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|. Bevezetés

Az adaptiv immunvalasz kulonb®z végrehajté mechanizmusainak
elinditdsaban és polarizacidjaban meghatarozészeran a hivatasos antigén prezentald
sejteknek (APC-k), melyek kozil a leghatékonyablaldendritikus sejtek (DC-k).
Napjainkra a DC-k az immunoldgiai kutatas egyik ¢élpontjaiva valtak, mivel
miikodésik célzott megvaltoztatadsaval, illetve DC @lagkcinakkal modulélni lehet az
immunrendszer dkddését. Vizsgalataink célja az volt, hogy olyaséKieti kdzeget
hozzunk létre, mely felteh®&n hasonlit azon szoveti kdrnyezetre, ahol a DC-k
antigénnel, illetve allergénnel taldlkoznak. Ezerbweti kérnyezetben a DC-k a
természetes immunvélaszban részévegyulladdsos sejtek &ltal termelt reaktiv
oxigéngydkok (ROS) hatasainak lehetnek kitéve, nweligativ kdrnyezet feltevésiink
szerint befolyasolhatja a DC-k immunvélaszban bétisszerepét. igy munkank soran
atfogdéan kivantuk tanulmanyozni az oxidativ stressiloid vagy mas néven

konvencionalis DC-kre (cDC-k), illetve plazmacitddC-kre (pDC-k) gyakorolt hatasat.

1. Irodalmi attekintés
II.1. A ROS-0k és az oxidativ stressz

A molekularis oxigén nélkilézhetetlen eleme az herorganizmusok
anyagcsere folyamatainak, melyek tdlnyomérésztaikidolyamatok. Ugyanakkor ezen
oxidativ folyamatok melléktermékeként ROS-ok kedethketnek, melyek nagyobb
koncentraciéban oxidativ stresszt idézhetnel. d¢tzen oxigén eredit termékek
péarositatlan szabad elektronjaik révén igen re&kgések és ételies oxidalo
tulajdonséaggal birnak. A szabadgydkok keletkezheex@gén, illetve endogén tényéz
hatasara. llyen exogén faktorok lehetnek a doh&Aaranytalanul sok, tdbbszorésen
telitetlen zsirsavak fogyasztdsa, a kornyezetbegjaiess levegdszennye& anyagok,
ibolyantuli sugérzas, radioaktiv sugarzas, valankiitonbo®d gyogyszerek, dként
kemoterapeutikumok. A ROS-ok endogén forrasaikémlgalhat a mitokondridlis
elektrontraszportlanc, valamint szamos enzimatikeskcié, mely intracelluléris,
membrén-asszocialt vagy szolubilis enzimrendszerékodése révén valosul meg.
Ugyanakkor a természetes immunvalasz soran kialakyllladasos folyamatok is
intenziv ROS képméssel jarnak, ami fontos eleme a mikroorganizmusténi
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védeke# mechanizmusoknak. A ROS-ok karos kémiai lancréskbeinditoi lehetnek,
lipidek, fehérjék és DNS molekulak oxidaciéjat okagiak. Ugyanakkor a sejtek
antioxidans kapacitasuk révén képesek védekeziikeizés ROS-ok karos hatasaival
szemben. Ezen védelmi mechanizmus egy tdbbkomponemgiszer, melynek nem
enzimatikus (példaul aszkorbinsav, karotinok) ézireatikus elemei (szuperoxid-
dizmutaz, katalazok, peroxidazok) is ismertek. Ateke oxidativ allapotat tehat
legfoképpen a reaktiv gydkok és az antioxidansok segdiii aranya hatarozza meg.

A mar korabban emlitett endogén vagy exogén téikydmtasara fokozott
mennyiségben term@é ROS-ok a szervezetben felhalmozdédva szamos betegsé
kockazatat novelik, mint példaul a sziv- és érreadsmegbetegedések, ahol a lipidek
oxidativ modositasa érelmeszesedés kialakulasamathet. Ugyanakkor az éregedési
folyamatokban és szamos olyan korkép patogeneziséise jelens szerepet
tulajdonitanak az oxidativ stressznek, mint példawilonbds rakos, autoimmun és
léguti megbetegedések, illetve neurodegeneratdltekdsok. A sejtekben és a szévetek
kozott fiziologiasan uralkodd hipoxias néilihosszabb életid tesz lehdivé a reaktiv
gyokok szamara, igy a ROS-ok nem toxikus konceidipan a sejtek szignalizacios és
regulacioés folyamatainak fontos elemeivé valhatmaki, tikrézi ezen molekulak sejtekre

gyakorolt sokrét hatasat.

I1.2. A DC-k két fé alpopulécidja

Kornyezetiink, melyben élink otthont nyuUjt szamodogén természét
mikroorganizmusnak is, ami veszélyt jelenthet azbewn szervezet szamara. Az
immunrendszeriink egyik legfontosabb feladata ezemogének elleni hatékony
védekezés, melyet a természetes (velesziletettamirdl az adaptiv (szerzett)
immunvélasz dsszehangoltikbdése biztosit. Ezen folyamatokban kiemetkederepe
van a természetes és adaptiv immunvéalaszokat @&&zBIC-knek. Mai ismereteink
szerint a DC-k szoveti lokalizaciéjuk, eredetiiktivacios allapotuk és funkcionalis
sajatsagaik alapjan rendkiviil heterogén sejtpomilédkotnak. A jelenlegi irodalmi
adatok alapjan a human DC-k morfolégiajuk, sejdfielsmarkereik, illetve funkcionalis
sajatsagaik alapjan ket &lpopulaciora kulonithék el, a cDC-k és a pDC-k csoportjara.
A pDC-k - nagyfoku specializacidjuknak kdszoriest - a tobbi sejttipusnal 1000-szer

3



nagyobb mennyisdg l-es tipusu interferon (IFN) termelésére képesakisiertizés
hatdséara, ezaltal az antiviralis immunvalasz eghagfosbb képvisadi. A pDC-k
ugyanakkor gyengébb T sejt indukdlé képességgdenjelzhetek, szemben a
professzionalis antigén prezentalé cDC-kkel, melyélkuldzhetetlenek a naiv T sejtek
aktivaciojahoz. A pDC-knek viszont egyedilallé jdiansaga, hogy professzionalis I-es
tipust IFN-t termél sejtekként terminalis differencidlédas nélkil kegde ellatni
specializalt funkcidjukat a viralis infekcio ellemédekezésben, és ezt kit APC-kké
differencidlédva beindithatjak az adaptiv immunsataFizioldgias kortilmények kdzott
a pDC-k a csontvében, a limfoid szervekben és a vérben lokalizalkdmdtéen a
cDC-kil, melyek Bként a periférias szdvetekben tartozkodnak. A pDjelknléte a
periférian csak kozvetlen antigén expozicidnak tkitezévetekben mutathatd Kki.
Antigének felismerését koviEn a hivatasos APC-kké differencialodott érett poC-
képesek indukalni tolerogén, illetve immunogén JE diferenciacios Utvonalakat is, az
adott antigén stimulus fajtajatol, illetve az adstbveti kornyezeit fliggéen. A human
pDC-k ezen ketts tulajdonsaga, miszerint tolerogén, illetve imngém iranyba is
képesek polarizalni az adaptiv immunvalaszt, viédgoteszi szamunkra ezen sejttipus

jelentségét a kilonbdzimmun folyamatok szabalyozasaban.

