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|. Bevezetés

Az adaptiv immunvalaszok kulonb®zégrehajtdé mechanizmusainak elinditasaban
és polarizacigjdban meghatarozé szerepe van adbomtantigén prezentald sejteknek
(APC-k), melyek kozil a leghatékonyabbak a derdritisejtek (DC-k). A huméan DC-k
morfologidjuk, sejtfelszini receptoraik, illetve nkcionalis sajatsagaik alapjan ké&i f
alpopulaciora kulénithék el, mieloid vagy masnéven konvencionalis dendrgi sejtek
(cDC-K), illetve plazmacitoid dendritikus sejtekX@-k) csoportjara.

Napjainkra a DC-k az immunoldgiai kutatas egyikcElpontjaiva valtak, kiderilt
ugyanis hogy a DC-k fikodésének célzott megvaltoztatasaval, illetve DG@pa@l
vakcinakkal modulélni lehet az immunrendszerikodését. Jelenleg is szamos
kutatocsoport dolgozik ezen vakcinak klinikai atkalzdsanak optimalizalasan, melynek
elengedhetetlen feltétele a DC-k funkcidinak atfigéegismerése. Vizsgalataink célja az
volt, hogy olyan kisérleti kbzeget hozzunk létreglynfelteheben hasonlit azon szoveti
kornyezetre ahol a DC-k antigénnel, illetve allenggl talalkoznak. Ezen szoveti
kornyezetben a DC-k a természetes immunvalaszlsaivedd gyulladdsos sejtek altal
termelt reaktiv oxigéngyokok (ROS-ok) hatasainaketaek kitéve, mely oxidativ
kornyezet feltevésiink szerint befolyasolhatja a lDiGimunvalaszban betdltétt szerepét.
Az utobbi két évtized kutatasai ravilagitottak arteogy a reaktiv gyokok alacsony
koncentriciéban fontos szignalrendszerként szdagdlaz intra- és intercellularis
kommunikéaciés folyamatokban, valamint a redox-hosaédzis fenntartdsaban, ezen kivil
szamos human betegség patogenezisét is befoly@sdiip munkank soran atfogéan
kivantuk tanulmanyozni az oxidativ stressz DC-kyakprolt hatasat, mind antigén és
mind allergén expoziciot koéugn. A DC alapu vakcinak fejlesztésére iranyuld
kisérletekben etsorban cDC-ket alkalmaznak, melynek egyik oka, hagpDC-kbl
sokkal kevesebbet tudunk, mint a cD@ikugyanis nehésket azin vitro vizsgalatokhoz
szikséges mennyiségben szeparalni az emberi sethdlezolott szamos egyedulallo
tulajdonsaggal birnak. Ez 6sztbnzott minket ar@gyha cDC-k mellett nagy hangsulyt
fektesslink a pDC-k oxidativ stresszre adott vatez&anulmanyozasara is, mélyr
irodalmi adat nem allt rendelkezésre.

Reményeink szerint kisérleteink eredményei hozaligak ahhoz, hogy jobban
megismerjik a gyulladasos kornyezetben, oxidatiessznek kitett DC-k tulajdonsagait,
és ezdltal Uj terapias leldisegek kifejlesztését segitsiik olyan human betegsxgében,
ahol az oxidativ stressz jeléstszereppel bir a korképek kialakulasaban.



Il. Irodalmi attekintés

[1.1. A ROS-0k fajtai

A molekularis oxigén nélkuldzhetetlen eleme az heoovganizmusok alapwuet
energiatermél folyamatainak, melyek tulnyomorészt oxidativ fathyaok. Ugyanakkor
ezen oxidativ folyamatok melléktermékeként oxigémedeti reaktiv gyokok
keletkezhetnek, melyek nagyobb koncentracioban abixidstresszt idézhetnekéelés
ezaltal karos hatassal lehetnek a szervezeteftietpukturalis elemekre.

Nyugalmi allapotban egy atlagos testtorin€g0 kg) ember testének minden egyes
kg tdomege 3,5 ml oxigént hasznal el percenkénty mgl jelenti, hogy az alapanyagcsere
oxigén szukseégletének fedezése céljdbdl egy 70skegpmber 175 kg oxigént fogyaszt el
évente. Az energiaterntel folyamatok révén ezen oxigén mennyiség 1%-abdl
keletkezhetnek reaktiv gyokok, mely évente 1,7 &gsaabadgytképzidést jelent az
emberi test viszonylatdaban [1]. Ezen oxigén eirediirmékek parositatlan szabad
elektronjaik révén igen reakcioképesek, 0OsszefoglaBven reaktiv oxigéngyokok
elnevezéssel illetjukoket. llyen, a szervezetben fiziologias korUlménykdzott is

keletke®, ef6teljes oxidalo tulajdonsaggal rendelkezegyilet példaul a szuperoxid-anion
(O2). Egyes oxigén szarmazeékok, mint a hidrogén pdrdkhO,) nem rendelkeznek

parositatlan elektronnal, dedsen oxidal6 tulajdonsaguknak kdszorileet még reaktivabb
hidroxil-intermedierek keletkezésének prekurzoeaietnek. A hidroxil-intermedierek kdzé
tartoznak példaul a hidroxidionokalamint a hidroxilgyokok, melyek fémionok, mint

példaul vas (F& /F€") jelenlétében Fenton-reakcié révén, vagy €sH,0, jelenlétében

Haber-Weiss reakcié soran képhetnek {. abra).

A reaktiv gyokok atlagos életideje 1010° masodperc, bar vannak kozottik
extrémen instabilak is, ugymint a,Oés a hidroxilgyok, illetve olyanok is, melyek

élettartama sokkal hosszabb lehet, ilyen példai,@, [2]. A szabadgyokdk atlagos
élettartamat szamos fiziko-kémiai tén§ehefolyasolhatja, példaul a pHgpimérséklet,
oxigén tenzio, egyéb szabadgyokok, illetve antiargbk jelenléte. Fizioldgias
kordlmények kozott, a szovetek, illetve sejtek ktiz@rben, ahol az oxigén koncentracio
joval alacsonyabb (kb. 10-25 uM), a reaktiv gyold&ttartama sokkal hosszabb lehet,
mint in vitro korilmények kozott, ahol a levégxigén koncentracioja kb. 220 pM-os. igy
az in vivo korulmeények kozott keletkéz gyokok élettartama 1-2 nagysagrenddel is

nagyobb lehet, minh vitro kisérletek esetében [3].



Reaktiv oxigéngyokok

Szabadgyokdk Nem szabadgydkdk
Szuperoxid-anion O, - Hidrogén peroxid H,O,
Hidroxidion OH- Hipoklérossav HOCL
Hidroxilgydok OH- Hipobrémossav HOBr
Peroxil RO, Szinglet oxigén 'O,
Alkoxil RO Ozon O,
Hidroperoxil HO,
Lipidperoxilgyék LOO"

1. 4bra Reaktiv, oxigén eredétgyokok fajtai

Az él6 szervezetben @&ordulhatnak olyan oxigérdh szarmaztathaté szabadgyokok, melyek egy
vagy tobb parositatlan, szabad elektronnal rendetde illetve olyan oxigén eredevegylletek,
melyek nem gyodkds formaban vannak jelen.

Francesco Galli et al.,Cardiovascular DisordersHiemodialysis. 2005. 149:240-260

[1.2. A ROS-ok forrasai
A szabadgyokok keletkezhetnek exogén, illetve eédotgnyeék hatasara.

Képzodesuk altalaban 6sszefliggésben van az életmoliielzke kil kdrnyezeti tényaik
is elbsegithetik létrejottiiket. llyen exogén faktorokdaiek a dohanyzas, az aranytalanul
sok tObbszorosen telitetlen zsirsavak fogyasztaaa, kornyezetben megjelén
levegiszennyeé anyagok, ibolyantali sugarzas, radioaktiv sugarzatamint kilénboé
gyogyszerek, dkent kemoterapeutikumok. A ROS-ok endogén forr&sdilszolgalhatnak
a mar korabban emlitett metabolitikus folyamatdletue enzimatikus reakciok is. Ezen
kivil a természetes immunvalasz soran kialakuldlagasi folyamatok is intenziv ROS
képzdéssel jarnak [4]2. abra).

A mitokondriumokban zajl6 oxidativ foszforilaciéslyamatok nagy mennyiség
ATP termelését teszik letiete. Az oxigén az elektrontranszportlanc végén &dsktron
akceptorként jatszik szerepet azaltal, hogy a oitwkc oxidaz az atadott elektronok révén
az oxigént vizzé redukalja. Az elektrontranszpoemnmegfeled mikddése ROS-ok
képBdéséhez vezethet. igy az oxidativ gyokok generakiuk egyikd cellularis forrasa

a mitokondridlis elektron transzport. A mitokondniaokban magas koncentracidban



megtalalhatd szuperoxid-dizmutaz enzimnek kosz@eineta Q~ koncentracié ezen

sejtorganellumokban mégis alacsony szinten van rifbyel az enzim rikddése soran
keletke®, sejtmembran permedbilis,&, a mitokondridlis membranon atdiffundalva a
citoszolba kerul [6].

Az endogén erediét ROS-ok tovabbi forrasa lehet a riboszomaval nem
rendelked, sima felsziti endoplazmatikus retikulum, mely olyan enzimeketatenaz,
melyek a lipidoldékony gyogyszermaradvanyok vagys rkaros metabolitikus termékek
lebontasat katalizljak. Ezen enzimek kdzé tartbzneitokrém p-450 és alenzimcsalad
tagjai, melyek képesek oxidalni a telitetlen zsiakat, valamint a xenobiotikus anyagokat,
eés a molekularis oxigéredukcioja réevén @ vagy HO, képzdését indukaljak [7, 8].
Ezen kivul a sejtek magmembranja is tartalmaz citmkoxidazokat és olyan elektron
transzport rendszert, mint az endoplazmatikus uktik, de ezek funkciéja még nem
teljesen ismert [9], viszori vivo DNS kérosité hatasuk bizonyitott [9, 10].

A peroxiszomak a sejtek JB, termelésének legfontosabb forrasai [11]. Ezen
organellumok szamos enzimet tartalmaznak, melyé&koohésik réven $0,-t generalnak.
Ezek kozé tartoznak példaul a glikol-oxidaz, D-amsiwv-oxidaz, ureat-oxidaz, acetil-
CoA-oxidaz. A peroxiszomak enzimatikus oxidativkaéi kilondsen fontos szereppel
birnak a maj, valamint a lép sejtek esetében, ahtdxikus anyagok (példaul etanol)
eliminélasa létfontossagu a szervezet szamara [12].

Szamos intracellularis, membran-asszocialt oxiddgy\szolubilis enzim (xantin-
oxidaz, aldehid-oxidaz, flavoprotein-dehidrogenddptofan-dioxigendz) is termelhet
reaktiv gyokoket rikbdése révén. Az olyan kisebb molekuldk, mint aatoip, az
epinefrin vagy a flavinok autooxidaciéik révén dem hozzajarulnak a ROS-ok sejten
bellli megjelenéséhez [9].

A természetes immunvalasz részeként a fagocitaeksefmakrofagok,
granulocitak) altal termelt reaktiv gyokok fontaesepet jatszanak a mikroorganizmusok
elleni védeke& folyamatokban. Ezen specialis funkcido egyik legpg#isebb eleme a

plazmamembranban lokalizdlod6 NADPH oxiddz enzimmelg katalizalja az oxigén
redukcidjat @™-na a citokrém kg (gp9F"* és p29"* protein alegységekb all6

heterodimer komplex) transzmembran fehérje segitadgmely folyamatban a NADPH
az elektrondonor szerepét tolti be. A fagocitézieram vezikulumokba zart

mikroorganizmusokat a sejtek NADPH oxidaz enzitikiidése révén generalodéo ROS-ok

teszik artalmatlanné [13, 14].
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2. abraReaktiv oxigéngyokok (ROS-ok) exogén és endogérégai

SER: Sima felszihendoplazmatikus retikulum.
Toren Finkel, Nikki J. Holbrook, Nature. 2000. 4289-247

[1.3. A ROS-ok karos hatasai

A mitokondridlis niikbdéslél és mas cellularis vagy exogén forrasokbdl
szarmazd ROS-ok citotoxikus hatdsuk miatt karosi&éldncreakciok beinditoi lehetnek,
lipidek, fehérjék és DNS molekulak oxidaciojat okatjak [9]. A sejtalkoté komponensek
kozul a sejteket hatarold sejtmembran az egyikrigg@nyebb a ROS-ok karos hatasaival
szemben. A ROS-ok hatasara ugyanis a membranbahatl lipidek peroxidalédnak,
mely folyamat a sejtmembran fluiditasanak csokkénégredményezi, melynek
kovetkeztében a lipid késréteg integritAsa megszinhet. Tovdbba a peroxigétek
felhalmozodasa a sejtek membranjaban olyan karemexmist indukald vegyuletek
képzdésehez vezethet, mint a malondialdehid [15]. Eedasok 6ként a hosszu életidej
sejtek, mint példaul idegsejtek esetében a legsetimibbek [16]. A reaktiv gyokok
hatadsanak kdvetkeztében a fehérjéken irreverzibikskezeti valtozasok jelenhetnek meg,
denaturaldédhatnak, degradalodhatnak és igy a satrseamara létfontossagu enzimatikus
folyamatok gatlédhatnak. Egyes megfigyelések szadndss allatok cellularis fehérjéinek
30-50 %-a oxidalt allapotd, igy ezen irreverzitdhisoxidalodott proteinek az 6regedési
folyamatok meghatarozo6 indikatorai lehetnek [15ei kivil az oxidativ stressz DNS szal
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toréseket, bazis deléciokat, valamint mutaciokatderenyezhet, és ezzel a sejtek
pusztulasat okozhatja, vagy rakos elvaltozasokathdio létre, ha a DNS javitd
mechanizmusok ezen hibdkat nem képesek kijavitami [

[1.4. A ROS-okkal szembeni védekef mechanizmusok

A sejtek antioxidans kapacitasuk révén képesek kemhe azoket é6 ROS-ok
karos hatédsaival szemben. Az evolucié soran amxadéns védelem alsvonalaként
szamos olyan biologiai stratégia alakult ki, mel\R®S-ok karos hatasainak kivédéseét
szolgélta, igy példaul a DNS kromatinba toétécsomagolasa a genetikai informacio
megrzése céljabadl, kilonbézDNS javité enzimatikus mechanizmusok kidejgse, vagy
specifikus pigment anyagok (melanin) felhalmozaskaeos ultraviola sugarzas elleni
védelem ceéljabol [18]. Ezen kivil a sejten bellietve a sejtek kozotti térben szamos
olyan molekula talalhaté, melyek antioxidans tutejsiagaik révén képesek lelassitani
vagy meggatolni mas molekulak oxidacidjat, azéftaly megakadalyozzak az oxidativ
lancreakciokat és eliminaljdk a reaktiv gyokoketsdjtek ezen védelmi mechanizmusa
tulajdonképpen egy tobbkomponénendszer, melynek nem enzimatikus és enzimatikus
elemei is ismertek. A nem enzimatikus, polaroscxidiansok a citoplazmaban és a vérben
lévé gyokoket semlegesitik, mig az apolarosak a seytdiéet védik a lipidperoxidaciotol.
Ezen nem enzimatikus anyagok kozé tartoznak pékmtaalszkorbinsav (C-vitamin), az
tokoferol (E-vitamin), a glutation, ubiquinon, mwain, karotinok, valamint egyes
fémkelatok, melyek redukald csoportjaik révén kégeseutralizalni a ROS-okat. Az

enzimek kozul a mar fentebb emlitett szuperoxiamdithznak kiemelkedszerepe van a
O, eliminalasiban. Tovadbba szamos katalaz és pemxipg@ldaul a glutation-peroxidaz -

is része az antioxidans védelemnek [19]. A sejtallativ allapotat tehat legképpen a

reaktiv gyokok és az antioxidansok sejten belidhga hatarozza meg.

[1.5. A ROS-0k szerepe human korképek patobiokémiamechanizmusaiban, illetve
jelatviteli folyamatokban

A mar korabban emlitett endogén vagy exogén té&ikydrmtasara fokozott
mennyiségben termi&é ROS-ok a szervezetben felhalmozodva kéarosithadjaejtek
strukturdlis elemeit és szamos olyan betegség kat&inovelik, mint példaul a sziv- és
érrendszeri megbetegedések, ahol a lipidek oxidatigdositasa érelmeszesedés
(atherosclerosis) kialakulasahoz vezethet [20].dgkkor az 6éregedési folyamatokban és
szamos olyan korkép patogenezisében is jétersizerepet tulajdonitanak az oxidativ

stressznek, mint példaul a kilonBoakos, autoimmun és léguti megbetegedések, illetve
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neurodegenerativ elvaltozasok [21, 22]. B. abra foglalla 0ssze az egyes
szervrendszereket érinthumén betegségeket, amelyek korfolyamataiban pitmitan
szerepet jatszanak a ROS-ok. A sejtekben és a tekokézott fizioldgiasan uralkodo
hipoxias milb hosszabb életid tesz lehdivé a reaktiv gyokdk szamara, igy a ROS-ok
nem toxikus koncentracibban a sejtek szignalizac#ss regulaciés folyamatainak
résztvewivé valhatnak [4, 23]. Fontos szerepet tulajdorsikapéldaul a mitokondridlis
ROS-oknak, mivel a sejtek apoptotikus folyamatainakulatoraiként szolgélhatnak.
Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a tumor nelgéaktoro (TNF-o) és az interleukin-1
(IL-1) gyulladasos citokinek altal indukalt apopkois Utvonalakban részt vesznek a
mitokondridlis eredét reaktiv gyokok [24, 25]. Igy a mitokondriumot, rhigoxigén
szenzort” a hipoxia altal kivaltott géntranszkripenedidtoraként tartjdk szadmon [26, 27].
Tovabba hipoxias kortlmények kdzott a fokozott ikatadrialis ROS szint esszencidlis a
hipoxia-indukalhat6é transzkripcids faktor-1 (HIF-aktivalédasahoz [28]. Ismert, hogy a
természetes immunvalasz résziieva granulocitdk, illetve makrofagok ILB1 pro-
inflammatorikus citokin aktivalé hatasara NADPH @&z enzimik révén ROS-okat
termelnek. Ezen ROS-ok elengedhetetlenek a nukleéaktor-kappa B (NkB)
transzkripciés faktor aktivalasahoz. Az MB- olyan szignalizaciés utvonalak kdzponti
komponense, melyek a granulocitédk inflammatorikékaszait indukaljak [29]. Kisérletek
igazoltdk a ROS-ok szerepét az inzulin, illetveasakularis névekedési faktor (VEGF)
szignal transzdukcidés utvonalaiban, valamint eggesiimanyok a bD,-nek masodlagos
hirvivé szerepet is tulajdonitanak [30].

