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1. Bevezetés

1. rész

A Nod-like receptorok (NLR-¢k) intracellularis mintazat felismerdé receptorok (PRR-ek),
melyek fontos szerepet jatszanak az immunvaélasz szabélyozasaban. Az NLRP3 az NLR
csaladba tartozo legjobban tanulmanyozott olyan fehérje, mely képes multiprotein komplexek
kialakitasara. Ezek a komplexek az un. inflammoszomak. Az NLRP3 inflammoszoma
aktivaciojat kiilonb6z6 patogén — vagy ,,danger”- asszocialt molekularis mintadzatok (PAMP,
DAMP) vilthatjak ki. Ez a sokféle mintazat valosziniileg nem kozvetleniil aktivalja az
NLRP3 inflammoszdémat. Feltételezések szerint a legtébb NLRP3 inflammoszoma aktivator
reaktiv oxigéngyok (ROS) termelést valt ki, mely fontos szerepet jatszik az inflammoszoma
aktivaciojat eredményezd jelatviteli folyamatokban. Az NLRP3 inflammoszéma
aktivacidjanak eredményeként IL-1p citokin termelédik, melynek szerepe ismert szamos
betegség korlefolyasaban. Ilyen betegseg pl allergias rhinitis, melynek legfébb okozdja a
parlagfii pollen. A parlagf6 pollen szemek, illetve az azokbol nyert kivonat NADPH oxidaz
aktivitassal rendelkezik, mely ROS termelésre képes. Munkénk soran a parlagfii pollen
hatasat vizsgaltuk az NLRP3 inflammoszoéma mikodésére illetve az IL-1p termelésre

lipopoliszacharid (LPS)-aktivalt makrofag sejteken.

2. rész

A kornedlis epitél sejtek fontos szerepet jatszanak a szem immunoldgiai védelmének
biztositasaban passziv fizikai barrierként, illetve aktiv citokin és kemokin termel6 sejtekként
egyarant. Vizsgalataink idején az NLR csalad tagjainak kornealis epitél sejtekben valo
elséként mutassuk be az NLR-ek és az inflammoszomat alkot6 fehérjék mRNS expressziojat
primer human korneélis epitél sejtekben és sejtvonalban (HCE-T). Célul tiiztik ki tovabba az
UV-B sugarzas — mint a szemet éré egyik leggyakoribb kornyezeti stressz faktor — hatasanak
vizsgalatdt az NLR-ek kifejez6désére. Ezen Kivil egy olyan sejtvonalat kerestiink, mely jé

modellként szolgalhat az NLR csalad tagjainak tanulmanyozasara kornealis epitél sejtekben.



2. Irodalmi hatter

2.1 Mintazat felismeroé receptorok

A termeészetes (velesziletett) immunrendszer els6 védelmi vonalként biztositja az un. “vész-
szignalok gyors érzékelését, valamint fontos szerepe van az adaptiv immunvalasz
beinditaséban. A vész-szignalokat a PRR-ek ismerik fel, melyek kdzil megkilonboztethetiink

sejtfelszini, intracellularis, valamint szekretalt receptorokat is.

2.1.1. Szolubilis mintazat felismeré receptorok
A szolubilis PRR-ek olyan receptorok, melyeket az 6ket expresszalo sejtek szekretalnak. Ilyen

PRR-ek pl. a komplement receptorok és a pentraxinok.

2.1.2. Membran-kotott mintazat felismeré receptorok
A PRR-ek szamos tagja fizikai kapcsolatban marad az ket expresszalé sejttel. Ezek a PRR-

ek vagy sejfelszinhez kozottek, vagy endoszdmalis kompartmentekben helyezkednek el.

a, Toll-like receptorok
A Toll-like receptorok (TLR-ek) a természetes immunitas kulcsfontossadgu szenzorai, melyek
szdmos patogén- eredetii molekularis mintazat felismerésére képesek. Ilyen mintazatok pl. a
glikolipidek, proteinek és a nukleinsavak. A TLR-ek leginkdbb immun-sejteken
expresszalodnak, de nem immun-sejteken is kimutattak mar a jelenlétiket. A TLR1, 2, 4, 5 és
6 a sejtfelszinen, mig a TLR3, 7, 8 és 9 a citoszdlon beliil elhelyezkedé endoszoémakban
talalhato.

b, Dektinek
A Dektinek leggyakrabban makrofagokban és dendritikus sejtekben expresszalddnak. A
Dektin-1 a B-gluké&nok, mig a Dektin-2 az a-mannanok felismerésére képes.

2.1.3. Intracellularis mintazat felismer6 receptorok

Az intracellularis mintazat felismerd receptorok alapvetd szerepet jatszanak nem csak az
intracellularis, de az extracellularis vész-szignalok felismerésében is egyarant. lde tartoznak a
Nod-like receptorokon kivil a RIG-like helikazok. A RIG-I helikdz doménje révén a RIG-like

helikazok kozé tartozik. Caspase recruitment domain (CARD) doménje nélkiuldzhetetlen a



dsRNS altal elinditott jelatvitel szabalyozasaban. A RIG-like helikdzok masik tagja az MDADS,
mely szintén a virdlis RNS felismerésére specializalodott receptor.

2.2. Nod-like receptorok

Kozel 15 évvel ezel6tt egy 0, harmas tagolasi domén szerkezettel rendelkez6 intracellularis
PRR csal&dot irtak le. A C-termindlis leucinban-gazdag szekvencia (LRR) biztositja a vész-
szignal érzékelését. A centralisan elhelyezkedd nukleotid-kot6 domén (NBD) az
oligomerizacidért és az aktivacioért felelés. Az N-termindlis effektor domén tipusa alapjan az
NLR csalad tagjai alcsaladokba sorolhatok, mint pl. a pirin domént (PYD) tartalmazé NLRP,
illetve a CARD domeént vagy az eddig meg nem definidlt domént tartalmaz6 NLRC
alcsaladok.

2.2.1. NLRC alcsalad
a, NOD1, NOD2

A NOD1 az iE-DAP dipeptid és a Tri-DAP érzékelésére képes, melyek minden Gram-negativ
és néhany Gram-pozitiv baktérium sejtfalaban megtalalhato peptidoglikdn (PGN) alkoto6i. A
NOD2 az MDP-t érzékeli, mely a baktériumok minimalis bioaktiv PGN mintazata.
Aktivaciojuk sordn az NBD oligomerizacidja elinditja a RIP2 adaptor proteinhez kotddés
folyamatdt a CARD domén segitsegevel. Ezt a komplexet néhany kdzlemenyben
NODoszémanak is nevezik. A NODoszoma 6sszeallasa utan a RIP2 fontos szerepet jatszik az
NFkB, MAPK, ERK és JNK jelatviteli utvonalak aktivaciojaban, mely tobbek kozott a
proinflammatérikus citokinek expresszidjanak fokoz6dasahoz vezet.

b, NLRC5, NLRX
Az NLR csalad legnagyobb méretii tagja az NLRC5, mely egy citoszolikus protein, de
aktivaciot kovetden képes a citoszol €s a nukleusz kozott ,,vandorolni”. Az NLRCS funkcidjat
illetéen ellentmondésos eredményeket taldlhatunk az irodalomban. Ismert, hogy az NLRCS5
expresszidja IFNy-val jelentdsen, mig a TLR-ligand LPS-sel mérsékeltebben indukélhatd.
AZ NLRX1 szintén az NLRC alcsaladba tartozé protein. Az NLRC5-hdz hasonléan az

NLRX1 szerepe is ellentmondasos jelenleg az eddig megjelent kdzlemények alapjan.



2.2.2. Inflammoszomak

Aktivaciojuk soran a NLR csalad tobb tagja és néhany nem NLR csaladba tartozé fehérje
képes multiprotein komplexeket, Gn. inflammoszémakat kialakitani, melyekben szenzor
funkciot toltenek be. Az inflammoszoémaék a szenzorbol, ASC adaptor proteinbdl és kaszpaz-1
effektor enzimbdl épiilnek fel. A pro-kaszpaz-1-bél lehasado aktiv kaszpaz-1 az éretlen pro-
IL-1B-t és pro-1L-18-at érett citokinekké képes hasitani. Az inflammoszéma szenzoranak

tipusa alapjan kiilonb6z6 inflammoszéma komplexeket kiilonboztethetliink meg.

a, NLRP1 inflammoszoémak
Az NLRP1 egy 1473 aminosavhol all6 fehérje, mely az N-terminélis PYD doménen kivil egy
CARD domént is tartalmaz C-terminalisan. Az NLRP1 inflammoszéma emberben az NLRP1
szenzorbol, kaszpaz-1 és kaszpaz-5 enzimekbdl és az ASC adaptor fehérjébdl all. Az anthrax
letdlis toxin az egyik legfontosabb NLRP1-ligand. Ismert, hogy az NLRP1 gén
polimorfizmusai  6sszefliggésben allnak autoimmun  betegségekkel, melyekben az

inflammoszdéma koéros aktivitasat mutattak ki.

b, NLRP2 inflammoszomak
Az NLRP2 1062 aminosavbol all, mely PYD domént, NBD domént és 8 LRR-t tartalmaz. Bar
az NLRP2 az NLR csalad egyik legrégebben ismert tagja, pontos élettani szerepe még mindig
nem tisztazott. Ismert azonban, hogy kiilonb6z6 proinflammatoérikus stimulusok hatdsara az

NLRP2 géatolja az NFkB aktivaciot.

