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1. Bevezetés

A dendritikus sejtek (DC) a mikroorganizmusok széles repertoarjanak valamint a szovetkarosodas
jeleinek felismerése révén a kornyezet valtozasainak kifinomult érzékeldjeként szolgalnak. Ezen
tulmenden, kiemelkedd szereppel birnak a patogének és tumorok elleni védelmi mechanizmusok
koordinalasaban ¢és annak biztositasdban, hogy az immunvalasz ne egészséges sajat struktarak ellen
iranyuljon. A DC-k funkciojuk betdltése soran kiilonféle stressz hatasoknak vannak kitéve, mely
szamos adaptacios mechanizmus kialakulasahoz vezetett. Példaul, a sejt homeosztazisat megzavar6
koriilmények, mint a fertézések is, hatassal vannak a sejtlégzés soran keletkez6 mitokondrialis
reaktiv oxigén gyokok (mtROS) mennyiségére. A megemelkedett mtROS termelés ezt kdvetden
bizonyos fehérjék reverzibilis oxidacidjan keresztil képes a kornyezetben bekovetkezd
valtozasoknak megfelelden alakitani a sejtfunkcidkat.

A sejt homeosztazisanak fenntartasat biztosité autofigia szintén fontos szereppel bir a patogének
elleni védelemben. Egyrészt kozvetleniil, a citoplazmdba jutdé korokozok eltdvolitisa révén,
masrészt a szisztémas immunvalasz részeként, a velesziletett és szerzett immunrendszer
szabalyozasan keresztiil. Habar a ROS termelés €és az autofagia a velesziiletett immunitas legésibb
mechanizmusai, mégis a szerzett immunvalasz és a gyulladasos folyamatok f6 szabalyozoi kozé
tartoznak. Igy az intracellularis kérokozok elleni immunvalasz valamint a gyulladasos folyamatok
szabalyozasanak jobb megértése érdekében célul tiztiikk ki a fokozott mtROS termelés hatasainak

tanulmanyozasat, valamint az autofagia folyamatat szabalyozé molekulak azonositasat DC-kben.

1.1 A dendritikus sejtek Kkulcsfontossagiiak az immunvalasz kialakulasaban és
szabalyozasaban

A DC-k szervezetiinkben szétszortan, minden szovetiinkben megtalalhatoak. Mintazatfelismerd
receptoraik (PRR) révén képesek a mikrobialis struktirak megkiilonboztetésére valamint olyan sajat
strukturdk felismerésére, amelyek szoveti sériilés kovetkeztében valnak hozzaférhetévé az
immunrendszer szamara. PRR-on keresztiili aktivacidjuk egyarant nélkiilozhetetlen a velesziiletett
és szerzett immunvalasz kivaltdsdhoz. A DC-k a hematopetikus sejtek egy igen heterogén
sajatsagaik alapjan két f6 csoportba sorolhatok: konvencionalis DC-k (cDC) és plazmacitoid DC-k
(pDC).

1.1.1. A pDC-k egyedi PRR mintazatuk révén hatékony antiviralis immunvalaszt biztositanak
a ferto6zés korai és késéi fazisaban egyarant
A pDC-k az I-es tipusu interferonok (IFN) f6 forrasai, melyek sejtjeinkben antiviralis allapotot

alakitanak ki, ezzel gatolva a virusok terjedését. Ugyanakkor a T-, B-, és NK sejtek valamint a
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cDC-k aktivitdsanak fokozasaval az antivirdlis immunvalaszt is erdsitik. Fiziologids koriilmények
kozott a pDC-k a limfoid szervekben és a vérben lokalizalddnak. Aktivaciot kovetden azonban a
gyulladt szovetekbe vandorolnak, ahol lokalisan gatoljadk a virus terjedését. A virusfertdzés
kezdetén a pDC-k a vérben és a limfoid szervekben talalhatok, ahol nem fert6z6 virus
partikulumokat illetve fert6zott sejtekb6l szarmazo apoptotikus testeket kebelezhetnek be. A felvett
virdlis struktiurdkat ekkor endoszomalis TLR7 és TLR9 receptorokon keresztiil ismerik fel.
Endoszomalis TLR receptoraik altal aktivalodva gyors, nagy mennyiségli I-es tipusi IFN
termeléssel valaszolnak. Emellett az aktivacio eldidézi a pDC-k gyulladt szovetekbe vandorlasat
valamint indukalja a RIG-I receptor kifejezddését, melynek ligandumkotése ezt kovetden hozzajarul

az l-es tipusu IFN-ok masodik hulldmanak kivaltasahoz a fert6zés helyén.

1.1.2. A cDC-kben zajlé autofagia hozzajarul a fert6z6 agensek szamanak és a potencialisan
szovetkarosito citokinek mennyiségének korlatozasahoz

A cDC-k kulcsszerepet jatszanak a gyulladasos reakcidban, amely a gyors antimikrobidlis valasz
kialakulasdhoz és az adaptiv immunvalasz megfeleld aktivalasahoz is szilikséges. Mivel
potencialisan barmely immunvalasz kérosithatja sajat szoveteinket, a talzott gyulladas elkeriiléséhez
¢s a homeosztazis fenntartasahoz ezen folyamatok szigoru kontrollja sziikséges. Napjainkra szamos
tanulmany igazolta az autofagia kozponti szerepét a potencialisan karos, velesziiletett
immunvalaszok korlatozasaban. Autofagia révén a sejt sajat komponenseit kettés membrannal
kortilvett vezikuldba, ugynevezett autofagoszomaba zarja, majd lizoszomdk kozremiikddésével
lebontja a tapanyagok ujrahasznositasa valamint a rendellenes organellumok ¢és fehérje
aggregatumok eltavolitasa céljabol. Az oxidalt proteinek ¢és organellumok valamint a ROS
tultermeléséért felelos karosodott mitoknodriumok eltavolitasa altal az autofagia szamos olyan
endogén veszélyjeltdl szabaditjia meg a sejtet, melyek maskiilonben gyulladidsos folyamatot
valthatnanak ki. Az immunvalasz aktivacios kiiszobértékének emelésével, az autofagia
megakadalyozza az immunrendszer indokolatlan nyugalmi allapotban torténd aktivaciojat.
Bizonyos helyzetekben azonban, az autofagia erdsiti a fertézések elleni védelmet. Egyrészt
kozvetleniil, a sejt citoplazmajaba jutd patogének lebontasa révén, ami feltehetéen az eukaridta
sejtek egyik leg6sibb védelmi mechanizmusa. Masrészt, a hivatasos antigén prezentald sejtekben
kiilondsen intenziven zajlo autofagia a citoplazmdban 1évé mikrobidlis nukleinsavakat ¢és
antigéneket az endoszOmaba juttatja igy eldsegitve endoszomalis TLR receptorok altali
felismerésiiket valamint MHC-11-fiiggd prezentacidjukat a CD4™ T sejtek szamara. Ezen tilmenéen,
a keringésbdl a fert6zés helyére vandorldo monocitdk cDC-vé illetve makrofaggd torténd

.....

fiiggd aktivaciot kovetden a cDC-kben ideiglenesen csokken az autofagia. Ennek feltételezhetd
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ezaltal az autoreaktiv T sejtek aktivaciojanak gatlasa. A késObbiekben azonban az autofagia
intenzitasa helyreall, mely megakadalyozza a citokinek taltermelddését, ezaltal csokkentve a

gyulladas mértékét.

