Szakmai zargjelentés

HUMAN DENDRITIKUS SEJTEK M UKODESENEK SZABALYOZASA
KOMPLEMENTFEHERJEK ES RECEPTORAIK ALTAL; EXOSOMAK
JELENT OSEGE A T-SEJT VALASZ KIALAKULASABAN

|. BEVEZETES, ELOZMENYEK
A dendritikus sejtek szerepe az immunvalasz soran

Szervezetiinkben a dendritikus sejtek (DC-k) a leitéh mintegy 1%-at teszik ki és
egeszséges szervezetben az agy kivételével valgmemervben megtalalhatok. Nagy
mennyiségben vannak jelen az antigén tamadas sngjdipal kitintetett helyeken, agymint a
légutak és tapcsatorna nyalkahartyajaban vagyrakdérnyzetében. A DC-k szarmazasuk,
szoveti ebforduldsuk, aktivaltsdguk és funkciondlis tulajodgaik alapjan az egyik
legheterogénebb sejtpopulaciét jelentik. &@fisik csontvél eléalakokbdl két Gton
torténhet. A mieloid fefildési vonalat képviselik pl. aéb alatti rétegben nagy szamban
eléforduldé Langerhans sejtek és a tobb szervbéforeluld intersticidlis DC-k (1). A masik
fejlodési utat az an. limfoid DC-k képviselik, amelyekvirusferttzés kovetkeztében
aktivalodnak és nagy mennyiségben termelnek Wstipinterferonokat. A mieloid DC-ek
szamos patogén eretleanyag pl. LPS, vagy citokinek pl. TNF€s gyulladasi citokinek
hatasara aktivalédnak és differencialodnak. Az igialakulo érett DC-k, mint
antigénbemutatod sejtek a T limfocitak, éaderban a naiv T-sejtek leghatékonyabb aktivaloi.
Az aktivacid mechanizmusat meghatarozza az antajéal stimulalt DC-kBl szarmazo
citokinek mintdzata, ez hatarozza meg azt is, hogyyik T-sejt alpopulacié aktivacidja
kovetkezik be.

Az eredet és fenotipus alapjan tofié@sztalyozassal szemben nemrég vezették be az
Ujabb, funkcionalis kilonbségeken nyugvé DC neddzint (2). Eszerint megkllénboztetik a
pre-DC, akonvenciondlis DGsalamint agyulladasi DCsejttipusokat. A kilonb@zpre-DC
alakok differencialodast kouen tesznek szert a DC-kre jelletnmorfolOgiai jegyekre és
funkcionalis aktivitasra. A konvencionalis DC-k (€EkK) mar a jellegzetes nyulvanyos
alakkal rendelkeznek és DC funkciokat latnak el.cBBC-k tovabbi felosztasat biztositja
lokaliz&ciojuk; egyes sejtek az érésik helyszindranak, mig méasok migrald fenotipusuak.
A migralo fenotipusu sejtek feladata a periférizdvetek folyamatos ellénzése, az antigén
felismerése és felvétele. Ezutdn a nyirokerekemdzill a nyirokcsomdkba vandorolnak.
llyen vandorlé DC-k példaul az epidermiszben ta#&dhLangerhans sejtek (LC). Ezzel
ellentétben, a limfoid szovetekberdfelrdulé DC-kre nem jellemiza migracid, ezek a limfoid
szovetekben talalhatdé antigéneket veszik fel éxzegmtdljdk az adott nyirokszervben.
Zomében ide  sorolhatok a csecsemrigyben és a I|épben talalhaté DC-k. A
nyirokcsomokban éfordulé DC-k mintegy a fele rezidens sejt. Ezekefiek éretlen DC-kK,
aktivan antigént vesznek fel és dolgoznak fel,nédben azokkal a DC-kkel amelyek érett
fenotipustak és a nyirokereken keresztll érkeatskdvetbe a periférian felvett antigénnel.
A gyulladasi DC-k nyugalmi allapotban nem mutatkatba szervezetben, ezek gyulladasos
stimulus hatasara monocitakbol differencialodnak.

A mieloid ereddt, nyugvd, éretlen DC-k dldleges feladata a szdveti kdrnyezet
folyamatos megfigyelése, a szervezetbe jutdé antagamnali felismerése. A kdrnyezetiskb
folyamatosan veszik fel pinocitozissal, receptordidk endocitdzissal és fagocitézissal az
oldott részecskéket, partikulumokat, valamint agwdétozott vagy apoptotikus sejteket (3). A



