Naponta az emberi szervezet sejtjeinek milliardjai halnak le természetes mddon apoptozissal
ugy, hogy ennek az egészséges szdvetek homeosztazisaban nincs koros kévetkezménye: mind
a hivatasos mind az egyéb szdveti sejtek az elhald sejteket érzékelve azt felsziniikhdz kotik,
bekebelezik, majd csaknem nyomtalanul elemésztik. Az elhalo sejtek és az azokat bekebelezo
sejtek kozotti kolcsonhatast, molekuléris sejtfelszini mintazatot napjainkban harmadik
(apopto-fagocita) szinapszisnak is szokas nevezni. A harmadik szinapszis mikddesenek,
szabalyozasanak, fizioldgias és patoldgias szerepének megismerése igen kezdeti stadiumban
van. Kutatasi programunk ennek a viszonylag ismeretlen terlletnek a feltarasat célozta tobb
Kisérletes megkdzelitéssel.

A TRANSZGLUTAMINAZ KAPCSOLAT

A kiseérletek kezdetekor abbol az alapfeltételezésbél indultunk ki, hogy az elhal6 sejtek
és az azokat eltavolitok kozott kdlesonds kommunikécié van a folyamat hatékonysaganak
biztositasara. A harmadik szinapszis mukddesének egyik altalunk megismert meghatarozé
eleme a fehérjéket keresztkoté szdveti transzglutamindz (TG2), amelynek kifejez6dését az
elhalo sejtekbdl kiszabadulo, jelenleg még ismeretlen szignal molekula valtja ki a bekebelezé
sejtekben. Eredmeényeink azt mutattdk, hogy fagocitald sejtekbél kiszabadulva az enzim
aktivalja a TGF-B molekulat, amely egyrészt visszahat a bekebelezé sejtekre tovabb
elékészitve azt a hatékony fagocitozisra és a gyulladasos valasz elkeriilésére , méasrészt hat az
elhalo sejtekre is gyorsitva annak elhalasat, megakadalyozva a sejten belili molekulak
kiszabadulasat. Megallapitottuk, hogy a transzglutaminaz 2 knock out egerekben in vivo a
timuszban és a majban kivaltott fokozott apoptozist kdvetéen a sejtek bekebelezése jelentés
mértékben késleltetett a kontroll vad tipusd egerekhez viszonyitva (Szondy és mtsai., PNAS.
USA., 2003) . Az elhalt sejtek bekebelezésének késleltetettsége a transzglutaminaz hianyos
egerekben életkoruk elérehaladtaval autoimmun valasz és reakciok kialakuldsahoz vezet,
tobbek kozott a veseben alakul ki ezeknek az egereknek az esetében egy éves korukra
autoimmun kérosodas. Legfrissebb eredmeényeik szerint a TG2 a TGF-p modositason
tulmenden Ugy befolyasolja a fagocitozis hatékonysagat, hogy részt vesz a citoszkeletalis
rendszernek a fagocitozishoz sziikséges, sejtmozgast biztositd Osszerendezésében. Mivel
ismert, hogy a TG2 képes a rho molekulat poliaminok beépitésével maddositani, az egér
sejtkultdra apopto-fagocita rendszeriinkben vizsgaltuk, hogy bekovetkezik-e ez apoptétikus
sejtek felvétele kozben. Eddigi eredményeink ezt nem tdmasztottdk ald, bar egyértelmien
megallapithatd, hogy a TG2 knock-out egerekbdl izolalt makrofagokban az aktin
citoszkeleton rendezettsége zavart szenved; az utdbbi jelenség rho kindz inhibitorokkal
normal egerek makrofagjaiban is reprodukalhaté volt.

