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1. Bevezetés

1.1. A plazmacitoid dendritikus sejtek legf6bb jellemzo6i

A dendritikus sejtek (DS-ek) a hematopoetikus sejtek egy igen heterogén
kapcsolatot biztositanak a természetes és adaptiv immunvalaszok kozott. Ezen sejtek
funkcioinak, beleértve az antigén prezentacidban betdltott szerepliknek a megismerése fontos
mérfoldké volt az immunoldgidban. Eredetilk, szoveti lokalizacidjuk és funkciondlis
sajatossagaik alapjan a huméan DS-ek két 6 csoportba sorolhatok: konvencionalis DS-ek (cDS),
illetve a késébb felfedezett plazmacitoid DS-ek (pDS-ek). A human pDS-ek a periférids vér
mononukledris sejtjeinek (PBMC) csupan 0,2%-0,8%-at teszik ki. Kisebbek (8—-10 pm), mint a
CD14* monocitdk vagy a cDS-ek, viszont méretik a nyugvé limfocitakénal nagyobb és
jellemzd rajuk a plazmasejt morfologia, excentrikusan elhelyezkedd vese alaku sejtmaggal. Mig
a CD11c* vérben talalhato, éretlen mieloid DS-ek nyulvanyokkal rendelkeznek, addig az
éretlen pDS-ek csak in vitro korulmények kozott, IL-3 jelenlétében fenntartva mutatnak DS
morfologiat. A human, éretlen pDS-ek fenotipusukat tekintve CD4* CD45RA* HLA-DR*
CD123** ILT3* ILT1™ CD1llc lin~-ak. Ezen sejtek nem expresszaljadk az immunrendszer
sejttipusaira jellemzd specifikus markereket, beleértve a sejtfelszini és citoplazmatikus
immunglobulinokat, a CD19-et (B sejt marker), a TCR-CD3 komplexet (T sejt marker), a
CD14-et (monocita marker), CD16-ot és CD56-ot (NK sejt marker), valamint a CD11c-t
(mieloid DS marker) sem. Az egér eredetii pDS-ek fenotipusét réviddel a huméan pDS-ek
felfedezését kovetben azonositottak és B220*Ly49Q*CCR9* sejtekként irtak le éket.

Mielétt tisztazddott volna a pDS-ek valddi eredete, addig szamtalan elnevezés sziiletett
ezen rejtélyes sejttipus elkiilonitésére, beleértve a ,,T sejt-asszocialt plazmasejt”, ,,plazmacitoid
T sejt” vagy ,,plazmacitoid monocita” elnevezést. Végil a mar kordbban felfedezett hivatasos I-
es tipusu interferont termel6 sejtekként (IPS) azonositottdk a pDS-eket. Hasonl6an a pDS-ek
elnevezését 6vezd bizonytalansaghoz, a pDS-ek eredete is évtizedeken keresztil vitatott volt. A
jelenlegi allaspont szerint a DS-ek fejlddési utvonalai igen nagy flexibilitast mutatnak, igy a

pDS-ek is kozos mieloid, illetve kozos limfoid eldalakokbdl is egyarant szarmazhatnak.



1.2. A pDS-ek természetes immunvalaszaban szerepet jatszé receptorok

A természetes immunitdsnak kiemelkedé szerepe van a mikrobidlis elemek
felismerésében, mely komponensek nélkilozhetetlenek a mikroorganizmusok szamara,
ugyanakkor veszély szignalt jelentenek a gazdaszervezetnek, beinditva ezaltal egy hatékony
adaptiv immunvalaszt a szervezetbe jutd patogének ellen. A patogén-asszocialt molekularis
mintazatok (PAMP) felismerését a csiravonalban kodolt, 4llandéan  kifejez6dd
mintazatfelismerd receptorok (PRR) teszik lehetdvé. Hasonld mikrobiélis struktirék patogén,
illetve nem patogén természetii mikrobakon is kifejez6dhetnek. Ilyenkor az immunrendszernek
kulénbséget kell tennie a karos, illetve a nem karos, azaz toleralhaté mikrobialis elemek kozott,
melyben igen fontos szerepet jatszanak az olyan masodlagos veszély szignalok, mint példaul
egy invaziv baktérium vagy virus fert6zés kovetkeztében kialakuld szdvetkarosodas. Fontos
kiemelni, hogy egyes PRR-ok sajét strukturdkat is felismernek, amennyiben azok szdveti
sériilés vagy kontrollalatlan sejthalal kdvetkeztében hozzaférhetdvé valnak az immunrendszer
szamara.

Eltéréen mas sejttipusoktdl az APS-ek, ugymint a DS-ek, B sejtek és makrofagok a
PAMP-ok felismerését lehet6vé tevé PRR-0k széles repertoarjaval rendelkeznek. A PRR-ok
egyik fontos csaladja a sejtfelszinen vagy az intracellularis kompartmentek membranjan
lokalizaldd6 Toll-szerii receptorok (TLR). Napjainking a TLR-ek 13 fajtajat azonositottak,
melyek kozil 10 talalhaté meg az emberi szervezetben. A TLR-ek I-es tipust transzmembran
glikoproteinek, melyek kiilonb6zé extracellularis, illetve citoplazmatikus Toll/IL-1 receptor
jelatviteli doménekkel rendelkeznek. A TLR-okon keresztiili aktivacio citokinek, kemokinek és
kostimulatorikus  molekuldk kifejez6dését indukalja a sejtekben, melyek egyarant
nélkilozhetetlenek a természetes immunvélasz szabalyozasdban, valamint az adaptiv
immunvélasz kivéltdésdban. A pDS-ek az RNS, illetve DNS virusok felismerésére
specializalodtak, mivel szelektiven fejezik ki a TLR-ek egy sajatos kombinacidjat, a TLR7-et és
TLR9-et. A TLR7 viralis, egyszalli (ss) RNS, valamint kiilonb6z6 szintetikus agonisték,
ugymint loxoribin, resiquimod (R848) vagy imiquimod (R837) felismerését teszi lehetdvé. A
TLR9 metilalatlan CpG szekvencidkban gazdag, viralis dupla szalG (ds) DNS-t ismer fel, mely
DNS szekvencidk nem jellemz6ek az eukaridta genomi DNS-re. Tovabba szintetikus CpG

oligo-dezoxi-ribonukleotidok (CpG ODN) is ligandjai lehetnek ezen receptornak. A pDS-ek, a
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tobbi sejttipushoz képest, beleértve a cDS-eket is, TLR aktivéalast kovetden 1000-szer tobb I-es
tipusa interferon (IFN), foként IFN-o és IFN-B termelésére képesek. A sejtek I-es tipusd IFN
valasza MyD88, IRAK, TRAF6 és IKK komplexek altal szabalyozott, mely jelatviteli utvonal
az interferon regulatorikus faktor (IRF) 7 aktivaciojahoz vezet, TLR7-en és TLR9-en keresztil
torténd aktivacio esetében egyarant.

A TLR-eken kivill a NACHT-LRR-ek, a Nod-szer(i receptorok (NLR) és a retinsav
indukalt gén (RIG)-szerii helikdzok (RLH) is az intracellularis PRR-ok tagjai. A DExD/H-box
helikdzok csaladjaba tartoz6 RLH-k kdzé sorolhaték a RIG-1, a melanéma differenciacio-
asszocialt gén 5 (MDAD5) és a Laboratory of Genetics and Physiology 2 (LGP2) receptorok.
Ezen receptorok a TLR-ekt6l eltéréen a citoplazméaban lokalizalodnak, ahol az RNS virusok
replikacids intermedierjeinek felismerését teszik lehetévé. A RIG-1 és MDAS specifikus
ligandjai konforméacid valtozasokat idéznek el6 a receptorok CARD jelatviteli doménjein, mely
a szignalizaciés Gtvonal aktivacidjahoz és ezaltal az IRF3 és IRF7 transzkripcids faktorok
foszforilacidjahoz vezet, ami I-es tipusi IFN szekréciot eredményez. A RIG-I és MDAS
receptor természetes virus eredet(i ligandjaik mellett szdmos szintetikus molekula is képes
aktivalni ezen receptorokat. A poli-ribo-inozin:poli-ribocitidin sav (poly I:C vagy pl:C) egy
szintetikus dsSRNS, ami TLR3 and RLH aktivacio révén I-es tipusu IFN termelést indukal. A
kereskedelmi forgalomban kaphaté hosszabb szekvencidju pl:C felismerése MDAS receptoron
keresztill valosul meg, szemben a kb. 300 bazispar hosszlsagu, részlegesen emésztett
(specifikus RNazlll endonukleazzal) pl:C-val, mely RIG-I receptor aktivalasara képes. A pl:C,
mellett egy masik RNS szekvenciat, az 5’-trifoszfat tartalmd RNS-t (5’pppRNA) is a RIG-I
receptor igen specifikus ligandjaként azonositottak. Ezen RNS szekvencia az RNS virusok
genomijaban, illetve replikacios termékeiben is egyarant megtalalhato.

Az RLH-k kifejez6dése pDS-ekben, illetve funkciondlis szerepiuk ezen sejtek
immunvalasza sordn kevésbé ismert. Egér eredetii pDS-eken végzett, kordbbi tanulmanyok
szerint a pDS-ek foként a TLR-eket hasznaljak a virusok felismerésére, szemben az RLH-kkal.
Az aktivalatlan human pDS-ekben a RIG-1 és az MDAS receptor is igen alacsony szinten
expresszalddik, valamint a sejtek specifikus RIG-I ligand (5’trifoszfat RNS) altali aktivacioja
nem eredményez I-es tipusu IFN termel8dést. Ugyanakkor fontos kiemelni, hogy egyik korabbi

tanulméany sem foglalkozik a TLR-ek, illetve RLH-k altal medialt jelatviteli Gtvonalak



lehetséges kolcsonhatasaival. fgy munkacsoportunk célul tiizte ki az endoszomalis TLR

aktivacio altal indukalt RIG-1 expresszios valtozasok tanulmanyozasat human pDS-ekben.

