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1. BEVEZETES

Az allergias betegségek eléforduldsa az elmult évtizedekben drdmai maodon
megnovekedett. Az allergias rhinitis prevalencidjanak orszagos atlagat évrél-évre egyre
magasabbra becslulik, napjainkban mar 15-25% kozo6tt is lehet. Sajnalatos mddon a betegek
legkevesebb harmadandl asztma is diagnosztizalhat6. Az allergids korképek és ezen belll a
parlagfii pollen okozta megbetegedések szdmanak ugrasszeri megemelkedését tébbféle
tényezd okozhatja, kiemelt szerepe van azonban a megvaltozott nagyvarosi életformanak
valamint a civilizacios kérnyezeti valtozasoknak. Habar az életveszélyes anafilaxias reakciok
mellett az asztma is lehet halalos kimenetel(, az allergia tobbnyire nem végzetes betegseég,
viszont jelentésen rontja az életmindséget. Az allergias reakciok soran kialakul6 kellemetlen
tinetek vildgszerte milliok szamara okoznak szenvedést és atvirrasztott éjszakakat. Ezért
lenne nagy jelentdségl, ha az allergids reakciok pathomechanizmusat minél jobban
megismerhetnénk, és olyan eljarasokat fejleszthetnénk ki, amelyekkel megel6zhetnénk az
allergias reakciok kialakuldsat, vagy megszintethetnénk az emberi szervezet koros
vélaszado készségét.

Az allergias léguti gyulladas kialakulasa szoros 6sszefliggésben van az oxidativ
stresszel. Oxidativ stressz akkor jon létre, ha tobb szabadgyok termelédik, mint amennyit a
sejtek, szovetek antioxidans kapacitdsa eliminalni képes. A légutakban az oxidativ stressz
kialakulasaért mind exogén, mind endogén forrasokbdl szarmazo reaktiv gyokok is felelések
lehetnek. Az oxidativ stressz szamos olyan citokin és kemokin termel6dését is kivaltja,
amelyeknek alapveté szerepe van a gyulladasos folyamatok kialakulasdban. Néhany éraval
az allergén bejutasa utan, intenziv szabadgyok-termelésre képes neutrofil és eozinofil
granulocitak vandorolnak a légutak peribronchialis régidiba. Masik fontos endogén forrasa a
reaktiv gyokoknek a sejtlégzés. A mitokondridlis sejtlégzés soran szabadgytkok keletkeznek
melléktermékként. Szamos tanulmany szamol be arrdl, hogy azok a kilsé kornyezeti
tényezdk, amelyek fokozzak a reaktiv gyokok szintjét a légutakban, mint példaul az 6zon, a
cigarettafiist, vagy a dizelmotorok kipufogéfustjének részecskéi, sulyosbitjak az allergias
léguti gyulladas és az asztma tlneteit.

Az MTA doktori értekezésemben azokat a legfontosabb kisérleteket mutatom be,
amelyek sordn a pollen altal kivaltott allergias reakciok és az oxidativ stressz egy teljesen Uj

és meglepd kapcsolatat sikerdlt feltadrnunk.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) és az antioxidans védekezé rendszer

A reaktiv oxigén szarmazékok molekularis oxigénbél redukciéval képzédnek. Vannak
kozottik olyan molekulak, amelyek kuilsé elektronpalyajukon egy péarositatlan elektront
tartalmaznak, ezek a szabadgyokok. Ebbe a csoportba tartozik példaul a szuperoxid anion
(0O,") és a hidroxil-gyok (OH") is. Vannak olyan molekulak, amelyek nem rendelkeznek
parositatlan elektronnal, mégis erésen reaktivak, valamint prekurzorai lehetnek
szabadgyokok kéepzédésének. llyen molekula példaul a hidrogén peroxid (H,0,), a szinglet
oxigén (*O,), vagy az 6zon (Os). A reaktiv oxigén szarmazékok nitrogén-oxiddal is reakcioba
léphetnek, ekkor reaktiv nitrogén szarmazékok képzédnek. Az egyik legfontosabb ezek kdzul
a peroxinitrit (ONOQ"), amely O, -bdl és nitrogén-oxid gyokbsl (NO') jon létre.

A ROS forrasa lehet exogén vagy endogén. Az exogén forrdsok kdzé tartoznak példaul
a dohanyfist, a dizelmotorok altal kibocsatott apré részecskék, az UV és az ionizald
sugarzas, a tobbszérosen telitetlen zsirsavak mértéktelen fogyasztasa, valamint kilénbdzé
gyégyszerek, féként az antineoplazids szerek [1, 2]. Az endogén forrasok kozil a
legjelentésebb a mitokondrium. A légzési lancban halad6 elektronok 0,1-2%-a ugyanis
.megszokik” a rendszerbdl, és az O, részleges redukcidjat okozza, ami O, keletkezéséhez
vezet [3]. A mitokondriumokban a ROS képzddés elsédleges helyszinei a légzési lanc 1. és
[ll. komplexei [4]. A mitokondriumok ROS termelése féleg akkor fokozédik, amikor valamilyen
hatas miatt gatlodik a Iégzési lanc mikodése [5]. A létrejové O™ spontan dizmutacidval, vagy
a mitokondriumokban magas koncentraciéban megtalalhaté szuperoxid dizmutaz (SOD)
enzimek mikodése révén H,0,-da alakul [6], ami a mitokondrialis membranon kénnyen
atdiffundalva a citoszolba keriil [7]. Bar a mitokondridlis O,” termelés a sejtlégzés
melléktermékének tlinik, azonban a sejt mikodésének szabdalyozasaban is szerepet jatszik.
Hipoxias korulmények kozott példaul, a fokozott ROS termelés nélkllozhetetlen a hipoxia-
indukélhaté transzkipcidos faktor aktivalasahoz, ami a megfelelé cellularis valaszok
elinditdsdhoz szukséges [8]. A sejtekben zajl6 szabalyozott ROS termelésért a féleg NADPH
oxidaz (Nox) enzimek a felel6sek [9]. Ezeket az enzimeket legel6szor a fagocita sejtekben
(makrofagok, neutrofil granulocitak) irtak le, és az altaluk termelt O, kulcsszerepet jatszik a
kérokozék elpusztitasaban [10, 11]. Az elmult években kilonféle szdvetekben tdbb, a
fagocita oxidazzal homoldg enzimet is felfedeztek. Ezeket ma mar a NADPH oxidazok Nox
enzimcsaladjanak tagjaiként tartjuk szadmon [12, 13]. Szuperoxid gyokét nemcsak NADPH
oxiddzok, hanem maéas enzimek is, példaul xantin oxidaz, lipoxigenaz, ciklooxigennaz,

citokrom P-450 enzimek képesek termelni [14].
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Vannak olyan ROS termelé mechanizmusok is, amelyek kozvetlenil H,O, szintézisét
eredményezik. A peroxiszomék a sejtek H,O, termelésének legfontosabb forrasai [3]. Ezek a
sejtorganellumok szadmos olyan enzimet tartalmaznak, amelyek mikoddésik révén H,0O,-ot
termelnek. Ezek kozé tartoznak példaul a glikol oxiddz, D-aminosav oxidaz, ureat oxidaz,
acetil-CoA oxidaz. A peroxiszomak enzimatikus oxidativ reakcioi kulénosen fontosak a méj-,
valamint a lépsejtekben, ahol a toxikus anyagok eliminalasa létfontossagu a szervezet
szamara [15].

A ROS szintjét a szervezetben nemcsak a keletkezésiik, hanem lebontasuk sebessége
is szabalyozza. A mitokondriumokban nem enzimatikus aton keletkezé, vagy a kilénb6zé
enzimek altal termelt O, atalakitasat H,O,-d4 a SOD enzimek végzik (1. abra). A SOD
enzimeknek harom tipuséat kulonboztetjlk meg az enzim aktiv részéhez kapcsoldédd fém
jellege és a cellularis lokalizaciéjuk alapjan [16]. A réz és cink tartalmd SOD (CuZn-SOD
vagy SOD1) a sejtek citoszoljdban, a mangan tartalmi SOD (Mn-SOD vagy SOD2) pedig a
mitokondriumok matrixaban talalhatd meg. Kis mennyiségli extracellularis SOD (ec-SOD
vagy SOD3) is van a szervezetinkben, amely bar a CuzZn-SOD csaladba tartozik, de
citoszolikus tipusnal nagyobb molekulatdmegi és heparint kdtd hellyel is rendelkezik. A H,O,
semlegesitését a katalaz és a glutation peroxidaz enzimek is elvégezhetik (1. abra). Az
oxidalt glutation (GSSG) regeneralasa a NADPH-fiiggd glutation reduktaz feladata (1. 4bra)
[17].

Exogén forrasok

SOD 1/SOD 2/SOD 3

o'
- Z
Fenton reakcio Haber Weiss reakcio

1 2GSH NADPH
Lipid peroxidacio
Oxidativ protein karosodas GSSG N A[)p

Oxidativ DNS karosodas
Hzo +11202 H20+02

1. dbra. A reaktiv oxigén szarmazékok képz édése és metabolizmusa
0O,": szuperoxid anion; H,0,: hidrogén peroxid; ONOQ™: peroxinitrit; OH": hidroxil-gyok, SOD:
szuperoxid dizmutaz; CAT: kataldz; GPx: glutation peroxidaz; GR: glutation reduktdz; GSH:
redukalt glutation; GSSG: oxidalt glutation [18].
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A ROS hatastalanitasaban nemcsak enzimek altal katalizalt mechanizmusok vesznek
részt, hanem kulonbdzd antioxidans hatdsu kismolekulak is. Ezek a sejten belll, illetve a
sejtek kozotti térben antioxidans tulajdonsagaik révén képesek lelassitani vagy meggatolni
méas molekuldk oxidaciéjat, azéltal hogy megakadalyozzdk az oxidativ lancreakciokat és
elimindljak a reaktiv gyokoket. Az antioxidansok lehetnek vizben old6do vagy zsirban oldédé
molekuldk. Vizben old6d6 antioxiddnsok példaul a redukalt glutation (GSH), a tiolok
(cisztein), az aszkorbinsav (AA), a hagysav, a melatonin és az N-acetil-cisztein (NAC). A
NAC egy kettds hatasu antioxidans, egyrészt a glutation prekurzoraként képes fokozni a
sejtek antioxidans kapacitasat, masrészt kozvetlendl is képes reakcidéba lépni a reaktiv
gyokokkel és semlegesiteni azokat [19]. A zsiroldékony antioxiddnsok kozé tartozik az a-
tokoferol (E-vitamin), az ubiquinolok és a karotinoidok. A vizben old6d6 antioxidansok a
citoplazméban és a vérben 1évd szabadgyokoket semlegesitik, mig a zsiroldékonyak a
membranokat védik a lipidperoxidaciotol [20]. A sejtek oxidativ allapotét elsésorban a reaktiv

gyokok és az antioxidansok sejten bellli ardnya hatarozza meg.

2.2. A makromolekulak oxidativ modosulasai

Ha a homeosztazis a ROS termelése vagy kialakuldsa és az antioxidans rendszerek
kozott megbomlik, azaz a redox &llapot az oxidacio irdnyéba tolédik el, oxidativ stressz alakul
ki. Oxidativ stressz soran a sejtek és szOvetek makromolekuldi kérosodhatnak.
Leggyakrabban a lipidek, a fehérjék és a DNS molekulak oxidacidja kovetkezik be [21]. Az
oxidalt termékek mennyisége jelzi, hogy milyen mértékben borult fel az egyensuly az
oxidacios és az antioxidans, valamint a karosodott molekuldkat javito rendszerek kozott.

A sejtalkoté komponensek kozil a sejtmembran az egyik legérzékenyebb a ROS karos
hatasaival szemben. A telitetlen zsirsavak a szabadgyokok kozil kilonésen a OH’
tAmadasanak vannak kitéve. A reakcio elsé lépéseként a szabadgyok H*-t von el a telitetlen
zsirsavtol. A kialakuld lipid-gy6k nagyon reaktiv, lipid peroxil-gyok forrdsa lehet, amely
telitetlen zsirsavakkal reagalva lipidperoxidokat vagy ciklikus szerkezetl peroxidokat képez.
A lipidperoxidacié a sejtmembran fluiditAsanak és permeabilitAsanak megvaltozasat
eredményezheti, akar a lipid kettésréteg integritasa is megsziinhet. A lipidek oxidativ
moédosuldsa sordn nemcsak lipidperoxidok, hanem aldehidek is keletkeznek (pl.
malondialdehid /MDA/ és 4-hidroxinonenal /4-HNE/) [22, 23]. Ezek az aldehidek, noha nem
szabadgytkok, mégis rendelkeznek bizonyos reaktivitdssal. Képesek reakcidba lépni a
lizinek e-aminocsoportjaval, igy a fehérjéek kozott keresztkotéseket alakithatnak ki [24].

Relativ stabilitasuk révén az aldehidek a keringési rendszeren keresztll eljuthatnak a
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keletkezésilk helyétdl tavol esd sztvetekbe is, és ott is sulyos karosodasokat okozhatnak
[25, 26].

A sejtekben zajlé folyamatok tobbsége fehérjék kozvetitésével valésul meg, ezért ezek
a makromolekuldk nagy mennyiségben fordulnak el a biolégiai rendszerekben, igy fontos
célpontjai a ROS tamadasanak. A fehérjék oxidativ modosulasa magaba foglalhatja a
polipeptid ,gerincnek” az oxidalodaséat, fehérje-fehérje keresztkttések kialakuldsat, az
aminosav oldallancok oxidaciojat, valamint reaktiv karbonil-szarmazékok keletkezéseét is.
Ezek a folyamatok a fehérje fragmentéciojat eredményezhetik, illetve kulonféle fehérje
oxidacios termékek keletkezhetnek, amelyek mas makromolekulak karosodaséat okozhatjak
[27] Elvileg a fehérjék minden aminosav oldallancéat érheti szabadgyok tAmadas, azonban a
tiol-csoporttal rendelkez6 cisztein a leginkabb fogékony erre. Habar kisebb mértékben, mint
a cisztein, a kéntartalmi metionin és az aromas aminosavak, a tirozin és a triptofan is
hajlamosak az oxidacidra [28]. Az oxidativ mddosulas jelentés valtozdsokat eredményezhet
a fehérje szerkezetében [23]. A legtdbb fehérje karosodas helyrehozhatatlan, ezért az
oxidativ valtozasoknak nagyon széles Kkorl funkciondlis kdvetkezményei lehetnek.
Megvaltozhat receptorok, enzimek és transzport fehérjék mikodése, valamint (j antigén
epitépok johetnek létre, amelyek immunvalaszokat indukalhatnak [29]. Bar az oxidativan
modosult fehérjéket Aaltalaban lebontjadk a proteaszomak, vagy autofagiat kévetéen a
lizoszOmak, eléfordulhat, hogy a karosodott fehérjék eltavolitasa nem teljes mértéki, ami
funkciondlisan inaktiv protein aggregatumok kialakulasahoz vezethet. Ezek az életkor
elérehaladtaval a sejtek kilonb6zé kompartmentjeiben, vagy az extracellularis térben
felhalmozddhatnak [28]. Az is lehetséges, hogy az oxidativ stressz magat az oxidalt fehérjek
eltavolitdséért felelés proteolitikus rendszert karositja, ezéltal felgyorsitia a karbonilalt
fehérjekbdl allo aggregatumok felhalmozodasat [30]. Az ilyen fehérje-aggregatumok fokozott
képzddéset dsszefliggésbe hoztak tobb idéskori betegség (pl. Parkinson-kor és Alzheimer-
kor), sét egyes tumorok kialakulaséaval is [18, 31].

A kiulonb6z6 szabadgyokok és reaktiv szarmazékaik tobb, mint szazféle oxidativ DNS
karosodast okozhatnak, példaul egyes vagy kettds szalu toréseket (single-strand break
/ISSB/, double-strand break /DSB/), dezoxiribdéz oxidaciot, DNS-fehérje keresztkttések
kialakulasat, valamint bazis modosulasokat. A DNS bazisok kozétt a guanin oxidalédik a
legkdnnyebben, ugyanis annak a legalacsonyabb a redox potencidlja a négyféle bazis kozul
(-1.29 mV vs. Ni-H elektrod). A guanin bazis oxidativ karosodasa tobbféle ézidt
eredményezhet - az oxidal6 dgensek tulajdonsagaitél fuggben -, a leggyakoribb elvaltozas
mégis a 7,8-dihydro-8-oxoguanin (8-oxoG) kialakulasa [32]. Becslések szerint élettani
koérilmények kozott kortlbelll szdzezer 8-oxoG keletkezik az eukaridta sejtek DNS-ében
naponta [33]. Az emberi sejtekben az intrahelikalis 8-0xoG egyedi elektromos tulajdonséagait

a 8-oxoguanin DNS-glikozilaz 1 (OGG1) enzim ismeri fel, és tavolitia el a 8-oxoG-t a
10



dc_1238 16

nukleéaris és a mitokondrialis genombdl [34]. A DNS-bél kivagodo 8-oxoG béazisrél kordbban
azt gondoltdk, hogy nincs biolégiai hatdsa, és egyszerlien tavozik a sejtekbdl, illetve
szovetekbdl [35]. A 8-oxoG kimutatdasa az extracellularis folyadékbol az egyik
legmegbizhatobb mddszer a szervezetben kialakult oxidativ stressz mértékének becslésére
[36]. Ha nem torténik javitas, a 8-oxoG az adeninnel keril parba a DNS-replikacio soran és
ez transzverziés mutaciét (G:C—T:A) eredményezhet. Az Oggl”™ egerek a genomban
felhalmozéd6 8-oxoG ellenére sem mutatnak |ényegesebb fenotipusos eltérést, vagy
fokozott hajlamot a tumorok kialakulasara, még akkor sem, ha kronikus oxidativ stressznek
voltak kitéve [37]. Meglepé médon az Oggl” egerek ellendllébbak a H. pylori fertézés
keltette gyulladdssal [38], tovabba lipopoliszacharid (LPS) vagy oxazolon kezelés éaltal
kivaltott gyulladassal szemben [39], ami arra utal, hogy az OGG1l-nek (a DNS-javitd
mechanizmusoktol fuggetlendl), és/vagy a szabad 8-oxoG-nak szerepe van a gyulladasok
kialakulasaban. Nemrégiben kidertlt, hogy az OGG1l nagy affinitassal koéti a DNS-béI
kivagott 8-oxoG-t, az enzim aktiv centrumatdl eltéré helyen [40]. A létrejovd komplex
kélcsdnhatasba Iép a Ras [40], a Racl [41] és a RhoA [42] kis GTPazokkal, és elésegiti a
megkotétt GDP  lecserélédését GTP-re. A 8-0x0G-OGG1 komplex hatdsara létrejové
aktivalédasa a kis GTPazoknak olyan gének atirddasat indukalhatja, amelyek jelentds
szerepet jatszanak a léguti gyulladadsok kialakuldsaban és a tiudd szoveti atépulésében
(remodeling) [43].

