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1. Bevezetés

Az immunolégia tudomdnyteriilete, mely jelenleg is folyamatosan novekszik, szdmos
kutatét vonz. Munkdjuk eredményként jobban megismerhetjik a betegségek molekuldris
mechanizmusait, amelyek dj és hatékonyabb kezelések kifejlesztésére adnak lehetdséget. Ezen
kutatdsi teriilet népszerliségét jol tiikrozi az is, hogy 2011-ben az orvosi €s élettani Nobel Dijat az
immunoldgia élvonaldban dolgoz6 kutatoknak itélték oda: Bruce Beutlernek és Jules Hoffmann-nak
,a velesziilletett immunitas teriiletén sziiletett felfedezéseikért”, illetve Ralph Steinmann-nak ,a
dendritikus sejtek felfedezésért és az adaptiv immunvdlaszban jétszott szerepiik lefrdsdért”.

A dendritikus sejtek (DS), mint az immunvdlasz szabdlyozdi, joggal érdemelték meg ezt
a megkiilonboztetett figyelmet. Legeldszor, 1868-ban Paul Langerhans a bdr epidermiszében
figyelte meg és irta le 6ket, még orvostanhallgaté kordban. Nyulvanyaik miatt azonban azt gondolta,
hogy a sejtek az idegrendszerhez tartoznak. A dendritikus sejt nevet, Ralph Steinmann és Zanvil
Cohn adtdk 1973-ban, akik a fehérvérsejtek egy kiilonleges altipusaként azonositottdk a DSet.
Mira ezek a sejtek az immunoterdpidk és oltéanyagok célpontjai lettek. Ki gondolta volna, hogy a
tudds ezen sejtekrdl olyan gyorsan novekszik, hogy maga a felfedezdjiik is részesiil dendritikus sejt

alapt immunterdpidban?

1.1. A dendritikus sejtek és funkciéik

A dendritikus sejtek hematopoetikus  Ossejtekbdl alkulnak ki. Professziondlis
fagocitasejtek és a leghatékonyabb antigén prezentdld sejtek, melyek valamennyi szovetben, a
limfoid és nem-limfoid szervekben fordulnak eld. Neviiket dgas-bogas nyulvdnyaik (gorogiil
dendron = fa) utdn kaptdk, amelyeknek koszonhetden, a sejt méretéhez képest, nagy feliileten
érintkeznek a kornyezetiikkel.

A DS-et szaimos mintdzatfelismerd receptor (Toll-like, RIG-I like és NOD-like) segiti az
antigének felismerésében. E mellett a DS a sejtfelsziniikon citokin és kemokin receptorokat,
valamint C-tipusu lektin receptorokat is expresszdlnak, melyek szintén a patogének felismerésében
jatszanak szerepet. Az antigénekkel vald taldlkozds el6tt a DS gy nevezett éretlen (immature)
allapotban vannak, melyet magas fagocitdlé képesség, alacsony MHC és kostimuldlé fehérjék (pl.
CD80, CD86) expresszidja jellemez. Az antigén felvétele fagocitézis, makropinocitézis vagy
receptor medidlt endocitdzis révén torténhet meg. Az apoptotikus sejtek fagocitdzisa az éretlen
dendritikus sejtek jellemzdje, és az ayfs integrinek, a CD36 és az MFGE8 molekulak részvételével

torténik DS esetében.



Az antigének felvételét ezek feldolgozdsa és az antigén bemutatds koveti, az MHC I és 1T
molekuldkon keresztiil. A dendritikus sejtek az érési szigndlokra, melyek szdrmazhatnak
patogénektdl vagy gyulladdsi ingerektdl, megvaltoztatjdk a kemokin receptoraik kifejezddét, és a
perifériardl a nyirokszervekbe vandorolnak, mikozben érési folyamaton mennek keresztiil. Az érett
DSet alcsony fagocitézis képesség valamint magas MHC és kostimulatorikus molekuldk
expresszidja, illetve citokinek termelése jellemez. Ezen folyamatok eredményeként indukalédhat az
antigén specifikus immunvdlasz, amely a T sejtek proliferdcidjdhoz valamint ezen sejtek segitd
illetve effektor sejtekké vald differencidlodasdhoz vezet.

A DS azonban képesek nem csak T sejt immunitdst, de T sejt tolerancidt is indukdlni.
Azt, hogy az immunvdlasz e kettd koziil melyik irdnyba indul el, a patogének, a kostimuldcids
molekuldk és a citokin kornyezet jelenléte donti el. Amennyiben az apoptotikus sejtekbdl szarmazé
antigéneket a CD8" T sejteknek az MHCI molekuldk révén mutatjdk be a folyamatot kereszt-
prezentdcionak hivjuk. Ennek eredményeként a citotoxikus T sejtek aktivdlodnak, szerepet jatszva a
virusok és tumorok elleni immunvalaszban.

A DS a B sejtekkel valé interakcidjuk eredményeként a humordlis immunvdlaszt is
képesek indukdlni. A plazmocitoid DS, INF1 és IL-6 citokinek révén inditjdk el a B sejtek
differencidcidloddsat effektor plazma sejtekké.

In vitro koriilmények kozott a DSet CD34" progenitor sejtekbdl diferencidltatjdk GM-
CSF (granulocita makrofdg kol6niastimuldlé faktorral) és tumornekrozis faktorral (TNFa) vagy IL-
13 citokin jelenétében. A leggyakrabban haszndlt in vitro differencidciés protokoll, mellyel
monocita eredetli DS differencidltathatok, a GM-CSF és IL-4 segitségével torténd differencidcio.
Ennek eredményeként egy heterogén sejtpopuléciot kapunk, mely CD1a* és CD1a” altipusi sejteket
tartalmaz. A CD1la membran fehérje, amely a lipidek bemutatdsdban jatszik szerepet és ugyanakkor
egy gyakran haszndlt DS marker is.

Mivel a DS kulcsfontossdguak a T sejt medidlt immunitdsban kiemelt célpontok az

oltéanyagok fejlesztésében és az immunterdpids kutatdsokban.

1.2 Apoptotikus sejtek eltakaritasa

A szervezet természetes folyamatainak egyik kovetkezménye, hogy naponta tobb milliard
sejt pusztul el, beleértve az id6sodo a sériilt és fertdzott sejteket. Fiziologids koriilmények kozott
ezen események térben és idében szabdlyozott médon kovetkeznek be, a programozott sejthaldl,
azaz apoptozis, folyamatan keresztiil.

Az apoptézis a legjelentdsebb programozott sejthaldl tipus, nélkiilozhetetlen a
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fejlodéshez és a szoveti homeosztdzis fenntartdsdhoz. Fejlodés sordn szerepet jatszik a szoveti
struktirdk kialakuldsdban és a felesleges sejtek elpusztitisdban. Az oregedd és sériilt sejtek
apoptozis dltal pusztulnak el, mieldtt a szervezetet kdrosithatndk. Morfoldgiailag az apoptézist a sejt
legombolyodése, a sejtmag kondenzacidja €s fragmentdcidja és a plazmamembran blebbing-je, de
integritdsdnak megdrzése jellemzi. Csokken a sejt térfogata, visszavonja nyudlvdnyait és a
citoplazmatikus organellumok morfoldgidja kis mértékben valtozik.

