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1. Bevezetés

A Dendritikus sejtek (DS) a hematopoetikus sejtek egy olyan csoportja, melyek
evolucidsan egyiitt fejlodtek az adaptiv immunrendszer elemeivel. A DS-ek hatékony
“karmesterei” a velesziiletett és adaptiv immunvalasz 6sszehangolasanak, mely soran képesek
érzékelni, internalizalni, ¢és prezentalni a kornyezeti antigénekbOl szarmazo peptid
fragmentumokat a T-limfocitaknak. Ismert, hogy aktivitasuk kritikus mind az immunvalasz
indukcidja, mind pedig az immunoldgiai tolerancia felnntartdsa szempontjabol. A 2011-es
orvostudomanyi  Nobel-dijat a velesziiletett (“természetes”) immunitas érzékelési
folyamatainak azonositasaért és azoknak a modern orvosi kutatdsokra gyakorolt hatdsaért
itélték oda Bruce Beutler-nek, Jules Hoffmann-nak és Ralph Steinman-nak. A dijat megosztva
adtak oda a Toll-like receptorok (TLR) ecetmuslicak immunvalaszaban betoltott szerepének,
¢s az emlés TLR-ek DS-ek aktivalasaban jatszott szerepének felfedezéséért. A membrankotott
TLR-ek és a citoplazmatikus RIG-I-szerli receptorok (RLRs) a velesziiletett érzékelok két
fontos csaladja. Mindkét tipust receptor aktivalasa a pro-inflammatorikus és interferon
valaszok elinditdsdhoz vezet, melyek két kulcsfontossagh 4gai a korai fazisa
immunvédelemnek. Az elmult évtized 0j vakcinacios stratégiai az ilyen receptorok specifikus
aktivacidjat vagy kostimulacidjat célozzdk a virusfertézések elleni immunvélasz
hatékonysaganak novelése érdekében.

Munkénk célja a TLR-ek és RLR-ek tanulméanyozasa és funkcionalis aktivitdsanak
vizsgalata volt emberi DS alpopulaciokban, kiilonféle koriilmények — pl. akut vagy kronikus
gyulladas és virusfertézés — kozott. Létrehoztunk tovabba egy human DS in vitro modellt, egy
vakcina komponens adjuvans hatdsanak, ¢és pontos hatdsmechanizmusanak vizsgalata

érdekében.

1.1 Dendritikus sejt altipusok és funkcioik

A DS-ek azonositasa és antigén-prezentald képességiik funkciondlis jellemzése
(Steinman és Cohn) az immunoldgia torténetének fontos mérfoldkove volt 1972-ben. Az a
megallapitas, hogy az epidermalis Langerhans sejteket (LS) funkciondlisan megegyeznek a
lép dendritikus sejtjeivel, vezetett az egységes DS egyedfejlodési model megalkotasahoz. A
DS-ek a hematopoietikus rendszer tagjai, és viszonylag rovid in vivo életidével rendelkeznek

mind egérben, mind pedig emberben. A szdveti lokalizacié és funkcionalis tulajdonsagok



alapjan az emberi DS-eket két {6 tipusba sorolhatjuk: hagyomanyos DS (konvencionalis DS,
kDS) és plazmacitoid dendritikus sejtek (pDS). Mivel a kDS-ek és pDS-ek a periférias
szovetekben nem-osztodo sejtek, folyamatosan pdétlodniuk kell csontveldi eredetii
hematopoetikus 0Ossejtek (HSC-k) altal. A legtobb emberi DS — mint példaul a LS,
intersticialis (bOrén at vagy szovet) DS és monocita eredeti dendritikus (moDS) — myeloid
prekurzorokbol szarmazik.

Patogén invazio vagy gyulladéas sordn a DS-ek aktivalodnak, és érési folyamaton esnek
at, melynek soran megvaltozik kemokinreceptor expresszidjuk. Ez a folyamat biztositja az
dendritikus sejtek felhalmozott antigén tartalmukat prezentaljak a rezidens T limfocitaknak,
melyek az aktivaciot kovetden effektor és memoria sejtekké differencidlodnak. A mikrobialis
eredetli anyagok erds aktivatorai a nyugvo DS-eknek és stimulalo jeleket kozvetitenek az
evolucidésan erésen konzervalt mintazatfelismeré receptorok (PRR) szamara. Valaszként
ezekre a stimulusokra a szoveti rezidens DS-ek a gyulladt szovetekbe migralnak onnan
antigéneket szallitanak a masodlagos lymphoid szervekbe, ahol meginditjdk az adaptiv
immunvalaszt kivaltdé naiv T sejtek aktivaciojat. Ugyanakkor, monocitak is érkeznek a
gyulladt szovetek és fagocitalo antigénperezntald sejtekké (“Antigen-Presenting Cells”, APC-
k, pl. DS) differencidlodva ellenstilyozzak a DS-ek gyors kijutdsat. Az Ujonnan
differencialodott moDS-ek miikodhetnek szoveti rezidens APC-ként vagy termelhetnek
gyulladasos citokineket. Ezen tilmenden, ezek a sejtek a periférias limfoid szervekbe is
vandorolnak és ott naiv T-limfocitakat aktivalnak .

Emberi CD1 molekuldk csaladjaba olyan felszini glikoproteinek tartoznak, melyek
megtalalhatébak a timocitak, epidermalis LS-ek, és némely B-sejt alpopulacié tagjainak
feszinén. A csalad négy homoldg fehérjébol all (CDla, CD1b, CDIc és CD1d), valamint a
CD1 gén lokusz az emberi 1-es kromoszoman &t lehetséges CD1 gént tartalmaz. A CD1
membranefehérjék f6 funkcidja, hogy a T-limfocitak egy csoportjanak (CD1-restricted T
cells) sajat- vagy korokozo eredeti lipideket prezentdljanak. Az MHC II molekulakkal
ellentétben a CD1a membrane-expresszidja nem fligg a DS-ek érési folyamataitol, de keveset
tudunk ennek a folyamatnak a transzkripcios és/vagy ligandum-fiiggd szabalyozasarol.
Csoportunk korabban azonositott két olyan emberi moDS alpopulaciot, melyek fenotipusos és
funkcionalis jellemz6ik alapjan eltéréek voltak. A CD14'°"DC-SIGN*PPARY™"CD1a” moDS
alcsoportot (a tovabbiakban CD1a'DS) mar azonositottak nyirokcsomoékban; jellemzdjiik,
hogy hatékonyan fagocitalnak baktériumokat és apoptotikus sejteket. A kornyezeti
stimulusoktél fiiggéen ezek a sejtek CD14 DC-SIGN'PPARYYCD1a" gyulladasos sejtekké
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differencialodhatnak, melyekre jellemz6 a magas citokinszekrécid és a CD40 és E-cadherin
membranexpresszioja. A CDla" DS alcsoport kimutathaté a reaktiv nyirokcsomok
interfollicularis teriiletein. A CD1a /CD1a" moDS aridny egyénenként valtozik, és azt negativ
iranyban szabalyozzak a kiilonféle szérum lipidek és szintetikus PPARy ligandumok,
amelyekrél kimutattak, hogy fokozzak magas patogenitasti influenzavirus fert6zés
korlefolyasanak sulyossagat egérben.

Az in vitro létrehozott emberi moDS alcsoportok kiilonféle kornyezeti stimulusokra
mutatott figyelemre mélto plaszticitasa igéretes jeloltté teszi ezeket a sejteket a rak €s virusok

elleni terapiak fejlesztéséhez.