Kordbban azt gondoltdk, hogy a kulonb6zd molekulak oxidativ modosulésai
mindenképpen az adott molekula irreverzibilis karosodasahoz, valamint funkcidévesztéséhez
vezetnek. Az elmult néhany évtized kutatdsai alapjan azonban egyértelmiveé valt, hogy az
oxidativ mddosulds gyakran fiziologids folyamat része [44]. A fehérjék szabdlyozott
korulmeények kozott torténé modositasa elsésorban a H,O,-ra jellemzd. A H,O, ugyanis a
hidroxil gyokhoz, vagy a szuperoxid anionhoz viszonyitva kevésbé reaktiv, igy alacsonyabb
koncentracioban kisebb val6szintséggel |ép nem-specifikus reakciokba. Raadasul a
féléletideje is hoszabb, mint a szabadgyokoke, igy képz6dési helyétdl viszonylag nagyobb
tavolsagra is el tud diffundalni. Hatasat altalaban a fehérjék cisztein oldalldncainak szabad
tiol-csoportjan fejti ki. Az oxidalédas eredményeként a fehérién belll, vagy a fehérje
molekulak kodzott diszulfid hidak alakulhatnak ki. A H,O, féleg kinaz-mediélt Gtvonalak
szabalyozasdban vesz részt, a legjobban jellemzett in vivo célpontjai a protein tirozin
foszfatazok (pl. PTP-1B, SHP1 és SHP2) [45]. Jelatviteli szerepének fontossagéat sokféle
celluléris folyamatban, példaul a proliferacioban, a migraciéban, az adhézié-hiany okozta

sejthalalban, és a redoxhomeosztazis szabalyozaséban is leirtak mar [46].
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2.3. Az oxidativ stressz és a léguti gyulladas kapcsolata

A szabadgyokok éatlagos élettartaméat szamos tényez4 befolyasolhatja, példaul az
oxigén tenzié, a hémérséklet vagy mas szabadgyokok illetve antioxidansok jelenléte.
Fiziologias korulmények kozott, a sejtekben illetve a szdvetekben, ahol az oxigén
koncentracio joval alacsonyabb (kb. 10-25 uM), mint in vitro kérilmények kozott a levegében
(kb. 220 uM), a reaktiv gyokok élettartama sokkal hosszabb lehet [47]. igy az in vivo
koérilmények kozott keletkezd szabadgyokok és mas oxigén szarmazékok élettartama akar
1-2 nagysagrenddel is hosszabb lehet, mint in vitro kisérletek esetében. Ez lehetévé teszi,
hogy a reaktiv gyokok a sejtek szignalizaciés és regulacidés folyamatainak résztvevéivé
valjanak [48, 49], vagy nagyobb koncentraci6 esetén részt vegyenek az Oregedési
folyamatokban és kulonb6z betegségek patomechanizmusaban [2].

Régéta ismert, hogy az allergids léguti gyulladas és az asztma kialakulasaban is
szerepet jatszik az oxidativ stressz [50]. Talan az egyik legjobban ismert forrasai a léguti
oxidativ stressznek a kilénb6zé kivaltd tényezdk hatdsara bearamld gyulladasos sejtek. Az
infiltrdl6d6, aktivalt gyulladasos sejtek, elsésorban NADPH oxidazaik révén, nagy
mennyiségii O,"-t termelnek. A mechanikai és kérnyezeti ingerek hatasara a hamsejtekben
kialakul6 mitokondrialis miikodési zavar szintén fokozott O, termelédést eredményezhet, igy
hozzajarulhat a léguti oxidativ stressz kialakulasahoz [51]. A O,", a mar ismertetett
mechanizmusok révén, gyorsan H,0,-da dizmutalédhat. A H,O, Fe®* vagy Cu?" ionok
jelenlétében a rendkivil reakcidképes hidroxil-gyokké alakul, vagy az eosinofil és neutrofil
granulocitdk peroxidadzainak kozremiikdodésével, halogénekkel 1ép kdlcsbnhatasba, ami
hipobromossav (HBrO) vagy hipoklérsav (HCIO) kialakulasahoz vezet [52, 53]. Raadasul,
jelentés mennyiségl NO' is képzddik a hamsejtekben a gyulladasos folyamatok részeként
induk&lédd nitrogén-oxid szintdz (iINOS) mikodése révén. Reaktiv oxigén szarmazékok
jelenlétében a NO® kiillénb6zé reaktiv nitrogén szarmazékokat hoz létre [54]. Ezek a reaktiv
vegyuletek mdédosithatjak a fehériek szerkezetét és funkcidjat. A karosodott proteinek
lebontasabdl szarmazd kloro-, bromo-, és nitrotirozin kimutathatd az asztmas betegek
vizeletében [55]. A fehérjék oxidativ médosulasa felerésitheti az oxidativ és a gyulladasos
folyamatokat a légutakban. A nitro- és klorotirozin oldallancok kialakulasa példaul csokkenti a
katalaz enzim aktivitasat, ezaltal lehetévé teszi a H,O, felhalmozédasat, ami tovabb noveli az
oxidativ stresszt [56].

A koérnyezeti forrdsbol szarmazé oxidansok szintén hozzgjarulhatnak a léguti oxidativ
stressz kialakulasahoz. Minden lélegzetvételkor nagyszamu oxidativ potenciallal rendelkezé
molekula jut be a légutakba, kilénb6z6 gazok (pl. 6zon, nitrogén-oxidok, kén-dioxid) [57]
vagy finom, apré szemcsék formajaban [58]. A csak néhany mikrométeres, vagy annal is
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kisebb részecskék koénnyedén elérhetik az alsé légutak, és ott elésegithetik az oxidativ
egyensuly felbomldsat, ami gyulladasos citokinek felszabadulasahoz vezethet [59]. A
gépjarmivek, féleg a dizelmotor meghajtasuak, altal kibocsatott fust szintén oxidativ stresszt
okozhat, még rovid ideig tarté expozicié esetén is [60]. Mind az aktiv, mind a passziv
dohanyzas soran belélegzett fust egyike a legjelentésebb oxidativ stresszt indukalo
forrasoknak. Ugy becsiilik, hogy egyetlen szippantas soran 10* géz, vagy részecske fazisu
oxidans jut be a légutakba. Nem meglepé tehat, hogy az aktiv dohanyosokban magas az
oxidativ stressz biomarkereinek a szintje, nemcsak a légutakban, hanem szisztémasan is,
mint a nemdohanyzokban [61]

Egyre tobb a bizonyiték arra, hogy az elhizas jelentés rizikéfaktor az asztma
kialakulasaban. Az elhizott emberekben sulyosabbak az asztma tlinetei és azok nehezebben
kontrolldlhatok gyogyszeresen. Egyes tanulmanyok kimutattdk, hogy a testtbmeg-index
(BMI) novekedéseével, ndvekszik a léguti oxidativ stressz biomarkereinek szintje is [62]. A
léguti oxidativ stressz kialakuldsara elhizott asztmas betegekben magyarazat lehet a
fokozott gyulladdsos valasz és a leptin kozotti dsszefliggés. Kisérleti korilmények kdzott
ugyanis a leptin noveli a gyulladasos sejtek szamat és a pro-inflammatorikus citokinek
szintjét a légutakban [63]. Az elhizott asztmas betegekben nagyon magas a leptin
koncentracidja a légutakban, és kimutattak azt is, hogy alveolaris makrofagjaik aktivalt
allapotban vannak, és gyulladaskelt® citokineket termelnek [64, 65]. Erdekes médon, magas
zsirtartalmu ételek fogyasztdsa utan léguti neutrofilia alakul ki és a neutrofil sejtek
mieloperoxiddz enzimei hatasara hipoklérossav képzddhet [66]. Egy tovabbi, nemrégiben
feltart lehetséges kapocs a léguti oxidativ stressz és az elhizds kozott, a l1éguti INOS enzim
O," termelése. Ha kevés a rendelkezésre all6 szubsztratja (L-arginin) az enzimnek és/vagy
az endogén NOS inhibitorok szintie megemelkedik, ez az INOS mikodésének
szétkapcsolasahoz vezet. Szétkapcsolas soran, az enzim O, -t termel NO helyett [67]. Az
aszimmetrikus dimetil-arginin (ADMA) L-argininbdl jon Iétre poszttranszlacidés metilaciéval, és
egyike annak a harom NOS inhibitornak, amelyek a NOS mindharom izoformajat képesek
szétkapcsolni [68]. A sulyos asztmaban szenvedékben alacsony az L-arginin szintje [69],
ugyanakkor az elhizottakban az ADMA magas koncentraciojat mutatték ki [70]. A plazméban
az L-argininfADMA koncentraciok hanyadosa forditottan ardnyos az asztmas betegek
testtomeg-idexével, és minél kisebb az L-arginin/ADMA aranya, annal nagyobb a léguti
tinetek gyakorisdga [71]. Tovdbbéa, az ADMA koncentracioja magasabb az asztmas betegek
légltjaiban, és a szintje forditottan aranyos a kilégzett NO mennyiségével [71].
Egérkisérletben, az allatok ADMA kezelése fokozza a léguti gyulladasos valaszokat [67].
Ezeknek a megfigyeléseknek az alapjan, az L-arginin/ADMA arany fontos indikatora a léguti

oxidativ stressznek és az NO csokkent termel6désének.
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2.4. Dendritikus sejt (DC) altipusok a légutakban

A DC-k, az immunrendszer egyéb sejtieihez hasonléan, a csontvel6i CD34"
hematopoetikus 8ssejtekbdl szarmaznak, kulénbdzé fejlédési utvonalakat kdvetve mieloid,
illetve limfoid el6alakokka differencialodhatnak, majd a periférias szovetekben telepednek le.
Az utdbbi évek kutatasai ravilagitottak arra, hogy a DC-k fejl6dési folyamatai sokkal nagyobb
flexibilitAst mutatnak, mint korabban gondoltak [72]. Legfrissebb eredmények szerint mieloid,
illetve limfoid prekurzorokbdl is keletkezhetnek DC-k, melyek fms-szer( tirozin kinaz-3 (fms-
like tyrosine kinase-3, FLT3) receptort expresszalnak felszinikon, amely receptor jelenléte
dontbéen befolyasolja a DC iranyba toérténd differencialdodast [73]. A DC altipusok esetében az
adott szoveti koérnyezet jelentésen befolyasolja azt, hogy az FLT3 receptort expresszald
mieloid vagy limfoid el6alak szolgél-e a DC prekurzoraként. Ugyanakkor elmondhatd, hogy
tébbnyire a mieloid eredeti DC differenciacié megy végbe [74].

A DC-k professziondlis antigén-prezental6 sejtek (APC-k), ezért meghatarozd szerepik
van az antigének felvételében, feldolgozasaban, a T-sejteknek valé6 bemutatasaban, majd a
specifikus immunvélasz elinditdsaban és szabdlyozasaban is. A DC-k a légutakban és a
tudében is megtalalhatdk, és mas sejtekkel egyuttmikédve, kulcsszerepet jatszanak a tidd
homeosztazisanak fenntartdsa mellett a léguti allergias betegségek patogenezisében is. Az
egerek és az emberek légutjaiban steady-state korulmények kozott a DC-knek két f6
populécidja mutathatd ki: a konvencionalis DC-k (DC-k) és a plazmacitoid DC-k (pDC-k). A
konvencionalis DC-k nagyobb csoportot képviselnek a pDC csoporthoz képest, ezért el6szor
ezeket a sejteket mutatom be, a pDC-k jellemzéit majd kulon fejezetben ismertetem.
Egerekben a konvencionalis csoporton belll elkilonithetdk az intraepitelidlis CD103* CD11b’
DC-k és a szubmuko6zaban talalhat6 CD103 CD11b* DC-k [75]. Gyulladasos valasz soran
egy harmadik konvencionalis DC altipus is differencialodik a tudében, CCR2-fliggé modon
monocitak vandorolnak a gyulladas helyére, ahol megfelel6 kdrnyezeti stimulusok hataséra
gyulladasos, monocita eredetli DC-kké differencidlédnak. Ezekre az DC-kre a CD206,
CD11b, Sirpa, CD14, CD1a és az FceRI kifejezédése jellemzd [76].

A CD103" CD11b" DC-k az antigén expozicidnak folyamatosan kitett, Iéguti mukozalis
felszineken a hamsejtek bazolaterdlis oldalan helyezkednek el, és tigh junction kapcsolatokat
alakitanak ki velik. Ehhez tight junction proteineket fejeznek ki, mint példaul a claudin-1,
claudin-7 és a zona occludens-2, amelyek ,horgonyként” tartjdk a DC-ket az hamsejtek
rétegében anélkil, hogy az epitélium integritdsa sériilne [77, 78]. A bélben talalhaté DC-khez
hasonl6an a tiudében talalhaté CD103" CD11b” DC-k is képesek dendritjeikkel ,atnyulni” a
hamsejtek altal alkotott barrieren keresztlil és folyamatosan monitorozzak a szervezetbe
bekertlt anyagokat [79-81]. A CD103" CD1lb DC-k fontos szerepet jatszanak az

antigéneknek a CD8" T-sejtek szamara torténd keresztprezentacidjaban [82]. Aktivalddasuk

14



dc_1238 16

esetén a CD103" CD11b” DC-k a légutakbdl a kozeli nyirokcsomoékba vandorolnak, mikozben
érési folyamatokon mennek Kkeresztil, elvesztik endocitotikus képességiket, ezzel
parhuzamosan né az MHC-Il és a kostimulatorikus molekulak kifejez6dése a felszinikon. A
nyirokcsomdkban a rezidens CD8a* DC-k ,veszik at” a CD103" DC-ktél az antigéneket [83-
85]. Mindkét sejttipus képes antigént prezentdlni és aktivacios szignalt biztositani a naiv
CD8" T-sejtek szamara [86]. Mivel a CD103" DC-k fejlédése Osszefliggésben all a
nyirokcsomé rezidens CD8a" DC-k fejlédésével, a Batf3 transzkripciés faktor deficiens
egerekben nem alakulnak ki sem a tidé CD103" DC-k, sem a nyirokcsomé rezidens CD8a”
DC-k [87, 88]. Kimutattak tovabbéa, hogy a CD103" CD11b” DC-k - ellentétben a CD11b* DC-
kkel - antigén expoziciéo utdn RALDH-t fejeznek ki, ezzel el6seqitik a de novo regulatorikus
T-sejt (Treg) indukcidt és a léguti tolerancia kialakulasat [89].

A CD11b* DC-k a légutak és a tiid6 parenchymajaban helyezkednek el [90, 91]. A
bérben, nyirokcsomokban és a Iépben taldlhaté CD103° CD11b* DC-kkel ellentétben, a
tid6ben ezek a sejtek a keresztprezental6 CD103" sejtekhez képest kisebb szamban vannak
jelen [92]. Korabban kimutattak, hogy a CD11b" DC-k mind fizioldgias, mind allergias
gyulladasos allapotokban nagy mennyiségii kemokint és citokint termelnek [93]. A CD103"
DC-khez hasonléan a CD11b" DC-k is képesek a légutakbdl a kozeli nyirokcsomokba
vandorolni. A CD11b" CD64 DC-k a hazi poratka-specifikus T-sejtek Th2 iranyud
polarizacidjat valtjak ki [94].

Emberben a tidé DC-k karakterizalasa és pontos funkciéjanak meghatarozasa validalt
markerek hidnyaban sokkal komplikaltabb az egér DC-khez képest. A tid6é DC-k jellemzése
klinikai mintak esetében kopetbdl vagy bronhoalveolaris mosoéfolyadék (bronchoalveolar
lavage fluid, BALF) mintékbdl torténik. Egészséges emberek BALF mintaiban két f6 DC
altipust azonositottak: a CD11c-t kifejez6 DC-ket, valamint a CD123 markert expresszalo
pDC-ket [95]. Ellentétben a BALF mintdkkal, ahol DC-k csak kis szdmban vannak jelen,
nagyszamu DC taldlhat6 a tid6 parenchymaban az intraalveolaris szeptumhoz asszociélva
[96, 97]. A normal human tiidé mintakban harom DC altipust azonositott: a CD1a", MHC-II*,
BDCA1* DC, a BDCA3*, CD11c’ DC, valamint a BDCA2*, CD123" pDC altipusokat (2. abra)
[98, 99]. Ezeket a DC altipusokat karakterizaltak egészséges egyének és allergias
asztmaban szenvedé betegek BALF mintaiban is allergén expozicié utan [100]. Egy masik
tanulmanyban a Langerhans tipusu DC-k karakterizaldsa soran dohanyosok tlidé sztvetébél
egy Langerin® Langerhans-tipusi DC altipust és egy DC-SIGN® intersticidlis DC altipust
azonositottak [101].
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2. &bra A vérben talalhatd, human DC alpopuléciok és azimm  unvéalaszban
betdltétt legfontosabb funkcidik
Az abran bemutatott DC populaciok kozul a BDCA-1" és a BDCA-3" klasszikus vagy
konvencionalis DC-k, valamint plazmacitoid DC-k a tiidében is kimutathatok. Th: CD4" helper
T-sejt, Tc: CD8" citotoxikus T-sejt. (Forras: Collin et al., Immunology. 2013, 140:22-30. [102])

