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Roviditések jegyzéke

Rovidités Angol megfelel6 Magyar megfelelé
25-HC 25-hydroxycholesterol 25-hidroxikoleszterol
5'ppp 5'triphosphate S'trifoszfat
7-AAD 7-aminoactinomycin D 7-aminoaktinomycin-D
AlM2 absent in melanoma 2 melanomaban hianyzo fehérje 2
ALR AIM2-like receptor AIM2-szer(i receptor
AMA antimycin A antimycin A
ANOVA analysis of variance varianciaanalizis
APS antigen-presenting cell antigén prezentalo sejt
ASC apoptosis-associated speck-like apoptozis-asszocialt speck-szert,
protein containing a caspase kaszpaz aktivacios és toborzo
activation and recruitment domain domént tartalmazo fehérje
ATP adenosine triphosphate adenozin-trifoszfat
BRCC BRCA1/BRCAZ2-containing complex = BRCA1/BRCAZ2-t tartalmazo
subunit komplex alegység
CARD caspase activation and recruitment kaszpaz aktivacios és toborzod
domain domén
CDP common dendritic cell progenitor koz6s dendritikus sejt progenitor
cDS conventional or classical dendritic konvencionalis vagy klasszikus
cell dendritikus sejt
cGAS cyclic GMP-AMP synthase ciklikus GMP-AMP szintaz
CH25H cholesterol 25-hydroxylase koleszterol 25-hidroxilaz
CIITA class 1l major histocompatibility I1. osztalyt f6 hisztokompatibilitasi
complex transactivator komplex transzaktivator
CLR C-type lectin receptor C-tipusu lektin receptor
CMV cytomegalovirus cytomegalovirus
COP CARD only proteins csak CARD fehérjék
DAMP damage-associated molecular patterns | veszély asszocialt molekularis
mintazat
DMEM Dulbecco's modified Eagle's minimal | Dulbecco's modified Eagle's
essential medium minimal essential médium
DS dendritic cell dendritikus sejt
ds double-stranded kétszalu
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay  enzim-kapcsolt immunoszorbens
assay
ET extracellular trap extracellularis csapda
ER endoplasmic reticulum endoplazmatikus retikulum
FACS fluorescence-activated cell sorting fluoreszcencia-aktivalt sejt
elvalasztas
FBS fetal bovine serum fetalis szarvasmarha szérum
FITC fluorescein isothiocyanate fluoreszcein-izotiocianat
FSC forward scatter elére iranyuld fényszoras




GM-CSF granulocyte-macrophage colony- granulocita-makrofag kolonia
stimulating factor stimulalo faktor

GMDP granulocyte, monocyte and DC granulocita-monocita-DS progenitor
progenitor

HIV human immunodeficiency virus human immundeficiencia virus

HSC hematopoietic stem cell hematopoetikus 6ssejt

HSV herpes simplex virus herpes simplex virus

IBD inflammatory bowel diseases gyulladasos bélbetegségek

IFN interferon interferon

IFNAR interferon-o/p receptor interferon-o/p receptor

Ig immunoglobulin immunglobulin

IGS interferon gene signature interferon gén szignattra

IkBa, NF-«B inhibitor o NF-«B inhibitor o

IKK IkB kinase IkB-kinaz

IL interleukin interleukin

IL-1Ra interleukin-1 receptor antagonist interleukin-1 receptor antagonista

ILC innate lymphoid cell velesziiletett limfoid sejt

IMQ Imiquimod Imiquimod

iINOS inducible nitric oxide synthase indukalhat6 nitrogén-oxid-szintaz

IRF interferon regulatory factor interferon regulatorikus faktor

LFAL lymphocyte function-associated limfocita funkcié-asszocialt antigén
antigen 1 1

LP lymphoid progenitor limfoid progenitor

LPS lipopolysaccharide lipopoliszacharid

LRR leucine-rich repeat leucinban gazdag ismétl6dé domén

MAPK mitogen-activated protein kinase mitogén aktivalt protein kinaz

MAVS mitochondrial antiviral-signaling mitokondrialis antiviralis
protein szignalizacios fehérje

M-CSF macrophage colony-stimulating factor = makrofag kolonia stimulalo faktor

MDAD5 melanoma differentiation-associated  melanoma differenciaci6 asszocialt
protein 5 fehérje 5

MHC major histocompatibility complex {6 hisztokompatibilitasi komplex

moDS monocyte-derived dendritic cell monocita eredetii dendritikus sejt

MOl multiplicity of infection fert6zés multiplicitas

MSU monosodium urate mononatrium-urat

MyD88 myeloid differentiation primary mieloid differenciacios primer
response 88 valasz 88

NEK7 NIMA-related kinase 7 NIMA-asszocialt kinaz 7

NF-xB nuclear factor-kappaB nuklearis faktor-kappaB




NK natural killer cell természetes 616sejt

NLR NOD-like receptor NOD-szer(i receptor

NLRC5 NLR family CARD domain NLR csalad CARD domént
containing 5 tartalmazo fehérje 5

NLRP3 NLR family pyrin domain containing = NLR csalad pirin domént tartalmazo
3 fehérje 3

NLRX1 nucleotide-binding domain and nukleotidk6té domént és leucinban
leucine-rich repeat—containing protein = gazdag ismétl6dést tartalmazo
X1 fehérje X1

NOD nucleotide oligomerization domain nukleotid-kot6 oligomerizacios

domén

NTP nucleoside triphosphate nukleozid-trifoszfat

ODN oligodeoxynucleotide oligodeoxinukleotid

PAMP pathogen-associated molecular patogén asszocialt molekularis
patterns mintazat

PBMC peripherial mononuclear cell periférids mononuklearis sejt

PCBP2 poly(rC) binding protein 2 poli(rC) kotéfehérje 2

PCR polymerase chain reaction polimeraz lanc reakcio

pDS plasmacytoid dendritic cell plazmacitoid dendritikus sejt

PE phycoerythrin fikoeritrin

PGE2 prostaglandin E2 prosztaglandin E2

polyl:C polyinosinic:polycytidylic acid polyinozin:polycitidilsav

POP PYD-only proteins csak PYD fehérjek

PRR pattern recognition receptor mintazat felismer6 receptor

PYD pyrin domén pirin domén

RA rheumatoid arthritis rheumatoid arthritis

RIG-I retinoic acid-inducible gene | retinsav-indukalhato gén I

RLR retinoic acid-inducible gene-I-like retinsav-indukalhat6 gén I-szerii
receptor receptor

ROS reactive oxygen species reaktiv oxigén gyok

SiRNS small interfering RNA kis interferaldo RNS

SLE systemic lupus szisztémas lupus erythematosus
erythematosus

SM multiple sclerosis sclerosis multiplex

SOCS1 suppressor of cytokine signaling 1 citokin jelatvitel szuppresszor 1

SREBP sterol regulatory-element binding szterol szabalyozo elemet koto
protein fehérje

SS single-stranded egyszalu

SSC side scatter oldaliranyu fényszoras

STAT signal transducer and activator of transzkripcio jelatalakito és aktivalo
transcription

STING stimulator of interferon genes interferon gén stimulator



TBK1 TANK-binding kinase 1 TANK-kot6 kinaz 1

tDS transitional dendritic cell tranzicionalis dendritikus sejt
Tfh T follicular helper follikularis T helper

Th T helper T helper

TLR Toll-like receptor Toll-szerti receptor

TRAF TNF receptor associated factor TNF receptor asszocialt faktor
VSV vesicular stomatitis virus vezikularis stomatitis virus




I. Bevezetés
Szervezetiink 6rszemeinek, a dendritikus sejteknek (DS) az egyik nagyon ritka, de
nélkiilozhetetlen altipusat a plazmacitoid dendritikus sejtek (pDS) alkotjak, melyek
professzionalis I-es tipust interferon (IFN) termelé sejtekként az antiviralis valasz
kulcsfontossagi elemei. Ugyanakkor patologias koriilmények kozott a pDS-ek talzott
aktivacioja és az IFN-0k taltermelése kronikus szovetkarosodashoz és autoimmun reakciok
kialakulasahoz vezethet, igy a pDS-ek szamos korkép patogenezisében szerepet jatszhatnak.
A DS-ek f6 immunoloégiai funkcidikat az altaluk expresszalt mintazat felismerd
receptorok (PRR) aktivalodasan keresztiil 1atjak el. A pDS-ekben az endoszomalis Toll-szeri
receptor (TLR) 7 ¢és TLR9 dominans szerepe mar régota ismert, azonban citoplazmatikus
receptoraikrol jelenleg keveset tudunk. Nemrégiben kimutattuk, hogy a citoszolikus retinsav-
indukalhatdo gén I (RIG-1)-szerii receptorok (RLR) is funkcionalnak a pDS-ekben, igy
feltételeztiik, hogy az RLR-ek mellett a nukleotid-kot6 oligomerizacios domén (NOD)-szer(i
receptorok (NLR-ek) is mikodhetnek a pDS-ekben, meghatarozva a pDS-kozvetitett
immunvalaszok kimenetelét. [gy munkéank soran atfogoan kivantuk jellemezni a regulatorikus
¢s az inflammaszéma formalé NLR-ek funkcionalitisat human pDS-ekben. Tovabba
azonositani akartuk azon tényezoket, melyek az NLRP3 inflammaszoéma kialakuldsdhoz és
inflammaszoéma-asszocialt interleukin (IL)-1p termeléshez vezethetnek a human pDS-ekben.
Mivel a pDS-ek, illetve az inflammaszéma talmikodése is autoimmun betegségek
kialakulasat eredményezheti, az IFN, illetve az IL-1p termelés szabalyozasa és finomhangolasa
elengedhetetlen a kontrollalatlan gyulladasok elkeriilése érdekében. A gyulladasos valaszokat
receptor kolcsonhatasok is szabalyozhatjak. Igy tanulményozni kivantuk a regulatorikus NLR-
ek szabalyozo szerepét a pDS-ek RLR-medialt antiviralis és gyulladasos valaszaiban, mely a
citoszolikus szenzorok kdlcsonhatasainak fontossagat hangsulyozna pDS-ekben. Tovabba meg
szerettilk volna vizsgalni, hogy a pDS-ek esetében is fennall-e az a szabalyozd, kolcsonds
negativ interakcio az antiviralis I-es tipusi IFN és az antibakterialis NLRP3-fiiggé IL-1B
utvonalak kozott, melyet egyéb természetes immunsejtek esetében mar korabban megfigyeltek.
Eredményeink 1) adatokkal szolgdlhatnak az egyediilallo tulajdonsagokkal rendelkezd
valaszban és autoimmun betegségekben betdltott szerepének atfogobb megértéséhez, mely Uj
terapias megkozelitések kifejlesztéséhez, illetve a jelenlegi terdpidk hatékonysaganak

noveléséhez vezethet.



I1. Irodalmi attekintés
1.1 A DS-ek jelentésége

A velesziiletett immunrendszer szervezetiink elsé védelmi vonala a patogénekkel
szemben [1]. Sejtes elemei koz¢ tartoznak a csontveldi pluripotens hematopoetikus dssejtekbol
(HSC) szarmazd DS-ek is [2]. A DS-eket eredetileg 1973-ban fedezte fel két kanadai tudos,
Ralph Steinman és Zanvil Cohn [3,4]. Az altaluk egér 1épben talalt sejtek ,,dendritikus sejtek”
néven valtak ismertté, mivel érésiik kézben olyan morfoldgiai valtozason mennek keresztiil,
mely tobbszorésen megnyualt dendritikus vagy pszeudopodiumszerii citoplazmatikus
nyulvanyok létrejottét eredményezi [3]. A DS-ek a test minden részében megtalalhatoak,
tobbek kozott a bérben, a vérben, a nyalkahartyaban, valamint az intersticialis szovetek limfoid
¢és nem limfoid teriiletein [5].

Az éretlen DS-ek az immunrendszer O6rszemei, mivel folyamatosan ellendrzik
kornyezetiiket. Mint velesziiletett immunsejtek, mintazat felismerd receptoraik (PRR) révén
felismerik a korokozokra és a veszély jelekre jellemzé patogén (PAMP) és veszély/sériilés
(DAMP) asszocialt molekularis mintidzatokat, aktivalodnak és akut gyulladdsos valaszt
indukalnak [2]. Az aktivacio hatasara érési folyamaton is keresztiil mennek, melynek hatasara
hatékony antigén prezentalo sejtekké (APS) alakulnak és a nyirokszévetekbe vandorolnak [2].
A nyirokszdvetekben elsddleges feladatuk, hogy az extracellularis és intracellularis fehérjékbol
szarmazo feldolgozott antigéneket a f6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC) molekulakhoz
kapcsoltan bemutassak a naiv T-sejteknek, elinditva igy az adaptiv immunvalaszt [2,6].
Korabban a DS-eket univerzalis, ,,mindenre alkalmas” APS-ként jellemezték, azonban a kép
arnyaltabb, ugyanis tobb kiilonbozd tipust DS 1étezik, melyek a korokozok kiilonbozd fajtaira
specializalodtak és igy a naiv T-sejteket is mas-mas iranyba polarizaljak [7]. Ez jelentdsen
noveli az immunrendszer rugalmassagat, igy a korokozok és veszély jelek széles skalajara
reagalhat hatékonyan. A naiv T-sejt aktivalas mellett a DS-ek részt vesznek a memoria T-sejtek
létrehozasaban, tovabba aktivaljak a B-sejteket is [8,9]. A korokozokkal szembeni
immunvalasz kialakitasa mellett a DS-ek mas jelentés immunfunkciokat is ellatnak, példaul
hozzéjarulnak a stabil immunhomeosztazis és igy az immuntolerancia fenntartasahoz, mivel
fiziologias koriilmények kozott is folyamatosan bemutatjak a szoveti eredetii sajat antigéneket
a CD4" és a CD8" T-sejteknek [10].

Felfedezésiik ota a DS-ek az orvosbiologiai kutatas kozéppontjaba keriiltek, mivel
sokrétli immunmodulald funkcidjuk miatt a DS-alapti immunterapidk Uj irdnyvonalat

képviselhetnek szamos betegség kezelésében [11]. A nagy érdeklédést jol bizonyitja a tobb



mint 90.000 DS-ekkel kapcsolatos PubMed-en megtalalhaté publikacio. Azonban a DS-eket
mégis csak az utdbbi idében, majdnem fél évszazad elteltével kezdtiik el csak igazan
megismerni az aramlasi citometria, a transzkriptomika és a proteomika nagy Iéptéki
fejlodésének koszonhetéen. Ma mar akar 30-40 antigén egyidejii elemzésé is lehetséges
aramlasi citometriaval, ami megkonnyiti az dsszetett, ritka leukocita populaciok elemzését vagy
a kivalasztott populacié atfogd fenotipizalasat. Az egy-sejtes RNS-szekvenalas segitségével
pedig még a DS alcsoportokon beliil is 0j funkcionalis alcsoportok kiilonithetéek el [7,12].

A DS-ek kiilonboz6 altipusai mas-mas effektor funkcioval birnak, igy valtozatos
immunmodulal6 hatasokkal rendelkezhetnek, egyedi tulajdonsagaik és jellemz6ik miatt pedig
autoimmun és a fert6z0 betegségek kontextusdban vizsgadljdk a DS-alapu terapiak
alkalmazhatosagat [13-18]. A szervezet kiilonb6z6 részeibdl szarmazd DS-ek manipulalasara
szamos modszer all rendelkezésre, melyek terapias hatasu aktivalt sejteket eredményeznek.
Ezek kozé tartozik példaul a kivant peptidekkel vagy fehérjékkel feltoltott DS-ek reinfuzidja a
paciensbe, a DS-ek transzfekcidja antigént kodold virusokkal vagy nukleinsavakkal, a DS-ek
megcélzasa nanopartikulomokkal, a specifikus DS-receptorok in vivo megcélzasa antigén
kapcsolt antitestek vagy DS-aktivatorok segitségével, illetve a DS-ekb6l szarmazo exoszomak
alkalmazasa [13]. Az aktivalt DS-ek immunstimulalo vakcinaként torténé felhasznalasa vonzo
attol is fiigg, hogy képesek-e a DS-ek a T helper (Th) 1 sejtek, a citotoxikus T-limfocitak, illetve
a hosszt tava memoria T-sejtek kialakulasat indukalni a tumor antigénekkel szemben, valamint
hogy aktivaljak-e a természetes Olésejteket (NK) [13]. A DS-alapu terapidk a fert6z6
betegségek elleni kiizdelemben is fontos szerepet jatszhatnak. Egér modellekben a DS-alapu
vakcinak védelmet nyujtanak tobbek kozott a leishmaniasis, a herpes simplex virus (HSV), az
influenza virus és a Candida albicans fert6zés ellen [13], mig emberekben a human
immundeficiencia virus (HIV) elleni DS-alapu vakcinak eredményei igéretesek [17,18]. Az
indukalt tolerogén DS-ek pedig szamos autoimmun betegség (példaul I-es tipusa
cukorbetegség, rheumatoid arthritis [RA], gyulladasos bélbetegségek [IBD], sclerosis multiplex
[SM]) laboratoriumi modelljeiben és a korai klinikai vizsgalatokban is igéretes terapias
opcionak bizonyultak [14,15].

Mivel a vérben alacsony a DS-ek szazalékos el6fordulasa, a legtobb klinikai
vizsgalatban a betegek periférias vérébol szarmazo, rekombinans interleukin (IL)-4 és

granulocita-makrofag kolonia stimulalo faktor (GM-CSF) jelenlétében differencialodo

crer
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engedélyezett, elérehaladott attétes prosztatadaganat kezelésére hasznalt DS-alapt készitmény
(sipuleucel-T, Provenge®) is hasonlo elven miikodik, miszerint a betegek autolog periférias
mononuklearis setjeit (PBMC) ex vivo prosztata savas foszfataz/GM-CSF fuzids fehérje
jelenlétében aktivaljak és expandaljak [19].

Mas DS altipusok terapias alkalmazhatosagardl azonban jelenleg kevés informacio all
rendelkezésre. Ezért is fektettiink nagy hangsulyt a monocita eredetii DS-ek (moDS) mellett a
ritkabb DS alcsoportok funkcidinak tanulmanyozasara is. A DS altipusok receptormintazatanak
¢s az altaluk kozvetitett effektor funkcioknak a megismerése, illetve a DS-receptorok
szabalyozd mechanizmusainak feltérképezése elGsegitheti a hatékonyabb DS-alapt terapiak

kifejlesztését a jovoben.

11.2 A DS-ek altipusai és eredetiik

Az 0j DS sejtfelszini markerek, az alcsoportokon beliili heterogenitas és a kicsi, de
meghaladva a hagyomanyos limfoid, mieloid DS felosztast.

Az 6sszehasonlitd génexpresszios vizsgalatok eredményeképpen a DS-eket elsdsorban a
sejtfejlédési sor (lineage) alapjan osztalyozzak, mely korrelal a kulcsfontossagu transzkripcios
faktorok eltéré mértékii expresszidjaval [7]. Ez alapjan a human vérben megkiilonboztetjiik a
plazmacitoid DS-eket (pDS), a ,,konvencionalis” vagy ,,klasszikus” DS-ek (cDS) két tipusat
(cDS1 ¢és ¢DS2), a DS3 alcsoportot, illetve a moDS-eket [7,8,12]. A cDS-ek két alcsoportja
megfelel a mieloid DS-ek két alcsoportjanak, melyek korabban a CD141 (cDS1) és a CD1c
(cDS2) expresszié alapjan keriiltek meghatarozasra emberekben [7]. A ,,mieloid” kifejezés
koriilbeliil két évtizede hasznalatos a human DS bioldgiaban, tovabbra is érvényes a cDS-eken
megtalalhatd ko6zos antigén készlet meghatarozasara. A CDI141 és a CDIlc markerek
hasznalatanak azonban megvannak a korlatai, mivel mindketté indukalodik a monocita eredet(i
sejteken in vivo és in vitro egyarant [7]. Az utdbbi években egy sor konzisztensebb marker
kertilt leirasra, melyek megkonnyitik a DS alcsoportok elkiilonitését [7,8,12]. A kép azonban
még ennél is arnyaltabb, mivel nem rég leirtak, hogy a cDS2 alcsoporton beliil is két kiilon DS
csoportot kiilonboztethetiink meg, illetve kideriilt, hogy a hagyomanyos pDS kapuval (CD123
¢s CD303 pozitivitason alapuld kapuzas) meghatarozott pDS populacio is tartalmazhat mieloid
pre-DS-eket (tranzicionalis DS, tDS), melyek cDS1 vagy cDS2 prekurzorok lehetnek [7,8,12].

A vér DS-jei valoszintileg a periférids szovetekben és a nyirokszervekben talalhaté DS-
ek prekurzorai. A kiilonféle hamszovetek foként ,nem limfoid”, migracios DS-ket

tartalmaznak, melyek feladata az antigén felvétele a periférian, majd annak a nyirokcsomoba
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szallitasa az afferens nyirokercken keresztiil. Az egészséges intersticialis szOvetekben
nagyszam CDI1c* mieloid DS, CD141" mieloid DS, CD14" intersiticialis DS, azonban
viszonylag kevés pDS talalhato [20]. Az epidermisz Langerhans sejtjeit is a migraciés DS-ek
koz¢ szokas sorolni, azonban ezek a sejtek fejlédéstanilag nem tartoznak a DS-ek k6zé [21]. A
nyirokszovetek jelentés mennyiségii ,,limfoid” vagy rezidens DS-et is tartalmaznak. A human
nyirokszovetek CD1c™ mieloid DS-eket, CD141" mieloid DS-eket, pDS-eket és kiilonféle
CD14" populaciokat tartalmaznak [20]. A szovetek és nyirokszervek immunsejt Gsszetétele
gyulladas soran dramaian megvaltozik, elsGsorban a granulocitak, a monocitak és a pDS-ek
gyulladt szovetbe torténé kivandorlasa miatt. A klasszikus CD14" monocitdk az
inflammatorikus DS-ek feltételezett eléfutarai, melyek leginkabb az in vitro koriilmények
kozott differencialtatott moDS-ekre hasonlitanak [22].

Eredetiiket tekintve a human pDS-ek és a pre-cDS-ek a csontveléi kozos DS
progenitorbol (CDP) keletkeznek, mely a magas interferon regulatorikus faktor (IRF) 8
expressziot mutatd granulocita-monocita-DS progenitor sejtbél (GMDP) alakul ki. Szamos
tanulmany leirta, hogy az egerekben a pDS-ek kettés eredettel rendelkeznek, ugyanis a pre-
pDS-ek a CDP-bél vagy a limfoid progenitorbol (LP) is szarmazhatnak. Hogy ugyanez igaz-e
a human pDS-ekre, még kérdéses, mivel a human multipotens LP-kb6l foként cDS1-ek
alakulnak ki. A pre-cDS-ek transzkriptomikai szinten heterogének és elézetesen elkotelezettek
a cDS1 vagy a cDS2 iranyba. Az alacsony IRF8 expressziot mutatd GMDP-b6l két masik
utvonalon jonnek létre a monocitak és a DS3 alcsoport. Végiil a monocitak két kiilonbdzo

fejlodési utvonalon keresztiil differencialodhatnak makrofagokka vagy moDS-ekké (1. abra)

[8].
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Csontvelo

Szovetek

<«——  Differenciacio <«—— Migracio

1. abra. A human DS altipusok ontogenezise. A DS prekurzorok a csontvel6bdl szarmaznak. A pDS, c¢DS1,
cDS2 és DS3 altipus a tobbi DS-vonaltdl eltéré prekurzorokbdl fejlédik. A moDS-ek a periférids szovetekben
talalhatd monocitakbol differencialédnak. A tDS-ek fejlédése még karakterizalasra szorul. A differencialodast
fekete, mig a migraciot kék szinli vonallal jeldltik. A kérddjelek altal jelolt utvonalak még tisztazasra varnak.
CDP: ko6zo6s dendritikus sejt progenitor, cMoP: kozos monocita prekurzor, GMDP: granulocita-monocita és
dendritikus sejt progenitor, LP: limfoid progenitor, moDS: monocita eredetii dendritikus sejt, mono: monocita,
tDS: tranzicionalis dendritikus sejt. Az dbra Elodie Segura munkaja nyoman késziilt [8].

Az IRF8 transzkripcios faktornak alapvetd szerepe van a human DS fejlédésben in vivo.
A dominans funkcioveszté IRF8 mutacioval rendelkez6 betegekben a pDS-ek, a cDS1-ek és a
cDS2-k szama sulyosan lecsokken [23], de a DS3 szam valtozatlan [24]. Ezzel szemben a teljes

funkciovesztéssel jar6 IRF8 mutaciéval rendelkezd betegekben teljesen hidnyoznak a
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monocitak és a DS-ek [24]. A pDS-ek fejlédéséért felelds transzkripcios faktorok kozé tartozik
tovabba a SpiB és az E2-2 (Tcf4) [25,26]. Emellett az Ikaros hianyban szenvedé betegekben is
alacsony a keringé pDS szam [27]. Ezzel szemben az E2-2 funkcidveszté mutacidja vagy
delécidja esetén a betegekben a pDS-ek szama normalis, de fenotipusuk és funkcidjuk
megvaltozott, mely arra utal, hogy az E2-2 valészinlileg a pDS differencialodas késoi
szakaszaban vesz részt in vivo [28]. A Notch-utvonal aktivalasarol leirtak, hogy gatolja a pDS-
ek fejlodését, azonban in vitro kritikus a c¢DS1 differencialodashoz [29]. A moDS-ek
differencialodasat az IRF4, a Blimp-1, az arilhidrogén-receptor és a nuklearis receptor

korepresszor 2 iranyitja in vitro [30, 31].

11.3 A vérben lévé DS altipusok specializalt funkcioi

Habar minden DS képes antigén prezentalasra, a kiilonboz6 DS altipusok meghatarozott,
specializalt immunolégiai szereppel birnak. A cDS1-ek példaul az intracellularis patogének és
a tumorok elleni immunvalaszban jatszanak fontos szerepet. A cDS1-ekrdl ex vivo kimutattak,
hogy stimulaljak a naiv CD4" T-sejtek Th1 és Th2 iranyu polarizalodasat. A cDS1-ek hatékony
keresztprezentalo sejtek, kivaloan képesek a nekrotikus sejtekkel asszocialt anyagok
keresztprezentalasara is. Ex vivo el6segitik a citotoxikus CD8" T-sejtek differencialodasat.
Citokin szekréciojukat tekintve a cDS1-ek foként a Ill-as tipusu IFN-ok termelésére
specializalodtak és érdekes modon rezisztensek a produktiv virusfertézéssel szemben [7,8].

A cDS2-k in vivo az immunvalaszok teljes skalajat elésegethetik, mivel képesek a naiv
CD4" T-sejteket Thl, Th2 vagy Th17 sejtekké polarizalni. A Th17 vélaszt kivaloan indukaljak,
mivel képesek 1L-23-at szekretalni. Emellett a cDS2-k indukaljak a legeredményesebben a
follikularis T helper (Tfh) sejteket, mely magas aktivin A és OX40-ligand expresszidjuknak
koszonhetd. Emellett a citotoxikus CD8" T-sejtek differencialodasat is serkentik. A vérben és
a nyirokszervekben talalhato cDS2-k ugyanolyan hatékonyak a szolubilis fehérje antigének
a cDS2-k nagy mennyiségii IL-12-t és IL-1pB-t is termelnek [7,8].

A DS3 alcsoportot 2017-ben egy-sejtes RNS-szekvenalassal azonositottak human vérbol
[32]. Ezt a DS altipust vegyes cDS2-monocita transzkriptom és fenotipus jellemzi. A DS3-ak
hatékonyan stimulaljak a naiv CD4" T-sejteket, foként Th17 és Thl polarizaciét indukalnak. A
keresztprezentacidra, még nem tisztdzott. Szerepet jatszhatnak a szovetrezidens memoria T-

sejtek kialakulasaban is. A DS3-ak a cDS2-khoz hasonloan képesek 1L-12 és 1L-23, valamint a

crer
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Sallusto és kollégai fedezték fel, hogy a human monocitak in vitro koriillmények kozott
GM-CSF és IL-4 jelenlétében DS-ekké differencialédnak [33]. In vivo ezek a sejtek gyulladas
soran alakulhatnak ki a periférian. A moDS-ek hatékonyan stimulaljak ex vivo a naiv CD4" T-
a Thl vagy a Tth sejtek differencialodésat is. A peritonealis moDS-ek képesek szolubilis és
partikuldris antigének keresztprezentalasara is. A c¢DS2-kh6z hasonléan a moDS-ekrdl is

Az AXL" SIGLEC6" DS-eket (tDS) egy-sejtes RNS-szekvenaladssal azonositottdk a
vérbodl, mint a CD123* DS-ek alpopulécidjat [32,34]. Az AXL* SIGLEC6" DS-ek vegyes pDS-
cDS transzkriptommal és fenotipussal jellemezhetdek, funkcionalisan azonban kdzelebb allnak
a cDS2-khoz. Hatékonyak a CD4" T-sejtek stimuldlasdban ex vivo és nem szekretilnak I-es
tipustt IFN-okat [32,34-38]. Az, hogy az AXL" SIGLEC6" DS-¢ek egy kiilon DS alcsoportot
vagy egy koztes populaciot képviselnek-e, még kérdéses. Mivel in vitro koriilmények kozott
képesek cDS2-vé differencialodni [24,32,34], igy a feltételezések szerint DS progenitorok vagy
a pDS-ek és a cDS2-k kozotti ,,atmeneti” populacié lehetnek. Molekuléris ontogenezisiik még
tisztazatlan, és elképzelhetd, hogy k6zds a pDS-ekével.

A pDS-ek a virusok elleni immunvalaszban jatszanak kiemelkedd szerepet, mely tobbek
kozott egyediilallo I-es tipust IFN termeld képességiliknek koszonhetd. A pDS-ekrol részletesen
a kovetkez6 fejezetben lesz szo.

A f6bb DS alcsoportok legfontosabb markereit és funkciodit az 1. tablazat mutatja be.
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Markerek cDS1 cDS2 DS3 moDS tDS pDS
és funkciok
Marker CADM1 CDi1C CD1C CDiC AXL CD123
gének XCR1 FCER1A FCER1A FCER1A SIGLEC6 BCL11A
CLECY9A CLEC10A CD14 CLEC10A CD123 TCF4
RAB32 CD1E VCAN S100A9 SIGLEC1
Clorfs54 S100A8 S100A8 LYZ
S100A9 VCAN BCL11A
FCN1 CD14 TCF4
CLEC4E FCGR2B KLF12
CD36 STAB1
CD163
Sejtfelszini CD141* CD1c* CDl1c* CDl1c* CD5* CD123*
markerek Clec9A* CLEC10A* CD5 CD14* CDh2* CD304*
BTLA CD226* CX3CR1* CD303*
CD26 CD163 CD11c*
CD14lowr* sLSP1* CD123*/low
CD163*
Fejlodési IRF8 IRF8 IRF8'ov IRF4 E2-2 E2-2
markerek BATF3 prekurzor BLIMP1 IRF8
NOTCH sejtekbol AHR Ikaros
NCOR2 SpiB
Kereszt- +++ ++ ? ++ ? +
prezentacio
Prezentacio ++ ++ ++ ++ ++ +
MHCII-n
CTL indukcio ++ + ? ++ ? +
Th1 indukcio AFn i AFan ++ ? +
Th2 indukcié +/- ++ - +/- ? +/-
Thi7 +/- ++ ++ ++ ? +/-
indukcio
Tfh indukcié + ++ ? ++ ? +
Treg indukcio +/- ++ ? +/- ++ ++
IL-12 + ++ ++ ++ + -
szeKkrécio
IL-23 +/- ++ ++ ++ ? -
szekrécio
|-es tipusﬁ ++ + + + + +++
IFN szekrécio
I11-as tipusa ++ + ? AF ? ++
IFN szekrécio
Specializalt Intracellu- Extra- és Gyulladas? Gyulladas ?
funkcio laris intracellu- Antiviralis
patogének, laris immun-
tumorok patogének valasz
elleni elleni
immun- immun-
valasz valasz

1. tablazat. A f6bb human DS altipusok legfontosabb markerei és funkcioi. A kiilonb6z6 DS szubtipusok
citokin profilja és T-sejt polarizadld képessége eltérd, melyet nagymértékben befolyasol a sejt érettsége, az
alkalmazott aktivacios stimulus, a DS mikrokdrnyezete, illetve a szoveti homeosztazis felboruldsat kivaltd agens
természete, igy a tablazatban az erre a két funkciora vonatkozo adatok csak ,tajékoztatd” jellegiiek [7,8,39-56]. A
kérdgjel altal jelolt funkciok, tulajdonsagok még nem ismertek, a ,,-” jel esetén nem, a ,,+” jel esetén alacsony, a
,,+17 jel esetén magas, a ,,+++ jel esetén extrém magas, a ,,+/-” jel esetén pedig korlatozott mértékben jellemzoek
az adott tulajdonsagok. cDS: konvencionalis vagy klasszikus DS, CTL: citotoxikus T-sejt, IFN: interferon, IL:
interleukin, MHC: 6 hisztokompatibilitasi komplex, moDS: monocita eredetii DS, pDS: plazmacitoid dendritikus

sejt, tDS: tranzicionalis dendritikus sejt, Tth: follikularis T helper, Th: T helper, Treg: regulator T-sejt.
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11.4 Plazmacitoid dendritikus sejtek
11.4.1 A pDS-ek morfolégidja

A pDS-ek a DS-ek egy specialis alcsoportjat alkotjak. Annak ellenére, hogy a vérben
rendkiviil alacsony a gyakorisaguk - minddssze a PBMC-k 0,2-0,8%-at teszik ki - dontd
szerepet jatszanak az antiviralis immunitasban kiemelkedo I-es tipusti IFN termeld képességiik
révén [57,58]. A human betegségekben betoltott szerepiik is foként IFN termeld funkciojukhoz
kothetd. l-es tipust IFN termeld képességiik hidnydban perzisztens virus fertdzések
alakulhatnak ki [59,60], tovabba a rakos sejtek altal kivaltott immunszuppreszalt allapotukban,
mely szintén gatolt IFN szekréciojukkal tarsul, elsegithetik a tumorok novekedését [61,62].
Ezzel ellentétben a tulmuikodésiik magas IFN szignataraval asszocialt autoimmun korképek
kialakulasat eredményezheti [63,64].

A pDS-eket eldszor human vérben és mandulak nyirokszévetében azonositottak [65]. A
pDS-ek excentrikus sejtmaggal és Kkiterjedt endoplazmatikus retikulummal (ER), illetve
Golgival rendelkeznek a plazmasejtekhez hasonldéan (2.A abra), innen ered a plazmacitoid
elnevezés [66]. A morfologiajuk mellett a masik leginkabb meghatarozé tulajdonsaguk, hogy
viralis stimulus hatasara gyorsan nagy mennyiségii [FN-a-t képesek termelni, ezért is hivjak
6ket professzionalis I-es tipusu IFN termel sejteknek [67,68]. IFN termel6 alakjuk kerek, a
szekretoros limfocitakéhoz hasonld (2.B abra). Aktivacié hatdsara azonban a sejtek érésen
mennek keresztiil, nyalvanyokat ,,ndvesztenek”, és DS-szerti morfoldgiat vesznek fel (2.C

abra).
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2. abra. A pDS-ek morfolégiaja. Az elektronmikroszkopos felvételen jol latszik a pDS-ek excentrikus
elhelyezkedésii sejtmagja, illetve Kiterjedt ER-Golgi membranrendszeriik (A). A pasztazo elektronmikroszkopos
felvételeken a pDS-ek kerek, IFN termel6 alakja (B), illetve az aktivalt, érett sejtek DS-szerii morfologiaja latszik
(C). Nagyitas: 7000x(A) és 3000%(B,C) [69].

11.4.2 A pDS-ek eloszldsa, fenotipusa és receptor mintdzata

A pDS-ek folyamatosan termelédnek a csontvelében és érett sejtekként keriilnek ki a
perifériara, ahol mar nem képesek osztdodni. Viszonylag rovid, néhany napos élettartammal
rendelkeznek [70]. Fiziologias koriilmények kozott a pDS-ek a vérben keringenek vagy a
masodlagos nyirokszervekben, illetve a csontveldben tartozkodnak, és alig talalhatok meg a
periférias szovetekben [71]. Patologias allapotok esetén (példaul fertézés, kronikus gyulladas,
daganatok) azonban a pDS-ek elhagyjak a keringést és felhalmozodnak az érintett szovetekben.
A pDS-ekrol leirtak, hogy virusfert6zések soran belépnek a nyalkahartyaba vagy a bérbe, illetve
szamuk megné az autoimmun betegek gyulladt 1ézidiban is. Emellett az allergias betegek
orrnyalkahartyajaban is kimutattdk mar 6ket, valamint a daganatok mikrokornyezetében is
fellelhetéek [72].

