Doktori (PhD) értekezés tézisei

A sejtmagi hormon receptorok és a lipid antigének
bemutatasanak kapcsolata dendritikus sejtekben

Gyongyosi Adrienn

Témavezet6: Prof. Dr. Nagy Lasz16, az MTA rendes tagja

DEBRECENI EGYETEM

MOLEKULARIS SEJT- ES IMMUNBIOLOGIA DOKTORI ISKOLA

DEBRECEN, 2018



A sejtmagi hormon receptorok és a lipid antigének bemutatasanak kapcsolata dendritikus
sejtekben

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
az elméleti orvostudomanyok tudomanyagban
[rta: Gyongyési Adrienn okleveles biologus
Késziilt a Debreceni Egyetem Molekuléris Sejt-€s Immunbiologia doktori iskolaja keretében

Témavezetd:  Prof. Dr. Nagy Laszl6, az MTA rendes tagja

A doktori szigorlati bizottsag
elnok: Prof. Dr. Vereb Gyorgy, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Boros Imre, az MTA doktora
Dr. Déczy-Bodnar Andrea, PhD

A doktori szigorlat idépontja:  Debreceni Egyetem AOK, Biokémiai és Molekularis Biologiai
Intézet Targyaldja, 2015. januar 12. 11:30

Az értekezés biraloi:
Prof. Dr. Szegedi Andrea, az MTA doktora
Dr. Jézsi Mihaly Krisztian, az MTA doktora

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Fésiis Laszl0, az MTA rendes tagja
tagok: Prof. Dr. Szegedi Andrea, az MTA doktora

Dr. Jozsi Mihaly Krisztian, az MTA doktora
Dr. Benk6 Szilvia, PhD
Dr. Jakus Zoltan Péter, PhD

Az értekezés veédésének iddpontja:
Debreceni Egyetem AOK, Belgyogyaszati Intézet ,,A” épiiletének tanterme,
2019. februar 18. 13:00 ora



1. BEVEZETES

1.1. Dendritikus sejtek (DCK)
1.1.1. A DCKk altalanos jellemzése

Az immunrendszer a gazdaszervezet védelmére kialakult szervrendszer, ami védelmet biztosit akut—
¢és szisztémas gyulladasok soran, egyre fokozodd specificitassal jellemezheté valaszreakcidival. Az
emberek és az egerek kétféle immunvédelemmel rendelkeznek: természetes/velesziiletett- és adativ
immunitds. A természetes immunvalaszt gyorsan kdveti egy az antigén prezentald sejtek (APCk) altal
kivaltott antigén-specifikus adaptiv valasz. A DCk, mint APCk egyedi természetes immunsejtek, mivel
elengedhetetlen kapocsként funkcionalnak a két immunitas kozott, és fontos 6rz6i a gazdaszervezet
immunvédelmének. Az éretlen DCk (iDCK) folyamatosan monitorozzak a periférias szoveteket
potencialis betolakoddk és sajat antigének felkutatasaért. Néhany DC értetlen stadiumban a kornyezd
nyirokcsomokba (LNk) jut, sajat antigéneket prezental és részt vesz a periférias tolerancia
fenntartasaban. Az érett DCk (mDCK) adaptiv immunvalaszt inditanak el a gazdaban egy nagyon
fajlagos antigén prezental6 folyamat soran sejtfelszini 6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC) I (sajat-
vagy viralis antigének) vagy MHCII (extracelularis antigének) molekulaikkal. Az mDCk a LN-ba
vandorolnak, bemutatjadk az antigéneket a reaktiv naiv T sejteknek és aktivaljak is Oket. Képesek
bemutatni a gyulladasos betolakodok glikolipidjeit vagy sajat lipid antigéneket a differencialodasi
antigén 1 (CD1) molekulaikkal. A lipid antigén prezentaciéo molekularis szintii jellemzése a tudomanyos
er6feszitések ellenére is kevésbé ismert. Célunk a sejtmagi hormon receptorok szerepének azonositasa

volt a human és egér DCk fejlédésére és immunogenitasara.

1.1.2. DCKk fejlodése

DCket két osztalyba sorolhatjuk: plazmacitoid (pDCk) vagy konvencionalis DCk (cDCk). A
csontvel6i hematopoézis soran a k6zos mieloid el6alakokbol (CMPs) alakulnak ki. Tovabbi kutatasok
jelezték, hogy monocitak és DCk kozos kozti eldalakkal rendelkezhetnek (makrofag és DC eldalak
((MDP)). Az MDPKk elkotelezodnek a monocitak vagy a kozos DC eléalakok (CDPK) iranyaba. A CDPkK
kizarolag konvencionalis el6 DCket (pre-cDCKk) vagy plazmacitoid el6 DCket (pre-pDCk) termelnek. A
pDCk befejezhetik a fejlodésiiket a csontvelé (BM) elhagyasa el6tt, mig a pre-cDCk folyamatosan
kilépnek a csontbdl, a vérkeringéssel eljutnak a periférias szovetekbe vagy LNKk-ba.

A DC altipusok fejlédését citokinek és transzkripcios faktorok (TFk) kombinacidja hatarozza meg.
Fms-szerii tirozinkinaz-3 ligand (FIt3L) egy kulcs citokin a mieloid DC fejlédésben. Az MDPk mellett,
a makrofagok és DCk kozos eredetét tdmasztja ala szintén, hogy feljodésiikre sziikségiik van a makrofag
kolénia stimulalé faktor/kolonia stimulald faktor 1 receptorra (M-CSF/CSF-1R). A monocitdk ennek a
citokinnek a hatasara CD103" DCk-et hozhatnak 1étre a lamina propriaban (LP). Habar a human vér-
eredet{i monocitak kivalo forrasai az in vitro DCk-nek az in vivo DC homeosztazisban betdltott szerepiik

még nem tisztazott. A CD14" monocitak monocita eredetli DC-vé fejlédhetnek (mo-DCK) interleukin



(IL-4)/IL-13 és a granulocita-makrofag kolonia stimulald faktor (GM-CSF/CSF-2) hatasara, mely a
leggyakrabban hasznalt human DC modell. Korabban ezt a fejlédési tipus a gyulladt vagy fertézott
kornyezetre korlatozodott, féleg a szoveti gyulladasos- és nem a “steady state” DCk kifejlodését
modellezve. Késébbi kisérletek kimutattdk a monocita eredetii bél CD103/CD11b*-, 1ép CD11b"/

alacsony

endotél specifikus adhéziés molekula (ESAM) és izom FC gamma Receptor 1 (FcyRI)" DCk
fejlodését “steady state” koriilmények kozott.

Adoptive transzfer kisérletek alatamasztottak, hogy az bél LP-DC altipusok kiilonbozé eléalakokbdl
fejlédnek (monocitak vagy pre-cDCk). A monocitak kizarolag CD1037/C-X3-C motivum kemokin
receptor 1 (CX3CR1)" DCket hoznak létre M-CSF és FIt3L hatdsira, mig az GM-CSF és FIt3L
kritikusak a CD103"/CX3CR1 DC Pre-DC-bél torténd kialakulasaban.

Genomot lefedo transzkripios és sejtfelszini receptor profilozas a vékonybél LP-, vér- and 1ép- (Sp-)
Sp-DC alpopulaciok esetében koordinaltan szabalyozott TF profilt azonositott, ami meghatarozza ezen
szintén feltarta, hogy a huméan bél CD103/jelszabalyozo fehérje alfa (Sirpa)” cDCk expresszos profilja

megegyezik a mo-DCk-ével.

1.2 DCK lipid antigén bemutatasa
1.2.1. 1-es és 2-es csoportba tartozé CD1 molekulak

A peptid antigén prezentacios képességiik mellett, a DCk szert tehetnek arra a képességre, hogy lipid
kozvetitett T sejt valaszokat valtsanak ki. A lipid antigéneket az evolucionalisan konzervalt CD1 csalad
prezentalja. Az 6t human CD1 molekulat két csoportra 0sztjuk nukleotid és aminosav szekvencia
homologiajuk alapjan. Az 1-es csoportba tartozik a CD1a, b, ¢ és e; mig az egyetlen 2-es tag a CD1d.
Egerekben csak a CD1d fejezddik ki. A CD1 gének integralt membran molekulakat kodolnak, melyek
szerkezetileg hasonlitanak az MHCI molekulahoz. A CD1 izoformak nehéz o lancbdl (al, o2, and a3
extracelularis domének), és az ehhez nem kovalensen asszocialt béta 2-mikroglobulinbdl (f2m) allnak.
A human és az egér CD1-ek krisztografias analizise feltarta, hogy ezek az antigén prezentald molekulak
keskeny, mély, hidroféb ligand kotd zsebbel rendelkeznek, ami a ligand prezentalasra van
optimalizalva. A CD1-ek kiilonboz6 konformaciokat vehetnek fel, szerkezetileg hasonld lipidek kotését

elésegitve, ezzel ndvelve az antigén repertoart a8 CD1-reaktiv T sejtek szamara.

1.2.2. CD1d molekulak

A human vérben el6fordulé monocitak magas CD1d szinttel jellemezhet6k, ami gyorsan lecsokken,
a DC-vé torténd alakulasuk soran. Az alacsony sejtfelszini kifejezédés ellenére, a human CD1d
stimulalja a CD1d-korlatozott, invarians természetes 616 T sejtek (iNKTs) osztddasat és citokin leadasat,
amikor a human mo-DCk-et a-galaktozilceramiddal (aGC) (lipid aktivator ligand iNKTSs sejtek
szamara) toltik fel. In vivo, immunhisztokémiai (IHC) adatok kimutattak a CD1d kifejez6dést human
dermalis DCk-en.



A CD1d jelen van egér APCk-en is, mint pl. Sp-DCk, makrofagok, B sejtek és timocitdk. A human
mo-DCk-kel szemben, a GM-CSF ¢és az IL-4 moderaltan indukalta az egér CD1d kifejez6dét a BM-
DCk-en. Tovabba FIt3L-stimulalt egér BM-DCK, LPS és INFa mellett differencialtatva magasabb
sejtfelszini CD1d szinttel rendelkeznek, tigy, mint a vastagbél LP-DCk gyulladasi koriilmények alatt.

Az egér CD1d hozakotédik a f2m-hez mieldtt elhagyja az ER-t, de funkcionalis CD1d detektalhato
a sejtfelszinen P2m-fiiggetlen modon is. Az egér CD1d két szekrécios utat kovetve jut el a
sejtfelszinhez. A belsé utvonal soran a CD1d kozvetleniil a sejtfelszinhez jut az ER-bOl és sajat
antigéneket prezental, mig a kiilsé utvonalon az egér CD1d molekuldk egy része asszocidlva az
invarians lanccal (li), el6szor az endoszomalis kompartmentekbe jutnak. Ez a masodik utvonal
elengedhetetlen a sajat vagy exogén antigén lipidek betoltddése szamara a CD1d-be, amik bemutatasra
keriilnek az autoreaktiv CDI1d-korlatozott NKTk-nek, valamint nélkiilozhetetlenek a NKTk pozitiv
szelekcidjahoz.

Az egér CD1d aktivalo protein 2 (AP-2)/AP-3 fiiggé modon jut vissza a sejtbe. CD1d mutansokkal
kimutattdk, hogy a molekula citoszolikus része tartalmaz egy olyan motivumot, ami kritikus a
lizoszomaba jutasahoz és az INKT autoreaktivitashoz. Az egér CDI1d-vel ellentétben; a human CD1d
citoszolikus vége nem kotddik az AP-3-hoz. Tovabba az egér és human CD1d molekulak eltéré sejten
beliili mozgasi tulajdonsaggal rendelkeznek. AZ alternativ internalizacidés utvonal komponenseit nem
térképezték fel. A human CD1d egy része MIICk-be szallitodik az MHCII and li molekulak
segitségével. Az MHCII-vel torténé kotdédés nem befolyasolja a CD1d sejten beliili lokalizaciojat, de
fokozza a molekula sejtfelszinr6l torténd internalizaciojanak sebességét. Az li hiany csokkent
sejtfelszini CD1d szinthez vezet a MHCII" sejtvonalakban, arra utalva, hogy a CD1d mind az li-vel és
az MHCII-vel is kotodhet a sejtfelszinen. MHCII/li membran lipid tutajokba toborozza a CD1d-t, ami
gazdag kostimulacios molekuldkban, igy még hatékonyabb stimulatorra téve a molekuldkat.