11.3. A DC-k szerepe a természetes és adaptivimmualasz folyamataiban

A DC-k a természetes immunitas részeként a mikavoegnusok nagy
csoportjait azonositani képes mintazatfeligmeareceptorok (Pattern Recognition
Receptor, PRR) széles repertoarjaval rendelkezné&lzek a sejtfelszinen,
citoplazmatikusan vagy endoszémalisan expresszaeckEptorok doden a korokozok
konzervalt, kozds vagy hasonld, a gazdaszervezeibenképéds invarians molekularis
strukturait, az Ggynevezett patogénekhez tarsuliekntiris mintazatokat (pathogen-
associated molecular pattern, PAMP) ismerik fel,ntmipéldaul a bakteridlis
lipopoliszacharidot, lipoproteineket, vagy a médittan CpG-motivumokat tartalmazo
bakterialis vagy virdlis DNS-t. A PRR-ok kdzé tamak a Toll-like receptorok (TLR), a
membran-asszocialt C-tipusu lektinek, mint példauinanndz receptorok, amelyek a
patogén struktirakban I&v cukor oldallancokat ismerik fel. A citoplazmaban
elhelyezked Nod-tipusu receptorok bakteridlis termékek azdaedban vesznek részt,
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mig a RIG-szdr helikdzok, illetve az AIM2-szérreceptorok a virdlis nukleinsavak
felismerését teszik lehité. A periférias vérben és szdvetekben tartézko@skDezen

receptoraik révén képesek érzékelni a szervezetb@skmikrobakat, majd a szoveti
kérnyezet véltozasaira reagalva ezeket a kozelirokgzervekbe szallitjak, ahol
bemutatjak a naiv T limfocitaknak, beinditva edd@tmadaptivimmunvalasz folyamatait.

Az adaptivimmunvalasz felisnieés végrehajtd (effektor) sejtjei a limfocitak,
melyek specidlis feladataikat csak a természeteswimtas sejtjei és molekulai
kozrenikddésével képesek megfélainddon elvégezni. A limfocitak két funkciondlis
csoportja a B és T sejtek. Az antigén-specifikugenek hatasara a B sejtek specifikus
ellenanyagot termél plazmasejtekké differencidlédnak. A T limfocitak rativ
antigéneket nem képesek felismerni, az antigérsnieliéséhez a fehérjékémbtes
feldolgozasa és megfetelbemutatdsa szikséges, melyet éa hfsztokompatibilitasi
génkomplex (MHC) altal kddolt membranfehérjékeejels DC-k végeznek. A DC-k a
maturacio soran az afferens nyirokereken keresaztiikérnyéki nyirokcsomoékba
vandorolnak, mikézben az MHC | és MHC Il fehérjakostimulatérikus és az adhézids
molekuldk, valamint a DC specifikus érési markerekpresszidja fokozédik a
sejtfelszinikdn. Ezen molekuldk sejtfelszini meggjése mind szikséges az
immunolégiai szinapszis kialakitasahoz, amely a €tek altali antigén specifikus
felismerést teszi leh&té.

Az antigén prezentaciot kowen a naiv T sejtek kildnbézffektor T sejtekké
differencidlédhatnak az antigén stimulustol fégn. Az effektor T sejteknek tobb
Th17, Th9, Th22, regulatérikus T (Treg) sejteketile follikularis helper T (Tth) sejtek.
A Th1l sejtek effektor funkcidi kbzé tartozik azratellularis patogének eliminacidjanak
segitése, melyet az IFN-termelésével tesznek letieé, mely citokin makrofag
aktivaciot eredményez. A Th2 sejteknek kiemetkederepe van az egydejiarazitdk és
férgek elleni immunvalaszban, valamint részt vekzae allergias reakcidkban is. A
Th17 sejtek a neutrofilek medialta gyulladasos s#d& |étrejottét, illetve a B sejtek
aktivaciojat, valamint plazmasejtté valé differéilédasat segitik. A Th9 effektor sejtek
szerepet jatszanak az allergias reakcidkban, aginamun folyamatokban, illetve a
tumor-ellenes immunvalaszokban. A Th22 sejtek pesfigarant részt vesznek anti-
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inflammatorikus és pro-inflammatorikus reakcidkban Az immunoldgiai tolerancia
kialakitdsanak legbb elemei a Treg-ek, melyekkiént az artalmatlan antigének ellen
kialakulé6 T sejt vélaszok kontrolldlasaban jatskasaerepet, mellyel elkeruliieta
krénikus sejt aktivacio és gyulladas. A Tfh sejeek effektor T sejtek olyan specialis
alpopulacidjat képezik, melyek a limfoid széveteMikularis régidjaban lokalizalédva
az antigén-specifikus B sejtes immunvalasz kiakdall segitik. A Th sejtek mellett a
masik nagy effektor T sejt populaciot a specifikdképességgel is rendelkez
citotoxikus T sejtek alkotjak, melyek kiemelkegelentséggel birnak a feizdtt és a
tumoros sejtek elpusztitdsaban.

A fentebb ismertetett effektor T sejtek az adaptfivnunvalaszban betéltott
funkciojukat csak a DC-k altal képesek véghezvimmgly sejtek kdzvetlen kapcsolatot
képesek teremteni az antigén-specifikus éegst citotoxikus T limfocitak éhlakjaival
és az altaluk termelt citokinek révén befolyasairdjak a T sejtek aktivacigjat, illetve

polarizacidjat.

11.4. Az oxidativ stressz és a DC-k kapcsolata
11.4.1. Az oxidativ stressz lehetséges hatasa a hamDC-k funkcioira

Az antigén expozicid helyén l&v vagy a gyulladas helyére érkeza
vérkeringésbl kiléps DC-k olyan szoveti kdrnyezetbe kerulnek, ahol allggésos
vélasz soran term@ott ROS-ok hatnak rajuk, ami befolyasolhatja amimvéalaszban
betoltott szerepiiket. Tébb tanulmany is beszamidl,ahogy a CD14 monocitakbdl
differencialtatott DC-ken a hidrogén peroxid,(¥) indukalja a MHC | fehérjék, illetve
az MHC Il osztalyba tartoz6 HLA-DQ és HLA-DR selgeini fehérjék expressziojat,
valamint fokozza a DC-k T sejt proliferalé képesstégXantin-oxidaz/xantin enzim-
szubsztrdt rendszer segitségével kivaltott oxidasivessz szintén fenotipusos
véltozasokat eredményezett monocitakbol szarmaz&dC ami megnyilvanult a sejtek
kostimulatorikus és érési markereinek fokozottfeksjzini expressziéjaban. Igazoltak
tovabba, hogy oxidativ stressz korilményei kdzotD@-k endocitotikus aktivitasa
nagymértékben csokkent, ami a DC-k érésére utayifighelték azt is, hogy a 4D,
kezelt DC-k TNFe pro-inflammatorikus citokin, illetve IL-8 kemokirszekrécidja
fokozédik. Ezen eredmények arra engednek kévetkezteogy a cDC-k esetében az
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oxidativ stressz aktivacios szignalként funkcioaélaz adott antigén stimulus mellett.
Ugyanakkor az irodalomban nincs adat arra nézvey heo pDC-k, amelyek szamos
tekintetben kulonbdznek a legtdbb vizsgélatban iifieéte alkalmazott cDC-Ki,
hogyan viselkednek oxidativ stressz kdriilményeikidzgy munkam soran céluiztem

ki a pDC-k oxidativ stresszre adott valaszreakaidigtanulmanyozasat.

11.4.2. Allergének altal kivaltott oxidativ stresszhatadsa a DC-k aktivacidjara

A pollen eredsdt allergias megbetegedések gyakorisaga az elmitieéekben
olyan mértékben megemelkedett, hogy a fejlett @mzldban az allergiat ma mar
népbetegségként tartjak szamon. Hazankban a parlggihbrosia artemisiifoli
pollenje igen jelerits aeroallergénnek szamit, a lakossag kézel 20 %eaved
kulénboz parlagfi pollen altal kivaltott allergias megbetegedéseki@emintakt parlagi
pollenszem mérete (20-30 um) tdl nagy ahhoz, haglsobb Iégutakba penetraljon, igy
a feld légutakba jutva okozza a klasszikus allergia ttihed parlagire érzékeny
egyénekben. Ugyanakkor korabbi kutatasi eredmérglapjan elmondhat6, hogy a
pollenszemekdl hidrataci6 soran Ugynevezett szubpollen partikul§SPP-k)
szabadulnak ki, melyek mégik az intakt pollenszemekre jellethzallergén
komponenseket, illetve ROS generdlasara képes NAD@Xidaz enzimeket, ezaltal
fontos szerepet jatszanak az allergias tiineteltésaban. A belégzett SPP-k méretiiknél
fogva (0,5 — 4,5 um) mar képesek az alsébb Iégatakini, ahol kbzvetlen kapcsolatba
kertilhetnek a léguti DC-kkel. A léguti allergénekah kivaltott allergias reakciok
mechanizmusa viszonylag jél tanulmanyozott, valaraimis ismert, hogy a ROS-oknak
meghatarozd szerepe lehet ezen gyulladasi folydinaip viszont az aeroallergének
altal kivaltott allergias korképek szenzitizacio®pései kevésbé ismeretesek.
Feltételezésiink szerint az SPP-knek fontos szellepik a pollen altal indukalt allergias
megbetegedések szenzitizacids fazisaban, igy méli@izott szerepelt az SPP-k DC
aktivald képességének vizsgdlata, kilonos figyelfoetitva arra, hogy az SPP-k altal

termelt ROS-oknak milyen szerepuk lehet ezen fojtakban.