1.2. Az mtROS és a SLAMF receptorok immunmodulal6 szerepe

A DC-k funkcioéi szigora tér- és idobeli szabalyozas alatt allnak, ami sziikséges a megfeleld
immunvalasz kialakitdsahoz. Ennek érdekében a DC-k aktivacidja szamos kornyezeti faktornak, a
sejt metabolikus allapotanak és az immunsejtek kozotti kommunikacionak is fiiggvénye. Mig
bizonyos receptorok, ligandumok vagy akar szervetlen molekuldak nélkiilozhetetlenek az
immunvalasz elinditasaban, masok esetleg modulald, azonban korantsem elhanyagolhat6 szereppel

birnak annak szabalyozasaban.

1.2.1. Az mtROS hatasa a jelatviteli folyamatokra

A ROS kémiailag reaktiv molekuldk csoportja, amelyek magas koncentraciéban a fehérjéket,
lipideket és DNS-t oxidalva karosithatjak sejtosszetevoinket. Kontrollalt termelédésiikkor azonban,
specifikus célpontok reverzibilis oxidacidja révén, mas poszt-transzlacids moddositasokhoz
hasonloan, képesek a jelatviteli utak szabalyozasara. A ROS egyik fo endogén forrasa a
mitokondrium elektrontranszportlanca (ETC). Az oxigén az ETC végén végsé elektron
akceptorként szolgalva vizzé redukalodik. Azonban az elektronok szivargasa, foként az ETC I-es és
I11-as komplexeinél, az oxigén részleges redukciojahoz vezet, ami mtROS képzddését eredményezi.
Mig ezek az I-es komplexnél a matrixba keriilnek, addig a I11-as komplexnél a mitokondrium bels6
membranjanak mindkét oldalan megjelennek. Mivel a Ill-as komplex altal generalt membran
kozotti térbe keriildé ROS-nak elég a mitokondrium kiilsé membranjan atjutnia ahhoz, hogy a
citoplazmaba keriiljon, potencialisan jelatviteli molekulaként szolgalhat. Szamos kornyezeti faktor
novelheti a mtROS mennyiségét, tobbek kozott az aktivalt fagocitak altal termelt ROS és TNF is. A
mikroorganizmusok €s azok komponensei szintén fokozhatjak az mtROS termelddését. Az mtROS-
vezérelt redox-reakciok a fehérje-fehérje kolcsonhatasoknak, a transzkripcids faktorok DNS-ko6td
képességének valamint az enzimek katalitikus aktivitasanak megvaltoztatasival modosithatjak a
jelatviteli utvonalakat. Erdekes, hogy a redox-folyamatok hatassal vannak mas poszt-transzlacios
modositasokra is, példaul a foszforilaciora. Redox szabalyozds a ROS keletkezéséhez vezetd
stimulus hatasara a sejt egy adott teriiletére lokalizalva jatszodik le. Szamos irodalmi adat tamasztja
ala a PRR utvonalak ROS altali szabalyozésat, azonban az mtROS pDC-k virusfelismerésére
kifejtett hatasa még nem ismert. Mivel a pDC-k korai I-es tipust IFN termelése endoszomalis TLR

receptorok altal vezérelt, mig annak késoi fazisaban a citoszolikus RIG-I receptor is részt vesz, a
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pDC-k idealisak arra, hogy az mtROS kiilonb6z6 elhelyezkedésii PRR-0K jelatvitelére gyakorolt
hatasat tanulmanyozhassuk. A pDC-ket azonban problémas az in vitro vizsgalatokhoz sziikséges
mennyiségben szeparalni az emberi szervezetbdl (a periférias vérben talalhat6 mononuklearis
sejteknek mindossze 0,2-0,8%-at teszik ki), igy legtobb kisérletiinket a GEN2.2 huméan pDC
sejtvonalon végeztiik. Ezt kovetden az mtROS TLRO9- és RIG-I-medialt I-es tipusu IFN termelésre

kifejtett hatasat egészséges véradok periférias vérébol szarmazo primer pDC-ken is igazoltuk.

1.2.2. A SLAMF receptorok szerepe az autofagia szabalyozasaban

A mikrobak PRR-vezérelt felismerése mellett, a gyulladasos folyamatok szabalyozasaban fontos
szerep jut a sejtek kozotti kommunikacionak, melyet részben sejtfelszini receptorok, tobbek kozott a
SLAMF receptorok biztositanak. A SLAMF receptorok hematopoetikus sejtek felszinén
expresszalodnak és foként homoasszociacio révén aktivalodnak. Az utdbbi években egyre nagyobb
figyelem iranyul az autofagia immunitdsban bet6ltott szerepére, azonban arrdl, hogy a folyamat
hogyan szabalyozodik immunsejtekben, még keveset tudunk. A kozelmultban kimutattak, hogy a
SLAMF1 és SLAMF4 receptorok képesek az autofagia szabalyozasara. Hatasukat a Beclin-1/Vps34
makrokomplexen keresztiil fejtik ki, mely az autofagia kezdeti 1épéséért felelés. Az emlitett
makrokomplex stabilizalasan keresztiil a SLAMF1 autofagiat fokoz6 hatésat figyelték meg human
kronikus  limfocitds leukémia sejtekben. Ezzel szemben a SLAMF4 receptornak a
makrokomplexszel torténd asszociacidja csokkenti annak lipid kindz aktivitasat, igy az autofagia
gatlasat eredményezi human monocitoid THP1 és egér csontveld eredetli makrofdgokban. Habar
cDC-ken szamos SLAMF receptor expresszalodik, funkcidjukrol keveset tudunk. A kiilonb6zo
immunsejtekben megismert autofagiat modulald szerepiik alapjan elképzelhetd, hogy a SLAMF
receptorok az autofagia folyamatanak szabalyozasan keresztiil fejtik ki hatasukat a ¢cDC funkciokra.
Kisérleteinkkel a huméan ¢cDC-ken konstitutivan jelen 1évé6 SLAMEFS receptort tanulmanyoztuk arra
keresve a valaszt, hogy a receptor befolyasolja-e a cDC-kben az autofagia folyamatat valamint a
gyulladasos citokinek termelését, és ha igen, milyen molekularis mechanizmuson keresztiil.

Vizsgalataink soran a cDC-ket monocitakbdl differencialtatott DC-kkel (moDC) modelleztiik.



1.3. Célkitiizések
1.3.1. Kisérleteink célja az mtROS pDC-k antivirdlis funkcidira Kkifejtett hatiasianak
meghatarozasa volt
e vizsgalva a pDC-K TLR9- és RIG-I-medialt I-es tipust IFN termelését az mtROS emelkedett
szintjének jelenlétében,
e azonositva az mtROS molekularis targetjeit, mely révén a TLR9 és RIG-I jelatviteli

utvonalak moédositasa torténik.

1.3.2. Vizsgalataink soran tanulmanyozni kivantuk a SLAMFS5 sejtfelszini receptor c¢DC
funkciokban betoltott szerepét
e megallapitva a SLAMF5 hatasat az LPS/IFNy-val kezelt cDC-k fenotipusara és
citokintermelésére,
e meghatarozva a receptor autofagiara kifejtett hatasat,

o feltérképezve a hatterében all6 molekularis mechanizmust.