A DCK képesek prezentalni a lipid antigéneket és hatékonyan aktivalni a CD1-korlatozott T sejteket
fiiggetlentil az érési statuszoktol, mig az MHC fliggé peptid prezentacidjukhoz elengedhetetlen az érett
stadium és az MHC-k gyors sejtfelszinhez torténé mobilizacioja. Az CD1d-kozvetitett exogén antigén
prezentacié hatékonyabb az iDCk-ben, ami aktivan recirkulaltatia az MHCII/CD1d komplexeket az
endoszomalis rendszeren keresztiil, az mDCk-hez képest, amik stabilizalt sejtfelszini MHCII
kifejezodéssel rendelkeznek. Mind az iDCk és az mDCK bemutatjak az aGC-t, ami nem igényel sejten
beliili feldolgozast, habar iDCs sokkal hatékonyabbak ebben a prezentacioban. Az iDCK képesek
prezentalni az galaktozil(1-2) galaktozilceramid (a«GGC)-ot (lizoszomalis feldolgozast kovetéen aGC-ré
alakul).

1.2.3. Lipid antigén feldolgozas és betdltés

A prezentaciohoz a lipideket el kell tavolitani a sejten beliili kornyezetiikb6l (Pl. membranok), fel
kell 6ket dolgozni és be kell 6ket t6lteni a CD1d molekulak ligand k6té zsebeibe. Ezeket a folyamatokat
hidrolazok és lipid szallité proteinek (LTPK) biztositjak. Néhany lipid részleges degradaciot igényel
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miel6tt antigénikussa valik. A szintetikus glikolipid aGGC feldolgozasat a kés6i endoszomakban az a-
galaktozidaz hidrolaz enzim végzi a terimalis galaktoz eltavolitasaval. A lipid kivonast a lumenbe LTPK
végzik elésegitve a lipidek betoltését vagy cseréjét a CD1 molekulakba az endoszémalis
kompartmentekben.

A CD1d lipid antigéneket a szapozinok (Sapk), membran-perturbalé szingolipid aktivalo fehérjék
editaljak. Az aktiv szapozinok (SapA-D) a prekurzor proszapozinbol keletkeznek a késoi
endoszomakban. Ezt a folyamatot a katepszinek katalizaljak (Cat). A Sapk kozvetleniil kotddnek a lipid
antigénekhez, kivonjak o6ket a membranokbol és elszallitjdk a CD1 proteinekhez, mig a lipidek
betsltését kozvetett modon szabalyozzak. A szapozin kdzvetitett lipid prezentacié in vivo szerepét Sap”
egerekben mutattak ki. A Sap defficiencia iNKT hianyhoz vezetett. Az elégtelen INKT fejlodéssel
szemben, a 2-es tipusi NKTk szama valtozatlan maradt. A CD1d kifejez6dést, sejten beliili
elhelyezkedését és az iNKT autoreaktivitast nem befolyasoljak a Sapk, de az aGC prezentaciot igen. Az
aGC kot6édhet a sejtfelszini CD1d-hez endoszomalis recirkulacio nélkiil, de a Sapk fokozzak a
lizoszomakban a CDI1d/aGC komplexek képzodését. A Sap hiany szabalytalan lizoszomalis
lipidfelhalmozodashoz, szallitishoz és cseréhez vezet a membranok kozott. A karosodott lipid
metabolizmus lizoszomalis tarolasi betegségeket eredményezhet, ami befolyasolja a CD1 molekulak

betoltését.

1.2.4. Lizoszomalis katepszinek a DCk-ben

A lipid prezentaci6 figg a DCk-ben miikodd lizoszomalis proteazoktol. A legtobb lizoszomalis
proteazt Cat-ként ismerjiik, melyek esszencialisak mind a peptid és a lipid antigén prezentaciohoz is. A
cisztein proteinazok kozvetitett proteolizis kritikus a DC antigén prezentacio soran, szabalyozzak a lipid
editinget, az li és a proszapozin vagasat a késéi endoszomakban. Erési szignalok hatisira a DCK
magasabb lipid editalasi képességre tesznek szert a fokozott lizoszomalis aktivitasuk kovetkeztében
(emelkedett antigén feldolgozas és lipid/CD1 komplex termelés).

A CatL, S, és B kifejez6dnek a DCk-ben. Koziilikk eddig csak a CatL-t és S-t hoztak 0sszefliggésbe a
lipid prezentaciéval. A CatS™ egerekben a MHCII felhalmozodik az endoszomalis vezikulumokban,
ami hatassal lehet a CD1d membranhoz torténd szallitddasara. A CatS hidny csokkent sejtfelszini
CD1d-t eredményezett a timusz DCk-ben. Tovabba a sejten beliili CD1d szallitas szintén megvaltozott a
CatS™ egér DCk-ben. Az iNKTk nem reagaltak az aGC-re. Az iNKT szam szintén csokkent a CatL™
egerekben, de az CatS™ allatokkal ellentétben, az CatL nem befolyasolta a CD1d szintet a sejtfelszinen.
A timocitadkban a CatL esszencidlis volt a pozitiv szelekciohoz és az enzim szerepet jatszott az APC
kozvetitett INKT negativ szelekcidban. A CatL az APCk-ben kritikus volt iNKTk terninalis
differencialédasahoz a periférian. Mindkét esetben a Cat proteinek hianya gatolta azokat az
endoszomalis folyamatokat, amik sziikségesek a hatékony CD1d kozvetitett antigén prezentaciohoz.

A DC CatD (lizoszomalis aszparaginsav proteinazok) termelését korabban kimutattak. Hasonloan a

cisztein protedzokhoz, a CatD is inaktiv formaban termelédik, és ceramid fiiggé autokatalizissal
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aktivalodik. Az aktivalt CatD-k felhalmozddnak a lizoszOmakban ahol LTPk-et hasitanak, mint a

proszapozin. A CatD szerepét a lipid prezentacioban korabban nem tanulmanyoztak.

1.2.5. CD1d-korlatozott NKTk

Ellentétben a konvencionalis T sejtekkel, a T sejt receptorok (TCRk) az NKTk-en lipid antigénekre
reaktivak. Ezek az egyediilallo sajat reaktiv sejtek mind természetes 616 sejt (NK) markereket, mind
TCRK-et kifeleznek a felsziniikon, ezért NKTk-nak nevezik éket. Két tipusu CDI1d-korlatozott NKT
populacié létezik: invarians természetes 616 sejtek (INKTK) és a 2-es tipusi NKTK. Az iNKTK egy
egyediilallo, evolucionalisan konzervalt populdcidja a természetes immunsejteknek, melyek erdsen
korlatozott TCR repertoart fejeznek ki. Ezek egy félig invarians a lancbol (Val4-Jal8 egerekben és
Va24-Jol8 a humanban) és egy korlatozott B lancbol (VB2, VB7, és VP8.2 egerekben, vagy VP11
humanban) allnak.

A periférian, aktivaciojuk oOrdkon belill jelentds citokin kibocsajtashoz vezet, mellyel maés
limfocitakat transzaktivadlnak. Az iNKTk szerepet jatszanak egy sor immunoldgiailag relevans
folyamatban, mint a DCK érleltetés, NK vagy B sejt aktivalas vagy a T sejt valasz eltérités, ezaltal az
iNKTk mind az természetes és az adaptiv immunitast szabalyozzak. Modositjak a folyamatban 1év6
immunvalaszokat, igy befolyasoljak egy sor betegség kimenetelét (autoimmun betegségek, bakterialis
vagy viralis fert6zések és a daganatok).

Az iINKTk potencialis szerepét a daganat ellenes immunvalaszban aGC injekcioval és szamos
esetben exogén lipid ligand hidnyaban is megfigyelték, ezzel tamogatva azt az elképzelést, miszerint az
iNKTk felismerhetnek endogén daganat sejt termelt antigén lipideket. Az iINKTk esszencialis szerepét
Ju18™" egerekben igazoltik, melyekben az adoptiv transzferalt iINKTk daganat ellenes védelmet
biztositottak. Daganat modelltdl fiiggéen az iINKT reakciok a hatékony daganat ellenes immunitast
tovabbi immunsejtek aktivalasan keresztiil fejtik ki. Ez elindit egy Thl citokin kaszkadot a
daganatszovetben és a helyi effektor sejtek, mint NK és CD8" T sejtek, megélik a daganat sejteket. Az
INKT aktivacio hozzajarul a DCk aktivalasahoz a CD1d-TCR és a CD40-CD40L interakciokon
keresztiil, ami DC éréshez és 1L-12 kifejezéshez vezet. A kibocsajtott IL-12 stimulalja az NK ¢és az
INKT sejteket, hogy még tobb INFy-t termeljenek és a két citokin egyiitt stimuldlja az NK és a CD8" T
sejteket.

Ezzel ellentétben a 2-es tipusa NKTk poliklonalis TCR repertoarral rendelkeznek. A limitalt reagens,
ami monitorozna ezeket a sejteket, és a specifikus sejtfelszini markerek hidnya, lelassitotta ennek az
NKT populacionak analizalasat. A 2-es tipusit NKTk egy részének az immunfunkcioit szulfatid/CD1d
tetramerekkel lehet vizsgalni. Az NKT aktivacio in vivo szerepét CD1d” egerekben lehet tesztelni,
amiben mindkét NKT populacié hianyzik, dsszehasonitva az eredményeket a Jol18 ' egerekben kapott
adatokkal. A 2-es tipusu NKTk feliilirhatjak az iINKT kozvetitett immunfolyamatokat. Az egér daganat
modellben tapasztalt iNKT védo hatassal szemben, a 2-es tipusi NKTk hatékonyan csokkentették a

daganat ellenes valaszokat és daganat segit6 aktivitast mutattak. A Szulfatid és aGC egyidejii hasznalat
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esetében, a szulfatidra reagalo, egér 2-es tipusi NKTK akadalyoztak az iNKT véd6 hatasokat. A két
NKT populacié kozotti immunszabalyozd tengelyt, és azt, hogy a 2-es tipusi NKTk a daganat
novekedést az altaluk kibocsajtott IL-4 és IL-13 citokinekkel serkentik, szdmos egér modellben

bemutattak.

1.3. Sejtmagi hormon receptorok

1.3.1. Sejtmagi hormon receptorok a human DCk-ben

Egy teljes génkifejez6dését analizalé vizsgalat kimutatta, hogy sejtmagi hormon receptorok
(peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor y (PPARY) és maj X receptor a (LXRa)) kifejezédnek és
indukalodnak a differencialodd DCk-ben. Késébb a microarray profilozasunk feltarta, hogy a 48
sejtmagi hormon receptorbdl 20 kifejez6dik a mo-DCk-ben. A Retinoid X receptorok (RXRK)
egyediilallo a sejtmagi hormon receptorok kozott azzal a képességével, hogy sejtmagi hormon receptor
csaladtagjainak egyharmadaval képes heterodimert alkotni. A legtobb esetben az RXRk obligat
partnerként miikodnek. RXR heterodimereket funkcionalisan eltérd, megengedd és nem megengedd
alcsoportokra oszthatjuk. Az RXR heterodimerek koziil a PPARY/RXR és a RARaW/RXR heterodimerek
fejl6dé DCK-ben betdltott szerepét mutatjuk be.