DC-k szdmos receptort hordoznak felszinikdn, melgetvé teszi a legkiulonbdbb
antigének illetve opszonizalt antigének felismetrésgek a scavenger receptorok, a Toll-like
receptorok (TLR), a C-tipusu lektin receptorok,caniplement receptorok és az Fc-receptorok
(4,5). Az antigén felismerése, megkotése és fdétidin a DC-k a nyirokcsomoba szallitjak
az antigént. Vandorldsuk sordn és a nyirokcsomdbHatt idé alatt valnak érett, teljes
meértékben differencialédott DC-é. Az aktivalédoCl antigén felvétele jelets mértékben
csokken, viszont fokozodik a felvett anyagok leldsat és az antigénbemutaté funkciéjuk. A
nyirokcsomoba érkézmaDC-k felszinén ugrassiaen megé az MHCII — peptid komplexek
és a CD40 molekuldk széama, illetve azoknak a kasdéitaroknak (CD80, CD86) a
mennyisége, amelyek mas immunsejtekkel valo kolat@st biztositanak. Az emberi érett
DC-k jellemz markere a CD83 is. A sejtfelszini molekulak mesggének valtozasa mellett
a sejt morfologidja is megvaltozik, és fokozodiknmgraciora vald képessége. Az érés soran a
DC-k citokintermelése is megvaltozik; mas immuredagt aktivalo IL-12-t és egyéb
citokineket valasztanak ki, és a nyirokcsomoébar [Easejt eredéi faktorok hatasara érésik
teliessé valik. Mindemellett mefra sejtek CCR7 kemokinreceptor expresszidja, €daéza
fogékonnya valnak olyan kemokin-ingerekre, amelg#isegitik a nyirokcsomoba torién
vandorladsukat. Ennek a receptornak a liganduma B-3la kemotaktikus gradiensnek
megfeleben a DC-ket a nyirokcsomo parakortikalis részéfnyiitja, ahol a naiv T-sejtek is
jelen vannak. Az érett DC-k sejtfelszinén expregsskastimuladtor molekulak segitik a
kapcsolat kialakitasat az antigénspecifikus T-Ekgk citokinjeikkel is ebsegitve azok
aktivalodasét, effektor T limfocitdkka differenddésukat. A DC-k az aktivacio tipuséatdl
fuggden kilénbod citokineket termelnek, amelyek Thl vagy a Th2edeflifferencialédasat
képesek kivaltani. igy, az adott antigén a DC-knstélasa révén meghatarozza a kialakuld
immunvalasz tipusat, az IL-12 ésorban Thl valaszt, mig az IL-4 déeh Th2 valaszt
indukal. Az immunoldégiai tolerancia fenntartasalbamos szerepet toltenek be a regulator T
limfocitak (Treg), amelyek gatoljak a sejtes immarmsz kialakulasat (6). Ujabb kutatasok
eredmeényei azt mutatjadk, hogy bizonyos regulator-kD(DCreg) altal kdzvetitett jelek
szikségesek, az IL-10-et és TE=F nagy mennyiségben szekretaldé Treg sejtek
aktivalédaséhoz (7,8).

Az exosomak 50 nm-nél kisebb atdjiér membran vezikulumok, jelenlétiket
kulénbo® eredeti sejtek kultlraiban, igy DC fellluszojaban is kiattdk (9). Az exosomak
akkor kerultek a tudomanyos eérdédes kozéppontjaba, amikor kiderilt, hogy
antigénprezentalé sejteldbultracentrifugalassal elktlonitett kisméretvezikulumoknak in
vivo immunvalaszt stimulalé hatdsa van (10). Ma naar ismert, hogy az exosomak
endocitotikus vezikulumokbdl szarmaztathatok, amamt az citoplazmatikus transzfer
folyamatokat jellem& marker fehérjék, pl. a transferrin molekula jéé¢@ bizonyit (9). Az
exosomakat, ellentétben az apoptotikus vezikulurabKizarélag & sejtek hozzak létre. A
DC eredei exosomakbdl jellegzetes alkotoelemeket sikertlbnagitani, ezek; MHC
molekuldk, adhézidés fehérjék, peptidazolisdkk-fehérjék, citoszkeletalis és transzport
fehérjék valamint bizonyos szignal fehérjek (11,182 exosomak funkcioja, az exosoma-
eredeti fehérjék szabalyoz6 szerepe a DC-k funkcidbanniite kutatasok alapjat jelenti
napjainkban. Feltételezik, hogy az exosomak szerndpezanak DC-k stimulalasaban, ami
ezeken a sejteken tovabbi sejtfelszini molekuldkresszidjat stimuldlhatja, de a sejtek
kozotti informaciocserét is biztosithatja membréa-citoszol fehérjék atadasaval. Az elmult
években a professziondlis antigénprezental6 DChkdamanyos érdestiés kdzéppontjaba
keriltek, természetes adjuvansként alkalmazzak maftenes terapiaban (13) és vizsgaljak
szerepiiket Treg sejtek kivaltotta koros folyamasokis (14). igéretes klinikai eredmények
szllettek a virus fefzések befolyasolasa, a tumorok immunterapiaja to&ad vakcina
tervezés terlletén.



A komplementfehérjék és receptoraik dendritikulsef

A komplementrendszert alkoté fehérjék a tesnedvwekbaktiv formaban talalhatok
meg. A komplementrendszer lektin-fliggnddon és az alternativ Uton aktivalodva a
velesziletett immunitas nélkil6zhetetlen elemesnalhyag jelenlétében pedig a klasszikus
aton indul meg aktivaciéja. A komplementrendszer anmmunrendszer tikddése soran
alapveten fontos effektor funkcidkat lat el, ezen tal diyos komplementfehérjék és
komplementreceptorok (CR) szabalyoz6 szereppel esdelkeznek az immunvalasz
kilonboz fazisaiban.