2. Anyagok és modszerek

2.1. Human pDC-k és monocitak izolalasa periférias vérbol

Kisérleteinkhez a human pDC-ket és monocitakat egészséges véradok periférids vérébol nyertiik ki.
A periférias vér mononuklearis sejteinez (PBMC) Ficoll-Paque (GE Healthcare) oldattal térténé
stiriség-alapt gradiens centrifugalassal jutottunk. A primer pDC-ket PBMC-bdl izolaltuk pozitiv
szelekcion alapulé magneses sejtszeparalo kit, a human CD304 (BDCA-4/Neuropilin-1) MicroBead
Kit (Miltenyi Biotech) segitségével VarioMACS magneses allvanyon. A frissen izolalt sejteket 48-
lyukt tenyésztd lemezen 5x10° ml ™ sejtstirliségben RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) tapfolyadékban
Technologies) 2 mM L-glutaminnal, 100 U mI™* penicillinnel, 100 pg ml™ streptomycinnel (Sigma-
Aldrich) valamint 50 ng ml™ rekombinéns IL-3 citokinnel (Peprotech) egészitettiik ki.

A monocitakat a PBMC-bdl a human CD14 MicroBead Kit (Miltenyi Biotech) segitségével pozitiv
szelekcion alapuldé magneses sejtszeparalassal nyertiikk ki kovetve a gyartd 4altal megadott

utasitasokat.

.....

A SLAMFS géncsendesitéséhez a kovetkezd Stealth™ RNAI oligonukleotidokat (ThermoFisher
Scientific) hasznaltuk:

SLAMF5 kédolo:5’-UGGCUAUGUUCUUUCUGCUUGUUCU-3?

SLAMEFS5 komplementer:5’-AGAACAAGCAGAAAGAACAUAGCCA-3’

neg. kontroll kodolo:5’-UGGUAUGCUUUCUGUUCGUUUCUCU-3’

neg. kontroll komplementer: 5’-~AGAGAAACGAACAGAAAGCAUACCA-3’
Az IRF8- (Assay ID: s7100) és TRIM21-(Assay ID: s13462) specifikus Silencer Select siRNS-eket
és a Silencer Select negativ kontroll siRNS-t a ThermoFisher Scientific-t6l rendeltiik. A kettds szal
siRNS-eket elektroporacio utjan GenePulser Xcell (Bio-Rad Laboratories) hasznalataval juttattuk a
frissen szeparalt monocitakba. A transzfektalt sejteket ezt kdvetden 5 napig tenyésztettiik 24-lyuka
tenyészté lemezen 10° ml™ sejtstirliségben RPMI 1640 médiumban (ThermoFisher Scientific). A
tapfolyadékot 100 U mlI™ penicilinnel, 100 ug ml™ streptomycinnel (Sigma-Aldrich) és 10 %
(teljes médium). A differenciaciohoz sziikséges citokineket, a 80 ng ml - GM-CSF-et (Gentaur
Molecular Products) és 100 ng ml* IL-4-et (PeproTech) a differenciacié 0. és 2. napjan adtuk a

sejtekhez.



2.3. GEN2.2 sejtkultira fenntartasa

A GEN2.2 human plazmacitoid dendritikus sejtvonalat mitomycin C-vel (Sigma-Aldrich) kezelt
egér MS5 sejtek rétegén tenyésztettik RPMI 1640 médiumban (Sigma-Aldrich), melyet 10 %
100 pg ml™t streptomycinnel (Sigma-Aldrich) és 5% nem-esszencialis aminosavakkal (Life
Technologies) egészitettiink ki. A kisérletekhez a GEN2.2 sejteket eltavolitottuk a dajka sejtekrdl és
24 lyuk tenyé€sztd lemezekre helyeztiik at.

2.4. MtROS indukalasa és detektalasa

MitoSox™ mitokondrialis szuperoxid indikatorral (Life Technologies) tsltttiik fel a gyarté altal
megadott utasitasoknak megfeleléen. Az mtROS fokozasanak érdekében a sejteket 0,5 pg ml™"
Antimycin-A (AMA; Sigma-Aldrich) jelenlétében inkubaltuk 6 6ran at. Annak ellendrzésére, hogy
a detektalt fluoreszcens jel valéban az mMtROS fokozott termelédésének a kovetkezménye,
parhuzamos kisérletekben a sejteket 300 puM MitoTEMPO-val (Sigma-Aldrich), egy
mitokondriumokban halmozd6dé antioxidanssal is kezeltiik 1 6rdval az AMA kezelést megel6zden
¢és azzal egyidében. Az mtROS szintjének meghatarozasadhoz a kiilonb6zd kezeléseket kdvetden a
festékkel feltoltott sejtek fluoreszeencia intenzitasat FACS Calibur aramlasi citométerrel 580 nm

hullamhosszon mértiik, az adatokat pedig FlowJo szoftverrel (Treestar) elemeztiik.

2.5. A SLAMFS receptor keresztkotése

Az moDC-ket a differenciacid 5. napjan 6sszegyijtottiik és teljes médiumban 10" ml™ sejtstirlisegli
szuszpenzioba hoztuk. A sejteket 10 pg ml™' koncentracioju anti-SLAMF5 (klén: 152-1D5;
LifeSpan BioSciences, Cat.No. LS-C134663) vagy IgG izotipus kontroll (Biolegend, Cat.No.
400124) antitesttel inkubaltuk folyamatos keverés mellett 4 °C-on 45 percig. Ezt kdvetden a sejteket
teljes médiummal mostuk, majd 10 pg ml™ anti-egér IgG F(ab’); fragmentuméanak (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Cat.No. 115-006-062) jelenlétében 24 lyuku tenyészté lemezen 37

°C-on 2 oOran at inkubaltuk.

2.6. Sejtek aktivalasa

A TLR9-medialt I-es tipusu IFN termelés kivaltasahoz a GEN2.2 sejteket valamint primer pDC-ket
1 uM CpG-A-val (ODN 2216; Cat.No. HC4037; Hycult Biotech) kezeltikk 6 oran at. A RIG-I
receptor expressziojanak indukalasahoz a GEN2.2 sejteket illetve a primer pDC-ket 0,25 uM CpG-

A jelenlétében inkubaltuk 16 oran at. A RIG-1-fiiggd aktivacidhoz ezt kdvetden a sejteket 2-szer
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InvivoGen) kezeltiik ket a Lyovec (InvivoGen) transzfekcios rendszert alkalmazva.

Az moDC-k aktivalasa a TLR4 receptor agonista LPS (Ultrapure lipopolysaccharide-Salmonella
minnesota R595, Cat.No. tlrl-smlps) és rekombinans human IFNy (PeproTech, Cat.No. 300-02)
egyiittes alkalmazasaval tortént. Az autofagia intenzitasanak noveléséhez az éretlen moDC-ket 50
nM rapamycinnel (Merck, Cat.No. 553210) kezeltiik 4 6ran at. Bizonyos kisérleteknél az aktivacio
utolsd 2 orajaban a sejtek 20 nM bafilomycin Al- (BafAl; InvivoGen, Cat.No. tlrl-bafl) vagy 1 uM
MG132-kezelésnek (SelleckChem, Cat.No. S2619) voltak kitéve.

