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OTKA pélyazat zaro jelentése.
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Jelen OTKA palydzatunkban azt szerettik volna Kkideriteni, hogy a PPARg
(peroxisome-proliferator activated receptor gamma) magreceptornak mi lehet szerepe a
dendritikus sejtek differencialédaséaban.

A dendritikus sejtek (roviditve DS-ek) az emlés szervezetekben el6forduld
legfontosabb hivatasos antigen bemutato sejtek. Ezen sejtcsoportnak Kitlintetett szerepe van a
cellularis és a humoralis immunvélasz beinditasaban és az immunfolyamatok szabalyzasaban.
A DS-ek 6 funkcidja a szervezetben djonnan keletkez6 antigének felvétele, feldolgozéasa és a
feldogozott antigének prezentalasa a T-limfocitaknak, ezzel egyiitt a limfocitak aktivalasa.
Primer immunvalasz csak DS-ek jelenlétében jon létre, ezért az immunvalasz természetes
adjuvansainak tekintheték. Ezen talmendéen, a DS bizonyos tipusai, direkt vagy indirekt Gton
pl NKT sejtek aktivaldsa révén, részt vesznek az a periférids immuntolerancia kialakitasaban
IS.

A pélyéazat irdsakor megfogalmazott hipotézis:

Az eddig napvilagra kertlt adatok alapjan feltételezziik, hogy a PPARg receptornak
elsésorban az éretlen DS sejt létrehozdsdban es ezen allapot fenntartasaban lehet szerepe. Az
éretlen dendritikus sejtekben a PPARg receptor szintje magasabb, mint az érett DS-ekben.
Ezért feltételezhet6, hogy ezen receptor részt vesz az éretlen DSk-ben a fagocitozis
szabalyzasaban eés ezen sejtek lipid anyagcseréjenek modulalasadban. Hipotézisink szerint a
PPARg specifikus ligandok ezen éretlen allapot fennmaradasat segithetik el6. Hipotézisink
alatdmasztdsara a kovetkezé a célkitiizésekben megfogalmazott kisérleteket szeretnénk
elvégezni:

A pélyéazat irdsakor megfogalmazott célkitiizések:

1. Humén monocita sejtekbdl kiindulva éretlen és érett dendritikus sejteken szeretnénk
elééllitani. Meg kivanjuk hatarozni a differencialodés kilonbozé stddiumaiban 1évé sejtek
PPARg receptorainak és tobb ismert PPARg célgénnek (CD36, LXRa. ApoE) mRNS szintjeit
kvantitativ RT-PCR segitségével.



2. Tanulméanyozni kivanjuk a kilénb6z6 PPAR receptor agonista és antagonista vegyuletek
hatasat a dendritikus sejtek differencidlédasara és funkcidjara. A kezelt sejteken aramlasi
citometriaval kivanjuk detektalni a DS specifikus sejtfelszini markerek valtozésait.
Kvantitativ PCR segitségével szeretnénk megmérni a PPAR célgenek mRNS szintjeit,
tovabba monitorozni szeretnénk a sejtek fagocitalo, limfocita aktivald képességét, és citokin
termelését kiilonb6z6 ligand kezeléseket kovetsden.

3. A receptor profil ismeretében retroviralis vagy adenovirus vektorokkal PPAR receptorokat
szeretnénk bejutatni és expresszaltatni a dendritikus sejtekbe, igy tanulmanyozhatnank a
receptorok hatasat a sejtek differencidlodasara, érésére extra mennyiségii receptor

jelenlétében.

A pélyazat soran megvalosult Kiserletek, eredményeink:

1. Optimalizaltuk a dendritikus sejteket monocitabdl tortéené eldallitasat: a monocitak
eléallitisa immunomégneses szelekcidval tértént, egyetlen ,buffy coat”-b6l kb. 5-10x10°
monocitat sikerult kinyernlnk. Kisérleti rendszeriinkben optimalisnak a kétszeri citokin
kezelés (500 U IL-4 és 800 U GM-CSF) bizonyult, ekkor kaptuk a legtobb éretlen dendritikus
sejtet, és a sejtek viabilitasa is megfelel6 volt. Az érett DS-ek eléallitasa egy tovabbi citokin
koktél kezeléssel tortént (GM-CSF, IL-6, TNFa, IL-1b, PGE2).

