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Bevezetés

A kulso kornyezettel kapcsolatba kesithatarfelileteken @, 1éga rendszer, gyomor
es bél traktus) elhelyezkédpecialisorjaratozo sejtek, a dendritikus sejtek (DS) védeike

az emds szervezetet a behatol6 korokozokkal szemben.

1. A DS-ek életciklusa

A csontvebben képddé DS-ek a vérarammal jutnak el a periférias limfésl nem
limfoid sz6vetekbe, ahol kapcsolatba kerllnek avezet szamara idegen anyagokkal vagy
behatol6 korokozokkal. Eretlen allapotban sejtieiszeceptoraik segitségével kilonféle
molekuldkat kotnek meg és valtozatos mechanizmuebitan, példaul fagocitdzissal,
makropinocitézissal vagy receptor-medialta endac&al folyamatosan mintat vesznek a
koérnyezetikBl. Az antigén feldolgozasat koven, peptid fragmentumok formajaban MHC
molekuldkhoz kapcsolva mutatjak be azt az antig@rifkus T sejteknek. Az éretlen DS-ek
nagyfoki antigén megkdt és feldolgozd képességgel, am alacsony T sejtvaddti
kapacitassal rendelkeznek. Az antigén felvételgyéfladast keti mediatorok a DS-ek éréseét
és a kornyéki nyirokcsomokba tortémandorlasat idézik &) ahol kivaltjak a naiv T sejtek
altal medialt immunvalaszt. A DS-ek érése Osszedsttfinoman szabalyozott folyamat,
amelynek soran fenotipus- édikiidésbeli valtozasok zajlanak le. llyen példaulaatigén
megkotési képességének elvesztése, a T sejt shiimldapacitas novekedése és a
kostimulacios molekulak expresszidjanak emelked&iadezek mellett az érés bizonyos
kemokin receptorok kifejémésének megvaltozasaval is egyiitt jar. Amig a CXCRIR1,
CCRS5 expresszibja csokken, addig a CCR7 kemokieptec kifejeddése B a DS-ek érése
soran, lehéivé téve a sejtek perifériarél nyirokcsomoba tdftérandorlasat. A CCR7
ligandjai, a CCL19 (MIP-313) és CCL21 molekulak kittasivan termeddnek a nyirokcsomok
T sejtes zOnaiban. A nyirokerekben kifdjdé 6Ckine molekula is szerepet jatszik a DS-ek
iranyitasaban. A limfoid szervekben a DS-ek a naisejteket Thl, Th2, Thl7 vagy Treg
iranyba polarizaljak. Ez a folyamat nagymértékbiéggfa DS eredétszignaloktol, a sejtek
felszinén bemutatott idegen peptid-MHC komplegkkt kostimulaciés jelekdl és
citokin/lkemokin szabalyozastdl. A T sejt receptofCR) és specifikus ligandjanak
kdlcsbnhatasa, mint élsszignal elengedhetetlen, mig a masodik szign87d vagy B7-2
molekuldk (CD80 és CD86) szabalyozzak a T sejteR&Eeceptoran és/vagy egy tovabbi

koérnyezeti ingeren keresztili aktivalasa altal. S-Bk és T sejtek altal termelt citokinek
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€s mirbségét egyarant (Thl, Th2, Th17 és Treg sejtekrdiffdalodasa altal). A DS-ek altal
termelt 1L-12 vagy IFN Thl, az IL-4 vagy IL-5 citokinek Th2 irAnyba palaljak a T
sejteket, mig az IL-10 immunszupressziét indukaD®3-ek antigén bemutato képessége nem
korlatozodik csak az endogén peptidek MHCI-en kaigsCD8 T sejteknek, illetve az
exogén peptidek MHCII molekulan at CDZ sejteknek tortéh prezentaciojara, mivel a DS-
ek CD1 membran fehérjékkel komplexet alkotva ligiete és glikolipideket egyarant
bemutatnak valamint endo- vagy exogén antigéneketCMmolekulakhoz kapcsoltan is
prezentalnak, CD8T sejteket aktivalva a kereszt prezentacionak retvéolyamat soran.

Szerteagazo tikodéesuk kovetkeztében az immunsejtek felé kozvetd& ereddt
pontos utasitasok nélkulézhetetlenek az immunaldgiarancia kivaltasaban a timuszban és
a periférian vagy egy hatékony immunvalasz elirsditéan. A behatolé mikroorganizmus
fajtajatol, a stressz faktorok vagy veszeély jelkésemeészetét fliiggéen a DS-ek a kilénbdz
ingerekre immunvalaszt képesek kivaltani.
2. CD1a, a human DS marker és lipid bemutaté moleka

Az MHCI szefi glikoproteinek osztalydba tartoz6 CD1 csalad fafjj@genetikailag
konzervalt fehérjék, melyek hidroféb ligandok, pitisajat és idegen lipidek és glikolipidek
prezentalasara szakosodtak. A CD1 fehérjék szeldjakat €és domen strukturajukat tekintve
homologiat mutatnak az MHCI osztalyba sorolt molékkal, egy nehéz lanchoz nem
kovalensen k&@dé 32 microglobulinbdl épllnek fel. Jelenlegi ismenek alapjan 6t CD1
izoformat kilonitiink el, amelyek szekvenciajuk g#etovabbi harom alcsoportra oszthatok.
Az el csoport a CD1a, CD1b és CD1c molekulakbol all, @sadik és harmadik csoport
csak egyetlen fehérjét foglal magaba, a CD1d,villed CD1le molekulat. A CD1le fehérjét
kivéve minden izoforma sejtfelszini elhelyezkedésitat. Erdekes modon a human CD1
fehérjék expresszios mintazata eltér a tobbi fgjéhivel emberben 6t izoforma van, mig
egérben csak a CD1d fefelik ki. Az el csoport molekulai dként ,konvencionalis™af3
vagy y0 T sejteknek mutatnak be lipid antigéneket, migasodik csoport tagjai (CD1d)
invarians NKT sejteknek (iNKT) prezentalnak. A CDhalekula, mely az efscsoport tagja,
foként DS-eken expresszalddik. Emberi éérbarom kulonb6é DS frakcio nyerhét ki in
vivo: CD1aCD11¢, CD1aCD11¢ és CD1aD11¢ populaciok. A kétszeresen pozitiv
populacié a Langerhans sejtek (LS) kdzvetlefalekja, melyin vitro kortlmények kozott
LS-ekkeé differencialtathatd. A CD1a expresszidjadmd az éretlen és aktivalt DS-eken.
3. Hisztamin és hisztamin receptorok (HR)

A hisztamin hatadsainak kozvetitéséért négyféle H8eldls, amelyek hét

transzmembran domeénnel rendelkezG fehérjéket aktivald molekulak. Az 8ék@nt



felfedezett hisztamin receptor {Rl) a legkisebb kotési affinitassal biré formagstgban az
allergias reakciokhoz kothiet Tipikus G proteinhez kapcsolt receptor, melygGnolekulat
aktival. A HR ligand kotését kovéen b a citoplazma Cd és cAMP szintje és aktivalodik
az NKB utvonal is. Aktivaciéja a titben horg Osszehuzodast és megndvekedett
eratjarhatosagot okoz. A;R szamos sejttipusban expresszalodik, beleértegudilés az ér
simaizom sejteket, majsejteket, porcsejteket, idiggiset, endotél sejteket és immunsejteket.

A hisztamin H2 receptor (R) az adenilat ciklaz és foszfoinozitid masodlalywsivo
rendszerhez kapcsolodik eliéGTP fugg mechanizmusok altal. A receptor kétése a c-Fos,
c-Jun és protein kinaz C aktivalasat valtja ki. ARHligandkdd affinitasa egyértelien
felilmalja a HR-ét és ez a receptor forma szintén sokféle sejthegtalalhaté. Kezdetben
ugy vélték, hogy a BR csak néhany folyamat szabalyozasaban, példaukidazam
0sszehuzodasban vagy a gyomornyalkahartya sosagsggéiban vesz részt. Mara azonban
mar egészen vilagos, hogy a hisztamin sejtosztaddsferenciaciora és immunfolyamatokra
kifejtett hatasa részben ezen a receptoron ketesgtisul meg.

Az elsgssorban a kozponti idegrendszerben kiféggz hisztamin H3 receptor @R)
jelentbsége tbbbek kozott a szervezet lokomotorikus dlsanak, cirkadian ritmusanak
bedllitasaban van.

2001 folyaméan igazoltak egy negyedik receptor jékn. A HR jellemzen az
immunrendszer sejtjein fejédik ki, a periférias hematopoetikus sejteken, béleé az
eozinofil, bazofil granulocitakat, hizésejteketsdjteket és a DS-eket. Az a tény, hogy.,R H
igen széles korben kifejgdik az immunsejteken, @levetitette szerepét a gyulladas,
vérképzés és az immunvalasz folyamataiban. AR Hhatdsait Gi/o fehérjék aktivalasan
keresztll valtja ki. A G proteinek aktivalasa olygtétviteli kaszkadot indit el, amelynek
kovetkeztében CGA aramlik be a sejtbe, csokken a cAMP szint, ésvakidik a MAPK
utvonal. Affinitasat tekintve a MR jobban koéti ligandjait, mint a 4R vagy BR, azonban
kisebb az affinithsa mint a ;R-é. Az egyre noveky szamu specifikus agonistak és
antagonistak igéretesek lehetnek a gyulladasoagsautoimmun kérképek kezelésében.

4. A hisztamin és a DS-ek kapcsolata

Azok a medgfigyelések, amelyek szerint a DS-ek HRBto&xpresszalnak, illetve
természetes ligandjukat a hisztamintéreVvetitik annak lehéségét, hogy a hisztamin,
szarmazzon a professzionalis hisztamin tesmséjteknek szamité bazofilokbdl vagy
hizésejtekBl, vagy magukbol a DS-ekh hatassal lehet a DS-ekikbdési folyamataira.

