A pollenek altal indukalt oxidativ stressz hatdsa a human dendritikus sejtek miikodésére
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Zaraojelentés

1 A pollenszemek altal termelt reaktiv oxigéngyokok szerepe a humdn mieloid dendritikus
sejtek aktivalasaban

Korébbi vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a hidratalt pollenszemek NAD(P)H oxidaz
aktivitassal rendelkeznek, és reaktiv oxigéngyokoket termelnek. Jelen kisérleteink célja a
pollen NAD(P)H oxidazok altal indukalt oxidativ stressz hatdsanak vizsgalata volt a human
dendritikus sejtek funkcionalis sajatossagaira.

A pollenszemek hatasat a dendritikus sejtek funkcidira human, monocita eredetii
dendritikus sejteken vizsgaltuk. Redox-szenzitiv fluoreszcens festék (2-7-dihydro-
dichlorofluorescein diacetate, DCF) felhasznalasaval kimutattuk, hogy a pollenszemekkel
vald érintkezés oxidativ stresszt generdl a dendritikus sejtekben, amely gatolhaté antioxidans
hatasu vegylilettel, valamint a pollen NAD(P)H oxiddzok kozvetlen gatlasaval is. Szintén
kimutattuk, hogy a dendritikus sejtek a pollenkezelés hatasara olyan citokineket termelnek,
melyek részt vesznek a természetes immunvalaszban (IL-8, TNF-alfa, IL-6), valamint a T
limfocitak polarizacidjaban (IL-10 és IL-12). Eredményeink azt mutatjak, hogy a dendritikus
sejtek antioxidanssal torténd elokezelése szignifikdnsan csokkentette a proinflammatorikus
citokinek termelddését. A hdinaktivalt pollenszemekkel kezelt dendritikus sejtek szintén
kevesebb medidtort termeltek. Tovabbi vizsgélatainkban a parlagfii pollenszemekkel
tenyésztett dendritikus sejtek fenotipusos tulajdonsagait analizaltuk aramlasi citometriaval.
Kimutattuk, hogy a pollenkezelt sejtek felszinén fokozddik a kostimulacios (CD40, CD8O,
CD86) és aktivacios (CD83) molekulak expresszidja. Ezek alapjan megallapithat6, hogy a
pollenszemek altal indukalt oxidativ stressz hozzajarul mind a gyulladasos citokinek
termeléséhez, mind pedig a sejtek fenotipusos aktivacidjahoz, éréséhez. Eredményeink arra is
ravilagitottak, hogy a pollen NAD(P)H oxidézokon kiviil a pollenszemek egyéb komponensei
is hozzéjarulhatnak a reaktiv oxigéngyokok megemelkedett szintjéhez a sejtekben.

A pollenszemekkel kezelt dendritikus sejtek T limfocita aktivaldé €s polarizalo
képességét a dendritikus sejt-T sejt kokultirakban T sejt proliferacids teszt és a T sejtek altal
termelt citokinek mérése alapjan vizsgaltuk. Eredményeink szerint a pollenszemekkel
dendritikus sejtek antioxidansokkal tortént elokezelése csokkentette a T-sejtek proliferacios

képességét. A T-limfocitdk citokin termeld képességét autolog dendritikus sejt-T-sejt
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kokultardkban vizsgaltuk immobilizalt anti-CD3 ellenanyaggal kivaltott aktivacié utan. A
szekretalt citokinek mennyiségét CBA modszerrel vizsgaltuk, mely lehetové teszi tobb citokin
egylittes detektalasat. Az altalunk hasznalt rendszerben IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-10 és GM-
CSF mérését végeztiik el, az IFN-gamma kimutatasara ELISA moédszert hasznaltunk. A T-
sejtek pollenszemekkel kezelt dendritikus sejtekkel tortént tenyésztése utan a sejtek
feliiluszojaban nagyobb mennyiségii Th2 citokineket detektaltunk, mint az éretlen dendritikus
sejtekkel tenyésztett T-limfocitak esetében. Tovabba a T limfocitak a pollenszemekkel kezelt
dendritikus sejtekkel kolcsonhatva fokozott IFN-gamma termeléssel jellemezhetok. Az
antioxidansok jelenléte csokkentette a citokinek termelddését. Tanulmanyoztuk azt is, hogy a
nem allergias és a parlagfii pollen allergids egyének periférias vérébol izolalt naiv T sejtek
eltéréen reagalnak-e az autolog, pollen-aktivalt dendritikus sejtekkel torténé kolcsonhatasra.
Kimutattuk, hogy az aktivalast kovetden a nem allergids egyénekbdl szdrmazd T sejtek
szignifikansabb tobb IFN-gammat termelnek, mint az allergias egyénekbdl szarmazok,
ugyanakkor nem volt kiilonbség az eltér6 eredetii T sejtek IL-4, IL-5 és GM-CSF
produkcidjaban. Azt is kimutattuk, hogy a pollen-aktivalt dendritikus sejtekkel kdlcsonhatod
naiv T sejtek egy alpopulacidja IL-10-et termel. Aramlasi citometrids vizsgalatokkal ezeket a
sejteket CD25+/'Foxp3' T sejtekként azonositottuk. Eredményeink szerint, a pollen-kezelt DS-
ekkel kdlesonhato naiv T sejtekbol 1étrejovo effektor T sejt populacio nem homogén, Thl- és
Th2-citokineket, valamint [L-10-et termel6 T sejtek is azonosithatoak.