A pDS-ek a mieloid cDS-ekkel ellentétben nem expresszaljak a CD11c, CD33, CDI11b
¢s CD13 mieloid sejtfelszini antigéneket. Azonban megtartjak a CD123 (IL-3R) és a CD45RA
GMDP markerek expresszidjat, melyek szintje a ¢cDS differencialodas soran lecsdkken. Mint
minden human DS, a CD4-et is expresszaljak, méghozza magasabb szinten, mint a mieloid
cDS-ek. Ezenkiviil a pDS-ek szamos sejtfelszini receptorral rendelkeznek, melyek szorosan
részt vesznek fo élettani funkciojuk, az I-es tipusti IFN-0k termelésének szabalyozasaban is.
Ezek kozé tartoznak a jol ismert human pDS markerek, mint a CD303 (CLEC4C, BDCA?2), a
CD304 (neuropilin, BDCA4) a CD85k (ILT3), a CD85g (ILT7), a FceRI, a BTLA, a DR6
(TNFRSF21/CD358) és a CD300A molekula. A pDS-ek tovabba alacsony szinten

expresszaljak az MHC 1I. fehérjéket is, melyek szintje aktivacié hatasara fokozodik rajtuk
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[7,58]. A CD123" pDS-ek egy kis alcsoportjarol leirtak, hogy CD2, CD56 és CD5 sejtfelszini
markereket is expresszalnak. Késobb kideriilt, hogy ezeknek a sejteknek a génexpresszios
mintazata a pDS-ekétdl eltér és inkabb a mieloid cDS-ekével fed at. Most mar ismert, hogy ez
a populacio AXL* SIGLEC 6" pre-cDS-ekbél (tDS) all. A két populacié azonban nem teljesen
fedi egymast, ugyanis az AXL negativ pDS-ekr6l is leirtak, hogy expresszalhatnak CD2-t vagy
CD5-6t. gy a teljesen tiszta pDS populacid azonositisara hasznélatos sejtfelszini markerek
kombinaciodja, ami teljesen kizarja a mieloid pre-DS kontaminaciot jelenleg még tisztazasra és
megerdsitésre var [7,12].

A pDS-ekben magas szinten expresszalodik az endoszomalis nukleinsav érzékeld Toll-
like receptor (TLR) 7 és 9 [58]. A TLR7 az egyszalu (ss) RNS-t, mig a TLR9 a metilalatlan
CpG motivumot tartalmazd DNS-t ismeri fel [73]. Tovabba a human pDS-ek kifejezik a
TLR1/2, TLR6 és TLR10 sejtfelszini receptorokat is [74—76]. Ezenkiviil a C-tipusu lektin
receptorok (CLR) koziil a manndz és a dektin-1, 2, 3 receptorokat, illetve a CD32 scavenger
receptort irtak még le benniik [71]. A membran kotott receptorok mellett a pDS-ekben szamos
citoszolikus nukleinsav szenzor is funkcional. Munkacsoportunk irta le, hogy a pDS-ekben
aktiv a retinsav-indukalhato gén I (RIG-I)-szer(i receptorok (RLR-ek) kozé tartozo RIG-1 [77]
¢s a melanoma differenciacio asszocialt fehérje (MDA) 5 is [78]. Tovabba a ciklikus cGMP-
AMP szintaz (CGAS) - interferon gén stimulator (STING) utvonal is funkcioképes ezen
sejtekben [79]. A nukleotid-koté oligomerizaciés domén (NOD)-szerli receptorok (NLR)
expresszios profilja a pDS-ekben azonban kevésbé ismert.

A human pDS-ek PRR-jeinek aktivalodasa az IRF és a nuklearis faktor-kappaB (NF-xB)
utvonalon keresztiil I-es tipusu IFN-0Kk, illetve pro-inflammatorikus citokinek (TNF-a, IL-6) és
kemokinek (IL-8, CCL3, CCL4, CXCL10) termelédéséhez vezet, melynek révén aktiv

résztvevoi a kiilonbozé immunologiai folyamatoknak [71].

11.4.3 PDS-ek, mint professziondlis I-es tipusti IFN termeld sejtek

A pDS-ek az antiviralis immunvalasz karmesterei, mivel egyediilallé képességiik révén
gyorsan nagymértékii I-es tipust IFN termelésre képesek. Virusfertdzések soran az I-es tipusu
IFN-ok f6 forrasai a pDS-ek [58]. Igy alacsony szamuk a vérben, miikodési zavaruk vagy
kéarosodott I-es tipusu IFN termeld képességiik novelheti a virusfertdzések kockazatat. Példaul
a koronavirus okozta megbetegedés 2019 lefolydsa is sulyosabb a pDS/IFN tengely
diszregulacidja esetén, amit mukacsoportunk is leirt egy korabbi 0sszefoglalé publikacidban
[80]. Az I-es tipusti IFN-ok rendkiviil pleiotrop hatasokkal rendelkeznek. Virusfert6zés soran

antiviralis allapotot indukalnak a sejtekben az IFN-stimulalt gének expressziojanak fokozasan
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keresztiil, melyek gatoljak a virusok szaporodasat és terjedését [81]. Finomhangoljak tovabba
a velesziiletett és az adaptiv immunrendszer sejtjeinek miikddését a hatékony antiviralis valasz
érdekében [82-87]. Emellett az I-es tipusu IFN-ok folyamatos alapszintii termelédése szamos
¢lettani folyamatot szabalyoz, példaul a vérképz6 Ossejtek miikodését, a szinaptikus
plaszticitast, a csontatépiilést és az immunhomeosztazist [88,89]. Tovabba a mikrobiota
indukalt bazalis IFN szignalizacid hozzajarul a nyalkahartya sztroéma- és immunsejtjeinek

fertézésekre valo eldzetes felkészitéséhez is [90-92] (3. abra).

Fiziol6gias folyamatok szabalyozasa

A nydlkahartyak mikrobiota-
medialt antiviralis
valaszkészségének
szabalyozasa

Hematopoietikus ssejt
niche és
immunhomeosztazis,
fenntartasa

Szinaptikus plaszticitas
és kognitiv funkciok

Csontatépiilés
szabalyozasa

Antiviralis allapot Az adaptiv

indukalasa immunvalasz segitése
I-es tipusi
CD4+ CD8+
1IFN 3 ({1 IFNAR T-sejt T-sejt
sejt )
T plazmasejt
PR + OAS  Tmxa B-seit O B O
T TRN.a'zL l: e e
n x T Aktivécié, migracio, Aktivacio, osztodas,
e differenciacio differenciacio,
Virus replikacié effektor funkciok effektor funkciok
gatlasa fokozasa fokozasa

Antiviralis és gyulladasos folyamatok szabalyozasa

3. abra. Az I-es tipusu IFN-ok pleiotrop hatasai. Az l-es tipust IFN-0k legismertebb funkcioja, hogy gatoljak
a virusok replikacidjat a sejtekben az antiviralis fehérjék indukalasan keresztiil. Emellett a velesziiletett és az
adaptiv immunvalaszra is hatnak, illetve szimos mas élettani folyamatot, példaul a csontveldi Gssejt niche és a
szinaptikus plaszticitas fenntartasat, a csontatépiilést és a nyalkahartya antiviralis valaszkészségét is befolyasoljak.
IFN: interferon, IFNAR: interferon- o/f receptor, Mx GTPaz: myxovirus rezisztencia guanozin-trifoszfataz, OAS:
2'-5'-o0ligo-adenilat-szintetaz, Oligo A: 2'-5'-oligo-adenilat, PKR: protein kinaz R, Rnaz L: ribonukleaz L. Az abra
az Immunoldgiai Szemlében megjelent 6sszefoglalé cikkiink abraja alapjan késziilt [93].

A virusexpoziciot kovetd 6 oran beliil a pDS-ek transzkripcios aktivitasanak 50%-at mar
az l-es tipusu IFN gének expressziodja teszi ki [94]. A human pDS-ek az I-es tipusu IFN-ok
széles skalajat expresszaljak, az IFN-o mind a 13 altipusat, illetve az IFN-B, IFN-o és IFN-1
egyes altipusait [95]. A pDS-ek emellett Ill-as tipusu IFN-okat (IFN-A, IL-28/IL-29) is

termelnek, azonban az IFN-a-hoz képest koriilbeliil 10-szer alacsonyabb szinten [96].
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Virusfertdzés hatasara a pDS-ek felelosek a mononukledris sejtek I-es tipusu IFN-termelésének
95%-aért, mivel mikrobialis stimulaciot kovetéen akar 200-1000-szer tobb I-es tipust IFN-t
képesek termelni, mint barmelyik masik fehérvérsejt [67]. Egyetlen pDS akar 3-10 pg I[FNa-t
is termelhet erés stimulaciora. A pDS-ek IFN-B, IFN-o és IFN-t termelése azonban joval
alacsonyabb [97]. A pDS-ek egyediilallo IFN termel6 képessége nem magyarazhato egyetlen
mechanizmussal vagy molekulaval. Ehelyett ugy tiinik, hogy tobb tényezd egyiittes fennallasa
sziikséges hozza. A pDS-ek I-es tipust IFN termelésének endogén szabalyozasa is rendkiviil
komplex, melyet mukacsoportunk 6sszefoglald kozleménye részletesen taglal [57].

A pDS-ek szelektiven expresszaljak az endoszomalis TLR7 és 9 receptorokat, melyek
ellentétben a pDS-ek nagyfokt rezisztenciat mutatnak a virusfertézésekkel szemben, és nem
sziikséges az aktiv fert6zésiik az I-es tipust IFN termeléshez [71], mivel az inaktivalt virusok
is képesek stimulalni a pDS-eket [99]. Ha a pDS mégis megfert6z6dik, az autofagia jelentheti
az egyik olyan mechanizmust, melynek révén a citoplazméaban replikalodo virusok
hozzaférhet6vé valnak az endoszomalis kompartmentekben lokalizaloédé TLR-ek szamara
[100]. A pDS-ek azonban nemcsak a szabad virus partikulat, hanem a legtijabb kutatasok szerint
a virussal fert6zott sejteket is felismerik. A pDS és az €16 fertdzott sejt kozott limfocita funkcio-
asszocialt antigén 1 (LFAL1)- és CD54-medialt ,interferogén szinapszis” alakulhat ki [101],
melyen keresztiil a replikal6do virus RNS-e a fert6zott sejtekbdl az éretlen virusrészecskékkel,
a burkolt virionokkal és exoszomakkal egyiitt atkeriilhet a pDS-ekbe [58]. Ez a fizikai kapcsolat
TLRY7 receptor aktivacion keresztiili lokalis IFN termelést eredményez a pDS-ekben, mely a
pDS-sel interakcioba 1ép6, virussal fertdzott sejt antivirdlis valaszat segiti. Ez az Gjonnan
felfedezett pDS funkcid tobb eldnnyel is jar, mivel a virusok extracellularis élettartama
viszonylag rovid, tovabba igy a nagyon sziik tropizmusu virusok (példaul hepatitis virusok) is
felismerhet6ek [58].

Amint a pDS-ek endoszomalis TLR7 és TLR9 receptoraikon keresztiil felismerik a
virusrészecskéket, a mieloid differenciaciés primer valasz 88 (MyD88) adaptor fehérjén
keresztiil beindul a jelatviteli folyamat, ami az IRF7 transzkripcios faktor foszforilacidjahoz és
A legtobb sejttipusban az IRF7 expresszio alapszinten nagyon alacsony €s expresszidjat az IFN-
B termelés elsé hullama indukalja interferon-a/p receptor (IFNAR) fiiggé modon. Habar az
IRF7 expresszid pDS-ekben nem IFNAR fiiggd, bizonyos virusokra adott valasz esetén mégis
sziikséges a teljes funkcionalitashoz [58]. Ugyanakkor a pDS-ek konstitutivan expresszaljak az

IRF7-et, ezért korabban tgy gondoltak, hogy ez allhat a gyors és nagymértékii IFN szekrécidjuk
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mogott [102]. A konstitutiv IRF7 expressziot valdsziniileg az okozza, hogy a pDS-ekbdl
hidnyzik az eukariota transzlacids represszor fehérje, ami lehetévé teszi az I-es tipusu IFN
termelés gyors megindulasat [103]. A konstitutiv IRF7 expresszid6 6nmagaban azonban nem
elegendd a nagy mennyiségii I-es tipusu IFN termeléshez. Honda és munkatarsai fedezték fel a
TLR9-MyD88 tutvonal egyediilallo tér- és idObeli szabalyozasat a pDS-ekben [104]. A
felismerést kovetéen a TLR9 ligandumok, ugymint a CpG-A oligodeoxinukleotidok (ODN)
nagy multimer aggregdtumokat képeznek a pDS-ek korai endoszomadiban és koriilbeliil 30
percig ott visszatartasra keriilnek, ez pedig elnyujtott IRF7 aktivaciohoz vezet. igy a CpG-A
stimulacié hatékonyan fokozza az I-es tipusu IFN termelést a pDS-ekben az IRF7-en keresztiil,
mig alig befolydsolja az NF-kB aktivitasat és ezaltal a sejtek érését. Ez a hatds azonban
nagymértékben fiigg a TLR ligandum szerkezeti tulajdonsagaitol. Az ODN-ek mas altipusai,
mint példaul a szintén TLR9 agonista, de monomer formaju CpG-B gyorsan a késéi
endoszomakba szallitodik, ahol aktivalja a TLR9-et, viszont ebben az esetben az NF-kB utvonal
kertil eldtérbe, ami gyulladasos citokinek, kemokinek és kostimulator molekulak szintézisét
indukalja, ezért a CpG-B sokkal kevésbé hatékony az I-es tipusu I[FN termelés beinditdsdban a
CpG-A-hoz viszonyitva [104]. A pDS-ek nagy mennyiségli IFN-a termelése CpG-A vagy €16
virus expozicid hatdsdra az elsd 12 orara tevodik, majd a kovetkezé 48 oOrdban ennek a
mennyiségnek mar csak toredékét képesek megtermelni a restimulacié soran [95].

A heterotipusos sejt-sejt interakciok mellett a pDS-ek kozotti homotipusos
kolcsonhatasok is nagy szerepet jatszanak az IFN termelés szabalyozasdban. Megfigyelték,
hogy in vivo a pDS-ek a TLR aktivaciot kovetd par oran beliil szoros klasztereket alkotnak
[105]. In vitro is kimutattak, hogy a TLR ligandokra adott I-es tipusu IFN valasz mértéke a
sejtstirliségtdl fligg [106], ugyanis minél szorosabban helyezkedtek el a sejtek, annal tobb IFN-
t termeltek. Nemrégiben ezt a jelenséget az egyedi sejtek szintjén is megerdsitették [107]. A
pDS aktivacio kooperativ jellegét ezekben a vizsgalatokban az autokrin/parakrin IFN jelatvitel
pozitiv hatdsaval magyaraztak. Saitoh és munkatarsai leirtdk, hogy a pDS-ek
klaszteresedéséhez az LFA-1 integrinre van sziikség, melyet a TLR7 szignalizacié aktival
[108]. Az aktivalt LFA-1 indukalja a mikrotubulusok elongacidjat és a TLR7 pozitiv
lizoszomaékat a sejt periféridjara iranyitja. Itt a TLR7 lehetévé teszi a TNF receptor asszocialt
faktor (TRAF) 3 és a TRAF6 interakciojat, mely az I-es tipust IFN-ok indukciojahoz vezet
[108].

Nemrégen deriilt fény arra is, hogy a pDS-ek posztaktivacios sorsa eltérd és a sejtek
nagyfoku funkcionalis plaszticitast mutatnak [58,71,109]. A pDS populacion beliil a sejtek
nagymértékben kiilonboznek differencidlodasi fokukban és kovetkezésképpen I-es tipusu IFN
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termelé vagy antigén prezentald képességiikben. Egy tanulmany egerekben kimutatta, hogy
ugyanazon pDS cytomegalovirus (CMV) fert6zés hatasara elészor I-es tipusu IFN-t termel,
majd képessé valik APS-ként funkcionalni és bemutatni az antigéneket a T-sejteknek. Ez arra
utalhat, hogy a pDS-ek kiilonb6z0, térben és idében Osszehangolt funkcidkat tolthetnek be
[110]. Mas vizsgalatok szerint a pDS-eknek azonban csak egy része képes I-es tipusu IFN-t
termelni, fliggetleniil az alkalmazott stimuléciotdl. Soumelis és munkatarsai harom kiilonb6z6
stabil fenotipusi human pDS populdciot azonositottak, a P1 (PDL1'CD80), a P2
(PDL1'CD80") és a P3 (PDL1'CD80%) alcsoportokat [111]. Az eltérd fenotipus mellett
morfologiai kiillonbségek is megfigyelhetéek a P1, P2 és P3 populaciok kozott. A P1 pDS-ek
megtartjadk plazmacitoid morfoldgidjukat, mig a P3 pDS-ek dendritikus morfoldgiaval és
kevésbé kifejezett ER-rel rendelkeznek, a P2 pDS-ek pedig koztes morfologiat mutatnak. Az
0sszes IFN-a-termelé pDS 80%-a a P1 fenotipusba tartozott a vizsgalat szerint. A P3 pDS-ek
nem termelnek IFN-t, hanem magasabb CC-kemokin receptor 7 sejtfelszini expresszioval
rendelkeznek. Tovabba a P3 pDS-ek indukaljak a legmagasabb szint(i T-sejt proliferaciot és a
legalacsonyabb szintli PD1 expressziot az aktivalt CD4" T-sejteken. A P3 pDS-ek f6képp Th2
sejt polarizaciot indukélnak, mig a P1 pDS-ek altal aktivalt T-sejtek tobb IFNy-t és IL-10-et
termelnek. A kutatok eredményei alapjan az aktivacid hatdsara kialakulé pDS-diverzifikacid
fliggetlen a sejtosztodastol, és nem a prekurzor sejtek kozotti heterogenitds eredménye.
Elképzelheto tehat, hogy mikozben egyes pDS-ek megfertézédnek, mas pDS-ek felismerik a
fertézott sejteket és valaszként elkezdik termelni az I-es tipust IFN-okat [58].

A pDS-ek nem csak az endoszomalis TLR-ek aktivacidja soran termelnek IFN-okat.
Munkacsoportunk modellje alapjan a pDS-ek I-es tipusti IFN szekrécioja két hullamban valosul
meg, a PRR-ek kiilonb6z6 altipusainak 6sszehangolt szabalyozasa mellett [77]. A virusfert6zés
korai fazisaban a pDS-ek a TLR7 és TLRO receptorok folyamatos expresszidja révén képesek
felismerni a nyirokcsomokba szallitott virusfertdzott sejtek tormelékeit, mely nagy mennyiségli
I-es tipust IFN termeléshez vezet, az IFN-ok a vér- vagy nyirokaramlason keresztiil a szervezet
minden sejtjéhez eljuthatnak és igy szisztémas antiviralis allapot alakul Ki. A szisztémas hatast
elésegiti a pDS-ek egyedi lokalizacioja is. A cDS-ekkel ellentétben, melyek a periférias
szovetekben, azaz a virusok bejutdsi helyén helyezkednek el, a pDS-ek a vérben vagy a
nyirokszdvetekben, példaul a nyirokcsomokban talalhatok meg. A virusfertézés késdbbi
szakaszaban a TLR aktivalt pDS-ek a virus behatolasanak helyére vandorolnak, ahol a magas
virus expozicid hatdsdra megfertézOdhetnek. A TLR stimuladcio a pDS-ekben indukalja a

crer

elenyész0 a pDS-ekben. Ezért a pDS-ek a TLR stimulacidt kovetden képessé valnak a
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citoplazmaban replikalod6 virusok felismerésére is az RLR-ek altal, mely receptorok
kifejezetten az aktivan replikalodé virusok RNS intermedierjeit ismerik fel. A ligand kotést
kovetden az RLR-ekhez kapcsolédd mitokondrialis antiviralis szignalizacios fehérje (MAVS)
az IRF3/7 utvonalak aktivalasahoz, és igy végiil az I-es tipusu IFN-termelés masodik (késoi)
hullamahoz vezet. Az RLR medialt I-es tipusu IFN-termelés alacsonyabb szintii, mint a TLR
indukalt szekrécid, azonban még igy is hatékonyan tdmogatja a lokalis antiviralis immunvalaszt
[77]. Mig a pDS-ek TLR-medialt IFN termelése glikolitikus atprogramozast igényel, addig az
RLR-indukalt IFN szekrécio oxidativ foszforilacié fliggd folyamat, mely szintén csokkenti a

pDS-ek megferté6z6désének esélyét a periférian [112] (4. abra).

—
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4. abra. A pDS-ek I-es tipusu IFN szekréciéjanak két hullami modellje, mely a virusfertézés korai és késéi
szakaszaiban valosul meg. A fert6zés korai szakaszaban a pDS-ek TLR-fiiggd aktivacidja nagymértéki 1-es
tipust IFN szekréciohoz vezet, mely szisztémas hatassal bir. A TLR stimlacio indukalja az RLR-ek expressziojat
is a pDS-ekben, mely a fertdzés kés6bbi szakaszaban kisebb mértékii lokalis IFN termeléshez vezet a szovetekben.
IFN: interferon, IPS: interferon termeld sejt, IRF: interferon regulatorikus faktor, MAVS: mitokondrialis
antiviralis szignalizacios protein, mtROS: mitokondrialis reaktiv oxigéngyok, MyD88: mieloid differenciacios
primer valasz 88, pDS: plazmacitoid dendritikus sejt, RLR: RIG-I-szerii receptor, TLR: Toll-szerii receptor. Az
abra az Immunologiai Szemlében megjelent cikkiink abraja alapjan készilt [113].

11.4.4 A pDS-ek szerepe az antibakteridlis és az antifungdlis immunvdalaszokban

Szamos adat utal arra, hogy a pDS-ek nem csupan ,,virus specifikus” immunsejtek, hanem
a virusokon kiviil a baktériumok és a gombak elleni immunvalaszt is alakithatjak. Eqgy friss
vizsgalat kimutatta, hogy a Gram pozitiv baktériumok (Mycobacterium tuberculosis,

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes) nagymértéki I-es tipusu IFN, pro-
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inflammatorikus citokin termelést, illetve a kostimulacios molekuldk megjelenését indukaljak
a pDS-ekben TLR1/2 fiiggd moédon. Tovabba a TLR1 aktivalt pDS-ek kivalthatjak a CD4" T-
sejtek expanziodjat és differencialodasat is [76]. Egy masik vizsgalat szerint a Streptococcus
pyogenes baktérium is indukalja a pDS-ek érését, a pro-inflammatorikus citokin és kemokin
termeléstiket, illetve az ily modon aktivalt sejtek eldsegitik a Thl polarizaciot [114]. A
Staphylococcus aureus a pDS-ek CD32-medialt aktivaciojahoz vezet, melynek hatasara antigén
specifikus immunvalasz is 1étrejon [115]. Egy masik tanulmanyban Williams és munkatarsai
arrél irnak, hogy a pDS-ek hatékonyan képesek felvenni a harcot a Burkholderia pseudomallei
baktériummal, hasonldéan a mieloid DS-ekhez [116].

A pDS-ek gombak elleni immunvalaszarol és antifungalis mechanizmusairdl joval tobbet
tudunk. 2004-ben Romani és kollégai leirtak, hogy a thymosin alpha 1 nevii peptiddel aktivalt,
Aspergillus fumigatus gombaval kezelt egér pDS-ek érési folyamaton mennek keresztiil, illetve
nd az IL-12 termelésiik és Thl iranyba polarizaljak a naiv T-sejteket [117]. A Cryptococcus
neoformans gombabodl szarmazé mannoproteinek pedig szintén indukaljak a pDS-ek pro-
inflammatoérikus citokin valaszat [118]. Kimutattak tovabba, hogy a pDS-ek az Aspergillus
fumigatus hifazasat is képesek megakadalyozni, illetve a fert6zés in vivo egér modelljében a
pDS depletalt allatok nem voltak képesek lekiizdeni az Aspergillus fertézést, mortalitasuk
szignifikansan magasabbnak bizonyult [119]. Felfedezték tovabba, hogy az Aspergillus
fumigatus hifakkal inkubalt pDS-ek a neutrofil granulocitdkhoz hasonléan képesek
extracellularis csapda (ET) kibocsatasara. A pDS ET a ,,pET” elnevezést kapta, mely szintén
DNS-bél és citrullinalt hiszton H3-bol épiil fel [120]. Az egér és human pDS-ek reaktiv oxigén
gyok (ROS) termelésiik révén direkt modon is képesek gatolni a bekebelezett Cryptococcus
neoformans gomba novekedését [121]. Tehat az irodalmi adatok alapjan, a pDS-ek funkcioi
joval szerteagazobbak, mint azt korabban gondoltuk. Azonban az igéretes eredmények még
megerdsitésre szorulnak, igy nagy sziikség van a pDS-ek eddig leirt antimikrobialis
mechanizmusainak atfogd vizsgalatara. Tovabba eddig még nincs arrdl adat, hogy a pDS-ek
antibakterialis vagy antifungalis aktivitasaban vajon az NLR csalad pirin domént tartalmazo

fehérje 3 (NLRP3)-fiiggd IL-1p utvonal is szerepet jatszhat-e.
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11.4.5 A pDS-ek szerepe human korképekben

A pDS-ek egyediilallo IFN termeld képessége nem csak a virusfertézések lekiizdésében
jatszik fontos szerepet, mivel egyéb human betegségek esetében is foként ezen tulajdonsaguk
hianya vagy talmiikodése vezet patologias elvaltozasokhoz (5. abra). A pDS-eket szamos
tumor (melanoma, petefészekrak, emlorak, glioma, fej-nyaki daganatok, vastagbélrak, tiidorak,
hepatocellularis carcinoma) mikrokdrnyezetében leirtak mar, igy szerepiik lehet a tumorokban
zajlo immunologiai folyamatokban [57,61]. A tumor-asszocialt pDS-eket altalaban tolerogén
fenotipus jellemzi és igy a tumor novekedését tamogatjak. A pDS-infiltracio rossz progndzissal
jar egyiitt példaul emlérakban, petefészekrakban és melanomaban is [122-127]. Ennek az az
oka, hogy a tumor niche-ben szamos daganat eredetii faktor hozzajarulhat a pDS-ek
atprogramozasahoz, melynek eredményeképpen éretlen, tolerogén fenotipust sejtek alakulnak
ki, csokkent IFN-a termeléssel. Igy késobb ezek a sejtek is részt vesznek az immunszuppressziv
tumor mikrokdrnyezet fenntartasaban. Ugyanakkor az aktivalt pDS-ek hatékony antitumor
valaszt kozvetithetnek, mivel kozvetlen citotoxikus hatassal rendelkeznek a granzim- és
TRAIL-fliggd apoptozis indukcid révén, valamint IFN-a termelésiik kozvetett tumorellenes
hatassal is bir. gy a pDS-ek tjraaktivalasa és I-es tipustu IFN-termeld képességiik ,,felélesztése”
igéretes adjuvans terapiaként szolgalhat a daganatos betegségek kezelésében [57] (5. abra).

A daganatokkal ellentétben autoimmun betegségekben a pDS-ek tulaktivalodasa és az I-
es tipusu IFN-ok taltermelddése jellemz6. A talzott pDS aktivitast szinte minden autoimmun
vagy gyulladasos betegséggel kapcsolatba hoztak mar, azonban a pDS-ek patologias szerepe
legjobban szisztémas lupus erythematosusban (SLE) jellemzett [64]. Az SLE-s betegek tobb
mint felénél jelenik meg az interferon gén szignatara (IGS) [128]. A pDS-ek I-es tipust IFN
termelését nukleinsavakat tartalmazé immunkomplexek, antimikrobialis peptidekkel alkotott
DNS-komplexek, neutrofil ET-k és az oxidalt mitokondrialis DNS aktivalhatja [58]. A pDS-ek
azonban nemcsak az immunkomplexek altal kivaltott gyulladashoz, hanem az autoantitestek
termeléséhez is hozzajarulnak SLE-ben az autoreaktiv B-sejt klonok aktivacidjan keresztiil
[129]. A pDS-ek egy masik IGS-sel jellemzett betegség, a psoriasis kialakulasaban is szerepet
jatszhatnak [130]. A psoriasis fellangolasat gyakran borsériilések valtjak ki (Kobner jelenség).
A pDS-ek a borsériilések soran aktivalodhatnak, ugyanis az LL37 antimikrobialis peptid a sajat
eredetii SSRNS-sel vagy DNS-sel komplexben a pDS-ek endoszomalis TLR-jeinek perzisztens
¢s fokozott aktivacidjahoz vezet, mely nagy mennyiségi I-es tipust IFN termelést indukal
[131]. Tovabba leirtak, hogy az I-es tipusi IFN-kezelés gyakran kozvetleniil indukalja a
psoriasis kialakulasat vagy sulyosbitja a tiineteket, mig az I-es tipusu IFN-ok jelatviteli

utvonalanak gatlasa allatmodellekben hatékonyan gatolja a T-sejt kozvetitett borgyulladas és a
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psoriasishoz hasonld gyulladasos betegségek kialakulasat [131]. Igy a daganatellenes
terapiakkal ellentétben az 1GS-asszocialt autoimmun betegségek kezelésében a talzott I-es
tipusu IFN-termelés csokkentése a cél, mely javithatja a betegek életmindségét [57] (5. abra).

A pDS-ek az allergias megbetegedésekben is fontos szerepet jatszanak. Szerepiiket eddig
leginkabb allergias eredeti asthmaban vizsgaltak és a kisérletes eredmények tobbsége arra utal,
hogy tolerogén funkcidiknak kdszonhetden enyhithetik a klinikai tiineteket és lassithatjak a
betegség progressziojat. Jotékony hatasuk IFN termelésiikkel magyarazhat6, mivel az |-es
tipusu IFN-0k képesek gatolni a Th2 sejtek fejlodését, a 2-es tipusu velesziiletett limfoid sejtek
(ILC) funkcioit, a Th2 citokinek szekréciojat és az immunglobulin (Ig) E izotipusvaltast.
Tovabba a pDS-k indukaljak a regulator T-sejtek expanziojat is, igy toleranciat valthatnak ki
allergias eredetli betegségekben [57] (5. abra).

SARS-CoV-2, HIV, influenza, virusok tumor sejtek melanoma, emlérak,
RSV, HCV, VSV, CMV 0 petefészekrak, tiidorak,
» glioma, fej-nyaki daganatok
Virus replikacio gatlasa, ' Fokozott ICOSL,
antigén prezentacio '~ OX40L, PD-L1,
fokozasa, ) IDO expresszio,
NK-, B- s CD8* T-sejtek Aktivacié  Inaktivalt dllapot  regulator T-sejt indukcid,
aktivalasa u immunszupresszid
Szisztémas antivirélis@/ Tolerogén tumor
valasz mikrokdrnyezet fenntartasa
AUTOIMMUNITAS Il ALLERGIA
SLE, psoriasis, sajat DNS/RNS allergének Asthma,
scleroderma, atopias és kontakt dermatitis,
I-es tipusu diabetes DD ,\“F pDS ‘ % allergias rhinitis
Antigén prezentacié ) “
- S s Fokozott PD-L1
fokozasa, u 2
autoreaktiv B-sejtek aktivalasa, — i \‘ effektoregzz?tsz::;resszi6
autoantitest termelésének Talmiikédés olerogen e = .
fokozasa fe® regulator T-sejt indukcio
Tolerancia éttérésew Tolerancia kivaltasa

5. abra A pDS-ek szerepe virusfertézésekben és human betegségekben. A pDS-ek megfelel6 mitkodése
sziikséges a hatékony antiviralis immunvalaszhoz, valamint az immunolégiai tolerancia kivaltasahoz allergias
megbetegedésekben. Ezzel szemben daganatos betegségekben a tumor sejtek hatisara kialakuld inaktivalt
allapotuk a tolerogén tumor mikrokérnyezet fenntartdsdhoz jarul hozza, mig talmiikodésiik a tolerancia attoréséhez
vezet, és igy autoimmunn betegségekkel kothetd 0ssze. ICOSL: indukalhato T-sejt kostimulator ligand, IDO:
indolamin 2,3-dioxigenaz, IFN: interferon, OX40L: OX40 ligand, PD-L1: programozott halal-ligand 1, pDS:
plazmacitoid dendritikus sejt, SLE: szisztémas lupus erythematosus, TLR: Toll-szerii receptor. Az abra az
Immunolodgiai Szemlében megjelent cikkiink abraja alapjan készilt [113].
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11.4.6 PDS sejtmodellek
Mint mar emlitettilk, a pDS-eket nehéz vérbdl izolalni, nem osztodnak, illetve

sejtkulturaban tartva kevesebb, mint 72 ora alatt elpusztulnak. A mieloid DS-ekkel ellentétben
nincs standardizalt protokoll a pDS-ek in vitro Iétrehozasara hematopoietikus prekurzorokbol,
szamara. A pDS-kutatas megkonnyitésére tobb kutatdcsoport is megprobalt sejtvonalakat
létrehozni leukémias pDS-ekbdl. A CAL-1 pDS sejtvonal GM-CSF és IL-3 jelenlétében érett
DS-szerti morfologiat vesz fel, azonban a CAL-1 sejtek nem képesek IFN-a szekrécidra, igy a
pDS-ek antiviralis valaszanak tanulmanyozasara nem alkalmasak [132]. A GEN2.2 sejtek ezzel
szemben viralis stimulus hatisara nagymértékii I-es tipusu IFN szekréciora képesek [133]. A
GEN2.2 sejtek hosszl tava tenyésztéséhez €s fenntartasdhoz MS-5 feeder sejtszonyegre van
szlikség. Nem ismert azonban, hogyan hatnak az MS5 sejtek a GEN2.2 sejtek citokin, illetve
képességgel rendelkeznek. Az ,0jabb” GEN3 sejtvonal azonban mar hatékonyan
keresztprezentalja az influenzavirus fert6zott sejtekbdl szarmazé virusantigéneket [134].

A fenotipusos és funkcionalis vizsgalatok mellett génexpresszios microarray vizsgalattal
is megerdsitették, hogy a GEN2.2 sejtek és a primer human pDS-ek kozds génexpresszios

crer

tanulmanyozasara [135].

11.5 Citoszolikus szenzorok

Mint korabban mar emlitettik, a DS-ek, igy a pDS-ek is fel vannak szerelkezve
kiilonboz6 PRR-ekkel. A PRR-eket elsésorban az APS-ek fejezik ki, de mas velesziiletett
immunsejtekben, illetve nem immunsejtekben is megtalalhatéak [136]. A kiilonb6z6 PRR-ek
az extra- és intracellularis korokozok PAMP-jait, illetve az endogén eredetli veszély jeleket
ismerik fel [137].

Az extracellularis korokozok jellemzéen elpusztulnak, ha a gazdaszervezet fagocita
sejtjei internalizaljak 6ket, igy csak a sejten kiviili extracellularis térben tudnak szaporodni. Sok
ebbe a csoportba tartozé mikroba rendelkezik ezért példaul tokkal, mely megakadalyozza a
fagocitozisukat [138]. Felismerésiikre ezért olyan sejtfelszini receptorok alakultak ki, melyek
foleg a korokozok sejtfal, illetve burok komponenseit érzékelik. A plazmamembran TLR-ek
példaul a Gram pozitiv baktériumok sejtfalat alkot6 lipoteikolsav, a Gram negativ baktériumok

sejtfalaban talalhatd lipopoliszacharid (LPS), illetve a lipoproteinek felismerésére
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specializalodtak [139], mig a CLR-ek foként a gombak felszini szénhidrat molekulait (mannoz,
a-mannan, B-glukan) kotik meg [140].

Szamos patogén ¢€letciklusa a gazdasejt citoplazmajanak megfert6zodésével jar. Egyes
baktériumok és parazitak valtozatos menekiilési Gitvonalakkal rendelkeznek, példaul ,,lyukat
iitnek” a fagoszoma membranjan, igy a korokozé kijuthat a citoplazmaba. A virusok génjei
gyakran a citoplazmaban irddnak at és transzlalodnak, illetve a virusrészecskék is a
citoplazmaban szerelddnek Ossze. Ezért a patogének kiilsé és belsé komponenseinek, valamint
a cellularis sériilés asszocialt jelek felismerésére a sejteknek rendelkeznitik kell citoszolikus
PRR-ekkel is, melyek alapvetd fontossaguak a velesziiletett immunvalasz aktivalasaban és a
korokozok eltavolitasaban [137].