I1.5. Célkit iizések
1. Antigén expoziciét kovéen a gyulladas helyére érkezpDC-k a
vérkeringésbl kilépve olyan szoveti kdrnyezetbe kerulnek, atrabativ stressz ériket,
igy kisérleteink soran tanulmanyozni kivantuk, hagyH,O, kezeléssel kisérletesen
kivaltott, oxidativ stressz:
« hogyan befolyasolja a pDC-k életképességét,
¢ milyen valtozasokat eredményez aktivalatlan, ikeft. R7 agonistaval aktivalt
pDC-k fenotipusos, illetve funkciondlis tulajdona#mn,
¢ milyen hatassal van a pDC-k allogén T sejt aktiki#pességére,

« hogyan befolyasolja a pDC-k autolog naiv T sejapahlo képességét.

2. Korabbi tanulmanyok szerint, a pollenszengkthidrataci6 soran
kiszabadul6 SPP-k hordozzak az intakt pollenszemekellems allergén
komponenseket, illetve ROS generdlasara képes NWD@Xidaz enzimeket, ezaltal
fontos szerepet jatszanak a léguti allergias ggaakivaltasdban. Méretiiknél fogva
pedig képesek az alsébb légutakba jutni, ahol kiemvékapcsolatba keriilhetnek a DC-
kkel, igy jelenss szerepik lehet a pollen-indukalt allergids re@kcszenzitizacios
fazisaban is. Vizsgalataink soran arra keresti&laset, hogy:

¢« ahuman cDC-k képesek-e az SPP-k felvételére,

« az SPP kezelés aktivalja-e a cDC-ket, ha igen,rakidgen fenotipusos, illetve
funkcionalis valtozasokat eredményez a cDC-ken,

e az SPP kezelés hogyan befolydsolja a cDC-k T gejifgraciot indukalo,
illetve allogén T sejt aktivalé képességét,

e az SPP-k NAD(P)H oxidaz enzimjei altal termelt RG&ak milyen szerepe
lehet a DC aktivacidban és ezaltal a természdtetjei adaptiv immunvalasz
folyamataiban.



IIl. Metodikak
1Il.1. Etikai nyilatkozat

A kisérletekhez hasznélt, human erédegrkészitményeket az Orszagos
Vérellaté Szolgalat debreceni Regionalis Vérell&bdzpontjanak kozrefikodésével
kaptuk. A human vérkészitményekkel tédiémunkat az Orszagos Vérellatdé Szolgalat
igazgatoja, valamint a Debreceni Egyetem OrvosE@sszségtudomanyi Centrumanak
Regiondlis és Intézményi Kutatdsetikai Bizottsagmeelélyezte. Minden vérvétel a
donorok ebzetes, irasos beleegyezésével tortént és a doraatainak feldolgozasa
valamint megrzése az Orvos Vilagszovetség altal kiadott Helshijilatkozat etikai

iranyelveit kdvetve valosult meg.

111.2. Human sejtpopulaciok izolalasa periférias véb 6l

Kisérleteinkhez a human DC-ket és T sejteket eggsasvéradok periférias
vérének mononukleéris sejtjéi(PBMC) nyertiik, magneses izolalasi technikan aliép
sejtszeparacidval. Ficoll-Paque oldattal (GE Healtb) tortéd siriiség-alapu gradiens
centrifugalast kovéen, az @allitott PBMC-Bl a megfeleb sejtizolalo kitek (Miltenyi
Biotec) segitségével izolaltuk a kisérletekhez seégks sejtpopulaciokat, kdvetve a
gyartd altal megadott utasitdsokat. A szepardléseiien a sejtpopulaciok tisztasaga

minden esetben 96 % felettinek adédott.

I11.3. Human cDC-k differenciéltatdsa CD14" monocitakbdl

A frissen izolalt CD14 monocitakat 24 lyuk( tenyégiemezen 2x19sejt/ml
koncentracioban RPMI 1640 (Sigma Aldrich) médiumbaétosztottuk. A tapfolyadékot
2 mM L-glutaminnal (Sigma Aldrich), 100 U/ml perdiginel, 100 ng/ml
streptomycinnel és 10% végkoncentraciojinaktivalt magzati borju savoval
(Invitrogen) egészitettik ki. A differenciaciohoziikséges citokineket, a 80 ng/ml
granulocita-makrofag-koldnia stimulalod faktort (Gamr Molecular Products) és a 100
ng/ml IL-4-et (Peprotech) a differenciacio 0., flle a 2. napjan adtuk a sejtekhez. A
differenciaci6 5. napjan a sejtek tébb mint 90%-+@tlén DC fenotipust (DC-
SIGN/CD209, CD14) mutatott.



lll.4. SPP-k izoldlasa és enzimaktivitasuk vizsgata

Az SPP-ket intakt parlagfpollenszemekdl (Greer Laboratories) izolaltuk. A
pollenszemeket (100 mg) 10 ml steril endotoxin-raemtesztillalt vizben 90 percig 4 °C-
on hidratdltuk, majd az intakt pollenszemeket alags sebességen tortén
centrifugalassal (1600 g, 5 perc, 4 °C) tavolitotal A felliliszobol sirést (Minisart
Sterile 5 um Filter, Supelco Analytical) kovéén, magas fordulatszdmon torén
centrifugalassal (9000 g, 15 perc, 4 °C) nyertiB&iSPP-ket. A partikuldkat tartalmazo
pelletet steril, endotoxin-mentes PBS-ben vettiké®e Neubauer kamra segitségével
meghataroztuk az SPP-k darabszamat, illetve enimotbetektalasara alkalmas kittel
(Lonza Group Ltd.) az SPP szuszpenziok endotoxtaltadt. Az SPP preparatumokban
detektalhat6 igen alacsony endotoxin koncentr&8opg/ml) alapjan elmondhatd, hogy
kisérleteinket az SPP preparatumok endotoxin tagaialészitileg nem befolyasolhatta.
A frissen izolalt SPP-k NAD(P)H oxidaz enzimaktastinak vizsgalatahoz 56M
koncentraciéju 2', 7'-dihidro-dichlorofluoresceiniagetat (HDCF-DA; Invitrogen)
oldatot és szubsztratként 1@M-os NADPH-t hasznéltunk. A kontroll kisérletekhez
72°C-on 30 percig dinaktivalt SPP-t (SPB, illetve NAD(P)H oxidaz géatlét, difenilén-
jodéniumot (DPI, 5 uM; Sigma Aldrich) alkalmaztunkz enzimaktivitas hataséara
tortérd fluoreszcencia intenzitas-valtozast Synergy HTtiplalte olvaséval (Bio-TEK®

Instruments) 488/530 nm hulldmhosszon detektaltuk.