2.7. Western blot analizis

A sejteket Laemmli pufferben lizaltuk, majd a fehérje extraktumokat poliakrilamid gél
elektroforézissel szétvalasztottuk és nitrocelluloz membranra (Bio-Rad Laboratories) transzferaltuk
nedves elektro-blottolassal. A membran fehérjementes teriileteinek blokkolasahoz 5%-0s
zsirszegény tejport tartalmazd TBS-Tweent illetve a foszfo-IRF3 esetében 5%-0S BSA-t
hasznaltunk. A membranokat a kovetkezd specifikus antitestekkel jeloltiik: anti-RIG-I (Cat.No.
4520), anti-foszfo-IRF7 (Ser477; Cat.No. 12390), anti-IRF7 (Cat.No. 4920), anti-IRF3 (Cat.No.
4302), anti-MAVS (Cat.No. 3993), anti-foszfo-p70S6K (Thr389; Cat.No. 9206), anti-p70S6K
(Cat.No. 9202), anti-IRF8 (Cat.No. 5628S) a Cell Signaling-tol, anti-SLAMFS5 (clone H128), anti-
B-aktin (Cat.No. sc-47778), anti-Aktl (Cat.No. sc-5298), anti-ubikvitin (Cat.No. sc-9133), anti-
TRIM21 (Cat.No. sc-25351) a Santa Cruz Biotechnology-tol, anti-EAT-2 (Cat.No. LS-C169054,
LifeSpan BioSciences), anti-LC3 (Cat.No. NB100-2220, Novus Biologicals), anti-foszfo-Akt
(Ser473; Cat.No. AF887, R&D System) valamint anti-foszfo-IRF3 (S386; Cat.No. ab76493,
Abcam). A kot6dé primer antitestek jelenlétét a membranon tormaperoxidazzal konjugalt
masodlagos anti-nyul illetve anti-egér ellenanyagokkal detektaltuk. A jelet lumineszcencian alapuld
detektalasi rendszerrel és filmexpozicioval tettilk lathatova. A felvitt fehérjelizatumok egyenld
mennyiségét a B-aktin expresszidjanak vizsgalataval erdsitettiik meg. A kapott jel erdsségének
mennyiségi meghatarozasat kovetden a célfehérje relativ expresszidjat a B-aktin fehérjére, mig a

foszforilaciéo mértékét az adott protein 6sszmennyiségére normalizalva hataroztuk meg.

2.8. RNS izolalas, cDNS szintézis és valos idejii kvantitativ PCR

A teljes RNS-t a TriReagent (Molecular Research Center) lizalo reagenssel nyertiik ki a sejtekbol.
A teljes RNS 1 pg-jat DNAse I (Thermo Scientific) kezelésnek vetettiik ala a genom DNS
eltavolitasa érdekében, majd reverz transzkripciés PCR technikdval cDNS-t készitettiink High
Capacity cDNA RT Kit (Applied Biosystems) felhasznalasaval. A cDNS-ekben valds ideji

kvantitativ PCR moddszerrel hataroztuk meg a célgének relativ expresszidjat. A folyamathoz Dream
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Taq DNA Polymerase-t (Thermo Scientific) és az alabbi génekre specifikus esszéket hasznaltuk:
IFNA1 (Assay ID Hs.PT.49a.3184790.9), cyclophilin az Integrated DNA Technologies-t6l valamint
IRF8 (TermoFisher Scientific, Assay ID: Hs00175238 ml). A PCR reakciét ABI StepOnePlus
(Applied Biosystems) késziilékkel végeztiik el. A génamplifikacid ciklusainak kiiszobértékét (CT)
StepOne Software 2.1 segitségével hataroztuk meg. A cyclophilin héztartdsi gén expresszios

szintjéhez viszonyitottuk a célgének expresszids szintjét (2727,

2.9. Aramlasi citometrias mérések

AAD; Sigma-Aldrich) festékkel 15 percig inkubaltuk a sejteket, kozvetleniil az aramlasi citometrias
mérés elott. A kezeléseket kdvetden a DC-k sejtfelszini markereinek expresszidjaban bekovetkezd
valtozéasokat a kovetkezd fluoreszcens festékkel konjugélt monoklonalis antitestekkel detektaltuk:
FITC-konjugalt anti-HLA-A, B, C (Sony Biotechnology), anti-HLA-DQ, anti-CD40 (BioLegend),
PE-jelolt anti-SLAMFS5 (BioLegend, klon 1.21), anti-CD14, anti-CD86 (R&D Systems), anti-DC-
SIGN (Sony Biotechnology) és APC-konjugalt anti-CDla (BiolLegend). Kontrollként minden
esetben az adott sejtfelszini antigen elleni monoklonalis antitesttel megegyezé izotipusu, jelolt
antitesteket hasznaltunk. Az autofagia intenzitdsanak meghatarozasa a Cyto-ID Autophagy
detection kit (Enzo Life Sciences) felhasznalasaval tortént. Az aktivaciot kovetden a sejteket Cyto-
ID festékkel inkubaltuk 30 percig 37 °C-on, majd kozvetleniil mosast kovetden végeztik az
aramlasi citometrids méréseket. A fluoreszcencia intenzitdsokat FACS Calibur dramlési citométerrel

hataroztuk meg, az adatokat pedig FlowJo szoftverrel (TreeStar) elemeztiik.

2.10. A sejtek altal termelt citokinek koncentraciojanak meghatarozasa ELISA mddszerrel
Aktivaciot kovetden a sejtek feliiluszojaban az IL-1f és IL-12 szintjét a BD-OptEIA Human ELISA
kitek segitségével hataroztuk meg. A szekretalt IL-23 mennyiségét a human IL-23 ELISA Ready-
Set Go kit alkalmazasaval detektaltuk. Az IFNa szekrécid kovetéséhez pedig a PBL
InterferonSource-t6l rendelt human IFNo ELISA Kkit-et hasznaltuk a gyartd utasitasainak
megfeleléen. Az abszorbanciat Synergy HT microplate olvasd (Bio Tek Instruments) segitségével
450 nm hullamhosszon detektaltuk.

2.11. Statisztikai elemzés
Az adatok atlagat £ SD feltiintetésével abrazoltuk. Minden eredmény legalabb harom fliggetlen
kisérletbdl szarmazik. A statisztikai szamitasok elvégzéséhez €s az adatok abrazolasahoz GraphPad

Prism v.6. software-t hasznaltunk. Az adatok statisztikai analizisére Student-féle paratlan kétoldali
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t-probat valamint ANOVA-t alkalmaztunk Bonferroni post-hoc teszttel. Szignifikansnak tekintettiik
a kiilonbségeket, ha a p<0.05.

3. Eredmények
3.1. Az mtROS modulalo hatasa a pDC-K I-es tipusu IFN termelésére

3.1.1. Az mtROS szintjének fokozasa GEN2.2 sejtekben Antimycin-A-val, a Il11-as komplex
gatloszerével

A pDC-k alacsony sejtszama a periférids vérben korlatozza antiviralis funkciéik alaposabb
megismerését. Ezen limitald tényezd elkeriilése érdekében kisérleteink tobbségében a GENZ2.2
human plazmacitoid sejtvonalat hasznaltuk, mely a primer pDC-knek széles korben elfogadott
modellje. Az utobbi évek kutatdsai szerint a ROS mennyiségének fokozasa a virusok altal stimulalt
jelatviteli utak egyik kulcsfontossagu szabalyozdja. Annak vizsgalatara, hogy a mitokondriumok
altal termelt ROS milyen hatassal vannak a pDC-k PRR-medialt aktivacidjara, a GEN2.2 sejteket
Antimycin-A-val (AMA) kezeltiik. Az AMA a lll-as komplex gatlasan keresztiil fokozza a ROS
felszabadulasat a mitokondrialis matrixba és az intermembran térbe. A mitokondriumokban
szelektiven halmozodo szuperoxidot detektalé MitoSox™ fluoreszcens festék valamint az
antioxidans hatasi MitoTEMPO alkalmazasaval megallapitottuk, hogy 0,5 ng mI™* AMA optimalis
a ROS felhalmozodasanak indukciojahoz GEN2.2 sejtekben.