Felvetédott annak lehetsége is, hogy a TG2-nek gének kifejezodését befolyasolo
hatasa all az enzim fagocit6zisban jatszott szerepe mogott. Megfigyeltiik, hogy a promyelocita
sejtek neutrofil és makrofag sejtekké torténd differencialodasa soran a TG2 indukcioja
bekdvetkezik és a nagy kopiaszamban megjelené enzim molekuldk kozel fele a sejtmagba
vandorol, ahol magfehérjéket modosit és befolyasolja gének kifejez6dését. Az egyik
valésziniisithetden TG2 altal befolyasolt gén a NADPH oxidaz gp91”"™ alegysége; a TG2
gatlasa valamint hianya (knock out egerek) hatasara jelentésen csokkent ezen gén
kifejezodése, ennek kovetkeztében pedig a sejtek szuperoxid anion termelé képessége
(Balajthy és mtsai, Blood 2006). Annak tisztazasara, hogy melyek az intakt sejtekben
biotinalt kadaverinnel (a TG2 amin szubsztratja, amit a sejtek felvesznek) maédositott fehérjék,
a jelzett fehérjeket avidin affinitas kromatografidval tisztitottuk, két dimenzids
elektroforézissel elvalasztottuk, majd a biotinalt fehérjéket kiemelve azokat szekvencidjuk
megallapitasaval (MALDI, MS/TOF) azonositottuk. Az eddig megismert szubsztratok



(PCNA, nukleofozmin, TBP-vel kélcsdnhatd fehérje) alapjan egyértelmiien felvetédik, hogy a
transzglutaminaz katalizalta folyamatok jelentos szerepet jatszhatnak a géenek kifejezédésének
szabalyozéséban, beleértve a makrofagok fagocitozisat befolyasolokét.

A kozponti idegrendszerben elhald sejtek eltavolitasa a szoveti jellegzetességek miatt
feltehetéen komplexebb folyamat mint mas szervekben. Kdiléndsen igaz ez a
neurodegenerativ korképekben, igy Alzheimer betegségben, ahol szintén megfigyelhet6 a
TG2 indukcid és aktivacio mikdzben az idegsejtekben fehérje aggregatomok keletkeznek és
az elhaldban 1évé sejtek tartdsan jelen vannak. Specialis technikakat hasznalva izolalni tudtuk
verifikalt human agymintakbdl (fiatalon, Alzheimer koros, illetve korban illesztett elhaltak)
ezeket az aggregatumokat és azokban meghataroztuk a transzglutamindz altal létrehozott
keresztkotések koncentrdcidjat. Ez kifejezetten emelkedett volt az Alzheimer korban
szenvedoknel 6sszehasonlitva az azonos kord, ebben a betegségben nem szenvedék mintaival.
Azt is meg tudtuk hatarozni az aggregdtumok proteolitikus emésztése, a keresztkotést
tartalmazé frakcidk kinyerése, majd MALDI/MS-TOF analizissel, hogy mely fehérjék mely
oldallancait kototte keresztbe az enzim a feltehetéen elhald sejtekben. A keresztkotések alpha-
synuclein, parkin, HSP27 és ubiquitin glutamin és lizin oldallancok ko6zoétt alakulnak Ki.
Feltételezhets, hogy a lebontasra kerlilé ezen fehérjék egy részét az aktivalodott TG2
keresztkoti, ubiquitin oldallancokat is bevonva a reakcidba, és ezzel stabilizalja az
aggregatumokat, rezisztensé téve azokat a proteoszémalis degradacioval szemben (Nemes és
mtsai, FASEB J., 2004). Ezek a kisérleti eredmények kilénésen fontossa tették, hogy
attekintést adjunk a transglutamindzok katalizalta lehetséges ,,transzglutaminalasokrdl”, azok
kimutatdsanak és mérésének lehetéségeirél (Nemes és mtsai, Anal. Biochem. 2005) és az
enzim ehhez szlikséges szerkezeti tulajdonsagairol (Nemes és mtsai, Progr. Exp. Tumor Res.
2005).

Amin-donor transzglutamindz szubsztratokat Caenorhabditis elegans-ban (a
természetes sejtelhalds és az apopto-fatgocitdzis jelenség alapveté modell rendszere) is
talaltunk 0j biotinalt oligoglutamin peptidet hasznélva szubsztratként (Méadi és mtsai, BBRC,
2004). A szubsztratok kozott megtaldltuk a glutamat dehidrogenazt, a protein diszulfid
izomerazt és az aldehid dehidrogenazt; ezek transzglutaminaz-katalizalt médositasanak még
nem talaltuk meg a kapcsolatdt a nematdda sejteltakaritd molekularis mechanizmusahoz.
Mivel a transzglutamindz hatds egyértelmtien Kkotheté volt az apoptdtikus sejtek
fagocitozisahoz, fontosnak itéltiik, hogy alljon rendelkezéstinkre Uj nagy ateresztoképessegi
és érzékenységi transzglutamindz aktivitast méré modszer, amivel tudjuk nagyszému
betegmintdban mérni az enzim aktivitasat. Az altalunk kidolgozott ,,scincillation proximity”
modszer (Madi és mtsai, Anal. Biochem. 2005) erre tokéletesen alkalmas.

