ZAROJELENTES

A SLAM csaladba tartozo receptorokat eredetileg T-, B- és NK sejtek felszinén irtak le, mara
azonban vilagossa valt, hogy a csalad tobb tagja jelentdés szerepet jatszik a kilénb6zd
immunkompetens sejtek fejlédésének szabalyozasaban (lineage committment) (1). A
receptorcsalad tagjait (SLAMF1 (CD150, SLAM) SLAMF2 (CD48), SLAMF3 (CD229. Ly9),
SLAMF4 (CD244, 2B4), SLAMF5 (CD84), SLAMF6 (NTB-A, Lyl108), SLAMF7 (CD319,
CRACC/CS1), SLAMF8 (BLAME) és SLAMF9 (SF2001)) kodolé gének az egyes
kromoszoman talalhaték és az altaluk elfoglalt kromoszémaszakasz része a szisztémas
Lupusz (SLE) kialakulasaval kapcsolt kromoszéoma szakasznak (1-3). A SLAM-receptorok
aktivacioja (a CD48/2B4 receptorpar kivételével, melyek egymas ligandumai) homo-
asszociacio utjan torténik, ami kétiranyu szignalitaciét indit el a kapcsolatba leép6 sejtekben.
Vagyis példaul egy dendritikus sejt (DS)/T sejt interakcio soran a DS-en expresszalt SLAM a
T-sejten expresszalt SLAM-hoz kapcsolodik. Jelen paélyazat keretében a CD84 receptor
dendritikus sejtfunkcidkra gyakorolt hatasat vizsgaltuk, a kévetkez6 indokok alapjan. (1) A
CD84 receptor mar a CD34+ hematopoetikus dssejtek mintegy 30%-an megjelenik és szinte
minden immunkompetens sejten expresszalodik, funkciojardl azonban keveset tudunk. (2) A
DS-ek, mint a leghatékonyabb professzionalis antigén prezentald sejtek alapvetd szerepet
jatszanak az adaptivimmunvalasz minden fazisanak szabalyozasaban. (3) A CD84 receptor
szikséges a T-sejt/B-sejt adhézid fenntartdsahoz és a megfelel6 kommunikaciéhoz a
follikularis T-helper sejtek és a differencialodd B-sejtek koézott. Utdbbinak elengedhetetlen
szerepe van a hatékony memoriavalasz kialakulasaban. A follikularis T-helper sejtek naiv T
sejtekbdl torténd differenciacidja szintén DS-fligg6 folyamat. A fentiek alapjan a CD84 DS-T-
sejt kommunikaciéban betoltott szerepének tisztazasa kulondsen fontos. (4) A DS-T-sejt
és/vagy a DS-B-sejt kolcsdonhatas szabalyozasaval a CD84-nek nagy valdszinliséggel

szerepe lehet az SLE-ben megfigyelhetd autoimmun sejtek kialakulasaban is.

EREDMENYEK:

A SLAM receptorok elleni antitestek tdbbsége nem agonista, hanem éppen ellenkezdleg,
antagonista hatasu, vagyis blokkolja a sejt-sejt interakcidé soran kialakuld homoasszociacio
indukalta aktivaciot (4). Ezért a CD84 receptor funkciondlis vizsgalatara antitestek
alkalmazasa helyett két, egymast kiegészitd in vitro rendszert allitottunk be. Az egyikben a
CD84/CD84 homoasszociacid CD40-ligand- vagy lipopoliszacharid-indukalta aktivaciéra

gyakorolt hatasat vizsgaltuk CD84 molekulat expresszald vagy nem expresszald L929



fibroblaszt sejtek és DS-ek kzos tenyészeteiben. A masikban a CD84 expresszid hianyanak
kovetkezményeit vizsgaltuk RNS-interferencia segitségével. Mindkét rendszerben a CD84
receptor DS-T sejt interakciot (CD40 receptor aktivacié6 CD40-ligand altal) vagy az

antibakterialis valaszt (LPS altali aktivacio) modulaloé hatasat modelleztuk.