Csillag, A., Boldogh, 1., Pdzmdndi, K., Magyarics, 7., Gogoldk, P., Sur, S., Rajnavélgyi, E.,
and Bdcsi, A.: Pollen-grain-induced oxidative stress promotes both innate and adaptive

immune responses via activating dendritic cells.

J. Immunol. 184, 2377-2385 (2010)

2. Kiilfoldi kollaboraciods partnerrel (Dr. Boldogh Istvan, University of Texas Medical Branch
at Galveston) végzett kisérleteinkben kimutattuk, hogy hizosejtekben (RBL-2H3) parlagfii
pollen kivonattal torténd kezelés utan fokozodik a mitokondrialis H,O, termelés. A fokozott
mitokondridlis reaktiv oxigéngyok kibocsatas hisztamin €s szerotonin kiszabadulasat
eredményezi a sejtekbol, fliggetleniil az IgE ellenanyagok altal kozvetitett szignaloktol.
Azonositottuk, hogy a jelenség hatterében protein kinaz C-9 aktivalodasa, valamint a
szekretoros vezikuldk H'-ATPA4z aktivitasanak gatlasa all. Szintén kimutattuk, hogy a
fokozott mitokondrialis H,O, kibocsatas eldsegiti a hizosejtek IL-4 termelését. Eredményeink

szerint a pollenszemek NAD(P)H oxidazai altal kivaltott oxidativ stressz mitokondrialis



diszfunkcidhoz vezethet, €s a hizésejtek aktivalodasat eredményezheti fliggetleniil az adaptiv
immunvalasztol.

Chodaczek, G., Bacsi, A., Dharajiya, N., Sur, S., Hazra, T.K., and Boldogh, 1.: Ragweed
pollen-mediated IgE-independent release of biogenic amines from mast cells via induction of

mitochondrial dysfunction .

Mol. Immunol. 46, 2505-2514 (2009)

3. Kimutattuk, hogy parlagfii pollen expozicié hatasara a 1éguti hamsejtekben mitokondrialis
fehérjék oxidativ modifikacidja kovetkezik be, ami fokozott mitokondrialis H,O, termeléshez
vezet. Azonositottuk, hogy a légzési lanc III. komplexének UQCRC2 fehérjéje a
legérzékenyebb az oxidativ stresszre. Antiszensz oligonukleotidok felhasznalasaval
leregulaltuk az UQCRC2 expressziojat Balb/c egerek légutjaiban (ezzel modelleztik a
mitokondriumok oxidativ karosodast) €¢s megvizsgaljuk ennek hatasat az allergias gyulladas
kialakuldsara. Eredményeink szerint a légiti hamsejtekben kialakuldé mitokondrialis
diszfunkcio fokozza az allergének altal kivaltott eozinofil infiltraciot, a mucin termelddését,
¢s a bronchialis hiperreaktivitdst. Ez arra utal, hogy a kornyezeti oxidativ hatasok altal
kivaltott mitokondrialis karosodasnak szerepe lehet a sulyos tiinetekkel jard allergias léguti
gyulladasok kialakulasaban.

Aguilera-Aguirre, L., Bacsi, A., Saavedra-Molina, A., Kurosky, A., Sur, S., and Boldogh, I.:
Mitochondrial dysfunction increases allergic airway inflammation.