1.3.2. A retinsav receptor szerepe a DCk-ben

A Vitamin A/retinolt és a metabolitjait kollektiven retinoidoknak hivjuk. A retinoid hiany szamos
human megbetegedést idéz el6. A csupa-transz retinsav (ATRA), er0sen biologiailag aktiv metabolitja a
retinolnak, megel6zi és helyreallitja a fobb vitamin A hiany (VAD) okozott elégtelenségeket a felndtt
allatokban. A retinoidok a célsejtben a sejtmagi retinoid receptorokon keresztiil fejtik ki a hatasukat. A
retinsav receptoroknak (RARK) harom altipusa van (RARa, B és v). Az RARK heterodimereket alkotnak
az RXRk-kel, melyeknek szintén harom altipusa van: RXRa, § és y. Habar az ATRA és a 9-cisz retinsav
aktivaljak az RARk-at, az RXR csak a 9-cisz retinsavat koti meg.

1.3.2.1. Retinoidok a célsejktekben (felvétel és szallitas)

A gerincesek nem képesek de novo retinol eléallitasra, de hozzajutnak a vitamin A-hoz a taplalékbol
retinil észter és karotenoidok formajaban, amiket a bél enterocitai vesznek fel, majd els6dlegesen a
majba szallitodnak. A retinil észterek folyamatosan hidrolizalédnak retinolla a maj raktarakbol, retinol
koto fehérje 4-hez kotédnek (RBP4), ami a célszovetekhez szallitja azt. A retinol célsejtek rendelkeznek
egy erésen konzervalt, retinsav stimulalt 6 (STRAG) transzporterrel a retinol felvételre. A sejtek talan
felvehetik a retinolt a nem régiben felfedezett RBP4 receptor-2 (RBPR2)-vel is. A RBPR2 szerkezete
hasonlit a human ¢és az egér STRAG szerkezetéhez, ezért a receptor egy alternativ retinol felvevo

receptorként mitkodhet a STRAG negativ sejtekben.
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A sejtben a retinol a cellularis retinol k6t6 fehérjékhez (CRBPK) kapcsolodnak. A CRBPL1 a retinolt a
raktarakbol a metabolizalo enzimekhez viszi, mint az alkohol dehidrogenazok (ADHk) vagy a retinol
dehidrogenaz/reduktazok (RDHk), amik retinalla alakitjak a retinolt. Ezutan a retinal dehidrogenazok
(RALDHK) ATRA-t szintetizalnak a retinalbol. Az ATRA kotédik a cellularis retinsav kotd fehérje 1
(CRABP1), CRABP2 vagy a zsirsav koté fehérje 5 (FABP5S) szallitd fehérjékhez. A citoszolikus
CRABP2 kozvetleniil a RARk-hoz szallitja az ATRA-t és fokozza a receptorok transzkripcionalis
aktivitasat. CRABP1 mérsékli a sejt ATRA-ra adott valaszait azzal, hogy a retinoidot az ATRA
lebontasaért felelds enzimekhez juttatja. A sejt ATRA szintje szigoruan szabalyozott a citokrom P450
géncsalad tagjai segitségével: CYP26A1, B1 and C1. Az enzimek altan 1étrehozott polaris metabolitok
konnyen kijuthatnak a sejtekbdl. A Cyp26al gén proximalis promoter régiodja tartalmaz egy funkcionalis
retinsav valaszado elemet (RARE), ezért a Cyp26al gén kifejezodését kozvetleniil szabalyozzak a
RARk. Az FABP5 a PPARp/d-hoz szillitia az ATRA-t és aktivalja a PPARP/S kozvetitett

transzkripciot.

1.3.2.2. Retinol metabolizmus

A fizioldgias hatasuk kivaltasahoz a retinolnak két egymast kovetd oxidativ reakcidokon kell
keresztiilmennie a metabolikus aktivaciohoz. Az els6 sebesség meghatarozo 1épésben a retinol retinolla
konvertalodik vagy az ADHk (ADH1, 3, 4) vagy a RDHk (RDH1, RDH10) altal. A sejtes retinal termeld
kapacitas 80-94%-a a mikroszomakba korlatozodik (a RDHK sejten beliili lokalizacidja) szemben az
ADHk citoszolikus lokalizacidjaval. Jelenleg legkevesebb harom RDH jarulhat hozza fizioldgiailag a
retinol ATRA-va torténd konvertaldodasahoz: RDH1, RDH10 ¢s DHRS9. Az RDH10-t, mint csupa-tranz
retinol dehidrogenazt az RPE BX sejtekben irtak le és a rMC-1 sejtek mikroszoma frakcigjabol izolaltak.
Az embrionalis ATRA termelésben betoltstt szerepét RDH10" egerekben igazoltak, melyek stlyos
szervrendellenességben szenvednek és embrionalisan elhalnak a 13.5-dik napon. Az embrionalis
fejlédésben betoltott alapvetd szerepét megerdsitették RARE-lacZ-riproter traszgént hordozo egerekben,
melyben a riportergén a retinoid szignalizacié endogén helyeit térképezte fel.

A masodik enzimatikus 1épés a ratinal irreverzibilis oxidacioja ATRA-va, RALDHk segitségével.
Egereken végzett géndeplécios kisérletek aldtdmasztottdk a RALDHk fizioldgiai hozzdjarulasat az
ATRA termelésében, és a RALDH2 életbevagd szerepét az embrionalis ATRA eléallitasaban. Tovabba
a RDH10 expresszio helyei atfednek a RALDH2 lokalizacidjaval, ez arra utalt, hogy a két konvertalo

enzim koexpresszioja sziikséges lehet a fejlodé embridkban jatszoddo ATRA szintézishez.

1.3.2.3. DCk ATRA termelése

Szamos adat igazolta, hogy kiilonb6z6 faktorok beindithatjak (ATRA, retinol, GM-CSF, IL-4, TLR
ligandok) vagy gatolhatjak (prostaglandin E2 (PGE2) a sejtek ATRA szintézisét. Ezek a faktorok a
Raldh géneket aktivaljak, ami elengedhetetlen markere a DCk aktiv ATRA termelésének. El9szor Iwata
mutatta be, hogy a PP- és az MLN-DCk ATRA-t termelnek a retinolbol, és a felszabadult ATRA



fokozza a bélbe iranyitd receptor CCR9 és integrin 047 expresszojat a CD4™ T sejteken. Eredményeik
alapjan az Adh5 barmelyik DC-ben kimutathato, és a PP-DCk Adhl and 4-et fejeznek ki. Ez arra utal,
hogy ezek az enzimek feleldsek lehetnek a feln6tt allatokban a retinol oxidacidjaért. A PP-DCk Raldh1-
et és kisebb mértékben Raldh2-et, mig az MLN-DCs Raldh2-et fejeznek ki a retinal konvertalasara.
Késébb kimutattak, hogy a Raldh2 kifejez6dés a GALT-asszocidlt DCk-ben a CD103" DCk-ben dusult
fel. Hamar kideriilt, hogy az ATRA szintézis nem egy univerzalis DC tulajdonsag és csak bizonyos DC
altipusok képesek termelni ezt a retinoidot.

A DCk retinoid szintézisének fontossagat tovabb erdsitette a CD103" DCk azonositasa a humén
MLNK-ben. Ezek a sejtek érettebb fenotipussal rendelkeztek (CD83) a CD103 tarsaikhoz viszonyitva
és aktivaltdk a bélbe irdnyitd6 marker molekulak (04B7, CCR9) kifejezédését a veliik reagdlo CD8" T
sejtek felszinén, ami gatolhato volt az LE540-nel (RARa antagonista). Ez arra utalt, hogy a human DCk
hasonléan az egér DC-hez aktiv ATRA termel6 képességre tettek szert a LP-ban. Tovabba egy
egyediilalldo LP APC, makrofag szerti morfoldgiaval és egyidejiileg kifejezett makrofag (CD14) és DC
(CD209) markerekkel, antigén-specifikus immunvalaszokat valtott ki ATRA kozvetitett szingalok
segitségével. Ezek a sejtek expresszaltaik az RDH10 és RALDH?2 enzimeket, tehat legalabb néhany in
vivo APC termelhet ATRA-t ezeknek a metabilizal6 enzimek segitségével.

Végezetiil széleskori vizsgalat demonstralta, hogy ATRA szintézis lejatszodik extra intesztinalis
szovet eredetti DCk-ben a tiidében és a borben. Meglepetésként, a RALDH aktivitast a CD103™ migralo
bér DCk-ben detektaltdk, mig a z tiidd ATRA termeld sejtjei kozott CD103" és CD103" altipusokat is
talaltak. Ezek az adatok Osszegségében bemutattak, hogy az ATRA szintézis képessége nem
koralozddik az intesztinalis DCk-re, néhany migrald DC altipus termel ATRA-t egyéb periférias

szovetekben is.

1.3.3. PPAR-ok a DC biologiaban

A DCk kifejezik a PPAR-okat. A PPAR csaladnak harom izotipsa ismert: PPARa, 8/p és v. Ezek a
receptorok eltér6 szovetspecifikus eloszlast mutatnak, eltéré funkcionalis tulajdonsagokkal. A
sejtmagban a kozvetlen transzkripcionalis aktivaciohoz, a PPAR-ok heterodimerizalnak az RXRk-kel és
hozzakotodnek a célgénjeik promoterében vagy enhanszerében 1évo receptor specifikus valaszado
elemeikhez (PPREK). Az alapvet6 metabolizmusban betoltott szerepe mellett a PPARy részt vesz
immunfolyamatok szabalyozasaban is. Az otletet, hogy transzkripcionalisan integralhatja a lipid
metabolizmust és a gyulladasos valaszokat DCk-ben egyre névekvé szamu bizonyiték tamasztotta ala.

In vitro kisérletek kimutattak, hogy a receptor funkcionalis a DCk-ben, és szerepet jatszik a sejtek
altipus specializacigjaban és a sejtek immunfenitipusanak kialakitasdban. Habar a receptor nem
fejezddott ki minden DC-ben legalabb bizonyos altipusok expresszaltak in vivo.

Eloszor egy atfogd microarray analizis tarta fel, hogy a PPARy gén bekapcsolodik a monocita-DC
fejlédés soran. Késébb a PPARY expresszidjat masok is megerdsitették. In vitro és részben in vivo

adatok alapjan a receptor szupresszor TF-ként miikodik a sejtekben gatolva az egér és a human DCk
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immunfenotipusanak szdmos részletét. A PPARy human DC funkciokra kifejtett tovabbi szerepének
tisztazasara egy megfeleld in vitro modell rendszer sziikséges, melybe a sejtek rendelkeznek a
receptorral. Huméan PPARy" DCk differencidltathatok a CD34" hematipoietikus 8ssejtekbdl, CD14"
periférialis monocitakbol vagy CDIlc* DCk-bél. Laboratériumunk kordbbi adatai alapjan a PPARy
expresszio azonnal detektalhatd volt a mo-DC differencialodas egy keskeny szegmensében. A PPARy
fehérje kimutathato volt a 4 orat tenyésztett sejtekben. A receptor aktiv volt a sejtekben, mivel agonista
ligandjai indukaltdk a receptor célgénjét az FABP4-et. A teljes korli PPARy szabalyozott
génexpresszios profilt a mo-DC differenciacio folyamata soran microarray vizsgalattal karakterizaltuk.
Ezek az adatok kimutattak, hogy a PPARy nem egy egyszerli gatldo TF a DC differenciacio
szempontjabol, mivel a tobb mint 1000 szabalyozott transzkript fele indukalodott a RSG (rosiglitazone-
PPARYy aktivator ligand) kezelt mintdkban. A receptor aktivalt gének az els§ 6 oOrds periddus alatt
elsésorban a lipid metabolizmus és transzport géneket tartalmazzak és valosziniileg transzkripcionalisan
szabalyozza 6ket a receptor. Ezzel ellentétben az immunfunkciokért felelés gének elsésorban a késdbbi
fejlodési szakaszukban aktivalodtak. Ez arra utalt, hogy a PPARy indirekt modon valtoztathatja meg a

DC genotipusat a sejten beliili lipid metabolizmus és szignalizacios utvonalak aktivaldsan keresztiil.