1. A CD84-CD84 ,homofil” interakcié DS-funkciokra gyakorolt hatasainak

vizsgalata
1.1. A CD84 hatasa a CD40-indukalta citokintermelésre DS-ekben

A DS/ T-sejt adhézié soran a DS-eken expresszalt CD40 receptor és az aktivalt T-sejteken
megjelend CD40 ligandum (CD40L) interakcioja a DS-ekben aktivaciés szignalokat indukal.
Ezen szignalokat a tobbi, egyidében expresszal6édé receptor modulalni képes. A DS /T-sejt
interakcid soran bekdvetkezd6 CD84 homoasszociacid hatasanak vizsgalatara human
CDA40L-ot és CD84 receptort egyutt expresszald L929 sejtklénokat (CD40L/L/CD84) hoztunk
létre. Kontrolként L929-CD40L (CD40L/L) és L929 (L-pCl-neo) sejteket hasznaltunk. Az L929

sejtek nem fejeznek ki endogén CD84-et.

A citokintermelés vizsgalatara az éretlen dendritikus sejteket CD40L-ot, valamint CD40L-ot
és CD84 receptort expresszalé L-sejtekkel tartottuk kozos kultiraban. 24 éra elteltével
citokin ELISA segitségével mértuk a termelt citokinek mennyiségét. Eredményeink szerint a
CDA40-indukalta IL-12, IL-23, IL-6 és TNF-a termelést a CD84/CD84 homoasszociacio
jelentésen csokkenti. Az 1L-12, IL-23 és TNF-a esetében az 6sszes vizsgalt donorban
hasonldé mértékid, mintegy 90%-os gatlast tapasztaltunk, mig az IL-6 esetében donoronként
valtozé mértékd, 50-90%-os gatlast figyelhettliink meg. Eredményeink azt mutatjak, hogy DS-
ekben a CD84 receptor a CD40 indukalta jelatviteli utakat a SLAMF1 receptorhoz hasonldan
modulalja. A SLAM és CD84 receptorok tehat human monocita-eredetii DS-eken
valészinlleg szinergisztikus hatasuak és részt vesznek a Th1 valasz intenzitasanak

csokkentésében. (1. Abra)
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1. dbra. A CD84/CD84 interakcié hatasa a dendritikus sejtek CD40-indukalta gyulladasi citokin
termelésére. Az éretlen dendritikus sejteket transzfektans L-sejtekkel aktivaltuk, majd citokin ELISA
segitségével mértiik a termelt citokinek mennyiségét. Negativ kontrollként lGres vektorral transzfektalt
(L-pCl-neo) sejtekkel aktivalt és aktivalatian DS-eket hasznaltunk. Az adatok az IL-23 esetében
harom, az IL-6 és TNF-a esetében hét, az IL-12-re vonatkozdan pedig tiz dnkéntes véradd vérébdl
szeparalt sejtekkel végzett kisérletekbdl szarmaznak. iDC-immature dendritic cell

1.2. A CD84 hatasa a TLR4-indukalta citokintermelésre DS-ekben

A SLAM receptor esetében kimutattuk, hogy a CD40-indukalta gyulladasi citokin termelést a
SLAM egyideji szignalizaciéja gatolja, mig a TLR-4-indukalta gyulladasi citokin termelést
fokozza (4). A CD84 TLR4-kdzvetitett szignalokra kifejtett hatasat dendritikus sejtek és L929
sejtek, illetve CD84-et kifejez6 L929 sejtek LPS-sel aktivalt tenyészeteiben vizsgaltuk. Ebben
a rendszerben a CD84 szignalizacié a DS-ek TLR4-indukalta gyulladasi citokin termelését

nem befolyasolja (nincs abrazolva).

