75], Racl [76] és RhoA [77], és igy fokoznia down-stream gének kifejez6dését
ezzel fokozza a pro- inflammatorikus gének kifejez6dését [74,80]. Mindezek mellett,
nemrégiben azt is kimutattdk, hogy az OGG1-BER folyamat hatdsa j61 modellezhetd a sejtek
8-0x0G kezelésével. A 8-0x0G expozicio hatasara fokozddtak a homeosztatikus, valamint az
immunrendszer miikodésével 6sszefiiggd gének, mint példaul a makrofagok aktivacidjahoz
sziikséges citokin, integrin és interleukin jelatviteli itvonalakban résztvevo gének kifejezédése
[81].

7.abra: Az OGG1 fehérjének a DNS javitastol eltérd funkcidja.
Az OGGI azdltala kihasitott szabad 8-oxoG bazissal komplexben
guanin-nukleotid cseréld faktorként (guanine- nucleotide
exchange factor, GEF) hat a kis molekulasilyv GTPazokra, igy
képes kiilonboza jelatviteli utakat aktivalni. Az abra Wang és

mtsai kdzleményébdl szarmazik [82].
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I1I. Célkitiizések

Vizsgalataink soran a 8-0x0G kezelés és a RIG-I-medialt aktivacié hatédsait kivantuk
tanulmanyoznidendritikus sejteken in vivo és in vitro modell rendszerekben. Kisérleteink soran

az alabbi kérdésere probaltunk valaszolni:

1/1 A 8-0x0G-nal torténd intranazalis kezelés megvaltoztatja-e a DS funkcidkhoz kothetd

gének expresszidjat az egerek tiidejében?

I/2 Az intranazalis allergénnel egyiitt adott 8-0xoG fokozza-e az allergén-specifikus

ellenanyagok termelddését egerekben?

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

kemokin termelésiiket? Ha igen, a mechanizmus fligg-e az OGG1 kifejez6désétdl?

1/ A TLR-stimulacié kovetkeztében kialakuld és a RIG-I-altal kivaltott I-es tipust IFN

valasz filigg-e a glikolizist6]l human plazmacitoid dendritikus sejtekben?
[1/2 A RIG-I-indukalt I-es tipust IFN termelés fiigg-e a glikolizistdl human moDS-ekben?

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

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

IV.1 Allatok kezelése transzkriptom analizishez

Az allatkisérletek az amerikai,,National Institute of Health” (NIH), ,, Guide for Care and Use
of Experimental Animals” (Allatok gondozasa és kisérletekben torténd felhasznalasuk)
szabvanyainak megfeleléen torténtek, valamint a ,,University of Texas Medical Branch”
(UIMB), ,,Animal Care and Use Committee” engedélyével torténtek (engedély szam:
0807044A). A kisérletekhez nyolc hetes BALB/c egereket (The Jackson Laboratory, Bar
Harbor, ME, USA) hasznaltunk. Az egereket (n=5 /csoport), enyhe anesztézia mellett,
intranazalisan (i.n.) kezeltiik egyszeri kezelés esetén a 0., valamint tobbszords kezelésnél a 0.,
2. és 4. napon 60 pl pH—semlegesitett 8-0x0G (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA)
oldattal (pH: 4,5; 0,0005 mg/kg), vagy fiziol6gias s6 oldattal. A reagensek LPS koncentracidja
minden esetben a detektalhato szintalatt volt. Az allatokatakezeléseketkovetd (mind egyszeri,
mind tobbszori kezeléseknél) kiilonbdzd iddpontokban (0,30, 60 és 120 perc) terminaltuk, hogy
a tiid6kbol RNS-t izolalhassunk.

IV.2 Egerekkezelése az allergén-specifikus IgM és IgE ellenanyagok szérum szintjeinek

meghatarozasahoz

Nyolc hetes néstény BALB/c egereket (n= 8 csoportonként), enyhe anesztézia alatt,
intranazalisan kezeltiink 8 pg/egér ovalbuminnal (OVA, Grade V, A5503, Sigma—Aldrich, St
Louis, MO, USA) énmagaban 60 ul térfogatban, vagy 0,1, 1 vagy 10 pM-0s pH-kiegyenlitett
8-0x0G oldattal kombinacidban, 0-t6l 4. napig, illetve a 8. és 28. napon. Kontrollként
megegyez0 térfogata PBS kezelést hasznaltunk. A 30. napon az egereket terminaltuk, a szérum
OVA-specifikus IgM és IgE szinteket ELISA kit-ek (Southern Biotech, Birmingham, AL,
USA) felhasznalasaval mértiik a gyartd utmutatoinak megfeleléen. Az abszorbanciat Synergy
HT micropalte reader-rel (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA) detektaltuk 450 nm-en.

IV.3 Primer human sejtek szeparalasa

Az egészséges donorokbol szarmazo ,,buffy coat” készitményeket az Orszagos Vérellatd
Szolgalat, Debreceni Regiondlis Vérellato Kozpontjabol kaptuk, és azokat az Orszagos
Vérellatdé Szolgalat vezet6jének és a Debreceni Egyetem, Klinikai K6zpont Regionalis és
Intézményi Kutatasetikai Bizottsdganak engedélyével hasznaltuk. A periferidlis vér

mononuklearis sejteket (PBMC) Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden)

25



gradiens centrifugalassal nyertiik ki a ,,buffy coat”-bol. A PBMC-kb61 a monocitakat pozitiv
szelekcio soran, anti-CD14 konjugalt mikrogyongydkkel (Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach,
Germany) valasztottuk el, magneses sejtszeparalassal a gyartd utasitdsai szerint. A frissen
izolalt monocitakban a  géncsendesitést eclektroporacioval végeztik. A  DS-ek
lemezekre tettiik 1x10° sejt/ml szamban. A tenyésztést RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) médiumban végeztiik. Ezt 100 U/ml penicilinnel, 100 pg/ml streptomycinnel
(Biosera Ltd, Ringmer, UK), 10% hdinaktivalt magzati marha szérummal (FBS, Gibco BRL,
Grand Island, NY, USA), 80 ng/ml granulocita-makrofag kolonia-stimulalé faktorral (GM-
CSF; Peprotech EC, London) és 100 ng/ml IL-4-gyel (Peprotech EC, London, UK)
egészitettlink ki. A masodik napon a tenyésztd médium felét lecseréltiik friss médiumra, és az
el6zéekkel megegyez6 mennyiségii GM-CSF-fel és 1L-4-gyel kiegészitettiik. Kisérletekhez a
sejteket az 6t0dik napon hasznaltuk, amikor éretlen DS-ekre jellemz6 fenotipussal (DC-SIGN/
CD209*, CD14-, CD1a*) rendelkeztek. A primer human pDS-eket pozitiv szelekcioval
izolaltunk PBMC-bdl, CD304 (BDCA-4/Neuropilin-1) MicroBead Kit (Miltenyi Biotec)
felhasznalasaval, majd 1x10° sejt/ 200 ul RPMI 1640 médiumban, 96 lyuku sejttenyésztd
lemezre tettiik. A médiumot 10% héinaktivalt FBS-sel, 2 mM L-glutaminnal 100 U/ml
penicilinnel, 100 pg/ml streptomycinnel (Biosera Ltd.) és 50 ng/ml rekombinans human IL-3-
mal (PeproTech) egészitettiik ki. A ko-kultara kisérletekhez PBMC-bél allogén naiv CD8* T
sejteket izolaltunk, Human naive CD8* T cell isolation kit-tel (Miltenyi Biotec), a gyarto

utasitasainak megfeleléen. A primer human pDS izolalast Bencze Doéra hajtotta végre.

IV.4 A GEN2.2 sejtvonal

Kisérleteinkhez a Dr. Joel Plumas és Dr. Laurence Chaperot altal rendelkezésre bocsatott
human plazmacitoid dendritikus sejtvonalat, a GEN2.2-t (Research and Development
Laboratory, French Blood Bank Rhodne-Alpes, Grenoble, France) 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 (mindkett6 Sigma-Aldrich) és 5%
nem esszencialis aminosavakkal (Life Technologies Corporation) kiegészitett RPMI 1640
médiumban (Sigma-Aldrich). A kisérletekhez, a GEN2.2 sejteket eltavolitottuk a feeder
sejtrétegrol, majd 24 lyuku tenyésztélemezekre helyeztiik azokat 5x105sejt/ 500 ul stiriiségben,
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RPMI 1640 médiumban (Sigma-Aldrich). A sejtvonal tenyésztését és az inkubacidkat 37°C-0s

termosztatban végeztiik, 5% CO; szaturacié mellett.

IV.5 A sejtek kezelése

s

uM), TLR7/8 ligandummal vagy TLR9 agonista CpG-B-vel (5 uM, ODN2006; Hycult Biotech,
Uden, The Netherlands) kezeltiink. Inkubécios idészakokban a sejteket 37°C-on, parasitott, 5%
CO; inkubatorban tartottuk. A TLR aktivaciohoz a GEN2.2 sejteket és a primer pDS-eket 12
oran keresztiil CpG-A (ODN 2216, 1 uM; Hycult Biotech, Uden, The Netherlands) TLR9
agonistaval kezeltiik. RIG-I expresszi6 indukaldsahoza GEN2.2, illetve primer pDS sejteket
0,25 uM CpG-A-val eldkezeltiik 16 6ran keresztiil, majd atmostuk a sejteket, és friss RPMI
1640 médiumban tettiik ki azokat. Ezutan a sejteket 5° ppp-dsRNS-sel (InvivoGen, San Diego,
CA, USA), specifikus RIG-I agonistaval stimulaltuk, LyoVec™ (InvivoGen) transzfekcios
reagens felhasznalasaval, a gyartd felhasznélasi utmutatasai szerint.

dsRNS-LyoVec™ komplexet adtunk a sejtekhez a jelzett idépontokban. MoDS-cknél a
differenciacio 5. napjan a sejtkultira médiumok felételtavolitottuk €s friss médiumra csereltiik,
majd a sejteket 12 oras 5’ppp-dsRNS-LyoVec™ komplex expozicionak tettiik ki. Parhuzamos

crc

Sigma- Aldrich) kezeltiik.

IV.6 RNS izolalas egér tiidébol

Nazalis kezelést kovetden, eltavolitottuk az egerek tiidejét, majd lizis pufferben (Qiagen,
Valencia, CA, USA), TissueMiser® (Fisher, Pittsburgh, PA, USA) késziilékkel
homogenizaltuk azokat. Az RNS izolalasa RNeasy kit (Qiagen) hasznalataval tortént, a gyartd
altal megadott leirasnak megfelelden. Az RNS koncentraciokat Epoch Take-3™ system
(BioTek, Winooski, VT, USA) késziiléken, Gen5 2.01-es verzioju szoftver hasznalataval
hatdroztuk meg. Az egyes kisérleti csoportokbdl szarmazod egerekbdl (n=5) egyenld

mennyiségli RNS-t gylijtottiink 6ssze, amelyet triplikdtumokban vizsgaltunk.

IV.7 Uj generacios szekvenalas

Génkonyvtar készitéséhez, a szekvenalast (deep sequencing) az UTMB Next-Generation

Sequencing (NGS) Core Facility intézetében, Illumina HiSeq 1000 sequencing system (Illumina
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Inc., San Diego, CA, USA) késziilékkel végeztiik, Aguilera-Aguirre, 2015 modszere szerint
[81]. Ateljes RNS-b61(1 ng), apoly(A)* RNS-t poly(T)oligo konjugalt magneses gyongyokkel
kiszelektaltuk. A megkotott RNS-t 8 percig 94°C-on inkubdlva fragmentaltuk 19,5 pl
fragmentéacids pufferben (Illumina, Part#15016648). Az els6- és masodik szdl szintézist,
adapter kotodést és konyvtar amplifikaciot [llumina TruSeq RNA Preparation Kit-tel végeztitk
a gyarto utasitasai szerint. A mintakat az adapterekbe épitett index tag-ekkel kovettiik nyomon.
A konyvtar mindségét Agilent DNA-1000 chip-pel, Agilent 2100 Bioanalyzer késziilékkel
vizsgaltuk. A konyvtar DNS templatok mennyiségi analizisét Q-PCR-ral és ismert méretii
referencia standardokkal végeztiik.

A DNS templatok klaszterekbe rendezéséhez, TruSeq PE Cluster Kit version 3
(Illumina) és Illumina cBot workstation-t hasznaltunk, a gyart6 utasitasainak megfelelden. A
templat bemenetet ugy kalibraltuk, hogy azok 700-1000 K/mm?2 klaszterstirtiséget érjenck el. A
parositott végii szekvenalast egy TruSeq SBS kit version3 (Illumina) kit-tel, Illumina HiSeq
1000 késziileken végeztiik a gyartd itmutatasa alapjan. A nyers szekvenciaadatokat 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 elérhetéek a GSE61095, valamint a
GSE65031-es szamon. Reads per kilobase of transcript per million (RPKM: illesztett
leolvasasok szama/a transzkriptkilobazisban mérthossza)/a leolvasasok teljes szama millioban
kifejezve) értékek minden esetben, a hozzajuk tartozo kontrollokra lettek normalizalva [83].
Annak érdekében, hogy megerdsitsiik a kivalasztott gének transzkripcios szintjeit, egy SAB
biosciences RT profiler PCR Array assay-t (PAMM-090A, Qiagen) hasznaltunk, a gyarto
utasitasainak megfelelden. A vizsgalatot SYBR® Green qRT-PCR-ral, egy ABI7000 Sequence
Detector (Life Technologies, Grand Island, NY) késziiléken végeztiink. A génexpresszioban
tortént valtozdsok meghatarozasira a AACt modszert alkalmaztunk. A kalibracidhoz
stimulalatlan sejteket hasznaltunk, majd eredményeinket GAPDH-ra a normalizaltuk [83].

Az Ujgeneracios szekvenalast Boldogh Istvan és mtsai végezték mely eredmények

felhasznaldsat a rendelkezésiinkre bocsajtottak.

IV.8 Génontologiai vizsgalatok

A teljes transzkriptombol késziilt hétérképeket és a hierarchikus klasztereket Morpheus online

szoftverrel készitettiik (Broad Institute, http:/ broadinstitute.org/morpheus). A Venn

28



diagramok készitéséhez a Venny 2.1 szoftvert hasznaltuk
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny//index.html). Az egér DS aktivacioval bizonyitottan
Osszekothetd gének listajanak készitéséhez a Mouse Genome Informatics gén ontoldgiai
bongészojét (MG, The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine,
(http://www.informatics.jax.org/vocab/gene_ontology/), és a Mouse Dendritic and Antigen
Presenting Cell RT? Profiler PCR Array (Qiagen) génlistajat hasznaltuk.