A TG2-nek az apoptdzis molekularis mechanizmusaban jatszott lehetséges szereperdl az
utdbbi években tdbb ellentmondasos kozlemény jelent meg. Ezek feloldasara azt a
kovetkeztetéslinket publikaltuk, hogy a TG2 szerepe tenyesztett sejtekben lehet mind pro-,
mind anti-apoptdtikus a sejttipustol, a sejthalalt kivaltd jelatviteli utvonaltol, az enzim sejten
bellli lokalizaciojatol és attdl fliggéen, hogy kilonbdzo biokémiai aktivitasai (fehérje
keresztkotés/deamidalas/amin-modositas, G fehérje hatés, protein diszulfid izomeraz, protein
kinaz) kozul melyik kapcsolodik be (Fésus és Szondy, FEBS Letts., 2005). Mig a fehérje
keresztkdtés/modositas elésegiti a sejthalalt és a sejtek hatékony eltavolitasat, addig a TG2 G
fehérje funkcioja az apoptozis bekdvetkezte ellen hat. Az utdbbira kdzvetlen in vivo
bizonyitékokat is szereztiink. Megéllapitottuk, hogy a majban a Fas receptor jelatviteli uton
bekovetkez6 hepatocita elhaldssal szemben a TG2 védé hatastu, a TG2 knock out egerek
sokkal érzékenyebbek a Fas elleni antitesttel kivaltott, egyébként az allatok elhalasaval is jard
tdmeges hepatocita apoptozisra (Sarang és mtsai, Hepatology 2005). Ennek az oka az, hogy
TG2 hianydban nem miikddik megfeleléen az adrenerg jelatviteli Gtvonal (itt a TG2 G
fehérjeként szerepel) amely normal korilmények kozott fenntartja a sejtek védelméhez



szlikséges Bcl-x_ szintet. Azt tapasztaltuk, hogy a TG2 knock out egerek a normal, vad tipusd
egerekhez képest sokkal érzekenyebbek az oxigenhiannyal jard szoveti elhalasra is. A sziv
koronaria elzarast kovet6 reperflzid hatasara sokkal nagyobb a szdveti elhalas TG2 hianyaban
mint jelenlétében. Ennek magyarazata pedig abban van, hogy a mitokondrium respiracios lanc
ATP termelése jelentésen alacsonyabb a TG2 hianyaban, konkrétabban itt a TG2 terminalis
oxidacios lanc komplexeit 6sszerendezni segité protein diszulfid izomeraz aktivitasa
hidnyzik (Szondy és mtsai, Cell Death and Differ. 2006).

TRANSZKRIPCIO SZABALYOZAS

Kisérleteink soran kiderilt, hogy a PPARy receptor szerepet jatszik a makrofagok
érése soran az apoptoétikus sejteket eltdvolitd fagocitalo képesség kialakitdsaban. Bar PPARy
ligandokkal nem tudtuk fokozni a human makrofagok spontan médon elhalé human neutrofil
sejteket felvevd képességét, az ezen magreceptort gatld, az azt inaktivalé antagonistak
hatdsara azonban jelentésen csokkent a fagocitozis hatékonysaga. Ehhez a hatdshoz a PPARYy
antagonistanak jelen kellett lennie a human monocitak makrofagga érésének teljes idétartama
alatt. Kidertlt, hogy a glikokortikoid dexametazon ebben a rendszerben mar kordbban
megfigyelt apoptozist fokozo hatasat is képes gatolni a PPARy hatas blokkolasa (Méajai és
mtsai, J. Immunology 2006, kozlésre benyujtva).