1.3.1. ACD84/CD84 interakcio hatasa a Th1 iranyu polarizaciora

A gyulladasi citokinek jelenléte dontéen befolyasolja a kialakulé immunvalasz jellegét. A DS-
ek altal termelt TNF-a és kllondsen az IL-12 eldsegiti a naiv CD4" T-sejtek IFN-y-termeld
Thl effektor sejtekké torténd differencialodasat. Feltételezésink szerint a CD84 interakcid
az inflammatorikus mediatorok termelésének gatlasan keresztil korlatozza az IFN-y-termel6
Th1 sejtek differencialédasat. Hipotézislink vizsgalatara in vitro T-sejt polarizaciés rendszert
allitottunk be. (2. Abra). A CD40L-mal, valamint CD40L+CD84 receptorral a korabban leirt



modon aktivalt dendritikus sejteket CD11c-specifikus ellenanyag felhasznalasaval, aramlasi
citometria segitségével izolaltuk, majd CD4"CD45RA" allogén naiv T-sejtekkel tenyésztettiik
k6zos kulturaban. Az 5. napon a T-sejteket human CD3-specifikus ellenanyaggal fedett
lemezeken aktivaltuk. A 6. napon citokin ELISA segitségével mértik a termelt IFN-y

mennyiségét, mely citokin jelenléte differencialt Th1 effektor sejtek jelenlétére utal.
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2. Abra. A CD84/CD84 interakcié hatasa a T-sejt polarizaciora. A transzfektans L-sejtekkel
aktivalt és aramlasi citometriaval szeparalt DS-eket allogén, naiv T-sejtekkel tartottuk ko-
kulturaban. Az 6tddik napon anti-human CD3-mal fedett lemezeken aktivaltuk a T-sejteket 24 éraig.
A termelt IFN-y mennyiségét az 5. és a 6. napon is meghatéroztuk. Mindkét esetben aranyaiban
hasonlé eredményt kaptunk. Az abran a-human CD3-mal aktivalt T-sejtek feltliszbibdl ELISA-val
mért IFN-y mennyiségi 6sszehasonlitasa lathatd. iDC-immature dendritic cell, DC-dendritic cell

Véarakozasainknak megfeleléen a CD40L-mal és CD84 receptorral egyidejlileg
aktivalt DS-ek - inflammatorikus mediatorok hianyaban — csokkent Th1 polarizald
képességgel rendelkeznek (2. Abra). Az ELISA-val kapott eredményeket CBA-val (cytokine
bead array) is megerdsitettik (nincs abrazolva). Autoldg rendszerben a fentiekkel azonos

eredményeket kaptunk.
1.3.2. A CD84 szignalok hatasa a Th2, Th17, illetve Tr1 iranyu polarizaciora

A fenti adatok fényében felmerilt a kérdés, hogy a CD84 szignalok jelenlétében
aktivalt dendritikus sejtek a Th1 iranyu polarizacié gatlasa mellett indukaljak-e egyéb Th
alpopulacidkba tartozé sejtek differencialédasat. Az IL-12 és a TNF-a szekrécioé csdkkenése
kdézvetve a Th2 iranyu polarizacionak kedvez. Ennek ellenére a jellegzetes Th2 citokinek (IL-
4, IL-5) szekrécidjanak fokozédasat nem sikerllt detektalnunk (nincs abrazolva). A TGF-B
és az IL-18 mellett a TNF-qa, IL-6 és IL-23 jelenléte elbsegiti a Th17 sejtek fejlédését. Mivel

CD84 interakcié hatasara az utdbbi citokinek szekréciodja jelentésen csdkken, valamint a
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CD40L-mal aktivalt DS-ekkel stimulalt T-sejtek fellluszoiban talalhaté IL-17 mennyisége
CD84 szignalok hatasara nem valtozik (nincs abrazolva) arra kovetkeztethetink, hogy a
mal aktivalt DS-ekkel 6sszehasonlitva a CD84 szignalok jelenlétében aktivalt DS-ekkel
stimulalt T-sejtek feluluszoiban csokken az IL-10 mennyisége, igy az adott rendszerben IL-

10 szekretald Tr1 sejtek differenciacioja is valoszinitlen.
1.4. A CD84-CD84 interakci6 hatasa a T-sejt proliferaciéra