1.3.  Plazmacitoid dendritikus sejt leukémia/limféma és pDS-eredetii sejtvonalak

A plazmacitoid dendritikus sejt leukémia/limféma (pDS-L) egy igen ritka
hematopoetikus malignus elvaltozas, gyors és agressziv klinikai lefolyassal. A klinikai tiinetek
izolalt boérléziok formajaban jelentkeznek el8szor, majd szisztémas disszeminacio
kovetkeztében a csontveld, a periférias vér, a nyirokcsomok és egyéb szdvetek is érintetté
valnak. Ezen korképet els6ként hisztiocitas limféma / hisztiocitdkhoz kapcsolt hematoldgiai
rosszindulatu elvaltozasként vagy agranularis CD4*CD56* kutdn limféma / hematodermiaként
irtdk le. A kés6bbickben CD56 expresszidja révén NK-sejtekhez kapcsoltédk és blasztos /
blasztoid NK-sejtes leukémia vagy NK-limféma / leukémia névvel illették. Bar toébb tanulmany
is ravilagitott a pDS-ek és a CD4*CD56" tumoros elvéltozasok kozotti lehetséges kapcsolatra,
els6ként Chaperot és munkatarsai igazoltdk a CD4/CD56 pozitivitast mutatd leukémias
sejteknél a pDS-szerii fenotipust. A francia leukémidval foglalkoz6 munkacsoport (GEIL) altal
gylijtott adatok alapjan a pDS-eredetii limfomas / leukémids esetek elnevezésére a ,korai pDS
leukémia/limféma” nevet javasoltdk. A WHO és az Europai Rakkutato és Terdpias Szovetség
(EORTC) végiil a kutan limfémak k6z¢ sorolta ezen korképet és végso elnevezése CD4*/CD56*
haematodermias neoplazma vagy "korai" plazmacitoid dendritikus sejt leukémia / limféma lett.
A pDS-eredetii rakos elvaltozasok a becslések szerint <1%-at teszik ki az akut limfomas
eseteknek.

A klinikai gyakorlatban a betegség ritka el6fordulasa, illetve atipikus jellemz8i miatt a
pDS-L diagnézisa gyakran késén sziiletik meg. Elviekben a pDS-L diagnozisa a 1) klinikai
tineteken; 2) a morfologiai elvaltozasokon; 3) az aramlési citometriaval meghatéarozott
immunfenotipus profilon 4) és a citogenetikai, valamint molekuléris adatokon alapszik.
Tekintettel az immunfenotipus profil jelentés atfedéseire mas hematopoetikus neoplazmakkal
(példaul T sejtes limfoma vagy akut T sejtes leukémia), a végleges diagnozis felallitdasahoz
kiterjedt immunfenotipus analizisre van sziikség. A pDS-L tipikus fenotipusos profiljat
korabban az aldbbiak szerint irtak le: CD4*CD56" linm CD45RA*/RO- CD1lc CD1167*ow
CD123* CD34- CD36* HLA-DR*. Citogenetikai és FISH analizissel kimutattak, hogy a pDS-L
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sejtek kétharmada mutat citogenetikai eltéréseket a diagndzis megallapitasakor, viszont nem
lehet meghatarozni egyetlen egy olyan genomi szintli, gén specifikus modosulast sem, mely
speciélisan ezen betegségre jellemzd lenne.

A pDS-L-ben szenvedd betegek életkora atlagosan 60 és 70 év kozé tehetd, ugyanakkor
barmelyik korosztaly esetében eléfordulhat, mivel gyermekek esetében is beszamoltak mar
ezen betegségrol. A férfiak és nék kozotti eléfordulasi arany 3:1, viszont a kilénbséget okozd
tényezOk jelenleg még nem ismeretesek. A pDS-L tipikus klinikai tiinete bérléziokban
nyilvanul meg, amik a legtébb esetben tlinetmentes, szoliter vagy tébbszérds csomok, plakkok
vagy zUzb6das-szerii 1éziok formajdban jelennck meg, melyek atmérGje néhany millimétertol
akar 10 centiméterig is terjedhet. Habar a pDS-L betegek egy kisebb részénél nem lathatoak
borléziok a diagnoziskor, mégis a betegség lefolyasa soran ezek hamar kialakulnak. A pDS-L
progresszidja soran a betegeknél fulminans leukémia alakul ki, kiildndsen a betegség terminalis
szakaszédban. A pDS-L Kklinikai lefolyasa igen agressziv, atlagban 12-14 honapos tulélési
idszakkal, mely gyakorlatilag fliggetlen a betegség kezdeti megjelenési formajatol. Annak
ellenére, hogy a betegek jol reagalnak a kezdeti kemoterapias kezelésre, a betegség gyakran
kidjul és altalaban a beteg rezisztenssé valik a korabban alkalmazott kemoterapids szerekre. Az
egyetlen kezelési forma, mely tart6s javulast eredményez, a magas dozisi kemoterapiat kovetd
allogén Gssejt transzplantacié rokontol vagy idegen donortdl szarmazo sejtek felhasznalasaval.

A pDS-L betegek csontvel§jébdl vagy periférids vérmintdibol izolalt sejtek
hozzasegithetnének a pDS-ek funkcidinak jobb megismeréséhez. Egy korabbi tanulmanyban
munkacsoportunk atfogéan jellemezte egy 71 éves férfi betegb6l szarmazd pDS-L sejtek
fenotipusat. Ezen tanulmanyban a CD4*CD56* lin® pDS-L sejtek jellemzden pozitivnak
bizonyultak a CD36, CD38, CD40, CD45, CD45RA, CD68, CD123, CD184, HLA-DR,
BDCA2 markerekre és granzim-B-re. A borléziokbdl és nyirokcsomokbdl szarmazd malignus
sejtek alapvetd immunfenotipizalasa, valamint a betegség klinikai jellemz6i jarultak hozzé a
diagnozis felallitdisdhoz. Mig FISH modszerrel torténd genotipizalas a 13-as kromoszéma
fagyasztva tarolt csontveld mintai jarultak hozza a malignus pDS-ek funkcionalis jellemz6inek

tanulméanyozasahoz.



A pDS-L  betegekbdl szarmazd malignus sejtekb6l  tobb  munkacsoport is
megprébalkozott mar sejtvonal létrehozasaval. Jelenleg két sejtvonal és szarmazékaik allnak
rendelkezésre: CAL-1 és GEN2.2. GM-CSF és IL-3 jelenlétében torténd rovid idejii in vitro
tenyésztés alatt a CAL-1 sejtek érett DS morfoldgiat mutatnak, hosszl nyulvanyokat
novesztenek, TNF-a citokint termelnek, viszont IFN-a termelési képességiiket elvesztik. Igy
ezen sejtvonal kevésbé tlinik alkalmasnak a normal pDS-ek modellezésére. A CAL-1 sejtekkel
szemben a GEN2.2 sejtek viszont kivaléan képesek modellezni a primer pDS-eket, mivel
virussal torténd stimulaciot kovetéen nagymértékii I-es tipusi IFN termelésére képesek.

Ugyanakkor ezen sejtvonal hosszabb idejii kultivaciojahoz MS-5 dajka sejtek jelenlétét igényli.
1.4.  Kisérletes mddszerek a pDS-ek kevert sejtkultirakban torténdé vizsgalatahoz

A pDS-ek ritka eléfordulasa, alacsony sejtszdma gyakran korlatoz6 tényez6 a kutatok
szamara, valamint a specifikus, sejtfelszini pDS markerek hidnya tovabb neheziti ezen sejtek
tanulméanyozasat. Ezen két tényez6 eredményeképpen kordbbi tanulmanyokban olyan
sejtszeparalasi modszerekkel taldlkozhatunk a pDS-ek esetében, ahol a sejtvonal pozitiv sejtek
a pDS-eket. Egyik lehetséges sejt felszini antigén, mely alapjan izolalhatéak a pDS-ek, az 1L-3
receptor a lanca (CD123), ugyanakkor ezen antigén nem biztositja a kell§ specificitast egyes
kevert limfocita populaciokbol, f6ként nyirokcsomokbol vagy tonzillakbol torténd izolalaskor.
A késébbiekben két potencialis pDS specifikus sejtfelszini antigént irtak le, a vér dendritikus
sejt antigén (BDCA) 2-t és 4-et, mas néven CD303-at és CD304-et (neuropilin-1-ként is
ismert). Ugyanakkor a pDS-ek limital6 sejtszama (1 x 106 pDS/donor) tovabbra is nehézséget
jelent. Szintén limitald tényezd a pDS-ek csokkent életképessége in vitro koriilmények kozott,

Ezen limitalo tényezOk elkeriilése érdekében t6bb tanulmanyban is kevert
populaciokban tartjak fenn a pDS-eket, igy a pDS-ek fenotipusos és funkciondlis jellemzése
PBMC vagy periférias vér limfocita kultiradkban térténik aramlasi citométer segitségével.
Irodalmi adatok alapjan ismert ex vivo aktivalt DS altipusok teljes vérbdl torténd
karakterizalasa 6 szinli dramlasi citometrias analizis alapjan. Ezen moédszert optimalizaltak a
legmegbizhatdbb pDS azonositashoz, ugyanakkor a bonyolult festési panel tGImutat a klinikai

diagnosztikdban hasznalatos aramlasi citometria hatdrain. A BDCA ellenes antitestek
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bevezetése a pDS-ek azonositasara egy vagy két fluoreszcens csatorna felhasznalasaval
lehetdvé tenné nagyszami klinikai mintak gyors analizisét, egy egyszerti festési eljarassal. igy
vizsgalataink célja, hogy a pDS-ek azonositasa periférias vérmintakban a BDCA-4, potencialis

pDS marker segitségével elérhetévé valjon.