1.2 A természetes immunitas mintazatfelismerési folyamatai dendritikus sejtekben — a

TLR és RLR csaladok szerepe kiilonféle koriilmények kozott

A DS-ek a PRR-ek széles skalajat fejezik ki, amelyek kiilonféle sejtalkotokban
talalhatbak meg. A  PRR-ek  sejtspecifikus  expresszidja és  intracellularis
kompartmentalizdcidja alapvetéen meghatdrozza ezen receptorok szinergikus vagy gatlo
kolesonhatésait, illetve a kapcesolodo jelatviteli ttvonalakat és effektor mechanizmusokat. Az
immunologia torténetének egyik fontos eseménye a Drosophila Toll fehérjéjének leirasa vollt,
amely alapvetd fontossagi az Aspergillus fumigates elleni immunvalaszban. A TLR csalad a
PRR-ek egyik fontos osztalya, amelyeken keresztiil a velesziiletett immunrendszer észleli az
invaziv mikroorganizmusokat. A TLR-ek az immunvalasz kés6i fazisaban is fontosak, féleg a
hogy a TLR-ek szamos mikroorganizmust (baktériumok, gombak, protozoonok, virusok)
felismernek. Aktivaciot kovetden a TLR-ek tobb kiilonféle szignaltranszdukcios kaszkad-
folyamatot inditanak el, melyek altal az immunvalaszban fontos transzkripcios faktorokat és
kinazokat (NF-kB, IRF-ek, p38, ERK1/2, JNK, stb.) szabalyoznak. Ez a folyamat kozos
gének kifejez0dését eredményezi, amelyek termékei, mint példaul a citokinek, kemokinek, és
kostimulaciés molekuldk, elengedhetetlenek a velesziiletett és az adaptiv immunités
Osszehangolasaban.

A MyD88 volt az elsé azonositott adapter fehérje, amely alapveté fontossagunak
bizonyult a TLR-jelatvitelben. A MyD88-t korabban mar azonositottak differencialt myeloid
szovetekben, valamint az ismert volt rola, hogy kifejez0dése indukalhato myeloid
prekurzorokban, ha azok IL-6 jelenlétében fejlédnek. Késobb megallapitottak, hogy ez a

fehérje kritikus fontossdgi szamos receptor (TLR és IL-1R) jelatviteli folyamataiban.
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Altalaban véve a MyD88 képes valamennyi TLR szignaltranszdukcidjanak kozvetitésére
(kivételek a TLR3, és bizonyos mértékig a TLR4). A TLR MyD88-fiiggd jelatviteli
folyamatai nagyon hasonlitanak IL-1RI sejtmag felé tartd jelatviteli. A TLR aktivaciot a
MyD88-nak az interleukin-1-receptor-asszocialt kinazokhoz (IRAK-0k) valé kotédése koveti.
Kezdetben ugy tiint, hogy az IRAK-1 az IL-1RI jelatvitelében jatszik fontos szerepet, mivel
az IRAK-1 overexpresszioja az IL-1RI-hez kapcsolédd utvonalak aktivalodasahoz vezett,
illetve az IRAK-1-deficiens HEK293 sejtek nem reagaltak az IL-1 citokin kezelésre. A TLR
aktivalas utan az IRAK-1 foszforilalodik, disszocial a receptor komplexrél és kotédik a
TRAF6-hoz, mely a késébbi faktorok aktivalasanak (pl. NF-kB és MAPK-k) fontos eleme.

Az NF-kB-n és MAPK-kon kiviil a MyD88-fliggé jelatviteli ttvonal stimulacidja egy
masik utvonal, az interferon regulalé faktorok (IRF-ek) aktivalédasahoz is vezet. Ez a
folyamat rendkiviil fontos, mert ezek a faktorok szabalyozzak az interferonok (IFN-ek)
termelddését, melyek egy erds antiviralis és rakellenes citokin csalad tagjai. Ezeket az IRF-ek
transzkripcidos faktorokként miikddnek, és aktivalodasuk utan foszforilalodnak, majd a
sejtmagba transzlokalodnak, ahol I. tipusu interferonok génexpresszidjat szabalyozzak.

A differencialddas soran a moDS-ek csokkentik CD14, fokozzak CDl1a és DC-SIGN
expresszidjukat, és szert tesznek a CCR7 nevii sejtfelszini receptorra, amely képessé teszi
6ket a limfoid szovetekbe valdé migraciora. Az éretlen moDS-¢ek ilyen tipust differencialodasa
nem valoszinii, hogy eléfordul a gyulladasos szovetekben, ahol a fejlédo sejtek folyamatosan
ki vannak téve a mikrobialis vegyiiletekbdl, gyulladdsos mediatorokbol, és szoveti
sériilésekbdl szarmazo stimulalo jeleknek. Széles korben ismert az a jelenség, hogy a hosszu
tavl aktivalas a makrofagok és dendritikus sejtek funkciondlis “kimeriiléséhez” vezet. Ezért
az allando stimuldlé jelek miatti folytonos aktivaci6 megakadalyozza a gyulladésos
szovetekben a rezidens APC-k differencialodasat. Szamos molekularis mechanizmus szerepet
jatszik a makrofagok és DS-ek kimeriilésében. Ezek kozé tartoznak a jelatviteli komponensek
fokozott vagy csokkent expresszidja, az olyan oldott mediatorok termelése amelyek gatoljak a
DS funkcidkat, és szamos transzkripcids faktor megvaltozott kifejezodése. Noha szdmos
utvonal szerepet jatszik makrofagok és DS-ek funkcionalis kimeriilésében, ezek pontos
hozzéjarulasa a folyamathoz még nem teljesen tisztazott. Az sem tisztazott még, hogy ezek a
jelpalyak egyiittmiikodnek, vagy kiilon-kiilon hatnak eltéré feltételek mellett és iddbeli
kereteken beliil, avagy tobb gatlo mechanizmus miikodik egyszerre, redundans modon.

Az RLR-ek k6zé harom szerkezetileg homolog fehérje, a retinsav-indukalt gén 1
(RIG-I), melanoma-differencialodas-asszocialt gén-5 (MDADS), és az LGP2 tartoznak,
amelyek mindegyike rendelkezik egy DEXD/H helikaz doménnel. A RIG-1 és MDAS fehérjék
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— ezen domén altal — RNS helikdz aktivitassal is rendelkeznek, tehat képesek a kettds szala
RNS ATP-fliggd “szétcsavarasara”. Ez az esemény Onmagéaban azonban nem vezet jelatviteli
folyamatokhoz. A RIG-I és MDAS fehérjék N-terminalis végén két CARD domén talalhato.
Ez képes egy masik fehérjével, az IPS-1-el (mas néven VISA vagy Cardif) interakcioba 1épni.
Ez az adapter fehérje a mitokondrialis membranra lokalizalodik és igy érdekes modon
Osszekoti a természetes immunitast egy, az evollcid soran aerob baktériumokban megjelent
organellummal. Az RLR-ek elengedhetetlenck az 1. tipusi IFN- és proinflammatorikus
citokin valaszok elinditasahoz virusfertézések esetén. A kiilonféle virustaxonok kozott
azonban specificitdsuk alapjan “valogatnak”. Tanulmanyok kimutattdk, hogy RIG-l erdsen
specifikus RNS-virusokra, mint példaul influenza A (Orthomyxoviridae), mig az MDAS pl. a
picornavirusokat detektalja spcifikus modon. A virusok — mint természetes RLR ligandumok
— mellett azonban szamos mas molekulak is képesek indukalni a RIG-I és MDAS helikazokat
kisérleti koriilmények kozott. A Poly-riboinosinic:poli-ribocytidyl-sav (polyl:C vagy pl:C)
egy szintetikus dsRNS, mely tgy miikodik, mint egy erds, mesterséges 1. tipusu IFN valasz-
induktor, amely szelektiven aktivalja TLR3-at és az RLR-eket. E sajatossaganak oka a
nukleinsav lanc hossza, nem pedig a bazisosszetétel; a kereskedelemben kaphatd "hossz("
pl:C-t nem észleli RIG-l1. Azonban a pl:C — endonukleaz RNaselll-altali — részleges
emésztésével egy rovid, kortilbeliil 300 bp hosszasagu "vagott” pl:C-t kapunk, amely képes
aktivalni a RIG-l-et, de nem az MDAS5-6t. A méretbeli diszkriminacié mogott allo
mechanizmus még nem tisztazott.

A dsRNS altali aktivalast kdvetden a RIG-I konformacids valtozdson megy keresztiil,
mely elérhetévé teszi a receptor CARD doménjét. Ezt koveti egy oligomerizacios 1épés,
amely a RIG-I és IPS-1 CARD doménjei kozotti kolesonhatast is magaban foglalja. Az
MDADS is azonos modon szignalizal az IPS-1-en keresztiil. Ez az NF-kB és az IRF-ek késobbi
aktivalasdhoz vezet. Az elmult évtizedben szamos tanulmany sziiletett, melyek feltartak az
RLR-ek virust érzékeld és jelz6 mechanizmusainak részleteit. Mostanra egyértelmiivé valt,
hogy a RIG-I és MDAS kritikus jelentoségiiek a velesziiletett antiviralis védelem
szempontjabol. Az ujabb felfedezések azonban szamos jelatviteli szabalyozora, valamint
egyéb PRR-kapcsolt jelatvitel folyamatokra is ravilagitottak, és a kép még bonyolultabba valt.
Az RLR ttvonal szabalyozasanak megértése tobb szempontbol is fontos, kiilondsen azért,
mert az RLR-ekrdl a kdzelmultban kimutattak, hogy potencidlis betegség-modositd tényezok
lehetnek emberben.