A Clqg a komplementaktivacio klasszikus utja soran elbsddivalodo Cl-komplex
felisme alegysége . A klasszikus Ut aktivaciojat elindith komponens harom alegysébb
allo, C&*-ionokkal stabilizalt makromolekula, amely a Clgllete enzimatikus aktivitassal is
rendelked C1r és Cls alegységeket is tartalmaz.

A 450 kDa-os C1g molekula 18 harmasaval 6sszefahdubdipeptidlancbdl épul fel.
Tulipdncsokorszérhexamer szerkezetét harom szerkezeti egység alkoglyeknek két-két
alegységét diszulfid hidak kapcsoljak 6ssze. Agydégek harom kilonbéz(A, B és C)
polipeptidlancbdl allnak. A molekula N-terminalieszén kollagénsziermotivumok (Gly-
Xaa-Yaa) harmas hélix szerkezetet alakitanak kC-ferminalis részén lévhat globularis
fejen keresztll, a C1q az immunkomplexberslégM, 1gG1, IgG2, IgG3 molekula CH2 és
CH3 doménjét ismeri fel (15). A Clg molekuldhoz Keir és két Cls szerin-proteaz
molekula koddik. Ezek aktivalédasa a Clq aktivalé felszinhed veotodését kovet
konformacio valtozas hatasara kovetkezik be. Azvakidott C1-komplexfl a C1l-inhibitor
hatdsara a C1es Clsdisszocidl, igy az immunkomplexhez tovabbra i$#df1q molekula
kollagénszdr doménje révén Clg-receptorokhoz kapcsolodik. gegeC1-komplex nem tud
Clqg-receptorhoz kdétni, mivel a Clr és Cls alegységek elfedik a kéltagészen talalhatd
kotéhelyet.

A Clg molekula szoros szerkezeti hasonl6sagot mat&bllektin csaladba tartozo
fehérjékkel - MBL, SP-A, SP-D, CL-43, conglutininamelyekben szintén kollagénsteész
és globularis egység talalhaté. A kollektinek k&a#tozé manndzkét lektin, az MBL
strukturalis és funkciondlis analdgiat mutat a &Kboqnponenssel. A komplementrendszert
szabalyoz6 fehérjék a szerin-proteaz alegységekesitva lehévé teszik, hogy a molekula
sejtfelszini receptorokhoz Kiidjon. A szérumban az MBL dimer, trimer vagy teteam
alakban van jelen. Az egyes alegységeket haromoazietepités 32 kDa mérdt peptidlanc
alkotja. Az MBL a baktériumok, gombakhoz és virusak sejtfalaban & manndz-, N-
acetil-glik6zamin-, N-acetil-mann6zamin, és fuképortokhoz kdtdik.

Irodalmi adatok szerint a C1g molekula, a komplenadaivacioban betoltott felismér
szerepe mellett, fokozza a makrofagok antigén fele€és az apoptotikus sejtek fagocitozisat
(16). A kozlemények tobb, a globularis- és a kalaglomén megkotésére alkalmas C1g-
receptort irnak le. A kollagén-C1qg-receptort (cCLAORBL kotésére is alkalmasnak tartjak,
viszont ezt Gjabb eredmények nendsgtik meg. A leginkabb elfogadott cC1gR a membran-
kotott  kalretikulin - CD91 molekulaval alkotott kongxe (17). Kordbbi OTKA
palyazatainkhoz kapcsoloddéan vizsgaltuk az MBL raie koéBdését kulonbdx
leukocitdkhoz. Megallapitottuk, hogy az MBL &srban monocita-makrofag sejtekhez
kapcsolodik, T és B limfocitakhoz nem, ellentétleerC1g molekulaval, tovabba az MBL
molekula a C1qg molekulatdl eltérreceptorhoz kapcsolddik monocita/makrofag sejtek
felszinén (18).

A C3, C4, és C5 komplementfehérjék azmakroglobulin csalad tagjai. Ezek a
fehérjék mintegy 700 millié éve jelentek meg a tdjli szervezetekben. A molekulacsalad
tagjaira jellem# a molekulaldncon belitioészter csoporfTED), valamint a funkcionalisan



fontos makroglobulin domének (MGA C3 187 kDa témedg, két diszulfid hiddal kapcsolt
lancbol; azo ésp lancokbdl allo molekula.