2. Aramlasi citometrias mérésekkel részletesen jellemeztiik a monocitakb6l szarmazé
dendritikus sejtek fenotipusos tulajdonsagait: az éretlen dendritikus sejtek a monocitakra
jellemz6 CD14 markert elveszitik, a DS-ekre specifikus markerek viszont megjelennek: CD1a
és DC-SIGN az éretlen sejteken, tovabbd CD83 az érett sejteken. Ezen tulmenden az érett
(aktivalt) sejteken fokozott CD80, CD86 és HLA-DR expresszid is megfigyelhet6 volt.

3. Meghataroztuk a PPAR magreceptorok (alfa, gamma, delta) mRNS szintjének valtozésat a
differencialodas soran. Eredményeink szerint a monocitdkhoz képest a dendritikus sejteken a
PPARg transzkript szintje jelentésen megemelkedett, viszont a PPARalfa alig volt
detektalhatd. A PPARdelta szintje szintén fokozddott a differencialédas soran, bar itt az
indukcio, sokkal kisebb mértékii volt. A DS differenciacio soran nem csak a PPARg mRNS

szintje novekedett de DS-ekben maga a protein is detektalhato volt immuno-blot segitségével.

4. Tanulmanyoztuk, hogy PPARg specifikus aktivatorok hatasara az ismert PPARg célgének
(FABP4, LXRa) expresszioja miként valtozik. Meréseink szerint a FABP4 és az LXRa mRNS



szintje jelentésen fokozddott a PPARg specifikus agonistaval (1-2.5 uM rosiglitazone) kezelt
dendritikus sejteken. Ez az eredmény azt bizonyitja, hogy exogén liganddal a PPARgamma
receptor ebben a rendszerben aktivalhat6. Tovabba a PPARg ligandokkal létrehozott gén
indukciok egy PPARg specifikus antagonistaval (GW9662) kivédhet6 volt ami azt tamasztja

ala, hogy ez valoban egy receptor dependens folyamat.

5. Aramlasi citometrias mérésekkel részletesen Osszehasonlitottuk a PPARg aktivatorral
kezelt és kezeletlen dendritikus sejtek fenotipusat. A PPARg agonistaval kezelt éretlen
dendritikus sejteknel a CD1a és a CD80 expresszid lecsdkkent, a CD86 és CD1d viszont
megemelkedett, a dendritikus sejtekre jellemzé DC-SIGN és manndz receptor expressziot a
PPARg ligand nem befolyasolta. Az érett dendritikus sejteken a ligand kezelésnek csak
mérsékelt hatasa volt: az érett sejtekre jellemz6é CD83 expresszio nem valtozott, a CD80 szint

csokkent, a CD86 kifejezodése viszont kis mértékben megemelkedett.

6. ELISA kit-ek segitségevel megvizsgaltuk a dendritikus sejtek IL-12 (IL-12p70) és 1L-18
termelését. Eretlen sejtek az 1L-12 és 1L-18 citokineket nem termeltek, érett dendritikus sejtek
viszont szekretaltdk mindkét citokint, a ligand kezelés hatasara az 1L-12 szint lecsdkkent, az
IL-18 pedig megemelkedett. QPCR meérésekkel is megerdsitettik, hogy az IL-12 mRNS
szintje (IL-12p40 alegység) a PPARg specifikus liganddal kezelt mintakban csokken.

7. Osszehasonlitottuk a liganddal kezelt és kezeletlen dendritikus sejtek endocitétikus
kapacitasat, megallapitottuk, hogy a PPARg aktivatorral kezelt mintak latex bead felvétele
sokkal nagyobb volt a kontroll sejtekhez képest. Ez arra utal, hogy a sejtek fagocitald
képessége fokozodott. A pinocitozis jellemzésére megvizsgaltuk a dendritikus sejtek
»Lucifer- Yellow” felvételét, méréseink szerint a ligand kezelés nem befolyasolta a sejtek

pinocitozisat.

8. Tanulméanyoztuk, hogy PPARg specifikus aktivatorok befolyasoljak-e az érett DS-ek T sejt
aktivald képességét. MLR reakcio segitségevel 6sszehasonlitottuk a kontrol és liganddal
kezelt sejtek altal kivaltédott limfocita proliferaciot, tovabba aramlési citometrias mérésekkel
(CD25 detektalasa) jellemeztik a T limfocitdk aktivalhatosagat. Méréseink alapjan
megallapithatd, hogy a PPARg agonistakkal kezelt dendritikus sejtek T sejt aktivald

képessége nem valtozott meg.