A T-sejt proliferacio vizsgalatanak céljabol az el6zéekben leirt modon aktivalt és
aramlasi citometriaval izolalt dendritikus sejteket CFSE-vel intracellularisan jelolt
CD4"CD45RA" allogén, naiv T-sejtekkel kozos kulturaban tartottuk. Az 5. napon aramlasi
citometriaval hataroztuk meg a proliferacio mértékét. Hwu és munkatarsai kimutattak(b),
hogy szolubilis CD40L jelenlétében a DS-ek altal indukalt allogén T-sejt proliferacié gatolt.
Sajat kisérleteink, melyekben a CD40 receptort sejtfelszinen expresszalt CD40L-al aktivaltuk
hasonl6 eredménnyel jartak. A CD40L altal aktivalt DS-ek jelenlétében még az éretlen DS-ek
altal aktivalt T-sejt kulturakénal is kisebb mértéki proliferaciét mértlink, ami arra utal, hogy
az L-sejtek felszinen expresszalt CD40L altali aktivacié gatolja a naiv, allogén T-sejtek DS-
indukalta expanziéjat (3/C és D. Abra). Ezzel egyidejlleg csokkent a T-sejtek altal termelt IL-
2 mennyisége (3/F. Abra). A CDA40L-ot és CD84-et egyiittesen expresszald L-sejtekkel
aktivalt DS-ek jelenlétében ezzel szemben fokozddik a proliferacié és az IL-2 szekrécio (3/E.
Abra). Ez a megfigyelés dsszhangban all a CD40-indukalta szignalok CD84 receptor altali

gatlasaval.
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3. Abra. A CD84/CD84 interakci6 hatasa a T-sejt proliferaciora. A transzfektans L-sejtekkel
aktivalt és aramlasi citometriaval izolalt DS-eket CFSE-vel jelolt allogén, naiv T-sejtekkel
tartottuk k6z6s kulturaban 6t napig, majd aramlasi citometriaval mértik a sejtek CFSE
tartalmat. Negativ kontrollként aktivalatlan, illetve éretlen DS-ekkel aktivalt T-sejteket (A,C),
pozitiv  kontrollként phytohemagglutinin-nel aktivalt T-sejteket (B) hasznaltunk. A
fluoreszcencia-intezitasb6l  (melynek jellemzésére a GMean értéket hasznéltuk)
kovetkeztethetiink a proliferacié mértékére. Az egyes csucsok az osztdédasok szamat jelzik.
Lathatd, hogy a csak CD40L-dal aktivalt DS-ektél eltéréen (D), a CD40L-dal és CD84
receptorral aktivalt DS-ek (E) elésegitik a T-sejtek expanzidjat. A sejtek felliluszojaban CBA-val
mért IL-2 koncentraciét az F panelen tuntettik fel. A proliferacios vizsgalatokat 6t 6nkéntes
véradd vérébdl izolalt sejtek felhasznalasaval végeztik. A kisérletek soran 0,5 vagy 1 pg/mi
human CD3-specifikus ellenanyagot alkalmaztunk. Anti-CD3 hianyaban nem tapasztaltunk
proliferaciét. Autolog rendszerben hasonlé eredményeket kaptunk. iDC — immature dendritic
cell, DC — dendritic cell, PHA — phytohemagglutinin, GMean — Geometric Mean

2. A CD84-CD84 ,homofil” interakcié hianyaban bekovetkezé DS aktivacio

funkcionalis vizsgalata

21 A CD84 expresszié gatlasa kettés szalu RNS oligonukleotid direkt

transzfekciéjaval DS-ekben

2.1.1. Az SsiRNS dendritikus sejtekbe vagy monocitékba juttatdsat direkt
elektroporacidéval, egy a Schuler laboratérium altal k6zdlt protokol szerint végeztik(6). Els6
lépésben a DS-eket a Dharmakon cég altal forgalmazott, fluoreszcens festékkel jeldlt dupla
szalu oligonukleotidaval transzfektaltuk (siGLOW, nincs &brazolva). A transzfekcio

hatasfoka kdzel 100%-0s volt és az siRNS altali fluoreszcens szignal intenzitasa a