A C3 aktivacidja proteolitikus hasitas révén valasieg (19). A C3a lehasitasanak
hatasara C3b fragmentum és feltarul az eddig rdjiiyzeti, igen reaktiv tioészter kotes,
melyen keresztill a molekula az aktivalé felszinkexalensen képes kapcsolédni. A C3b
fragmentum az aktivaciot elinditdé sejt, részecsagyvmolekula, a kérnyezetében deun.
akceptor strukturdk OH-csoportjaival észter-, MNidoportjaival pedig amidkotést alakit ki.
Amennyiben a C3b kialakitja a C5 konvertazt, akkdaszkad a membrankarosito komplex
(MAC) kialakuldasdhoz vezet. Abban az esetben viszba az | faktor szolubilis vagy
membrankotott kofaktorral tovabb hasitja a C3b kalket, akkor kialakulz inaktivalt C3b
(iC3b), amely a kaszkad tovébbvitelére mar nem alkalmasomplementreceptorhoz valo
kapcsolodasra igen. Kovetkehasitasi lépésben az iC3bHkihasad aC3cfragmentum. Ezt
koveten a target felszinéhez kototten a 40 kDa td@m@8§dg fragmentum marad A C3
komponens kodzponti szerepet jatszik a komplemedszer nikodése soran, az aktivalasa
eredményeként keletkéfragmentumok sokoldall biolégiai funkcidkat latrelk
Az antigén felszinéhez kovalensenddiitt C3b, C3d és iC3b fragmentumok CR1, CR2 és
CR3 komplementreceptort hordozé sejtekhez kapchatdédk. A CR1 (CD35) C3b/C4b
fragmentumokkal reagalé komplementreceptor. A I&@ éyirokcsomok csirakdzpontjaiban
jelenles follikularis dendritikus sejteken a CR1 és a CRleg B-limfocitdkon
expresszalodik, az @bi a BCR-en keresztlli aktivaciot negativan, migugdbbi pozitivan
befolyasolja, az immunolégiai memoria kialakulagabajatszanak szerepet. A
vorosvértesteken jelenlév CR1 alapvet funkcidja immunkomplexek eltavolitasa a
keringésbl. A komplementfehérje-fragmentumokkal opszonizéitnmunkomplex a
vorosvértesteken talalhatd CR1-el kolcsonhatasbHisegiti azok elszallitasat a maj
makrofagjai és dendritikus sejtjei altal (20). A ZRCD21) B-limfocitakon, aktivalt T-
sejteken, hizésejteken és follikularis dendritilsggteken jelenik meg, DC-en jelenlétét nem
sikeriilt igazolni. A CR3 (CD11b/CD18) és ligandurkéizétti reakcié Ca-és Md *-ionokat
igényel. A CR4 receptor CD18 és CD11c lancbol All.CR3 és CR4 receptorok az
opszonizalt részecskék valamint az apoptotikuselsefagocitdézisdban jatszanak szerepet
(21,22). Kemotaktikus faktorok jeleigen fokozzak expresszidjukat neutrofil granulo@tak
valamint monocitakon és makrofagokon.08aR és C5aR az anafilatoxikus hatasu C3a és
Cbha peptidet kotésére képes 7 transzmembran régréalmazo receptor. &bbirdl
kimutattak, hogy dendritikus sejtek kemotaxisdbaraktivaciojaban jatszik szerepet, de az
altalunk is hasznalt monocita ereiil@tendritikus sejteken nem expresszalodik (23). A C3
receptorok mellett a C1g komponenst&k@tLgR-ok jelenléte ismert dendritikus sejteken (24)
A legujabban leirt Ig domént tartalmazo CRIg-t ceadkrofagokon mutattak ki, szerepik a
komplementfehérjével opszonizalt partikulumok fagmsa (25).

Il. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

Vizsgalatainkban emberi monocitakhkél vitro differencialtatott dendritikus sejteket
(MDC) hasznaltunk. Az MDC-ket emberi egészségesodun véréldl siriség-gradiens
centrifugalassal és adherencia moédszerrel izol&inauitakbdl Aallitottuk € (26). A
monocitak rekombinans human IL-4 és GM-CSF jelénléh, savo-mentes meédiumban
tenyésztve, 5 nap mulva éretlen DC-é (imMDC) déferialédnak és tovabbi stimulus — LPS
vagy TNF - hataséara érett DC-é (maMDC) alakulnak2®8). Kisérleteinkben MDC kulturak
sejtiein  meghatéroztuk komplementfehérjeék oki@sének mértékét, jelzett ellenanyag
segitségeével, citofluorimetriaval. dklisérletben beallitott szendvics ELISA modszer
segitségével, MDC-k fellltszéibdl hatdroztunk megglementfehérje és citokin termelést.
Az MDC-k aktivalodasanak nyomovkovetésére vizsgakz NFxB magi transzlokaciojat



Western blot maodszerrel, illetve konfokalis |ézerarsning mikroszkopiaval (CLM). A
sejtmembranhoz ko6todott fehérje-fragmentumok irgkzaciojat FACS és CLM segitségével
kovettik nyomon. Sejtfelszini  receptorok ikbdésének jellemzésére géncsendesités
modszerét alkalmaztuk. Az allogén T-sejtek proditadjat>H-timidin beépiilés vizsgalataval
és CFSE modszerrel hataroztuk meg.

ll. EREDMENYEK

A C1qg komplementfehérje szerepe MDC-k funkcioira

A komplementaktivacié klasszikus uatjanak aktivalaszellett a Clg szamos
immunolégiai folyamat résztvéje, mint a baktériumok és virusok fagocitdézisa és
neutralizacioja és az immunoldgiai tolerancia lsittisa az apoptoétikus sejtek clearance réven
(29). Mivel a Clg komplementfehérje kimutathatdé azersezetben jelenlév
immunkomplexekben valamint a kérokozok és apopiétejtek felszinéhez is Kk, ezért
megvizsgaltuk, hogy vajon ez a komplementfehérjgekée befolyasolni a DC-k kilonh®z
funkciait.

A tisztitott C1q koncentracio fuggmaddon kobdik az imMDC-khez, viszont ez a
kotodés a sejtek differenciacidja soran visszaszorakeEellentétben, a Clg szerkezeti
homolégja; az MBL nem kétik sem az éretlen, sem az érett MDC-khez.