9. Az egyik legérdekesebb eredményiink az volt, hogy a PPARg agonistakkal kezelt
dendritikus sejtek kevesebb CDla-t, de tobb CD1d-t expresszalnak sejtfelszinen kontrol
sejtekhez képest. Ezt az expresszids mintdzatot mMRNS szinten is detektalni tudtuk real-time
kvantitativ PCR felhasznalasaval. Tovabba megallapitottuk, hogy ez a hatas nagy
valdszintiséggel PPARg receptor dependens, mivel PPARg antagonistaval (GW9662) a ligand
hatasa bekovetkezé CDla expressz6 csokkenés, illetve a fokozott CD1d kifejez6dés
kivédhet6 volt. Irodalmi adatok szerint a CD1d molekula nélkiil6zhetetlen az ugynevezett
NKT (Natural Killer-T) sejtek aktivalasdhoz. Mivel a PPARg aktivalt dendritikus sejtek
CD1d expresszioja magasabb volt a kontroll dendritikus sejtekhez viszonyitva, ezert
megvizsgaltuk ezen atprogramozott sejtek NKT aktivald kapacitasat. A liganddal kezelt,
illetve kezeletlen dendritikus sejteket, melyekhez adtunk egy CD1d specifikus ligandot (alfa-
galaktozil ceramid) is, egydtt tenyésztettlik 5 napon keresztul autolog limfocitakkal, majd
meghataroztuk az NKT sejtek aranyat. Az NKT sejtek kimutatasa e sejtekre jellemzd
invarians T sejt receptor detektalasaval tortént dramlasi citometriaval. Méréseink szerint, a
PPARg aktivacioval atprogramozott sejtek hasznalatakor sokkal magasabb volt az NKT sejtek
ardnya a sejtkultardban, ami jo 0Osszhangban ezen dendritikus sejtek fokozott CD1d

expresszidjaval.

11. Eredményeink szerint a PPARg aktivacié koordinalt moédon befolyasolja a CD1 géncsalad
expresszidjat a CD1a szint lecsokkent a CD1d megemelkedik. Tovabbi részletes
vizsgalatokkal feltartuk, hogy ez a szabalyozas valosziniileg indirekt mivel a ligand kezelést
kdvetden csak 12-24 oraval késébb volt megfigyelheté a CD1d mRNS szintének emelkedése.
Alapvet6 kérdés, hogy milyen mechanizmuson keresztil szabalyozza a PPARg receptor a
CD1d gént kifejezodését. Megfigyeleseink szerint CD1d indukcié nem csak PPARg
agonistakkal hanem termeészetes és mesterséges retinoidokkal is kivalthaté volt (RARa
agonistakkal). Ebben az esetben a CD1d indukcié méar 1-2 éraval a ligand kezelést kbvetéen
detektalhatd volt. Egy mésik érdekes megfigyelésiink, hogy PPARg agonistadkkal a DS-ekben
tobb olyan gennek az expresszidja is megemelkedett, melyrél korabban ismert volt, hogy
retinoidok altal szabalyozott (pl. TGM2, SDR1). Ezen eredmények felvetették annak a
lehetéséget, hogy a PPARg indukalt CD1d expresszid is retinoidok Utjan szabalyzodik. DNS
chip eredményeink arra utaltak, hogy szdmos gén indukalddott PPARg ligand hatasara mely
szerepet jatszik transz-reténsav (angolul all-trans retinoic acid; réviden ATRA) szintézisében
(pl. retinol dehidrogenaz 10, retinaldehid dehidrogenaz 2). Tovabba HPLC-MS mddszerrel a
PPARGg ligandal kezelt sejtekben sikeriilt kimutatnunk az ATRA-t mely 3-5 nM



koncentracidban volt detektalhato a sejtextraktumban. Ezt kdvetéen bizonyitottuk, hogy a
fokozott CD1d expresszid is a retinoidokon keresztiil szabalyozodik mivel a PPARg ligand
hatasara létrejové indukcid blokkolhato volt RAR antagonistaval (AGN193109), illetve
megakadalyozhato volt egy retinoid szintézis gatld vegyulettel (4-diethyl amino-
benzaldehyde). Mindezen eredményeink arra utalnak, hogy a PPARg ligandal kezelt sejtek
stimulaljak az endogeén retinoid képzoédest és ez idézi el6 a CD1d fokozott expressziojat, mely

génterméknek kitlintetett szerepe van a lipid antigének prezentalasaban.