transzfekciot kévetd elsé harom napban nem csdkkent, s6t fokozatosan névekedett. Hasonlo
eredményeket kaptunk, amikor monocita eredetl DS-ek helyett human monocitakat
transzfektaltunk. Az siRNS altali génregulacié fontos paramétere a transzfekcid
hatékonysagan kivul a ,gene silencing” tartéssaga. Esetinkben a CD84 specifikus
oligonukleotiddal (Stealth, Invitrogen) transzfektalt monocitak CD84 expresszidja a
transzfekciot kdvetdé masodik naptdl a hatodik napig gyakorlatilag nulla, amig a ,mutans
oligéval” transzfektalt sejtek CD84 expresszija nem valtozik a nem elektroporalt sejtekkel

dsszehasonlitva (4. Abra)
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4. Abra. CD84 expresszié gatlasa specifikus siRNS tranziens transzfekcidjaval. A periférias
vérbdl izolalt human monocitakat a 0. napon elektroporaltuk CD84-specikikus siRNS-sel. Kontrollként
scrambled oligoval transzfektalt, illetve nem transzfektalt sejteket hasznaltunk. A sejteket a negyedik
vagy az 6tédik napon aktivaltuk 100 ng/ml LPS-sel, vagy szolubilis CD40L-mal (1-10 pyg/ml). A CD84
expressziot naponta mértik aramlasi citométerrel.

2.2. A CD84 hianyanak funkcionalis hatasa human DS-eken.

Az RNS interferencia segitségével CD84 hianyossa tett dendritikus sejtek CD40L- vagy LPS-
aktivaciot kovetd gyulladasi citokin termelését és a T-sejt polarizaciora gyakorolt hatasat az

5. Abra foglalja dssze.
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5. Abra. A CD84 expresszié gatlasanak hatasa a DS-ek gyulladasi citokin termelésére és Thil-
sejt polarizal6 képességére.

Az 5. Abra adatai alapjan megallapithatd, hogy a CD84 receptor hianyaban jelentésen
fokozodik a DS-ek szolubilis CD40-ligand aktivacié iranti érzékenysége, ami fokozott
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gyulladasi citokin termelésben és Th1 iranyu T-sejt polarizaciéban nyilvanul meg. A TLR4
receptor-indukalta szignalok esetében a CD84 hianya els6ésorban az IL-12 termelésre volt
erbteljes hatassal. CD84 hianyaban az LPS-indukalta IL-12 termelés erésen csdkkent. Jol
mérhetd, de kevésbé dramai a CD84 hatasa az LPS indukciot kovetd TNF-a és IL-6
termelésre (5.abra). Megallapithaté tehat, hogy a SLAM receptorhoz hasonléan {Rethi, 2006
#355} a CD84 szignalok gatoljak a CD40L-indukalta aktivaciés utvonalakat, viszont a TLR4-
indukalta szignalokat jelentésen (IL-12), vagy kisebb mértékben (TNF-a, IL-6) fokozzak.

3. A CD84 altal szabalyozott jelatviteli utvonalak azonositasa microarray

analizissel.

A CD84 altal szabalyozott jelatviteli utvonalak azonositasat kontrol és CD84-specifikus
SiRNS-sel kezelt dendritikus sejtek génexpresszios profiljanak &sszehasonlitasaval
végeztik. Kontrollként minden esetben az adott siRNS-hez tervezett kontroll oligdkat
hasznaltunk, melyekben a célszekvencia kozépsd 4 nukleotidjat dsszekevertik. Tovabbi
kontrollként siRNS nélkil elektroporalt sejteket hasznaltunk, mely kontroll az oligonukleotidak
esetleges off-target hatasaira mutathat ra. A differencialédé dendritikus sejteket az izolaciot
kovetd 2. napon elektroporaltuk. A CD40L, illetve LPS altali aktivaciot az 5. napon végeztuik.
A kezelt DS-ekbdl 6 ora elteltével RNS-t izolaltunk. Az RNS-ek minéségét Agilent Chip-eken
vizsgaltuk. A geéncsendesités és sejtaktivacio hatékonysagat minden esetben aramlasi

citometriaval, ELISA-val és kvantitativ RT PCR-rel ellendriztik.

