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BEVEZETES

A dendritikus sejtek

A dendritikus sejtek antigén-bemutaté és T-sejt aktivald képességiik miatt alapvetd
szerepet jatszanak az immunrendszerben. A dendritikus sejtek heterogén populaciot
alkotnak, ahol az egyes tipusok jelentds kiilonbségeket mutatnak lokalizacié és funkcid
tekintetében. Ugyanaz a dendritikus sejttipus kiilonb6z6 immunvalaszokat vélthat ki,
annak a fliggvényében, hogy milyen kornyezeti ingerek érik, illetve, hogy milyen
patogénnel keriilt érintkezésbe. Az un. éretlen dendritikus sejtek a test felszini
rétegeiben (pl. bdr, garat, nyeldcsd felsd szakasza, végbél) illetve a 16gz6- és
emésztorendszer nydlkahdrtydjaban taldlhatéak. Ezeken a helyeken az éretlen
dendritikus sejtek kiilonb6z6 mechanizmusokkal képesek felvenni azokat az
antigéneket, amelyek egyardnt szarmazhatnak patogénekbdl és elhald sejtekbdl. Az
antigén felvétel, egyéb szigndlok (pl. gyulladasi citokinek) jelenlétében a dendritikus
sejtek éréséhez vezet. Maga az érés egy Osszetett folyamat, amely sordn a dendritikus
sejtek elveszitik antigén felvevd képességiiket, nyirokcsomokba véandorolnak, és
képessé valnak a feldolgozott antigének bemutatdsara €s a T-sejtek aktivalasara. A T-
sejt aktivalas és a segitd T-sejt polarizacié (Th1/Th2) elsésorban 3-féle dendritikus
sejtbdl szdrmazo szigndl fiiggvénye. Az 1. szigndl a T-sejt receptort aktival6é antigén-
MHC-II komplex. A 2. szigndl a T-sejtek CD28 molekuldjaval kapcsolédo, CD80 és
CD86 molekuldk megerdsitd jele. A 3. szigndlt oldékony vagy membrdanhoz kotott
molekuldk jelentik, amelyek polarizaciés szigndlként foghatéak fel (pl. IL-12 (Thl
polarizacié) és CCL2 (Th2 polarizacio)). A dendritikus sejtek CD1 molekuldkon
glikolipideket is képesek bemutatni, mig a MHC-I-en keresztiil endogén vagy exogén
antigének bemutatdsidval CD8+ citotoxikus T-sejteket aktivdlnak. A hatékony
immunvalaszt kivalté un. immunogén dendritikus mellett megkiilonboztetiink tolerogén
dendritikus sejteket is, amelyek az immunvalaszok csendesitésében vesznek részt. A
tolerogén dendritikus sejtek és a T-sejtek kolcsonhatdsa a T-sejtek apoptdzisdban, T-
sejt inaktivitdsdban vagy regulatorikus T-sejtek (Treg) aktivédldsaban nyilvdnul meg. A
dendritikus sejtek potencidlis terdpids felhasznédldsa igy magédban foglal olyan
betegségeket, ahol az immunvalaszok erdsitése a cél (pl. daganatos megbetegedések és
patogének elleni védelem), illetve ahol az immunvélaszok gyengitésére van sziikség

(pl. allergia, transzplantdci6 és autoimmun betegségek).



A magreceptorok

Az elmult évtizedben nagyszamu publikaci6 igazolta, hogy a magreceptorok nemcsak a
limfocitdk és makrofidgok, hanem a dendritikus sejtek miikodését is képesek
befolydsolni. A magreceptorok lipidoldékony molekuldk &ltal aktivalt transzkripcids
faktorok. Az aktivdl6 ligandok lehetnek zsirsavak, koleszterol, szteroidok ¢és
zsiroldékony vitaminok. Tobbek kozott az Osztrogén receptor, a gliikokortikoid
receptor, a retinsav receptor és a D-vitamin receptor tartozik ebbe a csaladba. Az
emberi genomban 48 magreceptort kédoldé gén taldlhat6. Toébb magreceptor ligand;jat
mar joval a receptor azonositdsa el6tt ismertek, mint pl. a gliikokortikoidot és
osztrogént. Erdekes médon, egész sor magreceptor esetében viszont elébb klénozték a
receptort, és aztan azonositottdk az aktivalo ligandot (un. ,,forditott endokrinoldgia™). A
magreceptorok fontos szerepet jatszanak szdmos bioldgiai folyamatban. Néhany
receptor kulcsfontossdgi bizonyos sejttipusok fejléddéséhez, illetve anyagcsere-
utvonalak szabalyozdsdban. A nemi hormonok nélkiilozhetetlenek a nemi jelleg
kialakuldsédhoz, a n6i nemi hormonok pl. szabdlyozzdk a menstruiciés ciklust, mig a
tesztoszteronnak jelentds anabolikus hatdsa is van. A D-vitamin elengedhetetlen a
kalcium és a foszfor hatékony felszivédasahoz és a csontképzddés folyamatahoz, mig a
PPARY (peroxisome proliferator-activated receptor) az adipocitdk fejlodéséhez
sziikséges. Szamos tanulmény igazolta, hogy ezek mellett a “’klasszikus”-nak nevezhetd
funkcidk mellett a magreceptorok szdmos immunsejt funkcidinak szabalyozasaban is
részt vesznek. Kutatocsoportunk azt tanulmédnyozza, hogy milyen szerepet jatszanak
magreceptorok dendritikus sejtekben. Kisérleteink sordn els6sorban VDR (vitamin D
receptor), LXR (liver X receptor), PPAR és RXR (retinoid X receptor) szerepét

vizsgaljuk.

A magreceptorok szerepe a dendritikus sejtek funkciéinak szabalyozasaban

A kisérletek sordn receptor-specifikus, nagy affinitdsu agonistdk haszndlataval sikeriilt
igazolni, hogy ezek a receptorok a dendritikus sejtek sejtfelszini markereit, citokin és
kemokin termelését, antigén felvevd és bemutatd, illetve a T-sejt aktivald képességét
szabdlyozzdk. Kutatocsoportunk a VDR és a RAR mellett a PPAR, az LXR és az RXR
altal szabdlyozott célgéneket, dtvonalakat és funkcidkat tanulmdnyozza, elsdsorban

monocita-eredetll €s vérbdl izoladlt mieloid dendritikus sejteken. Ezeknek a



receptoroknak a biologiai jelentOségét aldtdmasztottdk azok a vizsgdlatok, melyek
kimutattdk, hogy a dendritikus sejtek nemcsak érzékenyek a magreceptor ligandokra,
hanem képesek ezeket (elsdsorban a kalcitriolt, a retinsavat és a kortizolt) szintetizalni
is kiilonbozo el6alakokbdl. Az igy szintetizalt ligandok valdszinlileg részt vesznek
nemcsak a sejtek autokrin szabdlyozdsdban, hanem parakrin médon is hatnak. Ennek
fontos kovetkezményét a retinsav és a kalcitriol (1,25-dihidroxi-kolekalciferol vagy
1,25-dihydroxyvitamin D3, tovdbbiakban 1,25-vitD) esetében irtdk le, amelyek
szabalyozzdk azt, hogy a T-sejtek milyen kemokin-receptorokat és integrineket
fejeznek ki, igy nagy szerepiik van a T-sejtek vandorlasaban, az un. “homing”-ban.