A DS-ek kialakulasa 6sszetett és finoman szabatydatyamat, amely fenotipus- és

szamos molekula expresszios valtozasaval jar egyattalmi adatok szerint mind a HDC



fehérje expresszioja, mind az intracellularis laszn tartalom medgh a human periférias
vérsl szarmazo monocitdk DS-ekké tordérin vitro differencidlodasa soran. Ezzel
parhuzamosan szamos DS marker sejtfelszini expogsg£D80, CD86, CD40, CD45 és
CD11c) szintén emelkedést mutat.

A migracios képesség a DS-ek egyik alafivellegzetességdn vivo €sin vitro
adatok szerint a hisztamin kulonlsorIR-okon keresztiil szabalyozza a DS-ek migréaciojat,
mivel indukélja az intracellularis Eamobilizaciét és F aktin polimerizaciot. Mindezekigh
az is igazolédott, hogy a hisztamin vagy HR agakisths kemotaktikus tulajdonsaggal
rendelkeznek az éretlen DS-ek esetében, azonbastdlannak bizonyultak érett sejteknél.

Egyre tobb a bizonyiték arra vonatkozdan, hogysathimin hatdssal van az antigén
prezentaciora. A hatékony antigén prezenticiobaat réevd kostimulacios és jarulékos
molekulak expressziéja (CD40, CD80, CD86, MHCIgnziens modon emelkedik hisztamin
hatasara human monocita eréd®S-eken. Azt is kimutattak, hogy a HDC deficieRDC")
egerekBl szarmaz6 DS-ek, melyeket hisztamin mentes étrenddottak, hatékonyabban
mutattdk be az antigénekntvitro kdrilmények k6zott, mint WT tarsaik.

A DS-ek professziondlis antigén prezentald sejtekk@tékonyan indukaljak a naiv
antigén-specifikus T sejtek aktivaciojat. A DS-akse szamos, a T sejt polarizaciéra hato
citokin és kemokin szintézisével jar egyutt. A l@gnzivebben tanulmanyozott citokinek a
Thl tipusu IL-12, illetve a Th2 vagy regulatoriktipusu IL-10. A kisérleti eredmények
tobbsége alatamasztja, hogy a hisztamin megvalf@zaDS-ek citokin termelését és Th2
irAnyu polarizaciot indukal. A hisztamin gatolja &PS vagy IFN altal kivaltott 1L-12
valaszt, illetve egyéb gyulladasos citokinek tegmsét is, mint példaul az IL-1} vagy IL-6
produkciot. Ezzel ellentétben jeléstTh2 citokinek szintézise és LPS stimulélta ILs8I&

10 termelés szignifikAnsarbth hisztamin kezelés hatasara human monocita érediditvalt
DS-ekben. A hisztaminrdl kimutattak, hogy emelit@3vonz6 kemokinek (CCL17, CCL22)
termebdését és csokkenti az IlFNndukélta CXCL10 produkciot huméan monocita erédet
éretlen DS-ekben.



Célkitiizés

A DS-ek életciklusuk sorén gyakran kertlnek kapatha a hisztaminnal. Ismert, hogy
ez a multifunkcionalis amin részt vesz ezen sejtberencialodasaban és szamos
funkcidjanak a szabalyozasaban. A DS-elkkdadési folyamatai sokszor nem csak egy HR-
hoz kothetek, mivel a HR és HR egyiittes szerepét igazoltdk ezen sejtékddésében.
Azonban a BR felfedezését kbvéen az eredmények egy részét Ujra kell értekelnbnkrt
két kisérleti rendszertinkberbstor arra kerestik a valaszt, hogy a hisztaminenilyatassal
van az egér DS-ek migraciojara, adhéziés tulajdpmisa, citokin termelésére valamint
antigén bemutaté képességére. Ezen tubererazt is vizsgéltuk, hogy mindezen hisztamin
hatdsok kozvetitésében az utolsoként felfedezgt Hilyen szerepet tolt be. Kérdéseink
megvalaszolasahoz egyrészt gén knock out (KO) rtpdelasrésztin vitro kisérleti

rendszerekben receptor gatlokat alkalmaztunk.

Eqgér rendszerben feltett kérdések

* HR-ok expresszidjanak vizsgalata egér tdpbolalt DS-eken és csontvdddl torténs
in vitro differencidltatas soran, illetve aktivacio hatasar

* A hisztaminin vitro antigén prezentéaciora gyakorolt hatasanak viztagala

« A HiR szerepének vizsgalata a WT éRH DS-ek antigén prezentécidjara

* A hisztamin és KR szerepének vizsgalata a DS-ek migracios és ahézi
folyamataiban

* A H4R szerepe az aktivalt DS-@kvitro citokin termelésében

« A WT és HR™” egerekbl izolalt DS-ek citokin termelésének 6sszehasosdiiia vivo

aktivaciot koveten

Az is kdztudott, hogy a human monocitakbol szarm@pda és CD1a DS-ek eltéd
funkcionalis sajatsagokkal jellemezéek, a CD14 altipus gyulladasos termésizet CD1a
sejtekhez képest. A két alpopulacié citokin, kemokermelése és fagocita tulajdonsaga
szintén kulonbozik. Azt feltételeztik, hogy a hésmin (talan eltéen) hatdssal lehet a két
altipus funkciondlis sajatsagaira €s a kapott eéegek ebsegithetik a hisztamin DS-ekre
kifejtett hatasainak, illetve azoknak a betegségkka pontosabb megértését, amelyekben
ezen sejtek részt vesznek. Ezért a masodik kisértetatban azt vizsgaltuk, hogy iazvitro
korulmények kozott CDI4monocitakbol differencialtatott CD1és CD14 DS alpopuléciok



fejlédését és funkcionalis sajatsagait hogyan befolj@solhisztamin, illetve a tapasztalt

hatdsok melyik HR-on keresztll valosulnak meg.

Human rendszerben feltett kérdések

HR-ok expresszidjanak 6sszehasonlitdsa a CBA&£D14 human monocita eredet
DC alpopulaciékban

A hisztamin DS altipusok differencialédasara kddjhatasanak vizsgalata

A hisztamin CD1aés CD14 DS aktivacioban betoltott szerepe

A hisztamin hatdsanak vizsgalata a DS-ek citokikegsokin termelésére

A hisztaminin vitro DS migraciora kifejtett hatasanak vizsgalata dppers receptor

blokkolok segitségével



Modszerek

Egér kisérletek
1. Allatok
Kisérleteink soran a Balb/c hatierad tipust (wild-type WT) és4R”" (HsR-knockout, HR-

KO) genotipusu egereket 2-3 hdnapos korban haskriélt

2. Primer sejtek, sejtkultarak

a. DS izolalas

WT és HR” egerek 1épéi DS-eket szepardltunk, magnesesen jeldlt CD1ldteant
segitségével. A kapott sejtpopulacio tisztasaganhkisi citometriaval elldimiztik.

b. In vitro egér DS differenciacio

Egyes kisérletekbem vitro differencialtatott DS-eket hasznaltunk, amelyeketutz és
munkatéarsai altal leirt protokoll szerint allitatiu elb. A sejtek tisztasagat a 10. napon
aramlasi citometriaval elléniztik.

3. A DS-ek fenotipus vizsgéalata

A HR-ok (HiR, H:R, HsR), illetve a jellem# DS markerek (CD11c, CD11b, MHCII, CD40,
CD80, CD86) kifejeddését aramlasi citometriaval hataroztuk mégsejtek egy részét
hisztaminnal is kezeltik (1 pM, 10 uM). Lép DS-detgben 4 vagy 19 6ras hisztamin
kezelést végeztink, mig a differencialtatott DStekdifferencialtatas 13. napjan kezeltik 24
oran atA DS-ek aktivaciéja Jug/ml lipopoliszachariddal (LPS) tortént (24 6r@,°®).

4.1n vitro antigén prezentacio és IL-2 ELISA

A WT és HR” egerek lépéli szeparalt DS-ek antigén bemutaté képesséwétitro
rendszerben vizsgéltuk. A frissen izolalt DS-ekek1Q® sejt/well) 96 Iyukd tenyésit
lemezen egy, a human aggrekan peptidre specifls4£8 T sejt hibriddma sejtvonallal
(2x10" sejt/well) tenyésztettilk egyiitt 24 6ran keresz87 °C) aggrekan G peptid
jelenlétében (ATEGRVRVNSAYQDK, 1 pg/ml), vagy anélk(kontroll), 200 pul DMEM
tapfolyadékban. A T sejtek aktivacidja IL-2 citokiszekréciot indukalt, amelynek
mennyiségét 24 oOra elteltével a sejtek feltluszbj&zendvics ELISA modszerrel mértik a
gyarto utasitasai szerint.

Vizsgalataink soran kilénb6éz végkoncentracioju hisztamint (0.1-100 pM) illetve
metilhisztamint (HR agonista, 4-MH, 1-100 uM) hasznaltunk. A kisétetgy részében az
antigén prezentaciés assay-t kilonboBEIR blokkolok, famotidin (HR 10 pM), és
JNJ10191584 (KR, 10 uM), illetve hisztamin (1 uM) jelenlétébergeétik el.

5. In vitro migracios assay



A WT és HR" DS-ek migraciés kapacitasit vitro Transwell migraciés assay segitségével
vizsgaltuk. A DS-eket 10sejt/ml koncentraciéban, RPMI médiumban vettiik fahjd a
kamrék ebinkubalaséat kovéen az als6 kamrakba hisztamint (1, 10, 100 uM)yvaiIH-t

(1, 10, 50 pM) tettiink, mig az inzertekbe 200 pjtsgaszpenziét (2xT0 sejt/inzert)
helyeztiink. A sejteket 2 6ran at migraltattuk (&%,°majd aramlasi citométerrel hataroztuk
meg a membranon atvandorolt DS-ek szamat egységolsztiren mikropartikulumra
vonatkoztatva.