1IV.9 Geéncsendesitési kisérletek

A frissen izolalt monocitakat 3 uM OGG1 -specifikus SIGENOME Smartpool, vagy nem target,
kis interferald RNS-sel (SIRNS, Dharmacon, Pittsburg, PA, USA) elektroporaltuk Opti-MEM
médiumban (Life Technologies), 4 mm-es kiivettakat (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich,
Germany) alkalmazva GenePulser Xcell késziilékkel (Bio-Rad). Az elektroporaciot kovetden a
sejteket a fentebb leirt médon tenyésztettiik. A DS differenciacio masodik napjan az IL-4-et és
GM-CSF-et potoltuk. Az OGG1 kifejez0dési szinteket western blot-tal hataroztuk meg a

csendesités 6todik napjan.

1VV.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 (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Munich, Germany). A nem specifikus kotéhelyeket 5% zsirszegény tejport tartalmazo TBS-
Tween (50 mM Tris, 0,5 M NacCl, 0,05% Tween-20, pH 7,4) oldatban blokkoltuk 1 6ran at
szobahdmérsékleten, majd egy éjszakan keresztiil jeloltiik 4°C-on OGG1-specifikus antitesttel
(nyul monoklonalis antitest; Abcam, Cambridge, UK) vagy anti RIG-1 (Cell Signaling,
Danvers, MA, USA) és anti-B-aktin (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) primer
antitestekkel. A primer antitestek detektaldsahoz, a membrant torma-peroxidézzal konjugalt
masodlagos antitesttel (anti-nyul; Bio-Rad Laboratories, Munich, Germany vagy anti-egér, GE
Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) inkubaltuk 1 o6ran keresztil
szobahOmérsékleten. A fehérje mintdk kimutatdsdhoz kemilumineszcens rendszert
(Supersignal West Pico/Femto chemiluminescent substrate; Thermo Scientific, Rockford IL,
USA) hasznaltunk. A western blot filmeket beszkenneltiik, majd denzitometraltuk Kodak 1D
Image Analysis 3.6-os verzioj szoftver (Kodak Digital Science Imaging, Eastman Kodak, New
Haven, CT, USA) segitségével. A relativ denzitdsok meghatarozasahoz azOGG1, RIG-I savok

intenzitasat és a hozzajuk tartoz6 B-aktin savok intenzitdsanak ardnyat hasznaltuk.
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IV.11 A sejtek aramlasi citometrias vizsgalata

Sejtfelszini fehérje expressziok vizsgalatdhoz a sejteket megjeldltik FITC-konjugalt,
monoklonalis CD40 és CD209 antitestekkel, PE-jel6ltanti-CD14, anti-CD86 és anti-HLA-DQ,
PE-Cy5-jel6lt anti-CD83 és APC konjugalt anti-CD1a és izotipus kontroll antitestekkel. Az
0sszes monoklonalis és izotipus kontroll antitestet a BioLegend-t61 (San Diego, CA, USA)
szereztiik be. A fluoreszcencia intenzitasok méréséhez, FACS Calibur &ramlési citométert (BD
Biosciences Immunocytometry Systems, Franklin Lakes, NJ, USA) hasznaltunk. Az Gsszes
aramlasi citometrias vizsgalatnal izotipus kontroll antitesteket hasznéltunk a nem specifikus
hattér detektalasara, a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A relativ fluoreszcencia intenzitas
értékeket a specifikus antitest €s nem specifikus izotipus kontrollok median fluoreszcencia
intenzitds ardnyaval hataroztuk meg. Az adatok kiértékelését FlowJo szoftverrel (TreeStar,

Ashland, OR, USA) végeztiik.

IV.12 Sejtek életképességének meghatarozasa

A sejtek életképességét 7- aminoaktinomycin D (7-AAD; 10ug/ml; Sigma- Aldrich) festéssel
hataroztuk meg. Ehhez a sejteket 15 percig jeloltiik, majd d&ramlasi citometriaval FACS Calibur
citométeren (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) mértiik a fluoreszcencia

intenzitasokat. Az adatokat FlowJo szoftverrel (TreeStar, Ashlan, OR, USA) értékeltiik ki.

V.13 A sejtek altal szekretalt citokin, kemokin, illetve tejsav szintek meghatarozasa

A sejtkultura feliiluszokat a megjelolt idépontokban dsszegytijtottiik, az IL-6, TNF, 1L-10
OptEIA; BD Biosciences, San Diego, CA, USA) hasznaltunk. IFN-a és IFN-f szintek mérését,
VeriKine™ Human Interferon Alpha and Beta ELISA kit-tel (PBL Interferon Sources
Piscataway, NJ, USA) végeztiik a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A sejtek tejsav
termelésének detektalasahoz Glycolysis Cell-Based Assay Kit-et (Cayman Chemical, Ann
Arbor, Michigan, USA) hasznaltunk. Abszorbancia értékek mérését, Synergy HT microplate
reader (Bio- Tek Instruments, Winooski, VT, USA) késziiléken végeztiik, a citokinek és
kemokin kimutatasat 450 nm-en, a laktat assay-t pedig 490 nm-en végeztiik.
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1V.14 Extracellularis Flux Analizis

A valos idejii extracellularis flux analizishez (EFA) a human pDS-eket és moDS-eket
Osszegyiijtottiik, mostuk, majd felvettiik Agilent Seahorse XF Base médiumban (pH 7,4,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), amit 10 mM gliik6zzal, 2 mM glutaminnal és
1% FBS-sel egészitettiink ki. A sejteket Cell-Tak fedett (Corning Inc., NY, USA) Seahorse
XF96 Cell Culture Microplate-ekre (Agilent Technologies) helyeztiik 1.5x10° sejt/ lyuk
stiriségben. A kisérleteket megeldzden, a sejteket 1 o6ran keresztiil, 37°C-on CO; nélkiili
inkubatorban tartottuk. Az extracellularis savasodasi rata (extracellular acidification rate,
ECAR) mérését parhuzamosan, valds idében végeztilk Seahorse XF96e Extracellular Flux
analyzer (EFA; Agilent Technologies) késziilékkel. A CpG-A-t és az 5’ppp-dsRNSt
kozvetleniil az EFA méréseket megelézden adtuk a rendszerekhez. Az extracellularis flux

analizist Pazmandi Kitti Linda végezte, az eredményeket az engedélyével hasznéaltam.

V.15 Kvantitativ, valés ideji PCR

A teljes RNS izolatumokat 5x10°sejtb6l vontunk ki Tri reagenssel (Molecular Research Center
Inc., Cincinnati, OH, USA). Annak érdekében, hogy elkeriiljiik a genomi DNS amplifikacidjat,
az RNS izolatumot DNaz I-gyel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) kezeltiik,
majd reverz transzkripcioval cDNS-t allitottunk el6. Ehhez High Capacity cDNA RT Kit-et
hasznaltunk (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Az IFNB, hexokinaz2 (HK?2), laktat
dehidrogenaz A (LDHA), hipoxia indukalt faktor 1-alfa (HIF1A) génexpresszios assay-ket a
Thermo Fisher Scientific-t61, migaz IFNA1 és PPIA (ciklofilinA ) assay-ketaz Integrated DNA
Technologies-t61 (Coraville, IA, USA) szereztiik be. A kvantitativ PCR-hoz ABI StepOne Real-
Time PCR System-et (Applied Biosystems) hasznaltunk. A ciklus kiiszobértéket (cT) a StepOne
v2.1 Szoftver (Applied Biosystem) segitségével hataroztuk meg. Az mRNS relativ értékét
(2-2CT) minden esetben a PPIA (Integrated DNA Technologies) haztartasi génre normalizaltuk.
A g-RT PCR eredményeket Fekete Tiinde bocsajtotta rendelkezésemre.

IV.16 T sejt proliferacios assay

A CD8* allogén T sejtekkel torténd ko-kultara §sszeallitasa elétta 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 expresszio indukalasa miatt primer pDS-
eket 16 oraig elokezeltiik CpG-A-val (0,25 uM). Alapos mosasokat kovetden, 6 6ran keresztiil
specifikus RIG-I ligand 5 ppp-dsRNS-sel stimulaltuk 6ket 2-DG jelenlétében, vagy a nélkiil
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Ezt kovetden az aktivalt DS-eket kétszer &tmostuk médiummal, majd 96 lyuku, U-alja plate-
ekre helyeztiik 6ketallogén naiv CD8* T sejtekkel egytitt 1:10 DS-T sejt aranyban. A T-sejteket
elézdleg 5 napig 0,5 puM carboxifluoreszcein szuccinimidil észterrel (CFSE, Invitrogen,
Carlsbad, CA,USA) jeloltiik, 1 pg/ml anti-human CD3 monoklonélis antitest (BD Pharmingen)
jelenlétében. A ko-kultiraban tenyésztést kovetden a CFSE festék fluoreszcencia intenzitasat a
BD FACS Calibur aramlasi citométer (Becton Dickinson) FL1 (530415 nm) csatorngjan

detektaltuk. Az adatokat FlowJo szoftverrel (Treestar) értékeltiik.

1VV.17 Statisztikai analizis

Statisztikai elemzéshez varianciaanalizist (ANOV A) hasznaltunk, melyet Bonferroni post-hoc
teszt kovetett. Két csoport 0sszehasonlitdsa esetén Student féle parositatlan t-tesztet végeztiink.
Az adatok elemzéséhez GraphPad Prism v.6 szoftvert (GraphPad Software Inc., La Jolla CA,
USA) hasznaltunk. Statisztikailag szignifikdnsnak a p<0.05 értéket tekintettiik.
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V. Eredmények

V.1 Az exogén 8-0x0G veszély szignal lehet a dendritikus sejtek szamara

V.1.1 A 8-0x0G-nal torténé intranazalis kezelés a DS funkciokhoz kotheté gének
expressziojanak megvaltozasat valtja ki egerekben

Nemrégiben irtak le az OGG1-BER folyamatoknak az egér tiidd teljes transzkriptomra
gyakorolt hatasat [81,84]. Annak érdekében, hogy az OGGI-medialt 8-0x0G képzddést
modellezzék a 1égutakban, egereket 8-0x0G-nal - az OGG1-BER specifikus termékével [85] -
kezeltek intranazalisan. Az egerek egyszeri kezelést kaptak, vagy tobbszori 8-0x0G
kezelésekenestek ata 0.,2. és 4. napon [81,84]. Ezt kovetden az egér tiidokbol RNS-t izolaltak
0,30,60 vagy 120 perccel az egyszeres kezelés utan, vagy tobbszori kezelés esetén, ugyanilyen
idépontokban az utolso kezelését kovetden (8. A dbra). Az RNS mintakat 6sszegyiijtottek,
majd megszekvenaltdk. Az egyszeri kezeléses mintakbol 6sszesen 23 337 transzkriptot, miga
tobbszoros kezeléses mintakbol 18 678 transzkriptot azonositottak (GEO Series elérési szam
GSE61095 ¢és GSE65031) [81,84]. Jelen kisérleteink soran megvizsgaltuk az OGG1-BER
folyamat hatasdt a tiid6 DS-ek funkcidihoz kothetd gének kifejezddésére. Ennek
kivitelezéséhez egy online adatbazisbol (MGI) és korabban publikalt irodalomi adatok alapjan
egy listat allitottunk 6ssze az egér DS-ek aktivacidjaban bizonyitottan kozremiik6do génekrol
(I. Kiegészitd tablazatok). Az egyszeriésismételt 8-0xoG kezelésekbdl nyert RNS szekvenalasi
adatokat Osszevetettiik a listankba Kivalasztott génekkel. A génklasztereket (citokinek,
kemokinek és receptoraik; antigén felvétel; antigén prezentacio; sejtfelszini receptorok; szignal
transzdukcio), illetve a génexpresszidoban bekodvetkezd valtozasokat hétérképen dbrazoltuk (8.
B abra) és a I1. Kiegészitd tabldizatokban tintettiik fel. Azokat a géneket, amelyeknek a
kifejezddése szignifikdnsan megnott (> 2-szeres valtozas), vagy szignifikansan csokkent (< -2-
szeres valtozas), a 8. C abra mutatja be. Az egyszeri 8-0xoG kezelést kovetéen a DS
aktivaciohoz és funkciohoz kothetd 95 génbdl (1. Kiegészito tablazatok) 22 volt, amelyeknek
az expresszioja szignifikdnsan megvaltozott (8. B abra). A tobbszori kezelések az egyszeri
kezeléshez viszonyitva sokkal markansabb valtozasokat okoztak, a listaban szerepld 95 génbdl
42-nek az expresszidja valtozott szignifikansan. Az egyszeri 8-oxoG expoziciot kovetden a
jelentdsen megvaltozott kifejezddésli gének szdma kozel azonos volt a harom mintavételi
idopontban, mig a tobbszori kezeléseknél a maximalis valtozas a 60. percnél volt

megfigyelhetd, €s a 120. percnél nem tapasztaltunk tovabbi novekedést (8. C abra). A 8-0xoG
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expozicié utan a kiilonbozé idépontokban az egyszeri kezelés, vagy a tobbszori kezelések utan,
illetve a mindkét tipust kezelést kovetden szignifikdnsan megvaltozott kifejezédésii gének
szamat Venn-diagramon mutatjuk be (8. D abra). A legnagyobb mértékii valtozas a
kifejez6dott gének szdmaban a tobbszori kezelést kovetd 60. percnél volt megfigyelhetd, ahol
22 egyediés 12,az egyszerikezeléssel atfedd gén expresszidja valtozott megszignifikansan (8.
D abra, |1. Kiegészito tablazatok). Annak ellenére, hogy a kivalasztott 95 gén koziil egyik sem
kizarolagosan az egér tiidOben taldlhaté DS-ekben fejezddik ki, ezek a megfigyelések felvetik
annak a lehetdségét, hogy az OGG1-BER hozzajarulhat a DS-ek aktivaciojahoz.
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8. abra: Egerekben a 8-oxoG dltal kiviltott génexpresszios valtozdsok osszefiiggnek a DS-ek aktivdcidjdval. Nyolchetes
ndstény BALB/c egereket (n=>5/csoport) egyszer (0. nap) vagy tobbszor (0., 1. és 4. nap) intranazdlisan 8 -0x0G-nal kezeltek.
Ezt kovetéen az egér tiidokbil RNS-t izoldltak 0, 30, 60 vagy 120 perccel az egyszeres kezelés utan, vagy tobbszori kezelés
esetén, ugyanilyen idépontokban az utolso kezelését kovetéen. Az RNS mintdkat dsszegyiijtotték, majd megszekvenaltik. A
kezelés folyamatabraja az A panelen lathaté. A ,,DS aktivacioval” dsszefiiggd géneket és klasztereiket hitérképen abrazoltuk
(B). Azoszlop diagramon (C) a szignifikansan (>2-szeres vagy <-2 szeres) megvaltozott kifejezédésii gének lathatoak, mind az
egyszeres, mind a tobbszori 8-0X0G Kezelést kovetden. Az egyszeri vagy a tobbszori 8-0xoG kezelés utdn, illetve a mindkét

tipusii kezelést kovetGen szignifikansan megvdltozott kifejezédésii gének szamat Venn-diagramon mutatjuk be (D).
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V.1.2 Az intranazalis OVA-nal egyiitt adott 8-0x0G fokozza az OVA-specifikus IgE
termelodését

