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|. BEVEZETES

Szervezetlink Orszemeinek, a dendritikus sejteknek (DS) az egyik nagyon ritka, de
nélkiilozhetetlen altipusat a plazmacitoid dendritikus sejtek (pDS) alkotjak, melyek
professzionalis 1-es tipusi interferon (IFN) termeld sejtekként az antivirdlis véalasz
kulcsfontossagu elemei. Ugyanakkor patologias koriilmények kozott a pDS-ek tulzott
aktivacidja és az IFN-ok tultermelése kronikus szovetkarosodashoz és autoimmun reakciok
kialakulasdhoz vezethet, igy a pDS-ek szamos korkép patogenezisében szerepet jatszhatnak.

A DS-ek f6 immunologiai funkcioikat az altaluk expresszalt mintazat felismer6 receptorok
(PRR) aktivalodasan keresztiil latjak el. A pDS-ekben az endoszomalis Toll-szerli receptor
(TLR) 7 és TLR9 dominans szerepe mar régota ismert, azonban citoplazmatikus receptoraikrol
jelenleg keveset tudunk. Nemrégiben kimutattuk, hogy a citoszolikus retinsav-indukalhat6 gén 1
(RIG-I)-szerli receptorok (RLR) is funkcionalnak a pDS-ekben, igy feltételeztiik, hogy az RLR-
ek mellett a nukleotid-koté oligomerizacios domén (NOD)-szerli receptorok (NLR-ek) is
miikodhetnek a pDS-ekben, meghatarozva a pDS-kozvetitett immunvélaszok kimenetelét. Igy
munkank soran atfogoan kivantuk jellemezni a regulatorikus és az inflammaszoma formald
NLR-ek funkcionalitasat human pDS-ekben. Tovabba azonositani akartuk azon tényezoket,
melyek az NLRP3 inflammaszoma kialakulasahoz ¢és inflammaszoma-asszocialt interleukin
(IL)-1pB termeléshez vezethetnek a human pDS-ekben.

Mivel a pDS-ek, illetve az inflammaszoma tilmiitkdése is autoimmun betegségek
kialakuldsat eredményezheti, az IFN, illetve az IL-1P termelés szabédlyozasa és finomhangolasa
elengedhetetlen a kontrollalatlan gyulladasok elkeriilése érdekében. A gyulladasos valaszokat és
kolcsonhatasok is szabalyozhatjak. Igy tanulmanyozni kivantuk a regulatérikus NLR-ek
szabalyoz6 szerepét a pDS-ek RLR-medialt antiviralis és gyulladasos valaszaiban, mely a
citoszolikus szenzorok kolcsonhatasainak fontossagat hangsulyozna pDS-ekben. Tovabba meg
szerettiik volna vizsgalni, hogy a pDS-ek esetében is fennall-e az a szabalyoz6, kolcsonds negativ
interakci6 az antiviralis I-es tipusu IFN és az antibakterialis NLRP3-fliggd IL-1p utvonalak
kozott, melyet egyéb természetes immunsejtek esetében mar korabban megfigyeltek.

Eredményeink 1) adatokkal szolgalhatnak az egyediilallo tulajdonsagokkal rendelkezd
valaszban ¢és autoimmun betegségekben betoltott szerepének atfogdbb megértéséhez, mely 1)
terapids megkozelitések kifejlesztéséhez, illetve a jelenlegi terdpidk hatékonysaganak

noveléséhez vezethet.



I1. IRODALMI ATTEKINTES
11.1 A pDS-ek jelentésége

A pDS-ek a DS-ek egy specialis alcsoportjat alkotjak. Annak ellenére, hogy a vérben
rendkiviil alacsony a gyakorisaguk - minddssze a periférids mononukleéris sejtek (PBMC) 0,2-
0,8%-4at teszik ki - dontd szerepet jatszanak az antiviralis immunitasban kiemelked6 I-es tipusu
IFN termel6 képességiik révén. A human betegségekben betdltott szerepiik is foként IFN termeld
funkcidjukhoz kothetd. l-es tipusi IFN termeld képességiik hidnydban perzisztens virus
fertézések alakulhatnak ki, tovabba a rakos sejtek altal kivaltott immunszuppreszalt
allapotukban, mely szintén gatolt IFN szekrécidjukkal tarsul, elOsegithetik a tumorok
novekedését. Ezzel ellentétben a tulmiikdodésiik magas IFN szignatiraval asszocialt autoimmun
korképek kialakuldsat eredményezheti.

A pDS-ekben magas szinten expresszalddik az endoszomalis nukleinsav érzékeld TLR7
¢és TLR9, melyek esszencialisak a pDS-ek nagymértékii I-es tipust IFN termeléséhez. A TLR7
az egyszali RNS-t, mig a TLR9 a metilalatlan CpG motivumot tartalmazé DNS-t ismeri fel.
Tovabba a human pDS-ek kifejezik a TLR1/2, TLR6 és TLR10 sejtfelszini receptorokat is.
Ezenkiviil a C-tipusu lektin receptorok koziil a mannéz és a dektin-1, 2, 3 receptorokat, illetve a
CD32 scavenger receptort irtak még le benniik. A membran kotott receptorok mellett a pDS-
ekben szdmos citoszolikus nukleinsav szenzor is funkcional. Munkacsoportunk irta le, hogy a
pDS-ekben aktiv az RLR-ek k6z¢é tartozé RIG-I és a melanoma differenciacio asszocialt fehérje
(MDA) 5 is. Tovabba a cGAS-STING utvonal is funkcioképes ezen sejtekben. Az NLR-ek
expresszios profilja a pDS-ekben azonban kevésbé ismert.

A human pDS-ek PRR-jeinek aktivalodasa az interferon regulatorikus faktor (IRF) és a
nuklearis faktor-kappaB (NF-kB) utvonalon keresztiil I-es tipus IFN-ok, illetve pro-
inflammatorikus citokinek (TNF-a, IL-6) és kemokinek (IL-8, CCL3, CCL4, CXCL10)
termelodéséhez  vezet, melynek révén aktiv résztvevér a kiilonbozé immunologiai

folyamatoknak.

11.2 Citoszolikus szenzorok

A DS-ek, igy a pDS-ek is fel vannak szerelkezve kiilonb6z6 PRR-ekkel. A PRR-eket
elsGsorban az antigén prezentalo sejtek fejezik ki, de mas velesziiletett immunsejtekben, illetve
nem immunsejtekben is megtalalhatéak. A kiilonboz6 PRR-ek az extra- és intracellularis
korokozok patogén asszocialt molekularis mintazatait (PAMP), illetve a veszély asszocialt

molekularis mintazatokat (DAMP) ismerik fel.



Nagyon sok intracellularis receptor specializalodott a patogének bels6 PAMP-jainak,
foként a nukleinsavaknak a felismerésére. Ezek kozé a citoszolikus PRR-ek kozé tartoznak az
RLR-ek, az AIM2-szeri receptorok (ALR) és a STING-et aktivalé cGAS, DAL illetve DDX41.
Az RLR-¢ek a citoszolikus RNS-t, mig az ALR-ek és a STING-en keresztiil szignalizal6 fehérjék
a citoszolikus DNS-t ismerik fel. Az NLR-ek egyes tipusai is képesek lehetnek a citoszolikus
nukleinsavak felismerésére, azonban ezen receptoroknak nem ez a f6 funkcidja és aktivaciojuk
kimenetele is eltéro.

A fentebb emlitett citoszolikus nukleinsav szenzorok koziil munkacsoportunk foként az
RLR-ek funkcidinak tanulmanyozasaval foglalkozik Mig a c¢DS-ek alapszinten is kifejezik
ezeket a receptorokat, addig a pDS-ekben expresszidjuk aktivacio-fliggé. Az RLR-ek RNS-
szenzorok, melyek a virusok replikacios intermedierjeit ismerik fel és nélkiilozhetetlenek az
antiviralis immunvalasz és az I-es tipusu IFN-0k indukcidjahoz. A fehérje csaladnak harom tagja
van: a RIG-1, az MDAJS és a genetikai és fizioldgiai laboratorium 2 protein. A RIG-I elsésorban
az S'trifoszfat (5'ppp) csoportokat tartalmazo rovid kétszalt (ds) RNS szekvenciakat, mig az
MDAGS féként a hosszu dsRNS-eket ismeri fel. A RIG-I1 és az MDAS5 az RNS-kotés és
oligomerizaci6 utdn kolcsonhatasba 1épnek adaptor proteinjiikkel, a mitokondridlis antiviralis
szignalizacios fehérjével (MAVS). A MAVS ezutan aktivalja a TANK-k6t6 kinaz 1-et (TBK1)
és az IkB-kinazt (IKK), mely az IRF3 és az IRF7 aktivacidjahoz vezet, ezek pedig az NF-kB-vel
egylitt indukaljak az I-es tipusti IFN-0k és mas antiviralis gének atirasat. Ez dsszességében a
fertdzott sejtek apoptozisat, a kornyezd sejtek védelmét és az antigénspecifikus antiviralis
immunvalasz aktivalodasat eredményezi. Igy az RLR-ek kiemelked szerepet jatszanak az RNS
virusok altal okozott fertézések kontrollalasaban.

Az NLR-ek szintén az intracellularis szenzorok nagy csaladjahoz tartoznak. Egyedi
funkciojuk alapjan az NLR-ek négy alcsoportba sorolhatoak. Szamos NLR képes multifehérje-
komplexeket, inflammaszomakat alkotni, melyek aktivacioja a pro-IL-1p és pro-l1L-18 pro-
inflammatorikus citokinek érett, biologiailag aktiv formajanak kialakulasahoz sziikséges. 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 kindz
(MAPK) utvonalakat szabalyozzak. Az NLR-ek egy specialis alcsoportjat alkotjak az NLRC5
¢és a CIITA fehérjék, melyek enhanszoszomaként miikodnek, és az MHC gének transzkripcidjat
szabalyozzak. Tovabba bakteridlis stimulus hatasara egyes NLR-ek, mint példaul a NOD1 és a
NOD2, képesek az ATGL16L1 autofagiat modulalo fehérjét a sejtmembranhoz kdtni, mely az

autofagoszomak képzodését segiti elé. Mivel a pDS-ek NLR expresszios profiljardl keveset



tudunk, munkacsoportunk e sejtek regulatorikus €s inflammaszéma formalé NLR expressziojat

kivanta feltarni.

11.2.1 Az NLRCS5 és az NLRXI regulatorikus NLR-ek

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-xB, a MAPK ¢és az I-es tipusu IFN
utvonalakat. A regulatorikus NLR-ek koz¢é tartoznak az NLRCS és az NLRX1 fehérjék.