A differencidltatott DS-ek migraciojanak vizsgakada a 0., 3., 6. és 8. differencialodasi
napon hisztamint adtunk a sejtekhez (1 uM). A WHR" DS-ek migraciés képességének
0sszehasonlitdsa a differencialtatas 10. napjatészaz ebbi protokoll szerint zajlott.

6. Sejtadhézios assay

A DS-ek adhéziojat elektromos impedancia mérésapudd real-time technika segitségével,
XCELLigence RTCA SRendszert hasznalva monitoroztuk. Az elektrédokatatmazo 96
lyukt lemez (E-plaf896) lyukait ebszor 25ul/iwell 0,025%-0s huméan plazma fibronektint és
0,1% zselatint tartalmazo oldattal kezeltié €0 perc, 4 °C). A félosleges oldat eltavolitasa
utédn 100ul RPMI médiumot pipettaztunk a lyukakba, majd megiiéaz alap impedanciat.
Ezutan a differencidltatott DS-eket szétosztottmkEaplate lyukaiba (5xTPOsejt/100ul; 3
paralel). A sejtek adhézids valaszanak valtoz&8aHz-en, 12 6ran at kovettik nyomon. A
kapott impedancia valtozas értékét a Cell Ind€X) = (Z,-Zo)/F 0sszefluggés segitsegevel
adtuk meg. A képletben szeré@, adott id pillanatban, £ pedig a kezédl idépontban mért
elektromos impedancia, mig az Egy a frekvenciara jellemizéalland6. A Cell Index
valtozasat ACI) az alapvonal alapjan hataroztuk meg. A kapdttaGatokat az RTCA
software v1.2 segitségevel értékeltik ki.

7.Invitro DS stimulacio

A HjR-nak a DS-ek citokin termelésében betdltott szerép vitro assay segitségével
vizsgaltuk. Lép DS-eket 12 lyuk( teny&semezre osztottuk szét (3XE1Gejtiwell). A
kontroll lyukak kivételével a sejteketulg/ml LPS jelenlétében inkubaltuk (24 éra, 37 %2).
LPS stimulaciét megékéen a DS-eket 15 percig vagy,Ri agonistaval, (4-MH, 0,1 uM),
vagy agonistaval és jJR antagonistaval (JNJ7777120, 10 uM) egyuttesekeizltik. Ez
utobbi esetben az antagonistat 15 perccel az dgdwegelés étt adagoltuk. Az inkubacios
id6 letelte utan a sejtekbRNS-t izolaltunk, majd QRT-PCR méréseket végekztiin

8.1n vivo DS stimulaci6

10



WT és HR' egereket 201l PBS-sel, illetve CFA emulzidval intraperitonsalh oltottunk.
Az immunizélds 7. napjan az Aéllatok IépEDS-eket szeparaltunk, a sejtékbRNS-t
izolaltunk, majd reverz transzkripcié utan QRT-P@&R-mértik a kulonbdz DS citokinek
expresszigjat.

9. Kvantitativ real-time RT-PCR (QRT-PCR)

Az RNS izolalast RNeaSyMini Kit segitségével végeztik a gyartéiefisai szerint. Ezt
koveen 2 ug total RNS-t random primerekkel cDNS-sénktat. Az atirt cDNS-ekdl real-
time PCR mérés tortént. A Tagman rendszeren alapwmantitativ real-time PCR
vizsgalatokat ABI Prisfi 7000 PCR automataval végeztilk, betartva a gyastduikcioit. Az
alabbi gének expresszids szintjét vizsgaltuk: Ti\M=-113, IL-6, IL-4, IL-10, Gata-3, IL-12,
IFNy, T-bet, CCR7, CCL19. Baiskontrollként GAPDH probat hasznaltunk. A kapott
eredményeket a komparatiy i@ddszer segitsegevel értékeltik ki.

10. Western blot analizis

Az analizalni kivant fehérje extraktumokat 15 pgalguotokban vizsgéaltuk. A mintakat
loading pufferben vettik fel, majd denaturdltukutan a fehérje frakcidkat a kimutatni kivant
fehérje méretét fuggdé tomenyséed SDS-PAGE-ban molekulasuly szerint elvalasztottuk
egymastol. A megfuttatott géleket PVDF membranoklattoltuk at, majd 4%-os BSA
oldattal blokkoltuk. Mosast kové&tn a membranokat primer antitestekkelRHHR, HsR)
inkubaltuk. Ujabb moséas utan a megfélélorseradish peroxidase-jelolt (HRP) szekunder
antitestet alkalmaztuk, végul az immunreaktiv fghésavokat egy kemilumineszcens
detektal6 rendszerrel Retina XBM rontgenfilmeketitelathatova.

11. Statisztikai elemzések

A mérési eredmények statisztikai feldolgozasatatistica 8 program segitségével végeztik
el az adhézio vizsgalatanak kivételével, ahol tisztiikai elemzéshez az Origin 7.0 programot
hasznaltuk. A kiértékelewd adatoktdl fliggen T-probat, egyfaktoros és kétfaktoros
varianciaanalizist (ANOVA) hasznaltunk. Post hogztként a Tukey tesztet alkalmaztuk. A
mintacsoportok kozotti kilénbségeket 0.05-6s hilsakb alatti p értékek esetén tekintettiik

szignifikansnak.

Human kisérletek

1. Monocita izolalas human periférias vériél
A periférias vérBl szarmaz6 mononuklearis sejtek (PBMC) izolalaseolffi gradiens
centrifugalassal tortént. A CD14monocitak izoldlasat magneses sejtszeparélasstd, a

CD14-konjugalt mikrobeadekkel végeztik el. A saitekezutan (2x10 sejt/ml)
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antibiotikummal, IL-4 (100 ng/ml) és GM-CSF (80 md) citokinekkel kiegészitett
szérummentes AIMV médiumban vettiik fel, majd aeddhcialtatas 2. napjan ad®iekben
feltlintetett citokin mennyiséget adtuk hozzajuk.sAjtek az 5. napra éretlen DS-ekké
differencialodtak. Kisérleteink egy részében and&pon a sejtekhez 24 éran keresztl 100
ng/ml LPS-t és 10 ng/ml IFNt adtunk aktivalas céljabdl.

A Kkisérletek egy részében a sejteket hisztamidtauM), HR antagonistaval (10 uM) vagy a
ketté kombinaciojaval kezeltik a differenciéltatds 02ésapjan. Az aldbbi HR inhibitorokat
alkalmaztuk: pyrilamin (kR), famotidin (HR), INJ7777120 és JNJ10191584RM

2. A DS-ek fenotipus vizsgalta

A DS-ek fenotipus vizsgalata aramlasi citometridtieiént anti-CD83-FITC és anti-CD1a-PE
antitestek segitségével. ARl detektalaséat indirekt festéssel végeztik el. ubriszcencia
intenzitast FACS Calibur készilékkel detektaltukignaz adatokat a FlowJo software
segitségével értékeltiik ki. A CD1és CDl1asejtek elvalasztasa a FACS DiVa high-speed
cell sorter segitségével tortént.

3. Kvantitativ real-time RT-PCR

A DS-ekldl Trizol reagenssel teljes RNS-t izolaltunk, majd0lng RNS-t hasznaltunk a
reverz transzkripciohoz, melyet a High Capacity @DMrchive Kit felhasznalasaval
végeztink el. A HR-ok, MMP-9 és MMP-12 gének QRTRP@Gzsgéalatat ABI PRISM 7900
készlléken végeztik el Tagman gén expresszids -Bssagitségével. A génexpresszios
szinteket a komparativi@odszer segitségével hataroztuk meg GAPDH-hoz 868§#-hez
viszonyitva.

4. Citokin mérések

Az érett DS-ek feluliszojabol 24 oraval az LPS+{Fbktivaciot kdveten OptEIA kit
segitségével hataroztuk meg az IL-6, IL-10 és Ilcit@kinek koncentraciojat.

5. Migracios assay

A DS-eket migraciés médiumban vettiik fel (0.5 % BSRMI) 10 sejt/ml koncentréacidban.
A MIP-3B kemokint 200 ng/ml koncentracioban higitottuk raés médiumban és 600 pl
végterfogatban adtuk az als6 kamrahoz. A DS-ek6t | #5végtérfogatban a félskamraba
helyeztik. A kemotaxis assayt 4 Oran at végeztikndeztatba helyezve a sejtekéiz
atvandorolt sejtek szamat aramlasi citometriavidroatuk meg, standard bead segitségével.
6. Kemokin array

A CD1ld és CD14a DS-ek kemokin génjeinek expresszios profiljat artdn Chemokines &
Receptors PCR Array-vel vizsgaltuk a gyartd utasita szerint. A kilonbdz
sejtpopulaciokbdl RNeasy Mini Kit-tel RNS-t izolaitk, majd DNaz emeésztést kodeh a
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cDNS szintézist a RTFirst Strand Kit segitségével végeztik el. A gémesszié méréshez
ABI Prism 7000 real-time PCR berendezést haszrialtn eredményeket az SABiosciences
on-line software-rel értékeltik Ki.
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Eredmények

Eqgér kisérletek

1. Az egér lép DS-ek HR expresszidja

Elssként a HR-ok fehérje sziintexpressziojat vizsgaltuk CD11dép DS-ekben
Western blot és aramlasi citometria segitségévelelMeal-time PCR-rel nem detektaltunk
HsR expressziot, igy ezt a receptort a tovabbiakben wizsgaltuk. A HR-t 55 kDa-nal, a
H,R-t 40 kDa-nal, mig a MR-t 44 kDa-nal detektaltuk Western blottal. Az al@sn
citometrias vizsgalatok is medsitették a HR, HbR és HR sejtfelszini expresszidjat Iép
eredeti DS-eken.
2. HR-ok expresszidjanak véltozasa a DS differendi@das soran és aktivacié hataséra