A PPARYy antagonista jelenléte a human makrofagok érése soran

csokkenti azok képességét apoptotikus sejtek fagocitdzisara
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Azt is meg tudtuk mutatni, hogy milyen célgének indukalédnak a PPARgamma
hatasara a differencialodd makrofagokban. A monocita makrofagga érese soran indukalddik
maga a PPARY is, €s annak célgenje az FABP4 (jelezve hogy a PPARYy aktiv). A CD36 és a
CD14, két fagocitozisban szerepet jatszo felszini molekula kifejezédése jelentésen csokkent
PPARy antagonista jelenlétében ahogy azt az altalunk kidolgozott Q-PCR assay-k, illetve
FACS analizissel kimutattuk. A TG2 kifejez6dés szintén csokkent (szintén Q-PCR, illletve
Western blot eredmény).



PPARYy antagonista hatdsa human PPARYy, FABP4, CD36 és TG2
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A kovetkez6 kérdésiink az, hogy mi a PPARy endogén ligandja a makrofagok
differenciadlodasa soran? Ennek felderitését analitikai modszerekkel szintén elkezdtik. A
projekt eddigi munkai soran szamos modellrendszertinkben kezdtik el keresni azokat a lipid
természetti molekuldkat, amelyek az apoptétikus sejtekbél felszabadulva hatnak az azokat
fagocitalo sejtekre fokozva azok bekebelezé hatékonysagat. Kisérleteink kezdeti szakaszaban
ilyen hatdst nem tudtunk kimutatni apoptétikus sejtek fellilisz6jabdl vagy az azokbdl készilt
preparatumokkal. Ezért érzékenyebb mddszert kerestink. Q-PCR assay-ket dolgoztunk Ki
apoptozis és fagocita génekre és ezekkel vizsgaljuk a sejtek valaszadd képességét. Ezen
kisérleteinkben egyértelmiien kimutattuk, hogy az elhalé sejtek fellluszoja tartalmaz olyan
molekuldkat, amelyek hatasara indukalédnak a fagocitozisban résztvevé gének. igy tehat
rendelkezésilinkre all az a sztir6 rendszer, amelynek segitésegével (é a nemrégiben kiepitett
lipid analitikai rendszeriinkre tdmaszkodva) megkisérelhetjiik azonositani az apoptdzissal
elhalo sejtekbol kiszabadulo, fagocitdzist szabalyozé molekuldkat. Ennek a feladatnak az
elvégzése tulmutat a lezart kutatasi peridduson éppen a technikai nehézségek miatt valamint
tekintettel a PPARYy széles kdlcsdnhatasi képessegére tobbféle lipid természeti liganddal.

A koleszterol felvétel és leadas (tbbbek kozott a nagy tomegi elhalt apoptotikus
sejtekbol) alapveté jelentéségti a makrofagok mikodésében és az érelmeszesedes
kialakulasaban. Az LXRa (Liver X Receptor) és a PPARy fontos szerepet jatszanak ezen
folyamatok szabalyozasadban. Az azonban még tisztazasra vart, hogy ezen receptorok
aktivaltsaga hogyan kapcsolodik egymashoz és milyen endogén lipid molekulak vesznek részt
ennek szabalyozasaban. Azonositasra kerllt a CYP27, egy p450 enzim, mely kapcsolatot
teremt a PPARy és az LXR utvonlak kozott (Szanté és mtsai, Mol. Cell. Biol. és Cell Death
and Differ., 2004, ). Megmutattuk, hogy az emberi CYP27 gén PPARYy aktivatorok és
retinoidok egylttes komplex szabalyozasa alatt all. Az enzim indukcidjat a termek, a 27-
hidroxikoleszterol szintjének az emelkedése kiséri, ami aktivalja az LXR transzkripcios
faktort, és ez az LXR-figgé koleszterol leadds ndvekedéséhez vezet. A megndvekedett
CYP27 enzimaktivitds ugyanakkor egy LXR-tol filiggetlen leadast is aktival: a CYP27
metabolitjai transzporter nélkil, passzivan kidramlanak megvaldsitva ezzel az alternativ
koleszterol leadast. Szintén megmutattuk, hogy emberi, makrofagban gazdag , érelmeszesedd
lezioban emelkedett a retinsav receptor, a PPARy és az LXR transzkripcios faktorok szintje,