Mig az NLRCS5 transzaktivator szerepe viszonylag mar jol dokumentélt az MHC 1. gének
expresszidjanak szabalyozasaban, addig citoszolikus funkcidirdl csak keveset tudunk, és az
eddigi eredmények is ellentmondasosak. Az NLRCS5 tobb jelatviteli utvonalat is szabalyozhat,
példaul a B-katenin, a TGF-P és az Akt utvonalakba ,beavatkozva” el6segitheti a tumorok
képzddését, tovabba szerepe felmeriilt még az NLRP3 inflammaszéma aktivaciod
szabalyozasaban is, illetve leirtak, hogy az NF-«kB jelatvitelre és az I-es tipust IFN termelésre is
hatéassal lehet. Az NLRCS5 szignal utvonalakat szabalyozo szerepét lentebb taglaljuk.

A mitokondrialis NLRX1 lokalizacijatol €s interakcids partnereitdl fiiggéen valtozatos
funkciokkal rendelkezik. Az NLRX1 szabalyozza az NF-kB és az I-es tipusu IFN jelatvitelt,
befolyasolja a MAPK ttvonalat, modulalja a reaktiv oxigén gyok (ROS) termelést, valamint
hatassal van a fobb metabolikus Utvonalakra, illetve az autofagiara és a sejthalalra is. A
gazdasejt-patogén interakciok szabalyozasa mellett az NLRX1 tumorszuppresszorként is
miikddhet, vagy éppen ellenkezbleg, eldsegitheti a metasztazisok kialakuldsat. Vizsgalatok
szerint tovabba protektiv szereppel bir és gatolja a kiilonbozé autoimmun betegségek, példaul a
szisztémas lupus erythematosus (SLE), a szklerzis multiplex (SM) és a gyulladasos
bélbetegségek (IBD) kialakulasat és progressziojat. Az NLRX1 hozzajarulhat a metabolikus
rendellenességek patogeneziséhez is. Az NLRX1 sokrétli hatdsait az magyardzhatja, hogy
szabalyozo szerepe erdsen sejttipus specifikus lehet és a szabalyozas jellemzdit az adott sejttipus
egyedi funkcionalis aktivitdsa vagy metabolikus profilja hatdrozhatja meg. Az NLRX1 jelatviteli

utvonalakat szabdlyozé szerepét lentebb részletezziik.

11.2.2 Az NLRP3 inflammaszoma
A kaszpaz-1-et aktivald inflammaszomak koziil az NLRP3 a legjobban jellemzett. Az
NLRP3 egy citoszolikus fehérje, melyet szamos sejttipus, példaul a neutrofilek, makrofagok,

mikroglia sejtek, limfocitak, hamsejtek, oszteoblasztok, neuronok, DS-ek is kifejeznek.



A kanonikus NLRP3 inflammaszoma aktivacio a legtobb sejttipusban két 1épésben valosul
meg. ElGszor az ugynevezett priming fazis soran a citokin receptorok vagy mas PRR-ek
stimulalasa aktivalja az NF-xB és az aktivator protein-1 ttvonalakat, melyek transzkripcios
szinten fokozzak az NLRP3, a pro-IL-1p és a pro-1L-18 expressziojat. A legujabb kutatasok
szerint azonban a priming nemcsak a transzkripcidra hat, hanem az NLRP3 poszttranszlacios
modositasait is szabalyozza. Ezt kovetden egy masodlagos stimulus hatdsara aktivalodik és
oligomerizalodik az NLRP3. A legtobb PRR-rel ellentétben az NLRP3-at rengeteg inger
aktivalhatja. Ezek lehetnek endogén vagy exogén eredeti DAMP-ok, ugymint kristalyos
anyagok (példaul hugysavkristalyok, szilicium-dioxid, azbeszt), extracellularis adenozin-
trifoszfat (ATP), hem, K* ionoférok, toxinok, valamint virusokbol, baktériumokbol, gombakbdl
és protozoonokbdl szarmazo PAMP-ok. Az aktiv kaszpaz-1 ezutan hasitja a pro-IL-1B-t és a pro-
IL-18-at, és igy kialakul ezen fehérjék biologiailag aktiv, érett formaja. A kaszpaz-1 emellett
hasitja és aktivalja a membran porusokat képzd gazdermin D fehérjét is, melynek hatasara
elindul a piropt6zisnak nevezett programozott sejthalal forma. A sejt ozmotikus potencialjanak
karosodasa a membran porusokon keresztiil az intracellularis tartalom, tobbek kozott az IL-13
¢s az IL-18 gyulladasos citokinek felszabaduldséhoz vezet. Kevésbé erds aktivacios szignal
hatasara azonban az IL-1p és az IL-18 szekretalédhat példaul mikrovezikuldk, exoszomak,
illetve szekretoros lizoszoémak utjan is a piroptdzistdl fiiggetlendil.

Az aktivacid hatasara felszabadulo IL-1p és IL-18 citokinek gyulladéast kivalté hatasai
kozponti szerepet jatszanak az antimikrobialis immunvalaszokban. Azonban az NLRP3
polimorfizmusai az NLRP3 inflammaszoma abnormalis aktivacidjahoz vezethetnek. A
velesziiletett immunsejtek fokozott IL-1 és IL-18 szekrécigja szisztémas gyulladast indukal,
mely végiil kronikus szovetkarosodasban és autoinflammatorikus vagy autoimmun betegségek
Kialakulasaban teljesedik ki. Szamos autoimmun betegség, példaul az SLE, a psoriasis, az SM,
a rheumatoid arthritis (RA) vagy az IBD is 6sszefiiggésbe hozhato az NLRP3 inflammaszdéma

tulmiikodésével.

11.3 A citoszélikus szenzorok aktivitasanak szabalyozasa

A sejtek citoszolikus receptorainak aktivalodasa altal kozvetitett effektor funkciok
kiemelkedd jelentOséggel birnak, mivel sziikségesek a hatékony immunvalaszhoz ¢€s a
korokozok eltavolitasahoz. Ugyanakkor ezen receptorok tulfokozott, elnyujtott aktivacioja
szovetkarosodashoz ¢és kiilonféle patologias allapotok kialakulasahoz vezethet, ezért

aktivaciojukat szabalyozni sziikséges.



Munkacsoportunk korabban mar feltarta az RLR aktivacié finomhangoldsanak néhany
lehetséges mechanizmusat @ 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. Emellett kimutattuk, hogy az oxidativ foszforilacio
Is elengedhetetlen a RIG-1 agonistaval kezelt pDS-ekben az IFN termeléshez. Igazoltuk tovabba,
hogy az eml6s rapamycin célpont aktivitas szintén sziikséges a monocita eredetti DS-ek (moDS)
és a pDS-ek RLR-indukalt antiviralis és gyulladasos valaszahoz, mivel elengedhetetlen a TBK1
foszforilacidjahoz. A regulatorikus NLR-ek szerepe azonban még nem feltart a DS-ek RLR-
kozvetitett immunvalaszaban.

Kutatasunk soran ezért egyrészt a citoszolikus Szenzorok receptor-receptor
kolcsonhatasokon alapuld, masrészt a receptor aktivitas kovetkeztében termel6dd citokin

valaszok interakcidin alapul6 szabalyozé mechanizmusokat is vizsgaltuk a human DS-ekben.

11.3.1 Receptor-receptor kélcsonhatdsokon alapulo szabdlyozds
11.3.1.1 Az NLRCS5 szerepe az RLR-kozvetitett immunvdlasz szabdlyozdsdaban

Az NLRCS hatéssal lehet a velesziiletett és az adaptiv immunvalaszokra is, bar az eddigi
eredmények latszolag ellentmondésosak. Leirtak, hogy az NLRCS5 az I-es tipusu IFN valasz
pozitiv szabalyozoja lehet virusfertézések soran, ugyanis kimutattdk, hogy az NLRC5
csendesitése karositja az IFN-o expresszidt Cytomegalovirus-fertézést kovetden humaén
fibroblasztokban. Hasonlé eredményekrdl szamolt be egy masik munkacsoport is, ugyanis
vizsgalatukban az NLRCS5 hianya csokkentette a Sendai virus és a polyinozin:polycitidilsav
(polyl:C) indukalt I-es tipusi IFN valaszt THP1 sejtekben ¢€s human primer dermalis
fibroblasztokban. Ranjan és kollégai pedig az NLRCS5-6t overexpresszaldo human 1éguti epitél
sejtekben mutattdk ki, hogy az NLRC5 a RIG-I-hez kotdédve fokozott IFN-B szekréciot és az
influenza virus csokkent replikaciojat eredményezte.

Ezzel szemben egy masik kutatocsoport Kimutatta, hogy az NLRC5 kozvetlen
kolcsonhatasba 1épve az IKK-val és a RIG-1-gyel negativan szabalyozza az NF-kB ¢és az I-es
tipusu IFN utvonalakat kiilonb6z6 sejtvonalakban és primer sejtekben egyarant. Ugyanis
virusfertdzést vagy a specifikus agonistak altali stimulaciot kovetéen az NLRC5 a MAVS-sal
verseng a kotédésért, ami az IRF3 aktivacidjanak gatlasahoz vezet. Ugyanez a munkacsoport
kimutatta, hogy az NLRC5 hianyos egerekbdl szarmazd embrionalis fibroblasztokban,
peritonedlis és csontveld eredetli makrofagokban fokozodik az IL-6 és az IFN-B termelés
vezikularis stomatitis virus (VSV) fert6zést vagy LPS stimulacidt kovetden, mig a csontveld

eredetii DS-ekre nincs hatassal az NLRC5 hianya. Erdekes médon Kumar és munkatarsai szerint
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az NLRC5 nem jatszik szerepet a citokin indukciéban sem a csontveld eredetli makrofagokban,
sem a DS-ekben a virdlis és a bakterialis fertdzésekre adott valasz sordn. Tovabba kimutattak,
hogy az NLRCS5 kozvetleniil kotédhet a TBK1-hez is és gatolja a TBK1 kozvetitett IFN-
promoter aktivaciot HEK293T sejtekben.

Osszességében az in vitro adatok hatarozottan arra utalnak, hogy az NLRCS5 a citoszélban
a RIG-I-gyel, az MDAbS-tel és a TBK1-gyel torténd kolcsonhatason keresztiil szabalyozhatja az
I-es tipusu IFN-valaszt. A pozitiv és negativ hatdsok kozotti ellentmondast a kiilonbozo
sejttipusok ¢és egérmodellek, illetve az overexpresszidos vagy a génablacios technikak

alkalmazasa magyaréazhatja.

11.3.1.2 Az NLRX1 szerepe az RLR-kozvetitett immunvdlasz szabdlyozdsdaban

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy az NLR-csalad tagjai kulcsszerepet jatszanak az
antiviralis immunvalaszokban. Moore és munkatarsai HeLa és HEK293T sejteket hasznald in
vitro rendszeriikben bizonyitottak, hogy az NLRX1 a RIG-I és valosziniileg az MDAS indukalt
antiviralis jelatvitel negativ szabalyozdja, mivel verseng ezen receptorokkal a MAVS
megkotéséért. Tovabba in vivo koriilmények kozott Allen és munkatarsai bizonyitottak az
NLRXI1 negativ szabalyozo 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-f szinttel, stlyosabb tiidokarosodassal és morbiditassal voltak
jellemezhetdek.