Korabban mar kimutattak, hogy az OVA kezelés adjuvans hasznalata nélkiil is képes
egerekben IgE-medialt allergias 1éguti gyulladast kivaltani [86]. Mi is ezt a modellt
alkalmaztuk, hogy megvizsgaljuk az OGG1 4&ltali DNS BER folyamatok immunmoduldlo
hatasat. Ahogy azt mar leirtak, az ismételt intranazalis OV A kezelések (9. A abra) hatasara, az
OVA-specifikus IgM és IgE antitestek szérumszintjei szignifikansan megemelkedtek (9. B és
C abra). Amikor az OVA-t 8-0x0-G-nal kombinacioban alkalmaztuk, a kezelés az OVA -
specifikus IgM termelédést csak kis mértékben (9. B abra), mig az OV A-specifikus IgE
termelést szignifikansan tovabb fokozta (9. C abra). Azon megfigyelések alapjan, hogy a DS-
ek altali antigén prezentacid elengedhetetlen a follikularis segitdé T sejtek (Tfh sejtek)
allergének elleni immunvalaszok soran létrejové IgE antitestek termelédésében [88],

eredményeink alatdmasztjak, hogy a 8-0X0G kivalthatja az egér 1éguti DS-ek aktivalodasat.
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9. abra: A 8-0x0G és az ovalbumin (OVA) egyiittes alkalmazdsa az OVA-specifikus IgE termelés fokozodasdt valtja ki
Nyolchetes néstény BALB/c egereket (n=8/csoport) enyhe anesthesia mellett a 0-4., 18. és 28. napon intranazalisan kezeltiik
PBS, OVA vagy OVA+8-0x0G oldattal (A). 4 30. napon az dllatokat tilaltattuk, a szérumokat osszegyiijtottiik, majd ELISA
modszerrel meghatdrozuk az OVA-specifikus IgM (B) és IgE (C) szintjeit. Az adatok hdrom fiiggetlen mérés datlagat + SD
mutatjak. * p <0.05, ****p <0.0001 vs PBS és # p <0.05 vs. OVA
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V.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 hatdssal lehet a 8-0x0G kezelés. Ennek vizsgalatdhoz éretlen moDS-eket névekvo
koncentracioju 8-0xoG-nal (1, 10, 100 uM) kezeltiink, majd aramlasi citometraval
megvizsgaltuk a CD40 és CD86 ko-stimuldcidos molekuldk, a CD83 érési marker, valamint a
HLA-DQ antigén prezentald molekula kifejezédésének szintjét (10. A-D abra). Habar
tobbnyire csak a nagyobb alkalmazott koncentracioknal (10 - 100 uM), de az exogén 8-0x0G
hatasara szignifikansan fokozodott az aktivacioval, valamint éréssel dsszefiiggo sejtfelszini
molekulak kifejezédése (10. A-D abra). A 8-0xoG human moDS-ekre gyakorolt hatasanak
tovabbi vizsgaltadhoz, az moDS-eket 1, 10, és 100 uM 8-0xX0G-nal kezeltiik 24 6ran keresztiil,
majd a sejtek feliiluszdjabol ELISA modszerrel meghataroztuk az IL-6, TNF-a és IL-10
citokinek, valamint az IL-8 kemokin koncentraciojat (11. A-D abra). A 8-oxoG kezelés
koncentracio-fiiggd modon fokozta a gyulladasos IL-6 és TNF-a citokinek, valamintaz IL-8
kemokin mennyiségét (11. A-C abra), azonban az anti-inflammatorikus IL-10 termelésére nem
volt hatassal (11. D abra). Eredményeink alapjan, az exogén 8-0xoG képes beinditani a human
moDS-ek aktivaciojat és érését, fokozza a sejtfelszini antigén prezentacids, ko-stimulacios

molekulak kifejezodését, valamint a sejtek a gyulladasos és kemotaktikus faktor termelését.
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CD40 *
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=]

Relativ fluoreszcencia
g
Pozitiv sejtek aranya (%)

(9]
Q

Pozitiv sejtek arédnya (%)

Relativfluoreszcencia

és 100 uM) 8-0x0G-nal kezeltiik 24 ordn keresztiil, majd aramlasi citometriaval meghatdroztuk a CD40 (A), CD86 (B), HLA-
DQ (C) és CD83 (D) sejtfelszini markerek expressziojat. A relativ fluoreszcencia intenzitisokat, izotipus kontrollra
normalizalva hataroztuk meg. A feltiintetett adatok négy fiiggetlen kisérlet atlagat + SD mutatjak. * p <0.05, ** p <0.01 vs
kontroll.
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11. dbra: Az exogén 8-0xoG fokozza a moDS-ek citokin és kemokin termelését. Humdn moDS-eket névekvd koncentrdcioji
8-0X0G-nal kezeltiik 24 ordn keresztiil, majd a sejtek feliiliiszojabol ELISA médszerrel meghatdroztuk a szekretalt IL-6 (A),
IL-8 (B), TNF-a (C) és IL-10 (D) koncentrdcidjat. Négy fiiggetlen mérés eredményeit adbrdazoltuk (Gtlag + SD). * p <0.05, **p
<0.01, *** p <0.001 vs kontroll.

V.1.4 A human moDS-ek 8-0x0G altali aktivalashoz sziikséges az OGG1 kifejezodése

Annak bizonyitasara, hogy az OGGI1 szerepet jatszik a human moDS-ekben
végbemend, 8-0xoG altal indukalt fenotipusos és funkcionalis valtozasokban, specifikus
SiRNS-sel csendesitettiik a sejtek OGG1 expresszidjat. A csendesités hatékonysagat westem
blot analizissel ellendriztik (12. A és B abra). Az OGGL1 specifikus siRNS ~80%-kal
csOkkentette a moDS-ekben az OGG1 expressziojat, a kezeletlen kontrollhoz és a kontroll
siRNS kezeléshez képest (12. Babra). Megvizsgaltuk 7-AAD festéssel akezeléseknek a sejtek
¢életképességére gyakorolt hatasat is. Kideriilt, hogy a 7-AAD negativ, azaz életképes sejtek
aranya 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 (12. C
abra).

A differenciacié 5. napjan az OGGI-csendesitett, éretlen moDS-ek a kezeletlen sejtekhez
hasonldan, alacsony CD14, valamint magas CD209 és CD1a expresszidt mutattak, €s normal
DS-re jellemzd fenotipussalrendelkeztek (12. D és E abra). Mindemelletsem a CD86 és CD83
aktivacios markerek kifejezédése (13. A, B abra), sem pedig az IL-6 és IL-8 gyulladasos
mediatorok (13. C abra) termel6dése nem valtozott. Ezek a megfigyelések alatamasztottak,

rrrrrr

folyamataikat. A kovetkezd 1épésben a 8-oxoG altal kivaltott hatasok OGG1 fliggését
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vizsgaltuk. Ehhez az ¢l6z6 kisérletekben (8. és 9. abra) is alkalmazott koncentraci6ju 8-0xoG-
nal (10 uM és 100 uM) kezeltiik az OGG1-csendesitett moDS-eket. A kontroll SIRNS-sel kezelt
sejtekhez képest, az OGG1 csendesitése szignifikansan csdokkentette a 8-0xoG CD86 (14. A
abra) és CD83 (14. B abra) kifejez6dést fokozo, valamint az IL-6 citokin (14. C abra) és az
IL-8 kemokin (14. D abra) termel6dést noveld hatasat. Ezek a megfigyelések alatamasztjak

hipotézisiinket, miszerint az exogén 8-0x0G bazis OGG1-fliggd modon aktivalhatja a human
DS-eket.
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12. abra: Az OGG1 csendesitése nincs hatdassal sem a moDS-ek életképességére, sem a differencialoddsi folyamataikm.
Frissen izolalt humdan monocitikat (0. nap) OGG1-specifikus vagy kontroll siRNS-sel elektropordltunk. (A) Az OGG1
csendesités hatékonysagat az 5. napon western blot-tal vizsgaltuk. Négy fiiggetlen kisérletbd! szarmazo blot-tok koziil egy
reprezentativat mutatunk be (B). Az oszlopdiagramokon az OGGI csendesités hatékonysdigadt mutatjuk a negativ kontroll
SIRNS-hez viszonyitva. Az abrakon négy fiiggetlen kisérlet atlagai + SD ldathatoak. A sejtek életképességét (C), valamint
sejtfelszini CD14, CD209 és CD1a markerek expresszios szintjeit (D, E) dramldsi citometridaval vizsgdltuk. A négy fiiggetlen
kisérletbdl szarmazo reprezentativ hisztogramokat (D), valamint a kisérletek atlagai+ SD alapjan késziilt oszlopdiagramokat

mutatjuk be (C, E). Az adatokat egyutas ANOVA-¢ kévets Bonferroni post-hoc teszttel értékeltiik. **p<0.01 vs siRNS kontroll.
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13. abra: Az OGGI1 csendesitése nem befolydsolja a moDS-ek érését. Frissen izolalt human monocitikat (0. nap)
elektroporaltunk OGGI-specifikus vagy kontroll siRNS-sel. Az OGGI csendesités 5. napjin dramldsi citometriaval
megvizsgdltuk a CD86 és CD83 (A, B) sejtfelszini érési markerek kifejezédését, valamint sejtfeliiliszobol ELISA-val
meghataroztuk az IL-6 és IL-8 gyulladdsos citokin és kemokin koncentrdcioit (C). Az dbran a négy fiiggetlen kisérletbil

szdrmazo reprezentativ hisztogram (A), valamint az oszlop diagramokon (B, C) a kiilonallé kisérletek atlaganak értékei = SD
lathatoak.
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14. abra: A7 0GG1 csendesitése meggdtolja a humdn moDS-ek 8-0x0G dltali aktivicidjdt. Frissen izoldlt humdn monocitdkat
(0. nap) OGGL1l-specifikus és kontroll siRNS-sel elektroporaltuk. Az 5. napon a transzfektilt moDS-eket 10 és 100 uM 8-0x0G-
nal kezeltiik 24 ordn keresztiil. A CD86 (A) és CD83 (B) sejtfelszini expesszidjat dramlasi citometridval, mig a szekretdlt IL-6
(C) és IL-8 (D) szinteket a sejtek feliiliiszoibol ELISA médszerrel hatdroztuk meg. A bemutatott adatok négy fiiggetlen kisérlet
eredményeinek atlaga +SD. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.01 ****p <0.0001 vs kontroll; #p <0.05, ##p <0 .01, ###p <0.001,
####p <0.0001 vskontroll SiRNS.

V.2 Az egyes humin dendritikus sejt altipusok eltéré anyagcsere valtozasokon

ere

mennek at a RIG-1-medialt aktivacidjukat kovetoen

V.2.1 A plazmacitoid DS-ek és a moDS-ek eltér6 RIG-1 expresszios profillal
rendelkeznek

A pDS-ek korlatozott szama miatt a kisérleteink nagy részét GEN2.2 human pDS
sejtvonalon végeztiik el. Ezek a sejtek fenotipusosan és funkcionalisan is nagymértékben
hasonlitanak a primer human pDS-ekhez [89,90]. F6bb megfigyelésecinket egészséges
donorokbol izolalt, primer human pDS-eken validaltuk. Ezek mellett periférias vérbol izolalt
monocitakbol in vitro differencialtatott moDS-eket is hasznaltunk, amelyek idealis modell
sejtek a DS-ek funkcionalis vizsgalatara. E10sz6r megvizsgaltuk a DS altipusokban a RIG-
expresszidjat. Korabban mar leirtuk, hogy a GEN2.2 sejtek TLR-9 agonista CpG-A kezelést
kovetden expresszaljak a citoszolikus RIG-I receptort [60] (15. A, D abra). Nyugalmi
allapotban a GEN2.2-h6z hasonléan, a primer pDS-ekben is nagyon alacsony szinten
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expresszalodik a RIG-1[22], azonban CpG-A expoziciot kovetden szignifikansan fokozodik a
kifejezédése (15. B, E abra). Ezzel ellentétben a moDS-ekben a differenciaciojuk soran
fokozatosan megjelenik a RIG-I és az 5 napos éretlen moDS-ekben mar stabil marad a
kifejez6dése (15.C, F abra). Ezen megfigyelések alapjan ezakét - aRIG-1-et eltéréen kifejezd

- DS altipus potencidlis modellként hasznalhaté a RIG-I-indukalt metabolikus valtozasok

tanulmanyozasara.
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15. abra: A RIG-I expresszidjinak vizsgdlata kiilonbozé DS altipusokban. GEN2.2 sejteket (A, D) és primer humdn pDS-
eket (B, E) 0,25 uM TLR9 agonista CpG-A-val kezeltiink 16-6rdan keresztiil, majd western blot-tal meghatdroztuk a RIG-
fehérje expressziojat. Frissen izolalt, human monocitikat IL-4 és GM-CSF jelenlétében differencialtattuk, a RIG-1 fehérje
kifejezédését a 0., 2. és 5. napon western blot modszerrel hatdroztuk meg (C, F). A fiiggetlen kisérletbS! szarmazo blot-tok

koziil egy-egy reprezentativat mutatunk be (A-C). A legaldabb 3 fiiggetlen kisérletbdl nyert adatokat (atlag + SD)
p<0.00001.