2.5. A DC-k szerepe a léguti allergias betegségekben

A DC-k a léguti nyalkahartyaban nagy szamban vannak jelen, és &6rszemként
folyamatosan monitorozzak a kornyezetuket, melynek soran kilonbséget tesznek veszélyes
(patogénbél szarmazd) és artalmatlan antigének kdzott. Ebben a folyamatban a kilonb6zé
DC altipusok mas-mas funkcidkat képviselve vesznek részt. Az allergias folyamatokban a
CD11b" migratorikus DC-k a felelések a Th2 sejtvalaszok elinditasaért [103]. Az allergénnel
vald elsé talalkozas soran az allergias reakcidk elinditdsahoz aktivalédniuk kell, hogy az
allergén felvétele utan a kozeli nyirokcsoméba vandoroljanak, ahol prezentaljak a
feldolgozott allergén fragmenteket a T-sejtek szadmara és elinditjak a dominansan Th2 jellegl
immunvalaszt (3. dbra). A Th2 sejtek az éaltaluk termelt IL-4, IL-5 és IL-13 citokinek révén
szabalyozzék az allergias valaszok jellemzé folyamatait, igy az eozinofil aktivaciot, a fokozott
nyaktermelést és a simaizom sejtek hiperreaktivitasat [104, 105]. Régebben ugy gondoltak,
hogy a léguti allergids betegségeket kizarolag a Th2 dominanciaval jellemezhetd adaptiv
immunvalasz mediélja. A legljabb kutatdsi eredmények szerint azonban a természetes
immunrendszer sejtjei, a 2-es tipusu velesziletett limfocitak (ILC2) is fontos szerepet
toltenek be ezekben a folyamatokban, hiszen az ILC2 sejtek is képesek IL-4, IL-5 és IL-13
termelésére [106-108]. Sulyos allergias asztmaban fontos szerepik van még a Th17, a Th9
és a yoT-sejteknek is [109-111]. Egérkisérletben bizonyitottak, hogy a tudében a DC-k
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sem alakulnak ki. A tanulmény szerint tehat a DC-k nélkilozhetetlenek a megfelelé Th2
immunvalasz kialakuldsdhoz [112]. Ezek a sejtek azonban nemcsak az allergias folyamatok
szenzitizicids fazisdban kialakuldé Th2 valaszhoz elengedhetetlenek, hanem az ismételt
allergén expoziciot koévet6 immunvéalaszok iranyitasdhoz is [113]. Az allergias
immunvalasznak ebben a szakaszaban a DC-k a légutak olyan teruletein halmozédnak fel,
ahol kapcsolatba kerulhetnek az effektor T-sejtekkel és kemokin termelés révén tovabbi
effektor T-sejteket toboroznak a tidé periférids széveteibe [94].
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3. abra. A kulénb6z 6 DC alpopuléciék szerepe az allergias léguti gyulla  das
Az egerek tldejében steady-state kordlmények kdzott hdrom kulénbdzé DC alpopuléciot
lehet kimutatni: plazmacitoid DC-t (pDC), CD103" konvenciondlis DC-t (cDC), és CD11b"
konvencionalis DC-t. Allergén expoziciot kbvetéen monocitak lépnek ki a vérkeringéshdl, és
CD11b+ CD64+ FceRI+ monocita eredetdi DC-vé (moDC) differencialédnak. (Forrds: van
Helden és Lambrecht, Curr Opin Immunol. 2013, 25:745-54; [114])
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Korabbi vizsgélatok kimutattdk, hogy a bazofil és az eozinofil sejtek is képesek antigén
prezentaciéra és az allergids immunvalasz beinditasara [115-118]. Azonban ennek
egyértelml bizonyitdsdra még nem all elegend6 adat a rendelkezésiinkre. Val6szinlleg
inkabb arr6l van sz6, hogy ezek a sejtek a DC-kkel egyuttmikodve véltanak ki Th2
immunvalaszt a megfeleld citokin kdrnyezet biztositasa révén, ugyanis a DC-k nem tudnak a
Th2 polarizacio elinditasahoz szilkséges IL-4-et termelni [112, 119].

Amint korabban ismertettem, ahhoz, hogy a DC-k szerzett immunvalaszt tudjanak
kivaltani, aktivalodniuk kell, majd CCR7-fuggé modon a nyirokcsomaoba kell vandorolniuk. A
DC-k sokféle patogén- és veszély-asszocialt molekuldris mintazat (PAMP és DAMP)
felismerésére képesek kulonb6zé mintazat felismerd receptoraik (PRR-0k) révén.
Rendelkeznek Toll-like receptorokkal (TLR-ek), Nod-like receptorokkal (NLR-ek), C-tipusu
lektin receptorokkal és RIG-like helikdzokkal (RLH) is [120, 121]. Ezeken kivll kifejeznek
szamos, az aktivacidjukban nagy szerepet jatszo citokin receptort is a felszinikodn. Ismert,
hogy szamos allergén képes kiloénb6z6 PRR-okat aktivalni. Azonban az, hogy a felismerés
milyen tipusa Th vélaszt indit el, az adott allergéntél figg [120, 121]. A foldimogyord Ara h 1
glikoallergénje példaul a DC-SIGN receptoron keresztil aktivalva a DC-t Th2, mig a hazi
poratka Der p 1 allergénje ugyancsak a DC-SIGN receptoron keresztll aktivalva Thl iranyud
immunvalaszt valt ki [122, 123]. A hazi poratka Der p 2 allergénjérél leirtak, hogy a mieloid
differenciacios protein/faktor 2 (MD2) funkcionalis homoldgja, mely a TLR4 jelatviteli
komplexének lipopoliszaharid (LPS)-k6té komponense, ilyen modon elésegiti a TLR4
jelatvitelt és a DC aktivaciot [124]. A macskaszér Fel d 1 allergénje a TLR4 jelatvitelt ugy
fokozza, hogy el6segiti az LPS-nek a TLR4-hez val6o kotédését [125]. Bar a DC-k sokféle
PRR-t expresszalnak a léguti allergének kozvetlen érzékelésére, Ujabb tanulményok
ravilagitottak arra, hogy a DC-k aktivicidjdban és az allergének elleni immunvalasz
elinditdsban legalabb ilyen jelentésége van a léguti epitéliumnak is. Régebbi tanulmanyok
szerint a léguti epitélium jelentésége abban all, hogy passziv fizikai barrierként akadalyozza
meg az allergének &tjutdsat. Azonban maéra vilagossa valt, hogy a léguti hamsejtek
dinamikus struktarak és aktivan képesek felismerni az allergéneket PRR-jaik (TLR, CLR,
protedz aktivalt receptorok) segitségével [126]. A felismerés hatdsara TLR4-fuggd mddon
proallergias citokineket (IL-1, IL-25, IL-33, TSLP, GM-CSF) szekretalnak, tovabba DAMP-
okat (ATP, hugysav, HMGB-1) termelnek, melyek képesek a DC-ket és mas immunsejteket,
példaul bazofiloket és ILC2 sejteket is aktivalni. Kimutattdk, hogy az epitél sejtek TLR4-en
keresztili stimulalasa nélkilozhetetlen a DC aktivacibhoz. Amennyiben a léguti epitél sejtek
nem fejezik ki a TLR4-et, agy a hazi poratka altal indukalt allergias gyulladas nem alakul ki
[81, 127]. A TLR4-en keresztili aktivacidé hatasa endotoxin dozis-fllggést mutat. Az alacsony
dozisu (pg) endotoxint tartalmazo6 hazi poratka kivonat képes az allergias asztma kivaltasara

[128], ugyanakkor nagy dozisu endotoxin expozicié gatolja az allergias folyamatokat [129].
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Nemrégiben megjelent epidemiolégiai tanulmanyok arrdl szamolnak be, hogy azokban a
gyerekekben, akik hagyoméanyos tanyasi kdrnyezetben nének fel, kisebb eséllyel alakulnak ki
atopias betegségek [130, 131]. A tanyasi kornyezet protektiv hatasanak pontos
mechanizmusa még nem ismert, azonban lehetséges, hogy a folyamatosan jelenlévd, a
varosi lakasokban mérheténél magasabb kdrnyezeti endotoxin mennyiségnek tulajdonithato
[132, 133]. Az epitélium hazi poratka allergén expoziciéja DAMP-ok felszabadulasa réveén is
aktivalhatja a TLR4-et, hiszen a HMGB-1 is liganduma a TLR4-nek [134]. Legujabb
tanulmanyok szerint vad-tipusu egerek intranazdlis parlagfi pollen kezelése fokozza a
neutrofil infiltraciét, valamint a CXCL1 és CXCL2 szekréciot. Ez a hatas elmarad a TLR4 KO

egerekben, illetve CXCR2 vagy NF-kB inhibitorok alkalmazéséaval [135].

2.6. A pollen eredeti adjuvansok szerepe a DC aktivacioban

Amikor pollent lélegziink be, nemcsak allergén fehérjék jutnak be a szervezetinkbe,
hanem szamos bioaktiv molekula is, amelyek a pollenbél kiszabadulva befolyasolhatjak a
léguti hamsejtek, fagocitak és antigén-prezentald sejtek mikoddését. Egyre tébb informacionk
van arrdl, hogy a pollen eredetll bioaktiv anyagok egy részének adjuvans hatasa van, és
fontos szerepet jatszanak az allergids megbetegedések patogenezisében [136]. Az allergias
gyulladas egy éallatmodelljében, a tisztitott Amb a 1 fehérje (a parlagfi pollen meghatarozo
allergénje) 6nmagaban adva nem volt képes attdrni a tolerogén mechanizmusokat, amelyek
megakadalyozzak a belélegzett &rtalmatlan anyagok elleni immunvalaszokat, adjuvanssal
kombinalt kezelésre volt szilkség a szerzett immunrendszer aktivalasahoz [137]. Kiderdilt,
hogy a hidratalt pollenszemek szerin €s cisztein protedzokat bocsajtanak ki magukbdl [138-
140]. A cisztein proteazokrol pedig kimutattak, hogy kodzvetlendl kivalthatjak a DC-k érését,
még mikrobialis stimulus hidnyaban is; tovabba a proteaz-aktivalt DC-k az immunvalasz Th2
irAnyu polarizaciéjat inditjdk el [141]. A tolerancia attérhetd, és allergias léguati valasz
indukalhaté egy artalmatlan antigén ellen, ha tisztitott proteazt adnak hozza [142]. A
szenzitizacié folyamata soran a parlagfi pollen cisztein és szerin proteaz, illetve
amidopeptidaz aktivitasanak koszonhetéen megnd a transzepitélialis permeabilitas, igy a
pollen allergének atjutnak az epitélium véddvonalan, ugyanis megbomlanak az epitélsejtek
k6zott levé tight junction kapcsolatok [140]. A pollen allergének igy nagyobb mennyiségben
jutnak el a DC-khez, ezaltal lehetévé valik a szenzitizacié és a gyulladas kialakuldsa. Ezen
kivil a pollenszemekbdl bioaktiv lipidek is felszabadulhatnak [143, 144]. Ezek a pollen
asszocialt lipid mediatorok kémiailag az E1 fitoprosztdnok csoportjaba tartoznak, melyek a

prosztaglandin E2-vel mutatnak szerkezeti és funkcionalis hasonl6sagot. Gatoljak az NF-kB

Py
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kifejez6dését, valamint gatoljdk a CCR1 és a CCR5 kifejez6dését, ennek kovetkeztében
képesek befolyasolni a DC-k migracidjat. A pollen eredeti lipid mediatorok hatasara a DC-k
LPS-indukélt CCL5, CXCL10 és CCL22 szekrécidja megemelkedik, és ez befolyasolja a Th2
sejtek migréciojat [145].

A pollen metabolom vizsgélata soran kiderult, hogy a pollen kivonatok vizes fazisa méas
immunmodulans anyagokat, igy adenozint is tartalmaz. Kimutattak, hogy az adenozin az A2
immunvalaszokat, igy kedvezve a Treg sejtek mikodésének [146]. Ezek az eredmények
ramutatnak arra, hogy a pollen eredetl proteazok, lipidek és az adenozin részt vesznek a
DC-k funkcidinak modulalasaban, ezéltal hozzdjarulnak az allergids gyulladas

kialakulasahoz.

2.7. A plazmacitoid DC-k jellemzdi

A pDC-k nem fejeznek ki mieloid markereket (pl. CD11lc, CD13 ésCD33), viszont
expresszalnak limfoid sejtekre jellemzé antigéneket (pl. CD2, CD5, CD7 és CD45RA),
valamint kimutathatok bennik az atrendezdédoétt immunglobulin nehézldnc  D-J
génszegmensek is. Ezért nem meglepd, hogy korabban ezeket a sejteket egyértelmien
limfoid eredetlinek gondoltak. Méara kiderult, hogy pDC-k fejlédési utvonala a csontvelében
nagyon flexibilis, mieloid és limfoid progenitorokbdl is kialakulhatnak [73]. Bonyolultabba
teszi a képet az a megfigyelés, hogy bar a kdzds mieloid prekurzorokbdl is kialakulhatnak
pDC-k, az ilyen sejtek tobbségében nincsenek jelen az atrendez6dott D-J nehézlanc
génszegmensek [147]. Amikor csontvel6i sejteket fms-szerl tirozin kinaz-3 (FIt3)
ligandummal kezeltek, kidertlt, hogy a kdzds limfoid progenitor Gtvonal tartalmaz egy
atmeneti, koztes el6alakot, amibdl B-sejtek és pDC-k is kifejlédhetnek [147]. Egy nemrégen
megjelent tanulmény szerint a pDC-k kialakulasat a kdzos limfoid progenitorokbdl Flt3-
kozvetitett szignalok mellet, az I-es tipust IFN-medidlt jelatviteli Utvonalak is jelentésen
befolydsoljak [148]. A koz6s limfoid progenitorok kozott tdbb olyan sejt van, amely FIt3
receptort (CD135) fejez ki, mint a k6z6s mieloid progenitorok kdz6tt, ami azt sugallja, hogy a
pDC-k nagyobb hanyada szarmazhat Ilimfoid el6alakbdl, mint mieloidbdl. Fontos
megjegyezni, hogy a pDC-k eredetét vizsgald kisérletek z6mét egér prekurzor sejteken
végezték, sokkal kevesebb adatunk van a pDC-k kialakulasarél az emberi szervezetben. Az
azonban egyértelmilnek tinik, hogy a benniink zajlé pDC kialakulas is rendkivil flexibilis
folyamat, és tébbféle progenitor sejtbdl kiindulva is végbemehet [102].

Speciadlis PRR mintazatuk alapjan ugy tlinik, hogy a pDC-k arra specializalédtak,
hogy a szervezetbe bejutott idegen nukleinsav molekuldkat ismerjék fel. Az endoszomalis
TLR-ek kdzll a TLR7-et és a TLR9-et is kifejezik [149]. A TLR7 a viralis egyszali RNS-eket
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ismeri fel, valamint a guanozin analdég vegyileteket, mint példaul a szintetikus
imidazokinolinok (imiquimod, resiquimod). A TLR9 ligandumai a metilalatlan CpG-motivumot
tartalmazo oligonukleotidok. Ilyen szekvenciak jelenléte bakteridlis és virdlis DNS-re
jellemzd. Nemrégiben sikerilt kimutatnunk, hogy a TLR7/9-kdzvetitett aktivacié a rovid,
duplaszald RNS-eket felismerd, citoplazmatikus RIG-I receptor kifejezédését is indukalja a
pDC-kben [150]. Az idegen nukleinsav érzékelését kovetéen a pDC-k nagy mennyiségu I-es
tipusu IFN-t termelnek. Az I-es tipusu IFN-ok (az IFN-a és az IFN-B) az antiviralis aktivitasuk
mellett a pDC-k és a cDC-k érését is iranyitjak [151]. Nagyfoku specializaci6juknak
koszonhetéen a pDC-k 1000-szer nagyobb mennyiségl I-es tipusu IFN termelésére
képesek, mint barmely mas sejttipus. Ennek a nagymeértéki IFN termelésnek a molekularis
részletei sokaig nem voltak ismertek. Ma mar azonban tudjuk, hogy ennek a jelenségnek a
molekularis hatterében egy specidlis térbeli és idébeli szabalyozas all. Az aktivalédott TLR9
€s a hozzakotédé MyD88 adaptor molekula ugyanis koézel 30 percig komplexben marad, ami
folyamatos MyD88-on keresztlli jelatvitelt tesz lehetévé, és igy a pDC-kben &llandéan
magas szinten tartott IRF7 expresszio az l-es tipust IFN gének fokozott &atirasat
eredményezi [152, 153]. A pDC-k a szokatlanul nagymértékii IFN termelést kovetden
hivatdsos APC-kké differencidlodhatnak, és elindithatjdk az adaptiv immunvalaszokat [154].
Ezt a kettésséget alapul véve, az irodalomban az IFN-termeld, kerekded &llapotra a
plazmacitoid pre-dendritikus sejt, vagy a professziondlis I-es tipust IFN-t termel6 sejt
elnevezés, mig a nydlvanyos megjelenésii APC Aallapotra a plazmacitoid dendritikus sejt

elnevezés valt elfogadotta (4. bra).

4. 4bra. A plazmacitoid pre-dendritikus és dendritikus sejte k morfoldgidja
(A) A human plazmacitoid pre-dendritikus sejtek plazmasejtszerdi morfolégiat mutatnak.
Jellemzd rajuk a jol fejlett endoplazmatikus retikulum az intenziv protein szintézisnek (1-es
tipust IFN-ok) megfeleléen. (B) Pasztazd elektronmikroszkopos felvételen ezek az IFN-
termeld sejtek kerekded, limfoid morfol6giat mutato, 8-10 um atmeérdji képletekként jelennek
meg. (C) Erett, aktivalt allapotban a sejtekre a nydlvanyos, DC morfologia jellemzé. (Forras:

Liu et al., Annu. Rev. Immunol. 2005, 23:275-306; [155])
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Fiziolégias korulmények kodzott a pDC-k a csontvel8ben, a limfoid szervekben és a
periférias vérben is megtalalhatok. A periférias vérben a mononukleéris sejteknek mindéssze
~0,2 — 0,8%-4at teszik ki. A humén periférids vérben talalhatd pDC-k fenotipusukat tekintve
Lin~ HLA-DR" CD4" CD45RA" CD123" ILT3" ILT1" CD11c™ sejtek. Specifikus sejtfelszini
antigénjeik a BDCA-2, illetve a BDCA-4 fehérjék. A felsziniikon nagy mennyiségben fejezik ki
az IL-3 receptor a-lancat (CD123), ugyanis az IL-3 citokin fontos szerepet tolt be a pDC-k
éreési és differencialédasi folyamataiban is [155]. Fertézés [156], gyulladas [157], és
tumorképzédés [158] esetén a pDC-k képesek elhagyni a vérkeringést, és a periférias
szovetekbe, vagy a kornyéki nyirokcsomékba vandorolnak [159]. Az érett, aktivalédott pDC-k
a periférias szovetekbdl a nyirokkeringés révén a nyirokcsomokba vandorolnak [159], ahol
hivatdsos APC-kként antigéneket mutatnak be a naiv T-sejtek szamara. Hasonl6an a cDC-
khez, a pDC-k is képesek keresztprezentaciéra (exogén antigének MHC-I molekulan
keresztul torténé bemutatasa a T-sejteknek) [160]. A pDC-k nagyfoku plaszticitasat mutatja,
hogy képesek indukalni szinte minden T-sejt differencidciés utvonalat, beleértve a Thl, Th2,
Thl7 és Treg irAnyl polarizaciét is [161, 162]. A pDC-k altal kivaltott T-sejt valasz
nagymeértékben fligg az antigén stimulus fajtajatél, a sejteket érd citokin ingertél, illetve az
adott szoveti kornyezettél, melyek mind befolyasolhatjak a pDC-k fenotipusos és funkcionalis
differencialédasat. Ennek megfeleléen, példaul az I-es tipusu IFN-ok altal aktivalt pDC-k a
Treg sejtek képzddését segitik eld, a hizosejtekbél szarmazé IL-3 altal stimulalt pDC-k a Th2
limfocitdk kialakulasanak kedveznek, mig a CpG-oligonukleotidok és a CD40 ligandum altal
aktivalt pDC-k a Thl sejtek differencialodast teszik lehetévé [163]. Egyes tanulmanyok
szerint a részlegesen aktivalt pDC-k tolerogén tulajdonsaggal rendelkeznek, ugyanis
nagymertékd indukélhatd kostimulatorikus-ligand (ICOS-L) expressziojuk esszencialis
szigndlt biztosit az IL-10-termel6 FOXP3" Treg sejtek tuléléséhez [164, 165]. A pDC-k
tolerogenitdsa bizonyitott szdmos human tumoros elvéltozas, igy példaul mell-, illetve
méhnyakrak esetében is [131, 165, 166]. Ugyanakkor immunstimulalé hatdsuk
megkérdbjelezhetetlen az antivirdlis immunvalaszban, valamint kulonb6z6 autoimmun
korképekben, mint példaul szisztémas lupus erythematosusban, illetve psoridsisban is [161].
A human pDC-knek ez a kett6s tulajdonsaga, hogy tolerogén, illetve immunogén iranyba is
képesek polarizalni az adaptiv immunvalaszt, felhivia a figyelmet ennek a sejttipusnak a

jelentdségére a kilénb6zé immunfolyamatok szabalyozasaban.