Az apoptotikus sejtek gyors és hatékony eltakaritdsa fontos szerepet jatszik a szoveti
homeosztizis fenntartdsiban valamint a gyulladds felszimoldsdban, mivel nem kerill sor a sejt
tartalmdnak kiomlésére, amely kdrosithatnd a kornyezd sejteket. Az eltakaritdsban részt vesznek
mind professziondlis fagocitik (makrofigok €s dendritikus sejtek), mind nem professzionalis
fagocitdk, példaul szomszédos sejtek, endotél vagy epitél sejtek.

Az apoptotikus sejtek felvétele igen komplex és jol szabdlyozott folyamat, amely négy
Iépére oszthatd. Els6 1épésként az apoptotikus sejtek oldékony kemoattraktansokat bocsatanak ki,
melyek odavonzzdk a fagocitakat. Mdsodik 1épésben az apoptotikus sejtek specifikus felismerése
torténik, amit a bekebelezésiik kovet. Az egyik legfontosabb szigndlmolekula a foszfatidilszerin,
amely kizdrélag az apoptotikus sejtek felszinén jelenik meg. Szdmos mds molekula is szerepet
jatszik az apoptotikus sejt felismerésében, amelyek kiilonbozd szigndl ttvonalakat indukdlva a
bekebelezést eredményezik. Ezt kovetéen a bekebelezett sejt komponensei lebomlanak
aminosavakra, nukleotidokra és zsirsavakra, melyekbdl késobb tij makromolekuldk lesznek.

Az apoptotikus sejtet fagocitdlé makrofdgok gyulladdscsokkentd medidtorokat termelnek
és csokkentik a proinflammatérikus citokin termelésiiket, ezdltal az apoptotikus sejt bekebelezése
nem vonja maga utdn az immunrendszert aktivdlodasat. Amennyiben az apoptotikus sejtek
eltdvolitdsdban zavar keletkezik, azok mdsodlagos nekrézison mennek keresztiil €s a sejtosszetevok
az extracelluldris térbe iiriilnek, amely erds gyulladdsi valaszt valt ki. Az apoptdzis és a nekrdzis
kozotti alapvetd kiilonbség tehdt az, hogy az eldbbi gyulladdscsokkentd, mig az utébbi gyulladasi
immunvilaszt valt ki, amint azt f6leg makrofagokon végzett kisérletekben kimutattak.

Kimutattdk, hogy az apoptézis folyamatdban bekovetkezd molekuldris hibdk
megviltozott immuntolerancidhoz és autoimmun betegségek kialakuldsahoz vezetnek, példdul SLE-
hez ateroszklerdzishoz, neuroldgiai és daganatos megbetegedésekhez. A szervezet természetes
folyamatainak egyik kovetkezménye, hogy naponta tobb millidard sejt pusztul el, beleértve az
1d6sod6 a sériilt és fertdzott sejteket. Fizioldgids koriilmények kozott ezen események térben és
idében szabdlyozott médon kovetkeznek be, a programozott sejthaldl, azaz apoptdzis, folyamatdn

keresztiil.



1.3. Gliikokortikoidok

A gliikokortikoidok (GC) kisméretii, lipofil szteroid hormonok, melyek hatdsukat az
intracelluldris gliikortikoid receptorokon keresztiil fejtik ki. Ezen receptorok a magreceptorok
csalddjdba tartoznak, ligand nélkiil a citoplazmdban taldlhat6ak, hdsokkfehérjékhez kapcsolt
allapotban. Ligand hatdsira a gliikokortikoid receptor levdlik és transzlokdlodik a magba, ahol
kozvetleniil vagy kozvetve szdmos gén expresszidjat befolydsolja.

Endogén gliikokortikoid kortizol formdban termelddnek a mellékvesekéregben, a
hipotalamikus hipofizedlis mellékvese tengely stimuldldsdnak hatdsdra (fertézések, gyulladdsok,
fajdalom és stressz). A kortizol anyagcserére kifejtett hatdsain tdl (vércukorszint novekedés,
glitkoneogenézis és aminosavak valamint zsirsavak mobilizdldsa), az endogén gliikokortikoidok az
immunvalasz szabdlyozdsdban is részt vesznek.

A GC széleskoriien alkalmazott gydgyszerek, melyeket autoimmun, krénikus
gyulladdsos, allergids betegségekben, limfomdkban és leukémidkban haszndlnak erds
immunszupressziv hatdsuk miatt. Jellegzetes mellékhatdsaik az oszteoporodzis, izomgyengeség,
bératréfia és inzulinrezisztens diabétesz. A GC terdpids hatdsat kezdetekben kizardlag a T sejtekre
gyakorolt hatdsukkal magyardztdk, képesek ezekben a sejtekben apoptdzist indukdlni, gédtolni
szamos T sejt eredetii citokin termelését, valamint indukdljadk a regulatérikus T sejtek
alpopuldcidjat, amint azt in vitro és egér kisérletekben kimutattak.

Azonban, szdmos vizsgilat bizonyitotta, hogy a GC egyéb immunsejtekre is hatdst
gyakorolnak, sejttipustdl fiiggden. Példdul, humdn monocitdkban a GC antiapoptotikus hatdsdak,
favorizdljdk egy antiinflammatérikus altipussd vald differencidlédasukat mikozben fokozzak az
apoptotikus  sejtfelvételt. A DS-ben a GC jelenléte tolerogén fenotipus differencidlédasat
eredményezi, valamint gatoljak az aktivalodasukat. In vivo kisérletekben kimutattdk, hogy gatoljak
a DS nyirokszervek felé val6é migraciéjat. Noha ismert, hogy a mannéz receptor medidlt endocitdzist
a GC fokozzdk, mindazoniltal az apoptotikus sejtek fagocitézisdra gyakorolt hatdsat dendritikus
sejtekben még nem vizsgiltdk. Kordbbi eredményeink szerint az apoptotikus neutrofilek
fagocitézisa DS-ben proinflammatérikus citokinek termelését eredményezi, és ismerve, hogy a GC
tolerogén DS fenotipust hoznak létre, célul tiiztiik ki, hogy megvizsgdljuk milyen hatdssal van a

dexametazon az apoptotikus neutrofilek gyulladdskelt6 hatdsdra monocita eredetii DS-ben.



1.4. A szoveti transzglutaminaz

A szoveti transzglutamindz (TGM2) egy multifunkciondlis enzim, mely a kdlcium-fiiggd
transzamidalé aciltranszferaz fehérjecsaladhoz tartozik, a XIlI-as faktorral, hat transzglutamindz
enzimmel (TG1, 3-7) és a 4.2 transzglutamindz aktivitast nélkiilozo fehérjével egyiitt.

A TGM2 nagyrészt a citoplazmdban taldlhat6, de jelen van a sejtmagban és
mitokondriumban is. A sejtb6l nem a klasszikus endoplazmatikus retikulum-Golgi udtvonalon
keresztiil keriil ki hanem a citoplazmatikus TGM2 az endoszomakban f; integrinekkel lép
kapcsolatba, és segitségiikkel keriil ki a sejtb6l. Ezt kovetden vagy kotddik a sejtfelszinhez vagy
atkertil az extracelluldris matrixba, ahol keresztkéti a jelenlevé komponenseket, eldsegitve a szoveti
stabilitdst, a sejtek letapaddsdt €s migracidjat.