2.

Célkitiuzeések

Célunk, hogy optimalizaljuk a pDS-ek aramlasi citometridval torténd azonositasat
egészséges véradok periférias vér mintaiban, kizarolag a pDS-ek BDCA 4 pozitivitasat

alapul véve.

Szeretnénk megallapitani, hogy a leukémias és normal pDS-ek funkcionalis aktivitasaban

milyen kiilonbségek lelhetdk fel.

Célunk, hogy megvizsgéljuk, hogy a leukémias pDS-ek alkalmasak lehetnek-e a pDS-ek

RLH-mediélta virus felismerésének tanulmanyozaséra.

Vizsgéljuk tovabbd a pDS-ek TLR aktivacidjanak lehetséges hatasdt az RLH-k
expreszidjara és funkciondlis sajatossagaira, illetve tanulményozzuk a TLR-ek és RLH-k

feltételezhetd egyiittmiikodését a pDS-ek virus ellen immunvalaszaban.

10



3. Anyagok és mddszerek

3.1. A pDS-ek azonositasa aramlasi citometriaval
A pDS-ek egyszinii azonositasahoz, illetve fenotipusos analiziséhez felnétt, egészséges

véradok periférids vérmintdit hasznaltuk. Az elz6leg informalt donorok beleegyezésével, a

Belgyogyaszati Klinika szakképzett munkatarsai K-EDTA antikoagulanst tartalmazé BD

Vacutainer™ csovekbe vették le a donorok vérét a Debreceni Egyetem Intézményi Etikai

Bizottsaganak hozzajarulasaval (engedély szam: RKEB/IKEB 2741-2008). Minden minta

feldolgozasa a levételt kovetd egy Oraban megtortént. A milanyag csévekbe (BD Biosciences,

San Jose, CA, USA) szétosztott vérmintdkhoz hozzdadtuk az ellenanyagokat (kordbban

optimalizalt koncentracioban) az alabbiakban leirtak szerint. Jégen torténd 30 perces inkubaciot

kovetben, fixaldé paraformaldehidet tartalmazo 1X FACS lizis oldattal (BD Biosciences)

lizaltuk a vorosvérsejteket. Majd centrifugalast kvetden 0,5 % borju szérum albumint és 0,05

% nétrium-azidot tartalmazé PBS-sel mostuk a sejteket. A mintdkat FL4 csatornaval is

rendelkez$ FACSCalibur aramlasi citométerrel (BD Biosciences) analizaltuk.

A kisérletek soran a kdvetkez6 ellenanyagokat hasznaltuk:

o A pDS-ek két szinnel térténd azonositasahoz: Anti-HLA-DR (MHC Il antigén prezentald
molekula)-FITC (kl6n: G46-6) és anti-CD123 (IL3-receptor)-PECy5 (kl6n: 9F5)
monoklonalis antitesteket (mindkett6 a BD Biosciences-t61) alkalmaztunk.

e Anti-BDCA-4 (neuropilin-1)-APC (klén: AD5-17F6, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany) monoklondlis antitestet hasznaltunk a pDS-ek egy szinnel torténd
azonositasahoz.

e CDA4-FITC (klon: RPA-T4) és CD123-PE (kl6n 9F5, mindkettd a BD Biosciences-t61)
antitestek segitségével tamasztottuk ald a pDS-ek egyszinli azonositisanal kapott
eredményeket.

e A kompenzéacidhoz egy szinnel jel6lt sejteket hasznéltunk, melyek anti-CD3-FITC (kldn:
UCHT1, BD Biosciences), anti-CD3-PE (klén: UCHT1, BeckmanCoulter, Hialeah, FL)
vagy anti-CD123-PECy5 (BD Biosciences) antitestekkel voltak jel6lve.

Az atfed6 emisszidés spektrumok miatt sziikséges hardware-szintli kompenzaciot
ugyanazon mintabol szarmazd, egy szinnel jeldlt sejtekkel végeztik, mig a szoftveres

kompenzaciot az FL1, FL2 és FL3 fluoreszcens csatornak esetében FlowJo szoftver (TreeStar,
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Ashland, OR, USA) segitségével kiviteleztiik. Az FL1 és FL2 csatorna fluoreszcencia értékeit
fluoreszcensen jeldlt gyongyokkel is kompenzaltuk (CaliBrite beads, BD Biosciences). Egy
minta mérése soran 5-8 x 10° eseményt rogzitettlink 300 szekundum alatt, melyb&l 500-1300

sejt volt pDS. Az adatok kiértékelése FlowJo szoftverrel (TreeStar) tértént.

3.2. A pDS-ek teljes vérbol torténé fenotipusos analizise TLR ligand aktivalast kovetéen
A pDS-ek aktivalasahoz a periférias vérmintakat TLR7 liganddal, imiquimoddal (R837;
Invivogen, San Diego, CA) kezeltik meg. Aktivalast kovetéen a mintakat 37°C-on, 5 % CO2
tartalmd termosztatban 24 oran keresztill inkubaltuk. A pDS-ek fenotipusos vizsgalatahoz a
sejteket a kordbban leirtak szerint, a nem aktivalt sejtekhez hasonl6an megfestettiik a kovetkezd
fluoreszcensen konjugalt antitestekkel:
e Az imiquimoddal aktivalt pDS-ek fenotipusos analiziséhez anti-HLA-DQ (MHC Il antigén
prezentald molekula)-PE (klon: HLADQ1) és anti-CD62L (L-szelektin adhézids molekula)-
PE (clone Dreg56) antitesteket hasznaltunk (mindketté a BD Biosciences-tol).
o A pDS-ek egy szinnel torténd azonositasa és fenotipusos jellemzése anti-HLA-DQ-FITC
(klon: T169) és anti-CD62L-PE antitestekkel tortént (mindketté a BD Biosciences-tol).
Az aramlasi citometrias adatok gytijtése, a kompenzacié és a mintak analizise a pDS-ek
azonositasanal leirtak szerint végeztik. A fenotipusos analizis >93%-0s tisztasagl pDS
populacion tortént. A pDS populécidk fluoreszcencia intenzitasat median értékek alapjan

hataroztuk meg.

3.3.  Primer és leukémiés pDS-ek izolélasa, illetve sejtkultiréik fenntartisa

A kisérletekhez hasznélt, human eredetli vérkészitményeket az Orszagos Vérellato
Szolgalat debreceni Regiondlis Vérellatd Kozpontjanak kdzremiikodésével kaptuk. A human
vérkészitményekkel torténé munkat az Orszagos Vérellatd Szolgalat igazgatdja, valamint a
Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrumanak Regionalis és Intézményi
Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezte. Minden vérvétel a donorok elézetes, irdsos
beleegyezésével tortént és a donorok adatainak feldolgozasa valamint meg6rzése az Orvos
Vilagszovetség altal kiadott Helsinki Nyilatkozat etikai iranyelveit kdvetve valdésult meg. A
vérkészitményekb6l a PBMC-t Ficoll-Paque oldattal (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)
torténd stiriiség-alapu gradiens centrifugalassal nyertuk ki. A primer pDS-eket PBMC-bél
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izolaltuk, negativ szelekcidn alapuld, magneses sejtszeparald kit és QuadroMACS magnes
(mindkett6 a Miltenyi Biotec-t61) segitségével. A pDS sejtpopuléaciok tisztasdga minden esetben
91 — 96% kozobttinek adddott, aramlasi citometrias mérések alapjan. A frissen izolalt sejteket
RPMI 1640 (Invitrogen, Carlshad, CA, USA) médiumban szétosztottuk. A tapfolyadékot L-
glutaminnal, Na-piruvéttal (mindkett6 a Sigma Aldrich-t6l), penicillinnel, streptomycinnel,
rekombinans IL-3 citokinnel (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) egészitettiik ki, mely citokin
nélkilozhetetlen a primer pDS-ek tuléléséhez in vitro korilmények kozott.

A leukémiéas pDS-eket egy pDS leukémidban szenvedd, 71 éves beteg csontveld
mintdibdl izolaltuk, az orszagos Gydgyintézeti Kdzpont, Haematoldgiai és Immunoldgiai
Intézet (Budapest, Magyarorszag) etikai bizottsdganak jovahagyasaval. A pDS-ek izolalaséhoz
a csontvel6i sejteket anti-CD123-PECy5 (klon: 9F5, BD Biosciences) antitesttel jeldltiik meg,
majd 30 perces szobahOmérsékleten torténd inkubaciot kovetden a sejteket kétszer mostuk
PBS-sel (PAA Laboratories, Pasching, Austria). A pDS-L sejtek FACSDiVa sejtszorter (BD
Biosciences) segitsegével nyertlik ki a mintdkbol, a sejtek CD123 pozitivitasat és fényszorasi
paramétereit alapul véve. Az igy izolalt sejtek tisztasdgat és életképességét 7-amino-
actinomycin D (Sigma-Aldrich) festéssel ellenériztik FACSCalibur citométeren. Szortolést
megelézéen atlagosan a sejtek 61,5+3%-a (n=3) volt pDS-L sejt a csontveldi mintakban.
Szortolas utan a sejtek tobb, mint 95%-a mutatta a leukémids pDS-ekre jellemzd fenotipust és
életképességik 87% - 93% kozott mozgott. A frissen izolalt sejteket 48 lyukt tenyésztélemezen
(Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY, USA) 1 x 10° sejt/ml koncentracioban 1L-3 citokin
nélkili RPMI 1640 (Sigma Aldrich) médiumban szétosztottuk.