¢, NLRP6 inflammoszomak
Az NLRP6 egy 892 aminosavbol all6 fehérje, mely PYD domeént, centralis NBD domént és
legalabb 5 LRR-t tartalmaz. Kimutattdk, hogy az NLRP6-nak fontos szerepe van az

intesztinalis homeosztazis fenntartasaban.

d, NLRP7 inflammoszomak
Az NLRP7 980 aminosavbdl épul fel. A PYD doménen és az NBD doménen kivil 9 LRR-t
tartalmaz. Egyes irodalmi adatok az NLRP7 inflammoszoma aktivator szerepét, masok az
mutécioi osszefuggésben allnak a Hydatidiform mole nevi ritka, autoszomalis recessziv

betegséggel.



e, NLRP12 inflammoszémak
Az NLRP12 egy 1061 aminosavbdl allo fehérje, mely PYD domént, centralis NBD domént és
legalabb 12 LRR motivumot tartalmaz. A fehérjének mind inflammatorikus, mind
antiinflammatorikus szerepét leirtdk mar. Az azonban ismert, hogy az NLRP12 fontos
szerepet jatszik az intesztinalis homeosztazis fenntartasaban. Kimutattak azt is, hogy az
NLRP12 mutécidoi dsszefuggésben allnak gyulladdsos betegségekkel, pl. az atdpias

dermatitisszel.

f, NLRC4 inflammoszomak
Az NLRC4 az NLR csaldd NLRC alcsaladjaba tartozik. Az NLRP fehérjékkel ellentétben
kozvetleniil képes kotédni a pro-kaszpaz-1-hez CARD-CARD kélcsdnhatason keresztil. Az

NLRC4 bizonyitott szerepe a kaszpaz-1 aktivalasa bakterialis flagellin hatasara.

g, AIM2 inflammaszémaéak
Bar az AIM2 szerkezetileg kilonbozik az NLR fehérjéktol, intracellularis PRR-ként
funkcionalva inflammoszomak kialakitasara képes. Az AIM2 inflammoszémaban az AIM2
HIN200 doménje a bekebelezett apoptotikus sejtekbdl szarmazé citoszolikus DNS-hez képes
kotédni, PYD doménje pedig az ASC-hez kotédve a kaszpdz-1 aktivalaséhoz,

kdvetkezeskeppen a pro-1L-1p és a pro-1L-18 aktiv citokinekké hasitasdhoz vezet.

2.3 NLRP3 inflammoszomak

Az NLRP3 egy 1036 aminosavbol allo fehéerje, mely PYD domént, NBD domént és 9 LRR-t
tartalmaz. Az NLRP3 inflammoszéméak az NLRP3 szenzor molekul&bol, az ASC adaptorbdl
és a kaszpaz-1 effektor enzimbdl épiilnek fel. Az NLRP3 ,,gain of function” mutacidi, az
NLRP3 inflammoszéma nem megfeleléen szabalyozott aktivacidja korosan ndvekedett IL-13
szekrécidhoz vezethetnek és dsszefliggésben allnak szamos betegséggel. llyen betegségek pl.
kiilonbozé kronikus gyulladasos, autoinflammatorikus, valamint metabolikus betegségek,
tovabba a rak kialakulasara vald hajlam. Ezért rendkiviil fontos az NLRP3 inflammoszéma

aktivacidjanak megfeleld szabalyozasa.



2.3.1. Az IL-1B expresszié szabalyozdsa az NLRP3 inflammoszéma aktivaciojan
keresztil

2.3.1.1. Az IL-1B, mint proinflammatorikus citokin

Az IL-1B 31 kDa molekulatomegii inaktiv prekurzorként (pro-IL-1B) szintetizalodik, majd
enzimatikus hasitassal valik 17 kDa molekulatomegli érett citokinné. A legtobb szekretalt
fehérjével ellentétben a pro-IL-1B nem tartalmaz hidrofob ,leader” szekvenciat és nem a
klasszikus szekretdrikus Gtvonal organellumaiban szallitodik. Markans proinflammatérikus
hatassal rendelkezik, és fontos szerepe van szamos gyulladassal jaré allapotban, mint pl. az
autoinflammatorikus és allergias betegségek. Az IL-1B citokint f6ként monocitak,
makrofagok és dendritikus sejtek termelik.

2.3.1.2. Az NLRP3 inflammoszéma aktivacidja és az IL-1p termelés szabalyozasa

A jelenlegi dogma szerint az IL-1p termeléshez két szignal sziikséges. Az elsé szignal
(altaldban TLR aktivacio) az NFxB atvonal altal medialt folyamatok eredményeként a pro-I1L-
1B (és az inflammoszoma tagok) expresszidjat biztositja. A legtobb NLRP3 inflammoszémat
aktival6 PAMP az els6 szignal elinditasahoz sziikséges. A masodik szignal, mely dontden
DAMP-ok altal keletkezik, az inflammoszéma komplex &sszedllaséhoz, a kaszpaz-1
aktivaciojahoz, ennek kdvetkeztében pedig az IL-1p éréséhez sziikséges. Kimutattak, hogy a
masodik szignal gyakran ROS termelés, endoszomalis membran karosodasok, az

= sz

kalium kiaramlas kovetkezménye.

2.4. A reaktiv oxigén gyokok szerepe az NLRP3 inflammoszoma aktivalasaban

Az elmult néhany évben olyan kutatasi eredmények lattak napvilagot, melyek szerint a
legtobb NLRP3 aktivalo agens ROS termelést is képes kivaltani, a termelt ROS pedig fontos
szerepet jatszik az inflammoszoma aktivaciohoz vezet6 jelatviteli folyamatokban. Kimutattak,
hogy oxidativ stressz soran a tioredoxin (TRX)-interakcios protein (TXNIP) kdzvetlendl
képes az NLRP3 inflammoszéma aktivalasara. A TXNIP a sejt normal allapotaban kdélcsénhat
a TRX-szel, igy nem tudja aktivalni az NLRP3 fehérjét. Oxidativ stressz soran viszont a
TXNIP felszabadul az oxidalt TRX-r61 és az NLRP3-hoz kozvetleniil kotédve elinditja az
inflammoszéma ,,0sszeszerelddésének™ folyamatat. A legtobb NLRP3 inflammoszoma
aktivator ROS-szenzitiv mddon indukalja a TXNIP disszociaciojat a TRX-rél, elésegitve
annak az NLRP3-hoz val6 kotédését.



2.4.1. Antioxidansok

Amikor a ROS termelésének és semlegesitésének finom egyensulya felborul, oxidativ stressz
alakul ki. Az egyik legismertebb antioxidans az altalanos ,,ROS-scavenger” funkcidval bird
N-acetil-cisztein (NAC). A mitokondrialis ROS inhibitorokként szamon tartott antioxidansok
kozul a MitoTempo az egyik legismertebb. A difenilén-jodonium (DPI) széles kdrben
hasznélt NADPH oxidaz inhibitor, mely ugyanakkor képes géatolni a mitokondridlis ROS

termelést is.

2.4.2. A ROS és az NLRP3 inflammoszdma szerepe az allergias rhinitisben és asztmaban
Az allergiés rhinitis legfébb kivaltoja a parlagfii pollen. A parlagfii pollen szemek illetve az
azokbol kinyerhetd parlagfii pollen kivonat NADPH oxiddzokat tartalmaz. A pollen szemek
belélegzesiiket kovetden ROS termelést valtanak ki a légutak epitél sejtjeiben. Az igy
felszabaduld ROS az allergias rhinitisben szenvedd betegek tiineteit sulyosbitja.

Az NLRP3 inflammoszoma szerepe az allergias léguti betegségekben eddig kevéssé ismert és
ellentmondéasos. Egy kdzleményben azt irtdk le, hogy az NLRP3 inflammoszémanak nincs
szerepe a haziporatka altal Kkivaltott allergids léguti megbetegedések kialakulasaban. Egy
maésik kutatocsoport szerint az allergias rhinitisben szenvedd betegek pollen szezon idején
kisebb mértékben expresszaljak az NLRP3 mRNS-t a nem allergiasokhoz képest. Ezekkel
ellentétben masok azt irtdk le, hogy az allergias léguti gyulladasos allapotok kialakulasa
NLRP3 inflammoszoma-fiiggd. Nemrégiben kimutattak, hogy a varosi levegében 1évo karos
anyagok is novelik a ROS termelést a tiidoben, ezzel stlyosbitjak az allergias asztma tuneteit.
A légutak epitél sejtjeiben funkcionalis NLRP3 inflammoszéméak vannak, melyek a

szennyez6 anyagok hatasara a kaszpaz-1 miikodése révén érett IL-1B-t termelnek.