1.4. A retinoid utvonal RARa és PPARY fiiggo koordinalt szabalyozasa DCk-ben

A PPARYy és a RARa szabalyozzak a lipid antigén prezentacidban szerepld gének aktivacidjat (CDla
és d) az mo-DCk-ben. Megeroésitettiik, hogy mindkét receptor az altaluk fokozott CD1d expresszion

Irodalmi adatok szerint szérum eredetli ligandok a mo-DCk fejlddést a CDla" sejtek iranyaba
vezetik. Human szérum eredetli lipidek (lizofoszfatidil sav és kardiolipin) modositottak az 1-es
csoportba tartozd CD1 molekulak expresszios profiljat. A CD1 molekuldkat a PPARy-n keresztiil
szabalyoztak ezek a lipidek. A human szérummal kiegészitett médiumban differencialtatott DCk CD1d-
t fejeztek ki PPARy és RAR fliggd modon. A DCk lipoprotein kezelése szintén befolyasolta a CD1
expressziot. Ez arra utalt, hogy a lipoproteinekkel felvett lipidek a sejtekben endogén PPARy ligandként
viselkedhettetek, transzkripcionalis folyamatokat inditottak el, koordinalva a lipid metabolizmust, CD1
molekula expressziot és a sejtek immunfenotipusat.

A PPARy kozvetett modon indukalta a CD1d kifejez6dést, endogén lipid aktivator termelésének
beinditasan keresztiil a fejlédé DCk-ben. Egy teljes korti génexpressziods analizissel 6sszehasonlitottuk a
kontroll és RSG-kezelt mintakban azoknak a géneknek a kifejez6dési mintazatat, melyek Szerpet
jatszhatnak a retinol -, retinal metabolizmusban ¢és a retinolbdl torténd endogén ATRA szintézisben. A
receptor indukalja a RDH10 és DHRS9 expresszidjat a sejtek fejlodése esetében. A RSG kezelés
indukalta a RALDH2 kifejez6dését a sejtekben. Meghataroztuk a sejten beliilli ATRA koncentraciot
kontroll és RSG kezelt DCk-ben LC-MS technikaval. A DCK egyiittes kezelése a RSG-nal és DEAB
RALDH gatloszerrel alatamasztotta, hogy a PPARy indukalt ATRA termeléshez RALDH aktivitas volt
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sziikséges. Az ATRA felhalmozodasa RARa/RXR kivaltott retinoid valaszokhoz vezetett. Koriilbeliil a
PPARy regulalt gének 30%-anak a szabalyozasa tortént a retinoid szignalizacion keresztiil.

Mindkét sejtmagi receptor aktivacioja fokozott INKT osztodashoz vezetett aGC tolttt DCk
esetében. A PPARy indukalt CD1d kifejezddés a DCk hatékony lipid prezentacidjan keresztiil fokozott
INKT aktivaciohoz vezetett. Ezek az eredmények Osszekapcsoltak a PPARy-t és a RARa-t az iNKT

kozvetitett immunvalaszokkal.
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2. CELKITUZESEK

A DC diffencialodasi folyamat soran a sejtekben talahatdé szamos gén kifejez6dése emelkedik vagy
csokken. Ennek a génexpresszionak a szabalyozasahoz a névekedési faktorok, jelatviteli utak és a TF-ok
koordinalt halozata sziikséges. A kornyezeti faktorok, mint példaul a lipidek a sejtben jelatviteli
utvonalak beinditasan keresztiil olyan TF-kat szabalyoznak, melyeknek alapveté szerepe van a DCk
funkcigjat maghatarozoé gének kifejezdésének szabalyozasaban és koordinalasaban. Korabban
kimutattuk, hogy a PPARy utvonal az ATRA termelésén keresztiil megvaltoztatta az mo-DCK lipid
metabolizmusat, ami azt kovetéen fokozott lipid prezentalasra képes DC tipus specializaciot
eredményezett. A tudomanyos erdfeszitések ellenére, permissziv sejttipus, az ATRA termelés pontos
komponensei és a CD1d tamogatott lipid prezentacio 1épései még mindig nem teljesen feltérképezettek
a DCK-ben.

Ezért munkank céljai a kovetkezok:

1, Az permissziv egér DCk beazonositasa génexpresszios analizissel: retinol felvételért felelds gének,
valamint az ATRA termelésében ¢és a retinoid jelatvitelben szerepld gének vizsgalatan keresztiil.

2, Human DC altipusok ATRA bioszintézisének és jelatvitel utjainak szisztematikus analizise.

3, Az in vitro mo-DCk funkcionalis validaldsa, mint megfeleld6 modell rendszer, melyben
tanulmanyozhat6 a PPARy szabalyozott ATRA termelés, a retinoid atvonalak és a lipid prezentacio.

4, A PPARYy szerepének meghatarozasa az ATRA szallitasaban.

5, A PPARy szabalyozott ATRA jelatvitel tanulmanyozasa a human szévetekben.

6, A PPARYy aktivalt RDH10 és CRABP2 funkcionalis vizsgalata és mechanisztikus szinten sziikséges
jelenlétének alatamasztasa SIRNS technikaval a receptor altal szabalyozott ATRA jelatvitel
eredményeként megvalosuld génexpresszids valtozasokban.

7, Olyan eddig fel nem tart utak azonositasa, amin keresztiil a PPARy stimulalja az INKT osztodast.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Ligandok

A sejteket az alabbi ligandokkal kezeltiik: RSG és GW9662 (Alexis Biochemicals, San Diego, CA,
USA), ATRA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), AGN193109 (Roshantha A. S. Chandraratna-tol),
AMS580 (Biomol, Hamburg, Germany), DEAB (Fluka, Honeywell, Morris Plains, NJ, USA), pepstatin
A és OVA 257-264 peptid (Innovagen, Lund, Sweden), bafilomycin (Sigma-Aldrich). aGC (Kirin
Brewery Ltd., Gunma, Japan), aGGC (P.A. lllarionov-t6l). Kontroll kezelés (1:1 of dimetil-

szulfoxid/etanol).

3.2. Csontveléi eredetii DCk

A csontveldi sejteket a C57BL/6 egerek combcsontjabol izolaltuk. Az allatokat specidlis
patogénmentes kornyezetben tartottuk. A kisérletek az intézményi etikai iranymutatasok és engedélyek
alapjan torténtek (engedélyszam: 21/2011/DEMAB). A csontveléi sejteket RPMI 1640 médiumban
differencialtattuk (Sigma-Aldrich) kiegészitve: 10% magzati borju szérum (FBS), 500 U/ml
penicillin/streptomycin, 2 nM L-glutamin (Thermo Fisher scientific, Waltham, MA, USA), 20 ng/ml
GM-CSF (Peprotech EC, London, UK) és 20 ng/ml IL-4 (Peprotech) vagy csak 20 ng/ml GM-CSF
jelenlétében 9 napig. A citokinkezelést megismételtiik a 3. és 6. Napon. A 9. napon a sejteket Trizol

reagensben (Thermo Fisher scientific) lizaltuk RNS izolalasra.

3.3. Lép DC (Sp-DC) and mezenterikus nyirokcsomé DC (MLN-DC) szeparalas

A CD11c" MLN-DCk-et B16-FIt3L tumor sejtekkel oltott him C57BL/6 allatokbol izolaltuk. A
Osszegytjtott 1épeket és MLNKk-t feldaraboltuk és kollagenaz D-vel emésztettiik (Roche, Basel,
Switzerland) 40 percig 37°C-on. A szuszpenzidkat nylon halon atsziiriik és mostuk. A sejteket 10 percig
4°C-on inkubaltuk anti-egér CD16/CD32 Mouse BD FC Block ellenanyaggal (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA, USA). A CD11c" sejteket anti-CD11c MACS gydnggyel szeparaltuk
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). CD103" és CD103" DCk szelektalasat anti-CD11c-
APC és anti-CD103-PE (BD Biosciences Pharmingen) antitesttel tortént jelolést koveto szortolassal
FACSVantage (BD Biosciences, San Hose, CA, USA) végeztiik.

3.4. DCllépsejt kokultura

CD103" MLN-DCk-et az eléz8 pontnak megfeleléen izolaltuk (3.3). A lépsejteket BALB/C
egerekbOl nyertikk. A 1épet Petri edénybe tettiik 10% FBS-t tartalmazo RPMI 1640 médiumba,
tivegbottal szétnyomtuk. Mosast kovetden a vordsvértesteket lizis pufferben lizaltuk (BD Pharm Lyse,
BD Biosciences). A DC/1épsejt arany 1:20 volt, ami 1:10 DC/T sejt aranynak felel meg 2 ml tenyészt6
médium/lyuk denzitdsban. 72 6rat kovetéen a CD103" MLN-DCk-et a 3.3. pontnak megfelelen
szortoltuk FACSVantage géppel, majd Trizolba lizaltuk 6ket.

13



3.5. DC/CD8a" T sejt kokultiira

CD8a" T sejteket OTI-1 egerekbdl nyertiik (Dr. Zoltan Pos-tol). A 1épbdl sejtes szuszpenzidt
gentleMACS Dissocator géppel készitettiik (Miltenyi Biotech). Mosast kdvetden a sejteket CD8a" T
Cell Isolation Kit Il-vel szeparaltuk (Miltenyi Biotech), autoMACS Separator-géppel (Miltenyi
Biotech). A CD103" MLN-DCk-et a korabbiaknak megfelelden izolaltuk (3.3). CD103" DCk-et 20 pM
OVA 257-264 peptiddel toltottiik fel. A DC/T sejt arany 1:2-volt. 72 ora elteltével a CD103" MLN-
DCk-et FACSVantage géppel urja szortoltuk és Trizolba lizaltuk.

3.6. Human mo-DCk

A monocitakat (98% CD14") egészséges donorokbdl szarmazo, leukocitikkal —feldusitott
vérkészitményeibol izolaltuk, a Regionalis és Intézményi Kutatdi Etikai Bizottsag engedélyével, a
Regiolalis Vérellatd kozpontbol kapott vérmintakbol, Ficoll gradiens centrifugalassal (Amersham
Biosciences, Uppsala, Sweden). Ezt koévetéen sejteket anti-CD14-konjugaltatott microgyongyokkel
szeparaltuk (Miltenyi Biotech). A monocitédkat 1.5 x 10° sejt/ml denzitasban differenciltattuk RPMI
1640 médiumban, kiegészitve: 10% FBS, 500 U/ml penicillin/streptomycin, 2 nM L-glutamin, 800
U/ml GM-CSF (Gentaur Ltd. London, UK) és 500 U/ml IL-4. A sejteket 5 napig tenyésztettiik. A
ligandokat vagy a konrtoll kezeléseket a 0. és a 3. napon adtuk a sejtekhez.

3.7. Aramlasi citometria

A sejteket 1X PBS-ben mostuk majd 1X PBS/0.5% borju szérum albuminban (BSA) (Sigma-
Aldrich) festettiik 40 percig 4 °C-on a kovetkezd antitestekkel: anti-CD14-FITC, anti-F4/80-FITC, anti-
CD11c-PE, anti-CD1d-PE, anti-CDla-FITC, anti-CD11c-FITC, anti-CD209-PE (BD Biosciences
Pharmingen) és anti-Va24-FITC, anti-VB11-PE (Immunotech, Marseille, France), valamint a megfelel
izotipus kontrolljaik. A méréseket FACSCaliburral végeztik és CellQuest software-rel (BD

Biosciences) analizaltuk.