Az NLRXI1 kozvetett modon is gatolhatja a RIG-I-MAVS szignalizaciot. Egy human
hepatéma sejtvonalon kimutattak, hogy az NLRX1 nukleotidk6té doménje a hepatitis C virus
indukalt RIG-1-MAVS szignalizaciot a PCBP2 fehérje MAVS-hez torténd toborzasaval gatolja.
A PCBP2 indukalja a MAVS K48-kapcsolt poliubikvitinaciojat és ezt kovetd proteaszomalis
virus is felhaszndlhatja a gazdaszervezet antiviralis valaszanak modulalasara, és igy a virus
replikaciojanak és tulélésének eldsegitésére.

Ezzel szemben tobb munkacsoport arrdl szamolt be, hogy az NLRX1 hidnya nem
befolyasolja az RLR szignalizaciét. Az NLRX1 hidnya nincs hatassal az antivirdlis és a
gyulladasos valaszokra az NLRX1 hidnyos egerekbdl szarmazd csontveld eredeti
makrofagokban és egér embrionalis fibroblasztokban Sendai virus fert6zését kovetéen. Tovabba
az NLRXI1 csendesitett HEK293T sejtek Sendai virus expoziciot kovetden normalis I-es tipust

IFN valasszal voltak jellemezhetdek.



Ezen kordbbi eredmények egyértelmiien jelzik, hogy az NLRXI1 altal kozvetitett
szabalyozas modja az antiviralis valaszokban sejttipus specifikus, illetve az adott virus jellemzoi

hatarozzak meg, melyek kozvetleniil vagy kdzvetve modosithatjdk az NLRX1 mukodését.

11.3.2 Receptor aktivitast kovetd citokin valaszok interakcioin alapulo szabdlyozds

Mivel az IL-1 csalad citokinjei rendkiviil erételjes hatasuak, ezért termel6désiik és
szekréciojuk szabalyozéasara tobb szinten is regulalé mechanizmusok ,,épliltek be a rendszerbe”.
Az NLRP3 inflammaszoma aktivaciojat citokinek és fehérje interakciok is szabalyozhatjak. Az
I-es tipusi IFN-ok kronikus virusos ¢és bakterialis fertézésekben immunszuppressziv
tulajdonsaggal birnak. Emiatt ,,gyulladasgatloként” is alkalmazzak Oket, példaul az SM
kezelésében. A legfontosabb mechanizmus, melyen keresztiil az IFN-ok kifejtik
immunszuppressziv hatasukat, az inflammaszoma-IL-1f tengely gatlasa.

Az l-es tipustt IFN-ok kozvetleniil gatolhatjak az IL-1 jelatvitelt az IL-1 receptor
antagonista expressziojanak indukalasaval, tovabba transzkripcio jelatalakito és aktivalo (STAT)
1-fiiggd modon csokkentik az IL-1B szekréciot is. A gatlas mechanizmusat tekintve az IFN-
el6szor indukalja az IL-10 expressziojat. Az IFN-B indukalt IL-10 ezutan az IL-10 receptorhoz
kotodik, mely aktivalja a STAT3 jelatvitelt és gatolja a pro-IL-la és a pro-IL-13 mRNS
egy enzimet kodol, mely a koleszterolt 25-hidroxikoleszterolla (25-HC), egy antiviralis
tulajdonsadgokkal biro lipiddé alakitja. A 25-HC a szterol szabalyozé elemet koté fehérje
(SREBP) ligandja, és gatolja a SREBP aktivitasat, ami sziikséges az IL-1f transzkripcio
monoxid pedig nitrolizalja az NLRP3-at, ami megakadalyozza az NLRP3 oligomerizaciojat. 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.

Az inflammaszoma-komplexet alkotd fehérjék mellett mas proteinek is kélcsonhatasba
Iéphetnek az NLRP3-mal. A csak pirin fehérjék (POP-0k) és a csak CARD fehérjék (COP-0Kk)
olyan kis citoplazmatikus ,,csapda” fehérjék, melyek egyetlen homotipusos fehérje koté domént
tartalmaznak és {6 funkciojuk a gyulladas szabalyozasa. A POP1 és a POP2 az ASC-hez kétédve
gatoljak az NLRP3 aktivalodasat. Az 6t human COP ezzel szemben a kaszpaz-1 aktivaciot
szabalyozza.

Erdekes modon az IL-1 is képes gatolni az IFN ttvonalat. A hepatocitakban az IL-1p képes

az IFNo/pB indukalt STAT1 foszforilaciot gatolni egy proteaszoma-fiiggd mechanizmuson
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keresztiil. Egy madsik tanulméany is leirta az IFN-B termelés IL-1-fliggd gatlasat human
fibroblasztokban. A gatlas hatterében a prosztglandin E2 allhat. Tehat elmondhat6, hogy az I-es
tipusu IFN ¢és az NLRP3-fliggé IL-1p utvonalak k6zott kdlesonds negativ kdlcsonhatas allhat
fenn.

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

NLRP3-fliggd IL-1P utvonalak kozott, melyet ezen sejtek esetében még nem vizsgaltak.

1. CELKITUZESEK

Vizsgalataink sordn a citoszolikus, reglatorikus NLR-ek expresszids mintdzatat, illetve az
RLR jelatviteli utvonal szabalyozasaban betoltott funkciojukat kivantuk tanulmanyozni a human
pDS-ekben a moDS-ekkel dsszehasonlitasban, in vitro modell rendszerekben. Tovabba munkank
soran az inflammaszoma-formalé NLR-ek koziil az NLRP3 inflammaszoma 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:

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

antiviralis és gyulladasos valaszéara?

1/ Milyen az NLRP3 inflammaszéma komponensek alapszintii expresszidja human pDS-
ekben ¢€s ezt hogyan befolyasoljak a kiilonb6zd aktivacios szignalok?

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

11/3  Milyen kdlcsonhatasok allnak fenn az I-es tipust IFN utvonal és az NLRP3-fiigg6 I1L-13

szekrécios ttvonal kozott pDS-ekben?
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK
IV.1 Sejtvonalak és sejttenyésztési koriilmények

A kisérleteinkhez hasznalt human pDS sejtvonalat (GEN2.2) 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) komplett RPMI 1640 médiumban (Sigma-
Aldrich) tenyésztettiik. A kisérletekhez a GEN2.2 sejteket eltavolitottuk a feeder sejtrétegrol és
24 lyuku sejttenyészté lemezekre osztottuk szét 8ket 5x10° sejt/S00 pl koncentracidban teljes
RPMI 1640 médiumban. A sejtkultarakat termosztatban tartottuk 37 °C-on, 5% CO; szaturacio
mellett. A GEN2.2 és az MS5 sejtvonalak esetén a Mycoplasma kontaminaciét MycoAlert®
Mycoplasma Detection Kit-tel (Lonza, Bazel, Svajc) zartuk ki, a sejttenyészeteket havonta

egyszer ellendriztiik.

IV.2 Human periférias vérmintak gyiijtése és feldolgozasa

A psoriasisos betegek vérmintait a Regenerativ Medicina és Cellularis Farmakologiai
Kutaté Laboratorium (Szegedi Tudomanyegyetem Borgyogyaszati és Allergologiai Klinika)
bocsatotta rendelkezésiinkre, a vizsgélat etikai engedélyének adminisztrativ szama 13740-
5/2021/BUIG és 4969; 90/2021-SZTE IKEB, protokoll kédja PSO-CELL-01 volt.

A vizsgalatba 25 és 65 év kozotti, plakk tipust psoriasisban szenved6 férfiakat vagy néket
vontunk be, akiknek a psoriasis kiterjedési és stilyossagi indexe nagyobb volt, mint 15. Kizartuk
azokat a betegeket, akik szisztémas (bioldgiai vagy hagyomanyos) kezelésben vagy teljes testre
kiterjedd fényterapiaban részesiiltek. A psoriasisos mintakkal végzett kisérletekhez egészséges,
nemben ¢&s ¢€letkorban illeszkedd (40-55 éves) donorok periférias vérét hasznaltuk kontrollként.
Az NLRP3 utvonal karakterizaldsara egészséges 23-55 éves Onkénteseket valasztottunk ki
periférias vér adésara.

A psoriasisos és az egészséges donoroktdl 25 ml periférias vért gyijtottink 10 ml-es
K2EDTA-t tartalmaz¢ lila kupakos BD Vacutainer® csévekbe (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). A vért 1:1 aranyban higitottuk fiziologias soéoldattal (B. Braun, Melsungen,
Németorszag), majd a PBMC-ket Ficoll Paque Plus (Cytiva Sweden AB, Uppsala, Svédorszag)
gradiens centrifugalassal valasztottuk el. A frissen izolalt PBMC-ket felvettiik komplett RPMI
1640 médiumba. A kisérletekhez a sejteket FACS csovekbe pipettaztuk 1x10° sejt/500 pl

médium koncentracidoban.
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IV.3 Primer sejtek izolalasa és differencialtatasa

A primer sejteket human buffy coat készitményekbdl izolaltuk, melyek egészséges
véradoktol szarmaztak, a véradds az Orszagos Vérellatdé Szolgéalat Regionalis Vérellatd
Kozpontjaban (Debrecen, Magyarorszag) tortént. A vérkészitmények hasznalatat az Orszagos
Vérellatd Szolgalat igazgatéja és a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
Regionalis ¢és Intézeti Etikai Bizottsaga (Debrecen, Magyarorszag) hagyta jova. A vért 1:1
aranyban higitottuk fiziologias sdoldattal, majd a PBMC réteg elvalasztasahoz Ficoll Paque Plus
gradiens centrifugalast alkalmaztunk.

A primer human pDS-eket pozitiv szelekciot alkalmazva izolaltuk a PBMC-bdl a huméan
CD304 (BDCA4/Neuropilin-1) MicroBead Kit (Miltenyi Biotech, Bergish Gladbach,
Németorszag) segitségével. A magneses szeparalds utan az izolalt pDS populacid tisztasagat
(>98%) aramlasi citometriaval erdsitettik meg. A komplett RPMI 1640 tapfolyadékban felvett
sejteket ezutan 48 lyuku sejttenyésztd lemezekre osztottuk szét 5x10° sejt/500 pl siirtiségben. A
médium 50 ng/ml rekombinans human IL-3-at (Peprotech EC, Briisszel, Belgium) is
tartalmazott. A sejteket 37 °C-os termosztatban, 5% CO> szaturacioé mellett inkubaltuk.