2.8. A plazmacitoid DC-k szerepe az allergias valaszokban

Annak megfeleléen, hogy a pDC-k sokkal kisebb szamban fordulnak el6 a
szervezetben, mint a konvencionalis DC-k, joval kevesebb tanulmany vizsgalta ezeknek a
sejteknek a szerepét az allergids reakciok mechanizmusaban. Az egyik elsé ilyen
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tanulmanyban Uchida és mtsai azt talaltak, hogy a HLA-DR" CD11c” CD123" 2-es tipusu
DC-k szama (ezeket a sejteket késébb pDC-kként azonositottak) kb. kétszer nagyobb az
atopias egyenek periférias vérében, mint az egészségesekében [167]. Késbbbi vizsgalatok a
pDC-k megndvekedett szamardl szamoltak be feln6tt asztmas betegek véerében, flggetlendl
az atopias statuszuktdl [168, 169]. Az 5 és 7 év kozotti gyermekeknél azonban szamos
tanulmany forditott korrelaciot mutatott ki a keringé pDC-k szdma és az asztma statusz
kozott [170-172]. Ez a felnbttek és gyerekek korében megfigyelhetd ellentétes kapcsolat a
periférids vér pDC-szama és az asztma statusz tekintetében azt sugallja, hogy a kilénb6z4
életkoru csoportok esetén a pDC-k eltér§ szerepet toltenek be a léguti tolerancia vagy az
allergids gyulladas kialakitdsédban, és tovabbi vizsgélatok szikségesek a pDC-k kettds
szerepének tisztazdsara. In vivo tanulmanyokban az Flt3-ligandot azonositottak, mint olyan
potencidlis citokint, amelynek szisztémas adasaval cstkkenteni lehet a Iéguti allergias
reakciokat [173-176]. Az Flt3-L fontos szerepet jatszik a pDC-k fejlédésében [148], ezért a
kutatdk figyelme hamar a pDC-kre irdnyult, mint lehetséges tényezékre a csokkent allergias
léguti gyulladds hétterében. Annak az elképzelésnek a bizonyitdsara, hogy a pDC-knek
allergia ellenes hatasuk lehet, Kool és mtsai kimutattdk, hogy allergénnel kezelt egerekben
az FIt3-L beadasa fokozta a pDC-k gyakorisadgat a tidékben, amely csokkent Th2-asszocialt
eozinofil gyulladast eredményezett. A pDC-knek még az allergén expozicié elétti deplécidja
(anti-CD123 monoklonalis ellenanyaggal, 120G8) megszintette az Flt3-L kezelés anti-
inflammatorikus hatdsét, mig a pDC-k adoptiv transzfere visszaallitotta azt [177]. A pDC-
knek a léguti tolerancia kialakitdsdban vald kdzremikodését tobb tovabbi egér kisérletben is
bizonyitottak [178, 179]. Azonban az egérkisérletes tanulmanyok interpretalasat komplikaltta
teszi, hogy az egerekben nemrégiben harom kilonb6z6 pDC altipust azonositottak [180].
Ebbél a harom altipusbdl csak a CD8a'B” és a CD8a'R* pDC-k rendelkeznek tolerogén
képességgel a Foxp3* T-sejtek indukcidja révén, mig a CD8a B altipus a CD4" effektor T-
sejtek aktivaladsaban hatékonyabb.

Fiatal felnéttekben medfigyelték, nazdlis allergén kezelés hatdsara a pDC-k az
orrnyélkahartyaba infiltrélédtak, és ez a migracio feltételezhetéen L-szelektin-figgé (CD62L)
mechanizmussal tortént [181]. Ugyanez a kutatécsoport egy kovetkezd tanulmanyéban
igazolta, hogy felsé léguti allergidban szenvedé feln6ttekbél (25-53 éves) izolalt pDC-k
autoldég T-sejtekkel egyutt tenyésztve az Th2-polarizaciét segitik elé, Phl p proteinnel, a
mezei komdcsin f6 allergénjével, valé stimulacié utan [182]. Egy ehhez hasonlé in vitro
kisérletben hazi poratka-szenzitizalt allergias betegekbél szarmaz6é pDC-kkel egyitt
tenyésztett T-sejtek csak kevés IFNy-t €s nagy mennyiségl IL-4-et termeltek a hazi poratka
fé allergénje, a Der p 1 jelenlétében. Ez szintén azt sugallja, hogy a pDC-k képesek Th2-

polarizaciét elinditani [183].
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A pDC-k szama mellett ugy tlnik, hogy azok funkcidja is eltér az allergias
allapotokban. Tébb munkacsoport is kimutatta, hogy az allergids vagy asztméas donorokbol
izolalt pDC-k a CpG vagy virusok altali TLR9 aktivicié utdn kevesebb IFNy indukaltak az
egyutt tenyésztett T-sejtekbél [184-187]. Ennek a csokkent valasznak a pontos oka nem
ismert, de elképzelhet6, hogy a TLR9 receptor egypontos nukleotid polimorfizmusa all a
hattérben, ugyanis a TLR7 és a TLR8 receptorok polimorfizmusanak az asztméaval valo
annak receptora, az FceRlI kritikus szereppel bir az allergids asztma kialakulasaban, felmerdl
az a fontos kérdés, hogy a pDC-k kifejezik-e az FceRI-et, €s ha igen, az szerepet jatszik-e az
allergias léguti gyulladasban. Foster és mtsai bebizonyitottak, hogy a periférids vérben
taldlhatd DC-k kifejezik az FceRl-et; tovabba hogy allergias asztma esetén a pDC-ken
expresszalt FceRI mennyisége korreldl a szérum IgE szinttel és a betegség sulyossagaval
[189]. Egészséges és asztmas felnbttekbél szarmazé pDC-k I-es tipust IFN valaszait
vizsgalva, egy forditott szabalyozast figyeltek meg a TLR9- és az FceRI-medialt valaszok
k6zott [184, 186]. Valoszinlleg két f6 faktor vesz részt a TLR9 mikodésének az FceRl Altali
negativ szabdlyozasaban: 1) az FceRIl keresztkdtése képes aktivalni az ILT7-et, mely egy
ITIM-et tartalmazo6 gatlé receptor, ami negativan regulalja az IFN termelést [190, 191]; 2)
FceRI-nek az IgE-medidlt aktivacidja TNF-a termelést indukal, ami autokrin visszacsatolason
keresztul gatolja az I-es tipust IFN termelést [192]. Ez azt jelenti, hogy azokban az
egyénekben, akikben magas a keringé IgE mennyisége, a pDC-ken kifejez6dd FceRI
keresztkotése gyengiti az antiviralis valaszokat. Osszefoglalva dgy tinik, hogy az I-es tipusu
IFN altal indukalt Thl és az IL-4/IL-13-medialt Th2 valaszok kozoétti bonyolult egyensuly
kialakitdsdban a pDC-k is részt vesznek. Ezt tAmasztja ald az a megfigyelés is, amely szerint

az IL-4 és az IL-13 csOkkenteni képes a pDC-knek a virusokra adott valaszkészségét [193].
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3. CELKITUZESEK

3.1. Célunk volt a pollen kivonatok szabadgyotk-termelé képességének vizsgalata, valamint a

pollen eredet(i ROS szerepének meghatarozasa a léguti allergias gyulladasban.

3.2. Célul tlztuk ki, hogy megvizsgaljuk a pollen eredetii oxidativ stressz hatasat az allergias

kétéhartya-gyulladas kialakuldsaban.

3.3. Kivancsiak voltunk, hogy a flféléknél kordbban leirt szubpollen részecske kibocséatas
megfigyelheté-e a hidratdlodo parlagfi pollenszemeknél, és ezek a szubpollen részecskék

képesek-e léguti allergias gyulladast kivaltani.

3.4. Célunk volt annak a vizsgélata, hogy a pollen NAD(P)H oxidazok altal termelt ROS
elimindlasa lokalisan alkalmazott antioxiddnsokkal cstkkenti-e az allergias léguti gyulladas
mértékét.

3.5. Meg kivantuk vizsgalni a laktoferrin, egy vas-koté fehérje, hatasat a parlagfi pollen altal

kivaltott allergias léguti gyulladasra.

3.6. Az oxidativ stressz a mitokondriumok karosodaséhoz vezethet. Célul tlztuk ki, hogy
megvizsgaljuk vajon a karosodott mitokondriumok jelenléte a léguti hamsejtekben

befolyasolja-e az allergias léguti gyulladas kialakuldsét.

3.7. Célunk volt a 8-oxoguanin (8-0xoG), mint a leggyakrabban el&fordulé oxidalédott DNS-
bazis, és javitd enzimének, a 8-oxoguanin DNS-glikozildz 1 (OGG1) fehérje szerepének

feltérképezése az allergias léguti gyulladasos folyamatokban.

3.8. Az volt a célunk, hogy megvizsgdljuk a parlagfli pollenszemekkel térténd kdzvetlen
kélcsbnhatds képes-e aktivalni a human monocita eredetli dendritikus sejteket. Arra is

kivancsiak voltunk, hogy a pollen eredet(i ROS szerepet jatszik-e az aktivalasi folyamatban.

3.9. Célul thztik ki annak vizsgalatat, hogy a parlagfi szubpollen partikulak NAD(P)H oxidaz

enzimjei altal termelt szabadgydkok hogyan hatnak a human dendritikus sejtekre.

sz

id6tartalmu H,O, kezelés hogyan befolyasolja a human pDC-k életképességét, fenotipusos

jellemzadit, citokin termelését, T-sejt aktivald és T-sejt polarizalé képességét.

3.11. Célunk annak vizsgalata volt, hogy az extracellularis térbe jutdé mitokondridlis DNS
hogyan befolyasolja a human plazmacitoid dendritikus sejtek fenotipusos, illetve funkcionalis
sajatossagait. Tisztazni akartuk azt is, hogy az mitokondrialis DNS oxidativan maodositott

formajanak vajon hasonlo, vagy eltéré az immunmodulalé kapacitasa, mint a nativ forménak.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

Etikai engedélyek: A kisérletekhez hasznélt, human eredet(i vérkészitményeket az Orszagos
Vérellatd Szolgalat debreceni Regionalis Vérellatd Kozpontjabdl kaptuk. A human
vérkészitményekkel végzett 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, irasos
beleegyezésével tortént és a donorok adatainak feldolgozésa, valamint megérzése az Orvos
Vildgszovetség altal kiadott Helsinki Nyilatkozat etikai iranyelveit kovetve valésult meg.

Az éllatkisérleteket a National Institutes of Health (NIH) elGirasainak megfeleléen, az
University of Texas Medical Branch (UTMB) Animal Care and Use Committee engedélyével

végeztik el.

Pollenszemek és pollen kivonatok: Kisérleteinkhez az endotoxin-mentes pollen kivonatokat,
valamint intakt pollenszemeket (Greer Laboratories) hasznaltunk. Egyes kisérletekhez
frissen gyd(jtott, vagy a Greer Laboratories-t6l szarmazé parlagflii pollenszemeket steril
vizben hidrataltuk 90 percig, majd a kibocsatott szubpollen részecskéket frakciondlt

centrifugalast kovetéen foszfat pufferelt sdoldatban (PBS) gydijtottik dssze.

Sejtkultarak: Az Ab49, a HL-60, az NCI-H292, az MDCK és az SP2/0-Agl4 sejtvonalakat az

ATCC-t6l szereztuk be, a primer NHBE sejteket a Cambrex Bioproducts-t6l vaséaroltuk meg.

Allatkisérletek: Az in vivo kisérletekhez hasznalt BALB/c, 129Sv, C57BL/6 WT, C57BL/6J-
Kit"" (hiz6sejt-deficiens), NOD WT, és NOD SCID (B-sejt-, T-sejt-, és Ig-deficiens) egerek a
Harlan vagy a Jackson Laboratory-t6l szarmaztak. Az allergias léguati gyulladas kisérleti
modelljében az egereket a 0. és a 4. napon parlagfi pollen kivonat és Alum (Pierce) 1:1
aranyu keverékével intraperitonedalisan oltottuk, majd a 11. napon parlagfl pollen kivonattal
vagy szubpollen részecske szuszpenzidval kezeltiik intranazdlisan. Egyes kisérletekben a
pollen kivonatokkal egyltt antioxiddnsokat, vagy laktoferrint is bejuttattunk az egerek
légltjaiba. Az allergids léguti gyulladas kialakuldsat 72 6raval az intranazélis kezelés utan
vizsgaltuk. Szeparalt kisérletekben 129Sv egereket iv. SP2/0-Ag14 sejtekbdl izolalt mtDNS
preparatumokkal oltottunk, DOTAP (Sigma-Aldrich) transzfekcios reagensben felvéve. A

kezelés utan 6 6raval az egerekbdl vérmintakat gyUjtottink.

A léguti gyulladds sulyossadgéanak értékelése: Az allergias léguti gyulladas mértékének
meghatarozdsdhoz a bronhoalveolaris moséfolyadék (bronchoalveolar lavage fluid, BALF)
sejtes Osszetételét analizaltuk, Enzim-kotott immunszorbens maédszerrel (ELISA) mértik a
mucin (MUC5AC) koncentraciéjat a BALF mintakban, illetve a tuddk szbvettani metszeteiben
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hematoxilin-eozin festés utan a gyulladasos sejtek infiltracidjat, PAS festés utdn a mucin

termeld sejtek szaméanak valtozasat vizsgaltuk.

A reaktiv oxigén szarmazékok detektalasa: A ROS szintjét a redox-szenzitiv 2’,7’-dihidro-
diklorofluoreszcein diacetat (H,DCF-DA), nitroblue tetrazélium (NBT), vagy citokrom c
felhasznalasaval hataroztuk meg. Az intracellularis ROS-szintek méréséhez a sejteket
H,DCF-DA oldattal 20 percig inkubaltuk 37 °C-os termosztatban, majd a félosleges festéket
eltavolitottuk. A killénb6z8 kezeléseket kovetéen az intracellularis diklorofluoreszcein (DCF)
fluoreszcencia intenzitasat fluoriméterrel vagy aramlasi citométerrel detektéltuk. A RWE-
kezelt A549 sejtek, és az izolalt mitokondriumok H,O, termelését Amplex Red festék

felhasznalasaval mértik.

Az oxidativ stressz kimutatasa a légutakban: Az egerek léguti lavage mintaiban a GSSG és a
lipidperoxidacios szarmazékok (MDA és 4-HNE) szintjét glutathione/GSSG-412 (OXYS),
valamint LPO-586 (OXYS) kitek segitségével hataroztuk meg. A 4-HNE-protein komplexeket
a tuddé lizdtumokban Western blot analizissel detektaltuk. A ROS-szintek valtozdsat az
egerek léguti hdmsejtjeiben ex vivo kezelés utan, H,DCF-DA és NBT felhasznélasaval is

kovettik.

Szuperoxid-termelé fehérjék detektdldsa: A pollen kivonatok O,” termelésére képes
fehérjéinek kimutatasara in situ gél NBT prébat hasznaltunk. A fehérjéket elészér 6%-0s
nativ poliakrilamid gélelektoforézissel (PAGE) 4 °C-on elvalasztottuk, majd a gélt NBT
oldatban aztattuk. NADPH hozzaadésa utan, a gélben a formazan kivalasanak megfeleléen

lilhs-kékes savok jelentek meg.

Az allergias kotéhartya-gyulladas modellje: Az egereket a 0. és a 4. napon parlagfi pollen
kivonat és Alum 1:1 aranyu keverékével intraperitonealisan szenzitizaltuk, majd a 10. napon
parlagfii pollen szuszpenziét cseppentettiink a szemilkbe. A lokalis kezelést kdvetden, 20
perc mulva értékeltik az azonnali tulérzékenységi reakcié klinikai tlineteit. A hizésejtek

,,,,,,,,

szovettani metszeteken vizsgéaltuk Giemsa, ill. hematoxilin-eozin festés utén.

Szubpollen részecskék vizsgélata: A kibocséatot parlagfli szubpollen részecskék méretének
meghatarozasa méret kalibraciés kit (Molecular Probes) felhasznélasaval, aramlasi

citometriaval tortént.

Az Amb a 1 allergén azonositasa: A parlagfli szubpollen részecskék 38 kD-0s proteinjének

azonositasa Western blot analizist kovetéen mikroszekvenalassal tortént. Az N-terminalis
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vég 15 aminosavanak sorrendjét 494/HT Procise szekvendlé rendszerrel a Protein

Chemistry Laboratory (UTMB at Galveston) hatarozta meg.

Az oxidalt mitokondrialis proteinek azonositdsa: Parlagf(i pollen kivonattal kezelt A549
sejtekbdl izolaltuk a mitokondriumokat. A mitokondrialis fehérjéket DNPH-val kezeltiik, majd
10 %-o0s SDS-PAGE segitségével elvalasztottuk. A karbonilalt fehérjék detektadlasahoz anti-
DNP ellenanyagot (Chemicon/Millipore), a mitokondrialis légzési lanc komponenseinek
azonositasahoz OXPHOS ellenanyag koktélt hasznaltunk (MitoSciences). Szeparalt
kisérletekben SDS-PAGE utan a Coomassie kékkel megfestett gélekbél kivagtuk a protein
savokat. Tripszines emésztést kdvetéen a tomegspektroszkopias analizist egy 4800 MALDI-
TOF/MS készuléken (Applied Biosystems), a Swiss-Prot adatbazis és a Mascot algoritmus

felhasznéldsaval a Biomolecular Resource Facility-ben (UTMB at Galveston) végezték el.