Keresztk6td aktivitdsdan til a TGM2 G fehérjeként is mikodhet, proteindiszulfid
izomeraz és proteinkindz aktivitdsa is van. A makrofagok felszinén mind a B3 integrinnel mind az
MFGES fehérjékkel kapcsolatban van. A fibroblasztokban az externalizdciéja syndecan-4-tdl és a
sejtfelszini lokalizdcija a fibronektin kotd motivum jelenlététdl fiigg. Kimutattdk, hogy a
sejtfelszinrdl internalizalédik és a lizoszomdkban degradalodik.

Irodalmi adatok szerint a TGM2 a sejtelhalds, jelatvitel, citoszkeletdlis dtrendezddések,
extracelluldris matrix stabilizdlds és fagocitozis folyamatdban vesz részt. Az enzim aktivitdsdban
fellépd zavarok gyulladdsos betegségekhez, diabéteszhez, neurodegenerativ betegségekhez,
reumatoid artritiszhez €s coelidkias betegséghez vezethetnek.

A coelidkia (CD), kozismertebb nevén lisztérzékenység, egy krénikus vékonybél-
gyulladasos betegség, melyet malabszorbcid, hasmenés €s szamos extraintesztinalis tiinet jellemez.
Glutén bevitele esetén jelennek meg a tiinetek, amig a gluténmentes diéta teljes tiinetmentességhez
vezet. Jelenleg ez tekinthetd az egyetlen hatékony terdpids beavatkozasnak is. A betegség tiinetei a
boholyatréfia, kriptdlis hiperpldzia és limfocitds infiltrdcié, amelynek hatterében a CD4* T
sejteknek valé, DQ2 és DQ8 HLA molekuldkon keresztiil torténd, gluténbemutatds all. A TGM2
autoantigén a coelidkidban, és azt feltételezik, hogy az antigén prezentdld sejtek felszinén levd

TGM2 szerepet jatszik a glutén reaktiv T sejteknek valo prezentdlasaban.



2. Célkitiizések

® Megvizsgdlni, hogy a dexametazon miként befolydsolja az apoptotikus neutrofilek fagocitézisat
humédn humdan monocita eredetii dendritikus sejtekben és tisztdzni, hogy mely apopto-fagocita

gének jatszanak szerepet a folyamatban;

® Megvizsgdlni, hogy a dexametazon hogyan befolydsolja a humdn dendritikus sejtekben az

apoptotikus neutrofilek ltal kivaltott gyulladdsos valaszt;

e Tisztdzni, hogy DS-ben a dexametazon moédositja-e a T sejt aktivacids képességet apoptotikus

neutrofilek fagocitézisat kovetden;

® Megvizsgdlni, hogy a dendritikus sejtek kifejezik-e a sejtfelszinen a TGM2-t és az aktiv

allapotban van-e.



3. Anyagok és modszerek

Sejtkultirak és reagensek

A humdn monocitdkat egészséges donorok periférids vérébdl izoldltuk, gradiens
centrifugdldssal, Ficoll-Paque Plus-t haszndlva. A CD14+ sejteket magneses gyongyokkel (MACS)
szepardltuk, amit PBS-0.5% BSA-2mM EDTA-val valé mosds kovetett. A monocitakat 2 x 10°
sejt/ml sejtstirliséggel 6 lyukd tenyészté edényekben differencidltattuk, éretlen DS-ké, 2 illetve 5
napig AIM-V tipfolyadékban, ami 800 U/ml GM-CSF és 500 U/ml IL-4-et tartalmazott. A
dexametazont a differencidltatds elején adtuk a sejtekhez.

Erett DS nyeréséhez az 6todik napon 100 ng/ml LPS-el és 10 ng/ml INFy-val aktivaltuk
az éretlen DS-et tovdbbi 16 6ran keresztiil. Az LPS-el stimuldlt sejtek esetén a DS-et 100 ng/mL
LPS-el kezeltiik 16 6rdn keresztiil az 6todik napon. Az allogén neutrofileket friss periférids vérbol
izoldltuk gradiens centrifugdldssal, Histopaque 1119 és Histopaque 1077 alkalmazdsdval. Ezt
kovetden 16 6rds spontdn apoptézisnak vetettiik 6ket ala IMDM tépfolyadékban, amely 10% human
AB szérumot tartalmazott. Az autolég limfocitdkat —70°C-on tdroltuk sejtfagyaszté folyadékban

(FBS: DMSO - 9:1) egészen a T sejt aktivalasi kisérletben val6 felhasznalasukig.

Fagocitozis mérés

A diferencidltatott éretlen DS-et piros szinli, CMTMR festékkel, mig a neutrofilekat zold
fluoreszcens CFDA-SE-vel jeloltiik. A koinkubdlds eldtt a neutrofileket haromszor mostuk PBS-el
és Otszoros feleslegben adtuk a megszamolt és frissen kiszélesztett DS-hez friss médiumban. 8 dra
fagocitézis (37°C és 5% CO; jelenlétében) utdn a sejteket tripszineztiik, PBS-el mostuk majd 1%-os
paraformaldehiddel (PFA) fixaltuk. Minden minta esetében duplikdtumokkal dolgoztunk és a GC
nem volt jelen a DS és neutrofilek egyiitt valé inkubdldsa alatt. A mintdkat dramldsi citométerrel
mértilk le, meghatdrozva a fagocitdlé DS ardnyit (mind CMTMR-el mint CFDA-SE-val jelolt
sejtek).

A blokkol6 kisérletek esetében a neutrofilekkel valé inkubdlds elott a DS-et elokezeltiik
10 pg/ml anti-MERTK (kl6n 125508) vagy anti-CD14 antitestekkel 15 percig 37°C és 5% CO;
jelenlétében. Az antitestek a fagocitozis ideje alatt is jelen voltak. Az ADORA3 antagonista
hatdsdnak tesztelésekor a DS-et eldkezeltiik 1 6ra hosszdig, termosztitban a szelektiv adenozin A3
antagonistdval (MRS1220), amely végig jelen volt az apoptotikus neutrofilekkel valé inkubéldsi id6

alatt is.



Sejtfelszini jelolések

A nem specifikus kotddések elkeriilése érdekében, minden esetben a DS-et 30 percig
37°C és 5% CO, jelenlétében 50% huméin AB szérummal inkubdltuk. Ezt kdvetéen PBS 1%-os
BSA-val mostuk és a jeloléseket a specifikus és kontroll antitestekkel 30 percig, jégen végeztiik el.
A differencidlédott DS fenotipusos ellenérzését PE-konjugdlt anti-CD209, anti-CD14, anti-CD1a és
anti-CD40 antitestekkel, illetve a megfeleld izotipus kontroll antitestekkel IgG2b, IgG2a és IgG1-el
végeztiik el, 50x higitdsban haszndlva az ellenanyagokat.