Erdekes médon a magreceptorok sok esetben hasonlé funkcidkat szabalyoznak. Ilyenek
a kiillonbozd dendritikus sejt markerek (pl. a CD1A le- és a CD14 felreguldlasa), az
antigén felvétel novelése €s a T-sejt aktivalo képesség csokkentése. A microarray
kisérleteink tovabba azt is megmutattdk, hogy nemcsak funkciondlis valtozdsokban van
jelentds hasonlésdg, hanem a szabdlyozott célgénekben is. A munkacsoportunk korabbi
vizsgalatai arra kerestek (és taldltak) vdlaszt, hogy hogyan képes a PPARY szamos
RAR célgént szabdlyozni. Erre magyardzatul az szolgalt, hogy a PPARY képes retinsav
szintézist indukdlni az abban szerepet jatsz6 enzimek szabdlyozdsa révén. Jelenleg azt
vizsgdljuk, hogy miért tapasztalhato jelentds dtfedés a RAR és VDR célgénjei kozott.
Ennek ismertetése a kisérleti rész megbeszélésénél tériink ki. A VDR mas szempontbol
is érdekesnek bizonyult, ezért részletesen tanulmédnyoztuk a 1,25-vitD hatdsat a

differencidl6dé monocita-eredetti dendritikus sejtekben.

A 1,25-vitD szerepe az immunrendszerben, Kkiilonos tekintettel a dendritikus
sejtekre

A 1,25-vitD immunsejtekre gyakorolt hatdsa tobb mint hisz éve ismert. A 1,25-vitD
gatolja a T-sejtek proliferacidjat, IL-2 és IFNYy termelését illetve a CD8+ T-sejt medialt
citotoxicitast. Ezzel szemben az IL-4 termelést fokozza. Osszességben elmondhato,
hogy a Thl és Th17 aktivitasat gatolja, mig a Th2 és a Treg altali valaszokat elOsegiti a
1,25-vitD. A B-sejtek proliferacidjat és a plazmasejtek differencidlodésat, valamint az
IgG szekréci6t szintén gitolja. Erdekes médon, a monocitdkban és makrofigokban a
hatdsa inkabb serkentd: a monocitdk proliferaciojat indukdlja, IL-1 termelését pedig
fokozza. A makrofdgokban a “Toll-like receptor” (TLR)-ok aktivdldsa mind a VDR-t,

mind a 1,25-vitD szintézisében szerepet jatsz6 CYP27B1 enzimet indukdlja. A



képzodott 1,25-vitD pedig a cathelicidin antimikrobidlis peptid transzkripcidjat fokozva
vezet az intracellularis Mycobacterium tuberculosis elleni hatékonyabb védelemhez.

A dendritikus sejtekben a VDR aktivédldsanak tobb hatdsat is lefrtdk. A 1,25-vitD
gatolja a dendritikus sejtek differencidlodésat és érését. Részben ezeknek kdszonhetden
a ligand-kezelt dendritikus sejtek T-sejt aktivdlo képessége jelentésen lecsokken. A
tolerogén dendritikus sejtekre szamos jellegzetessége a 1,25-vitD-kezelt dendritikus
sejteken is megfigyelhetd. Ezek kozé tartozik: az alacsony MHC-II, kostimulacids
molekula (CD40, CD80, CD86) és IL-12 szint és a normdl szinthez viszonyitott
magasabb inhibitor-molekula (pl. ILT3), IL-10 és CCL22 szint. VDR hidnyos
(génkiiitott) egerekben a nyirokcsomdk nagyobbak és tobb érett dendritikus sejtet
tartalmaznak. Ez arra utal, hogy a 1,25-vitD hatdssal van a dendritikus sejtek
fejlédésére in vivo. Tovabbi éllatkisérletek azt is megmutattdk, hogy a 1,25-vitD és
analégjai klinikai felhaszndldst is magukban rejtenek betegségek kezelésében (pl.
autoimmun cukorbetegség) vagy a transzplantacié sordn, tolerancia elérésében.

A 1,25-vitD dendritikus sejtekre tobbféle molekuldris mechanizmuson keresztiil
gyakorol hatast (pl. differencidlédas €s érés gatlasa, NF-xB ttvonal gatldsa, direkt
transzkripcids szabdlyozds). Az aldbb targyalt kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy a
gének 1,25-vitD-fliggd szabdlyozdsa mennyire fiiggvénye a differencidlédas
gatlasdanak. Vajon a szabdlyozott gének elsOsorban a differencidlédas/érés altal is
szabdlyozott gének korébdl keriilnek ki, vagy a 1,25-vitD nagyfoki autonomitast élvez,
és jelentds mértékben képes differencialodas dltal nem érintett géneket is szabédlyozni?
Hogy ezekre a kérdésekre vélaszt kapjunk, monocita-eredetli dendritikus sejteken
vizsgaltuk, hogy milyen géneket érint a differencidlodds és a 1,25-vitD, hogy a
szabdlyozott géneknek a halmazai mennyire fednek ét, illetve, hogy a immunfunkciéval
rendelkez6 géneket képes-e a 1,25-vitD a differencidlédéstol fliggetleniil is

szabélyozni.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Dendritikus sejt izolalas

A humdn monocitdkat “buffy coat”-bdl izoléltuk, Ficoll grddiens centrifugaldssal és
anti-CD14-hez kapcsolt magneses gyongy segitségével (VarioMACS separation
system, Miltenyi Biotec). A vérbdl CD1a+ mieloid dendritikus sejteket izoldltunk anti-
CDla gyongyok segitségével. A sejteket RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) tdpoldatban
tartottuk. A tdpoldat 10%-os FBS-t valamint penicillin/streptomycin-t (Sigma-Aldrich)
tartalmazott. A CDla+ mieloid dendritikus sejtek koncentraciéja 3,5x10° /ml volt. A
monocitdk 10° /ml koncentraciéban differencidltattuk, IL-4 (PeproTech) és GM-CSF
(Leucomax; Gentaur Molecular Products) jelenlétében. A differencidltatds teljes
idOtartama 5 napig tartott, a harmadik napon a citokinek addsit megismételtiik. A
dendritikus sejtek érését proinflammatorikus citokinekkel (10 ng/ml TNFa, 10 ng/ml
IL-1B, 1000 U/ml IL-6 (PeproTech) és 1 pg/ml prostaglandin E, (Sigma-Aldrich))
indukaltuk. Emellett tovabbi TLR-ligandok hatdsét is teszteltiik 18 6rds kezelés soran ,
a kovetkez6 végkoncentracioban: 100 ng/ml LPS (Sigma- Aldrich), 2 pg/ml CLO75
(InvivoGen) és 20 pg/ml polyl:C (Sigma-Aldrich).