A fentebb emlitett példak egyértelen ravilagitanak arra, hogy ké&ros hatasuk
mellett a ROS-ok a sejtek jelatviteli Gtjainak fostelemei lehetnek, illetve tikrdzik ezen

molekulak sejtekre gyakorolt sokii¢tatasat.

10



Nephritis Dermatitis
Glomerulonephritis Psoriasis Keshan-kor
Scleroderma Ischaemia

Hipertenzié
@ Atherosclerosis
Rheumatoid
@ arthritis
Osteoarthritis
.‘ ( Tiudé/legzérendszer
| Asthma
Idegrendszer Allergia

Stroke, Trauma Cysticus fibrosis

Katarakta
Retinopathia
Sargafolt oedema

Gyulladasos vastagbél
betegség

Gasztro-intesztinalis
traktus

Oxidativ stressz

Immunrendszer

Tobb szervet érint

Krénikus gyulladas
Autoimmun kérképek
SLE

Rak

Cukorbetegsé
Orege dgs 9 Parkir]son-kér éggg
Ischaemias-reperfuzios Alzhe.lmer-k_or
kirosodasok Sclerosis Mu!tlplex
Demencia
Autizmus

3. 4bra Human korképek, melyek patomechanizmusaiban szerepgszanak a reaktiv
oxigengyokok (ROS-ok), illetve az oxidativ stressz

ARDS: Akut respiratorikus distressz szindroma, COR®nikus obstruktiv tiébetegseég,

SLE: Szisztémas lupus erythematosus.

Francesco Galli et al.,Cardiovascular DisordersHiemodialysis. 2005. 149:240-260

[1.6. A DC-k jelent6sége az immunvalasz soran

Kornyezetiink, melyben élink otthont nyuUjt szamostogén természét
mikroorganizmusnak, melyek veszélyt jelenthetnek emaberi szervezet szamara. Az
immunrendszerink egyik legfontosabb feladata ea¢ogének elleni hatékony védekezés,
melyet a természetes (velesziletett) valamint aaptad (szerzett) immunvalasz
dsszehangolt tikodése biztosit [31]. E kétszinvédelmi vonal a szervezetbe kérilem
sajat (virusok, baktériumok, gombak, egysejarazitak, férgek) vagy megvaltozott sajat
struktarak (tumorossa valt, vagy patogénnelétaitt sejtek) ellen immunreakciot indit,
melyben kiemelkedl szerepe van a természetes é€s adaptiv immunvalssz¢kd DC-
knek. A Brben és a mukdzalis felszinek alatt dsszefiipglozatot alkotd és a testi
szOvetekben elszéortan jelen $VDC-k a természetes immunitds részeként nagy
mennyiségben képesek oldott anyagokat és részeatdiebkenni, majd a szoveti kdrnyezet
valtozasaira reagalva ezeket a kozeli nyirokszdrgedzallitani. Ebben a kdrnyezetben a

DC-k a leghatékonyabb APC-kké differencialddnala&zoveti antigéneket bemutatjak az
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adaptiv immunvalasz képvisatek, a T limfocitdknak [32]. A naiv, azaz antigéhmég
nem talalkozott T sejtek ugyanis nem képesek amémtexpozicid helyére, azaz a
periférias szovetekbe vandorolni, valamint a T edejéiltali antigén felismeréshez az
antigén ebzetes feldolgozasa és megfélddemutatasa szikséges [33]. Ezen funkciok
ellatasat végzik az APC-kkéntikdds DC-k. igy az adaptiv immunvélasz gyulladas vagy
ellenanyag termelés iranyaba todiépolarizaciéjaban meghatarozé szerepe van a DC-
knek, melyek a T sejtek felé torteantigén prezentacio réven 6sszekotik a termésestes
adaptiv immunvalaszok folyamatait. A DC-k fenotigids, az altaluk kifejezett receptorok,
adhéziés molekulak és a termelt citokinek aranyasdlermészet@tfliggéen a nyugvo T
limfocitak kilénbos effektor sejtekké differencialdédhatnak, beindibzaltal az adaptiv
immunvalaszt.

Ezek alapjan elmondhato, hogy mai ismereteink szeriDC-k a leghatékonyabb
hivatasos APC-k, melyek képesek a T sejtek altavéftitett adaptiv immunvalaszok
kivaltasara, és részt vesznek az idegen vagy weszéhyagok eltavolitdsat eredmértyez
végrehajté folyamatokban, valamint az immunologigiemoria kialakitasdban és

fenntartasaban egyarant.

[1.7. A DC-k eredete és fajtai

A DC-ket, mint a human periférids vér heterogétpsgulacidjat 1973-ban irtak le
elészor. Felfedezésik Ralph Steinman kanadai és Zakekander Cohn amerikai
tudésok nevehezitodik [34].

A DC-k, az immunrendszer egyéb sejtjeihez hasonléacsontveli CD34
hematopoetikusissejtekibl szarmaztathatéak, melyek kulonibofejlédési Gtvonalakat
kovetve mieloid, illetve limfoid élalakokka differencialédnak, melyek ezt k&t a
periférias szovetekben telepednek le. A DC-k egddiletben szamos eltérhipotézis
latott napvildgot. Egyes tanulmanyok egy a veérb®m,|kozos DC prekurzor jelenlétét
feltételezték, melyll az 6sszes DC altipus képes differencialédni [BE masok a DC-k
bizonyos altipusait limfoid sejtvonal iranyabandtiezett sejtpopulacioként irtak le [36,
37]. Az utobbi évek kutatasai viszont ravilagitkteara, hogy a DC-k fejdési folyamatai
sokkal nagyobb flexibilitast mutatnak. Legfrissebledmények szerint mieloid, illetve
limfoid prekurzorokbdl is keletkezhetnek DC-k, madtyfms-szei tirozin kinaz-3 (fms-
like tyrosine kinase-3, FLT3) receptort expressaklfelsziniikon, mely receptor jelenléte
donten befolyasolja a DC iranyba tortedifferencidlodast. A DC altipusok esetében a
prekurzorok difordulasi aranya, illetve az adott szbveti kérnydzefolyasolja azt, hogy
az FLT3 receptort expresszald mieloid vagy limfoabalak szolgédl-e a DC-k
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prekurzoraként. Ugyanakkor elmondhatd, hogy éddibbségben a mieloid eretdedC
differenciacio a jellemi [38].

Mai ismereteink szerint a DC-k szoveti lokalizaokyj eredetiik, aktivacios
allapotuk és funkcionalis sajatsagaik alapjan rérdkheterogén sejtpopulaciot alkotnak,
viszont ebfordulasi aranyuk a veér fehérvérsejtjei kozott igansi, a szovetek kozotti
térben pedig ennél is kisebb aranyban képviseltaigukat [39]. A jelenlegi irodalmi
adatok alapjan a human DC-k morfologidjuk, sejifigls markereik, illetve funkcionalis
sajatsagaik alapjan tébb alpopulaciora kulondthetl. Szoveti lokalizaciéjuk alapjan a
DC-ken bellil a human szervezetben megkulonboztetiiigeacios és limfoid szovet
rezidens DC-ket. Az ébbi DC tipus a klasszikus értelemben vett DC, nhedydbb idejét
a periférias szovetekben tolti az immunrendsdeszemeként, majd az ott felvett
antigéneket a nyirokcsomokba szallitjia [40]. llyemgratorikus DC alpopulaciénak
felelnek meg példaul a Langerhans sejtek [41, 42§z0vetkozti (intersticialis) DC-k,
valamint minden olyan DC, melyek lokalizacioja fpénids, de nem limfoid szdvethez
kotott. A limfoid szovet rezidens DC-k viszont neendelkeznek migraciés aktivitassal,
ezen DC-k kizardlag a limfoid szdvetekben toétemtigén felismerésre specializalodtak
[43]. igy a nyirokcsomokban talalhaté DC-k koriillelfele rezidens DC, melyekre
jellemzs az éretlen DC fenotipus (sejtfelszini kostimuliids és érési markerek alacsony
expresszios szintje), illetve a fokozott antigéndesé képesség, mig a nyirokcsomoi DC-k
masik felét a periférias szovetékbérkezd érett, migracios DC-k képezik, melyeknek
fagocitotikus aktivitasa hattérbe szorul, és aigant prezentald funkcidja kertlaeérbe
[44, 45].

A migraciés DC-ket specifikus sejtfelszini mark&railapjan tovabbi specializalt
funkcioval biré alcsoportokra lehet bontani. Ezelts@portok k6zds fenotipusos
jellemzje, hogy Lin, CD11¢ sejtek, melyek sejtfelsziniikon expresszaljak éa f
hisztokompatibilitasi komplex 1l (MHC |II) csaladbtartozd, antigén prezentacioban
kbzponti szerepet jatsz6 fehérjéket. Ezek alapj@uykilonboztetiink CD103DC-ket,
melyek a human béltraktusban lokalizalodva a szabrérked szolubilis antigének
bemutatasara specializalddtak [46]. A veérbend lddasszikus, mieloid eredetDC-k
képvisebi a CD1¢ (Blood Dendritic Cell Antigén-1 BDCA-1") és a CD141(BDCA-3")
DC-k, melyeknek eltér, egyedi génexpressziés mintazata éltemkciokra utal. Mig
elébbi nagymeértékben expresszalja a bakterialis #apf@poonensek felismerésére
alkalmas Toll-like receptor (TLR) 4-es tipusat [4@}dig a CD141DC-k endoszomalis
TLR3 expresszidja fokozott, mely receptoron kel@szktivdlodva nagy mennyiség
interferond (IFN-A) antiviralis citokin termelésére képesek [48]. ®ill alpopulaciot
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képeznek a pDC-k, melyek nagy mennyiséges tipust IFN termelésik révén az
antiviralis immunvalasz egyik legihb képvisadi, ugyanakkor gyengébb T sejt indukalo
képességgel jellemezidek [49]. Ezzel szemben a mieloid DC-k a profesd@rantigén
prezentald6 DC-k, melyek nélkil6zhetetlenek a naigefiek aktivacidjahoz [50, 51]. A
monocita-eredét DC-ken beliil tovabbi kisebb alcsoportokat képezaek€D14 DC-kK,
melyeknek fontos szerepe van az antitest-téfnBebejtek aktivaciéjaban [52], illetve a
CD16 monocitak, melyek a DC-khez hasonlé fenotipusg@essagokkal rendelkeznek,
ezért a vérben lévDC-k ktzé soroljakbket [53]. Kulon DC populacioként emlitedkd a
szintén monocita-eredgtugynevezett inflammatérikus DC-k, melyek kizaggyulladast
koveben jelennek meg a szovetekben [38]. Fenotipusdlrésiojuk alapjan ezen DC-k
hasonlitanak leginkdbb @&z vitro koérilmények kdz6tt monocitakbdl differencialtatbi€-
khez, melyek széles korben elterjedt és elfoganotielljei a human cDC-knek [54]. Az
inflammatorikus DC-k egyik jellegzetes képvigéhek, az IDEC-nek (inflammatory
dendritic epidermal cell) a dominanciaja jellemzéldgaul az epidermist az atdpias
dermatitis esetében kialakulé gyulladasos reakcidkan [55, 56]. A DC-k CDla
sejtfelszini, lipidkod fehérje expresszidjat figyelembe véve- melynekdely funkcioja a
sajat, illetve patogén ereddtpidek prezentalasa- megkildnboztethetiink C@saCD14
DC alpopulaciokat, melyek elt&antigén felvet képességgel birnak, valamint kilonboz
a citokin, illetve kemokin termélprofiljuk, akarcsak a T sejt polarizalé kapacitagdi7].

A vérben talalhatédbb DC alpopulaciokat és az immunvalaszban betdigfiontosabb
szerepiket &. abra szemlélteti Matthew Collin €és munkatarsai altaltték alapjan [58].
A vérben [é%¥ DC-k igen heterogén sejtpopulaciét alkotnak, csmsitasuk a
szakirodalomban nem egységes, igy fontosnak taktgrkelni, hogy jelen disszertacioban
a konvencionalis DC (cDC) elnevezést minden olyasloid eredei DC megnevezésére
hasznaltuk, melyek tehat nem pDC-k és askbekben bemutatott kisérleteinkben ezen
DC-ket monocitakbdl differencialtatott DC-kkel mdiéetiik.
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4. 4bra A vérben talalhatd, human DC alpopulaciok és az imnvalaszban betoltott
legfontosabb funkcidik

Th: CD4 segib (helper) T sejt, Tc: CD&itotoxikus T sejt.

Matthew Collin et al., Immunology. 2013. Sep. 14@2Q-30

[1.8. A DC-k szerepe a természetes immunvalasz faynataiban

A DC-k a természetes immunitds részeként a mikeooegnusok szamos
csoportjat azonositani képes mintazatfeligmerceptorok (Pattern Recognition Receptor,
PRR) széles repertoarjaval rendelkeznek. Ezek téelsejnen, citoplazmatikusan vagy
endoszomalisan expresszaldédd receptorok éeétinta korokozok koézos vagy hasonld, a
gazdaszervezetben nem kég& invarians molekularis struktardit, az Ugynevezett
patogénekhez kapcsolt molekularis mintazatokathf@pn-associated molecular pattern,
PAMP) ismerik fel. Ezen mintazatok olyan konzervéalemek, melyek a kilénb6éz
patogének tuléléséhez nélkulozhetetlenek, ezégbsrmn medrzédtek az evolucio soran.
llyen molekularis mintdzatok példaul a Gram negdi@ktériumok sejtfaldban talalhato
endotoxin, a lipopoliszacharid, vagy a bakteridimoproteinek, a peptidoglikanok, a
lipoteicholsav, a metilalatlan CpG-motivumokat alirtazé bakterialis vagy viralis DNS,
valamint az élesgtmannan [59]. A kulonbd@z PRR-ok kilonbdé& PAMP-okat ismernek
fel, mely specifikus szignalizacidés utvonalak aétddasdhoz vezet. Mivel expresszios
mintazatuk elt&r a kulonbod DC alpopuléciokban, kulénbézaz altaluk kivaltott,
patogén ellen irAnyulé immunvalasz is. A PRR-okétatoznak a membran-asszocialt C-
tipusu lektinek, mint példaul a manndéz receptangéain, dektin-1, melyek a patogének
felszinén, illetve a patogén strukturakbanélé@ukor oldallancokat ismerik fel [60]. A
citoplazmaban elhelyezkédNod-tipusu receptorok (Nod-like receptor, NLR) ay
bakterialis termékek azonositasaban veszenek résnt, példaul a peptidoglikanok.
Szintén citoplazmatikus lokalizaciot mutatnak ausinukleinsavak felismerését lebwed
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tevd RIG-szeti helikazok (RLH), illetve az AIM2-szérreceptorok [61]. A mar korabban
emlitett TLR-eknek is nagy jeleigége van a mikrobialis struktlrdk felismerésébeenkE
receptorok egy része a sejt felszinén (1, 2, 46,510 és 11), masik részik az
endoszomakban (3, 7, 8 és 9) lokalizalodik [60,682,(5. abra).

A periférias vérben és szovetekben tartozkodo DEzkn receptoraik révén
érzékelik a szervezetbe kefuimikrobdkat. A periférian tartozkoddé DC-k fenotiptes
jellemzs a MHC Il molekuldk (HLA-DQ) alacsony expresszi@a a kostimulatorikus
molekulak (CD80, CD86) hianya, masfelviszont képesek felvenni és lebontani a
kornyezetikben I&v kilonbdz anyagokat [64], mellyel hatékony résztéevaz

immunvédelem elsvonalanak, azaz a természetes immunvalasz renkkioi
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5. &braHuman TLR-ek és fontosabb ligandjaik

A huméan TLR-ek egy része a sejtfelszinen expreddikdés 6ként bakteridlis sejtalkotdkat ismer
fel, mig masok az endoszomalis kompartmentekberlyelhkedve dleg viralis nukleinsavak
felismerését tészi lehaté. Egyes TLR-ek, agymint a TLR4 koreceptorok (CDWMD-2) jelenlétét
igényli az aktivaciéhoz [65, 66]. A TLR-ek kozil BLR2 egyedilallé tulajdonsaga, hogy
heterodimerizalédni képes a TLR1 és 6 receptosaélesitve ezéltal a felismerbiepatogén
mintazatok spektrumat [67].

HSV: Herpes Simplex Virus, LPS: lipopoliszachaMD-2: limfocita antigén 96, ds: dupla szalu,
ss: szimpla szala.