Nagyon sok intracellularis receptor specializalodott a patogének bels6 PAMP-jainak,
foként a nukleinsavaknak a felismerésére. Ezek kozé a citoszolikus PRR-ek koz¢ tartoznak az
RLR-ek, az absent in melanoma 2 (AIM2)-szerii receptorok (ALR) és a STING-et aktivald
CGAS, DAI, illetve DDX41 [141,142]. Az RLR-ek a citoszolikus RNS-t, mig az ALR-ek és a
STING-en keresztiil szignalizalo fehérjék a citoszolikus DNS-t ismerik fel (6. abra). Az NLR-
ek egyes tipusai is képesek lehetnek a citoszolikus nukleinsavak felismerésére, azonban ezen
receptoroknak nem ez a f6 funkcioja és aktivaciojuk kimenetele is eltér6, amit egy késébbi
fejezetben részleteziink [137,143].

A MAVS és a STING adaptor proteint hasznalo citoszolikus szenzorok ligandum kotése
az IRF3, az IRF7 és az NF-«kB transzkripcids faktorok aktivalodasdhoz vezet, mely az I-es
AIM?2 aktivalodasa pedig a biologiailag aktiv IL-1 csaladba tartozo citokinek felszabadulasat

eredményezi (6. abra).
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citokinek kialakulasahoz vezet. 5'ppp: 5'trifoszfat, AIM2. absent in melanoma 2, cGAS: ciklikus GMP-AMP
szintaz, DAI: interferon regulatorikus faktor DNS dependens aktivatora, DDX41: DEAD-box helikdz 41, ds:
kétszalt, ER: endoplazmatikus retikulum, GSDMD: gazdermin D, IFN: interferon, IRF: interferon regulatorikus
faktor, MAVS: mitokondrialis antiviralis szignalizacios fehérje, MDAS: melanoma differenciacio asszocialt
fehérje 5, NF-kB: nuklearis faktor-kappaB, RIG-I: retinsav-indukalhaté gén I, STING: interferon gének
stimulatora.

A fentebb emlitett citoszolikus nukleinsav szenzorok koziil munkacsoportunk féként az
RLR-ek funkcidinak tanulmanyozasaval foglalkozik. Mint korabban mar leirtuk, mig a cDS-ek
alapszinten is kifejezik ezeket a receptorokat, addig a pDS-ekben expressziojuk aktivacio-fiiggd
[77]. Az RLR-ek RNS-szenzorok, melyek a virusok replikacios intermedierjeit ismerik fel és
nélkiilozhetetlenek az antiviralis immunvalasz és az I-es tipusi IFN-0k indukciojahoz. A
fehérje csaladnak harom tagja van: a RIG-1, az MDADS és a genetikai és fiziologiai laboratorium
2 protein. A RIG-I els6sorban az 5'trifoszfat (5'ppp) csoportokat tartalmazo rovid kétszala (ds)
RNS szekvenciakat, mig az MDAS foként a hosszi dsRNS-eket ismeri fel [144,145].

Minden RLR rendelkezik egy kozponti helikaz doménnel és egy karboxi-terminalis
represszor doménnel. Ez a két domén egyiitt felelds az immunstimulatorikus RNS-ek
felismeréséért. A RIG-I és az MDAS emellett két N-terminalis kaszpaz aktivacios és toborzo
domént (CARD) is tartalmaz, melyek a downstream jelatvitelt kozvetitik. A RIG-I és az MDAS5
az RNS-kotés és oligomerizacio utan kolcsonhatasba 1épnek adaptor proteinjik, a MAVS
CARD doménjével. A MAVS ezutan aktivalja a TANK-koto kinaz 1-et (TBK1) és az IkB-
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kinazt (IKK), mely az IRF3 és az IRF7 aktivacidjahoz vezet, ezek pedig az NF-xB-vel egyiitt
indukaljak az I-es tipust IFN-0K és mas antiviralis gének atirasat [144,145]. Ez 6sszességében
a fert0zott sejtek apoptozisat, a kornyezo sejtek védelmét és az antigénspecifikus antiviralis
immunvalasz aktivalodasat eredményezi. igy az RLR-ek kiemelkedd szerepet jatszanak az RNS

virusok altal okozott fertézések kontrollalasaban.

11.6 A sokszinii NLR-ek

Az NLR-ek szintén az intracellularis szenzorok nagy csaladjahoz tartoznak.
Szerkezetiiket tekinteve az NLR-ek mindegyike rendelkezik egy k6zos C-terminalis leucinban
gazdag ismétléd6é (LRR) doménnel, mely a ligand felismerésért felelds; egy kozponti NOD,
mas néven NACHT doménnel, mely nukleotid kotéskor elinditja a receptor aktivalodasat és
oligomerizacidjat; és egy N-terminalis doménnel, mely kiilonboz6 adaptor fehérjékhez kotédve
downstream jelatviteli Gtvonalakat aktival. Az N-terminalis effektor domén alapjan az NLR-
eket négy alcsaladra osztjak. Az NLRA alcsalad savas transzaktivacios doménnel rendelkezik,
¢és csak egy tagbol, a II. osztalya f6 hisztokompatibilitasi komplex transzaktivatorbol (CHITA)
all. Az NLRB alcsalad egy baculovirdlis apoptdzis gatlo fehérje ismétlddé doménnel
rendelkezik. Az NLRA alcsalddhoz hasonléan az NLRB alcsalddnak is csak egy tagja van, az
NLR csalad apoptozist gatld fehérje. Az NLRC alcsalad egy CARD doménnel rendelkezik, és
a fent emlitett két csaladdal ellentétben az NLRC alcsalad hat receptorbol all: NOD1 (NLRC1),
NOD2 (NLRC2), NLRC3, NLRC4, NLR csalad CARD domént tartalmazé 5 (NLRC5) és
nukleotidk6td domént és leucinban gazdag ismétlddést tartalmazo fehérje X1 (NLRX1). Az
NLRP alcsalad egy pirin doménnel (PYD) rendelkezik, és 14 tagjat (NLRP1, NLRP2, NLRP3,
NLRP4, NLRP7, NLRP12, NLRP5, NLRP6, NLRP8, NLRP9, NLRP10, NLRP11, NLRP13,
NLRP14) tekintve az NLR-ek legnépesebb alcsaladja [146].

Az NLR-ek alapvetd szerepet jatszanak a PAMP-0k és a DAMP-ok felismerésében, és a
velesziiletett immunrendszer effektor funkcidinak indukalasaban. Emellett az NLR-ek
pozitivan vagy negativan szabalyozhatnak kiilonboz6 sejtfolyamatokat is. Eddig 22 human és
legalabb 34 egér NLR-t azonositottak [147]. Egyedi funkciojuk alapjan az NLR-ek négy
alcsoportba sorolhatéoak. Szamos NLR képes multifehérje-komplexeket, inflammaszomakat
alkotni, melyek aktivacidja a pro-IL-1B és pro-IL-18 pro-inflammatorikus citokinek érett,
biologiailag aktiv forméjanak kialakuldsahoz sziikséges. Az NLR-ek koziil az NLRP1, az
NLRP3 és az NLRC4 molekulakrol irtak le, hogy képesek inflammaszoémak kialakitasara. Ezzel
szemben a regulatorikus NLR-ek a mas PRR-ek altal indukalt intracellularis jelatviteli

kaszkadokat, példaul az NF-xB, az I-es tipusi IFN vagy a mitogén-aktivalt protein-Kinaz
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(MAPK) utvonalakat szabalyozzak. Regulatorikus NLR a NOD1, a NOD2, az NLRCS, az
NLRX1, az NLRP12 és az NLRC3. Az NLR-ek egy specialis alcsoportjat alkotjak az NLRCS5
¢s a CIITA fehérjék, melyek enhanszoszomaként miikddnek, és az MHC 1., illetve 1. gének
transzkripcidjat szabalyozzak. Tovabba bakterialis stimulus hatasara egyes NLR-ek, mint
példaul a NODI1 ¢és a NOD2, képesek az ATGLI6LI1 autofagiat modulalo fehérjét a
sejtmembranhoz koétni, mely az autofagoszomak képzodését segiti elé [146,148]. Az NLR-ek

fobb funkcioit a 7. abra foglalja 6ssze.

Szignaloszéma Autofagoszéma

Koérokozok
eltavolitasa
o !
Antigén
prezentacio

MDP

(o2 o° /
lizoszOma (\\ e
Y

pro-IL-1
pro-IL-1

pro-
kaszpaz-1
“ ~—§ ASC /' Gyulladas
&% NLRC4 \
Flagellin
NLRP1b T3SS
‘ T4SS

Antrax toxin

oo™
i
RN
oo™

Enhanszoszéma ATP Inflammaszéma

7. abra. Az NLR-ek funkciéi. Az NLR-ek nem csupan klasszikus PRR-ek, hanem részt vesznek mas jelatviteli
utvonalak, az autofagia, illetve az MHC gének transzkripcidjanak szabalyozasaban is, valamint multiprotein
inflammaszoma komplexeket is képezhetnek. ATP: adenozin-trifoszfat, CIHTA: 1I. osztalya {6
hisztokompatibilitasi komplex transzaktivator, iE-DAP: y-d-glutamil-mezo-diaminopimelinsav, IFN: interferon,
MDP: muramil-dipeptid, MHC: {6 hisztokompatibilitasi komplex, MyD88: miceloid differenciacios primer valasz
88, NF-«B: nuklearis faktor- kappaB, NLRC: NLR csalad CARD domént tartalmazé fehérje, NLRP: NOD-szerti
receptor pirin domént tartalmazé fehérje, NLRX1: nukleotidkoté domén és leucinban gazdag ismétlodést
tartalmazé fehérje X1, NOD: nukleotid-koté oligomerizacios domén, Rip2: receptor interakcids Szerin/treonin
kinaz 2, ROS: reaktiv oxigén gyok, T3SS: 3-as tipust szekrécios rendszer, T4SS: 4-es tipusu szekrécios rendszer,
ATG16L1: autofagia kapcsolt 16-szerli fehérje 1, TLR: Toll-szerli receptor, TRAF6: TNF receptor asszocialt
faktor 6. Az abra Motta és kollégai munkaja nyoman késziilt [146].
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11.6.1 Regulatorikus NLR-ek

Valtozatos funkcidik miatt a regulatorikus NLR-ek az immunologiai kutatasok fokuszaba
keriiltek, ugyanis a gyulladdsos reakcidkat szigorian szabalyozni kell, hogy az
immunhomeosztazis fennmaradjon. Egyrészt a gazdaszervezetnek elég er6s immunvalaszt kell
inditania ahhoz, hogy a korokozot eliminalja a szervezetbdl, masrészt az immunvalaszt
finomhangolni is sziikséges, igy megeldzve a jarulékos szoveti karosodast. A regulatorikus
NLR-ek szinergista vagy antagonista modon hathatnak a mas PRR-ek altal indukalt jelatviteli
utvonalakra, a hatas pedig az adott sejt, receptor vagy ligandum tipusatol fiigg. Az NLR-ek
képesek tobbek kozott szabalyozni az NF-kB, a MAPK és az I-es tipust IFN utvonalakat [149].

fgy példaul a NODI és a NOD2 bakterialis szenzorok pozitiv regulatérikus NLR-ek,
mivel fokozzdk a gyulladédsos valaszokat. A ligandum érzékelés hatdsara a NOD2
oligomerizalédik ¢és kiilonboz6 fehérjéket toboroz, mely egy multifehérje-komplex
kialakulasahoz vezet. Ezt a komplexet NODoszomanak nevezziik, mely el6segiti az I-es tipust
IFN szignalizaciot és modulalja az NF-xB utvonalat is [149]. Ezzel szemben az NLRC3 és az
NLRP12 negativ reglatorikus NLR-ek, melyek f6 funkcidgja a nem kivant gyulladas
megelézése. Az inflammaszomahoz és a NODoszomahoz hasonloan ezek az NLR-ek is
képesek multifehérje-komplexek, ugynevezett TRAFoszomak kialakitasara. Az NLRC3 gétolja
az NF-kB jelatvitelt és az I-es tipusu IFN-valaszt kiilonboz6 fehérje interakciok révén [150,
p3]. Az NLRP12 a kanonikus és a nem kanonikus NF-kB jelatvitel negativ szabalyozdja és
szerepet jatszik az extracellularis jel szabalyozott kinaz utvonal gatlasaban is [151].

A fent emlitett receptorok mellett az transzaktivator funkciot is ellatd6 NLRC5-r6l is
kideriilt, hogy regulatorikus NLR, mely negativan képes befolyasolni a TLR- és RLR-medialt
NF-kB és I-es tipust IFN valaszt [152-154]. Az NLRX1-r6l pedig leirtak, hogy a gyulladasos
reakciok negativ szabalyozoja, azonban késobb ellentmondasos eredmények jelentek meg az

immunvalaszban betoltott szerepérdl [155-159], amit a kovetkezo fejezetekben részleteziink.

11.6.1.1 Tul az enhanszoszomdan: NLRC5

Az NLRC5-6t eredetileg 2010-ben klonoztak, a human génje koriilbeliil 96 kilobazispar
hosszusagu és a 16q13 kromoszoéman talalhato [160,161]. A kodolt polipeptid 1866
aminosavbol all és koriilbeliil 200 kDa molekulatomegii [162]. Az NLRCS5 szerkezete hasonlit
a mas NLR-eknél is megfigyelt harom doménes szerkezethez (8.A abra). Az NLRC5 N-
terminalis CARD-ja azonban nem mutat nyilvanvalé szekvencia hasonlosagot a tipikus CARD-
okkal, ezért atipikus CARD-nak is nevezik. Az NLRCS5 NOD doménja Walker A és Walker B

motivumokat tartalmaz, melyek fontosak a nukleozid-trifoszfat (NTP) kotésben, illetve az NTP
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hidrolizisében. Az NLRCS5 az NLR fehérjecsalad legnagyobb tagja, mivel a C-terminalis
szamos emldsfajban erésen konzervalt, példaul a humédn NLRCS5 és az egér NLRCS
homologiaja 64%, ami arra utal, hogy az NLRC5-nek hasonléan dontdé fontossagl funkcioi
vannak az eltér6 fajokban [162].

Az NLRCS5 f6ként a csontveldben, a human THP-1 sejtekben, a B-sejtekben, valamint a
primer mieloid és limfoid sejtekben expresszalodik [163]. Ez arra utalhat, hogy az NLRC5
esszencialis szabalyozo szerepet jatszhat az immunmedidlt betegségek kialakulasaban.
Korabban megallapitottak, hogy az NLRCS5 expresszidja a citoplazmara korlatozodik, igy a
fehérje felismerheti az intracellularis veszély jeleket [164]. Ezzel szemben Meissner és
munkatarsai leirtak, hogy az NLRCS a citoplazmaban és a nuklearis kompartmentben egyarant
megtalalhatd [165]. Az NLRCS5 raadasul a CIITA-hoz hasonld transzkripcid szabalyozo
tulajdonsagokkal is rendelkezik, mely molekularol jol ismert, hogy képes ingazni a sejtmag és
a citoplazma kozott [163]. Eddig ugy tiinik, hogy az NLRCS5 gyakrabban talalhatd6 meg a
citoplazmaban a magas NLRCS5 expresszioval jellemezhetd sejtekben, mig a nuklearis
lokalizacio gyakrabban volt megfigyelhetd az alacsony NLRCS5 expresszioval jellemezhetd
sejtekben [165]. Mivel a fehérje tul nagy, a nuklearis porusokon keresztiil nem képes passzivan
bediffundalni a sejtmagba. Transzportja valosziniileg CRM1-fliggé modon torténhet [165]. Az
NLRCS rendelkezik egy nuklearis lokalizacios jellel is a CARD és a NOD domén kozotti
sejtmagba [165].

Mig az NLRCS5 transzaktivator szerepe viszonylag mar jol dokumentalt az MHC 1. gének
expressziojanak szabalyozasaban, addig citoszolikus funkcioirdl csak keveset tudunk, tovabba
az eddigi eredmények is ellentmondasosak. Ugy tiinik, hogy az NLRCS5 tobb jelatviteli
utvonalat is szabalyozhat, példaul a 3-katenin, a transzformald novekedési faktor (TGF) B és az
Akt utvonalakba ,,beavatkozva” eldsegitheti a tumorok képzddését, tovabba szerepe felmertilt
még az NLRP3 inflammaszoma aktivacio szabalyozasaban is, illetve leirtak, hogy az NF-xB
jelatvitelre és az I-es tipusi IFN termelésre is hatassal lehet [166]. Az NLRCS5 szignal

utvonalakat szabalyoz6 szerepét lentebb taglaljuk.
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8. abra. Az NLRCS és az NLRXI1 szerkezete. Az NLRCS5 egy atipikus CARD doménbdl, egy kozponti
NOD/NACHT doménbdl, illetve egy C-terminalis doménbél all, mely 27 leucin gazdag régiot (LRR) tartalmaz
(A). A CARD ¢és a centralis domén kozott pedig egy nuklearis lokalizacios szignal (NLS) talalhato (A). Az NLRX1
C-terminalasa 3 doménbdl all, a C-terminalis harom hélix kétegb6l (CTHB), a leucin gazdag régiobol (LRR) és
az N-terminalis helikalis doménb6l (NTHD) (B). A fehérje kdzepén a NOD/NACHT domén, mig N-terminalis
végén a mitokondrialis transzport szekvencia (MTS) talalhato (B).

11.6.1.2 NLRX1, a mitokondrium-asszocidlt regulatérikus NLR

Az NLRX1 (mas néven NOD5, NOD9, CLR11.3) az NLRC receptorok alcsaladjaba
tartozo, minden szdvetben expresszalddo, 975 aminosavbol allo fehérje. Az NLRX1 nevében
szerepld X a fehérje rejtélyes szerkezetére, pontosabban a nem teljesen jellemzett N-terminalis
doménjére utal. Az NLRC receptorok CARD doménje helyett csak egy domént azonositottak a
fehérje N-termindlis végén, a mitokondrialis transzport szekvenciat, mely egyediilallo modon
képes a mitokondrialis membranhoz lokalizalni az NLRX1-et (8.B abra) [167]. A kezdeti
kutatasok arrdl szamoltak be, hogy az NLRX1 a mitokondriumok kiils6 membranjdhoz
kapcsolodik [155]. Késobb kimutattak, hogy az NLRX1 a bels6 mitokondrialis membranhoz is
kapcsolodhat, megtalalhato a matrixon beliil, illetve a citoszolban is lokalizdlodhat. Igy
feltételezhetd, hogy mas NLR-ekhez hasonléan az NLRXI1 is képes ingazni a kiilonb6zd
sejtkompartmentumok ko6zott, ami lehetdvé teszi, hogy szamos jelatviteli utvonallal

kolcsonhatasba lépjen [149]. Az NLRX1 C-terminalis doménje harom szerkezeti egységbdl all
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[168]. Egy N-terminalis helikalis domén, egy kozponti hét LRR-t tartalmazé domén és egy C-
terminalis harom-hélix koteg alkotja, mely elengedhetetlen a szerkezeti integritasahoz. Hong
¢s munkatarsai megallapitottak, hogy az NLRX1 kdzvetleniil képes kdlcsonhatasba 1épni az
RNS ligandumokkal, de a DNS-sel nem, valészintileg a C-terminalis fragmentum pozitiv
toltésti feliilete révén. Mas NLR-ekhez hasonléan az NLRXI1 is tartalmaz egy kozponti
NOD/NACHT domént [168] (8.B abra).

Az NLRX1 lokalizaciojatol és interakcios partnereitdl fliggéen valtozatos funkciokkal
rendelkezik. Az NLRX1 tarté fehérjeként képes részt venni nagy multifehérje-komplexek
kialakitasaban [169]. Emellett dokumentaltak, hogy az NLRX1 szabalyozza az NF-«B és az I-
es tipusu IFN jelatvitelt, befolyasolja a MAPK utvonalat, modulalja a ROS-termelést, valamint
hatassal van a fébb metabolikus utvonalakra, illetve az autofagiara és a sejthalalra is [148]. A
gazdasejt-patogén interakciok szabalyozasa mellett az NLRX1 tumorszuppresszorként is
miikodhet, vagy éppen ellenkezdleg, eldsegitheti a metasztdzisok kialakulasat. Vizsgalatok
szerint tovabba protektiv szereppel bir és gatolja a kiilonb6z6 autoimmun betegségek, példaul
az SLE, az SM ¢s az IBD kialakulasat és progresszidjat. Az NLRX1 hozzajarulhat a
metabolikus rendellenességek patogeneziséhez is [148,169,170]. Az NLRX1 sokrétii hatasait
az magyarazhatja, hogy szabalyoz6 szerepe erdsen sejttipus specifikus lehet és a szabalyozas
jellemz6it az adott sejttipus egyedi funkciondlis aktivitasa vagy metabolikus profilja
hatarozhatja meg. Az NLRX1 sejttipus specifikus hatdsait munkacsoportunk foglalta Gssze
[148]. Mivel az NLRX1 szamos betegség kialakulasaban szerepet jatszik, az NLRX1-et
megcélzo terapiak igéretes kezelési stratégiakat kinalhatak az immunsejt-, illetve a nem
immunsejt-medialt betegségekben [170]. Az NLRX1 jelatviteli utvonalakat szabalyozo

szerepét lentebb részletezziik.

11.6.2 Inflammaszoma formalo NLR-ek

Az ,,inflammaszéma” kifejezés megalkotasa Martinonhoz és munkatarsaihoz kotheto,
ugyanis Ok figyelttk meg el6szor ezen szupramolekuléris, kerékszerli strukturak
Osszeszerel6dését az aktivalt immunsejtek citoplazmajaban [171]. Az endogén vagy exogén
szignalok hatasara Gsszeszerel6dé hetero-oligomer komplex alapja egy szenzor (példaul egy
NLRP fehérje), melyhez az inflammaszoma tipusatol fiiggden adaptor [példaul az apoptdzis-
asszocialt speck-szerii, kaszpaz aktivacids és toborzo domént tartalmaz6 fehérje (ASC)] és
effektor fehérjék (kaszpazok) kotdédnek [172]. Az inflammaszomak aktivalasa a pro-
inflammatorikus kaszpéazok proteolitikus hasitasahoz vezet. Az ily modon aktivalt kaszpazok

ezutan hasitjak a szignal szekvencia nélkiili pro-IL-1p és pro-1L-18 pro-inflammatorikus
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citokineket [173]. A feldolgozott, bioldgiailag aktiv citokinek ezutan rendhagyé modon
szekretalodnak, a Golgi-ER utvonaltol fiiggetleniil [174]. A szekretalodo IL-18 és 1L-18
gyulladasos citokinek a kés6bbi szisztémas immunvalaszt és gyulladési reakciokat medialjak
[175].

Az NLR-ek kozil az NLRP1, az NLRP3 és az NLRC4 képesek multimer
fehérjekomplexeket képezni, aktivacids platformként szolgalva a kaszpaz-1 szamara [172].
Szamos mas NLR-r61 (NLRP2, NLRP6, NLRP7, NLRP9b és NLRP12) is leirtak mar, hogy
inflammaszéma-komplexeket képezhetnek [176-180], azonban in vivo csak az NLRP1, az
NLRP3 és az NLRC4 szerepét jellemezték. Jelenleg még nem vilagos, hogy a tobbi NLR
csupan ,,tamogatd” vagy mas specialis szerepet tolt-e be a fentebb emlitett inflammaszomak
Osszeszerelddése soran.

Az inflammaszoma formalé NLR-ek szerepét mar széles korben tanulmanyoztak a
monocitakban, a makrofagokban, a cDS-ekben, illetve mas sejttipusokban [181-185]. Azonban
az NLR-ek inflammaszéma formald képességét még nem vizsgaltak a pDS-ekben, mivel
alacsony kaszpaz-1 kifejez6désiik miatt nem feltételezték, hogy funkcioképes NLR
inflammaszémak alakulhatnak ki benniik [186,187]. Eddig az inflammaszéma formald
receptorok koziil csak az AIM2 citoszolikus DNS szenzorr6l irtak le, hogy aktiv a tumor-
asszocialt pDS-ekben [188]. Ez arra utalhat, hogy a pDS-ekben is dsszeallhatnak funkcionalis

inflammaszémak.

11.6.2.1 Az NLRP3 inflammaszoma

A kaszpaz-1-et aktivald inflammaszomak koziil az NLRP3 a legjobban jellemzett. Az
NLRP3 egy 118 kDa-0s citoszolikus fehérje, melyet szamos sejttipus, példaul a neutrofilek,
makrofagok, mikroglia sejtek, limfocitak, hamsejtek, oszteoblasztok, neuronok, DS-ek is
kifejeznek [189]. Az NLRP3 fehérje tartalmaz egy N-terminalis PYD domént, egy kozponti
NACHT domént, mely az adenozin-trifoszfataz (ATPaz) aktivitasan keresztiil felelds az
aktivacio indukalt oligomerizacidért [190], és egy C-terminalis LRR-t, melynek funkcioja még
kérdéses [191].

A kanonikus NLRP3 inflammaszoma aktivacié a legtobb sejttipusban két 1€pésben
valosul meg. Eldszor az Gigynevezett priming fazis soran a citokin receptorok (példaul IL1R,
TNFR) vagy mas PRR-ek stimulalasa (példaul TLR-ek, NOD2) aktivalja az NF-kB és az
aktivator protein-1 utvonalakat, melyek transzkripcios szinten fokozzak az NLRP3, a pro-IL-
1B és a pro-1L-18 expressziojat [146,192—-194]. A legujabb kutatasok szerint azonban a priming

nemcsak a transzkripciora hat, hanem az NLRP3 poszttranszlacios modositasait is szabalyozza.
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Példaul a fehérje c-Jun N-terminalis kindz 1 medialt foszforilacidja, illetve BRCA1/BRCA2-t
tartalmaz6 komplex alegység 3 (BRCC3) (emberben BRCC36) kozvetitett deubikvitinacioja
esszencialis az inflammaszoma aktivalodasahoz [195] (9. abra). Ezt kdvetéen egy masodlagos
stimulus hatasara aktivalodik és oligomerizalodik az NLRP3. A legtobb PRR-rel ellentétben az
NLRP3-at rengeteg inger aktivalhatja. Ezek lehetnek endogén vagy exogén eredetli DAMP-0K,
ugymint kristalyos anyagok (példaul hugysavkristalyok, szilicium-dioxid, azbeszt),
extracellularis adenozin-trifoszfat (ATP), hem, K* ionoforok, toxinok, valamint virusokbdl,
baktériumokbol, gombakbol és protozoonokbdl szarmazo PAMP-ok [146,195,196] (9. abra).
Jelenleg nem teljesen vilagos, hogyan képes az NLRP3 felismerni ilyen sokféle jelet.
Feltételezhetd, hogy az NLRP3 a valtozatos ingerek altal kivaltott k6zos sejtszintli eseményt
érzékeli és nem az egyedi stimulust. A stimulusok indukélhatjak az ion d&ramok megvaltozasat
(K* efflux, Ca?* mobilizacio, CI™ efflux, Na* influx), a mitokondrium diszfunkciojat és ROS
képzodést, illetve a lizoszomak sériilését [191]. Ezekrdl a folyamatokrol mar régota ismert,
hogy az NLRP3 aktivaciojahoz vezethetnek. Chen és munkatarsai nemrégen irtak le, hogy a
masodlagos stimulusok hatasara a transz-Golgi halozat ,,szétesik” (diszpergalodik) és a halozat
vezikulai szolgalnak az inflammaszoma aktivacidjanak allvanyzataként [197]. Ezutan a NIMA-
asszocialt kinaz 7 (NEK7), az NLRP3 inflammaszoma aktivacid és dsszeszerelédés alapvetd
szabalyozdja az NLRP3-hoz kotédik [198], ami lehetové teszi az NLRP3 receptorok
oligomerizalodasat a NACHT doménjeiken keresztiil, majd az ASC adaptor fehérje PYD-PYD
kolcsonhatason keresztiil kapcsolodik az NLRP3-hoz, ami eldsegiti a helikalis ASC filamentum
mag (ASC piroptoszoma) kialakuldsat. Ezt kovetden a CARD-CARD kdlcsonhatason keresztiil
az ASC 6sszekapcsolodik a pro-kaszpaz-1-gyel, mely indukalja az enzim autoproteolizisét. Az
aktiv kaszpéaz-1 ezutan hasitja a pro-IL-1PB-t és a pro-IL-18-at, és igy kialakul ezen fehérjék
biologiailag aktiv, érett formaja [195,196]. A kaszpaz-1 emellett hasitja és aktivalja a membran
pérusokat képzé gazdermin D fehérjét is, melynek hatdsara elindul a piroptoézisnak nevezett
programozott sejthalal forma [199] (9. abra). A sejt ozmotikus potencialjanak karosodasa a
membran porusokon keresztiil az intracellularis tartalom, tobbek kozott az IL-1 és az 1L-18
gyulladdsos citokinek felszabadulasdhoz vezet. Kevésbé erds aktivacios szignal hatdséara
azonban az IL-1B ¢és az IL-18 szekretalodhat példaul mikrovezikulak, exoszomak, illetve

szekretoros lizoszomak utjan is a piroptozistol fiiggetleniil [174,200].
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9. abra. Az NLRP3 inflammaszéma aktivacioja. A priming szignalt mikrobialis komponensek vagy citokinek
biztositjak, mely az NF-xB transzkripcios faktor aktivalasahoz, illetve az NLRP3 és pro-IL-1B expresszio
fokozodasahoz vezet. Az NLRP3 poszttranszlacios modositasokon is keresztiilmegy, melyek ,.engedélyezik” az
aktivalasat. Az inflammaszémat kiilonb6z6 stimulusok, példaul extracellularis ATP, porusképz6 toxinok, virusok
és kristalyos anyagok aktivalhatjak. Az aktivaldédashoz az ionaramlas megvaltozasa, mitokondrialis diszfunkcio és
ROS képzdédés, lizoszomalis karosodas vagy a transz-Golgi haldzat szétesése sziikséges [191]. BRCC3:
BRCAL/BRCAZ2-t tartalmazo6 komplex alegység 3, CASR: kalcium érzékeld receptor, CLIC: klorid intracellularis
csatorna, FADD: FAS-asszocialt halal domén protein, GPRC6A: G fehérjéhez kapcsolt receptorcsalad C csoport
6 szubtipus A, GSDMD: gazdermin D, IL-1R: IL-1f receptor, IMQ: imiquimod, IP3: inozitol-trifoszfat, IRAK:
interleukin-1 receptor-asszocialt kinaz, JNK1: c-Jun N-terminalis kinaz 1, PKD: protein kinaz D, PLC: foszfolipaz
C, PtdINS4P: foszfatidil-inozitol 4-foszfat, PTM: poszttranszlaciés modositas, TLR: Toll-szerii receptor, TNFR:
tumor nekrozis faktor receptor.

Az inflammaszoma aktivalodasa sordn kialakul6 érett IL-1 citokinek sokrétii hatasokkal
rendelkeznek. Az IL-1B a klasszikus gyulladaskeltd, szisztémas akut fazis valaszt indukalod
citokin [201,202]. A csontveldben beinditja a mielopoiesist, tovabba a csontveléi HSC-ken és
progenitor sejteken hatva ,,trained” immunitast is kialakit [201,203]. Lokalisan a szovetekben
hatva aktivalja a kapillarisok endotélsejtjeit, tobbek kozott fokozza az adhézios molekulaik
expressziojat, illetve kemokin termelésiikket, mely az érfal megndvekedett
ateresztOképességéhez vezet. Emellett fokozza a neutrofil granulocitdk, a monocitdk, a
makrofagok antimikrobidlis funkcioit, a talélésiiket, a pro-inflammatdrikus citokin és kemokin
termelésiiket [201,204]. Az IL-18 a Thl valasz motorja, mivel erételjesen aktivalja az NK, az
ILC1, a Thl és a citotoxikus T-sejteket [201,204,205]. Az IL-1 citokinek a Th1l7 valaszt is
tamogatjak, mivel eldsegitik a Th17 sejtek polarizaciojat, citokin termelését, illetve fokozzak a

v T-sejtek és az ILC3-sejtek effektor funkcioit is [201,204] (10. abra).
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10. 4bra. Az IL-1 citokinek hatasai. Az IL-1 csaladba tartozo citokinek pleiotrop hatasokkal rendelkeznek,
szisztémasan és lokalisan hatva a gyulladas kialakulasaért felelések. NK: természetes 616sejt, Th: T helper, ILC:

velesziiletett limfoid sejt.

Tehat az aktivacio6 hatasara felszabadul6 IL-1p és IL-18 citokinek erds gyulladast kivalto
hatasai kozponti szerepet jatszanak az antibakterialis és az antifungalis immunvalaszokban
[175,206,207]. Azonban az NLRP3 polimorfizmusai az NLRP3 inflammaszéma abnormalis
aktivaciojahoz vezethetnek. A velesziiletett immunsejtek fokozott IL-1B és IL-18 szekrécidja
szisztémas  gyulladast indukdl, mely végil kronikus szovetkdrosodasban  és
autoinflammatorikus betegségek kialakulasaban teljesedik ki [208]. Az IL-1p 6sszekapcsolja
az NLR utvonalat az adaptiv immunvalasszal is, ugyanis fokozhatja a B-sejtek proliferacidjat
¢s antitest termelését, az autoreaktiv Thl és Th17 sejtek differencialodasat, illetve csokkentheti
a regulator T-sejtek szupresszor funkciodjat [204]. Ezért nem meglepd, hogy szamos autoimmun

betegség, példaul az SLE, a psoriasis, az SM, a RA vagy az IBD is 6sszefiiggésbe hozhat6 az
NLRP3 inflammaszéma tilmitkodésével [209-212].

I1.7 A citoszolikus szenzorok aktivitasanak szabalyozasa

A sejtek citoszolikus receptorainak aktivalodasa altal kozvetitett effektor funkciok
kiemelkedd jelent6séggel birnak, mivel sziikségesek a hatékony immunvalaszhoz és a
korokozok eltavolitasahoz. Ugyanakkor ezen receptorok talfokozott, elnyujtott aktivacioja
szdvetkarosodashoz és kiilonféle patologias allapotok kialakuldséhoz vezethet. Igy tekintettel
az aktivaciojukat kivaltdo stimulusok sokf€leségére, valamint az expozicid6 moédjanak és
idotartamanak valtozatossagara, az immunrendszernek ,,mindségileg és mennyiségileg” eltérd

gyulladasos valaszokat kell 1étrehoznia, melyeket finomhangolni is sziikséges az optimalis
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valasz elérése érdekében. Ezért a citoszolikus receptorok aktivitdsat szdmos mechanizmus
szabalyozza, mely lehet pozitiv vagy negativ regulalé mechanizmus is. A RIG-1 TRIM25 vagy
Riplet medialt K63-kapcsolt poliubikvitinacioja példaul kulcsfontossagn a receptor
aktivaciojahoz [144]. Ezzel ellentétben nemrégen irtak le, hogy a TRIM29 molekula negativan
szabalyozza a RIG-I utvonalat [213, 214]. A PKR protein aktivator dSRNS-kot6 fehérje pedig
a RIG-I C-termindalis doménjével 1ép kolcsonhatasba, és serkenti ATPaz aktivitasat, mig az
MDAS esetén a receptor oligomerizacidjat fokozza. A 14-3-3 fehérjecsalad tagjai pedig az
RLR-ek citoszol-mitokondrium transzlokacids 1épéséhez kulcsfontassagiiak. A hossz(i nem
kodold RNS-ekrél, illetve a mikroRNS-ekrél is ismert, hogy elOsegitik vagy éppen
ellenkezdleg, gatoljak az RLR jelatvitelt. Az autofagiarol is leirtdk mar, hogy tobb ponton
gatolhatja az RLR szignalizaciot [144].

Munkacsoportunk régota vizsgalja az RLR aktivacié finomhangoldsanak lehetséges
mechanizmusait human DS-ekben. Leirtuk, hogy a mitokondrialis ROS jelentésen fokozza a
pDS-ek RIG-I medialt I-es tipusu IFN termelését a MAVS expresszio, illetve az Akt és az IRF3
foszforilacié fokozasan keresztiil [215]. Emellett kimutattuk, hogy az oxidativ foszforilacio is
elengedhetetlen a RIG-I agonistaval kezelt pDS-ekben az IFN termeléshez [112]. lgazoltuk
tovabba, hogy az emlds rapamycin célpont aktivitas szintén sziikséges a moDS-ek és a pDS-ek
RLR-indukalt antivirdlis ¢s gyulladasos valaszahoz, mivel elengedhetetlen a TBKI
foszforilacigjahoz [216]. A regulatorikus NLR-ek szerepe azonban még nem feltart a DS-ek
RLR-kozvetitett immunvalaszaban.