3.4. A leukémiés pDS-ek funkcionalis jellemzése

A pDS-L sejtek TLR aktivacio indukalta fenotipusos valtozasanak vizsgalatdhoz az
RPMI-1640 mediumban 1év6 sejteket imiquimoddal (InvivoGen), A tipust CpG-vel (CpG
2216), B-tipust CpG-vel (CpG 2006) (mindketté a Hycult Biotechnology-tdl szarmazik), vagy
imiquimod és B-tipusi CpG kombinacidjaval kezeltiik meg. A TLR ligandokkal aktivalt pDS-L
sejtek fenotipusos analizisét anti-HLA-DQ-PE (Kl6n: HLADQL1) és anti-CD86/B7-2-PE (Klon:
IT2.2) antitestek (mindketté a BD Biosciences-t61) felhasznalasaval hajtottuk végre. Az

ellenanyagokkal tortén6 30 perces inkubaciot kovetden a sejteket 1 ml 0.5% borju szérum
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albumint és 0,05% Na-azidot tartalmaz6 PBS-sel mostuk, majd a mintdkat FACSCalibur
aramlasi citométerrel elemeztiik. A kompenzacio és az adatok kiértékelése a korabban leirtak
szerint tortént.

A 24 és 48 oras aktivaciokat koveten a sejtkultarak feliiluszoit eltdvolitottuk és tovabbi
felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A feliliszokbdl a sejtek altal termelt citokinek
koncentracidjat ELISA-val, illetve citometrias esszével hataroztuk meg. Az IFN-a
koncentraciét a PBL Biomedical altal forgalmazott ELISA kittel (Piscataway, NJ, USA)
mértlik. Az I1L-6 és TNF-o mennyiségét FlowCytomix Flex Set kittel (Bender MedSystems /
eBioscience, Bécs, Ausztria) mértiik, FACSArray bioanalizator (BD Biosciences) segitségével.

A leukémias pDS-ek T sejt aktivalo kapacitasanak meghatarozasahoz TLR ligandokkal
aktivalt leukémias pDS-eket ko-kultivaltunk heterolog CD3* T sejtekkel majd a T sejt
aktivaciot ELISPOT modszerrel detektéltuk. Elsé 1épésként 96-well polivinilidin difluoriddal
(PVDF) fedett 96 Iyukd ELISPOT lemezeket (Millipore, Billerica, MA, USA) inkubaltunk
anti—IFN-y antitesttel (NatuTec, Frankfurt, Germany) 4°C-on egy éjszakan keresztiill. Mosé&si
Iépést kovetden a lemezeket teljes RPMI-1640 médiummal blokkoltuk 1 6rén at,
szobahdmérsékleten. Az esszéhez hasznalt T sejteket egészséges donorok PBMC-jébdl
izolaltuk anti-CD3 magneses gyongyckkel (Miltenyi Biotec). A T sejteket (10° sejt/lyuk)
aktivalt pDS-L sejtekkel (10%-10° sejt/lyuk) ko-kultivaltuk 4 napon keresztiil RPMI-1640
médiumban. Pozitiv kontrollként fitohemagglutininnal és konkanavalin A-val (mindketté a
Sigma-Aldrich-tol) aktivalt T sejteket hasznaltunk, mig a kezeletlen T sejtek és az IL-3-mal
kezelt pDS-L sejtek T sejtekkel kdzos sejtkultirdban képezték a negativ kontrollt. Ezen ko-
kultarékat az el6z6leg blokkolt ELISPOT lemezekre osztottuk szét 2 x 10° sejt/lyuk
sejtstirliséggel, majd 24 ora elteltével a sejteket eltavolitottuk a lemezr6l és mosasi 1épést
kovetden biotin-konjugalt detektor antitesttel (BioLegend) inkubaltuk a lemezeket 2 éran
keresztill. Ezt kovetden avidinnel konjugalt torma-peroxidazt, illetve az enzim szubsztratjat
(AEC, 3-amino-9-ethylcarbazol; NatuTec) vittik fel a lemezekre. Az enzimreakcio
ledllitasahoz a lemezeket haromszor mostuk desztillalt vizzel. A lemezek szaradasat kovetGen a
megjelené spotokat ImmunoScan analizatorral (CTL Ltd., Shaker Heights, OH, USA)
detektaltuk.
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3.5. A RIG-I citoplazmatikus nukleinsav receptor vizsgalata

A RIG-I expresszi6 meghatarozasahoz, frissen izolalt, primer pDS-eket és pDS-L
sejteket kezeltlink meg imiquimoddal (InvivoGen), A tipusi CpG-vel (CpG 2216) vagy B
tipust CpG-vel (CpG 2006) (mindkett6 a Hycult Biotechnology-t6l) 8 6ran keresztiil a Q-PCR
analizis, illetve 24 6ran at a western blot és ELISA mérésekhez. Kulon kisérletsorozatban a
sejteket 24 oraig aktivaltuk imiquimoddal és CpG A-val, majd a fellilisz6 eltavolitasat
kovetGen a sejteket kétszer mostuk friss médiummal. Ezt kdvetéen a sejteket 5°ppp-dsRNS-sel
kezeltik meg LyoVec transzfekcios rendszert (InvivoGen) alkalmazva. A LyoVec+5 ppp-
dsRNS komplex 1 pg/mL koncentracidban tartalmazta a RIG-I ligandot, a forgalmaz6 altal
javasoltak alapjan. A sejtek feliiliszojabol 16 6ras inkubaciot kovetéen meghataroztuk az I1L-6
modszer segitségével. A kontroll kisérletek esetében LyoVec-et és LyoVec+kontroll oligo
komplexeket adtunk a sejtekhez, a gyarté altal javasolt protokoll alapjan.

A relativ génexpresszios valtozasok detektaldsat Q-PCR maodszerrel végeztik. TRIzol
reagens (Invitrogen) segitségével a sejtekb6l RNS-t izoléltunk, majd 1.5-2 pg RNS
felhasznalasaval, SuperScript 1l RNaz H reverz transzkriptaz (Invitrogen) és Oligo(dT)15
primerek (Promega, Madison, WI, USA) jelenlétében elvégeztiik a reverz transzkripciot. A Q-
PCR-t gén specifikus TagMan esszével (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) végeztilk,
az aldbbi primereket hasznalva: RIG-1: Hs00184937_m1, IRF-7: Hs00185375_m1, IFNA-1:
Hs00855471_g1, IFNA-2: Hs00999940 s1. Minden Q-PCR reakciét harom parhuzamos
mintdban mértink le, AmpliTag DNS polimerazt és ABI Prism 7900HT real-time PCR
késziiléket (Applied Biosystems) alkalmazva. A mintdk normalizalasa 36B4 haztartasi génre
tortént. Az adatok kiértékeléséhez SDS 2.1 szoftvert (Applied Biosystems) hasznaltunk.
mddszerrel hataroztuk meg. Az IFN-a detektalasahoz PBL InterferonSource ELISA kitet, mig
az IL-6 citokin méréséhez OptEIA™ ELISA kitet (BD Biosciences) hasznaltunk.

A RIG-I expresszid protein szinten torténd vizsgalatdhoz a sejteket lizis/loading
pufferben lizaltuk. A fehérjék 100 °C-on torténd 5 perces denaturalasat kovetéen a mintakat
10%-o0s SDS-PAGE gélen megfuttattuk, majd nitrocellul6z membréanra blottoltuk. A nem
specifikus kotddések elkeriilése érdekében a membrant 5%-0s széraz, nem zsiros tejport

tartalmaz6 TBS-Tween oldatban 1 6ran keresztiil inkubaltuk szobahdmérsékleten. Ezt kovetden
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a membrant anti-RIG-1, anti-STAT1, anti-foszfo-STAT1 (Ser727), anti-foszfo-STAT1
(Tyr701) (Cell Signaling, Danvers, MA, USA) és anti-p-aktin antitestekkel (Sigma-Aldrich)
reagéltattuk 1:1000-szeres higitdsban. Harom mosasi 1épést kovetden tormaperoxidazzal
konjugalt anti-nyal masodlagos ellenanyaggal (1:5000-szeres higitas) inkubaltuk a membrant
30 percig szobahdmérsékleten. Mosast kdvetden a fehérjéket kemilumineszcens modszerrel
tettik lathatéva (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Fisher
Scientific). A kapott jel er6sségének kvantitativ mérése Kodak Image Station 2000mm kamera
(Rochester, NY, USA) segitségével tortént.

A sejtek IFNARI receptoranak gatldsahoz a sejteket 1 oran at eldinkubaltuk anti-
IFNAR1 monoklonalis antitesttel (Abcam, Cambridge, UK), melyet a rekombindns human
IFN-a-val (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) vagy TLR7/9 liganddal. tortén6 3 6ras
aktivalas kovetett. A RIG-I kifejez6désének valtozasat Q-PCR mddszerrel detektéltuk.

3.6. Statisztikai elemzés

Az adatok statisztikai analizisére Student-féle t-prébat, valamint variancia-analizist
(ANOVA) alkalmaztunk Bonferroni post-hoc teszttel. A statisztikai szamitasok elvégzéséhez a
GraphPad PRISM szoftver 5.04-es verzidjat hasznaltunk. A vélasztott szignifikancia szint: p <
0,05.
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4, Eredmények

4.1. Plazmacitoid DS-ek azonositasa teljes vérbél egyszinii &ramlasi citometriaval

Ahhoz, hogy standardizaljuk a pDS-ek azonositashoz sziikséges médszert, a periférias
vérmintakat anti-HLA-DR-FITC és anti-CD123-PECy5 antitestekkel jeldltik meg, majd
kétszinil aramlasi citometriaval elemeztilk a mintdkat. Az adatok elemzésénél a kapukat ugy
helyeztiik el, hogy a maradék vorosvérsejteket és a sejttormelékeket kizarjuk és a HLA-DR-
FITC és CD123-PECYy5 pozitiv sejtek képezzék a pDS populaciot. A pDS kapun belili sejtek
homogenitéaséat fényszorasi paraméterekre torténd visszakapuzassal ellenériztiik. A vizsgélt, egy
csatornaval torténd azonositasi modszerhez a vérmintdkat BDCA-4-APC, CD4-FITC, valamint
CD123-PE antitestekkel jel6ltiik meg és a kaput elészér a BDCA-4-APC pozitiv pDS sejtekre
tettiik, majd ezen sejtpopulaciot tovabb vizsgaltuk CD4-FITC és CD123-PE pozitivitas alapjan,
mivel ezen fenotipus specifikusan jellemz6 a pDS-ekre egészséges véradok periférias vérében.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a BDCA-4 antigén 6nmagaban is alkalmas lehet a pDS-ek
periférias vérmintakban torténd azonositasahoz, ha az azonositast a fényszorasi paraméterekkel
is aldtamasztjuk.