3.8. Microarray analizis

A 18. és a 20-as abrakon bemutatott microarray adatok elkészitését (DC altipusok) Szeles L. irta le.
Az abrakon talalhato mo-DC mintdkat Szatmari. 1. készitette el. Az RNS mintak hibridizalasat a
Microarray Core Facility of the European Molecular Biology Laboratory (Heidelberg, Germany)-ban
végezték. Az adatok elemzését GeneSpring GX7.3.1 szoftverrel (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) végeztik. A Raw data file-okat (cell file-ok), a GeneChip robust multiarray analysis
algorithm (GC-RMA)-sal analizaltuk a szignal intenzitasok chipenkénti normalizalasaval. A microarray
adatok nyilvanos elérhetésége: Gene Expression Omnibus adatbazis (GEO) accession no. GSE23618,

accession no. GSE8658 és ArrayExpress adatbazis accession no. E-TABM-34.
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3.9. Valés idejii kvantitativ PCR (RT-gPCR)

lug of teljes RNS-bdl reverz transzkripciés PCR technika segitségével cDNS-t készitettiink a
SuperScript 1l reverse transcriptase kit segitségével (Thermo Fisher scientific). A valds ideji PCR-t
LC480 platform-on (Roche) végeztik sybr green alapt assayk vagy Tagman assayk (Applied
Biosystems, Thermo Fisher scientific) felhasznalasaval. A gének expresszidjat az 6sszehasonlito kiisz6b
ciklus technikaval kvantifikaltuk és normalizalasra a human és egér haztartasi gént Cyclophilin A (PPIA
¢s Ppia) hasznaltuk. Minden PCR reakciot triplikalva mértiink. Az értékeket atlag + SD-ben adtuk meg.
Ezen feliil, TagMan low-density array-eket (TLDAs) (Applied Biosystems, Thermo Fisher scientific)
hasznaltunk a gyarto instrukcioit kovetve. A TLDA analizishez a high capacity cDNA archive Kit-tet
(Life Technologies, Thermo Fisher scientific) hasznaltuk a reverz tenszkripcié soran. A TLDA
kartyakat (RT-gPCR) real-time PCR géppel mértiik le (ABI Prism 7900, Applied Biosystems, Thermo

Fisher scientific).

3.10. RNS interferencia

A kis interferalo RNS-ek (SiRNSK) bejuttatasahoz a monocitakat elektoporaltuk. Szamolast kovetden
a monocitakat fenol voros nélkiili Opti-Mem-ben (Invitrogen, Thermo Fisher scientific) szuszpendaltuk
4 x 10’ sejt/ml denzitasban. A gének csendesitérése a kovetkezé siRNS oligonukleotidokat alkalmaztuk:
On-Targetplus SMART pool siRNS-eket a human RDH10, RALDH2, CRABP2, FABP4 ellen vagy On-
Targetplus non-targeting control siRNA pool (NS)-t (Dharmacon, Lafayette, CO, USA). Az
oligonukleotidokat 4 mme-es kiivettakba (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,USA) tettik 3 uM
végkoncentracioban. 100 ul sejtszuszpenzot mértiink a kiivettakba, ovatosan Osszerdztuk és 3 percig
inkubaltuk szobahdmérsékleten. Az elektroporaciot Gene Pulser Xcell (Bio-Rad Laboratories) géppel
végeztik a kovetkezd pulzus kondiciokkal: ,,square-wave” pulzus, 500 V, 0.5 ms. Ezt kovetfen a
sejteket RPMI 1640 médiumba tettiik kiegészitve: 10% FBS, 500 U/ml penicillin/streptomycin, 2 nM L-
glutamin, 800 U/ml GM-CSF és 500 U/ml IL-4. A csendesités hatékonysagat egy vagy két nappal az
eletroporaciot kovetden teszteltiik. Atlagos SiRNS hatékonysag: SiIRDH10- 48.58+ 8.44%, siRALDH2-
39.224+ 10.81%, SICRABP2- 4422+ 9.25%.

iDC elektoporacid: a sejteket a 3. napon felszedtiik, egyszer mostuk tires RPMI 1640 médiumban
majd 1X PBS-ben. A pulzus kondiciok azonosak, mint a monocitak esetében. Géncsendesitésére Qiagen
SiRNA PPARG, On-Targetplus SMART pool siRNA CATD vagy On-Targetplus non-targeting control
SiRNA pool (NS)-t alkalmaztunk (Dharmacon). Atlagos siRNS hatékonysag: SiPPARG 60%, SiCATD
60%.

3.11. Aldefluor mérés
Az mo-DCk RALDH aktivitasat ALDEFLUOR Kit (StemCell Technologies Germany, Cologne,
Germany) segitségével analizaltuk a gyatrd instrukcidinak megfeleléen. Roviden, a sejteket 1 x 10°

sejt/ml denzitdsban inkubaltuk a kit Szubsztratot tartalmazé pufferében 37°C-on 40 percig. A kit
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specificitasat DEAB hasznalataval teszteltiik. Az ALDEFLUOR pozitiv sejteket FACSCalibur géppel
detektaltuk.

3.12. iNKT sejt expanzio

Az 5 napos mo-DCk-et 100 ng/ml aGC vagy aGGC ligandokkal 48 oraig inkubaltuk. Lipid toltott
DCk-et (1 x 10°) 5 napig tartottuk kokulturaban autolog PBMC-kel (1 x 10°) 1:10 DC/PBMC aranyban.
A CatD inhibicios kisérletekben a DCk-et 3 napig 1 vagy 10 uM pepstatin A (Sigma-Aldrich)
jelenlétében tartottuk. Alapos mosast kdvetden a DCk-et RPMI 1640 médiumba tettiik kiegészitve:10 %
FBS, 500 U/ml penicillin/streptomycin, 2 nM L-glutamin, 800 U/ml GM-CSF és 500 U/ml IL-4. A
PBMC-t anti-TCR Va24-FITC és anti-TCR VB11-PE antitestekkel jeloltiik és a dupla pozitiv INKT
populaciot FACSCalibur-ral monitoroztuk. Ezen felil az invaridns Va24-Jal8 (iNKT) TCRa lanc
MRNS-ét RT-qPCR-ral detektaltuk. A lizoszomalis savasodast gatlo kisérletekben az RSG kezelt DCk-
et 4 napig 50 nM bafilomycinnel kezeltiik.

3.13. Western blot

20 ug protein teljes sejtlizaitum fehértét 12.5% poliakrilamid gélen megfuttattunk majd PVDF
membranra transzferaltunk (Millipore, Merck, Darmstadt, Germany). A membranokat elészor anti-
CRABP2 (208) antitesttel (Cecile R.-Egly-t6]) majd sztrippelést kovetéen anti-GAPDH antitesttel
(ab8245-100; Abcam, Cambridge, MA, USA) teszteltiik.

50 ug protein teljes sejtlizatum fehérjét 12.5% poliakrilamid gélen megfuttattunk majd PVDF
membranra transzferaltunk (Bio-Rad Laboratories). A membranokat anti-CatD antitesttel (R20, sc-
6487; Santa Cruz Biotechnology, Paso Raobles, CA, USA), majd anti-GAPDH antitesttel probaltuk.

3.14. Immunperoxidaz festés

Monocitakat, kontroll- vagy RSG-kezelt DCk-et (6 x 10° sejt/csoport) 4% paraformaldehidben
fixaltunk 4°C-on 24 oOran keresztiil, majd paraffinbe 4gyatunk. A 4 um-es szekciokat 3% H,0,/
metanolban inkubaltuk 15 percig szobahémérsékleten az endogén peroxidaz blokkolasdhoz. Az
antigének feltarasat citrat puffereben (pH 6.0, Dako, Thermo Fisher Technologies) végeztiik 120 °C-on
2 percig kuktaban. A sejtek CRABP2 immunfestése standard ABC technikaval tortént. A nem-
specifikus kotési helyek blokkolasat kovetden a szekciokat elsddleges anti-CRABP2 (208) antitesttel
festettiik 1 oran at szobahémérsékleten 1/50 X higitasban. A szekciokat ezutan 1 oOran at festettiik
biotinalt masodlagos antitesttel (Vectastain kits, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). A
szinreakciot VIP szubsztrattal hivtuk elé (Vector Laboratories). Végezetiil a szekciokat atfestettiik

metilzolddel.

3.15. Kettés immunfluoreszcens festés (DI)
A DI-t formalin-fixalt, paraffinbe agyazott intesztinalis szovetmetszeteken végeztik. A mintak a
Debreceni Egytem Patologiai Intézetének sebészeti mintdinak archivumaboél szarmaztak. Az antigén

feltarast kovetéen blokkoltuk az endogén peroxidaz aktivitast. Az elsédleges antitesteket peroxidaz-
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konjugalt 1gG-vel vizualizaltuk, tetrametil-rodamine (TMR)-teggelt tyramie (PerkinElmer, Waltham,
MA, USA) kezelést kovetden (vords fluoresens jel). A mintakat a festést kovetden mostunk, a nem
specifikus kotéhelyeket blokkoltuk és megfestettiik a masodik molekulara specifikus elsodleges
antitesttel, amit a ra specifikus biotinalt masodlagos antitesttel (IgG[Fab],) és streptavidin-FITC (Vector
Laboratories) festéssel hivtuk el6 (zold fluoresens jel). Alapos mosast kovetéen a sejtmagokat DAPI-t
tartalmazo fedémédiummal (Vector Laboratories) festettiik meg (kék szignal).

A 35. 4bran monocitakat, DC-ket vagy RSG kezelt DCk-et (6 x 10° sejt/csoport) fixaltunk 4%
paraforaldehiben 4 °C-on 24 6rdn at. A blokkokat parafinbe dgyaztuk. A 4 um-es szekciokat ezt
kovetden DI festéssel PPARy és CatD fehérje kimutatasra hasznaltuk. El6szor a PPARy-t festettiik anti-
PPARy (clone E8; Santa Cruz Biotechnology) antitesttel 1/75 X higitasban 1 o6ran at
szobahOmérsékleten. Ezt HRP-konjugalt anti-egér masodlagos antitesttel (IgG[Fab],) és ¢és FITC-
konjugalt tyramid (PerkinElmer Life Science) kezeléssel hivtuk el6 (zold szignal). Mosast és blokkolast
kovetden a CatD-t a ra specifikus elsddleges antitesttel jeloltiikk 1 6ran at szobahdmérsékleten, majd a
fehérjét biotinalt anti-kecske (IgG[Fab],) és streptavidin-Texas Red (Vector Laboratories) kezeléssel
mutattuk ki.). A flourescens képeket Olympus BX51 mikroszkdppal vettiik fel (Tokyo, Japan).

3.16. Kevert limfocita reakcio (MLR)

Stimulator sejteknek 5 napos érett DCk-et hasznaltunk. A DCK érésére hasznalt citokin koktél: 10
ng/ml TNFa, 10 ng/ml IL-1B, 1000 U/ml IL-6 (Peprotec), 1 pg/ml PGE2 (Sigma-Aldrich) és 800 U
GM-CSF 24 o6ran keresztiil. Allogén PBMC sejteket CFSE (Thermo Fisher Technologies) festékkel
jeloltiik 37°C-on 15 percig. Az alkalmazott DC/PBMC arany 1/20 volt. A sejtosztodast az 5. napon
mértiik FACSCalibur-ral.

3.17. Statisztika

A kisérletek soran minden minta estében triplikat (n=3) alkalmaztunk. A kisérleteket minimum
haromszor ismételtik meg. A statisztikai szignifikanciat a GraphPad Prism (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA) programmal szamoltuk. A szignifikancia lehetdségét Student t teszttel probaltuk. Az
eredményeket p <0.05 esetén fogadtuk el szignifikansnak. Standard hibasavokat (SD) mutattunk be.
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4. EREDMENYEK
4.1. PPARy IRANYITOTT ATRA TERMELES ES JELATVITEL A DCK-BEN
4.1.1. ATRA termelés az egér DCk-ben

Hipotézisiink szerint az RDH10 lehet az elsédleges enzim, ami beinditja a retinol oxidaciot, és a
RDH10/RALDH2 koexpresszio hatarozza meg az ATRA szintézist DCk-ben. Ezt a hipotézist
kiilénb6z6 in vivo és in vitro DC altipusban teszteltiik. Az ATRA szintézisben szerepet jatszo gének
kifejez6dését RT-qPCR-ral mértik MLN-DCk-ben. Mig a Raldh2 csak a CD103" DCk-ben
expresszalodott, a Rdh10 mindkét MLN-DC populacioban detektalhatdé volt. A Cyp26al a Raldh2
génhez hasonl6 expressziot mutatott, €z egy a sejtekben miikodé negativ feedback mechanizmusra utal,
ami kontrolalhatja az aktiv retinoid jelatvitelt a sejtekben. Mindkét MLN-DC csoport kifejezte a Tgm2
¢s a Cdldl ATRA célgéneket. A varttdl eltéréen a gének expresszids Szintje nem korrelalt a sejtek
ATRA termeld kapacitasaval.