A primer humén makrofagok differencialtatasdhoz a monocitdkat pozitiv szelekcioval
nyertiik ki a PBMC rétegbdl anti-CD14-konjugalt mikrogyongyok (Miltenyi Biotech)
segitségével. A magneses szeparalds utan az izolalt monocita populacio tisztasagat (>98%)
aramlasi citometriaval erdsitettiik meg. A monocitdkat 24 lyuk( sejttenyészté lemezekre
osztottuk szét 5x10° sejt/500 pl siirliségben komplett RPMI 1640 tapfolyadékban. A médiumot
50 ng/ml rekombinans human makrofag kolonia stimulalo faktorral (M-CSF, Peprotech)
egészitettiik ki. A sejteket 5 napig differencialtattuk, majd a makrofagokat 250 ng/ml Ultrapure
LPS-sel (Escherichia coli 0111:B4, InvivoGen, San Diego, CA, USA) aktivaltuk a kisérletekben
megjelolt idépontokig. A sejteket 37 °C-os termosztatban, 5% CO; szaturacié mellett inkubaltuk.

A moDS-ek differencialtatdsahoz a frissen izolalt monocitdkat 24 lyuku sejttenyésztd
lemezre pipettaztuk 10° sejt/ml stirtiségben komplett RPMI 1640 tapfolyadékban. A médium 80
ng/ml GM-CSF-t (Gentaur Molecular Products, London, UK) és 50 ng/ml IL-4-et (PeproTech)

Is tartalmazott. A sejteket 5 napig 37 °C-os termosztatban, 5% CO2 szaturacié mellett inkubaltuk.

IV.4 Géncsendesitési kisérletek

A GENZ2.2 sejteket vagy a frissen izolalt monocitakat kezeletleniil hagytuk (kontroll),
SiIRNS nélkiil elektroporaltuk (mock), NLRX1- vagy NLRC5-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
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Laboratories GmbH, Miinchen, Németorszag) GenePulser Xcell eszkoz (Bio-Rad) segitségével.
A transzfekcidt kovetden a sejteket a koradbban leirtak szerint osztottuk szét a sejttenyésztd

lemezekre aktivaciohoz vagy differenciaciohoz.

IV.5 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 kdvetden a sejteket mostuk,
ujra szétosztottuk 6ket 24 lyuka lemezekre friss, teljes RPMI 1640 tapfolyadékban, majd 5'ppp-
dsRNS-sel (InvivoGen), a RIG-I specifikus agonistajaval vagy nagy molekulastlyu polyl:C-vel
(InvivoGen), a RIG-I/MDAS agonistajaval kezeltiik a sejteket LyoVec™ transzfekcios reagens
(InvivoGen) felhasznalasaval a gyart6 ajanlasainak megfelelden. A primer pDS-ek esetén a RIG-
I indukciodjahoz a sejteket 2,5 pM CpG-A-val kezeltiik 16 6ran keresztiil a western blot analizis
elott. A moDS-ek esetében a tapfolyadék felét leszivtuk, friss tapfolyadékkal helyettesitettiik,
majd az 5'ppp-dsRNS/LyoVec™ vagy a nagy molekulasulyu polyl:C/LyoVec™ komplexszel
torténd stimulaciot a GEN2.2 sejteknél leirtak szerint végeztiik. A virusfertézés modellezéséhez
a kezeletlen és a CpG-A-val elékezelt GEN2.2 sejteket és moDS-eket ¢16 VSV-vel (MOI 1 és
MOI 10) fert6ztiik 18, illetve 24 oran keresztiil.

Az NLRP3 inflammaszoéma aktivalasahoz a GEN2.2 sejteket 1 uM CpG-A-val, 1 uM
CpG-B-vel (ODN 2006, Hycult Biotech) vagy 5 ug/ml Imiquimoddal (InvivoGen) kezeltiik friss,
teljes RPMI 1640 médiumban a megadott ideig. Az inflammaszoma aktivalasahoz masodlagos
szignalként tobbek ko6zott 20 uM nigericint (InvivoGen), 5 mM ATP-t (InvivoGen), 250 ug/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 kovetéen mosasi 1épés nélkiil, majd a sejteket 1, 2, 4
vagy 6 Oran at inkubaltuk.

Kiilon kisérletekben a GEN2.2 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 kezeltik. 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 Technoldgiai Kar, Genetikai és Alkalmazott Mikrobiologiai
Tanszék, Debrecen, Magyarorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre. Az E. coli és a Bacillus

subtilis-t LB agaron, a Lactobacillus rhamnosus-t MRSA taptalajon, a Candida albicans-t pedig

crcr
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szamolassal végeztilkk. A virusokat Dr. Csoma Esztertél (Debreceni Egyetem, Orvosi
Mikrobiologiai Tanszék, Debrecen, Magyarorszag) kaptuk, a virusok tenyésztéséhez afrikai zold
majom vese epitelialis Vero sejtvonalat (ATCC-CCL-81, Manassas, VA, USA) hasznaltunk, a
szuszpenzi6 virus titerének meghatarozasara pedig plakk assay-t végeztiink. 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 draval VSV-vel vagy
HSV-vel (MOI 10) kezeltiik el6.

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 mésodlagos szignallal.

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

IV.6 A sejtek aramlasi citometrids vizsgalata

A moDS-ek fenotipusanak analiziséhez aramlasi citometriat hasznaltunk. Az analizist az a
sejtfelszini markereikre specifikus antitestek és az izotipusukkal megegyez6 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
pug/ml, Sigma-Aldrich) festéssel. A fluoreszcencia intenzitast FACS Calibur aramlasi
citométerrel (BD Biosciences) mértiik le, az adatokat pedig FlowJo szoftverrel (Tree Star,
Ashland, OR, USA) elemeztiik.

Az egészséges véradok €s a psoriasisos betegek mintaiban intracellularis festéssel, szintén
aramlasi citometria segitségével vizsgaltuk az inflammaszoma komponensek expresszidjat a
primer monocita és a primer pDS populacioban. Ehhez eldszér a PBMC-t anti-CD14-FITC-cel
(BioLegend) és anti-BDCA4-APC-vel (CD304, Neuropilin-1, BioLegend) festettilk meg, majd
a BD Cytofix/Cytoperm™ Plus Fixation/Permeabilization Kit (BD Biosciences) segitségével
fixaltuk és permeabilizaltuk a sejteket a gyartd utasitasainak megfeleléen. Mosas utan a sejteket
az inflammaszéma komponensekre specifikus antitestekkel inkubaltuk 30 percig. Mosas utan a
sejteket PE-konjugalt szamar anti-nyal IgGl masodlagos ellenanyaggal (klon: Poly4064,
BioLegend) inkubaltuk 30 percig. Izotipus kontrollként nytl IgG-t (klon: DALE, Cell Signaling)
hasznaltunk. Utolso 1épésként a sejteket 2%-0s paraformaldehidben (Alfa Aesar, Haverhill, MA,
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USA) vettiik fel. A fluoreszcencia intenzitast FACS Calibur aramlasi citométerrel mértiik le, az
adatokat pedig FlowJo szoftverrel értékeltiik ki. A monocitakat CD14" sejtekként azonositottuk,
a 400-600-as FSC régidban talalhato BDCA4" sejtekre pedig pDS-ként tekintettiink.

IVV.7 Kvantitativ valos idejii polimeraz lanc reakcié (PCR)
Az RNS-t 5x10° GEN2.2 sejtbdl vagy 1x108 PBMC-bél izolaltuk Tri Reagens (Molecular

Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA) segitségével a gyart6 utasitasai szerint. Az RNS
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RT Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével reverz transzkripciot végeztiink, hogy cDNS-sé
irjuk at. A génexpresszios probakat a Thermo Fisher Scientific-tdl és az Integrated DNA
Technologies-tol (Coralville, 1A, USA) 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 mRNS
normalizalt expresszidjat minden kisérletben a PPIA héztartdsi génre torténd normalizalassal

kaptuk meg.

IV.8 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. Ezutan a lizatumokat 7,5, 10 vagy 15%-0s SDS-
PAGE gélen eclvalasztottuk, majd nitrocelluloz membranra (Bio-Rad Laboratories GmbH)
elektrotranszferaltuk. A nem-specifikus kotohelyeket 5% sovany tejport tartalmazo TBS Tween
pufferral (50 mM Tris, 0,5 M NaCl, 0,05% Tween-20, pH 7,4) blokkoltuk. A membranokat a
vizsgalt fehérjékre specifikus antitestekkel inkubaltuk 1:10000 higitasban. A B-aktint (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 expozicioval
vizualizaltuk. Az immunreaktiv sadvok denzitometriai elemzését az Image Studio Lite szoftver

5.2-es verzidjaval (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA) végeztiik.
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1V.9 Enzim-kapcsolt immunoszorbens assay (ELISA)

A sejtkultarak feliiliszoit a megadott idopontokban 6sszegyljtottiik és az IL-1B, TNF, IL-
6 és IL-8 citokinek és kemokinek szintjét BD OptEIA human ELISA Kkitekkel (mind BD
Biosciences) hataroztuk meg. Az IFN-a és az IFN-f szintjét a VeriKineTM Human Interferon
Alpha és az Interferon Beta ELISA kitek (PBL Interferon Sources, Piscataway, NJ, USA)
segitségével mértiik le. A vizsgalatokat a gyartd utasitasai szerint végeztiik. Az abszorbancia
méréseket Synergy HT mikrolemez olvasoval (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA)

végeztiik 450 nm-en.

V.10 Statisztikai elemzés

Az adatokat 4atlag + szorasként (SD) dabrdzoltuk. A statisztikai elemzéshez
varianciaanalizist (ANOVA) vagy parositatlan Student t-tesztet alkalmaztunk, melyet
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
legaldbb hdromszor megismételtiink. A kiilonbségeket statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik

p < 0,05 eseten.
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V. EREDMENYEK
V.1 A regulatéorikus NLR-ek szabalyozo szerepének vizsgalata a human DS-ek RLR-
kozvetitett antiviralis, illetve gyulladasos valaszaban
V.1.1 A7 NLRCS5 és az NLRX1 expresszio vizsgdlata aktivalatlan és TLRY liganddal, CpG-A-
val aktivalt human GEN2.2 pDS sejtvonalon és a primer pDS-ekben

Hogy feltarjuk milyen interakciok alakulhatnak ki az NLR és RLR receptorok kozott, elsé
1épéskent e receptorok expresszidos mintazatat vizsgaltuk meg az aktivalatlan és a CpG-A-val
aktivalt sejtekben. Mivel a primer human pDS-ek csak nagyon alacsony szazalékban talalhat6ak
meg a periférids vérben, ezért kisérleteink nagy részét a GEN2.2 human pDS sejtvonalon
végeztiik. Eredményeink alapjan az NLRCS5 nem fejezddik ki az aktivalatlan sejtekben, azonban
jelentdsen fokozddik a szintje CpG-A kezelés hatasara. Ezzel szemben az NLRX1 konstitutivan
jelen van a sejtekben. Az RLR utvonalat vizsgalva, fokozott RIG-I1 és MDAS expressziot
tapasztaltunk a CpG-A kezelés hatasara, a MAVS adaptor fehérje szintje viszont csokkent. A
TBK1-et, a MAVS-IFN jelatviteli utvonal kulcsfontossagu szabalyoz6 molekuldjat nem
befolyésolta a CpG-A stimulécio. Hasonld eredményeket kaptunk a frissen izolalt primer human

pDS-ek esetében is.