A fenti, pDS-ek BDCA-4 pozitivitadsan alapuld azonositasi modszer hasznos eszkdz
lehet a diagnosztikdban, ahol a sejtfelszini festések antitest panelét célszerli a lehetd
legegyszeriibbnek megvalasztani. Azonban a sejtfelszini antigének expresszidja megvaltozhat a
sejtek izolaldsa soran vagy, révidtavd in vitro tenyésztés soran, mely a ritka sejttipusok kevert
sejtpopulaciokban torténd vizsgalatahoz sziikséges. A vegyes sejtkultirakat (foként PBMC-t) a
pDS-ek tanulményozasara széles kdrben haszndljak, igy célunk az volt, hogy erre a célra
megfeleld egyszinli, BDCA-4 pozitivitdson alapuld azonositési eljarast hozzunk létre. Ezen
célbdl kifolyélag 5 egészséges, fiatal felndtt donor vérmintaiban elemeztik a pDS-ek
fenotipusos véltozasait 9,06 uM (2,5 pg/mL) TLR7 liganddal (imiquimod) torténd kezelést
kovetéen. A pDS-ek szamat, valamint a CD62L és HLA-DQ molekula expresszids valtozasait
egyszinl, illetve kétszinli azonositidsi modszerrel is vizsgaltuk, 24 6raval az aktivaciot
kovet6en. TLR7 liganddal torténé kezelés soran az MHC II molekuldk (HLA-DR and DQ)
expresszios szintje ndvekedett, mig a CD62L adhézios molekula kifejez6dése csokkent. Az
imiquimoddal kezelt teljes vérmintdkban mind a kétszinli, mind pedig vizsgalt, egyszinli

dramlési citometrias modszer alkalmasnak bizonyult a HLA-DQ és a CD62L pDS-eken
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bekovetkezd expresszids valtozasainak kovetésére. Két szinnel torténd azonositds esetén
alacsonyabb volt az atlagos fluoreszcencia értékek aranya (kezeletlen vs. kezelt sejtek) a
CD62L expresszional, illetve ezen értékek magasabbak voltak HLA-DQ esetében. Az egyszinil
azonositasi médszernél mind a CD62L és mind a HLA-DQ expresszié (variacids egyutthatd: 14
és 7% vs. 36 és 14%) esetében alacsonyabb volt a variabilitas. fontos megjegyezni, hogy a
pDS-ek BDCA-4 expresszitdja allandé szinten maradt TLR7 ligand kezelést és 24 éras in vitro
kultivaciot kovetben is, igy ezen tényezé nem veszélyezteti az egyszinii azonositasi modszer
megbizhat6sagat .

A modszer reprodukalhatésaganak vizsgalatara ugyanazon donort6l vettiink friss
vérmintdkat a 0., 4., és 8. napon is, majd a vérvételtdl szamitott 60 percen beliil a sejteket
megkezeltik imiquimoddal (2.5 pg/mL). Ezt kdvetéen a pDS-eken kifejez6d6 HLA-DQ és
CD62L aktivacios markerek expressziojat mindkét modszer segitségével megvizsgaltuk, 24
oras inkubacios id6 elteltével. Mérési eredményeink szerint mind a kétszinii, mind az egyszinii
azonositadsi modszer jol reprodukélhatdé. Kétszinli azonositasnal az atlag fluoreszcencia
intenzitds aranya (kezeletlen vs. kezelt sejtek) 0,79 (tartomény: 0,74-0,84; standard
deviacid/S.D./, 0,05) volt a CD62L esetében, mig 0,77 (tartoméany: 0,67-0,83; S.D., 0.09), ha az
azonositast egyszinli modszerrel végeztik. Kétszini modszerrel magasabb emelkedést
tapasztaltunk a HLA-DQ expresszidjaban; a median fluoreszcencia intenzitas értékek atlaga
2,21 (tartoméany, 2,16-2,26; S.D., 0,05) volt, mig egyszinii moédszer esetében ez az érték 1,56-
nak (tartomany, 1,52-1,59; S.D., 0,04) adddott. A variacios egyiitthatd egyszinii azonositasnal
11% és 2% volt a CD62L és HLA-DQ fehérjéknél, mig két szinnel torténd azonositasi modszer

esetében ezen egyutthatd 6%, illetve 2% volt.

4.2. A TLR ligandokkal aktivalt pDS-L sejtek fenotipusos jellemzése

A pDS-L sejtek TLR ligandokkal torténd aktivalhatdsdguk meghatérozaséhoz egy pDS-
L beteg fagyasztva tarolt csontveld mintaibol izolaltunk sejteket CD123 pozitivitas alapjan. A
pDS-L sejtek szdzalékos aranyat (61,5+3%) CD123 pozitivitds és fényszorasi paraméterek
alapjan hataroztuk meg, harom fliggetlen kisérlet alapjan. Szortolast kovetéen a sejtek 95%-a
mutatott pDS fenotipust és a sejtek életképessége 87% és 93% kozott mozgott, 7-amino-

aktinomycin D életképesség festés alapjan.
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A pDS-L sejtek aktivacidjat a sejteken kifejez6d6 CD86 és HLA-DQ molekuldk
expresszidjanak vizsgalataval hataroztuk meg, 24 és 48 6ras TLR7 liganddal (imiquimod) és
TLR9 liganddal (CpG-A vagy CpG-B) torténd kezelések utan. Az imiquimod bizonyult a
leghatékonyabb CD86 kifejez6dést indukald aktivatornak, a CpG-B-nek kisebb, de még jol
detektéalhat6 hatasa volt, viszont a CpG-A kezelés csak kismértékii ndvekedést eredményezett a
CD86 kifejezdésében. Az imiquimodot és a CpG-B-t egyitt alkalmazva hasonl6 CD86
expresszios valtozasokat tapasztaltunk, mint mikor a sejteket csak imiquimoddal kezeltik. A
fenotipusos valtozasok 48 oranal sokkal kifejezettebbek voltak, mint 24 éranal. A CD86
molekulaval szemben, a HLA-DQ fehérje esetében az imiquimoddal és CpG-B-vel torténd
kombinalt kezelés bizonyult a leghatékonyabbnak, mely arra utal, hogy a pDS-L sejtek TLR7-
en és TLR9-en keresztiil torténd egyidejii aktivacidja szinergista hatast eredményez a HLA-DQ
molekula kifejez6dése esetében. Megfigyelésiink arra utal, hogy ezen funkcionélisan igen
jelentés sejtfelszini  molekuldk  expresszidjanak szabalyozdsa fliggetlen egymastol.
Eredményeink tovabba arra is ravilagitanak, hogy a TLR ligandokkal aktivalt pDS-L sejtek
hasonld fenotipusos valtozasokat mutatnak, mint a normal pDS-ek.

4.3. A TLR ligandokkal aktivalt pDS-L sejtek citokin szekréci6janak vizsgalata

A TLR ligandokkal aktivalt pDS-L sejtek citokin profiljAinak meghatarozasdhoz
vizsgaltuk a TNF-a, IL-6 és IFN-a citokinek koncentraciojat a sejtek feliiliszojaban 24 és 48
oras TLR7 és TLRY ligandokkal torténd kezeléseket kovetden dramlasi citometrias vagy ELISA
madszerrel. A TLR7 liganddal (imiquimod) és TLR9 liganddal (CpG-B) kezelt pDS-L sejtek
felliliszdjaban emelkedett TNF-a szintet detektaltunk, ami CpG-A kezelést kovetéen nem volt
megfigyelhet. Az imiquimod és a CpG-B egyiittes alkalmazasa alacsonyabb TNF-a szekréciot
eredmeényezett, mint kulon-kilén hasznélva a ligandokat. Hasonld eredményeket kaptunk az
IL-6 citokin esetében is, ugyanakkor az IL-6 mennyisége azonos, vagy magasabb volt a 48 6ras
feliliszékban, mint a 24 o6rasokban, mely a TNF-a és IL-6 citokinek kiilonb6z8 szekréeids
kinetikajara enged kovetkeztetni. Bar az IFN-a szekrécid a legjellemzObb velejardja a pDS
aktivalasnak, a leukémias sejtek feliilisz6jabdl nem tudtuk mérni ezen citokint. Kontroll
kisérletekben az imiquimoddal és CpG-A-val kezelt normal pDS-ek nagy mennyiségii IFN-a-t
termeltek, mely bizonyitotta, hogy az &ltalunk hasznalt TLR ligandok képesek IFN-a

indukcidra.
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4.4. Az aktivalt pDS-L sejtek T sejt aktivalé képessége

Mivel a leukémias pDS-ek hasonld fenotipusos valtozasokat mutattak, mint a normal
pDS-ek, célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk a pDS-L sejtek T sejt aktivalo képességét is. Igy
TLR ligandokkal aktivalt pDS-L sejteket ko-kultivaltunk allogén naiv T sejtekkel, majd
ELISPOT modszer segitségével detektaltuk az IFN-y-termel6 T sejtek szamét a sejtkultirakban.
A CpG-A-vel és CpG-B-vel kezelt pDS-L sejtek magas allostimulatérikus aktivitassal
rendelkeztek, mig az imiquimoddal aktivalt sejtek esetében ugyan szignifikans, de joval
gyengébb T sejt aktivalé képesség volt megfigyelhets. Erdekességképpen elmondhatd, hogy a
pDS-ek TLR7 liganddal (imiquimod) és TLR9 ligandokkal (CpG-A és CpG-B) egyittesen
torténd eldkezelését kovetden szignifikansan alacsonyabb szamban tudtuk detektalni az IFN-y-
termeld T sejteket a sejtkulturakban, mely 6sszhangban van korabbi megfigyeléseinkkel. Ezen
eredmények azt igazoljak, hogy TLR9 altal medilt aktivaciéval nagymértékben fokozni lehet a
pDS-L sejtek allostimulatérikus képességét, mig TLR7 receptoron keresztiil ezen hatds ugyan
kisebb mértékben valdsul meg, de mindkeét folyamat a Th1l tipusu polarizécidt segiti el6. Ezek a
hatdsok a TLR aktivacié kovetkeztében megemelkedett pro-inflammatorikus citokin
szekrécionak, valamint a kostimulatorikus és antigén prezentald6 molekuldk fokozott
kifejezédése révén valosul meg. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a pDS-ek TLR7 és
TLR9 aktivacidja nem kollaborativ, hanem gatl6 hatassal van egymasra.