Dorothea Terhorst et al., Am J Clin Dermatol. 2010(1):1-10

[1.9. A DC-k szerepe az adaptivimmunvalasz polaralédasaban

Az adaptiv immunvalasz felisnterés végrehajtd (effektor) sejtjei a limfociték,
melyek specidlis feladataikat csak a természetemuimtas sejtiei és molekuldi
kozremikodésével képesek megfélemodon elvégezni. A limfocitak két funkcionalis
csoportja a B és T sejtek. Az antigén-specifikugersk hatdsara a B sejtek specifikus
ellenanyagot termél plazmasejtekké differencialodnak, mellyel a hurisréammunitas
legfobb képvisabi. A T limfocitdk a nativ antigéneket nem képeseksmerni, az antigén
felismeréséhez a fehérjéloeetes feldolgozasa és megfélbemutatasa szikséges, melyet
az MHC génkomplex altal kddolt membranfehérjekétjkizd, antigén prezentalo sejtként
mikodd DC-k végeznek. A veszély szignalok, mint a mikéblsi vagy allergén
komponensek, a sérilt szovetékbfelszabaduldé mediatorok (gyulladasos citokinek,
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hésokkfehérjék) a DC-k éréséhez szikséges szignalegjemenését idézik & Ennek
kovetkeztében az antigének lebontasdbdl szarmapdidepke az MHC molekulakkal
komplexet alkotva a sejtek felszinére hebggrk ki. A DC-k a maturaciéo soran az
afferens nyirokereken keresztil a kornyéki nyirakoskba vandorolnak, mikézben az
MHC | és Il fehérjék, a kostimulatorikus és az adbg molekuldk, valamint a DC
specifikus érési markerek expresszidja fokozddik sejtfelszinikoén, ugyanakkor
antigénfelveé képességik nagymértékben csdkken. Ezen molekulgkfelszini
megjelenése mind sziikséges az immunologiai szirsaketakitasahoz, amely a T sejtek
altali antigén specifikus felismerést teszi lélvét Az érett DC-k felszinének molekularis
mintazata, illetve a DC-k &ltal termelt citokinefyéittes jelenléte teszi lelie® az adaptiv
immunvalasz elinditasat [68, 69].

Az antigén prezentaciot kowein a naiv T sejtek kulonbézffektor T sejtekké
differencialédhatnak az antigén stimulustol foegg. Az effektor T sejteknek tébb
alpopulaciojat is megkulonbdztetjuk, ugy, mint $&€ghelper) T (Th) 1 sejtek, Th2, Thl7,
Th9, Th22, regulatérikus T (Treg) sejtek, illetvalikularis Th (Tfh) sejtek §. abra). A
Thl sejtek kialakulasat serkéntitokinek a DC-k altal termelt nagy mennyigél.-12
citokin, valamint az IFN¢, melynek terméidéséért az IL-12 &altal indukalt természetes
Olésejtek (natural killer cells, NK sejtek) fetskek [70]. Ezen effektor T sejt tipus
kialakulasdban fontos szerepet jatszanak még a BIAT1 és STAT4 transzkripcids
faktorok is [71-73]. A Thl sejtek effektor funkciditzé tartozik az intracellularis
patogének eliminacidja, melyet az IRNeitokin termelésével tesznek letved, mely
citokin makrofag aktivaciét eredményez [74, 75]. Ah2 sejtek fejpdéséhez
elengedhetetlenek a DC-k éltal termelt IL-2, ilket.-33 citokinek, valamint a GATA3 és
STAT6 transzkripcios faktorok [76-78]. A Th2 sejielk kiemelked szerepe van az
egysejti parazitdk és férgek elleni immunvalaszban, valamészt vesznek az allergias
reakciokban is [74, 79]. A Thl7 iranyu differend@caz IL-1, IL-6, IL-22, IL-23 és a
transzformalé novekedési faktpr-(TGF{) citokinek valamint a ROR és STAT3
transzkripciés faktorok teszik lelé@e [80-82]. Ezen sejtek az adaptiv immunvalaszt IL-
17, IL-21 és IL-22 citokinek termelése révén befsiyljak. Ezen citokinek fontos szerepet
jatszanak a T sejt medialta gyulladasos valasejtétében, illetve serkentik a B sejtek
aktivacidjat, valamint plazmasejtté valé differeiiédasat és ezaltal a humordlis
immunvalasz folyamatait [83-85]. Tovabbi T sejtfeienciacios utvonalat jelent a TGF-
és IL-4 citokinek, valamint az interferon reguldbiktor 4 (IRF4) transzkripcids faktor
jelenlétében kialakul6 Th9 effektor sejtek, melyiék9 és IL-10 citokin termelésikkel
szerepet jatszanak allergias reakcidkban, autoimimlyamatokban, illetve tumor-ellenes

18



immunvalaszban [86]. Kulon effektor T sejt alpomidd képviselnek a Th22 sejtek,
melyek a DC-k éltal termelt TNE-és IL-6 citokinek jelenlétében alakulnak ki és2P-
szekrécioval egyarant szerepet vallalnak anti4nffeatorikus és pro-inflammatorikus
reakciokban is [87]. Az immunoldgiai tolerancia lkkitasanak legbb elemei a Treg-ek,
melyek tként az artalmatlan antigének ellen kialakulé Tt s&§lasz kontrollalasaban
jatszanak szerepet, mellyel elkerithet kronikus sejt aktivacio és gyulladas, ezaltal
megebzheth a hiperszenzitizdcié valamint a T sejt mediélt oanmun korképek
kialakulasa [88, 89]. Ezek a T sejtek tobbféle gmpulaciot alkotnak: a timuszban
talalhatd, CDACD25', valamint FOXP3 transzkripcids faktort expresszZBlmfocitakat
természetes szabdlyoz6 T sejteknek (nTreg) nevezmiddyek kis mennyiségben
termelnek IL-10 citokint, viszont jelefd szerepik van az autoimmun folyamatok
prevencidjaban. A periférian a CD4T sejtek két masik csoportja, az Ugynevezett
indukalhatd Treg-ek (iTreg) és a Th3 limfocitak. Th3 sejtekre a TGPB- termelés a
jellemz5, ezen populacio felés a mukdzalis tolerancia kialakuldsaért. Az iTregek
felelések a kiemelketen magas IL-10 produkciéért, mely anti-inflammaktas citokin
gatolla a Thl és Th2 sejtek citokin szekrécidjetve akadalyozza a DC-k MHC I
fehérjéinek és kostimulatérikus molekulainak exprggat [90, 91]. A Tfh sejtek az
effektor T sejtek olyan specialis alpopulaciojatpégk, melyek CXCR5 receptort
expresszalnak sejtfelszinikon és a limfoid szoviakikularis régidjaban lokalizalodva az
antigén-specifikus B sejtes immunvalasz kialakul&sgitik [92, 93]. A Tfh limfocitakat
az altaluk termelt citokinek alapjan tovabbi alasdpkba soroljak. A Tfhl sejtek IFN-
serkentik, mig a Tfh2 sejtek IL-4 szekrécioja Ig€xLIgE izotipusu, a Tfh10 sejtek IL-10
szekrécioja pedig az IgA antitestek teréugsét indukalja [94]. A Th sejtek mellett a
masik nagy effektor T sejt populaciot a specifikittképességgel is rendelkegitotoxikus

T sejtek alkotjak, melyek MHC | fehérjékhez kotditus, baktérium vagy tumor ereflet
fehérjékldl képzds peptidek felismerésére képesek, igy kiemealkjetentiséggel birnak

a ferthzott és a tumoros sejtek elpusztitasaban [95].néefb ismertetett effektor T sejtek
az adaptiv immunvalaszban betoltétt funkciojukatkca DC-k altal képesek véghezvinni,
mely sejtek kodzvetlen kapcsolatot képesek teremganiantigén-specifikus segités
citotoxikus T limfocitdk ebalakjaival és az altaluk termelt citokinek réveérfobgisolni

tudjak az T sejtek aktivaciojat, illetve polarizéjéi.
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R Tbet IFN-y Intracellularis patogének elleni
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IFN-y STAT4 Makrofag aktivacio
IL4
IL-5 Extracellularis parazitak elleni védelem
> GATAS —— |13 Allergiés reakciék
IL-4 STAT6 IL-10

IL-2
1L-33

IL-17 Gombak elleni immunvalasz
RORVt —— |21 B sejt, NK sejt aktivacio
STAT3 IL22 Autoimmunitas

y

©06060600606

IL-6
IL-21
IL-23
TGF-8

IL-10 Anti-inflammatérikus valasz
— TGF-B Limfocita szupresszié
FOXP3
IL-2 IL-35 Tolerancia

TGF-B

IL-9 Allergias reakciok
STAT3 _, | L- 10 Autoimmunitas
IRF4 i Tumor ellenes immunvalasz

y

A

TGF-B
IL-4

Pro-inflammatérikus immunvalasz
Autoimmunitas

AHR —_— |L-22
IL-6
TNF-a

IFN-y Segitik a B sejtek plazmaseijtté vald
IL-4 differencialédasat
IL-10 Ellenanyag termelés fokozasa

Bcl6
STAT3

y

A

IL-6
IL-21

6. 4bra Human effektor, segit (helper) T sejtek (Th) alpopulécidi, citokin prdja, illetve az
adaptiv immunvalaszban betdltott fontosabb effekiankcioi

Az adott T sejtes polarizaci6 meghatarozé elem@&Gik altal termelt citokinek, illetve a T
sejtekben megjeléntranszkripcids faktorok.

ThO: naiv T sejt, Treg: regulatérikus T sejt, Tfbllikularis segit (helper) T sejt, AHR: aril-
hidrokarbon receptor.

[1.10. A DC-k specialis alpopulacioja, a pDC-k

A pDC-krdl sokkal kevesebbet tudunk, mint a cD@Ikugyanis nehé#ket azin
vitro vizsgalatokhoz szikséges mennyiségben szeparalnendzeri szervezetb (a
periférias vérben talalhat6 mononuklearis sejtekmakdossze ~0,2 — 0,8 %-at teszik ki).
A human periférias vérben talalhatd pDC-k fenotifkas tekintve Lin HLA-DR™ CD4"
CD45RA™ CD123 ILT3" ILT1" CD11c¢ sejtek. Specifikus sejtfelszini antigénjeik a
BDCA-2, illetve a BDCA-4 fehérje. Felszinikdn naggnnyiségben expresszaljak az IL-3
receptora-lancat (CD123), melynek ligandja az IL-3 citokmegly fontos szerepet t6lt be

ezen sejtek érési és differencialodasi folyamatajdq].
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A pDC-k egyedulallé tulajdonsaga, hogy professzigniaes tipusu IFN-t termél
sejtekként (Interferon Producing Cell, IPC) ternim&ifferencialédas nélkil képesek
ellatni specializalt funkcidjukat a viralis infekcelleni immunvalaszban, és ezt kdest
hivatasos APC-kké differencialédva beindithatjak amlaptiv immunvalaszt [96]. Ezt a
kettosséget alapul véve az irodalomban az IFN-tefm@lapotra a plazmacitoid pre-
dendritikus sejt vagy a professzionalis I-es tipuBiN-t termeb sejt megnevezés,
ugyanakkor a DC megjelengésivatasos APC allapotra a plazmacitoid erédiendritikus

sejt elnevezés valt elfogadotia @bra).

7. abra A humén plazmacitoid dendritikus sejtek (pDC-k) nfologidja

(A) A human pDC-k plazmasejt-sfiermorfoldgiat mutatnak, jellendz rajuk az excentrikus
elhelyezkedds vese alaku sejtmag marginalis heterokromatinddl. fejlett endoplazmatikus
retikulummal, illetve kismérét Golgi-apparatussal rendelkeznek, valamint a ciopBjukban
szamos mitokondrium talalhato. Pasztdzé elektroromidkoppal vizsgalva ezen sejteket, IFN-t
termeb alakjai (pre-pDC-k) sima, kerek, limfoid morfoléi mutaté 8-10 pm atmgt
képletekként jelennek meg (B), mig érett, aktigdlipotban DC morfoldgia jellemzi a sejteket (C).
Az eredeti nagyitas mértéke: 7000X (A), 3000X (BCgs

Yong-Jun Liu et al., Annu. Rev. Immunol. 2005. 23:206

A pDC-k a mintazatfelismér TLR-ek kozul nagymértékben expresszaljak
endoszomalisan a TLR7-et, illetve a TLR9-et [94sdnidan a B sejtekhez [98]. A TLR7
specifikusan ismeri fel a viralis egyszali RNS-ekeadlamint a guanozin analdg
vegylleteket, mint példaul a szintetikus imidazokimokat (pl. imiquimod, resiquimod).
A TLR9 agonistai a metilalatlan CpG-motivumot thartazé oligonukleotidok, melyek
jelenléte a bakterialis és viralis DNS-re jellémEzen receptor-kifejézlési mintazat is

tikrozi a DC alpopulacidk eltér am részben atfédspecializacidjat, mivel a cDC-Kleg
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a bakterialis sejtalkotok azonositasara alkalmaR-€ket (TLR1, 2, 4, 5, 6) expresszaljak
a TLR7 mellett [99-101]§. 4bra).

A pDC-k a fentebb emlitett mintazatfelisthaeceptoraik altal aktivdlodva gyors,
nagy mennyisdgl-es tipusu IFN termeléssel valaszolnak. Az lipedl IFN-ek - az IFN-
a €s az IFNB- a természetes immunitas fontos faktorai, amely@kvetlen antiviralis
aktivitdsuk mellett, a pDC-k és a cDC-k érésétrimyitjdk [102]. A pDC-k -nagyfoku
specializaciojuknak koszonlein- a tobbi magvas sejttipusnal 1000-szer nagyobb
mennyiség l-es tipusu IFN termelésére képesek virusinfekaitasara. Ezen egyedulallo
és nagymértédkIFN termelés molekularis mechanizmusanak részéetiedig ismeretlenek
maradtak a tudosok szamara. A kodzelmultban viszmmbnyitast nyert, hogy ezen
specifikus tulajdonsag molekularis hatterében gupcigilis tér- és itbeli szabalyozas all.
Ugyanis az aktivalédott TLR9 és a hozzadkist adaptor molekula (MyD88) kézel 30
percig visszatartasra kerul a korai endoszémabaalatna TLR-en keresztlli jelatvitel
aktiv marad és az igy allandéan magas szintertttd#iRB7 expresszié az I-es tipusu IFN
gének fokozott atirasat teszi letwt [103, 104]. Ezen egyedulalldé és nagymérté@kN
termelésnek készontien a pDC-k mar a periférias szovetekben képeselajegyédelmi
vonalat biztositani a patogénekkel szemben. Ugyamdizioldgias korilmények k6zott a
pDC-k a csontvében, a limfoid szervekben és a vérben lokalizal&de#éten a cDC-
kt6l, melyek Bként a periférias szbvetekben tartozkodnak. A pDi€ldnléte a periférian
csak kozvetlen antigén expoziciénak kitett szousekmutathato ki. Jelenlétiket eddig
igazoltak nazalis nyalkahartyaban, kisérleteserukald allergias rhinitis esetén [105],
valamint Brben, allergids kontakt dermatitisben [106]. Az t€neDC-k a periférias
szovetekBl a nyirokcsomokba véndorolnak [107], ahol hivatisoAPC-kké
differencialédva MHC Il molekulakhoz kotétten ardigeket mutatnak be a naiv T sejtek
szamara. Legujabb eredmények szerint a pDC-k kkpkseesztprezentaciora (exogeén
antigének MHC | molekulan tértérbemutatasa T sejteknek) is, hasonléan a cDC-khez
[108]. A pDC-k nagyfoku plaszticitdsat mutatja azéay, miszerint képesek indukalni
majdnem minden T sejt differenciacios utvonalaleédve a Thl, Th2, Thl7, Th22 és
Treg iranyu polarizalédast [109, 110]. A pDC-k Bkevaltott T sejt valasz nagymertékben
fligg az antigén stimulus fajtajatol, a sejtekét @tokin inger6l, illetve az adott szdveti
kornyezetbl, melyek mind befolyasolhatiak a pDC-k fenotipusés funkciondlis
differencialodasat. igy példaul az l-es tipusu IEWN4altal aktivalt pDC-k a Treg sejtek
képadeéset segitik, a hizosejtékbszarmazd IL-3 altal indukalt pDC-k pedig a Th2
limfocitdk kialakulasanak kedveznek, mig a CpG-atigkleotidok és a CD40 ligandum
altal aktivalt pDC-k a ThdXifferencialodast teszik leh@té [111]. Egyes tanulmanyok
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tolerogén tulajdonsaggal ruhazzak fel az aktivamatpDC-ket, mivel nagymérték
indukalhaté kostimulatorikus-ligand (ICOS-L) exme®juk esszencidlis szignalt biztosit
az IL-10 termad FOXP3 Treg sejtek tiléléséhez [112, 113]. Bizonyitowtioba a pDC-k
tolerogenitasa szamos human tumoros elvaltozaehkesetis, igy példaul mell-, illetve
méhnyakrak esetében [113-115]. Ugyanakkor immunséid hatasuk
megkérdjelezhetetlen az antiviralis immunvalaszban, valnkilonb6d autoimmun
korképekben, mint példaul szisztémas lupus erythesnaban (SLE), illetve psoriasisban
is [109].

A human pDC-k ezen ké# tulajdonsaga, miszerint tolerogén, illetve imnygmo
irAnyba is képesek polarizalni az adaptiv immurszilavilagossé teszi szdmunkra ezen

sejttipus jelertiségét a killonbd&zimmunregulatérikus folyamatok szabalyozasaban.
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Konvencionalis DC Plazmacitoid DC

8. abra A human cDC-k és pDC-k mintazatfelism&receptorainak expressziés mintazata

A cDC-k, illetve a pDC-k egymast kiegésiitunkcidval rendelkeznek az immunvalasz sorén,
melyet jol tikroz mintazatfelisméreceptoraik expressziés profilja is. Ugyanis migPeC-k fleg

a bakteridlis sejtalkotok felismerésére specializaR-eket expresszalnak, addig a pDCslef a
viralis komponenseket ismerik fel konstitutivan eegszalédd, endoszémalis TLR7 és 9 receptoruk
altal. A cDC-k esetében a citoplazmatikus DNS saevk kozul az NLR-0k, illetve az RLH-k is
jellemziek, addig a pDC NLR expresszidja nem jellém&z abran szereflszamok a kilénbéz
TLR altipusokat jel6lik.

NLR: Nod-szeti receptor, RLH: RIG-szérhelikaz.