V.1.2 Az NLRCS5 és az NLRX1 szerepének vizsgalata a GEN2.2 sejtek RLR-indukalt I-es
tipusu IFN, illetve pro-inflammatorikus valaszdaban

Kivancsiak voltunk arra, hogy az NLR-ek vajon képesek-e szabalyozni a pDS-ek RIG-I-
kozvetitett antiviralis valaszait, ezért siRNS-medialt géncsendesitést végeztiink. Az alkalmazott
SiIRNS-ek szignifikansan csokkentették (>80%) az NLRCS és az NLRX1 fehérjék szintjét az
aktivalatlan és az aktivalt sejtekben. Eredményeink alapjdn az siRNS-transzfekcid nem
valtoztatta meg az RLR jelatviteli fehérjék (RIG-1, MDA5, MAVS) expresszios mintazatat sem.

A transzfekciot kovetden az aktivalatlan vagy a CpG-A-val eldkezelt sejteket a RIG-I
specifikus ligandumaval, 5'ppp-dsRNS-sel aktivaltuk. Erdekes modon az NLRC5 és az NLRX 1
deplécidja fokozta az I-es tipust IFN termelést az 5'ppp-dsRNS kezelést kovetden. Ez arra utal,
hogy mind az NLRCS5, mind az NLRX1 negativ szabalyozé szerepet jatszik a human pDS-ek
RIG-1-kozvetitett antiviralis valaszaban. Az l-es tipusu IFN-okkal ellentétben a TNF, az IL-6 és
az IL-8 szekrécigjat nem befolyasolta az NLRCS5 vagy az NLRXI1 csendesitése. A RIG-I
I els6sorban az I-es tipust IFN-ok termelését indukalja a pro-inflammatorikus citokinekével
szemben. Hasonlo kisérletekben a CpG-A elékezelést kovetden a sejteket nagy molekulastlyt
polyl:C/LyoVec-kel stimulaltuk, melyet foként az MDAS ismer fel. Az NLRCS5 és az NLRX1
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crer

befolyasolta a pro-inflammatérikus citokinek termelését.

Hogy a szintetikus RLR agonistakkal végzett vizsgalataink eredményeit megerdsitsiik,
illetve modellezni tudjuk az NLR-ek szerepét virusfertézés soran, €l6 RNS virussal is
megfertdztik a GEN2.2 sejteket. A sejtek VSV-indukalt I-es tipust IFN termelését mind az
NLRCS5, mind az NLRX1 csendesitése fokozta, mig a pro-inflammatorikus citokinek termelését
nem befolyasolta egyik NLR deplécidja sem. Ezek alapjan elmondhato, hogy az NLRCS ¢és az
NLRXI1 is negativ szabalyozoja lehet a human pDS-ek RLR-indukalt I-es tipusti IFN valaszanak,
viszont nem jatszanak szerepet a pDS-ek RLR aktivacio medialt pro-inflammatdrikus citokin és

kemokin valaszaiban.

V.1.3 A moDS-ek NLRC5 és NLRX1 expresszios profiljanak vizsgalata

Hogy megvizsgaljuk eredményeink sejttipus specifikusak-e, kisérleteinket megismételtiik
moDS-ekkel is. Human vérbél izolalt CD14" monocitdkbol GM-CSF és IL-4 jelenlétében in
vitro moDS-eket differencialtattunk. Eredményeink alapjan az NLRCS és az NLRX1 szintje
fokozatos emelkedést mutat a moDS-ek differencidlodésa soran. Hasonloképpen, a RIG-I, az
MDADS, illetve a MAVS és a TBK1 szintje is fokozddik a monocita-moDS differenciacio soran.

A monocitakat NLRC5 vagy NLRX1 specifikus siRNS-ekkel transzfektaltuk, nagyfoku
expresszid csokkenést tapasztaltunk mindkét NLR esetében, a csendesités pedig nem
befolyasolta a RIG-1, az MDAS5 és a MAVS expresszidjat sem az éretlen 5 napos moDS-ekben.
Eredményeink alapjan az NLR-ek hianya nem befolyasolja a moDS-ek differencialodasi
folyamatait, az 5 napos moDS-ek CD14 pozitivak, CD209 negativak voltak. A DS-ekre jellemz6
sejtfelszini markerek (CD1a, CD1c és CD11c) kifejezddésére és a moDS-ek életképességére se

volt hatassal a transzfekcio, ezt 7-AAD festéssel igazoltuk.

V.1.4 Az NLRX1 és az NLRCS5 szabdlyozo szerepének feltardsa a moDS-ek RLR-kdzvetitett
antivirdlis és pro-inflammatorikus valaszaban

A transzfekciot kovetden az aktivaltan moDS-eket az 5. napon 5'ppp-dsRNS-sel
stimulaltuk. A RIG-I indukalt I-es tipust IFN valaszt nem befolyasolta az NLRCS5 csendesitése,
mig az NLRX1 csendesitése fokozta azt. Az NLRCS5 csendesitése nem befolyasolta a pro-
inflammatorikus valasz fokozodott az NLRX1 hianyos sejtekben, ezzel dsszhangban fokozott
NF-kB aktivitast detektaltunk. A nagy molekulasulya polyl:C-LyoVec komplex is indukalta az

I-es tipusu IFN-ok és a pro-inflammatorikus citokinek termelddését a moDS-ekben.
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A moDS-ekben a VSV is alacsony koncentracioban alkalmazva (MOI 1) I-es tipust IFN
¢és pro-inflammatorikus citokin termelést indukalt, melyet az NLRX1 deplécioja fokozott, az
NLRC5 hidnya pedig nem befolyasolt. Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy az
NLRX1 negativan szabalyozza az RLR-medialt antivirdlis IFN, illetve pro-inflammatérikus
valaszokat is a moDS-ekben, mig az NLRCS5-nek nincs szabdlyozd szerepe ezekben a
folyamatokban. Tehat az NLRX1 és az NLRCS5 is képes lehet szabalyozni az RLR-medialt I-es
tipusu IFN, illetve pro-inflammatérikus valaszokat a human DS-ekben, ugyanakkor szabalyozé

szerepiik sejtspecifikus lehet.

V.2 Az l-es tipusi IFN ttvonal és az NLRP3-fiiggo IL-1p szekrécios utvonal
kolcsonhatasainak feltarasa human pDS-ekben

V.2.1 Az NLRP3 inflammaszoma komponensek expresszidjanak vizsgdlata aktivdlatlan és
aktivalt humdan GEN2.2 pDS sejtvonalon és primer pDS-ekben

Elészor a GEN2.2 sejtekben térképeztiik fel az NLRP3 inflammaszéma komponensek
alapszintii, illetve aktivacidé indukalt kifejez6désének kinetikdjat. Eredményeink alapjan az
NLRP3 receptor, az ASC, illetve a pro-kaszpaz-1 alapszinten is detektalhaté a sejtekben,
ugyanakkor a pro-IL-1p csak nagyon kis mértékben fejezédik ki aktivacios szignal nélkiil.
Amikor a GEN2.2 sejteket a TLR receptorok szintetikus ligandjaival, illetve él6 E. coli
baktériummal aktivaltuk, azt tapasztaltuk, hogy a kiillonb6zd aktivatorok eltéré modon
befolyésoljak az inflammaszéma komponensek expresszids szintjét. A legnagyobb kiilonbséget
a két TLRY ligand, a CpG-A ¢és a CpG-B pro-IL-1B termelddést indukalo képességeében
tapasztaltuk. A CpG-B a korai inkubaciés idopontokban, azaz 3 és 6 éranal nagymértékben
indukalta a pro-IL-1p termelddését a pDS-ekben, ezzel szemben a CpG-A kezelés egyaltalan
nem indukalt IL-1 expressziot. A TLR7 liganddal, Imiquimoddal aktivalva a sejteket a pro-1L-
1B expresszid elnyujtott kinetikat mutatott. Hasonléan a CpG-B-hez, az E. coli is nagymértékii
pro-IL-1p termelédést indukalt. Eredményeink alapjan tehat a CpG-B és az E. coli bizonyult a
legjobb priming szignalnak a sejtvonal esetében.

A primer huméan pDS-ek esetében is hasonld alapszintii és aktivacios profilt lattunk. Az
NLRP3, az ASC és a pro-kaszpaz-1 is alapszinten kifejezédik majdnem a teljes pDS
populdcioban. Ugyanakkor aktivacios szigndl nélkiil a hasitott kaszpaz-1, a pro-IL-1B ¢és a
hasitott-IL-1B expresszid elenyészé volt a sejtekben hasonldéan a sejtvonalhoz. A primer
sejtekben is a pro-IL-1B megjelenése foként a CpG-B és Imiquimod eldkezelés utan volt
detektalhato.
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V.2.2 A GEN2.2 humdn pDS sejtvonal és a primer pDS-ek érett IL-1f szekrécidjahoz
sziikséges aktivdcios szigndlok azonositasa
A kovetkezd 1épésben kivancsiak voltunk arra, hogy a pDS-ek képesek-e hasitani és