A dendritikus sejtek ligandkezelése

A kisérleteinkhez (a dozisfiiggés vizsgdlatat kivéve) 1,25-vitD-t (Biomol) 10 nM-os,
mig a 25-hydroxyvitamint (25-vitD) (Biomol) 100nM koncentracioban hasznaltuk. A
dozisfiiggések esetében 1pM — 100 nM kozotti koncentracidkat alkalmaztunk. A VDR
antagonista ZK159222-t (Bayer Schering Pharma) 1 pM-os koncentraciéban
alkalmaztuk. Az oldészerkontroll DMSO:etanol 1:1 ardnyu keveréke volt. A RAR«
aktivalasdhoz 100nM-os AMS580-t hasznaltunk.

Microarray kisérletek

A dendritikus sejtté differencidlédé monocitdkat az izolédlds utdn 14 ordval kezeltiik
meg 10 nM 1,25-vitD-vel, 100 nM AMS580-al vagy az olddszerrel. A sejteket 12 6raval
vagy 5 nappal késoébb gylijtottiik be. RNS-t izoldltunk a monocitdkbdl, és ligandok
jelenlétében vagy hidnydban differencidl6dé dendritikus sejtekbél, (6 x 10° sejt / minta)

Rneasy kit (Qiagen) segitségével. A microarray kisérleteket 3 donorbdl szdrmazé



mintdkkal végeztiik el. A mintdkat Affymetrix Plus 2.0 microarray-kre az EMBL

heidelbergi laboratériuméban hibridizaltak.

A microarray adatok Kiértékelése

Az adatokat GeneSpring 7.3 programmal (Agilent) értékeltiik ki. A nyers
szignalértékeket globdlis (un. “per chip”) és génenként elvégzett (un. “per gene”)
normalizdlds utdn elemeztiik tovdbb. Eldszor eltavolitottuk azoknak a géneknek az
adatait, amelyek nem adtak megfeleléen magas jelet (nem normalizalt szignal-
intenzitas érték minimum 200 a 15 mintabdl legaldbb 3-ban). A szignifikdnsan valtoz6
géneket reprezentdlé prébakat oly médon azonositottuk, hogy egyrészt kétszeres fel-
vagy lereguldldst kellett mutatniuk a kontrollhoz képest, mdsrészt a t-teszttel a
szignifikancia értéknek 0.05 alatt kellett lennie. Az AMS80 és/vagy 1,25-vitD 4ltal
szabdlyozott géneket ANOVA t-teszt alkalmazdsdval azonositottuk. A kiilonbozd
grafikus megjelenitéshez un. heat map és a “pontfelhd” (kétdimenzids ‘“‘scatterplot’)
abrazoldshoz a mintdkat a kontrollokra normalizdltuk. A gének funkciondlis

csoportositasdhoz a “PANTHER classification system” on-line programot hasznaltuk.

Real time quantitative RT-PCR

A gének transzkripcids aktivitdsat, az mRNS szintet “real time quantitative RT-PCR”
(qPCR) segitségével mértiik génspecifikus TagMan probdk (Applied Biosystems)
segitségével. A gének expresszids szintjét CT (comparative cycle threshold) médszerrel
hatdroztuk meg és ciklofilinre normalizdltuk. Minden mérést legalabb 3 bioldgiai
mintdn végeztiink el. A diagrammokon egy-egy bioldgiai minta technikai triplikdinak

atlagai £SD szerepelnek.

1,25-vitD ELISA

A monocitikat 10° / ml koncentrdciéban tenyésztettiik a fent leirt koriilmények kozott
oldészer, 100 nM 25-vitD vagy 10 nM 1,25-vitD jelenlétében. A differencial6do,
éretlen és érett dendritikus sejteket az els6tdl a 6. napig gylijtottilk be naponként és a
mérésig —20 °C-on téroltuk &ket. A sejteket a mérés megkezdése eldtt fiziologids
sooldatban szuszpendaltuk és a lizishez 10 percig szonikéltuk (Bioruptor; Diagenode).

A lizdtumokat lecentrifugéltuk, majd a feliilliszéban 1évo 1,25-vitD-t kromatografias



oszloppal koncentraltuk be és ELISA-val (1,25-(OH)2 vitamin D ELISA Kkit;

Immundiagnostik) mértiik le a gyarté mellékelt haszndlati utasitdsai alapjan.

CCL22 ELISA

A monocitdkat 12-lyukd sejttenyésztd flaskdban tartottuk 1,25-vitD, 25-vitD vagy
oldészer jelenlétében. Az 5 fiiggetlen donortdl szdrmazé mintdk feliilisz6ibol
szendvics ELISA technikdval (human MDC immunoassay; R&D Systems) CCL22

szintet mértiink a gyarté mellékelt hasznalati utasitdsai alapjan.

Aramlési citométer

A CD300LF (IREM-1) szintjét a sejtfelszinen dramlasi citométerrel detektaltuk, anti-
IREM-1-et tartalmazé hibridéma feliiliszékat hasznalva (UP-D2, az antitestet M.
Loépez-Botet-tdl kaptuk / Barcelona, Spanyolorszag). Izotipus kontrollunk anti-IgG egér
antitest volt (R&D Systems). Masodlagos antitestként FITC-konjugélt poliklondlis
kecske anti-egér Ig-t (Dako) hasznaltunk. A differencidlédasi és érési markerek
detektalasahoz a kovetkezo antitesteket alkalmaztuk: anti CD1A PE, anti HLA-DR PE,
anti CD83 PE (BD Pharmingen), anti CD14 PE és anti CD40-PE (R&D Systems). A
jelolt antitesteket FACSCalibur dramldsi citométerrel detektaltuk és CellQuest

programmal elemeztiik (BD Pharmingen).

Western blot

25 ug-ot tartalmazé sejt-lizdtumot 8%-os SDS-polyacrylamide gélen vdlasztottuk szét
majd PVDF (Millipore) membranra blottoltuk. A membrdnon haromféle fehérjét
detektaltunk specifikus antitestetekkel: CYP27B1-t (1/5000 art.no.HYDOO1, Biologo),
VDR-t (1/7000, C-20, Santa Cruz Biotechnology) és GAPDH-t (1/5000, cat.no ab8245
Abcam). Az antitest-antigén komplexeket HRP-konjugdlt mésodlagos antitestekkel
(Sigma-Aldrich) mutattuk ki Immobilon Western HHRP szubsztrat kit (Millipore)

segitségével.