2.5. Makrofagok

A makrofagok kulcsszerepet toltenek be mind a természetes, mint az adaptiv
immunvalaszban, melynek soran gyors és hatékony védelmet nyujtanak a ,,vész-szignalok™ —t
elindit6 mikroorganizmusok ellen. A ,,vész-szignalok”-at PRR-ekkel érzékelik, mint pl. a
TLR-ek és az NLR-ek. Tschopp és munkatarsai fedezték fel a funkcionalis inflammoszomat,
mely els6ként THP-1 makrofdk sejtekben irtak le. Az inflammoszoéméak mitkddésének nem
megfeleld szabalyozasa makrofagokban koros IL-1B szekréciohoz vezethet, mely
Osszefliggésbe hozhaté szamos betegséggel, mint pl. a kronikus gyulladasos allapotok,

autoimmunitas, és a rakra valé hajlam.



2.6. Kornealis epitél sejtek

A kornea immunrendszerének legfobb sejtjei a kornedlis epitél sejtek. Passziv fizikai

barrierként, valamint aktiv citokin, kemokin és antimikrobialis peptid termeld sejtekként

vesznek részt a patogénekkel szembeni védelemben. A kornedlis epitél sejtek is expresszalnak

PRR-eket a patogének, illetve a kornyezeti karos faktorok felismerésére (UV-sugarzas).

Vizsgalataink idején a TLR-ek kornedlis epitél sejtekben vald expressziojarol allt

rendelkezésre néhany irodalmi adat, azonban az NLR-ek és az inflammoszoma kifejez6dése

ekkor még ismeretlen volt ezekben a sejtekben.

2.7. Célkitiizések

A parlagfii pollen kivonat hatisanak vizsgalata a nem kezelt illetve LPS-aktivalt
human makrofag sejtek IL-1p termelésére.

A ROS szerepének vizsgalata a parlagfii pollen kivonattal és/vagy LPS-sel kezelt
makrofagok IL-1 termelésere.

Az NLRP3 inflammoszoma szerepének vizsgalata az LPS-aktivalt és parlagfii
pollen kivonattal makrofagok IL-1f szekrécigjaban.

Annak kideritése, hogy mely jelatviteli utvonalak vesznek részt a parlagfii pollen
kivonattal és/vagy LPS-sel kezelt makrofagok IL-1p3 termelésére.

Megfeleld6 human kornedlis epitél sejtvonalat taldlni, mely jo modellként
szolgélhat a korneélis epitél sejteken végzett NLR tanulmanyainkhoz a primer
sejtek helyett.

Az NLR-ek expresszidjanak vizsgalata human korneélis epitél sejtekben.

Az UV-B sugéarzas hatasanak vizsgalata az NLR-ek expressziojara kornealis epitél

sejtekben.



3. Metodikak

3.1. THP-1 makroféag sejtkultara

A THP-1 monocita sejtvonalat (ATCC TIB-202) Prof. Nagy LaszI6tol kaptuk. A sejteket 10%
héinaktivalt FCS, penicillin-sztreptomicin és L-glutamin tartalmid RPMI 1640 (Gibco)
tapoldatban, 37°C-on 5% CO, tartalmi koézegben tenyésztettiik. A sejteket tenyésztd
edényekben 0.5 uM forbol mirisztat acetat (PMA, Invivogen) jelenlétében differencialtattuk 3
6ran keresztiil, majd 3x mostuk PBS-ben és ujra tenyésztéedényekbe tettik 5x10° sejt/ml
stirtiségben ELISA mérésekhez, 10° cells/ml siirtiségben valés idejii kvantitativ polimeraz-
lancreakciohoz (Q-PCR) illetve Western blothoz. A sejteket éjszakan at hagytuk letapadni,
majd kezeltik 100 ng/ml ultratiszta LPS-sel (InvivoGen), 10 ug/ml parlagfii pollen kivonattal
(Greer Laboratories, 100 uM NADPH (Sigma-Aldrich) vagy 0.3 mM H;0O,-dal (Sigma-
Aldrich). A pollen kivonat endotoxin tartalma 16.31 pg/g, mely elhanyagolhat6 az altalunk
alkalmazott LPS koncentraciohoz képest. Az N-acetil-cisztein (NAC, 30 mM, Sigma-
Aldrich), MitoTEMPO [2-(2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl-4-ylamino)-2  oxoethyl]
triphenylphosphonium chloride monohydrate) (300 pM, Santa Cruz Biotechnology),
difenilén-jodonium (DPIL, 10 uM, Sigma-Aldrich) és a kaszpaz-1 inhibitort (Z-YVAD-fmk, 20
uM, BioVison) 1 draval a kezelések eldtt adtuk a sejtekhez.

3.2. Makroféag és dendritikus sejt differenciacio

A humén veérkészitményeket a Regionalis Vérellatd Kdzpont bocsatotta rendelkezésiinkre az
Orszagos Vérellatd Szolgalat igazgatdjanak, valamint a Regiondlis és Intézményi
Kutatasetikai Bizottsag jovahagyasaval. Minden vérvétel a donorok eldzetes irdsos
beleegyezésével tortént, azok adatainak feldolgozasa és megérzése az Orvos Vilagszovetség
altal kiadott Helsinki Nyilatkozat etikai iranyelvei szerint tortént. A CD14+ monocitakat anti-
CD14—konjugalt mikrogyongyokkel szeparaltuk (VarioMACS Separation System; Miltenyi
Biotec) az egeszseéges donorok leukocita-dusitott vérkészitményeibdl, majd 10% FCS, 500
U/ml penicillin-sztreptomicin (Life Technologies), és 2 mM L-glutamin (Life Technologies)
tartalmi RPMI 1640 tapoldatban, tenyésztéedényekben tartottuk. A sejtstiriség 12 lyukua
tenyésztdedényben 1.5 x 10° sejt/ml. A makrofagok és dendritikus sejtek (DC)
differenciacidjahoz 80 ng/ml GM-CSF-et (Leucomax; Gentaur Molecular Products) vagy 80
ng/ml GM-CSF-et és 100 ng/ml IL-4-et (PeproTech) alkalmaztunk. A 3. napon az IL-4-et és a
GM-CSF-et Ujra a sejtekhez adtuk. A sejteket az 5. napon 24 oraig kezeltiik 500 ng/ml LPS,
100 pug/ml RWE és 100 uM NADPH jelenlétében.



3.3. Kornealis epitel sejtkultara

Az SV-40-immortaliz&lt human kornedlis epitél sejtvonalat (HCE-T) Kaoru Araki-Sasaki-tol
(Osaka University, School of Medicine, Osaka, Japan) kaptuk a Riken Cell Bank-on
keresztil. A primer human kornealis epitél sejteket egészséges donorok szemébdl,
fotorefraktiv keratektémias (PRK) bevatkozas soran nyertik. A sejteket 200 U/ml penicillin-
sztreptomicin, 5% FCS (Gibco, San Diego, CA), 5% glutamin, 5 pg/ml inzulin, 0.5% dimetil
szulfoxid (mind: Sigma-Aldrich, St Louis, MO), és 10 ng/ml human epidermalis névekedési
faktor (Invitrogen) tartalmi DMEM/F12 tapoldatban tenyészettiik. A peptidoglikan
kezeléshez 4 pg/ml szolubilis, szonikalt, Escherichia coli K12-b6l szarmazo ultratiszta

peptidoglikant (PGN-ECndss; Invivogen) hasznaltunk.

3.4. A sejtek életképességenek vizsgalata

A THP-1 sejtek életképességét LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kit (Invitrogen)
segitségevel vizsgaltuk. A PMA-kezelt THP-1 sejteket éjszakan at hagytuk letapadni 96 lyukd
tenyésztéedényben, majd kezeltik 100 ng/ml LPS-sel, 10 ug/ml RWE-vel és 100 uM
NADPH-val DPI vagy NAC jelenlétében és hianyaban. 24 ora kezelés utan a sejteket PBS-
ben mostuk, majd 45 percig inkubaltuk Live/Dead Viability/Cytotoxicity Solution
jelenlétében. A kalcein acetoximetil (Calcein AM)-jel6lt egészséges sejtek z6ld, mig a nem
€16 sejtek sejtmagjait jelol6 etidium homodimer-1 (EthD-1) piros fluoreszcens jelet adnak. A
fluoreszcenciat BioTek spektrofotométerrel, megfeleld excitacios és emissziOs filterek
hasznélataval mértik.

HCE-T sejtek esetében UV-B-kezelést kovetéen MTT (3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5
diphenyl-tetrazoliumbromide) kolorimetrias médszerrel vizsgaltuk a sejtek életképességét.

3.5. A HCE-T sejtek Ultraviolet-B kezelése

A koriilbeliil 85%-90% konfluenciaji HCE-T sejteket a feltil(isz6 eltavolitasa utan 30 mJ/cm?
UV-B dozissal sugaraztuk FG15T8 lampa hasznalataval. A kezelés utan a sejteket sajat
tapoldatukban inkubaltuk, 6 illetve 24 ora elteltével Osszegytjtottik. A kontroll sejteket a

besugarazas kivételével azonos médon inkubaltuk.