Ezen kisérletek alapjan a GEN2.2 sejtek AMA kezelésével modellezhetok a pDC-k redox

allapotaban virusfert6zések soran végbemend valtozasok.

3.1.2. Az mtROS emelkedett szintje csokkenti a GEN2.2 sejtek CpG-A-indukalt I-es tipusu
IFN termelését az IRF7 foszforilaciojanak gatlasan keresztiil

El6szor azt vizsgaltuk, hogy az mtROS fokozott termelddésének milyen kovetkezményei vannak a
pDC-k TLR9-en keresztiil indukalt IFNo termelésére. A TLR9 ligandum CpG-A szignifikansan
kezelés altal megemelt mennyiségii MtROS jelentésen csokkentett. Annak vizsgalatara miként
befolyasolja a megemelkedett mtROS a TLR9 jelatviteli Gtvonalat a kovetkezOkben az mtROS-nak
az IRF7 foszforilacidjara kifejtett hatdsat tanulmanyoztuk, mely transzkripcios faktor
nélkiilozhetetlen a TLR-indukalt I-es tipust IFN gének transzkripciojaban pDC-kben. Kimutattuk,
hogy a CpG-A-indukalt IRF7 foszforilacio szignifikansan csokken AMA jelenlétében.
Osszefoglalva, ezen kisérletek demonstraljak, hogy az mtROS fokozott termelddése GEN2.2

crcr

feltételezhetden az IRF7 fehérje foszforilacidjanak gatlasan keresztiil.
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3.1.3. Az mtROS emelkedett szintje gatolja a CpG-A-indukalt RIG-I expressziot GEN2.2
sejtekben

Mig nyugvo pDC-kben a RIG-I receptor nagyon kis mennyiségben van jelen, expresszidja
endoszomalis TLR ligandumok hatasara jelentdsen fokozodik. Ezen korabbi megfigyelések alapjan
kisérleteink soran megallapitottuk, hogy GEN2.2 sejtekben 0,25 uM CpG-A 16 6ras expozicidja az
optimalis a RIG-I expresszidjanak kivaltisdhoz. Erdekes modon a CpG-A-val egyideji AMA
kezelés nagymértékben korlatozta a RIG-I receptor indukcidjat.

Osszességében ezek az adatok arra utalnak, hogy az mtROS emelkedett szintje az I-es tipustu IFN-

valasz korai hulldma mellett az endoszémalis TLR-indukalt RIG-I expresszidt is gatolja.

3.1.4. Az mtROS felerdsiti a RIG-1-indukalt I-es tipusti IFN termelést GEN2.2 sejtekben

Habar eddigi eredményeink szerint az mtROS er6sen gatolja a RIG-l1 receptor megjelenését,
egyelére nem tudjuk miként befolyasolja a RIG-I-fliggé pDC-aktivaciot abban az esetben, ha az
MtROS mennyisége a receptor indukcidjat kovetden fokozodik. Ezért a kdvetkezOkben azt
vizsgaltuk, milyen hatassal van az mtROS a GEN2.2 sejtek RIG-I-indukalt I-es tipust IFN
termelésére. Osszhangban a primer pDC-ken kordbban leirtakkal, a CpG-A stimulaciot kdvetd
RIGL kezelés novelte az IFNA1 gén transzkripcidt €s az IFNa szekréciot GEN2.2 sejtekben is.
Erdekes médon, AMA jelenlétében a RIGL még nagyobb mértékii IFNA1 mRNS és IFNo fehérje
termelddést valtott ki. Ezen adatok alapjdan az mtROS kontextus-fiiggd modon szabalyozza a
GENZ2.2 sejtek I-es tipusu IFN termelését. A kovetkezo kisérleteink annak felderitésére iranyultak,
hogy az mtROS ellentétes hatasa a GEN2.2 sejtek I-es tipusu IFN valaszara a PRR tipusatol, vagy a
sejt aktivaltsagi allapotatodl fiigg az mtROS indukciod idején. Ebbdl a célbdl az elézetes CpG-A (0,25
uM) kezelést kovetéen RIGL helyett CpG-A egy nagyobb dozisaval (1 pM) stimulaltuk Gjra a
sejteket AMA jelenlétében és hianyaban. Az mtROS emelkedett szintje gatolta a CpG-A re-
stimulécid altal indukalt I-es tipusu IFN-termelést, ami azt sugallja, hogy a mtROS PRR-fiiggd

modon szabalyozza a pDC-kK I-es tipust IFN termelését.

3.1.5. Az mtROS ellentétes hatast fejt ki a primer pDC-k TLRO- illetve RIG-1 medialt I-es
tipusu IFN-termelésére

Eddigi vizsgalataink soran huméan transzformalt pDC sejtvonalat hasznéaltunk. Annak ellendrzésére,
hogy a GEN2.2 sejtekben megfigyeltek primer pDC-kben is fennallnak, egészséges véradok
periférias vérébol primer pDC-ket izolaltunk, majd a sejteket a GEN2.2 sejtekhez hasonldan

aktivaltuk. Ezen kisérletek igazoltdk, hogy a GEN2.2 sejtvonalon végzett megfigyelésiinknek
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megfeleléen az mtROS gatolja a pDC-k CpG-A-indukalt I-es tipusi IFN-termelését mikozben
szignifikansan fokozza a RIGL-dal torténd aktivalas hatasat.

Ezek az eredmények megerdsitik az mtROS kontextus-fiiggd szabalyozo szerepét a human pDC-k
TLR9- és RIG-1-medialt I-es tipusu IFN termelésében.

3.1.6. Az mtROS pozitivan szabalyozza a RIG-I itvonal kulcsfontossagu jelatviteli molekulait

Megfigyeléseink alapjan, miszerint az emelkedett mtROS szint eldsegiti a pDC-k RIG-1 kozvetitett
virusellenes hatasat, a kovetkezokben a RIG-I 1utvonal komponenseinek mtROS-medialt
szabalyozasat vizsgaltuk. Az IRF3 kulcsfontossagi a RIG-I-medialt I-es tipusa IFN gének
atirasdban. Ennek megfeleléen, az IRF3 foszforilaciojanak indukcidjat figyeltik meg RIGL
hatasara, mely egyidejii AMA kezelés esetén tovabb fokozodott. Korabbi jelentésekkel 6sszhangban
a MAVS adapter molekula expresszidjanak és az Akt kinaz foszforilacidjanak redox-dependens
emelkedését figyeltiik meg, mely fehérjék az IRF3 aktivitdsdnak fokozasan keresztiil hozzajarulnak
a sejtek RIG-I fliggd I-es tipust IFN termeléséhez.

Ezen eredmények alapjan feltételezziik, hogy az mtROS a RIG-I jelatviteli utvonal komponenseire
gyakorolt kozvetlen, aktivalo hatdsan keresztiil fokozza a pDC-Kk RIG-I-indukalt I-es tipusti IFN-

termelését.

Osszefoglalva, a fent bemutatott eredményeink az mtROS sokoldalti, kulcsfontossagu szerepét
tarjak fel a human pDC-k virusellenes reakcioinak korai és késoi fazisdban egyarant, fiiggden attol,

hogy mely PRR-on keresztiil észleli a sejt a virusfertozést.