A hibridizacios kisérleteket Dr. Dilair Baban, (Wellcome Trust Centre for Human Genetics,
Oxford) végezte lllumina HumanWG-6 v3 Expression BeadChip-ek felhasznalasaval. Az
adatok bioinformatikai analizise a Fisher's Exact Test (FET) és a Gene Set Enrichment
Analysis (GSEA), két ismert pathway analizis mdédszer kombinacidjaval tértént a Duccio
Cavalieri laboratériumban (Univ. of Florence) kifejlesztett modszerrel(7). Az egyuttmikddést
a DC_THERA DS Network of Excellence altal kiirt és a témavezetd altal elnyert tdmogatas is

segitette.

Az analizis legérdekesebb eredményeit az 1. Tablazat foglalja 6ssze.



1. Tablazat. CD40L altal aktivalt DS-ekben CD84 hianyaban szamos egyes tipusu

interferon- indukalta gén expresszidja csokken

Gene Fold Change
Symbol Gene Name Pathway CD84 wt/KO
Interferon-induced protein with
IFIT2 tetratricopeptide repeats 2 MDAS 6,484142
MX2 myxovirus (influenza virus) resistance 2 MDAS5 6,455148
CXCL10 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 MDAS5, TLR3_IRF3 5,260823
ISG15 Interferon-induced 17 kDa protein DC-SIGN 5,039517
CDh84 CD84 molecule SLAM 4,1929
MX1 myxovirus (influenza virus) resistance 1 MDAS5 3,997404
APOBECS3A | apolipoprotein B mRNA editing enzyme NA 3,21
OAS1 2'-5'-oligoadenylate synthetase 1 MDAS5 2,705428
IFI6 interferon, alpha-inducible protein 6 MDAS5 2,4467
radical S-adenosyl methionine domain
RSAD2 containing 2 MDAS5 2,4423
IFI27 interferon, alpha-inducible protein 27 MDAS 2,16
interferon-induced protein with
IFIT1 tetratricopeptide repeats 1 MDAS 2,4046
STIM2 Stromal interaction molecule 2 Dectin-1 2,371017
IFITM3 interferon induced transmembrane protein 3 | MDAS 1,8794
CCL8 chemokine (C-C motif) ligand 8, IL8 TLR5-8 0,497464
IL12B IL12 beta p40 DC-SIGN, TLR5-8 0,470670
PIK3C2B Phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase | TLR3_NFkB 0,45908
Drosophila melanogaster ECSIT human
ECSIT homologue TLR4,7,8 0,429566

El6zetes eredményeinknek megfeleléen CD40L aktivaciét kdvetben a gyulladasi citokinek
expresszidja (IL-12, IL-8,) CD84 hianyaban emelkedik. Erdekes, hogy a CD40L altal aktivalt
DS-ekben a CD84 receptor hianyaban a DC-SIGN és az MDAS pathway szignifikansan
gatolt. Szamos egyes tipusu interferonok altal regulalt gén (MX1, MX2, IFIT2, IFI6, IFI27, 1.
Tablazat), valamint az IFN-indukalt CXCL10 (IP10) expresszidja is drasztikusan csdkken
CD84 szignalok hianyaban (2.5-20X kulénbdzd donorok esetén). Az érintett gének
differencialis expresszidjat figgetlen mintakon kvantitativ PCR segitségével ellendriztik.

Az egyes tipusu interferonok altal indukalt gének CD84-altali differencialis
szabalyozasa CD40L-aktivalt DS-ekben igen nagy jelentéségl lehet, mivel a SLAM-
receptorok az egerekben és emberben is leirt slelb lokusz centrumaban talalhaték és a
csalad tobb receptorardl feltételezik, hogy aberrans mikoédése szerepet jatszhat az SLE

kialakulasaban(2). Tovabba az is érdekes lehet, hogy a CXCL10/IP10 kemokin szérum
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szintje Lupuszos betegekben korrelaciot mutat a betegség klinikai képével(8). Az MDA5

jelatviteli ut CD84 receptor altali szabalyozasanak kutatasa folyamatban van.