3.6. Reaktiv oxogéngytk méres

10° THP-1 sejtet toltottink fel 50 M 2’-7°-dihidro-diklorofluoreszcein diacetattal
(H2DCFDA, Invitrogen) 37 °C-on 20 percig, majd a megfelel6 kezeléseket elvégeztik. Az
inkubacids id6 eltelte utdn a sejteket Osszegytjtottik és FACSCalibur (Becton Dickinson)



aramlasi citométerrel mértik a fluorszcens jelet. Az adatok kiértékelése FlowJo szoftver

hasznalataval tortént.

3.7. siRNS transzfekcid

A differencialtatott THP-1 sejteket 2.5 uM NLRP3-specifikus vagy nem specifikus negativ
kontroll ,,scrambled” siRNS (Silencer Select Pre-Designed and Validated, Ambion)
jelenlétében elektroporaltuk, majd tenyésztéedényre tettiik. 48 ora inkubacid utan a sejteket
24 oraig kezeltlik, ezt kovetéen a feliiluszokat ELISA mérésre, a sejteket pedig Q-PCR

és/vagy Western blot vizsgalatokra 6sszegytijtottiik.

3.8. RNS izolélas és RT-PCR

A total RNS izolalasat TriReagent (Molecular Research Center) hasznalataval végeztik a
gyartd utasitasai szerint. Az RNS koncentracidkat és a homogenitast spektrofotométerrel
(NanoDrop ND1000; Promega Biosciences) mértiik. Ezt kovetden adott mennyiségii RNS-t
emésztettink DNaz (Ambion) segitségével, majd a reverz transzkripciét Super Script 11 RNaz

H — Reverz Transzkriptdz és Random Primerek (Invitrogen) jelenlétében végeztik.

3.9. Valés idejii kvantitativ PCR (Q-PCR)

A Q-PCR technikahoz a mintakat 96 vagy 384 lyuku optikai reakcio ,,plate”-eken, ABI Prism
7900HT Sequence Detector System (Applied Biosystems) miiszerben futtattuk. A
reakciokhoz a gén-specifikus oligo mixeket az Applied Biosystems-t61 vasaroltuk. Tag DNS
Polimerdzt (Fermentas) hasznéltunk az amplifikacidbhoz és Rox referencia festéket
(Invitrogen) a fluoreszcens reporter jel normalizilasahoz. A reakcidelegyek 25 vagy 12,5 ul
vegtérfogatban 125 ng cDNS-t tartalmaztak. A kapott eredményeket a Sequence Detector
System 2.1 verzioju szoftverével (Applied Biosystems) értékeltiik ki. Az expresszios szinteket

ACt modszerrel szamoltuk ki és ciklofilin vagy 36B4 haztartasi génekre normalizaltuk.

3.10. Western blot analizis

A nem kezelt és kezelt sejteket jéghideg PBS-ben mostuk, majd lizis pufferben
szuszpendaltuk. A lizis puffer dsszetétele: 30 mM Tris (pH 7.6), 140 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 50 mM NaF, 2 mM Na-pirofoszfat, 50 uM fenilazin-oxid, 1% Triton-X and 1 mM
Na3V 04, frissen hozzaadott protedz inhibitorok (1 pg/ml aprotinin, 0.5 pg/ml pepstatin, 1.25
ug/ml leupeptin, I mM PMSF). A mintak 6sszfehérje koncentraciojat BCA protein assay

reagent kit (Pierce) segitségével hataroztuk meg. 30 pg total fehérjét az SDS mintafelvivo



pufferrel (0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, glicerol, 10% SDS, 0.025% bromfenolkék) egyitt 10
percig 100 °C-on inkubaltuk. Az igy kapott lizdtumokat SDS-PAGE gélen szeparaltuk, majd
nitrocelluléz membranra blottoltuk nedves elektro-blottolassal. A membranokat 5%
zsirszegény tejport tartalmazé Tween-TBS-ben blokkoltuk, majd NLRP3 és NLRP1 (Alexis
Biochemicals), hasitott IL-1p es kaszpaz-1 (Cell Signaling Technology), pro-kaszpaz-1 (Santa
Cruz Biotechnology), foszfo-p38 MAPK, foszfo-SAPK/JNK (Cell Signaling Biotechnology),
foszfo-p38 és p38, foszfo-SAPK/INK és SAPK/INK, foszfo-c-Jun (Ser63 és Ser73) és c-Jun,
foszfo-c-Fos és c-Fos, p-IkB-o (Santa Cruz Biotechnology vagy Cell Signaling
Biotechnology) specifikus antitestekkel jeloltik éjszakan at 4 °C-on. Az elsddleges
antitesteket HRP-konjugalt masodlagos antitestek segitségével detektaltuk (Amersham) 1
6raig szobahdn. A fehérjéket Supersignal West-Pico peroxide/luminol enhancer solution
(Pierce) segitségével tettlik lathatova. A vizsgalt fehérjék egyenlé mennyiségét a [-aktin

(Sigma-Aldrich) expresszidjanak kimutatasaval erdsitettiik meg.

3.11. Kazpaz-1 aktivitas mérés

A kaszpdz-1 enzim aktivitds a sejtek lizatumabol tortent acetilalt, AMC-konjugalt
fluorimetrikus  peptid szubsztrat ~ Acetyl-Tyr-Glu-Val-Asp-7-amino-4-methyl-coumarin
(Anaspec) segitségével. A sejtek liziset jegen végeztilk 30 perces inkubacioval 50 mM Tris-
HCI, pH 7.5, 150 mM NacCl, 0.5 mM EDTA, 0.5 % NP-40, 1 mM PMSF, 1 pg/ml aprotinin,
0.5 pg/ml pepstatin, 1.25 pg/ml leupeptin és 1 mM DTT 0Osszetételii pufferben. Centrifugalas
(10000 g, 10 min 4 °C) utan 30 ug fehérje lizatum felillszojat 100 pl lizis pufferben 40 uM
szubsztrattal (végs6 koncentracio) inkubaltuk mikrotiter plate-en szobahén. Az AMC
felszabadulasabdl szarmazé megnovekedett fluoreszcenciat 460 nm-en, 355 nm excitécids
hullamhosszon detektaltuk Wallac 1420 Victor2 fluorimeter-luminometer (Wallac Oy)

segitségével.

3.12. A szekretalt citokin koncentracio meghatarozasa

A szekretalt citokin koncentrdcid meghatarozasa a kezelési idok eltelte utan a sejtek
feltldszoibdl tortént ELISA mddszerrel a gyarto cégek instrukcioi alapjan. IL-1p, IL-6, 1L-8,
IL-10 és IL-12-specifikus (BD Biosciences), valamint IL-18-specifikus (R&D System)
ELISA Kit-eket hasznaltunk. A detektalhatosagi hatar az I1L-1B, 1L-10, IL-12 és a TNF-a
esetében 10 pg/ml, az IL-6 és IL-8 esetében 5 pg/ml, az 1L-18 esetében pedig 30 pg/ml.



3.13. Statisztikai analizis
A bemutatott adatokat a szamtani k6zép (mean) standard deviacié +SD alapjan prezentaltuk.
Az adatok statisztikai elemzése Student t-probaval tortént.



4. Eredmények
4.1. A parlagfii pollen Kkivonat (RWE) erositi az LPS altal Kkivaltott NLRP3

infimmoszdma aktivaciét human makrofag sejtekben

4.1.1. Az RWE ndveli az LPS-indukalta IL-1p szekréciot human makrofagokban

Munkank soran els6ként a parlagfii pollen hatdsat vizsgaltuk a THP-1 sejtek IL-1B
termelésére. Annak érdekében, hogy elkeriljik a pollen szemek kdzvetlen kontaktusanak
aktivalo hatésat, kisérleteinkben a parlagfii pollen szemekbdl nyert kivonatat hasznaltuk
(RWE). Mivel a kivonat nem tartalmazza a NADPH oxidaz szubsztratjat, a NADPH-t, ezért
kisérleteinkben exogén modon adtuk azt a sejtekhez a kivonattal egyltt. Munkank soran a
PMA-val makrofagokka differencialtatott THP-1 sejteket RWE-vel kezeltuik NADPH
jelenlétében és hianyéban, illetve LPS-sel kombinalva és mértilk a sejtek feliliszdjaban az
IL-1B mennyiségét. Azt az eredményt kaptuk, hogy bar az RWE a NADPH jelenlétében sem
(NADPH 6nmagaban sem) képes IL-1p szekréciot kivaltani, mégis jelentésen fokozza az LPS
altal indukalt IL-1pB termelést. A human monocita eredetli makrofagok és dendritikus sejtek

esetében is hasonlé eredményeket kaptunk.