Immunhisztokémia
A sejteket centrifugdltuk, formalinnal fixaltuk majd paraffinba 4dgyaztuk. 5 wm-es

szeleteket készitettiink, amit aztdn egér anti-humdn VDR antitesttel (1/2000,



clone:H4537 Perseus Proteomics) mutattunk ki az EnVision-HRP rendszer (Dako)

segitségével, a gyarté mellékelt haszndlati utasitdsai alapjan.
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EREDMENYEK

A monocita-eredetii sejtekben a differencialédas soran koran kifejezodik a VDR

A monocita eredetli dendritikus sejtekben meghatdroztuk a VDR szintjét a
differencidlodas sordn. Azt taldltuk, hogy a VDR mRNS szintje a differencidlodés 18-
24 orajaban a legmagasabb, utdna csokken. Western blot analizis azt mutatta, hogy a
kifejez6d6 VDR fehérje indukdlddik az elsé két nap sordn, majd a szintje vdltozatlan

marad. Immunhiszokémidval a VDR magi lokalizaciét mutatott.

A 1,25-vitD szamos gén transzkripciéjat a differencialéodastol fiiggetleniil képes
szabalyozni

A microarray elemzésekhez egy olyan idOpontot valasztottunk ki a ligandkezelésre,
amikor a receptor magas szinten expresszdlédik. Ezért a sejteket 14 ordval a
differencialtatds megkezdése utan kezeltiik meg és 12 d6ra vagy 5 nap utdn gytijtottiik
be. Mivel mind a monocitdkbdl, mind a kezelt és kezeletlen sejtekbdl RNS-t izolaltunk,
a rendszeriink alkalmas volt arra, hogy a differencidlédds sordn valtozdan
expresszalédo géneket és a 1,25-vitD 4ltal szabélyozott géneket azonositsuk. Korabbi
kisérleteink azt mutattdk, hogy a differencidlédds sordn nagyszdmu gén expresszidja
valtozik meg. Ezzel dsszhangban, azt talaltuk, hogy 4364 préba (~ 2766 gén) mutatott
jelentOsen eltérd expressziot az éretlen dendritikus sejtben a monocitdhoz hasonlitva. A
1,25-vitD dltal szabdlyozott gének szama 578 (12 o6rds kezelés) és 918 (5 napos
kezelés) volt. Fontos megfigyelésiink volt az, hogy a differencidlédas sordn érintett
probak/gének egy jelentds részét (3511 proba) nem szabdlyozta a 1,25-vitD. Ez azt
mutatta, hogy a 1,25-vitD nem tekinthetd a differencidlodés éltalanos gatlészerének.
Ezzel szemben jelentds szdmban voltak olyan probak/gének is, amelyeket a 1,25-vitD

szabdlyozott, a differencidlédds azonban nem.

A 1,25-vitD kezelés szamos immunfunkciohoz kotheté gént szabalyoz

A tolerogén fenotipust elsésorban azoknak a géneknek az eltérd kifejezodése okozza,
amelyekhez immunfunkci6 kothetd. Ezért arra voltunk kivancsiak, hogy vajon ezeket a
géneket hogyan szabdlyozza a 1,25-vitD. A PATHER programot haszndlva
azonositottuk a differencidlodas és/vagy 1,25-vitD éltal szabalyozott gének koziil

azokat, amelyekhez ilyen funkciot kapcsoltak. El6szor a 1,25-vitD altal szabalyozott
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géneket vizsgaltuk meg. Az elemzés azt mutatta, hogy kozel 200 ilyen gén van. Ezek
koziil 41-et csak 12 6rds ligandkezelésnél, 86-ot csak 5 napos ligandkezelésnél, mig 63-
ot mindkét id6pontban szabalyozott a 1,25-vitD. Az immunfunkcidhoz kothetd gének
(“immunity and defense” kategéria) mindkét vizsgélt idOpontban feliil voltak
reprezentdlva. A tovabbi kisérleteinkben két megkozelitésben ellendriztiikk adataink
megbizhatdsagat. (1.) Az irodalombdl ismert 1,25-vitD 4ltal érintett géneket vizsgaltuk
meg, hogy a mi rendszeriinkben vajon hogyan szabdlyozdédnak. Azt taldltuk, hogy
néhiny kivételtdl eltekintve (IL-10, IL-12, MRC-1, CD86 és CCL-18) a gének ugy
szabdlyozddnak, mint ahogy azt a kordbbi adatok alapjan vartuk. Elképzelhetd, hogy az
IL-10 és IL-12 csak érett dendritikus sejtekben szabdlyozottak. Ezen kiviil
megvizsgiltunk olyan immunfunkcidéhoz kapcsolt géneket is, amelyekrdl ismert, hogy
a VDR direkt célgénjei. A monocita-eredetii dendritikus sejtekben kifejez0d6 géneket a
ligand szabdlyozta, az esetek tobbségében mindkét idopontban. (2.) Az eredményeinket
szintén validaltuk qPCR technikdval. Azt tapasztaltuk, hogy a két fiiggetlen mddszer
(microarray és qPCR) nagyon j6 egyezést mutatott nemcsak a magasan, hanem az
alacsonyan expresszal6d6 gének esetében is. A két eltéré megkozelitésii ellendrzés azt
mutatta, hogy adataink nagyrészt egybeesnek a kordbbi adatokkal, illetve, hogy a jol
validédlhatdak.

A 1,25-vitD altal szabalyozott és a differencialodas altal érintett,
immunfunkciéhoz kapcsolt gének csak részben fednek at

Azt, hogy a 1,25-vitD gatolja a dendritikus sejt differencidlodést és gatlast, néhany
dendritikus sejt marker vizsgdlata, valamint bizonyos funkciondlis tesztek alapjan
allapitottdk meg. Viszont nem végeztek olyan vizsgélatokat, ahol egyszerre tobb szdz
gént teszteltek volna. Microarray adataink lehetové tettek ilyen jellegli vizsgdlatot.
Eldszor azt vizsgaltuk meg az immunfunkcié kapcsolt gének korében, hogy milyen
atfedés tapasztalhaté a differencidlodas éltal érintett és a 1,25-vitD 4ltal szabdlyozott
gének kozott. Azt tapasztaltuk, hogy a két génlista csak részben fed at. Tehdt az
eredmény hasonld volt ahhoz, mint amikor az 6sszehasonlitast nem a sziikitett listdkon
végeztiik el. Ahhoz, hogy teljesebb képet kapjunk, az adatainkat egy un. pontfelhdn
(“scatter plot”) dbrazoltuk. Ehhez mind a differencidlédds, mind a 1,25-vitD hatdsat
egy-egy ardnyszammal fejeztiik ki minden egyes gén esetében. A differencidlédédsndl az