ezek célgénjeinek szintje és a CYP27 kifejezédése is. Eredményeink azt mutatjék, hogy a
magreceptorok altal szabalyozott CYP27 kifejez6dés lehet 6sszekoté kapocs a retinsav
receptor, a PPAR és és az LXR szignal rendszerek kozott és hogy természetes vegyiiletek,
mint a retinsav, oxidalt zsirsavak képesek elinditani azt a folyamatsort, mely végul két
fuggetlen maodon koleszterol kiaramladshoz vezet a makrofagokbol. Ennek fontossagat
alahlzza, hogy a sejtmembranok koleszterol szintjének emelkedése cstkkenti az apoptdtikus
sejtek fagocitozisat (a munkacsoport még nem publikalt eredménye).

Az apopto-fagocita rendszer transzkripcios szabalyozésa részleteinek megismerésére
Tagman Low Density Array-t (TLDA) terveztink és készittettink, amely egyszerre 94
apoptotikus sejtek eltavolitasaban résztvevo génnek nézi adott RNS mintabdl a kifejezodését
pontosan meghatdrozva az adott gének RNS-ének koncntracidjat. A vizsgalt gének
kivalasztasat sajat kisérleti eredményeinkre és az irodalmi adatokra alapoztuk. Beemeltlik
kozéjik az adenozin receptorokat is, mert legutdbbi eredményeink szerint az adenozina
timuszban jelentés szerepet jatszik a sejtelhalas és sejtek eltakaritasanak szabalyozasaban
(Toth és mtsai, Eur. J. Immunol. 2006) A TLDA hatékonysagét jol mutatja a monocita és az
abbdl differencialtatott makrofagok kozotti génkifejezédési killonbség.

Az apopto-fagocita gének kifejez6désének valtozasa (n6vekedés, illetve
csOkkenés) a makrofagokban monocitakhoz viszonyitva Tagman Low
Density Array vizsgalat alapjan
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A TLDA-t tébb apopto-fagocita kisérleti rendszerben hasznositottuk. Ezek kozl
kiemelkedik az a kisérlet sorozat, amelynek soran autofagiaval elhald sejtek fagocitézisat
tanulméanyoztuk. Az emberi eml6 epithelialis sejtek BMCF-7) éheztetés és tamoxifen hatéséra
hatdsara jelentés mértéku autofagiat és kovetkezmenyes sejtelhalast mutatnak. Amikor
ugyanezek a sejtek nem adheziv szubsztratra keriilnek anoikisz-szel halnak el, amely
felgyorsitja az autofagidt mind tamoxifen jeelnlétében mind aneélkil. Jelentés U



megfigyelésiink, hogy mind a de novo mind az anoikisz eredetii autofagias sejteket
fagocitalni tudjak mind a human makrofagok mind a nem elhalé6 MCF-7 sejtek (Petrovski és
mtsai, Cell Death and Differ. 2006, kozlésre bekildve). Ugyanakkor csak az el6bbiek
fagocitozisat lehet gatolni az autofagia blokkolasaval. A kilénbség megnyilvanul
génkifejezédési mintdzatokban is. Mig az autofagidval elhald sejtek fagocitozisa soran a
makrofagokban a pentraxin, az adenozin 2 receptor, az oxidalt LDL, az aszialoglukoprotein
receptor és a trombospondin indukalddik, addig az anoikisz-szel elhalé sejtek
bekebelezésekor a C1q receptor, az MFGES8 molekula, a rac-1 és a DNaz I. Ez azt jelenti,
hogy az apopto-fagocita szinapszisban a bekebelezett elhalo sejttél fliggéen méas és mas
fagocitozis mechanizmusok indukalodhatnak, vagyis Uj lehetéségek nyilhatnak tobbek kdzott
a gyulladasos folyamatok (amely végil a granulocitak fagocitdzisaval ,tisztul fel”) terapias
befolyasolasara .