Az mitokondridlis fehérjék kifejez6désének gatldsa: A mitokondriumok mikddésének
gatlasahoz csokkentettilk az UQCRC2 fehérje kifejez8dését az egerek léguti hamsejtjeiben.
Ehhez a szenzitizalt BALB/c egereket 36, 24 és 12 6raval a parlagfi pollen kivonat Iégutakba
juttatasa elétt foszforotioat-maédositott antiszensz oligonukleotidokkal kezeltiik. Kontrollként
UQCRC1 antiszensz oligonukleotidokat hasznaltunk. Az UQCRC1 és UQCRC2 fehérjék
kifejez6désének megvaltozasat tudd szovettani metszetekben fluoreszcens mikroszkopiaval
detektaltuk.

Penh index meghatarozdsa: A bronchialis hiperreaktivitast teljes-test-pletizmografiaval
methacholin kezeléseknek tettik ki, €s meghatéroztuk a Penh indexet (enhanced pause of

breathing).

Comet esszé: A 8-oxoG mennyiségét a szepardlt léguti hamsejtekben OGG1 FLARE™
Comet esszével (Travigen) hataroztuk meg. A sejteket agardzba agyaztuk, majd lizaltuk. A
detergens kimosasa utan a DNS-t OGG1l enzimmel emésztettik, majd elektroforézisnek
vetettik ala. A sejtmagokbdl ,kihiz6dd” DNS csovak analizisét Comet Assay IV v4.2 szoftver

felhasznéladsaval végeztiik el.

Az Oggl kifejezédésének gatlasa: A léguti hamsejtekben talalhatd Oggl expressziojat
SiRNS technikaval (stealth RNAI™, Invitrogen) gatoltuk. Enyhe anesztézia alatt az egereket
intranazalisan kezeltiik Oggl-specifikus vagy kontroll siRNS-sel a szenzitizalas kezdetétdl
szamitott 8. és 10. napon. A génexpresszié valtozast izolalt hamsejteken detektaltuk qRT-

PCR és Western blot moédszerrel.
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Primer humén sejtek izolalasa: Kisérleteinkhez a monocitédkat, a pDC-ket és a T-sejteket
egészséges veradok periférids vérének mononukleéaris sejtjeibél (PBMC) nyertik. Els6
lépésként a heparinos, buffy coat készitményt Ficoll-Paque (GE Healthcare) oldatra
rétegeztik 1:1 aranyban, majd gradiens centrifugélassal elvalasztottunk a PBMC réteget a
vér tovabbi sejtes alkotoitol. Az igy nyert vorosvértest- és trombocita-mentes PBMC-bél ezt
kovetéen méagneses izolalasi technikan alapul6 sejtizolalé kitek segitségével nyertuk ki a
kisérletekhez szilkséges sejtpopulaciokat. A pDC-k, valamint a naiv CD4" T-sejtek esetében
negativ szelekcion alapuld, mig a CD14" monocitadk és a CD3" pan-T-sejtek esetében pozitiv
szelekcios eljardson alapuld kiteket alkalmaztunk, melyeket a Miltenyi Biotec cég forgalmaz.
A szeparalast kovetben a sejtpopuléciok tisztasagat az adott sejtpopulaciokra jellemzé
specifikus markerek alapjan FACSCalibur &ramlasi citométer (BD Biosciences

Immunocytometry Systems) segitségével ellendriztik.

Huméan DC-k differencialtatdsa CD14" monocitakbdl: A frissen izolalt CD14" monocitakat 80
ng/ml granulocita-makrofag-kolénia stimulalo faktort (GM-CSF) (Gentaur Molecular Products)
és 100 ng/ml IL-4-et (Peprotech EC) hozzadadasaval (a szeparalast kovetd 0. illetve 2. napon
adtuk a sejtekhez) DC-kké differencidltattuk. Az 5. napon a sejtek tébb mint 90%-a éretlen
DC fenotipust (DC-SIGN/CD209*, CD14") mutatott.

Human DC-k pollen kezelése: Kisérleteink soran a monocita eredetli DC-ket intakt parlagfi
pollenszemekkel (1 pollen/ 100 sejt), vagy frissen izolalt parlagfi szubpollen partikulakkal (15
szubpollen részecske/ sejt) NADPH jelenlétében és hianyaban kezeltuk. A kontroll
kisérletekben 72°C-on 30 percig inaktivalt pollenszemeket, és szubpollen partikuldkat, illetve
NADPH oxidaz gatlo difenil-iodoniumot (DPI) vagy antioxidanst (N-tert-butil- a fenilnitron)

alkalmaztunk.

A szubpollen partikulékban izolalasa és ROS-termeld képességének vizsgélata: Az SPP-ket
intakt parlagfli (Ambrosia artemisiifolia, Greer Laboratories) pollenszemekbdl izolaltuk,
endotoxin-mentes desztillalt vizben torténd hidratélast kovetéen. A megmaradt intakt
pollenszemeket alacsony sebességen torténd centrifugalassal tavolitottuk el. A feltliszobdl
szlrést (Minisart Sterile 5 ym Filter, Supelco Analytical) kdvetéen, magas fordulatszamon
torténd centrifugalassal nyertik ki az SPP-ket. A partikuldkat tartalmazd pelletet steril,
endotoxin-mentes PBS oldatban vettik fel és Neubauer kamra segitségével meghataroztuk
az SPP-k darabszamat, illetve vizsgaltuk a frissen izolalt SPP szuszpenziok endotoxin
tartalmat PyroGeneTM Endotoxin Detection Assay Kit (Lonza Group Ltd.) felhasznélasaval.
Az SPP preparatumokban detektalhaté igen alacsony endotoxin koncentracié (28 pg/ml)
alapjan elmondhatd, hogy kisérleteinket az SPP prepardtumok endotoxin tartalma nem

befolydsolhatta. A frissen izolalt SPP-k NAD(P)H oxidaz enzimaktivitas vizsgalatahoz
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H,DCF-DA festéket (Invitrogen) és szubsztratként NADPH-t hasznaltunk. Az enzimaktivitas
hatasara torténd fluoreszcencia intenzitas-valtozast Synergy HT multiplate olvaséval (Bio-
TEK® Instruments) 488/530 nm hulldmhosszon detektaltuk.

Human DC-k szubpollen részecske felvétele: Annak vizsgalatahoz, hogy a DC-k képesek-e
felvenni a szubpollen részecskéket, a partikulakat fluoreszcens CellVue® Jade festékkel
(Polysciences) jeloltuk. Ezt kdvetéen a sejteket 4 éraig inkubaltuk a fluoreszcens festékkel
jelolt szubpollen részecskékkel, majd aramlasi citométerrel vizsgéltuk a CellVue® Jade
pozitiv sejtek aranyat a sejtkultirakban. Szepardlt kisérletekben a fluoreszcens festékkel
konjugalt szubpollen részecskékkel kezelt DC-ket fixaltuk, majd fikoeritrinnel jeldlt anti-DC-
SIGN antitesttel (R&D System) jeloltik. A sejteket mikroszkop targylemezekre vittik fel, majd
konfokalis lézer-pasztaz6 mikroszkép (Zeiss LSM 510 mikroszkép, Carl Zeiss AG)

segitségével vizsgaltuk.

Human pDC-k és DC-k aktivalasa: A frissen izolalt pDC-ket IL-3 jelenlétében (Peprotech)
tenyésztettik. A szOveti oxidativ stressz kortlményeinek in vitro modellezéséhez a sejteket
stabilizalt H,O, (Sigma-Aldrich) kilonb6zé koncentracioival (0,01-10 uM) kezeltik. A kontroll
kisérletekben antioxidansként NAC-t hasznaltunk. A DC-k esetében a kulénbdzé kezelések
hasonlo tapkozegben zajlottak, mint a pDC-knél leirtak, kivéve az IL-3 citokin jelenlétét, mely
a DC sejtkultirdk szdméara nem esszencialis. A pDC-k aktivaldsa TLR7 receptor agonistaval
is (imiquimod, Invivogen) tortént, 24 6ran keresztil. Szepardlt kisérletekben a pDC-ket
tisztitott nativ, illetve oxidativan modositott mtDNS-sel kezeltik, majd 24 6ras inkubalast
kovetéen elvégeztik a sejtek fenotipusos és funkciondlis vizsgéalatat. Kontroll kisérletekben a
sejteket specifikus TLR9 inhibitorral (TTAGGG, InvivoGen) kezeltik elé 30 percig majd ezt

kévetden adtuk a sejtekhez az mtDNS-eket.

Human és egér sejtek fenotipusos vizsgéalata aramlési citometriaval: A kezeléseket kdvetéen
a sejtek sejtfelszini markereinek expresszi6jaban bekovetkezd valtozasokat az adott antigén
elleni, fluoreszcens festékkel konjugalt monoklonalis antitestek felhasznaldsaval, aramlasi
citométerrel detektaltuk. Az &ltalunk hasznélt monoklondlis antitestek a kovetkezéek voltak:
anti-CD40, anti-CD83 (mindketté BD Pharmingen-tdl), anti-HLA-DR, anti-CD80, anti-HLA-DQ
(mindharom a BioLegend-t8l), anti-CD86 (R&D Systems), anti-ICOS-L (eBioscience) a
human sejtek vizsgalata soran; anti-CD86, anti-I-A/I-E (mindketté a BioLegend-tdl), anti-
mPDCA-1 (Miltényi Biotec) az egér kisérletekben. A FACSCalibur citométerrel detektalt

adatok kiértékelése FlowJo szoftver (TreeStart) segitségével tortént.

Citokinek és kemokinek mennyiségének meghatarozasa: A human DC és pDC sejtkultarak

feluliszojabol a szekretélt citokineket, illetve kemokineket szendvics ELISA modszerrel
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hataroztuk meg. A vizsgalt citokinek és kemokinek az alabbiak voltak: IL-1(, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12, IL-17, IFN-y, TNF-a, TGF-B1 (mind a BD Biosciences-t6l) és IFN-a (PBL
InterferonSource). Az egér kisérletekben a vizsgalt citokinek és kemokinek az aldbbiak
voltak: IFN-a (TSZ Scientific LLC.) TNF-q, IL-6 és CXCL1/KC (mind az R&D Systems-t6l). Az
abszorbanciat Synergy HT multiplate olvasoé (Bio-TEK Instruments) segitségével detektaltuk.
A T-sejtek altal termelt citokineket citometrids bead array segitségével detektéltuk. A Human
Allergy Mediators kit (BD Biosciences) az IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-10 és GM-CSF egyideji
meghatérozéséat tette lehetévé. A méréseket FACSCalibur citométerrel végeztuk, az

adatokat FCAP array szoftver (BD Pharmingen) segitségével elemeztiik.

T-sejt proliferacié vizsgélata: A proliferaciés vizsgalatokhoz sejtmembran permedbilis,
fluoreszcens CFSE festékkel (Invitrogen) jeldlt allogén naiv CD4" T-sejteket megfeleléen
elékezelt DC-kkel 1:20 aranyban (DC: T-sejt arany) tenyeésztettiink egyutt anti- CD3
monoklondlis antitest (DB Pharmingen) jelenlétében. A fluoreszcencia intenzitdst 5 napos ko-
kultivaciét kovetéen FACSCalibur citométerrel vizsgaltuk, az adatok kiértékelése FlowJo

szoftver segitségével tortént.

T-sejt polarizacio vizsgalata: Az intakt pollenszemekkel kezelt DC-k T-sejt-polarizalé hatasét
megvizsgaltuk parlagfi allergias és nem allergias egyénekbdl szarmazo sejtek esetében is.
A vizsgélatokhoz 3-3 donorbdl izolaltunk monocitakat és naiv CD4" T-sejteket. Az allergias-
nem allergias csoportba sorolds a szérumok parlagfi-specifikus IgE és a total IgE
koncentracioja alapjan tortént. A pollenkezelt, monocita eredetli DC-ket autolég naiv T-
sejtekkel tenyésztettik egyutt 4 napig, 1:10 aranyban. Ezt kovetéen a T-sejteket
elvalasztottuk a DC-ktdl és 24 oran keresztll anti-CD3 antitestekkel reaktivaltuk. A T-sejtek

altal termelt citokineket a sejtkultdrak fellliszojabdl hataroztuk meg.

T-sejt polarizacié6 meghatarozasa ELISPOT modszerrel: Egyes kisérletekben a megfeleléen
el6kezelt DC-kkel torténd aktivalast kbvetéen a T-sejtek citokin valaszat IFN-y-, IL-4-, illetve
IL-17-specifikus ELISPOT kitekkel (mind az eBioscience-t6l) detektaltuk. Kisérleteinkhez
el6aktivalt DC és allogén CD3" pan-T-sejt (1:10) ko-kultirakat hoztunk létre, majd 4 napos
inkubaciot kévetéen a CD3" pan-T-sejteket a detektalandd citokinre specifikus antitesttel
fedett ELISPOT lemezekre vittik fel. 24 vagy 48 0rads inkubdlast kovetéen a sejteket
mosassal eltavolitottuk, majd a lemezeket biotinalt detektor antitesttel inkubaltuk. Ezt kévette
a torma-peroxidaz-streptavidin konjugatum, illetve az enzim szubsztratjanak (3-amino-9-
ethylcarbazol) hozzdadasa a lemezekhez. A szines spotok detektdlasa ImmunoScan

analizatorral tortént, ImmunoSpot 4.0 szoftver (C.T.L.-Cellular Technology Ltd.) segitségével.
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Intracellularis citokin meghatarozas aramlasi citométerrel: A T-sejt polarizacios kisérletekhez
megfelel6 modon elékezelt DC-ket ko-kultivaltunk autolég CD4'CD45RA™ naiv T-sejtekkel
1:10 ardnyban human CD3 monoklonalis antitest (BD Pharmingen) jelenlétében, majd 6
napos ko-kultivaciot kovetden intracellularis festéssel vizsgaltuk a T-sejtek citokin termelését.
A 6. napot kovetden a T-sejteket poliklonalis aktivatorokkal (anti-human CD3 antitest, PMA,
ionomycin) 7 Oran keresztll reaktivaltuk. Az aktivalds utols6 5 6érajaban a sejtekhez
GolgiStop (BD Biosciences) fehérje transzport géatlét adtunk. Fixalast és permeabilizalast
kovetéen a T-sejteket IFN-y- és IL-4-specifikus, fluoreszcens festékkel konjugéalt
monoklondlis antitest koktéllal (BD Biosciences) jeloltik. Mas kisérletekben anti-CD25
antitesteket hasznéltunk a T-sejtek membranjanak jelbléséhez, majd fixalast és
permeabilizalast kovetéen a sejteket Foxp3- (eBioscience) és IL-10-specifikus (Miltenyi
Biotec), fluoreszcens festékkel konjugalt monoklondlis antitestekkel jeldltik. A fluoreszcencia
intenzitast FACSCalibur citométerrel vizsgaltuk, az adatok kiértékelése FlowJo szoftver

segitségével tortént.

Mitokondridlis oxidativ stressz generélasa és detektalasa: Human HL60 és egér SP2/0-Agl4
sejteket MitoSox Red festékkel, egy specifikus mitokondrialis ROS-indikatorral, toltéttunk fel,
majd antimycin A-val kezeltik. A MitoSox Red fluoreszcencia valtozast FACS Calibur
aramlasi citométerrel detektéltuk. A sejtek életképességét 7-AAD festék segitségével

vizsgaltuk. Az adatok kiértékelése FlowJo szoftver (TreeStart) segitségével tortént.

Mitokondridlis DNS izoléldsa: A kezeletlen, illetve antimycin A-val kezelt human HL60 és
egér SP2/0-Agl4 sejtekbdl a nativ, illetve oxidativan modositott mtDNS-t, a
kereskedelemben kaphato mtDNS izolal6 kit (BioVision) segitségével nyertik ki. Az izolalt és
tisztitott mtDNS mennyiségét NanoDrop spektrofotométer (Thermo Scientific) segitségével

hataroztuk meg.

Izolalt mtDNS oxidaltsagi allapotanak meghatarozasa dot blot modszerrel: Az mtDNS-ek
oxidaltsagi Aallapotat 8-oxoG-specifikus antitest (Millipore) segitségével, szemi-kvantitativ
fehérje analizisre alkalmas dot blot mddszerrel allapitottuk meg. A detektalas
kemilumineszcens modszer segitségével (SuperSignal West Femto Chemiluminescent
Substrate; Thermo Scientific) fényérzékeny film felhasznaldsaval tértént. A dot-ok denzitaséat
Kodak 1D Image Analysis 3.6-0s verzibju szoftver (Kodak Digital Science Imaging, Eastman

Kodak Company) segitségével hataroztuk meg.