4.5.  l-estipusu IFN valasztol fiiggetlen, TLR ligandok altal indukalt RIG-1 expresszios
valtozasok pDS-ekben

Korabbi tanulmanyokban kimutattadk, hogy a nyugvé human, illetve egér pDS-ekben
egyarant igen alacsony szinten expresszalddik a RIG-I receptor, illetve virdlis stimulust
kovetden sem aktivalodik ezen receptor. Ugyanakkor egyik tanulmany sem vizsgalta a TLR
aktivaciot koveté RIG-I expresszidos valtozasokat. Annak érdekében, hogy megvizsgéaljuk a
TLR ligand aktivacid hatasat a RIG-1 expresszios szintjére, periférias vérbol izolaltunk primer,
human pDS-eket. A sejteket ezutdn ndvekvd koncentracioju (0,25 — 2,5 pg/mL) TLR7
(CpG-A vagy CpG-B) kezeltiik. A koradbbi tanulmanyokkal dsszhangban a kezeletlen primer
pDS-ek esetében sem RNS, sem fehérje formajaban nem észleltiink RIG-I expresszi6t.
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Ugyanakkor mind a CpG-A és mind az imiquimod aktivalas koncentracié-fliggé modon fokozta
a sejtek RIG-I expresszidjat, mig a CpG-B kezelés nem indukalta a RIG-I kifejez6dést a
sejtekben. A 2.5 pg/mL imiquimoddal vagy 5 pg/mL CpG-A-val torténé kinetikai mérések
alapjan elmondhat6, hogy az mRNS szintli RIG-1 expresszi6 mar 2 draval az aktivaciot
kovetéen megjelenik, és a TLR ligand kezelést kovetd 6. 6rdban éri el a maximumot. Mint
ahogyan korabban megfigyeltlik a primer és leukémias pDS-ek citokin szekrécidja esetében is,
a CpG-A ¢és imiquimod egyiittes alkalmazasa kisebb mértékli RIG-1 expresszidt eredményezett,
mint kilon-kiilén hasznalva a ligandokat.

A kapott eredményeink arra 6sztondztek minket, hogy megvizsgaljuk, hogy milyen
funkcionalis valtozasokat okozhat a sejtekben a TLR stimulaciot koveté RIG-1 expresszids szint
emelkedés. Ehhez periférias vérb6l szarmazo primer pDS-eket kezeltink meg 5 pg/mL CpG-A-
val vagy 2,5 pg/mL imiquimoddal, majd 24 6ras aktivalast kovetéen a sejtek felullszojat
eltavolitottuk és friss médiumban 1 pg/mL 5’ppp-dsRNS-sel, a RIG-1 receptor specifikus
ligandjaval Ujraaktivaltuk. A vartnak megfelelGen, a frissen izolalt primer pDS-ek, illetve a
kezeletlen sejtek az alacsony RIG-I expresszidjuk miatt TLR aktivéacid nélkil, 5’ppp-dsRNS-sel
torténé stimulaciora nem valaszoltak IFN-o és IL-6 citokin szekrécioval. Ugyanakkor a CpG-
A-val vagy imiquimoddal el6kezelt, primer pDS-ek 5’ ppp-dsRNS aktivaciot kovetéen IFN-t és
IL-6 citokint szekretaltak, koncentracio-fiiggé modon. Fontos kiemelni, hogy csak azon pDS-ek
aktivalodtak 5 ppp-dsRNS jelenlétében, melyeket TLR7 vagy TLR9 liganddal el6kezeltiink.
Ezen eredmények azt mutatjak, hogy endoszomalis TLR aktivaciot kovetden a pDS-ek képessé
valnak citoszolikus viralis RNS felismerésére RIG-I receptorokon keresztul.

Kovetkez6 1épésben vizsgaltuk, hogy vajon a TLR7 és TLRY altal indukélt RIG-I
expresszio l-es tipust IFN-ek altal medialt-e. gy a primer pDS-ek CpG-A-val (2,5 pg/mL)
vagy imiquimoddal (5 pg/mL) torténd aktivaciojat megelézéen, a sejteket IFN-alfa/béta
receptor 1-et (IFNAR1) specifikusan felismerd és gatld antitestekkel kezeltik meg. A receptor
gatlas hatékonysagat az Mx1 és OAS1 gének expresszidjanak vizsgalataval ellendriztiik, mivel
ezen géneket az IFN indukcid korai faktoraiként tartjak szamon. Az IFNAR1 receptor gatlasa
majdnem teljes mértékben felfliggeszti a Mx1 és OAS1 expresszio fokdzodasat az 1-es tipusu
IFN-nal aktivalt primer pDS-ekben. Ugyanakkor az IFNAR1 receptor gatlasa nem befolyasolja

a CpG-A-val, illetve imiquimoddal indukalt RIG-1 expresszi6 szintjét, mely arra enged
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kovetkeztetni, hogy a TLR aktivaciot kovetd RIG-1 fokozddas az autokrin I-es tipust IFN
valasztdl fiiggetlen.

Ezen megfigyeléseink tovabbi igazolasaként Kkisérleteinket pDS-L sejteken is
elvégeztiik, melyekrdl korabban kimutattuk, hogy nem képesek I-es tipusu IFN szekréciora.
Korabbi kontroll kisérleteinkben demonstraltuk, hogy mig a primer pDS-ek imiquimod vagy
CpG-A aktivalast kovetéen nagy mennyiségii IFN-o termelésre képesek, addig az altalunk
hasznalt leukémias pDS-ek erre nem képesek. Annak igazolasara, hogy a TLR-kdzvetitett
jelatviteli Gtvonal molekularis szinten funkcioképes a pDS-L sejtekben, TLR aktivaciot
kovet6en vizsgaltuk az IFNA gének kifejez6dését mRNS szinten. Kisérleteink eredményei azt
mutattak, hogy az IFNA gének expresszidja szignifikansan névekedett 6 6ras imiquimod vagy
CpG-A kezelést kdvetden, ugyanakkor a CpG-B-vel torténd aktivacié nem indukalta sem az
IFNA-1, sem az IFNA-2 gének kifejezodését.

Az IFN-a jelatviteli utvonal miikddésének tovabbi igazolasaként vizsgaltuk ezen
utvonal legfébb szabalyozo faktoranak, az IFN regulatorikus faktor 7-nek (IRF-7) az mRNS
szintli expresszidjat TLR ligand aktivaciot kovetéen. Eredményeink szerint az IRF-7
transzkripcids faktor kifejez6dési mintazata hasonl6 volt az IFNA-1 és IFNA-2 génekéhez; mig
az imiquimod vagy CpG-A kezelés nagymértékben fokozta az IRF-7 expressziot, a CpG-B-vel
torténé kezelés inkabb gatld hatast gyakorolt az IRF-7 expressziora. Eredményeink
6sszhangban vannak a leukémiés pDS-ek IFN-a termelését vizsgald korébbi megfigyelésekkel,
melyekben leirtdk, hogy a TLR indukalt jelatviteli Gtvonal funkcidképes a pDS-L sejtekben is,
viszont az l-es tipust IFN protein szintii szekrécioja gatolt.

A TLR7-tel aktivalt GEN2.2 sejtek (huméan pDS-eredetii setvonal) esetében korabban
mar kimutattak, hogy tébb IFN-indukalta gén expresszidja is figgetlen az I-es tipusd IFN-ok
jelenlététdl, viszont fligg a p38 mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK)-medialt STAT1 701-es
torténhet a 727-es pozicidban 1év6 szerinen (Ser727) is, és az l-es tipust IFN-onokrdl ismert,
hogy a STAT1 foszforilaciéjat mind a szerin, illetve mind a tirozin szarmazékok révén képes
indukalni. A STAT1 lehetséges szerepét a TLR ligand aktivacid indukalta RIG-1 expressziéhoz
vezet§ korai jelatviteli folyamatokban, a STAT1 mindkét foszforilacios helyének vizsgalataval
hataroztuk meg. A pDS-ek 90 perces TLR7, illetve TLR9 ligandokkal torténd stimulalasa a
STAT1 Tyr701-es foszforilacidjadhoz vezetett, mig a Ser 727 foszforilacioja nem volt

22



megfigyelhetd. Ezen megfigyelés felveti annak a lehetdségét, hogy a TLR indukalta RIG-I
expresszi6 emelkedés human pDS-ekben MAPK-fiiggd, viszont IFNAR1-fiiggetlen STAT1

aktivacion keresztiil valoszul meg.