II1.5. A DC-k kezelése

A kisérletesen kivaltott oxidativ stressz korilmgingk |étrehozasahoz a
sejteket stabilizalt kO, (Sigma Aldrich) megfeldl higitasaival (0,01-10 uM) kezeltik.
Antioxidansként 30 mM-os N-acetil-ciszteint (NACigBa Aldrich) alkalmaztunk. A
pDC-k aktivalasa TLR7 receptor agonistaval (imigoénR837, 2,5 pg/ml; Invivogen)
tortént, 24 6ras inkubalassal. A cDC-k SPP-vektiirkezelésekor a frissen izolalt SPP-
ket 1:15 (cDC/SPP) aranyban adtuk a sejtekhez a (RfDoxidaz enzim szubsztratja,
100 uM NADPH (Sigma Aldrich) jelenlétében vagy &iél A kontroll kisérletekhez
72°C-on 30 percig dinaktivalt SPP-t (SPB, illetve NADPH oxidaz gatléval, DPI-al (5
MM; Sigma Aldrich) 30 percig &kezelt SPP-t alkalmaztunk. A feleslegben maradtDPI
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mosaési lépéssel tavolitottuk el az SPP preparathdiold kezelések igtartama 1, 4,

illetve 24 6ra volt, az adott kisérleti médszerdknegfeleben.

II1.6. Sejtek életképességének vizsgalata
A sejtek életképességét 10 pg/ml koncentraciodjimif@actinomycin D / 7-
AAD (Sigma Aldrich) festék segitségével vizsgaltidqmely DNS interkalatorként a

nekrotikus sejtek nukleinsavat festi meg és ararolémmetrias mérésekre alkalmas.

111.7. Sejtek intracellularis ROS termelésének meghtarozasa

(Invitrogen) festék oldattal inkubaltuk sététhef; 25 percig 37 °C-os termosztatban. Az
inkubaciés id letelte utan a folosleges festéket PBS-es mosdésalitottuk el. A
H,DCF-DA festékkel toltott sejtek intracellularis RG3intjét a kilonbdz kezeléseket
koveten, a fluoreszcencia intenzitds mérésével hatdtomeg FL1 csatornaban
(530+15 nm) aramlasi citométerrel.

111.8. Sejtek fenotipusos vizsgalata
Kezeléseket kovéen a DC-k sejtfelszini markereinek expressziojaban

bekovetke# véaltozadsokat az adott sejtfelszini antigén elldhipreszcens festékkel
konjugélt monoklondlis antitestek, illetve megfélelzotipusti antitest kontrollok
felhasznélasaval, aramlasi citometridas mérésseektidtuk. Az Aaltalunk hasznalt
monoklondlis antitestek a kdvetkek voltak: anti-CD40, anti-CD83, anti-OX40-L, anti-
PDL-1 (mind a BD Pharmingeré), anti-CD80, anti-HLA-DQ (mindkett a BioLegend-
tél), anti-CD86 (R&D Systems), anti-ICOS-L (eBiosae). A FACSCalibur
citométerrel (BD Biosciences Immunocytometry Systermért adatok kiértékelése

FlowJo szoftver (TreeStart) segitségével tortént.

111.9. Sejtek citokin és kemokin szekrécidjanak detktalasa ELISA mddszerrel

A sejtek felliliszojabdl a szekretalt citokineketlle kemokinek mennyiségét
szendvics technikdn alapuld, enzim-kotétt immunisens (ELISA) mdédszerrel
hataroztuk meg. Az altalunk vizsgéalt mediatorok &bzzerepeltek az ILfl IL-6, IL-
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10, IL-12 (70), IL-17, TNFe, TGF$1 (mind a BD OptEIA; BD Bioscienceé}}, IFN-a
(PBL InterferonSource) citokinek, illetve az IL-8erokin (BD OptEIA; BD
Biosciences). Az abszorbanciat Synergy HT multgplaiivasé (Bio-TEK® Instruments)

segitségével 450 nm hullamhosszon detektaltuk.

111.10. A cDC-k SPP felvétele

Kisérleteink soran az SPP izolatumokat fluoresz€zelb/ue® Jade festékkel
(45 perc, 4 °C; Polysciences Inc.) konjugaltuk. i&atetien a sejteket 4 6raig inkubaltuk
a fluoreszcensen konjugalt SPP preparatummal 4 #S-8n, majd aramlasi citometria
segitségével FL1 fluoreszcens csatorndban (530416 vizsgaltuk a CellVue® Jade
pozitiv sejtek aranyat a sejtkultirakban. A mikiadgms vizsgalatokhoz a fluoreszcens
festékkel konjugalt SPP-kkel kezelt DC-ket fixaltukajd PE-vel konjugalt, specifikus
DC markerrel (DC-SIGN/CD209; R&D Systems) jeldltik. sejteket targylemezekre
helyezve, konfokalis l1ézer-pasztazé mikroszkop $g¢iSM 510 mikroszkép, Carl Zeiss
AG) segitségével vizsgaltuk. A CellVue® Jade felstélkonjugalt SPP-k fluoreszcens

jelét 505-550 nm-en, a jeldlt DC-k fluoreszcenssmmidjat 560-615 nm-en detektaltuk.

111.11. Proliferaciés assay

A proliferaciéos  tesztekhez sejtmembran permeabilifuoreszcens
karboxifluoreszcein szukcinimidil észter (CFSE)téé&el (Invitrogen) jeldlt allogén,
naiv CD4 T sejteket ko-kultivaltunk megfeksn ebkezelt DC-kkel 1:20 aranyban (DC:
T sejt arany) 1 pg/ml koncentraciéji anti-CD3 mdoaoklis antitest (DB Pharmingen)
jelenlétében. Ot napos ko-kultivaciot kosem aramlési citométerrel vizsgaltuk a T
sejtekben jelenlgs CFSE festék fluoreszcencia intenzitasanak 8elégét, mely a T

sejtek DC aktivaciora bekdvetkeproliferaciojat mutatja meg.

111.12. T sejt polarizacié meghatarozasa ELISPOT mdszer segitségével

A megfeleben ebkezelt DC-kkel torté6 aktivalast koveten a T sejtek citokin
vélaszat IFNy-ra, IL-4-re és IL-17-re specifikus enzim-kotétt nmanszorbens SPOT
(ELISPOT) tesztekkel (eBioscience) detektaltuk. Kééinkhez elaktivalt DC és
allogén CD3 pan-T sejt (1:10) ko-kultirékat hoztunk létre, dhaggy napos inkubaciot
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koveten a CD3 pan-T sejteket a detektdlandd citokinre specifiknsitesttel fedett,
illetve 10 % FCS-t tartalmaz6 médiummal blokkoltIEROT lemezekre osztottuk szét.
A 24 és 48 oras inkubélast kdgeh a sejteket mosassal eltavolitottuk, majd az EOS
kitek leiraséat kovetve biotin-konjugélt detektortit@sttel inkubaltuk a lemezeket. Ezt
kovette a torma-peroxidaz-avidin konjugatum, illetz enzim szubsztratjanak (AEC, 3-
amino-9-ethylcarbazol; BD Biosciences) a felviteldemezekre. Az enzim-szubsztrat
reakcié révén keletkéz szines spotok formajdban megjéletermék detektalasa
ImmunoScan analizatorral tortént, ImmunoSpot 4.0ofteer (C.T.L.-Cellular
Technology Ltd.) segitségével.