4.1.2. Az RWE ROS termelést valt ki, ROS inhibitorok pedig megsziintetik az LPS-
indukélta, RWE 4&ltal tovabb fokozott IL-1p termelést

Leirtak, hogy a pollen NADPH oxid4azok ndveli a ROS mennyiségét a tiidd epitél sejtjeiben,
az azonban eddig ismeretlen volt, hogy vajon az RWE képes-e ROS termelést kivaltani
huméan makrofagokban. Ezért munk&nk soran mértik a THP-1 sejtek intracellularis ROS
termeléset a kezelések hatdsara. Azt az eredményt kaptuk, hogy mig az RWE 6nmagéban is
képes ROS termelést kivaltani (a NADPH 6nmagaban nem képes), addig az RWE és a
NADPH egyittesen folyamatosan névekvé mennyiségii ROS-t generdlnak. Kordbbi irodalmi
adatoknak megfeleléen az LPS Onmagaban nem valt ki az altalunk haszndlt modszerrel
detektalhaté mennyiségli ROS felszabadulast, tovabba nem fokozza az RWE éltal (NADPH
jelenlétében) indukalt ROS termelést sem. Annak kideritésére, hogy vajon az RWE Altal
tovabb novelt IL-1p szekrécio ROS-medialt folyamat eredmenye-e az LPS-aktivalt sejtekben,
ROS-scavenger NAC eldkezelést végeztiink. Eredményeink azt mutatjadk, hogy a NAC
teljesen megsziintette az IL-13 szekrécidt, ami arra utal, hogy a ROS-nak dont6 szerepe van a
folyamatban. Az IL-1f szekrécio hatterében allo ROS forrasanak kideritése érdekében a

sejteket eldkezeltik MitoTempoval (mitokondrialis ROS inhibitor), valamint DPI-vel



(NADPH oxidaz és mitokondrialis ROS inhibitor). Azt az eredményt kaptuk, hogy mig a
MitoTEMPO csak kismértékben csdkkentette az IL-1B szekréciét, addig a DPI kezelés
teljesen megsziintette azt. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy az LPS-indukalta,
RWE altal tovabb ndvelt IL-1B termelés hatterében alld6 ROS dontéen a pollen-eredetii

NAPDH oxidazok kdvetkezménye.

4.1.3. A kaszpaz-1 gatlasa és az NLRP3 mRNS csendesitése megsziinteti az LPS-indukalt
és RWE altal tovabb fokozott IL-1p termelést

Annak igazolasara, hogy az RWE altal tovabb novelt IL-13 termelésben a kaszpédz-1 enzim
miikodésének szerepe van, a THP-1 sejteket kaszpaz-1-specifikus Z-YVAD-FMK inhibitorral
modszerrel. Eredményeink szerint az inhibitor szignifikdnsan csokkentette a kezelt sejtek I1L-
1B termelését. Tovabba az NLRP3 expresszio csendesitésével (NLRP3-specifikus siRNS
elektroporalasaval) megallapitottuk, hogy az NLRP3-nak fontos szerepe van a fokozott IL-1

termelésben, hiszen az siRNS alkalmazasa teljesen megszilintette azt.

4.1.4. Az RWE fokozza az LPS-indukalt ,,priming”-ot az NLRP3 inflammoszéma
aktivacidjahoz

Az NLRP3 inflammoszoma aktivaciojahoz ¢s miikodéséhez a fehérje komplex tagjainak és a
pro-IL-1B-nak a fokozott expresszidja szikséges. A THP-1 sejteket RWE és NADPH
kezelésnek vetettilk ala LPS jelenlétében és hidnyaban. Az LPS szignifikansan indukalja az
NLRP3, pro-kaszpaz-1 és a kaszpadz-1 expresszidjat. Azonban mig az RWE NADPH-val
egylttesen nem befolyasolta ezen fehérjék expresszidjat, addig jelentdsen tovabb fokozta az
LPS &ltal indukalt pro-kaszpéz-1 és kaszpaz-1 kifejez6dését. Bar az NLRP3 transzkripcidja is
nétt, a novekedés mégsem volt szignifikdns a fehérje kifejez6désében. Ehhez hasonld
eredményeket mar leirtak korabban, melyekben az NLRP3 mRNS expresszioja eltér a fehérje
kifejez6désétdl, azonban a pontos mechanizmus még nem ismert. Annak Kideritésére, hogy
vajon a fokozott kaszpaz-1 expresszioval névekedett enzimaktivitas is egyutt jar-e, vizsgaltuk
a sejtek kaszpaz-1 enzim aktivitasat. Azt talaltuk, hogy mig az LPS szignifikans kaszpaz-1
enzim aktivitast indit valt ki, az LPS-aktivalt makrofagok RWE kezelése nem mutat nagyobb
enzim aktivitast. Vizsgaltuk tovabba, hogyan hat az RWE magaban és LPS-sel kombinalva a
pro-1L-1p eés IL-1p expresszidjara. Azt kaptuk, hogy az RWE tovabb fokozta mind az LPS-

indukalta pro-I1L-1p expressziot, mind az éerett IL-1p szekréciot.



4.1.5. AZ RWE fokozza az inflammoszoma tagok és a pro-IL-1p expressziojat, mely
folyamat NADPH-dependens, és ROS inhibitor DPI-vel gatolhato

Annak a kideritésére, hogy a pro-IL-1p és az inflammoszéma komponensek expresszidjanak
RWE Altali névekedése az RWE NADPH oxidazainak kdszonhet6-e, vizsgaltuk ezen fehérjék
MRNS expressziojat NADPH jelenlétében és hianyaban, és/vagy LPS-sel kombinalva.
Eredményeink szerint az altalunk vizsgalt, fokozott mMRNS expresszibk NADPH-
dependensek. Tovabb vizsgalva a ROS szerepét ebben a folyamatban a DPI elékezelés hatasat
tanulmanyoztuk az mRNS expressziokra. Azt talaltuk, hogy a DPI jelentdsen csokkentette a
MRNS expressziokat az LPS- es/vagy RWE-kezelt sejtekben, tehat a ROS-nak jelentOs

szerepe van az altalunk vizsgalt folyamatokban.

4.1.6. Az RWE NADPH-fiigg6 modon aktivalja a p38 MAPK, JNK és AP-1 jelatviteli
Utvonalakat, mely p38 MAPK, JNK és AP-1 fokozott foszforilaciéjahoz vezet LPS-kezelt
sejtekben

Annak kideritésére, hogy milyen hatasa van az RWE-nek azon jelatviteli utvonalakra, melyek
részt vesznek az inflammoszéma tagok és az IL-1p expresszidjaban, a p38 MAPK, JNK, és az
IxB foszforilaciojat vizsgaltuk a kezelések hatasara Western blot technikaval. Eredményeink
azt mutatjak, hogy az IxkBa Kivételével a RWE NADPH-fiiggé modon indukalja az altalunk
vizsgalt fehérjék foszforilacigjat. Azt is kimutattuk, hogy az RWE NAPDH jelenlétében
tovabb fokozza ezen fehérjék LPS altal indukalt foszforilacidjat. Vizsgaltuk tovabba az AP-1
komplex tagjainak (c-Jun, c-Fos) foszforilaciojat is, melyek szintén az IL-1p termelésben
fontos jelatviteli utvonalak fehérjéi. A kapott eredmények szerint az RWE NADPH-val egyutt

tovabb emeli az AP-1 komplex tagjainak LPS-indukalt foszforilacidjat.



4.2. A Nod-like receptorok és funkcionalis partnereik konstitutiv és UV-B modulalt

transzkripcioja human kornealis epitél sejtekben

4.2.1. Az NLRP-k és inflammoszoma komponensek transzkripcidja primer és
immortalizalt human kornealis epitél sejtekben

Vizsgalataink idején a TLR-ek kornedlis epitél sejtekben vald expressziojardl allt
rendelkezésre néhany irodalmi adat, azonban az NLR-ek és az inflammoszoma kifejezédése
ekkor még ismeretlen volt ezekben a sejtekben. Ezért kisérleteinkben els6ként célul tiiztik ki
az NLRP-k (NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRP4, NLRP6, NLRP7, NLRP10, NLRP12) és az
inflammoszoma komponensek transzkripcidjanak vizsgalatat primer és immortaliz&lt human
kornedlis epitél sejtekben. Azt talaltuk, hogy az NLRP1 mRNS hasonléan mennyiségben
fejezddik ki mindkét sejttipusban. Az NLRP3 mRNS expresszidja tobb, mint 20x nagyobb a
sejtvonalban. Az NLRP7 mRNS csak nagyon alacsony mennyiségben volt detektalhat6 és az
is csak a sejtvonalban. Az NLRP10 expresszidja nagysagrendekkel nagyobb a HCE-T
sejtvonalban a primer sejtekben mérthez képest. Az NLRP4, NLRP6 és a NLRP12 nem volt
detektalhaté egyik sejttipusban sem. Kimutattuk, hogy az NLRP1-nek egy roévidebb
izoformajat fejezik ki a HCE-T sejtek, viszont az NLRP3 mRNS meglététél fuggetleniil a
fehérje szinti kifejezddését mar nem tudtuk detektélni.