Szilvia Benko et al., Biol Chem. 2008. 389:469-85

[1.11. Az oxidativ stressz és a DC-k kapcsolata
[1.11.1. Az oxidativ stressz lehetséges hatasa arh@an pDC-k funkciéira

A periférias szOvetekben az antigén expoziciot tdBre a gyulladasos sejtek
(makrofagok, neutrofil és eozinofil granulocitak)iikddése révén oxidativ stressz
alakulhat ki. Az altaluk generdlt ROS-ok célszdratdsukon — a mikroorganizmusok,
célsejtek elpusztitasan — kivil, az extracelluldébe jutva karosithatjak a kornyez
szOveteket. A kulonb@makromolekulak (proteinek, lipidek, DNS) roncsaliakeresztlil
pedig lancreakciot indithatnak el, melynek eredmeétgvabbi sejtbearamlas a gyulladt
terlletre [116]. Az antigén expoziciéo helyén dévagy a gyulladas helyére érkeza
vérkeringésbl kilepé DC-k tehat olyan széveti kornyezetbe kerilnek,l @hgyulladasos
valasz altal termédott ROS-ok hatnak rajuk, mely befolyasolhatja sununvalaszban

betdltott szerepuket.
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Tobb tanulmany is beszamol arrél, hogy a Cbimnocitakbdl differencialtatott
DC-ken a HO; indukalja az MHC | fehérjék, illetve az MHC |l dékyba tartozd HLA-
DQ és HLA-DR sejtfelszini fehérjék expressziojat valamint a HO,-vel kezelt DC-k
nagyobb mértékben képesek indukalni a T sejtek ifpratiojat [117]. Xantin-
oxidaz/xantin enzim-szubsztrat rendszer segitségévaltott oxidativ stressz szintén
fenotipusos valtozasokat eredményezett monocitaldzdirmazé DC-ken, ugyanis a

kostimulatorikus molekuldk (CD80, CD86) és érésirkmeek (CD83) sejtfelszini
expresszioja megnovekedett az enzimikgdése altal generalt,0 hataséara. Igazoltak

tovabba, hogy xantin-oxidaz/xantin jelenlétéberazaaxidativ stressz korilményei kozott
a DC-k endocitotikus aktivitasa nagymeértékben cedkkmely a DC-k érésére utal. Ezen
hatds xantin-oxidazt gatl6 vegyuletekkel (allopakinoxypurinol, amflutizol), valamint
antioxidans, N-acetil-cisztein (NAC) jelenlétébenifiiggeszthéi [118]. Megfigyelték azt
is, hogy a HOx-kezelt DC-k TNFe pro-inflammatorikus citokin, illetve 1L-8 kemokin
szekrécioja fokozodik [119]. A cDC-k kdzé tartoepjdermisben lokalizalodo Langerhans
sejtek esetében is sikerilt igazolni, hogy az Uyasmas altal generalt ROS-ok fokozzak a
sejtek felszinén talalhatd kostimulatérikus molékul(B7.1 és B7.2 csaladba tartozé
fehérjék) expressziojat [120]. Ugyanakkor a ROSHudirekt hatasai is bizonyithatok a
DC-k aktivacigjaban, ugyanis az oxidativan moddsitehérjék fokozhatjak a DC
indukalta T sejt proliferaciét [121]. Ezen eredmékyarra engednek kdvetkeztetni, hogy a
cDC-k esetében az oxidativ stressz aktivacios aiignt funkcionalhat az adott antigén
stimulus mellett.

Az irodalomban nincs adat arra nézve, hogy a pDamelyek szamos tekintetben
kilénboznek az ezirAdnyd vizsgalatokban modellkéitalmazott cDC-kél, hogyan
viselkednek oxidativ stressz kortlményei kozottltédtelezhed ugyanakkor, hogy azon
oxidativ szoveti kdrnyezet, ahol a pDC-k antigértalkoznak, hatassal lehet ezen sejtek
muikodésére is, mely megnyilvanulhat a sejtfelszihefgek expressziojanak valtozasaban,
a sejtek citokin, illetve kemokin szekrécibjar&kikathat, valamint a pDC-k T sejt aktivald
és polarizalé képességét is befolyasolhatja.

gy munkéam soran célul iztem ki a pDC-k oxidativ stresszre adott
valaszreakcigjanak tanulmanyozasat, mellyel atfbgd@épet alkothatnank a pDC-k

immunvalaszban betdlt6tt szereplér

[1.11.2. Allergének altal kivaltott oxidativ stresz hatasa a DC-k aktivacidjara
A pollen ereddt allergias megbetegedések gyakorisaga az elmulteéekben

olyan mértékben megemelkedett, hogy a fejlett gskidan ma mar népbetegségként
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tartjak szamon. Hazankban a parla@ghmbrosia artemisiifoligigen jelends aeroallergén
novénynek szamit, a lakossag kozel 20 %-a szenudhboz parlagfi pollen altal
kivaltott allergias megbetegedésekben. Az intakiagi pollenszemek mérete (20-30
um) tal nagy ahhoz, hogy az alsébb léegutakba p&ljetr igy a fel§ legutakba jutva
okozza a klasszikus allergia tlineteit a padeggrzékeny egyénekben [122]. Ugyanakkor
kordbbi kutatasi eredmények alapjan elmondhatdy ggpllenszemekib hidratacié soran
agynevezett szubpollen partikulak (SPB) &bra) szabadulnak ki, melyek mé&gik az
intakt pollenszemekre jellerdzallergén komponenseket, illetve ROS generalasépek
NAD(P)H oxidaz enzimeket, ezaltal fontos szerep&tiszZanak az allergias tlnetek
kivaltdsaban [123]. A belégzett SPP-k méretiknévéo(0,5 — 4,5 um) mar képesek az
alsébb légutakba jutni ahol kozvetlen kapcsolatdilketnek a I1éguti DC-kkel.

5 min
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9. &bra Parlagfii pollenszem#l felszabadul6 szubpollen partikuldk (SPP)

Intakt parlagh pollen @Ambrosia Artemisiifolif vizzel tortéd hidrataciojat koveéien a pollenfal
felhasad és a pollenszem citoplazmatikus kompomergse Ugynevezett SPP-k kiaramlasa
figyelhe® meg, melynek mértéke az inkubalasi elérehaladtaval fokozodik.

Az eredeti nagyitas mértéke: 100X.

Attila Bacsi et al., J Allergy Clin Immunol. 200618(4):844-850

A légutakban a gyulladasos sejteken kivil kornydaétorok is hozzajarulhatnak
az oxidativ stressz létrejottéhez. Bizonyitott, Yw@g kilonbd#d légszennyaz anyagok,

illetve az 06zon, a dohanyfiust fokozzak a ROS-okntgdi a nyalkahartyaban, igy
26



sulyosbitjdk az allergias léguti gyulladas, valamaz asthma tineteit [124]. Ehhez
hasonl6an a hidratalodott pollenszemek, valaminSBP-k NAD(P)H oxidaz enzimeik
altal termelt ROS-oknak is szerepe van a légutllggiasos valasz kivaltasaban [123, 125].

A respiratorikus traktusban, a szubmucosa alathllezgének és mas részecskék
felismerésére és bekebelezésére specializalodotk Bt halézatot alkotnak. Az itt
talalhatd DC-k képesek az epithelsejtek kozott Ejani nydlvanyaikat a légutak
lumenjébe és ezéltal mintat venni a belégzett anégldl [126, 127]. Ugyanakkor a
parlagfi pollenek szerin proteaz aktivitasuk, illetve R@8rtelésiik révén roncsolhatjak az
epithélidlis barriert, mely 8tegitheti a paracellularis atjutast és igy a talékt az
intraepithelidlis DC-kkel [128]10. abra).

A léguti allergének altal kivaltott allergias reakc mechanizmusa viszonylag jol
tanulmanyozott, valamint az is ismert, hogy a R@8alt meghatarozo szerepe lehet ezen
gyulladasi folyamatokban [129], viszont az aeragkeek altal kivaltott allergias kérképek
szenzitizacios lépései kevéshé ismeretesek. Heltétdink szerint az SPP-knek fontos
szereplk lehet a pollen altal indukalt allergidgybetegedések szenzitizaciés fazisdban és
ezaltal a DC-k altali adaptiv immunvéalasz aktivaliéen, melyre a Th2 polarizaltsag
jellemz allergias reaciok esetében. igy céljaim kozotrejzelt az SPP-k DC aktivald
képességének vizsgalata, kulonds figyelmet fordéwa, hogy az SPP-k altal termelt
ROS-oknak milyen szereplk lehet ezen folyamatokban.
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10. braAllergén expoziciot kovétTh2 polarizacié a léguti DC-k kozreiikddéseével

A légutak hamrétege alatt halézatot képBL-k a hdmsejtek k6zott nydlvanyokat bocsatanak ki
légati lumenbe, ezaltal folyamatosan képesek mintahni a kil§ kornyezetbl. Ezen
nyulvanyoknak a felszinén a zonula occludensréht(tjgnction) jellem# fehérjéket (occludin,
claudin, zona occludens-1 [ZO-1]) lehet kimutagrzért a DC nyulvanyok jelenléte nem bontja
meg a hamréteg integritasat. A belélegzett allerkérhat kozvetlen kapcsolatba kerulhetnek a
DC-kkel, anélkil hogy athatolnanak a hamsejtekgéite A DC-k az E-kadherinen és CD103
integrinen keresztil is az epithélhez tapadnakedzmatikusan aktiv allergének nem csak a DC-
ket aktivaljak, hanem a hamsejteken expresszaléckptorok (PAR, TLR, Dektin) aktivalasara is
képesek, ami kemokin, illetve citokin termeléstzidss, és segiti a DC-k érését. Ezen hatasok
eredményeként a DC-k a kornyéki nyirokcsoméba vésidak, ahol naiv T sejtekkel (ThO)
interakciéba |épve Th2 valaszt indukalnak. A Th2apeacio kialakitasaban fontos szerepe van a
DC-ken kifejedé OX40-L-nak, illetve a hizésejtek és bazofilek Eteamelt IL-4 citokinnek. Ezt
koveten a Th2 sejtekdd, a hizosejtektl és bazofilekBl felszabadulé mediatorok feledek a
jellegzetes allergias reakcié tlineteinek megjelédds

PAR: proteaz aktivalt receptor, GM-CSF: Granuloaitakrofag-kolonia-stimulalo faktor.

Bart N. Lambrecht, Hamida Hammad, Immunity, 20094 32-424
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[1.12. Celkitiizések
1. Antigén expoziciét kovéen a természetes immunvélaszban résstvev
gyulladasos sejtek ilkddése révén a periférias szovetekben oxidatigsstralakulhat ki. A
gyulladas helyére érkézpDC-k a vérkeringésh kilépve tehat olyan szdveti kérnyezetbe
keriilnek, ahol oxidativ stressz éket. Az irodalomban nincs adat arra nézve, hogy eze
oxidativ kornyezet milyen hatassal lehet a pDC-knimvalaszban betoltott szerepére.
Kisérleteink sordn ezért tanulméanyozni kivantukgyha HO,-vel kisérletesen kivaltott,
oxidativ stressz:
* hogyan befolyasolja a pDC-k életképességét,
 milyen véltozasokat eredményez aktivalatlan, iketvTLR7 agonistaval
(R837/imiquimod) aktivalt pDC-k fenotipusaban,
* hogyan modositja az aktivalatlan, illetve aktivalDC-k citokin, illetve kemokin
* milyen hatassal van a pDC-k allogén T sejt aktiwi#pességére,

* hogyan befolyasolja a pDC-k autolég naiv T sejapahciojat.

2. Korabbi vizsgalatok eredményei alapjan ismesgyhatopias egyének esetében a
pollenszemekd felszabadulo allergének a ttlien robosztus gyulladast képesek kivaltani,
az intakt pollenszemek azonban méretiiknél fogva jnémak le az alsébb Iégutakba, igy a
folyamat mechanizmusa még tisztazatlan. Legfrissetamulmanyok szerint a
pollenszemekdil hidratacié soran kiszabadulé SPP-k hordozzaknteki pollenszemekre
jellemz5 allergén komponenseket, illetve ROS generalasé@@esk NAD(P)H oxidaz
enzimeket, ezaltal fontos szerepet jatszanak aaglag kivaltasaban. A belégzett SPP-k
méretiiknél fogva képesek az alsobb légutakba jusiiol kdzvetlen kapcsolatba
keriilhetnek a DC-kkel, igy jelesg szerepik lehet a pollen-indukalt allergias reaci
szenzitizacios fazisaban. Vizsgalataink soran kerastik a valaszt, hogy:

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

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

» az SPP kezelés hogyan befolyasolja a cDC-k T sefifgraciojat, illetve allogén T
sejt aktivalo képességét,

* az SPP-k NAD(P)H oxidaz enzimjei altal termelt RGI®ak milyen szerepe lehet

a DC aktivacibban és ezéltal a természetes, illeddmptiv immunvélasz

folyamataiban.
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1. Metodikak

[11.1. Etikai nyilatkozat

A kisérletekhez hasznalt, human erédedrkészitményeket az Orszagos Vérellatd
Szolgalat debreceni Regionalis Vérellatd Kozporaiarkozrentikodésével kaptuk. A
human vérkészitményekkel tértemunkat az Orszagos Vérellatd Szolgalat igazgatdja,
valamint a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtaiaygi Centrumanak Regionalis és
Intézményi Kutatasetikai Bizottsdga engedélyeztéden vérvétel a donorok éaetes,
irasos beleegyezésével tortént és a donorok adktieltdolgozasa valamint mé&gése az
Orvos Vilagszovetség altal kiadott Helsinki Nyilatat etikai irdnyelveit kbvetve valosult

meg.

[11.2. Human sejtpopulaciok izolalasa periférias véb 6l

Kisérleteinkhez a human DC-ket, illetve T sejtekgészséges véradok periférias
vérének mononuklearis sejtjéi(PBMC) nyertik. El§ Iépésként a heparinos, buffy coat
készitményt Ficoll-Pagque (GE Healthcare, Uppsalagedg&n) meghatarozottiigisédi
poliszaharid oldatra rétegeztik 1:1 aranyban, ra@jiség-alapu gradiens centrifugalassal
elvalasztottunk a PBMC réteget a vér tovabbi sejtiestoitol. Az igy nyert vorosvertest s
trombocita mentes PBMCébmagneses izolalasi technikan alapuld, megiedejtizolalo
kitek segitségével szeparaltuk a kisérletekhezsexjids sejtpopulaciokat. A pDC-k, illetve
a naiv CD4 T sejtek esetében negativ szelekcion alapuld,anGi14 monocitak, illetve
a CD3 pan-T sejtek esetében pozitiv szelekcios eljaradapuld kiteket alkalmaztunk,
melyeket a Miltenyi Biotec (Bergish Gladbach, Genylacég forgalmaz. Az izolalasi
folyamat sordn a gyarté altal megadott utasitasekaettik. A szeparélast koven a
sejtpopulaciok tisztasagat az adott sejtpopulaaipiemz specifikus markerek alapjan
FACSCalibur aramlasi citométer (BD Biosciences Imoaytometry Systems, Frankline

Lakes, NJ, USA) segitségével elbeiatiik, mely minden esetben 96 % felettinek adadott

111.3. Human cDC-k differencialtatdsa CD14" monocitakbdl

A frissen izolalt CD14 monocitakat 24 lyuk( tenyésétemezen 2x19 sejt/ml
koncentracibban RPMI 1640 (Sigma Aldrich, St. LouiO, USA) médiumban
szétosztottuk. A tapfolyadékot 2 mM L-glutaminnabigma Aldrich), 100 U/mi
penicillinnel, 100 ng/ml streptomycinnel és 10% k@&gcentraciéju Binaktivalt FCS-sel
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) egészitettik ki. differenciaciohoz szikséges

citokineket, a 80 ng/ml granulocita-makrofag-koenstimulalé faktort (GM-CSF)
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(Gentaur Molecular Products, Brussel, Belgium) é80@ ng/ml IL-4-et (Peprotech EC,
London, UK) a differenciacié 0., illetve a 2. napjadtuk a sejtekhez. A differenciacio 5.
napjan a sejtek tobb mint 90%-a éretlen DC fenstipiDC-SIGN/CD20Y, CD14)

mutatott.

[1l.4. SPP-k izolalasa és enzimaktivitasuk vizsgata

Az SPP-ket intakt parlagf(Ambrosia artemisiifoliaGreer Laboratories, Lenoir,
NC, USA) pollenszemekdb izolaltuk. 100 mg intakt pollent 10 ml steril estdxin-mentes
desztillalt vizben 90 percig 4 °C-on hidrataltukajchaz intakt pollenszemeket alacsony
sebességen tort@rcentrifugalassal (1600 g, 5 perc, 4 °C) tavolitotel. A feltluszébdl
szirést (Minisart Sterile ium Filter, Supelco Analytical, Bellefonte, PA, USRyveten,
magas fordulatszamon tértenentrifugalassal (9000 g, 15 perc, 4 °C) nyertilaZkSPP-
ket. A partikulakat tartalmazé pelletet steril, etwkin-mentes PBS-ben (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Austria) vettik fel Meubauer kamra segitségével
meghataroztuk az SPP-k darabszamat, illetve vizggalfrissen izolalt SPP szuszpenzidk
endotoxin tartalmat PyroGeneTM Endotoxin Detectidssay Kit (Lonza Group Ltd.,
Basel, Switzerland) felhasznalasaval. Az SPP péatparokban detektalhatd igen alacsony
endotoxin koncentracié (28 pg/ml) alapjan elmondhdtogy kisérleteinket az SPP
prepardtumok endotoxin tartalma valdsidg nem befolyasolhatta.

A frissen izolalt SPP-k NAD(P)H oxidaz enzimaktast vizsgalatahoz 5QM
koncentraciéju 2’, 7’-dihidro-dichlorofluoresceimadetat (HDCF-DA,; Invitrogen) oldatot
és szubsztratként 10@M-os NADPH-t hasznaltunk. Az enzimaktivitds hataséirtérd
fluoreszcencia intenzitas-véltozast Synergy HT iplate olvasoval (Bio-TEK®
Instruments, Winooski, VT, USA) 488/530 nm hullarabpon detektaltuk.