Sé6t, ujabb vizsgalatok arra is fényt deritettek, hogy a TLR és RLR szenzorok sokkal

nagyobb mértékben vesznek részt a szisztémas immun homeosztazis szabalyozasaban, mint
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azt eredetileg gondoltak. A jové PRR-alapu terapidinak hatékonysaga nagymértékben fiigg a
TLR-RLR receptorok jelatvitelének, illetve az ezek kozotti kolcsonhatdsok részleteinek

megertésétol.

1.3 Dendritikus sejt altipusok, mint vakcinaciés célpontok

Az 1j, DS-alapti vakcinazasi stratégidk célja, hogy a dendritikus sejtek megfeleld
megfeleld aktivalasat eredményezi. A DS-ek internalizald receptoraik segitségével
folyamatosan figyelemmel kisérik a kdrnyezetiikben talalhato oldhaté és részecske természeti
anyagokat. Az éretlen dendritikus sejtek idealis célpontjai a vakcina tervezésnek nagy
fagocita kapacitasuk miatt. Olyan egyedi mechanizmusokkal rendelkeznek, amelyek célja az
antigén feldolgozasa és bemutatasa (APC aktivitas). A részecske-antigének, mint példaul az
intakt mikrobak vagy termékeik, apoptotikus sejtek, mesterséges gyongyok, vagy mas
szemcsés anyagok, az oltasi stratégianak — ¢és a PRR-mintazatnak — megfeleléen a DS-ek
eltéré intracellularis kompartmentjeibe széllithatoak. A mikrobdk vagy mesterséges
gyongyok, melyek mind antigén struktirdkat, mind pedig TLR ligandumokat is szallitanak,
fagoszoma érést indukalnak a DS-ekben, és a beldliik szarmazo peptid szegmensek az MHC
IT osztalyba tartoz6 fehérjéken keresztiil bemutatasra keriilnek a sejt feliiletén. TLR jelek
hidnyaban azonban a fagocitalt struktarakbol (pl. nem fert6zott apoptotikus sejtekbdl)
szarmaz6 peptidek — még ha mikrobakkal egyiitt is lettek internalizalva — nem immunogének,
mivel nem teljes az antigénfeldolgozas és a fagoszoma érés. A DS aktivalédasanak modja
nagymértékben meghatarozza a sejt citokinprofiljat, valamint azt a modot, ahogyan mas
sejtekkel fizikai kolcsonhatast hoz 1étre, ezaltal befolyassal van mas immunsejtek funkcionalis
aktivitasara is. Példaul a megfelelé DC modulacio lehetové teszi, hogy a Gigy szabalyozzuk a
T-sejtek effektorfunkcioit, hogy megfeleld legyen az ellenanyag valasz nagysaga, és stabil,
hosszutavia immunoldgiai memoria alakulhasson Ki.

Az IC31 ® egy kétkomponensti adjuvans, mely egy mesterséges antimikrobialis
kationos peptidbdl (KLK), és egy TLR9-stimulator oligodezoxinukleotidbol (ODN1a) all. In
Vivo vizsgalatok soran, ragcsalo modelleken mar leirtadk, hogy az IC31 ® adjuvansként
alkalmazva — és mikobakterialis antigénekkel kombinalva — Thl és/vagy Th17 polarizald
hatassal bir, és anti-mikobakterialis hatékonysaga egészséges onkéntesek vakcinazasa utan is
megjelenik. A jotékony immunolégiai hatdsok mellett az IC31® egyedi funkcionalis

jellemzoéit, és Osszetevdinek jellegzetességeit is leirtdk. A KLK-rél kimutattak, hogy
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megkonnyiti az ODNla felvételét ¢és transzportjat a TLRO9-pozitiv intracellularis
vezikulumokba; ezen tulajdonsagok alapjan az emberi moDS-ekben oriasi hatassal volt a
TLRY agonistak altal kivaltott immunvalaszra. A TLR9-kozvetitett stimulacido szoros
kapcsolatban all az 1. tipusu interferon-termeléshez, és korabbi tanulmanyok egérmodellben
mar feltartdk az IC31® azon képességét, hogy — STATI1 foszforilaciotol fliggd modon —
képes aktivalni a peptid-specifikus citotoxikus T-sejteket. Azonban az ebben résztvevo pontos

mechanizmusokat még nem azonositottak.

2. Célok

- kiiloféle aktivacio-indukalt gatlo faktorok hatdsainak vizsgélata a differenciaciod korai
szakaszaban TLR4-stimulaicon atesett moDS-ek citokin profiljara;

- az endotoxin-tolerancia molekularis hatterének tanulmanyozasa moDS-ekben, kiilonos
tekintettel a kronikus LPS-stimuléaciot kovetd, TLR4-hez kotddo jelatviteli folyamatok
részleteire;

- az RLR receptorok és jelpalya-komponenseik expresszids vizsgalata moDS-ekben,
nyugvo ¢€s (kiilonféle stimulusokat kovetd-) aktivalt allapotban;

- annak vizsgalata, hogy az RLR-ek milyen szerepet jatszanak a moDS-ek pl:C és
influenza A virus altal kivaltott gyulladasos- és IFN-valaszaban;

- az RLR-ek aktivitdsanak felmérése a CD1a" és CD1a DS alpopulaciokban;

- az RLR-ek funkcionalis jellemzése CD1a" and CD1a” DS-ekben RNA-interferencia és
ELISPOT modszerekkel;

- az IC31® adjuvans milkddési modjanak vizsgalata emberi DS-ekben molekularis és
funkcionélis szinteken annak megfigyelésével, hogy hogyan oszlik meg, ¢és
halmozodik fel az adjuvans emberi PBMC populécidkban;

- az 1C31® hatasanak vizsgalata a DS-ek differencialédasara, alcsoport megoszlasara,
az aktivalodo transzkripceids faktorokra és kapcsolodo jelatviteli kaszkadokra, valamint

a sejtek citokin-profiljara;



3. Anyagok és Modszerek

Monocitak izolalasa, differencialtatasa, aktivalasa, és kDS-ek jellemzése aramlasi
citometriaval

A periférias vér mononuklearis sejteket (PBMC) Ficoll-Paque (GE Healthcare,
Uppsala, Svédorszag) stirliség gradiens centrifugélassal izolaltunk. Az egészséges donorokbodl
nyert heparinozott, leukocita dusitott vérkészitményeket a Regiondlis Vérellatd Kozpont
bocsatotta rendelkezésiinkre Gsszhangban a nemzeti transzfizids igazgatosag (Debrecen,
Magyarorszag), az Orszadgos Vérellatd Szolgalat, és a regiondlis és intézményi etikai
bizottsagok jovahagyasaval. A donoroktol véradas elétt irdsos beleegyezd nyilatkozatot
kaptunk, és azok adatait az Eurdpai Unio iranyelveinek megfeleléen dolgoztuk fel és taroltuk.
A PBMC-ket szabvanyos siiriiség gradiens centrifugalassal — Ficoll-Paque Plus (Amersham
Biosciences, Uppsala, Svédorszag) — valasztottuk el. A monocitakat pozitiv szelekcioval, anti-
CD14-mikrogyongyoket alkalmazva izolaltuk, a gyarto utasitasait kovetve (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Németorszag). Elvalasztas utan a sejtek 96-99%-a volt CD14" monocitak,
amit aramlasi citometriaval ellendriztiink. A monocitakat 12 lyuka szovettenyészto plate-eken
differencialtattuk 2x10° sejt/ml siirliségben AIMV tapfolyadékban (Invitrogen, Carlsbad,
CA), amit 80 ng / ml GM-CSF-el (Molecular Gentaur Products, Briisszel, Belgium) és 100
ng/ml 1L-4-el (PeproTech EC, London, Egyesiilt Kiralysag) egészitettiink ki. A 2. napon
azonos mennyiségii GM-CSF-et és IL-4-et adunk a sejttenyészetekhez.