Fekkk

oszlopdiagramokon abrazoltuk (D-F). p<0.05, "p<0.01,

V.2.2 A glikolizis gatlasa hatassalvana GEN2.2 sejtek életképességére, valamint a RIG -|
kifejezodésére

Egyre t6bb bizonyiték tamasztja ald, hogy a DS-ek TLR-altali aktivacioja a
metabolizmusuk megvaltozasaval jar egyiitt [44,46]. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a
glikolizisnek a pDS-¢k aktivacidjaban jatszott szerepét, a sejteket glikolizist gatld 2 -deoxi-D-
glikozzal (2-DG) kezeltiik. Elsé Iépésként beallitottunk egy olyan optimalis 2-DG
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koncentraciot, amelyet a GEN2.2 sejtek még toleraltak. Eredményeink szerint, az alacsony
dozisu 2-DG nem (1-5 mM) vagy csak kis mértékben (10 mM) befolyasolta a sejtek
¢letképességét, mig a nagyobb dozisok (20-50 mM) mar szignifikdnsan nagyobb mértékii
sejthalalt valtottak ki a kezeletlen sejtekhez képest (16. A, B abra). Tovabbi kisérleteinkhez az
1,5 és 10 mM-0s 2-DG-t vélasztottuk ki, melyek nem ndvelték jelentésen a 7-AAD pozitiv
sejtek aranyat a sejttenyészetekben.

A glikolizis gatlas RIG-I expressziora gyakorolt hatdsat megvizsgalva, kisérleteinkbdl kidertilt,
hogy az 1 és 5 mM koncentracioji 2-DG nem befolyésolta a GEN2.2 sejtek CpG-A-indukalt
RIG-I expressziojat, miga 10 mM-os koncentracio szignifikans csokkenést okozott (16. C, D

abra). Ez a megfigyelés arra utal, hogy a pDS-ekben a RIG-I expressziojat a glikolizis

szabalyozza.
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(A, B). Asejteket 0,25 uM CpG-A-val, vagy CpGA-val és novekvd koncentraciojii 2-DG-vel (1-10mM) kombindciéban kezeltik
16 6rdn keresztiil, majd a RIG-I fehérje expressziojat western blot-tal hataroztuk meg (C, D). A reprezentativ pont diagramokon
(A) a szdazalékos értékek mutatjak a 7-aminoactinomycin D (7-4AAD) negativ sejtek ardanydt. Az oszlopdiagramonnégy fiiggetlen

kisérlet atlagat+ SD (B) mutatjuk. Az abra alsé részén egy reprezentativ blot (C), illetve az oszlopdiagramon négy fiiggetlen
<0.001, " p<0.0001 vs. kontroll; #p<0.01.

Fkk Fokkk

kisérlet western blot eredményeinek atlaga = SD (D) lathatéak. ~p<0.01,
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V.2.3 A TLR-stimulaci6 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 virélis nukleinsav felismerését k o vetden,
a pDS-ekben az I-es tipust IFN termelés két hullamban zajlik [22]. Az endoszoémalis TLR-ek
a korai l-es tipusu IFN termeléshez jarulnak hozza, mig a TLR stimulaci6 altal indukalt
citoszolikus RLR-ek inkabb a késdi tipusu IFN valaszt tamogatjak. Jelen vizsgalataink arra
iranyultak, hogy kideritsiik a glikolizis szerepéta human pDS-ekben az I-es tipust IFN termelés
elsd, illetve masodik hullamaban. A GEN2.2 sejteket el6szor 1 uM CpG-A-val, egy TLR9
ligandummal, kezeltiink, hogy korai I-es tipust IFN valaszt valtsunk ki. Az iddkinetikai
vizsgalataink eredményei szerint az IFNA1 és IFNB gének kifejezédése a CpG-A kezelést
kovetden 12 draval érte el a maximumat (17. A, D abra), ezért a tovabbiakban, ebben az
iddpontban vizsgaltuk a glikolizis hatasat. A CpG-A-indukalt IFN-a és IFN-3 expresszio mind
MRNS (17. B, E abra), mind fehérje szinten (17. C, F abra) szignifikansan csdkkent, amikor
a sejteket 2-DG-zal kezeltiik, ami a glikolizis fontos szerepére utal ebben a folyamatban. A
glikolizis gatloszere 6nmagaban, az alkalmazott koncentraciok egyikében sem valtott ki [-es
tipust IFN termelést, ezért tovabbi kisérleteinkben ezt a kezelési kondiciot nem alkalmaztuk.
A kovetkezdkben a glikolizis egyik indikatorat az extracellularis savasodasi ratat (ECAR)
vizsgaltuk, €s azt tapasztaltuk, hogy a CpG-A kezelést kovetden a GEN2.2 sejttenyészetekben
megnétt az ECAR szintje (17. G abra), Ezzel egyidejiileg emelkedett a sejtek laktat termelése
IS, ami 2-DG-zal gatolhatonak bizonyult, igy szintén a sejtek fokozott glikolitikus aktivitasara
utal (17. H abra). A kovetkezo kisérletben megvizsgaltuk a kulcsfontossagu glikolitikus gének
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 mintdkhoz
képest (17. I-K abra). Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a GEN2.2
sejtekben az endoszomalis TLRO stimulaciot kovetod 1-es tipusu IFN termeléshez sziikség van

glikolizisre.
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17. abra: A glikolizis fokozoddasa nélkiilozhetetlen a CpG-A kezelés dltal kivaltott I-es tipusu IFN termeléshez GEN2.2
sejtekben. A GEN2.2 sejteket 1 uM CpG-A-val kezeltiik, majd a stimulust kovetéen Q-PCR-ral megvizsgaltuk az IFNAI és
IFNB gének kifejezédését kiilonbozd iddpontokban (A, D). A kovetkezékben IFN-o. és IFN-f szinteket hatdrozzunk meg
kezeletlen, 1uM CpG-A-val, vagy kombindcioban CpG-A-val és névekvd koncentracioju 2-DG-zal (1-10 mM) kezelt GEN2.2
sejteken (B, C, E, F). Az mRNS expressziot valos idejii-PCR-rel vizsgaltuk (B, E), a fehérje szintek meghatarozasat ELISA-val
végeztiik (C, F). A CpG-4 aktivdciot kovetden, a GEN2.2 sejttenyészetekben lejatszodo valosidejii extracellularis savasoddsi
ratat (ECAR) Seahorse XF96e Extracellular Flux analyzer késziilékkel hataroztuk meg. A mérésekbdl egy reprezentativ abrat
mutatunk be (H). 4 sejtfeliiliiszok laktat koncentrdacidit 12 éraval a kezelést kivetéen hataroztuk meg. Az LDHA (1), a HK2 (J)
és a HIF1A4 (K) gének kifejez6dését mRNS szinten valos idejii PCR-rel vizsgdltuk. Az dbrakon 4-6 fiiggetlen kisérlet atlagai +
SD lathatéak. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. kontroll; #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, ####p<0.00001, ND, nem
detektalhato.



Ezekbdl a megfigyelésekbdl kiindulva felmertilt benniink a kérdés, hogy vajon a RIG-
I-stimulacio altali pDS aktivaciot is kiséri-e glikolitikus valtas. Ennek vizsgalatdhoza GEN2.2
kivaltottuk a RIG-I citoszolikus expressziojat, majd egy mosasi I€pést kovetden a stimulalt
sejteket RIG-I-specifikus agonistaval, 5’ppp-dsRNS-sel kezeltiik. Ezt a korabban altalunk
kifejlesztett modszert, mar sikeresen alkalmaztuk a pDS-ek RLR valaszainak
tanulméanyozdsara, mivel az alacsony dozisu CpG-A elékezelés nem okozza a sejtek
kimeriilését[22,90]. ApDS-ek RIG-I ligandummal tértén6 kezelése sokkal gyorsabbI-es tipusu
IFN valaszt eredményez, minta TLRY ligandummal torténd aktivacidja. Az IFNAL és IFNB
gének mRNS szintli expresszids maximuma a RIG-I stimulust kovetden 1-3 oraval alakult ki,
ezérta glikolizis gatlasanak a hatasata 3 oras iddpontban vizsgaltuk (18. A, D abra). Erdekes
modon a glikolizis 2-DG-zal torténé gatlasa szignifikansan fokozta az 5 ppp-dsRNS-indukalt
IFN-a és IFN-B expressziot mind mRNS, mind fehérje szinten (18. B, C, E, F abra). Azt is
megfigyeltiikk, hogy a TLR9 aktivacioval ellentétben az 5’ppp-dsRNS-sel aktivalt pDS-ekben
nem fokozodott az ECAR (18. G abra), és nem novekedett sem a laktat termelés (18. H abra),
sem pediga glikolizishez kapcsolodo gének expresszioja (18. 1-K abra). Ezek az eredmények
felvetik, hogy a RIG-I-medialt I-es tipust IFN valaszok nem glikolizis fiiggdek, hanem mas
metabolikus Gtvonal biztositja a kései I-es tipust IFN szekrécidhoz sziikséges energiat .

Parhuzamos kisérletekben, alacsony dézisu CpG-A (0,25 uM) eldkezelést kovetden,
RIG-I ligandum helyett a sejteket nagy dozisu CpG-A-val (1 uM) aktivaltuk, hogy kizarjuk azt
a lehetdséget, hogy a CpG-A eldkezelés esetleg befolyasolja az azt kovetd stimulus energetikai
igényeit. Megfigyeléseink szerint a GEN2.2 sejtek CpG-A re-stimulaciot kovetd IFN-a
termelése szintén glikolizis-fiiggd folyamat (19. abra). Amennyiben a glikolizist 2-DG-zal
gatoltuk, a CpG-Are-stimulaciotkovetd IFN-a és IFN-B expressziotmind mRNS, mind fehére
szintenalacsonyabb volt (19. A, C abra). Raadasulamasodik CpG-A stimulus fokozta a sejtek
laktattermelését, amelyeta 2-DG gatolt (19. E abra), és szignifikansan fokoztaaz LDHA, HK2
¢és HIF1A gének expressziojat (19. F-H abra). Ezek az eredmények alatamasztjak, hogy a
GEN2.2 sejtek korai, illetve kései TLR9 valaszat fokozott glikolizis jellemzi, mig a RIG-I-
medialt jelatvitel fiiggetlen a glikolizistol.
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18. abra: A4 glikolizis nem feltétele a GEN2.2 sejtek RIG-1-medidlt I-es tipusi IFN vilaszanak. A GEN2.2 sejteket 16 oras
0,25 uM-0s CpG-4 elékezelés utan mostuk, majd RIG-1 agonista 5 ppp-dsRNS-sel (RIGL, 1 ug/ml) kezeltiik. AzIFNA1 és IFNB
gének mRNS szintii kifejezédését Q-PCR-ral kovettiik nyomon (A, D). Kis dozisu CpG-A el6kezelés utan, a sejteket 5 ppp-
dsRNS-sel onmagaban vagy 2-DG-zal (1-10 mM) kombindcioban kezeltiik. A képzédott IFN-a és IFN- mRNS szintjeit valos
idejii PCR-rel (B, E), a fehérje koncentraciokat pedig ELISA-val (C, F) hatdroztuk meg. Az 5 'ppp-dsRNS-sel térténd aktivaciot
kévetden, a valos idejii extracellularis savasodasi ratat (ECAR) Seahorse XF96e Extracellular Flux analyzer késziilékkel
hatdaroztuk meg (G), a laktat koncentrdaciokat a feliiliiszokbol mértiik (H). AzLDHA (1), a HK2 (J) és a HIF 1A (K) gének mRNS
szintii expressziojat valos idejii PCR-rel hataroztuk meg. Az abrakon 3 fiiggetlen kisérlet atlaga £ SD lathatoak. **p<0.01,
***n<0,001, ****p<0.00001 vs. kontroll; #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, ####p<0.00001, ND, nem detektilhato.

46



A B »
#itt , ,
! R ! ao00
06 (e —_ .
0067 |FNA1  Taa# = IFN-o **
° — E
@ Fekkk B 15004
-] o
0 0.044 a
g 10
= o .
g AR £ 1000
2 0.02- =
& @ 5004
& 5
ND ND
0.00- e 1 N
\6% oF 2 P P S F £ F &
& £ O & & of 9 ¢
R o ¥ e & & &
i e y o 8
e . Qe" é’? e oQG &
[ Q
@9 @ @;" &,D @ @'o
C D Bt
I 1
T !
0.008+ __ 10001 IENp, o0
0 t Fkkk
N S 8001
9 0.0064 g
g o 68001
x 0.004 3 ‘s
> £ 4001 %
© 0.0024 o
© E 200+
0.0004 =
F P £ L
g o ¢ o
(o "
,\6‘ "6‘ Q@
td X LN
¥ ¥ x
& of g
& @ ‘e'c'
E G H
o T1LDHA 00031HK2 *  _ O'STHiFA
2 ) ‘0
'é“ & 08- E* N o ek dek
E o @ 0.002- 8 0.104
g S 067 a a
“m = = =
£ Y 04- o o
- 2 = 0.0011 2 0.05
—_ =] ] =]
- I 0.2 ® ®
) [} [T}
& 00 & 9.0004 & 0.00.
S b S ¥ N Ao
& # S o & §
¥ @p & & e

19. abra: Egy mdsodik CpG-A expoziciot kovetd I-es tipusu IFN termelés a GEN2.2 sejtekben szintén fiigg a glikolitikus
aktivitdstol. A GEN2.2 sejteket 0,25 uM CpG-A-val elékezeltiik 16 6ran keresztiil. Mosast kovetéen ujra stimuldltuk a sejteket
1 uM CpG-A (re-CpG-4) énmagdban vagy 2-DG-zal (1-10mM) kombindcioban, majd 12 dra elteltével meghatdaroztuk a sejtek
IFNAI és IFNB mRNS szintjeit valds idejii PCR-ral (A, C). A sejtek IFN-a és IFN-f termelését 12 6rdval a kezelés utan ELISA
modszerrel mutattuk ki. A sejtfeliiliszokban a laktdt koncentrdaciot is ebben azidépontban mértiik meg (E). AzLDHA (F), HK2
(G) és HIF 14 (H) mRNS szinteket valos idejii PCR-rel hatdrozuk meg. Az oszlopdiagramokon négy egymastol fiiggetlen kisérlet
atlagai +SD lathatéak. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001 vs kontroll; #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, ####p<0.0001, ND,

nem detektalhato.
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V.2.4 A TLR-indukalt I-es tipusu IFN valasz fiigg a glikolizistol, mig a R1G-1-4altal
kivaltott IFN termelés fiiggetlen att6l a primer human pDS-ekben is