éretlen dendritikus sejthez tartozé microarray szignalértéket osztottuk el a monocitdhoz
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tartoz6 értékkel: 1-nél nagyobb szam felreguldlast, mig 1 alatti, tort szam leregulalast
jelentett a differencidlédds sordn. Hasonldképpen szdmoltunk hanyadost a 1,25-vitD
hatdsok ért€kelésére. Ezutan a két ardnyszdmot egy pontfelhén abrazoltuk (XY
koordinatdkon). Ez az dbrdazolasmod megmutatta, hogy a gének tobbsége, a korabban
leirt génekhez hasonldan, azaz a 1,25-vitD és a differencidlédds altal ellentétesen,
szabdlyozott. A 1,25-vitD 4ltal szabdlyozott gének egy madsik csoportjat a
differencidlédds nem érintette. Erdekes médon olyan géneket is azonositottunk,
amelyeket a differencidlodas és a 1,25-vitD hasonl6 médon szabélyozott (pl. mindkettd

felregulélta).

Az ellentétesen szabalyozott gének kozott is vannak a 1,25-vitD altal autoném
modon szabalyozott gének

A két program éltal ellentétesen szabdlyozott gének vizsgdlatakor megfigyeltiik, hogy
van olyan gén is, amit valdsziniileg a 1,25-vitD a differencidlédastol fiiggetleniil
szabdlyoz. Mivel az ALOXS (arachidonate 5-lipoxygenase) egy direkt VDR célgén,
ezért bar a 1,25-vitD és a differencidlédas egyarant szabdlyozza ezt a gént, a két
program mégis egymadstol fiiggetleniil hat. Arra voltunk kivancsiak, hogy mas géneket
is tud-e egymadstol fiiggetleniil szabdlyozni a két program. Ehhez kivalasztottunk
néhany gént ebbdl a csoportbdl és teszteltiik, hogy a differencidlodds késoi szakaszaban
(4. napon 24 6ran it kezelve) is képes-e szabélyozni expressziéjukat 1,25-vitD. Erdekes
moédon azt taldltuk, hogy az éltalunk vizsgidlt CD14, THBD, CD300LF, ALOXS
esetében képes volt a 1,25-vitD a gén szintjét indukdlni a differencidlédds késoi
szakaszdban is. Ezt egyediil az IRF8 esetében nem tapasztaltuk. Amikor ezeknek a
géneknek 1,25-vitD érzékenységét egy mdsik dendritikus sejttipusban, a vérbdl izolalt
CDla+ sejteken vizsgdltuk, azt tapasztaltuk, hogy a 1,25-vitD ebben a sejttipusban is
képes ezeket szabdlyozni. Hasonldképpen teszteltiik azoknak géneknek a 1,25-vitD
érzékenységét CDla+ sejtekben, amelyeket a ligand lereguldlt a monocita-eredetii
dendritikus sejtekben, és azt tapasztaltuk, hogy a gének gatldsa ebben a sejttipusban is
megfigyelhetd. Az a tény, hogy a ligand a differencidlodds késoi szakaszdban is
hatékony volt, valamint az, hogy egy masik dendritikus sejt tipusban is detektalhaté
volt a szabdlyozds azt mutattdk, hogy a 1,25-vitD még akkor is differencidlédastol
fiiggetleniil kifejtheti a hatdsat, amikor a két program ellentétesen szabdlyozza a gének

szintjét.
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A CYP24A1, CCL22 és a CD300LF 1,25-vitD-fiiggé szabalyozasa

Tovédbbi vizsgélatokra hdrom olyan gént vélasztottunk ki, amelyeket a 1,25-vitD
egyarant felreguldlt, azonban a differencidlédds mds-mds mddon szabdlyozott. A
CYP24A1 egy direkt VDR célgén, a CCL22 egy Treg sejtekre haté kemokin, mig a
CD300LF egy inhibitor molekula. A differencidléddas a CYP24A1-t nem érintette, a
CD300LF-t leregulalta, mig a CCL22 differencialodas kozben felreguldlodott. A
ligand idofiiggését vizsgadlva azt tapasztaltuk, hogy a 1,25-vitD mindhdrom gén
aktivitasat mar koran, harom ora utan fokozta és ez fennmaradt 6, 12, 24 6ra utan is. Ez
utdn azt vizsgaltuk, hogy milyen hatdsa van a VDR antagonista ZK159222-nek. Az
1,25-vitD antagonista jelenlétében sokkal kisebb hatékonysdgu volt, mint annak
hidnydban. Ez azt mutatta, hogy a 1,25-vitD ezeket a géneket a VDR-on keresztiil
szabdlyozza. A hdarom gén expresszigjat kiilonbozd 1,25-vitD koncentracidok
jelenlétében is teszteltiik, és a kapott d6zisgorbék alapjan ECsg értékeket szamoltunk. A
CYP24A1 és a CD300LF ECs értéke nagyon hasonl6 volt egyméshoz (~2-3 nM), mig
a CCL22 egy nagysdgrenddel alacsonyabb ECs, értéket mutatott (~0,3 nM). Tovabbi
kisérleteink azt mutattdk, hogy a hiarom gén a differencidlédds sordn mindvégig
érzékeny volt 1,25-vitD-kezelésre. Az érési periédusban, proinflammatorikus citokinek
jelenlétében a CCL22 mir nem mutatott jelentds véltozdst 1,25-vitD-kezelésre,
feltehetden azért, mert az érési stimulusok mar onmagukban is tobbszorosére novelték

mRNS szintjét.

A dendritikus sejtben termelodé 1,25-vitD is képes a CYP24A1, a CD300LF és a
CCL22 szintjét szabalyozni

A fiziolégiai 1,25-vitD szérumszint (~40-130 pM) val6észiniileg nem elegendd arra,
hogy a 1,25-vitD-fiiggd dtvonalakat bekapcsolja dendritikus sejtben. Kordbbi kisérletek
azonban megmutattdk, hogy a dendritikus sejt képes endogén mdédon szintetizdlni a
1,25-vitD-t a szérumban kb. 1000x-es koncentracidoban jelenlévd 25-hidroxi-
kolekalciferol-bol  (25-hydroxyvitamin Dj3, tovdbbiakban 25-vitD). A 25-vitD
hidroxilacigjat a CYP27B1 enzim végzi, ami egy citokrom p450 csalddba tartozé
fehérje. Ennek a jelenlétét kimutattdk dendritikus sejtekben is. Mi arra voltunk
kivancsiak, hogy a differencialodas/érés melyik szakaszdban indukdlédik az enzim, és