A csontvebbsl szarmazé CD1IcDS-ek HR expressziojat aramlasi citometriaval
vizsgaltuk azn vitro differencialtatas 6., 8., 10., és 13. napjan. R xpresszidojaban nem
tapasztaltunk valtozast, mig &R és HR expresszidja szignifikAnsan csokkent a DS-ek
fejlédése soran. A DS-eket a differencidltatas 13. map@S-sel kezeltiik, majd 24 6ra
elteltével a HR expressziojdban nem detektaltunk eltérést, migHsR sejtfelszini
kifejezédése szignifikansan emelkedett LPS aktivacié hedasa
3. A hisztamin Hy;R-ra és a DS-ekn vitro peptid bemutat6é képességére kifejtett hatasa

A kovetked kisérletekben a hisztamin DS funkcidkra kifejtetitdsat vizsgaltuk.
Elészor egyin vitro modszert alkalmazva a hisztamin CD11ép DS-ek peptid prezental6
képességeére kifejtett hatasat teszteltik. WT D$-akeaggrekan specifikus 5/4E8 T sejt
hibriddma sejtekkel tenyésztettiink egyutt 24 orémwman aggrekan peptid jelenlétében,
vagy anélkul. A hisztamint kilénbézkoncentraciokban adtuk a ko-kultirdkhoz. A peptid
specifikus aktivacié eredményeképpen a hibridonjeelsel000-10000 pg/ml IL-2 citokint
termeltek, mig antigén hianyaban nem kovetkezett Thesejt aktivacio. Azért, hogy
megbizonyosodjunk arrél, hogy a hisztamin &ltalakiott IL-2 termelés nem a T sejtekre
gyakorolt kozvetlen hatas kovetkezménye, csak 5/4ERpeket, antigént és kulonkitz
detektaltunk IL-2 termelést. Az eredmények azt byitpak, hogy a hisztamin szignifikansan
csokkenti a T sejtek IL-2 szekrécidjat egy koncaeity fligd bifazikus hatast mutatva.

Kdvetked |épéshen azt vizsgaltuk, hogy vajon gRHszerepet jatszik-e a hisztamin
medialta antigén prezentéciora gyakorolt hatasokBabDS-eket kilénbdz koncentracioju
H4;R agonistaval, 4-MH-nal kezeltik, majd mértik az2llmennyiségét. Az alkalmazott

koncentraciok kozul a 100 uM 4-MH szignifikansabldentette a DS-ek antigén prezentalo
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képességét. A hisztamin szerepét specifikus recgptdk alkalmazasaval tovabb vizsgaltuk,
a famotidint (HR antagonista) és JNJ10191584-efRHintagonista) 10 uM koncentraciéban,
1 oraval a hisztamin kezelésoégl alkalmaztuk. A csak antagonistaval kezelt lyukak
kontrollkent szolgaltak. Azt tapasztaltuk, hogy sRHantagonista tovabb cstkkentette a DS-
ek antigén prezentaldo kapacitasat, mig R Hblokkolo visszadllitotta a hisztamin altal
csokkentett antigén prezentaciot. Ezek alapjan metthatjuk, hogy a kR szerepet jatszik a
DS-ek hisztamin altal kivaltott csokkent peptid heatasaban.

A kovetked kisérletben 6sszehasonlitottuk a WT &RH DS-ek peptid prezentald
képességét és azt tapasztaltuk, hogy azok a D&veyek nem rendelkeznek a felszinikodn
funkcioképes BR-ral szignifikhnsan nagyobb antigén prezentaléekéggek, mint a WT-
tak.

4. AWT és HR” DS-ek kostimulator molekula mintazatanak 6sszehastitasa

Szamos adat igazolja, hogy a DS sejtfelszini mdddkalapved szerepet jatszanak a
T sejtek aktivdlasaban. Ezért megvizsgaltuk, hogp-@ eltérés a WT és,R”™ DS-ek
jellemzs sejtfelszini és kostimulator molekuldinak exprégaban, amely magyarazhatja a
két genotipus peptid prezentalo képességében tafiasizrest.

Az aramlasi citometrias mérésekeslor WT és R’ hisztaminnal kezelt (4 és 19
ora) vagy kezeletlen |ép DS-ekkel végeztik el. S&nDS marker CD11c sejtfelszini
megjelenésében, sem az MHCII, vagy a kostimulatotekulak expressziéjaban (CD40,
CD80, CD86) nem tapasztaltunk szignifikans eltéfésttamin hatasara a két allatcsoport
kozott. A kovetked kisérletben differencialtatott DS-eket alkalmakturmelyeket a
differencialtatds 13. napjan kaloniBokoncentracioju hisztaminnal kezeltiink, majd 24 ora
elteltével aramlasi citometridval mértik a jellémeejtfelszini és kostimulaciés molekuldk
expresszigjat. A differencialtatott DS-ek felszimiarker expresszidja sem kulonbozott
szamotteen a WT és kR’ DS-ekben, illetve hisztamin hatasara. Ezen eregiaiéalapjan
a DS-ek antigén prezentacidés képességében tapasttéiések magyardzata nem a
sejtfelszini molekuldk expresszi6 valtozasdbandaare.

Kisérleteink soran egin vitro migracidés assay segitségével vizsgaltuk a hisatami
illetve a HiR szerepét a lép vagy csontietredeti DS-ek migraciojaban. Bszor kilonboa
vizsgaltuk Transwell rendszerben. Az atvandoroljteke szamat aramlési citométerrel

hataroztuk meg egységnyi polisztiren mikropartikata vonatkoztatva. Eredményeink azt
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mutattak, hogy sem a kilénkd®Hkoncentracioju hisztamin, sem aRHagonista 4-MH nem
befolyasolta szignifikansan a DS-ek migracios képaét.

Ezutan azt a feltételezésiinket probéltuk igazdiogy egy hosszan tartd hisztamin
kezelés a DS-ek féjtlése soran hatassal lehet a sejtek migracids légEes Ennek
erdekében am vitro DS differencialtatas soran a sejteket 1 uM hisitaal kezeltik a 0. és
3., 6. és 8., illetve a 0., 3., 6. és 8. differ@limasi napokon egyarant. A differencialédas 10.
napjan az ékzéekben leirtak szerint vizsgaltuk a sejtek migr&diop hisztamin, habar nem
szignifikans modon, de stimulalta a DS-ek migrétiéa kezelés iitartamaval egyenes
aranyban.

Véglil a differencialtatas 10. napjan dsszehasanlka WT és HR”™ csontvebi DS-
ek migréaciojat. Azt tapasztaltuk, hogy aRH hidnyaban fefldott DS-ek szignifikAnsan
alacsonyabb migraciés képességgel birtak, mint ss#y€k.

6. Adhézids vizsgalatok

A WT és HR" DS-ek migraciés képességében tapasztalt kilonksegterének
felderitésére a kovetkézben adhézidos méréseket végeztiink. A differentidtt®S-eket a
sejtadhézid meérésére alkalmas specialis elektr@okKatott lemezre raktuk. A sejtek
viszonylag gyorsan kitapadnak és eltertilnek, araedgjtek beinjektalasat kovemneredek ClI
emelkedésként jelenik meg a gorbén. Az 1 uM koméeidtju hisztaminnal kezelt DS-ek
adhéziés gorbéjének lefutdsa a kontrolléhoz hason&zont annal gyorsabb emelkedést
mutatott. Az adhézio mérés elinditadsa utan 2 érésakehasonlitva a kontroll és hisztamin
kezelt mintakat megallapithatjuk, hogy a CI érték€ébaz 1 pM-os hisztamin kezelés
szignifikans névekedést valtott ki.

A kovetked kisérletben arra kerestiink valaszt, hogy egy ku@nhisztamin hatas a
DS-ek differencialodasa alatt befolyasolja-e a ekejtkitapadasat. A sejteket eliér
napon vizsgaltuk a sejtek adhézidjat. Mindkét aliedott hisztamin koncentracié esetében
szignifikans CI valtozast tapasztaltunk a konts®jtekhez képest, bar az 1 pM hisztamin
a 10 pM-os végkoncentracibban adagolt molekula. adhézios gorbék meredekségét
0sszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a diffeédddas soran alkalmazott hisztamin 1 uM-os
koncentraciéban egy gyorsabb és 0sszességébenoftataiz sejtadhéziot valtott ki, amire
kozvetlenll a kisérlet &t adott amin nem volt szamottehatassal.

Ezutan 6sszehasonlitottuk a WT é8RH DS-ek adhézidos képességét. Habar a mérés

kezdetén a kulonbézgenotipust sejtek hasonlé adhézids karakterigztikdattak, a HR”
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sejtek atlagos Cl-e gyorsabban emelkedett, mintTas@jteké. 5 ora elteltével a két sejttipus
kozotti kulonbség elint. A sejtadhézio gyors fazisa nemcsak a Cl reladiyysagaval, hanem
a gorbe meredekségével is jellemeshamely szintén szignifikdns eltérést mutatott.&H

es WT sejteket vizsgalva. 120 perccel a sejtekosz&dsa utan a Cl szignifikhnsan éitér
ertéket mutatott 6sszehasonlitva a WT gR-HO DS-eket.

Annak igazoldsara, hogy valéban aRHfelelbs az ebzéekben kimutatott adhézids
kulénbségekért, WT DS-eket;R, HR és HR antagonistaval kezeltiinkéeés hisztamin
jelenlétében, vagy hianyaban mértik a sejtek adf@zA HR és HR blokkolasa soran nem
tapasztaltunk szamotiéweltérést az adhézids gorbe lefutdsaban sem aokboir, sem a
hisztamin kezelt sejtekhez viszonyitva, mig aRHantagonista kezelés hatékonyan
visszaforditotta a hisztamin &ltal kivaltott emel&# sejtadhéziot.