Kutatasunk soran ezért egyrészt a citoszolikus szenzorok receptor-receptor
kolcsonhatdsokon alapuld, masrészt a receptor aktivitds kovetkeztében termelddd citokin

valaszok interakcioin alapuld szabalyozé mechanizmusokat is vizsgaltuk human DS-ekben.

11.7.1 Receptor-receptor kolcsonhatdsokon alapulé szabdlyozds
11.7.1.1 Az NLRCS5 szerepe az RLR-kédzvetitett immunvdlasz szabdlyozdsdban

Az NLRCS5 hatéssal lehet a velesziiletett és az adaptiv immunvalaszokra is, bar az eddigi
eredmények latszolag ellentmondésosak. Leirtdk, hogy az NLRCS5 az I-es tipusu IFN vélasz
pozitiv szabalyozdja lehet virusfert6zések soran, ugyanis kimutattak, hogy az NLRC5 kis
interferald (si)RNS-sel torténd csendesitése karositja az IFN-o expressziot CMV fert6zést
kovetéen human fibroblasztokban [164]. Hasonldé eredményekr6l szamolt be egy masik
munkacsoport is, ugyanis vizsgalatukban az NLRC5 hianya csokkentette a Sendai virus és a
polyinozin:polycitidilsav (polyl:C) indukalt I-es tipusu IFN valaszt THP1 sejtekben és human
primer dermalis fibroblasztokban [217]. Ranjan és kollégai pedig az NLRCS5-6t
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overexpresszald human léguti epitél sejtekben mutattak ki, hogy az NLRC5 a RIG-I-hez
kotoédve fokozott IFN-B szekréciot és az influenza virus csokkent replikaciojat eredményezte
[218].

Ezzel szemben egy masik kutatocsoport kimutatta, hogy az NLRC5 kozvetlen
kolcsonhatasba 1épve az IKK-val és a RIG-I-gyel negativan szabalyozza az NF-xB és az I-es
tipusu IFN utvonalakat kiilonb6z6 sejtvonalakban és primer sejtekben egyarant [153]. Ugyanis
virusfertdzést vagy a specifikus agonistak altali stimulaciot kovetéen a RIG-1 és az MDAS
CARD doménje hozzaférhetové valik az NLRC5 szamara, az NLRC5 pedig a MAVS-sal
verseng a kotodésért, ami az IRF3 aktivacidjanak gatlasahoz vezet [153]. Ugyanez a
munkacsoport kimutatta, hogy az NLRC5 hianyos egerekb6l szarmazo embrionalis
fibroblasztokban, peritonealis és csontveld eredetli makrofagokban fokozodik az IL-6 és az
IFN-B termelés vezikuléris stomatitis virus (VSV) fert6zést vagy LPS stimuldciot kovetden,
mig a csontveld eredetii DS-ekre nincs hatassal az NLRCS5 hianya [154]. Erdekes médon Kumar
¢s munkatarsai szerint az NLRCS5 nem jatszik szerepet a citokin indukcioban sem a csontveld
eredetli makrofagokban, sem a DS-ekben a viralis és a bakterialis fert6zésekre adott valasz
soran [219]. Tovabba kimutattak, hogy az NLRCS kozvetleniil kétédhet a TBK1-hez is és
gatolja a TBK1 kozvetitett IFN-p promoter aktivaciot HEK293T sejtekben [219].

Osszességében az in vitro adatok hatarozottan arra utalnak, hogy az NLRCS a citoszélban
a RIG-1-gyel [153,218], az MDAS5-tel [153] és a TBKI1-gyel [219] torténd kolcsonhatason
keresztiil szabalyozhatja az l-es tipusu IFN-valaszt. A pozitiv és negativ hatdsok kozotti
ellentmondast a kiillonb6zd sejttipusok és egérmodellek, illetve az overexpresszids vagy a

génablacios technikék alkalmazasa magyarazhatja.

11.7.1.2 Az NLRX1 szerepe az RLR-kézvetitett immunvdlasz szabdlyozdsaban

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy az NLR-csalad tagjai kulcsszerepet jatszanak az
antiviralis immunvalaszokban. Moore és munkatarsai HeLa és HEK293T sejteket hasznalo in
vitro rendszeriikben elegansan bizonyitottak, hogy az NLRX1 a RIG-I és valoszinileg az
MDAS indukalt antiviralis jelatvitel negativ szabalyozoja, mivel verseng ezen receptorokkal a
MAVS CARD doménjének megkdotéséért [155]. Tovabba in vivo koriilmények kozott Allen és
munkatarsai bizonyitottdk az NLRXI1 negativ szabdlyoz6 szerepét a virus indukalt
gyulladasban is az influenzafert6zés egérmodelljében. Eredményeik alapjan az NLRX1 hianyos
egerek habar gyorsabban eliminaltak a virust, fokozott IL-6 és IFN-B szinttel, stlyosabb

tiidokarosodassal €¢s morbiditassal voltak jellemezhetoek [156].
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A MAVS megkotéséért torténd kozvetlen versengésen kiviil az NLRX1 kozvetett mdédon
is gatolhatja a RIG-I-MAVS szignalizaciot. Egy human hepatoma sejtvonalon kimutattak, hogy
az NLRX1 nukleotidk6té doménje a hepatitis C virus indukalt RIG-I-MAVS szignalizaciot a
poli(rC) kotéfehérje 2 (PCBP2) MAVS-hez torténé toborzasaval gatolja. A PCBP2 indukalja a
MAVS K48-kapcsolt poliubikvitinacidjat és ezt kovetd proteaszomalis degradaciojat, igy
korlatozza az I-es tipusii IFN termelést [220]. Tovabba az NLRX1-et szamos mas virus is
felhaszndlhatja a gazdaszervezet antiviralis vélaszanak modulaladsara, ¢és igy a virus
replikacidjanak és talélésének eldsegitésére. Példaul Rhesus majmokban a simian immunhiany
virus a fert6zés kezdetén NLRX1 expressziot indukal, hogy elGsegitse sajat replikaciojat [221].
Azt is kimutattak, hogy a stlyos akut 1égzdszervi szindroéma-koronavirus 2 ORF9c fehérjéje
kolcsonhatasba léphet az NLRX1-gyel, amelyen keresztiil befolyasolhatja a MAVS altal
kozvetitett I-es tipust IFN és pro-inflammatorikus citokin szekréciot [222].

Ezzel szemben egy masik munkacsoport arrdl szamolt be, hogy az NLRX1 hianya nem
befolyasolja az RLR szignalizaciot [157]. Egy masik vizsgalatban szintén nem volt hatassal az
NLRXI1 hianya az antiviralis és a gyulladasos valaszokra az NLRX1 hianyos egerekbdl
szarmazoé csontveld eredetli makrofagokban és egér embrionalis fibroblasztokban Sendai virus
fertézését kovetden [158]. Tovabba egy harmadik vizsgalat is arrol szamolt be, hogy az NLRX1
csendesitett HEK293T sejtek Sendai virus expoziciot kovetéen normalis I-es tipusa IFN
valasszal voltak jellemezhetoek [159].

Ezen kordbbi eredmények egyértelmiien jelzik, hogy az NLRXI altal kozvetitett
szabalyozds modja az antiviralis valaszokban sejttipus specifikus, illetve az adott virus
jellemzo6i hatarozzak meg, melyek kozvetleniil vagy kozvetve modosithatjdk az NLRX1
miikodését. Az antivirdlis immunvalasz negativ szabalyozasdval az NLRX1 nemcsak a
gazdaszervezetet teheti fogékonnya a virusfert6zésekre, hanem eldsegitheti a virus-indukalt
tumorok (Kaposi-sarcoma vagy primer effuzios limfoma) kialakulasat is [223]. Masrészt a
tartosan magas I-es tipusu IFN szekrécio potencidlisan autoimmun folyamatokat eldsegitd
hatasal miatt az antiviralis immunvalaszt szigortan kontrollalni kell. Az eddigi kutatasi
eredmények alapjan gy tiinik, hogy az NLRX1 részben felelds lehet azért, hogy szabalyozo

szerepe révén ezt a kényes egyensulyt fenntartsa [148].

11.7.2 Receptor aktivitdst kovetd citokin valaszok interakcidin alapulo szabdlyozds
Mivel az IL-1 csalad citokinjei rendkiviil erételjes hatasuak, ezért termelddésiik és
szekrécidjuk szabalyozasara tobb szinten is regulalé mechanizmusok ,,épiiltek be a rendszerbe”.

Az NLRP3 inflammaszoma aktivaciojat szamos mechanizmus, tobbek kozott citokinek és
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fehérje interakciok is szabalyozhatjak. Az I-es tipust IFN-ok kronikus virusos és bakterialis
fertézésekben immunszuppressziv tulajdonsaggal birnak [224]. Emiatt ,,gyulladasgatloként” is
alkalmazzak oket, példaul az SM kezelésében [225]. A legfontosabb mechanizmus, melyen
keresztiil az IFN-ok kifejtik immunszuppressziv hatasukat, az inflammaszoma-IL-1p tengely
gatlasa.

Az l-es tipusi IFN-ok kozvetleniil gatolhatjak az IL-1 jelatvitelt az IL-1 receptor
antagonista (IL-1Ra) expresszidjanak indukalasaval [226], tovabba transzkripcio jelatalakito és
aktivaldo (STAT)1-fliggd modon csokkentik az IL-1B szekréciot is [227]. A gatlas
mechanizmusat tekintve az IFN-B el6szor indukalja az IL-10 expresszidjat, mely pleiotrop
immunszuppressziv hatassal rendelkezik. Az IFN-f indukalt IL-10 ezutan az IL-10 receptorhoz
(IL-10R) kotodik, mely aktivalja a STAT3 jelatvitelt és gatolja a pro-lIL-1a és a pro-IL-1f3
mRNS expressziot [227]. Az IFN-B indukalja egy masik interferon indukalhatdo gén, a
koleszterol 25-hidroxilaz (CH25H) expresszidjat is. Ez a gén egy enzimet kodol, mely a
koleszterolt 25-hidroxikoleszterolla (25-HC), egy antiviralis tulajdonsagokkal bird lipiddé
alakitja. A 25-HC a szterol szabalyozo6 elemet kotd fehérje (SREBP) ligandja, és gatolja a
SREBP aktivitasat, ami sziikséges az IL-1f transzkripcio indukciojahoz [228]. Tovabba az IFN-
ok serkentik az indukalhaté nitrogén-oxid-szintaz (iNOS) expresszidjat is. A termel6do
nitrogén-monoxid pedig nitrolizalja az NLRP3-at, ami megakadalyozza az NLRP3
oligomerizaciojat [229,230]. Az IFN-B a ROS-termelés gatlasaval is képes gatolni az NLRP3
aktivalodasat. Makrofagokban az IFN-B a citokin jelatvitel szuppresszor 1 (SOCS1)
expressziojat indukalja, ami gatolja a Racl-medialt ROS-generaciot, mely az NLRP3
aktivalodasahoz lenne sziikséges [231] (11. abra).

Az inflammaszoma-komplexet alkoto fehérjék mellett mas proteinek is kdlcsonhatasba
lIéphetnek az NLRP3-mal. A csak pirin fehérjék (POP-0k) és a csak CARD fehérjék (COP-0k)
olyan kis citoplazmatikus ,,csapda” fehérjék, melyek egyetlen homotipusos fehérje koté domént
tartalmaznak és f6 funkciojuk a gyulladas szabalyozasa [232]. A négy POP (POP1-POP4) koziil
a POP1 és a POP2 szabalyozza az NLRP3 aktivalodasat is, ugyanis az ASC-hez kotédve
gatoljak az NLRP3-ASC kolcsonhatast [232,233]. Az 6t human COP ezzel szemben a kaszpaz-
1 aktivaciot szabalyozza. Koziililk harom, a COP1 (CARDI16), az ICEBERG (CARDI18) és az
INCA (CARD17) képes a teljes hosszusagu kaszpaz-1-hez kotddni, ezaltal megakadalyozva
annak autoproteolizisét, igy korlatozva az inflammaszoma aktivalédasat [232] (11. abra).

Erdekes modon az IL-1 is képes gatolni az IFN utvonalat. Hepatocitakban megfigyelték,
hogy az IL-1pB képes az IFNa/p indukalt STAT1 foszforilaciot gatolni egy proteaszoma-fiiggd

mechanizmuson keresztiil [234]. Egy masik tanulmany is leirta az IFN-f termelés IL-1-fliggd
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gatlasat human fibroblasztokban [235]. A gatlas hatterében a prosztglandin E2 (PGE2) allhat.
A tuberkulozis fert6zés vizsgalata soran deriilt ki, hogy az IL-1 antagonizalja az I-es tipusu
IFN-valaszt, mivel a PGE2 indukcidjan keresztiill kozvetleniil szabalyozza az IFN-B
NLRP3-fiiggd IL-1p utvonalak kozott kolcsonds negativ kdlesonhatas allhat fenn.

fgy munkank soran amellett, hogy a human pDS-ek citoszolikus receptorainak
expresszios profiljat és ezen receptorok szabalyozé mechanizmusait kivantuk feltarni,
kivancsiak voltunk arra is, hogy vajon a professzionalis I-es tipust IFN termel6 sejtekben, azaz
a pDS-ekben miikodéképes lehet-e egyaltalan az NLRP3 ttvonal és ha igen, akkor milyen
feltételek sziikségesek az aktivacidjahoz, illetve milyen interakciok lehetnek az I-es tipus IFN

¢s az NLRP3-fliggd IL-1p utvonalak kozott, melyet ezen sejtek esetében még nem vizsgaltak.
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11. abra. Az l-es tipusit IFN-0k IL-1p dtvonalat gatlé mechanizmusai. Az |-es tipus IFN-ok szamos negativ
regulald molekula expresszidjanak fokozasaval gatoljak az NLRP3-fiiggd IL-1p tUtvonalat. Tobbek kozott
indukaljak kiilonféle 1SG-k (IL-10, CH25H, iNOS, SOCS1) expresszidjat, valamint fokozzak az IL-1Ra, a POP
és a COP expressziot is. IFNAR: interferon-o/p receptor, IL-10R: interleukin-10 receptor, IL-1R: interleukin-1
receptor, IL-1Ra: interleukin-1 receptor antagonista, 25-HC: 25-hidroxi-koleszterol, CH25H: koleszterol 25-
hidroxilaz, ISG: interferon stimulalt gén, iNOS: indukalhaté nitrogén-oxid-szintdz, NO: nitrogén-monoxid, Racl:
Ras-kapcsolt C3 botulinum toxin szubsztrat 1, SOCS1: citokin jelatviteli szupresszor 1, SREBP: szterol
szabalyoz6 elemet k6t6 fehérje, STAT: transzkripcio jelatalakito és aktivalo. Az abra Labzin és kollégai munkaja

nyoman késziilt [237].
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I11. Célkitizések

Vizsgalataink soran a citoszolikus, reglatorikus NLR-ek expresszios mintazatat, illetve
az RLR jelatviteli Gtvonal szabalyozasaban betoltott funkcidjukat kivantuk tanulmanyozni a
human pDS-ekben a moDS-ekkel 6sszehasonlitasban, in vitro modell rendszerekben. Tovabba
munkank soran az inflammaszéma-formalo NLR-ek koziil az NLRP3 inflammaszoéma
aktivalédasanak feltételeit és az I-es tipusu IFN-ok altali szabalyozasat is fel kivantuk tarni a

human pDS-ekben. Kisérleteink soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

I/1 A human pDS-ek és moDS-ek milyen alapszinti, illetve aktivacio-indukalt NLRX1 és
NLRCS expresszioval jellemezhetok?
1/2 Hogyan hat az NLRX1 és az NLRCS5 csendesitése a pDS-ek és a moDS-ek RLR-

indukalt antiviralis és gyulladasos valaszara?

1/ Milyen az NLRP3 inflammaszéma komponensek alapszintii expresszidja human pDS-
ekben és ezt hogyan befolyasoljak a kiilonb6zd aktivacids szignalok?

[1/2  Milyen masodlagos szignalok sziikségesek az inflammaszoma aktivalodasahoz pDS-
ekben?

[1/3  Milyen kdlcsonhatasok allnak fenn az I-es tipusu IFN utvonal és az NLRP3-fligg6 IL-

1B szekrécios utvonal kozott pDS-ekben?
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IV. Anyagok és modszerek
IV.1 Sejtvonalak és sejttenyésztési koriilmények

A Kkisérleteinkhez hasznalt human pDS sejtvonalat (GEN2.2) [133] Dr. Joel Plumas és
Dr. Laurence Chaperot (Research and Development Laboratory, French Blood Bank Rhone-
Alpes, Grenoble, Franciaorszag, CNCMI szam: 2938) bocsatotta rendelkezésiinkre. A GEN2.2
sejteket mitomycin C-vel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) kezelt MS5 egér feeder
sztroma sejteken (Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures, Braunschweig, Németorszag, kat. sz. ACC 441) RPMI 1640 médiumban (Sigma-
Aldrich) tenyésztettik. A médium ki volt egészitve 10% ho inaktivalt fetalis szarvasmarha
szérummal (FBS, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 100 U/ml penicillinnel, 100 pg/ml
streptomycinnel (mindkettd Biosera, Nuaille, Franciaorszdg) és 5% nem esszencialis
aminosavval (Life Technologies). A kisérletekhez a GEN2.2 sejteket eltavolitottuk a feeder
sejtrétegrél és 24 lyuku sejttenyésztd lemezekre osztottuk szét Sket 5x10° sejt/500 pl
koncentracioban teljes RPMI 1640 médiumban. A sejtkulturakat termosztatban tartottuk 37 °C-
on, 5% CO2 szaturdcié mellett. A GEN2.2 és az MSS5 sejtvonalak esetén a Mycoplasma
kontaminaciot MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit-tel (Lonza, Bazel, Svajc) zartuk ki, a
sejttenyészeteket havonta egyszer ellendriztiik.

A VSV virus szaporitasahoz afrikai z6ld majom vese epitelidlis Vero sejtvonalat (ATCC-
CCL-81, Manassas, VA, USA) hasznaltunk. A Vero sejteket Dulbecco's modified Eagle's
minimal essential médiumban (DMEM, Sigma-Aldrich) tenyésztettilk, melyet 10% ho
inaktivalt FBS-sel, 100 U/ml penicillinnel, 100 pg/ml streptomycinnel egészitettiink ki. A
sejtvonal tenyésztését €s az inkubacidkat 37°C-os termosztatban végeztiik, 5% CO; szaturacio
mellett. A Vero sejtvonal esetén a Mycoplasma kontaminaciot szintén MycoAlert®

Mycoplasma Detection Kit-tel ellendriztiik a gyarté utasitasainak megfeleléen.

IVV.2 Human periférias vérmintak gyijtése és feldolgozasa

A psoriasisos betegek vérmintait a Regenerativ Medicina és Cellularis Farmakologiai
Kutaté Laboratérium (Szegedi Tudoméanyegyetem Borgyogyaszati és Allergologiai Klinika)
bocsatotta rendelkezésiinkre. A human vérmintak gyijtése megfelelt a Helsinki Nyilatkozat
iranyelveinek, melyet az Orszagos Tisztiféorvosi Hivatal, illetve az Egészségligyi Tudomanyos
Tanacs engedélyezett (adminisztrativ szam: 13740-5/2021/EUIG és 4969; 90/2021-SZTE
IKEB, protokoll kod: PSO-CELL-01).
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A vizsgalatba 25 és 65 év kozotti, plakk tipusu psoriasisban szenved6 férfiakat vagy néket
vontunk be, akiknek a psoriasis kiterjedési és sulyossagi indexe nagyobb volt, mint 15. Kizartuk
azokat a betegeket, akik szisztémads (bioldgiai vagy hagyomanyos) kezelésben vagy teljes testre
kiterjed6 fényterapiaban részesiiltek. A psoriasisos mintakkal végzett kisérletekhez egészséges,
nemben ¢és ¢letkorban illeszkedd (40-55 éves) donorok periférias vérét hasznaltuk kontrollként.
Az NLRP3 utvonal karakterizalasara egészséges 23-55 éves onkénteseket valasztottunk ki
periférias vér adasara.

A psoriasisos és az egészséges donoroktdl 25 ml periférias vért gyijtottiink 10 ml-es
porlasztott K.EDTA-t tartalmazo lila kupakos BD Vacutainer® csévekbe (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA). A vért 1:1 aranyban higitottuk fiziologias sooldattal (NaCl 0,9%, B. Braun,
Melsungen, Németorszag), majd a PBMC-ket Ficoll Pague Plus (Cytiva Sweden AB, Uppsala,
Svédorszag) gradiens centrifugalassal valasztottuk el. A frissen izolalt PBMC-ket felvettiik
RPMI 1640 médiumba, mely 10% h¢ inaktivalt FBS-sel, 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml
penicillinnel, 100 pg/ml streptomycinnel volt kiegészitve. A kisérletekhez a sejteket
fluoreszcencia-aktivalt sejt elvalasztas (FACS) csovekbe pipettaztuk 1x10° sejt/500 pl médium

koncentracioban.

IVV.3 Primer sejtek izolalasa és differencialtatasa

A primer sejteket human heparinos buffy coat készitményekbdl izolaltuk, melyek
egészséges veéradoktol szarmaztak, a véradas az Orszagos Vérellatd Szolgéalat Regionalis
Vérellatdo Kozpontjaban (Debrecen, Magyarorszag) tortént. A vérkészitmények hasznalatat az
Orszagos Vérellato Szolgalat igazgatdja és a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi
Kar Regionalis és Intézeti Etikai Bizottsaga (Debrecen, Magyarorszag) hagyta jova. A vért 1:1
aranyban higitottuk fiziologias sooldattal (NaCl 0,9%), majd a PBMC réteg elvalasztasahoz
Ficoll Paque Plus gradiens centrifugalast alkalmaztunk.

A primer human pDS-eket pozitiv szelekciot alkalmazva izolaltuk a PBMC-bdl a human
CD304 (BDCA4/Neuropilin-1) MicroBead Kit (Miltenyi Biotech, Bergish Gladbach,
Németorszag) segitségével. A magneses szeparalds utan az izolalt pDS populécio tisztasagat
(>98%) aramlasi citometriaval erdsitettiik meg. Az RPMI 1640 tapfolyadékban felvett sejteket
ezutdn 48 lyuk sejttenyésztd lemezekre osztottuk szét 5x10° sejt/500 pl stirtiségben. Az RPMI
1640 médium 10% hével inaktivalt FBS-t, 2 mM L-glutamint, 100 U/ml penicillint, 100 pg/ml
streptomycint és 50 ng/ml rekombinans human IL-3-at (Peprotech EC, Briisszel, Belgium)

tartalmazott. A sejteket 37 °C-os termosztatban, 5% COz szaturacié mellett inkubaltuk.
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A primer huméan makrofagok differenciéltataséhoz a monocitakat pozitiv szelekcioval
nyertik ki a PBMC rétegbdl anti-CD14-konjugalt mikrogyongyok (Miltenyi Biotech)
segitségével. A magneses szeparalas utan az izolalt monocita populacio tisztasagat (>98%)
aramlasi citometridval erdsitettik meg. A monocitdkat 24 Iyuku sejttenyésztdé lemezekre
osztottuk szét 5x10° sejt/500 pl siiriségben RPMI 1640 tapfolyadékban. A médiumot 10% hé
inaktivalt FBS-sel, 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml penicillinnel, 100 pg/ml streptomycinnel és
50 ng/ml rekombinans human makrofag kolonia stimulald faktorral (M-CSF, Peprotech)
egészitettiik Ki. A differencialtatas masodik napjan a médium felét lecseréltiik és ismét M-CSF-
et adtunk a sejtekhez. A sejteket 5 napig differencialtattuk, majd a makrofagokat 250 ng/ml
Ultrapure LPS-sel (E. coli 0111:B4, InvivoGen, San Diego, CA, USA) aktivaltuk a
kisérletekben megjelolt idépontokig. A sejteket 37 °C-os termosztatban, 5% CO- szaturacid
mellett inkubaltuk.

A moDS-ek differencialtatasahoz a frissen izolalt monocitakat 24 lyuk( sejttenyésztd
lemezre pipettaztuk 10° sejt/ml stiriiségben RPMI 1640 tapfolyadékban. A médium 10% hd
inaktivalt FBS-t, 2 mM L-glutamint, 100 U/ml penicillint, 100 pg/ml streptomycint, 80 ng/ml
GM-CSF-t (Gentaur Molecular Products, London, UK) és 50 ng/ml IL-4-et (PeproTech)
tartalmazott. A masodik napon a tapfolyadék felét lecseréltiik és ismét GM-CSF-et és IL-4-et
adtunk a sejtekhez friss RPMI 1640 médiumban. A sejteket 5 napig 37 °C-0s termosztatban,

5% CO> szaturacio mellett inkubaltuk.

V.4 Géncsendesitési kisérletek

A GENZ2.2 sejteket vagy a frissen izolalt monocitakat kezeletleniil hagytuk (kontroll), kis
interferald6 RNS-sel (siRNS) nélkiil elektroporaltuk (mock), NLRX1- (Assay ID: s36063, Life
Technologies) vagy NLRC5- (Assay ID: s38591, Life Technologies) specifikus Silencer Select
validalt siRNS-ekkel vagy Silencer Select negativ kontroll siRNS-sel (scr, Life Technologies)
transzfektaltuk Opti-MEM médiumban (Life Technologies) 4 mm-es kiivettakban (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen, Németorszag) GenePulser Xcell eszkoz (Bio-Rad)
segitségével. A transzfekciot kovetden a sejteket a kordbban leirtak szerint osztottuk szét a

sejttenyésztd lemezekre aktivacidhoz vagy differenciaciohoz.

IV.5 A VSV virus szaporitasa és a virustiter meghatarozasa
A VSV virust (Indiana szerotipus) Dr. Csoma Eszter (Debreceni Egyetem, Orvosi
Mikrobiologiai Tanszék, Debrecen, Magyarorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre. A virust 36

oran keresztiil 37°C-on szaporitottuk a Vero sejtvonalban. A fertdzott sejttenyészetek
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feliiluszojat leszivtuk és az ép sejteket vagy a sejttormeléket centrifugalassal (1000xg, 10 perc,
4°C) tavolitottuk el. Ezutan a feliiluszokat 0,45 pm-es steril fecskenddszirdvel (Rephile,
Bioscience Ltd., Shanghai, Kina) atsz{irtiik, majd a virusos feliiliszokat Amicon Ultra-15 100K
centrifugalis szliréegységbe (Millipore, Danvers, MA, USA) helyeztiik ¢és lecentrifugaltuk
(4000%g, 20 perc, 4°C). A koncentralt virust aliquot-okban -80°C-on taroltuk, és késébb ezeket
a szuszpenzidkat hasznaltuk a sejtek megfertézéséhez.

A VSV szuszpenzi6 virustiterének meghatarozasara plakk assay-t végeztiink. A Vero
sejteket 12 lyukt szovettenyésztd lemezekre osztottuk szét és a sejtek konfluens monorétegét a
VSV allomany 10-szeres sorozatos higitasaval oltottuk be, majd a sejteket 1 6ran keresztiil
37°C-on inkubaltuk, ezutan pedig 0,3%-os agardéz (Sigma-Aldrich) tartalma DMEM-et
pipettaztunk a monorétegre. A DMEM 2% hé inaktivalt FBS-t, 100 U/ml penicillint és 100
ug/ml streptomycint tartalmazott. Ezutan a sejteket 2 napig 37°C-on inkubaltuk, majd 4%-0s
formaldehiddel (Sigma-Aldrich) szobah6mérsékleten 1 oraig fixaltuk éket, a fixalas utan pedig
az agaroz réteget eltavolitottuk. A plakk képzodés lathatova tételéhez 0,2%-os kristalyviola
(Sigma-Aldrich) oldatot pipettaztunk a lyukakba, melyet 5 perc inkubacido kovetett. A
lemezeket mostuk és szaritottuk, majd kiszdmitottuk a milliliterenkénti plakk képzd egységek
szamat.

A human DS-ek VSV fertézéséhez a virus szuszpenziét a megadott fertézés

multiplicitasra (MOI) higitottuk, majd a sejteket 18 vagy 24 6raig inkubaltuk a virussal.

IV.6 Az Escherichia coli, Bacillus subtilis, Lactobacillus rhamnosus, Candida albicans
tenyésztése és a csiraszam meghatarozasa

A mikrobakat Dr. Pfliegler Valter Péter (Debreceni Egyetem Természettudomanyi és
Technologiai Kar, Genetikai és Alkalmazott Mikrobiologiai Tanszék, Debrecen,
Magyarorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre. Az Escherichia coli-t (E. coli, ATCC 11775) és a
Bacillus subtilis-t (ATCC6051) LB agaron, a Lactobacillus rhamnosus-t (ATCC53103) MRSA
taptalajon, a Candida albicans-t (ATCC10231) pedig YPD agaron tenyésztettiik. Miutan
kamraban vald szamolassal 1000-szeres nagyitas alatt végeztiik, a Candida albicans esetén
pedig 400-szoros nagyitassal.

A human pDS-ek fert6zéséhez a mikroba szuszpenziokat a megadott MOl-ra higitottuk,
majd a sejteket 3 vagy 6 oraig inkubaltuk a mikrébakkal.
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IV.7 A sejtek kezelése

A RIG-I expresszi6 indukalasahoz a GEN2.2 sejteket 0,25 uM CpG-A-val (ODN 2216,
Hycult Biotech, Uden, Hollandia) inkubaltuk 16 6ran keresztiil. Ezt kovetden a sejteket mostuk,
ujra szétosztottuk éket 24 lyukt lemezekre friss, teljes RPMI 1640 tapfolyadékban, majd 5'ppp-
dsRNS-sel (InvivoGen), a RIG-I specifikus agonistajaval vagy nagy molekulasulya polyl:C-
vel (InvivoGen), a RIG-I/MDAS agonistijaval kezeltiik a sejteket LyoVec™ transzfekcios
reagens (InvivoGen) felhasznalasaval a gyartd ajanlasainak megfeleléen. A primer pDS-ek
esetén a RIG-I indukciojahoz a sejteket 2,5 uM CpG-A-val kezeltiik 16 6ran keresztiil a western
blot analizis el6tt. A moDS-ek esetében a tapfolyadék felét leszivtuk, friss tapfolyadékkal
helyettesitettiik, majd az S5'ppp-dsRNS/LyoVec™ vagy a nagy molekulasulyt
polyl:C/LyoVec™ komplexszel torténd stimulaciot a GEN2.2 sejteknél leirtak szerint
végeztiik. A virusfertdzés modellezéséhez a kezeletlen és a CpG-A-val eldkezelt GEN2.2
sejteket és moDS-eket é16 VSV-vel (MOI 1 és MOI 10) fertdztiik 18, illetve 24 6ran keresztiil.

Az NLRP3 inflammaszoma aktivalasahoz a GEN2.2 sejteket 1 uM CpG-A-val, 1 uM
CpG-B-vel (ODN 2006, Hycult Biotech) vagy 5 pug/ml Imiquimoddal (InvivoGen) kezeltiik
friss, teljes RPMI 1640 médiumban a megadott ideig. Az inflammaszoma aktivalasahoz
masodlagos szignalként tobbek kozott 20 pM nigericint (InvivoGen), 5 mM ATP-t
(InvivoGen), 250 pg/ml aluminium-hidroxidot (Thermo Fisher Scientific Waltham, MA,
USA), 300 pg/ml mononatrium-uratot (MSU, Sigma-Aldrich) vagy 0,5 pg/ml antimycin A-t
(AMA, Sigma-Aldrich) adtunk a sejtekhez a primingot kovetden mosasi 1épés nélkiil, majd a
sejteket 1, 2, 4 vagy 6 6ran at inkubaltuk.

Kiilon kisérletekben a GENZ2.2 sejteket E. coli ATCC 11775, Bacillus subtilis
ATCC6051, Lactobacillus rhamnosus ATCC53103, Candida albicans ATCC10231, VSV
(Indiana szerotipus) vagy HSV 1 (KOS szerotipus, ATCC-VR-1493) mikrobakkal kezeltiik. A
baktériumok és a virusok esetében 10-es MOI-t, mig a Candida albicans esetében 0,01-es MOI-
t alkalmaztunk. A baktériumokat és a Candida albicans-t Dr. Pfliegler Valter Péter (Debreceni
Egyetem Természettudomanyi és Technologiai Kar, Genetikai és Alkalmazott Mikrobioldgiai
Tanszék, Debrecen, Magyarorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre. A virusokat Dr. Csoma
Esztertdl (Debreceni Egyetem, Orvosi Mikrobioldgiai Tanszék, Debrecen, Magyarorszag)
kaptuk. A mikrobialis priming utan a sejteket 20 uM nigericinnel (InvivoGen) inkubaltuk a
megadott idépontig. Egyes kisérletekben a sejteket az E. coli és a nigericin (InvivoGen) kezelés
el6tt 3 oraval VSV-vel vagy HSV-vel (MOI 10) kezeltiik el6.
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Parhuzamos kisérletekben 1 uM MCC950-et (Invivogen) vagy 20 uM Z-YVAD-FMK-t
(BioVision Incorporated, Milpitas, CA, USA) adtunk a sejtekhez a priming utols6 30 percére,
majd a sejteket mosasi 1épés nélkiil kezeltiik a masodlagos szignallal.

A CpG-B-vel végzett kisérleteket 50 pg/ml rekombinans huméan IFN-a (Abcam,
Cambridge, UK) jelenlétében is megismételtiikk. Az IFN-a-t 30 perccel a CpG-B kezelés elétt
adtuk a sejtekhez, majd a sejteket mosasi 1épés nélkiil nigericinnel kezeltiik. Hasonloképpen a
CpG-A-val végzett kisérleteket 10, 50 vagy 100 ng/ml rekombinans human IL-1f (Peprotech)
jelenlétében ismételtiik meg. Az IL-1B-t 30 perccel a CpG-A kezelés el6tt adtuk a sejtekhez.

V.8 A sejtek aramlasi citometrias vizsgalata

A moDS-ek fenotipusanak analiziséhez aramlasi citometriat hasznaltunk. Az analizist az
anti-CD209-fluoreszcein-izotiocianat (FITC, klon: 9E9AR), anti-CD14-fikoeritrin (PE, klon:
63D3), anti-CD11c-PE (klon: 3.9), anti-CD1a-APC (klon: HI149), anti-CD1c-APC (klon:
L161) antitestek és az izotipusukkal megegyezé kontroll antitestek (mind BioLegend, San
Diego, CA, USA) alkalmazasaval végeztiik. Az elektroporalt moDS-ek életképességét aramlasi
citometriaval is meghataroztuk, 7-aminoaktinomycin-D (7-AAD, 10 pg/ml, Sigma-Aldrich)
festéssel. A fluoreszcencia intenzitdst FACS Calibur aramlasi citométerrel (BD Biosciences)
mértik le, az adatokat pedig FlowJo szoftverrel (Tree Star, Ashland, OR, USA) elemeztiik. Az
adatgytijtés soran a 100000 jelodlt sejtet tartalmazo mintabol 10000 eseményt rogzitettiink. Hogy
a sejttormeléket kizarjuk, a fényszorasi paraméterek alapjan kapuztuk a sejteket. A CD14,
CD209, CDla, CDIc és CDI1l1c antitestek esetében a pozitiv festddést az izotipus kontroll
antitestekhez viszonyitottuk. 7-AAD festés esetén a festetlen sejteket hasznaltuk negativ
kontrollként, és a 7-AAD negativ €10 sejtek szazalékos aranyat a 7-AAD pozitiv nekrotikus
sejtpopulacio kizarasaval hataroztuk meg.