111.13. Intracellularis citokin meghatarozas aramlasi citométerrel

A T sejt polarizacios kisérletekhez megfélehdédon ebkezelt DC-ket ko-
kultivaltunk autolég naiv T sejtekkel 1:10 ardanybhuman anti-CD3 monoklonalis
antitest (BD Pharmingen) jelenlétében. Hat napo&uttivaciot kdveben a T sejteket
poliklonalis aktivatorokkal (2,5 pg/ml human antd@ monoklonalis antitest [BD
Pharmingen], 100 ng/ml phorbol 12-miristil 13-a¢etd pg/ml ionomycin [Sigma
Aldrich]) 7 o6ran keresztll Ujraaktivaltuk, a me@giéen detektalhat6é intracellularis
citokinszint elérése érdekében. Az aktivalas utdisd®drajaban a sejtekhez GolgiStop
(BD Biosciences) fehérje transzport gatlét adtumieggatolva a termelt citokinek
extracellularis térbe torténszekréciojat. Fixalast és permeabilizalast kéeeta T
sejteket IFNy-ra és IL-4-re specifikus fluoreszcensen konjugéttnoklonalis antitest
koktéllal és a megfelélizotipus kontrollal (BD Biosciences) jeldltiik édlaoreszcencia

intenzitas-valtozast aramlasi citométerrel detékkal

111.14. Statisztikai elemzés

Az adatok statisztikai analizisére Student-féledb@t, valamint variancia-
analizist (ANOVA) alkalmaztunk Bonferroni post-hteszttel. A statisztikai szamitasok
elvégzéséhez SPSS 12.0 programot (SPSS Inc., ©Ghithg USA) hasznaltunk. A

véalasztott szignifikancia szint: P <0,05.
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IV. Eredmények
IV.1. Oxidativ stressz hatasanak vizsgalata humanpC-ken
IV.1.1. A human pDC-k és cDC-k oxidativ stressfirésének dsszehasonlitasa

Kisérleteinkkel dlszor arra szerettink volna valaszt kapni, hogy akDC
milyen mértékben képesek kivédeni a ROS-ok kartdéshit. igy pDC-ket, illetve cDC-
ket kezeltink noveky koncentraciéju HO,-vel, majd 7-AAD festék segitségével
vizsgaltuk a sejtek életképességét 24 6ras inkab&odvetien. Az alkalmazott 0,1, 1 és
10 uM-os HO, koncentraciok mellett a pDC-k életképessége 48,ilklye 88%-kal
csokkent a kezeletlen sejtekhez képest. Ugyanakk®rC-k esetében csak a legnagyobb
koncentraciéju, a 10 pM-os .8, kezelésnél detektaltunk szignifikans életképesség
csokkenést. A sejtek antioxidanssal (NAC) tostélbkezelése mind a pDC-k és mind a
cDC-k esetében felfliggesztette az oxidativ stresalitadsra gyakorolt kdros hatasat,
mely azt mutatja, hogy a sejtek kezelést kdéetképesség csokkenését valéban@,H
kezelés idézte & Ezt koveben megvizsgaltuk, hogy a legalacsonyabhOH
koncentracié (0,01 uM), mely nem befolyasolja a po€letképességét, megnoveli-e a
sejtek intracellularis ROS szintjét. A sejteketofleszcens, ROS-szenzitiwBCF-DA
festékkel toltottik meg, majd kezelést kdaat vizsgaltuk a DCF fluoreszcencia
valtozasat. A pDC-k esetében mar az alacsony koréadju HO, kezelés is 3,7+2,3-
szoros DCF fluoreszcencia névekedést eredményeanégt,a cDC-knél csak 100-szor
nagyobb HO, koncentracional (1 uM) tudtunk fluoreszcencia emmeést detektalni. A
két sejttipus antioxidans kapacitasa kozotti kig@get mutatta az is, hogy a cDC-k
esetében az alacsony koncentracioj@H0,01 uM) kezelést kovéen 20 perc elteltével
a sejtkultdra fellliszéjaban mar nem lehetett kamitH0O,-t, mig a pDC kultirak
felliluszo6jaban csak 15 perccel &8b cstkkent a D, koncentraciéja a fluorimetrias
modszerrel detektalhato hatarérték ala.

Tovabbi kisérleteinkben az alacsony koncentradi®j0, kezelést (0,01 pM)
alkalmaztuk, melynél a pDC-k életképessége a kderlenintakéhoz hasonl6 volt, igy a
nekrotizalé sejtek nagyobb aranyd jelenléte nem olpésolhatta kisérleti

eredményeinket.
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IV.1.2. Oxidativ stressznek kitett pDC-k fenotipuse vizsgélata

A H,0, kezelés altal kivaltott fenotipusos valtozasoketndasi citométer
segitségével detektaltuk. A vizsgalt sejtfelsziniarkerek kozott szerepeltek
kostimulatorikus molekulak (CD40, CD80, CD86), érdmrker (CD83), valamint az
antigén prezentaciéban kdzponti szerepet jatszo-BlAfehérje. A HO, kezelés csak
kismértékben valtoztatta meg a CD40, CD80, CD&&yvit CD83 fehérjék expresszidjat,
ugyanakkor jeleris mértékben csokkentette a HLA-DQ protein szirgjéejteken. Ha a
pDC-ket R837-tel, azaz a TLR7 receptor egyik agajisal kezeltiik, akkor minden
altalunk vizsgalt sejtfelszini marker expressziamtge ugrasszéilen megitt, viszont
egyutt alkalmazva az aktivatort a,®p-vel, a HO, felfliggesztette a TLR7 agonista
pDC-kre gyakorolt aktivalé hatasat.

A fenotipusos vizsgalatok eredményei alapjan famkstartottuk kizarni a
H,O, kezelés R837 ligandra kifejtett esetleges oxidalgtasat, mely negativan
befolyasolhatja a ligand receptorhoz vald ékiitsét. igy fenotipusos vizsgalatainkat
megismételtiik olyan kondiciok mellett is, ahol agskhez nem az R837-tel egyiitt,
hanem az R837-tel tértérkezelést kovéen, 30 perccel kébb adtuk a HO,-ot. Ezen
iddintervallum alatt az R837 mar hozzakdik a receptorahoz, igy kizarhaté hogy a
H,0, kdzvetlenil befolyasolja a ligand-receptor koldsétdst. llyen kisérleti kondicidk
mellett is hasonlé eredményeket kaptunk, mint a37R&s a HO, egyideji alkalmazasa
esetén, igy valodszisithet, hogy a HO, kezelés nem az R837 ligand és a TLRY
receptor kdzotti interakcio befolyasolasaval, haneds mechanizmussal mddositja a
pDC-k mikodését.

IV.1.3. Oxidativ stressz hatasa a pDC-k citokin éeemokin termelésére

A kezeléseket kdvéen a sejtkultirak feluliszo6jabol meghataroztuk jeeke
citokin (IL-6, TNF-, IFN-0), illetve kemokin (IL-8) szekrécidjat ELISA moédsze
segitségével. Onmagaban g0 kezelés nem indukalta egyik altalunk vizsgalt ragati
illetve kemokin termelését. A TLR7 agonista és #jegyiittes alkalmazasa esetén a
citokinek, illetve a kemokin mennyisége lecstkkarfelliliszdkban, a kizardlag TLR7
liganddal aktivalt sejtekéhez képest, ami azt nmtdtogy az oxidativ stressz gatolja a
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pDC-k aktivalodasat. Az IFN- esetében csak a TLR7 agonistaval aktivalt sejtek

felliluszo6jabol tudtunk kimutatni citokint.

IV.1.4. Oxidativ stressznek kitett pDC-k allogén Tsejt aktivalé képessége

Tovabbi kisérleteinkben az oxidativ stressznekttkipdC-k allogén T sejt
aktivalo képességét vizsgaltuk, amihezOkvel és R837-tel ékezelt pDC-ket egyiitt
tenyésztettiink allogén CD3Jan-T sejtekkel, majd 4 napos ko-kultivaciot kéest
vizsgdltuk a T sejtek IL-4, IL-17 és IFNtermelését ELISPOT modszerrel, mert ezek a
citokinek felvilagositast adhatnak az adaptiv imw@lasz polarizaltsagat ilén. Az
allogén T sejtekkel tortén ko-kultivaciot koveben medfigyeltuk, hogy a TLR7
agonistaval kezelt pDC-k mindharom citokin termétéfokozzak, mig az oxidativ
stressznek kitett pDC-k hatékonyabban aktivaljakilaz-termeb T sejteket, mint a
kezeletlen pDC-k. A bD, kezelés ugyanakkor nem valtoztatta meg a pDC-kjFxagy
IL-17-termeb T limfocitakat aktivalé képességét.