Statisztikai analizis: Az adatok atlag + SE vagy atlag + SEM formajdban abrazoltuk. Mas
esetekben olyan reprezentativ kisérleti eredményt mutattunk be, amit tobb hasonlé

eredmény kisérletbdl valasztottunk ki.
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5. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

5.1. A pollen NADPH oxidazok altal termelt szabadgyokok hozzajarulnak az

allergias leguti gyulladas kialakulasahoz

Az oxigén eredetl szabadgyokoket termelé6 NADPH oxidazok nemcsak az eml&sok
fagocitdiban mikodnek, hanem kulénbdzd novényi sejtekben is. Olyan létfontossagu
funkciok szabdalyozdséban jatszanak szerepet, mint példaul a csirazas, vagy a gyokérszorok
novekedése [194, 195]. A gyokeérszérokhoz hasonléan a pollentdmlé kifejlesztése is csucsi
(apikdlis) novekedés eredménye, ezért feltételeztik, hogy a NADPH oxiddzok a
pollenszemekben is jelen vannak. Elsé kisérletinkben NBT esszét alkalmaztunk annak
vizsgalatara, hogy a parlagfii (Ambrosia artemisiifolia) pollenbél szarmazo6 kivonatban
(ragweed pollen extract, RWE) kimutathat6-e O, termel6dése. Amikor a RWE-hoz NBT
oldatot adtunk, lilas-kékes formazan kristalyok képz&dése volt megfigyelhetd (5. A abra), ami
fokozédott NADPH hozzaadéasaval. A hékezelt (72°C, 30 perc) RWE (RWE™) és Amb a 1, a
RWE egyik legfontosabb allergén tulajdonsagu fehérjéje, nem redukalta a NBT-ot. Annak
érdekében, hogy azonositsuk a NBT-redukaldé komponensét a pollen kivonatnak, az
Osszetevéit Superdex 200 kromatografias oszlopon frakcionaltuk. Az eljaras soran kapott
120 tisztitott RWE (pRWE) frakciot NBT esszével teszteltik NADPH jelenlétében. Az NBT
pozitiv frakciokat (pPRWE®*) és az NBT negativ frakciokat (pRWE®X) kiilén-kilén
dsszegyljtottiik és felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. A pRWE®** NBT-redukalé képessége
gatolhato volt SOD enzim hozzdadasaval, valamint difenilén-jodonium (DPI) és quinankrin
(QA) NADPH oxidaz inhibitorokkal (5. B &bra), ami O, -t termelé NADPH oxidaz enzim
jelenlétére utalt [196]. Feltételezésink megerdsitésére in situ NBT esszét alkalmaztunk,
amihez a pollen kivonat fehérjéit nem-denaturaldé PAGE segitségével valasztottuk el
egymastol. Miutan a reakcié pufferhez NADPH-ot adtunk, a gélben jol lathatd NBT-redukalo
séavok jelentek meg, nemcsak a RWE hanem mas pollen kivonatok esetében is (5. C 4bra).
Az Osszes vizsgalt pollen kivonat esetében a hékezelése megszintette a NBT-redukald
aktivitast (5. C abra). A ROS-termeld aktivitast a parlagfl pollen mellett 38 egyéb gyom, fi-
és fafaj pollenjének kivonataban is ki tudtuk mutatni. A tesztek soran csupan egy fenyéfaj
esetében nem sikertlt ROS termelését detektalni a pollen kivonatban (az adatokat nem
mutatom). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a human léguti allergids reakciok
kivaltasaban jelentds szerepet jatsz6 gyomok, fi- és fafajok pollenjében jelen vannak a
NADPH oxidazok. Egy méasik munkacsoport késébb kimutatta, hogy ezeknek az enzimeknek

a lokalizacitja és aktivitdsa a kulénbdzé novényi csaladokban eltéré lehet [197].
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5. abra. A pollen kivonatok NADPH oxidaz aktivitadssal rendel keznek

(A) A parlagfii (Ambrosia artemisiifolia) pollen kivonat (RWE), a hékezelt RWE (RWE") és az
Amb a 1 allergén nitro-blue tetrazolium (NBT)-redukalé képességének vizsgalata NADPH
jelenlétében (+) vagy hianyaban (-). Xantint+xantin oxidazt (X+XO), egy O, -t generalo
szubsztrat-enzim rendszert alkalmaztunk pozitiv kontrollként. (B) A NBT-pozitiv RWE
frakciok (pPRWE®*) altal indukalt formazan képzédést gatoljak a NADPH oxidaz inhibitorok
[difenilén-joddnium (DPI) és quinankrin (QA)/, valamint a szuperoxid dizmutaz (SOD). (C)
Pollen kivonatok altali NBT redukcié nem-denaturald PAGE utan. Plantain: landzséas utifdi
(Plantago major); Pigweed: szdrbs diszndparéj (Amaranthus retroflexus); Pecan: pekandié
(Carya illinoinensis); Birch: k6zonséges nyir (Betula pendula); Oak: tolgy (Quercus sp.);
Bermuda: csillagpazsit (Cynodon dactylon); Redtop: fehér tippan (Agrostis alba); Timothy:
mezei komdcsin (Phleum pratense). RWE", Oak" és Timothy™: hdkezelt (72°C, 30 perc)
pollen kivonatok. #P < 0,001; ##P < 0,0001.

A kovetkezd kisérletekben megvizsgaltuk, hogy a pollen kivonatok NADPH oxidazai
altal termelt O, hogyan hat tenyésztett hamsejtekre. A vizsgalathoz el6szor bronchidlis
epitél A549 sejteket redox-szenzitiv H,DCF-DA festékkel toltéttink meg, majd kilénb6zé

pollen kivonatokkal kezeltliink. A parlagf(i, a pekandié és a mezei komacsin pollen kivonatok
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hatdséra a H,DCF gyorsan atalakult a fluoreszcens diklorofluoreszceinné DCF forméava (6. A
abra). A pollen kivonatokhoz adott NADPH tovabb névelte az intracellularis ROS szintjét, QA
vagy DPI jelenlétében viszont szignifikansan alacsonyabb DCF jel volt detektalhatd. A
RWE", az Amb a 1 vagy a pRWE®" kezelések nem névelték az intracellularis ROS

mennyiségét, ellentétben az aktiv  NADPH oxidazt tartalmazé pRWE®**-kal torténd

kezelésekkel (6. A abra).
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6. abra. A RWE kezelés hatasara emelkedik a ROS szintje teny  észtett epitél sejtekben
(A) NADPH oxidaz inhibitorok hatdsa a pollen kivonat kezelés &ltal indukélt ROS-szint
emelkedésre A549 sejtekben. QA: quinankrin; DPI: difenilén-jodonium; RWE: parlagfd pollen
kivonat; RWE™: hékezelt RWE; pRWE®*: NBT-pozitiv RWE frakciok; pPRWE®*: NBT-negativ
RWE frakciok; PN: pekéandié pollen kivonat; TG: mezei komdcsin pollen kivonat. (B) RWE
altal indukalt ROS kulénb6zd epitél sejtekben. NAC: N-acetil-cisztein; X+XO: xantin+xantin
oxidaz. (C) NADPH oxidaz inhibitorok hatdsa RWE kezelés altal indukalt ROS-termelésre
levegd-folyadék fazishataron névesztett NHBE sejtekben. (D) Protedz inhibitorok hatdsa hazi
poratka (HDM) kivonat és RWE &ltal indukalt ROS szintjére A549 sejtekben. Protedz inhibitor
jelenlétében (o) és hidanyaban (m) kezelt sejtek. #P < 0,001; ##P < 0,0001.

35



dc_1238 16

A RWE hasonléan hatékonynak bizonyult, mint a O, -t termelé xantin + xantin oxidaz
(X+XO) rendszer az intracellularis ROS szintjének novelésében tid6bdl szarmazé epitél
sejtek (NCI-H292), normél human bronchidlis epitél sejtek (NHBE), valamint Madin Darby
kutya vese (MDCK) epitél sejtek esetében (6. B 4&bra). Az intracellularis ROS
mennyiségének novekedése géatolhatd volt, amennyiben a sejteket el6kezeltik NAC
antioxidanssal (6. B abra). A RWE kezelés hatasara a levegd-folyadék hatéarfellleten
novesztett NHBE sejtekben is megemelkedett az intracellularis ROS szintje (6. C abra), ami
QA és DPI hozzdadéasaval géatolhato volt. A levegé-folyadék hatarfellleten névesztett NHBE
sejtekhez adott pRWE®** szintén fokozta az intracellularis ROS mennyiségét, a pRWE®*
viszont nem volt képes a ROS szintjének novelésére (6. C abra). Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a RWE és a pRWE®** képesek voltak oxidativ stresszt indukalni a fizioldgiailag
relevans kortlmények kozott novesztett NHBE sejtekben is. Elézetes tanulmanyokbdl
kidertlt, hogy mind a RWE [198], mind a h&zi poratka (house dust mite, HDM) kivonat
rendelkezik proteaz aktivitassal [199]. A korabbi vizsgélatok eredményeivel megegyezéen,
melyek azt mutattdk, hogy a proteazok képesek oxidativ stresszt indukalni léguti epitél
sejtekben [200], az A549 sejtekhez adott HDM kivonat is ROS képz6dését indukalta, és a
jelenség proteaz inhibitor-koktéllal gatolhatdé volt. Ezzel ellentétben a RWE A&ltal indukalt
ROS-szint emelkedés nem volt gatolhatdé protedz inhibitorokkal (6. D &bra). Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy a pollen kivonatok NADPH oxiddz és nem a proteaz
aktivitasa felel6s az intracellularis ROS indukélaséért a tenyésztett epitél sejtekben.

A kovetkezd megvalaszoland6 kérdésunk az volt, hogy vajon a pollen kivonatok
képesek-e oxidativ stresszt indukalni a légutakban a gyulladdsos sejtek bearamlasat
megel6zden. A kérdés megvalaszolasahoz az allergias léguti gyulladasnak egy olyan egér
modelljét hasznéltuk, amelyben az allatokat intraperitonedlisan szenzitizaljuk, és egyetlen
intranazalis allergén kezeléssel valtjuk ki a gyulladast. A szenzitizalt egerek intranazalis
RWE kezelése megemelte az oxidativ stressz markerek (GSSG, MDA és 4-HNE) szintjét a
BALF mintakban mar 30 perccel az expoziciét kbvetéen (7. A és B abra ). A RWE kezelés 15
percen belll az intracellularis ROS mennyiségének nodvekedését indukalta a Iléguti
epitéliumban (7. C és D abra), ezzel szemben a NADPH oxidaz aktivitassal nem rendelkezd
RWE" és pRWE®* nem emelték meg a ROS szintjét (7. C abra). Amikor X+XO-t adtunk
egyutt RWE™-tal, a ROS-novekedés Ujra detektalhato volt (7. C abra). Antioxidansok (AA és
NAC) hozzaadasa meggatolta, hogy a RWE kezelés a ROS-szintek novekedését indukélja a
tidé epitéliumban (7. C abra). A szenzitizalt egerek légutjaiban nem voltak kimutathatéak a

gyulladasos sejtek még 1 éraval a RWE expozicié utan sem, ami arra utal, hogy az altalunk

sz
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7. abra. A RWE kezelés oxidativ stresszt okoz a tid ében a gyulladasos sejtek
bedramlasa el 6tt
(A és B) A RWE kezelés hatasa az oxidativ stressz markerek /oxidalt glutation (GSSG) (A),
malondialdehid (MDA), és 4-hidroxinonenal (4-HNE) (B)/ szintjére a léguti hAmsejteket boritd
folyadékfilmben. WT: vad tipusu egerek; NOD SCID: B-sejt, T-sejt és Ig deficiens egerek;
C57BL/6J-Kit"™: hizésejt deficiens egerek: AU: tetszéleges egység. PBS- (o) és RWE- (m)
kezelt egerek (n = 4-6 egér /csoport). Az eredményeket atlag + SEM formaban 4brazoltuk.
*»*pP < 0,01; #P < 0,001. (C és D) A ROS-szintek valtozasadnak kovetése az egerek tidé
epitéliumaban ex vivo kezelés utdn DCF fluoreszcencia (C) vagy NBT redukciéo (D)
detektalasaval. Nagyitds: 100x. RWE: parlagfé pollen kivonat; RWE™: hékezelt RWE;
PRWE®*: NBT-negativ RWE frakciok; X+XO: xantin+xantin oxidaz; NAC: N-acetil-cisztein;
AA, aszkorbinsav. (E) A RWE kezelés utan 1 6raval a gyulladasos sejtek infiltraciéja még
nem mutathato ki a szenzitizalt egerek légutjaiban. PBS- (o) és RWE- (m) kezelt egerek (n =

6 egér /csoport).

A korabbi feltételezés az volt, hogy az allergias gyulladds sordn az immunrendszer
sejtjei az elséleges okozdi a légutakban kialakulo oxidativ stressznek, ezért megvizsgaltuk a
RWE kezelés hatasat hizosejt deficiens (C57BL/6J-KitW—-v), valamint B-sejt, T-sejt és Ig
deficiens egerekben (NOD SCID) is. A RWE expoziciét kovetdéen az oxidativ stressz
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markerek (GSSG, MDA és 4-HNE) szintjében nem volt szignifikans kilonbség a knock-out
és a vad tipusu (WT) egerek ko6zott (7. A és B abra ). A naiv egerekben a RWE kezelés altal
indukélt oxidativ stressz marker szintek hasonléak voltak a szenzitizalt egerekben
kapottakhoz (az adatokat nem mutatom). Ezekbdl az adatokbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy
a pollen NADPH oxidazok éltal a légutak epitéliumaban és légutakat bevono folyadékfilmben
generdlt oxidativ stressz fuggetlen az adaptivimmunvalasztol.

Ezt kovetéen megvizsgaltuk a pollen NADPH oxidazok &ltal generadlt ROS léguti
gyulladasban betoltott szerepét. A varakozasnak megfeleléen a RWE kezelés mind az
eozinofil granulocitak (8. A abra), mind az dsszes gyulladasos sejt szamat (8. B abra)
megnovelte a szenzitizlt egerek légutjaiban. A RWE expoziciéval 6sszehasonlitva, a
NADPH oxidaz aktivitastél mentes oldatokkal (RWE" és Amb a 1) térténtd intranazalis

A

légutakba (8. A és B abra).

A PBS I B PBS I c
= ##
RWE ——¥ ! RWE 3 IL-4 "
" #
RWE [ RWE"
” ##
X+XO [ [ X+X0O [ IL-5 *k
RWEY ———— G
+ X+XO + X+XO
Amba 1) t Amb a 1 t##
Amb a 1 e Amb a 1 IL-1 aE
+ X+XO — + X+XO o
0 5 10 15 20 25 0 W E 10 100 1000 10000
. ’ R .
Eozinofilek x 10*/ml Ossz-sejtszam x 104/ml Th2 citokinek (pg/ml)

8. abra. A pollen NADPH oxidazok altal indukalt oxidativ str ~ essz szerepet jatszik az

allergias léguti gyulladas kialakuldsiban
(A és B) A NADPH oxidaz aktivitas mentes oldatokkal (RWE" és Amb a 1) t6rténd kezelés
csak enyhe allergias léguti gyulladast eredményez, mig a hozzaadott O, termelés (X+XO)
visszadllitjia/fokozza a RWE" és Amb a 1 &ltal indukalt gyulladast a RWE Aaltal kivaltott
szintre. RWE: parlagfii pollen kivonat; RWE": hékezelt RWE; X+XO: xantin+xantin oxidaz.
Az eredményeket atlag £ SEM formaban abrazoltuk (n = 7-9 egér/csoport). (C) Th2 citokin
szintek lépsejt tenyészetek fellliszéjdban. A RWE-tal szenzitizdlt egerekbdl szarmazo
lépsejteket PBS (o), RWE (m), RWE" (=) vagy Amb a 1 (m) hozzdadasa utan 96 6ran at
tenyésztettiik, majd a citokinek mennyiségét a fellluszékban ELISA-val htaroztuk meg. Az
eredményeket atlag + SEM formaban &brazoltuk (n = 4-6 egér/csoport). **P < 0,01; #P <
0,001; ##P < 0,0001.
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Felmeriilt annak a lehetésége, hogy a RWE" és az Amb a 1 oldatok csokkent
gyulladaskelté képessége esetleg a kisebb foka Th2 citokin (IL-4, IL-5, IL-13) indukalo
kapacitasukra vezethetd vissza. Ezt a lehetéséget azonban kizartuk, mivel a RWE" és Amb
a 1 altal indukalt Th2 citokinek szintje a szenzitizalt egerekbél szarmazd Iépsejt
tenyészetekben hasonlé vagy magasabb volt, mint a RWE altal indukalt citokineké (8. C
abra). Az eozinofil granulocitak és a mucin-tartalmu sejtek kvantitativ meghatarozasdhoz
elvégeztik a kezelt egerek tidészoveteinek morfometrikus analizisét. Hasonléan a BALF
mintdk analizise soran kapott eredményekhez, a RWE" kivonattal végzett intranazalis
terlleteken (9. A és B abra), a léguti epitéliumban pedig kevesebb mucin-tartalma sejt

kialakulasahoz vezetett (9. C és D &bra), a RWE expozicéval 6sszehasonlitva.
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9. &bra. A RWE NADPH oxidaz aktivithsdnak megszuntetése csok  kenti az eozinofil
granulocitak akkumulacigjat a peribronchialis térbe n és a mucin-tartalmu sejtek
szamat a léguti epitéliumban
Az eozinofilek azonositasa a peribronchidlis régiékban immunfluoreszcencias maodszerrel
(A), a mucin-tartalma sejtek kimutatasa PAS festéssel a léguti epitéliumban (C), és
kvantitativ meghatarozasuk morfometrikus elemzéssel (B és D). (E) A X+XO egylttadasa az
Amb a 1 allergénnel néveli a mucin-termeld sejtek szamat a léguti epitéliumban. Nagyitas:
100x. RWE: parlagfi pollen kivonat; RWE": hékezelt RWE; X+XO: xantin+xantin oxidaz. Az

eredményeket atlag + SEM forméban &brazoltuk (n = 3-6 egér/csoport). ##P < 0,0001.
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Kisérleteink eredményei szerint a pollen NADPH oxidaz aktivitas O, keletkezéséhez
vezet, ezért azt feltételeztiik, ha egy masik, O, -t termel6 rendszer adunk a RWE" és az
Amb a 1 oldatokhoz, az visszaallitja/fokozza az allergias gyulladast kivaltd képesseguket.
Valéban, a X+XO ROS-general6 rendszer a RWE"-tal egyiitt adva hasonlé mértéki allergias
gyulladast (8. A és B; 9. A-D abra ) okozott, mint a RWE. Hasonl6 médon, az Amb a 1
egylttaddsa a X+XO-zal szignifikansan megnovelte a gyulladasos sejtek szamat a BAL
folyadékban (8. A és B abra ) és a mucin-tartalmu sejtek szamat a léguti epitéliumban (9. E
abra). A X+XO 6nmagaban azonban nem okozott sem gyulladast a tud6ékben (8. A és B; 9.
A-D &bra), ami azt jelzi, hogy az oxidativ stressz 6nmagaban nem elegendd a fentebb leirt
hatasok kivaltasahoz. A pollen NADPH oxidazok jelentéségének tovabbi bizonyitasdhoz az
allergias gyulladas kivaltasaban, megvizsgaltuk a pRWE®*", valamint a RWE + QA kombinalt
kezelés hatasat szenzitizalt egerekre. A pRWE®* kezelés joval kevesebb eozinofil (10. A
abra) és mas gyulladasos sejt (10. B 4bra) bearamlasat valtotta ki a légutakba, mint a RWE

expozicié. A QA egylttadasa a RWE-tal szignifikAnsan csokkentette az eozinofilek (10. A

s sz

A B C
PBS|| 4
RWE gy 1#
*k pRWES** + pRWE*- F—
pRWE- [ | L 1
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10. dbra. A RWE NADPH oxidaz aktivitasanak eltavolitasa, vagy  az altala termelt ROS
semlegesitése csokkenti az allergias gyulladasa int  enzitasat
RWE-szenzitizalt egereket kezeltink RWE-tal, pRWE®*kal, vagy RWE+QA-nal. Mind a
PRWE®*", mind a RWE+QA kezelés szignifikdnsan kevesebb eozinofil (A) és mas
gyulladasos sejt (B) bedramlasat valtotta ki a Iégutakba, mint a RWE expozicié. (C) Az aktiv
NADPH oxidaz tartalm frakciokkal (P RWE* plusz pPRWE®*") val6 kezelés intenziv eozinofil
intfiltraciot indukal, mig az inaktiv NADPH oxidaz frakciokkal (pRWE®*™" plusz pRWE®*",
vagy pRWE®* plusz pRWE®*" plusz Tiron) térténé kezelés szignifikdnsan kevesebb
eozinofil bearamlast eredményez a RWE-szenzitizalt allatok Iégatjaiba. RWE: parlagfd pollen
kivonat; pRWE®**: NBT-pozitiv RWE frakciok; pPRWE®**": héinaktivalt pRWE®**; pRWE*:
NBT-negativ RWE frakciok; QA: quinankrin. Az eredményeket atlag + SEM formaban

abrazoltuk (n = 5-7 egér/csoport). *P < 0,05; **P < 0,01; #P < 0,001.
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Osszefoglalva, ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a RWE NADPH oxidaza altal
generalt oxidativ stressz fokozza a gyulladasos sejtek bedramlasat a légutakba és ndveli a
mucin-tartalmd sejtek szamét a léguti epitéliumban, azaz felerdsiti a pollen allergének altal
induk@lt allergias gyulladast. Ennek a hipotézisnek a megerésitéséhez, RWE-szenzitizalt
egereknek kombinalva adtunk intranazalisan pPRWE®-at és pRWE®**-at, hogy biztositsuk
az allergének és a ROS-generalé aktivitas egylttes jelenlétét. Két tovabbi vizsgalati
csoportban ,eltavolitottuk” a NADPH oxidaz aktivitast a kezeléshez hasznélt anyagbdl, vagy
a pPRWE®™ héinaktivaciojaval, vagy a 4,5-dihidroxi-1,3-benzén diszulfonsav (Tiron) egyiittes
adasaval, ami hatastalanitia a O, -t [201]. Az allergének és a ROS-generald aktivitas
kombinacidja 2,5-3-szor tobb eozinofil granulocitat eredményezett a légutakban, mint az
allergének 6nmagukban (10. C 4bra).