A tovabbi expresszids analizisesek soran ex vivo differencialt DCk-ben tanulmanyoztunk. ATRA
termelésre képes GM-CSF-DCk-et vagy GM-CSF+IL-4-DCk hoztunk létre csontveldi sejtekbdl. Az
analizis soran Sp-DCk-et hasznaltuk negativ kontrollként, mivel ezek a sejtek nem termelnek ATRA-t.
A GM-CSF kivaltotta a Raldh2 expressziot, a két citokin ismert szinergista hatdsat szintén
megerdsitettiik, mig a Raldh2 mRNA a Sp-DCk-ben alig volt detektalhato. Ezt kovetden az Rdh10-zet
vizsgaltuk az in vivo- és ex vivo generalt sejtekben és azt talaltuk, hogy a gént minden DC tipus
expresszalta. Minden DC tipus kifejezi a Cdldl-t, ami nem korrelal a retinoid jelatvitellel, mig a
Cyp26al és Tgm2 megbizhatd markerei lehetnek az aktiv retinoid jelatvitelnek a sejtekben.

Tovabba felmértiik a retinol felvételben és cellularis szallitasban részt vallalo géneket. Nem tudtunk
kvantifikalni a Stra6-ot a DCk-ben, de detektaltuk a Rbpr2 gént az 6sszes DC tipusban, jelezve a retinol
felvétel lehetGségét ezen receptorok keresztiil. Felmértikk a cellularis interakciok szerepét allogén
1épsejt/CD8" T sejtekkel, a Crabp2 és Rbpr2 génexpressziora, egyiitt tartva dket ex vivo DCk-kel. A
kokultarakban, mind a Crabp2 és a Rbpr2 is indukalédott a CD103" DCk-ben, legvaldsziniibben a T
sejtekkel torténd interakcidjuk hatasara. MegerGsitettiik a sejtes interakciok szerepét a Crabp?2
expressziojara a CD103" MLN-DC/CD8a" T kokultura kisérletekben is.

Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az ATRA bioszintézis nem egy univerzalis DC marker €s
hipotézisiikkel megegyezéen az Rdh10 expresszidja atfed a Raldh2 gén expresszioval az ATRA termel6
DCk-ben.

4.1.2. A retinoid szintézis karakterizalasa a human DCk-ben

CD103" DCk jelen vannak a huméan intesztindlis MLNk-ben, az egér CD103" MLN-DCk-re
hasonlito tulajdonsagokkal. A korabbi adatok ellenére, a human DCk fenotipusa nem egyezik meg és
nem konnyen egyeztethetd az egér ATRA termeld DC-ivel. Ezért fontoltuk meg a human mo-DCk
hasznalatat a retinoid jelatvitel mechanisztikus karakterizalasra, funkcionalis tesztek segitségével.

Microarray adat szett analizisével, 6sszehasonlitva az mo-DCK és iv vivo DC altipusok génexpresszids
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profiljat bebizonyitottuk, hogy ezek az ex vivo DCk hiien megismétlik a human in vivo DCk
tulajdonsagait. A mo-DCk CD11¢*/CD209" pozitivak, igy fenotipikusan is hasonlitanak az iv vivo DCk-
re. Ezutan megvizsgaltuk a génexpresszios profiljat egy kivalasztott géncsoportnak, amik hozzajarulnak
az ATRA szintézishez és jelatvitelhez. Az RDH10 kifejezodott a DCk-ben. Mind a RALDH]I és 2 magas
szinten fejez6dot ki az in vitro DCk-ben, mig egy moderalt expresszios szint volt detektalhato a
dermalis DCk-ben. A cellularis ATRA-t szallitd gének koziil, a CRABP2 mindenhol megtalalhato. A
retinoid jelatvitelt a célgének expresszids mintazatanak elemzésével analizaltuk: tonzillaris CD1c"-, vér
CD1c’- és mo-DC expresszilta a CD1D-t és a TGM-t. A PPARG csak az mo-DCk-ben fejezédott ki. A
detektalhato FABP4 valoszintlileg vagy egy extracellularis PPARy ligand jelenlétét jelzi a szérumban
vagy potencialis endogén ligandot jelezhet a sejten beliil. Az in vivo DCk nem fejezik ki a PPARG-t
vagy az FABP4-et. A szisztematikus analizis alapjan a retinoid jelatvitel csak az mo-DCKk-ben aktiv,
melyek egyiitt fejezik az RDH10-t ¢s a RALDH2-t és ezekben a sejtekben a PPARY titvonal kapcsolodik
a retinoid jelatviteli titvonalakhoz.

A microarray adatok validalasara, kvantifikaltuk az ATRA szintézisben szerepld gének
transzkripcionalis valtozasait (RALDHK) a teljes differencialodasi periodus periodus soran RT-gPCR-
ral. A vartnak megfeleléen a RSG kezelés indukalta RDH10 expressziot 6 ora elteltével, jelezve, hogy a
PPARy ezt a gént direkt molekularis interakcion keresztiil szabalyozhatja. Az RDH10 kifejez6dése a
PPARy ligand kezelt mintakban folyamatosan emelkedett a differenciacios folyamat soran. A CRABP2
¢s TGM2 gének 24 o6ra utan indukalodtak a RSG kezelt mintakban és a korabbi eredményeinknek
megfelelden és a fokozott CD1D transzkripcio is megfigyelheté volt a RSG kezelt mintakban. A
PPARG azonnal indukalédott a differencialodo sejtekben, a legmagasabb expresszios szint 6 6ranal volt
detektalhatd, majd valamennyire alacsonyabb szinten mérheté volt a DCk-ben. Az FABP4 hasonlo
expresszios mintazatot mutatott, mint az RDH10.

Osszefoglalva az ATRA termelés és jelatvitel nem egy univerzalis tulajdonsaga a human DCk-nek
Bebizonyitottuk, hogy a mo-DCk rendelkeznek minden olyan komponenssel, amik sziikségesek az
ATRA termeléshez és szallitashoz. Ez az ATRA termeld képesség fokozhaté a RDH10, RALDH2, ¢és
CRABP2 koordinalt indukcidjaval.

4.1.3. PPARYy szabalyozott CRABP2

Megvizsgaltuk, hogy vajon a cellularis ATRA szallitas is a PPARy szabalyozasa alatt allhat e az mo-
DCk-ben. A PPARy aktivacio indukalta a CRABP2 transzkripciot. Monocitdk nem fejezik ki ezt a
szallito molekulat, a kontroll kezelt mo-DCk detektalhatd CRABP2-val rendelkeznek, amit erésen fokoz
a RSG. IHC-val szintén megerésitettiik a fokozott CRABP2 kifejez6dést. Feltételezziik, hogy a
megnovekedett CRABP2 szint a PPARy ligand kezelt DCk-ben hozzajarulhat a fokozott ATRA
valaszokhoz. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak igazolasara, hogy a PPARy szabalyozza-e a

CRABP?2 fligg6 sejtmagi transzport szintjét is a sejtekben.
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4.1.4. PPARy, RDH10, RALDH2, CRABP2 és TGM2 egyiittes kifejezodése a human GALT-DCk-
ben

Eredményeink fiziologiai fontossaganak igazolasara szisztematikusan feltérképeztik az ATRA
bioszintézis és jelatvitel komponenseit a human GALT-ban Dl-val. Az intesztinalis GALT-ot
valasztottuk, mivel ez a legvalosziniibb szovet ahol a lipidek hozzajarulhatnak a DC differenciaciohoz
¢és altipus specifikaciohoz a bélben. A DI igazolta, hogy a PPARy részben koexpresszalodik a DC-
SIGN-nal a mukozalis limfoid szoveti sejtekben, amik DC fenotipussal rendelkeznek. A PPARy/TGM2
koexpresszald sejtek valdsziniileg GALT-DC populaciokat reprezentadlnak hasonléan a PPARy/DC-
SIGN pozitiv sejtekhez. Az adatok arra utalnak, hogy az egészséges bélben a limfoid szovetekben
néhany PPARy pozitiv DC TGM2-t expresszal egyszerre, igy a PPARy szabalyozhatja az ATRA fiiggd
transzkripciot akar in vivo koriilmények kozott is.

Ugyanebben a szovetben néhany PPARYy pozitiv sejt az RDH10-t, RALDH2-t vagy a CRABP2-t is
kifejezi. Az RDH10, a RALDH2, és a CRABP2 a DC-SIGN-nal egyiitt is detektalhatdé néhany
mukoézalis DC-ben. Ezek az adatok Osszességében erésen azt sugalljak, hogy az ATRA termelés alap

komponensei és a PPARYy egyiitt fejezédik ki a mukézalis limfoid szovet néhany APC-jében.

4.1.5. Fokozott RALDH aktivitas a PPARYy ligand kezelt mo-DCKk-ben

Funkcionalis bizonyitékkal szerettilk volna alatdmasztani, hogy az ATRA bioszintézis megtorténik
az mo-DCk-ben. LC-MS technikaval korabban igazoltuk, hogy mo-DCk képesek ATRA szintézisre
PPARy fiiggd modon. Célunk thztik ki, hogy tovabb vizsgaljuk ezt az eredményt ALDEFLUOR
teszttel, ami képes detektalni a RALDHk intracellularis enzimaktivitasat. Az mo-DCk-et 5 napig
differencialtattuk, majd az RALDH aktivitast aramlasi citometriaval vizsgaltuk. 8%-nyi RALDH aktiv
sejt volt a kontroll mintakban. RSG jelenlétében a RALDH aktiv sejtek szama koriilbeliil 40%-ra
emelkedett. Az enzimaktivitas ezekbe a sejtekben sokkal magasabb volt, mint azokban a sejtben, amik a
kontroll mintaban pozitivak voltak. A RSG/GW9662 mintakban, a RALDH aktivitas hasonl6 a kontroll
DCk-éhez.

Megvizsgaltuk a RALDHK aktivitasat mo-DCK-ben, amiket monocita allapotban elektroporaltunk
specifikus siRNS-ekkel: siRDH10, siRALDH2, siCARBP2 és NS. Az 6todik napon lemértik az
ALDEFLOUR aktivitast. Az eredmények alapjan a RALDHk aktivak mo-DCKk-ben, és a sejtben
megemelkedett enzimaktivitas PPARY fiigg6.

4.1.6. PPARy fokozta RAR jelatvitel/génkifejezodés a RDH10, RALDH2 és CRABP2 molekulikon
keresztiil

Feltételeztiik, hogy a RDH10, RALDH2, és CRABP2 sziikséges lehet a PPARY szabalyozott ATRA
termeléshez és génkifejez6déshez. Farmakologiai analizisek kimutattak, hogy a RALDH2 fontos a
PPARy altal fokozott retinoid jelatvitelben. Folytattuk ezeket a kutatasainkat annak meghatarozasaval,

hogy az oxidaldé enzimek és a CRABP2 mechanikai szinten is nélkiilozhetetlenek-e a PPARYy altal
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indukalt retinoid szabalyozott génkifejez6déshez. Ezt a hipotézist SIRNS technikaval tanulmanyoztuk.
Monocitakat RDH10, RALDH2, vagy CRABP2 ¢és FABP4 (kontroll) génekre specifikus siRNS-sel
elektoporaltunk. A RSG kezelést kovetd 24 vagy 48 ora elteltével RT-qPCR-ral mértiikk a CD1D és
TGM2 géneket. PPARYy altal fokozott CD1D mRNS az FABP4—specifikus SiIRNS kivételével minden
esetbem csokkent. Hasonld valtozast lattunk TGM2 gén esetében 24 6ranal, de 48 oranal csak az
RDH10-re specifikus siRNS csokkentette le a kontroll mintdhoz képest szignifikinsan a gén
expresszojat.