A MERTK és CDI14 sejtfelszini expresszi6 meghatdrozasit 10 pg/ml jeloletlen
monoklondlis anti-MERTK és anti-CD14, illetve IgG1 (izotipus kontroll) antitestek felhasznildsaval
végeztiik el. A mdsodlagos antitest FITC-konjugdlt anti-egér ellenanyag volt, amit 50x higitdsban
haszndltunk. A CD14 felszini festését direkt modszerrel is ellendriztiik PE-CD14 és PE- IgG2a
antitestek felhasznaldsaval.

A felszini TGM2 detektdldshoz kiilonb6zé anti-TGM?2 ellenanyagokat hasznéltunk:
TG100, CUB7402, 4G3 hibridéma sejtfeliiliszé, H23, G92 és pab0062, illetve egér IgGl1 izotipus
kontroll. Minden esetben 1ug antitestet haszndltunk 10° sejthez, és a masodlagos antitest FITC-
konjugdlt anti-egér (1:50) antitest volt.

A jelolést kovetden a sejteket PBS-1% BSA-val mostuk és PBS 1% PFA-ban fixaltuk,

majd dramldsi citométerrel végeztiik az elemzést.

Immunoblott

A monocitdkat differencidltattuk dendritikus sejtekké dexametazon jelenlétében majd a
sejteket begytijtottilk, mostuk PBS-el és a lizis pufferrel (50mM Tris—HCI, 0.1% Triton X-100,
ImM EDTA, 15 mM 2-MEA és proteindz inhibitor) lizdltuk Oket. Centrifugdldst koveten a
sejtlizaitumhoz 6tsz6ros Laemmli puffert adtunk, majd 10 percig elféztiik a mintdkat. Mintdnként 15
pg fehérjét futtattunk 10% SDS poliakrilamid gélen, amiket PVDF membranra vittiink 4t nedves
blottoldssal. A membranokat 5% sovany tejben blokkoltuk, majd inkubdltuk monoklondlis TGM2
specifikus antitestekkel (4G3 vagy CUB7402) illetve GAPDH vagy f-aktin antitestekkel, minden
esetben 4°C-on egy éjszakdn keresztiil, amit mosds és a mdsodlagos antitesttel valé inkubdlds
kovetett (HRP-konjugdlt anti-egér) egy ordn keresztiil szobahdmérsékleten. A fehérjéket Immobilon

Western kemilumineszcens szubsztrat segitségével tettiik lathatova.



Felszini TGM2 aktivitasmérés

Az 6todik napon az éretlen DS-et 24 lyukd sejt tenyésztd edénybe tettiik 4t, 2 x 10° sejt /
300 pl friss szérummentes RPMI tdpfolyadékba. A kontrollokat kivéve, a mintdkat az aldbbi
komponensekkel inkubéltuk: 25 pg/ml 5-BP, 2 mg/ml kazein, 2mM CaCl,, 4mM EDTA. Adott
mintdkndl az emlitett komponensekkel valé inkubdldst megelézte egy 30 perces termosztitban
torténd eldinkubdlds 1 pg anti-TGM2 antitesttel (TG100 és CUB7402). Ezt kovetéen a
sejtfeliiliszokat begytjtottik és 5x Laemmli puffer hozzdaddsdval Western blott analizishez
készitettiik elé. A fehérjéket 12% SDS gélen futtattuk, nedves blottoldssal PVDF membranra vittiik
at, majd a membranokat inkubdltuk HRP-konjugélt streptavidin illetve anti-TGM2 (CUB7402) és

GAPDH antitestekkel. A fehérjéket a fent emlitett kemilumineszcens szubsztrattal tettiik lathatova.

TNFa koncentraciomérés sejtfeliiliszobol

A differencidltatott, de festetlen DS-et koinkubdltuk jeloletlen apoptotikus neutrofilekkel
8 6ran keresztiil termosztitban, majd 0.1 pg/ml LPS-el és 10 ng/ml IFNy-val stimuldltuk tovabbi 16
oran keresztiil. A sejtfeliiliszokat begyiijtottiik és -20 °C tdroltuk a citokin leméréséig, ami a gyartd
utasitdsainak megfeleléen TNFa duo set ELISA kitt segitségével tortént minden minta esetén,

triplikdtumokbdl.

Human IFNy ELISPOT mérés

Az 5 napig diferencidltatott kontroll és dexametazon kezelt DSet apoptotikus
neutrofilekkel inkubdltuk 8 6ra hosszdig termosztdtban (mindkét sejttipus festetlen volt) majd a
koinkubidldst kovetden autolég limfocitdkat adtunk (DS:limfocita = 1:25) tovdbbi 5 napig
termosztitban tartva a sejteket. Ezt kovetden anti-humdn IFNy Ready-Set-Go ELISPOT Kkittet
haszndlva detektaltuk az IFNy termeld T sejteket biotinildlt anti-IFNy antitest segitségével. A citokin
szpotokat” ELISPOT Image Analyzer szoftver segitségével azonositottuk és a méréseket OptiEIA

rendszer segitségével elemeztiik ki.

RNS izolalas és TagMan RT-PCR

Kontroll és dexametazonnal kezelt DS-b6l valamint monocitdkbél TRIzol reagens
segitségével teljes RNS-t izoldltunk a gyarté ajdnldsa szerint. Az apopto- fagocita gének
expresszidjat TagMan Low-Density Array (TLDA) segitségével elemeztiik ki. A TLDA olyan
apopto-fagocita géneket tartalmazott, amelyeket az intézetiink irodalmi adatok alapjan vdlogatott és

a gyart6 kérésiinkre ennek megfelelSen 4llitott 6ssze. Minden célgénre két replikdtumot hasznéltunk
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és 3 bioldgiai parhuzamost. Referencia génként a 18S rRNA szolgdlt. A gének relativ expresszidbeli
valtozasat az dtlag génexpressziobol szdmoltuk. A differencidlédds alatt valtozé gének esetén az 5
napos, nem kezelt, sejtek relativ expresszidjat hasonlitottuk a monocitdkéhoz, a dexametazon
kezelés hatdsdra valtozott gének esetében pedig az 5 napos, dexametazon kezelt sejtek relativ

expresszids értékeit a nem kezeltekéhez.

Allatkisérletek

Az 4llatkisérleteket a Debreceni Egyetem Allatkisérleti Bizottsdg etikai szabélyzatdnak
megfeleléen folytak. 8-12 hetes C57BL/6] és ADORA3 KO egerek csontvel6i progenitorait
fiziolégids s6 oldatban mostuk, majd RPMI tdpfolyadékban tenyésztettiik mely tartalmazott 10%
FBS-t és 2mM glutamint valamint penicillint és sztreptomicint. A csontvelSi sejteket 1,5x10°
sejt/ml, 6 lyuku plate-ken differencidltattuk dendritikus sejtekké 20 ng/ml GM-CSF és 20 ng/ml IL-
4 jelenlétében 9 napig. Minden harmadik napon a médium felét lecseréltik és friss citokint
tartalmazé tapfolyadékkal helyettesitettiik. A dexametazon jelen volt a differencidlodds kezdetétdl
fogva. Az egér neutrofil granulocitdkat csontveldi progenitorokbdl gradiens centrifugdldssal
izolaltuk és Histopaque 1119 illetve Histopaque 1077 felhaszndldsdval. Az egér neutrofileket z6ld
CFDA-SE festékkel festettiik és 24 6rds apoptdzisnak vetettiik ald 10%-os egér szérumot tartalmazé
IMDM tépfolyadékban. A prepardtum tisztasdgat May-Griinwald/Giemsa festéssel ellendriztiik. A 9-
ik napon a differencidltatott egér DSet CMTMR festékkel festettiik a gydrt6 leirdsdnak megfelelGen,
majd a sejteket djra szélesztettiik szérummentes tapfolyadékban és 8 dra hosszdig egyiitt inkubdltuk
az apoptotikus egér neutrofilekkel 1:5 ardnyban, termosztitban. A mintdkat tripszinezéssel

gyijtottiik be, PBS-el mostuk majd dramldsi citométerrel meghatdroztuk a fagocitdlé DS ardnyat.