4. A CD84 receptor alternativ splice variansainak vizsgalata immunkompetens

sejtekben

A génfunkcidk biologiai diverzitasanak fokozasa részben kilénb6zé, alternativ splicing soran
képz6dd MmMRNS-ek keletkezésével valésulhat meg. Unger és munkatarsai Affimetrix exon
array segitségével 2105, a T-sejt proliferacié soran megvaltozott expresszidju transzkriptbdl
472 esetében alternativ splice variansok differencialis expressziojat mutattak ki(9). A SLAM
receptorok kozil az NTB-A (SLAMF6) hosszu izoformajanak (2 ITSM motivum) fokozott,
révid izoformajanak (3 ITSM motivum) csdkkent expressziojat talaltak B6sle1b egerek T- és
B-sejtjeiben(3). Ezen egerekben az erds, sejtfelszinhez kotott sajat antigén hatasara a
specikfikus B-sejtek klonalis delécidja normalis a csonvel6ben, mig a gyengébb, solubilis
sajat antigén hatasara fizioldgiasan a periférian lezajl6 B-sejt anergia zavart szenved(10).
Ezek alapjan az NTB-A rovid izoformajanak szerepe lehet az dnreaktiv B sejtek aktivitdsanak
szabalyozasaban(1,2). Hipotézisink szerint a CD84 receptor fent leirt funkcionalis
hatasainak egy része alternativ splicing uUtjan szabalyozédik. A CD84 receptor cDNS
kényvtarakban is eléforduld splice variansait a 6. Abra mutatja. Amig az A1 és A2 izoforma
homoasszociaciéora nem képes, intracellularis doménjéhez a CD84 receptor
szignalizaciojaban fontos molekulak kétédhetnek, igy valoszinlleg ezek a formak részt
vehetnek a CD84 vagy egyéb SLAM receptor jelpalyak modulacidjaban. Az A3-A6 formak
extracellularis doménja érintetlen, de az A4 és A6 izoforma citoplazmatikus régiéja erésen
hianyos. Ezen formak képesek lehetnek CD84 szinalizaciét indukalni mas sejteken, maguk
azonban nem kozvetitenek intracellularis szignalokat. Az A7, szolubilis forma képes lehet a
CD84 szignalizacio szomszedos, esetleg tavoli sejtekben torténé modulacidjara. Az, hogy a

szolubilis CD84 DS-ekben gatlo vagy aktivalo szignalokat indukal még nem ismert.

11



6. Abra. A CD84 ismert splice variansainak felépitése. ITSM: Immunoreceptor Tyrosine based
Switch Motive (foszforilalhato tirozinok)

4.1. A CD84 izoformak expresszidja kiilonb6zé immunkompetens sejtekben

Els6 lépésként a 6. abran lathaté splice variansokra specifikus kvantitativ PCR reakciokat
allitottunk be. Az egyes izoformak expresszidjat nagy tisztasagu (<99.5%), aramlasi
citometria segitségével izolalt primer monocitakon, T-, B- és NK sejteken hataroztuk meg (7.
Abra.) Mivel az egyes PCR reakciok hatékonysaga eltéré lehet, relativ expresszié helyett

abszolut kopiaszamokat mértink.