J. Immunol. 183, 5379-5387 (2009)

1l. A parlagfii pollen szub-partikulak (SPP-k) hatisa a humdan mieloid dendritikus sejtek
miikodésésre

Korabbi vizsgalatainkban kimutattuk, hogy hipotonias kozegben a parlagfii
pollenszemek egy része kisméretii (0,5-4,5 um) partikuldkat bocsat ki, amelyek allergéneket
is tartalmaznak és reaktiv oxigéngyokok termelésére is képesek. Megfigyeléseink szerint a
frissen gytjtott pollenszemek képesek jelentés mennyiségii SPP kibocsatasara. A 2009-es
parlagfii pollenszezonban elkezdtiik a friss pollenszemek gytijtését a SPP-k eldallitasdhoz, de
a csapadékos iddjaras kovetkeztében nem tudtunk elegenddé mennyiségli pollent
Osszegyljteni. Az idéjaras bizonytalansaganak kikiiszobolésére felvettiik a kapcsolatot a
pollenkivonatokat klinikai felhasznalasra gyartd6 Greer Laboratories (Lenoir, NC, USA)
céggel, akiktdl 2010 6szén kozvetleniil a pollenszemek ,,iparszerli” begytijtése utan volt

lehetdségilink nagyobb mennyiségili parlagfii pollen megvasarlasra. A tervezett kisérleteket igy
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csak jelentds késéssel tudtuk elkezdeni, emiatt kérelmeztiik a palyazat futamidejének 1 évvel
torténd meghosszabbitasat.

Kisérleteink soran azt vizsgaltuk, hogy a SPP-kal torténd kezelés befolyasolja-e a
human dendritikus sejtek fenotipusos, illetve funkcionalis sajatossagait. Munkankhoz a
dendritikus sejteket egészséges véradok periférias vérébdl izolalt monocitakbol in vitro
differencialtattuk. Sikeriilt kimutatnunk, hogy a SSP-val torténd kezelést kovetden a
dendritikus sejtek képesek a partikuldk megkdtésére, illetve felvételére. SPP expoziciot
kovetden megnd a dendritikus sejtek felszinén az antigén prezentacioban jelentos HLA-DQ és
valamint CD40, CD80 ¢és CD86 molekulak expresszioja, valamint fokozodik a sejtek IL-6,
TNF-alfa és IL-8 termelése. Az SPP-vel kezelt dendritikus sejteknek fokozodott a naiv T-
sejteket aktivalo képessége. Amikor az SPP-vel kezelt dendritikus sejteket allogén, CD3+ pan
T-sejtekkel tenyésztettiik egyiitt, az aktivalast kdvetden mind a nem allergias egyénekbdl,
mind az allergias egyénekbdl szarmazé T sejtek esetén fokozott IL-17 és IFN-gamma
termelést detektaltunk. IL-4 termelés csak az allergias egyénekbdl szarmazo T sejteknél volt
megfigyelhetd. Megfigyeléseink szerint e jelenségek kialakulasaért — legalabb részben - a
pollen NAD(P)H oxidazok, illetve az altaluk kivaltott oxidativ stressz felelés. Eredményeink
arra utalnak, hogy a SPP-k a DC-ek aktivalasa révén az allergének elleni adaptiv
immunvalasz kialakul4saban is szerepet jatszanak.

PLoS One. (kozlésre bekiildve) manuscript number: PONE-D-12-16959

1Il. Az oxidativ stressz hatdsa az in vitro tenyésztett plazmacitoid dendritikus sejtek
funkcidjara

idotartalma  H,O, kezelés hogyan befolydsolja a plazmacitoid dendritikus sejtek
¢letképességét, fenotipusos jellemzoit, citokin termelését és T sejt aktivald/polarizald
képességét. A vizsgalatokhoz a plazmacitoid dendritikus sejteket egészséges véradok
periférids vérébdl, magneses sejtszeparalasi eljarassal izolaltuk. Aramlasi citometria
segitségével vizsgaltuk a sejtek életképességében bekdvetkezd valtozasokat, illetve a
plazmacitoid dendritikus sejtek fenotipusos jellemzoéit. A plazmacitoid dendritikus sejtek
citokin termelését ELISA modszerrel hataroztuk meg, a plazmacitoid dendritikus sejtekkel
kokultivalt T sejtek citokin termelését ELISPOT modszerrel detektaltuk. Megfigyeléseink