11. Vizsgalataink talnyomo részét human monocita eredetii dendritikus sejteken végeztik.
Fontos kerdés annak eldontése, hogy ez mennyire altalanos jelenség, ezért megvizsgaltuk a
PPARg ligandok hatasat vérbol izolalhato dendritikus sejteken is. Human vérbél izolalhatd
mind mieloid, mind plazmacitoid dendritikus sejt, bar mindketté aranya nagyon Kicsi.
Eredmeényeink szerint izolalt majd 24 6raig tenyesztett mieloid dendritikus sejtek (CD1c
pozitiv DS-ek) expresszaltdk a PPARg magreceptort és PPARg specifikus ligandok hatdsara a
sejteken az ismert PPARg célgén (FABP4), illetve az altalunk részletesen tanulmanyozott
CD1d, fokozott mértekben expresszalddott, hasonléan a monocita eredetii-dendritikus

sejtekhez.

12. VVégezetil in vivo is tanulmanyoztuk az altalunk in vitro korilmények kdzott leirt
szabalyzasi utvonalat. E célbol immunhisztokémiai modszerekkel probaltuk detektalni a
PPARg receptort illetve a receptor altal szabalyozott geneket. Human limfoid sz6vetekben
(manduléban, illetve Peyer plakkokban) az antigén prezentalo sejtek (melyek S-100 illetve
DC-SIGN pozitivak voltak) egy jelentés része PPARg pozitivitast mutatott a sejtmagban.
Ezen talmenden, a PPARg pozitiv sejtek egy része szintén expresszalta a CD1d molekulat

ami arra utal, hogy ezen dtvonal talan in vivo is mikédhet.

Fontos megemliteni, hogy az itt felsorolt kisérletek, elvégzéséhez a jelen ifjusagi OTKA
palyazat altal nyQjtott timogatas nem bizonyult elégsegesnek, ezért mas kutatasi palyazat
forrasait is felhasznaltuk ezen projekt megvalositasara.

Osszefoglalva eredményeinket, a palyazat irasakor abbdl a hipotézisbél indultunk ki, hogy a
PPARg receptor elsésorban a DS-ek antigen felvételét szabalyozza. Témavezetém, Dr. Nagy
Léaszl6 korabbi munkaibdl ismert volt, hogy a PPARg receptor makrofagokban pozitivan
szabalyozza CD36 expressziot és az is ismert volt, hogy ezen sejtfelszini receptornak, nem

csak lipidek felvételében, hanem apoptotikus testek felvételében is szerepe van dendritikus



sejtekben. Ezért feltételezhet6 volt, hogy a PPARg Utvonal szabalyzasanak fontos szerepe
lehet az antigén felvétel reguldlasaban. Eredményeink szerint PPARg ligand kezelt sejteken
valoban megemelkedett a CD36 mRNS és sejtfelszini expresszio. Viszont nem volt
kimutathato 6sszefiliggés a fokozott CD36 expresszio és a sejtek lipid antigén felvevo
képessége kozott. Sikertlt viszont azonositanunk egy masik Gtvonalat mely a lipidek
prezentélasban jatszik nélkilozhetetlen szerepet. Eredményeink szerint a PPARg aktivacio
koordinalt médon szabalyozza a CD1 gének kifejez6dését. PPARg ligand hatasara a CD1a
szintje lecsokkent a CD1d szintje viszont megemelkedett. A CD1d sejtfelszini molekulanak
nagyon fontos szerepiik van az immun folyatok szabalyzasaban, mivel ezen molekulan
keresztul aktivalodnak az ugynevezett NKT (natural killer T) sejtek. Az NKT sejtekrél ismert,
hogy tébbféle autoimmun folyamatot képesek gatolni. Eredményeink felvetik annak a
lehetéséget, hogy a PPARg agonisték (ezen vegyiiletek egyrészét a 2 tipusu diabétesz
kezelésében hasznaljak) talan ezen mechanizmuson keresztil befolyasoljak kedvezé modon
az autoimmun folyamatokat. Munkank sor&n azonositottuk azt a mechanizmust mely felels a
CD1d fokozott expresszdjaért. Eredményeink szerint PPARg agonisték hataséra a dendritikus
sejtek képesek retensavat termelni és ez vezet, a reténsav receptor (RAR) aktivalasan
keresztul, a CD1d fokozott expresszidjahoz. Természetesen ezen eredmenyek tulmutatnak a
CD1d expresszio szabalyzasan, a PPARg receptor altal kivaltott retinoid termelés més fontos
biokémiai és immunoldgiai folyamatban is szerepet jatszhat és az is elképzelhetd, hogy ez a

szabalyozas masféle sejttipusban is megfigyelhet6 lesz.
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