mikor termelddik elegendd aktiv 1,25-vitD a transzkripciés program elinditdsdhoz.
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Elészor a CYP27B1 mRNS szintjét detektdltuk qPCR technikdval. Azt tapasztaltuk,
hogy az enzim nagyon hasonlé expressziés mintdzatot mutatott, mint a VDR, 18-24
ordval a tenyésztés megkezdése utdn mutatta a legmagasabb mRNS szintet, utdna pedig
lecsokkent. A Western blot elemzés azt mutatta, hogy a 2-3 nap utdn jelent meg a
fehérje magasabb szinten, majd azt kovetden jelentds véltozds nem volt megfigyelhetd.
A korédbbi adatok azt mutattdk, hogy elsdsorban érési stimulusok képesek indukdlni a
CYP27BI1-t, ezért a proinflammatorikus citokinek mellett megvizsgaltunk kiilonb6z0
TLR ligandok hatését is. Azt tapasztaltuk, hogy szamos TLR ligand aktivélta a szintjét,
rdadasul az LPS (TLR4 ligand) és CLO75 (TLRS8/7 ligand) egyarant indukalta a VDR
és a CYP27B1 szintjét, arra utalva, hogy bizonyos stimulusok egyszerre képesek
aktivalni a receptort és az atalakitd enzimet. Az enzim mRNS és fehérjeszintjének
vizsgdlata utan azt vizsgdltuk, hogy vajon a 1,25-vitD mikor valik kimutathatéva a
sejtekben. Ehhez a dendritikus sejteket 100nM 25-vitD jelenlétében tenyésztettiik és a
termel6dd 1,25-vitD szintet ELISA mddszerrel mértiik. A sejtekben a 1,25-vitD a 3.
napon valt kimutathatovd és fokozatosan nétt a szintje. Ennek kovetkeztében a
kordbban vizsgdlt harom gén (CYP24Al1, CCL22 és CD300LF) mRNS szintje is
indukalodott a 2-4 naptdl kezddédden a 25-vitD jelenlétében is. Ezzel parhuzamosan a
CCL22 (ELISA-val) és CD300LF (4aramlasi citométerrel) indukcidja fehérjeszinten is
kimutathat6 volt. Ezek az adatok tehdt megmutattdk, hogy a monocita-eredetli
dendritikus sejtben mér a differencidlédas sordn is keletkezik annyi 1,25-vitD, hogy

célgének transzkripcidjat fokozza.

A VDR és RAR« altal kozosen szabalyozott gének azonositasa

A munkacsoportunkban kordbban elvégzett kisérletek azt mutattdk, hogy a monocita-
eredetli dendritikus sejtben szamos gént €s ttvonalat képes szabalyozni mind a PPARY
agonista rosiglitazone, mind a RARa«-specifikus AMS580. Ilyen gének pl. a szoveti
transzglutamindz (TGM2), a CD1A és CDID. Tobb 1,25-vitD dltal szabélyozott
célgént teszteltilk rendszeriinkben, hogy vajon mas magreceptor ligandok képesek-e
szabalyozni. Erdekes médon azt taldltuk, hogy szdmos 1,25-vitD-érzékeny gént az
AMSS80 is szabdlyozott. A fent emlitett TGM2 mellett FBP1, VEGF, NRIPI is ilyen
génnek bizonyult. Ez felvettette azt a kérdést, hogy vajon ez a jelenség (ti. 1,25-vitD-

érzékeny géneket az AMS80 is szabdlyoz) mennyire éltaldnos.
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A kordbban ismertetett microarray kisérletiinket Ugy terveztiik meg, hogy erre a
kérdésre is vélaszt tudjunk adni a segitségével. Az olddszer kontroll és a 1,25-vitD
mellett olyan mintdink is voltak, amikor a sejteket RAR-specifikus 100 nM AMS580-
al kezeltiik 12 oréig illetve 5 napig. A szignifikdnsan szabdlyozott gének azonositdsat
az Anyagok és mddszerek fejezetben leirtak szerint végeztiikk és fentebb ismertetett
kisérletektdl eltérden itt ANOVA t-tesztet alkalmaztunk. Mind a 12 6rdig kezelt mind
az 5 napig kezelt mintdk esetében Osszehasonlitottuk a ligandok 4ltal szabdlyozott
gének halmazat. Meglep6 médon a 1,25-vitD éltal szabdlyozott gének mintegy 50%-ét,
877 gén-specifikus préobat az AMS80 is szabdlyozta az 5. napon. A 12 Ords
ligandkezelés utdn a kozosen szabdlyozott probdk/gének szama alacsonyabb volt és
szazalékban kifejezve is kisebb volt az atfedés. A 1,25-vitD 4ltal szabalyozott génekhez
hasonléan az AMS580 4ltal szabdlyozott géneknél is elvégeztikk a funkcié szerinti
osztdlyozast a PANTHER programot haszndlva. Ebben az esetben is azt tapasztaltuk,
hogy az AMS580 kezelés is szamos immunfunkciéhoz kothetd gént szabdlyozott (pl. 12
ora ligandkezelés utan 52 gént). Az 1,25-vitD és az AMS580 altal kozosen szabélyozott
gének kozott a dendritikus sejt minden vizsgalt kategoridjaban (antigén felvétel és
bemutatds, kemokinek, citokinek €s receptoraik, inhibitor receptorok) taldltunk k6zosen

szabdalyozott gént.
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MEGBESZELES

Korabbi tanulmanyok megmutattak, hogy a microarray technika sikerrel alkalmazhat6
a magreceptorok dltal szabalyozott géneket €s érintett utvonalakat tanulmanyozaséra
mieloid sejtekben. A gliikokortikoid receptor szerepét monocita-eredetii
makrofagokban vizsgédltdk ezzel a technikdval, mig munkacsoportunk azt
tanulmanyozta, hogy a PPARY dendritikus sejtekben hogyan szabdlyoz lipid-
metabolizmusban érintett és immunfunkcidhoz kapcsolhaté géneket. Itt ismertetett
kisérleteinkben arra kerestiink vélaszt, hogy a 1,25-vitD hatdsa dendritikus sejtekben

mennyire fiigg a differencialédasra gyakorolt hatdsatol.

A monocita-eredetii dendritikus sejt

A kisérleteinkhez monocita-eredetli dendritikus sejteket hasznaltunk. Az IL-4 és GM-
CSF citokinek jelenlétében differencialtatott dendritikus sejt széles korben hasznalt
modellként szolgdl. Nagy elonye a rendszernek, hogy viszonylag nagy szdmban (5-12 x
10" sejt/ donor) jutunk homogén alloményd sejtekhez. Amint azt éllatkisérletekkel
igazoltdk, a monocitdk - gyulladds sordn - valéban szolgédlhatnak dendritikus sejtek
prekurzoraiként. A vdlasztott sejttipus tehdt nemcsak a transzkriptom-elemzésekhez
idedlis sejteket biztositja, hanem egy in vivo lezajlé differencidlédasi folyamat
modelljeként is felfoghato.