Human dendritikus sejteken kétféle Clqékdtruktirat azonositottak; a kollagén-
részt (cClg) megk6étcClgR-t, valamint a globuléris-részt (gC1q) medkgC1lgR-t (30).
Korabban kimutattak, hogy az MDC-k mindkeét tipusigR-t expresszaljak (16).

Vizsgalatainkban az MDC-ket Clg-val fedett felsminenkubaltuk, majd
megvizsgaltuk a sejtek CD80, CD83, CD86, MHCII é8R7 expresszidjat. Valamennyi
membranfehérje esetében ndvekedést tapasztaltiidl A célbdl, hogy tisztdzzuk, a Clqg
kollagén-szdi része, vagy a globularis doménje kozvetiti-e ativakiot, az MDC-ket
kezeltiink tisztitott cClg-val és gClg-val. Eredm@nk azt mutattdk, hogy mindkét
fragmentummal toértéhkezelés fokozta a sejtfelszini CD83, CD86 és MHGénnyiségét,

Az MDC-k funkciondlis aktivitasat az NkB transzlokacio nyomonkovetésével, a
sejtfellliszobol citokinek mennyiségi meghatarovdkédés az allogén T-sejt aktivalo
képesség merésevel jellemeztik. A Clq kezelés drat@z imMDC-kben az NkB gyors
stimulaljak a kilénbdk T-sejt alpopulaciokat. Az IL-12-t termieMDC-k féképp Thl, az IL-

4 elsssorban Th2 vélaszt valt ki (1). Az is ismert, hdgyonyos DC-k képesek a tolerancia
kialakitasaban meghatarozo szerepet jatszo Trégksadftivalasara, ezek jelleden IL-10-t
szekretdlo DC-k (7). A Clg-val kezelt MDC-k fokdzanennyiségben termeltek I1L-12-t és
TNFa-t, a C1lg kezelt MDC-T-sejt kokulturak feltluszégabpedig fokozott IFN szekréciot
mértink. Feltételezh&n, az aktivalt MDC-k8l szarmazd IL-12 altal stimulalt Thl sejtek
felelosek a megovekedett IRN$zintézisért. Ezutan meghataroztuk a C1g-vavaktMDC-k
allogén T-sejt aktivalé képességét, proliferaciészt segitségévefH-timidin beépiilés
meéréseével. Eredményeink azt mutattak, hogy a @kelks kdvetkeztében, az imMDC-k T-
sejt proliferaciot kivalté képessége szignifikansaegritt.

HANO betegek szérum MBL mennyiségének meghatarozasa
A herediter angioneurotikus 6déma (HAN&Yy ritka (1/10000 és 1/50000 kozott), de

potencialisan életet veszélye#tdietegseg, amit a C1 inhibitor fehérje (C1INH) dsgik
szintje vagy abnormadlis funkcidja okoz. A HANO-rallgmz a visszatér, rohamokban



jelentked o©déma, ami leggyakrabban aérin, a légutak vagy a tapcsatorna
nyalkahartyajaban jelenik meg. A C1INH hianya miattkomplementrendszer klasszikus
atjanak autoaktivacidja jon létre. A HANO kialaksi# tekintve, 6roklott és szerzett formgja
egyarant ismert. A lektin-fUggatvonal aktivalodasanak jeléisege HANO betegek eseteben
nem ismert. Ennek tisztdzadsa volt a célja annakuakénak, amelyben kollaborécios
partnerként vettiink résZtredményeink a kollaboracioban készilt kozlemésyétképezik.
Az intézetlinkben kordbban kifejlesztett ELISA mdtsalkalmazasaval hataroztuk meg az
szérum MBL szintje és a komplementkaszkad MBL-filggtivaciéja nem mutatott eltérést a
normal értékhez képest (31).

A C3 komplementfehérje hatasa MDC-k éréséreidg®desére

A C3 komplementfehérje sejtekhez &désére két egymastdl elbént kinalkozik;
ezek a komplementreceptorhoz kapcsolddas, valarkavalens fixacié. A human MDCihk
vitro differencialédasa soran a sejtek komplementreceptiotdzata gyokeresen atalakul.
Ismert, hogy a CR1 molekuldk a monocitak és makgakaesetében fontos szerepet jatszanak
az opszonizalt antigén megkotésében és fagocitimisd&zzel szemben a CR1 expressziojat
az in vitro MDC érés soran nem jellemezték. Munkank soran tattuk, hogy a
monocitakbdl tortéh differencialtatas alatt a CR1 mennyisége a sejfelszinén
folyamatosan csokken, majd a tenyésztés 5. napj@oimMDC-ken nem mutathatd ki a
receptor, tovdbba nem detektalhaté CR1 az aktigatimulus hatasara éretté val6 maMDC-
k sejtmembranjaban sem (32).

A mieloid ereddt dendritikus sejtek esetében ismert, hogy felszinik CD11c és
CD11b konstitutiv moédon expresszalodik, valamin€R11c a mieloid sejtekre jelleriz
marker molekula is. A CR3 és CR4 @&lteges liganduma a C3 molekula aktivalodasa soran
keletke® iC3b-fragmentum (24).