IV.1.5. Oxidativ stressz hatasa a pDC-k naiv T sejiolarizalé képességére

Az oxidativ stressznek kitett pDC-k naiv T sejt ggidalé képességének
meghatarozasahoz6,-vel és R837-tel ékezelt pDC-ket egyutt tenyésztettiink autoldg
naiv T sejtekkel, majd 6 napos ko-kultivaciot kidest vizsgaltuk a T sejtek
tulajdonsagait. A BD,-vel ebkezelt pDC-ket tartalmazo ko-kultarék fellliszéjabea
Treg sejtek kialakulasat jélzIL-10 citokin szintje alacsonyabb volt, mint a bdkko-
kultdra esetében, illetve a,B,-vel ebkezelt pDC-k fenotipusa sem kedvezett a Treg
sejtek kialakuldsanak, mivel az oxidativ stressm rfekozta a tolerogén markerek
(ICOS-L, PDL-1) expresszidjat a pDC-ken. A®3-vel ebkezelt pDC-k nem indukaltak
az IL-17 citokin termeél T sejtek keletkezését sem. Ugyanakkor a ko-kuthiaa
intracellularis citokin festéssel kimutattuk, hogynaiv autolég T sejtekkel tori@rko-
kultivacié ebtt oxidativ stressznek kitett pDC-k inkabb Th2 @ltermed T sejtek), mint
Thl (IFN« termeb T sejtek) iranyl polarizaciot segitenek,elalészirileg a fokozott
OX40-L kifejezidés kovetkeztében.
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IV.2. Parlagfii SPP-k NAD(P)H oxidéaza altal termelt ROS-ok hatasaiak vizsgélata
human cDC-ken
IV.2.1. SPP kezelés altal indukalt oxidativ stresszizsgalata cDC-ken

Munkank soran a cDC-ket parld@igbPP izolatumokkal kezeltiik meg, melyeket
intakt parlagh pollen hidratdlasa révén nyertiink. Minden paftla@PP izolalast
kévetien ROS-szenzitiv, fluoreszcensDCF-DA festék segitségével megvizsgaltuk a
preparatumok NAD(P)H oxidaz aktivitasat. A frisseolalt SPP mintdkban a DCF
fluoreszcencia 2,5-sz6r6s emelkedést mutatott a RBHollhoz viszonyitva, és ez a
novekedés az enzim szubsztratjanak (NADPH) jelébét tovabb fokozddott. Az SPP-k
72°C-on 30 percig tortén inaktivdlasa, valamint az enzim specifikus, membra
szolubilis gatlészerének (DPI) hasznalata a femtt lelenséget felfliggesztette. A
kovetkedkben a NAD(P)H oxidaz aktivitassal bir6 SPP szuszidékal kezeltik meg a
ROS-szenzitiv FDCF-DA festékkel toltétt cDC-ket, majd vizsgaltuk antracellularis
ROS szintjének valtozasat a sejtekben. Az SPP é®zskignifikdns ndvekedést
eredményezett az intracellularis DCF fluoreszcdyamia melyet az enzim
szubsztratjanak, azaz a NADPH-nak a jelenléte toyékozott. A Ibinaktivalt SPP-vel
(SPP") tortérs kezelés, illetve a DPI kezelés 6nmagaban nem dénegeaett DCF
fluoreszcencia novekedést a kezeletlen mintdkhqesté Ezen eredmények alapjan
feltételezhat, hogy a cDC-k intracellularis ROS szint noveketidé&ént az SPP-k
NAD(P)H oxidaz aktivitdsa okozta.

IV.2.2. A cDC-k SPP felvételének vizsgalata

Fontosnak tartottuk megvizsgalni, hogy a cDC-k srlymértékben képesek
felvenni az SPP-ket, igy kisérleteinkben fluoreazea jeldlt SPP-vel kezeltiink meg
cDC-ket 4°C-on, illetve 37°C-on, majd 4 ora eltettéaramlasi citométer segitségével
vizsgaltuk az SPP pozitiv sejtek aranyat a sejikakban. Az SPP pozitiv sejtek ardnya a
37°C-on tortént kezeléseket kogeh - donortdl fliggen - 25-58 % -nak adddott. A
citometrids mérések alapjan nem dordhet, hogy az SPP pozitiv sejtek valéban
felvették-e a partikulakat, vagy azoknak csak atmsshbranhoz valdé kétése
eredményezi a pozitivitast, igy az SPP-k sejtenilbdbkalizaciéjat konfokalis
mikroszkdpos felvételek segitségével is igazoltuk.
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IV.2.3. Az SPP-k NAD(P)H oxidaza altal termelt ROSsk hatdsai a cDC-k
fenotipusos és funkciondlis tulajdonsagaira

Az SPP kezeléseket kdven megvizsgaltuk a sejtek fenotipusos valtozaaait.
vizsgalt sejtfelszini markerek kdzétt szerepelteRz40, CD80, CD86 kostimulatorikus
molekulak, illetve az antigén prezentacidban satr@ggtsz6 HLA-DQ fehérje. Az SPP
kezelés fokozta mind a négy sejtfelszini fehéripressziojat. Ha az SPP kezelés
NADPH jelenlétében tortént, akkor tovabbi novekedédt tapasztalhaté a fehérjék
expresszids szintjében, de ez az emelkedés csaR4d,Glletve a CD80 molekulak
esetében volt szignifikans. Az SP#al, illetve a NAD(P)H oxidaz gatlészerével, azaz
DPI-vel tortérd kezelés nem eredményezett statisztikailag szigmf véaltozasokat
egyik sejtfelszini protein kifejézlésében sem.

Az SPP kezelt sejtek citokin, illetve kemokin szZaéjat vizsgalva
megallapitottuk, hogy az SPP kezelés nem indula#jdL-1B, illetve az IL-12 pro-
inflammatorikus citokinek termétiését, viszont az IL-6, TNE; IL-8 és IL-10 fehérjék
szekrécidjat fokozza. A NADPH szubsztrat jelenkéteabbi ndvekedést eredményezett
az IL-6, TNFea és IL-8 fehérjék szintjében, viszont ezen valtozsak az IL-8 kemokin
esetében volt statisztikailag szignifikans. A féposos valtozasokhoz hasonléan az
SPP', illetve a DPI kezelés nem mutatott szignifikadétazasokat egyik citokin, illetve

kemokin esetében sem.

IV.2.4. SPP kezelt cDC-k T sejt proliferalo képessgenek vizsgalata

A tovabbiakban kivancsiak voltunk arra, hogy az S¢@Pelt cDC-k milyen
mértéki T sejt proliferaciot képesek indukalni. igy SPRéde cDC-ket ko-kultivaltunk
CFSE-vel jeldlt naiv T sejtekkel, majd 5 napos kitikaciot kdveten vizsgaltuk a T
sejtek osztodasat aramlasi citométer segitséghrebPP kezelt cDC-k 71,1 %-os T sejt
proliferaciot idéztek &, mig NADPH jelenlétében aktivalédott cDC-k a Ttekj83,3 %-
at késztették osztddasra. Az SRRl ebkezelt cDC-k a kezeletlen cDC-khez képest
szintén fokoztdk a T sejt osztédast, de kisebb ékBen, mint az SPP kezelt cDC-k,
illetve az SPP-val kezelt cDC-k esetében a NADPH jelenléte nekoita a T sejt
proliferaciét indukalé képességet. Ugyanakkor mamdSPP, illetve mind az SPRezelt
cDC-k DPI jelenlétében nem voltak képesek T setdmast indukalni a ko-kultarakban.
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IV.2.5. SPP kezelés hatasa a cDC-k allogén T sektzvalé képességére