Egy adott magreceptor akivitdsanak jellemzéséhez alapvetd annak tisztdzasa, hogy a
sejtekben jelen van-e az aktivdlé ligand. A VDR esetében kordbbi tanulmédnyok
igazoltdk, hogy a dendritikus sejtek képesek (elsOsorban gyulladdsi szigndlok
jelenlétében) endogén 1,25-vitD termelésére. Azt itt targyalt kisérleteink azt mutattak,
hogy a monocita-eredetli dendritikus sejtek méar a differencidlédds sordn termelnek a
prekurzorb6l 1,25-vitD-t olyan koncentriciéban, amennyi elegendd a célgének
transzkripcidjanak indukdldsara. Tovabbi kisérletek sziikségesek annak eldontésére,
hogy a 1,25-vitD szintézis képessége melyik dendritikus sejt tipusokra jellemz6 és a

differencidlodds/érés melyik fazisaban jelenik meg.
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A 1,25-vitD kezelés altal indukalt transzkripcidés valtozasok tolerogén dendritikus
sejt fenotipus kialakitasahoz vezetnek

Kisérleteink sordn microarray technikdval azonositottuk azokat a géneket, amelyek
transzkripcids aktivitdsit jelentdsen szabdlyozta a 1,25-vitD. Az a kérdés, hogy az
eddig VDR célgénként nem azonositott gének hogyan jarulnak hozzd a
tolerogenitdshoz, késébbi vizsgilataink alapjat fogjdk képezni. Jelen értekezésben
elsdsorban azt vizsgéltuk, hogy hogyan fiigg 6ssze a 1,25-vitD éltal szabdlyozott és a
differencidlodds 4ltal érintett program. Ennek tdrgyaldsa eldtt két, a szabdlyozas
mikéntjére vonatkoz6é megfigyelésre roviden kitériink. (1.) A microarray adatok azt
mutattdk, hogy a tolerancia kialakitdsdban az immunogén folyamatok (és ahhoz
hozzdjarulé gének) gatldsa és a tolerogén folyamatok (és gének) indukcidja egyarant
szerepet jatszanak. Erre utalt az antigén-prezentacioban érintett és kostimulacios
molekuldk transzkripcidjanak lereguldldsa, illetve olyan gének felreguldldsa (citokinek,
kemokinek, inhibitor receptorok) amelyek hatdsa ismert, hogy tolerogén fenotipushoz
vezet. (2.) Szdmos olyan gént, ami hasonl6 funkcidju fehérjét kédol, a 1,25-vitD egyiitt
szabdlyoz. Ezek a gének gyakran egy adott kromoszéma régidban taldlhatéak, amint ez
az MHC-II, CD1 molekuldk, inhibitor receptorok esetében megfigyelhetd. Ezekben az
esetekben elképzelhetd, hogy a VDR nagyobb genomi szakaszokat egyszerre

szabdlyoz.

A dendritikus sejtekben 1,25-vitD altal indukalt transzkripciés program jelentos
mértékben fiiggetlen a differencialédastol

A kordbbi tanulmanyok azt mutattdk, hogy a 1,25-vitD gétolja a dendritikus sejtek
differencialodasat €s érését. Erre a kovetkeztetésre a kutatok kiilonféle markerek (pl.
CDla, CD14, MHC-II, CD83 és kostimulaciés molekuldk) vizsgdlata alapjan jutottak.
Mivel globdlis elemzést eddig nem végeztek a 1,25-vitD és a dendritikus sejtek
differencidlodasanak  viszonylatdban, nem  volt ismert, hogy vajon a
differencidlodés/érés sordn véltozd gének tobbsége hasonldan szabdlyozott-e mint a
vizsgalt markerek. Tovabbi kérdés volt, hogy vajon a 1,25-vitD képes-e a
differencidlodastol és/vagy az érésétdl fiiggetleniil is szabdlyozni immunfunkciéhoz

kapcsolt géneket.
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Kisérleteink azt mutattdk, hogy a 1,25-vitD jelent6s mértékben autoném mddon, a
differencidlodastol és/vagy az éréstdl fliggetleniil szabdlyozza a gének transzkripcidjat.
Megéllapitasunkat a kovetkezo 4 érvvel tamasztottuk al4.

(1.) A differencidlédas és a 1,25-vitD altal szabdlyozott gének csak részben fednek at.
Nagyszdmu olyan gén is azonosithatd, amit vagy csak az egyik, vagy csak a mdasik
program szabdlyoz. Ez igaz az in silico - PANTHER programmal - azonositott, immun-
funkcidhoz gének csoportjdra is.

(2.) Azok a gének, amik transzkripcidjat mind a 1,25-vitD, mind a differencidlodés
érinti, nem sziikségszerlien ellentétesen szabdlyozottak a két program éaltal. A 1,25-vitD
az esetek tobbségében a kordbban feltirt mdédon szabdlyozza a géneket, azaz a
differencidloddssal ellentétesen. Viszont jelentds szdmban azonositottunk olyan
géneket 1s (pl. CCL22) amit mindkét program indukal.

(3.) Még akkor sem torvényszerti, hogy a 1,25-vitD a differencidlodas gatlasan
keresztiil hat, amikor a két program ellentétesen szabdlyozza egy adott gén
transzkripcidjat. Erre részben az utalt, hogy a differencidlédds barmelyik szakaszaban
képes volt a 1,25-vitD indukdlni a differencidl6das sordn leregulélt géneket. Masfeldl, a
1,25-vitD filiggd szabdlyozéast ki tudtuk mutatni vérbdl izoldlt CDla+ dendritikus
sejteken is. Amikor a CD300LF-t (a differencidlédéas és 1,25-vitD dltal ellentétesen
szabdlyozott gén) részletesen elemeztiik, arra jutottunk, hogy szabdlyozdsa nagyon
hasonl6 a CCL22-hoz és CYP24Al-hez, amelyeket viszont biztosan nem a
differencidlodas gatlasan keresztiil szabalyoz a 1,25-vitD.

(4.) A 1,25-vitD képes az érési programtdl fiiggetleniil is géneket szabalyozni. Szamos
gyulladasi szigndl, egyebek mellett az LPS és gyulladasi citokinek, képes a dendritikus
sejtek érési programjit beinditani. A 1,25-vitD valdban képes az érési folyamatokat
gatolni, részben olyan “gyulladasi transzkripcids faktorok™ gatldsa révén, mint amilyen
az NFAT/AP-1 és az NF-kB. Ennek a gatlasnak az eredménye pl. IL-2 és az IL-12
csokkent termelésében nyilvanul meg. A rendszeriinkben azonban valdsziniileg nem
errél van sz0, ugyanis a differencidlodds sordn nem alkalmaztunk olyan anyagokat (pl.
TLR agonistak) amelyek gyulladdsos érést indukaltak volna dendritikus sejtekben. fgy
tehat a 1,25-vitD dltal szabédlyozott, mintegy 200 immunfunkciéhoz kapcsolt gén nem a
gyulladasi szignédlok gétlasa révén szabdlyozott.