atalakitani az inaktiv pro-IL-1B-t annak érett formajava. A CpG-B-vel el6kezelt sejtekben
masodlagos aktivacios szignalként ATP-t, MSU-t, aluminium-hidroxidot, nigericint, illetve a
mitokondridlis ROS termelést fokoz6 AMA-t alkalmaztunk. Onmagéaban a CpG-B-vel torténd
aktivacio az IL-1P hasitott forméjanak létrehozasdhoz nem volt elegendd. A pDS-ek esetében
csak a kalium ionoférként miitkodo bakteridlis toxin, a nigericin bizonyult erdteljes masodlagos
szignalnak. A pDS-ekben ATP jelenlétében nem tapasztaltunk NLRP3 inflammaszéma
aktivaciot, mivel a sejtek nem fejezik ki a P2X7 receptort. Mivel csak a nigericin indukalta
szignifikans modon az IL-1p hasitott forméjanak megjelenését, a tovabbi kisérleteinkben ezt a
bakterialis toxint alkalmaztunk masodlagos szignalként. Az Imiquimod eldkezelés is érett IL-13
szekréciot eredményezett nigericin jelenlétében, ugyanakkor a CpG-A nigericinnel egyiitt
alkalmazva sem bizonyult az NLRP3 ttvonalat aktivalo szignalnak. Az alkalmazott mikrobidlis
stimulusok koziil csak a patogén E. coli indukalt érett IL-1pB szekréciot nigericin jelenlétében,
mig a Bacillus subtilis, a Lactobacillus rhamnosus és a Candida albicans aktivacio esetében nem
tapasztaltunk szignifikans valtozast. Mivel a pDS-ek IL-1p szekrécidja a specifikus NLRP3
inhibitor jelenlétében gatolhatd volt, elmondhatd, hogy a pDS-ek érett IL-1p termelése foként
NLRP3-fiiggd mdodon valdsult meg a priming és a masodlagos aktivacids szignadlok egyiittes
hatasara. A kaszpdz-1 specifikus géatloszere szignifikdnsan csokkentette a CpG-B-vel és az
gatloszer alkalmazéasa esetén jelentds mértékben csokkent a kaszpaz-1 hasitoddsa sordn
keletkez6 p20 alegység szintje, mely arra utal, hogy a sejtvonalban az érett IL-1p szekréciohoz
valoban sziikséges az NLRP3 inflammaszoma aktivacioja, ami a pro-kaszpaz-1 hasitdsahoz
vezet. A primer sejtek esetében is a CpG-B, illetve Imiquimod elékezelés nigericin expozicioval
kombinécioban eredményezett csak inflammaszdéma aktivéaciot, mig a CpG-A gyenge aktivacids
szignalnak bizonyult. Tehat a human pDS-ek esetében csak a megfeleld primingot és masodlagos
aktivacios szignalt egyiitt alkalmazva indukalhaté az NLRP3 inflammaszoma aktivalodasa és

ezaltal az IL-1P citokin érett forméjanak a létrehozésa.

V.2.3 A pDS-ek NLRP3 inflammaszoma aktivitasanak vizsgalata I-es tipusui IFN jelenlétében
Mivel a TLRY receptor két ligandja eltéré mértékben valtott ki IL-1p termelést a pDS-

ekben, feltételeztiik, hogy ez a kiilonbség a két ligand kiilonb6zd I-es tipusu IFN termelést
indukélo képességébdl adodik. A CpG-A nagy mennyiségli IFN-a szekrécidt eredményezett a

sejtekben, ezzel szemben a CpG-B ilyen iranyu hatasa elhanyagolhatd. Tobb sejttipus esetén is
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leirtdk, hogy az IFN indukalt fehérjék gatolhatjak az inflammaszoma aktivaciojat. Ezért a CpG-
B-vel torténd pDS aktivaciot megismételtiik IFN-a jelenlétében is. Az pro- és az érett IL-1
gatolhato volt az IFN-a. citokin jelenlétében a GEN2.2 sejtekben. igy elmondhaté, hogy az I-es
tipusti IFN-0k a pDS-ekben is gatoljak az IL-1p Gtvonal aktivitasat. Erdekes médon az IL-1f
citokin jelenlétében a CpG-A indukalt I-es tipusu IFN termelés is szignifikansan csokken. Ez
arra utal, hogy az I-es tipusti IFN és az IL-1p atvonalak k6zott kdlesonods negativ interakcio all

fenn.

V.24 A fokozott l-es tipusii IFN termelddést kivilto virusok NLRP3 inflammaszoma
aktivitasra gyakorolt hatasainak vizsgdlata humdn pDS-ekben

Ezutdn megvizsgaltuk, hogy a magas I-es tipusti IFN termelést eredményezd virusok a
bakterialis stimulusokhoz képest milyen mértékben képesek indukalni a pDS-ek pro-IL-1B
termelését. A GEN2.2 sejteket RNS és DNS virusokkal (VSV és HSV), illetve E. coli-val
kezeltiik. Az RNS és a DNS virus is magas IFN-a szekréciot eredményezett az E. coli-hoz
képest, azonban az E. coli-val szemben a virusok alig valtottak ki pro-IL-1p termelodést. Ezt
kovetéen megvizsgaltuk, hogy a virusok jelenléte befolyasolja-e a pDS-ekben az E. coli indukalt
IL-1B termelést. Eredményeink alapjan a virusokkal torténd eldkezelés szignifikdnsan
csokkentette az E. coli-indukalt pro-IL-1p kifejez6dést, illetve az érett IL-1p koncentracidja is
alacsonyabb volt. Eredményeinket primer pDS-ekkel is validaltuk, aramlasi citometria
segitségével intracellularis protein festést alkalmazva. A virusokkal torténd eldkezelés gatld
hatasa a primer pDS-ekben is megfigyelhet6 volt. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a
pDS-ek baktérium-indukalt IL-1p termelése RNS és DNS virusok jelenlétében hattérbe szorul,
mely valdsziniileg a virus-indukalt I-es tipusi IFN-ok NLRP3 aktivaciora kifejtett gatlo

hatasainak tulajdonithato.

V.2.5 A pDS-ek NLRP3 inflammaszoma aktivitisanak vizsgdalata magas IFN szignaturdval
asszocidalt autoimmun betegségben
Végiil fel kivantuk térképezni, hogyan valtozik a human pDS-ek IL-1p termeld képessége

olyan patologias koriilmények mellett, melyek soran a sejtek nagy mennyiségii I-es tipusu IFN
expozicionak vannak kitéve. Igy a magas IFN szinttel asszocialt plakk tipusu psoriasisban
szenvedd betegek pDS-eiben is megvizsgaltuk az IL-1p utvonal aktivitasat, mivel a pDS-ek
tulmiikddése és az I-es tipust IFN-ok taltermelése is szerepet jatszik a betegség patogenezisében.
Ennek megfeleléen a betegek szérum mintaiban magasabb IFN-a szintet mértiink, illetve az IL-

1B, TNF és IL-6 koncentracid is emelkedett volt. A betegek teljes PBMC-jét vizsgalva az
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NLRP3, az ASC, a kaszpaz-1 és az IL1B mRNS-ek fokozott expresszidjat figyeltiik meg,
figyeltiink meg az egészséges egyének pDS-eihez képest. A psoriasisos betegek pDS-eiben a
CpG-B és az Imiquimod kezelés nigericin jelenlétében szignifikansan alacsonyabb pro-I1L-1f,
hasitott-kaszpaz-1 ¢és hasitott IL-1 pozitivitast eredményezett az egészséges donorok pDS-eihez
képest. Igy valosziniisithetd, hogy a betegek pDS-eiben a nagyfokt I-es tipusti IFN ttvonal
aktivitas gatolja az IL-13 utvonalat.

Az NLRP3 inflammaszoéma komponensek expressziojat a CD14* monocita populaciéban
is vizsgaltuk, mivel a monocitdk szintén fontos szerepet jatszanak a psoriasis
patomechanizmusaban, am IFN termelé képességiik korlatozottabb, ezért tesztelni kivantuk,
hogyan valtozik esetiikben az NLRP3 aktivitds. A legnagyobb eltérés a két sejt populacio kozott,
hogy a betegek monocitaiban aktivacios szignal nélkiil is magas a hasitott kaszpaz-1 szintje.
Hasonlé aktivacios szignalok (CpG-A, CpG-B, Imiquimod és nigericin) mellett a betegek
monocitai esetében nem tapasztaltunk szignifikans csokkenést a hasitott kaszpaz-1, a pro-IL-18
¢s a hasitott IL-1p fehérjék expresszios értékeiben, szemben a pDS populacioval. Tehat a betegek
monocitait magasabb NLRP3 aktivitas jellemezte.

Hogy kideritsiik a pDS-ek esetében milyen mechanizmus allhat az I-es tipusi IFN-ok
inflammaszoéma gatld aktivitasanak hatterében, megvizsgaltuk az IFN-o indukalt NLRP3
inhibitor fehérjék expresszidjat a human pDS-ekben. A pDS-ekben a CH25H, a SOCS1 és a
COP1 expresszidja nagymértékben indukalhato, ha a sejteket a fokozott I-es tipusu IFN termelést
kivalto aktivacios szignallal, CpG-A-val kezeljik. Ezzel szemben a CpG-B nem indukalta
ezeknek az NLRP3 aktivaciot gatld fehérjéknek az expresszidjat. A psoriasisos betegekben
PBMC-jében is szignifikdnsan magasabb a CH25H, a SOCS1 és a COP1 mRNS szintii
expresszioja az egészséges donorokhoz képest. Igy valésziniisithetd, hogy a magas l-es tipust
IFN szint hatasara indukalodé CH25H megakadalyozhatja az IL-1 transzkripcidjat, a SOCS1
gatolhatja az NLRP3 aktivalodasat, a COP1 pedig korlatozhatja a kaszpaz-1 aktivalodasat a pDS-
ekben. Osszefoglalva, a pDS-ek alacsonyabb NLRP3-fiiggé IL-1B termeld képessége az
aktivacio indukalt magas I-es tipusu IFN termeld képességiiknek kdszonhetd, mely gatldlag hat

az NLRP3 inflammaszoma aktivalodasara.
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VI. MEGBESZELES

Az immunvalasz sordn a gyulladast kivalto agensek érzékelése a cél, melyet a természetes
immunrendszer sejtjeiben, igy a DS-ekben is kifejezddo kiilonbozé PRR-ek tesznek lehetove,
melyek a felismerést kovetéen elinditjadk a velesziiletett immunvalaszt kozvetitd jelatviteli
utvonalakat. Az altalunk vizsgalt RLR-ek olyan citoszolikus szenzorok, melyek a viralis
nukleinsavak felismerésére specializalodtak és a mitokondridlis MAVS adaptor fehérjén
keresztiil az I-es tipusu IFN-ok vagy egyéb pro-inflammatodrikus citokinek termelddését inditjak
el. Habar az RLR jelatvitel esszencialis a virusfertézések megfékezéséhez, a tulzott immunvalasz
megeldzése érdekében ez a receptor utvonal is szigorti szabalyozas alatt all. A velesziiletett
immunitas RLR-kozvetitett jelatvitelét szamos molekula szabalyozza. E szabalyozas receptor-
receptor kolcsonhatdson is alapulhat, mivel egyéb citoszolikus receptorokrol, igy az NLR csalad
tobb tagjardl is leirtak mar, hogy az immunaktivacié ellenérzépontjaiként szolgalhatnak. Igy
példaul az NLR-ek koziil az NLRCS5 és az NLRX1 is kozvetlen kdlcsonhatasba 1éphet a RIG-1
kozvetitett antiviralis jelatviteli utvonal fehérjéivel és igy befolyasoljak az adott szignalizacios
ut kimenetelét.