Az SPP kezelt cDC-k allogén T sejt stimulalé képgések vizsgalatahoz az
SPP kezelt cDC-ket ko-kultivaltunk parlégallergias, illetve nem allergias egyének
CD3' pan-T sejtjeivel. A donorok atopias statuszanakatiapitasa a szérum 6ssz-IgE,
illetve a parlagi specifikus IgE szint alapjan tértént. A 6 naposkldtivaciot kbveten
megvizsgaltuk a T sejtek IL-4, IFN-I1L-17 citokin termelését ELISPOT mddszer
segitségével. A ko-kulturak feluliszojabol az IL-88 TGFB1 citokineket ELISA
moédszerrel mértik. Ezen citokinek ugyanis felvilgiglst adhatnak az adaptiv
immunvalasz polarizaltsagardl. Az allogén CO@n-T sejtekkel torténko-kultivaciot
kévetien a sejtkultirdkban nem voltak jelen IL-10 és TgR3Rermeb tolerogén T sejtek,
mig az SPP-vel kezelt cDC-k aktivaltak az IfFNHletve IL-17 szekretald T sejteket,
fuggetlendl a donor atépias statuszatél. UgyanaldmitlL-4 citokint termel T sejtek
aktivaciojat kizarélag parlagife allergias egyének mintaiban tudtuk detektalmekben
a kisérleteinkben az SPP kezelt cDC-k a NAD(P)Hléziszubsztratjanak, azaz exogén
NADPH-nak a jelenlétében nagyobb méftdksejt aktivaciot okoztak mindharom T sejt
populacié esetében. Ezzel szemben az SPP kezelkcip@cifikus NAD(P)H oxidaz
inhibitor jelenlétében nem indukaltdak a T sejtektiaciéjat, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy az SPP NAD(P)H oxidaza altehtdt ROS-oknak részben szerepe

lehet a cDC-k T sejt aktivalo képességében.

V. Megbeszélés

Az antigén expoziciot kovét gyulladasos folyamatok kialakuladséban és
fenntartasiban fontos szerepe van az oxidativsgtrek, melynek etglleges feladata a
mikroorganizmusok, illetve célsejtek elpusztitaga.gyulladt periférias szévetekbe
vandorl6 DC-k a ROS-ok emelkedett szintjével talaliak, mely hatassal lehet az
immunvalaszban betdltott funkcidikra.

T6bb tanulmany is vizsgéalta mar az oxidativ stréegasat cDC-ken, viszont a
pDC-k oxidativ stresszre adott valaszat eddig m&m tanulmanyoztak, holott szamos
tulajdonsaguk tekintetében jelésen kiulonbdznek a cDCt Eredményeink azt
mutattak, hogy a pDC-k joval érzékenyebben reagankisérletesen kivaltott oxidativ
stresszre, mint a cDC-k, ami megnyilvanult életlsSpgiik jeleriis csokkenésében. A
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cDC-k oxidativ stresszel szemben tanusitott nagyfelenalloképessége valosiieg a
sejtek pDC-khez viszonyitott nagyobb antioxidansadtasanak készonliet

Az irodalomban tobb adat is van arra nézve, hogg@Dd4" monocitakbol
differencidltatott DC-ken a kisérletesen kivaltoxidativ stressz indukédlja a MHC | és
MHC Il osztalyba tartozd sejtfelszini proteineletve kostimulatérikus molekuldk és
érési markerek expresszidjat. A pDC-k esetében naijor a HO, kezelés nem
eredményezett szignifikans névekedést egyik altatirsgalt kostimulatorikus molekula
expresszidjaban sem, illetve csokkentette az amtigezentaldé HLA-DQ molekula
expresszidjat. Tovabba a®h kezelés nem névelte az altalunk vizsgalt IL-8, [LFBIF-

o és IFNe szekréciojat, viszont gatolta a TLR7 ligand &kizfltott fokozott kemokin,
illetve citokin termelést. Ezzel szemben, korableigfigyelések szerint a B, kezelés
hatasara a cDC-k TNE&:- illetve IL-8 szekrécidja fokozodik. Feltételezakiszerint, a
H,O, kezelt pDC-k alacsony kemokin, illetve citokin kzidjanak molekularis
hatterében az NkB, illetve az IRF7 szignalizacios utvonalak blokadjlhat. Igazoltak
ugyanis, hogy a pD,-vel kezelt aktivalt, illetve memoéria T sejtek c&8kt citokin
termelését az NkkB gatolt funkcidja okozza, valamint egér modelllk@mutattak, hogy

az Oreged pDC-k, melyeket az éregedési folyamatok kdvetkeaténagyobb mérték
oxidativ inzultus ért, csbkkent IFi-szekrécioval valaszolnak TLR9 receptor aktivalast
kévetien, mely az IRF7 csdkkent aktivacidjanak a kdvetké&zye.

Az oxidativ stressznek a cDC-kre gyakorolt aktiididasat mutatja az is, hogy
az oxidativ inzultusnak kitett cDC-k jeléist mértékben képesek indukalni a T sejtek
proliferacidjat. Eredményeink szerint a®3-vel kezelt pDC-k nem indukaltak sem Treg
sejtek, sem Th17 sejtek kialakulasat. Ugyanakkooxdativ stressznek kitett pDC-k
Th1/Th2 polarizalé képességét vizsgalva megallépko hogy a ROS-ok hatasara a
pDC-k inkabb az anti-inflammatérikus Th2 irany kilelilasanak kedveztek, mind az
autoldg, mind az allogén T sejt aktivacid soranmitattuk tovabba, hogy a.8,
kezelés negativ hatassal volt a TLR7 agonistavalak pDC-k fenotipusos, illetve
funkcionalis valaszara, valamint csokkentette d@wak pDC-k autolog, illetve allogén T
sejt stimulald képességét.

Ezen eredményeinkre alapozva feltételezhbbgy azin vivo kériilmények
kozott oxidativ stressznek kitett pDC-k valésiéy anti-inflammatérikus, azaz
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gyulladasokat csokkehttulajdonsaggal birnak, szemben a cDC-kkel, melgddg az
inflammatérikus Thl iranya valaszok kialakulasakallveznek.

A korabban emlitett irodalmi adatok alapjan bizasmylmogy a cDC-k esetében
a gyulladdsos immunreakciok soran megjélexidativ stressz aktivacios szignalt
jelenthet. Munkacsoportunk egy korabbi kisérletzatiban azt talélta, hogy az oxidativ
stressz szerepet jatszhat a pollen allergének éR& aktivalasban és ezaltal az adaptiv
immunvalasz kivaltdsaban. Ismert, hogy atopias mglyéesetében a pollen allergének
nagymeértél 1éguti gyulladast valthatnak ki. Megfigyelték abam, hogy a léguti
allergének koncentracidja a levd®n nincs szoros kapcsolatban a pollenszemek
szamaval ugyanis paradox moédon, kdhngyari zaporokat kdvéen, mikdzben
jelensen csdkken a pollenszemek mennyisége a #bery ugrasszéen megh a
léguti allergias tlnetek &orduldsa a pollen-szenzitizalt egyének kdérébepenikor
ugyanis a talajszintre mosodott és ott a@vizben hidratélédott pollenszemek jelént
mennyisé§§ SPP-t bocsatanak ki magukbdl, melyek a légarainl&tizvetitésével a
légutakba jutva képesek kivaltani az allergids c&dat. Ezen SPP-k, a
munkacsoportunk korabbi, illetve jelenlegi medfiggei alapjan is, hordozzak az intakt
pollenszemekre jellendzallergéneket, tovabba NAD(P)H oxidazokat, amelyimek
ROS-ok generalasa révén hozzajarulnak az allergpozéciot kéved oxidativ stressz
kialakulasédhoz. Kisérleteinkben az SPP expoziciéD&-kben intracellularis ROS
emelkedést eredményezett, ami Osszhangban van kadibbi megfigyelésekkel,
amelyek szerint az SPP kezelés hasonl6 hatastt ficjtepithelialis sejteken. Az SPP-k
héinaktivalt formaja, illetve a NAD(P)H oxidaz enzispecifikus inhibitora (DPI) gatolta
a fentebb emlitett hatast, mig az enzim szubsairalj jelenlétében nagyobb méiték
intracellularis ROS emelkedést lehetett mérni dekbgn, ami azt mutatja, hogy az
oxidativ stressz indukaladsaban jetenszerepe lehet az SPP-k NAD(P)H oxidazai altal
termelt ROS-oknak. Kimutattuk tovabba, hogy a hune®C-k képesek a parlagf
pollentdl szarmaz6é SPP-k felvételére, és ebben a folyamatizgy valoszifiséggel
szerepet jatszik a sejtek felszinén expresszaladéacsant protein D, melyit leirtak,
hogy a human bronchialis hamsejtek ezen fehérjaiditiésével képesek megkotni az
SPP-ket.
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Munkacsoportunk nemrégiben kimutatta, hogy az intagarlagfi
pollenszemekkel tortén kdzvetlen kolcsonhatas eredményeként a DC-k fedszi
megnovekszik az aktivacios, illetve érési markeesbresszidja. Jelen eredményeink
szerint az intakt pollenszemeklelszabadulé SPP-k is hasonlé fenotipusos védiizit
eredményeztek a cDC-ken. Ha a kezeléséket a NAD(Bjldaz szubsztratjanak
hozzdadasaval végeztik el, a fehérjék expressvfibb fokozddott, DPI jelenlétében
viszont a fehérjék kifejédése az alapszint kozelében maradt, ami bizonyitgy az
észlelt fenotipusos valtozasokban — legalabb résztez SPP-k NAD(P)H oxidazai altal
termelt ROS-ok is szerepet jatszhatnak.