Statisztikai analizis
A statisztikai analizishez pdros Student’s t-test-et haszndltunk és a p<0.05 értéket tekintettiik

szignifikdnsnak.



4. Eredmények

4.1. A dexametazonnal kezelt human éretlen DS-nek magasabb a fagocitézis képességiik

A humdn, monocita eredetli makrofdgok hatékonyan kebelezik be az apoptotikus
neutrofileket, amit a szintetikus GC, a dexametazon jelentdsen megnovelt. Kisérleteink sordn az
apoptotikus neutrofillel torténd tobb 6ranyi koinkubécié utdn a DS-nek 9-25%-a fagocitél, donortdl
fiiggéen. A makrofdgokhoz hasonléan a dexametazon jelenlétében torténd 5 napos differencidcié
utdn a DS fokozott fagocitézis képességet mutattak. A dexametazon indukdlt fagocitdzis novekedés
donortfiiggd volt, €& nem a koncentricié novekedésével véltozott, hanem a legalacsonyabb 10 nM-os

koncentricioban volt a leghatékonyabb a donorok tobbségében.

4.2. GC jelenlétében a DS CD1a” CD14" dendritikus sejtekké differencialédnak

Hogy lassuk a dexametazon hatdsat a DS differencidléddsara, ellendriztiik a jellemz6 DS
markerek sejtfelszini expresszidjat egy kordbbi iddpontban is (mdsodik nap). Azt tapasztaltuk, hogy
a dexametazon meggiatolta a CD14 kifejez6désének a lecsokkenését, amely a kezelés nélkiil 6todik
napra, a differencidlédds eredményeként, nagyon alacsonyan expresszdlodik. A kiilonb6zé donorok
véltozé ardnyban voltak CDla*-ak az éretlen kontroll DS esetében, de a dexametazon minden
esetben csokkentette ezen sejtek ardnydt, még a legalacsonyabb koncentrdciokban is. Kontroll
kisérleteink megmutattdk, hogy a DS karakterizdldsdra hasznalt CD209 (DS-SIGN) expresszidja

nem véltozott a gliikokortikoid kezelés hatdsara.

4.3. A monocita eredetii DS génexpressziés mintazatanak valtozasa differencialédas alatt és

dexametazon hatasara

az apopto-fagocita génexpresszids vizsgdlatokat végeztiink TLDA technikdval 95 db kivélasztott

génen. Az eredmények kiértékelése utan figyelmiinket elsésorban a felregulalt génekre irdnyitottuk.



4.3.1. Az éretlen DS differencidcidja és GC kezelés hatdsdra megnivekvd apopto-fagocita gének

Harom donor mintdi koziil kivdlogattuk a kontrollokat és a leghatékonyabb dexametazon
koncentracidjukat a TLDA elemezés elvégzésére. A génexpresszids valtozdsokat, dtlag relativ
expressziokbol vizsgdltuk meg. A DS - monocita Osszehasonlitds sordn 17 gén expresszidja
fokozdédott az 5 napos differencidlédds sordn. Ezek koziil 6 génnek az expresszids szintje tobb mint
10-szeresére nétt: DOCK1, FCGR2B, GAS6, IRF4, PROS1 és PPARG. Dexametazon hatdsdra pedig
10 apopto-fagocita gén expresszidja novekedett tobb mint kétszeresére. Ezen gének koziil négy az 5
napos differencidcié sordn is megemelkedett, tehdt a GC ezt a szintet fokozta tovabb. Ez a 4 gén az:

ADORA3, FCGR2B és a hid funkciéji molekuldk C1QA és C2.

4.3.2. Gének amelyeknek expresszidja dexametazon hatdsdra novekedett valamennyi donorban

A GC dltal felregulalt apopto-fagocita géneket valamennyi donorban megvizsgaltuk. A
legnagyobb mértékben az adenozin receptor ADORA3, a fagocitézis receptorok MERKT és CD14,
a hid molekula C1QA és a DNASE2 expresszidja novekedett.

4.3.2.1.A dexametazon mdr a differencidcio mdsodik napjdn hatékony

Monocitdkat differencidltattunk DS sejtekké, és 2 nap utdn apoptotikus neutrofilekkel
fagocitozis vizsgélatot végeztiik. Az apoptotikus sejtek fokozott bekebelezését tapasztaltuk, és a
hatékony dexametazon koncentraciok kiilonboztek az 5 napig differencidltatott éretlen DS-ben
azonositott koncentracioktdl. A felreguldlt gének megegyeztek az éretlen DS-ben felreguldltakkal

(ADORA3, MERKT, CD14 és C1QA).

4.4. A MERKT szerepe a dexametazon medialt apoptotikus sejt fagocitézisaban

4.4.1. Dexametazon hatdsdra a MERKT kifejezddik a sejtfelszinen

TLDA vizsgélataink kimutattdk, hogy a MERKT nagymértékben expresszalédik GC
kezelés hatdséra, tehat megvizsgdltuk a fehérje sejtfelszini kifejez6dését is. Aramlési citometrids

vizsgdlataink szerint a MERKT csak a dexametazon kezelt DS sejteken volt kimutathat6.



4.4.2. A MERKT blokkolo antitest hatisa a dexametazon indukdlt apoptotikus neutrofilek

fagocitozisdra

Mivel a dexametazon hatdsdra a fehérje kifejezddik a sejtfelszinen, megvizsgéltuk, hogy
a MERKT specifikus antitest haszndlhaté-e fagocitézis gatldsra DS esetében, mivel humdn
makrofagokban a dexametazon éltal indukalt bekebelezés novekedést hatékonyan gatolta, amint azt
irodalmi adatok mutatjdk. Az elvégzett fagocitdzis vizsgdlataink szerint DS-ben az antitest nem

gétolta a dexametazon éltal indukalt apoptotikus sejtek felvételét.

4.5. A CD14 ellenes antitest hatisa a dexametazon altal indukalt apoptotikus neutrofilek

fagocitézisara

A MERTK-hoz hasonléan a CD14 expresszidja is megnétt a GC kezelés hatdsdra. Direkt
és indirekt jelolési modszerekkel ezt a sejtfelszinen is detektalni tudtuk. Tesztelni kivantuk, hogy a
CD14 ellenes antitest gitolja-e rendszeriinkben a fagocitézist, de eredményeink nem igazoltdk

feltevéseinket.