A nyugva ¢és aktivalt dendritikus sejtek fenotipizalasat aramlasi citometridval
végeztiik, anti-CD83, anti-CD1a antitestek (ABS), és izotipus-kontroll Ab (BD Pharmingen,
San Diego, CA) segitségével. A fluoreszcencia intenzitasokat FACS Calibur citométerrel (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ) mértiik, az adatokat FlowJo szoftverrel elemeztiik (FaStar,
Ashland, OR). A fluoreszcens festékkel konjugalt KLK (-FITC) és ODN1a (-Cy5) felvételét
37° C és 0° C-on vizsgaltuk.

A dendritikus sejtek aktivalasa

A bakterialis lipopoliszacharid (LPS) (Sigma, Schnelldorf, Németorszag), human
rekombinans IFNy (PeproTech, Rocky Hill, NJ), nagy molekulatomegii polyinosinic:
policitidilsav (pl: C), CLO75 és CpG2216 (InvivoGen, San Diego, CA) az abrafeliratokban
megadott koncentracioban lettek a sejtekhez adva. A tisztitott, ¢él6 és inaktivalt

A/Brisbane/59/7 (H1N1) influenza virust (Nemzeti Influenza Laboratorium, Magyarorszag)
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6x10° PFU/ml koncentraciéban hasznaltuk 1x10%/ml DS kezelésére, szérummentes AIMV
tapfolyadékban, 24 6ran at.

24 ora DS aktivacio utan, osszegyujtottiik a feliiliszokat (ELISA) és sejtlizatumokat
(Western blot és Q-PCR esetében 18 — 24 o6ras kezeléseket alkalmaztunk). A KLK (10
nmol/ml), ODNIla (0,4 nmol/ml) és IC31 (KLK + ODN1la keveréke) hasonld

koncentraciokban alkalmaztuk a vizsgalatok soran.

RNS-izolalas, cDNS szintézis, és QPCR

A wvalos idejii kvantitativ polimeraz-lancreakciohoz (QPCR) TRIzol reagenssel
(Invitrogen, Carlsbad, CA) total RNS-t izolaltunk. 1,5-2 ug RNS-t SuperScript II RNaz-H
reverz transzkriptaz Kit (Invitrogen), és oligo (dT) 15 primer (Promega, Madison, WI)
segitségével irtunk at cDNS-é. A QPCR vizsgalatokat gén-specifikus TagMan assay-kel és
AmpliTaq DNS polimerazzal (Applied Biosystems) végeztilk, mintanként 25 wul
végtérfogatban, harom parhuzamos alkalmazasaval. A futtatast ABI Prism 7900HT real-time
PCR miiszeren végeztiik (Applied Biosystems, Foster City, CA). A normalizalashoz 36B4
héztartas-gént hasznaltunk. A Ct-értékeket SDS 2.1 szoftverrel hataroztuk meg. Minden egyes

gén a vizsgalata soran konstans kiiszobértékeket alkalmaztunk.

siRNS kisérletek

A gén-specifikus siRNS-csendesitési kisérleteket SilencerSelect siRNS (Applied
Biosystems) transzfekcidval végeztiik az in vitro DS-differencialodas 3. napjan, GenePulser
XCell miiszer (Bio-Rad, Hercules, CA) hasznalataval. A helikaz gének csendesitését RIG-I és
MDADS5 siRNS keverékével végeztiik, és nem-specifikus negativ kontroll siRNS-t (Applied
Biosystems) hasznaltunk negativ kontrollként. A SIRNS kezelések hatékonysagat az 5. és 6.
napon Q-PCR-rel és Western-blottal ellendriztiik.

Western blot

A sejteket Laemmli-pufferben lizaltunk, és a protein extraktumokat TLR3 (Abcam,
Cambridge, Egyesiilt Kiralysag), MDAS5 (Elettartam, Seattle, WA), RIG-I, IxB-a, foszfo-IxB-
a, IRF3, foszfo-IRF3 (Cell Signaling, Danvers, MA, USA) és a p-aktin specifikus
antitestekkel (Sigma) teszteltiik, 1:1000 higitasban; a masodlagos Ab-t 1:5000 higitasban
hasznaltuk. Anti-nyl vagy anti-egér (pIlkB-a) torma-peroxidaz-konjugalt (GE Healthcare,
Little Chalfont Buckinghamshire, UK) Ab-t alkalmaztunk masodlagos antitestként. A

jelerositéshez és jeldetektalashoz SuperSignal kemilumineszcencias rendszert alkalmaztunk
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(Thermo Scientific, Rockford, IL). Miutan a membranokat mar teszteltiik a célfehérjékre, ujra

eléhivtuk B-aktinra is.

Citokin mérések

A DS kultarédk feliiluszoit 24 oraval az aktivacidt kovetden begyljtottiik, és a termelt
IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, CXCL10/IP-10 ¢és IL-12p70 citokinek koncentracioit OptEIA
kitekkel (BD Biosciences) hataroztuk meg. A termelt IFNB mennyiségét Human Interferon
beta ELISA Kittel (Cell Sciences, Canton, MA) mértiik, a gyarto altal javasolt moédon. Az
abszorbancia (OD) értékeket Synergy HT reader (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA)
késziilekkel mértiik 450 nm-en.

IFNy ELISPOT

Az aktivalt DS-eket (2x10° sejt/lyuk) kezeletlen, naiv, autolog T-sejtekkel (10°
sejt/lyuk) egyiitt inkubaltuk 5 napon at 37° C homérsékleten 5% CO, mellett, szérummentes
AIMV tapfolyadékban. Phytohaemagglutinin (PHA) és Concanavalin A (ConA) aktivalt T-
sejteket alkalmaztunk pozitiv kontrollként, kezeletlen DS+T-sejt ko-kultarak és DS-nélkiili T-
sejt kultirak szolgaltak negativ kontrollként. Az aktivalodott, citokin-szekretalo T-sejtek
kimutatasat avidin-torma-peroxidaz rendszerrel (NatuTec) végeztiikk. Az ELISPOT lemezeket
ImmunoScan késziilékkel (CTL Ltd., Shaker Heights, OH) elemeztiik.

Immunohisztokémiai (IHC) és immunofluoreszcencias (IF) technikak

Az emberi szovetek immunfestését formalinnal rogzitett és/vagy paraffinba agyazott
sebészeti mintakon végeztiikk. A RIG-I és MDAS antitesteket 1:50 higitasban hasznaltuk (Cell
Signaling ¢és élettartam-kal). Referencia-ellenanyagként affinitas-tisztitott nyal S100 protein
1:1000, Novocastra) Ab-t hasznaltunk. A biotin-mentes EnVision+-HRP rendszert (DAKO),
¢és VIP-kromogént (Vector Labs, Egyesiilt Kiralysag) a gyarto utasitasai szerint alkalmaztuk.
Egy- és kettés immunfluoreszcens (IF) festést a korabban leirtak szerint végeztiik (Gogolak €s
mtsai. 2007 Blood). A tyramide-kapcsolt voros fluoreszcens amplifikacios kittel (tetrametil-
rhodamine: TMR, TSA-Fluorescent System; PerkinElmer Life Sciences) késziilt szovettani
képek esetén a DAPI (kék fluoreszcencia, Vector Labs) nuklearis festést hasznaltuk a
sejtmagok festésére. Dupla IF esetén az elsé Ab-jelolést masodik Ab-jelolés kovette, melyet
eloregyartott Ab-biotinilalt-(Fab’)2 komplex-el és streptavidin-FITC fluorokrommal (z5ld)
végeztiink. Izotipus-illesztett 1gG Ab-t (DakoCytomation) hasznaltunk kontrollként. A

mikroszkopos felvételeket Olympus BX51 mikroszkopra szerelt, gerjesztési sziirokkel ellatott
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(z6ld — FITC, piros — rodamin, és kék — DAPI) DP70 digitalis fényképezogéppel (Olympus

Europe, Hamburg, Németorszag) készitettiik.