Az egészséges véradok €s a psoriasisos betegek mintdiban intracellularis festéssel, szintén
aramlési citometria segitségével vizsgaltuk az inflammaszoma komponensek expresszigjat a
primer monocita és a primer pDS populacioban. Ehhez elészér a PBMC-t anti-CD14-FITC-cel
(BioLegend) és anti-BDCA4-APC-vel (CD304, Neuropilin-1, BioLegend) festettiik meg, majd
a BD Cytofix/Cytoperm™ Plus Fixation/Permeabilization Kit (BD Biosciences) segitségével
fixaltuk és permeabilizaltuk a sejteket a gyarto utasitasainak megfeleléen. Mosas utan a sejteket
nyul anti-NLRP3 (klon: D2P5), anti-ASC (klon: E1E3I), anti-IL-1f (klon: D3U3E), anti-
hasitott IL-B (Asp116, klon: D3A3Z), anti-kaszpaz-1 (klon: D7F10) és anti-hasitott kaszpaz-1
(p20, Asp297, klon: D57A2) antitestekkel (mind Cell Signaling, Danvers, MA, USA)
inkubaltuk 30 percig. Mosas utan a sejteket PE-konjugélt szamar anti-nytl IgG1 masodlagos
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ellenanyaggal (klon: Poly4064, BioLegend) inkubaltuk 30 percig. Izotipus kontrollként nyul
lgG-t (klon: DALE, Cell Signaling) hasznaltunk. Utolsé 1épésként a sejteket 2%-0S
paraformaldehidben (Alfa Aesar, Haverhill, MA, USA) vettiik fel. A fluoreszcencia intenzitast
FACS Calibur aramlasi citométerrel mértiik le, az adatokat pedig FlowJo szoftverrel értékeltiik
ki. Minden minta 1000000 festett sejtet tartalmazott, az adatgytjtés soran 600000 eseményt
rogzitettiink. Az eldre iranyuld fényszoras (forward scatter, FSC) kiiszobértékét 150-re
allitottuk be, hogy kizarjuk a sejttormeléket. A monocitakat CD14" sejtekként azonositottuk. A
pDS-eket elészor BDCA4™ sejtekként azonositottuk, majd a BDCA4" kapun beliili sejtek
closzlasat az FSC és az oldaliranya fényszoras (SSC) paraméterek alapjan torténd
visszakapuzassal elemeztiik, hogy kizarjuk a tDS populaciot. A 400-600-as FSC régidoban
talalhato BDCA4™ sejtekre pDS-ként tekintettiink.

V.9 Kvantitativ valés ideji polimeraz lanc reakcié (PCR)
Az RNS-t 5x10° GEN2.2 sejtbél vagy 1x10° PBMC-bél izolaltuk Tri Reagens (Molecular
Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA) segitségével a gyartd utasitasai szerint. Az RNS

crer

e ey

RT Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével reverz transzkripciot végeztiink, hogy cDNS-sé
irjuk at. A génexpresszios probakat a Thermo Fisher Scientific-t6l vasaroltuk a kovetkezd
transzkriptumok esetén: NLRC5 (Assay ID: Hs01072148 ml1), NLRX1 (Assay ID:
Hs00226360_m1), IFNB (Assay ID: Hs01077958_s1), P2X7 (Assay ID: Hs00175721_m1),
NLRP3 (Assay ID: Hs00918082 m1), IL1B (Assay ID: HS00174097 ml), kaszpaz-1 (Assay
ID: Hs00354836_m1), PYCARD/ASC (Assay ID: Hs00203118_m1), CH25H (Assay ID:
Hs02379634_s1), SOCS1 (Assay ID: Hs00705164 sl1), CARD16/COP1 (Assay ID:
Hs00430993_m1). Az Integrated DNA Technologies-tol (Coralville, 1A, USA) az IFNAL
(Assay ID: Hs.PT.49a.3184790.g) és a PPIA (ciklofilin A, Assay ID: Hs.PT.58v.38887593.9)
probakat szereztiik be. A kvantitativ PCR-t az ABI StepOne Real-Time PCR rendszerrel
(Thermo Fisher Scientific) végeztiik, a ciklus kiiszobértéket pedig a StepOne v2.1 szoftver
(Thermo Fisher Scientific) segitségével hataroztuk meg. Az adott mMRNS normalizalt

expressziojat minden kisérletben a PPIA haztartdsi génre torténd normalizalassal kaptuk meg.
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V.10 Western blot analizis

A western blothoz 5x10° GEN2.2 sejtet vagy moDS-t Laemmli pufferben lizaltunk, majd
10 percig 100°C-on denaturaltuk a mintakat. Ezutén a lizatumokat 7,5, 10 vagy 15%-0s SDS-
PAGE gélen elvalasztottuk, majd nitrocelluléz membranra (Bio-Rad Laboratories GmbH)
elektrotranszferaltuk. A nem-specifikus kot6helyeket 5% sovany tejport tartalmaz6 TBS Tween
pufferral (50 mM Tris, 0,5 M NaCl, 0,05% Tween-20, pH 7,4) blokkoltuk. A membranokat
anti-RIG-1 (klon: D14G6, Cell Signaling), anti-MDAGS (klon: D74E4, Cell Signaling), anti-
TBK1 (klon: D1B4, Cell Signaling), anti-MAVS (kat. sz. 3993, Cell Signaling), anti-NLRC5
(klon: 3H8, Millipore), anti-NLRX1 (kat. sz. 17215-1-AP, Proteintech Group, Manchester,
UK), anti-IkBa (klon: 44D4, Cell Signaling) anti-NLRP3 (klon: D2P5E, Cell Signaling), anti-
ASC (klon: E1E3I, Cell Signaling), anti-IL-1p (klon: D3U3E, Cell Signaling), anti-kaszpaz-1
(klon: D7F10, Cell Signaling) és anti-hasitott kaszpaz-1 antitestekkel (p20, Asp297, klon:
D57A2, Cell Signaling) inkubaltuk 1:10000 higitasban. A B-aktint (klon: C4, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA) loading kontrollként hasznaltuk 1:5000 higitasban. Az
elsédleges antitestek detektalasahoz anti-egér (kat. sz. 1721011, Bio-Rad) vagy anti-nyul (kat.
sz. NA934, GE Healthcare, Chicago, IL, USA) tormaperoxidazzal konjugalt masodlagos
antitestekkel inkubaltuk 1:5000, illetve 1:10000 higitasban a membranokat. Ezutan a fehérje
savokat enhanced chemiluminescent (ECL) rendszerrel, SuperSignal West Pico vagy Femto
kemilumineszcens szubsztrattal (Thermo Fisher Scientific) és rontgenfilm expozicidval
vizualizaltuk. Az immunreaktiv savok denzitometriai elemzését az Image Studio Lite szoftver

5.2-es verzidjaval (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA) végeztiik.

V.11 Enzim-kapcsolt immunoszorbens assay (ELISA)

A sejtkultarak feliilszoit a megadott idépontokban Gsszegytijtottiik és az IL-13, TNF,
IL-6 és IL-8 citokinek és kemokinek szintjét BD OptEIA human ELISA kitekkel (mind BD
Biosciences) hataroztuk meg. Az IFN-a és az IFN-B szintjét a VeriKineTM Human Interferon
Alpha és az Interferon Beta ELISA kitek (PBL Interferon Sources, Piscataway, NJ, USA)
segitségével mértik le. A vizsgalatokat a gyartd utasitasai szerint végeztiik. Az abszorbancia
méréseket Synergy HT mikrolemez olvasdval (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA)

végeztiik 450 nm-en.

V.12 Statisztikai elemzés
Az adatokat atlag + szorasként (SD) d&brazoltuk. A statisztikai elemzéshez

varianciaanalizist (ANOVA) vagy parositatlan Student t-tesztet alkalmaztunk, melyet
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Bonferroni post hoc teszt vagy parositott Student t-teszt kovetett. Az adatelemzést a GraphPad
Prism v.6 szoftverrel (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) végeztiik. Minden kisérletet

legalabb haromszor megismételtiink. A kiilonbségeket statisztikailag szignifikansnak

tekintettiik p < 0,05 esetén.
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V. Eredmények
V.1 A regulatéorikus NLR-ek szabalyozo szerepének vizsgalata a human DS-ek RLR-
kozvetitett antiviralis, illetve gyulladasos valaszaban
V.1.1 Az NLRCS5 és az NLRXI, illetve az RLR jelatviteli komponensek expresszidjanak
vizsgdlata aktivalatlan és TLRY liganddal, CpG-A-val aktivalt humdan GEN2.2 pDS
sejtvonalon és primer pDS-ekben

Hogy feltarjuk milyen interakciok alakulhatnak ki az NLR €és RLR receptorok kozott, elsé
lépéskent e receptorok expresszios mintazatat vizsgaltuk meg. Mivel a primer human pDS-ek
csak nagyon alacsony szazalékban talalhatéak meg a periférias vérben, ezért kisérleteink nagy
részét a GEN2.2 human pDS sejtvonalon végeztiik, mely hasonlé fenotipusos és funkcionalis
tulajdonsagokkal rendelkezik, mint a primer human pDS-ek [135,238]. El6szor az NLRCS5 és
az NLRX1 expressziojat vizsgaltuk az aktivalatlan és a CpG-A-val aktivalt pDS-ekben. A
GENZ2.2 sejteket a TLR9 ligandummal, CpG-A-val kezeltiik 2, 6, 16, illetve 24 oraig. A CpG-
A-t harom koncentracioban (0,25; 0,5; 1 uM) alkalmaztuk. Eredményeink alapjan az NLRC5
nem fejez6dik ki az aktivalatlan sejtekben, azonban mRNS (12. A abra) és fehérje szinten (12.
B,C abra) is jelentdsen fokozodik az expresszidja valamennyi alkalmazott CpG-A
koncentracio esetén 16 6ranal. Ezzel szemben az NLRX1 konstitutivan jelen van a sejtekben €s

expresszidjat nem befolyasolja a CpG-A stimulacié (12. A-C abra).
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12. abra. A CpG-A Kkezelés fokozza az NLRCS5 expressziojat, mig az NLRX1 expressziéra nincs hatassal a
human GEN2.2 pDS sejtvonalban. A GEN2.2 sejteket id6fliggd moédon CpG-A-val (0,25; 0,5; 1 uM) kezeltiik
(A-C). Az NLRCS5 és az NLRX1 expressziojat mRNS szinten Q-PCR-ral (A) és fehérje szinten western blot
segitségével (B,C) vizsgaltuk. A reprezentativ blotok a (B) panelen lathatok. A feltiintetett adatok 4-6 fiiggetlen
kisérlet atlagat + SD értékét mutatjak. Az adatokat egyutas ANOV A-val elemeztiik, melyet Bonferroni post hoc
teszt kovetett. *p < 0,05, **p < 0,01, ****p <0,0001 1 uM CpG-A vs kontroll; +p < 0,05, +++p < 0,001, ++++p
<0,0001 0,5 uM CpG-A vs kontroll; ##p < 0,01, ###p < 0,001, ####p < 0,0001 0,25 uM CpG-A vs kontroll.
Ezutan megvizsgaltuk az RLR receptor csalad két tagjanak és az RLR jelatviteli Gtvonal
downstream molekulainak is az expressziojat (13. A,B abra). Fokozott RIG-1 és MDAS
expressziot tapasztaltunk mar a legalacsonyabb koncentracidju 16 6ras CpG-A kezelés hatasara
is (13. A,B abra), ami egybevag korabbi eredményeinkkel [215]. Ismert, hogy a szintetikus
SSRNS-ek és dsRNS-ek a MAVS expressziot csokkentik [239]. Ennek megfeleléen mi is
megfigyeltiik, hogy a GEN2.2 sejtekben a CpG-A kezelését kovetden a MAVS fehérje szintje
csokken (13. A,B abra). Ez a mechanizmus alapveté fontossagu lehet a tlzott gyulladasos
valaszok megelézésében. A TBKI1, a MAVS-IFN jelatviteli utvonal kulcsfontossaga
szabalyoz6 fehérjéjének kifejez6dését nem befolyasolta a CpG-A stimulacio (13. A,B abra).
Korabban mar leirtuk, hogy a 0,25 uM-0s CpG-A kezelés képes a GEN2.2 sejtekben a RIG-I
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expresszio fokozasara anélkiil, hogy kozben IFN termelést indukalna, és igy nem vezet a pDS-
ek kimeriiléséhez [215]. Mivel a RIG-1, az MDAS és az NLRCS szintje szignifikansan megnott
a 16 6ras 0,25 pM-0s CpG-A kezelés hatasara, ugy dontottiink, hogy ezt a kezelést alkalmazzuk

a GEN2.2 sejtvonallal végzett tovabbi kisérleteinkben a receptor interakciok feltarasakor.
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13. abra. A CpG-A kezelés fokozza a RIG-1 és az MDAS expressziéjat, mig csokkenti a MAVS expressziot,
a TBK1 expressziora pedig nincs hatassal a human GEN2.2 pDS sejtvonalban. A GEN2.2 sejteket idofliggd
modon CpG-A-val (0,25; 0,5; 1 uM) kezeltiik (A,B). A RIG-1, az MDAS5, a MAVS és a TBK1 fehérjék CpG-A
indukalt expresszi6 valtozasat western blot mdodszerrel detektaltuk (A,B). A reprezentativ blotok az (A) panelen
lathatok. A feltiintetett adatok 4-6 fliggetlen kisérlet atlagat + SD értékét mutatjak. Az adatokat egyutas ANOVA-
val elemeztiik, melyet Bonferroni post hoc teszt kovetett. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 1
uM CpG-A vs kontroll; +p < 0,05, ++p < 0,01, +++p < 0,001, ++++p < 0,0001 0,5 uM CpG-A vs kontroll; #p <
0,05, ##tp < 0,01, ###p < 0,001 0,25 uM CpG-A vs kontroll.
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Hasonl6 eredményeket kaptunk a frissen izolalt primer human pDS-ek esetében is. Mig

az NLRX1 fehérje folyamatosan kifejez6dik, addig az NLRCS5 csak CpG-A stimulacio hatasara
indukalhat6 a primer pDS-ekben (14. A,B abra). Tovabba a RIG-I, az MDAS, a MAVS ¢és a

TBK1 expresszio is jelentés mértékben megemelkedik a CpG-A kezelést kovetéen (14. C,D

abra). Megfigyeléseink tehat arra utalnak, hogy a GEN2.2 sejtek relevans sejtmodellként

szolgalhatnak az NLR ¢és RLR receptorok kozotti kdlcsonhatasok tanulmanyozasara a huméan

pDS-ekben, azonban a MAVS ¢és a TBK1 kifejez6dés eltéréen szabalyozott a két modellben.
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14. abra. A CpG-A kezelés indukalja az NLRCS5, a RIG-1, az MDA5 a MAVS és a TBK1 expressziot a
primer human pDS-ekben. A frissen izolalt primer human pDS-eket 2,5 uM CpG-A-val stimulaltunk 16 éran
keresztiil, majd az NLRC5, NLRX1, RIG-I, MDAS5, MAVS és TBK1 fehérje szintjét western blot modszer
segitségével detektaltuk. A reprezentativ blotok az (A,C) panelen lathatoak. Az adatok 3-4 fiiggetlen kisérlet
atlagat = SD értékét mutatjak. A statisztikai elemzéshez parositott Student t-probat hasznaltunk. *p < 0,05, **p <

0,01, ***p < 0,001
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V.1.2 Az NLRCS és az NLRXI csendesités hatasanak vizsgalata az; RLR jelatviteli
komponensek expressziojara GEN2.2 sejtekben

A pDS-ek leginkabb arrdl ismertek, hogy virusfertézések hatasara nagy mennyiségli I-es
tipusu IFN-t, valamint a pro-inflammatérikus citokinek széles skalajat termelik [72]. Ezért
kivancsiak voltunk arra, hogy az NLR-¢k képesek-e szabalyozni a pDS-ek RIG-I-kozvetitett
antivirdlis valaszait. Ezért siRNS-medialt géncsendesitést végeztiink, hogy depletaljuk az
NLRCS ¢és az NLRX1 fehérjéket a GEN2.2 sejtekben. A transzfekciot kovetden 24 ordval a
sejteket 16 oraig 0,25 uM CpG-A-val stimulaltuk, majd a géncsendesités hatékonysagat €s az
RLR jelatviteli fehérjék expresszidjat western blot modszer segitségével ellendriztiik (15.
abra). Az alkalmazott SiRNS-ek szignifikansan csokkentették (>80%) az NLRCS és az NLRX1
fehérjék szintjét az aktivalatlan és az aktivalt sejtekben (15. A-D abra). A RIG-1, az MDAS és
a MAVS fehérjeszinteket is megvizsgaltuk, hogy feltarjuk vajon az NLRC5 vagy az NLRX1
deplécioja befolyasolja-e az expressziojukat. Eredményeink alapjan az siRNS-transzfekcié nem
valtoztatta meg az RLR jelatviteli fehérjék expresszids mintazatat, nem volt hatassal a RIG-I,

az MDAS és a MAVS szintjére sem az aktivalatlan, sem az aktivalt sejtekben (15. E-H abra).
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15. abra. Az NLRCS vagy az NLRXI1 csendesitése nem befolyasolja az RLR-ek és a MAVS fehérje szintjét
a GEN2.2 sejtekben. A sejteket NLRC5, NLRX1 vagy scrambled (scr, negativ kontroll) siRNS-ekkel
transzfektaltuk (A-H). A sejteket 24 ora elteltével 16 oran keresztiil 0,25 uM CpG-A-val kezeltiik, majd western
blot analizissel vizsgaltuk a géncsendesités hatékonysagat (A-D), illetve a RIG-I, MDAS és MAVS fehérjék
szintjét (E-H). Az A,C,E,G paneleken reprezentativ blotok lathatok. Az oszlopdiagramok az NLRCS (B) és az
NLRX1 (D) csendesitésének hatékonysagat, valamint a RIG-1, az MDAS5 és a MAVS fehérjék kifejezddését (F,H)
abrazoljak a negativ konrtollhoz (scr) képest, ahol a scrambled-et 100 szdzaléknak vettiikk. A (B,D,F,H) paneleken
4-8 fiiggetlen kisérlet atlaga + SD értéke lathato. A statisztikai elemzéshez parositott Student t-probat hasznaltunk.
****p<0,0001
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V.1.3 Az NLRCS és az NLRXI szerepének vizsgalata a GEN2.2 sejtek RLR-indukalt I-es
tipusu IFN, illetve pro-inflammatorikus valaszdaban

A sikeres transzfekciot kdvetden az aktivalatlan vagy a CpG-A-val eldkezelt sejteket a
RIG-I specifikus ligandumaval, 5'ppp-dsRNS-sel aktivaltuk. Erdekes médon az NLRCS5 és az
NLRX1 deplécidja fokozta az IFNAL és az IFNB transzkriptumok szintjét (16. A abra), és
nagyobb mértékli IFN-a és IFN-B termelést eredményezett az 5'ppp-dsRNS kezelést kovetden
(16. B abra). Ez arra utal, hogy mind az NLRCS5, mind az NLRX1 negativ szabalyozo szerepet
jatszik a human pDS-ek RIG-I-kozvetitett antiviralis valaszaban.

Az IFN-ok mellett a pDS-ek virusfert6zés hatasara pro-inflammatorikus citokinek és
kemokinek termelésére is képesek [72], ezért ELISA segitségével vizsgaltuk az IL-6 és TNF
Amint a 16. C abran lathato, a GEN2.2 sejtekben a vizsgalt fehérjék alacsony szinten
konstitutivan termelddtek, és a RIG-I stimulacio hatdsara csak kismértékben nétt meg a
szekrécidjuk. Erdekes modon az I-es tipusu IFN-okkal ellentétben a TNF, az IL-6 és az IL-8
hogy az NLRCS ¢és az NLRX1 nem befolyasolta-e az NF-«B jelatviteli utvonalat, vizsgaltuk az
NF-xB ttvonal aktivitasat gatlo fehérje, az NF-xB inhibitor o (IkBa) degradacios kinetikajat is
(16. D abra). Az IkBa degradacioja az NF-kB p50 és p65 alegységeinek felszabadulasahoz

cres

crer

az altalunk megfigyelt gyenge pro-inflammatorikus citokin termeléssel. Ez arra utalhat, hogy a
pDS-ekben nem kanonikus médon a RIG-I elsésorban az I-es tipusu IFN-ok termelését
indukalja a pro-inflammatorikus citokinekével szemben. Ez a megfigyelésiink 6sszhangban van

korabbi, allatokon végzett in vivo vizsgalatok eredményeivel [241].
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16. abra. Az NLRCS vagy az NLRX1 csendesitése fokozza a specifikus RIG-I agonista indukalt I-es tipusu
IFN termelést, mig az NF-kB jelatviteli utvonalra nincs hatassal a GEN2.2 sejtekben. A sejteket 24 o6raig
NLRCS5 vagy NLRX1 specifikus siRNS-ekkel vagy scrambled (scr, negativ kontroll) siRNS-ekkel transzfektaltuk,
majd 16 oran keresztiil 0,25 pM CpG-A-val (pre-CpG-A) elékezeltik Oket, hogy indukaljuk az RLR-ek
citoszolikus expresszidjat (A-D). Alapos mosasi Iépéseket kovetden a sejteket a RIG-I specifikus agonistaval,
5'ppp-dsRNS-sel (RIGL, 1 pg/ml) stimulaltuk. Az IFNAL és IFNB mRNS-ek szintjét Q-PCR segitségével 3 dra
elteltével (A), mig az IFN-o, IFN-B (B), TNF, IL-6 és IL-8 (C) fehérjék szintjét ELISA-val 6 (B) vagy 24 6ra

reprezentativ blot lathatd. Az adatok 3-5 fiiggetlen kisérlet atlagat £ SD értékekét mutatjak, a statisztikai
elemzéshez pedig egyutas ANOVA-t, majd Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk (A-C). *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs. pre-CpG-A kezelt mintak; #p < 0,05, ##Ht#p < 0,0001. ND: nem detektalhato.



Hasonlo kisérletekben a CpG-A eldkezelést kovetéen a sejteket a specifikus RIG-I
agonista 5'ppp-dsRNS helyett polyl:C-vel stimulaltuk (17. abra). A polyl:C a citoplazmatikus
RIG-I/MDAS, illetve az endoszomalis TLR3 receptor ligandja. Mig a nem transzfektalt polyl:C
az endoszoémaba szallitodva a TLR3 altal ismerddik fel a sejtekben, addig a transzfektalt
polyl:C-t féleg a citoszolikus RIG-I/MDAS érzékeli [242]. Igy kisérleteinkben nagy
molekulasulyu polyl:C-t alkalmaztunk LyoVec transzfekcios reagenssel komplexben, melynek
felismerésére csak az RLR-ek képesek. Bar a LyoVec-konjugalt polyl:C mind a RIG-1, mind
az MDAS szamara agonistaként szolgalhat, mégis a ligand nagy molekulasulyt formajat foként
az MDAGS ismeri fel [243, 244]. Korabbi specifikus RIG-I agonistaval kapott eredményeinkhez
hasonldan az NLRCS5 és az NLRX1 deplécidja novelte az I-es tipustt IFN-0k polyl:C indukalt
termelését (17. B abra) és az NF-kB utvonal aktivitasat (17. C abra).

Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy az NLRCS5 és az NLRX1 esszenciélis
szabalyozd szerepet jatszik a pDS-ek RLR-kozvetitett I-es tipust IFN valaszaban, mig nem
befolyasolja az NF-kB ttvonal aktivitasat, és igy a human pDS-ek pro-inflammatoérikus citokin

termelését.
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17. abra. Az NLRCS vagy az NLRX1 csendesitése fokozza a RIG-I/MDAS agonista indukalt I-es tipusi IFN
termelést, mig az NF-kB jelatviteli itvonalra nincs hatassal a GEN2.2 sejtekben. A sejteket 24 6raig NLRC5
vagy NLRX1 specifikus siRNS-ekkel vagy scrambled (scr, negativ kontroll) siRNS-ekkel transzfektaltuk, majd
16 6raig 0,25 uM CpG-A-val (pre-CpG-A) el6kezeltiik, hogy indukaljuk az RLR-¢ek citoszolikus expresszidjat (A-
C). Alapos mosasi 1épéseket kovetden a sejteket a RIG-I/MDAS agonistajaval, polyl:C-vel (1 pg/ml) stimulaltuk.
Az IFN-a, IFN-B (A), TNF, IL-6 és IL-8 (B) fehérjék koncentraciojat ELISA-val vizsgaltuk 6 (A) vagy 24 6ra
elteltével (B). Az IkBoa lebomlasanak kinetikajat western blottal hatiroztuk meg (C). A (C) panelen egy
reprezentativ blot lathat6. Az adatok 4 fiiggetlen kisérlet atlagat £ SD értékét mutatak. A statisztikai elemzéshez
egyutas ANOVA, majd Bonferroni post hoc teszet végeztiink. **p < 0,01, ***p < 0,0001, ****p <(,0001 vs. pre-
CpG-A kezelt mintak; ##p < 0,01. ND: nem detektalhato.
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V.1.4 AmoDS-ek NLRC5 és NLRX1 expresszios profiljanak vizsgadlata

A kiilonboz6é DS altipusok eltérd gyulladésos citokin profillal rendelkeznek nyugalmi
allapotban ¢és gyulladasos koriilmények mellett [245]. Hogy megvizsgaljuk, hogyan
befolyasolja az NLRX1 és az NLRCS5 méas DS alcsoportok RIG-I-kozvetitett immunvalaszat,
kisérleteinket megismételtiik moDS-ekkel is. Gyulladasos koriilmények kozott a monocitak
moDS-ekké differencidlodhatnak és mikrobidlis ingerek hatasara nagy mennyiségli pro-
inflammatorikus €s/vagy antiviralis citokint képesek termelni, igy befolyasoljak a velesziiletett
és az adaptiv immunvalaszokat [20,246,247]. Ezért a human vérbdl izolalt CD 14" monocitakbol
GM-CSF ¢és IL-4 jelenlétében in vitro moDS-eket differencialtattunk, melyek kivalod
modellként szolgalnak a DS-funkciok tanulmanyozésara.

El6szor az NLRCS5, az NLRX1, valamint az RLR jelatviteli molekulak expresszios
profiljat elemeztiik a moDS-ek differencialédasa soran (18. abra). Eredményeink alapjan az
NLRCS ¢és az NLRX1 nem detektalhatd vagy csak gyengén expresszalodik a frissen izolalt
monocitakban, azonban szintjiikk fokozatos emelkedést mutat a moDS-ek differencialodasa
soran (18. A,B abra). Hasonloképpen, a RIG-1, az MDAS expresszio, illetve a downstream
jelatviteli komponenseik, mint a MAVS ¢és a TBKI1 szintje is fokozddik a monocita-moDS

differenciacio soran (18. C,D abra).
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18. abra. A human moDS-ek a DS differenciacié 5. napjan stabilan kifejezik az NLRC5, NLRX1, RIG-I és
MDAS5 fehérjéket. A frissen izolalt monocitakat 24 lyuku sejttenyészté lemezekre osztottuk szét, majd GM-CSF
és IL-4 jelenlétében moDS-ekké differencialtattuk 6ket. Az NLRC5, NLRX1, RIG-I, MDAS5, MAVS és TBK1
fehérjék szintjét western blot segitségével vizsgaltuk. Az (A,C) panelen reprezentativ blotok lathatok. A
grafikonok a moDS-ek differencialodésa soran a vizsgalt fehérjék expresszios kinetikajat abrazoljak (B,D). Az
adatok 3-5 fliggetlen kisérlet atlagat + SD értékét mutatjak. A statisztikai elemzéshez egyutas ANOVA-t, majd
Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk. *p < 0,05, **p < 0,01 vs. 0. nap.

A kovetkezd 1épésben a frissen izolalt CD14" monocitakat siRNS-ekkel transzfektaltuk a
DS differenciacié 0. napjan, mely moédszert korabban mar sikeresen optimalizaltunk és
alkalmaztunk a célgének csendesitésére moDS-ekben [248]. A monocitakat NLRC5 vagy
NLRX1 specifikus siRNS-ekkel, illetve scrambled kontroll siRNS-sel transzfektaltuk az
»Anyagok és modszerek” fejezetben leirtak szerint, majd a moDS differencidcid 5. napjan
western blot segitségével vizsgaltuk a csendesités hatékonysagat (19. A,B abra).
Eredményeink alapjan az NLRX1 ¢és az NLRC5 deplécioja is sikeresnek tekinthetd, mivel
nagyfoku expresszi6 csokkenést tapasztaltunk mindkét NLR esetében (19. A,B abra), tovabba
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megallapitottuk, hogy a csendesités nem befolyasolta a RIG-I, az MDAS ¢és a MAVS
expresszidjat sem az éretlen moDS-ekben (19. C,D abra).
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19. abra. Az NLRC5 vagy az NLRXI1 sikeres csendesitése nem befolyasolja az RLR-ek és a MAVS
kifejezodését a human éretlen moDS-ekben. A frissen izolalt monocitakat az abran jelzett siRNS-ekkel
transzfektaltuk és moDS-ekké differencialtattuk ket (A-D). Az 5. napon a géncsendesités hatékonysagat (A,B),
illetve a RIG-I, MDAS és MAVS fehérjék szintjét (C,D) western blot analizissel vizsgaltuk. Az (A,C) paneleken
reprezentativ blotok lathatok. Az oszlopdiagramok az NLRC5 és NLRX1 csendesitésének hatékonysagat (B),
valamint a RIG-1, az MDAS5 és a MAVS fehérjék kifejez6dését (D) abrazoljak a negativ kontrollhoz (scr) képest,
ahol a scrambled-et 100%-nak vettiik. A (B,D) paneleken 4-9 fliggetlen mérés atlaga = SD értéke szerepel, a
statisztikai elemzést parositott Student t-probaval végeztik. ***p<0,001, ****p<0,0001. scr: scrambled.

Hogy megerdsitésiik, hogy a géncsendesités nem befolyasolja a CD14"CD209
monocitdk CD14CD209" moDS-ekké torténé differencidlédasat sem, megvizsgaltuk a
monocita specifikus sejtfelszini marker, a CD14 és a DS specifikus CD209 expressziojat is a
differenciacié soran (20. abra). Az FSC-SSC paraméterek alapjan kapuzott monocita és DS
populacidkon beliil vizsgalva e markerek szintjét (20. A abra), elmondhatd, hogy a
CD209/CD14 arany a moDS differencialodés 5. napjan az siRNS-ekkel transzfektalt sejtekben
hasonl6 szinten emelkedett a kezeletlen sejtekhez képest, azaz a CD14-et elveszitették, mig a
CD209-et magas szinten expresszaltdk. Tehat eredményeink alapjan az NLRCS5 vagy az
NLRX1 hianya nem befolyasolja a moDS-ek differencialodasi folyamatait (20. B abra).
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20. abra. Az NLRCS vagy az NLRXI1 csendesitése nem befolyasolja a moDS differenciaciot. A frissen izolalt
monocitakat NLRC5-, NLRX1-specifikus vagy scrambled (scr, negativ kontroll) sSiRNS-ekkel transzfektaltuk a 0.
napon ¢€s éretlen moDS-ekké differencialtattuk oket. A differencialédas 5. napjan a sejtek fenotipusos elemzését
aramlasi citometriaval végeztiik el (A, B). A sejteket a sejttormelék kizarasa érdekében az FSC-SSC paraméterek
alapjan kapuztuk (A), majd megvizsgaltuk a CD14 és CD209 (B) sejtfelszini fehérjék expresszios szintjét (B). Az
(A, B) panelen 3 fliggetlen kisérletbdl szarmazo reprezentativ dot plotok lathatéak. Izotipus kontroll segitségével
kapuztuk ki a DS markerekre pozitivitdst mutatd populaciokat, a dot plotokon feltiintetett szdmok pedig a pozitiv
sejtek szazalékos aranyat jelzik (B). FSC: el6re iranyuld fényszoras, SSC: oldaliranyu fényszoras.

Hogy megvizsgaljuk a géncsendesités hatasat a moDS-ek fenotipusara, a DS-ekre
jellemzd sejtfelszini markerek, tobbek kozott a CDla, CDlc és CDllc expresszidjat is
ellendriztiik aramlasi citometria segitségével (21. abra). Eredményeink alapjan az 6sszes DS
specifikus marker magas szinten (CDla: >71%, CD1c: >98%, CD11c: 100%) expresszalodik
az éretlen moDS-¢k felszinén, fliggetleniil az NLRCS5 és az NLRX1 csendesitését6l (21. abra).
Tovabba a sejtek életképességét 7-AAD festéssel vizsgalva megallapitottuk, hogy az siRNS

transzfekcié a moDS-ek életképességét sem befolyasolta (21. abra).
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21. abra. Az NLRCS vagy az NLRX1 csendesitése nem befolyasolja a human éretlen moDS-ek fenotipusat
és életképességét. A frissen izolalt monocitakat NLRCS5-, NLRX1-specifikus vagy scrambled (scr, negativ
kontroll) siRNS-ekkel transzfektaltuk a 0. napon és éretlen moDS-ekké differencialtattuk 6ket. A differencialdédas
5. napjan a sejtek fenotipusos elemzését aramlasi citometriaval végeztiik el. Megvizsgaltuk a CD1la, CDlc és
CDl11c sejtfelszini fehérjék expresszids szintjét és a sejtek életképességét. Az abran 3 fliggetlen kisérletbdl
szarmaz6 reprezentativ dot plotok lathatoak. Izotipus kontroll segitségével kapuztuk ki a DS markerekre
pozitivitast mutatd populaciokat, a dot plotokon feltiintetett szamok pedig a pozitiv sejtek szazalékos aranyat
jelzik, kivéve a 7-AAD festés esetén, ahol a szamok a 7-AAD negativ, éI6 sejtek aranyat mutatjak. 7-AAD: 7-
aminoaktinomycin-D, SSC: oldalirany( fényszoras.
V.1.5 Az NLRX1 és az NLRCS szabdlyozo szerepének feltirdsa a moDS-ek RLR-kozvetitett
antivirdlis és pro-inflammatorikus valaszaban

A transzfekciot kovetden az aktivalatlan moDS-eket az 5. napon a RIG-I specifikus
agonistajaval, 5'ppp-dsRNS-sel stimulaltuk, majd elemeztiik a sejtek antiviralis (22. A,B abra)
és pro-inflammatorikus citokin, valamint kemokin profiljat (22. C abra). El6szor az IFN-a és
az IFN-B, a moDS-ek altal leginkabb termelt I-es tipusti IFN-ok termelddését vizsgaltuk.
Erdekes modon a RIG-I indukélt I-es tipusii IFN vélaszt nem befolydsolta az NLRCS

csendesitése (22. A,B abra), mig az NLRX1 csendesitése mind mRNS, mind fehérje szinten
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fokozta azt (22. A,B abra). A TNF, az IL-6 és az IL-8 viszonylag alacsony szinten aktivaciod
nélkiil is szekretalodott az éretlen moDS-ekben, szekrécidjuk azonban jelentés mértékben
megnovekedett a RIG-I stimulacio hatasara (22. C abra). Azonban a moDS-ek IFN valaszahoz,
illetve a GEN2.2 sejtek pro-inflammatorikus valaszahoz hasonléan az NLRCS5 csendesitése
e citokinek aktivaciot kovetd szekrécigja jelentdsen megndvekedett az NLRX1 siRNS-sel
csendesitett sejtekben a scrambled siRNS-transzfektalt sejtekhez képest. Ezzel 6sszhangban
fokozott NF-«B aktivitast detektaltunk az NLRX 1 csendesitett moDS-ekben, ugyanis az 5'ppp-
dsRNS kezelés 60. percében fokozott IkBa degradacio volt megfigyelhet6 (22. D,E abra).
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22. abra. Az NLRX1 negativan befolyasolja a specifikus RIG-I agonista indukalt I-es tipusi IFN és pro-
inflammatorikus citokin valaszt a human moDS-ekben, mig az NLRCS5 nincs hatassal ra. A jelzett SiRNS-
ekkel transzfektalt moDS-eket RIG-I specifikus ligandummal, 5'ppp-dSRNS-sel (RIGL, 1 pg/ml) stimulaltuk (A-
E). Az IFNAL és IFNB mRNS-ek expresszidjat Q-PCR-ral hataroztuk meg 12 ora elteltével (A), az IFN-a, IFN-f
(B), TNF, IL-6 és IL-8 (C) fehérje szinteket pedig ELISA-val 24 6ra mulva vizsgaltuk. Az IxBa degradaciojanak
kinetikajat western blottal hataroztuk meg (D,E). A (D) panelen egy reprezentativ blot lathat6. Az (E) panelen
lathat6 oszlopdiagramok az IxBo normalizalt denzitasat mutatjak a stimulaci6 60. percében. Az adatok 4 fiiggetlen
kisérlet atlagat = SD értékét mutatjak, a statisztikai elemzéshez pedig egyutas ANOVA-t, majd Bonferroni post
hoc tesztet hasznaltunk (A-C, E). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 ****p < 0,0001 vs. kezeletlen vagy scr; #p
< 0,05, ###p < 0,001, #HH##p < 0,0001. ND: nem detektalhato, scr: scrambled.
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Ezt kovetden a GEN2.2 sejtekhez hasonléan a moDS-eket is stimulaltuk nagy
molekulasulyt polyl:C-LyoVec komplexszel, mely az 5'ppp-dsSRNS-hez hasonlé moédon
indukalta az I-es tipust IFN-ok és a pro-inflammatorikus citokinek termelddését (23. abra). Az
NLRCS5 deplécidja nem befolyasolta a moDS-ek I-es tipusu IFN és pro-inflammatorikus citokin
termelését sem (23. A,B abra). Tovabba a polyl:C kezelést kovetéen az IkBa degradacio is
csak az NLRX1 csendesitett sejtekben volt kifejezettebb, hasonldan a 60 perces 5ppp-dSRNS-
sel torténd kezeléshez (23. C,D abra).
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23. abra. Az NLRXI1 negativan szabalyozza a RIG-I/MDAS5 agonista indukalt I-es tipusu IFN és pro-
inflammatorikus citokin valaszt human moDS-ekben, mig az NLRCS5 nincs hatassal ra. A jelzett sSiRNS-
ekkel transzfektalt moDS-eket a RIG-I/MDAS ligandum polyl:C-vel (1 pg/ml) stimulaltuk (A-D). Az IFN-a, IFN-
B (A), TNF, IL-6 és IL-8 (B) fehérjék szintjét 24 ora elteltével ELISA-val vizsgaltuk. Az IkBa degradécidjanak
kinetikdjat western blottal hataroztuk meg (C,D). A (C) panelen egy reprezentativ blot lathato. Az
oszlopdiagramok az IxBa normalizalt denzitasat mutatjak a stimulacio 60. percében (D). Az adatok 4 fiiggetlen
kisérlet atlagat + SD értékét mutatjak, a statisztikai elemzéshez pedig egyutas ANOVA, majd Bonferroni post hoc
tesztet végeztiink (A,B,D). **p < 0,01, ***p < 0,001 ****p < 0,0001 vs. kezeletlen vagy scr; #p < 0,05, ##p <
0,01, ####p < 0,0001. ND: nem detektalhato, scr: scrambled.
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Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy az NLRX1 negativan szabalyozza az
RLR-medialt antiviralis IFN, illetve pro-inflammatorikus valaszokat is a moDS-ekben, mig az
NLRC5-nek valésziniileg nincs szabalyoz6 szerepe ezekben a folyamatokban ezen DS altipus

esetében.