4.6. Az ADORA3 szerepe dexametazon altal indukalt apoptotikus neutrofilek fagocitézisaban

Az ADORA3 dexametazon hatdsdra DS-ben jelentds, kozel hétszeres expresszids szint
novekedést mutatott. Ahhoz, hogy teszteljik az ADORA3 szerepét rendszeriinkben, az MRS1220
szelektiv ADORA3 antagonistdt hasznaltuk. Az DS-t antagonistdval inkubdltuk, az apoptotikus
neutrofilekkel valé kezelés el6tt. Az MRS gitolta a dexametazon dltal indukdlt fagocitdzis
fokozédast 3 donorban, és 1 donor nem mutatott semmilyen véltozast az apoptotikus sejtek
felvételében az antagonista hatdsdra. A dexametazon koncentracid, ahol a fagocit6zis gatlé hatds
kimutathat6 volt, donoronként valtozott.

Az ADORAS3 szerepét dexametazon hatdsanak 1étrejottében egérmodellben is teszteltiik.
DS-et differencidltattunk csontvelSi progenitorokbdl, vad tipusi és ADORA3 KO egereket
haszndlva, a GC-t a differencidcié elejétdl hozzdadva a sejtekhez. A fagocitdzis vizsgdlatot egér
apoptotikus neutrofilekkel végeztiik el. Vad tipusi DS-ben a dexametazon fokozta az apoptotikus
sejtek felvételét, mig Az ADORA3 hidnydban a DS nem vdlaszoltak dexametazon kezelésre, vagy

csokkent fagocitdzist mutattak.



4.7. A fokozott apoptotikus sejt fagocitézis a dexametazon kezelt DS-ben proinflammatérikus

citokinek termelésével és T limfocita aktivalassal jar

8 6rds koinkubdlds sordn az apoptotikus neutrofilt felvevé DS-et LPS és IFNy-val
kezeltiik tovabbi 16 6rdig, amikor a termelt TNFo-t mértiik meg a feliilisz6bol. Meglepetésiinkre a
dexametazon jelenlétében differencidltatott DS megnovekedett TNFa termeléssel reagdltak, és
amennyiben ezeket a sejteket apoptotikus neutrofilekkel inkubdltuk, a citokin termelés tovabb
fokozddott. A leghatékonyabb dexametazon kezelés véltozott donoronként.

AT sejt polarizdlds vizsgdlatara autolog T limfocitdkat tenyésztettiink, DS-kel tovabbi 6t
napig azok neutrofillel valé inkubéldsat kovetden, és az IFNy termelé T sejteket ELISPOT
vizsgélattal mutattuk ki. Bar a donorok kozott jelentds eltérések mutatkoztak, a dexametazon kezelt
DS-ben apoptotikus neutrofilek hatdsdra minden esetben magasabb szdmu IFNy-t termeld T sejtet
detektdltunk. S6t, a dexametazon kezelés onmagdban is képes volt az DS T sejtek aktivdlasat
kivdltani, ugyanakkor a dexametazon koncentracié donorfiiggése megmaradt.

Mivel a CDla* és a CDla DS altipusok donoron beliil kiilonboznek a bekebelezd
képesség, és a citokin és kemokin profiljukban, ezért mi is elvégeztiik a CD1a jelolést. Valamennyi
donorunk kontroll sejtjei 40-60% volta CD1a*-k, és a GC kezelés hasonléan a kordbbi adatainkhoz

a DS-et CDl1a’ altipussd valtoztatta.

4.8. A GC kezelés altal down-regulalédott apopto-fagocita gének vizsgalata

A DS és a monocitdk Osszehasonlitdsdban 41 apopto-fagocita gént taldltunk, melyeknek
génexpresszids csokkenése nagyobb volt, mint kétszeres. Ezen gének koziil 8 atfedett a
dexametazon altal lereguldlt génekkel (adenozin A2a receptor, AXL, ITGAX, ITGB, LRPI,
komplement komponens 3, ICAM3 és az IRF1). Ugyanakkor, a felszini mérésekkel 6sszhangban, a
CD14 mRNS szintje is folyamatosan csokkent a differencidcié 5 napja sordn (FC = 0.005).

22 apopto-fagocita gén szintje csokkent a GC kezelés hatdsdra DS-ben, melyek kozé tartozott a
TGM2 gén, amit tovabbi vizsgalatoknak vetettiik ald, mivel mind mRNS, mind fehérje szinten mér

a differencidci6 kezdeti fazisaiban is csokkent.



4.9. A TGM2 expressziéja a human DS sejtek felszinén

4.9.1. A TGM2 kimutathaté a monocita eredetii DS sejtfelszinén

Kordbbi vizsgdlatok szerint a TGM2-nek szerepe lehet az antigén prezenticiéban a
gluténreaktiv T sejt aktivdcié esetében a coelidkidban. A TGM2 sejtfelszini detektdldsat kiilonbozd
specifikus antitestekkel (CUB7402, TG100, 4G3 hibridéma feliilisz6, H32, G92 és pab0062)
probaltuk elérni, 4dramldsi citometrids vizsgdlatokkal. Az antitestek dontd tobbsége negativ
eredményt adott, de a TG100 monoklondlis antitest hatékonyan jelolte a TGM2-t a DS sejtfelszinén.
Differencidcié sordn a novekvé TGM?2 Kkifejezddést, Western blottal és sejtfelszini jeloléssel is

kimutathat6 volt.

4.9.2. Az DS felszinén kimutathato TGM?2 egy aktiv fehérje

Vizsgélataink sordn teszteltiik, hogy a DS felszinén kimutathaté TGM2 fehérje aktiv-e. E
célbdl a éretlen DS-t N-N dimetil kazein és N-5 aminopentil-biotinamid (5-BP) anyagokkal
kezeltiik. A biotinil csoport kazeinbe vald beépiilését a sejtmentes feliiliszoban streptavidin-
tormaperoxiddz alapi Western blottal vizsgaltuk. Ellenérizend6, hogy a sejtek épek maradtak-e a
vizsgélat sordn, és nem torténik intracelluldris TGM2 szivargds, megvizsgéltuk a citoplazmatikus
GAPDH fehérje megjelenését a sejtmentes feliiliszoban. Eredményeink azt mutattdk, hogy a
GAPDH megjelent a feliiliszéban, de TGM2 alig volt kimutathatd, ami azt bizonyitja, hogy az 5-BP
beépiilése a kazeinbe a sejtfelszini TGM2 aktivitdsanak koszonhetd. A beépiilést megprébaltuk
TG100 és CUB7402 antitestekkel gatolni, ugy hogy eldinkubdltuk a sejteket ezekkel, de annak
ellenére, hogy az oldhaté TGM2-t mindkét ellenanyag gitolja irodalmi adatok szerint, mi nem

tapasztaltuk ezt a gatl6 hatdst.