A CR-ok mellett tovabbi lehéség a C3 molekula megkétésére a naszcensz C3b-
fragmentum sejtmembranhoz valo kovalens kapcsofgdert a folyamatot munkacsoportunk
korabban monocitak és makrofagok esetében részietgdlemezte. Sajnos, a kovalens
kotésert felals strukturat, a C3b akceptort - bar szamos kutapms probalkozott vele -,
maig nem sikerult azonositani.

Kutatocsoportunk az 1980-as évek elején leirta,yhmgB-sejtek 57%-a kotott C3
fragmentumot hordoz, ellentétben a nyugvd T-skgbk33). Az aktivalt C3b elméletileg
barmilyen nukleofil csoportokhoz kapcsolédhat, visza sejtek felszinén jelenk@&wC3b
akceptor struktirak telithiiek mutatkoztak. Kisérleteinkben ugyanerre az eéegekre
jutottunk MDC-k esetében; a sejtek a nativ, tietttiC3-at dézisfigyy modon, kovalensen
fixaljak felszinikdn. Hasonld eredményt tapasztddfuha normal human savot (NHS)
alkalmaztunk komplement forrasként. A kizarolag kdement receptorokhoz Kkiitni képes,
metilaminnal (MA) kezelt C3 esetében &dést nem tudtunk kimutatni. Ez arra utal, hogy az
MDC-khez a C3 tulnyomorészt kovalensen fixalt. Mieg MDC-k CR3-at és CR4-et is
kifejeznek, elledriztitk a CR3-on keresztil torténkotbdés leheiségét egy tovabbi
kisérletben; a ligandumkgitelyre specifikus monoklonalis ellenanyaggal - TM&6Dr
Andé Istvan ajandéka -, inkubalva a sejteket avn@B kezelést meg&téen, a C3b
depozicioét nem sikerult visszaszoritani, ami mégjér hogy fragmentum kovalensen ko6tott.
A felszinhez kapcsol6d6 C3 fragmentumok mennyiseigéra tudtuk szoritani, ha a nativ C3
kezelés ditt a sejteket szerin-észteraz gatlo PMSF<&@hklbaltuk. Ez, a mas sejtek esetében
is tapasztalt megfigyelésiink alatamasztja, hog &l8asitasdban, a kovalensenskétC3b
fragmentumok élallitdsaban, a sejtek altal termelt proteazoknakegiik van.



Tanulmanyoztuk a nativ C3 MDC-khez &dését konfokalis mikroszkopiaval is.
Jeloltik a C3-al kezelt, majd feltart mintdkon a-&3(z6ld) és a lizoszomak LAMP-1
fehérjéjét (voros). Az 1. 4bran lathatd, hogy acHdott C3 fragmentumok és festdest
mutatnak mind a sejtek felszinén, mind a sejtekdjében. A felszinen nagyjabdl egyenletes
eloszlast lattunk, viszont intracellularisan vehikook formajaban volt jelen a fehérje. A
vezikulumok részben lizoszémaval asszocialtak,b@szmem. Annak megallapitasa, hogy a
kétféle vezikulum populacié hogyan alakul ki, tokabizsgalatokat igényel.

1. &bra

C3 fragmentumok kétlése és internalizicidja imMDC-ken, CLM vizsgalat

A nativ C3-al kezelt, majd feltart imMDC-k anti-EBFC (zdld) jeldlve (bal oldal),
anti-LAMP-1-PE (voros) jel6lve (k6zépen)

Megvizsgéltuk a C3 kezelés hatdsat az MDC-k érés€&RCS vizsgalattal
nyomonkovetve a sejtfelszini membranfehérjék exgaiégt. Rendszerinkben a nativ C3-
mal kezelt MDC-k esetében szignifikansan nigga CD83, a CD86 és az MHCII molekulak
expresszidja, igy az LPS jelenlétében teljesenérgilt maMDC-khez hasonld fenotipust
nyertek. Viszont killonbdztek az LPS kezelt sefielbban, hogy a kezelés a CD80 és MR
molekulakra nem volt hatassal. Abban az esetbeaz MDC-k csak CR révén kéthették meg
a mianyag felszinhez kédétt, ezéltal kovalens kapcsolédasra mar nem képenpbilizalt
C3 fragmentumokat, akkor a sejtek fenotipusa ndtozatt. Kivancsiak voltunk arra, hogy a
CR3-nak van-e koOzvetett szerepe a kovalensen kifjplisdC3b aktivacids stimulusanak
kozvetitésében. Ehhez RNS silencing technikavakkesiiettik a CD11b, ezaltal a CR3
mennyiségét a MDC-ken. A kontroll siRNS szekvencieam befolyasolja a receptor
expresszigjat. A normal és a csokkent CR3-at hardsmjteket kezeltik nativ C3-mal. Az
eredmények azt mutatjak, hogy a szignifikAnsan &evie CR3-at expresszalé sejtek nativ
C3-mal kezelve ugyanolyan hatékony aktivatorai alolaz allogén T-sejteknek, mint a
kontroll, a CR3-at normélis mennyiségben kiféjenativ C3 kezelt MDC-k. Mindezekb
arra kovetkeztethetliink, hogy a CR3 indukcio nemivakd a sejteket, ellentétben a
kovalensen megkotott C3b hatasaval.