Statisztikai analizis

A bemutatott adatok a szamtani kézépérték (mean) + standard deviacié (SD) alapjan
lettek prezentalva. A p értékeket Student t teszt alapjan generaltuk. A p < 0.05 értékeket
vettiik statisztikailag szignifikansnak; *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.005.

4. Eredmények

41 Az IRAK-1szerepe a TLR4-jelatvitelben moDS-ek kronikus stimulacidja soran

4.1.1 Az LPS-indukalt IRAK-1 leszabdlyozodds elegendd a moDS-ek tovabbi

aktivacidjanak gatlasahoz

Tobb csoport leirta mar, hogy a TLR4 ¢s IRAK-1 fehérjék hosszatava LPS stimulua
hatasara lebomlanak dendritikus sejtekben és makrofagokban, ugyanakkor a gatlo IRAK-M
fehérje szintje felregulalodik kronikus DS aktivalas Soran. Vizsgalataink soran aramlasi
citometria és Western-blot segitségével dsszehasonlitottuk a TLR4 expresszidjat 2 napig LPS
jelenlétében differencialoddo moDS-ekben, és nem tapasztaltunk TLR4 expresszio csokkenést
LPS jelenlétében. Ezt kdvetden vizsgaltuk az IRAK-1 és IRAK-M fehérjék szintjeit moDS-
ekben — LPS jelenlétében, vagy anélkiill — és Western-blot médszerrel kimutattuk, hogy az
IRAK-1 fehérje szintje jelentdsen csokkent 2 nap LPS kezelést kovetden. Az IRAK-M szint is
enyhén csokkent, mutatva, hogy az IRAK-M-nek valésziniileg nincs koze a moDS-endotoxin
tolerancia mechanizmusahoz. Eredményeink szerint a kronikus TLR4 aktivacié-indukalt
IRAK-1 szint csokkenés fontos szerepet jatszhat a moDS-ek funkciondlis kimeriilésében

mivel az a jelenség onmagaban csokkent citokintermeléshez vezet.

412 A TLR4 jelatvitel dominancidjanak dttevidése a MyD88 utvonalrol a TRIF
utvonalra, kronikus LPS-kezelt moDS-ekben
Korabbi tanulmanyok szerint az LPS-indukalt toelrancia hatterében moDC
differencidlodasi fejlédési blokad, vagy karosodott TLR jelatvitel allhat. Ahhoz, hogy

megértsiik, hogyan befolyasolhatja a korai, kis dozist, kronikus LPS aktivacio a moDS-ek
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talélési, a differencialodasi képességeit, vizsgaltuk azokat a mechanizmusokat, melyek TLR-
indukalt jelatviteli folyamatokban részt vesznek (MAPK, NF-kB és IRF-3 utvonalak
aktivitasa). A MAPK utvonal a MyD88-fiiggd TLR jelatvitelen keresztiil kiilondsen érintett
lehet IRAK-1 leregulalodas esetén. Ezért vizsgaltuk az LPS altal indukalt Erk1/2 és p38-
kinazok, valamint a transzkripcios faktorok CREB/ATF-1 foszforilaciojat, és megfigyeléseink
szerint az LPS el6zkezelés csokkentette a p38 faktor foszforilaciojat LPS jelenlétében fejlodo
moDS-ekben. Forditott esetben, az LPS nélkiil fejldédd moDS-ek erés Erkl/2, p38 és
CREB/ATF-1 foszforilacioval valaszoltak LPS stimulaciora. Az NF-kB részleges aktivitasat
is megfigyeltik a MyD88-fiiggd jelatvitel csokkenése ellenére, ami a MyD88-fliggetlen,
TRIF-fiiggd utvonal aktivitasara utal. Ezzel 0sszhangban az IRF-3 faktor foszforilaciojat
er0sebbnek talaltuk valaszul a specifikus TLR3 vagy TLR4 stimulaciora. IRF-3 foszforilacid
emelkedett LPS-clokezelt sejtekben és a fokozott IRF-3 aktivitast magasabb IFNP expresszio
kisérte az LPS elékezelt moDS-ekben. Ehhez hasonléoan mas, a pl:C indukciora ézékeny,
TRIF-fiiggéen szabalyozott gének expresszidja is novekedett (IFNal, IFNa2 és CCLS),
amikor a sejtek LPS elokezelést kaptak. Osszefoglalva, eredményeink a TLR4 jelatvitel
MyD88-fiiggé ttvonalanak csokkenését lattuk LPS jelenlétében fejlodé moDS-ekben. A

TRIF-fliggd utvonalak viszont miikodoképesek maradtak a tartos LPS stimulaciot kovetden is.

4.1.3 a fejlodés korai fazisaban aktivdalt moDS-ek kemokin-receptor expresszidja erdsen

korlatozott

Osszehasonlitottuk a kiilonféle kemokin gének (CXCL-ek és CCL-ek) expresszids
szintjét LPS vagy anélkiil tenyésztett moDS-ekben a masodik napon, és jelentds emelkedést
tapasztaltunk a CCLS5, CCL18, CCL19, CCL23, CCL24, CCL26, CXCL1, CXCL2 ¢és CXCLS5
gének kefejez6désében LPS jelenlétében, mely az LPS-el kezelt moDS-ek megnovekedett
képességét mutatja a nyugvo és aktivalt T-sejtek, valamint a granulocitak vonzasaban.
Amellett, hogy ez hozzajarulhat mas sejtek gyulladasos szovetekbe vald bearamlasahoz, az
LPS-sel kezelt moDS-ekben fokozddott a szoveti mozgékonysagot eldsegitd, extracellularis
matrix rendszerelemeket hasito faktorok (MMP7, MMP9 és MMP12) mRNS szintje is.
CCRS5 expressziodja csokkent valaszul LPS, HKSA, zimozan vagy kezelésekre, mig ugyanezek
a stimulusok novelték a CCR7 expressziojat a sejteken. Ezek szerint az eredmények szerint az
LPS jelenlétében fejldodé moDS-ek elveszitik a gyulladt szovetekbdl torténd migracios
képességiiket.
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4.2 Az RLR-medialt, CD1a" moDS-ek altal termelt IFNp szerepe az antivirilis

immunitasban

4.2.1 ARIG-Iés MDAS szenzorok kifejezddése nyugvo és aktivilt emberi moDS-ekben

A citoszolikus RLR csalad RIG-I és MDAS helikazai hasonlé dsRNS specificitassal
rendelkeznek, mint a membrank6tott TLR3, de pontos szerepiik eddig tisztazatlan. El6szor
vizsgaltuk a RIG-1 és MDAS expressziojat nyugvd moDS-ekben és azt talaltuk, hogy azok
Kifejezik mindkét érzékeldt, bar alacsonyabb szinten, mint a monocitak, viszont expresszidjuk
indukalhaté volt ATRA, LPS, és pl:C kezelés hatasara. Harom fiiggetlen donorral kapott
eredményeink szerint a helikdzok mMRNS szintjei korreldlnak a CD1a" sejtek aranyahoz. Ezek
az eredmények egyiittesen azt mutatjak, hogy a membran TLR3 mellett, a nyugvo moDS-ek
az RLR csalad receptorait is kifejezik, melyek expresszidja indukalhaté kiilonbozo

stimulusokkal.

4.2.2 RLR-specifikus gének expresszioja moDS alpopuldciokban

Annak megallapitasara, hogy a RIG-I és MDAS, illetve a csatlakozo jelatviteli elemek
hogyan epxresszalodnak a két altipusban, szétvalasztottuk a DS-eket CD1a* és CDla
frakciokra, és mMRNS illetve protein analizisnek vetettiik ala 6ket. Mindkét nyugvo moDS
alcsoportban kifejezte a RIG-1 és MDAS, az IRF3, és az effektor citokin IFNB1 génjeit. A
CD1a" sejtek azonban szignifikansan magasabb expressziot mutattak a mind a négy gén
(RIG-I, MDAS5, IRF3 és IFN1) esetében, mint a CD1a sejtek. Tovabba, a nagy dozist pl:C
kezelés elsésorban a CD1a* DS-ekben fokozta az RLR, IRF3, és IFNB1 mRNS expressziokat.
Az aktivalt CD1a” moDS-ek magasabb szinten expresszaltdk RIG-I és MDAS fehérjéket is,
mint a CD1a sejtek.