Ismert, hogy azok az anyagok, amelyeknek a belélegzése oxidativ stresszt valt ki a
légutakban (pl. 6zon) neutrofil gyulladast okoznak [202]. Ebbél kiindulva, 6sszehasonlitottuk
a pPRWE®* és a pRWE®* neutrofil toborzé képességét naiv egerekben. A pRWE®**-kal
kezelt egereknél 7-szer magasabb neutrofil akkumulaciét tapasztaltunk 24 oraval az
expozicid utan, mint a pRWE®*-kal kezelteknél (11. A abra). Ezek az eredmények azt
mutatjék, hogy a pollen NADPH oxidazok &ltal indukalt oxidativ stressz neutrofil granulocitak
infiltraciojat valtja ki a tidében az adaptiv immunvalaszoktél fuggetlenil. Megfigyeléseink
szerint a pollen kivonattal torténd kezelés egyik meghataroz6 kévetkezménye a GSSG és a
4-HNE keletkezése a léguti folyadékfilmben (7. A és B 4bra ), ezért megvizsgaltuk ezeknek
az oxidativ stressz termékeknek a szerepét a neutrofilek toborzdsaban. Az egerek nem
toxikus koncentracioju GSSG-nal és 4-HNE-lal torténd kezelése 3-4-szer nagyobb neutrofil
€s mas gyulladasos sejt akkumulaciét eredményezett, mint a PBS kezelés (11. B és C
abra). Az A549 sejttenyészethez adott GSSG és 4-HNE a p38 MAPK gyors (5 percen beliili)
tirozin foszforilacidjat eredményezte (11. D abra), amit IL-8 (11. E abra) termel8dés kdvetett.
A GSSG és a 4-HNE kezelés hatasat az IL-8 prométerére IL-8/luciferdz esszé segitségével
vizsgaltuk [203]. A GSSG kezelés 400-szoros, mig a 4-HNE kezelés 58-szoros novekedést
indukalt az IL-8 prométer aktivitasaban (11. F abra). Ezek az eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy a p38 MAPK aktivacioja és az IL-8 (illetve annak egér megfeleléjének) a
termelédése nagy valoszinlséggel szerepet jatszik a GSSG, illetve 4-HNE altal indukalt
neutrofil akkumulaciéban. A kovetkez6kben megvizsgaltuk a GSSG és 4-HNE szerepét az
allergias léguti gyulladasban. Az Amb a 1 allergénnel kezelt RWE-szenzitizalt egerekben
nem emelkedett sem az eozinofil, sem mas gyulladasos sejtek szama a tudében (11. G és H
abra). Amikor az Amb a 1 allergénhez GSSG-t vagy 4-HNE-t adtunk a kezelés soran, a
légutakba bedraml6 eozinofilek szdma 3-4-szeresére, mig az 6sszes gyulladasos sejtszam

2-3-szorosara novekedett (11. G és H 4bra).
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11. &bra. A pollen NADPH oxidazok altal generdlt ox idativ stressz és a kialakul6
GSSG és 4-HNE hatasa az allergias léguti gyulladasr a

(A) A naiv egerek pRWE®**-kal és pRWE®*-kal torténé kezelése gyulladasos sejtek
bedramlasat indukalta a Iégutakba 24 oréaval a kezelés utan. (B és C) A GSSG és a 4-HNE
24 oraval a kezelés utdn. (D) A GSSG és a 4-HNE kezelés a p38 MAPK tirozin
foszforilaciojat idézi el6 tenyésztett A549 sejtekben. (E és F) A GSSG és a 4-HNE kezelés
IL-8 termelddést (E) és az IL-8 promoter aktivitAsdnak ndvekedését (F) valtja ki A549
sejtekben. (G és H) Az Amb a 1 6nmagéban nem, csak GSSG vagy 4-HNE hozzaadasaval
indukdlja az eozinofilek (G), és mas gyulladasos sejtek (G) légutakba aramlasat RWE-
szenzitizalt egerekben. pRWE®**: NBT-pozitiv RWE frakciok; pRWE®*: NBT-negativ RWE
frakciok; GSSG: oxidalt glutation; 4-HNE: 4-hidroxinonenal. Az eredményeket atlag + SEM

formaban abrézoltuk (n = 4-6 egér /csoport). *P < 0,05; **P < 0,01; #P < 0,001.

Korabbi vizsgalatok szerint allergén és az erds oxidans tulajdonsaggal rendelkezé
6zon kombinacidjaval torténé kezelés fokozza az allergias gyulladast [57, 204]. Ezekben a
kisérletekben egy koérnyezeti faktor, az 6zon, valtotta ki az oxidativ stresszt a légutakban.
Jelen Kkisérleteinkben sikerllt egy Uj kornyezeti tényezét azonositanunk, amely szintén
oxidativ folyamatokat indit el a légutakban. Elséként mutattuk ki, hogy a pollen kivonatok

oxidans aktivitdssal rendelkeznek. Feltartuk, hogy az oxidans aktivitas pollen NADPH oxidaz
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enzimek mikodésének az eredménye. Ezek az enzimek a fagocitdak NADPH oxidaz
enzimeihez hasonldéan O, termelésére képesek. A pollen NADPH oxidazok altal termelt
szabadgyokok perceken belll oxidativ stresszt okoznak a légutak hamsejtjeiben. Hizésejt-,
T-sejt-, illetve B-sejt-deficiens egereken végzett kisérletekkel igazoltuk, hogy ez a hatas
flggetlen az adaptiv immunvéalaszoktol. Ha gatoltuk a pollen eredetli ROS termel6dését,
vagy eltavolitottuk a pollen kivonatb6l a NADPH oxid4dzokat, drdmai mdédon csokkent az
eozinofilids gyulladas a pollen kivonatokkal kezelt egerek légutjaiban.

Megfigyeléseink alapjan, ahhoz hogy a szenzitizdlt egerekben sulyos allergias
gyulladas alakuljon ki kétféle szignal egyuttes jelenléte szikséges. Az egyik szignal
természetesen maga az allergén. A masodik szignalt a pollen NADPH oxidazok altal indukalt
oxidativ stressz hozza létre. Eredményeink szerint ebben az oxidativ stressz-generalt
szigndlban fontos szerepet tblthet be a GSSG és a 4-HNE. Pusztan ezekkel a
komponensekkel intranazalisan kezelve az egereket neutrofil granulocitak |égutakba
aramlasat lehet kivaltani. Amikor tenyésztett léguti hamsejtekhez GSSG-t és 4-HNE-t adtunk
IL-8, az egyik legfontosabb neutrofil kemotaktikus faktor, termelédését és a p38 MAPK
Gtvonal aktivalodasat detektaltuk. Osszességében eredményeink azt jelzik, hogy a pollen
NADPH oxiddzok altal generdlt oxidativ stressz a légutakban, valamint az annak
kovetkezményekeént kialakuld6 GSSG és 4-HNE fontos szerepet tblthetnek be az allergias

léguti gyulladasok kialakulasaban.

Egy évvel a publikacionk megjelenése utan egy cseh munkacsoport kimutatta, hogy a
feltételezésunknek megfeleléen, valoban NADPH oxidazok iranyitjak a pollentomlék apikélis
novekedését. DPI jelenlétében, vagy az enzim kifejez6désének gatlasakor a pollentomld
novekedése lelassult. Kivilrél hozzdadott H,O, a pollentémlé noévekedését felgyorsitotta
[205].
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5.2. A pollen eredetl oxidativ stress hatasa az azonnali tulérzékenységi
reakciokra és a késdi fazisu gyulladasos valaszra az allergids kotéhartya-
gyulladas egér modelljében

Az el6z6 vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a klinikumban az allergias bértesztekhez
(Prick-teszt) hasznalt pollen kivonatok NADPH oxidaz aktivitassal rendelkeznek. Ebben a
kisérletsorozatban az intakt pollenszemek ROS-termel6 képességét tanulmanyoztuk.
El6szor az egyik legfontosabb szezonalis Iéguti allergént, a parlagfi pollent teszteltik. A
hidratalt parlagfi pollenszemek (ragweed pollen grains, RWP) a redox-érzékeny H,DCF-t
fluoreszcens DCF-né alakitottak at, ezzel szemben a hékezelt (72°C, 30 perc) RWP (RWP")

nem volt képes erre (12. abra).

RWP

12. abra. A hidratélt parlagf @ pollenszemek (RWP) ROS termelésre képesek
Bal oldali képek: a hidratalt RWP és a hékezelt RWP (RWP") DCF fluoreszcencidja
mikroszképos felvételen. A jobb oldali képek: a pollenszemek faziskontraszt képei. Nagyitas:

100x. A képek 3 fliggetlen kisérletet reprezentalnak.

A H,DCF kilénbodz6 tipusu reaktiv oxigén szarmazékokkal is reakciéba léphet [206].
Annak érdekében, hogy meghatarozzuk milyen tipusi ROS termelédik elsédlegesen pollen
hidrataciot koévetéen, NBT esszét végeztink. A RWP doézisfiiggd mdédon formazanna
redukalta a NBT-ot, ami O, keletkezésére utalt. Az NBT esszé segitségével megvizsgaltuk

tovabbi 42 ndévényfaj - néhanyat a 13. A abra mutat be - pollenszemeinek ROS termelését. A
44



dc_1238 16

hidratalt pollenszemek felszinén a NBT hozzaadaséat koévetéen formazan képzédés volt
megfigyelhet§ az Osszes vizsgalt novényfaj esetében. A képzd6dd formazadn mennyisége
szignifikAnsan fokozédott NADPH, s6t NADH jelenlétében is (13. A és B abra), ugyanakkor
sem a NADPH, sem a NADH 6nmagaban nem reagalt a NBT-mal (az adatokat nem
mutatom). Ez azt mutatja, hogy a O, -termeld pollen oxidazok NADPH-ot és NADH-ot is
képesek szubsztratként haszndlni, szemben a fagocitak oxidazaival, amelyek szinte
kizarélag NADPH felhasznalasaval termelnek O, -t [207]. Az RWP el6kezelése Tironnal,
vagy SOD-zal jelentésen csokkentette a formazan keletkezését (I. Tablazat). A
pollenszemek &ltali NBT redukcié géatolhaté volt DPI és QA NADPH oxidaz inhibitorokkal,
mig a novényi peroxidazok inhibitoraként hasznalatos aziddal nem [207-209], ami
megerdésiti, hogy NAD(P)H oxidazok allnak a pollenszemek ROS termelésének hatterében.
Az O, gyorsan atalakul H,O,-da akar nem-enzimatikus Gton, akar SOD jelenlétében [210,
211], és a pollenszemekrdl méar kordbban kimutattak, hogy tartalmaznak SOD-t [211]. EbbéI
kiindulva, a kdvetkez6 kisérletben nem az elsédlegesen termel6dé 0, -t, hanem a beléle
kialakul6 H,O,-t prébaltuk kimutatni Amplex Red esszé alkalmazéséaval [212]. A RWP
szuszpenzidéban kimutathaté volt H,O,, és a mennyisége tovabb ndvelheté volt NADH vagy
NADPH hozzaadasaval (13. C abra). A H,O, keletkezése géatolhaté volt, ha a RWP-t
Tironnal kezeltuk el§ (13. C &bra). Hasonld6 eredményeket figyeltink meg mas
gyomnovények, fi- és fafélék pollenszuszpenziéi esetében is (az adatokat nem mutatom). A
fenti megfigyelések alapjan a pollenszemekben talalhat6 NAD(P)H oxidazok O,"-t allitanak

eld, amelyet szintén a pollenben talalhaté SOD tovabb alakithat H,O,-da.

I. Tablazat. A parlagf d pollenszemek szuperoxid anion termelése

Formazan képzddés (Asg o = SD)

Inhibitorok Alapszint +NADH (100 pmol/L)
- 0.119 = 0.017 (100%) 0.776 + 0.045 (100%)
Tiron (100 pmol/L) 0.107 = 0.016 (90%) 0.713 = 0.017 (92%)
Tiron (1 mmol/L) 0.059 = 0,011 (50%)** 0481 = 0.034 (62%)**
Tiron (10 mmol/L) 0.043 *+ 0.004 (36%)** 0.263 = 0.005 (34%)**
SOD (50 U/mL) 0.085 = 0.006 (71%)* 0.541 = 0.044 (70%)*
Quinacrin (5 mmol/L) 0,089 *+ 0.014 (75%)* 0.495 = 0.003 (64%)**
Difenilén-jodénium (100 pmol/L) 0.061 = 0.011 (51%)** 0425 £ 0.019 (55%)**
NaN; (10 mmol/L) 0.122 + 0.013 (102%) 0.807 £ 0.024 (104%)
NADPH (100 pmol/L) 0.538 = 0.029 (452G)**** —

#P < 05; **P < 01; #*##*P < 0001 vs kontroll.

A kovetkez6kben megvizsgéltuk, hogy a hidratalt pollenszemek NAD(P)H oxidazai altal
termelt O, -nak van-e hatasa az intracellularis ROS szintjére NHBE és A549 sejtekben.
Ehhez a sejteket H,DCF-DA-tal toltéttik meg, és a DCF fluoreszcencia valtozasat fluorimeter

vagy fluoreszcens mikroszkép segitségével detektaltuk.
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13. abra. A kulonb6z 6 pollenszemek altali szuperoxid anion termelés

(A) A nitro-blue tetrazolium (NBT) formazanna redukalasa kilonb6zé fajok pollenszemei
altal. m: pollenszem szuszpenzié; o, pollenszem szuszpenzié + NADH; m: pollenszem
szuszpenzié + NADPH; Bermuda: csillagpazsit (Cynodon dactylon); Redtop: fehér tippan
(Agrostis alba); Timothy: mezei komdécsin (Phleum pratense); Birch: kdzonséges nyir (Betula
pendula); Oak: tolgy (Quercus sp.); Plantain: landzsas utifi (Plantago major); Pigweed:
sz6ros disznoparéj (Amaranthus retroflexus); Thistle: homoki ballagéfd (Salsola kali). (B)
Formazan kristalyok kivalasa a pollenszemeken. Bal oldali kép: hidratalt parlagféi pollen
(RWP). Kbzépsé keép: hidratélt RWP + NBT. Jobb oldali kép: hidratalt RWP + NBT + NADPH.
Nagyitas: 100x. (C) H,O, detektdlasa RWP szuszpenzidban Amplex Red esszével. Az
eredményeket atlag + SEM formaban abrazoltuk. *P < 0,05; **P < 0,01.

A RWP kezelés dézisfiggden novelte az intracellularis DCF jelet a NHBE sejtekben,
ami fokozhaté volt SOD és gatolhatd Tiron hozzaadaséaval (14. A abra). Az intracellularis
DCF jelek valtozasat A549 sejtekben fluoreszcens mikroszképpal vizsgaltuk. A faziskontraszt
és a fluoreszcens képek egymasra illesztésekor kidertlt, hogy azokban a sejtekben
emelkedett meg jelentésen az intracellularis ROS szintje, melyek kézvetlenll érintkeztek a

pollenszemekkel (14. B 4bra).
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14. abra. A parlagf d pollen (RWP) kezelés megndveli tenyésztett

epitél sejtekben a ROS szintjét
(A) Dozisfliggé DCF fluoreszcencia ndvekedés RWP-nel kezelt primer NHBE sejtekben. m:
RWP; o: RWP + SOD; =: RWP + Tiron; AU: tetszéleges egység. Az eredményeket atlag +
SEM forméban abrazoltuk. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. (B) A kbzvetlen érintkezés a
pollenszemekkel megndveli az intracellularis ROS szintjét az A549 sejtekben. Bal oldali kép:
DCF fluoreszcencia az A549 sejtekben. Kbozépsé kép: a RWP-nel kezelt A549 sejtek
faziskontraszt képe. Jobb oldali kép: a faziskontraszt és a fluoreszcens képek egymasra
illesztése. Nagyitas: 200x.