3.2. A SLAMPF5 receptor fokozza az autofagiat és szabalyozza az moDC-k citokin termelését

az IRF8 stabilizalasan keresztiil

3.2.1. A SLAMFS5 receptor expresszidja fokozodik az moDC-k differencialédasa valamint
aktivalasa soran, azonban nem sziikséges a sejtek tuléléséhez és fenotipusos éréséhez

Az moDC-k differencidloddsa sordn szdmos immunmoduldld funkcidval rendelkezd sejtfelszini
molekula expresszidjaban figyelhetd meg valtozas. Kisérleteink soran a SLAMF5 szignifikans
indukciojat detektaltuk a monocitak DC-v¢é differencialodasa soran, mely arra utal, hogy a SLAMF5
szerepet jatszhat ebben a folyamatban. A SLAMF5 moDC funkcidkban betoltott szerepének
vizsgalatahoz egészséges véradok periférias vérébol izolalt monocitaiban RNS interferencia
techikaval gatoltuk a SLAMFS5 kifejez0dését. Beavatkozasunk révén a SLAMEFS expresszidja
mintegy 80-95%-kal csokkent, mialatt a sejtek életképessége valtozatlan maradt. Megallapitottuk,

hogy a monocitadkon nagymértékben kifejez6dé, azonban DC-ken nem expresszalodo CD14,
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valamint a DC-ken megjelen6 DC-SIGN molekulak mennyisége azonos a SLAMF5-hianyos és
kontroll sejteken, mely azt sugallja, hogy a monocitak DC-vé differencialodasa jelentésen csokkent
mennyiségli SLAMFS jelenlétében is végbemegy. Mivel LPS/IFNy kezelés hatasara emelkedett
SLAMEFS expressziot detektaltunk, a kovetkezOkben a receptor moDC aktivacidra kifejtett hatasat
tanulmanyoztuk. Az MHC-I, MHC-II, CD40 ¢és CD86 molekuldk expresszidjabol itélve azonban a
SLAMF5-hianyos sejtek fenotipusa a kontroll sejtekkel megegyez6 mddon valtozik LPS/IFNy

hatasara.

3.2.2. Az autofigia modulaciéja moDC-kben a SLAMFS5 receptoron keresztiil
A kozelmultban deriilt fény arra, hogy a SLAMF receptorok bizonyos immunsejtekben részt
vesznek az autofagia folyamatanak szabalyozasadban. A kovetkezo kisérleteink tehat arra irdnyultak,

hogy meghatarozzuk milyen hatassal van a SLAMEFS jelatvitele az moDC-kben zajlo autofagiara. A

crer
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kben a kontroll sejtekben megfigyelheténél alacsonyabb LC3-II szintet detektaltunk nyugalmi
allapotban és LPS/IFNy kezelést kovetéen egyarant. A fenti kisérletet BafA 1 alkalmazasa nélkiil is
elvégeztiik, annak ellenérzésére, hogy a SLAMFS5 géncsendesitése esetén gatolt-e az
autofagoszoma-lizoszoma fuzio illetve a lizoszomalis degradacio. Az LC3-Il szintje ilyen
koriilmények kozott is alacsonyabb volt SLAMFS hianyaban, ami azt tiikrozi, hogy SLAMF5
hidnydban a keletkez0 autofagoszomakba keriild anyagok degradacidja zavartalan. Ezen
eredmények alapjan a SLAMFS feltételezhetden az autofagoszomak kialakuldsdhoz sziikséges. A
SLAMEFS5 autofagiat fokozo hatasat a Cyto-ID fluoreszcens festék alkalmazasaval erdsitettiik meg,
mely ¢él6 sejtekben szelektiven ko6tddik az autofagoszomak kettds membranjahoz, igy az
autofagoszomak mennyisége aramlasi citometriaval nyomon kovethet6. A fenti eredményekkel
Osszhangban, a SLAMFS receptor agonista ellenanyaggal (152.1D5) torténd keresztkotése novelte
az LC3-II szintjét BafAl jelenlétében és hidnyaban egyarant.

Ezen kisérletek alapjan moDC-kben a SLAMF5S sziikséges a bazalis autofagia fenntartasahoz,

valamint annak LPS/IFNy-stimulaciot kovetd helyreallitdsdhoz.

3.2.3. ASLAMFS az mTOR-tol fiiggetlen mechanizmussal szabalyozza az autofagiat
Tovébbi kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a SLAMFS az mTOR-on, az autofagia egyik {6 gatld
molekuldjan keresztiil fejti-e ki hatasat. Amennyiben a SLAMFS hianydban tapasztalt auofagia

csOkkenés az mTOR fokozott aktivitdsanak a kovetkezménye, az mTOR blokkolasa varhatdan
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mérsékli a SLAMFS5 géncsendesitésének a hatasat. Megfigyeléseink szerint azonban az mTOR
inhibitor rapamicin jelenléte nem enyhiti 8 SLAMF5 hianyaban tapasztalhaté autofagia blokkot.
Feltevésiink tovabbi tesztelés¢éhez LPS/IFNy kezelést kdvetden 4 o6ras idablakban vizsgéltuk az
MTOR-t aktivalo Akt kindz valamint az mTOR szubsztrat p70S6K foszforilaciojat. SLAMFS
hianyaban azonban nem tapasztaltunk az Akt-mTOR-p70S6K tutvonal fokozott aktivitasara utald
nagyobb mértéki foszforilaciot.

Ezek az eredmények egyiittesen azt sugalljak, hogy a SLAMFS5 az mTOR-tdl fiiggetlen utvonalon

szabalyozza az autofagiat.

3.24. A SLAMFS5 autofagiat fokozé hatisa az IRF8 TRIM21-medialt proteoszémalis
A SLAMEFS autofagiat modulalé hatdsa mogott all6 molekularis mechanizmus feltarasa érdekében a
kovetkezokben az IRF8 transzkripcios faktorra Osszpontositottunk, mely az autofagia egyik f6
pozitiv szabalyozdja. Microarray vizsgalatok alapjan az egér csontveld eredetit DC-k nyugalmi
allapotban alacsony szinten fejezik ki az IRF8-at, mig LPS/IFNy kezelés hatasara a transzkripcios
faktor expresszidja nagymértékben fokozodik, mely aztan szamos autofagia-asszocialt protein
atirasat segiti el6. El6szor is, az IRF8 siRNS-medialt géncsendesitésével megallapitottuk, hogy az
IRF8 az egér DC-khez hasonléan human moDC-kben is sziikséges az autofagia folyamatdhoz. Ezt
kovetden szemléltettiik, hogy IRF8 hianyaban a korabban emlitett SLAMFS5-specifikus agonista
antitest autofagiat serkentd hatasa megsziinik, mely arra utal, hogy a receptor az IRF8-on keresztiil
fejti ki a hatasat a folyamatra. SLAMF5-hianyos sejtekben az IRF8 fehérje szignifikansan csokkent
mennyiségét detektaltuk, mMRNS szinten azonban nem tapasztaltunk eltérést. A sejteket a
proteoszoma inhibitor MG132 jelenlétében aktivalva a SLAMF5-hianyos sejtekben a kontrollal
megegyez0 mennyiségli IRF8 fehérjét detektaltunk, ami arra utal, hogy a SLAMF5 az IRF8
TRIM21 E3 ubikvitin ligdz poliubikvitinacié révén proteoszomalis degradaciora jeloli ki az IRFS-
at, eredményeink szerint a SLAMFS csendesitéssel kivaltott fokozott IRF8 degradacié a TRIM21
jelenlétéhez kotott. Végiil demonstraltuk, hogy a human moDC-k sem nyugalmi allapotban sem
LPS/IFNy hatasara nem expresszaljak az EAT-2-t, a SLAMF receptorok egyetlen ismert adapter
molekuldjat APC-kben, ezzel kizartuk annak kézremiikodését a SLAMEFS jelatvitelében.