Kimutattuk tovabba, hogy az ASC és a pro-kaszpaz-1 mRNS kisebb mennyiségben
expresszalodik a sejtvonalban. Mig a pro-kaszpaz-1 fehérje jelenlétét kimutattuk a

sejtvonalban, addig az aktivalt format nem tudtuk detektalni.

4.2.2. Az NLRC alcsalad expresszidja primer és immortalizalt humén korneélis
sejtekben

Az NLRP alcsalad tagjai mellett az NLRC alcsalad tagjainak (NOD1, NOD2, NLRX1 és
NLRC5) expresszidjat is vizsgaltuk human kornedlis epitél sejtekben. A NOD1, NOD2 és
NLRX1 mRNS hasonldé mértékben expresszalodik a primer sejtekben, mint sejtvonalban. Az
NLRC5 mRNS expresszidja primer sejtek esetében a detektalhatdsagi szint alatt volt, de a
sejtvonalban is csak alacsony szintli expresziot tudtunk kimutatni.

Mivel a NOD1 és a NOD2 mRNS hasonlé mértékben expresszalodik a primer sejtekben és a
sejtvonalban, ezert kivancsiak voltunk arra, hogy a HCE-T sejtvonal képes-e valaszreakciot
mutatni a NOD1/NOD2-specifikus ligand kezelés hatasara. Ennek kideritésére a sejteket
ultratiszta PGN-nel kezeltik, mely a NOD1 és a NOD2 specifikus ligandja. Ismert, hogy a

NOD1 és a NOD2 aktivalasa soran az NFxB utvonal is aktivalddik, melynek kimutatasara jo



marker az IxB foszforilacidjanak kimutatasa. Kisérletiinkben az IxB foszforilacidjat
vizsgaltuk iddkinetikaval a PGN kezelést kovetden. A foszforilaciot ki tudtuk mutatni, mely a
4 Oras kezelt mintiban érte el a csucsat. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a HCE-T
sejtvonalban expresszalodd NOD1 és NOD2 funkcionalisan aktiv. Ezért megallapitottuk,
hogy a HCE-T sejtvonal jo6 modell rendszer lehet a NOD1 és a NOD2 tanulmanyozasara
kornealis epitél sejtekben.

4.2.3. Az UV-B sugéarzas hatasa az NLRP fehérjék transzkripciojara HCE-T sejtekben
Az egyik legf6bb kornyezeti stressz a kornea szamara az UV-B sugarzas. Az UV-B
sugarzasnak az NLRP-k expresszidjara gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz a HCE-T sejteket
UV-B sugérzasnak tettiik ki, majd 6 és 24 éra elteltével vizsgaltuk az expresszios szinteket a
nem besugarazott mintakhoz képest. Eredményeink azt mutatjak, hogy az NLRP2 és az
NLRP7 kivételével az 6sszes altalunk vizsgalt NLRP fehérje mRNS expresszidja 6 oraval a
besugarazas utan csokkent. Erdekes mdodon azonban 24 6raval a besugarazas utan az mRNS
expressziok visszadlltak az eredeti szintjeikre. SOt, az NLRP3 és az NLRP10 esetében
szignifikans expresszios névekedést is tapasztaltunk a nem-kezelt sejtekhez képest.
Vizsgaltuk tovabba az UV-B hatdsdt az NLRP1 és NLRP3 fehérje kifejezédésére is.
Eredményeink szerint az NLRP1 fehérje expresszioja hasonloan véltozott az mRNS-éhez: 6
Oraval a kezelést kovetden csokkent, majd 24 6ra mulva visszaallt a kezdeti szintre. Bar az
NLRP3 mRNS expresszidja ndtt az UV-B kezelés hatdsara, a fehérje expresszioja nem

indukalodott az UV-B sugarzas hatasara sem, igy azt nem tudtuk detektalni.

4.2.4. Az UV-B sugarzas hatasa az inflammoszéma adaptor és enzim transzkripcidjara
HCE-T sejtekben

Az UV-B sugéarzas hatasat az ASC és a kaszpaz-1 expresszibjara is vizsgaltuk. Azt az
eredményt kaptuk, hogy mindkét fehérje mMRNS expresszidja csokkent 6 draval a kezelést
kovetden, és ez a csokkent szint 24 6ra mulva is megmaradt. A kaszpéaz-1 esetében ez a

csokkenés a nem kezelt kontroll mintahoz képest szignifikansnak bizonyult.

4.2.5. Az UV-B sugéarzas hatdsa az NLRC fehérjék transzkripcidjara HCE-T sejtekben

Az NLRC fehérjék mRNS expressziojanak vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy az UV-B
sugarzas utan 6 oraval az 0sszes altalunk vizsgalt NLRC alcsalad tagnak (NOD1, NOD2,
NLRC5 and NLRX1) csokkent az expresszidja. Bar 24 draval a kezelés utdn a NODL1 és a

NOD?2 expresszioja nétt a 6 6ras mintdkban mértekhez képest, még igy is az 6sszes altalunk



vizsgalt NLRC kifejez6dése alacsony szinten maradt a kontrollhoz viszonyitva. Ezek az
eredmeények azt sugalljak, hogy ellentétben az NLRP fehérjékkel, az NLRC-k UV-B hatdsara
csokkent expresszids szintje hosszabb tavon is fennmarad.

4.2.6. A HCE-T sejtek citokin szekrécidja UV-B sugarzast kovetéen

Mértiik a nem kezelt és UV-B sugarzasnak kitett HCE-T sejtek fellilisz6jabdl az 1L-1p, IL-6,
IL-10, IL-12, IL-18 és TNFa koncentraciojat. Eredményeink szerint egyedil az I1L-6 citokin
szekrécidja volt detektalhatd ELISA modszerrel. Az IL-6 termelés folyamatos, melyet az UV-
B sugarzas 24 6raval a kezelést kovetden kétszeresére novelt. Ezen eredmények azt mutatjak,
hogy az NLR-ek expresszijdban bemutatott valtozadsok egyutt jarnak az 1L-6
proinflammatérikus citokin névekedett szekrécidjaval UV-B sugarzés hatasara.



5. Diszkusszio

1. rész

Az allergias rhinitis legfébb okozdja a parlagfii pollen. Az IL-1p az egyik legfontosabb
proinflammatoérikus citokin, mely allergids rihinisben szenvedd betegekben fokozott
mértékben termelédik. Ennek a citokinnek a termelése az NLRP3 inflammoszoma
aktivaciojanak kovetkezmeényekent a kaszpaz-1 enzimatikus hasitdsa révén torténik. Ismert,
hogy az intracellularis ROS termelés szerepet jatszhat az NLRP3 inflammoszoma
aktivalasaban. Leirtak, hogy a parlagfii pollen kivonat NADPH oxidaz aktivitassal
rendelkezik, mely ROS felszabadulast képes generdlni. A legfobb IL-1p termeld sejtek a
makrofagok. Allergids asztmaban szenvedd betegekbdl szarmazo makrofagok tobb ROS-t
termelnek az egészséges emberékhez képest. Ezen kordbbi eredményekre alapozva célul
tliztlik ki a parlagfii pollen hatdsanak vizsgalatat az NLRP3 inflammoszéma muikodésére és az
IL-1B termelésre makrofagokka differencidltatott THP-1 sejteken. Ismert, hogy az antigén
prezentdld sejtek és a pollen szemek kozti kdzvetlen kapcsolat az immun sejtek
aktivaciojahoz vezethet, mely felelés lehet a pollen szemek adjuvans hatasaért. Ezért ahhoz,
hogy a parlagfii pollen komponensek kozvetlen molekuldris hatdsait tudjuk vizsgélni a
makrofagokon, kisérleteinkben a parlagfii pollen kivonatat (RWE) hasznaltuk, igy elkerltiik
a pollen szemek direkt kontaktusabol kialakitdsabol szarmazo sejtaktivalo hatasat. A NADPH
oxidaz természetes szubsztratja a NADPH. AZ RWE nem tartalmazza ezt a szubsztratot, igy a
Kisérleteink sordn exogén modon adtuk a sejtekhez azt az RWE-vel egyitt. A természetben a
pollen szemek altalaban ,,szennyezettek” bakterialis LPS-sel. Az LPS-rél ismert, hogy az
egyik legfébb aktivatora az NLRP3 inflammoszémanak. Ezért kisérleteink sordn LPS kezelést
is alkalmaztunk. Ismert, hogy az LPS énmagaban nem képes IL-1f termelést kivaltani THP-1
sejtekben. Azonban ha az LPS kezelés a sejtek PMA-val torténd makrofagga
differencialtatasa utan torténik, a THP-1 sejtek lépesek lesznek az IL-1[3 szekréciora. Ezekkel
az eredményekkel dsszhangban azt az eredményt kaptuk, hogy a differencialtatott THP-1
sejtek 1L-1p-t szekretalnak LPS kezelés hatasara, amely folyamatban a PMA kezelés inditja el
a ,,priming” folyamatat. Azonban az RWE NADPH jelenlétében sem (illetve a NADPH
onmagéaban sem) befolyasolta nem képes IL-1p szekrécidt indukalni. Ennek ellenére az RWE
szignifikansan tovabb fokozta az LPS Altal indukalt IL-13 termelést. Ez az eredmény
Osszhangban van azokkal az el6zetes megfigyelésekkel, melyek szerint az endotoxin jelenléte

fokozza a pollen szemek allergias tiineteket kivalto hatasat.