Egy nemrég megjelent kozlemény adatai szerint az CMD igen jelenis
mennyiségben szintetizalnak C1g-t, ami - hasonlickatraciéban -, kordbban csak aktivalt
makrofagok esetében volt ismert (34). Ezért tarkofirdekesnek megvizsgalni azt, hogy a C3
kotédése vajon befolyasolja-e egy masik komplementfehérClg termelését. Kisérleteink
szerint a C3 fixacidja nem okozott szignifikanstoahst a sejtek C1q termeléseben.

A T-sejtek aktivalasdban fontos szerepet jatszan8IC-k altal szekretalt citokinek.
Vizsgalatainkban HS/C3 kezelt MDC kultarak illetvDC-T-limfocita kokultarak
felllisz6ibol meghatarozzuk a termelt citokineketmit Th1/Th2 microbead assay
segitségével citofluoriméterrel, valamint ELISA zsl mériink meg. Méréseink szerint, a



nativ C3 kezelés dozis-fuggnodon fokozta az imMDC-k IL-6, TNEFés IL-8 gyulladasi

A dendritikus sejtekd feladata a T-limfocitak aktivacidja, ezért vizagél hogy a C3
hogyan vesz részt ebben a folyamatban. Korabbing¥egeink szerint az APC-hez Kd6
C3-fragmentumok megésitik T-sejtekkel vald kdlcsdnhatdsukat, igy fokaza T-sejtek
aktivalhatosagat (35). Kisérleteinkkel alatamasakothogy a C3 a MDC-k felszinéhez
hogy ezért nemcsak a C3 A&ltal a DC-kbewidélzett valtozasok; ugymint fokozott
kostimulator és MHCII expresszi6 fedskek, hanem a sejtek felszinéhez kapcsolodd C3 éltal
létrehozott kdlcsbnhatas. Ezen eredményeink, mamwkddhal 6sszhangban arra utalnak, hogy
valosziriileg a DC-k felszinéhez kovalensenddiitt C3 a T-sejteken jelen l@komplement
receptorokhoz kapcsolddva stabilizalhatja a kétlsgjcsolatat, és jelatviteli folyamatokat is
beindithat (36).

150 pg/ml C3 MDC —
imMDC =
L] L] 1
0 10000 20000 30000

0szt6d6 T-sejtek szama

2. abra
Nativ C3-mal kezelt és immobilizalt C3-al fedelgAimen tartott MDC-k allogén T-
sejt stimulaloé képessége

Tisztazni kivantuk, hogy a nativ C3-al kezelt MRG=ajon nem szolubilis faktorok
(pl. citokinek) kozvetitésével aktivaljak-e a linofthkat. A C3-al kezelt MDC-k sejtmentes
fellliszéjat az imMDC-khez adva nem fokozddott jeekeT-sejt stimulald képessége. Masik
kisérletben azt vizsgaltuk, hogy a C3 kezelés utdag 48 oraval is az MDC felszinén
kimutathat6 C3 fragmentumok milyen szerepet tokebe T-sejt osztdodas fokozasaban.
Ehhez, a MDC-ket fixaltuk a C3 kezelés utan, igykastimulator fokozé hatds nem
ervéenyesulhetett. Eredményeink alapjan az ilyen ano#ezelt MDC-k szignifikAnsan
fokoztak a T-sejtek proliferaciéjat 6sszehasonlitvakezeletlen imMDC-khez. Mindez
bizonyitja, hogy az MDC-ken fixalt C3 altal kozuett aktivacios jel meghatarozé a T
limfocitdk stimulaldsaban. Végul, bizonyitottuk a®t hogy a C3 valtja ki az MDC-k
funkcionalis valtozasat, ugyanis ha egyidiegy a C3 kezeléssel, anti-C3 F(alE)lenanyag-
fragmentumok hozzaadasaval blokkoljuk a C3 kozeeetéktivaciot, akkor a stimulalé hatas
elmaradt.

Az immunsejtek szadmos komplementfehérje szintézigépesek, a C3 éddleges
eléallitéi a makrofagok (37). A szakirodalom nem vegiységes atekintetben, hogy a DC-k
képesek-e C3-t termelni. Az erre vonatkoz0 viz4g&l&C3 mRNS kimutatdsaval torténtek
(38,39). Sajat eredmeényeink szeint, az MDC kukuf@liszojabdl nem mutathatd ki



szekretalt C3. Ezzel ellentétben, az aktivalt mitaaredei makrofagok nagy mennyiségben
termelnek C3-t.