7. A H4R hatasa azn vitro stimulalt DS-ek citokin termelésére

In vitro rendszerben megvizsgaltuk, hogy aRHspecifikus stimulaciéjat kovéen
hogyan valtozik meg az aktivalt [ép DS-ek citokénnhelése. A DS-ek szeparélasat kéeat
a sejteket FR agonista 4-MH-nal kezeltikll5 percig, majd ezt kowetn LPS-t adtunk a
rendszerhez, és 24 oran keresztil inkubaltuk eksgjtAzeért, hogy tisztazzuk aRi szerepét,
a sejtek egy részét a;Rl agonista kezelés&t 15 perccel antagonistaval (JNJ7777120) is
kezeltik. A real-time PCR mérés eredményei azt tidltahogy az IL-13 mRNS expresszids
szintje szignifikAnsan emelkedett az aktivalt DSHR stimulacidja soran, mig a specifikus
H4R ligand, JNJ7777120 hatékonyan antagonizaltafezovabbi vizsgalt citokinek, IL-6,
IFNy, IL-10, IL-12a és kemokinek, CCL19, CCL2, CCL4, R expressziojaban nem
tapasztaltunk szignifikans valtozastRistimulaciét koveten.

8. A H,R” és WT DS-ekin vivo citokin termelésének vizsgalata

A DS-ek citokin termelésére vonatkoz6 adatok na@gze in vivo kisérletek
eredmeényein alapul. Azért, hog§uebb informéaciét nyerjink a DS-ek citokin termelésén
vivo rendszerben 6sszehasonlitottuk a CFA-val stimWéltés HR' DS-ek citokin profiljat.
Az oltast koved 7. napon real-time PCR-rel mértik a |8pbzeparalt DS-ekben a Thl, Th2
eés Treg valaszokban szerepet jatszo citokinek, kamak és & transzkripcios faktorok
expresszios szintjét.

SzignifikAnsan alacsonyabb IL-10, Gata-3, IL-12 BNy mRNS expressziot
detektaltunk a ER” DS-ekben a WT sejtekkel 6sszehasonlitva. A vitsgéhek kozil a
CFA kezelés a genotipustdl fiiggetlentl szignifikdngsokkentette az IL-13, IL-4, IL-10,
CCL19 és CCRY7 geének expresszidjat. A CFA kezelés genotipus fudgkulonbségeket is

tapasztaltunk: amig a kezelés csokkentette az [Geba-3 és T-bet expresszidjat a WT DS-
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ekben, addig BHR’" sejtek esetében hatastalannak bizonyult ezen gérptesszidjanak
befolyasolaséban. R’ DS-ekben az IFNMRNS szintie emelkedett &z vivo CFA kezelés
hatdsara, mig WT DS-ekben expresszidja nem vattozot

Human kisérletek

1. A hisztamin szabdlyozza a monocita erediéDS-ek differenciciojat

Kisérleteink el részében azt tanulmanyoztuk, hogy a hisztamin, lyament
ismeretes tobbféle receptoron keresztil hathatydrodpefolyasolja a kordbban azonositott
CDla és CD14 DS altipusok differencialédasi folyamatat. IL-4 &M-CSF citokin
kombinacié segitségével human wdriszarmazé monocitakbdél DS-eket Allitottunks el
hisztamin jelenlétében, illetve annak hianyaban £.és 5. nap). Aramlési citometrias
méréseink alapjan a hisztamin szignifikansan csidtee a CD1a DS-ek aranyat,
0sszehasonlitva a hisztamin hianyabanédétt sejtekkel. Ezt kovéen kulonféle HR
antagonistakat alkalmaztunk a differencialtatasasaa hisztamin altal kivaltott hatasokért
felelos HR azonositasara. Azt tapasztaltuk, hogyR Blokkolé famotidin megakadalyozta a
hisztamin CD14a sejtek képédésére gyakorolt gatlé hatasat. ARHgatlé pyrilamin tovabb
csokkentette a CD1aejtek aranyat, mig a;R antagonistak (JNJ7777120 és JNJ10191584)
nem fejtettek ki szamottévhatast. Aramlasi citometriaval igazoltuk aRdjelenlétét a CDIa
és CD14 sejteken, ezzel medmitettiik fehérje szinten is a hisztamin CDisejtek
differencialédasara gyakorolt gatlé hatasat, iketvbbR antagonista ellensulyozo6 hatasat és a
tobbi HR gatl6é elhanyagolhat6 szerepét ebben afoftban.
2. A CDl4d és CD14 DS altipusok HR expresszibja

Tobb irodalmi adat is aldtdmasztja a HR-ok expiégazhuman DS-eken, azonban a
fenotipusaban és {tkddésében eltdr CD1d és CD14 alpopulaciokon eddig még nem
vizsgaltak jelenlétiket. Ezért QRT-PCR-ral megmertdiz in vitro differencialtatott,
LPS+IFNy-val aktivalt és elvalasztott CD1és CD14DS-ek HR, H:R és HR expressziojat.
HsR-t nem detektaltunk a szortolt DS-ekben. ARHexpresszidja szignifikhnsan magasabb
volt a CD1a DS-ekben, a kR-é CD14a sejtekben volt nagyobb, mig a® mindkét
altipusban magas expressziot mutatott. 4R Hejtfelszini expresszidjat fehérje szinten is
igazoltuk aramlasi citometriaval mind a CDImind pedig a CDIasejteken.
3. A hisztamin hatasa a CD1aés CD14 DS alpopulaciok aktivaciojara

Munkacsoportunk korabbi eredményei szerint a ggakas citokinek gatoljak a
CDla DS-ek CD14 sejtekké tortéh atalakulasat és stabilizaljagk a CDZXanotipust. A
hisztamin CDlaés CD14a DS-ek aktivaciojara kifejtett hatasanak vizsgdataa DS-eket

18



hisztamin jelenlétében differencialtattuk, majd & napon LPS+IFN -citokinek
kombinaciojaval aktivaltuk. A CDla molekula és amsté markernek szamité CD83
sejtfelszini expresszidjat aramlasi citometriavainitoroztuk. Eredményeink azt mutattak,
hogy a hisztamin nincs szamotéeliatassal a CD83 expressziora és mind a Chdiad a
CDla sejtek aktivalhatoak LPS+IRNval. Az in vitro differencialtatas folyaman jelen &v
hisztamin csokkentette a CD1sejtek aranyat, ennek kovetkeztében csokkent etiegrés
aktivalt CD14CD83" sejtek aranya, mig a CDGCD83 frakci6 nagyobb lett az érett
sejtekben. Osszhangban az éretlen DS-ek esetélpasztaltakkal, a MR antagonista
famotidin meggatolta a hisztamin altal kivaltotttdst, mig a KR antagonista pyrilamin
tovabb csokkentette a CDT2D83" sejtek aranyat.

A DS-ek érzékenyek a kornyezetikben bekoveikedtozdsokra, és ezaltal szamos
kulonbo® stimulussal aktivalhatok, melyeknek eredményekepki@onféle citokineket és
kemokineket kezdenek el termelni. Azért hogy mesgpdjuk a hisztamin, illetve a kilonhiz
HR antagonistak hatasat a DS alpopuléacidk citokimelésére, aktivalt CD1a@&s CD14
sejtek felUluszojabol ELISA-val meértik bizonyos lgehzd citokinek koncentracidjat.
Szignifikans emelkedést detektaltunk a szekretaltlgdasos citokin IL-6, és a regulatorikus
citokinnek tekintett IL-10 esetében hisztamin hatas Ezt a valtozast a famotidin
ellensulyozta, igazolva ezzel g szerepét ebben a folyamatban. Az IL-12p70 sz&keéc
csak magas, >60% CDlasejtarannyal rendelkézdonorok esetében volt detektalhatd
mennyiség és termeidéset nem tudtuk kdvetkezetesen famotidinnel gétoln
5. A hisztamin DS migraciora kifejtett hatasa

A migracié a DS-ek alapwvétés elengedhetetlen sajatsaga. A hisztamin kil@nboz
receptorain keresztlil nemcsak fokozza a sejtek &uigjat, hanem ezzel egyiden az
extracellularis matrix bontasat végenzimek termédését is stimulaljaln vitro migracios
kisérleteink ravilagitottak arra, hogy a hisztamatenléte az monocitabdl téri@nDS
differenciéltatas soran szignifikAnsan noveli a €&Sspontan és MIP3kemokin indukélta
migracids kapacitdsat. A R antagonista famotidin visszaforditotta ezt a $tat@azolva
ezzel a HR szerepét a DS migracio szabalyozasaban. A métiomto enzimek is
esszencialis komponensei a sejtmigracionak. Megalask a jellem# matrixot bontd
enzimek mMRNS expresszidjat és azt tapasztaltuky leagMMP-9 és MMP-12 enzimek
kifejezodése emelkedett hisztamin hatasara éretlen ésalkiDs-ekben egyarant, mig a
famotidin gatolni tudta ezt, medmitve ezzel a PR szerepét a migraciés folyamatok
szabalyozasaban.

6. Hisztamin indukalta C5a receptor expresszié a CDa DS alcsoporton
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A kovetkez kisérletsorozatban egy Q-PCR alapu kemokin arregegeztink el a
hisztamin altal indukalt és JR-on at szabalyozott DS migracidban szerepet jatseabbi
kemokinek és kemokin receptorok azonositasara. lENG+aktivaciot koveten a hisztamin,
famotidin vagy hisztamin és famotidin egyuttes néd&eben fef)dott monocita ered&tDS-
eket CD1a pozitivitasuk alapjan szétvalasztottukneghataroztuk kemokinek és kemokin
receptorok génjeinek expresszios profiljat. A C5aRétében emelkedett MRNS expressziot
detektaltunk hisztamin jelenlétében a CDijtekben, amit a famotidin visszaallitott a
kiindulasi szintre. Ezzel szemben hisztamin hatasaC5aR1 fehérje expresszioja a CDla
altipusban 6&tt meg szignifikhnsan. Ez mind az éretlen mind ktvalt sejtek esetében
hasonléan tortént. Mivel a famotidin teljes mérgklvisszaforditotta a hisztamin hatdsat, igy
egyértelniien igazolddott a hisztamin,R-on keresztili génexpressziét médosité hatasa.