23



5. Diszkusszio

Szamos korképre jellemz6 a pDS-ek megvaltozott szdma a periférids vérben, valamint
migracios és funkcionalis sajdtossagaik valtozasa. SLE-ben szenvedd betegek esetén példaul
megfigyelhetd a pDS-ek veseléziokba torténd vandorlasa és ezaltal a pDS-ek szdmanak és
funkcionalis aktivitasanak csdkkenése a periférias vérben, mely gyakran a betegség tiineteinek
sulyoshodasaval jar egyitt. Ezt figyelembe véve az SLE-s betegek pDS szdmanak kovetése a
periférias vérben minimalisan invaziv eljarast kinal a szdveti érintettség vizsgalatara a betegség
kiilonb6zd stadiumaiban. Korabbi tanulmanyok kidolgoztak egy komplex, tobb sejtfelszini
markerrel (HLA-DR, CD123 és CD4) torténd pDS azonositisi modszert periférias vérmintak
esetében. Ugyanakkor ez a moédszer nem optimalis a rutin diagnosztikai alkalmazas szdmara,
mivel a klinikai gyakorlatban altaldnosan hasznélt citométerek 3-5 csatornds mérésekre
alkalmasak, igy a pDS-ek azonositisan kiviil a fenotipusos jellemzésre mar nem nyujtanak
lehet6séget. A BDCA-2 és BDCA-4 antigének a periférias vér sejtjei kozil kizardlag csak a
pDS-eken expresszalddnak, igy a pDS-ek specifikus markereiként szolgalhatnak. Ugyanakkor a
BDCA-2 fehérje kifejezodése a sejteken fiigg a sejtek aktivacios allapotatdl, igy hasznalata nem
célszerli SLE esetében, ahol a pDS-ek allanddan aktivalt allapotban vannak. Munkank soran
megvizsgaltuk, hogy a BDCA-4 antigén megfelel6 lenne-e a pDS-ek egy markerrel torténd
azonositasara human periférias vérbél, és azt talaltuk, hogy a pDS-ek BDCA-4 pozitivitasa a
sejtek fényszorasi paramétereinek felhasznalasaval egyitt alkalmas a pDS-ek azonositasara. A
maddszer alkalmassaganak igazoldsara funkciondlis elemzéseket is veégeztiink, melyekben a
HLA-DQ és CD62L molekuldk expresszids valtozasait kdvettik nyomon pDS-eken imiquimod
aktivaciot kovetéen. Hasonléan a tdbbcsatornds azonositdsi modszerekhez, a BDCA-4
markerrel torténd azonositas soran is képesek voltunk kdvetni a pDS-ek fenotipusos valtozésait.
Ugyanazon donorbdl szarmaz6 vérmintdk ismételt analizaldsa megmutatta, hogy az altalunk
hasznélt modszer jol reprodukalhat6. Eredményeink meggy6z6en azt sugalljak, hogy a BDCA-
4 antigén expresszidja nem csokken a pDS-eken TLR aktivaciot kovetSen, igy ezen antigén
megfeleld, fliggetlen markere lehet a pDS azonositasnak nagyszami vérminta esetén is, az in
vitro diagnosztikai vizsgalatokban. Az altalunk leirt Gj BDCA-4 alapu aramlasi citometrias

moddszer eldsegitheti ezen sejtek fenotipizalasat és funkciondlis analizisét friss vérmintak
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esetében, gy, hogy a vizsgalat soran csak egy fluoreszcens csatornat kell hasznalni a pDS-ek
azonositasara.

Tovabbiakban azt feltételeztiik, hogy a malignus pDS-ekkel jol lehetne modellezni a
DS-eket és felhasznalhatdak lehetnének a DS-ek bioldgia funci6inak tanulmanyozasahoz. igy a
kordbban Gopcsa és munkatarsai altal diagnosztizalt pDS leukémidban szenvedd beteg
csontvel§ mintaibol izolaltunk pDS-L sejteket, melyeken funkciondlis elemzést hajtottunk
végre. A TLR7-en és TLR9-en keresztiil zajld jelatvitel IL-6 és TNF-a pro-inflammatérikus
citokinek, valamint I-es tipusu IFN termel6dését valtja ki pDS-ekben MyD88-fliggé titvonalon
keresztiil, melyben az IRAK-1 és IKKo altal indukalt IRF-7 foszforilacio is szerepet jatszik.
Munkénk soran vizsgaltuk, hogy a pDS-L sejtek hasonlé funkcionalis tulajdonsagokkal
rendelkeznek-e, mint a normél pDS-ek, igy TLR9 liganddal (CpG-A és CpG-B) és TLR7
liganddal (imiquomid) torténé kezelést kovetSen vizsgaltuk a pDS-L sejtek funkcionalis
valaszat. Megfigyeléseink alapjan elmondhat6, hogy hasonléan a normal pDS-ekhez, az
imiquimoddal és CpG-B-vel t6rténé TLR7 és TLRY aktivacioé fokozta a sejtek kostimulatorikus
(CD86) és antigen prezentalo (HLA-DQ) molekuldinak sejtfelszini expresszigjat, valamint
esetében nem volt tapasztalhatd. A pDS-ek esetében kimutattdk, hogy a TLR jelatviteli
komplex visszatartasra keriil a korai endoszomaban, mely az IRF7 kifejez0désének
fokozddasaval és I-es tipusu IFN termelés indukcidjaval jar egyitt. Ezen megfigyelésekkel
6sszhangban kimutattuk, hogy ezen események a pDS-L sejtek esetében is lezajlanak, mivel a
sejtek imiquimoddal vagy CpG-A-val torténé kezelése fokozza az IRF-7, IFNA-1 és IFNA-2
gének mRNS szintii indukciojat, mely arra enged kdvetkeztetni, hogy a jelatviteli utvonal ezen
sejtekben is funkcioképes. Ugyanakkor a TLR liganddal aktivalt pDS-L sejtek felliliszdjaban
nem tudtunk detektalni IFN-a citokint. Ezen megfigyelésiink szerint a csontvel8b6l szarmazo,
leukémias pDS-ek nem képesek I-es tipusi IFN termelésre, annak ellenére, hogy az ehhez
sziikség jelatviteli utvonal funkcioképes a sejtekben. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az IFN
termelésiikhdz sziikséges tovabbi szignalokat a periférids szOvetekben kapjak, melyek
hozzajarulnak a leukémias betegek tiineteinek kialakulasahoz.

Tovabbi céljaink kozott szerepelt, hogy a TLR7 és TLR9 egyittes aktivalasanak hatasat
megvizsgaljuk pDS-L sejteken. A csak imiquimoddal kezelt mintdkhoz képest az imiquimoddal

és CpG-B-vel torténé egyidejii kezelés csak kismértékben valtoztatta meg a sejtek CD86
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expressziojat, illetve IL-6 termelését, ugyanakkor jelent6sen fokozta a HLA-DQ sejtfelszini
kifejezddését. Erdekes madon az 6sszes kisérletben, ahol kombinalt aktivélast alkalmaztunk, a
TLR7 Altal kozvetitett jelatvitel gatolta a TLRO-en keresztil tdrténd aktivaciot, mely
0sszhangban van korabbi megfigyelésekkel, miszerint a TLR7 és TLR9 egyiittes aktivalasa
gatlo hatast fejt ki. A gatlé hatas molekularis hatterének egyik lehetséges magyarazata az lehet,
hogy a TLR7 és TLR9 receptor kdzott kompeticié all fenn az Unc93B1 transzmembran protein
N-terminalis doménjaért, mely kdlcsonhatasba léphet a TLR-ek szerkezetileg rokon
transzmembran doménjaival a savas endo-lizoszémalis kompartmentekben.

TLR-ligand, illetve virus expoziciot kovetéen a pDS-ek a naiv T sejtek kdzvetlen
aktivalasa révén részt vesznek az adaptiv immunvalaszok beinditasaban is. Eredményeink azt
mutattak, hogy a normal pDS-ekhez hasonléan a TLR ligandokkal aktivalt pDS-L sejtek is
rendelkeznek T sejt aktivald képesseggel. Ugyanakkor Ugyanakkor TLR7 és TLR9 liganddal
egyutt aktivalt pDS-L sejtek esetében jelentés mértékben csokken a sejtek T sejt stimulalo
hatésa. Megfigyelésunk ésszhangban van korabbi tanulméanyokkal, melyekben leirtdk, hogy a

immunrendszer tulmiikodésének, mint ahogy a T sejtes valasz majdnem teljes mértékil
felfliggesztése is megvaldsithatd lenne. Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy eredményeink
szerint a TLR7-tel és TLR9-el aktivalt pDS-L sejtek fenotipusos és funkcionalis
tulajdonsagaikban is megegyeznek a normal pDS-ekkel.