A fentiek alapjan megdllapitottuk tehat, hogy a 1,25-vitD egy olyan ligand, amely

nagymértékben képes a differencial6dédstol és/vagy az érési szigniloktdl szabdlyozni
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célgének expresszidjat. Ez alapjan valdszinisithetjiikk, hogy a tolerogén fenotipus
jelentds részben aktiv folyamatok eredményeként alakul ki, és nem a

gyulladasi/immunogén folyamatok gatldsdnak az eredménye.

A VDR és RARa altal megvalosulé kozos szabalyozas lehetséges molekularis
mechanizmusainak vizsgalata

Szamos potencidlis mechanizmus létezik, amely magyardzhatja, hogy egy adott gént
miért képes mind a VDR mind a RAR szabédlyozni. Lehetséges példaul, hogy mindkét
receptor indukdl egy olyan transzkripcios faktort, amely aztin szdmos célgént
szabalyoz. Emellett val6szinii, hogy tobb olyan gén is van, amelyek direkt célgénjei a
VDR-nak és a RARa-nak. Ebben az esetben elképzelhetd, hogy a két receptor ugyanazt
a vdlaszad6 elemet haszndlja a szabdlyozashoz. Tovabbi kisérleteinkben erre az
utobbira keresiink példdkat. Eloszor a génexpresszids adatainkat Osszevetettiik az
irodalombdl ismert génekkel, amelynek mar azonositottdk vdlaszad6 elemét. Azt
talaltuk, hogy a mindkét ligand altal szabdlyozott gének koziil egyediil a FBP1-rdl (
fructose-1,6-bisphosphatase) ismert, hogy a VDR és a RAR«a ugyanazt a vélaszadé
elemet haszndlja a szabalyozashoz (azaz VDRE=RARE). Szamos olyan, mindkét
ligand altal szabalyozott gént is sikeriilt azonositanunk azonban, amelyrdl ismert, hogy
vagy az egyik, vagy a masik receptor milyen véalaszadé elemen keresztiil szabélyozza.
Ezeket a géneket kivanjuk a tovdbbiakban megvizsgalni, és ellendrizni luciferdz
riporter konstruktokkal és EMSA technikdval, hogy vajon a kordbban azonositott
valaszad6 elemeket képes-e mindkét receptor kotni. Ha ezt sikeriil igazolni, akkor ez
részben magyardzatul szolgdlhat a microarray elemzés sordn megfigyelt jelentOs

atfedésre a két receptor altal szabalyozott gének kozott.
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OSSZEFOGLALAS

A dendritikus sejtek nélkiilozhetetlenek az adaptiv immunvdélaszok kivéltdsaban és a
tolerancia kialakitdsdban, de a természetes immunitdshoz is hozzdjarulnak. Az
immunvalaszt kivalté folyamatokban elsésorban immunogén, mig az immunvalaszok
csendesitésében tolerogén dendritikus sejtek vesznek részt. Az utébbi idében
egyértelmiivé vélt, hogy a dendritikus sejtek fejlddésének és szamos funkcidjanak
szabdlyozdsdban részt vesznek a magreceptorok is. A jelen értekezésben tdrgyalt
kisérletek sordn egy ilyen magreceptor, a D-vitamin receptor (VDR) dltal indukalt
valtozasokat vizsgéltuk két masik program, a differencidlédas és a retinsav receptor o
(RAR)-indukélta transzkripcids program viszonyédban.

(1.) Koradbbi tanulmanyok igazoltdk, hogy a VDR agonistdja, a kalcitriol gitol szdmos
olyan valtozast, amelyek a dendritikus sejtek differencidléddsa és érése soran
kovetkeznek be. Emellett az is vildgossd vilt, hogy a kalcitriol kezelt dendritikus sejtek
mind fenotipusuk alapjdn, mind funkcidjuk szempontjabdl tolerogén dendritikus
sejteknek tekinthetdek. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy hogyan fiigg Ossze a
differencidlodas é€s a kalcitriol altal szabdlyozott traszkripcidés program. Hogy erre a
kérdésre valaszt kapjunk, microarray €s qPCR vizsgdlatokat végeztiink el humén
monocitdkbdl differencidlodé dendritikus sejteken €s vérbdl izolalt mieloid dendritikus
sejteken. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a differencidlodas altal és a
kalcitriol altal szabdlyozott gének atfednek ugyan, de nagyszamu olyan gén is van, amit
vagy csak az egyik, vagy csak a masik program szabdlyoz. Tovédbbi vizsgédlatok azt is
megmutattidk, hogy sok esetben akkor is fiiggetlennek tekinthetd a két program
egymastél, amikor mindkettd képes szabdlyozni egy adott gén transzkripcidjat. A
kisérleteink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az exogén (vagy a
dendritikus sejtek altal szintetizdlt endogén) kalcitriol olyan programot szabdlyoz,
amely nagymértékben fiiggetlen a dendritikus sejtek differencidlodasi folyamatatol. Ez
arra is utalt, hogy a kalcitriol nem kizar6lag immunogén programok gatlasa altal,
hanem jelentds részben aktiv folyamat révén szabdlyozza a dendritikus sejtek tolerogén
fenotipusat.

(2.) Korabbi eredményeink azt mutattdk, hogy a RARa és a VDR sok esetben hasonlé
valtozasokat idéz el6 a dendritikus sejtek fenotipusdban, rdadasul a két magreceptor

tobb funkciot is hasonloképpen befolydsol. A jelenleg folyé kisérleteinkben azt
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vizsgaljuk, hogy mennyire tekinthetd dltaldnosnak a ko6zos szabdlyozds a célgének
szintjén. Microarray kisérletek sordn jelentOs atfedést tapasztaltunk az AMS580 (RAR«
agonista) és a kalcitriol kezelés nyoman szabélyozott gének kozott. Eredményeink azt
mutattdk, hogy a kalcitriol 4ltal szabdlyozott gének mintegy 50%-at az AMS80 is
szabdlyozza a dendritikus sejtek differencidléoddsanak 5 napja alatt. A tovdbbiakban
ennek a megfigyelésnek szeretnénk lehetséges molekuldris mechanizmusait vizsgalni.
Elsésorban arra vagyunk kivancsiak, hogy vannak-e olyan, mindkét receptor dltal
szabdlyozott célgének, amelyeket a VDR és a RAR ugy szabélyoz, hogy ugyanahhoz

a valaszad6 elemhez kotddnek az adott gén szabdlyozo régidiban.
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