Adataink szerint primer immunsejtekben az A1, A2, A3, A5 és A7 transzkript detektalhato.
Erdekes, hogy az A1, A2 és A7 splice varians meglepéen magas kopiaszamban fordul el az
A3, vagyis a ,vad tipus(’, telies hosszisagu transzkript-hez képest (7. Abra.). Szolubilis
CD84 mérésére Dr. Pablo Engellel kollaboracioban (Univ. of Barcelona) szendvics ELISA
modszert allitottunk be, melynek érzékenysége jelenleg 1ng/ml alatti, de tervezzik a tesztet
pg/ml érzékenységig fejleszteni. Az ELISA alkalmas lesz SLE korképekben szenvedd

betegek szérumaban az A7 szolubilis CD84 izoforma mérésére.
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7. Abra. A CD84 alternativ splice variansainak megoszlasa primer immunocitakban. Aramlasi
citometriaval izolalt sejtekbdl standard modszerrel totdl RNS-t izolaltunk, majd cDNS-t szintetizaltunk,
végll 20ng RNS-nek megfeleld cDNS mintdban meghataroztuk az egyes variansok abszolut
képiaszamat. A koépiaszam meghatarozashoz az amplifikalt régiénak megfelelé szintetikus DNS-t
(amplikont) hasznaltunk.
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8. abra. A CD48 alternativ splicing soran képzddd varidnsainak expressziéja monocita-eredetii
dendritikus sejtekben. A periférias verbdl izolalt monocitakbdl diferencialtatott dendritikus sejteket
10ug/ml Zymosan (TLR2 ligand) jelenlétében aktivaltuk, majd az &brazolt idépontokban
meghataroztuk az A1-7 splice variansok abszolut képiaszamat.

Ezt kdvetéen monocita eredetli DS-ekben mértiik a fenti splice variansok expressziojat. Mint

az a 8. abran lathato, a DS-ekben az A3 transzkript a dominans, de jelentds, a monocitakban
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mérhet expressziot jelentésen meghaladd expressziot mutat az A1, A2 és A7 varians is. A
7. és 8. abra dsszehasonlitasakor kidertl, hogy a monocitdk dendritikus sejtekké torténd
differenciacidja soran a CD84 gén transzkripcioja fokozddik és az egyes splice variansok

egymashoz viszonyitott aranya jelentésen megvaltozik.

Jelenleg Pablo Engel-lel egylttmiikédésben, folyamatban van a fenti splice variansok DS-
funkciokban betoltott szerepének vizsgalata. Az egyes splice variansokat expresszids
vektorok segitségével DS-ekben overexpresszaljuk és vizsgaljuk a DS-ek citokintermelésére,

016 funkciodira, valamint T-sejt polarizaciés képességére gyakorolt hatasukat.

Osszefoglalva:

A palyazat keretein bellil szamos, eddig ismeretlen, az immunfolyamatok
szabalyozasaban fontos jelenséget detektaltunk a CD84 receptor DS funkcidkra gyakorolt
hatasait illetéen. A CD84 receptor funkciondlis vizsgalatara két, egymastol fuggetlen,
egymast kiegészité modell rendszert allitottunk be, melyek segitségével kimutattuk, hogy a
CD84 a SLAM-hoz hasonléan kontext-dependens receptor, amely a CD40-indukalta
(els6sorban T-sejt eredetll) szignalokat gatolni, a TLR4 szignalokat fokozni képes. Ezen
megfigyeléseink és azon kisérleteink, amelyekben a CD84 és a SLAM expresszidjat RNS
interferenciaval egyidejlleg gatoltuk arra utalnak, hogy a két receptor a DS-funkcidk
szabalyozasaban szinergisztikusan mikddik

Teljes transzkriptom (microarray) analizis segitségével kimutattuk, hogy az MDA5
jelatviteli palya mikodését a CD84-eredetli szignalok jelentésen befolyasoljak, de kisérleti
adataink alapjan a masik fontos RNS szenzor (RIG1) pathway modulaciéja sem zarhato ki.
Az emlitett jelatviteli palyak protein szintl vizsgalata folyamatban van. Az egyes tipusu IFN-
aktivalt gének CD84 altali modulacidja felveti a CD84 szerepét az SLE-ben medfigyelhetd
patoldgias folymatok kialakulasaban is.

Végul jellemeztitk a CD84 egyes splice varidnsainak megoszlasat primer
immunsejtekben és kimutattuk, hogy az egyes mRNS atiratok relativ mennyisége a DS
differenciacié soran jelentésen megvaltozik. E valtozasok funkciondlis hatasainak vizsgalata

folyamatban van.
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