V1.6 Az NLRC5 és az NLRXI1 szabdlyozo szerepének vizsgdlata a humdn DS-ek
virusfertozésre adott antivirdlis és pro-inflammatorikus valasza sordn

Hogy a szintetikus RLR agonistakkal végzett vizsgalataink eredményeit megerdsitsiik,
illetve modellezni tudjuk az NLR-ek szerepét virusfertézés soran, €16 RNS virussal is
megfertéztik a GEN2.2 sejteket ¢s a moDS-eket. A GEN2.2 sejtek esetében a transzfekciot
kovetden CpG-A eldkezelést alkalmaztunk az RLR-ek kifejezddésének indukcidjahoz, majd a
sejteket VSV-vel (MOI 1 vagy MOI 10) aktivaltuk 18 éran keresztiil és ezt kovetoen vizsgaltuk
a sejtek citokin szekrécios profiljat. Az 5'ppp-dsRNS és a polyl:C szintetikus ligandumokhoz
hasonloan a GEN2.2 sejtek VSV-indukalt I-es tipusu IFN termelését mind az NLRCS, mind az
NLRXI1 csendesitése fokozta (24. A abra), mig a pro-inflammatorikus citokinek termelését

nem befolyasolta egyik NLR deplécidja sem (24. B abra).
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24. abra. Az NLRCS vagy az NLRX1 hianya fokozza a VSV-vel fertozott GEN2.2 sejtek I-es tipusi IFN
termelését, de nem befolyasolja a pro-inflammatoérikus citokinek és kemokinek termelését. A sejteket
NLRCS, illetve NLRX1 specifikus vagy scrambled (scr, negativ kontroll) siRNS-ekkel transzfektaltuk 24 o6ran
keresztiil (A,B). A csendesités utan a sejteket 0,25 uM CpG-A-val (pre-CpG-A) kezeltiik el6 16 6ran at, hogy
indukaljuk az RLR-ek citoszdlikus expresszidjat (A,B). Alapos mosasi [épéseket kdvetden a sejteket VSV-vel
(MOI 1, MOI 10) fert6ztik meg. Az IFN-a, IFN-B (A), TNF, IL-6 és IL-8 (B) fehérjék szintjét ELISA-val
vizsgaltuk 18 ora elteltével. Az adatok 4 fiiggetlen kisérlet atlagat + SD értékét mutatjak, a statisztikai elemzéshez
pedig egyutas ANOVA, majd Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk. *p < 0,05, ***p < 0,001, ****p < 0,0001
vs. kezeletlen; #p < 0,05, ##p < 0,01, ##p < 0,001, ###p < 0,0001. ND: nem detektalhatd, MOI: fert6zési
multiplicitas, VSV: vezikularis stomatitis virus.

Mivel eredményeink azt mutattdk, hogy a CpG-A elékezeléshez hasonldéan 6nmagéaban a
VSV fert6zés is képes fokozni a RIG-1 és az MDAS expresszidjat a GEN2.2 sejtekben (25. A
abra), megvizsgaltuk a CpG-A-val elézetesen nem elékezelt NLRCS vagy NLRX1 csendesitett
GEN2.2 sejtek VSV-indukalt citokin valaszait is (25. B,C abra). Ugyanakkor azt tapasztaltuk,
hogy az NLRCS5 vagy az NLRX1 csendesités hatasai fiiggetlenek a CpG-A el6kezeléstdl, mivel
a nem eldkezelt, csak VSV-vel fertézott GEN2.2 sejtek esetében is hasonld valtozasokat
tapasztaltunk a sejtek citokin szekrécios profiljaban az NLRCS5 vagy az NLRX1 depléciot
kovetden (25. B,C abra). Ezek alapjan elmondhato, hogy az NLRCS és az NLRX1 is negativ
szabalyozoja lehet a human pDS-ek RLR-indukalt I-es tipusti IFN valaszanak, viszont nem
jatszanak szerepet a pDS-ek RLR aktivacidé medialt pro-inflammatorikus citokin és kemokin

valaszaiban.
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25. abra. Az NLRC5 vagy az NLRX1 hianya CpG-A elékezelés nélkiil is fokozza a VSV-vel fert6zott GEN2.2
sejtek I-es tipusi IFN termelését, de nem befolyasolja az NF-kB utvonal aktivitasat. A sejteket NLRCS5, illetve
NLRX1 specifikus vagy scrambled (scr, negativ kontroll) siRNS-ekkel transzfektaltuk 24 6ran keresztiil (A-C). A
GEN?2.2 sejteket a transzfekcio utan CpG-A el6kezelés nélkiil is stimulaltuk VSV-vel (MOI 1, MOI 10), majd a
RIG-1 és MDAS fehérjék szintjét western blot segitségével vizsgaltuk 24 6ra mulva (A). Az IFN-a, IFN-B (B),
TNF, IL-6 és IL-8 (C) fehérjék koncentracidjat ELISA-val vizsgaltuk a csak VSV-vel fert6zott sejtek
feliiluszojabol. Az (A) panelen egy reprezentativ blot 1athato. Az adatok 4 fiiggetlen kisérlet atlagat = SD értékét
mutatjak, a statisztikai elemzéshez pedig egyutas ANOVA, majd Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk. *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs. kezeletlen; #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001. ND: nem
detektalhat6, MOI: fertézési multiplicitas, VSV: vezikularis stomatitis virus.

A moDS-ek esetében a RIG-1 és az MDAS expressziojat nem befolyasolta a VSV-fertdzés
az alacsonyabb virus koncentracio esetén (MOI 1), mig a magasabb dézis (MOI 10) mar
jelentés csokkenéshez vezetett (26. A abra), mely arra utalhat, hogy a moDS-ek joval
érzékenyebbek lehetnek a virus citopatids hatdsara, mint a GEN2.2 sejtek. Az 5ppp-dsRNS ¢és
a polyl:C szintetikus ligandumokhoz hasonléan a VSV alacsony koncentracioban alkalmazva
(MOI 1) I-es tipusu IFN és pro-inflammatorikus citokin termelést indukalt, melyet az NLRX1
deplécidja fokozott, az NLRC5 hidnya pedig nem befolyasolt (26. B,C abra). Erdekes modon
a GEN2.2 sejtekkel ellentétben a moDS-ek VSV-vel szemben tanusitott érzékenységét
feltehetden az is bizonyitja, hogy a VSV nagyobb koncentracidja (MOI 10) mar nem valtott ki
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fokozott citokin termelést a kontroll mintakhoz képest (26. B,C abra), ami a RIG-1 és az MDAS
expresszid VSV-indukalt csokkenésével magyarazhato (26. A abra).

Eredményeinket 6sszefoglalva elmondhatd, hogy az NLRX1 és az NLRCS5 is képes lehet
szabalyozni az RLR-medialt I-es tipusu IFN, illetve pro-inflammatorikus valaszokat humén

DS-ekben, ugyanakkor szabalyozo szerepiik sejtspecifikus lehet.
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26. abra. Az NLRX1 negativan szabalyozza a VSV-indukalt I-es tipusu IFN és pro-inflammatérikus valaszt
human moDS-ekben, mig az NLRCS5 nincs hatassal ra. Az abran jelzett siRNS-ekkel transzfektalt moDS-eket
VSV-vel (MOI 1, MOI 10) kezeltiik (A-C). 18 ora elteltével a RIG-1 és az MDAS (A) fehérjék szintjét western
blottal, a szekretalt IFN-a, IFN-B (B), TNF, IL-6 és IL-8 (C) koncentracidjat pedig ELISA-val hataroztuk meg. Az
(A) panelon egy reprezentativ blot lathat6. Az adatok 4 fiiggetlen kisérlet atlagat = SD értékét mutatjak, a
statisztikai elemzéshez egyutas ANOVA, majd Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk (B,C). *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001 ****p <0,0001 vs. kezeletlen; ##p < 0,01, ###p <0,001. ND: nem detektalhaté, MOI: fertdzési
multiplicitas, VSV: vezikularis stomatitis virus, scr: scrambled.
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V.2 Az l-es tipusi IFN utvonal és az NLRP3-fiigg6 IL-1B szekrécios utvonal
kolcsonhatasainak feltairasa human pDS-ekben
V.2.1 Az NLRP3 inflammaszoma komponensek expresszidjanak vizsgalata aktivalatlan és
aktivalt human GEN2.2 pDS sejtvonalon

Elészor a GEN2.2 sejtekben térképeztiik fel az NLRP3 inflammaszéma komponensek
alapszinti, illetve aktivéaci6 indukalt kifejezodésének kinetikajat protein szinten western blot
modszer segitségével. A sejteket kezeletleniil hagytuk vagy szintetikus TLR ligandokkal
kezeltiik és mértiikk az NLRP3, ASC, pro-kaszpaz-1 és pro-I1L-1B szinteket (27. A,B abra).

Eredményeink alapjan az NLRP3 receptor, valamint adaptor fehérjéje az ASC, illetve a
pro-kaszpaz-1 alapszinten, aktivacio nélkiil is detektalhato a GEN2.2 sejtekben (27. A,B abra),
ugyanakkor a pro-1L-1p csak nagyon kis mértékben fejezddik ki a sejtekben aktivacios szignal
nélkiil (27. A,B abra). Amikor a GEN2.2 sejteket kiilonb6z6, endoszémalis TLR receptorok
szintetikus ligandjaival aktivaltuk, azt tapasztaltuk, hogy a kiilonb6z6 aktivatorok eltéréd modon
befolyasoljak az NLRP3 inflammaszéma komponensek expresszios szintjét. A TLRY liganddal,
CpG-A-val aktivalt pDS-ekben az NLRP3 expresszido nem szignifikans modon csokkent (27.
A,B abra), viszont CpG-B kezelés esetén nem valtozott a szintje. Az NLRP3 expressziot a
TLR7 ligand, az Imiquimod sem befolyésolta. Az NLRP3 receptor adaptor proteinjének, az
ASC-nek az expresszidjaban protein szinten nem detaktaltunk szignifikans valtozast egyik
aktivator esetében sem (27. A,B abra). Viszont hosszabb, 24 6ras inkubacios idéket alkalmazva
a CpG-B és az Imiquimod kezelés is szignifikansan fokozta a pro-kaszpaz-1 kifejez6dést a
sejtekben (27. A,B abra). A legnagyobb kiilonbséget a két TLR9 ligand, a CpG-A és a CpG-B
pro-IL-1B termelddést indukéald képességében tapasztaltuk. Habar a két ODN szekvencia
azonos receptoron keresztiil hat, a pDS-ekben a CpG-A féként a korai endoszomakban
ismerddik fel és IRF-fliggd I-es tipust IFN szekréciot eredményez, mig a késdéi endoszomakban
felismer6dé CpG-B az NF-kB utvonal aktivatoraként, leginkabb pro-inflammatorikus citokin
termelést indukal az IFN indukcid helyett [249]. A CpG-B a korai inkubacids idépontokban,
azaz 3 ¢és 6 oranal nagymértékben indukalta a pro-IL-1p termel6dését a pDS-ekben, ezzel
szemben a CpG-A kezelés egyaltalan nem indukalt IL-1B expressziot (27. A,B abra).
Imiquimoddal aktivalva a sejteket a pro-IL-1p expresszido nemcsak 3 és 6 oOranal, hanem a
késobbi idopontokban, 12 és 24 oranal is szignifikansan magasabb volt a pDS-ekben a
kezeletlen sejtekhez képest (27. A,B abra).

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy az NLRP3 inflammaszomak aktivalodasa révén
1étrejové gyulladasos valasz nagy jelentOséggel bir a bakteridlis és a gombdas fertdzések

lekiizdésében. Szamos baktérium, illetve a baktériumokbdl felszabadulé anyagok - mint példaul
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a kiilonb6zo6 bakterialis toxinok - kivald priming szignalt biztositanak az inflammaszémak
szamara [250]. Igy tovabbi kisérleteinkben a pDS-eket szintetikus TLR ligandumok helyett é16
baktériumokkal és gombakkal is aktivaltuk (27. A,B abra). A patogén E. coli mellett két nem
patogén Gram pozitiv baktérium (Bacillus subtilis, Lactobacillus rhamnosus) és egy
opportunista gomba (Candida albicans) fajt is hasznaltunk aktivacios szignalként. Kisérleteink
soran az E. coli bizonyult a legjobb aktivatornak, igy csak ezt mutatjuk be a 27. abran. Az E.
coli kezelés esetén hasonlo aktivacios profilt figyeltiink meg a GEN2.2 sejteknél, mint a CpG-
B és az Imiquimod stimulacié hatasara. E. coli kezelést kovet6en a pro-1L-1p indukcid a korai
inkubacios iddpontoknal, azaz 3 és 6 oOranadl volt megfigyelhetd, mig a pro-kaszpaz-1
kifejez6dés a kezelések késdbbi idopontjaiban, 12 és 24 6ranal volt szignifikdnsan emelkedett.
Ugyanakkor az NLRP3 és ASC fehérjék szintjét a baktérium expozicié nem befolyasolta (27.
A,B abra).

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a kiillonboz6 aktivacios szignalok eltérd
IL-1B termelddési kinetikat eredményeznek a pDS-ekben, illetve a pro-IL-1f protein szinten az

aktivaciot kovetd 3 6ran beliil, tehat igen korai idépontban mar detektalhaté a sejtekben.
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27. abra. A kiilonb6zo aktivaciés szignalok eltéré6 médon indukaljak az NLRP3 inflammaszéma
komponensek expressziéjat a human GEN2.2 pDS sejtvonalban. A GEN2.2 sejteket 1 pM CpG-A-val, 1 uM
CpG-B-vel, 5 pg/ml IMQ-val vagy E. coli-val (MOI 10) kezeltiik id6fiiggé modon (A-B). Az NLRP3, az ASC, a
pro-kaszpaz-1 és a pro-1L-1p fehérjék szintjét western blottal vizsgaltuk. A reprezentativ blotok az (A) panelen
lathatoak. A (B) panelen 5 fliggetlen kisérlet atlaga + SD értéke van feltiintetve. Az adatok statisztikai elemzéséhez
egyutas ANOVA-t alkalmaztunk, melyet Bonferroni post hoc teszt kovetett. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001
vs. Oh. IMQ: imiquimod, EC: Escherichia coli.



V.2.2 A GEN2.2 humdn pDS sejtvonal érett IL-1f szekrécidjahoz sziikséges aktivdcios
szigndlok azonositdsa

Miutan megallapitottuk, hogy a pro-IL-1p termelddést leginkabb erds NF-kB ttvonal
aktivatorok, igymint a CpG-B képes indukalni a GEN2.2 sejtekben, a kovetkezd 1épésben arra
voltunk kivancsiak, hogy a pDS-ek képesek-e hasitani és atalakitani az inaktiv, éretlen fehérjét
annak bioaktiv, érett formdjava. Az NLRP3 inflammaszoma aktivacidjdhoz a legtobb
sejttipusban két jel sziikséges, egy elsdédleges ,,priming” szignal és egy masodlagos aktivacids
szignal [146]. A masodlagos szignal biztositja az NLRP3 inflammaszéma Osszeszerel6dését és
az inflammaszoma aktivacidjan keresztiil a pro-kaszpaz-1 hasitodasat. Az aktivalt enzim ezutan
hasitja a pro-IL-1B-t, ami igy éretté valik és a sejt szekretalhatja [251]. Az NLRP3
inflammaszoéma 0sszeszerel6dését szamtalan masodlagos szignal képes indukalni. Ezek
lehetnek sajat vagy idegen eredeti DAMP-0k, illetve kiilonb6z6 PAMP-ok is [195].
Kisérleteink soran a CpG-B-vel 3 6rdig eldkezelt sejtekben masodlagos aktivacios szignalként
ATP-t, MSU-t, aluminium-hidroxidot, nigericint, illetve a mitokondrialis ROS termelést fokozo
AMA-t alkalmaztunk [215]. A masodlagos aktivacios szignalokkal torténd kezelést kovetden
a sejtek feliiliszdjaban FBS tartalmi médiumban. Ugyanakkor a kisérleteket FBS nélkiili
médiumban is elvégeztiik, mivel a szérumban megtalalhat6 szolubilis ekto-ATPazok gyorsan
képesek az ATP-t hidrolizalni (28. A 4abra). Onmagaban a CpG-B-vel térténd TLR aktivacid
az IL-1p hasitott formajanak létrehozasahoz nem volt elegendd a sejteknek. Erdekes modon a
pDS-ek esetében a vizsgalt NLRP3 aktivatorok koziil csak a kalium ionoforként miikodo
bakterialis toxin, a nigericin [252] bizonyult erételjes masodlagos szignalnak (28. A abra). Az
NLRP3 inflammaszoma aktivitasban kiemelkedd makrofagok esetében az ATP az egyik
leghatasosabb NLRP3 aktivator [253], viszont a GEN2.2 sejtvonalban az ATP nem
eredményezett IL-1B szekréciot. Ez arra 0sztonzott minket, hogy megvizsgaljuk az ATP
felismerésére szolgaldo P2X7 receptor expresszidjat a pDS-ekben. Eredményeink alapjan a pDS-
ek a makrofagokkal szemben nem fejezik ki a P2X7 receptort és aktivacid hatdsdra sem
fokozodik a receptor expresszidja sem RNS (28. B abra), sem protein szinten a sejtekben (28.
C abra), mely magyardzhatja, hogy a pDS-ekben ATP jelenlétében miért nem tapasztaltunk
NLRP3 inflammaszdéma aktivaciot. Mivel az altalunk vizsgalt masodlagos szignalok koziil csak
a nigericin indukalta szignifikans modon az IL-1 hasitott formajanak megjelenését a sejtek
feliiluszojaban, a tovabbi kisérleteinkben ezt a bakteridlis toxint alkalmaztunk mdasodlagos

szignalként.
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28. abra. A nigericin a leghatékonyabb masodlagos szignal az NLRP3 aktivalasahoz a human GEN2.2 pDS
sejtvonalban. A GEN2.2 sejteket 1 pM CpG-B-vel stimulaltuk 3 éran keresztiill FBS-t tartalmazé vagy FBS
nélkiili médiumban, majd hogy aktivaljuk az NLRP3 inflammaszomat a sejteket 5 mM ATP, 300 pg/ml MSU,
250 pg/ml aluminium-hidroxid, 0,5 pg/ml AMA vagy 20 uM nigericin jelenlétében inkubaltuk id6fiiggd modon
(A). A szekretalt IL-1p koncentracidjat ELISA-val hataroztuk meg (A). Egy masik kisérletben a GEN2.2 sejteket
CpG-A-val (1 uM), CpG-B-vel (1 uM) vagy E. coli-val (MOI 10) kezeltiik, mig a primer makrofagokat LPS-sel
(250 ng/ml) aktivaltuk id6fiiggd modon (B-C). A P2X7 receptor expresszidjat mRNS szinten Q-PCR segitségével
hataroztuk meg (B). A reprezentativ blotokon a P2X7 fehérjeszintje lathatd western blot médszerrel meghatarozva
(C). A grafikonok 4 fliggetlen kisérlet atlagat + SD értékét abrazoljak. A statisztikai elemzéshez egyutas ANOVA-
t alkalmaztunk, melyet Bonferroni post hoc teszt kovetett. **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs. kontroll.
Alum: aluminium-hidroxid, AMA: antimycin A, ATP: adenozin-trifoszfat, EC: Escherichia coli, FBS: fetalis
szarvasmarha szérum, LPS: lipopoliszacharid, MSU: mononatrium-urat, ND: nem detektalhatd, NIG: nigericin,
pDS: plazmacitoid dendritikus sejt.
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A CpG-B-vel torténd priminghoz hasonléan az Imiquimod eldkezelés is szignifikans,
érett IL- 1 szekréciot eredményezett nigericin jelenlétében, ugyanakkor a CpG-A kezelés, mely
a korabbi kisérleteinkben sem indukalta az IL-1 pro-formédjat, nigericinnel egyiitt alkalmazva
sem bizonyult az NLRP3 utvonalat aktivalo szignalnak (29. A abra).

Az alkalmazott mikrobialis stimulusok koziil csak a patogén E. coli indukalt érett IL-1p
szekréciot nigericin jelenlétében, mig a Bacillus subtilis, a Lactobacillus rhamnosus ¢és a
Candida albicans aktivacio esetében nem tapasztaltunk szignifikans valtozast (29. B abra).
Megjegyzendd, hogy miként 6nmagaban a szintetikus TLR ligandokkal tortén6 eldkezelés sem
volt elegend6 a pDS-¢ck esetében a hasitott IL-1B eldallitasahoz (29. A abra), ugy 6nmagukban

Hogy meghatarozzuk a pDS-ek IL-1p szekrécidja valoban NLRP3 inflammaszoma fiiggd
folyamat-e, kisérleteinket elvégeztiik a specifikus NLRP3 inhibitor, az MCC950 molekula
jelenlétében is. Mivel a pDS-ek IL-1p szekrécidja a specifikus NLRP3 inhibitor jelenlétében
gatolhatod volt (29. A,B abra), elmondhato, hogy a pDS-ck érett IL-1p termelése foként
NLRP3-fiiggd modon valdsult meg a priming és a masodlagos aktivacids szignalok egyiittes
hatasara. Ezutan hogy kideritsik a pDS-ekben az NLRP3 inflammaszéma aktivalodasa
kaszpaz-1 fiiggé-e, az enzim specifikus inhibitordval, a Z-YVAD-FMK molekulaval kezeltiik
a sejteket a primingot kdvetden, a nigericin kezelés elott. A kaszpaz-1 specifikus gatldszere
szignifikansan csokkentette a CpG-B-vel és az Imiquimoddal el6kezelt pDS-ek nigericin
indukalt IL-1p szekréciojat (29. C abra).
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29. abra. A GEN2.2 pDS sejtvonal IL-1f szekrécidja csak masodlagos aktivacios szignal jelenlétében valésul
meg és specifikus NLRP3 és kaszpaz-1 inhibitorokkal gatolhato. A GEN2.2 sejteket 1 pM CpG-A-val, 1 uM
CpG-B-vel vagy 5 pg/ml IMQ-val kezeltiik el6 3 6raig, majd 20 uM nigericint adtunk a sejtekhez id6fliggé moédon
(A). Parhuzamos kisérletekben a sejteket 1 pM MCC950 (specifikus NLRP3 inhibitor) jelenlétében inkubaltuk a
TLR stimulacié utolsé 30 percében a nigericin expozicio elétt (A). Hasonld kisérletekben a GEN2.2 sejteket €16
E. coli-val (MOI 10), Bacillus subtilis-szel (MOI 10), Lactobacillus rhamnosus-szal (MOI 10) és Candida
albicans-szal (MOI 0,01) kezeltiik 3 6raig, majd ezt kdvetden id6fiiggd médon 20 uM nigericinnel aktivaltuk a
sejteket 1 uM MCC950 jelenlétében vagy anélkiil (B). Tovabbi kisérletekben a GEN2.2 sejteket 1 uM CpG-B-vel
vagy 5 pg/ml IMQ-val aktivaltuk 3 6ran keresztiil, majd 20 uM nigericin jelenlétében inkubaltuk ket idofiiggd
modon, egyes esetekben pedig a TLR stimulaci6 utols6 30 percében, a nigericin expoziciot megelézéen 20 uM Z-
YVAD-FMK-val (a kaszpaz-1 specifikus inhibitora) kezeltiik a sejteket (C). Az érett IL-1P koncentraciojat
ELISA-val hataroztuk meg (A-C). A grafikonok 6 fliggetlen kisérlet atlagat + SD értékét abrazoljak. A statisztikai
elemzéshez egyutas ANOVA-t alkalmaztunk, melyet Bonferroni post hoc teszt kovetett. **p < 0,01, ***p < 0,001,
****p < 0,0001 vs. kontroll; #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001, ###Hp < 0,0001. BS: Bacillus subtilis, CA:
Candida albicans, EC: Escherichia coli, IMQ: imiquimod, LR: Lactobacillus rhamnosus, ND: nem detektalhato,
NIG: nigericin.
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Tovéabba mindkét gatloszer alkalmazasa esetén jelentés mértékben csokkent a kaszpaz-1
hasitodéasa soran keletkezd p20 alegység szintje, mely arra utal, hogy a GEN2.2 sejtvonalban
az érett IL-1p szekrécidhoz valdban sziikséges az NLRP3 inflammaszoéma aktivacidja, ami a
pro-kaszpaz-1 hasitasdhoz vezet (30. A,B abra).

Tehat a pDS sejtvonalon végzett kisérleteink eredményei alapjan elmondhato, hogy a
human pDS-ek esetében csak a megfeleld primingot és masodlagos aktivacios szignalt egyiitt
alkalmazva indukalhat6 az NLRP3 inflammaszoéma aktivalodasa és ezaltal az IL-1 citokin
érett formajanak a 1étrehozasa.
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30. abra. A hasitott kaszpaz-1 szintje csokken az inflammaszéma komponenseket gatlo szerek hatasara a
human GEN2.2 pDS sejtvonalban. A GEN2.2 sejteket 1 pM CpG-B-vel vagy 5 pg/ml IMQ-val 3 oraig
elékezeltiik, majd a TLR stimulacio utolsé 30 percére 1 pM MCC950 vagy 20 uM Z-YVAD-FMK gatloszerrel
kezeltiik a sejteket. Ezutan 20 pM nigericinnel inkubaltak dket 1 vagy 2 d6ran keresztiil és a hasitott kaszpaz-1
(p20) szintjét western blot modszerrel hataroztuk meg (A, B). Az abra bal oldalan egy reprezentativ blot 1athato
(A), illetve a diagramon az MCC950 és a Z-YVAD FMK Aaltal kivaltott gatlas szazalékos aranyat abrazoltuk (B).
A grafikon 6 fiiggetlen kisérlet atlagat + SD értékét abrazolja. A statisztikai elemzéshez egyutas ANOVA-t
alkalmaztunk, melyet Bonferroni post hoc teszt kovetett. IMQ: imiquimod, NIG: nigericin.

V.2.3 Az NLRP3 utvonal aktivitisanak vizsgalata primer humdn pDS-ekben

Miutan a GEN2.2 huméan pDS sejtvonalon feltérképeztik az NLRP3 ttvonal
komponenseinek expresszidjat és meghatdroztuk a legerdteljesebb aktivacios szignalok
kombinaciojat, kivancsiak voltunk arra, hogy a primer human pDS-ek esetében is hasonld
aktivacios profilt latunk-e. Kisérleteinkhez egészséges véradoktol periférias vért gyijtottiink,
majd a vérmintakbol Ficoll Paque Plus gradiens centrifugalassal kinyertiik a PBMC-ket. Ezutan
sejtfelszini, valamint intracelluldris festést alkalmazva dramlési citometriaval vizsgéltuk az
NLRP3 utvonal komponensek expresszidjat a kikapuzott pDS sejtpopulacion. A pDS
sejtpopulacid meghatarozasakor eldszor az SSC parameter és a BDCA4 pozitivitas alapjan
jeloltiik ki a pDS populaciot, mely koriilbeliil a 200-as SSC érték alatt mutatott egységes
populaciot BDCA4 pozitivitassal (31. A abra). Mivel a BDCA4 pozitiv populacié az SSC-FSC

paraméterek alapjan nem alkotott egységes populéaciot, igy egy masodik kapuzést is
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alkalmaztunk. Ennek soran a BDCA4 populacion beliil azt az egységes sejtpopulaciot kapuztuk
ki, mely a 200-as SSC érték ala és a 400-600-as FSC értékek kozé esett (31. A abra). A
tovabbiakban az igy kikapuzott pDS populacion végeztiik el a fenotipusos analizist.

Elséként megvizsgaltuk az NLRP3 tutvonal komponensek kifejezddését egészséges
véradoktol szarmazo mintdkban ¢€s azt talaltuk, hogy az NLRP3 receptor, az NLRP3 adaptor
fehérjéje, az ASC és a pro-kaszpaz-1 enzim is alapszinten kifejezddik majdnem a teljes pDS
populécioban (31. B abra). Viszont mig az ASC fehérje szintje stabilan 95% felett volt az
altalunk vizsgalt 6sszes donorban, addig az NLRP3 és a pro-kaszpéz-1 szintje donortdl fiiggden
alacsonyabb expresszios értékeket is mutatott (31. C abra). Ugyanakkor aktivacios szignal
nélkiil a hasitott kaszpaz-1, a pro-IL-1p és a hasitott-1L-1P expresszio elenyészo volt a sejtekben

(31. B,C abra).
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31. abra. Az NLRP3 inflammaszéma komponensek alapszintii expressziéja primer human pDS-ekben. Az
egészséges donorok periférias vérébdl Ficoll Paque Plus gradiens centrifugalassal kinyertiik a PBMC-ket, ezutan
pedig BDCA4 sejtfelszini jelolést és intracellularis festést alkalmaztunk, majd a mintakat aramlasi citometria
segitségével analizaltuk (A-C). A pDS populacidé meghatarozasa két 1épésben tortént. E16szor BDCA4-re kapuzva
azonositottuk a pDS-eket, majd egy masodik 1épésben a 200-as SSC érték ala és a 400-600-as FSC érték kozé esd
sejteket kapuztuk ki (A). Az (A) panelen lathato az alkalmazott kapuzasi technika. Az NLRP3, az ASC, a pro-
kaszpaz-1, a hasitott kaszpaz-1, a pro-IL-1B és a hasitott IL-1 expresszidjat a kikapuzott pDS populacion
intracellularis festéssel vizsgaltuk (B, C). Reprezentativ dot plotok lathatéak a (B) panelen, a szazalékok a pozitiv
sejtek aranyat jelzik. A (C) panelen 22 donor atlagat £ SD értékét abrazoltuk. A statisztikai elemzéshez egyutas
ANOV A-t végeztiink, melyet Bonferroni post hoc teszt kovetett. FSC: el6re iranyulo fényszoras, SSC: oldaliranyt
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Ezutan szintén aramlasi citometriat alkalmazva megvizsgaltuk, hogy aktivacio hatdsara
indukalhat6-e a primer pDS-ekben a kaszpaz-1 hasitott, illetve az IL-1f citokin pro és hasitott
formaja a GEN2.2 sejtvonalhoz hasonléan. Az intracellularis protein festést fehérje transzport
gatld alkalmazasa nélkiil végeztiik, mivel az IL-1p szekrécidja specialis, a Golgi utvonaltol
fliggetlen [254,255]. Emiatt tobb inkubacids idépontot is megvizsgalva, elézetes eredményeink
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a TLR el6kezelt sejtekben az 1 6réds nigericin
kezelés indukalja a legnagyobb mértékben detektalhatd hasitott IL-1f pozitivitast, ezért tovabbi
kisérleteink soran 1 6ras nigericin stimulaciot hasznaltunk a primingot kovetden.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a TLR9 receptor két ligandja, a CpG-A ¢és a CpG-B,
valamint a TLR7 ligand Imiquimod a pro-kaszpaz-1 szintjét nem befolyasolta szignifikdsan
(32. A abra) és onmagukban a kaszpaz-1 hasitott formajat sem voltak képesek indukalni (32.
B abra). Masodlagos szignallal, azaz nigericinnel egylitt alkalmazva viszont a CpG-B ¢és az
Imiquimod is szignifikdnsan novelte a hasitott kaszpdz-1 expressziot a sejtekben, ugyanakkor
fontos megjegyezni, hogy indukalod képességiik hatasfoka erésen donorfiiggének bizonyult (32.
B abra).
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32. abra. A Kkiilonbozé TLR ligandok kaszpaz-1 aktivalo képessége eltéré a primer human pDS-ekben.
PBMC-t izolaltunk egészséges donorok periférids vérébdl, majd aramlasi citometria segitségével vizsgaltuk az IL-
1B utvonal aktivitasat a pDS populéacion beliil. A PBMC-t I uM CpG-A-val, 1 uM CpG-B-val vagy 5 pg/ml IMQ-
val eldkezeltiik 2,5 oran keresztiil (A, B). A TLR el6kezelés utan 20 pM nigericinnel aktivaltuk 1 6ran keresztiil a
sejteket, hogy indukaljuk a kaszpaz-1 hasitasat (B). A pro-kaszpaz-1 (A) és a hasitott kaszpaz-1 (B) pozitiv sejtek
szazalékos aranyat a pDS populacion beliil intracellularis festéssel hataroztuk meg. A bal oldali reprezentativ dot
plotok az (A, B) panelen lathatdk, a szazalékok a pozitiv sejtek aranyat jelzik. A grafikonokon 22 donor atlagat +
SD értékét abrazoltuk. A statisztikai elemzéshez egyutas ANOVA-t, majd Bonferroni post hoc tesztet
alkalmaztunk. ****p < 0,0001 vs. kontroll. IMQ: imiquimod, NIG: nigericin, SSC: oldaliranyu fényszoras.

A pDS sejtvonalon megfigyeltekhez hasonléan a primer pDS-ek esetében is a pro-1L-1f
¢s a hasitott IL-1B megjelenése foként CpG-B és Imiquimod eldkezelés, illetve nigericin
expozicio kombinacidjat kovetden detektalhatd (33. A,B abra). Ezzel ellentétben a CpG-A
mind a pro- és mind a hasitott forma indukcidjaban gyenge aktivacios szignalnak bizonyult (33.
A,B abra). Az aktivaciot kovetd IL-1f indukcid szintén donorfiiggé volt (33. A,B abra).