4.2.3 Az NF-xB és IRF3 jeldviteli titvonalak aktivitdisa CD1a" és CD1a” moDS-ekben

Az NF-kB ¢és az IRF3 - IFN jelatviteli Gtvonalak aktivitasi szintjének tanulmanyozasa
érdekében Osszehasonlitottuk a CD1a" és CDl1a” moDS-ekben a foszforildlt IxBa és IRF3
szinteket. Mindkét utvonal aktivitdsa — a transzkripcios faktorok pl:C-indukalt foszforilacioja
— sokkal erdteljesebb volt a CD1a" alcsoportban. Ezzel 6sszhangban a termelt citokin szintje
is statisztikailag szignifikans kiilonbséget mutatott (n = 9): az IL-6, TNFa, IL-12p70,
CXCL10, és IFNB (p = 0,006) citokineket foképp a CDla" alcsoport termelte. Ezek az

eredmények arra utalnak, hogy a kiilonb6z6 RLR expresszio és jelatviteli aktivitas miatt a
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CD1a" és CD1a  moDS alpopulaciok eltérd modon vesznek részt a gyulladasos és interferon

valaszok medialasaban.

4.2.4 RLR-medidlt gyulladdsos citokin és | tipusii \FN szabdlyozds emberi CD1a" moDS-

ekben

Eldzetesen kimutattuk, hogy pl:C aktivalas hatasara a gyulladaskeltd citokinek és az I.
tipust IFNP termelése elsdsorban a CD1a” moDS alcsoportnak tulajdonithato. Mivel a dsRNS
analog pl:C mind az RLR-ek, mind pedig a TLR3 specifikus liganduma, siRNS
technologiaval igyekeztiink felderiteni a fent emlitett citokinvalaszok hatterében allo
mechanizmust CD1a” sejtekben. A TLR3 gén csendesitése az NF-kB-szabalyozott
proinflammatorikus citokinek és kemokinek (IL-6, TNFa és CXCL10) szintjének dramai
csokkenését vonta maga utan, pl:C aktivalast kovetéen. Erdekes, hogy az emlitett citokinek
szintje nem valtozott jelentdsen, amikor a RIG-I/MDAS géneket reguléltuk le specifikus
siRNS kezeléssel, viszont az IFNP expresszidja €s termelése jelentésen csokkent. Ezek az
eredmények azt mutatjak, a pl:C aktivaciot kovetd IFNP valaszt elsdsorban az RLR-ek

crer

CD1a" moDS-ekben.

425 A CDla és CD1a’ moDS alpopuliciok szerepe az antivirdlis immunvdlaszban

Az l-es tipust IFNP szerepe az adaptiv T-sejt-valaszban jol ismert mind egérben és
emberben. Az l-es tipusu interferonok képesek fokozni a T-sejtek aktivitasat az
antigénprezentacio fokozasan keresztiil, tovabba ismert az is, hogy a RIG-1 erdsen specifikus
szenzora az influenza virusnak in vivo. Mivel eredményeink azt mutattdk, hogy a CDl1a"
alpopulacido nagy mennyiségli IFNP termelésére képes, ezért feltételeztiik, hogy ez az
alcsoport hatékonyabb lehet a virussal fertdzott sejtek elpusztitasara “szakosodott” CD8” T-
sejtek aktivalasaban, mint a CDl1a" sejtek. Annak megallapitasahoz, hogy 1étezik-e ez a DS
altipus-specifikus szabélyozas, CD1a" és CDla’ sejteket aktivaltunk influenza A virussal és
Osszehasonlitottuk az alpopulaciok naiv, autolog CD8" T-sejtekre gyakorolt aktivald
képességét. Az igy létrehozott DS-T-sejt ko-kultirakban az IFNy termeld (ie. aktivalt) T-
sejtek szdma szignifikdnsan nagyobb volt, ha azokat CD1a" DS-ekkel raktuk dssze. A RIG-
I/MDADS receptorok génspecifikus csendesitésének hatasara az IFNy-t szekretald T-limfocitak
szama erdsen csdkkent mindkét alcsoportban bizonyitva,hogy az influenza-ellenes CD8" T-
sejt valasz RIG-I/MDAS5-fliiggé. Ezek az eredmények megerdsitik az RLR-ek funkcionalis
szerepével kapcsolatos hipotézisiinket, és bizonyitjak, hogy a RIG-I/MDAS jelatviteli
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rendszer fontos szerepet jatszik az influenza virus-specifikus CD8" T-sejt-aktivacio

szabalyozasaban, CD1a" moDS-ekben.

426 A RIG-I és MDAS expresszio ex VIVO vizsgdlata humdn tonsillaris és reaktiv
nyirokcsomo DS-ekben

A monocita-eredeti DS-eket migracios és a gyulladasos sejtekként azonositottak,
melyek megtalalhatdbak a periférias szovetekben és nyirokcsomokban. A RIG-I/MDAS
expresszaldo DS szoveti el6fordulasdnak elemzéséhez immunhisztokémiai (IHC)
immunfluoreszcencias (IF) vizsgalatokat végeztiink emberi tonsillaris- és nyugalmi vagy
reaktiv nyirokcsom6 szovetekben. Immunperoxidaz (IP) festéssel sikeriilt kimutatnunk
MDAS5 ¢s RIG-I expresszald sejteket a nem-reaktiv nyirokcsomok perifollicularis régidiban.
S100-al, egy tipikus DS markerrel, torténd kettds festéssel azt is kimutattuk, hogy a
dendritikus sejtek egy része pozitiv volt RIG-I-re. MDAS és RIG-I pozitiv sejteket talaltunk a
reaktiv nyirokcsomok interfollicularis teriiletein is, melyek jellegzetes dendritikus morfologiat
mutattak. Eredményeink szerint tehat az RLR expresszalo DS-ek kimutathatdbak human

limfoid sz6vetekben mind fiziologias, mind pedig koros koriilmények kozott.

4.3 A kétkomponensii IC31® adjuvans endoszomalis TLR-eken keresztiil fokozza a

mMoDS-ek IFNB-termelését

431 Az IC3I® és komponenseinek akkumuldcidja human PBMC populdciokban

A PRR-ek sejttipus-specificitasa és cellularis kompartmentalizacidja jelentds hatassal
van a kiilonféle segédanyagok funkcionalis aktivitasara. Munkank soran — fluoreszcensen
jelolt KLK és ODNla komponensek segitségével — elsdként megprobaltuk meghatarozni,
hogy az emberi PBMC mely sejttipusaiban halmozdédik fel az IC31® adjuvans.
Eredményeink szerint az adjuvans elsédleges célpontjai a moDS-ek voltak. Azt is

megallapitottuk tovabba, hogy a CDla® és CDla DS alcsoport kozott nincs jelentds

crer

rrrrrr

Az IC31® roved- és hosszutava hatasainak ellenérzése érdekében kiilonféle in vitro
rendszereket hoztunk létre a moDS-ek differencialtatasara. Az els6 rendszerben (A protokoll)
a differencial6édé monocitak a 0. napon és a 2. napon kaptak az IC31®-et vagy komponenseit.

A masodik rendszerben (B protokoll) az eljarast kiterjesztettiik egy tovabbi kezeléssel az 5.
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napon, valamint a moDS-eket aktivaltuk LPS + IFNy-val, vagy kiilonféle TLR
ligandumokkal, hogy gyulladasos koriilményeket mimikaljunk. A harmadik rendszer esetében
(C protokoll) az IC31 ® és Osszetevoit csak az 5. napon adtuk a sejtekhez, az aktivald
stimulusokkal egyiitt. Amikor a monocitakat az A protokoll szerint differencialtattuk, az 1C31
® dramaian gatolta a CD1a" sejtek képzddését. Ez a hatas a KLK-nak tulajdonithato, mivel az
ODN1a-nak 6nmagaban nem volt ilyen hatasa. Tovabba, az IC31® a DS-ek LPS + IFNy -
indukalt aktivalast is gatolta, mig az ODN1a-nal nem figyeltiink meg ilyen hatast, ami azt
jelzi, hogy az IC31® képes megzavarni a moDS differencialodast és aktivalodast, amiben a

KLK komponensnek éényeges szerepe van.