A DENDRITIKUS SEJTEK ES AZ IMMUNVALASZ

A szoveti kornyezetben kis szamban jelenlévé dendritikus sejtek olyan szoveti
szenzorok, amelyek kornyezetiikb6l pino- és makropinozitozis révén folyamatosan vesznek
fel anyagokat és a makrofagokhoz hasonloan hivatasos fagocitaként is mikodnek. Azt
talaltuk, hogy a PPARgamma kifejezodése nagy meértékben feler6sodik a monocita eredeti
dendritikus sejtek differencialodasa soran; sejtfelszini receptorok kifejezé6dése megvaltozott, a
fagocitald képességik nétt amikor a receptort ligandjaival aktivaltuk. Az is kiderult, hogy a
glikoproteinek koordinativ. médon szabalyozddnak. A CDla szint csokkent, a CD1d
kifejezédes nétt. A CD1d indukciodja egydtt jart a dendritikus sejtek autoreaktiv natural killer
T sejteket (INKT) aktivald képességének megjelenésével alfa-GalCer jelenlétében. Ezeknek
az eredmeényeknek az ismeretében feltételezhet6, hogy a PPARy aktivacié olyan
transzkripciés folyamatokat indit el a dendritikus sejtekben, amelynek hatasara belSlik
fokozott fagocitozisra, hatékony lipid prezentaciora és iINKT aktivitisra képes alpopulécid
alakul. Megfigyelésiinknek jelentds klinikai vonatkozasai vannak, amennyiben a CD1d -NKT
kapcsolhato autoimmun folyamatok, igy 1. tipusu diabetes kialakulasahoz (Szatmari és mtsai.,
Immunity 2004).

Makrofagok vagy/és DS-ek jelenlétében tanulmanyozzuk az apoptotikus sejtfelvételt, a DS
aktivaciot, a gyulladasi és az azt gatl6 folyamatok elindulasat. Az apoptotikus sejtek szdveti eredete,
egyedi sajatsdgai, az apoptozist kivaltd stimulusok természete (UV/y besugarzas, virusfertézés,
malignitas) hatassal lehet a felvétel hatékonysagara és az immunoldgiai tolerancia vagy a gyulladasi
folyamat kialakulasara (Méjai és mtsai. Immunol. Letts. 2006). Apoptotikus sejtekben a kaszpaz-1
aktivacio eredményeként bioldgiailag aktiv IL-1p és IL-18 szabadulhat fel, ami gyulladasi
folyamatot valthat ki. A stressz altal kivaltott HSP indukcio el6segiti a tumorantigenek DS-ek altali
bemutatasat. Az apoptotikus tumor sejtekbdl IL-10 és TGFpB1 is felszabadulhat, ami géatolja a
gyulladast. Vizsgalatainkban kilonb6z6 apoptotikus/nekrotikus sejtek felhasznalasaval vizsgaltuk a
felvétel hatasfokat és a DS aktivaciot. Ezek az eredmények felhasznalhatok a DS-ek tumor ellenes
immunterdpiés alkalmazasa soran.

Vizsgéalatainkban tovabb jellemeztiik a monocita eredetii dendritikus sejtek lipid és/vagy
apoptotikus felvételben résztvevé receptorait. Igazoltuk, hogy a CD36 scavenger receptor mellett a
monocita eredetii DS-ek LDL-receptort és CD91 molekulat is hordoznak:



Lipid és apoptoétikus sejt felvevo receptorok megjelenésének
kinetikaja monocita eredeti dendritikus sejteken
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5. nap

A dendritikus sejtek apoptétikus/nekrotikus sejtekkel vald ,,feltoltéséhez” harom eltérd in
vitro vizsgalati rendszert alkalmaztunk:

a) A monocitabdl kiinduld dendritikus sejt differenciacio soran a kiindulasi sejtszam ~50%-
a nyerhet6 vissza (>70 donor vizsgalata alapjan), amibél arra kovetkeztettiink, hogy a folyamat
soran a sejtek fele apoptozissal/nekrozissal elpusztul. Eredmeényeink azt igazoltak, hogy a monocita
eredetti dendritikus sejtek CD1a- alpopulacidja jelentésen hatékonyabb a modositott lipidek — és
feltételezhetéen az apoptotikus sejtek — felvételeben, mint a CD1a+ sejtek. Annak vizsgalatara, hogy
a differencialdédd sejtek tolerogén vagy inflammatdrikus sajatsaglak, CD40 ligand aktivalast
kdvetéen hasonlitottuk dssze a CDla- és CDla+ sejtek citokin termelését. Eredményeink szerint
mindkeét sejtpopulacié azonos mennyisegi bioldgiailag aktiv TGF-beta citokint termel, de tébbféle
citokin mérési eljarassal igazoltuk, hogy a CD1a- sejtek szignifikansan kevesebb IL-12, és tobb IL-
10 citokint termelnek, mint a CD1a+ sejtek. Ennek alapjan a sajat sejtek bekebelezése a tolerancia
iranyaba polarizalja a dendritikus sejteket.