Noha az IL-1p termelésért az NLRP3 inflammoszoman kivil mas inflammoszéma komplexek
is (AIM2, NLRC4, NLRP1 inflammoszomak) felelések lehetnek, eldkisérleteink soran
kimutattuk, hogy az RWE NADPH és LPS jelenlétében sem befolydsolja ezeknek az
inflammoszoma szenzoroknak az expressziojat.

Leirtak, hogy a pollen ROS termelést general léguti epitél sejtekben illetve dendritikus
sejtekben. Azonban eddig nem allt rendelkezésre olyan irodalmi adat, melyben az RWE
ROS-t indukalo hatésat vizsgaltak volna makrofag sejtekben. Kimutattuk, hogy az RWE
onmagaban is képes hosszantartd6 ROS termelést kivaltani a THP-1 makrofagokban. Ez
Osszhangban all azokkal az irodalmi adatokkal, melyek id6ben elnyul6 ROS termelést
mutatnak be pollen-kezelt alveolaris makrofagokban. Ezzel ellentétben - az irodalmi
adatoknak megfeleléen - az LPS kezelés soran nem tudtunk kimutatni detektalhaté ROS
termelést. Annak a kideritésére, hogy az LPS-indukalt és RWE altal tovabb fokozott IL-1
termelésben a felszabadult ROS-nak szerepe van-e, a THP-1 sejteket ROS-scavengerrel
(NAC), valamint ROS inhibitorokkal (MitoTempo, DPI) kezeltiik el6. A MitoTEMPO a
mitokondridlis ROS termelés inhibitora, a DPI a NADPH oxidaz és ugyancsak a
mitokondrialis eredetii ROS termelés gatloszere. Kimutattuk, hogy a NAC megakadalyozta az
IL-1P szekréciojat. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a ROS-nak dont6 szerepe van az RWE
altal tovabb fokozott IL-1p termelésben. Mig a MitoTEMPO csak kismértékben csokkentette
az IL-1p termelést, addig a DPI képes volt teljesen gatolni azt. Ezek az eredmények arra
engednek kdvetkeztetni, hogy az LPS-indukélt, RWE &altal tovabb novelt IL-1p termeléshen
kulcsszerepet szerepet jatsz6 ROS dontéen pollen NADPH oxidaz eredetii.

Nemrégiben megjelent kézlemények szerint a ROS nem kozvetlenil aktivalja az NLRP3
inflammoszomat, de szerepe van az inflammoszdéma aktivalashoz vezetd ,,priming” 1€péshez.
A mi kisérleti rendszeriinkben, ahol a THP-1 sejteket makrofagokka differencialtattuk PMA-
kezeléssel, az RWE altal indukalt ROS a ,,priming”-hoz egy tovabbi aktivacios szignlt
eredmény is, miszerint az RWE ©Onmagaban nincs hatassal sem az inflammoszoma
komponensek, sem az IL-1 expresszidjara, azonban jelentésen noveli az LPS-altal kivaltott
indukcidkat.

A kaszpaz-1 szerepét is vizsgaltuk a kombindlt kezelések altal kivaltott IL-1B termelésben.
Ennek soran kaszpaz-1-specifikus inhibitorral teljesen gatolni tudtuk az IL-1p szekrécidjat,
tehat a kaszpaz-1-nek donté szerepe van az kombinalt kezelések hatasara felszabaduld IL-13

termelésben. Azt is kimutattuk, hogy az RWE fokozza az LPS éltal kivaltott pro- és hasitott



kaszpaz-1 fehérje kifejez6dését, ennek ellenére nem befolyasolja az LPS-indukalta kaszpaz-1
enzim aktivitasat. Ez talan ellentmonddsosnak tiinhet, de érdemes megjegyezni, hogy a
Western blot technika csak a processzalt format mutatja ki, az enzim aktivitasatol fliggetlenl.
Azt is leirtak, hogy a kaszpaz-1 gyorsan inaktivva valik THP-1 sejtekben, ami a processzalt,
de inaktiv forma akkumulacidjahoz vezet.

Az NLRP3 inflammoszéma tagok és az IL-1p LPS-medialt expressziojaban kiilonboz6
jelatviteli atvonalak vesznek részt. Bar az RWE nem fokozta sem az IL-13, sem az NLRP3 és
pro-kaszpaz-1 expresszidjat, kimutattuk, az RWE (NADPH jelenlétében) a p38 MAPK, JNK
és az AP-1 komplex c-Fos és c-Jun tagjainak foszforilacidjat képes Kkivaltani. Ez a
foszforilacio az RWE és az LPS egyiittes hasznalataval jelentésen fokozodik. Ezek alapjan
arra kovetkeztetink, hogy az LPS-indukélta és az RWE &ltal generalt ROS-fliiggé modon
tovabb fokozott IL-1p termelés dsszefuiggésben all a p38 MAPK, JNK és az AP-1 jelatviteli
utvonalakkal.

Eredményeinket 6sszefoglalva tehat elsdként publikaltuk, hogy az RWE NADPH jelenlétében
szignifikansan fokozza az LPS-indukalta IL-1p szekréciot THP-1 sejtvonalban, illetve primer
human makrofagokban és dendritikus sejtekben. Kimutattuk, hogy a fokozott IL-1p termelés
az NLRP3 inflammoszoma altal medialt folyamat kdvetkezménye. Megéllapitottuk, hogy az
RWE citoszolikus ROS termelést valt ki, a ROS termelést gatlé inhibitorok pedig
megszintetik az IL-1B termelést. Azt is kimutattuk, hogy az RWE tovabb fokozza az
inflammoszoma tagok és a pro-IL-1B LPS altal indukalt mRNS expresszidjat a NADPH
oxidazai révén termelt ROS-nak koszonhetéen. Az RWE és az LPS kooperacioja arra enged
kovetkeztetni, hogy a bakterialis endotoxin szennyezettségnek fontos szerepe van a pollen
altal Kkivaltott allergias reakciokban. Ez az ismeret j0 alapja lehet az allergias léguti

betegségek kezelésére szolgalo terapia kifejlesztésének is.

2. rész

A makrofagok mellett az epitél sejtek is fontos szerepet toltenek be a kiilonbozd
immunologiai folyamatokban. Az epitél sejtek a test felszineit boritjak, mint pl a bor, a
légutak, az emésztérendszer vagy a szem, €s fontos kapcsot jelentenek a kiilsé kornyezet és a
test bels6 részei kozott. Noha a szem immunologiailag privilégizalt terllet és immunrendszere
eltér a mas helyeken miikddé immunrendszertdl, aktivan képes ellendllni a fert6zd
agenseknek ¢€s a karos kornyezeti tényezOknek. A kornea immunrendszerének egyik
legfontosabb sejtjei a kornealis epitél sejtek, melyek nemcsak passziv fizikai barrierként védik

a szemet, hanem aktiv citokin, kemokin és antimikrobialis peptid termeléssel is. Vizsgalataink



idején a TLR-ek kornealis epitél sejtekben valo kifejez6désérol jelent meg néhany publikacio,
azonban az NLR csalad tagjainak kornedlis epitél sejtekben valo expresszidjarol egyetlen
publikécid sem allt rendelkezésre.

Ezért célul tiztik ki, hogy els6ként mutassuk be az NLR-ek és az inflammoszoma tagok
expresszidjat human kornedlis epitél sejtekben. Munkank soran az is terveink kdzott szerepelt,
hogy taléljunk egy olyan sejtvonalat, amely a primer sejtek analdgjaként j6 modellként
szolgélhat az NLR-ek kornedlis epitél sejtekben valo vizsgalatahoz, ezért 6sszehasonlitottuk a
primer sejtek s egy HCE-T nevii sejtvonal NLR-expresszios ,,mintazatat”.

Azt talaltuk, hogy az NLRP1 kifejezddik és relativ expresszioja hasonldé mindkét sejttipusban.
Egy maésik munkacsoport késébb leirta, hogy az NLRPI kifejez6dik kornedlis epitél
sejtekben, megerdsitve ezzel a mi eredményiinket. Az NLRP3 expresszidja viszont kb. 20x
nagyobb a sejtvonalban a primer sejtekhez képest. 2011-ben megjelent egy publikécio,
melyben szintén leirjak az NLRP3 kifejez6dését a kornedlis epitél sejtekben, valamint azt,
hogy bizonyos gombafajok képesek indukélni az NLRP3 mRNS expressziojat.