Az oxidativ stressz a mitogén-aktivalt protein Kn@MAPK) altal medialt
jelatvivg Gtvonalon és az NEB transzkripcios faktoron keresztil szamos gyukada
citokin és kemokin termétiését tudja kivaltani, illetve fokozni. SPP expatikovetien
fokozodott az &ltalunk vizsgdlt 6sszes mediatorkmexaoja, hasonléan korabbi
kisérleteinkhez, melyben a cDC-ket intakt pollenszkkel kezeltiik. Igazoltuk, hogy az
altalunk vizsgalt mediatorok szekrécidjanak fokoasml oxidativ stressz fliggnddon
megy végbe, mivel az SPP-k ROS termelésének gatkisikkentette, mig a NAD(P)H
oxidaz enzim szubsztratjanak jelenléte fokoztaltmuhk megfigyelt jelenséget.

Mivel a cDC-ket professzionalis APC-kként tartj@asion, valamint a ROS
esszenciélis mediatora az antigén prezentacioarf@joknak, kivancsiak voltunk, hogy
az SPP-kezelt cDC-k milyen mértékben képesek T gegtliferaciot kivaltani.
Eredményeink azt mutatjak, hogy az SPP kezelésméaggkben fokozta a cDC-k T sejt
aktivalo képességét, melyet a NAD(P)H oxidaz engatiasa felfliggesztett. Ha az SPP-
kezelt cDC-ket atdpias, illetve nem atdpias egyéabigén CD3 pan-T sejtjeivel
kokultivaltuk, a cDC-k képesek voltak aktivalni IFNés IL-17 szekretald T sejteket is,
figgetlendl a donor atépids statuszatdl. UgyanaldailL-4 citokint termel T sejtek
aktivaciojat kizaroélag parlagffe allergias egyének mintaiban tudtuk detektalmlynarra
enged kovetkeztetni, hogy az SPP-kezelt cDC-k akéik a parlagf pollen allergén-
specifikus Th2 effektor sejteket. Kisérleteinkbemohyitottuk tehat, hogy az intakt
parlagfi polleni$l felszabadul6 SPP-k képesek cDC aktivalasra, neelybészben
szerepet jatszanak az SPP-k NAD(P)H oxidaza &teddlt ROS-ok. Mivel ezen SPP-k

méretiiknél fogva az alsébb Iégutakba is képesatnigesszencialis szerepik lehet a DC
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aktivacion keresztil az adaptiv immunvéalasz kisdlian és ezaltal a pollen-indukalt
allergias reakciok szenzitizaciés fazisaban.

Munkankkal sikerlilt azon oxidativ stresszel ass@bciimmunoldgiai
folyamatok Gjabb részleteit feltarni, amelyekbeten®s szerepet jatszanak a DC-k.
Eredményeink ravilagitanak arra is, hogy az oxidastressznek Kkitett szoveti
kérnyezetben a DC alpopuléaciok 6ésszehangolt, edyiggészit, inflammatdrikus,
illetve gyulladasokat csokkehtsajatossagai szikségesek ahhoz, hogy a patogének

eliminalasa a sajat szervezetet karosité hatadiliin@lésulhasson meg.

VI. Osszefoglalas

A gyulladasos folyamatokban jeléstszerepet jatszik az oxidativ stressz, igy
munkank soran atfogdébban kivantuk tanulmanyoznieaktiv oxigéngydkok human
dendritikus sejtek (DC-k) tikodésére gyakorolt hatasat.

Eredményeink szerint a plazmacitoid DC-k (pDC-k)kanvencionalis DC-
khez (cDC-k) viszonyitva érzékenyebben reagaltakisgrletesen kivaltott oxidativ
stresszre, mivel mar alacsonyabb hidrogén perkaittentracio mellett is jelefgen
csokkent az életképességik. Kimutattuk tovabbay haigC-k esetében a hidrogén
peroxid kezelés csdkkentette az antigén prezeftagiéésztvey fehérjék expresszidjat,
nem valtott ki gyulladasos kemokin, illetve citokiermelést, nem indukalt I-es tipusu
interferon szekréciot, illetve felfliggesztette all-Tike receptor 7 agonista pDC-kre
gyakorolt aktivalé hatasat. Az adaptiv immunvalgsalarizalodasanak vizsgalatara
iranyul6 kisérleteink alapjan elmondhatd, hagwivo a gyulladasos sejtek altal termelt
reaktiv gyokoknek kitett pDC-knek a gyulladasoksibldkend hatasa lehet, az oxidativ
stressz hatasaréként inflammatorikus valaszt indukélé cDC-kkel sbem.

Tovabbi kisérleteinkben a cDC-k fenotipusos, ikefunkcionalis sajatossagait
vizsgaltuk pollen allergének altal kivaltott allgtg folyamatokban. Korabbi
megfigyelések szerint a pollenszeméklelszabadulo allergének, illetve a pollen
NAD(P)H oxidazok altal termelt reaktiv oxigéngydkeilyos léguti allergids gyulladas
kivaltasara képesek atopias egyénekben. Ugyanakkirtakt pollenszemek méretiknél
fogva nem jutnak le az als6bb légutakba, ahol kifenekapcsolatba kertilhetnek a DC-

kkel, igy a pollen-indukalt allergias reakcidk szitimacios fazisanak mechanizmusa még
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tisztazatlan. Munkank soran igazoltuk, hogy a paoilEemekbl a hidratacid soran
felszabadulé szubpollen partikulak jelést szerepet jatszhatnak ezekben a
folyamatokban. A cDC-k ugyanis képesek voltak algmii szubpollen partikulakat
fagocitalni, mely megemelkedett intracellularis ktéa oxigéngydk koncentraciéval,
megnovekedett antigén prezentaciéval, citokin ésdken szekrécidval, valamint
fokozott T sejt aktivalo képességgel tarsult. Migrtottuk tovabba, hogy a szubpollen
partikulak NAD(P)H oxidazai altal termelt reaktixigéngyokok részt vehetnek a léguti
DC-k aktivalodasaban, és ezdltal fontos szerepisizhjatnak az allergias reakciok
szenzitizalodéasi szakaszaban.

Munkank soréan sikerilt részletesebben megismerm@ihkman DC-k egyes
altipusainak oxidativ stresszre adott valaszredkcitellyel reményeink szerint
hozzajarulunk olyan immunoldgiai korképek patomethausanak jobb megértéséhez,

melyekben az oxidativ stressz jelenszereppel bir.
VII. Targyszavak

Dendritikus  sejt, oxidativ stressz, gyulladas, smilen partikulak,
szenzitizacio, allergia, sejt aktivacio, immunregib, adaptivimmunvalasz
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