Az NLRX1 kezdetben az antiviralis valaszok negativ szabalyozojaként valt ismertté, mivel
a mitokondrium kiils6 membranjan lokalizalédva kolcsonhatasba 1ép a MAVS-szal. Azota
szamos tanulmany vizsgalta mar az NLRX1 szerepét az antiviralis jelatvitel soran mind in vitro,
mind in vivo, de ellentmondasos eredmények sziilettek. A tanulmanyok ellentmondésai 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 pDS-ek funkcionalis sajatossagai eltérnek mieloid ,tarsaikétol”, igy
vizsgalataink soran kontrollként moDS-eket is hasznaltunk. Eredményeink alapjan az NLRX1
konstitutivan expresszalodik a human pDS-ekben a moDS-ekhez hasonldan, és befolyasolja a
RIG-I-kozvetitett I-es tipusu IFN termelést ezekben a sejttipusokban, azonban a pDS-ek pro-
Eredményeink tehat arra utalnak, hogy az NLRX1 tilnyomorészt az RLR jelatviteli utvonal
negativ szabalyozdjaként miikddik a human DS-ekben, azonban hatasa sejtspecifikus.

Munkéank soran az NLRX1 mellett vizsgaltuk az NLRCS szerepét is az RLR utvonal
szabalyozasaban. Az NLRC5 expresszio fokozatosan n6 a differencialédé moDS-ekben és TLR9
aktivacio hatasara a pDS-ekben is. Az utdbbi évek vizsgalatai alapjan az NLRCS részt vesz az
ambivalensek, hasonléan az NLRX1-hez. Az NLRCS5 szerepét pDS-ekben eddig még nem
vizsgaltak, ugyanakkor sajat eredményeink alapjan a pDS-ek RLR-indukalt I-es tipusa IFN
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termelését negativan szabalyozza. A moDS-ek IFN produkciojat viszont nem befolyasolta az
NLRCS5 csendesitése. Tovabba az NLRC5 hianya nem volt hatdssal az RLR-kozvetitett pro-
inflammatorikus citokin valaszra egyik DS altipusban sem. Osszességében eredményeink arra
utalnak, hogy az NLRC5 csak az RLR-kozvetitett I-es tipusti IFN valaszokat szabalyozza
negativan a human pDS-ekben.

Munkank sordn tehat kimutattuk, hogy a human pDS-ekben is miikodnek az RLR-ek és a
regulatorikus NLR-ek kozotti interakciok, foként az I-es tipust IFN termelés szabalyozasanak
tekintetében. A regulatorikus NLR-ek szabalyozo hatasa valdszintileg azokban a sejtfunkciokban
érvényesiil leginkabb, melyeket az adott sejt elétérbe helyez. igy a regulatérikus NLR-ek 3
funkcidja feltételezhetéen negativ  visszacsatolasi mechanizmusok  sejttipus-specifikus
biztositasa, melyek foként azokat a sejtfunkciokat szabalyozzak, melyek tulzott aktivitasa
felborithatja az immunhomeosztazist.

Munkank soran nemcsak a regulatorikus, hanem az inflammaszoéma formalé NLR-eket is
tanulméanyoztuk, melyek az IL-1B-kozvetitett immunvalaszokért felelések. Nagyon kevés
irodalmi adat all rendelkezésre arrdl, hogy az NLRP3 receptor és az aktivitdsdhoz k&thetd
gyulladasos citokin, az IL-1p effektor funkciéi milyen szerepet jatszhatnak a pDS-medialt
immunvéalaszokban.

Tobb tanulmany is arra utalt, hogy a pDS-ek alacsony antibakterialis aktivitassal birnak, a
kettes tipusti konvencionalis DS-ekkel (cDS2) szemben, mivel az antibakterialis immunitasban
résztvevO NLRP3 és a kaszpaz-1 alacsony expressziot mutatott ezekben a sejtekben. Egy masik,
friss tanulmény szintén a cDS2-ket jeldlte meg potens IL-1B termelé sejteknek. fgy ezek a
tanulmanyok a ¢cDS2 altipushoz viszonyitott igen alacsony pDS kaszpaz-1 expresziora alapozva
nem feltételezték, hogy a pDS-ek rendelkeznek inflammaszoma aktivitassal. Azonban ezekben
a tanulményokban a cDS2-k kiemelked6en magas expresszios értékei mellett a pDS-ek értékei
elmaszkirozodhattak. A pDS-ek funkcioi sokrétiibbek, mint azt korabban gondoltak, és nemcsak
,,virus-specifikus” immunsejtek, hanem a baktériumok és a gombak elleni immunvalaszokban is
fontos szerepet jatszhatnak, amikben az NLRP3-fiigg6 IL-1f Gitvonal is jelentds aktivitast mutat.

fgy elészor megvizsgaltuk, hogy a human pDS-ekben detektdlhaté-e NLRP3 aktivitas.
Protein szinten ki tudtuk mutatni az NLRP3 receptort, az ASC adaptor proteint és a pro-kaszpaz-
l-et is az aktivalatlan és az aktivalt sejtekben egyarant. Az NLRP3 aktivitasahoz kothetd
gyulladasos citokinek koziil viszont csak az IL-1p pro-formaja volt detektalhato protein szinten
€s csakis kizarolag aktivaciot kovetden. Tehat a human pDS-ekben foként az IL-1B-nak lehet

szerepe az NLRP3 altal kozvetitett antimikrobialis immunvalaszokban.
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Erdekes modon az endoszoémalis TLRO receptor két eltéré szerkezetii ligandjai koziil csak
a CpG-B bhizonyult potens pro-IL-1p induktornak, szemben a CpG-A-val. A kiilonb6zé TLR
aktivacios szignalok mas-mas pro-1L-1P termelédési kinetikat is eredményeztek. Mig a TLR9
agonista, CpG-B 3-6 o6ra kozott indukalt pro-IL-1f termelddést, addig a TLR7 agonista,
Imiquimod elnyujtott pro-1L-1p termelédési kinetikat mutatott. Valoszint, hogy az Imiquimod
ROS indukal6 hatasa szerepet jatszhat az elnyujtott pro-1L-1p termelddési kinetikaban a pDS-
ekben is. Megjegyzendd, hogy a makrofag altipusok is eltéré IL-1p termel6dési kinetikat
mutatnak, igy feltételezhetd, hogy az aktivacios szignalok mindsége nagy hatassal van a sejtek
IL-1p kinetikdjanak profiljara.

Altalaban a kanonikus NLRP3 aktivalodashoz két szignal sziikséges. A priming szignal az
NF-kB utvonalon keresztiil fokozza az NLRP3 és a pro-1L-1B expressziot, valamint az NLRP3
poszttranszlacios modositasai révén elokésziti az inflammaszoma 6sszeszerel6dést, melyet majd
egy masodlagos szignal indukal, mely lehet patogén, sajat vagy idegen eredetii molekula is.
Eredményeink alapjan a pDS-ekben 6nmagukban a szintetikus TLR ligandokkal torténd kezelés
csak a priming 1épésnek felel meg és nem indukal tényleges NLRP3 aktivaciot. Irodalmi adatok
alapjan ismert, hogy foként az az LPS endotoxin biztosit TLR4 aktivacion keresztiil elég erds
szignalt a monocitdkban ahhoz, hogy masodlagos aktivacié nélkiil is aktivalodjon az
inflammaszoma. A human pDS-ekben a Gram negativ E. coli baktérium bizonyult a CpG-B-hez
hasonléan erés priming szignalnak, ugyanakkor Onmagaban nem indukalt érett IL-1P
felszabadulast, mivel a human pDS-ek szemben az egér pDS-ekkel nem expresszalnak TLR4-et.

fgy megvizsgaltuk, hogy milyen masodlagos szignalok indukalhatjdk az NLRP3
Osszeszerel6dését. Csak a kalium ionoforként mitkodo bakterialis toxin, a nigericin indukalt érett
IL-1p felszabadulast a sejtekben, mely mar a primingot kdvetd egy oras nigericin kezelés utan is
kimutathato volt. Ez arra utalhat, hogy pDS-ekben a kanonikus NLRP3 inflammaszoma
aktivacio K" effluxot igényel. Eredményeink alapjan a makrofagokkal szemben a pDS-ek nem
expresszaljak az ATP felismeréséhez sziikséges P2X7 receptort, igy az ATP nem miikodik
esetiikben NLRP3 aktivatorként, szemben a monocitakkal, makrofagokkal vagy moDS-ekkel.

Tehat elmondhatd, hogy pDS-ek esetében az altalunk vizsgalt aktivatorok koziil a CpG-B
¢s az Imiquimod bizonyult a legjobb priming szignalnak a pro-lL-1B indukcidhoz, valamint
nigericinnel egyiitt az érett IL-1p kialakulasahoz, szemben a CpG-A-val. Ugyanakkor aktivacios
szignal hianyaban, a TLR primingot vagy a masodlagos szignalt 6nmagaban alkalmazva nem
tudtunk detektalni bioaktiv IL-1B-t a primer pDS-ek esetében.

Eredményeink ravilagitottak arra is, hogy a nagymértékii I-es tipusu IFN valaszt indukalo

CpG-A, szemben a CpG-B-vel nem képes kivaltani IL-1 termelédést a pDS-ekben. A CpG-A-
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crer

képzését. Igy visszatartasra keriil a korai endoszomékban és nagy mennyiségii I-es tipusti IFN
szekréciohoz vezet. A CpG-B nem képes tetramereket formalni, igy hamar eljut a késoi
endoszomaékba, ahol foként NF-kB aktivaciot indukal. Igy feltételeztiik, hogy a pDS-ek erds |-
es tipusu IFN termel6 képessége is hozzajarulhat ahhoz, hogy ezen sejtekben a mieloid sejtekhez
képest alacsonyabb az NLRP3 inflammaszoma aktivitas. Ha a pDS-cket rekombinans human
IFN-a-val vagy I-es tipust IFN-okat indukalé virusokkal kezeltiik ¢l6, a CpG-B vagy az E. coli
sem voltak képesek nagyobb mértékii IL-1p termelddést kivaltani, mely igazolta felvetésiinket.
Ez 6sszhangban 4ll azzal, hogy a virusfertézések utan gyakoriak a bakterialis feliilfert6zodések,
melynek hatterében részben a virusok altal aktivalt IFN utvonal antibakterialis IL-1p utvonalra
gyakorolt gatlo hatasa allhat. Azonban az IL-1p példaul a PGE2 termelddés fokozasa révén
gatlolag hathat az I-es tipusu IFN utvonalra, melyet mi is tapasztaltunk kisérleteink soran, mivel
az IL-1p jelenléte gatolta a CpG-A indukalt IFN-a termelést a pDS-ekben.