4.9.3. Az LPS kezelt monocita eredetii DS magasabb TGM?2 expressziot mutatnak

Irodalmi adatok szerint a coelidkids betegségre genetikailag hajlamos egyedekben egy
nemspecifikus gyulladdsos folyamat indul be a bélben, mely felelés a TGM2 megnovekedett
aktivitdsaért. Bakteridlis LPS-t haszndltunk a DS stimuldldsdra a differencidl6dds utdn tovdbbi 16
ordig, és TG100 antitest segitségével megnovekedett sejtfelszini TGM2 kifejezddést tapasztaltunk,
ami alatdmasztja a fent emlitett elméletet a gyulladasi szignal és a fehérje expresszidja kozotti

Osszefiiggésrol.



5. Diszkusszié

A GC-k természetesen eléforduld stressz hormonok, melyek az immunvélasz sordn
szabadulnak fel és nélkiilozhetetlen kapcsolatot teremtenek a kozponti idegrendszer és a
velesziiletett immunrendszer szabdlyozasa kozott.

Az endogén GC-k két formdban vannak jelen: az aktiv kortizol és az inaktiv Kortizon
formdjdban. Az exogén, terapeutikus GC-at erés gyulladdscsokkent$ és immunszuppressziv hatdsuk
miatt kiterjedten haszndlnak kiilonbozé betegségek kezelésében (autoimmun és allergids
megbetegedések), kronikus gyulladdsok €s szervatiiltetések esetében is. A T sejtekre kifejtett ismert
immunszuppressziv hatdsukon kiviil, az immunrendszer valamennyi sejttipusdnak miikodését
befolydsoljak, beleértve a makrofdgokat és a DS-et is.

A GC-k szabdlyozzdk a DS differencidloddsat, éretlen dllapotban tartjdk Oket,
megnovelik mind a mannéz receptor medidlta, mind a folyékony fazisi endocitézist. A GC-k
hatdsat vizsgélva az éretlen DS esetében, ugyanazokat, az irodalomban mdr ismertetett morfoldgiai
véltozasokat figyeltiik meg (kevésbé letapadd, nagy citoplazmadju sejtek). Az altalunk alkalmazott in
vitro fagocitozis rendszer mintdzza az in vivo megfigyelheté gyulladdsos folyamatokat. A GC
kezelésre megfigyelt fagocitézis novekedés vdltozd dexametazon koncentraciokndl volt
detektdlhatd, donortdl fiiggden. E hatds valdsziniileg a GC receptor molekuldris heterogenitdsdnak
tudhato be, melynek eredménye a GC vilasz egyedenkénti véltozdsa.

A TLDA vizsgdlatokkal a fagocitézisban bizonyitottan részt vevé molekuldk szerepét
kivantuk vizsgdlni a dexametazon &ltal indukdlt fagocitézis novekedésben. A vizsgalt géneket az
aldbbiak szerint lehet csoportositani funkciéik alapjan: receptorok (integrinek, scavenger
receptorok, adenozin receptorok, tirozin kinazok, stb.), hidmolekuldk, szigndl generdtorok, effektor
molekuldk, citokinek, magreceptorok, bekebelezési gének, autofdgia gének, IFN szabdlyoz6 gének.

A kovetkezé tiz gént mely dexametazon hatdsdra, megnovekedett expressziét mutatott az
aldbbiak szerint csoportosithaté: sejtfelszini molekuldk (ADORA3, FCGR2B), hidmolekuldk
(C1QA, C2), fagocitézis receptorok (CD14, MERTK, SCARBI1), effektorok (DNASE2), citokinek
(IL10) és gyulladdsi szabalyzok (NLRP12). A GC jelentdsen atprogramozza a fagocitdzisban
szerepet jatszo gének kifejez6dését, mivel az 5 napos differencidléddsi id6szak alatt, dexametazon
hidnydban felreguldlodott gének (17 gén) koziil csupan 4 gén fed at a GC 4ltal felreguldlt génekkel.
Ez a4 gén az: ADORA3, C1QA, C2 és az FCGR2P.

Monocita eredetii DS-ben a dexametazon felreguldlja az MERTK-t, nemcsak mRNS, de
sejtfelszini szinten is. Bar a blokkol6 antitestek nem gétoltdk a GC indukalta fagocitézis fokozddast.

Hasonl6 eredményekre jutottunk a CD14 vizsgélatdval. Nem zdrhat6 ki, hogy az anti-MERKT és az
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anti-CD14 antitestek kotédése nem volt eléggé erds a sejtfelszinen a fagocitdzis gatlasdhoz, vagy
hogy ezen fehérjéknek szerepe nem annyira jelentds, hogy gatlasuk szignifikdnsan csokkentse az
apoptotikus sejtfelvételt.

Az adenozin Al és A3 receptorok kifejezddnek az éretlen myeloid és plazmocitoid DS-
ben. Aktivdldsuk beinditja a kemotaxist az intracelluldris kdlcium és a citoszkeletdlis atrendez6dés
eredményeként. Irodalmi adatok szerint humdn monocitdkban az ADORA3 expresszidja megné GC
kezelés hazdsdra. Eredményeink szerint a humdn monocita eredeti DS-ben is a dexametazon
felreguldlta az ADORA3-at, és amennyiben egy szelektiv antagonistdt hasznaltunk (MRS1220)
gdtolni tudtuk a dexametazon indukdlt apoptotikus sejtfelvételt. Az ADORA3 KO és vad tipusi
egerekkel végzett kisérletek is azt mutattdk, hogy ADORA3 hidnydban nem torténik meg a
dexametazon dltal indukalt fagocitdzis novekedés. Az adenozin egy olyan oldhaté medidtor lehet
ebben a rendszerben, amely GC kezelt DS-ben ADORA3 receptoron keresztiil hatva, és a ciklikus
AMP szint csokkentésével hozzdjarul a fagocitézis fokozdsahoz.

Kordbban kimutattuk, hogy a human makrofdgokkal ellentétben a DS az apoptotikus
neutrofilekre meglepé médon gyulladdsi citokinek termelésével és T sejt aktivdldssal reagéltak. Mi
azt kivantuk vizsgalni, hogy erre a folyamatra milyen hatdssal van a dexametazon kezelés. De azt
tapasztaltuk, hogy mind a T sejt aktivitds mind a TNFa termelés a nem kezelt kontrollokhoz képest
magasabb értékii és amennyiben a DS-et apoptotikus neutrofilekkel koinkubdltuk a gyulladdsi
vélasz feler6sodott. Ezt mind megnovekedett T sejt aktivdldssal mind magasabb TNFa termeléssel
kimutattuk. Valésziniisithetd hogy a megnétt citokin termelés a megnovekedett TLR-4 és TLR-2
receptoroknak tulajdonithaté, melyek irodalmi adatok szerint GC hatdsra megnovelik
expressziéjukat, humdn mononukledris sejtekben. Eredményeink azt jelzik, hogy a GC hatds
Iényegesen bonyolultabb, mint azt kordbban leirtdk, és kontextus fiiggden gyulladaskeltd vagy
immunszuppressziv hatdst is medialhat.