4.3.3 Az IC31® befolydsolja a humdan moDS-ek citokin profiljat

A fentebb emlitett moDS differencialodast gatld hatassal Osszangban az IC31®
kombinacioban LPS + IFNy-val (B protokoll szerint) gatolta a TNF-a és IL-6 szekréciojat, de
nem volt hatassal a termelt IL-1p szintekre. Megfigyeltiik tovabba, hogy az IFNf szekrécidja
statisztikailag szignifikans modon fokozodott, melyet az IC31 ® ¢és annak KLK komponense
is eldidézett, mig ODN1a-nak nem volt ilyen hatdsa. Tovabbi eredményeink azt mutattak,
hogy az IC31® és KLK megsziintette (vagy preventdlta) az IxkB-o faktor foszforilaciojat,
mikozben az IRF3 faktor foszforilacidja enyhén fokozodott és elhuzodott. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az IC31® nem képes aktivalni az NF-kB utat, viszont
tamogatja a I. tipust interferon valaszt, és ez a modulalo hatds az IC31® peptid

osszetevdjének, a KLK-nak tulajdonithato.

4.3.4 Az IC31® hatdisa a moDS-ek I tipusu interferon vilaszdra

Figyelembe véve az adjuvans interferonra szekréciora gyakorolt mérsékelt hatasat,
teszteltik, hogy az IC31® és komponenseinek milyen befolyasa van a moDS-ek
differencialodasi folyamataira a B és C protokollok szerint. Az I tipusu IFN- és IRF gének
expresszios profiljanak vizsgéalata megmutatta, hogy az IC31® DS differencialodas alatti
ismételt adasa fokozta az I tipusu IFN és IRF gének expressziojat. Ehhez hasonlo — de
gyengébb — hatast figyeltiink meg, ha a sejtek csak az 5. napon kaptak az adjuvanst. Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy ha a keringé monocitak (mint moDS prekurzorok) 1C31®-el
talalkoznak a vérben, akkor I tipusti IFN termelés szempontjabol erdsebb hatassal van rajuk

az adjuvans, mintha azt mar a teljesen differencialt moDS-ek kapjak.
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435 Az IC3I® miikodési mechanizmusa az 1 tipusu interferonok termelésében fontos
PRR-ek szintjén

Az 1 tipusi IFN valaszt mind citoszolikus (pl. RLR), mind pedig endoszomalis
receptorok (pl. TLR) kozvetithetik. Annak tesztelésére, hogy a pl:C-indukalt, IC31®-altal
fokozott IFNP termelést melyik szenzorcsalad iranyitja, génspecifikus RIG-I és MDAS siRNS
technikat alkalmaztunk. Az RLR gének csendesitése nem volt hatdssal az IFNf mRNS és
citokin szintekre pl:C indukciot kdvetéen. Ezzel szemben a TLR3 siRNS transzfekcio az
IFNB valasz dramai megsziinésével jart, tehat az mRNS ¢&s citokin eredmények alapjan
elmondhatd, hogy az IC31® I. tipusi IFN valasz-fokoz6 hatasat az endoszomalis TLR3
kozvetiti. Ez a megfigyelés vezetett benniinket ahhoz a feltételezéshez, hogy az IC31®
elsésorban az endolizoszomalis membranra lokalizalodd PRR-ekkel hat kdlcson moDS-
ekben. Ezt a hipotézist ellendrizendd, vizsgaltuk a az IC31®-IFN termelésre gyakorolt
“booster” hatasdt TLR7/8 és TLR9 stimulicid esetén is. Hasonléan a TLR3 célzott
IFNB termelés eredményezett, amikor a DS-eket a B protokoll szerint kezeltiik. Erdekes
moédon a TLR9 CpG2216 altali aktivalasa dnmagaban nem indukalt IFNP termelést moDS-
ekben, azonban ismételt IC31® vagy ODNI1a (B protokoll) elokezelések utan mérsékelt IFNB
szekréciot tapasztaltunk. fgy az IC31® képesek volt “funkcionalissa tenni” a TLR9-et moDS-
ekben, és ez a hatas az ODN1a Gsszetevonek tulajdonithatd. Mivel a TLR9 génexpressziot
onmagaban nem befolyasolta az adjuvans, feltételezziik, hogy ODNIla képes koncentralni a
CpG2216-0t az endoszomalis vezikulumokban, amely végsé soron a TLR9 aktivalodasahoz

vezet.

5. DiszKkusszio

A makrofagok és DS-ek TLR ligandumok 4altali tartos aktivalasa a sejtekben erdteljes
gatld mechanizmusokat indit be. Ez valaszképtelenné teszi a sejteket a tovabbi ingerekre.
Szamos gatld tényezd hatterében TLR-aktivacidt azonositottak, de még mindig nem vilagos,
hogy ezek a tényezék hogyan jarulnak hozza a tolerancia kialakulasahoz és a tovabbi
aktivacioval szembeni rezisztens allapothoz. Mivel a monocita prekurzorokbol fejlédo

dendritikus sejtek a gyulladt szoévetekben a fokozott mikrobialis jelenlét miatt gatld hatasnak
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vannak kitéve, ugy dontottiink, hogy tanulményozzuk, mely gatld palydk vannak aktivalva
tartos TLR4 stimulacié soran moDS-ekben.

Eredményeink szerint az IRAK-1 korai, tartos TLR4 szignalok miatti
leszabalyozddasa oOnmagaban elegend6 lehet ahhoz, hogy gatolja a TLR-ek tovabbi
aktivaciojat, amit siRNS-indukalt IRAK-1 csendesitéssel is sikeriilt bizonyitanunk az IL-12-
szekréciora gyakorolt gatlo hatason keresztil. Megmutattuk azt is, hogy az IRAK-1
expressziojanak csokkenése redukalta a MyD88-fiiggd jelatviteli palya aktivalddasat is,
HKSA-t vagy CLO75-t, gatoltdk a CDla kifejez6dését ¢s a CD14 marker természetes
leszabalyozddasat a moDS differencialodas masodik napjan. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a korai, kronikus TLR4 aktivalas a differencialodasi allapottol fiiggetleniil
toleranciat indukal moDS-ekben.

A legujabb tanulmanyok szerint a migracios DS-ek periférias szovetekben torténd
differencialodasat nagy mértékben befolyasolja, ha az aktivalasi jel a monocita prekurzorokat
a DS-iranyt elkotelezodésiik elott éri. Eredményeink tamogatjadk ezt a hipotézist azt
bizonyitva, hogy a moDS prekurzorok korai aktivalasa gyulladasos citokin és kemokin
termeléshez vezet, viszont a korlatozza a sejtek migracios képességét. A fejlédé moDS-ek
gyulladasos jelek T-limfocitak felé valo tovabbitasat.

Uj, specializalt funkciokkal rendelkezd DS alcsoportok azonositasa nagy kihivas elé
allitja a kutatokat a DS biologia teriiletén. A gyulladasos koriilmények kozott fejlodé DS-ek
tamogatjak a patogénekkel szembeni védelmet, amig a normal koriilmények kozott
differencialodd DS-ek az gyulladasos folyamatok lebonyolitasdban és kontrolljaban vesznek
részt. Ez a funkcionalis divergencia a DS prekurzorok végsé fejlodési helyének, és a PRR-ek
alcsoport-specifikus és kompartmentalizacio-fiiggd expresszidjanak fliggvénye. A nukleotid-
felismer6 TLR-ek korlatozott kifejezédésével szemben a hosszabb és rovidebb dsRNS-ek
felismerésére specializalodott RLR-ek szamos sejttipusban megtaldlhatoak.

Munkénk soran 6sszehasonlitottuk az RLR-ek expressziojat és funkciondlis aktivitasat
két, korabban karakterizalt moDS alcsoportban. Annak érdekében, hogy meghatdrozzuk a
CD1a" és CDla” moDS alpopulaciok RLR-mediélt gyulladasos citokin és I tipust interferon
termelésének jellegzetességeit, in vitro és human ex vivo kisérleti rendszereket hoztunk létre.
Megmutattuk, hogy a RIG-I/MDAS, IRF3 és IFNB gének expresszidja szignifikansan
magasabb a CD1a" sejtekben, mint a CD1a tarspopulacidjukban. Ezen alpopulaciok

specifikus ligandokkal (pl. pl:C vagy influenza virus) torténd aktivalasa sordn azt talaltuk,
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hogy az RLR-elhez kotédé jelatvitel utvonalak aktivitdsa sokkal erdsebb a CDla’
alcsoportban. Ezek az eredmények Osszességében azt mutatjak, hogy az RLR-kaszkad
alpopulacio-specifikus médon miikddik huméan moDS-ekben. Azt is megmutattuk tovabba,
hogy a gyulladasos TLR3 — NF-«xB ¢és az RLR - IFNB utvonalak eltér6 modon
szabalyozodnak a CDla" alcsoportban. Az RLR expresszalé DS-ek immunhisztokémiai
vizsgalata és jelenlétilk emberi tonsillaban és reaktiv nyirokcsomdkban a sejtek in vivo
fontossagara mutat ra.