Ezt kovetden az RDH10-re specifikus siRNS hatasat FACS analizissel mértiik. Az RDH10-re
specifikus siRNS tranziens transzfekcioja lecsokkentette a RSG indukalt CD1d szintet a DCk felszinén
¢s ez a csokkent CD1d szint még 6t nappal az elektoporalast kovetoen is detektalhato volt.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a PPARYy altal fokozott retinol atalakulast az RDH10 hajtja
végre az mo-DCK-ben. Az igy termelt retinalt a RALDH2 alakitja ATRA-va. A fokozott retinoid
jelatvitel sokkal hatékonyabb a CRABP2 ATRA szallito jelenlétében. A magban az ATRA a RAR/RXR

heterodimeren keresztiil fog célkéneket szabalyozni az intergalt PPARY-RAR szignalok kovetkeztében.

4.1.7. A PPARYy fokozott iINKT osztodas csokken a RDH10, RALDH2, vagy CRABP2
csendesitésével

Annak meghatarozasara, hogy az RDH10-nek szerepe lehet-e az APCk PPARy fliggéen fokozott
iNKT szaporodast kivalto képességére, SIRDH10-zel elektroporadltuk a monocitakat. A sejteket mo-DC-
vé differencialtattuk DMSO/etanol (kontroll) vagy RSG jelenlétében, feltoltottiik aGC-rel és 48 oran at
egyit tenyésztettik autolog PBMCKk-kel. Az iNKT osztodast a Vo24/VB11l dupla festéssel
monitoroztuk. A vartnak megfelel6en fokozott iNKT szaporodast detektaltunk a RSG kezelt és NS
SiIRNS-sel transzfektalt mintakban, mig csokkent iNKT osztodas volt kimutathatéo az RDH10 siRNS-sel
kezelt mintakban.

Az invarians Vo24-Jal8 (iNKT) TCRo marker gén mRNS kifejez6dése korrelal az iNKTk
sejtfelszini Vo24 és TCR VP11 TCR-ével. Az RDH10, RALDH2, és CRABP2 specifikus siRNS-ek
csokkentették a normalizalt TCR Va24 mRNS szintet a RSG kezelt mintakban.

Az eredmények fejezet masodik fele a PPARy szabalyozott CatD human mo-DCk-ben betoltott
szerepét mutatja be. Ezt a projektet Dr. Britt Nakken és Dr. Varga Tamas koordinalta.

4.2. PPARYy szabalyozott katepszin D (CatD) sziikséges a DCk lipid antigén prezentaciojahoz
4.2.1. PPARYy szabalyozott CatD kifejezédése a human mo-DCKk-ben

Az volt a célunk, hogy feltarjuk, hogy hogyan képes a PPARy az mo-DCk-ben szabalyozni a lipid
antigén prezentalast a CD1d molekulak expresszidjanak fokozasan kiviil. Ha a receptor egy idaig nem
definialt mechanizmus segitségével tudja fokozni a lipid prezentaciét, akkor annak génexpresszios
valtozasok szintjén jelentkeznie kell a PPARy ligand kezelés hatasara a sejtekben. Korabbi microarray

eredményeinkben dsszehasonlitottuk a differencialodé DCK génexpresszids profiljat a 6, 24 és 120 éras
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idépontokban a kontroll vagy RSG kezelt mintak esetében. Ez az analizis kimutatta a PPARy fiiggd
szabalyozast olyan gének esetében, amik szerepet jatszanak a lipid antigén prezentacidban.

A CatD, L, és S lizoszomalis proteazok fokozott expressziot mutattak a RSG kezelt mintakban. A
microarray eredmények alapjan a PPARy fokozta a CATD mRNS szintjét az mo-DCk-ben. A RT-gPCR
adatok egy robosztus CATD szint emelkedést mutattak az RSG kezelt mintakban.

Western blot adatok is megerdsitették fehérje szinten a CatD PPARy fiiggd emelkedését. Tovabba,
DI eredmények demonstraltadk a magi lokalizaciojat a PPARy-nak és a citoszolikus lokalizaciojat a
CatD-nek a RSG kezelt sejtben.

Azért, hogy tovabb bizonyitsuk a CATD, farmakologia modszerekkel kivaltott, PPARy fliggd
kifejez6dését, elektroporacioval csendesitettik a PPARy-t a differencialodo mo-DCk-ben. A CATD
PPARy fiiggé emelkedése jelent6sen csokkent az siPPARy esetében a NS SiRNS-sel transzfektalt
mintakhoz képest. Ezek alapjan az eredmények alapjan arra kovetkeztettink, hogy a PPARy
szabalyozza a CatD-t.

Hogy meghatarozzuk a pontos molekularis komponenseit annak az tnak, ami PPARy aktivaciotol a
CATD fokozodasahoz vezet, megvizsgaltuk a retinoid Gtvonal szerepét CATD szabalyozasaban. A
CATD indukciohoz sziikséges utakat az FABP4 ¢s a TGM2 kifejez6dési szintek mérésével vizsgaltuk,
melyek a PPARy vagy a RARa szabalyozasa alatt allnak. Mindkét receptor specifikus ligand fokozta a
CATD-t. Adataink arra utalnak, hogy a CATD tobbféle sejtmagi receptor szabalyozasa alatt all a fejlédo
DCk-ben, a PPARy és a RAR is kontrolalja egymastol fuggetleniil.

Feltételeztiik, hogy a CD1d kifejezddésének fokozdsa nem az egyetlen mechanizmus, amivel a
PPARy fokozni képes az iNKT expanziot. A PPARy siRNS-sel kivaltott csendesitése a receptornak
harom napos stadiumban, nem valtoztatta meg a CD1d transzkripcids szintjét a DCk-ben. Az iNKT
aktivaco szabalyozasa még mindig detektalhato ezek allatt a kondiciok alatt, arra utalva, hogy a PPARy
utvolan az mo-DCKk-ben mas molekuldk szabalyozasan keresztiik is fokozza az iNKT szaporodast, mint
pl a CatD. Ez eredmény egybevag a korabbi adatainkkal, miszerint a CD1d kozvetett, kései célpontja a
PPARy-nak.

4.2.2. Az CatD gatlasa csokkent INKT osztésast eredményez a lipid antigénekkel szemben a CD1d
kontextusiaban torténé lipid antigén prezenticioban fontos lizomalis folyamatok csokkenésén
keresztiil

A CatD lipid antigén prezentacidban, iNKT sejt stimulacidban bet6ltott szerepét pepstatin A CatD
inhibitorral teszteltilk. aGGC hasznalatakor a RGS kezelt mo-DCk-nek jelendsen fokozdodik az iINKT
aktivalo képessége. A pepstatin A dozis fliggd modon szoritotta vissza az aGGC indukalt iNKT sejt
osztodast a RSG kezelt mo-DCk esetében.

A lipid antigén prezentacioban szereplé endoszomalis folyamatok nagyrészt feltarasra varnak. A
lizoszomalis savasodas gatlasa bafilomycin hasznalataval a RSG-nal kezelt mo-DCk-ben teljesen

lecsokkentette az iNKT osztodast az aGGC perkurzor ligand esetében, mig az aGC-t nem érintette. Ez
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arra utal, hogy a PPARy olyan endoszomalis folyamatokat is tud fokozni, ami szerepet jatszik a
hatékony lipid prezentalasban és a fokozott iNKT gyarapodasban. Tovabba kimutattuk, hogy csak az
aGGC- indukalt iNKT osztodas volt érzékeny a pepstatin A-val szemben, kiemelve a CatD funkcidjat a

lizoszomalis antigén feldolgozas soran.

5. MEGBESZELES
5.1. Az egér DCk ATRA termelése

A bél mukoza DC-i szabalyozzak az intesztinalis homeosztazist. Szamos ehhez kapcsolodé DC
funkcio az ATRA szigoru szabélyozdsa alatt all. A bélbe tortént migracidt kovetden specialis DC
tipusok képesek lesznek érzékelni és valaszolni az ATRA-ra, ami gyulladast csékkentd fenotipustiva
alakitja a sejteket. Célunk az ATRA termelés tovabbi kulcs szabalyozo elemeinek azonositisa és
validaslasa volt az egér DCk-ben. Az retinolt retinalla alakité enzimet még nem vizsgaltak az ATRA
termeld DCk-ben. Mi az RDH10-re fokuszaltunk, ami kulcs enzim lehet a retinol metabolizmus
elinditdsaban. Mivel az RDH10 expresszioja a sejtek ATRA termeld képességétdl fiiggetleniil minden
DC altipusban mérhet6 volt, az Rdh10 és Raldh2 atfedé kifejez6dése arra utal, hogy az RDHI10 lehet
felelés a kezdeti retinol-retinalla valo oxidacioért az ATRA termelé DCk-ben. Az RDH10 enzimatikus
aktivitasat ezekben a sejtekben tanulmanyozni kell.

Magat az ATRA szintézist szabalyozhatjak sejtmagi hormon receptor altal vezérelt szignalok. A
human DCk-kel ellentétben a PPARy nem indukalja szignifikansan a Raldh2 kifejez6dést az FIt3L
jelenlétében fejlédé BM-DCk vagy a tisztitott Sp-DCk-ben az IL-4 vagy GM-CSF kezelések nélkiil. Ez
a kiilénbség az egér és a human adatok kozott tiikrozhet faji kiillonbségeket, de ezeket még tisztazni kell.
Ezek az adatok Ovatossagra intenek, amikor egér adatokat akarunk extrapolalni az ATRA szabalyozott
jelatvitel manipularasara annak éredekében, hogy hatékony immunevaszalaszt valtsunk ki az emberi

bélben.

5.2. ATRA termelés a human DCk-ben

Az ATRA szintézis az emberi inteszindlis DCk-ben kevésbé vizsgalt. Az egér bél DCk-kel
ellentétben az ATRA termelés nem korlatozodik a CD103" sejtekre a human DCK esetében. Mind a
CD103/SIRPa’" és a CD103"/SIRPa” DCk magas RALDH aktivitassal rendelkeznek, mig a
CD103"/SIRPa- DCk-nek szignifikansabban alacsonyabb RALDH aktivitasuk van. Az ATRA
szintézis a human vékonybél disztalis részeibdl szarmazo, vagy a vastagbél szovetekbdl izolalt DCk-
ben is kimutathato. Az RDH10, DHRS9 és RALDH2 kimutathaté a szoveti DCk-ben. Ez arra utal,
hogy a human intesztinalis mieloid DCk komplett enzimatikus rendszere tesznek szert az ATRA
retinolbol torténd oxidalasara. Mindegyik DC kifejezi a CCR7-t, ami arra utal, hogy ezek a populaciok
elvandorolhatnak a bél organizalt limfoid szoveteibe, ahol naiv T sejteket aktivalhatnak.

Laboratoriumunk korabban kimutatta, hogy a PPARy szabalyozott lipid metabolikus ttvonalak

hozzajarulhatnak a DCk megvaltozott immunfunkcioihoz. A sejtmagi receptor aktivalodasa olyan gének
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expresszojanak fokozasaval, amik sziikségesek az endogén ATRA szintéziséhez, egy olyan
transzkripcios programmhoz vezet, ami megvaltozott lipid metabolizmussal parosul. A RSG kezelt DCk
magasabb szinten expresszaljak az RDH10 és a RALDH1/2 mRNSt, ezek a kulcs enzimek valdban
PPARy fiiggd modon fejezodhetnek ki ezekben a sejtekben. Ezt kovetden a de novo termelt ATRA a
PPARy altal fokozottan kifejezett CRABP2 szallité molekulakkal jut a sejtmagba, hogy aktivalja az
RARa receptort.

Adadataink olyan trakszkripcionalis folyamatokra utalnak a human mo-DCk-ben, amik fokozzak a
CD1D gén expresszidjat, amit koordinaltan szabalyozott a PPARy és az RARa receptor. A PPARy
szabalyozott ATRA jelatvitel kovetkezménye a CD1d lipid antigén prezental6 molekula megjelenése a
sejt felszinen és a sejtek fokozott lipid antigén prezentalo képessége. Azért, hogy kdozvetlen bizonyitékot
szolgaltassunk arra, hogy az elsddleges enzim a de Novo ATRA termelésben valoban az RDH10 és,
hogy a PPARY indukalt ATRA jelatviteli utvonalhoz sziikséges a RALDH?2 és a CRAPB2, siRNS alapt
géncsendesitd modszert hasznaltunk. Ezek az eredmények alatamasztottak a korabbi adatainkat, és egy
még részletesebb analizisét biztositottak a PPARy indukalt de novo ATRA termelés, szallitas és lipid
antigén prezentacié komponenseinek, molekulas szintii bizonyitékokkal.