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a primer pDS-ekben is hasonld aktivacios
szigndlok kombindcidja indukdlja az NLRP3 inflammaszoma aktivalodasat, mint amit a

GEN2.2 huméan pDS sejtvonal esetében eredményesen alkalmaztunk.
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33. abra. A kiilonb6z6 TLR ligandok IL-1p szekréciot aktivalé képessége eltéré a primer human pDS-ekben.
PBMC-t izolaltunk egészséges donorok periférids vérébol, majd aramlasi citometria segitségével vizsgaltuk az IL-
1B utvonal aktivitasat a pDS populéacion beliil. A PBMC-t 1 uM CpG-A-val, 1 uM CpG-B-val vagy 5 pg/ml IMQ-
val el6kezeltiik 2,5 oran keresztiil (A, B). A TLR el6kezelés utan 20 uM nigericinnel aktivaltuk 1 éran keresztiil a
sejteket, hogy indukaljuk az IL-1B NLRP3-fiigg6 hasitasat (B). A pro-IL-1B (A) és a hasitott IL-1p (B) pozitiv
sejtek szazalékos aranyat a pDS populacion beliil intracellularis festéssel hataroztuk meg. A bal oldali reprezentativ
dot plotok az (A, B) panelen lathatok, a szazalékok a pozitiv sejtek aranyat jelzik. A grafikonokon 22 donor atlagat
+ SD értékét abrazoltuk. A statisztikai elemzéshez egyutas ANOVA-t, majd Bonferroni post hoc tesztet
alkalmaztunk. ****p < 0,0001 vs. kontroll. IMQ: imiquimod, NIG: nigericin, SSC: oldaliranyt fényszoras.

V.24 A pDS-ek NLRP3 inflammaszoma aktivitisanak vizsgalata I-es tipusu IFN
jelenlétében

Mivel eredményeink alapjan a TLR9 receptor két kiilonb6z6 ligandja, a CpG-A és a CpG-
B eltéré mértékben valtott ki érett IL-1B termelést a pDS-ekben, feltételeztiik, hogy ez a
kiilonbség a két ligand kiillonbozd I-es tipusu IFN termelést indukald képességébdl adodik
[256]. Ugyanabban a koncentracioban alkalmazva a két aktivatort a CpG-A nagy mennyiségii
IFN-a szekréciot eredményezett a sejtekben, mely az inkubécios id6 elérehaladtaval egyre
fokozodott (34. A abra). Ezzel szemben a CpG-B csak nagyon kis mértékben indukalta az I[FN-
a termelddését a GEN2.2 sejtekben (34. A abra). Ugyanakkor megfigyeltiik, hogy a pro-
inflammatorikus IL-6 és TNF citokinek szekrécidjat mindkét TLRO ligand indukalta, habar a
CpG-B esetében nagyobb mennyiségli citokin koncentraciokat detektaltunk a sejtek
feliiliszojaban a CpG-A kezeléshez képest (34. B abra). igy elmondhato, hogy a CpG-A és a

90



CpG-B kozott az egyik legnagyobb kiilonbség a nagymértékben eltérd I-es tipusu IFN indukalo
kapacitasuk. Igy feltételeztiik, hogy a CpG-A indukalt IFN-oknak szerepe lehet abban, hogy a
CpG-A a CpG-B-hez képest csak gyenge IL-1B termelddéshez vezet a pDS-ekben. Mas
sejttipusok esetén mar leirtak, hogy az I-es tipust IFN Gtvonal aktivacioja gatolhatja az NLRP3-
fliggd IL- 1 utvonalat, mivel szamos olyan szabalyozd molekula expressziojat fokozza, melyek
megakadalyozzak az IL-1P transzkripcidjat, gatoljak az NLRP3 aktivaciojahoz sziikséges
masodlagos szignalokat vagy pedig kdzvetleniil interakcioba Iépnek az NLRP3 inflammaszoma
komponenseivel és igy korlatozzak az inflammaszoéma Osszeszerel6dését [227,228,231,257].
Ezért a CpG-B-vel torténd pDS aktivaciot megismételtiik I-es tipusu IFN, azaz IFN-a
jelenlétében is. Igy a sejteket CpG-B aktivalas elétt elokezeltiik IFN-a-val és azt talaltuk, hogy
apro-I1L-1p termelddés 3 és 6 6ras CpG-B aktivalast kovetden is gatolhato volt az IFN-ao citokin
jelenlétében a GEN2.2 sejtekben (34. C abra). Tovabba ha a CpG-B ¢és nigericin kezelést
megelézéen IFN-a citokint adtunk a sejtekhez, a hasitott IL-1B szintje is szignifikansan
alacsonyabb volt a sejtek feliiliszojaban (34. D dbra). igy elmondhato, hogy az I-es tipust
IFN-ok a pDS-ckben is gatoljak az NLRP3-fiiggé IL-1p Gitvonal aktivitasat. Erdekes modon az
IL-1p citokin jelenlétében a CpG-A indukalt I-es tipust IFN termelés is szignifikansan csokken
mind mMRNS (34. E abra), mind protein szinten (34. F abra). Ez arra utal, hogy az I-es tipusu

IFN és az IL-1P utvonalak kozott kdlcsonds negativ interakeio all fenn.
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34. abra. Az I-es tipusu IFN és az IL-1p utvonal kézott kolesonos gatlo hatas figyelheté meg a human
GEN2.2 pDS sejtvonalban. A GEN2.2 sejteket 1 uM CpG-A-val vagy 1 uM CpG-B-vel aktivaltuk id6fiiggd
modon (A, B). Az IFN-a (A), az IL-6 és a TNF-a (B) koncentraciojat ELISA moédszerrel hataroztuk meg a sejtek
feliiliszojabol. Egy masik kisérlet sorozatban a sejteket 50 pg/ml rekombinans IFN-a-val eldkezeltiik 3 6raig,

s

val (F) hataroztuk meg. A grafikonok 6 fliggetlen kisérlet atlagat + SD értékét mutatjak. A statisztikai elemzéshez
egyutas ANOVA-t alkalmaztunk, melyet Bonferroni post hoc teszt kovetett. **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001 vs. kontroll; #p < 0,05, ## p < 0,01, ###p < 0,001. ND: nem detektalhatd, NIG: nigericin.
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V.25 A fokozott l-es tipusii IFN termelédést kivalto virusok NLRP3 inflammaszoma
aktivitdsra gyakorolt hatdsainak vizsgalata humdn pDS-ekben

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a foként IRF utvonalat aktivalo és ezéltal magas I-es tipusu
IFN termelést eredményezd virusok a bakteridlis stimulusokhoz képest milyen mértékben
képesek indukalni a human pDS-ek pro-1L-1p termelését. igy a GEN2.2 sejteket RNS és DNS
virusokkal (VSV ¢és HSV), illetve a korabbi eredményeink alapjan jo IL-1B indukalo
képességgel rendelkezé patogén baktériummal, az E. coli-val kezeltik (35. abra).
Eredményeink azt mutattdk, hogy az RNS és a DNS virus is magas IFN-a szekréciot
eredményezett az E. coli-hoz képest (35. A abra), azonban az E. coli-val szemben a virusok
alig valtottak ki pro-1L-1p termelédést (35. B abra).

Ezt kdvetden megvizsgaltuk, hogy a virusok jelenléte befolyasolja-e a pDS-ekben az E.
coli indukalt IL-1p termelést. Ehhez a pDS sejtvonalat 3 oraig elokezeltiik VSV-vel vagy HSV-
vel, mivel ennyi id6 alatt mar elindul a pDS-ekben az IFN termelés (35. A abra), majd az
elokezelést kovetedn E. coli-val stimulaltuk a sejteket. Eredményeink alapjan a virusokkal
torténd eldkezelés szignifikansan csokkentette az E. coli-indukalt pro-1L-1p kifejezodést (35.
C abra), illetve az érett IL-1P koncentracidja is alacsonyabb volt a nigericinnel aktivalt pDS-

ek feliiliszojaban (35. D abra).
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35. abra. A virusokkal torténé elokezelés gatolja az IL-1p termelést a human GEN2.2 sejtvonalban. A
GEN2.2 sejteket VSV-vel, HSV-vel vagy E. coli-val (MOI 10) aktivaltuk id6figgé modon (A, B). Az IFN-a
koncentraciot ELISA-val (A), mig a pro-IL-1P fehérje expresszidjat western blot modszerrel (B) hatdroztuk meg.
A (B) bal panelen egy reprezentativ blot lathato. A GEN2.2 sejteket VSV vagy HSV jelenlétében (MOI 10)
inkubaltuk 3 éran keresztiil, majd a sejteket E. coli-val (MOI 10) aktivaltuk 3 vagy 6 6ran at (C). Hogy IL-1p
szekréciot indukaljunk, az E. coli-val kezelt sejteket 20 uM nigericin jelenlétében inkubaltuk id6fiiggé modon (C).
A pro-IL-1B-t fehérjeszinten western blottal (C), az érett IL-1B-t a sejtek feliiloszojabol ELISA-val (D) hataroztuk
meg. Egy reprezentativ blotot mutat a (C) bal panel. A grafikonokon 4 fiiggetlen kisérlet atlaga = SD értéke lathato.
A statisztikai elemzéshez egyutas ANOVA-t alkalmaztunk, melyet Bonferroni post hoc teszt kovetett. **p < 0,01,
***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs. kontroll; ## p < 0,01, ###p < 0,001, ####p < 0,0001. EC: Escherichia coli,
HSV: herpes simplex virus, ND: nem detektalhato, NIG: nigericin, VSV: vezikularis stomatitis virus.

Ezutan a pDS sejtvonalon kapott eredményeinket primer pDS-ekkel is validaltuk,
aramlasi citometria segitségével intracellularis protein festést alkalmazva. Az egészséges
donoroktol szarmazé6 PBMC-ket VSV-vel, HSV-vel vagy E. coli-val kezeltiik 2,5 o6ran
keresztiil, majd a primer pDS populécion beliil vizsgaltuk a pro-1L-1 szintjét. Azt tapasztaltuk,
hogy csak az E. coli kezelés eredményezett szignifikans pro-IL-1p indukciot, a VSV és a HSV
esetében nem tortént valtozas a kezeletlen, kontroll mintakhoz képest (36. A abra). Ha a
sejteket a virus €s baktérium expoziciot kovetden, 1 6ran keresztiil nigericinnel is kezeltiik,
szintén csak az E. coli-val elokezelt sejtek esetében volt detektalhatéd az IL-1p hasitott formaja

(36. B abra). A VSV ¢és a HSV eldkezelés nem indukalta az IL-1B szekréciojat nigericin
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jelenlétében sem (36. B abra). Tehat a GEN2.2 sejtekhez hasonloan az NLRP3-fiiggé 1L-1P
utvonal virus expozici6 hatasara nem indukalhaté primer human pDS-ekben.

A virusokkal torténd eldkezelés géatlo hatdsa a baktérium-indukalt IL-1p termelésre
nemcsak a pDS sejtvonalban, hanem a primer pDS-ekben is megfigyelhet6 volt. Ha a sejteket
VSV vagy HSV virussal el6kezeltiik, az E. coli indukalt pro-IL-1B expresszid szignifikansan
lecsokkent (36. C abra). Az IL-1p hasitott formaja is csak azokban a sejtekben volt
detektalhato, ahol az E. coli és a nigericin stimulacio eldtt a sejteket nem kezeltiik virusokkal
(36. D abra). Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a pDS-ek baktérium-indukalt IL-13
termelése RNS és DNS virusok jelenlétében hattérbe szorul, mely valosziniileg a virus-indukalt

I-es tipusti IFN-ok NLRP3 aktivaciora kifejtett gatld hatasainak tulajdonithato.
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36. abra. A VSV vagy HSV elikezelés gatolja az IL-1p termelést a primer human pDS-ekben. PBMC-t
izolaltunk egészséges donorok periférias vérébol, majd aramlasi citometria segitségével vizsgaltuk az IL-1j
indukciét a pDS populacion belil (A-D). A PBMC-t E. coli, VSV vagy HSV (MOI 10) jelenlétében inkubaltuk
2,5 oran keresztiil (A, B). Az eldkezelés utan a sejteket 20 uM nigericinnel aktivaltuk 1 6ran at (B). Parhuzamos
kisérletekben a sejteket 3 oran keresztiil VSV-vel vagy HSV-vel (MOI 10) elékezeltiik, majd tovabbi 3 éraig E.
coli-val (MOI 10) aktivaltuk 6ket (C, D). Hogy indukaljuk a pro-1L-1p hasitasat, tovabbi 1 dran keresztiil nigericin
jelenlétében inkubaltuk a sejteket (D). A pro-IL-1B (A, C) és a hasitott IL-1f8 (B, D) pozitiv pDS-ek szazalékos
aranyat intracellularis festéssel hataroztuk meg. Reprezentativ dot plotok lathatéak az (A-D) bal paneleken, a
szazalékok a pozitiv sejtek aranyat jelzik. A jobb oldali oszlopdiagramok 4 fliggetlen kisérlet atlagat + SD értékét
abrazoljak. A statisztikai elemzéshez egyutas ANOVA-t végeztiink, melyet Bonferroni post hoc teszt kovetett.
****p < 0,0001 vs. kontroll; ## p < 0,01, ####p < 0,0001. EC: Escherichia coli, HSV: herpes simplex virus, NIG:
nigericin, SSC: oldaliranyt fényszoras, VSV: vezikularis stomatitis virus.
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V.2.6 A pDS-ek NLRP3 inflammaszoma aktivitisanak vizsgalata magas IFN szignaturdval
asszocialt autoimmun betegségben

Végiil fel kivantuk térképezni, hogyan valtozik a human pDS-ek IL-1p termel6 képessége
olyan patoldgias koriilmények mellett, melyek soran a sejtek nagy mennyiségii I-es tipust IFN
expozicionak vannak kitéve. igy plakk tipust psoriasisban szenvedd betegek pDS-eiben is
megvizsgaltuk az IL-1p utvonal aktivitadsat, mivel ez az autoimmun betegség magas I-es tipusu
IFN szinttel asszocialt, illetve a pDS-ek tilmikodése €s az I-es tipust IFN-0k taltermelése is
szerepet jatszik a betegség patogenezisében [258]. Ennek megfeleléen a psoriasisos betegek
szérum mintaiban szignifikdnsan magasabb IFN-a szintet mértiink az egészséges donorokhoz
képest (37. A abra) és a gyulladasos citokinek, tgymint az IL-13, TNF és IL-6 koncentracioja
is szignifikansan emelkedett volt a betegek szérum mintaiban (37. B abra). Megallapitottuk
tovabba, hogy az egészséges donorokhoz viszonyitva a psoriasisos betegek periférids vérébol
izolalt PBMC rétegben a pDS populacio szazalékos aranya szignifikansan alacsonyabb volt (37.
C abra). Ezt feltételezhetden az okozhatja, hogy a pDS-ek a vérkeringésbdl kilépve a betegek
gyulladt borlézidiba véandorolnak és ott akkumulalodva részt vesznek a gyulladdsos
folyamatokban [258]. Tovabba a betegek teljes PBMC-jét vizsgalva az NLRP3, az ASC, a
kaszpaz-1 és az IL1B mRNS-ek fokozott expresszigjat figyeltiik meg az egészséges donorokhoz
viszonyitva (37. D-G abra). A pDS populacion beliil ugyanakkor az NLRP3 protein szintii
expresszidja szignifikansan alacsonyabb volt az egészséges egyének pDS-eihez képest (37. H
abra). Az ASC ¢s a kaszpaz-1 fehérjék alapszintli expresszidjaban viszont nem volt kiilonbség
a betegek és az egészséges egyének pDS-eiben (37. H abra). Aktivacids szignal nélkiil a
kaszpaz-1 hasitott formaja, valamint az IL-13 pro és hasitott formdja is csak elenyészd szinten
volt jelen a psoriasisos és az egészséges donorok pDS-eiben (37. H abra). Megfigyeltiik
tovabba, hogy korabbi kisérleteinkhez hasonléan a CpG-A kezelés nem indukalta az
inflammaszéma komponensek expressziojat sem az egészséges egyeénekbdl, sem a psoriasios
betegekbdl szarmazo pDS-ekben (37. T abra). Ugyanakkor a psoriasisos betegek pDS-eiben a
CpG-B ¢és az Imiquimod kezelés nigericin jelenlétében is szignifikdnsan alacsonyabb pro-I1L-
1B, hasitott-kaszpaz-1 €s hasitott IL-13 pozitivitast eredményezett az egészséges donorok pDS-
eihez képest (37. J,K abra). igy valésziniisitheté, hogy a betegek pDS-eiben a nagyfoku I-es

tipusu IFN tutvonal aktivitas gatolja az IL-1p Gtvonalat.
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37. abra. A magas IFN szignatiraval és inflammatorikus citokin profillal rendelkezé psoriasisos betegek
PBMC-je magas, mig pDS-ei csokkent NLRP3 utvonal aktivitassal jellemezhetoek. Egészséges egyénektdl és
psoriasisos betegekt6l periférias vért vettiink, majd a PBMC réteget Ficoll Paque Plus gradiens centrifugéalassal
elvalasztottuk, a vérplazmat pedig -70°C-on taroltuk az elemzésig. Az IFN-a (A), az IL-1B, a TNF-a és az IL-6
hataroztuk meg (C). Az NLRP3 (D), az ASC (E), a kaszpdz-1 (F) és az IL1B (G) alapszintii expressziojat Q-PCR
segitségével vizsgaltuk a PBMC rétegbdl. Egyes kisérletekben a PBMC-t kezeletleniil hagytuk (H) vagy 1 uM
CpG-A-val, 1 pM CpG-B-vel vagy 5 pg/ml Imiquimoddal (IMQ) aktivaltuk 2,5 6ran keresztiil (I-K), majd 20 uM
nigericinnel stimulaltuk 1 o6ran keresztiil a sejteket, hogy indukaljuk az IL-1B és a kaszpaz-1 NLRP3-fiiggd
hasitasat (I-K). Az NLRP3 inflammaszoma ttvonal komponenseinek alapszintii (H) és az aktivacié indukalt (I-K)
fiiggetlen donor atlagat + SD értékét mutatjak. A statisztikai elemzéshez parositatlan Student t-tesztet (A-G) és
kétiranyht ANOV A-t hasznaltunk, melyet Bonferroni post hoc teszt (H-K) kovetett. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001, ****p < 0,0001 vs. egészséges kontroll. H. IL-1f: hasitott IL-1B, h. kaszpaz-1: hasitott kaszpaz-1,
IMQ:imiquimod, NIG: nigericin.

Az NLRP3 inflammaszéma komponensek expresszidjat a pDS-ek mellett a CD14*
monocita populdcidban is vizsgaltuk, mivel a monocitdk altal taltermelt gyulladasos
citokineknek is fontos szerepe van a psoriasis patologiajaban [259-261]. Mivel a monocitak I-
es tipusu IFN termeld képessége joval korlatozottabb, mint a pDS-eké [262-265], tesztelni
kivantuk, hogy e sejtpopulacié esetén hogyan valtozik az NLRP3 aktivitas psoriasisos

betegekben az egészséges egyénekhez képest. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a
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psoriasisos betegek PBMC-jében nem szignifikansan, de emelkedett a monocita populacio
szazalékos ardnya az egészséges donorokhoz képest (38. A abra). Tovabba a pDS populacidhoz
hasonldan szignifikdnsan csokkent NLRP3 protein szint mérhetd a betegek monocitaiban (38.
B abra). Az ASC expresszié a monocitakban donorfiiggd modon joval szélesebb skdlan mozog
az egészséges és a psoriasisos egyénekben a pDS-ekhez viszonyitva, és az ASC szintje a
psoriasisos betegek monocitaiban szignifikansan emelkedett is (38. B abra). A legnagyobb
eltérés a két sejt populaciod kozott, hogy a betegek monocitdiban aktivacios szignal nélkiil is
magas a hasitott kaszpaz-1 szintje, ugyanakkor az IL-1p citokin pro és hasitott formaja is csak
marginalis szinten detektalhat6 (38. B abra). Hasonl6 aktivacios szignalok (CpG-A, CpG-B,
Imiquimod és nigericin) mellett a betegek monocitai esetében nem tapasztaltunk szignifikans
csokkenést a hasitott kaszpaz-1, a pro-1L-1p és a hasitott IL-1 fehérjék expresszios értékeiben
(38. C-E abra), szemben a pDS populaciéval (37. I1-K abra). Erdekes modon a monocitakban
a CpG-A vagy a CpG-A ¢és nigericin egyiittes kezelés is kivaltotta ezeknek a fehérjéknék a
fokozott kifejez6dését (38. C abra), mivel valosziniileg a CpG-A hatasara egyaltalan nem vagy
csak nagyon kis mértékben indukalodik az I-es tipusu IFN-ok termelddése ebben a sejttipusban.

Tehat szemben a pDS-ekkel, a betegek monocitait magasabb NLRP3 aktivitas jellemezte.
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38. abra. A psoriasisos betegek monocitai nem mutatnak csokkent NLRP3 utvonal aktivitast a pDS-eknél
hasznalt aktivacios stimulusok mellett. Egészséges egyénektdl €s psoriasisos betegektdl periférias vért vettiink,
majd a PBMC réteget Ficoll Paque Plus gradiens centrifugalassal elvalasztottuk, a vérplazmat pedig -70°C-on
taroltuk az elemzésig. A psoriasisos és az egészséges egyénekben a monocitak szazalékos aranyat is vizsgaltuk
aramlasi citometriaval a PBMC-ben (A). A monocitakban az NLRP3 titvonal komponenseinek alapszintii (B) és
aktivacio indukalt (C-E) expresszidjat intracellularis festéssel aramlasi citometriaval hataroztuk meg. Az adatok
14-14 fuggetlen donor atlagat = SD értékét mutatjak. A statisztikai elemzéshez parositatlan Student t-tesztet (A)
és kétiranya ANOVA-t hasznaltunk, melyet Bonferroni post hoc teszt (B-E) kovetett. ***p < 0,001, ****p <

0,0001 vs. egészséges kontroll. H. IL-1f: hasitott IL-1p, h. kaszpaz-1: hasitott kaszpaz-1, IMQ:imiquimod, NIG:
nigericin.
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Hogy kideritsiik a pDS-¢k esetében milyen mechanizmus allhat az I-es tipusu IFN-ok
inflammaszoma gatlo aktivitasanak hatterében, megvizsgaltuk az IFN-a indukalt NLRP3-fiiggd
IL-1pB szekréciot gatld molekuldk expressziojat a human pDS-ekben. Irodalmi adatok alapjan
ismert, hogy az l-es tipusi IFN-ok receptoraikhoz kapcsolodva aktivaljak a STATI
transzkripcios faktort, mely szamos olyan molekula expressziojat és aktivitasat fokozza,
melyek tobb szinten is képesek gatolni az NLRP3 tutvonalat [227,266,267]. Ilyen negativ
szabalyozok tobbek kozott a CH25H, az IL-10, az IL-1Ra, az iNOS, a SOCS1, a POP és a COP
fehérjék [227,266,267]. Kisérleteink alapjan a human pDS-ekben a CH25H, a SOCS1 és a
COP1 expresszioja nagymértékben indukalhatd, ha a sejteket a fokozott I-es tipusu IFN
termelést kivaltd aktivacios szignallal, CpG-A-val kezeljiik. Ezzel szemben a CpG-B, mely
inkabb NF-«kB aktivator, nem indukalta ezeknek az NLRP3 aktivaciot gatlo fehérjéknek az
mRNS szintll expressziojat (39. A abra). Ezutan megvizsgéltuk az NLRP3-at gatlo molekulak
expresszifjat a psoriasisos betegekben is és azt talaltuk, hogy a betegek PBMC-jében
szignifikdnsan magasabb a CH25H, a SOCS1 ¢s a COP1 mRNS szintli expresszidja az
egészséges donorokhoz képest (39. B abra). Igy valdsziniisithetd, hogy a magas I-es tipust IFN
szint hatasara indukalodé CH25H megakadalyozhatja az IL-1P transzkripciojat, a SOCS1
gatolhatja az NLRP3 aktivalodasahoz sziikséges masodlagos szignalokat, a COP1 pedig
korlatozhatja a kaszpaz-1 aktivalodasat a psoriasisos betegekben [228,231,268].

Osszefoglalva, a pDS-ek alacsonyabb NLRP3-fiiggé IL-1B termeld képessége az
aktivacio indukalt magas I-es tipusu IFN termeld képességiiknek kdszonhetd, mely gatlolag hat

az NLRP3 inflammaszoma aktivalodasara.
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39. abra. Erods I-es tipusu IFN utvonal aktivitis mellett emelkedett az NLRP3 ttvonalat gatlo gének
expresszioja a pDS-ekben, illetve a psoriasisos betegek PBMC-jében. A GEN2.2 sejteket 1 uM CpG-A-val
vagy 1 uM CpG-B-vel kezeltiik id6fiiggéd modon (A). A CH25H, a SOCS1 és a COP1 expresszidjat Q-PCR
segitségével vizsgaltuk (A). Egészséges dnkéntesek és psoriasisos betegek periférias vérébl PBMC-t izolaltunk
¢s a CH25H, a SOCS1 és a COP1 expresszidjat Q-PCR segitségével hataroztuk meg (B). Az oszlopdiagramok 4-
14 fiiggetlen kisérlet atlagat + SD értékét mutatjak. Az adatokat egyutas ANOVA-val, majd Bonferroni post hoc
teszttel (A) vagy parositatlan Student t-teszttel (B) elemeztiikk. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. kontroll
vagy egészséges kontroll.
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VI. Megbeszélés

Fert6zések soran az immunrendszer alapvet6 feladata, hogy gyors és erdteljes
immunvalaszt valtson ki, mely egyrészt eliminalja a betolakod6 korokozokat, masrészt elésegiti
a gyulladas lecsengését, a szdveti homeosztazis helyreallitasat és elinditja a regeneracios
folyamatokat.

Az immunvalasz soran elsOként a gyulladast kivaltd agensek érzékelése a cél, melyet a
természetes immunrendszer sejtjeiben, igy a DS-ekben is kifejez6dé kiilonb6zé PRR-ek
tesznek lehetévé, melyek a felismerést kovetden elinditjadk a velesziiletett immunvalaszt
kozvetitd jelatviteli utvonalakat [269]. Az altalunk vizsgalt PRR-ek koziil az RLR-ek olyan
citoszolikus szenzorok, melyek a viralis nukleinsavak felismerésére specializalodtak és a
mitokondridlis MAVS adaptor fehérjén keresztiil olyan effektor molekuldk termelddését
inditjak el, mint példaul az I-es tipusti IFN-ok vagy egyéb pro-inflammatoérikus citokinek,
melyek fontos szerepet jatszanak a lokalis antiviralis valaszban [270,271]. Habar az RLR
jelatvitel aktivalasa esszencialis a virus terjedésének megfékezéséhez, a tilzott immunvalasz,
illetve a nemkivéanatos szovetkarosodasok megeldzése érdekében ez a receptor Utvonal is
szigori szabalyozas alatt all [272]. A velesziiletett immunitas RLR-kozvetitett jelatvitelét
szamos molekula szabalyozza, melyek fizioldgias koriilmények kozott nyugalmi allapotban,
illetve virusfertézések esetén is finomhangoljak az immunvalaszokat [273]. E szabalyozas
receptor-receptor kdlcsonhatason is alapulhat, mivel egyéb citoszdlikus receptorokrol, igy az
NLR csalad tobb tagjardl is leirtdk mar, hogy az immunaktivacio ellenérzépontjaiként
szolgalhatnak. Igy példdul az NLR-ek koziil az NLRC5 és az NLRX1 is képes kozvetlen
kolcsonhatasba 1épni a RIG-I kozvetitett antiviralis jelatviteli itvonal molekulaival [149,274].

Az NLRX1 kezdetben az antiviralis valaszok negativ szabalyozojaként valt ismertté
[155]. Moore ¢és munkatarsai leirtak, hogy az NLRX1 a mitokondrium kiilsé membranjan
lokalizalodva kolcsonhatasba 1ép a MAVS-szal és igy az RLR jelatviteli utvonalakat negativan
szabalyozza human epitelialis HEK293T sejtekben [155]. Azdta szamos tanulmany vizsgalta
mar az NLRX1 szerepét az antiviralis jelatvitel soran mind in vitro, mind in vivo, de
ellentmondasos eredmények sziilettek ¢és az NLRX1 szerepe madig kérdéses. Egyes
tanulmanyok kimutattak, hogy az NLRX1 hianyos egerekben fokozottan expresszalodnak az
IFN-B és az IL-6 citokinek a RIG-I-et aktivalo virusok hatasara [156]. Ezzel szemben harom
masik munkacsoport arrél szamolt be, hogy az NLRX1 hianya nem befolyasolja az RLR
szignalizaciot [157,158,159].
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Eddig csak egy tanulmany vizsgalta az NLRX1 funkcidjat human DS-ekben [275]. Guo
¢s munkatarsai leirtak, hogy NLRX1 hianyaban a human moDS-ek fogékonyabba valtak a HIV-
1 fertézésre [275]. A fentebb emlitett tanulmanyok ellentmondasai azonban arra utalnak, hogy
az NLRX1 szerepe nagyban sejtspecifikus lehet, ezért meg kivantuk vizsgalni az NLRX1 RLR
utvonalra gyakorolt hatasat a human pDS-ekben is, mely sejtek az antiviralis valasz
,karmesterei”. A korabbi irodalmi adatok, illetve sajat eredményeink is azt timasztjak ala, hogy
a pDS-ek funkcionalis sajatossagai jelentésen eltérnek mieloid ,,tarsaikétol”, igy vizsgalataink
soran kontrollként moDS-eket is hasznaltunk, mely DS altipusok a mieloid DS-ek modelljeként
szolgalnak. Eredményeink alapjan az NLRX1 konstitutivan expresszalédik a human pDS-
ekben a moDS-ekhez hasonldan, és befolyasolja a RIG-I-kdzvetitett I-es tipust IFN termelést
ezekben a sejttipusokban, mivel NLRX1 hidnyaban fokozott IFN valaszt tudtunk detektalni.
Tovabba a pDS-ekben az NLRX1 csendesitése nem volt hatassal az RLR-stimulacié indukalt
pro-inflammatorikus citokin (TNF, IL-6) és kemokin (IL-8) szekréciora, mig a moDS-ekben
fokozta azt. Ezt tamasztja ala az is, hogy az IkBa csak az NLRX1 csendesitett moDS-ekben
degradalodott a RIG-I ligandum S5'ppp-dsRNS vagy a RIG-I/MDAS agonista polyl:C
stimulaciot kovetéen, a pDS-ekben pedig nem volt megfigyelheté NF-kB utvonal aktivitas.
Eredményeink tehat arra utalnak, hogy az NLRX1 talnyomorészt az RLR jelatviteli Gtvonal
negativ szabalyozojaként miikodik a human DS-ekben, azonban hatasa sejtspecifikus, melyet
nagyban befolyasol az adott sejttipus funkcionalis preferenciaja.

Munkank soran az NLRX1 mellett vizsgaltuk az NLRCS5 szerepét is az RLR utvonal
szabalyozasaban. Az NLRCS5 elsésorban az MHC |. molekuldk transzaktivatoraként ismert,
ugyanis aktivalodasat koveten a sejtmagba keriil és az MHC 1. gének promotereihez kotédve
szabalyozza expresszidjukat [165, pS]. Az NLRC5-6t széles korben kifejezik a hematopoetikus
sejtek és expressziojat nagymértékben indukaljak a fertézések hatasara termel6do I-es és 1I-es
tipusu IFN-ok [160]. Ezen irodalmi adatokhoz hasonldan, sajat eredményeink is azt mutattak,
hogy az NLRC5 expresszi6 fokozatosan né a differencialoddo moDS-ekben és TLR9 aktivacio
hatasara a pDS-ekben is. Az utobbi évek vizsgalatai alapjan az NLRCS5 részt vesz az antiviralis
ambivalensek, hasonloan az NLRX1-hez. Human fibroblasztokban, 1éguti epitél sejtekben és
THP-1 sejtekben leirtdk, hogy a virusok vagy a szintetikus RLR ligandok indukalta antiviralis
valaszt pozitivan szabalyozza az NLRCS5 ¢€s sziikséges az l-es tipusti IFN-ok termeléséhez
[164,217,218]. Ezzel ellentétben masok kimutattak, hogy az NLRCS5 negativan szabalyozza az
NF-kB ¢és az I-es tipusu IFN utvonalakat 293T, THP-1 és RAW264.7 sejtekben [153], illetve

egér embrionalis fibroblasztokban, peritonealis és csontveld eredetli makrofagokban [154].
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Egyes vizsgalatok szerint pedig az NLRC5-nek nincs szerepe az antiviralis immunvalaszban az
egér csontveld eredetii makrofagokban és DS-ekben [154,219]. Az NLRCS szerepét pDS-ekben
eddig még nem vizsgaltak, ugyanakkor sajat eredményeink alapjan a pDS-ek RLR-indukalt I-
es tipusi IFN termelését negativan szabalyozhatja ezen NLR altipus. A kontrollként
alkalmazott moDS-ek IFN produkcidjat viszont nem befolyasolta az NLRC5 csendesitése.
Tovabba az NLRC5 hianya nem volt hatassal az RLR-kozvetitett pro-inflammatorikus citokin
véalaszra sem a pDS-ekben, sem a moDS-ekben. Osszességében eredményeink arra utalnak,
hogy az NLRCS5 negativan szabalyozza az RLR-kozvetitett I-es tipusu IFN valaszokat @ human
pDS-ekben, de nincs hatdssal a pro-inflammatorikus citokin termelddést indukalo
jelatviteliikre. Tovabba ugy tinik, hogy nem jatszik szerepet a moDS-ek RIG-I jelatviteli
utvonalanak szabalyozéasaban sem.

Munkdénk soran tehat kimutattuk, hogy a human pDS-ekben is miikddnek az RLR-ek és
aregulatorikus NLR-ek kozotti interakciok, foként az I-es tipust IFN termelés szabalyozasanak
tekintetében. A regulatorikus NLR-ek szabalyoz6 hatasa valdszintileg azokban a
sejtfunkciokban érvényesiil leginkabb, melyeket az adott sejt el6térbe helyez. A pDS-ek minden
mas sejttipusnal nagyobb mennyiségii I-es tipust IFN-t termelnek, igy leginkabb antiviralis
aktivitasukrol ismertek [276]. Ezzel szemben az NF-kB-kozvetitett pro-inflammatérikus
citokin szekréciojuk elhanyagolhaté a micloid DS-ekhez képest. gy az NLRX1 foként a
jelentds pro-inflammatorikus citokin termelésre képes moDS-ek NF-kB-fiiggé antimikrobialis
valaszainak fontos szabalyozoja, mig az I-es tipust IFN-0k termelésére specializalodott pDS-
ekben elsdsorban az antivirdlis valaszok szabalyozdjaként miikodik. Tehat a regulatorikus
NLR-ek f6 funkcidja feltételezhetéen a protektiv, negativ visszacsatolasi mechanizmusok
sejttipus-specifikus biztositasa, melyek foként azokat a sejtfunkciokat szabalyozzak, melyek
tilzott aktivitasa drasztikusan felborithatja az immunhomeosztazist.

Munkéank soran nemcsak a regulatorikus, hanem az inflammaszoma formalé NLR-eket is
tanulmanyoztuk, melyek az IL-1B-kozvetitett immunvalaszokért feleldsek. A pDS-ek esetén
eddig foként az endoszomalis TLR-ek tanulmanyozéasa keriilt ez idaig el6térbe, melyek
aktivacidja révén valosul meg a pDS-ek I-es tipusu IFN valaszanak nagymértéki, elsé hullama.
Ezért nagyon kevés irodalmi adat all rendelkezésre arrol, hogy a citoszdlikus, inflammaszéma
formaldo NLRP3 receptor funkcidja €s az aktivitasahoz kdthetd gyulladasos citokin, az I1L-1
effektor funkcioi milyen szerepet jatszhatnak a pDS-medialt immunvalaszokban.

2009-ben Crozat és munkatarsai mar leirtak, hogy az egér és a human pDS-ek alacsony
antibakterialis aktivitassal birnak, ugyanis az antibakterialis immunitasban résztvevé NLR-eK,

koztiik az NLRP3 is alacsony mRNS expressziot mutatott ezekben a sejtekben, szemben a cDS2
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altipussal [186]. A human DS altipusok koziil a kaszpaz-1 is csak a cDS2-kben mutatott magas
mRNS expressziot, mig a human pDS-ekben és a cDSl-ekben csak marginalis szinten
fejez6dott ki [186], mely megfigyelést Worah és munkatarsai protein szinten is alatamasztottak
[187]. Egy masik, friss tanulmany szintén a cDS2-ket jelolte meg potens IL-1p termeld
sejteknek, szemben a pDS-ekkel és a cDS1-ekkel [277]. Igy ezek a tanulmanyok a c¢DS2
altipushoz viszonyitott igen alacsony pDS kaszpéaz-1 expresziora alapozva nem feltételezték,
hogy a pDS-ek rendelkeznek inflammaszoma aktivitassal. Azonban fontos kiemelni, hogy
ezekben a tanulméanyokban a pDS-ek western blottal detektalt pro-kaszpaz-1 protein szintii
kifejez6dése [187], illetve a sejtek feliiluszojabol mért szekretalt IL-1B [277] detektalasa a
cDS2 altipussal 6sszehasonlitasban tortént, igy a ¢cDS2-k kiemelked6en magas expresszios
értékei mellett a pDS-ek értékei elmaszkirozodhattak.