[11.5. A DC-k kezelése

A frissen izolalt pDC-ket 96 Iyuk( tenyéslEmezre 1x10 sejt/lyuk
koncentraciéban 2 mM L-glutaminnal (Sigma Aldrich0 U/ml penicillinnel, 100 ng/ml
RPMI 1640 médiumban (Sigma Aldrich) szétosztotték.sejtkultirdkhoz 50 ng/ml
rekombindns human IL-3-at (Peprotech) adtunk, nezen citokin jelenlétan vitro
korilmények kozott esszencidlis a pDC-k tuléléséh€sérletesen kivaltott oxidativ
stressz korilményeinek létrehozasdahoz a sejteladtilizalt HO, (Sigma Aldrich)
megfeleb higitdsaival (0,01-10 uM) kezeltik. Antioxidansk80 mM-os NAC-ot (Sigma
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Aldrich) alkalmaztunk. A pDC-k aktivalasa TLR7 r@ter agonistaval (imiquimod, R837,
2,5 ug/ml; Invivogen, San Diego, CA, USA) tortéd, 6ras inkubalassal.

A cDC-k esetében a kiulonb®kezelések hasonld tapkdzegben zajlottak, mint a
pDC-knél leirtak, kivéve az IL-3 citokin jelenlétéhely a cDC sejtkultirak szamara nem
esszencialis. A cDC-k SPP-vel toréérkezelésekor a frissen izolalt SPP-ket 1:15
(cDC/SPP) aranyban adtuk a sejtekhez a NAD(P)H&xxehzim szubsztratja, 100 uM
NADPH (Sigma Aldrich) jelenlétében vagy anélkil.kantroll kisérletekhez 72°C-on 30
percig lbinaktivalt SPP-t (SPB, illetve NADPH oxidaz gétléval, difenilén-jodémmal
(DPI, 5 uM; Sigma Aldrich) 30 percigd@ezelt SPP-t alkalmaztunk. A feleslegben maradt
DPI-t mosasi Iépéssel tavolitottuk el az SPP pegparokbdl. A kezelések éthrtama 1, 4,
illetve 24 6ra volt, az adott kisérleti médszerdkmegfeleben.

[11.6. Sejtek életképességének vizsgalata
A sejtek életképességét 10 pg/ml koncentracidjinifi@actinomycin D / 7-AAD
(Sigma Aldrich) festék segitségével vizsgaltuk, BnigNS interkalatorként a nekrotikus

sejtek nukleinsavat festi meg és aramlasi citoeimérésekre alkalmas.

[11.7. Sejtek intracellularis ROS termelésének meghtarozéasa

A sejteket — a tapfolyadék eltavolitasat kédeet - steril 37 °C-os PBS-sel (PAA
H.DCF-DA (Invitrogen) festék oldattal inkubaltuk stiién, 20-25 percig 37 °C-o0s
termosztatban. Az inkubacios didetelte utan a folosleges festéket PBS-es mosassal
tavolitottuk el. A HDCF-DA festékkel toltott sejtek intracellularis RO&intjét a
kilonbo®d kezeléseket kovéen, a fluoreszcencia intenzitas mérésével hatdcoateg

FL1 csatornaban (53015 nm) aramlasi citométerrel.

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

bekovetke# valtozasokat az adott sejtfelszini antigén elldiupreszcens festékkel
konjugalt monoklondlis antitestek, illetve megféleizotipust antitest kontrollok
felhasznaldsaval, aramlasi citometrids méréssekktidtuk. Az altalunk hasznalt
monoklonalis antitestek a kovetkek voltak: anti-CD40, anti-CD83, anti-OX40-L, anti-
PDL-1 (mind a BD Pharmingefif San Diego, CA, USA), anti-CD80, anti-HLA-DQ
(mindketty a BiolLegendil, Uithoorn, The Netherlands), anti-CD86 (R&D Syste
Minneapolis, MN, USA), anti-ICOS-L (eBioscience,evina, Austria). A FACSCalibur
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citométerrel (BD Biosciences Immunocytometry Systemetektalt adatok kiértékelése
FlowJo szoftver (TreeStart, Ashland, OR, USA) s&gjével tortént.

[11.9. Sejtek citokin €s kemokin szekrécidjanak det¢ktalasa ELISA modszerrel

A sejtek fellluszéjabol a szekretalt citokinek,etile kemokinek mennyiségét
szendvics technikéan alapuld, enzim-kétott immunseos (ELISA) mddszerrel hataroztuk
meg. Az &ltalunk vizsgalt mediatorok kdzott szehegheaz IL-18, IL-6, IL-10, IL-12 (70),
IL-17, TNF-a, TGF$1 (mind a BD OptEIA; BD Biosciences$f San Diego, CA, USA),
IFN-a (PBL InterferonSource, Piscataway, NJ, USA) civeki, illetve az IL-8 kemokin
(BD OptEIA; BD Biosciences). Az abszorbanciat SgyeHT multiplate olvasé (Bio-
TEK® Instruments) segitségével 450 nm hullamhossietektaltuk.

[11.10. A cDC-k SPP felvétele

Kisérleteink soran az SPP izolatumokat fluoreszéeel/ue® Jade festékkel (45
perc, 4 °C; Polysciences Inc., Warrington, PA, U&Ahjugaltuk. Ezt kbvéen a sejteket
4 oraig inkubaltuk a fluoreszcensen konjugalt SREp@ratummal, majd aramlasi
citometria segitségével FL1 fluoreszcens csatom@&hd0+15 nm) vizsgaltuk a CellVue®
Jade pozitiv sejtek aradnyat a sejtkultirakban. AkrosizkOpos vizsgalatokhoz a
fluoreszcensen konjugalt SPP-kkel kezelt DC-ketalfik, majd PE-vel konjugélt,
specifikus DC markerrel (DC-SIGN/CD209; R&D Systgmgloltik. A sejteket
targylemezekre helyezve, konfokalis |ézer-pasztamikroszkop (Zeiss LSM 510
mikroszkop, Carl Zeiss AG, Jena, Germany) segitadgézsgaltuk. A CellVue® Jade
festékkel konjugalt SPP-k fluoreszcens jelét 508-85n-en, a jeldlt DC-k fluoreszcens

emisszidjat 560-615 nm-en detektaltuk.

[11.11. Proliferaciés assay

A  proliferacios  tesztekhez  sejtmembran  permeabilisfluoreszcens
karboxifluoreszcein szukcinimidil észter (CFSE)téé&el (Invitrogen) jel6lt allogén, naiv
CD4" T sejteket ko-kultivaltunk megfel&n ebkezelt DC-kkel 1:20 aranyban (DC: T sejt
Pharmingen) jelenlétében. Ot napos ko-kultivacidivetben aramlasi citométerrel

vizsgaltuk a T sejtekben jelen®CFSE festék fluoreszcencia intenzitdsanak &elézét,

“ sz
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[11.12. T sejt polarizacié meghatarozasa ELISPOT mdszer segitségével

A megfeleben ebkezelt DC-kkel tortéé aktivalast kdveten a T sejtek citokin
valaszat IFNy-ra, IL-4-re és IL-17-re specifikus enzim-kotott rmnszorbens SPOT
(ELISPOT) tesztekkel (mind az eBioscien6g-tletektaltuk, mely citokinek felvilagositast
nyljtanak a T sejtes immunvalasz polarizaltsagafédérleteinkhez ébktivalt DC és
allogén CD3 pan-T sejt (1:10) ko-kulttrakat hoztunk létre, dhaggy napos inkubaciot
koveen a CD3 pan-T sejteket a detektalandd citokinre specifiluitesttel fedett,
illetve 10 % FBS-t tartalmazo médiummal blokkoltIEPOT lemezekre osztottuk szét. A
24 és 48 oras inkubalast kodeh a sejteket moséassal eltavolitottuk, majd az EO®
kitek leirasat kovetve biotin-konjugdalt detektortitesttel inkubaltuk a lemezeket. Ezt
kovette a torma-peroxidaz-avidin konjugatum, ileetz enzim szubsztratjanak (AEC, 3-
amino-9-ethylcarbazol; BD Biosciences) a felvitelelemezekre. Az enzim-szubsztrat
reakcid révén keletkéz szines spotok formajaban megjéletermék detektalasa
ImmunoScan analizatorral tortént, ImmunoSpot 4dftger (C.T.L.-Cellular Technology

Ltd., Bonn, Germany) segitségével.

[11.13. Intracellularis citokin meghatarozas aramlasi citométerrel

A T sejt polarizaciés kisérletekhez megféleinddon ebkezelt DC-ket ko-
kultivaltunk autoldg CDACD45RA™ naiv T sejtekkel 1:10 aranyban human anti-CD3
monoklonalis antitest (BD Pharmingen) jelenlétébenajd 6 napos ko-kultivaciot
koveben vizsgaltuk a T sejtek citokin termelését inthadaris citokin festéssel. Hat napot
kovetben a T sejteket nem antigén specifikus, poliklean&ktivatorokkal (2,5 pg/ml
tisztitott huméan anti-CD3 monoklondlis antitest [Bbarmingen], 100 ng/ml phorbol 12-
miristil 13-acetat, 1 pg/ml ionomycin [Sigma Aldmil¢ 7 oran keresztll Gjraaktivaltuk a
megfeleben detektalhato intracellularis citokin szint eka@&rdekében. Az aktivalas utolso
Ot Ordjaban a sejtekhez GolgiStop (BD Biosciendesgrje transzport gatlét adtunk,
permeabilizalast kévéen a T sejteket IFN-ra és IL-4-re specifikus fluoreszcensen
konjugalt monoklonalis antitest koktéllal és a nedgi izotipus kontrollal (BD
Biosciences) jeloltik és a fluoreszcencia inteszidltozast aramlasi citométerrel
detektaltuk.

34



[11.14. Statisztikai elemzés
Az adatok statisztikai analizisére Student-féledbgt, valamint variancia-analizist

(ANOVA) alkalmaztunk Bonferroni post-hoc teszttel. A statisztikai szamitasok
elvégzésehez SPSS 12.0 programot (SPSS Inc., ©hidhg USA) hasznaltunk. A

valasztott szignifikancia szint: P <0,05.
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V. Eredmények

IV.1. Oxidativ stressz hatdsanak vizsgalata humanpC-ken
IV.1.1. A human pDC-k és cDC-k oxidativ stressfirésének 6sszehasonlitdsa

A természetes immunreakcié soran létréjdxidativ kdrnyezet befolyasolhatja a
hivatdsos APC-k immunvéalaszban beto6ltott szerepegrt kisérleteinkkel &zo6r arra
szerettiink volna valaszt kapni, hogy a DC-k milyegrtékben képesek kivédeni a reaktiv
gyokok karos hatasait. igy pDC-ket, illetve cDC-ketzeltiink névek§ koncentracioju
H.O--vel, majd 7-AAD festék segitségével vizsgaltuk ejtek életképességét 24 Oras
inkubéaciot koveten. Az alkalmazott 0,1, 1 és 10 uM-0sQd koncentraciok mellett a
pDC-k életképessége 48, 60, illetve 88%-kal csoklkerkezeletlen sejtekhez képest.
kezelésnél detektaltunk szignifikdns életképesssigkkenést. A sejtek antioxidanssal
(NAC) tortérd elokezelése mind a pDC-k és mind a cDC-k esetébeiigigdisztette az
oxidativ stressz viabilitasra gyakorolt karos hatasnely azt mutatja, hogy a sejtek
kezelést kovét életképesség csokkenését valdban@,Hezelés idézte &l(11. abra). A
NAC egy ketbs hatdsu antioxidans, egyrészt a glutation prekakémt képes fokozni a
sejtek antioxidans kapacitasat, masrészt kozvetleniépes reakcioba lépni a reaktiv

gyokokkel és semlegesiti azokat [130], igy megéelek talaltuk kontroll kisérleteinkhez.
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11. 4braA human pDC-k és cDC-k oxidativ stres#izisének dsszehasonlitasa

sz

vizsgaltuk a sejtek életképességét aramlasi citems&lgitségével. Az oszlopdiagram ag sjtek
szazalékos aranyéat tinteti fel, melyet 7-AAD, DNffeikalator festék segitségével hataroztunk
meg. Az életképesség vizsgalatokat antioxidans (Ni&nlétében is elvégeztik. Az adatok 3
fuggetlen kisérlet atlagat mutatjadk.P<0,01, ™ P<0,001 a kezeletlen sejtekhez viszonyitva,
P<0,001 a NAC-cal 8kezelt sejtekhez képest. NAC: N-acetil-cisztein.

Ezt kbveben megvizsgaltuk, hogy a legalacsonyab®tHkoncentracié (0,01 uM),
mely nem befolyasolja a pDC-k életképességét, meginé a sejtek intracellularis ROS
szintjét. A sejteket fluoreszcens, ROS-szenzitiDEF-DA festékkel toltottik meg, majd
kezelést koveéten vizsgaltuk a DCF fluoreszcencia valtozasat. AgDesetében mar az
alacsony koncentraciéju B, kezelés is 3,7+2,3-szoros DCF fluoreszcencia néaégt
eredményezett, mig a cDC-knél csak 100-szor nagydiidy koncentracional (1 pM)
tudtunk fluoreszcencia emelkedést detektdl@i A abra).

A két sejttipus antioxidans kapacitasa kozotti kbkeget mutatta az is, hogy a
cDC-k esetében az alacsony koncentraciéj®HO0,01 uM) kezelést kovétn 20 perc
elteltével a sejtkultara fellliszéjdban mar nemetett kimutatni HO,-t, mig a pDC
kultarak feliluszdjdban csak 15 perccel d@s cstkkent a pD, koncentracioja a
fluorimetrias modszerrel detektalhato hatarerték(e. B abra).

Ezen eredmények alapjan elmondhatdé, hogy a pDCal j@&rzékenyebben

reagalnak az oxidativ kérnyezetre, mint a cDC-k.
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12. abra A H,0, kezelés hatasa az intracellularis ROS szintekre kben és cDC-kben,
valamint a HO, lebomlasanak kinetikaja a sejtkulttrak feltliszdjan

(A) A DC-ket ROS-szenzitiv, fluoreszcens;CF-DA festékkel toltéttik meg, majd a,Gh
kezeléseket kovéen aramlasos citometria segitségével vizsgéltuk GF Dluoreszcencidban
bekovetked valtozasokat. A hisztogramok egy reprezentatierkés adatait mutatjak (N=3). (B) A
DC-ket alacsony koncentracioju (0,01 uM)Q4-vel kezeltik meg, majd fluorimetrias médszer
segitségével meértik az 5 percenként vett sejtmdaligiszé mintak ROS tartalmat. Az adatok

h&rom fliggetlen kisérlet atlagat mutatjak.

IV.1.2. Oxidativ stressznek kitett pDC-k fenotipuse vizsgalata

Szamos korabbi tanulmanyban elemezték, hogy azatixidstressz hogyan
befolyasolja a cDC-k funkcioit, viszont a pDC-kke&lpcsolatban még nem végeztek ilyen
irdnyl vizsgalatokat. igy a tovabbiakban azt taréwlyoztuk részletesebben, hogy az
oxidativ stressz hogyan befolydsolhatja a pDC-k imwdlaszban betdltott szerepét.
melynél a pDC-k életképessége a kezeletlen mintzéhsonld volt. El akartuk ugyanis
kerlilni, hogy a nekrotizal6 sejtek nagyobb aranglerjléte befolyasolja kisérleti
eredményeinket. A D, kezelés altal kivaltott fenotipusos valtozasokatdasi citométer
segitségével detektaltuk. A vizsgalt sejtfelsziniarkerek kozott szerepeltek
kostimulatorikus molekulak (CD40, CD80, CD86), érésarker (CD83), valamint az
antigén prezentacioban kozponti szerepet jatszo -BlAfehérje. A HO, kezelés csak
kismértékben valtoztatta meg a CD40, CD80, CD8étvie CD83 fehérjék expresszidjat,
ugyanakkor jeleriis mértékben csokkentette a HLA-DQ protein szirdjétejteken. Ha a
pDC-ket R837-tel, azaz a TLR7 receptor egyik agajasal kezeltik, akkor minden

altalunk vizsgalt sejtfelszini marker expressziamtie ugrasszéen megitt, viszont
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egyutt alkalmazva az aktivatort a®p-vel, a HO, felfliggesztette a TLR7 agonista pDC-
kre gyakorolt aktivalo hatasat3. abrg). Az R837 - vagy masnéven imiquimod - olyan
szintetikus guanozin analég, mely igefisN-indukald képességgel bir. Terapids célbol
mar régoéta alkalmazzak a klinikumban, tobbek kozbttdr rakos elvaltozasainak
kezelésére [131], illetve genitalis human papillorirasfertizés ellen [132].

A fenotipusos vizsgalatok eredményei alapjan fardkstartottuk kizarni a pD,
kezelés R837 ligandra kifejtett esetleges oxidathasat, mely negativan befolyasolhatja a
ligand receptorhoz valo kédését. igy fenotipusos vizsgalatainkat megismétedtiyan
kondiciok mellett is, ahol a pDC-khez nem az R837gyitt, hanem az R837-tel toréen
kezelést koveéten, 30 perccel kébb adtuk a HO,-ot. Ezen idintervallum alatt az R837
mar hozzakdtdik a receptordhoz, igy kizarhaté hogy sObl kbzvetlenll befolyasolja a
ligand-receptor kdlcsdnhatast. llyen kisérleti kionak mellett is hasonldé eredményeket
kaptunk, mint az R837 és a0} egyideji alkalmazasa esetén (az adatokat nem tuntettik
fel), igy valoszidsithet, hogy a HO, kezelés nem az R837 ligand és a TLR7 receptor
kozotti interakcid befolyasolasaval, hanem mas maeiadmussal moddositia pDC-k

mukodését.
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13. abrapDC-k fenotipusos vizsgalata alacsony koncentragibi,O, kezelést kovéen
A pDC-ket 0,01 uM koncentracioju,B, kezelésnek tettiik ki TLR7 agonista (R837) jelasién,

illetve anélkil, majd 24 oras inkubaciot kosem aramlasi citometria segitségével vizsgaltuk a
sejtek sejtfelszini markereinek expresszidjdban tbetked valtozdsokat. A fehér siin
hisztogramok jelzik az izotipus kontrollokat, migsadmok a relativ fluoreszcencia értékeket

(festett mintdk fluoreszcencia intenzitAsdnak m@di& az izotipus kontroll fluoreszcencia

N4

intenzitdsdnak medianja) mutatjdk egy reprezenkdsigrlet adatai alapjan (N=4).