A sejtvonalon kapott eredményeink megerdsitésére elvégeztiik kisérleteinket primer
human pDS-eken is. A primer pDS-ek korlatozott szama miatt, azonban csak az 5 mM-0s 2-
DG koncentraciot hasznaltuk, mely nem befolyasolta sem a GEN2.2 sejtek (16. A, B abra),
sem a primer human pDS-ek ¢€letképességét (20. D, E, I, J abra). Az igy kapott eredményeink
0sszhangban allnak a GEN2.2 sejtvonalon tapasztalt megfigyeléseinkkel. Mig a primer human
pDS-ek IFN-a és IFN- termelése a CpG-A stimulaciot kovetden csokkent 2-DG jelenlétében
(20. A, B abra), addig a RIG-I-medialt IFN-a és IFN-f3 termelést a glikolizis inhibitora inkabb
fokozta (20. F, G abra). Mindezek mellett, a CpG-A-stimulalt sejtek feliiliszojaban
megnovekedett laktat szinteket lehetett detektalni, amit a 2-DG-zal torténd egyiittes kezelés
szignifikansan csokkentett (20. C abra). Ezzel ellentétben, a RIG-I stimulalt pDS-ekben nem
voltmegfigyelhetd a laktatszintek valtozasa (20.H abra), amiaztjelzi, hogy a RIG-I aktivaciot
kovetden a primer human pDS-ek sem a glikolizist hasznaljak a makromolekulaik/fehérjéik

szintéziséhez, hanem masik metabolikus utvonalat.
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20. abra: Az RLR stimuldacioval ellentétben a TLR-medidlt aktiviciot kivetd I-es tipusu IFN termelés a glikolizistdl fiigg a
primer humdn pDS-ekben. Frissen izolalt, primer human pDS-eket 1 uM CpG-A-val kezeltiink 2-DG (5 mM) jelenlétében vagy
laktat mennyiségét (C). Pdarhuzamos kisérletekben 16 oran keresztiil alacsony dézisu CpG-A-val kezeltiink eld a sejteket.
Mosdast kovetéen 5 ppp-dsRNS-sel onmagdban (RIGL, 1ug/ml) vagy 5 mM 2-DG-zal kombindciéban stimuldltuk a sejteket,
majd hat oraval a kezeléseket kovetéen meghataroztuk a feliiliszokban 1évé IFN-o. és IFN-§ fehérjék koncentraciojat (F, G),
valamint a termelédott laktat mennyiségét (H). A sejtek életképességét 7-aminoactinomycin D (7-4A4D) jelolést kovetden,
daramlasi citometriaval vizsgaltuk (D, E, 1, J). A reprezentativ pont diagramon lathatok a 7-AAD negativ sejtek szdazalékos
ardnyai. Az oszlopdiagramok (A-C, E, F-H, J) hdarom egymastol fiiggetlen kisérletbdl szarmazo eredmények atlagait + SD
mutatjak be. *p <0.05, ***p <0.001, ****p <0.0001 vs. kontroll; #p <0.05, ##p <0.01, ###p <0.001, ND, nem detektilhato.
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V.2.5 A glikolizis nélkiilozhetetlen a RIG-1-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. Eldszor 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 (21. A, B abra), azonban a
konnyebb 0sszehasonlithatosag érdekében, a tovabbi kisérleteinkben is a pDS-eknél hasznalt
(1,5 és 10 mM) 2-DG koncentraciokat alkalmaztuk.

A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk a RIG-I stimulaciot kdvetden kialakuld IFN-a és
IFN-B valaszok kinetikajat. Az I-es tipusu IFN gének mRNS szinth kifejezddése a stimulust
kovetden 12 oraval érte el a maximalis értéket (21. C, F abra), ezért a glikolizis hatasait is
ebben az idépontban vizsgaltuk. Ezt kovetden ellendriztiik a 2-DG hatasat a RIG-I stimulaciot
kovetd IFN-a és IFN-B expressziora. Azt észleltiik, hogy a stimuldcidt kovetden, a glikolizis
gatlasa esetén, az I[-es tipusu IFN gének kifejez6dése mRNS (21. D, G abra), valamint fehérje
(21. E, H abra) szinten is csokkent. Valos idében vizsgaltuk a RIG-I-stimulalt moDS-ek
metabolikus profiljat is, mely soran az ECAR gyors novekedését (21. 1 abra) figyeltiikk meg,
ami ellentétes a pDS-eknél tapasztaltakkal (18. G abra). A moDS-ek altal termelt laktat
mennyisége ¢és a kulcsfontossagu glikolitikus gének (LDHA, HK2 ¢s HIF1A) expresszios
szintjei szintén megemelkedtek RIG-I stimulust kovetden, ami fokozott glikolitikus aktivitasra
utal (21. J-M abra).
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(A, B). Az éretlen moDS-eket RIG-1 agonista 5’ ppp-dSRNS-sel (RIGL, 1 pug/ml) kezeltiik, majd meghatdaroztuk az IFNAI és
IFNB mRNS expresszidjanak kinetikdjat Q-PCR-rel (C, F). Ezzel parhuzamosan, moDS-eket 12 érdan keresztiil kezeltiink RIG-
I ligandummal, 2DG jelenlétében (1-10 mM), majd az IFN-a és IFN-f mRNS szinteket valés idejii PCR-rel (D, G), a fehérje
koncentraciokat ELISA-val (E, H) hatdroztuk meg. A RIG-1 agonista 5 ppp-dsRNS-sel t6rténd aktivaciot kdvetden, a moDS-ek
valos idejii extracellularis savasodasi ratdajat (ECAR) Seahorse XF96e Extracellular Flux analyzer késziilékkel hataroztuk meg
(1). A feliiliiszok laktdt koncentraciéit 12 6ra elteltével mértiik (J). AzLDHA (K), a HK2 (L), és a HIF 1A (M) gének kifejezédését
mRNS szinten valos idejii PCR-rel hatdroztuk meg. Reprezentativ dot blot-okon lathatéak a 7-aminoactinoycin D (7-AAD)
negativ sejtek szazalékban kifejezett értékei (A). A bemutatott eredmények négy egymdstol fiiggetleniil elvégzett kisérlet atlagai
+8D. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001vs. kontroll; #p<0.05, ##p<0.01, ####p<0.0001, ND, nem detektdlhato.
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V.2.6 A glikolizis fokozodasa sziikséges a TLR9-stimulalt primer human pDS-ek és a

srevrs

A nyugvo DS-ek aktivaloddsa metabolikus valtozasokat is kivalt, amelyek
befolyasolhatjaka T-sejtaktivald képességiiket [91]. Ezért vizsgalataink soran tanulmanyoztuk,
hogy a DS-ek anyagcsere valtozasai milyen hatassal vannak a T-sejt aktivalo képességiikre.
Ehhez nagy tisztasagu, allogén, naiv CD8* T sejteket primer human pDS-ekkel, vagy moDS-
ckkel tenyésztettiink egyiitt (22. abra). El6z6leg a pDS-eket CpG-A-val,vagy 5 ppp-dsRNS-
sel, az moDS-eket pedig szintén RIG-I liganddal kezeltiikk 6 6ran keresztiil 5 mM 2-DG
jelenlétében, vagy anélkiil.

Eredményeink szerint a CpG-A-val kezelt pDS-ek erds T-sejt proliferaciot indukaltak,
amely 2-DG-vel gatolhato volt (22. A, D abra). A RIG-I-stimulalt pDS-ek szintén erételjes T-
sejt proliferaciot okoztak, itt azonban a 2-DG kezelés nem volt hatassal a T sejt proliferaciora
(22. B, E abra). Hasonloan a pDS-ek CpG-A kezeléséhez, a moDS-ek specifikus RIG-I
ligandummal val6 aktivalasa fokoztaa T-sejt proliferaciot kivaltd képességiiket, amelyeta 2-
DG kezelés szignifikansan csokkentett (22. C, F abra). 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 indukélasiban, azonban a RIG-I-medialt

modon stimulalt pDS-ek T-sejtaktivald képességére nincs hatassal.
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22. abra: A TLRO-stimuldlt primer humdn pDS-eknek és a RIG-1-aktivilt moDS-eknek sziikséges a glikolizis az allogén
naiv T-sejtek proliferdcidjanak indukdldsihoz, azonban a RIG-I aktivalt pDS-eknek nem. CFSE-vel jelolt allogén, naiv
CD8™ T sejteket eldkezelt pDS-ekkel vagy moDS-ekkel ko-kultiiraban tenyésztettiink. Az 6todik napot kévetéen, a sejtosztoddst
aramlasi citometridval ellendriztiik (A-F). A reprezentativ hisztogramokon lathatok az é16, osztédé CD8™ T sejtek, melyek
szamat aramlasi citometriaval hataroztunk meg (A-C). Az oszlopdiagramok mutatjdk a négy fiiggetleniil végzett kisérlet

atlagait + SD. ***p<0.001, ****p<0.0001 vs kontroll; ###p<0.001, ####p<0.0001, 2-DG: 2-deoxi-D gliikéz; ND, nem
detektdalhato, RIGL, RIG-1 ligandum.
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VI. Megbeszélés

Az immunrendszer Orszemeiként a DS-ek folyamatosan pasztazzdk a
mikrokornyezetiiket, melybdl mintakat gytijtve a periférias védelmi rendszer kulcsfontossagu,
egyik elsé vonalat képezik. Elfogjak, feldolgozzéak, majd felsziniikon bemutatjak a kiilonb6zo
antigéneket. Ezt kovetden a masodlagos nyirokszervekbe migralnak, ahol kapcsolatba Iépnek a
naiv T sejtekkel és beinditjak azok aktivaciojat. igy a DS-ek nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak
a velesziiletett és a szerzett immunvalaszok dsszekapcsolasaban. Az éretlen DS-ek a kornyezeti
eredetii és endogén veszély és karosodasi szignalok széles skalajat képesek felismerni [92] és
differencialodast, valamint érést kovetden azokra valaszt adni. A kdrnyezeti vagy a belsd
eredetii stimulust kdvetden a DS-ek - mas sejtekkel egyiitt - részt vesznek a gyulladasos
valaszok elinditasaban is [93].

Az oxidativ stressz kovetkeztében termelddd mediatorok, illetve a kialakulé modosult
molekuldk biologiai hatdsat egyre szélesebb korben kutatjak. Korabbi vizsgalatainkban
kimutattuk, hogy a pollen eredetli oxidativ stressz onmagaban is képes kivaltani a moDS-ek
aktivalasat[94,95]. Akornyezetbdl szarmazo és a tiidobe bejutd oxidativ Agensek altal kivaltott
oxidativ stressz képes ndvelni nemcsak a tiid6 rezidens sejtek €s a keringd vérsejtek DNS-¢ének
8-0x0G szintjeit, hanem a kiilonb6z6 testfolyadékok 8-oxoG koncentraciojat is [96].
Nemrégiben kimutattuk, hogy a magasabb 8-0xo0G tartalmu, extracellularis mitokondrialis
DNS-nek er6és immunstimulalé hatasa van a DS-ek egyik altipusaban [97]. Jelen munkank
soran azt vizsgaltuk, hogy a szabad 8-oxoG bazisnak, az OGGI1-BER termékének, van-e
immunmodulal6 hatasaa DS-ekre.

Egy nemrégen publikalt tanulményban megvizsgaltak az OGG1-BER hatasataz egér
tiido transzkriptomra. Az egereket szabad 8-0x0G bazissal intranazalisan kezelték, majd uj
generacidos RNS szekvenalassal megvizsgaltak a tiidében lezajlo génexpresszids valtozasokat
[81,84]. A transzkriptom analizise ravilagitott arra, hogy mind az egyszeri, mind a t6bbszords
8-0x0G kezelés fokozta olyan gének kifejezddését, amelyek részt vesznek olyan biologiai
folyamatokban, mint a homeosztazis fenntartasa, az immunrendszer miikddése, a makrofagok
aktivacioja, ingerre adott valaszok és anyagcsere folyamatok [81,84]. Az immunrendszer
folyamatai k6zott szamos olyan kemokin, citokin, interleukin, illetve jelatviteli molekula
expresszidja is fokozodott, amelyek a gyulladasos folyamatokban jatszanak jelentds szerepet
[81]. Ezek kozott az exogén 8-0x0G altal modositott expresszioji gének kdzott szamos olyan

lehet, amely befolyasolhatja a DS-k funkciojat, igy hozzajarulhat az oxidativ stresszel
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Osszefliggd gyulladasos valaszok kialakuldsahoz. Ebbdl kiindulva, online adatbazisokat és
irodalmi adatokat felhasznalva kivalasztottunk 95 olyan gént, melyek bizonyitottan hatéssal
vannak a DS-ek miikodésére. A korabbitranszkriptomelemzés adatait felhasznalvamegnéztiik,
hogy az egyszeri, illetve a tobbszoros 8-0x0G kezelések milyen hatassal voltak ennek a 95
génnek az expresszidjara. Azt talaltuk, hogy egyszeri kezelés hatdsara a gének minddssze kis
részének kifejezddése valtozott megjelentdsen (22 a 95-bdl). Eznem meglepd az alapjan, hogy
a DS-ek aranya nagyon alacsony (koriilbeliil 1%) a tiidé 0sszes sejtjéhez viszonyitva [98].
Ennek ellenére, tobb olyan gén expresszidja is fokozddott, melyek a DS-ek funkcidjahoz
kothetéek mind a velesziiletett, mind pediga szerzettimmunvalaszok soran. Mind a tobbszords,
mind az egyszeres 8-0xoG kezelés hatasara megnovekedett példaul szamos gyulladasos
kemokin (Ccl3, Ccl20, Cxcl1, Cxcl2) és citokin (IL1a, ll1b, 116, Tnf) génjének kifejez6dése. A
hatékony antigén prezental6 sejtekké valnak [99].