b) A tumorsejtek elleni immunvélasz kivaltasdnak egyik f6 akadalya a tumor ellenes
tolerancia kialakulasa, aminek hétterében a tumorsejtek nagyfoku sajat sejtekhez valé hasonldsaga,
a gyulladasos folyamatok hianya és a tumorsejtek altal termelt faktorok toleranciat indukald hatasa
all (Gogolak és Rajnavolgyi, Immunogenomics and Human Disease, 2005). A tumorsejt felvétel
hatdsanak vizsgalatara nekrotikus primer tumorsejtekbdl szarmazd teljes sejt lizdtum hatésat
vizsgaltuk a dendritikus sejtek mannoz receptor-medialt dextran felvételére és aktivaciojara. A
dendritikus sejtek a monocitakhoz és makrofagokhoz hasonléan hatékonyan aktivalhatok LPS-dal,
de az aktivacié dozis fliggése jelentésen eltér a masik két sejt tipusétol. Tovabba dendritikus
sejtekben — a makrofagokkal ellentétben — LPS hatasara csokken a fagocita és internalizalo
képesség, mig egyes Toll-like receptorok (TLR3, TLR5) altal kozvetitett aktivacio fokozza a tumor
ellenes munvalasz kivaltasaban szerepet jatszo ,,kereszt prezentaci¢” hatasfokat. A tumorellenes
immunvalasz terdpias hatékonysaganak fokozasa céljabol azt vizsgaltuk, hogy az LPS valamint a
nekrotizalt tumorsejtek lizatuma és az LPS egyiittes hatasa hogyan befolyasolja a dendritikus sejtek
dextran felvételét és aktivaciojat. Eredményeink azt igazoltak, hogy az LPS dozisfliggéen kivaltja a
dendritikus sejtek aktivaciojat, amit a CD83 sejtfelszini marker megjelenése alapjan kovettiink. Ez a
hatds 150 1U/ml LPS dozis mellett kimutathato, de 30 1U/ml LPS dozis mellett nem detektalhato.
Ebben a ddzis tartomanyban azonban nem valtozott a manndz receptor (MR) membran kifejezédése
és a MR-kozvetitette dextran felvétel sem. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a nekrotikus
tumorsejtekbdl szarmazo teljes sejt lizatum kismértékii aktivacios jelekkel kombinalva hatékony



maodszer a dendritikus sejtek tumor antigénekkel vald feltoltésére, aktivacidjara és a hatékony
immunvalasz kivaltasara.

Nekrotikus tumorsejt lizatum felvételét kovetd valtozasok dendritikus
sejtekben

5 Tumor lizatum + LPS (150 IU/ml) LPS (150 Iu/ml) kontrol
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Vizsgaltuk a DS-ek T limfocita aktivalo képességét kiilonbodzo eredetli és eltéré hatasra
elhald sejtek felvételét kdvetéen (Gogolék és mtsai, J. Mol. Recognition 2003). Az aktivalt DS-ek —
a makrofagokhoz hasonléan — hivatasos APS-ek, amelyek Kitlintetett szerepet jatszanak a CD4+
segitd (helper) T limfocitak aktivalasaban, polarizalasaban, effektor sejtté torténd differencial6-
daséban. A Th sejtek differenciacioja — az APS tulajdonségaitol fliggéen — Thl és/vagy Th2 effektor
sejtek kialakuldsahoz is vezethet, ezek ardnya meghataroz0 a gyulladasos folyamatok
kialakulasaban. A DS-ek egyedi sajatsaga, hogy a Thl sejtekkel valo kdlcsonhatas eredményekent
alkalmassa valnak a CD8+ naiv T limfocitak aktivalasara és a citotoxikus effektor sejtek (Tc)
képzodésének elésegitésére. In vitro kulturdkban autoldég T limfocitak felhasznalasaval mértik az
antigént hordozd apoptotikus sejtekkel feltoltott makrofagok és DS-ek T sejt aktivalo képességét, a
Thl (IFNy, IL-2) és a Th2 (IL-4, IL-13) sejtekre jellemz¢ citokinek koncentraciojét.