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

A kezeléseket kovéen a sejtkultirak fellluszéjabol meghataroztukjeekeitokin
(IL-6, TNF-a, IFN-a), illetve kemokin (IL-8) szekrécidjat ELISA mdodszsegitségével.
Onmagaban a #0, kezelés nem indukalta egyik altalunk vizsgalt raeati szekrécidjat
sem, mig a TLR7 agonista jeléatmértékben novelte a sejtek citokin, illetve kemok
termelését. A TLR7 agonista és ald egyuttes alkalmazasa esetén a citokinek, illetve a
kemokin mennyisége lecsokkent a fellliszokban @r&lag TLR7 liganddal aktivalt
sejtekéhez képest, mely azt mutatja, hogy az dxidatressz géatolja a pDC-k
aktivalodasat. Az IFNt: esetében csak a TLR7 agonistaval aktivalt segpdld(fsz6jabol
tudtunk kimutatni citokint14. abra).
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14. 4bra A pDC-k citokin, illetve kemokin szekréciéja alacsokpncentracioju HO, kezelést
koveten

Aktivalatlan, illetve TLR7 liganddal (R837) aktiugbDC-ket kezeltiink 0,01 uM koncentraciéju
H,O,-vel, majd 24 o6ra inkubaciét kovetn ELISA mddszer segitségével hataroztuk meg a
sejtkultirék felUluszéjdnak citokin, illetve kemaoktartalméat. Az 4bra harom flggetlen kisérlet
atlagat mutatja.P<0,05,” P<0,01 a kezeletlen sejtekhez viszonyitRs0,05 az R837-tel kezelt
sejtekhez viszonyitva. N/D: nem detektalhato.
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IV.1.4. Oxidativ stressznek kitett pDC-k allogén Tsejt aktivalé képessége

Tovabbi kisérleteinkben az oxidativ stressznektktBC-k allogén T sejt aktivald
képességét vizsgaltuk, melyhez,Q4-vel és R837-tel ékezelt pDC-ket egyutt
tenyésztettiink allogén CD3pan-T sejtekkel, majd 4 napos ko-kultivaciot kieet
vizsgaltuk a T sejtek citokin termelését ELISPOT dswer segitségével. A vizsgalt
citokinek kozott szerepelt az IL-4, az IL-17 és HzN-y, mert ezek a citokinek
felvildgositast adhatnak az adaptiv immunvalasargditsagat illeten. Az allogén T
sejtekkel tortéd ko-kultivaciot koveben megfigyeltik, hogy a TLR7 agonistaval kezelt
pDC-k mindharom citokin termelését fokozzak, migoxadativ stressznek kitett pDC-k
hatékonyabban aktivaljak az IL-4-terrael sejteket, mint a kezeletlen pDC-k. A®
kezelés ugyanakkor nem valtoztatta meg a pDC-k {yFNagy IL-17-terme) T

limfocitakat aktivalo képesseégéty. abra).
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15. abra Oxidativ stressznek kitett pDC-k allogén pan-T saktivalo képességének vizsgalata
Aktivalatlan, illetve TLR7 agonistaval (R837) aldiv és HO,-vel kezelt pDC-ket ko-kultivaltunk
CD3' pan-T sejtekkel, majd 4 napos ko-kultivaciot kdeet vizsgaltuk az IL-17, az IFN-illetve

az IL-4 citokint termdl T sejtek aranyat ELISPOT modszer segitségévelibka bal oldalan egy-
egy reprezentativ kisérlet spot abrai szerepelab&l minden egyes pont egy az adott citokint
termeb T sejtnek felel meg (N=3). Az abra jobb oldalamoma fiiggetlen kisérlet atlaga mutatja az
adott citokineket terméIT sejtek szamat a sejtkultarakbarm<0,01,” P<0,001 a kezeltlen pDC-
T sejt ko-kultiréahoz viszonyitvdP<0,01 az R837 kezelt pDC-T sejt ko-kultirahoz képi/D:

nem detektalhatd, T: T sejt.

IV.1.5. Oxidativ stressz hatasa a pDC-k naiv T sejiolarizalé képességére
Az oxidativ stressznek kitett pDC-k naiv T sejt ggddald képességének
meghatarozasahoz,8,-vel és R837-tel ékezelt pDC-ket egyltt tenyésztettliink autoldg

naiv T sejtekkel, majd 6 napos ko-kultivaciot kdest vizsgaltuk a T sejtek tulajdonsagait.
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A Hy0.-vel ebkezelt pDC-ket tartalmazd ko-kulturdk fellliszéjaba Treg sejtek
kialakulasét jelé IL-10 citokin szintje alacsonyabb volt, mint a bbtko-kultira esetében.
A H,0,-vel ebbkezelt pDC-k fenotipusa sem kedvez a Treg sejtalakillasanak, mivel az
oxidativ stressz nem fokozta a tolerogén markel@®$-L, PDL-1) expresszidjat a pDC-
ken (6. abrg. Ezt kdveben megvizsgaltuk az IL-17 citokin szintjéet a kotkwék
feliluszéjaban, és azt talaltuk, hogy g0tvel ebkezelt pDC-k nem indukaltak az IL-17
citokin termeb T sejtek keletkezésétl]. abra). Ugyanakkor a kokulturakban
intracellularis citokin festéssel kimutattuk, hogynaiv autolég T sejtekkel tori&rko-
kultivacié ebtt oxidativ stressznek kitett pDC-k inkdbb Th2 @ltermeb T sejtek), mint
Thl (IFN+ termeb T sejtek) irAnya polarizaciot segitenels,evaloszirileg a fokozott
OX40-L kifejezsdés kovetkeztéberd 8. abra).
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16. 4bra Oxidativ stressznek kitett pDC+haiv, autolog T sejt aktivald képességének vizsigala
IL-10 termels T sejtek kialakulasa szempontjabol

(A) Aktivalatlan, illetve TLR7 agonistaval (R837ktavalt, majd HO,-vel kezelt pDC-ket ko-
kultivaltunk naiv, autolég COLD45RA" T sejtekkel, majd 6 napos ko-kultivaciot kabe
vizsgaltuk a sejtkultdrak feltliszojanak IL-10 gdmat ELISA modszerrel. Az IL-10 detektélasa a
feluliszéban a ko-kultiraban megjaleih-10 termeb T sejtekre utal, mivel a primer pDC-k nem
képesek ezen citokinek termelésére. AOH! illetve az R837 kezeléseket koben aramlasi
citométer segitségével vizsgéaltuk az ICOS-L (Ba&DL-1 (C) fehérjék kifejeémését a pDC-ken.
Ezen proteinek expresszidjanak novekedése a pD&skifién tolerogén fenotipus kialakulasat
jelzi. Az abrak harom fuggetlen kisérlet atlagattatjak. *P<0,05 a kezeletlen pDC-T sejt ko-

kultdrahoz viszonyitva. N/D: nem detektalhato, Ts€ft.
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17. abraOxidativ stressz hatasa a pDC-k Th17 sejt polaxizépességére

Aktivalatlan, illetve TLR7 agonistaval (R837) aldiy, majd HO,-vel kezelt pDC-ket ko-
kultivaltunk naiv, autolég COLD45RA" T sejtekkel, majd 6 napos ko-kultivaciot kaien
ELISA mddszer segitségével megmeértik a ko-kultdelliszojanak IL-17 citokin tartalmét. Az
abra harom fuiggetlen kisérlet atlagat mutatjg<0,01,” P<0,001 a kezeletlen pDC-T sejt ko-
kultdrahoz viszonyitva. T: T sejt.
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18. 4braOxidativ stressz hatdsa a pDC-k Th1/Th2 sejt palatd képességére

(A) Aktivalatlan, illetve TLR7 agonistaval (R837) akily, majd HO,-vel kezelt pDC-ket ko-
kultivaltunk naiv, autolog CO€D45RA" T sejtekkel, majd 6 napos ko-kultivaciot késen a T
sejteket Ujraaktivaltuk nem antigén specifikus,ikpohdlis aktivatorokkal, majd intracellularis
citokin festést kovéen, aramlasi citométer segitségével meghatarozukM-y és IL-4 citokint
termeb T sejtek aranyat a ko-kultdrakban. A dot blot-olathaté szamok az IFN-illetve IL-4
pozitiv T sejtek szazalékos aranyat jelzik egy eepntativ kisérlet adatai alapjan (N=3). (B
vel, illetve R837-tel kezelt pDC-k OX40-L expresganak vizsgalata aramlasi citométer
segitségével. Ennek a proteinnek a kiféjlEse a pDC-ken &egiti a naiv T sejtek Th2 iranyu
differencialédasat. Az abra harom fliggetlen kisétlagat mutatja. T: T sejt.

IV.2. Parlagfii SPP-k NAD(P)H oxidaza altal termelt ROS-ok hatasaiak vizsgalata
human cDC-ken
IV.2.1. SPP kezelés altal indukalt oxidativ stresszzsgéalata cDC-ken

Szamos irodalmi adat utal arra, hogy az oxidatfesstz aktivacidos szignalként
hathat a cDC-kre. Kisérleteinkkel valaszt szerdttimina kapni arra, hogy a parlégbPP-
k NAD(P)H oxiddza A&ltal termelt ROS-oknak milyen eszpe lehet a cDC-k
aktivaciojaban, illetve ezaltal a parlégéltal kivaltott allergias reakciok szenzitizaciés
fazisaban. Kisérleteinkhex vivodifferencialtatott, monocita-eredeDC-ket hasznaltunk.

Ezeknek a sejteknek a fenotipusa (CITIR1C/BDCA1'CD11¢MHC-IIT) [133]
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hasonlosagot mutat azon &ieén lokalizalédd, mieloid eredet cDC-kkel
(BDCA1'CD11¢HLA-DR"), amelyekél leirtak, hogy a legésebb T sejt aktivald
képességgel rendelkeznek a léguti DC-k kdz6tt [11BB]. Munkank soran a cDC-ket
parlagfi SPP izolatumokkal kezeltik meg, melyeket intaktlgudii pollen hidratalasa
révén nyertik. Minden parlagf SPP izolalast kovéen ROS-szenzitiv, fluoreszcens
H,DCF-DA festék segitségével megvizsgaltuk a preparédk NAD(P)H oxidaz
aktivitasat. A frissen izolalt SPP mintakban a Dilforeszcencia 2,5-sz6r0s emelkedést
mutatott a PBS kontrollhoz viszonyitva, mely nowd® az enzim szubsztratjanak
(NADPH) jelenlétében tovabb fokozodott. Az SPP-k°Gdn 30 percig tortén
inaktivalasa, valamint az enzim specifikus, memtszolubilis gatlészerének (DPI) [136]
hasznalata a fent leirt jelenséget felfliggesz(@Be abra). A DPI egy olyan flavoprotein
inhibitor, mely a human NADPH oxidaz enzimen [134djul a ndvényi NAD(P)H
oxidazoknak [138] is hatasos gatloszere, igy alkalmak talaltuk az SPP-k NAD(P)H

oxiddzanak gatlaséra.
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19. dbraAz SPP preparatumok NAD(P)H oxidazai altal term&0OS-ok detektalasa

A frissen izolalt SPP szuszpenzidkhoz ROS-szenztioreszcens HDCF-DA festéket adva,
fluorimetrids modszerrel vizsgaltuk a preparatunawkh DCF fluoreszcencia emelkedését, mely az
SPP-k NAD(P)H oxidaz aktivitdsara utal. Kisérlekein az enzim szubsztratjanak (NADPH),
illetve specifikus géatloszerének (DPI) jelenlétélrlvégeztiik. Tovabbi kontroll kisérletekben az
SPP-k binaktivalt (SPP) forméjat alkalmaztuk. Az dbra harom fliggetleréKis atlagat mutatja.
"P<0,01,” P<0,001, a PBS oldathoz viszonyitia<0,05 az SPP szuszpenziéhoz viszonyitva.

A kovetked kisérletben a NAD(P)H oxidaz aktivitassal bir6 Si2Bszpenzidkkal
kezeltink meg a ROS-szenzitivw[HCF-DA festékkel t6ltott cDC-ket, majd vizsgaltuk a
intracellularis ROS szintjének valtozasat a sepekbAz SPP kezelés szignifikans
novekedést eredményezett az intracellularis DClrdéiszcenciaban, melyet az enzim
szubsztratjanak, azaz a NADPH-nak a jelenléte tovédkozott. A lbinaktivalt SPP-vel
(SPP") tortérd kezelés, illetve a DPI kezelés 6nmagaban nem enegeaett DCF
fluoreszcencia novekedést a kezeletlen mintakhqedte@0. abra). Ezen eredmények
alapjan feltételezhét hogy a cDC-k intracellularis ROS szint néveketlé&ié&nt az SPP-k
NAD(P)H oxidaz aktivitdsa okozta.
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20. abraAz SPP-vel kezelt DC-k intracelluléaris ROS szint@nvizsgéalata

A DC-ket ROS-szenzitiv, fluoreszcensDCF-DA festékkel toltottik meg, majd SPP kezelést
kdvetben - NADPH jelenlétében, vagy anélkil - &ramlasiroetria segitségével vizsgéltuk a DCF
fluoreszcenciaban bekévetkezaltozasokat. Kontroll kisérletekbeihaktivalt SPP-ket (SP,
valamint a NAD(P)H oxidaz enzim specifikus géatlaete(DPI) alkalmaztuk. Az 4bra harom
fliggetlen kisérlet atlagat mutatja.P<0,001, a kezeletlen sejtekhez viszonyits0,01 az SPP-

vel kezelt sejtekhez viszonyitva.

IV.2.2. A cDC-k SPP felvételének vizsgalata

Az intakt parlagh pollenszemek méretiknél (25-30 um) fogva nem fedék a
DC-k szamara. Ugyanakkor a pollenszemek hidratéaoyan kiszabadulé SPP-k atlagos
mérete 0,5 — 4,5 um kozé esik, igy a DC-k képeshethek ezen részecskék
fagocitdzisara, mely folyamat kozponti szerepetszhat az allergének kisbi
prezentacioja soran. Igy fontosnak tartottuk meggémni, hogy a cDC-k milyen mértékben
képesek felvenni az SPP-ket. Kisérleteinkben flesmrensen jelolt SPP-vel kezeltink meg
cDC-ket 4°C-on, illetve 37°C-on, majd 4 oOra eltedté aramlasi citométer segitségével
vizsgaltuk az SPP pozitiv sejtek aranyat a sejikakban. Az SPP pozitiv sejtek aranya a
37°C-on tortént kezeléseket kodenh - donortol figgen - 25-58 % -nak adodott
(21. A 4bra). A citometrias mérések alapjan nem dorihedt hogy az SPP pozitiv sejtek
valoban felvették-e a partikuldkat, vagy azoknakakcsa sejtmembranhoz valé
kotodése eredményezi a pozitivitast, igy az SPP-k rsejbellli lokalizacidjat

konfokalis mikroszképos felvételek segitségével igazoltuk @1. B abra.
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37°C

51.17%

21. abraA DC-k SPP felvételének vizsgalata

(A) A cDC-ket fluoreszcens CellVue® Jade festél@hjugalt SPP izolatumokkal kezeltiik, majd
4 0Oras inkubaciét kovéen aramlasi citometria segitségével FL1 csatornda@9+15 nm)
vizsgaltuk az SPP pozitiv sejtek szdzalékos aramydlyet a hisztogramokon feltlintetett szamok
jelélnek egy reprezentativ kisérlet adatai alapj@B). Konfokalis |ézer-pasztdz6 mikroszképot
alkalmazva megvizsgaltuk a fluoreszcensen jel6R-8Hzold szin) intracellularis lokalizaciojat a
PE-vel konjugalt DC-SIGN markerrel jelolt cDC-kbgiros szin).

Az eredeti nagyitds mértéke: 40x. Méretarany verajuM.

IV.2.3. Az SPP-k NAD(P)H oxidaza altal termelt ROSsk hatasai a cDC-k fenotipusos
és funkcionalis tulajdonsagaira

Az SPP kezeléseket koven megvizsgaltuk a sejtek fenotipusos valtozasait.
vizsgalt sejtfelszini markerek kozott szerepelteK@40, CD80, CD86 kostimulatorikus
molekuldk, illetve az antigén prezenticidban szsréfitszdé HLA-DQ fehérje. Az SPP
kezelés fokozta mind a négy sejtfelszini fehérjeresszidjat. Ha az SPP kezelés NADPH
jelenlétében tortént, akkor tovabbi novekedés vaftasztalhatd a fehérjek expresszids
szintjében, de ez az emelkedés csak a CDA40, illet¥@D80 molekuladk esetében volt
szignifikans. Az SPRval, illetve a NAD(P)H oxidaz gatldszerével, azaRl-vel tortérd
kezelés nem eredményezett statisztikailag szigmiBk valtozdsokat egyik sejtfelszini
protein kifejedésében sen2®. abra).

51



[CJnaopH -

°] cD4o  Ff [l naoPH +

Relativ fluoreszcencia
valtozas

i Il 1 TN

Kezeletlen SPP  SPP+DPI SPPH spPPH+DPI

#

31 cDs8o

;' ﬂﬂﬂ

Kezeletlen sPP+DPI SPPH sppPH+DPI

Relativ fluoreszcencia
valtozas

81 CD86

Relativ fluoreszcencia
valtozas
S
2

oriri,r‘iﬁm

Kezeletlen spPP+DPI spPPH sppPH+DPI

®1 HLA-DQ

Relativ fluoreszcencia
valtozas

e ri rm (M rw

Kezeletlen SPP+DPI SPPH spPH+DPI

22. abraAz SPP kezelt cDC-k fenotipusos valtozasainak vizs@éla

A cDC-ket frissen izolalt SPP-vel és az SPPéinaktivalt formajaval (SPH kezeltik meg a
NAD(P)H oxidaz enzim specifikus gatloszerének (DB$) az enzim szubsztratjanak (NADPH)
jelenlétében, illetve anélkil. A 24 6ras inkubadidiveben aramlasos citometria segitségével
vizsgaltuk a sejtfelszini fehérjék expresszids tiien bekodvetkér valtozasokat. Az dbra négy
fliggetlen kisérlet atlagat mutatj®<0,05,” P<0,01,” P<0,001 a kezeletlen sejtekhez viszonyitva,
*P<0,05,P<0,01 az SPP kezelt sejtekhez viszonyitva.
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Az SPP kezelt sejtek citokin, illetve kemokin szZaséjat vizsgalva
megallapitottuk, hogy az SPP kezelés nem indulkadjalL-13, illetve az IL-12 pro-
inflammatorikus citokinek termétiését (az adatokat nem tintettik fel), viszontlag, |
TNF-0, IL-8 és IL-10 fehérjék szekrécidjat fokozza. A DNRH szubsztrat jelenléte
tovabbi ndovekedést eredményezett az IL-6, TNEs IL-8 fehérjék szintjében, viszont
ezen Vvéltozas csak az IL-8 kemokin esetében vdltisgtikailag szignifikans. A
fenotipusos valtozasokhoz hasonléan az "SRietve a DPI kezelés nem mutatott

szignifikans valtozasokat egyik citokin, illetverkekin esetében serd3. abra).