Azt is bebizonyitottuk, hogy az RLR — IRF3 — IFNJ jelatviteli utvonal aktivalodasa
alapvetd fontossagu a naiv, autolog CD8+ T-sejtek aktivalodasahoz influenza virus stimulacio
esetén. siRNS vizsgalataink szerint a RIG-I/MDAS receptorok szerepe ebben a folyamatban
kritikus. Mivel az emberi moDS-eket széleskoriien alkalmazzak klinikai kornyezetben,
tovabba a DS biologia “arany standardjaiként” tartjdk Oket szamon, ugy véljik, hogy a
specializalt funkcidval rendelkezé DS alcsoportok azonositdsa fonots hatassal lehet a jovO
virus- és tumorvakcinainak tervezése szempontjabol.

Az IC31® adjuvans moDS-ekre gyakorolt hatasat vizsgalva azt talaltuk, hogy 1) az
IC31® hatékonyan felhalmozodik emberi vér-eredetii monocitikban és moDS-ekben; 2)
IC31® jelenlétében a gyulladisos CD1a" moDS alpopulaci6 differencialoddsa gatolt volt,
tovabba a TNF-a és IL-6 gyulladdsos citokinek szintje csokkent, mig az I tipust IFNf
szekrécioja fokozodott; 3) az IC31® hosszii tavon gatolta az IkB-o foszforilacidjat, de
elnyujtotta és erdsitett az IRF3 transzkripcios faktor foszforilacidjat; 4) az IC31® adjuvans
erdsitette a vezikularis TLR-medialta IFNf termelddést.

Az IC31® 1 tipusu interferon és NF-kB-medialt gyulladasos citokinek termelésére
gyakorolt hatasdnak vizsgalata megmutatta, hogy az adjuvans, ¢s KLK komponense exkluzive
a vezikularis rendszer TLR-jeit célozza. Ez a hatas a KLK-nak tulajdonithatd, mely
TLR utvonalak interferalhatnak egymassal, eredményeink azt mutatjdk, hogy az IC31®
szinergisztikusn hat a TLR-indukalt interferon valaszra. A TLR aktivaci6 kritikus 1épés a DS-
ek antigénprezentacidés folyamata soran, mely végiil hatékony T-sejt valaszhoz vezethet.
Mivel a DS-ek I tipust interferon termelése IC31® és TLR-ligandok egyiittes adasat kovetoen
jelentdsen fokozodik, feltételezziik, hogy ez a fajta erdsitett interferon valasz nagyban
hozzajarul a sejtek T-sejt aktivald képességének fokozasahoz. Az IC31®-et tehat olyan
effektiv adjuvansként azonositottuk, mely adjuvans hatdsat az endoszomalis rendszer TLR-
jein keresztiil fejti ki, ezaltal hatékony eszkoz lehet a jové virus- és tumorvakcindinak

fejlesztése szempontjabol.
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6. Osszefoglalas

A velesziiletett immunitas a behatold korokozokkal €s a szervezetben képzddd karos

anyagokkal szembeni védelem filogenetikailag legésibb formaja. Miikodését az idegen és

sajat, valamint az artalmatlan és veszélyes molekulak felismerése, a védelmi reakciot kivalto

jeltovabbitas és a végrehajto sejtek Osszehangolt mozgositasa biztositja. A velesziletett

immunitas fontos résztvevoi az ezeket a feladatokat ellatni képes dendritikus sejtek (DS),

melyek folyamatos “Orszemként” miitkodve biztositjak a tobbsejtli szervezetek immunoldgiai

feliigyeletét és a megfelelden szabalyozott valaszfolyamatok elinditdsat. A hivatdsos antigen

bemutato sejtek (APS), koztiik a monocitak, makrofagok és DS-ek kiemelt szerepet jatszanak

a védelmi mechanizmusok szabalyozasaban és koordinalasdban. Munkéank soran a DS-ek altal

kifejezett Toll-szerii és a RIG-szerli mintazatfelismerd receptorok (TLR és RLR) szerepét

tanulmanyoztuk emberi DS populdcidk gyulladasos és 1. tipust interferon valaszanak

szabalyozasaban. Az két komponenst IC31® adjuvans szerepét emberi fehérvérsejtekben és

monocita eredetli DS-ekben tanulméanyoztuk.

Kimutattuk, hogy

a TLR4-kozvetitette, LPS altal kivaltott IRAKI1 kifejez6dés csokkenése
onmagaban elegendd a moDS-ek funkcidinak tartds gatlasahoz;

a sejtaktivacio altal kivaltott negativ visszacsatolasi mechanizmusokat
elemezve kimutattuk, hogy csak a fejlédo és még nem véglegesen differencialt
moDS-ek esetében a korai TLR4 receptoron keressztiili aktivalas a
gyulladaskeltd citokinek atmeneti és korlatozott megjelenését valtja ki, ami a
végrehajto funkcidk szabalyozott csokkenéséhez vezet, és a szovetkozi
vandorlasra nem képes allapot megdrzése kovet;

eredményeink szerint az RLR gének ¢és fehérjék, valamint a kapcsolodo
jelatviteli utvonalak elemeinek kifejezédése szignifikinsan magasabb a CD1a*
DS-ekben, mint a fenotipusos tulajdonsagaik és funkciondlis aktivitdsuk
alapjan is kiilonb6z6é CD1a’ altipusban;

a RIG-I és MDAS gének csendesitésével végzett kisérleteink az RLR-ok altal
kozvetitett jelatvitel fontossagat igazoltak a CD1a" DS-ek altali naive CD8" T-
sejtek aktivalasaban;

kisérleti eredményeink az RLR rendszer DS altipus-specifikus miikodését

igazoltak, ¢és feltartdk az ennek hatterében 4ll6 molekuléaris mechanizmusokat,
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a CDl1a" DS-eket egyedi funkciokkal rendelkezé, gyulladasos sejttipusként
azonositottuk;

- azt is bebizonyitottuk, hogy a vandorld képességgel rendelkezé CD1a" DS-ek
emberi nyirokszovetekben is kimutathatoak;

- a két komponensii IC31® adjuvans a vérben keringé monocitakban, MHC-11"
sejtekben és moDS-ekben halmozodik fel;

- az IC31® jelenlétében differencialodd DS-ekben gatolt a CDl1a™ sejttipus
termelése fokozodik;

- az IC31® adjuvanst olyan — a DS-ek funkcionalis sajatsagait modositd —
oltéanyag komponensként azonositottuk, amely az NF-xB és IRF3 jelatviteli
utvonalak egyenstlyanak befolyasolasaval révén moDS-eben fokozza az IFNf
citokin termelését, mikozben az NF-kB jelpalya és a gyulladaskeltd citokinek
megjelenése gatolt;

- azt is igazoltuk, hogy az IFNp termelést fokozo aktivitds a moDS-ek sejten
beliili vezikularis rendszerében halmoz6do TLR-okon keresztiil valosul meg.

Kutatasi eredményeink a membranhoz kotott és a citoplazmaban elhelyezkedd

mintazatfelismerd receptorok kozti funkcionalis munkamegosztas jelentdségére hivjak fel a
figyelmet. Ennek gyakorlati jelentdségét a DS altipusok funkcidinak célzott modositasi
lehetdségei €s a sejtes immunvalasz iranyitott szabalyozasa jelenti, aminek nagy jelentdsége

van a DS-ek megeldz06 és terapias céli gyakorlati felhasznalasaban.
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8. Targyszavak

Dendritikus sejt, Toll-szerii receptor, RIG-I-szerli receptor, NF-kB, IRF3, jelatvitel,

velesziletett immunitas
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