Az l-es tipusi IFN és IL-1PB utvonalak kozotti interakcidok a kiilonb6z6 autoimmun
korképek patomechanizmusanak szabalyozasaban is fontos szerepet jatszanak. Tovabba az I-es
tipusu IFN-0k gatl6 hatasa fontos terapias megoldas is lehet, példaul olyan SM betegek esetében,
akiknél fokozott NLRP3 aktivitas detektalhatd. Fontos kiemelni, hogy mind a pDS-ek, mind az
NLRP3 receptorok tulmiikodése szerepet jatszik kiilonboz6 autoimmun betegségek
patomechanizmusaban. Az NLRP3 SNP-it, melyek foként funkcionyerd mutaciok, mar leirtak
példaul SLE-ben, IBD-ben, SM-ben, RA-ban, valamint psoriasis esetében is. Irodalmi adatok
alapjan ismert, hogy a pDS-ek is szerepet jatszhatnak a psoriasis patogenezisében, ugyanis a
sejtpusztulas kovetkeztében felszabaduld sajat nukleinsavak a taltermelt LL37 antimikrobialis
peptidekkel komplexben a pDS-ek thlzott aktivitasat és fokozott I-es tipusi IFN termelését
indukaljak, ami el6segiti az autoimmun folyamatok kialakulasat. Eredményeink alapjan a
psoriasisos betegek pDS-eit szignifikansan alacsonyabb aktivacié indukalt NLRP3 aktivitas
jellemzi. Ez szintén alatamasztja hipotézisiinket, miszerint a pDS-ek magas I-es tipusti IFN
utvonal aktivitasa alacsony NLRP3 aktivitast eredményez, mivel az I-es tipusu IFN-ok gatoljak
az NLRP3 utvonalat.

Kiilon vizsgalva a betegek CD14" monocita populaciéjat azonban alapszinten magasabb
inflammaszoma aktivitast figyeltiink meg, szemben a pDS-ekkel. Hasonlo6 aktivacios szignalok
mellett a psoriasisos betegek monocitdi esetében nem taldltunk csokkent NLRP3 aktivitast,
szemben a betegek pDS-civel. Feltételezésiink szerint ez annak kdszonhetd, hogy a monocitak

esetében nem érvényesiilhetnek annyira az I-es tipust IFN-ok NLRP3 aktivitasra gyakorolt gatld
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hatdsai, mivel a pDS-ekhez képest a monocitdk I-es tipusi IFN termelé kapacitasa
nagysagrendekkel kisebb, illetve a precizebb Osszehasonlitas érdekében a pDS-ekre szabott
aktivacios szignalokat hasznaltunk a monocitak esetében is, és nem az ezeken a receptorokon
keresztiili aktivacio jelenti a legerdsebb stimulacidt szamukra.

Végiil kivancsiak voltunk mi allhat az IFN-ok gatldo hatasanak hatterében a pDS-ek
esetében. Mas sejtekben az l-es tipusu IFN-ok szamos negativ NLRP3 regulator fehérjének az
expressziojat képesek fokozni. Eredményeink alapjan a human pDS-ekben a CH25H, a SOCS1
¢s a COP1 expresszidja nagymértékben fokozodik magas IFN valaszt kivalto aktivacios szignal
hatasara. Tovabba megallapitottuk, hogy a magas IFN-a szinttel asszocialt psoriasisos betegek
PBMC-jében is szignifikinsan magasabb e transzkriptumok expresszidja. igy a pDS-ek magas
I-es tipusu IFN utvonal aktivitasa miatt a CH25H gatolhatja az IL-1p transzkripciojat, a SOCS1
az NLRP3 aktivalasat, a COP1 pedig a kaszpaz-1 aktivalodasat.

Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy az NLRP3 titvonal funkcionalhat a humén pDS-
ekben is. Ugyanakkor igazoltuk, hogy a pDS-ek NLRP3 aktivitasa alacsonyabb, mint egyéb
mieloid sejteké, mely valdsziniileg az alacsony kaszpaz-1 expressziojuknak és a magas I-es
tipust IFN utvonal aktivitasuknak koszonhetd. Ugyanis nagymértéki I-es tipust IFN valaszt
kivalto stimulusok hatasa fokozodik az NLRP3 ttvonal gatld fehérjék expresszidja is, melyek
tobb ponton is gatolhatjak az NLRP3 inflammaszéma aktivaciét a pDS-ekben. Igy a pDS-ek IL-
1B-medialt immunvalasza féként olyan gyulladasok soran érvényesiilhet, mely nem jar egyiitt
fokozott I-es tipusu IFN utvonal aktivitassal.

Munkank soran tehat igazoltuk, hogy az antivirdlis immunvalasz egyik meghatirozo
velesziiletett immunsejtjében, a pDS-ekben is kifejezddnek a regulatorikus és az inflammaszoma
formalé NLR-ek. Tovabba sikeriilt feltarnunk a regulatorikus NLR és RLR receptorok kozotti,
illetve az I-es tipusti IFN és NLRP3-fiigg6 IL-1f utvonalak kozotti negativ interakciokat. Egyre
tobb bizonyiték utal arra, hogy az abnormalis RLR aktivacidé miatt kialakulo koros I-es tipust
IFN termelés szerepet jatszhat az autoimmun betegségek patogenezisében. Az IFN-ok mellett az
NLRP3 inflammaszéma talmiikodésével asszocidlt fokozott IL-1B produkcid is hozzajarul a
tolerancia 4ttdréséhez és az autoimmun betegségek kialakuldsdhoz. Ezért a velesziiletett
immunitas negativ szabdlyozasanak hatterében all6 molekularis mechanizmusok részletes
feltdrasa ¢és megértése hozzajarulhat a gyulladas altal kivaltott autoimmun betegségek
terapidinak fejlesztéséhez. Masrészt a regulatorikus NLR-ek, melyek az antiviralis jelatvitel
molekularis ,,fékjeiként” szolgalnak, potencialis terapids célpontok lehetnek a fertdzésekre adott

immunvalasz fokozasara. Az IFN ¢és az IL-1P citokin termelés kozotti egyensuly modulalasat
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célzd beavatkozasok pedig lehetdséget teremthetnek az effektiv antiviralis vagy antibakterialis

valasz kialakulasanak eldsegitéséhez és igy meghatarozhatjak az adott fert6zés kimenetelét.
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VII. OSSZEFOGLALAS

A NOD-szerli receptorok (NLR) az immunrendszer erdsen konzervalt citoszolikus
mintazat felismer6 receptorai (PRR), melyek multifunkcionalis tulajdonsaguk révén nemcsak a
koérokozok és a szoveti sériilések veszé€ly jeleinek felismerésében vesznek részt, hanem a sejt
szinte minden funkcio6jara hatassal vannak, kezdve az autofagiatol a transzkripcid aktivaciojaig.
Rendkiviil fontos tulajdonsaguk tovabba, hogy képesek mas 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 professziondlis I-es tipusu interferon (IFN)
termeld sejtjei, melyek nagymértékii IFN termeld képességiik révén egyediilalld 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 kiilonb6z6 NLR-ek szabalyozd receptor interakcioit, illetve az
inflammaszoma formald képességiiket. Kimutattuk, hogy az NLRX1 és az NLRCS5 negativan
szabalyozza a RIG-I-szert receptorok (RLR) kozvetitett I-es tipust 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 hatds mellett, a regulatorikus NLR-ek fOként azon sejtfunkcidk esetében
szolgalhatnak negativ visszacsatolasi mechanizmusként, melyek jelentds mértékben
meghatarozzak az adott sejt profiljat. Bizonyitottuk tovabba, hogy a regulatorikus NLR-ek
mellett az NLRP3 inflammaszoma is funkciondl a pDS-ekben. Eredményeink alapjan erds NF-
kB induktorokra és specifikus masodlagos, az inflammaszomat aktivalo jelekre is sziikség van
pDS-ekben a biologiailag aktiv, érett IL-1 szekrécio kivaltasahoz. Azonban az NLRP3-fiiggd
IL-1B szekrécids utvonal csak olyan gyulladasos koriilmények kozott lehet aktiv a pDS-ekben,
melyekben az I-es tipusu IFN utvonal aktivitds nem dominal, mivel a magas I-es tipusti IFN
szinttel jaro allapotok szdmos NLRP3 gatld fehérjének az expresszidjat fokozzak. Munkank
soran tehat sikeriilt 4 receptor interakcidkat, illetve inflammaszoma aktivitast feltarnunk egy
olyan sejttipusban, melynek szerepe szamos patologias allapotban ismert. A pDS-ek és az NLR-
ek nem megfelel6 miikddése is 1ényeges koroki tényezonek mindsiil a fertézések kimenetelét,
illetve az autoimmun folyamatok kialakulasat illetéen, ezért a pDS-ek citoszolikus receptorainak
¢s szabalyozo mechanizmusaiknak atfogébb megismerése 0j célpontokkal szolgalhat szamos

korkeép terapias eljarasainak hatékonyabba tételehez.
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IX. KULCSSZAVAK

velesziiletett immunitas, dendritikus sejt, plazmacitoid dendritikus sejt, monocita eredeti
dendritikus sejt, RLR, NLR, NLRX1, NLRC5, l-es tipusu interferon, antiviralis valasz,
gyulladdsos vélasz, NLRP3, IL-1B, inflammaszéma, psoriasis, interakcid, szabalyozas,

autoimmunitas

X. KOSZONETNYILVANITAS

Halas vagyok témavezetomnek, Dr. Pazmandi Kitti Lindanak, aki megismertette velem a
csapatmunka szépségét €s biztositotta szakmai fejlodésemet. Kiemelkedd szakmai tudésa és
faradhatatlan irdnymutatésa nélkiil ez az értekezés nem johetett volna Iétre. Kiilon kdszonet illeti

épito jellegti kritikaiért, mellyel arra sarkallt, hogy egyre jobb legyek.

Halasan k6szonom munkacsoportunk nélkiilozhetetlen tagjainak, Dr. Fekete Tiindének és
Berki-Pal Angélanak a munkajukat ¢és a segitségiiket. JO tanacsaikbol és gyakorlatias

meglatasaikbol sokat tanulhattam az évek soran.

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

végezhessem el.

Szeretnék koszonetet mondani az Immunoldgiai Intézet Osszes jelenlegi €s volt

munkatarsanak, akik szo6 szerint vériiket adtak (volt aki tobbszor is...) a kutatasunk sikeréért.

K06szondém sziileim és barataim tamogatasat, akik az évek soran mindig mellettem alltak

és toretlen érdeklddéssel kovették tanulmanyaimat.

Az értekezés az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009, a Nemzeti Kutatas Fejlesztési és
Innovacios Hivatal (NKFIH) FK-128294, a GINOP-2.3.2-15-2016-00050 projektek, illetve az
MTA Bolyai Janos kutatasi 6sztondij, az Innovacios és Technologiai Minisztérium UNKP-21-
5-170, valamint UNKP-21-3-11-21 kédszamt Uj Nemzeti Kivalosag program finanszirozasaban

valosult meg.
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