Ugyanakkor a pDS-ek funkcidi sokrétiibbek, mint azt korabban gondoltak, és nemcsak
,,virus-specifikus” immunsejtek, hanem a baktériumok és a gombak elleni immunvalaszokban
is fontos szerepet jatszhatnak [76,114—-116], amikben az NLRP3-fiiggé IL-1f utvonal is jelentds
aktivitast mutat.

gy munkacsoportunk elészor megvizsgalta, hogy a human pDS-ekben detektalhato-e
NLRP3 aktivitas. Protein szinten western blot modszer segitségével ki tudtuk mutatni az
NLRP3 receptort, az ASC adaptor proteint és a pro-kaszpaz-1-et is az aktivalatlan és az aktivalt
sejtekben egyarant. Az NLRP3 aktivitasahoz kothetdé gyulladasos citokinek koziil viszont csak
az IL-1p pro-formaja volt detektalhat6 protein szinten és csakis kizarolag aktivaciot kovetden.
Az IL-1a és IL-18 citokinek protein szintli termelddését nem tudtuk kimutatni egyik kisérletiink
soran sem. Ezek alapjan elmondhato, hogy a human pDS-ekben féként az IL-1B-nak lehet
szerepe az NLRP3 altal kozvetitett antimikrobialis immunvalaszokban.

Erdekes modon azt tapasztaltuk, hogy a kiilonbozd aktivaciés szignalok eltéré modon
indukéljak az IL-1B pro-formajanak a kifejezddését pDS-ekben. fgy példaul az endoszomalis
TLRO receptor két eltérd szerkezetli ligandjai koziil csak az egyik, a CpG-B bizonyult potens
pro-1L-1pB induktornak, szemben a CpG-A-val. E megfigyelésiink 6sszhangban van az irodalmi
adatokkal, miszerint a kiilonb6z6 TLR agonistak eltéré IL-1p indukcios profillal
rendelkezhetnek [278]. Tovabba kimutattuk, hogy a pDS-ekben a pro-1L-1p korai indukcioval
jellemezhetd az aktivaciot kovetden, hasonléan a monocitakhoz és a makrofagokhoz [279-
282]. Viszont a kiilonb6z6 TLR aktivacios szignalok nemcsak indukciot kivalto képességiikben
kiilonboztek, hanem més-mas pro-IL-1p termelddési kinetikat is eredményeztek. Mig a TLR9
agonista, CpG-B 3-6 oras pro-IL-1p termelédési csucsot kdvetden nem indukalta a citokin

tovabbi termelddését a késobbi idopontokban, addig a TLR7 agonista, Imiquimod elnytjtott
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pro-1L-1B termelddési kinetikdt mutatott. Az Imiquimodrol kordbban leirtak, hogy Osszetett
aktivacios hatast kozvetithet a sejtekben és TLR7 fliggetlen hatasai is vannak [283-285]. A
kinon oxidoreduktaz 2-n és a mitokondrialis komplex I-en keresztiil ROS-t indukal, mely K*
efflux fiiggetlen NLRP3 aktivaciot eredményezhet a NEK7 adaptor proteinen keresztiil [278].
A ROS-ok amellett, hogy masodlagos szignalként indukaljak az NLRP3 0sszeszerelodését,
priming szignalként is funkcionalnak és az NF-kB jelatviteli Gitvonal aktivitds novelésével
fokozzak az NLRP3 és a pro-1L-1B expressziot is [286,287]. igy valdsziniisithetd, hogy az
Imiquimod ROS indukalé hatdsa szerepet jatszhat az elnyujtott pro-IL-1B termelddési
kinetikaban a pDS-ekben is. Megjegyzendd, hogy a monocitakbol kiilonféle citokinek hatasara
differencialodott makrofag altipusok is eltéré IL-1p termelddési kinetikat mutatnak [279], igy
feltételezhetd, hogy az aktivacios szignalok mindsége nagy hatassal van a sejtek IL-1B
kinetikdjanak profiljara.

Mig az aktivécio indukalt pro-IL-1p termelddés foként korai idépontokra volt tehetd a
pDS-ekben, addig a pro-IL-1B termelddést indukaldé TLR aktivatorok, igy a CpG-B és az
Imiquimod is a késdi inkubacids idépontokban, foként 24 6ranal fokozta nagymértékben a pro-
kaszpaz-1 protein szintli kifejez0dését, amikor mar az Imiquimod aktivacido esetében is
lecsengett a pro-1L-1p indukcio a sejtekben. Hasonl6d novekedést figyeltek meg a CD1c* DS-
ek esetében is a pro-kaszpaz-1 szintekben egy éjszakas R848 kezelés utan [187]. Ezzel szemben
a monocitdk és a makrofagok esetében konstitutivan magas pro-kaszpaz-1 szintek
detektalhatoak aktivacios szignaltol fiiggetleniil [279,288]. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy
pDS-ekben egy 24 o6ras TLR aktivaciot kovetd TLR restimulacidé magasabb NLRP3
inflammaszoéma aktivitassal jarhat a szignifikdnsan magasabb kaszpaz-1 szint miatt.
Ugyanakkor ezt a hipotézist kisérleteink soran a human pDS-ek in vitro koériilmények kozotti
nagyon rovid élettartama miatt nem teszteltiik.

Altalanossagban a klasszikus, kanonikus NLRP3 aktivalodashoz két aktivacids szignal
sziikséges [251]. A priming szignal az NF-kB utvonalon keresztiil fokozza az NLRP3 és a pro-
IL-1PB expressziot [192], valamint az NLRP3 poszttranszlacios modositasai révén [289,290]
elokésziti az inflammaszoma Osszeszerelddést, melyet majd ténylegesen egy masodlagos
szignal indukal, mely lehet patogén, sajat, vagy idegen eredetii molekula is [195]. Ugyanakkor
egyes sejttipusokban, példaul a humén monocitdkban O6nmagéban a priming szignal is
eredményezhet NLRP3-fliggd érett IL-1P termelédést [291,292]. Szintén monocitakban irtak
le, hogy a klasszikus NLRP3 aktivaci6 priming hidnyaban is megvaldsulhat a megfeleld
masodlagos szignalok hatasara [185]. A nem kanonikus inflammaszoma aktivacié esetében

pedig kaszpaz-1 fiiggetlen iton kaszpaz-4/5 (egérben kaszpéaz-11) aktivacio révén torténik meg
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a piroptozis és az IL-1a felszabadulas [266]. Eredményeink azt mutattak, hogy @ human pDS-
ekben 6nmagukban a szintetikus TLR ligandokkal torténd kezelés csak a priming 1épésnek felel
meg ¢és nem indukal tényleges NLRP3 aktivaciot és érett IL-1p felszabadulést. Irodalmi adatok
alapjan ismert, hogy foként a Gram negativ baktériumok endotoxinja, az LPS biztosit TLR4
aktivacion keresztiil elég erds szignalt a monocitdkban ahhoz, hogy mésodlagos aktivacio
nélkiil is aktivalodjon az inflammaszoma [291]. A nem-kanonikus inflammaszoma aktivaciot
IS a citoszolikus LPS valthatja ki, mely kaszpaz-4/5/11-hez kotédve indukalja a sejtekben a
piroptézist [266]. Eredményeink alapjan a human pDS-ekben a patogén Gram negativ E. coli
baktérium bizonyult a CpG-B-hez hasonléan erés priming szignalnak. Ugyanakkor hasonléan
a szintetikus TLR ligandokkal torténd kezelésekhez, onmagaban az E. coli sem indukalt érett
IL-1B felszabadulast, mely valosziniileg annak is kdszonhetd, hogy a human pDS-ek szemben
az egér pDS-ekkel nem expresszalnak TLR4-et [74,293].

gy megvizsgaltuk, hogy a priming mellett milyen masodlagos szignélok indukalhatjak
az NLRP3 0Gsszeszerelodését a human GEN2.2 pDS sejtvonalban. Az altalunk vizsgalt
masodlagos szignalok koziil csak a kalium ionoforként miikodé bakterialis toxin, a nigericin
[252] indukalt detektalhato, érett IL-1p felszabadulast a sejtekben, mely mar a primingot kdvetd
egy oras nigericin kezelés utan is kimutathato volt a sejtek feliiliszdjaban. Ez arra utalhat, hogy
pDS-ekben a kanonikus NLRP3 inflammaszoma aktivacid K* effluxot igényel. Erdekes modon
eredményeink alapjan a makrofagokkal szemben a pDS-ek nem expresszaljak az ATP
felismeréséhez sziikséges P2X7 receptort. Igy valosziniileg e rendkiviil erés endogén veszély
szigndl a pDS-ek esetében nem miikodik NLRP3 aktivatorként, szemben a monocitakkal,
makrofagokkal vagy moDS-ekkel, melyek magas P2X7 expresszioval jellemezhetdek
[279,294,295].

Tehat elmondhatd, hogy pDS-ek esetében az altalunk vizsgalt aktivatorok koziil a CpG-
B ¢és az Imiquimod bizonyult a legjobb priming szignalnak a pro-IL-1f indukcidhoz, valamint
nigericinnel egyiitt az érett IL-1p kialakuldsdhoz, szemben a CpG-A-val. Ugyanakkor
aktivacios szignal hianyaban, a TLR primingot vagy a masodlagos szignalt 6nmagaban
alkalmazva nem tudtunk detektalni bioaktiv IL-1pB-t a primer pDS-ek esetében. Az irodalomban
harom korabbi cikket talaltunk, ahol primer pDS-ek esetében IL-1p termelést mutattak ki és
mindharom cikkben a mi eredményeinkkel ellentétben masodlagos szignal jelenléte nélkiil
detektaltak IL-1B-t. Az egyikben 24 oras Imiquimod (R837) kezelést kovetben egyéb
masodlagos aktivacios szignal nélkiil mutattak ki a primer pDS-ek feliiluszojaban nagyon kis
mennyiségli szekretalt IL-1B-t (koriilbeliil 20 pg/ml), melynek koncentracioja kozel van a
kimutatasra hasznalt kit detekcios hatarahoz [296]. A masik cikkben pedig epitél sejtekkel
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torténd ko-kultivacio utan detektaltak IL-1p-t a ko-kultara feliilusz6jabol, melyet pDS
aktivaciohoz kotottek és nem zartak ki a ko-kultaraban 1év6 epitél sejtek esetleges IL-1p citokin
termelését [297]. Az utdbbi cikkben raadasul a kezeletlen, nem ko-kultivalt pDS feliiliszok
esetében is igen magas szekretalt IL-1B koncentraciot (100-200 pg/ml) mértek, mely arra
engedne kovetkeztetni, hogy a pDS-ekben aktivacid nélkiil is aktiv lehet az IL-1B szekrécids
utvonal [297], ami nehezen elképzelhetd aktivacio-indukalt pro-IL-1p hianyaban.
Megjegyzendd, hogy mindkét cikk esetében magneses sejtszeparacioval tortént a primer pDS-
ek izolalasa [296, 297], mely nem megfelel6 laboratoriumi koriilmények mellett alacsonyabb
tisztasagi pDS populaciét eredményez, amint ezt a szerzok az utdbbi publikacid esetében le is
irtak (>93% pDS tisztasag >98% tisztasag helyett) [297]. Ezzel szemben munkacsoportunk
izolalas helyett a PBMC rétegben azonositotta a huméan pDS populaciot és intracellularis
protein festést alkalmazva vizsgélta az NLRP3 utvonal komponensek aktivitasat. Kordbban
munkacsoportunk mar leirta, hogy a periférids vérben a pDS populaci6 a BDCA4 sejtfelszini
marker és a fényszorasi paraméterek egyiittes kombinacidjaval jol elkiilonitheté egyéb
sejtfelszini markerek hasznalata nélkiil is [298]. Egy masik tanulmanyban hozzank hasonléan
intracellularis jelolést alkalmaztak PBMC-t hasznalva és 4 6ras CL-087 (TLR7 ligand) kezelést
kovetden mar detektaltak IL-1P pozitivitdst a pDS populacion beliil masodlagos aktivacid
nélkiil [262]. Viszont kiemelendé, hogy az armalasi citometridhoz hasznalt anti-1L-13
antitestjiik az érett forma mellett pro-format is detektalhat a gyarto leirdsa szerint, igy
valoszintisithetd, hogy a pro-forma adta a pozitivitast és nem a hasitott forma [262]. Ezzel
szemben kisérleteink soran mi kiilon specifikus antitesteket hasznaltunk a pro-, illetve a hasitott
forma kimutatasara. Tovabba a pDS azonositasara hasznalt markereikkel, a CD123-mal és a
CD303-mal (BDCA2) nem zarhatdé ki a nem-kanonikus, szennyezé cDS populacio, mely
alpozitiv eredményeket adhat [34,58].

Eredményeink tovabba ravilagitottak arra is, hogy a nagymértékii I-es tipusu IFN valaszt
indukalé TLR ligandok, igy a CpG-A, szemben a CpG-B-vel nem képes kivaltani IL-1f
termel6dést a pDS-ekben. Bar mindkét TLRY ligand metilalatlan ODN szekvencia, a CpG-A
molekula 5° és 3’ végén is poli-G motivumok talalhatéak, melyek nagymértékben segitik a
visszatartdsra keriil a korai endoszomékban és TLR9-en felismerddve az IRF7 transzkripcios
faktor aktivacidjan keresztiil féleg nagymennyiségii I-es tipusu IFN szekrécidhoz vezet a pDS-
ekben. A CpG-B teljes szekvenciaja foszfotioat gerincbdl all és a GpG-A-val ellentétben nem
képes tetramereket formalni, igy hamar eljut a késéi endoszomakba, ahol féként NF-xB

aktivacion keresztiil pro-inflammatorikus citokin termelddést tesz lehetévé és emellett csak
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nagyon csekély mértékii I-es tipust IFN termelést képes indukalni a pDS-ekben [256]. Igy
feltételeztiik, hogy a pDS-ek erds I-es tipusu IFN termeld képessége is hozzajarulhat ahhoz,
hogy ezen sejtekben a mieloid sejtekhez képest alacsonyabb az NLRP3 inflammaszoma
aktivitas. Ha a pDS-eket rekombinans human IFN-o-val vagy I-es tipust IFN-okat indukalé
virusokkal kezeltiik eld, a pDS-ekben a korabban potens NLRP3 aktivatoroknak bizonyuld
stimulatorok, igymint a CpG-B vagy az E. coli sem voltak képesek nagyobb mértékii IL-13
termelddést kivaltani, mely igazolta felvetésiinket. Az irodalomban mads sejttipusok esetében
szamos adat talalhato arra nézve, hogy az I-es tipusi IFN-ok milyen mechanizmusok révén
tudjak gatolni az NLRP3 aktivaciot [227,257,266]. Ismert tény tovabba, hogy a virusfertézések
utan gyakoriak a bakteridlis feliilfertézodések, melynek hatterében részben a virusok altal
aktivalt IFN ttvonal antibakterialis IL-1f utvonalra gyakorolt gatldo hatasa allhat [266].
Azonban a baktérium ellenes immunvalasz részeként termel6édé IL-1P eikozanoid lipid
mediatorok, példaul a PGE2 termelddés fokozasa révén szintén képes gatolni az I-es tipust
IFN tutvonalra, melyet mi is tapasztaltunk kisérleteink soran, ugyanis megfigyeltiik, hogy az IL-
1B jelenléte gatolja a CpG-A indukalt IFN-a termelést pDS-ekben. Igy sulyos bakterialis
fertdzések utan is kialakulhatnak viralis feliilfert6zddések. Erdekes adat példaul, hogy a virusos
hepatitis kezelésére alkalmazott I[FN-o/p terapia az esetek 60%-aban hatastalannak bizonyult,
melynek hatterében az IL-1p kozvetitett gyulladas allhatott, ugyanis az IL-1p gatolta az IFN-
o/f altal aktivalt STATI transzkripcios faktort és csokkentette az antivirdlis fehérjék
expresszidjat a sejtekben [234]. Megfigyelték tovabba, hogy az ASC és a kaszpaz-1 hianyos
DS-ekben, illetve makrofagokban megné az I-es tipusu IFN-o0k szintje [299], illetve az NLRP3
vagy a kaszpaz-1 hidnyos egerekben szintén nagyobb mértékii I-es tipust IFN valasz mérhetd
[300].

Az l-es tipusu IFN és IL-1B utvonalak kozotti interakciok nemcsak patogén-indukalt
gyulladasok soran jatszhatnak fontos szerepet, hanem kiilonb6z6 autoimmun korképek
patomechanizmusanak szabalyozasaban is. Tovabba az I-es tipusu IFN-ok NLRP3
inflammaszoma aktivacigjara gyakorolt gatlo hatasa fontos terdpids megoldas is lehet bizonyos
korképek kezelésében. Példaul olyan SM betegek esetében, akiknél fokozott NLRP3 aktivitas
detektalhatd, az inflammaszoma megndvekedett aktivitadsa visszaszorithatd IFN-f terapiaval,
mely segit csokkenteni a betegek tiineteit [231]. Fontos kiemelni, hogy mind a pDS-ek, mind
az NLRP3 receptorok talmiikodése szerepet jatszik kiilonboz6 autoimmun betegségek
patogenezisében és patomechanizmusaban. Az NLRP3 kiilonbozd, egy nukleotidot érintd

polimorfizmusait, melyek foként funkcionyeré mutaciok, mar leirtak példaul SLE-ben, 1BD-
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ben, SM-ben, RA-ban, valamint psoriasis esetében is [301,302]. Irodalmi adatok alapjan ismert,
hogy a pDS-ek is szerepet jatszhatnak a psoriasis patogenezisében, ugyanis a koros
sejtpusztulads kovetkeztében felszabaduld sajat nukleinsavak a taltermelt LL37 kationos
antimikrobialis peptidekkel komplexben a pDS-ek talzott, perzisztens aktivitasat és fokozott I-
es tipust IFN termelését indukaljak, ami elGsegiti a T-sejt medialt autoimmun folyamatok
kialakulasat [303,304]. igy a psoriasis bizonyitottan magas IGS-sel jellemezhetd [258].
Eredményeink alapjan a psoriasisos betegek pDS-eit szignifikansan alacsonyabb aktivacio
indukalt NLRP3 aktivitas jellemzi. Ez szintén alatimasztja hipotézisiinket, miszerint a pDS-ek
magas l-es tipusu IFN ttvonal aktivitasa alacsony NLRP3 aktivitast eredményez, mivel az I-es
tipusu IFN-0k gatoljak az NLRP3 ttvonalat.

Az l-es tipus IFN-ok receptoraikhoz kapcsolodva képesek aktivalni a STATL
transzkripcids faktort, mely szdmos olyan negativ regulator fehérjének az expresszidjat képes
fokozni, mint példaul a CH25H, az IL-10, az IL-1Ra, az iNOS, a SOCS1, illetve a POP vagy
COP fehérjék, melyek mRNS szinten gatoljak az IL-1PB képzddést, gatoljak az NLRP3
aktivaciojahoz sziikséges masodlagos szignalokat vagy pedig kozvetleniil interakcidba 1épnek
az NLRP3 inflammaszéoma komponensekkel ¢és gatoljak azok Osszeszerelddését
[227,231,257,266]. Az IFN-indukalt IL-10 gatl6 hatasa a pDS-ekben valdsziniileg nem
érvényesiil, mivel irodalmi adatok alapjan a pDS-ek nem képesek IL-10 termelésre [305].
Tovabba a pDS-ekre a nitrogén-monoxid szintézis sem jellemzd, mivel az iNOS szintje nagyon
alacsony benniik, igy valdsziniisithetd, hogy nitrozilacion keresztiil sem valosulhat meg az
NLRP3 gatlasa [306]. Ugyanakkor eredményeink alapjan a huméan pDS-ekben a CH25H, a
SOCS1 és a COP1 expresszioja nagymértékben fokozodik magas IFN valaszt kivalto aktivacios
szignal hatasara. Tovabba megallapitottuk, hogy a magas IFN-a szinttel asszocialt psoriasisos
betegek PBMC-jében is szignifikdnsan magasabb a CH25H, a SOCS1 és a COP1 expresszio.
gy a pDS-ek magas I-es tipusi IFN ttvonal aktivitasa miatt a CH25H gatolhatja az IL-1pB
transzkripcidjat, a SOCS1 az NLRP3 aktivalasat, a COP1 pedig a kaszpéaz-1 aktivalodasat
[228,231,268].

Az NLRP3 inflammaszoma talzott aktivitasa szintén hozzajarulhat a psoriasis-asszocialt
gyulladasos valaszokhoz [259,307,308,309], ennek megfeleléen mi is emelkedett NLRP3, ASC,
IL1B és kaszpaz-1 expressziot figyeltiink meg, ha a betegek PBMC-jét vizsgaltuk. Kiilon
aktivitast figyeltiink meg, foként a hasitott kaszpaz-1 expresszio volt jelentds, szemben a pDS-
ekkel. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a monocitak a makrofagoknal is magasabb kaszpaz-

1 aktivitassal rendelkeznek, raadasul ezen sejtekben a kaszpaz-1 enzim allanddan aktiv is lehet
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[288,310], igy a micloid sejtek joval nagyobb kaszpaz-1 fiiggd IL-1B termeld kapacitassal
rendelkezhetnek a pDS-khez képest.

Tovabba hasonlo aktivacios szignalok mellett a psoriasisos betegek monocitai esetében
nem talaltunk csokkent NLRP3 aktivitast, szemben a betegek pDS-eivel. Feltételezésiink
szerint ez annak koszonhetd, hogy a monocitak esetében nem érvényesiilhetnek annyira az I-es
tipusu IFN-ok NLRP3 aktivitasra gyakorolt gatld hatdsai, mivel a pDS-ekhez képest a
monocitdk I-es tipusi IFN termelé kapacitisa nagysagrendekkel kisebb [67,95]. Ezt
alatdmasztja, hogy kisérleteink sordn a monocitak esetében a CpG-A is indukalta a pro-1L-1p,
a hasitott IL-1p és a hasitott kaszpaz-1 expressziot szemben a pDS-ekkel. Ismert, hogy
monocitakban a TLR aktivacié nem indukal vagy csak nagyon kis mértékben indukal I-es
tipusu IFN termelést [262—265]. Megjegyzendd, hogy szignifikansan magasabb NLRP3
aktivitast sem tudtunk kimutatni a psoriasisos betegek aktivalt monocitaiban az egészséges
donorokhoz képest, holott irodalmi adatok alapjan a psoriasisos betegek aktivalt monocitai
szignifikansan nagyobb NLRP3 aktivitassal jellemezhetoek, mely szintén hozzajarul a betegség
patologiajahoz [259-261]. Valosziniileg kisérleteink soran azért nem tudtuk detektalni ezt a
megndvekedett NLRP3 aktivitast a betegek monocitaiban, mert a precizebb Osszehasonlitas
érdekében a pDS-ekre szabott aktivacios szignalokat hasznaltunk a monocitak esetében is.
Habar a monocitak is kifejezik a TLR7 [311] és TLR9 [312-314] receptorokat, szamukra nem
az ezeken a receptorokon keresztiili aktivacio jelenti a legerésebb stimulaciot. Tovabba a
monocitak esetében az allando kaszpaz-1 aktivitasuk [288,310], illetve a kaszpaz-1 enzimiik
szekrécidja [315,316] is megneheziti az aramlasi citometriaval végzett intracellularis protein
analizist.

Osszefoglaldsképpen elmondhatjuk, hogy a human pDS-ek is kifejezik az NLRP3 titvonal
komponenseit, melyek expresszidjat a kiillonbozd aktivacids szignalok eltérd6 moddon
befolyasoljak. Kimutattuk, hogy az NLRP3 funkcionalhat a human pDS-ekben is, mivel
primingot kovetden specifikus masodlagos aktivacios szignalok jelenlétében érett IL-1B
szekrécid is kivalthato a human pDS-ekben. Ugyanakkor igazoltuk, hogy a pDS-ek NLRP3
aktivitasa joval alacsonyabb, mint egyéb mieloid sejteké, mely valdsziniileg az alacsony bazalis
kaszpaz-1 expresszidjuknak és a magas I-es tipusti IFN utvonal aktivitdsuknak kdszonhetd.
Ugyanis olyan aktivacios stimulusok hatasara, melyek nagymértékii I-es tipusu IFN valaszt
indukalnak a pDS-ekben, fokozodik az NLRP3 aktivacio-indukalt IL-1B szekréciot gatld
fehérjék expresszidja is, melyek tobb ponton is gatolhatjak az NLRP3 inflammaszoma
aktivaciot a pDS-ekben. Igy a pDS-ek IL-1B-medialt immunvalasza féként olyan gyulladasok

soran érvényesiilhet, mely nem jar egylitt fokozott I-es tipust IFN utvonal aktivitassal.
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Munkénk soran tehat igazoltuk, hogy az antivirdlis immunvalasz egyik meghatarozé
velesziiletett immunsejtjében, a pDS-ekben is kifejezodik és funkcional a citoszolikus NLR-ek
két nagy csoportja, a regulatorikus és az inflammaszoéma formalé NLR-ek. Eredményeink
ramutatnak arra is, hogy az RLR-ek és a regulatorikus NLR-ek, illetve az I-es tipusti IFN és IL-
1B utvonalak kozotti interakciok fontos szabalyozoi lehetnek a patogén indukalt gyulladasos
folyamatoknak és az autoimmun reakciokhoz kapcsolt immunvalaszoknak is a pDS-ekben.
Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy az abnormalis RLR aktivacié miatt kialakuld koros 1-es
tipusu IFN termelés szerepet jatszhat az autoimmun betegségek patogenezisében [317]. Az
IFN-ok mellett az NLRP3 inflammaszéma talmiikddésével asszocialt fokozott IL-1f produkcio
is hozzajarul a tolerancia attorésé¢hez és az autoimmun betegségek kialakulasahoz [209-212].
Ezért a velesziiletett immunitds negativ szabalyozdsanak hatterében 4ll6 molekularis
mechanizmusok részletes feltarasa és megértése hozzajarulhat a gyulladas altal kivaltott
autoimmun betegségek terapiainak fejlesztéséhez. Masrészt a regulatorikus NLR-ek, melyek az
antivirdlis jelatvitel molekularis ,,fékjeiként” szolgalnak, potencialis terapias célpontok
lehetnek a fertézésekre adott immunvalasz fokozasara. Az IFN és az IL-1p citokin termelés
kozotti egyenstly modulalasat célzo beavatkozasok pedig lehet6séget teremthetnek az effektiv
antiviralis vagy antibakterialis véalasz kialakulasanak eldsegitéséhez €s igy meghatarozhatjak az

adott fert6zés kimenetelét.
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VII. Uj eredmények

Kimutattuk, hogy a human pDS-ekben az NLRC5 indukalhato TLR9 stimulacid

hatésara, mig az NLRX1 konstitutivan expresszalodik.

Az NLRCS5 és az NLRX1 expresszidjanak gatlasa a human pDS-ekben fokozza az RLR-
indukalt I-es tipusu IFN-0K expressziojat, de nem befolyasolja a TNF, az IL-6 és az IL-

8 pro-inflammatoérikus citokinek és kemokinek termelését.

Az éretlen moDS-ek folyamatosan expresszaljak az NLRX1-et és az NLRC5-6t, melyek

expresszidja fokozodik a monocita-moDS differenciacio6 soran.

Az NLRX1 expresszidjanak gatlasa a human moDS-ekben fokozza az RLR-indukalt I-
es tipust IFN expressziot, valamint a TNF, az IL-6 és az IL-8 pro-inflammatérikus

citokinek és kemokinek termelését.

Megfigyeléseink szerint az NLRC5 expressziojanak gatlasa a human moDS-ekben
nincs hatassal az RLR-indukalt I-es tipusi IFN expressziora, valamint a pro-

inflammatoérikus citokinek és kemokinek termelésére.

Bizonyitottuk, hogy az NLRP3 inflammaszéma komponensei kifejez6dnek a human
pDS-ekben.

Azok a TLR ligandok és mikrobak, melyek erés NF-kB indukald képességgel
rendelkeznek, nagyobb pro-IL-1B szintet eredményeznek a priming soran,

Osszehasonlitva a foként IRF indukciot kivalto szignalokkal a pDS-ekben.

Az IL-1p hasitasdhoz a priming szignal mellett masodlagos stimulusra is sziikség van a

human pDS-ekben.
A magas IFN-a szinttel asszocialt betegségek és az I-es tipusu IFN expressziot indukalo

virusok gatoljak a human pDS-ek IL-1B-termelését az NLRP3 inflammaszomat gatld

fehérjék mRNS expresszidjanak indukalasan keresztiil.
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VIIL. Osszefoglalas

A NOD-szerli receptorok (NLR) az immunrendszer erdsen konzervalt citoszolikus
mintazat felismer6 receptorai (PRR), melyek multifunkcionalis tulajdonsaguk révén nemcsak a
korokozok és a szoveti sériilések veszély jeleinek felismerésében vesznek részt, hanem a sejt
szinte minden funkcidjara hatassal vannak, kezdve az autofagiatol a transzkripcid aktivaciojaig.
Rendkiviil fontos tulajdonsaguk tovabba, hogy képesek méas PRR-ek jelatviteli utvonalait
szabalyozni, illetve multiprotein inflammaszoma komplexeket képezhetnek, ezzel pedig
meghatarozhatjak mind az antibakterialis, mind az antiviralis immunvalasz kimenetelét. A
plazmacitoid dendritikus sejtek (pDS) szervezetiink professzionalis I-es tipust interferon (IFN)
termeld sejtjei, melyek nagymértékii IFN termelé képességiik révén egyediilallo antiviralis
aktivitassal birnak, ugyanakkor az autoimmun folyamatok patogenezisében is szerepet
jatszanak, igy fontos terapias célpontok. Azonban a pDS-ekben a citoszolikus PRR-ek szerepe
és szabalyozo mechanizmusaik kevésbé feltartak. Igy kutatasunk célja az volt, hogy a human
pDS-ekben is megvizsgaljuk a kiilonbdz6é NLR-ek szabalyozo receptor interakcioit, illetve az
inflammaszoma formalo képességiiket. Kimutattuk, hogy az NLRX1 és az NLRCS5 negativan
szabalyozza a RIG-I-szerii receptorok (RLR) kozvetitett I-es tipusu IFN termelést a pDS-ekben
¢s a monocita eredetli dendritikus sejtekben (moDS) is, mig a pro-inflammatorikus citokin
valaszt csak az NLRX1 gatolja és csak a moDS-ekben. Ezen eredményeink azt mutatjak, hogy
a sejtspecifikus hatas mellett, a regulatorikus NLR-ek foként azon sejtfunkciok esetében
szolgalhatnak negativ visszacsatolasi mechanizmusként, melyek jelentés mértékben
meghatarozzak az adott sejt profiljat. Bizonyitottuk tovabba, hogy a regulatorikus NLR-ek
mellett az NLRP3 inflammaszoma is funkcional a pDS-ekben. Eredményeink alapjan erés NF-
kB induktorokra és specifikus méasodlagos, az inflammaszomat aktivalo jelekre is sziikség van
pDS-ekben a biologiailag aktiv, érett IL-1P szekrécio kivaltasdhoz. Azonban az NLRP3-fiiggd
IL-1pB szekrécios utvonal csak olyan gyulladasos koriilmények kozott lehet aktiv a pDS-ekben,
melyekben az I-es tipusu IFN ttvonal aktivitas nem dominal, mivel a magas I-es tipust IFN
szinttel jaro allapotok szamos NLRP3 gatlo génnek az expresszidjat fokozzak. Munkank soran
tehat sikeriilt 4j receptor interakciokat, illetve inflammaszoma aktivitast feltarnunk egy olyan
sejttipusban, melynek szerepe szamos patologias allapotban ismert. A pDS-ek és az NLR-ek
nem megfeleld miikodése is 1ényeges koroki tényezonek mindsiil a fertézések kimenetelét,
illetve az autoimmun folyamatok kialakulasat illetéen, ezért a pDS-ek citoszolikus
receptorainak és szabalyoz6é mechanizmusaiknak atfogobb megismerése Uj célpontokkal

szolgalhat szamos korkép terapias eljarasainak hatékonyabba tételéhez.
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Summary

NOD-like receptors (NLR) are highly conserved cytosolic pattern recognition receptors
(PRR) of the immune system, which due to their multifunctional characteristics are not only
involved in the recognition of pathogens and danger signals of tissue injury, but also affect
almost all cellular functions, from autophagy to transcription activation. Furthermore, they have
the ability to regulate signalling pathways of other PRRs and to form multiprotein
inflammasome complexes, thus determining the outcome of both antibacterial and antiviral
immune responses. Plasmacytoid dendritic cells (pDC) are the professional type | interferon
(IFN) producing cells of our body. Due to their high IFN producing capacity, pDCs possess
unique antiviral activity, and also play a role in the pathogenesis of autoimmune diseases,
therefore they are important therapeutic targets. However, the role of cytosolic PRRs and their
regulatory mechanisms are less understood in pDCs. Thus, the aim of our study was to
investigate the regulatory receptor interactions of different NLRs and their inflammasome-
forming capacity in human pDCs. We have shown that NLRX1 and NLRC5 negatively regulate
the RIG-I-like receptor (RLR) mediated type I IFN production in pDCs and also in monocyte-
derived dendritic cells (moDC), whereas the pro-inflammatory cytokine response is inhibited
only by NLRX1 and only in moDCs. These results indicate that in addition to cell-specific
effects, regulatory NLRs may serve as a negative feedback mechanism mainly for cellular
functions that significantly determine the profile of the cell. We have also demonstrated that
besides regulatory NLRs, the NLRP3 inflammasome functions in pDCs as well. Our results
suggest that both strong NF-xB inducers and specific secondary signals that activate the
inflammasome are required in pDCs to induce biologically active, mature IL-1p secretion.
However, the NLRP3-dependent IL-1p secretion pathway can only be active in pDCs under
inflammatory conditions in which the activity of the type | IFN pathway is not dominant, as
conditions with high type | IFN levels increase the expression of several NLRP3 inhibitory
proteins. Thus, our work has revealed novel receptor interactions and inflammasome activity in
a cell type with a known role in many pathological conditions. The dysfunction of pDCs and
NLRs is considered to be an important pathogenic factor in the outcome of infections and the
development of autoimmune diseases, therefore the more comprehensive understanding of the
cytosolic receptors of pDCs and their regulatory mechanisms may provide new targets for more

effective therapeutic approaches in a number of pathologies.
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XIl. Koszonetnyilvanitas

Halas vagyok témavezetdmnek, Dr. Pazmandi Kitti Lindanak, aki megismertette velem a
csapatmunka szépségét €s biztositotta szakmai fejlddésemet. Kiemelkedd szakmai tudasa és
faradhatatlan irdnymutatasa nélkiil ez az értekezés nem johetett volna létre. Kiilon kdszonet

illeti épitd jellegli kritikaiért, mellyel arra sarkallt, hogy egyre jobb legyek.

Haélasan kdszonom munkacsoportunk nélkiilozhetetlen tagjainak, Dr. Fekete Tiindének és
Berki-Pal Angélanak a munkajukat és a segitségiiket. JO tanacsaikbol és gyakorlatias

meglatasaikbodl sokat tanulhattam az évek soran.

Szeretnék tovabba koszonetet mondani Prof. Dr. Bacsi Attilanak, aki lehet6séget
biztositott arra, hogy a PhD értekezésemhez sziikséges kisérleteket az Immunologiai Intézetben

végezhessem el.

Szeretnék koszonetet mondani az Immunoldgiai Intézet Osszes jelenlegi és volt

munkatarsanak, akik szo szerint vériiket adtak (volt aki tobbszor is...) a kutatasunk sikeréért.

K6sz6nom sziileim és barataim tdmogatasat, akik az évek soran mindig mellettem alltak

és toretlen érdeklddéssel kovették tanulméanyaimat.

Az értekezés az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009, a Nemzeti Kutatas Fejlesztési €s
Innovacids Hivatal (NKFIH) FK-128294, a GINOP-2.3.2-15-2016-00050 projektek, illetve az
MTA Bolyai Janos kutatasi 6szténdij, az Innovéciés és Technologiai Minisztérium UNKP-21-
5-170, valamint UNKP-19-3-1-DE-355 és UNKP-21-3-11-21 kodszami Uj Nemzeti Kivalosag

program finanszirozasaban valdsult meg.
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