Az NLRP7 csak a sejtvonalban volt detektalhatd, alacsony relativ expresszidval. Az NLRP10
jelentésen magasabb expressziot mutatott a sejtvonalban. Az NLRP4, NLRP6 és az NLRP12
MRNS jelenléte nem volt detektalhatd egyik sejttipusban sem.

Az NLRP1 és az NLRP3 fehérje kifejezodésnek vizsgalatai soran azt talaltuk, hogy a
sejtvonalban az NLRP1-nek egy kisebb izoforméja expresszalddik, az NLRP3 fehérje
jelenlétét pedig nem tudtuk detektalni. Ezek alapjan a HCE-T sejtvonal nem lehet j6 modell
az NLRP1 és az NLRP3 inflammoszomak tanulmanyozasahoz.

A kornedlis epitél sejtek fontos szerepet jatszanak a cornea védelmében. Az egyik legfébb
kdrnyezeti stresszt a kornea szdméara az UV-B sugarzas jelenti. A szemet eléré UV-B sugarzas
dontd részét a kornea nyeli el. Az UV-B sugérzas fotokeratitiszt idézhet eld, mely egy
fajdalmas, kornea karosodassal jaro korkép. A tunetek 6-12 oraval az UV-B sugarzas utan
jelentkeznek és 48 dran belll rendszerint el is malnak. Hosszatavon az UV-B sugarzas
fokozhatja a patogének iranti fogékonysagot, mely feleldssé tehetd a szemet érintd patologias
folyamatok kialakulasaért. A bor keratinocita sejtei is fontos elemei az immunrendszer elsd
védelmi vonalanak és ezek a sejtek szintén ki vannak téve az UV-B sugarzasnak. Korabban
kimutattak, hogy a keratinocitakban expresszalédnak az inflammoszéma tagok és az UV-B-
hatasnak Kitett sejtek képesek IL-1B-t termelni kaszpaz-1-dependens folyamat révén. Arrol
azonban nem alltak rendelkezésre irodalmi adatok, hogy a korneélis epitél sejtekben az UV-B
sugarzads hatdsara hogyan valtozik az NLR-ek expresszidja, ezért célul thztik Ki ennek

vizsgalatat. Eredményeink szerint az UV-B sugarzas hatadsara az NLR-ek expresszidja



csokken. Ez az eredmény 6sszhangban all az UV-B sugarzas immunoszuppressziv hatasaval.
Azt is kimutattuk, hogy a kornedlis epitél sejtek — ellentétben a keratinocitakkal — nem
termelnek IL-1B-t, azonban UV-B sugarzas hatdsara egy maésik proinflammatorikus
citokinnek, az IL-6-nak a szekrécidja mintegy kétszeresére né a kontrollhoz képest.
Elékisérleteink soran megallapitottuk, hogy a HaCaT keratinocita sejtvonal sem képes IL-1p—
t szekretalni a primer sejtekkel ellentétben. Ezek a kulonbségek Gjabb példai annak a
megfigyeléstinknek, hogy primer korneélis epitél sejtek nem azonos mddon fejezik ki az NLR
csalad egyes tagjait a sejtvonalhoz képest.

Egy masik kisérletinkben megallapitottuk, hogy a NOD1 és a NOD2 exresszidja hasonld
a két sejttipusban, ezért kivancsiak voltunk arra, vajon a HCE-T sejtvonal j6 modell lehet-e
ezen fehérjék tanulmanyozasaihoz a primer sejtek helyett. NOD1 és NOD2-specifikus ligand
(PGN) hasznalataval az IxkB  foszforilaciojan keresztil vizsgaltuk a funkciojukat.
Megallapitottuk, hogy a NOD1 és a NOD2 funkcionalisan aktiv a HCE-T sejvonalban, igy jo
modellként szolgalhat akar a szemet érintd bakterialis fert6zések esetén a NOD1/2 szerepének
vizsgalataihoz. Nemrégiben megjelent néhany kozlemény, melyekben szintén leirjak a
funkcionalisan aktiv NOD1 és NOD2 jelenlétét kornedlis epitél sejtekben. Azt is kimutattak,
hogy a NOD1 stimulacidja fontos a neovaszkularizacié folymatanak elinditasdban, ami jo
alap lehet a kornealis neovaszkularizaciot célzd terapids lehetéségek kifejlesztésében. A
kornealis epitél sejtekben kifejez6d6 NODI1-nek és a NOD2-nek a szerepét leirtdk az
antimikrobidlis B-defensin 9 expressziojanak szabalyozasa kapcsan is.
Az NLR csalad expresszioja és funkcidja kornealis epitél sejtekben a mai napig kevéssé
ismert, hiszen az emlitett néhany publikacio jelent meg ebben a téméban a publikdcionk
megjelenése Ota is. Elséként mutatta ki munkacsoportunk az NLR-ek és az inflammoszéma

tagok mMRNS expressziojat primer human epitél sejtekben és sejtvonalban.



6. Osszefoglalas

Munkank soran kimutattuk a parlagfii pollen kivonat hatasat az LPS-indukalt makrofagok IL-
1B termelésére. Eredmeényeink szerint a parlagfii pollen kivonat (NADPH jelenlétében) nem
befolyasolja szignifikansan sem a primer human makrofagok és dendritikus sejtek, sem a
THP-1 makrofagok IL-1B termelését, azonban jelentésen fokozza ezen sejtek LPS-indukalt
NADPH-val — 6nmagaban is ROS termelést general, egyiittesen fokozatosan novekvo
mennyiségii ROS termelést valtanak ki a THP-1 sejtekben. Megéllapitottuk, hogy a ROS,
mely az LPS-indukalt, pollen kivonat &ltal tovabb novelt IL-1p termelés soran keletkezik,
nagymértékben a parlagfii pollen-eredeti NADPH oxiddz enzim mikodésének
kovetkezmenye. Azt is kimutattuk, hogy a novekedett IL-1B szekrécio NLRP3 és kaszpaz-1
enzim-dependens. A pollen kivonat tovabb fokozza az LPS altal indukalt kaszpéz-1, valamint
az IL-1p protein expresszidjat is. Az IL-1P expresszidjaban fontos szereppel bir6 jelatviteli
utvonalak foszforilacios vizsgalatai soran azt az eredményt kaptuk, hogy a parlagfii pollen
kivonat NADPH-dependens mddon indukalja a p38 MAPK és a JNK foszforilaciojat,
valamint jelentdsen noveli ezen fehérjék LPS altal indukalt foszforilaciojanak mértékét. A
parlagfii pollen kivonat az AP-1 komplex c-Jun és c-Fos LPS-indukalt foszforil&ciojat is
tovabb noveli. A parlagfii pollen kivonat valamint az LPS kooperacioja arra enged
kovetkeztetni, hogy a pollen szemek bakteridlis endotoxin ,,szennyezettsége” fontos szerepet
jatszhat a parlagfii pollen altal kivaltott allergids folyamatok kialakulasaban.

A disszertacio alapjaul szolgal6 maésik munkénk soran a Nod-like receptorok és az
inflammoszomatagok expresszidjat vizsgaltuk primer human kornedlis epitél sejtekben és a
HCE-T human kornedlis epitél sejtvonalban. Megallapitottuk, hogy a NOD1, NOD2, NLRX1
és az NLRP1 mRNS hasonlé mértékben expresszalodik mind a primer sejtekben, mind a
sejtvonalban, azonban mig az NLRP2 és az NLRP10 a sejvonalban, az ASC és a kaszpéz- 1 a
primer sejtekben fejezddik ki nagyobb mértékben. Az NLRCS és az NLRP7 mRNS a
detektalhatosagi szint kozelében fejezddik ki. Munkank sordn kimutattuk, hogy UV-B
sugarzas hatasara a kezelés utan 6 oOraval az altalunk vizsgalt NLRP és NLRC proteinek,
valamint az inflammoszématagok mRNS expresszioja csokkent, mig az NLRP feherjék
mRNS kifejezédése az UV-B sugarzas utan 24 oraval Ujra elérte a nem-kezelt sejtekben mért
szintet. Az NLRP3 és az NLRP10 esetében pedig magasabb expressziét mutattunk ki a
kontrollhoz képest. Az NLRP1 protein kisebb molekulastlyl izoforméajat mutattuk ki a HCE-
T sejtekben, melynek expresszidja UV-B hatdsara az mRNS-eéhez hasonloan valtozik. Az



NLRP3 fehérje jelenlétét nem tudtuk detektalni a HCE-T sejtvonalban. Az altalunk vizsgalt
proinflammatorikus citokinek kozil az IL-6 szekrécidja mutathatd ki a sejtek felliluszéjabdl,
melynek mennyisége az UV-B sugarzas hatasara a kezelést koveté 24 ora mulva nétt.
Megallapitottuk, hogy a kornedlis epitél sejtvonalban expresszalodd NOD1 és NOD2
funkcionalisan is aktiv, igy j6 modell rendszert nyQjthat a korneaban talalhato NOD proteinek
vizsgalataihoz, melyek 1) teret nyithatnak a szemet érintd ,,danger szignal’-eredetli

betegségek elleni 1) terapias lehetdségek kidolgozasahoz.
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