szerint a plazmacitoid dendritikus sejtek érzékenyen reagalnak az oxidativ stresszre, mar 0.1
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sejtek felszinén csak kismértékben valtozott a CD40, CD80, CD86, és a CD83 expresszioja,
azonban jelentOsen csokkent a HLA-DQ kifejezddése. A H,0O; kezelés nem fokozta a sejtek
IL-6, TNF-alfa, ¢s IL-8 kibocsatasat, illetve nem valtotta ki IFN-alfa termelddését. Allogén T
sejtekkel torténd kokultivaciot kovetden azt volt megfigyelhetd, hogy az oxidativ stressznek
kitett plazmacitoid dendritikus sejtek hatékonyabban aktivaljak az IL-4-termelé T sejteket,
mint a kezeletlen plazmacitoid dendritikus sejtek. A H,O; kezelés ugyanakkor nem valtoztatta
meg a plazmacitoid dendritikus sejtek IFN-y- vagy IL-17-termelé T limfocitdkat aktivalo
képességét. Kimutattuk, hogy a naiv autolog T sejtekkel torténd kokultivacio eldtt oxidativ
stressznek kitett plazmacitoid dendritikus sejtek inkabb Th2, mint Thl iranyt polarizaciot
segitenek eld, valoszintileg a fokozott OX40-L kifejezddés kovetkeztében. Megallapitottuk
azt is, hogy az oxidativ stressz felfiiggeszti az R837 (TLR7 agonista) plazmacitoid dendritikus
sejtekre gyakorolt aktivald hatasat. Eredményeink arra utalnak, hogy a gyulladasos sejtek altal
termelt oxigéngyokokkel reagald plazmacitoid dendritikus sejteknek a gyulladasokat
csokkentd illetve tolerogén hatasa lehet az adaptiv immunvalasz soran.

Pdzmandi K, Magyarics Z, Boldogh I, Csillag A, Rajnavélgyi E, and Bdcsi A.: Modulatory
effects of low-dose hydrogen peroxide on the function of human plasmacytoid dendritic cells.
Free Radic Biol Med. 52, 635-645 (2012)

1V. A plazmacitoid dendritikus sejtek funkciondlis analizise parlagfii allergias egyének
periférias véreben

Parlagfii pollen allergiaban szenvedé betegek (n=20) és egészséges Onkéntesek (n=20)
periférids vérmintdiban a plazmacitoid dendritikus sejtek fenotipusat hasonlitottuk Ossze
aramlasi citometrids modszerrel. Meghataroztuk az MHC-II (HLA-DR) és szamos ko-
stimulatorikus molekula (CD80, CD86, ICOS-L, CD40, CD83), kemokin-receptor (CCR7 és
CXCR4) illetve Fc-receptor (CD32 és CD64) expresszidjat. Méréseink soran szignifikans
eltérést csak a sejtfelszini, nagy affinitasti IgE-receptor (FCERI) kifejez6désében talaltuk. Az
FcERI expresszidja a pDS-eken allergias betegekben magasabb volt. Megfigyelésiink
megegyezik egy a kozelmultban publikalt vizsgalat eredményével, igy sajnos nem tudtuk
lek6zdlni (Tversky et al. Clin Exp Allergy. 38, 781-788, 2008).

LehetOségiink nyilt azonban arra, hogy egy magyarorszagi betegb6l szarmazo,
plazmacitoid dendritikus sejt-eredetli leukémia sejtek funkcionalis vizsgalatat elvégezziik.
Megvizsgaltuk hogyan reagalnak ezek a leukémias sejtek TLR7 és TLR9 agonistakkal torténd
kezelésre. A TLR agonistak fokoztak a sejtfelszini expresszidjat a HLA-DQ, a CD80, és a
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CD86 molekuldknak. ,,B” tipustt CpG oligonukleotidok vagy imiquimod kezelés hatdsara a
sejtek TNFa-t és IL-6-ot termeltek. ,,A” tipusti CpG oligonukleotidok vagy imiquimod [FNA1
expressziot valtottak ki, de [FNa nem volt detektalhat6 a sejtek feliiliszojaban (valosziniileg a
cryoprezervacid kovetkezményeként). Sikeriilt kimutatnunk, hogy TLR agonistak fokozzak a
citoplazmatikus nukleinsav szenzorok (RIG-I és MDAS) expresszigjat mind a leukémias
sejtekben, mind a normal pDS-ekben. Eredményeink szerint a leukémids sejtek
felhasznalhatok a normal pDS-ek funkcionalis sajatossagainak vizsgalatahoz.

European Journal of Haematology (kozlésre bekiildve) manuscript number: 7224