A génexpresszioban bekovetkezett nagymértékli viltozdsokat a lefele szabdlyozott
apopto-fagocita gének is jelzik. Az egyik ilyen gén a TGM2, amelyrdl kordbban kimutattdk, hogy az
integrin B3 és az MFGES fehérjékkel van kapcsolatban. Szintén leirtdk, hogy a TGM2 hidnya
csokkent fagocitézishoz vezet, aminek eredménye az egérben kialakul6é autoimmun reakcié. Humén
dendritikus sejtekben a TGM2 az o6tnapos differencidcié sordn nagymértékben fokozdédik mar a
masodik naptdl kezdve mind mRNS, mind fehérje szinten. A TGM2 vizsgilat jelentdségét a
coelidkids betegségben betoltott szerepe adja.

A vékonybélben eléforduld DS kozvetleniil részt vehetnek a gluténreaktiv T sejtek
aktivdlasaban coelidkids betegségben, de a megfeleld anti-TGM?2 antitest hidnya miatt a kérdés,
hogy ezen antigén prezentil sejtek a sejtfelszinen kifejezik-e a TGM2-t vagy nem, eddig nyitva
maradt. TGM2 specifikus antitestek moédszer és kontextus fiiggé médon kotdédnek a tisztitott,
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intracelluldris, magi vagy sejtfelszini TGM2-hoz.

Nagyszami TGM2 ellenes antitest segitségével vizsgdltuk a fehérje sejtfelszini
eléforduldsat, de csak a TG100-al sikeriilt kimutatni. Eredményeink kimutattdk, hogy a sejtfelszini
TGM2 DS-ben aktiv dllapotban van. Ezen eredmények fontossdgat az enzim coelidkids betegségben
betoltott szerepe mutatja ahol autoantigén. A TGM2 4ltali glutén deamiddlds fontos Iépése a glutén
prezenticiénak, mig a TGM2 keresztkotott glutén szerepet jatszhat az autoantitestek kialakuldsdban.
Az 4ltalunk megfigyelt LPS medidlt TGM2 novekedés aldtdmasztja azt az elméletet, hogy egy nem
specifikus gyulladasi reakcid felgyorsithatja ezt a folyamatot. A TGM2 gétldsa antitestekkel vagy
szelektiv gatlészerekkel, tiineti javuldst okozhat coelidkids betegségben. Bar a DS-ben a TGM2
szintjét a dexametazon csokkenti, a sejtek fagocitdzis képessége fokozddik jelezve, hogy egyéb
TGM2 funkcidk nem sziikségesek a hatds kifejtéséhez.

Eredményeink szerint a gyulladdscsokkentd és immunszuppressziv dexametazon a
monocita eredetli in vitro differencidltatott DS-et dtprogramozza gyulladdsos sejtekké, és ezen adat
egybevdg mdsok eredményeivel, mely szerint a GC-k komplex mddon szabdlyozzdk az
immunrendszert és hatdsuk kontextusfiiggd.

A szervezetben a DS szubpopuldciéi kapcsolatba keriilnek az allogén apoptotikus
neutrofilekkel transzplantdlt szervek esetében a szoveti kdrosodds eredményeképpen, amelynek
kovetkezménye a donor neutrofil granulocitdinak infiltraciéja. Az allograft kilokodést
magyardzhatja az apoptotikus neutrofilek ezen erds gyulladdsos hatdsa. Eredményeink alapjin
komolyan megfontolandd, hogy az immunszuppressziv hatdsa miatt adott dexametazon, mellyel a
kilokddést kivanjak gatolni, egy nem vdrt hatdssal is jarhat, mely sordn a dendritikus sejtek nagyobb
mértékben kebeleznek be neutrofileket, és ezéltal el6segitik a kilokédési reakcid beinduldsat. Pontos
szerepének tisztdzdsaért mérlegelni kell ennek a hatdsnak az ardnyét a szteroidok dltal kivaltott 6ssz-

immunszuppressziv hatdshoz képest.
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6. Osszefoglalas

A szoveti homeosztdzis fenntartdsdban jelentds szerepet jatszik a természetes sejthalallal
elpusztult sejtek folyamatos eltakaritisa. Ebben a folyamatban jelentds szerepet vdllalnak a
professzionalis fagocita sejtek, a dendritikus sejtek, amelyek egyben az immunvalasz f6 szabalyozdi
is, azon képességiik révén, hogy kivdlthatnak mind aktivaciét mind tolerancidt.

A dexametazon a gydgydszatban igen gyakran haszndlt gliikokortikoid, amely az
immunrendszer minden sejtjét befolydsolja. In vitro koriilmények kozott, monocita eredetii
dendritikus sejtek fagocitdlé képességére kifejtett hatdsat vizsgdlva, azt tapasztaltuk, hogy jelentdsen
megndovelte az allogén apoptotikus neutrofil felvételt. Az apopto-fagocita génekre val6 hatdsa pedig
ezek kifejez6désének megvdltoztatdsdban nyilvdnult meg. Olyan gének expresszija ndtt meg a
dexametazon jelenlétében, mint a fagocitézis receptor MERTK és CD14, hidmolekuldk koziil a
CIQA, DNASE2 és ADORA3. Amennyiben a sejteket ADORA3 antagonistdval elokezeltiik, a
dendritikus sejtek fagocitdlé képessége lecsokkent. Valamint a génhidnyos egerekbdl differencidltatott
dendritikus sejtek, nem novelik meg fagocitozis képességiiket a gliikkokortikoid kezelés hatdsara. A
MERTK szerepének tisztdzdsdra, megvizsgdltuk fehérje szinten a sejtfelszini expresszit. Noha
detektdlhato a felszinen a fehérje és a glitkokortikoid hatdsra megnd a felszini expresszidja, specifikus
antitestek nem gétoltdk a fagocit6zis Dex indukdlta megnovekedését.

Dexametazon hatdsdra, apotdtikus allogén neutrofil bekebelezése valamint LPS és IFNy
stimulus utdn, a dendritikus sejtek, TNFa gyulladési citokint termelnek. A megkezelt sejtek képesek T
sejt aktivaldsra, amit az apoptotikus neutrofilek fagocitézisa képes tovabb fokozni.

Az apopto-fagocita gének koziil, a TGM2 expresszdja csokkent. Egér makrofagokon
kimutattdk, hogy ez az enzim sziikséges az apotétikus sejtek fagocitézisahoz. Feltételezés szerint
humdn rendszerben, lisztérzékeny betegek estén, a f6 antigén prezentdl sejtek (dendritikus sejtek)
felszinén 1évé transzglutamindznak szerepe lehet a gliadin deamiddldsdban és a glutén-reaktiv T-
sejtek fokozott aktivaléddsaban. Azonban nem ismert olyan adat, amely a humdn antigén prezentdlo
sejtek felszini TGM2 expresszidjat aldtdmasztand, valamint a deamidalds pontos helye sem ismert.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy a humdn monocita eredetli dendritikus sejtek kifejezik a
sejtfelszinen ezt a fehérjét és az aktiv. Valamint LPS-el valé stimuldlds esetén a felszini expresszio
megnd. A tény, hogy a gliikokortikoid hatdsra a TGM2 kifejezddése mind gén, mind fehérje szinten
lecsokken, mikozben a sejtek fagocitdlé képessége megnd, arra utal, hogy Dex hatdsdra alternativ
utvonalak aktivdlédnak, amelyek helyettesithetik a transzglutamindz apoptotikus sejtfelvételben

jatszé szerepét.
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