A pDS-ek a TLR7 és TLR9 endoszomalis receptoraik révén érzékelik a viralis RNS-t és
DNS-t. Ezen virdlis nukleinsavak, illetve szarmazékaik felismerése a sejten belll, a
lizoszomélis transzport soran torténik meg. Ezzel szemben a konvencionélis DS-ek és
alveolaris makrofagok esetében a virdlis RNS replikacids intermedierjeinek felismerése
citoszolikus RLR-ek révén valosul meg. Korabbi tanulmanyok alapjan viszont elmondhato,
hogy a pDS-ek a TLR-eket hasznaljak a virusok felismerésére, és ezen felismerés nem fligg az
RLR-ekt6l. Mivel a TLR-ek és RLR-ek kozotti lehetséges egyiittmiikodést a virusok
felismerése soran még nem tanulmanyoztak, munkacsoportunk célul tiizte ki a TLR aktivacio
hatdsanak vizsgéalatat az RLR-ek expresszidjara. Munkacsoportunk igazolta elséként, hogy a
pDS-ek TLR7-en és TLR9-en torténd aktivalasa nagymértékben fokozza a RIG-| receptor
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kifejez6dését a sejtekben, 1-es tipusu IFN-ok &ltal medialt folyamatoktol figgetlenil. Tovabba
ezen jelenség esetében is inkabb gatld, mint szinergista hatast figyeltlink meg a vezikularis
TLR-ek egyiittmitkodését tekintve. Ez arra utalhat, hogy a TLR7 és TLR9 egyittes aktivalasa
nem segiti el6 a RIG-I expressziot, hanem inkdbb ezen folyamatok TLR Altali szabalyozasat
preferélja. A TLR7/9 ligandok Altal indukalt RIG-1 receptor funkcionalis aktivitasat igazolta
azon megfigyelésiink, miszerint a pDS-ek TLR aktivaciot kovetéen képesek voltak felismerni a
RIG-I receptor szintetikus ligandjat, az 5’ppp-dsRNS-t. Ezen eredményeink ravilagitanak arra,
hogy a TLR7/9 altali aktivacio a RIG-1 receptor expresszidjanak fokozéasa révén képessé teszi a
pDS-eket a citoszolikus virdlis nukleinsavak felismerésére is, tovabb fokozva ezéltal a sejtek
antiviralis vélaszat.

Mivel a pDS-ek &ltal termelt I-es tipusd IFN-ok sejtekre Kifejtett autokrin hatasa ismert,
igy kivéancsiak voltunk arra, hogy a TLR7/9 &ltal indukalt RIG-I expresszié fokozodasat is
befolyasoljak-e 1-es tipust IFN-ek. Kisérleteinkben a TLR7 és TLR9 aktivacio altal kivaltott
RIG-I kifejez6dés IFNARI receptor elleni gatld antitestek jelenlétében is megval6sult, a primer
és leukémias pDS-ek esetében is. Ezen eredmények szerint a RIG-I kifejez6déshez vezetd
folyamatok fiiggetlenek az l-es tipust IFN-ok autokrin szabalyozéasatol. Erdekességképpen
megemlitendd, hogy az IFN-ek altal szabalyozott, virus replikacio gatlasaban résztvevé MxA,
CXCL10 és TRAIL molekulakrol leirtdk, hogy TLR7 aktivaciot kovetden I-es tipusd IFN-ek
hidnyaban is expresszalodnak. Ezen jelenség hatterében a TLR7 aktivacid egy Ujfajta
mechanizmusa all, melyben szerepet jatszik a MAPK-medialta Tyr701-en keresztilli STAT1
foszforilacio. Korabbi tanulméanyban leirtdk, hogy a pDS-ek 2 6rds CpG DNS-sel torténd
aktivacioja, I-es tipust IFN-ektdl fiiggetlen modon, indukalja a MAPK fiiggé Tyr701-en és
Ser727-en torténé STATL foszforilaciot. Kisérleteinkben 90 perces TLR7/9 aktivaciot kvetéen
csak a STAT1 tirozin szdrmazékan tudtunk detektalni foszforilaciot. Ezen megfigyelésiink
Osszhangban van egy friss tanulmannyal, melyben leirtdk, hogy ezen tirozin szarmazék
foszforilacidja egy koztes MAPK fiiggé tirozin kinaz altal torténik, kdzvetlenil megelézve a
MAPK altali STATL szerin foszforilaciojat.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a viralis replikacios intermedierek felismerése
soran a sejtek korai I-es tipust IFN valasza TLR-ek altal medialt, mig egy masodik hullamban
bekovetkez6 I-es tipusd IFN szekrécié RLR-ek altal vezérelt. Ugyanakkor ezen eredmények

felvetik a kérdést, hogy milyen in vivo koriilmények tennék sziikségessé egy erds I-es tipusi
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IFN-okat indukalo faktorokkal (endoszomalis TLR ligandok) kivaltott késdi, igen gyenge IFN
valaszt kivaltd mechanizmus létrejéttét, ahol az aktivaciot citoszolikus dsRNA valtana ki. Ezek
alapjan a TLR-ek altali akut, ugyanakkor &tmeneti pDS aktivalas olyan folyamatnak tekinthetd,
mely soran nagymennyiségii IFN jut a nyirok-, illetve vérkeringésbe, szemben olyan patoldgias
korilményekkel, mint a nem-limfoid szévetekben zajlé virusfertézések. Feltételezhetd, hogy a
fert6zés helyén akkumulalodo pDS-ek gyenge RIG-I altal medialt IFN termelése elegendé lehet
a hatékony antivirdlis valasz tamogatasadhoz, ugyanakkor ezen tér- és idébeli szabalyozd

mechanizmus jelentéségének feltarasahoz tovabbi kisérletek sziikségesek.
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6.  Osszefoglalas

A természetes immunitas egy konzervalt védelmi mechanizmus, melynek legfontosabb
feladatai: 1) a karos, illetve artalmatlan antigének kozotti kiilonbségek felismerése; 2) az
immunvalasz elsé védvonaldnak aktivalasa; 3) valamint az adaptiv immunrendszer sejtjeinek
toborzésa, illetve aktivalasa. Ezen folyamatok kulcsfontossdgu koordinatorai az antigén
prezentald sejtek (APS) hal6zatahoz tartozé dendritikus sejtek (DS). A mieloid DS-ek
felfedezését kovetGen, tobb mint, egy évtizeddel késébb a kutatok azonositottdk a DS-ek egy
igen kicsi populécidjat, a plazmacitoid dendritikus sejteket (pDS). Ezen sejtek ritka
el6forduldsa miatt, illetve igen rossz fenntarthatosaga végett ex vivo kultGrakban, szamos
modell rendszert hasznalnak a sejtek tanulmanyozaséara, uUgymint a sejtek kevert
sejtpopulaciékban (pl: PBMC vagy teljes vér) torténé vizsgalata, malignus vagy pDS eredetili
sejtvonalak alkalmazdsa. Hasonld nehézséget jelent, hogy specifikus, illetve megfeleld
sejtfelszini antigének hianyaban a pDS-¢k teljes vérb6l torténd azonositasa igen bonyolult.

Munkénk soran a két szinnel torténd azonositasi modszerekhez hasonldan,
kifejlesztettiink a pDS-ek ,,Blood Dendritic Cell Antigen” 4 (BDCA-4) pozitivitasan alapuld,
egyszinll aramlési citometrias modszert, a pDS-ek teljes, periférids vérbdl torténd azonositasara.
Eredményeink igazoltdk, hogy a BDCA-4 megfeleld és specifikus marker a pDS-ek frissen
levett, periférias vérbdl torténd, egyszinli azonositdsahoz, mivel expresszidja nem valtozik a
pDS-ek TLR7 agonistdjaval, imiquimoddal torténd aktivalasat kovetden sem, igy a BDCA-4
6nmagaban elegendé a betegek pDS-einek szdmaban torténd valtozasok nyomon kovetésére.
Human szisztémas lupus erythematosus (SLE) kapcsan kimutattdk, hogy szervi érintettség
esetében, foként a vesékben torténd gyulladsos infiltracid soran a pDs-ek szdma lecsokken,
mivel ezen sejtek a lupuszos lézidkba vandorolnak, igy szinte teljesen eltlinnek a
vérkeringésbél. Ezek alapjan a pDS-ek szdmanak meghatérozasa a periférias vérben kevésbé
invaziv, ugyanakkor patoldgiailag relevans markere lehet az SLE-ben szenvedé betegek szoveti
érintettségének, illetve statusza megitélésének.

A pDS-ek professzionalis I-es tipusu interferont termel6 sejtekként kiemelkedd szerepet
jatszanak az antiviralis immunvalaszban, valamint endoszémalis Toll-szerti receptoraik (TLR)

révén a virusok felismerésében. Ezen felismerési mechanizmus fiiggetlen a virusok
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citoplazmatikus RIG-I szer(i helikazaival (RLH), melyek a viralis replikacio termékeit képesek
felismerni. Tobb tanulmanyban is leirtdk, hogy a nyugvo pDS-ek kizarélag TLR-eket
hasznalnak a virusok detektalasara, ugyanakkor a TLR-ek és RLH-k kozotti lehetséges
egyiittmitkodést eddig még nem vizsgéltak. fgy munkank soran célul tiiztik ki a pDS-ek TLR
aktivaciot koveté RIG-1 expresszios valtozasanak, illetve funkcionalis sajatossagainak
vizsgalatat. Kisérletes eredményeinkkel demonstraltuk, hogy 1) a TLR7 és 9 liganddal aktivalt
pDS-ekben a RIG-I expresszié fokozodik; 2) a RIG-I expresszio fokdzddasa fliggetlen az 1-es
tipusti IFN-ok autokrin hatasatél; 3) a TLR7 és TLR9 liganddal torténd egyiittes aktivalas
inkdbb gatlé, mint szinergista hatdssal van a primer pDS-ek RIG-l expresszidjanak
fokozodaséra.

Eredményeink arra utalnak, hogy a TLR-ek és a citoplazmatikus nukleinsav szenzorok
a virusfert6zések soran egyiittmiikddhetnek. A nem-replik&lédé virus részecskék TLR-ek altali
felismerése valdsziniileg indukélja a pDS-ek azon felismerési mechanizmusait, melyek altal a
sejtek képesek lesznek detektalni a citoplazmatikus, virus replikacid soran keletkezd viralis
termékeket. Eredmeényeink tehdt a természetes immunitasban résztvev$ felismerd

mechanizmusok koz6tti Gjfajta kollaboracids szabalyozésra hivjak fel a figyelmet.

7. Kulcsszavak

Plazmacitoid dendritikus sejtek, plazmacitoid dendritikus sejt leukémia, Toll-szerl

receptor, RIG-I-szeri receptor, jelatvitel, természetes immunitas, aramlési citometria
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