A CbhaR1-en kivil tovabbi migraciohoz kapcsolodoakat is azonositottunk mRNS
szinten. A CXCR4 és CX3CR1 gének kifgjdése is szignifikansan emelkedett hisztamin
hatasara a CD1aDS-ekben, mig a masik altipusban a hisztamin naltoty ki szamottety
génexpresszié moédositd hatast. A CX3CR1 esetébem dmtast famotidinnel gatolni is

tudtuk a CD14alpopulacioban.
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Diszkusszi6

Bar a DS-ek a leukocitak kis populaciojat alkotjidgtosérszemekkent ritkddnek és
valtozatos biologiai rikodésekkel jellemezh&tk. Az antigének felvétele, feldolgozasa és
bemutatasa mellett képesek a behatold organizmusek artalmas sajat struktirak
eltavolitdsara szolgalé effektor mechanizmusok yid@ak, szamanak és niségének a
szabalyozasara. Az antigén-specifikus T limfocitaktivalasan, illetve citokinek és
kemokinek termelésén keresztil a DS-ek funkcionBldat képeznek a velesziletett és
szerzett immunitas folyamatai k6zott.

A PhD dolgozatban a hisztamin és DS-ek kapcsolatZsgaltuk két kisérleti
rendszerben. Az egér rendszer segitségével ossnditatsuk a hisztamim vivo genetikailag
modositott egértorzsekbszarmazo DS-ekre @8 vitro szdveti DS-ekre kifejtett hatasait. A
humén rendszerben a hisztamin DS altipusok difteaéddasara és kodésére kifejtett
hatasat elemeztuk.

A szovetbl, sejttipustdl, poszttranszlacios maédositastol acsletektalas modjatdl
fuggéen a HR-ok mérete széles hatarok kozott valtoMiaerleteink soran immunoblottal és
aramlasi citometriaval igazoltuk R, HbR és HR expressziojat egér Iép ered&S-ekben.

A Western blottal detektalt specifikugRi fehérje savon kivil egy masik, nagyobb molekula
tomedi savot is detektaltunk, mely a receptor glikozifahmajanak felelhet meg.

A DS-ek differenciacioja 6sszetett, tobb szinteabsiyozott folyamat. A csontwl
eredeli DS-ek in vitro differencialtatdsa soran nem tapasztaltunk vadtioza HR
expresszidjdban, mig &R és HR-é szignifikAnsan csokkent. Az LPS nem valtoztatésy a
HiR és HR fehérjek expresszidjat, azonban zRHexpresszidja szignifikansan emelkedett
LPS stimulaciét koveéen. Ismert, hogy a human monocitakbdl tostéim vitro DS
differencialtatds soran a;R és HR expresszidja csokken, mig aRH kifejezddése A.
Kimutattak azt is, hogy a /R nagyobb mértékben expresszalodik az éretlen, azimtktivalt
CD4" és CD8 T limfocitakban. Ezen adatokra alapozva azt feleztziik, hogy mivel a
kulonb6®d HR-ok mas-mas jelatviteli kaszkadokat aktivalnak,HR-ok expresszidjaban
megfigyelt eltérések befolyasolhatjak a hisztamiital ésszabalyozott hatdsok ésségét és
irAnyat a sejtek életciklusatdl és aktivaciés atapl fuggen.

Az antigén prezenticié a DS-ek alagvdtinkcioja, mégis a hisztamin ezen DS
mikodésre kifejtett hatasarol keves adat all renae€&ee. Kisérleteinkben a hisztamin
koncentracié fugg, bifazikus hatast mutatva szignifikAnsan csokkémtaz egér Iép DS-ek

antigén prezentaciojat. A hatas aR-on keresztil valosult meg, mivel aRagonista (4-
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MH) a hisztaminhoz hasonléan, hatékonyan csokkentet DS-ek peptid bemutatd
képességét, mig a,4R antagonista JNJ10191584 csaknem teljesen visdiafta ezt a
hatast. Az a megfigyelés, hogy az 5/4E8 T sejtitdlona sejtek szignifikansan magasabb IL-
2-t termeltek abban az esetben, hi®Hegerekbl szarmazé DS-ekkel stimulaltuket, mint
WT sejtek jelenlétében, szintén gRHszerepét igazolta ebben a hisztamin altal szabaly
folyamatban. Azt is megallapithattuk, hogy egy hkass tart6 HR hidanynak sokkal
kifejezettebb hatdsa van az antigén prezentaaidirat, a rovid tdvl antagonista kezelésnek.
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy #R¥bn keresztlli hisztamin hatas mind akut
modon, az antigén bemutatas folyamata soran, mip8-ak fejbdése soran kialakulhat.

Az antigén prezentécié hatékonysagat szamos faldimlyasolhatja, tobbek kdzott a
DS-ek fajtaja, az antigén felvétel és feldolgoz&inanizmusa és a sejtfelszini kostimulator
molekulak expresszidja. A hisztaminsRton at kifejtett antigén prezentaciét befolyasold
hatasanak molekularis mechanizmusat nem ismerjilkel rkisérleteink soran nem sikerdlt
kimutatnunk killdnbséget a hisztaminnal kezelt WTH§R™ 1ép DS-ek kozott az MHCII és
kostimulator molekulak sejtfelszini mintazatabaondhlmi adatok bizonyitjak, hogy az 1¥N
hatassal van az antigén prezentacié folyamatabamem molekuldkra. Mivel azt
tapasztaltuk, hogy az IRNndukcidja sokkal kifejezettebb volt aJRi’” DS-ekben, mint WT-
takban, feltételezhetjuk, hogy a megndvekedettylBEkint dsszefliggésben lehet aRf
egerekidl szarmazo DS-ek emelkedett T sejt stimulalé kapaéval.

A DS-ekre szamos faktor hat, kemokinek, citokineskkésebb bioaktiv molekulak
(példaul hisztamin), és befolyasolja péeldaul aekefhigracios és kemotaktikus tulajdonséagait.
A hisztamin migraciot befolydsolé hatasat mar ragdmerjik. A HR felfedezése étt a
hisztamin &ltal kivaltott kemotaktikus hatasokasésbrban a kHR-nak, illetve a HR-nak
tulajdonitottdk. Kés&bb azonban, kulénbdz immunsejteken, eozinofil granulocitakon,
hizésejteken,y0 T sejteken és természetesis@teken igazoltdk a hisztamin JRton
keresztili migraciét regulélo hatasat. Human D3nédgracios vizsgalatai soran afRiés HR
szerepét bizonyitottdk a folyamat soran, csofbétldifferencialtatott egér DS-eket ilk&tn
pedig a hisztamin HR és HR-on keresztili hatasat detektaltak.

MH nem okozott szignifikans valtozast a léphzolalt DS-ek in vitro migracidjaban.
Feltételezve, hogy a Iépbszeparalt DS-ek kevésbé érzékenyek egy révid tasatamin
stimulusra, mint a frissen differencialtatott skjtenegvizsgaltuk a sejtek differencialédasa
soran alkalmazott hosszu tava hisztamin kezeléshat migraciora. Azt tapasztaltuk, hogy

a migralt sejtek szama hisztamin hatasditd, ikorrelaciot mutatva az alkalmazott hisztamin
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kezelés idtartamaval. Ezt kovéen osszehasonlitottuk a WT ésRH DS-ek migracidjat, és
azt tapasztaltuk, hogy a;R hianyaban fefldé6 DS-ek szignifikansan alacsonyabb vandorlasi
képességgel rendelkeztek a WT sejtekhez képestzviel a HR szerepét ebben a
folyamatban.Egér DS-ek migraci6javal kapcsolatban eddig Osseesgetlen kdzleményt
publikaltak, amelyben, az 1 mmol/l hisztaminnak gRHes HR-on keresztili migraciot
stimulalé hatdsat igazoltdk. Hozza kell tenninkndam, hogy méasok a hisztamint, és HR
ligandokat az emlitett szdilz &ltal hasznaltndl sokkal alacsonyabb koncentbéio
alkalmazzak.

A sejtadhézi6 a sejtmigracio elengedhetetlen lep&dshként alkalmaztunk egy
impedancia mérésen alapulé médszert a differeatiditegér DS-ek adhézids képességének
vizsgalatara. A hisztamin szignifikAnsan névelt®%-ek adhézidjat révid és hosszan tartd
kezelésnél egyarant. A hisztamin altal szabalyozatsokért a HR teheb feleléssé, mivel
osszehasonlitva a WT és,R1” DS-eket, az adhéziét jellethzparaméterek, igy a gorbe
meredeksége illetve &CI is szignifikansan magasabb volt gRHKO sejtekben, mint a WT-
takban. Ezek az eredmények meglepetéssel szolghisden dézéleg csokkent migraciot
detektaltunk a ER” DS-ekben. Mivel a sejtek letapadaséfeltétele a migraciénak, az
észlelt migracios kulonbséggel direkt korrelaciantatd adhézidos valtozast vartunk volna.
Azonban egy nemrégiben megjelent kézlemény szadnégér DS-ek letapadasa negativan
amelyekben ain vitro HsR antagonista kezelés (JNJ10191584) hatékonyarkestitte a
hisztamin DS adhéziét ndvelhatasat. Fenti eredményeink igazoltak gRHészvételét
ezekben a hisztamin altal indukalt folyamatokbargndan tovabbi kisérletek sziikségesek
annak érdekében, hogy a hisztamiyRkbn keresztil tértégnmigraciot és adhéziot regulalo
szerepéil pontosabb molekularis informéaciét szerezzink.