A DS-ek altali antigén prezentacio sziikséges a naiv T limfocitak aktivalasdhoz, az
effektor T sejtek, igy a Tfh sejtek differencialdédasanak elinditasahoz is. A Tfh sejtek segitik a
B sejtek plazmasejtté torténd atalakulasat és eldsegitik azok izotipus valtasat [100].
Kisérleteinkben a DS-ek kis szamara valo tekintettel az exogén 8-0X0G DS-aktivalo hatasat
indirektmodon vizsgaltuk. A DS-ek aktivalddasara a szérumban megjelend allergén-specifikus
immunglobulinok mennyiségének meghatarozasabol kovetkeztettiink. Ehhez az allergias 1éghti
gyulladésnak egy adjuvans hasznalatdt mell6z6 OVA modelljét alkalmaztunk. Habar tobb
tanulmany eredményeis arra utal, hogy adjuvans alkalmazasa nélkiil, csupan az antigénnel valo
léguti szenzitizalas hatdsara, tolerancia alakul ki a ragcsalokban, mas vizsgalatok a 1€gati OVA
szenzitizalasi protokoll sikeres alkalmazhatosagarol szamoltak be [101]. Ezekben a
vizsgalatokban valdsziniileg az OVA endotoxin szennyezése jatszhatott kdzre a tolerancia
attorésében. Ezt tdimasztja ala az a megfigyelés is, hogy az LPS receptor deficiens egerekben
adjuvans hianyaban nem tud Th2 tipust valasz kialakulni [102]. Ezeket a korabbi
megfigyeléseket alatamasztja, hogy a kisérleteinkben jelentés OVA-specifikus antitest
termelést kivaltd OVA-ban (A5503, Sigma-Aldrich) is kimutathaté endotoxin jelenléte (52
EU/mg, Limulus amdbocita lizatum assay alapjan [103]). Megfigyeléseink szerint a 8-0x0G és
OVA egyiittes alkalmazasa szignifikansan megnovelte az OV A -specifikus IgE termelddését az
egerekben. Ez §sszhangban van azzal a nemrégiben publikalt kutatasi eredménnyel, hogy a Tth
sejtek nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a belélegzett allergénekre specifikus IgE izotipust
antitestek termelédésében [88]. OVA-nal és 1L-33-mal kezelt egerekb6l Th2 és Tth sejteket

izolaltak, amelyeket intravénasan naiv T-sejt deficiens (Tcrb”-) vagy IL-7 receptor a-lanc
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deficiens (117r”) egerekbe juttattak. Ezzel parhuzamosan, OV A-nal és IL-33-mal kezelt IL-4-
IRES-eGFP (4get) riporter egereket kezeltek intranazalisan OV A-nal, hogy beazonositsak a
Th2 és Tfh sejtek anatomiai lokalizacidjat a 2-es tipustt immunreakciok soran. Ezekbdl a
kisérletekbdl kideriilt, hogy a Th2 sejtek a 1égutakba vandorolnak, és 2-es tipusu citokinek
termelésével léghti gyulladast valtanak ki, mig a Tfth sejtek a nyirokcsomdkban maradnak, €s
segitik a plazmasejtek hosszu ideig tartd IgE termelését [88]. Egy masik tanulmanyban olyan
egerekethasznaltak, amelyekben az MHC-II csak a konvencionalis DS-ekben fejez6dott ki, igy
nem volt jelen a B sejtek felszinén. Ezekben az egerekben a Tth differenciacio kezdeti [épései
- beleértve a CD4* T sejtek Bcl6 és CXCRS kifejezd képességének beinditasat és a B-sejt
fliggtek [104]. Masok kimutattak, hogy a belélegzett dizel fiist partikulumok (DFP-k) képesek
a DNS guanin bazisainak oxidativ modositasara, mind egerek [105], mind pedig emberek
esetén [106]. Raadasul a DFP expozicié nem csak az OGG1-BER mechanizmusokat képes
beinditani, hanem az IgE ellenanyag valaszokat is fokozza a neoantigénekkel szemben [107].
A kizardlag neoantigénekkel torténd kezelést kovetéen, a neoantigén-specifikus IgE antitestek
nem voltak kimutathatoéak. Ezzel szemben, ha a neoantigén kezelés DFP-mal egyiitt tortént, az
allatok tobbségében megjelentek az anti-neoantigén IgE ellenanyagok [107]. A DFP hatasara
kialakul6 primer IgE valasz kivédhetd volt, antioxidans hatast tiolok alkalmazasaval [108] és
a ll-es tipusu antioxidans enzimek indukalasaval [109]. Ezek az elézetes megfigyelések,
valamint az altalunk végzett kisérletek eredményei egylittesen felvetik annak lehetdségét, hogy
kapcsolatlehetatiidobentalalhato DS-ek aktivacidja és azOGG1-BER mechanizmusok k6 zott.

Az allatkisérletek soran kapott eredményeink human relevanciajanak vizsgalatdhoz
human moDS-eket kezeltiink 8-0x0G-nal in vitro koriilmények kozott. Kisérleteink soran a 8-
oxoG kezelés egymagiban képes volt a moDS-ek aktivalasara, amit a sejtfelszini érési, ko-
stimulaciéos ¢és antigén prezentdld molekuldk kifejezédésének fokozodasa, illetve a
megnovekedett gyulladdsos citokin termelés is alatdamasztott. Az IL-10 citokin szekrécidja nem
valtozott, ezért feltételezziik, hogy a DS-ek altal medialt anti-inflammatorikus folyamatokra a
8-0x0G kezelés nincs hatassal.

Nemrégiben kimutattak, hogy a 8-0x0G az OGGl-gyel komplexet képezve Kis
molekulasulyt GTPazok aktivacidjat és ezzel tobbféle jelatviteli ttvonal beinditasat képes
kivaltani a sejtekben [74,76,78]. A kis molekulasulyt GTPazoknak szdmos DS funkci6, mint a
differenciacio [110,111], endocitozis [112], érés [113,114], kemotaxis [112], antigén
prezentacidé [112], keresztprezentacié [115-117], T-sejt polarizacié szabalyozasaban is

szerepiik van [118]. Ezek a megfigyelések arra utalnak,hogy a human DS-ek olyan molekularis
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jelatviteli halozattal rendelkeznek, melyek szerepet jatszhatnak a 8-0Xx0G-OGG1 komplex altal
kivaltott gyulladdsos véalaszok medidlasaban. Kordbban az is kideriilt, hogy a kis GTPazok
sejttipustol fiiggben pozitiv és negativ szabalyozo szerepet is betdlthetnek az NF-kB
aktivaciojaban [119]. Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a kis GTPazoknak, minta Racl -
nek és RhoG-nek, gén expresszidt szabalyozd szerepiik van. Ez elsdsorban a MAPK, PI3K
kaszkad beinditasdnak képességét jelenti, ami aztan az NF-«B jelatviteli ut aktivalasdhoz vezet
[120-122]. Nemrégiben irtak le, hogy az OGG1-BER terméke, a 8-0xoG bazis, képes a léguti
hamsejtekben a KRAS, PI3K, MAPK ¢és a mitogén-stresszel 6sszefiiggd kindzon (MSK)
keresztiil, a kanonikus NF-«kB utvonal aktivalasara és ezzel egyidejileg a gyulladasos
mediatorok expresszidjanak fokozasara [75]. Ezen elGzetes megfigyelések alapjan azt
feltételeztiik, hogy az exogén 8-0x0G-nal kivaltott DS aktivacio Osszefiiggésben all a kis
molekulasulyu GTPazok OGGI1 medialt aktivacidjaval. Ennek bizonyitasaként kimutattuk,
hogy a moDC-k 8-oxoG altali aktivacidja teljesen megszlinik, ha az OGGI 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 OGG 1 hidny
kovetkeztében csokkent az NF-kB-nek a promoter szekvenciakhoz valo kotddése, ami a DS-ek
kisebb mértekli aktivalodaséhoz vezet. Ez a feltételezés azon alapul, hogy oxidativ stressz sordn
a duplaszalu DNS-ben 1év0 szubsztratjahoz k6tddéo OGG1 epigenetikus szabalyozoként
mikodik [80,123,124]. Az OGGI1 csendesitésével ugyanis mind az NF-xB €és a promoter
szekvenciak kozotti kapcsolat, mind pedig a sejtek TNF stimulaciéra adott transzkripcios
valasza csokken. Ugyanakkor, kisérleteink soran az exogén 8-0xoG nem okozott oxidativ
stresszt a human moDS-ekben, illetve nem novekedett a DNS-ben az 8-oxoG mennyisége, igy
kizarhatd, hogy az OGG1 fokozottan kotddott volna a promoter szekvencidkhoz, igy fokozva a
gének expressziojat. Kisérleteink soran minden esetben frissen készitett 8 -0Xx0G oldatokat
hasznaltunk, melyrdl kiilonbozé sejtkultirakon kimutattadk, hogy oxidacids szempontbol
inertként viselkednek [125].

Az OGGl-nek fontos szerepe van a genom integritasdnak fenntartasaban, am emellett
az enzim mikddését tobb gyulladasos betegséggel is dsszefiiggésbe hoztak [126]. Az OGGL
medialt jelatvitel példaul fokozza az allergias gyulladas intenzitasat [64], mig az OGG1 gén
polimorfizmusa kapcsolatban van a rheumatoid arthritis progresszidjaval [127]. Jelen
eredményeink ravilagitanak, hogy az OGG1-BER mechanizmusnak fontos szerepe van a DS
aktivacioban is. A DS-ek kozponti szerepet toltenek be mind a gyulladédsos valaszok

beinditasaban, mind a velesziiletett és az adaptiv immunvalaszok 6sszekotésében, ezért az
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immunterapiak fontos célpontjai [128]. Eredményeink szerint az OGG1 aktivitasanak atmeneti

¢s specifikus csokkentése a DS-ekben, csokkentheti a gyulladasos betegségek stilyossagat.

Ma mar egyre tobb bizonyiték van arra, hogy az immunsejtek, beleértve a DS-eket s,
stimuldciot kovetden metabolikus valtdson mennek keresztiil. Ennek a folyamatnak
nélkiilozhetetlen szerepe van az aktivacio hianytalan és teljes lezajlasaban [13,129]. Kiilondsen
igaz ez a TLR agonistak hatdsara, aminek kdvetkeztében a cDS-ek és a moDS-ek OXPHOS-
bol glikolizisre valtanak 4t. Ennek gatlasa megakadalyozza aktivaciojukat és hatassal van az
¢letképességiikre is [44,47,130]. Azirodalombanazonban ellentmondasos adatok vannak arrol,
hogy az endoszomalis TLR aktivaciot kovetéen milyen metabolikus folyamatok zajlanak le a
pDS-ekben, illetve arr6l, hogy a metabolikus valtozasok hogyan befolyasoljak a pDS-ek
mitkodését [46,131]. Még kevesebbet tudunk a sejtek metabolizmusa és az RLR jelatvitel kozti
kapcsolatrol, igy kisérleteinkben elsésorban a RIG-I stimulalt human pDS-ek anyagcsere
profiljat vizsgaltuk.

Legeldszor tumorsejtekben irtdk le, hogy normoxids koriilmények mellett is OXPHOS-
rol glikolizisre valtanak annak érdekében, hogy kielégithessék a ndvekedésiikhoz sziikséges
energiaigényiiket [132]. Ezt a jelenséget ma Warburg mechanizmusnak nevezzik.
Feltételezziik, hogy a T sejtekben is hasonlé folyamatok zajlanak le proliferaciojuk és effektor
sejtekké differencialodasuk soran [133]. Ezzel ellentétben, a velesziiletett immunitas sejtjeinél,
beleértve amakrofagokatés a DS-eketis, a Warburgmechanizmus a funkcionalis valtozasokat,
mint példaul a citokin termelést segiti [13].

A glikolizis fontos szerepét a TLR medialt DS aktivacid sordn eldszor Jantsch és
munkatarsai figyelték meg [47]. Leirtak, hogy az egér csontveld eredetii dendritikus sejtek
(BM-DS-ek) TLR4 medialt aktivaciojanak fontos szabalyozé molekulajaa HIF-1a. Egy masik
tanulméanyban kimutattdk, hogy az egér BM-DS-ek TLR2, TLR4 és TLRY ligandummal vald
stimulacidja aerob glikolizist valtott ki, amit a mitokondridlis aktivitds és az OXPHOS
csOkkenése kisért [44]. Az is kideriilt, hogy ezt a metabolikus valtast a PI3K/Akt jelatviteli
utvonal tdmogatja, ezzel szemben az adenozin monofoszfat aktivalt protein kindz (AMPK),
mely az OXPHOS-t szabalyozza, illetve az anti-inflammatorikus IL-10 citokin is gatolja.
Késobb az is vilagossa valt, hogy a BM-DS-ek TLR altal kivaltott, korai glikolitikus valtasat a
TANK-ko6t6 kinaz 1 (TBK1), az IkB kindz ¢ (IKK ¢) és az Akt medidlja, azzal hogy segitik a
glikolitikus hexokinaz 2 enzim mitokondriumhoz valé kapcsolodasat [48]. A hosszutava
glikolitikus elkotelez6dést a mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORCL)

szabalyozza, a HIFla és az indukalhato nitrogén-monoxid-szintaz (iNOS) expresszio
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fokozasaval [134]. A szerzék azt is felvetették, hogy a hosszutava glikolitikus elkotelez6dés
csak egy tulélési mechanizmus az iNOS-t kifejez0 sejtek szamara, amelyben a NO termelés
gatolja a mitokondrialis elektron transzportlancot [134]. Mindazonaltal, egerekben egy korai
glikolitikus aktivitas fokozodast sziikségesnek tartanak az iNOS-t még nem kifejez6 DS-ek
aktivaciojahoz. Ezt azzal igazoltak, hogy a 2-DG, a HK2 gatldszere, képes az aktivacio korai
fazisaban gatolni a BM-DS-ek TLR4 medialt aktivaciojat, érését és citokin termelését [44,48].
Ezen kiviil azt is feltételezik, hogy a TLR-aktivalt DS-ekben a glikolizis gyors fokozodédsaa
zsirsavak citratbol torténd de novo szintézisét segiti, azzal a céllal hogy tamogassa a citokinek