Vizsgalatainkban a CD1a- és CDla+ sejteket aramlési citometriaval szétvalasztottuk, majd
nem sajat, allogén T-limfocitakkal tenyésztettiik egytt. Irodalmi és sajat eredményeink szerint az
allogén DS-ek mind a CD4+ segit, mind pedig a CD8+ citotoxikus T-limfocitakat is aktivaljak. A
citotoxikus T-limfocitak viszont a celsejtek (adott esetben az allogen DS-ek) apoptdzisat majd
nekrdzisat valtjak ki. Vizsgalatainkban a CD1a- és CD1a+ dendritikus sejtekkel stimulalt allogén T-
limfocita kultirdkban CBA és ELISA moddszerrel mértiik a T-sejt aktivacié hatasfokat és a termelt
citokinek 0Osszetételét. Ebben a rendszerben nem talaltunk kilonbséget a CDla- és CDla+
dendritikus sejtek T-sejt proliferaciot indukald képességében, de a kétféle DS citokin termelésével
6sszhangban a citokin szintekben jelent6s eltérest tudtunk kimutatni. Harom nappal a T-sejt
aktivaciot kovetéen IL-2 es IL-4 citokineket a feltiliszoben nem tudtunk kimutatni (feltehetéleg az
o0sztodo sejtek felhasznaltak ezeket a ndvekedési faktoroka), de a CDla- dendritikus sejtek altal
kivaltott allogen valasz soran kevesebb IFN-gamma és tobb 1L-10 termelédétt, mint a CD1a+ sejtek
altal kivaltott allogén vélasz sorén.



Aktivalt CDla- és CDla+ dendritikus sejtek allogén T-limfocita aktivalé
képessége
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Eredményeink azt mutatjak, hogy a DS-ek kolcsonhatasa apoptotikus vagy nekrotikus
sejtekkel illetve az azokbol kiszabaduld komponensekkel — mas kornyezeti tényezékkel egyutt
hatva — képes az immunvélasz finom szabalyozésara.

Az antigén prezentalas szorosan 0sszefligg a negativ szelekcid jelenségével, vagyis a
autoreaktiv timocitak szelektiv eltavolitasaval. A retinsav korabbi eredményeink szerint gatoljaa T
sejt receptor kozvetitett apoptdzist miutan kélcsdnhatasba 1ép az RARa receptoraval. Kimutattuk,
hogy ez a jelenség in vivo is bekdvetkezik, vagyis az RARo szabalyozza a negativ szelekciot
(Szegezdi és mtsai, J. Immunol. 2003) és hogy a retinoidok hatasara gatlodik a nur77 molekula DNS
kotédeése (a negativ szelekcid sordn a T sejtekben bekdvetkez6 egyik kritikus molekularis torténés)
valamint a bim pro-apoptotikus fehérje szintézise.

Osszefoglalva:

Az OTKA Tudomanyos Iskola nyujtotta tamogatassal eddig nem mdvelt, a sejtbiokémiat,
immunbiol6giat, genomikét, pathobiokémiat 6sszekétd, interdiszciplindris Kkutatési tertletet
tudtunk nyitni Debrecenben. Az apoptotikus sejtek jol szabalyozott és hatékony eltavolitasanak Uj
molekularis részleteire derilt fény, emberi és az egér apopto-fagocita modell rendszerek
megismerése és tanulmanyozasa segitségével koros folyamatok tisztazasara kerdlt sor, a
makrofagok és dendritikus sejtek komplex mikddésenek Ujabb elemeit sikerdlt tisztazni, jelentds
publikaciok, Uj maddszerek, tovabbi munkahipotézisek sziilettek.