Koncentracié (pg/ml)
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23. &braAz SPP kezelt cDC-k citokin és kemokin szekréciajé@nizsgélata

A 24 Oras kezeléseket koven ELISA modszer segitségével vizsgaltuk a sejikaik

feluliszéjdban a cDC-k altal termelt citokinek @.-1L-10, TNFe), illetve kemokin (IL-8)

mennyiségét. Az abra négy fiiggetlen kisérlet atlagdtatja."P<0,05, " P<0,01, a kezeletlen
sejtekhez viszonyitvdP<0,05 az SPP kezelt sejtekhez viszonyitva.

IV.2.4. SPP kezelt cDC-k T sejt proliferalé képessgEnek vizsgalata

A fenotipusos és funkciondlis vizsgalatok alapjamgéilapitottuk, hogy az SPP
kezelés aktivalja a cDC-ket, ezért kivancsiak vdktarra, hogy ezen aktivacio milyen
mértéki T sejt proliferaciot képes indukalni allogén n@R4" T sejteken. igy SPP kezelt
cDC-ket ko-kultivaltunk CFSE-vel jel6lt naiv T selkel, majd 5 napos ko-kultivaciot
koveen vizsgaltuk a T sejtek osztodasat aramlési citemsegitségével. Az SPP kezelt
cDC-k 71,1 %-os T sejt proliferaciot idéztel,emig NADPH jelenlétében aktivalédott
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cDC-k a T sejtek 83,3 %-at késztették osztédasma. SRP-vel ebkezelt cDC-k a
kezeletlen cDC-khez képest szintén fokoztak a Tasztodast, de kisebb mértékben, mint
az SPP kezelt cDC-k, illetve az Sh¥al kezelt cDC-k esetében a NADPH jelenléte nem
fokozta a T sejt proliferaciét indukalo képességggyanakkor mind az SPP, illetve mind
az SPP kezelt cDC-k DPI jelenlétében nem voltak képesekeff osztddast indukalni a
ko-kulturdkban 24. abra).

Kezeletlen SPP SPP+DPI sppH sPPH+DPI
| 47,93% “171,05% | 6,52% =1 62,89% 1 6,65%
NADPH = | T sejt kontroll
w! 0,0%
“1 51,02% =1 83,29% «{ 6,98% =1 58,1% “16,81%
NADPH + © =
CFSE

24. abraAz SPP kezelt cDC-k naiv, allogén T sejt prolifeid@dkivaltd képességének vizsgalata

A cDC-ket frissen izolalt SPP-vel és az SPPéinaktivalt formajaval (SPH kezeltik meg a
NAD(P)H oxidaz enzim specifikus gatloszerének (DB$) az enzim szubsztratjanak (NADPH)
jelenlétében, illetve anélkil. A 24 6ras inkubadidveten a kezelt cDC-ket ko-kultivaltuk CFSE-
vel jeldlt naiv, allogén CD4T sejtekkel, majd 5 napos ko-kultivaciot kosem aramlasos
citometria segitségével vizsgaltuk a T sejtek feddicidjat. Az abran a szamok az o0szt6do T sejtek

szazalékos aranyéat jelzik egy reprezentativ kisédatai alapjan (N=4).

IV.2.5. SPP kezelés hatasa a cDC-k allogén T sekttwald képességére

Az SPP kezelt cDC-k allogén T sejt stimulalo képgsések vizsgalatahoz SPP
kezelt cDC-ket ko-kultivaltunk parlagfallergias, illetve nem allergias egyének CIpan-
T sejtjeivel. A donorok atopids statuszanak mepékasa a szérum 06ssz-IgE, illetve a
parlagfi specifikus IgE szint alapjan tortént. A 6 napos-kkdtivaciot kdveten
megvizsgaltuk a T sejtek IL-4, IFN- IL-17 citokin termelését ELISPOT modszer
segitségével. A ko-kultarak feliliszéjabol az IL-88 TGFB1 mediatorokat ELISA
modszerrel mértik. Az altalunk vizsgalt citokineddvilagositast adhatnak az adaptiv
immunvalasz polarizaltsagardl. Az allogén COSn-T sejtekkel tortén ko-kultivaciot
koveen a sejtkulturakban nem voltak jelen IL-10 és TE@Rermedb tolerogén T sejtek
(az adatokat nem tintettik fel), mig az SPP-vebkeDC-k aktivaltdk az IFNs; illetve
IL-17 szekretald T sejteket flggetlenil a donomdts statuszatdl. Ugyanakkor az IL-4
citokint termeb T sejtek aktivaciojat kizardlag parldigé allergias egyének mintaiban
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tudtuk detektalni. Ezekben a kisérleteinkben az &PRelt cDC-k a NADPH oxidaz
szubsztratjanak, azaz exogén NADPH-nak a jelerdétébagyobb mérték T sejt
aktivaciot okoztak mindharom T sejt populacié elseté Ezzel szemben az SPP kezelt
cDC-k specifikus NADPH oxidaz inhibitor jelenlétébenem indukaltak a T sejtek
aktivacigjat, mely arra enged kovetkeztetni, hogySPP NADPH oxidaza altal termelt

ROS-oknak részben szerepe lehet a cDC-k T sejtédditképességébeq. abra).
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25. abraAz SPP kezelés hatasa a cDC-k allogén T sejt aldik&pességére

A cDC-ket SPP-vel kezelttk meg 24 o6ran keresztuUNADPH oxiddz enzim specifikus
gatlészerének (DPI) és az enzim szubsztratianakD@A) jelenlétében, illetve anélkil. Ezt
kovetben a kezelt DC-ket parlagfallergias (N=3), illetve nem allergias (N=3) eggkrallogén
CD3" pan-T sejtjeivel ko-kultivaltuk. A 6 napos ko-kulciot koveten ELISPOT modszer
segitségével vizsgaltuk meg a T sejtek K5NE-17, valamint IL-4 termelését. Az abra egy-egy
reprezentativ kisérlet harom parhuzamoséanak atlawdatjia. "P<0,05, " P<0,01, " P<0,001 a
kezeletlen DC-T sejt ko-kultirakhoz viszonyitiR<0,05,”P<0,01 az SPP kezelt DC-T sejt ko-
kultdarakhoz viszonyitva. N/D: nem detektalhaté.
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V. Megbeszélés

A pDC-k az immunrendszer ritka, kilénleges funk&ikrendelked, egyedulalld
szervezetben csak a vérben, csoltveh és a limfoid szbvetekben fordulnald.el
Nemrégiben derilt fény arra, hogy antigén expozitiétve lokalis gyulladas hatasara
képesek elhagyni a vérkeringést és a perifériagesekbe vandorolni. Ezen képessegiket
igazoljak azon medfigyelések, miszerint SLE-bennsee’knél a pDC-k szama a
periférias vérben nagyon alacsony viszont a gyulbédéziokban nagyszamban vannak
jelen ezek a sejtek [139]. A norm&rben gyakorlatilag nem lehet detektalni pDC-ket, de
6 Oraval az antigén expoziciot koden jelenlétik mar kimutathato, és 72 éraval az
allergén bejutdsa utdn, mar jel&nt mennyiségben akkumulalédnak az érintett
bérfellletben, igy valészidleg nagy jeleriiséggel birnak az allergias kontakt dermatitis
pathogenezisében [106]. Kevés és valtozdé szamu pDOGrmal orr-nyalkahartyaban is
kimutathato, kisérletesen kivaltott allergén expuziesetén azonban a szamuk dramaian
megemelkedik [105].

Az antigén expoziciot kovét gyulladdsos folyamatok kialakulasaban és
fenntartasaban fontos szerepe van az oxidativsgirek. A gyulladasos sejtek, ugymint
makrofagok, neutrofil, illetve eozinofil granulogk effektor nikodésekor keletkéz
oxigén ereddit szabadgyokok elslleges célja a mikroorganizmusok, illetve célsejtek
elpusztitdsa [140]. Ugyanakkor a sejten kivili ¢ééjbotva a ROS-ok kérosithatjak a
kornyez sajat szoveteket is. A kulénk®Hzaznakromolekulak (lipidek, proteinek, DNS)
roncsolasan keresztul pedig lancreakciot inditamhk melynek eredménye tovabbi
sejtbearamlas a gyulladas terlletére [116]. Kintditatovabba, hogy szerepik van egyes
gyulladast fenntartdé anyagok - példaul a prosztatjtaszarmazékok - kéfidésében is
[116]. A gyulladt periférids szOvetekbe vandorlé @R tehat az oxigén szabadgyokok
emelkedett szintjevel talalkoznak, mely hatassdleieaz immunvalaszban bet6ltott
funkcidikra. T6ébb tanulmany is vizsgalta mar azdativ stressz hatasat cDC-ken, viszont
a pDC-k oxidativ stresszre adott valaszat eddig nedg tanulmanyoztédk. Bar a cDC-k,
illetve a pDC-k k&z0s prekurzorokbol szarmazhatnddl, 142], mégis szamos
tulajdonsaguk tekintetében jelésen kiulonboznek egymaéastdl. A pDC-k nem
expresszalnak a sejtfelszinikén a cDC-kre jeltemmzeloid markereket (CD11c, CD13,
CD33), illetve manndz receptort, ugyanakkor szatmofocita markert (CD2, CD5, CD7)
fejeznek ki, valamint olyan faktorokat (pl. pre-T&RA5, Spi-B), melyek eredetileg T és
B sejtek fejbdése soran jatszanak szerepet [143, 144]. A pDE@#otipusos és
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funkcionalis sajatossagaikon kivil szoveti lokatibgukban, illetve migracios profiljukban
is nagyban kulonboznek a cDGskt[145]. Ezen medfigyelések alapjan diént
kivancsiak voltunk arra, hogy van-e kilénbség a 4¢Ddletve a pDC-k oxidativ stressz
tarése kozott. Eredmeényeink azt mutattak, hogy a &l érzékenyebben reagalnak a
kisérletesen kivaltott oxidativ stresszre, minD&ek, mely megnyilvanult életképesseguk
jelens csokkenésében. Ezen megfigyelésiink 6sszhanghagy&orabbi tanulmannyal,
amelyben kimutattak, hogy a kulonkéokoncentracioju b, kezelés toxikus hatassal van
a limfoid eredet sejtekre (CD4 T sejt, CD8 T sejt, B sejt, NK sejt) viszont a mieloid
eredeli monocitdkra nem [146]. A monocita-ereflddC-k oxidativ stresszel szemben
tanusitott ellenallbképessége valég a sejtek nagyobb antioxidans kapacitasanak
koszonhet. Bizonyitott ugyanis a cDC-k nagymértelperoxiredoxin termelése [147],
valamint katalaz és sejtfelszini thiol expresszi¢ja8], amelyek a pDC-kre nem
jellemzsek.

Az irodalomban tébb adat is van arra nézve, hogZDHl4 monocitakbol
differencialtatott DC-ken a #D, indukalja a MHC | fehérjék, illetve az MHC |l osiyba
tartoz6 HLA-DQ és HLA-DR sejtfelszini markerek egpszidjat is [117]. Xantin-
oxidaz/xantin rendszer segitségével létrehozottdaiir stressz szintén fenotipusos
valtozasokat eredményezett monocitakbdl szarmazekddC ugyanis a kostimulatorikus

molekulak (CD80 és CD86) és egy érési marker (CD88jtfelszini expresszidja
megnovekedett az enzim ikbdése altal generalt ;O hatasara [118]. Ezen korabbi

tanulmanyok és a sajat kisérleteink eredményeiirdazar pDC-k a cDC-Kl eltérsen
reagalnak az oxidativ stresszre, mivel gOHkezelés nem eredményezett szignifikans
ndvekedést egyik altalunk vizsgalt kostimulatérikaslekula expressziéjaban sem, illetve
csokkentette az antigén prezentald HLA-DQ molelexipresszidjat. Ezenkivil az oxidativ
stressz felfliggesztette a TLR7 receptor agonist®37R pDC-kre gyakorolt aktivalo
hatasat is. Ugyanakkor fontos megemliteni, hoggleunk kapott eredmények alacsony
koncentraciéju KO, kezelés (0,01 uM) mellett szulettek, mig a cDC-&télsen magas
koncentraciéju KO, kezelést (300 uM-o0s) alkalmaztak [117], mely szingzerepet
jatszhat a két DC altipus oxidativ stresszre agltits valaszaiban.

hasonld eredményeket kaptunk, mint a fenotipustaszak esetében. A B, kezelés nem
ndvelte az altalunk vizsgalt IL-8, IL-6, TN&-€és IFNe szekrécidjat, viszont gatolta a
TLR7 ligand altal kivaltott fokozott kemokin, ilke¢ citokin termelést. Ezzel szemben,
korabbi megfigyelések szerint a,®b kezelés hatasara a cDC-k TNF-lletve IL-8

szekrécioja fokozddik [119]. Irodalmi adatok alapj@mert, hogy az IL-6, IL-8, illetve
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TNF-o szekréciéja az NkB szignaltranszdukcioés utvonalon kerészszabalyozodik
[149]. H,O.-vel kezelt aktivalt, illetve memdéria T sejtek ckékt citokin termelését is az
NF-xB molekula gatolt funkciojaval magyarazzak [150].p®C-k IFN termelése olyan
szignal utvonalakon keresztil valésul meg, melykémponti szerepet jatszik az IRF7
molekula [151]. Egér modellben kimutattak, hogy émged pDC-k, melyeket az
oregedési folyamatok kdvetkeztében nagyobb méméidativ inzultus ért, csokkent IFN-
a szekrécioval valaszolnak TLR9 receptor aktival&®tetben, mely az IRF7 csokkent
aktivacidjanak a kovetkezménye [152]. Ezek alaganhfeltételezzik, hogy 40, kezelt
pDC-k alacsony kemokin, illetve citokin szekréciiga molekularis hatterében is az
NF-«B, illetve az IRF7 szignalizacios utvonalak blok&éd|lhat.

Az oxidativ stressznek a cDC-kre gyakorolt aktivakdasat mutatja az is, hogy az
oxidativ stressznek kitett cDC-k jelést mértékben képesek indukalni a T sejtek
proliferaciojat [117]. Ezek alapjan megvizsgaltukaxidativ stressznek kitett pDC-k T sejt
aktivalo, illetve proliferaciot indukald képességisimert, hogy az éretlen allapotbandév
cDC-k IL-10 termed T sejtek keletkezését valtjak ki, mig a pDC-k céadtt allapotban,
azaz antigén ingert koven képesek ezen T sejtek kialakulaséidéizni [153]. Az érett
pDC-ket ugyanis nagymeértéhCOS-L expresszio jellemzi, mely fehérje kbzpmzrerepet
jatszik az IL-10 termél T sejtek kialakulasdban [153]. Eredményeink aztatjgk, hogy a
H.O.-vel kezelt pDC-ken ezen fehérje expresszidja osbkknig egy masik, a Treg
polarizacionak kedvézmolekula, a PDL-1 [154] sejtfelszini expressziogm valtozik.
Nem meglep tehat, hogy a bD,-vel kezelt pDC-knek a Treg sejtek kialakulasatitseg
potencialja nagyon alacsony. Bar a pDC-k képesekZTitanyu polarizaciét is létrehozni
[155], kisérleteinkben a JD,-vel kezelt pDC-k nem indukaltdk a naiv T sejteklTh
irAnyu differencialédasat. Az oxidativ stresszneitetk pDC-k Th1l/Th2 polarizald
képesseégeét vizsgalva megallapitottuk, hogy a RO&atéisara a pDC-k inkadbb az anti-
inflammatorikus Th2 irany kialakuldsanak kedvezteknd az autolég, mind az allogén T
sejt aktivaci6 sordn. Ezt tamasztotta ala azon igggesink is, miszerint a pDC-k
OX40-L expresszioja fokozodott,B, kezelést kovéen, ez a fehérje ugyanis kedvez a
Th2 valasz kialakulasanak DC-T sejt interakcio sqi&6].

Kimutattuk tovdbbé, hogy a#, kezelés negativ hatassal volt a TLR7 agonistaval
aktivalt pDC-k fenotipusos, illetve citokin valasaavalamint csOkkentette az aktivalt
pDC-k autoldg, illetve allogén T sejt stimulalo ke&gégét. Ezek alapjan elmondhato, hogy
az in vivo kérilmények kozott oxidativ stressznek kitett pRGraldszirileg anti-
inflammatorikus, azaz gyulladasokat csokkentlajdonsaggal birnak, szemben a cDC-
kkel, melyek 8leg az inflammatérikus Thl iranyl valaszok kialalefinak kedveznek.
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Megfigyeléseink 6sszhangban vannak korabbi irodaldasitokkal, melyek a pDC-
knek a belélegzett antigének elleni adaptiv immiaszban bet6ltott szerepét vizsgaltak
[154, 157]. Egér modellben végzett kisérleteik istem cDC-k és a pDC-k is képesek
antigént felvenni a titiben, és azt prezentalni a kornyéki nyirokcsomokelaelyezked
T limfocitak szamara. Amig a cDC-k a T sejtek odagat €s aktivacidjat indukaltak, a
pDC-k gatoltdk az effektor T sejtek képlesét és inkdbb a tolerancia kialakulasanak
kedveztek [157]. Szintén anti-inflammatérikus td@jsdggal jellemezték a pDC-ket
egerekben kivaltott allergias léguti gyulladas ésen [154], mely korképben bizonyitottan
szerepe van az oxidativ stressznek [125]. Ezelsérlkiek is azt igazoljak, hogy a pDC-
knek inkdbb a gyulladasokat csokk&stzerepe lehet a periférias szdvetek kozott.