Az egér BM-DS-ekhez hasonléan a human pDS-ekben is kimutattdk, hogy antiviralis
funkcioik kialakitasahoz glikolizisre valtanak [46]. Az ssRNS virus vagy gardiquimod kezelés
hatdsara a human pDS-ekben megndétt a HIF-1a fehérje expresszios szintje, fokozodott a
glikolizis, mik6zben az OXPHOS aktivitasa csokkent. Ezen feliil, mikor 2 -DG-zal blokkoltak
a glikolizist, a humén pDS-ekben cs6kkent a TLR7-indukalt IFN-a szekrécid, ami igazolta a
glikolizis fontossagat a human pDS-ek antivirdlis véalaszaiban. Egy masik tanulmanyban
kimutattdk, hogy patologids koriilmények kdzott, mint példaul az imiquimod -indukalt kontakt
dermatitisben, mind a human, mind az egér pDS-ek imiquimoddal torténé aktivacidja az
oxigénfogyasztasi rata (oxygen consumption rate, OCR) csokkenését és az ECAR novekedését
okozta, habar mas TLR7/8 agonistaval, példaul gardiquimoddal vagy R848-cal torténd kezelés
esetében ez nem volt megfigyelhetd [136]. A kisérleteinkben mi is azt figyeltik meg, hogy a
human pDS-ek CpG-A-val térténd aktivacioja fokozza a sejtek glikolitikus aktivitasat, amit a
megnovekedett ECAR, fokozott laktat termelés, valamint a glikolitikus gének megemelkedett
expressziodja tiikroz. S6t mi tobb, a 2-DG képes volt szignifikansan gatolni a TLR9-indukalt I-
es tipusu IFN termelést, ezaltal bizonyitva a glikolizis fontos szerepét a human pDS-ek
antiviralis funkcidinak kialakitdsaban. Az altalunk megfigyeltekkel ellentétben Wu ¢és
munkatdrsai azt tapasztaltdk, hogy az egér pDS-ek TLR9 medialt aktivacidja kdvetkeztében
létrejovd metabolikus valtozasokat a fokozott OXPHOS és zsirsav oxidacio jellemezte,
amelyek fliggtek az I-es tipust IFN termelést6l [131]. S6t, egér pDS-ekben az I-es tipusu IFN
kezelés onmagaban fokozta az OXPHOS-t és a zsirsav oxidaciot [131]. A szerzok azt is
megfigyelték, hogy az imiquimoddal stimulalt pDS-ek és TLR3/MDAS ligandum polyl:C-vel
aktivalt BM-DS-ek alap OCR-je emelkedett [131]. Ezzel ellentétben, az in vivo polyl:C-vel
stimulalt egér DS-ekben aerob glikolizis iranyaba térénd metabolikus valtas zajlott, amitaz I-

es tipusu IFN-0k szabalyoztak [137].
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Jelenlegi tudéasunk szerint, eddig csak egy tanulmanyban vizsgaltadk a sejtek
metabolizmusa ¢s az RLR medialt jelatvitel kozti kapcsolatot [135]. A szerzok kiilonbozo
sejtvonalakat hasznaltak (példaul: HEK293, MEF, J774A.1), melyeket RIG-I-t kodold
plazmiddal transzfektaltak. Ezekben a sejtekben a virusfertézést kovetden, az RLR medialt
antivirdlis valaszok kialakuldasahoz sziikség volt az OXPHOS aktivitasara. Ezzel a
megfigyeléssel 6sszhangban, mi is azt talaltuk, hogy a pDS-ekben a RIG-I-on keresztiili
aktivaciot nem koveti a glikolizis fokozddasa. Sot, a human pDS-ekben a RIG-I medialt I-es
tipust IFN termelés novekedett a 2-DG alkalmazasakor. Megfigyeléseink alatdmasztjak a
Yoshizumi és munkatarsai altal leirtakat, miszerint az OXPHOS CCCP-vel torténé gatlasa
megzavarja az RLR medialt jelatvitelt a HEK293 sejtekben [135]. Aztis megfigyeltiik, hogy
az OCR enyhe novekedést mutatott a RIG-I stimuldcié soran, ami tovabbi bizonyitékként
szolgal arra, hogy a RIG-I stimulalt human pDC-k az OXPHOS-t hasznaljak funkcibik
ellatdsahoz.

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
iranyu 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 oxidécio és glikolizis jellemzi, mig az érett moDS-
ckben a glikolizis fokozottabb, melyet erételjesebb laktat termelésiik is tikroz [130].
Ellentétben az érett egér BM-DS-eken megfigyeltekkel, ahol a valtds az OXPHOS teljes
mértékli blokkolasahoz vezet, igy az energiatermelés és a sejtek tulélése teljes mértékben a
glikolizistél fligg [134], az érett human moDS-ekben egy kismértékit OXPHOS aktivitast
tovabbra is megmarad, amely energiat szolgaltat szamukra [130]. Megfigyeléseinkkel
Osszhangban, a szerzok ugy talaltdk, hogy 50 mM 2-DG a sejtek életképességének csak enyhe
csokkenését eredményezte, ami a taléléshez sziikséges nagyfoku metabolikus
alkalmazkodoképességre utal. Erdekes, hogy az érett és éretlen moDS-ek hasonlé szint(i iNOS
expressziot és NO termelést mutatnak, ami felveti, hogy az egér DS-ekkel szemben [134], a
human moDS-ekben a TLR-indukalt csokkenés a mitokondrialis aktivitasban fiiggetlen az NO-
tol [130]. Kimutattuk, hogy a pDS-ekkel ellentétben, a human moDS-eket ha RIG-I medialt
modon stimuladljuk, fokozodik a laktat termelésiik, a glikolizissel Osszefliggd génjeik
expresszioja, illetve magasabb szintli ECAR lesz detektalhato. A glikolizis gatlasa 2 DG-vel

ezekben a sejtekben megakadalyozta az [-es tipusu IFN termelését, ami arra utal, hogy ez a
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folyamatinkabb glikolitikus anyageserétigényel, mint OXPHOS-t. Erdekes modon, a glikolizis
blokkolasa - a moDS-ekkel ellentétben - a pDS-ekben fokozta a RIG-I altal kivaltott I-es tipust
IFN termelést. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a moDS-ekkel ellentétben a pDS-ekben
a glikolitikus rendszer karosodasa segiti az OXPHOS aktivitasat, ami fokoz6ddo mtROS
termeléshez vezethet. Korabban mar leirtuk, hogy a fokozott mtROS szint segiti a pDS-ek RIG-
I medialt valaszkészségét [60], igy feltételezziik, hogy a RIG-I ligandummal és glikolizis
inhibitorral egyiittesen kezelt pDS-ek megndvekedett I-es tipust IFN termelése mogott is ez a
jelenség allhat.

Korlatozott mennyiségti adat all rendelkezésre arr6l, hogy milyen hatdsa van az
anyagcserének az emberi DS-ek T-sejt aktivalo képességére. Korabban kimutattak, hogy az
egér DS-ek in vivo aktivacidja 2-DG jelenlétében gatolja azok CD4+ és CD8* T-sejt stimulald
kapacitasat, ami bizonyitja a TLR kivaltott glikolizis fontossagat a DS-ek T-sejt aktivalo
képességében [48]. A mi kisérleti eredményeink is arra utalnak, hogy a glikolitikus
anyagcserének nélkiilozhetetlen szerepe van a TLRY 4ltal aktivalt human pDS-ek és a RIG-I
stimulalt moDS-ek T-sejt aktivaciojaban. Erdekes modon, a 2-DG kezelés nem volt hatéssal a
RIG-I stimulalt pDS-ek allogén CD8* T-sejt aktivaldo képességére. Ezek az eredmények
felvetik, hogy kapcsolat van a kiilonb6zé DC altipusok adaptiv immunvélaszt elinditd
képessége €s az eltérd anyagesere igényeik kozott.

Kisérleteinben kimutattuk, hogy a kiilonb6z6 DS altipusok, mint a huméan pDS-ek és a
moDS-ek eltérd anyagesere igényekkel rendelkeznek. RIG-I stimulaciot kdvetéen a moDS-€k
glikolizisre valtanak, mig a pDS-ek inkabb az OXPHOS-ra hagyatkoznak. Ezeket a
kiilonbségeket a két DS altipus kiilonb6z6 viralis szenzor repertoarja magyarazhatja, mely
kiilonboz6 antiviralis valaszt eredményez. A pDS-ek inkabb endoszémalis TLR-eket
haszndlnak a virus fert6zés korai fazisaban, mig a RIG-I-t antivirdlis valaszuk késébbi
szakaszaban fejezik ki. Ezzel ellentétben a moDS-ek mind TLR-eket, mind pedig RLR-eket
hasznalnak a virussal torténd elsé taldlkozasuk soran. Feltételezziik, hogy az endoplazmatkus
retikulum és a Golgi-apparatusok novekedése, valamint az ezekben lezajlo nagy mennyiségi
antiviralis fehérje termelése érdekében sziikséges a fokozott glikolitikus aktivitas [48].
Eredményeink alapjan, a DS-ek anyagcseréjének manipuldlasaval ezeknek a sejteknek az

immunpolarizal6 tulajdonsagait is mdédosithatjuk.
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VII Uj eredmények

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

expresszidjat megvaltoztatja az egerek tiidejében.

In vivo egérmodellben kimutattuk, hogy az allergénnel egyiitt adott intranazalis 8 -0X0G

fokozza az allergén-specifikus IgE ellenanyagok termelddését.

Az exogén 8-0x0G OGG1 fiiggd modon aktivalja a human moDS-eket. Fokozza a

rrrrr

valamint noveli a citokin és kemokin termelésiiket.

Kimutattuk, hogy a huméan pDS-ekbena TLR aktivaciotkovetd I-es tipusu IFN valasz
fiigg a sejtek glikolitikus aktivitdsatol.

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

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

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

srer
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VIII. 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 tisztazott. Tulzott mennyiségben a ROS moddosithatja a makromolekulakat,
igy a DNS-t is. Az egyik leggyakoribb DNS bazis karosodas a 7,8 -dihidro-8-oxoguanin (8-
ox0Q) kialakulasa, amelyet a 8-oxoguanin DNS glikozilaz 1 (OGG1) altal elinditott bazis
exciziods repair (BER) mechanizmus (OGG1-BER) javit ki. Nemrégiben deriilt ki, hogy az
OGGI1 az oxidalt purinok javitdsaban betoltott szerepe mellett guanin-nukleotid cseréld faktor
aktivitassal is rendelkezik, ha 8-0X0G-nal komplexet képez. Ebben a munkéaban kozvetett
bizonyitékokat szolgaltatunk arrdl, hogy az OGG1-BER specifikus termékének, a 8-0x0G-nak
valo kitettség a DC-k funkcionalis valtozasait indukalja az egerek tiidejében. Bemutatjuk, hogy
a human monocita eredetli DS-k (moDS-ek) 8-0x0G-nal valo kezelése a sejtfelszini molekulak
(CD40, CD86, CD83, HLA-DQ) fokozott expresszidjat eredményezi, és noveli a gyulladasos
0x0G aktivalo hatasat a human moDS-ekre.

Szamos megfigyelés szerint a DS-ek Toll-szerli receptor (TLR)-medialt aktivalasa
gyors glikolizis indukcioval jar; azonban a retinsavval indukalhaté gén 1 (RIG-I) receptor
szignalizaciojanak metabolikus kovetelményei kevésbé 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 mddon jelen van benniik. Korabban kimutattuk, hogy
a TLR aktivalas a RIG-I kifejezddését indukalja a pDS-ekben, ami hozzajarul az I-es tipusa
IFN valaszok késdéi fazisahoz. Jelen munkéankban igazoltuk, hogy a humén 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
fiiggetlenek a glikolizistdl, inkabb az oxidativ foszforilacidéra tAmaszkodnak. Eredményeink
szerint, a glikolizist gatldé 2-dezoxi-D-gliikk6z (2-DG) jelenlétében csak akkor csokkent a pDS-
aktivacioja TLR9- és nem RIG-l-medialtmoédon tortént. Erdekes médon a human moDS-ekben
- szemben a pDS-ekkel - a RIG-I altal kivaltott valaszok glikolizis-fiiggd modon 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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Summary

A growing body of evidence suggests that elevated levels of reactive oxygen species
(ROS) in the airways are able to activate dendritic cells (DCs); however, the exact mechanisms
are still unclear. When presentin excess, ROS can modify macromolecules including DNA.
One of the most abundant DNA base lesions is 7,8-dihydro-8-oxoguanine (8-0xoG), which is
repaired by the 8-oxoguanine DNA glycosylase 1 (OGG1)-initiated base excision repair (BER)
(OGG1-BER) pathway. Studies have also demonstrated that in addition to its role in repairing
oxidized purines, OGG1 has guanine nucleotide exchange factor activity when bound to 8-
ox0G. In this work, we provide indirect evidence that exposure to 8-0xoG, the specific product
of OGG1-BER, induces functional changes of DCs in the lung of mice. Furthermore, we
demonstrate that exposure of primary human monocyte-derived DCs (moDC) to 8-0x0G base
resulted in significantly enhanced expression of cell surface molecules (CD40, CD86, CD83,
HLA-DQ) and augmented the secretion of pro-inflammatory cytokines and chemokines. The
stimulatory effects of 8-0xoG on human moDCs were abolished upon siRNA-mediated OGG1
depletion.

Several reports indicate that Toll-like receptor (TLR) stimulation of DCs is
accompanied by a rapid induction of glycolysis; however, the metabolic requirements of
retinoic-acid inducible gene | (RIG-I) receptor activation have not defined either in
conventional DCs (cDCs) or in plasmacytoid DCs (pDCs), the major producers of type |
interferons (IFN) upon viral infections. To sense viruses and trigger an early type | IFN
response, pDCs rely on endosomal TLRs, whereas cDCs employ cytosolic RIG-I, which is
constitutively present in their cytoplasm. We previously found that RIG-I is upregulated in
pDCsuponendosomal TLR activation and contributes to the late phase of type | IFN responses.
Here we report that TLR9-driven activation of human pDCs leads to a metabolic transition to
glycolysis supporting the production of type | IFNs, whereas RIG-I-mediated antiviral
responses of pDCs do not require glycolysis and rather rely on oxidative phosphorylation
(OXPHOS) activity. Moreover, pDCs activated via TLR9 butnot RIG-I in the presence of 2-
deoxy-D-glucose (2-DG), an inhibitor of glycolysis, are impaired in their capacity to prime
allogeneic naive CD8* T cell proliferation. Interestingly, human moDCs triggered via RIG-I
show a commitment to glycolysis to promote type | IFN production and T cell priming in
contrastto pDCs. Our findings reveal for the firsttime that RIG-I-induced metabolic alterations
are rather cell type-specific and not receptor-specific events.
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X.  Kulcsszavak

velesziiletett immunitas, dendritikus sejt aktivacio, oxidativ stressz, 7, 8-dihidro-8-oxoguanin,
8-oxoguanin DNS glikozilaz 1, DNS bazis excizios repair, metabolikus reprogramming, RIG-

I, I-es tipusu interferon, antiviralis valasz

Keywords

innate immunity, dendritic cell activation, oxidative stress, 7, 8-dihydro-8-oxoguanine, 8-
oxoguanine DNA glycosilase 1, DNA base excision repair, metabolic reprogramming, RIG-I,

type-l interferone, antiviral response
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84



Genes associated with antigen uptake
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I1. Kiegészito tablazatok