Ezen eredmények alapjan, habar a SLAMF5-csendesitett moDC-k képesek az IRF8 szintézis
aktivacio-fliggd fokozasara, mégis csokkent mennyiségii IRF8-cal rendelkeznek a fehérje fokozott
proteoszomalis degradacidja miatt. Ez a folyamat TRIM21 fiiggd, azonban fiiggetlen a SLAM
csalad adapter molekulajatol, az EAT-2-t6l. A SLAMFS autofagiat serkentd hatasa mogott tehat
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feltehetden az IRF8 fehérje stabilizalasa all, mely az autofagia folyamataban résztvevo gének egyik

{6 transzkripcios faktora.

3.25. A SLAMF5- illetve IRF8-hianyos moDC-k egymassal atfedé fenotipussal és citokin
profillal rendelkeznek

Annak megerdsitésére, hogy a SLAMFS csendesités moDC-funkciokra gyakorolt hatdsa az IRF8
lebomlasanak a kovetkezménye, a tovabbiakban azt vizsgéltuk, hogy az IRF8 csendesitésével
kivalthatoak-e a SLAMF5-hianyos moDC-kben megfigyelhet6 valtozasok. Egy korabbi tanulmany
szerint az autofagia blokadja a monocita-DC differenciacidé soran csokkent CDla expresszioval
rendelkez6 moDC-k kialakulasdhoz vezet. Adataink azt mutatjak, hogy SLAMF5S illetve IRF8
hidnyéban, dsszhangban a csdkkent autofagiaval, kisebb aranyban képzédnek CD1a™ moDC-k.

Az autofagia sziikséges a cDC-k pro-inflammatorikus citokin termelésének korlatozashoz, igy
hidnyat talsdgosan intenziv gyulladdsos valasz jellemzi. Ezzel 6sszhangban, a SLAMFS5- és IRFS-
hianyos moDC-kben megfigyelt csokkent autofagia az IL-1B és az IL-23 citokinek fokozott
IL-12 csokkent szekrécidja jellemzo, amely a citokin IRF8-fliggd termelddésének a kovetkezménye.
Adataink alapjan, miszerint az IRF8 hianya a SLAMF5-csendesitett moDC-kben észleltekhez
hasonl6 fenotipusos ¢és funkcionalis valtozasokat eredményez, a SLAMFS feltételezhetoen az IRFS§-

on keresztiil szabalyozza az autofagiat.

Osszefoglalva, munkank fény deritett a SLAMF- és az IRFS jelatviteli Gtvonalak kapcsolatara, mely

révén a SLAMFS human moDC-kben az autofagiat és citokin termelést modulalni képes.
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4. Megbeszélés

Annak érdekében, hogy a patogének elimindldsa a szervezet sajat strukturdinak kérositasa nélkiil
valosulhasson meg a DC funkciok szabalyozasaban szamos faktor jatszik szerepet, beleértve az
adott szoveti kornyezetben zajld sejt-sejt interakciokat valamint a sejt sajat mitokondriumaibol
szarmazé jelzéseket is. Munkank soran részletesebben tanulmanyoztuk a mitokondriumokbol
szarmazo ROS hatasat a pDC-k antivirdlis valaszara valamint a sejt-sejt kommunikaci6 szabalyozé
szerepét a SLAMFS sejtfelszini receptor cDC funkcidkban betoltott szerepének feltarasan keresztiil.
Virusfert6zés esetén a ROS keletkezésének és eltavolitasanak dinamikus egyensulyaban valtozasok
kovetkeznek be. A ROS emelkedett szintje hatassal lehet a fertézott sejtek és immunsejtek
funkcioira, a virusok osztodasara valamint hozzajarulhat a fertézések patogeneziséhez Iis.
Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a primer huméan pDC-k TLR7-medialt funkcioi
kiillonosen érzékenyek az oxidativ stresszre. Mivel a gyulladas helyére vandorldé pDC-k a
vérkeringésbdl kilépve olyan szoveti kornyezetbe keriilnek, ahol oxidativ stressz éri 6ket, a TLR-
medialt utvonalak ekkor feltehetéen gatoltak. Jelen munkank soran bizonyitast nyert, hogy az
exogén forrasbol szarmazd ROS-hoz hasonléan az mtROS szintén korldtozza az endoszomalis
TLR-indukalt IFNa termelést, fiiggetleniil a pDC-k aktivaltsagi allapotatol. Ezzel szemben, a RIG-I
receptor jelatvitelére az mtROS pozitiv hatast fejt ki. Kimutattuk tovabba, hogy a RIG-I utvonal
bizonyos komponenseinek miikddésére, mint az IRF3 transzkripcios faktor, a MAVS adapter
molekula valamint az Akt protein kinaz, az mtROS magasabb koncentracioja pozitiv hatassal van.
Ezen megfigyeléseink alapjan Ggy véljikk, hogy mig a virusfertézések korai fazisaban a pDC-k
szisztémas I-es tipusti IFN-valaszat a TLR altal kozvetitett jelek vezérlik, a periférias szovetekben
zajlo késoi lokalis antiviralis funkcidkért elsésorban a RIG-1 utvonal felelds.

Ezen megallapitasok azonban felvetik a kérdést, hogy az mtROS-nak ez a kontextus-fiiggd hatasa a
pDC-k I-es tipusti IFN termelésére miért elényos a gazdaszervezet szamara? Feltételezésiink szerint
a ROS emelkedett szintje a periférian az egészséges szovetek védelme érdekében korlatozza a TLR-
medialt [-es tipust IFN termelést. Nem meglepd tehat, hogy szdmos virus fejlesztett ki stratégiat a
mtROS szintjének novelésére, amely a fent emlitett szabalyoz6 mechanizmuson 4t hozzajarulhat a
pDC-k TLR-medialt antiviralis valaszanak elkeriiléséhez. A fent leirt eredmények talan
legjelentdsebb felfedezése, hogy a virusok altal kivaltott oxidativ stressz esetén a RIG-I jelatvitele
kompenzalhatja a TLR utvonal funkcionalis hianyat. A TLR aktivaciét kovetden indukalodo RIG-I
receptor pDC-kben tehat kulcsfontossagi lehet ezen virdlis elkeriild mechanizmus
megakadalyozasaban. Az evolicié sordn a virusok szamos megoldast taldltak a velesziiletett
immunrendszer védelmi mechanizmusainak elkeriilésére, amely folyamatos evolicios hajtderdként
szolgadl a gazdaszervezet szdmdra a virusfertézések lekiizdésére szolgalé mechanizmusok

kialakitasara. Elképzelhetd, hogy a TLR és RIG-I utvonalak egyiittmiikodése valamint aktivitasuk
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ellentétes iranya valtozasa a pDC-k redox allapotanak fiiggvényében, a virusok €és gazdaszervezet
kozott dulo véget nem érd harc egyik kovetkezményeként alakult ki.