Az aktivalt DS-ek altal szekretalt citokinek és lakimek alapvet fontossaguak a
hatékony elsdleges immunvalasz kivaltasaban. A DS-ek altal &#rrazolubilis citokinek
repertoarja a sejtek féglési stadiumatol, illetve érési allapotatdl is fl@gzonyitott tény,
hogy tobbek kdzott a hisztamin is befolydsolja adkSitokin termelését. A AR felfedezését
megebzéen Bként a HR szerepét igazoltak a DS-ek hisztamin indukélt® Tianyu
polarizaciojaban. Ismert, hogy Toll-like receptargnalok a DS-ekben nemcsak az antigének
endocitozisat novelik, hanem a sejtek T sejtekkeiéets kdlcsonhatasanak kimenetelét is
befolyasoljak. A gyulladas kéltcitokinnek szamité IL-1R a természetes immunitggke
meghatarozé molekulaja. Az aktivalt mononukleaaigacitakon kivil a DS-ek is fontos IL-

13 termed sejtek. Mazzoni és munkatarsai kimutattak, hogstlén human DS-ekben a
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hisztamin gatolta az LPS indukélta IL-13 expredszifbben a kisérleti rendszerben az
altalanos hisztamin receptor aktivaciot kivaltézkasnint alkalmaztak, igy valGstileg a
kilénb6d HR-ok hatasainak eréptként foghatjuk fel tapasztalt eredményeiket.

Méréseink soran HR agonista vagy antagonista kezelést k&S stimulacié utan
mertik az IL-13 mRNS expresszidjat. Eredményeirtknaztattak, hogy az LPS stimulaciot
kovetben megemelkedett IL-18 expressziod szintjét ;& agonista (4-MH) kezelés tovabb
novelte, mig specifikus antagonista alkalmazaséxal hatds meg#at, igazolva a hisztamin
H4R-on at zajl6 IL-11 kifejeddést befolyasold hatasat.

A DS-ek citokin termelésére vonatkozé irodalmi a#tatilnyomo tobbségen vitro
kisérletek eredményein alapul, igy azért, hogyipedb informaciékhoz jussunk ezzel a DS
folyamattal kapcsolatban, egy vivo assay-t alkalmaztunk, amelyben a WT égRH
allatokat CFA emulziéval stimulaltuk, majd 6sszedrdgottuk a bellik szarmazo DS-ek
citokin profiljat. A H,R” allatokbdl szarmazé DS-ekben szignifikdnsan valtomind
néhany Thl, mind egyes Th2 irAnyla citokin mRNS esgridja. A legtobb kdzlemény a
fentiekkel részben ellentétes eredméngekzadmol be ain vitro kisérleti adatok alapjan,
nevezetesen a Th2 citokinek emelkedéisemig a Thl jelle§ molekulak expresszios
szintjenek csokkenés#dy illetve mindezen folyamatok disorban HR altal medialt
szabalyozéasarél. Gutzmer és munkatarsai human ntarneredei DS-ekben csokkent IL-
12p70 termelést detektaltak, mig az IL-10 exprédsm nem észleltek véltozast a
hisztaminnal tortéh kezelést kovéen. A hatdas bR és HR medialtnak mutatkozott. A
vizsgalt molekulakat tekintve a TNk-expresszidéjaban nem tapasztaltunk valtozast (sem a
kezelés hataséara, sem a kulortbdgenetikai hattér egerek esetén), amely eredmény
megegyezik az eddigi irodalmi adatokkal. Néhany ekola esetében a CFA kezelés
genotipus fugg hatast mutatott; csokkentette az IL-6, Gata-3-6e{ImRNS-ek expresszidjat
WT DS-ekben, mig fR” DS-eknél hatastalannak bizonyult. Az IL-6 expréssekintetében
eredmeényeink ellentétesek voltak a Dunford és miangai altal publikalt adatokkah vitro
korilmeények kozoétt, kulonbdzaktivacios stimulusokat alkalmazva csokkent ILehdrje
kifejezédést mértek a §R blokkolasaval. A CFA kezelés érzékenyebben hatd#fR”™ DS-
ekre, midltal azok tobb IFNat termeltek a WT sejtekhez képest. Munkacsopkregyik
korabbi kozleményében hasonld eltérést detektalimszevetve a WT és HOTDS-ek
citokin profiljat.

Kisérleteink masik részében a hisztamin kétpfigsében kapcsolatban allg, vivo
relevans CD1%" monocita eredétDS altipus differencialodasara édikiidésére kifejtett

hatasat vizsgaltuk.
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Legfontosabb eredményeink: i.) a hisztamin szalzddya DS-ek differencialodasat,
elésegitve a CDIaDS-ek fejpdését; ii.) ezt a hatast aRtnak tulajdonitottuk, mivel csak
ezen HR specifikus inhibitora tudta helyredllitanCD14 sejtek képédését; iii.) kimutattuk,
hogy a HR magasan expresszalodik mindkét DS altipusban, anigR és HR altipus
specifikus expressziot mutatott; iv.) a hisztami@@la DS-ek differencialédasara kifejtett
gatlé hatadsan keresztil szabalyozta a DS-ek akbipécv.) a hisztamin altal kivaltott CD1a
sejtszam csOkkenés kovetkeztében megnovekeddit@es IL-10 citokinek szekrécioja; vi.)
a hisztamin a bR-on keresztil, altipus specifikus modon szabadlyaz€5aR1 expressziojat,
illetve vii.) mindkét altipusban indukalta a DS-ghontan és kemokin medialta migraciodjat és
szabdlyozta az MMP-9 és MMP-12 enzimek tefidését, melyek szintén szerepet jatszanak

A DS-ek fejbdése egy 0Osszetett és finoman szabalyozott folyamalyet a sejt
aktudlis szoveti kornyezete befolyasol. Nemrégilfedezték fel, hogy a lipidek és
lipoproteinek szabalyozzak az | és Il tipusu CDHAéfgk sejtfelszini expresszidjat, melyek
egyrészt mikrobidlis gliko- és foszfolipideket peatalé molekuladk, masrészt a human DS-ek
fenotipus markerei. A hisztamin CD1a expressziGhéstro DS differenciaciét befolyasold
hatasat mar korabbi irodalmi adatok alapjan isnkerjielen dolgozatban nemcsak
megebsitettik ezeket az eredményeket, hanem Kkiterj¢é8ktevizsgalatainkat annak
érdekében, hogy igazoljuk a hisztamin mas DS fudkai kifejtett altipus specifikus hatasat.

Mivel tébb DS funkcio esetében leirtdk mar, hoggtetyozasuk nemcsak egy HR-ral
hozhaté kapcsolatba, vizsgéalataink soran a mornkatitdisztamin vagy hisztamin és
kilénb6d HR antagonistdk (HR, HR, HR) jelenlétében differencialtattuk. Mivel a
famotidin, mely hatékony #R antagonista, volt az egyetlen ligand, ami gatoldta a
hisztamin medialta CD1aDS differenciaciot, igy a #R-t azonositottuk ennek a folyamatnak
a szabalyozéasaban.

Szadmos kutatdécsoport mutatta ki a HR-kat human EKereazonban a CDlas
CD14d sejteken eddig nem vizsgaltak kifejeésiiket. Hasonlban masok megfigyeléséhez, mi
sem detektaltunk $R expressziot a human DS-ekben, azonbamR Hagas expresszios
szintet mutatott mindkét sejtpopulacioban. Erdakésion a HR és HR kifejezidése altipus
specifikus mintazatot mutatott: a CD1aS-ek szignifikhnsan magasabhRHexpressziot
mutattak a CDZ14a sejtekhez képest, mig asRl expresszidja a CDlasejtekben volt
szignifikansan magasabb. Ez a medfigyelés érdekedékeket vet fol a R szerepével
kapcsolatban olyankor, amikor a hisztamin jelentétatt a CD14 DS-ek, melyek magasabb

aranyban hordozzak a receptort, kigpgse gatolt. Erre a jelenségre alapozva, illetve
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figyelembe véve azt a korabban leirt megfigyeldsigy a CD1& DS-ek gyulladasos
természdiek, azokban az egyénekben, akik magas CDdejt arannyal rendelkeznek,
feltételezheten sulyosabb gyulladas féglik ki hisztamin jelenlétében, mint az alacsony
CD1la aranyu emberekben. A masik |éség, hogy ez az expresszids mintazat szabalyozo
funkciot tolt be, és befolyasolja a hisztamin médiatasokat.

A DS-ek érése kilonbézsejtfelszini receptorok kozrdikbdésével valosul meg és
szamos fenotipusos éstikddésbeli valtozassal jar egyitt. A hisztaminnapdsalatban
kimutattak, hogy atmenetileg noveli az MHCIl felédrjés a CD40, CD80 és CD86
kostimulator molekuldk expressziéjat human monoeitedeii DS-eken, valamint HR és
H.,R antagonistdk meggatoljdk a hisztamin indukéltaBE€@xpresszid valtozast, viszont a
CD40 molekula kifeje@dését nem befolyasoljak. Amikor a DS-eket LPS+HifsI
aktivaltuk, azt tapasztaltuk, hogy a hisztaminl&isaltott CD1d DS szam csokkenésnek
koszonheten a CD145CD83 sejtek szama is csokkent, mig a CIEIB3" sejt frakcio
aranya novekedett. Ez a megfigyelés azt bizonyiigy a hisztamin ellensulyozva a CD1a
DS differenciaciét, hatassal van az érett DS alffmidk eloszlasara és azt is igazoltuk, hogy
ezek a hatasok a;R-on keresztil valésulnak meg.