Az immunszervekben makrofagok és dendritikus sejtegymas kozvetlen
koérnyezetében fordulnak el Abbdl a célbol, hogy megvizsgaljuk a makrofagak EC-k
kozti kblcsbnhatasban a C3 szerepét, beallitotegikfizioldgias korilményeket modellez
kisérleti rendszert. Vizsgatatunkban ugyanannak ocaomhak a monocitaibolin vitro
makrofagokat (MM) és MDC-ket differencidltattunk &sokbdl kokulturakat készitettiink. A
sejteket szérummentes kozegben tartottuk, igy eemidskben a MM-ok jelenthették a
kizarélagos C3 forrast. Eredményeink szerint, azQMDképesek az aktivalt makrofagok altal
termelt C3-at felszinikdn kovalensen megkdtni. AARNAl tortérs aktivacio a MM-ok C3
termelését fokozta a nyugalmi allapothoz képestieMa C3 differencialddast kivaltd hatasat
az MDC-k esetében igazoltuk, ezért feltételezzlibgyh az aktivalt makrofagokbol
felszabadul6 és dendritikus sejtekhezokibtC3, mint gyulladasos folyamatot jélatimulus,
fontos szerepet jatszhat a DC-k in vivo differenmfban és aktivaciojaban. A nem aktivalt
MM-ok A&ltal termelt C3 mennyisége nem volt elegendz MDC-k aktivaldsahoz.
Feltételezésunk szerint, a gyulladasos stimulugasiaa Iépi at a C3 szint azt a kritikus
kiiszobérteket, ami mar kivaltja az MDC-k aktivaaioj

Ghannam és munkatarsai nemrég megjelent kézlembagpika C3 deficiencia
kovetkezményeit vizsgaltdk (40). Egy C3 hidnnyahdelked homozigota gyermeket és
heterozigota szuleit vizsgaltdk A gyermek szérumsZiditje és CH50 értéke a detektalasi
kiisz6b alatt volt, szileinél mindkét érték a noimdélének adddott. A beteg periférias
mononuklearis sejtjeit elemezve megallapitottak,gyhcazok nem képesek normalis
antigénprezentalé funkciét ellatni. Mindez magyataarra, hogy ezekben a betegekben
sulyos, visszatérbaktrerialis ferizések alakulnak ki, ami a beteg haladlahoz vezesgaltak
a homozigota gyermek monocitaibdl differenciéltasendritikus sejtek fikodését. Sulyos
differencialodasi zavart allapitottak meg, merteggszséges donorok monocitaihoz képest,
amelyek 90%-ban alakultak MDC-ve, a beteg sepjeicsak téredéke volt erre képes. Ezek
az eredmények oOsszhangban allnak vizsgalatainkisal eBsen alatamasztjak azt a
megfigyelésinket, hogy a C3 kivételesen fonmmsepet tolt be, nemcsak az immunvalasz
szabalyozasaban, hanem a dendritikus sejtek mé&gfe]®déesében is.

Az MDC eredet exosomak vizsgalata

Amint korabbi kézleményeinkben leirtuk, a C3-fragmanok fokozzak a T-sejt
valaszt (35). A DC-k altal kdzvetitett aktivacia@dylamatokban az exosomakhoz kapcsolodott
komplementfragmentumok szerepét kordbban nem \takg4 Feltételeztik, hogy a
komplementfehérje medialt aktivacio az antigénpneé sejtek altal szekretalt exosomak
kozvetitésével is megvaldsulhat. Vizsgaltuk a P3B&gér makrofag tovabba B sejtvonal
sejtjeit szérummal tortérkezelés utan. Kimutattuk, hogy a kezelés hatéséergtek felszinén
megrétt a fixalt C3-ereddi fragmentumok mennyisége (41). A szérum kezelégttén, az
id6 elérehaladtaval a sejtfelszinen fixalt komplementfraginmok mennyisége csokkent,
ezzel pérhuzamosan viszont a  sejtek fellliszéjdbanutatott C3-fragmentumok
mennyisége szignifikansan mégn Ezeknek a C3-eredefragmentumoknak a talnyomo
része, az ultracentrifugalassal elkilonitett exasofrakcibban volt azonosithatdé. Az
exosomak jelenlétét és a felszinikon fixalt C3+magtumokat elektromikroszképos
vizsgalattal is megésitettiik. A fehérje antigénnel és szérummal kepsdtkrofagokbol
exosoma frakciot kulonitettiink el. Az izolalt, Gfgmenumokat tartalmazé exosoma
frakcioval kezelt makrofagok fokozott mértékbemtk stimulalni a specifius T sejtek
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Az elmult évben bedllitottuk intézetlinkben az egpemtvebbdl torténs DC
tenyésztés in vitro moédszerét. Az in vitro diffec@itatott egér DC-k estében igazoltuk, hogy
a sejtek fixaljak felszinikon a savobdl szarmazdr@@mentumokat és ez kimutathaté a
sejtek altal szekretalt exosomak frakciojaban. Mazt is kimutattuk, hogy agmberi MDC-k
is megkotik kovalensen a C3b-t ezért megvizsgahokly a kezelést kowetn a sejtek
fellluszdjanak exosomakat tartalmazo frakciojalsamegjelenik-e a C3b, gy mint a masik
két sejttipus esetén. Ennek érdekében a nativ B3dseutén a sejteket kilonléddeig
inkubaltuk, a feltluszot ultracentrifugalassal llefitik €s C3 tartalmat ELISA modszerrel
mértik. Eredményeink szerint, a nativ C3-al keld)C-k altal termelt nanopartikulum
frakcioban megjelenik a C3 molekula. A nanopaitikwok jellemzésére és funkcionalis
vizsgalatara tovabbi kisérleteket terveziink elvagkeboratériumunkbanm modszer
lehetiséget nyUjt arra is, hogy a jilven megvizsgalhassuk a DC érést C3 hianyos
kornyezetben, C3 KO allatokban.
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