Adataink arra utalnak, hogy az ATRA termelés eltéréen szabalyozodhat az egérben és az emberben,
valamint, hogy az RDH10 expresszio egy fontos ellendrzési pontként szolgalhat az human DCk ATRA

szabalyozésaban.

5.3. A PPARY fiiggé ATRA szallitas a DCK-ben

A TLDA eredmények alapjan a CRABP2 alig vagy nem detektalhato az egér DCk-ben. DC/T sejt
kokultaras kisérletekben azt talaltuk, hogy a T sejt/DC kolcsonhatas 1ényeges faktor lehetnek a
mukdzalis kormyezetben az APCk CRABP2 termelésében.

A mi human mo-DC rendszeriinkben a PPARy aktivacioja a CRABP2 expressziojat okozta a
kultaraban tartott DCk-ben. A receptor aktivacioja szerepet jatszhat a retinol aktiv metabolitjanak
sejtmagba vald szallitodasaban. A kozvetlen bizonyiték a receptor altal fokozott, CRABP2
kozvetitett magi ATRA szallitasra még tovabbi kisérleteket igényel.

5.4. PPARYy and retinoid jelatvitel az intesztinalis DCk-ben

Korabban mar talaltak ATRA termelé DCk-et a human bélben. Az ATRA termel6 képességet a DCk
a bél intesztinalis mukozaba jutast kovetden szerzik meg. Mivel a bél egy privilegizalt pontja z intenziv
lipid felszivodasnak és a PPARy ligand termelddésnek, ezt a szovetet valasztottuk, hogy felmérjiik
vajon a PPARy hozzajarulhat-e a DC retinoid jelatvitelhez az intesztinalis GALT-ban.

A PPARy hozzajarulhat az egér DCk intesztinalis fenotipusahoz. A funkcionalis relevanciajat a
receptornak DSS indukalt colitis—ben tanulmanyoztak. A colitis modellekben az ATRA termel6dése
csokkent a CD103" DCk-ben. Ezzel szemben, human betegek gyulladt vastagbél szdveteibdl izolalt
DCk ATRA termelése fokozottabb volt. Az emelkedett ATRA termelés hozzajarulhat a betegség
patolégidjahoz. Mind a CD103" és CD103™ DC altipusok fokozott RALDH2 expressziot mutattak.
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RDH10-t is mértek a szortolt populacidkon, ami tovabb jelzi, hogy a human bél DCk képsek lehetnek
cellularis ATRA termelésre.

DI technikaval karakterizaltuk a PPARy és az ATRA jelatvitel komponenseit a human intesztinalis
szovetekben. Eredményeink alapjan a GALT-asszocialt immunsejtek valoban Kifejezik a kulcs
komponenseit az ATRA termelésnek (RDH10, RALDH2) és sejten beliili szallitasnak (CRABP2).
PPARy" DC-szerii sejtek koexpresszaljak az RAR célgént (TGM2), ami felveti annak a lehetéségét,
hogy ezekben a sejtekben a teljes enzimkészlet rendeklezésre all az ATRA termelésére retinolbdl, aktiv
ATRA jelatviteli rendszeriik van és relevans ATRA termelé APCk-et reprezentalnak a bélben. A PPAR"
DC-szerii APCk szama megné az IBD-s mintakban. Eredményeink arra utalnak, hogy a human mieloid
inteszninalis DCk RALDH-¢ jelzi, hogy a sejtekben termelddé6 ATRA, a RARa-n at modosithatja a T
sejt funkciokat a bélben. Tovabba a PPARy és az ATRA utvonal kapcsolt lehet az inteszninalis DCk-

ben és az ex-vivo mo-DC-ink talan megfeleltethetdk ezeknek az in vivo DC-jellegli APCk-nek.

5.5 CatD és lipid antigen prezentacié a human mo-DCk-ben

Széles korben elfogadott, hogy a CatD els6dleges bioldgiai funkcidja a lizoszomalis fehérjék lebontasa.
A CatS és L szerepet jatszik az antigén prezentacioban. A lipid prezentacidé szamos aspektusat hoztak
Osszefiiggésbe ezekkel a lizoszomalis proteazokkal, mint a CD1d sejtfelszini megjelenése és a lipid
antigének feldolgozasa. Béar a sejtmagi hormon receptorok szerepét a lipid prezententacio
szabalyozasaban kevésbé vizsgaltak, DCk-ben lehetséges, hogy transzkripcionalis szinten szabalyozott.
Megvizsgaltuk, hogy a lipid prezentalds milyen mas lépései allhatnak a PPARY szabalyozasa alatt az
mo-DCk-ben a CD1d-n kiviil. A differencialdo DCk-ben a receptor szabalyozasa alatt all a CatD ¢és az
kifejezddése nagyon hasonlit azokhoz a génekhez, amiket kordbban mdar funkciondlisan is
hozzakapcsoltak a lipid prezentalashoz. Azt is kimutattuk, hogy CatD-t fokozza mind a PPARy ¢és a
RARo, kiilon és kozvetett modon. A CatD aktivitasanak gatlasa a PPARy fiiggd INKT aktivalas
romlasahoz ¢és az aGGC csokkent prezentald képességhez vezetett. Ezek a kisérletek biztositjak
szamunkra, hogy mechanisztikusan is Osszekossik a PPARy-t, a CatDt és a lipid prezentaciot a

sejtekben.

5.6 A lipid antigén prezentalas és a PPARy a daganatokban

A PPARy az egyik legvitathatobb TF a daganatok fejlodése és a DCk 6sszefiiggésében. A DC-alapu
vakcinacids terapidk szempontjabol fontos, hogy a receptor hogyan befolydsolja a DCk altal
szabalyozott immunvalaszokat. A receptor aktivalasa kritikus a DC fejlodésben, ami specialis DC
fenotipust eseményez, ami alapjan a PPARY aktiv DCk regulatéorikus DC fenotipussal rendelkeznek, ami
hatranyos az in vivo DC-alapu terapiak kifejlesztése vagy optimalizalasa soran.

A DCk-rél kimutattak, hogy hatékony daganat ellenes valaszokat valtanak ki az iNKTk-nek
prezentalt lipidekkel, amik elsédlegesen védd funkciot valtanak ki szamos kisérletes egér daganat
modellben. A preklinikai sikerek olyan klinikai vizsgalatok otleteit vetették fel, amik vagy a meglévé

iNKTk funkcidit erdsitik, vagy az iNKTk szamat novelik (ex vivo novesztett iNKTk adoptiv
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transzerfere), mint vakcina. Ezeknek a tridloknak az elére nem vart sikertelenségének megoldasara, és
az INKT vakcina terapiak hatasossaganak fokozasahoz, a mi ex vivo DC modelliink szamos lehet6séget
biztosit az optimalizalashoz. A RSG kezelt DCk minden a lipid prezentalashoz sziikséges molekulat
kifejeznek, ezért ezek a modell DCk biztositjdk, hogy megértsiik azokat a molekularis
mechanizmusokat, amik elengedhetetlenck az iNKTk klinikai hasznosithatosagahoz. A DCk optimalis
manipulalasa a daganat ellenes vizsgalazokban alapvetden attol fiigg, hogy mit tudunk az iNKT és DC
biologiardl és azokrol a faktorokrol, amik aktivaljak és szabalyozzak ezeket a sejteket. A PPARy" DCk
fokozzak az iNKT funkciokat a megnovekedett CD1d-vel, igy a receptor potencialis célpont lehet a
CD1d fiigg6 iINKT alapt daganatterapiaban.

6. OSSZEFOGLALAS

Az altalunk vizsgalt dendritikus sejtek a velesziiletett immunitas antigén bemutatd sejtjei. A
szervezet szoveteibe vandorolva, az eltérd szoveti kornyezet hatdsara, szoveti altipusokka fejlodnek és
szovetre jellemz6 immunvéalaszt valtanak ki. A dendritikus sejtek funkcioit befolyasoldo molekularis
mechanizmusokat az elmult évtizedekben szamos kutatocsoport vizsgalta. Munkacsoportunk a
dendritikus sejtekben jelenlévo magreceptor csaldd tagjainak szerepét vizsgalja a sejtek funkcidjara. A
receptor csalad tagjai lipid érzékeloként miikodnek. Szerepiik a sejt kornyezetébdl érkezd, illetve a
sejten beliil termelddott/aktivalodott lipidek hatasanak kozvetitése a génkifejezddésre. A lipidek altal
aktivalt magreceptorok olyan koordindlt génkifejez6dési mintazat valtozast eredményeznek, melyek
megvaltozott funkcioval rendelkezd dendritikus sejtek kialakulashoz vezethetnek. Munkank sordn a
magreceptor csalad két tagjanak, a PPARy és RARa receptorok szerepét vizsgaltuk a huméan monocita-
eredetli dendritikus sejtek érése soran. A PPARy aktivacidja csokkenti a sejtek mozgékonysagat és
peptid antigén bemutato képességét. Emellett a receptor fokozza a retinolt oxidalé enzimek (RDH10 és
RALDH) kifejez6dését a sejtekben, ami a RARa-t aktivald csupa transz retinsav (all-trans retinoic acid
(ATRA)) termelodéséhez vezet. A receptor tovabba fokozza az ATRA sejtmagba szallitasaért felel6s
(CRABP2) fehérje szintjét. Az ATRA a sejtmagban fizikailag kotédik és aktivalja a RARa receptort,
ami beinditja a lipid antigén bemutato CDI1d molekula génjének atirédasat. A CDI1d sejtfelszini
megjelenésével, a dendritikus sejt az aGC lipid antigént bemutatva a lipiddel specifikusan aktivalhato
természetes invarians 6l6sejtek (iNKT) osztddasahoz és aktivacidjahoz vezet. A két magreceptor a lipid
antigén bemutatas tovabbi 1épéseit is szabalyozza a CDId sejtfelszini szintjének befolyasolasatol
fiiggetlentil. Mindkét receptor fokozza a lizoszomalis katepszin D (CatD) proteaz szintjét a sejtekben.
Az aktiv proteaz elhasitva a szapozin (Sap) enzimek eldalakjat (prosaposin), hozzéjarulhat a lipid
antigének feldolgozasahoz, valamint a lipid antigének CD1d molekula ligand kotd zsebében torténd
bekotédéséhez és cserélédéséhez. fgy a két magreceptor koordinaltan és egymastol fiiggetleniil egy

olyan megvaltozott funkcidjii vagy alternativ dendritikus sejttipus kialakulasahoz vezet, amely a
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peptidek bemutatasa helyett, elsésorban a fokozott mennyiségii CD1d molekulai segitségével, a lipid
antigének bemutatasara specializalodott.

Egereken végzett kutatasok kimutattak, hogy a dendritikus sejtek altal aktivalt iNKT sejtek szamos
daganat modell esetében a daganatok visszafejlodését vagy stabilizalodasat eredményezték. A human
kisérletek részben alatamasztottdk ezeket az eredményeket, de a klinikai tesztek nem vezettek
hosszantartd vagy relevans eredményekhez. A lipid antigénnel kezelt dendritikus sejt alapu terapidk a
betegek szamara jol toleralhatoak. Annak érdekében, hogy a kozeljovében klinikailag hatékony daganat
ellenes terapiat tudjunk kidolgozni, elengedhetetlen a lipid antigén bemutatds egyes [épéseinek
megismerése. Az altalunk hasznalt dendritikus sejt modell lehetdséget biztosit ezen 1épések molekularis
szinten torténd karakterizalasara és adataink felhasznalhatéak egy dendritikus sejt/iNKT sejt-alapu

daganat elleni terapia kidolgozésa soran.
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