Az aktivalt DS-ek egyik jellemk tulajdonsaga, hogy kulonb&zcitokineket és
kemokineket termelnek, amelyek autokrin vagy pamaknodon fejthetik ki hatdsaikat.
El6zetes eredmények igazoltak, hogy a hisztamin megptatja a DS-ek citokin termelését
es Th2 irdnyba tolja el a T limfocitak féglését. Az is irodalmi tény, hogy az éretlen CD&sa
CD1la DS-ek kulénboé citokin mintazattal birnak. Ezekkel az eredméngtkisszhangban
munkacsoportunk azt figyelte meg, hogy CD40L vagyRTligandok altal kivaltott
aktivaciokor mind a CDIamind a CD14DS-ek gyulladasos citokineket kezdtek el termelni.
Az IL-12p70 és CCL1 termelésékiént a CD14 sejteknek volt tulajdonithatd, mig az IL-10
citokint elgisorban a CDIasejtek szekretaltak. Azok a DS-ek, amelyek hisztam
jelenlétében fefldtek, majd LPS+IFN-val aktivaltukéket, szignifikansan tobb IL-6-ot és IL-
10-et termeltek, mint a hisztamin hianyaban diffieiéltatott sejtek. Ebben az esetben is a
famotidin volt az egyetlen inhibitor, amely megaéibazta a hatas kialakulasat. Kisérleteink
soran 1L-12p70 szekréciot csak a magas (>60%) CR&i arannyal rendelkézdonorok
esetében detektaltunk és a famotidin nem fejtedzémottet hatast ennek a citokinnek a
termelésére, jelezve, hogy az IL-12p70 termelés HeR fliggy moédon szabélyozédik. Egy
nemrégiben megjelent publikdciéban az JHl kimutattdk, hogy emeli a 4R expressziot,
illetve ezen HR stimulalasa, az IL-12p70 és CCL2lakualak termelésének csokkenését

eredményezi human monocita erédes-ekben.
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A nyugvo DS-ek jellem& sajatsaga, hogy migracios képességik folytannalkuinind
a test hatéarfellleteire, mind az intersticidlisitetekre, ahol sajat és idegen antigénekkel
kertilhetnek kapcsolatba. Az antigénnel toftexktivaciot koveien a sejtek a nyirokaram
atjan a limfoid szervekbe vandorolnak, ahol megsalidat a DS-ek és T sejtek talalkozasa.
Szamos fuiggetlen kutatocsoport kimutatta, hogysatamin vagy HR agonistak kemotaktikus
Specifikus receptor antagonistaval végzett kisgklet HR és HR szerepét igazoltak a
hisztamin altal kivaltott migracios folyamatok kago. Egy Br DS migracioés assay-ben a
hisztamin és a IR agonista egyarant emelkedett kemotaxist valiotarkelyet HR és HR
antagonistak géatoltak. Hasonld eredményeket tagléeztin vitro csontvebi éssejtekidl
szarmaz6 DS-ekkel végzett kisérletekben. Korablgt seredményeink a R szerepét
tamasztottak ala az egér DS-ek migraciés folyarbatai

Migréacios kisérleteinkben a hisztamin névelte mandpontan, mind pedig a MIf-3
kemokin indukalta DS migraciét. A famotidin volt amyetlen HR antagonista, amely
visszaforditotta ezt a hatast. Irodalmi adat, hadyisztamin befolyasolja a matrixdegradalo
fehérjék expressziojat, illetvan vitro kisérletben kimutattdk, hogy a hisztamin néveli az
MMP-13 és MMP-3 matrixbonto enzimek terda@ését. Basement membran Ujraképgsay-
ben ésn vivo a kdrnyéki nyirokcsomaoéba tortémigracié soran mérték az MMP-9-nek a DS-
ek migraciéjdban betoltott szerepét. Az MMP-12 espridjat szintén kimutattak DS-ekben.
MMP-kkel végzett vizsgalataink soran a hisztamineite az MMP-9 és MMP-12 mRNS-ek
expresszigjat, a MR blokkol6 famotidin pedig hatékonyan ellensulyorz, megeisitve
ezzel a HR szerepét ebben a DS folyamatban is.

A DS-eknek a periférias szervek debh masodlagos nyirokszervek iranyaba tdstén
vandorlasa nagyon komplex folyamat és szamos aifée@mokin és azok receptora vesz részt
ennek a folyamatnak a szabalyozasaban. Azok a keme&eptorok, amelyek a hisztamin
jelenlétében fefldott és LPS+IFN-val aktivalt DS-ek érése soran indukalédnak, aékban a
vérben taldlhaté DS-ek legnagyobb hanyadat k&geipho-LacNAc expresszalé DS-ekben
(més néven slanDS-ek/MDC-8) azonositott C5aR1, CXERCX3CR1 molekulakat foglalja
magaba. Ezek a cirkulalo DS-ek az altaluk termeél-t and IL-12p70 citokinek miatt
gyulladaskels tulajdonsaguak, de a CD1&onvencionalis vér DS-ekkel ellentétben nem
hordoznak CD11c, CD14 és CD1 markereket. A Chalgyast kivaltd mediator, melyet
nemrégiben fedeztek fel monocita erédPS-ekben. Receptorardl, a C5aRl kimutatték,

hogy a Treg sejtek és Th17 sejtekdd@sét szabalyozza. Eredményeink azt mutattak, Aogy
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hisztamin jelenlétében féflott, LPS+IFN altal aktivalt monocita eredetDS-ek CD1la
C5aRT1 sejtekké fejpdnek.

A CXCR4 kemotaktikus aktivitassal rendeléemolekula, melynek expresszidja
megré a DS-ekben LPS, TNE-vagy CDA40L altal kivaltott aktivacios inger hatéséés
kapcsolodasa a specifikus ligandjanak szamito CXSIel ebsegiti a DS-ek aktivaciojat,
tulélését és kemotaxisdh vitro ésin vivo korilmények kozott egyarant. A CX3CR1
transzmembran fehérje mennyisédellANy hatasara a monocita erefl@iNF/INOS termel
DS-ekben és szerepe van a DS-ek toborzasaban ikpgdifjandja, a CX3CL1/fraktalkin
altal. Eredményeinkre alapozva azt feltételezzi@gyha hisztamin gyulladast kivaltd
szignalokkal egyutt hatva meghatarozott kemokinepear kombinaciét képes aktivalni,
ezaltal szabalyozva a monocita erédBtS-ek niikodését is. Azonban ez a hatas tovabb
fokozhaté a CCL19/MIP{8 kemokin jelenlétében, mely specifikusan a CCR¥kitdjez6
aktivalt DS-eket vonzza.

A hisztamin DS-ekre kifejtett hatdsaira vonatkozoagzettin vivo é€s in vitro
kisérleteink bizonyitottak, hogy a hisztamin szarseignikddést szabalyoz mind egér, mind
human DS-ek esetén. A4R hianya az egér DS-ek megndvekedett antigén pipeas
adhézios képesseégét eredményezi. Ezeken tdknem HR hidanya csokkentette az egér DS-
ek migracidjat és bizonyos citokinek génexpresatidijetve azok indukalhatésagat.

Tapasztalataink szerint a megfigyelt valtozasokabkifejezettebbek a ¥R kronikus
hianyakor, mint a receptor akut gatlasa soran. Bpjan feltételezhetjik, hogy a4R
defektusa mind kdzvetlen, mind pedig kdzvetett nrmbbefolyasolhatja a DS-ek itkbdési
folyamatait. Tovabbi eredményeink azt mutatték, yhaghisztamin markans hatassal van a
human CD1a DS-ek fejpdésére, mely folyamat kdzponti receptora aBRHEnnek a
szabalyozasnak tovabbi kévetkezménye a citokindishen bekbdvetkezett valtozas, amely
mint ismeretes, alap allapotban is kilénbozik a €0s CD14 sejtekben. Mivel a bR
magas expresszids szintet mutatott mindkét DS alpojpban, ez a receptor tipus jetent
szereppel birhat szamos DS funkcié szabalyozas&trael szemben a;R és HR altipus
specifikus expresszioja szabalyoz0 vagy 6sszehdrggdrepet tolthet be a hisztamin altal
kivaltott miik6dési folyamatokban.

A hisztamin nemcsak az akut gyulladasos folyamatek azonnali tipusu
hiperszenzitivitasi reakciok fontos mediatora, mankatassal van a kronikus gyulladasos
folyamatokra és szamos alapveémmunfolyamatra is. Az is kdztudott, hogy a DSegkr
melyek a beld homeosztazis fenntartasdban szerepet jatszanadke eskut és kronikus

gyulladast is szabalyozzak, hatassal lehet ez diageén molekula. Ezaltal a hisztamin DS-
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ekre kifejtett hatasainak molekularis mechanizmiisaszerzett ismeretek alapget
fontossaguak a gyulladasos betegségek kezelédéxenakott hatékony terapias stratégiak
kifejlesztéseben.

Mivel a DS-ek a gyulladasos microkérnyezetben liedi® hisztamin termél sejtek,
példaul bazofilok és hizosejtek kornyezetében foi@u eb, potencialis célpontjai a
hisztaminnak. Kapott eredményeink a hisztamin ése®Xapcsolatanak néhany érdekes
részletére vilagitottak r4, amelyek segithetnekisztéimin altal szabalyozott folyamatok
hatterében allé mechanizmusok megértéseében. Teetadsn tovabbi kutatasok sziikségesek
a hisztamin altal befolyasolt immunfolyamatokbasztévew DS-ek szerepének megértésére
vonatkozéan, azonban minden Iépéssel kozelebb Ukdelilahhoz, hogy a kisérleti
eredményeket a klinikkumban hasznosithassuk, kildekistettel a gydgyszertervezés és

fejlesztés teruletén.
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