Az autofagia szintén jelentds szerepet jatszik a patogének elleni védelemben, mikézben gyulladéast
csokkentd hatasa révén biztositja sajat szoveteink épségét. Eredményeink alapjan a SLAMFS
sejtfelszini receptor hozzajarul az moDC-kben kiilonGsen intenziven zajlé autofagia fenntartasahoz,
megjelent publikdciok human periférids vérbdl szadrmazdé mononukledris sejteken végzett
kisérletekkel bizonyitottak, hogy az autofagia blokadja, akar a PI3K gatld 3-metil-adeninnel akar az
Atg7 autofagia-asszocialt protein csendesitésével, fokozza a sejtek LPS vagy Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) altal kivaltott IL-1B termelését. Hasonloképpen, az autofagia gatlasa moDC-
termelését eredményezte. Eredményeink szerint a SLAMF5- és az IRF8-hianyos moDC-kre
egyarant az autofagia-gatolt sejteknél megfigyelt fokozott IL-1B és IL-23 termelés jellemz6
LPS/IFNy stimulaciot kovetdéen. Mindazonaltal, mind a SLAMF5-, mind az IRF8-csendesitett
sejtek csokkent mennyiségii 1L-12-t termeltek. Ez latszolag ellentmond korabbi tanulmanyoknak,
amelyek az IL-12 termelés novekedésérdl szamolnak be az autofagia blokadja esetén. Ezt
megfigyelték egér mieloid sejtekben az Atg5 autofagia-asszocidlt protein hidnydban Mtb infekcid
soran, valamint mikrogliaban PI3K-inhibitor 3-metil-adeninnel torténd kezelést illetve AtgS vagy
Beclin-1 csendesitést kovetd LPS-stimulacio soran. Ez a diszkrepancia azonban konnyen
magyarazhaté azzal, hogy makrofdgokban az LPS/IFNy-indukalt IL-12 termelés IRF8 fliggd, és
mint kisérleteink bizonyitjak, human moDC-ben is az.

A gyulladéasos folyamatok korlatozasa mellett az autofagia az intracellularis kérokozok kozvetlen
eltavolitasaban is részt vesz. Ennek kdvetkeztében szamos intracellularis korokozo fejlesztett ki az
autofagia elkeriiléséiil szolgdld mechanizmusokat. Egy friss tanulmany demonstralta, hogy a
fertdzott betegek szérumabol szarmazo hepatitis C virus (HCV) blokkolta a differencialodéd
monocitdkban az autofagia folyamatat, amely a képz6dé moDC-k csokkent CD1a expresszidjaban
nyilvanult meg. A szerzok felvetették, hogy az autofagia blokadjan keresztiil gatolt moDC
valamint IRF8 hidnyaban hasonloképp csokkent a CD1a" sejtek aranya.

Mig az autofigia minden sejtliinkre jellemz6, a SLAMFS kizarolag hematopoetikus sejteken
expresszalodik, igy lehetdséget teremthet arra, hogy szelektiven ndveljiik az autofagia intenzitasat
ezen sejtekben. Egyelére azonban nem rendelkeziink informdcioval arrdl, hogy mas
immunsejtekben is hasonlo hatassal van-e erre a folyamatra. Tekintve az autofagia kedvez6 hatasait
az antimikrobialis immunvalasz soran, fokozasa immunsejtekben elényds lehet a fert6zo betegségek

kezelésében. Osszességében, kisérleteinkkel fényt deritettink a SLAMF és az IRFS jelatviteli utak
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kozotti kapcsolatra, melyen keresztiil a sejtfelszini SLAMEFS5 receptor fokozni képes a ¢cDC-kben
zajlo autofagiat. Tovabbi kisérletek sziikségesek annak megallapitdsdhoz, hogy ez az uj utvonal

hogyan alkalmazhaté az autofigia és a gyulladdsos folyamatok modulalasara fert6z6 és/vagy

crer
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5. Osszefoglalas

Napjainkra nyilvanvalova valt, hogy a gyulladds az immunvélasz nélkiilozhetetlen része. A
szabalyozatlan, talsdgosan intenziv, vagy kronikus gyulladas azonban kiterjedt szovetkarosodast
okoz, mely szamos korkép kialakulasahoz vezethet, beleértve autoimmun illetve tumoros
megbetegedéseket. A dendritikus sejtek (DC) két £6 alpopulacioja, a konvencionalis (cDC) valamint
a plazmacitoid DC-k (pDC) meghatarozo szerepet tdltenek be a gyulladasos valasz elinditasaban és
mértékének szabdlyozasdban. Munkank soran atfogdan tanulmanyoztuk a DC-k intracellularis
patogének elleni védelmi mechanizmusait befolydsolni képes intra- ¢és intercellularis
kommunikécios folyamatokat. Kisérleteinkkel sikeriilt részletesebben megismerniink a
mitokondrialis eredetli reaktiv oxigén gyokok (mtROS) TLR- és RIG-I receptorok jelatvitelére
kifejtett hatdsat pDC-ben, valamint a SLAMF receptor csaladba tartoz6 SLAMFS sejtfelszini
molekula autofagiara gyakorolt hatasat cDC-ben.

A metabolikus valtozasok vagy stressz hatdsara megemelkedett mtROS termelés a virusok altal
stimulalt jelatviteli utak egyik kulcsfontossagl szabalyozdja is. Eredményeink szerint emelkedett
mtROS jelenlétében jelentdsen csokken a pDC-k TLR9 agonistak altal indukalt I-es tipust
interferon (IFN) termelése, dontden az utvonalban kozponti szereppel bird IRF7 transzkripcids
faktor foszforilaciojanak gatlasan keresztiil. Ezzel ellentétben, a RIG-I agonista altal indukalt I-es
tipusi IFN gének kifejez6désére pozitiv hatast gyakorol a fokozott mtROS termelés, mely ezen
jelatviteli titvonal pozitiv szabalyozoinak fokozott aktivacidjanak kovetkezménye. A kisérleteink
soran azonositott mechanizmuson keresztiil a pDC-k képesek a virusok érzékelésére és I-es tipust
IFN-ok termelésére a gyulladdsos kornyezetben is, ahol a magasabb ROS koncentracio
kovetkeztében a TLR9-indukalt jelatvitel gatolt.

A SLAMF receptorok hematopoetikus sejtek felszinén expresszalodnak, elésegitve az immunsejtek
kozotti kommunikaciot. Megfigyeléseink alapjan a SLAMEFS receptor azon kevés sejtfelszini
molekuldk kozé sorolhatd, melyek képesek az autofigia folyamatanak szabdlyozasara.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a SLAMF1 és SLAMF4 receptoroktol eltéréen, melyek a
Vps34/Beclin-1 komplexen keresztiil szabalyozzak ezt a folyamatot, a SLAMFS az autofagiat
szabalyozd gének egyik f6 transzkripcids faktoran, az IRF8 fehérjén keresztiil fejti ki hatdsat.
Megallapitottuk, hogy a SLAMF5 a TRIM21 E3 ubikvitin ligdz gétlasa révén képes gatolni az IRF8
megfelelden a SLAMFS jelatvitele hatassal van a monocita-DC differenciacié soran a CD1a” sejtek
ardnyara, valamint Osszhangban a receptor IRF8 stabilizdlo hatdsaval, LPS/IFNy aktivaciot

kovetden befolyasolja az IL-1p, IL-23 és IL-12 citokinek termelését.
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A ROS ¢és az autofagia kronikus gyulladasban, autoimmun betegségekben és rakban betdltott
szerepét tekintve, az itt bemutatott Uj mechanizmusok hozzajarulhatnak e betegségek jobb

megértéséhez ¢s esetleg kezeléséhez.
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