Genes associated with cytokines, chemokines and their receptors

GENE BANK SYMBOL DESCRIPTION FOLD CHANGES OF GENE EXPRESSION
Treatments
Single challenge Multiple challenge
30 min 60min  120min 30min 60 min 120 min
h ki -
NM_011333  Ccl2 Chemokine (C-C ) o5 1,06 -1,20 1,85 1,69  -2,01
motif) ligand 2
Chemokine (C-C
NM_011337 Ccl3 oy o 32,43 27,26 25,37 11,29 9,19 7,36
motif) ligand 3
Chemokine (C-C
NM_013652 Ccl4 . 6,32 5,17 7,58 1,56 1,97 2,49
motif) ligand 4
Chemokine (C-C
NM_013653 Ccl5 . 1,46 1,20 1,02 -1,21 1,28 1,45
- motif) ligand 5
Chemokine (C-C
NM_013654 Ccl7 o 4,61 -2,04 -1,79 1,30 -1,06 -3,61
motif) ligand 7
Chemokine (C-C
NM_021443 Ccl8 o -1,05 -1,54 -1,69 -2,12 1,89 -1,72
motif) ligand 8
Chemokine (C-C
NM_011330 Ccl11 o -1,41 -1,71 -1,62 1,16 2,93 1,23
motif) ligand 11
NM 011331  Co1z  Cremokine(CCo g e 1,10 -1,98 1,39 1,15  -1,84
motif) ligand 12
NM_ 011332  cciy  Cremokine (o, o 2,16 167  -4,08  -2,89  -1,99
motif) ligand 17
NM_011888  ccio  Cremokine(CCo s 413 02 200 101 1,43
motif) ligand 19
Chemokine (C-C
NM_016960 Ccl20 oy o 2,06 58,88 54,51 2,49 7,64 43,10
motif) ligand 20
Chemokine (C-C
NM_009912 Ccerl motif) receptor 1,67 1,46 1,31 2,24 1,66 2,44

1
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Chemokine (C-C
NM_009915 Ccr2 motif) receptor 1,57 1,13 -1,75 1,36 1,12 -1,71
2

Chemokine (C-C
NM_009914 Ccr3 motif) receptor 1,22 1,09 -2,01 1,56 1,16 -1,48
3

Chemokine (C-C
NM_009917 Ccr5 motif) receptor 1,02 -1,47 -2,09 2,54 2,85 1,08
5

Chemokine (C-C
Ccrl2 motif) receptor 1,15 1,78 1,93 1,56 1,93 2,18
like 2

NM_00130237
6

Chemokine (C-X-

NM_008176  Cxcll o
- C motif) ligand 1

10,19 54,45 111,90 5,25 15,94 48,82

Genes associated with cytokines, chemokines and their receptors

GENE BANK SYMBOL DESCRIPTION FOLD CHANGES OF GENE EXPRESSION

Treatments

Single challenge Multiple challenge

30min  60min  120min 30 min 60 min 120 min

Chemokine (C-X-C
NM_009140 Cxcl2 1 117,91 192,95 221,99 42,61 48,55 73,33
motif) ligand 2

Chemokine (C-X-C

NM_008599 Cxcl9 o
motif) ligand 9

-1,62 -1,51 -1,68 2,43 9,09 2,87

Chemokine (C-X-C

NM_021274 Cxcl10 o
motif) ligand 10

1,14 1,48 1,55 4,10 13,57 3,93

Chemokine (C-X-C
NM_021704 Cxcl12 o 1 -1,18 -1,18 -1,29 3,19 3,44 2,06
motif) ligand 12

Chemokine (C-X-C
NM_178241 Cxcrl . 1,13 1,05 1,25 1,16 1,57 1,62
- motif) receptor 1

Chemokine (C-X-C
NM_009911 Cxcrd , 1,29 1,13 -1,13 1,26 -1,02 -1,36
- motif) receptor 4
V-erb-b2
eErythroblastic
leukemia viral

NM_001003817 Erbb2 -1,09 -1,15 -1,16 1,07 1,04 -1,09
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oncogene

homolog 2
NM_008337 Ifng Interferongamma 2,04 1,91 1,61 -1,01 1,09 -1,10
Interferongamma
NM_010511 Ifngrl 1,06 1,47 1,54 1,59 1,88 1,91
receptor1
Interleukin 1-
NM_010554 I11a alpha 2,09 4,17 5,11 3,48 5,55 5,10
NM_008361 11b Interleukin 1b 3,59 4,15 3,95 2,31 2,52 2,86
NM_008366 112 Interleukin 2 1,03 -2,57 -2,16 -1,22 -3,82 -1,36
NM_001314054 |l6 Interleukin 6 5,72 10,44 21,56 3,54 2,75 8,17
NM_008351 1112a Interleukin 12a 1,35 -1,09 -1,38 1,28 -1,34 -1,19
NM_001303244 1l12b Interleukin 12b 1,50 2,28 2,08 7,00 16,42 7,06
NM_010551 1116 Interleukin 16 1,10 -1,23 -1,53 1,38 1,51 -1,05
Yamaguchi
sarcoma viral
NM_010747 Lyn 1,07 1,13 1,16 1,83 1,89 1,55
oncogene
homolog
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Genes associated with cytokines, chemokines and their receptors

GENE BANK SYMBOL DESCRIPTION FOLD CHANGES OF GENE EXPRESSION
Treatments
Single challenge Multiple challenge
30min  60min  120min 30min 60 min 120 min
NM_010784 Mdk Midkine 1,60 1,30 1,36 -1,62 -2,26 -1,80
Macrophage
NM_010798 Mif migration 1,12 -1,21 -1,15 -1,38 -1,46 -1,54
inhibitory factor
Tumor necrosis
NM_013693 Tnf 22,15 16,65 19,42 8,90 7,13 8,63
factor
Tumor necrosis
f li
NM 009404  Tnfsfo  (octor(ligand) 1,36 -1,22 1,63 -1,05 1,71 2,00
superfamily
member 9
Tumor necrosis
factor (ligand)
NM_011613 Tnfsf11 . -2,16 -1,38 -1,87 3,09 5,22 3,11
superfamily,
member 11
TNF receptor-
NM_026508 Trapl associated -1,19 -1,24 -1,36 1,43 1,41 1,25
protein 1
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Genes associated with antigen uptake

GENE BANK SYMBOL DESCRIPTION FOLD CHANGES OF GENE EXPRESSION
Treatments
Single challenge Multiple challenge
30 min 60min 120min 30min 60 min 120 min
NM_009851 Cd44 CD44 antigen 1,05 1,24 1,46 1,31 1,50 1,34
Cell division
NM_009861  Cdc42 cycle 42 1,04 105 -1,05 1,09 1,10  -1,06
homolog (S.
cerevisiae)
Intercellular
NM_010493 lcaml adhesion 1,05 1,30 1,82 1,54 2,12 2,41
molecule 1
Intercellular
NM_010494 lcam?2 adhesion 1,15 1,13 -1,04 -1,38 -1,31 -1,92
molecule 2
RAS-related C3
NM_009007 Racl botulinum -1,01 1,06 1,01 1,14 1,24 -1,00
substrate 1
Serine/
NM_021420 Stk4 1,19 1,17 1,03 1,55 1,67 1,12

threonine kinase

4
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Genes associated with antigen presentation

GENE BANK SYMBOL DESCRIPTION FOLD CHANGES OF GENE EXPRESSION
Treatments
Single challenge Multiple challenge
30min 60min 120min 30min 60 min 120 min
NM_o21475  /damde  ADAM-ike, 1,21 2,63 208  -1,20 1,60 1,28
- cl decysin 1
Beta-2
NM_009735 B2m ) ) -1,05 -1,07 -1,08 1,06 1,39 -1,04
- microglobulin
NM_007639 Cdidl CD1d1antigen -1,07 -1,20 -1,37 1,53 1,19 1,42
NM_007640 Cd1d2 CD1d2antigen 1,27 1,29 1,19 2,32 1,79 2,11
NM_013488 Cd4 CD4 antigen 1,30 1,09 1,20 1,24 2,00 1,52
CD8antigen,
NM_001081110 Cd8a ) 1,61 1,43 1,25 1,29 2,12 1,94
alpha chain
NM_007642 Cd28 CD28antigen 1,20 1,72 3,11 1,98 3,95 5,61
NM_011611 Cd40 CD40antigen 1,61 1,48 1,24 -1,25 -1,31 -1,27
NM_011616 Cd40lg  CD40ligand 1,14 -1,13 1,01 3,89 4,56 3,46
CD74 antigen
(invariant
polypeptide of
major
NM_010545 Cd74 . - 1,30 1,20 1,14 -1,20 -1,08 -1,53
histocompatibi-
lity complex,
class Il antigen-
associated)
NM_009855 Cd80 CD80antigen -1,38 1,02 1,09 1,47 1,84 1,74
NM_001289915 (Cd83 CD8&3 antigen 1,54 2,39 2,68 1,36 2,03 2,43
NM_019388 Cd86 CD86 antigen -1,00 1,02 1,02 1,23 1,35 1,61
NM_133238 Cd209a CD209aantigen -1,26 -1,24 -1,63 1,30 1,13 1,11
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NM_030711 Erapl

NM_010378 H2-aa

Endoplasmic

reticulum
. . -1,20 -1,01 -1,01
amino-peptidase
1
Histocompatibi-
lity 2 class |l
1,42 1,31 1,20

antigen A alpha
precursor

2l46 3’07 1, 71

-1,37 -1,20 -1,58

Genes associated with antigen presentation

GENE BANK SYMBOL DESCRIPTION FOLD CHANGES OF GENE EXPRESSION
Treatments
Single challenge Multiple challenge
30min 60min 120min 30min 60 min 120 min

Histocompatibi-

NM_010386 H2-DMa ity 2, classll, 1,38 1,28 1,15 -1,21 -1,14 -1,27
locus DMa
Transporter1,
ATP-binding

NM_001161730 Tapl cassette, sub- 1,40 1,28 1,27 1,56 2,20 1,26
family B
(MDR/TAP)
TAP bindi

NM_009318  Tapbp Incing 1,12 1,14 1,15 -1,16  -1,03  -1,39
protein
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Genes associated with cell surface receptors

GENE BANK SYMBOL DESCRIPTION FOLD CHANGES OF GENE EXPRESSION
Treatments
Single challenge Multiple challenge
30min  60min  120min 30min 60 min 120 min
NM_013486 Cd2 CD2antigen 1,63 1,32 1,28 -1,03 1,02 -1,02
NM_021293 Cd33 CD33antigen -1,21 1,06 1,36 2,17 2,67 2,78
NM_007643 Cd36 CD36 antigen -1,17 1,05 -1,03 1,22 1,31 1,07
Fc receptor, IgA,
NM_144960 Fcamr ] e 1,21 -1,01 1,17 1,80 2,27 2,96
IgM, high affinity
Fc receptor, IgE,
NM_010184 Fcerla high affinity I, 1,35 1,05 -1,60 2,19 1,28 2,19
alpha polypeptide
Fc receptor, IgE,
high affinity |
NM_010185 Feertg e @ty L 1,41 1,19 1,05  -1,54 -1,58  -1,61
gamma
polypeptide
Fc receptor, IgE,
NM_013517 Fcer2a low affinity II, 2,00 1,16 -1,35 1,22 1,46 -1,20
alpha polypeptide
Fc receptor, IgG,
NM_010189 Fcgrt alpha chain 1,01 1,01 -1,13 -1,28 -1,30 -1,39
transporter
Fc receptor, IgG,
NM_010186 Fcgrl . - -1,18 -1,29 -2,01 1,35 1,21 -1,14
- high affinity |
Low density
lipoprotein
NM_008512 Lrpl -1,34 -1,05 1,19 -1,12 1,52 -1,04
receptor-related
protein 1
NM_030682 Tirl Tol-like receptor 1 g8 139 102 1,77 165 1,60

1
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NM_011905

NM_021297

NM_016928

NM_011604

NM_001077508 Tnfrsf9

TIr2

Tir4

TIr5

TIr6

Toll-like receptor
2

Toll-like receptor
4

Toll-like receptor
5

Toll-like receptor
6

Tumor necrosis
factorreceptor
superfamily
member 9

2,56

-1,29

-1,02

1,34

-1,36

3,81

-1,28

1,31

1,06

-1,22

5,38 2,78
-1,59 2,01
1,35 5,15
-1,12 1,82
1,63 -1,05

3,38

1,62

6,20

1,84

1,71

4,04

1,46

4,29

1,50

2,00

Genes associated with signal transduction

GENE BANK SYMBOL DESCRIPTION FOLD CHANGES OF GENE EXPRESSION
Treatments
Single challenge Multiple challenge
30min  60min 120min 30min 60 min 120 min

Cyclin-dependent

NM_007669 Cdknla kinase inhibitor -1,53 1,09 2,21 1,88 2,94 2,91
1A (P21)
CCAAT/enhancer

NM_007678 Cebpa binding protein -1,32 -1,46 -1,89 1,60 1,61 1,12
(C/EBP), alpha
Colony

NM_001037859 Csfilr stimulating factor -1,02 1,07 1,01 1,60 2,01 1,38
1 receptor
Fas (TNF receptor

NM_007987 Fas superfamily 1,29 1,80 1,94 -1,27 -1,29 1,25
member 6)
Interferon-

NM_010501 Ifit3 1,31 1,06 -1,16 1,93 1,64 1,30

induced protein
with

96



NM_008401

NM_008404

NM_008689

NM_019408

NM_001159394

NM_007952

NM_009045

Itgam

Itgb2

Nfkbl

Nfkb2

Nfkbiz

Pdia3

Rela

tetratricopeptide
repeats 3

Integrinalpha M

Integrin beta 2

Nuclear factor of
kappa light
polypeptide gene
enhancer in B-
cells1, p105

Nuclear factor of
kappa light
polypeptide gene
enhancer in B-
cells 2, p49/p100

NF-kappa-B
inhibitor zeta

Protein disulfide
isomerase
associated 3

V-rel
reticuloendo-
theliosis viral
oncogene
homolog A
(avian)

1,19

1,16

-1,04

1,01

2,02

-1,09

1,14

1,26

1,19

1,06

1,07

4,10

-1,03

1,19

1,07

1,01

1,08

1,39

4,76

-1,05

1,34

2,75

2,32

2,01

-1,10

2,21

1,39

-1,22

3,66

2,53

2,24

1,27

2,88

1,43

-1,06

2,94

2,01

1,84

1,20

4,55

1,20

-1,08
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Genes associated with signal transduction

GENE BANK SYMBOL DESCRIPTION FOLD CHANGES OF GENE EXPRESSION
Treatments
Single challenge Multiple challenge
30min 60 min 120 min 30 min 60 min 120 min
Avian
reticuloendo-
NM_009046 Relb theliosis viral 1,21 1,26 1,91 1,26  -1,03 1,33
(v-rel) oncogene
related B
NM_009502 Vcl Vinculin -1,28 1,00 1,10 1,71 2,58 1,40
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