Ismert tovdbba a pDC-k immunszupressziv sajatosssg@lid daganatos
elvaltozasok esetében, ahol a tumor-erfededkrofagok [158], illetve granulocitak [159]
ROS termelése oxidativ niili hoz Iétre a tumor mikrokérnyezetében [160]. Talolat is
alatamasztja, hogy az oxidativ stressz 6sszefuigghebhatdo szadmos viralis fézessel
[161, 162], melyek kivédésében az anti-viralis \dtdssal bir6 pDC-knek fontos szerepe
lenne. Eredményeink ugyanakkor arra engednek kéxgini, hogy az oxidativ stresznek
kitett pDC-knek csokkent valaszadd keépességik migdzben szerepe lehet a
virusferzések tineteinek sulyosbodasaban. Ezt latszik ligiaap a tanulmany is, amely
szerint az oxidativ stresszt indukal6 cigaretta figolja a pDC-k TLR7 receptor altali
aktivacigjat virusinfekcio esetében [163].

A pDC-k, illetve cDC-k oxidativ stresszre adott &iibo® valaszreakcidja azt
mutatja, hogy ezen két sejttipus eltéunkcioi kiegészitik egymast @s vivo korilmények
kozott a pDC-k anti-inflammatérikus sajatossagaf@akos szerepe lehet a gyulladasos
immunvalasz egyensulyanak fenntartasaban olyardogds korilmények esetében, ahol
az oxidativ stressz meghatarozo6 szereppel bir.

A pDC-kkel ellentétben a cDC-k immunvalaszban hétblfunkcioit viszonylag
jobban ismerjik a rendelkezésre &ll6 irodalmi akladh A fentebb emlitettek alapjan
elmondhatd, hogy a cDC-k esetében a gyulladasosumreakciok soran megjelén
oxidativ stressz aktivacios szignalt jelenthet. Kkaosoportunk egy korabbi
kisérletsorozatban azt talalta, hogy mivel az dengginek altal indukalt [éguti allergias
gyulladdsok oxidativ stresszel asszocialtak, adaiki stressz szerepet jatszhat a pollen
allergének altali cDC aktivalasban és ezaltal agtid immunvalasz kivaltasaban. [125].

A légutakban a gyulladasos sejteken kivil kornydaétorok is hozzajarulhatnak
az oxidativ stressz létrejottéhez. A gépjavek kipufogdgézai, az 6zon, a dohanyfist
fokozzak a ROS-ok szintjéet a nyalkahartyakban, $gyyosbitjak az allergids léguti
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gyulladas, illetve az asthma tlineteit [124]. At§piyyének esetében a pollen allergének is
nagymértél léguti gyulladast vélthatnak ki. Medfigyelték abam, hogy a léguti
allergének koncentrécidja a levdgn nincs szoros kapcsolatban a pollenszemek szhméav
ugyanis paradox modon, koringyari zaporokat kévéen, mikozben jeledsen csokken a
pollenszemek mennyisége a letlbgn, ugrasszéen megl a léguti allergias tlinetek
eléforduldsa a pollen-szenzitizalt egyének koréber]1Byenkor ugyanis a talajszintre
mosodott és ott az @dzben hidratadlodott pollenszemek jel&mtmennyiség SPP-t
bocsatanak ki magukbol, melyek a légaramlatok kiidsevel a légutakba jutva képesek
kivaltani az allergias reakciokat. A légutak haraget alatt halézatot kéepeDC-k a
hamsejtek kozott kibocsatott nyulvanyaikkal folydosan képesek mintat venni a kiils
kornyezetdl [126], igy tehat kdzvetlen kapcsolatba kertlhktaebelélegzett SPP-kkel,
melyek méretiknél (<5 um) fogva képesek az als@gjoitakba is lejutni, szemben az
intakt pollenszemekkel (20-30 pum).

Szamos allergids reakciot kivaltdfélérsl is ismert, hogy hidrataciot kouin
képes SPP-k kibocséatasara [165-169], mi ugyanakkmkank soran parlaijpollenszem
szuszpenzidkbal izolaltunk SPP-ket, ugyanis a péfilgollen az egyik leggyakoribb
aeroallergének szamit nemcsak Magyarorszagon, hagéser Europaban is [170]. Ezen
parlagti SPP-k a munkacsoport kordbbi megfigyelései alagjdndozzak az intakt
pollenszemekre jellenézallergéneket (példaul az Amb a 1 fehérjét), todabAD(P)H
oxidazokat is, amely enzimek ROS-ok generalasanréwézzajarulnak az allergén
expoziciot kovet oxidativ stressz kialakulasahoz [123, 125]. Amikaraltalunk frissen
izolalt SPP preparatumokhoz a NAD(P)H oxidaz szuibgat (NADPH) és egy redox-
szenzitiv fluoreszcens festéket adtunk ,0BF-DA), jelents fluoreszcencia
intenzitasvaltozast tudtunk detektalni, ami arral,utogy a kisérleteinkhez hasznalt SPP
preparatumokban is jelen vannak a NAD(P)H oxida2d&gfigyeléseink szerint az SPP
expozicié a cDC-kben intracellularis ROS emelked¥stiményezett, ami 6sszhangban
van azon korabbi eredményekkel, amelyek szerirBRR kezelés hasonld hatast fejtett ki
epithelidlis sejteken [123]. Az SPP-kihaktivalt formaja, illetve a NAD(P)H oxidaz
enzim specifikus inhibitora (DPI) gatolta a fentebmlitett hatast, mig az enzim
szubsztratjanak jelenlétében nagyobb mértékracellularis ROS emelkedést lehetett
elérni a sejtekben, mely azt mutatja, hogy az diidatressz indukadlasaban jelént
szerepe lehet az SPP-k NAD(P)H oxidazai altal tkrR@©S-oknak. Kimutattuk tovabba,
hogy a human cDC-k képesek a pariagbllent®l szarmazé SPP-k felvételére, hasonlo
modon mint kuldnbdz fufélékbsl szarmazd SPP-k esetében az alveolaris makrofagok
[171], a monocitdkbol differencialtatott makrofagoketve DC-k [172], melyet mas
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munkacsoportok igazoltak. Ebben a folyamatban nag@sziriséggel szerepet jatszik a
sejtek felszinén expresszaldodo surfactant protejnm2ly6l leirtdk, hogy a human
bronchiélis hAmsejtek ezen fehérjék kozvetitesképesek megkotni a SPP-ket [173].

Munkacsoportunk nemrégiben kimutatta, hogy az inpaklagfi pollenszemekkel
tortérd kozvetlen kolcsbnhatas eredményeként a DC-k fedszimegnovekszik az
aktivacios, illetve érési markerek expresszidjad]ldelen eredményeink szerint az intakt
pollenszemekdl felszabadulé SPP-k is hasonlé fenotipusos vadiza#t eredményeznek a
cDC-ken. Ha a kezeléséket NADPH hozzaadasaval tilget, a fehérjék expresszioja
tovabb fokozdédott, DPI jelenlétében viszont a feiékifejezsdése az alapszint kbzelében
maradt. Mivel a szubsztrat jelenlétében fokoz6édotAD(P)H oxidaz géatlészere hatasara
viszont csokkent a vizsgalt fehérjék expressziéjamondhatd, hogy az észlelt fenotipusos
valtozasokban — legalabb részben — az SPP-k NAD@Xjtazai altal termelt ROS-ok
jatszanak szerepet. Erdekes modon, az SPP-k NADgR)tHizainak kinaktivalasa csak
kismértékben csokkentette az A&ltalunk vizsgalt CDi#letve CD80 kostimulatorikus
molekulak kifejepdését. Ezen jelenség hatterében valdidegn az 4&ll, hogy a
héinaktivalas ugyan gatolja az SPP-k enzimaktivitgd4a3], viszont nem befolyasolja
immunogenitasukat, mint ahogy azt szamos polleig@miesetében is mar igazoltak [175].
A CDB86 kostimulatorikus fehérje esetében ugyanakkdmbinaktivalas lecsokentette a
protein expressziodt, hasonléan a HLA-DQ molekulatli€xen eltéf mintazat lehet az oka
annak, hogy a CD86 molekula mas uton szabalyozzadlergias folyamatok kialakulasat,
mint a CD40 és CD80 kostimulatorikus sejtfelszéhidrjek [176].

Az oxidativ stressz a mitogén-aktivalt protein k{IAPK) altal medialt jelatvit
Gtvonalon és az NkB transzkripcios faktoron keresztlil szamos gyukadacitokin és
kemokin termeldését tudja kivaltani, illetve fokozni [119]. SPRpeziciot kbéveben
fokozédott az altalunk vizsgalt Osszes mediator kri€@oja, hasonloan korabbi
kisérleteinkhez, melyben a cDC-ket intakt pollenseikel kezeltiik [174]. Igazoltuk,
hogy az altalunk vizsgalt citokinek, illetve kemio&k szekrécidjanak fokozédasa oxidativ
stressz figg modon megy végbe, mivel az SPP-k ROS termelésgditdsa cstkkentette,
mig a NAD(P)H oxidaz enzim szubsztratjanak jelenlfetkozta az altalunk megfigyelt
jelenséget.

Mivel a cDC-ket professziondlis APC-kként tartj@asion [50], valamint a ROS
esszencialis mediatora az antigén prezentaciosrfayoknak [177], kivancsiak voltunk,
hogy az SPP-kezelt cDC-k milyen mértékben képesekejl proliferaciot kivaltani.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy az SPP kezelésnméaggkben fokozta a cDC-k T sejt
aktivalo képességét, melyet a NAD(P)H oxidaz engatiasa felflggesztett. Ha az SPP-
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kezelt cDC-ket atopias, illetve nem atépias egyéakbgén CD3 pan-T sejtjeivel ko-
kultivaltuk - melyek egyarant magukban foglalnakwnaletve memoria T sejteket is - a
cDC-k aktivaltak IFNy és IL-17 szekretdld T sejteket is, fuggetlenilcanat atopias
statuszatol. Ez alatamasztja tobb korabbi vizsgalagfigyeléseit is, melyek szerint
allergén-specifikus T sejtek egészséges donorokbeér is jelen vannak [178, 179].
Ugyanakkor az IL-4 citokint term&IT sejtek aktivacidjat kizarolag parldigé allergias
egyének mintaiban tudtuk detektalni, mely arra dnigévetkeztetni, hogy az SPP-kezelt
cDC-k aktivaljak a parlagf pollen allergén-specifikus Th2 effektor sejtek&zen
megfigyelésiink 6sszhangban van azzal a kisérlestah amelyben kimutattak, hogy
poratka allergénnel tortérkezelés csak allergias gyermekek esetében vadlhZicitokin
szekréciot [179].

Kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy az intakt pgftapollenl®l felszabaduld SPP-
k képesek cDC aktivalasra, melyben részben szenépstanak az SPP-k NAD(P)H
oxidaza altal termelt ROS-ok. Ma mar szélédkor elfogadott, hogy a DC aktivaladshoz
legaldbb két kilonbdz szignal egylttes jelenléte sziikséges. Egyrésztamakg az
antigénnek a receptor-medialt felvétele, masrésltinb6z exogén vagy endogén veszély
jeleknek az érzékelése [180]. Ezek alapjan eimadiengy az SPP-k felvételén kivil a
cDC-k aktivaldsahoz szikséges masodik szignalt RR-IS ROS termél sajatossaga
biztosithatja. Mivel ezen SPP-k méretiknél fogvaalsbbb légutakba is képesek lejutni,
esszencialis szerepuk lehet a DC aktivacion kdikaztadaptivimmunvalasz kivaltasaban
és ezaltal a pollen-indukalt allergias reakciokng#tezacios fazisaban.

Munkankkal sikertlt azon oxidativ stresszel assdbémmunoldgiai folyamatok
Ujabb részleteit feltarni, amelyekben jelentszerepet jatszanak a DC-k. Eredményeink
ravilagitanak arra is, hogy az oxidativ stresszhéktt szoveti kornyezetben a DC
alpopulaciok 6sszehangolt, egymast kiegészitflammatorikus, illetve gyulladasokat
csokkend sajatossagai szikségesek ahhoz, hogy a patogdimlndtasa a sajat
szervezetet karosito hatdsok nélkil valosulhasssm m
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VI. Osszefoglalas

A gyulladasos folyamatokban jelést szerepet jatszik az oxidativ stressz, igy
munkank soran atfogobban kivantuk tanulmanyoznieaktfv oxigéngytkdok human
dendritikus sejtek (DC-k) tikodésére gyakorolt hatasat.

Eredményeink szerint a plazmacitoid DC-k (pDC-k)kanvencionalis DC-khez
(cDC-k) viszonyitva érzékenyebben reagaltak a ldsggen kivaltott oxidativ stresszre,
mivel mar alacsonyabb hidrogén perokmhcentracio mellett is jeletgen csokkent az
életképességik. Kimutattuk tovabba, hogy pDC-ké&mmt a hidrogén peroxid kezelés
csOkkentette az antigén prezentacidban résétyelérjék expresszidjat, nem valtott ki
gyulladasos kemokin, illetve citokin termelést, ndndukalt I-es tipusa interferon
szekréciot, illetve felfiggesztette a Toll-like eptor 7 agonista pDC-kre gyakorolt
aktivald hatasat. Az adaptiv immunvélasz polaridaghnak vizsgalatara iranyuld
kisérleteink alapjan elmondhato, homgy vivo a gyulladasos sejtek altal termelt reaktiv
gyokoknek kitett pDC-knek a gyulladasokat csokkenatasa lehet, az oxidativ stressz
hatdsaradként inflammatorikus valaszt indukélé cDC-kkel sbem.

Tovabbi kisérleteinkben a cDC-k fenotipusos, iketiunkcionalis sajatossagait
vizsgaltuk pollen allergének altal kivaltott allexg folyamatokban. Korabbi megfigyelések
szerint a pollenszemeébfelszabadulé allergének, illetve a pollen NAD(Pi{idazok
altal termelt reaktiv oxigéngydkok sulyos légutieedias gyulladas kivaltasara képesek
atopias egyénekben. Ugyanakkor az intakt pollenekeméretiiknél fogva nem jutnak le
az alsobb légutakba, ahol kdzvetlen kapcsolatbélketinek a DC-kkel, igy a pollen-
indukalt allergias reakcidk szenzitizacidés faziskamaechanizmusa még tisztazatlan.
Munk&nk soran igazoltuk, hogy a pollenszentékh hidratacié soradn felszabadulo
szubpollen partikuldk jeleés szerepet jatszhatnak ezekben a folyamatokbarD@ckc
ugyanis képesek voltak a parlagizubpollen partikulakat fagocitalni, mely megeneelitt
intracellularis reaktiv oxigéngyok koncentraciovalegnovekedett antigén prezentacioval,
citokin és kemokin szekrécidval, valamint fokozdttsejt aktivalé képességgel tarsult.
Megallapitottuk tovabba, hogy a szubpollen parakuNAD(P)H oxidazai altal termelt
reaktiv oxigéngyokok részt vehetnek a léguti DCUKtivalddasaban, és ezaltal fontos
szerepet jatszhatnak az allergias reakciok szealhtasi szakaszaban.

Munkank soran sikerilt részletesebben megismernéginkuman DC-k egyes
altipusainak oxidativ stresszre adott valaszred@kciénellyel reményeink szerint
hozzajarulunk olyan immunoldgiai korképek patomedtrausanak jobb megértéséhez,

melyekben az oxidativ stressz jel&nszereppel bir.
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Summary

Several lines of evidence indicate that inflammafmmocesses are associated with
oxidative stress. Thus, in this work we have fodusa the possible effects of reactive
oxygen species on the function of human dendrélcsubsets.

First, we have observed that plasmacytoid dendséils (pDCs) are more sensitive
to cell death induced by oxidative stress than eational dendritic cells (cDCs).
Furthermore, we have found that hydrogen peroxietinents decreased the expression of
molecules associated with antigen presentation@@sp and did not induce chemokine
and cytokine including type | interferon productiohthe cells. In addition, exposure to
hydrogen peroxide totally suppressed the Toll-likezeptor 7 ligand-induced pDC
activation. Results of our experiments on the THeelarizing abilities of hydrogen
peroxide-treated pDCs suggest that pDCs exposeditiative stresén vivo may have an
anti-inflammatory role in regulating adaptive imneuresponses in contrast to oxidative
stress-exposed cDCs displaying pro-inflammatorypertes.

In our further experiments we have studied the ptygrc and functional changes
of cDCs in allergic reactions induced by pollereaiens. It has been previously described
that the pollen allergens and oxidative stress igeee by pollen NAD(P)H oxidases act
together to initiate robust airway inflammationsensitized individuals. Although there is
evidence that pollen antigens can induce allemgfiammation throughout the respiratory
tract, whole pollen grains are considered too lameaeach the lower airways and to
interact with the lung cDCs. Thus, several unresthguestions remain relating to the
development of adaptive immune responses agaitignpderived proteins. In our work
we have proved that subpollen particles (SPPsggpirable size released from hydrated
pollen grains are fully capable of activating hune»Cs and initiating the sensitization
phase of allergic reactions. We have demonstrdiat ghagocytosis of SPPs by cDCs
resulted in an increase in the intracellular levieteactive oxygen species, improved the
cytokine and chemokine secretion of the cells, emitanced the antigen-presenting and T-
cell stimulatory capacity of cDCs. Furthermore wadn demonstrated that the oxidative
stress generated by the SPPs’ NAD(P)H oxidase igctpossesses a pivotal role in
activation of airway cDCs, hereby it contributesthe initiation of adaptive immune
responses against innocuous pollen proteins.

In conclusion, here we provide a detailed charaagon of the phenotypic and
functional changes of different dendritic cell syd#s responding to oxidative stress. Our
findings may contribute to better understandinggathomechanisms of immune disorders

closely associated with oxidative stress.
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