A pollenszemek NAD(P)H oxidazai altal generalt O, -nak az intracellularis ROS
szintjére gyakorolt hatdsdnak in vivo tanulmanyozdsdhoz naiv és szenzitizalt egerek
kétéhartya epitél sejtjeit H,DCF-DA-tal toltottik fel, és RWP-nel vagy PBS oldattal kezeltik.
A kezelés utan 15 perccel az egereket tulaltattuk, szemeiket eltavolitottuk, fagyasztottuk,
majd szovettani metszés utan fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. A PBS nem, mig a
RWP kezelés jelentésen megndvelte a ROS szintjét a kétéhartya epitél sejtjeiben. A RWP
el6kezelése Tironnal meggétolta az intracellularis ROS mennyiségének emelkedését (15.
abra). Hasonl6 jelenség volt megfigyelheté a naiv és szenzitizalt egereknél is, ami arra utal,
hogy a RWP Aaltal indukalt oxidativ stressz a kétéhartyaban fliggetlen az adaptiv

immunvalaszoktol.
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PBS RWP

RWP+Tiron

15. abra. A ROS szintjének valtozasa az egerek kot

parlagf d pollen (RWP) kezelés utan

6harty4jaban helyi

Felsé képek: DCF fluoreszcencia az egerek kétéhartyajaban PBS, RWP és RWP + Tiron

kezelés utan. Als6 képek: a megfeleld szoveti terlletek faziskontraszt képek. A felvételek 4

egérbdl allé csoportok konjuktiva metszeteit reprezentaljak. Nagyitas: 40x.

Annak vizsgélatara, hogy a pollenszemek NAD(P)H oxidazai altal indukalt oxidativ

stressznek van-e szerepe az allergias kotdhartya-gyulladas azonnali

reakcioinak

kialakulasdban RWE-szenzitizalt egereket kezeltink PBS oldattal, RWP-nel, RWP"-nel,
valamint Tironnal el6kezelt RWP-nel. Az egerek allergias tuneteit (kdt6hartya-duzzanat,

kotéhartya-vorosseg, szemhéj 6déma, viszketés és kdnnyezeés) 20 perccel a kezelések utan

vizsgaltuk, és egy klinikai pontrendszer szerint 0-4 pont kozott eértékeltik, korabbi

vizsgalatoknak megfelelén [213] (II. Tablazat).

Il. Tablazat. Klinikai pontszamok és hizosejt degranulacié

A feltiintetett modon kezelt, szenzitizalt BALB/c egerek csoportjai

PBS RWP RWPH RWPH + (X+XO0) RWP + Tiron X+X0
(n =6} {n=6) (n=6) (n =6) {n=5) (n=6)
Kbtéhartya-duzzanat (4tlag + SEM) 0 1.7 £ 0.4%* 04 = 0.2 1 = 04%* 04 = 0.2 0
Ktéhartya-virosség 0 23X Q2% 05*03 1 + 0.3%* 06 * 0.2% 0
(atlag = SEM)
Szemhéj 6déma (4tlag = SEM) 0 2.2 * Q2%%3 03 02 2 x 3%%* 08 = 0.3% 0
Koénnyezes és viszketés 0 2.5 X 02ar%r 1 X 0.3%* 2.3 X D2%*% 0.6 X 0.2% 0.5 £ 02
(étlag+ SEM)
('jssz-porﬁszém(étlagiSEM: 0 8.7 X 0.6%%* 22 )y 6.3 £ 0.5%%*s 24 £ (.5%% 0502
a lehetséges maximélis
0ssz-pontszam = 12)
Hizésejtek a kétdhartyaban 58 x01 57 %013 59 x 0.27 6.1 = 0.07 60 = 0.1 5802
(sejt/metszet, atlag = SEM)
Hizosejt degranulacié 0 5.1 £ Q4%%** 1.5 £ 0.17%* 4.9 * (,13%%F* 2.1 = 0.07%* 0
a kotShartyaban (sejt/metszet,
dtlag = SEM)

P 05; #P < 01; #*¥*P < (001; ***+P < 0001 vs PBS kontroll.
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A RWP kezelt egerek atlag klinikai pontszama 8,7+0,6 (atlagtSEM) volt. A klinikai
tinetek Iényegesen enyhébbek voltak RWP" kezelés (2,2+0,75), vagy Tironnal elékezelt
pollennel torténd expozicid6 esetében (2,4+0,5; |Il. Tabldzat). Az eredmények
megerésitéséhez az egereket RWP"-nel és X+XO-zal egyiittesen kezeltik. A X+XO Altal
eléidézett oxidativ stressz sulyosbitotta a RWP"-nel kezelt egerek klinikai tineteit 2,2+0,75-
rél 6,3+0,5-re, mig a X+XO 6nmagédban nem idézett el6 azonnali allergids tineteket a
szemben (Il. Tablazat). Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a RWP NAD(P) oxidazai altal
okozott oxidativ stressz felerésiti az antigén-indukalta korai tulérzékenységi tineteket az
allergias kotéhartya-gyulladas egér modelljében.

Megvizsgaltuk azt is, hogy a RWP &ltal generalt oxidativ stressz befolyasolja-e a
(degranulacid), valamint késéi (eozinofil infiltracid) fazisoknak megfeleld idépontokat egy
elézetes vizsgalat eredményei alapjan jeloltuk ki [213]. A degranuldlt hizésejtek szamat a
kétéhartya-szévetben 3 draval a RWP kezelés utan hataroztuk meg. A hizdsejt degranulacio
a RWP", valamint a Tironnal el6kezelt RWP kezelést kdvetéen szignifikdnsan alacsonyabb
volt az RWP expoziciéhoz képest (16. abra; Il. Tablazat ).

16. abra. A parlagf G pollen ( RWP)-indukélta oxidativ stressz hatasa a hizosejtek
degranul&ciojara
Az egerek kotéhartyajat PBS oldattal, RWP-nel vagy héinaktivalt RWP-nel (RWP") kezeltiik.
Az egereket 3 Oraval a kezelések utan tulaltattuk, a szemiket eltavolitottuk, és szévettani
metszeteket készitettink. A Giemsa-val festett szdveti mintdkat mikroszképpal vizsgaltuk. A

képek 5-6 egérbdl allé csoportok kotbhartyajanak metszeteit reprezentéljak. Nagyitas: 100x.

49



dc_1238 16

A X+XO egyiittadasa a RWP"-nel viszont megnévelte a degranulalt hizésejtek szamat.
Habar a hizésejtek szama a kot6hartydban hasonldé volt minden kezelt csoportban, a
hizésejtek degranulacidja Iényegesen magasabb volt az oxidativ stresszt indukalé kezelések
utan (RWP, RWP"+[X+XO]J; Il. Tablazat). A gyulladasos sejtek bearamlasat a kotéhartyaba
48 oraval a RWP kezelés utan vizsgaltuk. A RWP kezelés a gyulladasos sejtek,
elsédlegesen az eozinofilek, er6teljes infiltracidjat valtotta ki (17. abra). Ezzel ellentétben,
kisebb volt a gyulladasos sejtek bearamlasa mind a RWP", mind a Tironnal elékezelt RWP
expozici6 esetében (17. abra). A RWP™nel és a X+XO-zal t6rténé szimultan kezelés
visszadllitotta a bearamld eozinofilek szaméat a kétéhartydban a RWP Aaltal indukalt szintre
(17. abra). Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a kétéhartyaban a RWP-indukalta ROS
hozzajarul a hizésejtek degranulacidjahoz és a gyulladasos sejtek toborzasahoz. A
kotéhartyaban kialakul6 oxidativ stressz mértéke szoros oOsszefliggést mutat a klinikai

tinetek sulyossagaval.

RWH+(X+X0)

X+XO
17. &bra. A parlagf G pollen (RWP) altal indukalt oxidativ stressz el  6segiti
a gyulladasos sejtek bevandorlasat a kot  6hartyaba
Az egerek kotéhartydjat PBS oldattal, RWP-nel, hdéinaktivalt RWP-nel (RWP"),
RWPH+X+XO-dal, vagy X+XO-dal kezeltiik. Az egereket 48 o6raval a kezelések utan
tulaltattuk, a szemuket eltavolitottuk, és szovettani metszeteket készitettink. A

hematoxilinnal és eozinnal festett széveti mintdkat mikroszképpal vizsgaltuk. A képek 6
egérbdl allo csoportok kdtéhartyajanak metszeteit reprezentéljak. Nagyitas: 100x.
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Ebben a vizsgélatban igazoltuk, hogy az intakt pollenszemek is képesek
szabadgyokoket termelni, oxiddz enzimek mikoddése révén. Kimutattuk, hogy ezek a pollen
oxidazok, amelyek elsédlegesen O, -t generalnak, a NADH-t és a NADPH-t is hasznalhatjak
elektron donorként, szemben a fagocitak hasonl6 oxidazaival, amelyeknek elsédlegesen a
NADPH a szubsztratja [207]. Fiziologias pH korulmények kozott a O,”, negativ toltése miatt,
nehezen tud atjutni membranokon [210]. Kimutattuk azonban, hogy a pollen NAD(P)H
oxidazok altal termelt O," rovid id6 alatt H,O,-da dizmutalodik, amely kénnyedén penetralja a
membranokat, igy gyorsan megemeli az intracellularis ROS szintjét tenyésztett
hamsejtekben és az egerek kétéhartyajaban is.

Jél ismert a hizosejtek kdzponti szerepe az allergias valaszok kialakulasdban [214].
Korabbi vizsgalatok szerint O, vagy H,0O, expozicid hisztamin felszabadulasat indukalja
patkany peritonedlis hizosejtekben in vitro korilmények kozott [215]. Mas tanulmanyokban
kimutattak, hogy a fokozott oxidativ stressz ndveli, mig az antioxidansok jelentésen
csokkentik a hizésejt degranulaciét [216, 217]. A szisztémas hipoxia, szintén a hizésejtek
antioxidans hozzaadasaval [218]. Osszhangban ezekkel a korabbi megfigyelésekkel,
eredményeink szerint a pollen NAD(P)H oxidadzok altal indukalt oxidativ stressz is
hozzjarulhat a hizésejtek aktivdlodasahoz a koétéhartyaban. Ha hdkezeléssel, vagy Tiron
kezeléssel eliminaltuk a pollenszemek szabadgydk termelését, jelentésen csokkentek a
pollenszemek altal kivaltott allergids reakcié azonnali tlinetei egerekben. Egy késébbi
vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy patkany hizésejtekben (RBL-2H3 sejtvonal) RWE-tal
torténd kezelés utan fokozadik a mitokondrialis H,O, termelés [219]. A fokozott mitokondrialis
ROS kibocsatds hisztamin és szerotonin kiszabaduldsat eredményezi a sejtekbdl,
fuggetlendl az IgE ellenanyagok altal kdzvetitett szignaloktdl. Ez azt jelenti, hogy a pollen
NAD(P)H oxidazok altal kivaltott oxidativ stressz mitokondrialis mikodési zavarhoz vezethet,
és a hizosejtek aktivalédasat eredményezheti flggetlenil az adaptiv immunvalasztol.
Azonositottuk, hogy a jelenség hatterében protein kindz C-d aktivalédasa, valamint a
szekretoros vezikulak H*-ATPAz aktivitasanak gatlasa all [219].

Jelen medfigyeléseink szerint a gyulladasos sejtek infiltracidja a kotéhartyaba sokkal
kisebb meértékli, ha az expozici6 soran a pollenszemek szabadgytk termelése gatolt.
Eredményeink arra utalnak, hogy pollenszemek NAD(P)H oxidazainak specifikus gatlasa,
vagy a konny antioxidans kapacitdsanak fokozasa Uj terapias lehetéség lehet az allergias

kétéhartya-gyulladas megelézésében, illetve kezelésében.
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5.3. A szubpollen partikulakban jelen vannak az allergén proteinek és a NAD(P)H

oxidazok is

Egyes pollen antigének képesek allergids reakciokat kivaltani a szenzitizalt egyének
bérében, szemében, a felsé és az als6 légutjaiban is [220]. Nem teljesen vilAgos azonban,
hogy ezek a pollen allergének hogyan jarulnak hozz4 az allergias gyulladas kialakulasahoz
az alsé légutakban, ugyanis az intakt pollenszemek mérete (20-30 um) tulsagosan nagy
ahhoz, hogy koénnyen lejussanak oda a belélegzett levegbvel. Erdekes és meglepd
megfigyelés, hogy jelentds mértékl pollen allergén expozicié kdvetkezhet be akkor is,
amikor a levegében nem lehet pollenszemeket kimutatni [221]. Gyakran tapasztalhato
kénnyl nyari zdporok utan, hogy habar a pollenszam drasztikusan lecsokken a levegében,
hirtelen megnd azoknak a betegeknek a szama, akik pollen allergids panaszokkal keresik fel
a kérhdzak ambulancidit [222]. Ezekre a jelenségekre magyarazatot adhat, az a korabbi
megfigyelés, hogy egyes fa- és fiifélék esetén, ha a pollenszemek hipotonias kdzegben (pl.
esOviz, harmat) hidratalodnak, akkor allergén tartalmi, mikrométeres, vagy annal is kisebb
részecskéket (szubpollen partikula, SPP) bocsatanak ki magukbdl [223-226]. Azt feltételezik,
hogy ezek a SPP-k, amelyek méretiknél fogva (0,12 — 5 pm) kdnnyen lejutnak az alsébb
légutakba is, szamottev forrasai az allergéneknek és elsdédleges okozoi a sulyos asthmas
rohamoknak pollenszezon idején [220, 227-229].

Ezeket a kordbbi megfigyeléseket alapul véve, megvizsgaltuk, hogy a hipotonias
kdozegbe (frissen gyUjtott esévizben, vagy 0,05 M Na,CO; oldatban) helyezett parlagfl
pollenszemek is kibocsatanak-e SPP-kat a hidratacié soran. Ahogy a faziskontraszt
mikroszkopos képeinken megfigyelheté (18. A abra), egyes hidratalt parlagfl
pollenszemekbdl SPP-k szabadultak ki, egy péruson keresztil. A SPP-k kialakuldsa a
hidratacié kezdete utan 3-5 perccel indult, és egyes pollenszemeknél még 60 perc mulva is
megfigyelhetd volt. A kereskedelmi forgalombdl szarmazo6 pollenszemek kb. 0,1-0,5 %-anal
figyeltiink meg SPP képzddés, mig frissen gy(ijtott pollenszemek esetén ez az arany ~35 %
volt. A mikroszkopos és az aramlasi citometrids vizsgalatok alapjan a SPP-k mérete 0,5 és
4,5 pym kozoétt van (18. B abra). Hasonl6 eredményeket kaptunk a szérds disznoparéj
pollenjének vizsgélata soran. A frissen gylijtott pollenszemek ~45 %-abdl szabadultak Ki
SPP-k, amelyeknek a mérete szintén a 0,5 - 4,5 um mérettartomanyba esett (ezeket az
adatokat nem mutatom). Az az Uj megfigyelésiink, hogy a parlagfi pollenszemek is képesek
SPP-k kibocsatasara, 6sszhangban van azokat a korabbi adatokat, amelyek szerint 1égkori
levegé analizise soran, tobbszintl szlrbérendszerrel ellatott mintavevd készilékben, a
részecskék 0,2 — 5,25 um kozo6tti mérettartomanyaban parlagfi pollen allergének jelenlétét
detektaltak [230].
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18. abra. A SPP-k kiszabadulasa parlagf d pollenszemekb 6l
(A) A SPP-k kiszabadulasadnak kinetikaja a parlagfii pollenszemekbdl. Balrdl jobbra:
vezikulum-szerd{ kitiremkedések a pollen felszinén (Nagyitas: 300x); a 0,5 - 4,5 um méretd
SPP-k kiszabadulasa (5, 10 és 15 perccel a hidratacié kezdetétdl) (Nagyitas: 100x). (B) A
parlagfdi pollen szuszpenzid részecskéinek méretbeli eloszlasa 5 (bal panel), illetve 30

perccel (jobb panel) a hidratacié utan. FSC: Forward scatter paraméter.

A kovetkez6kben megvizsgéltuk, hogy az intakt pollenszemekben és a pollen
kivonatokban kimutatott NAD(P)H oxidazok jelen vannak-e a SPP-kban is. A parlagfi pollen
szuszpenzidbol izolalt SPP-k H,DCF-nel val6 inkubacidja fluoreszcens DCF keletkezését
eredményezte (19. A &bra). Amikor a SPP szuszpenziéhoz NBT-ot adtunk, formazan
képzbédés volt detektalhato (19. B dbra) A NBT esszé soran a SOD jelenléte lecsokkentette
a keletkezett formazan mennyiségét, a O, gyors H,0,-da alakitasa miatt. Katalaz
hozzdadasa a reakcidelegyhez nem befolyasolta a formazan képzédését. Hékezelés (72°C,
15 perc), vagy DPI és QA hozzdadasa jelentésen csokkentette a SPP-k NBT redukalo
képességét (19. B abra). Korabbi kisérleteinkhez hasonléan (5. A abra), a tisztitott Amb a 1

allergén nem redukalta az NBT-ot (19. B abra). Ezekben a kisérletekben X+XO szubsztrat-
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enzim rendszert alkalmaztunk pozitiv kontrollként, ami a NAD(P)H oxidazokhoz hasonléan
elsédlegesen O, -t general. A tovabbiakban nem-denaturalé poliakrilamid gélen valasztottuk
el a SPP-k fehérjéit, és in situ NBT esszével teszteltik a O, termel6dését. A NADPH
hozzdadasa utan, szabad szemmel is jOl lathatd, NBT-redukaldo savok jelentek meg a
gélekben (19. C abra). Eredményeink azt mutatjadk, hogy a pollenszemekben korabban
kimutatott NAD(P)H oxidazok a SPP-kban is jelen vannak.
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19. &bra. A SPP-k redox aktivitadssal rendelkeznek
(A) A parlagfdi SPP-k a H,DCF-t fluoreszcens DCF-né alakitjdk at (Nagyitas: 196x). (B)
Hdékezelés (Heat), vagy NAD(P)H oxidaz inhibitorok hozzaadasa jelentésen csokkenti a
SPP-k NBT redukald képességét. SOD: szuperoxid dizmutaz; CAT: katalaz; QA: quinankrin;
DPI: difenilén-jodonium; GO: glikéz oxidaz. Az eredményeket atlag + SEM formaban
abrazoltuk (n = 5-7). (C) A nem-denaturalé PAGE-sel elvalasztott SPP fehérjék in situ NBT
redukcidja. 1. sav: parlagfii SPP; 2. sav: hékezelt parlagfii SPP; 3. sav: parlagfdi pollen

kivonat; 4. sav: hékezelt parlagfd pollen kivonat. ****P < 0,0001 vs kontroll.

A parlagfii pollenbdl szarmazd SPP-k fehérje Osszetételének meghatarozasahoz
denaturald6 PAGE végeztink. Coomassie brilliant blue G250 festés alapjan a SPP-kban
talalhato fehérjék elektroforetikus mintazata hasonlo a kereskedelemben kaphat6 RWE-éhoz
(20. A abra). Egy ~38 kD-os fehérjének megfeleld sav jelen volt a RWE-ban és a SPP-kban
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is, ez valdszinlileg az Amb a 1 proteinnek, a parlagfi pollen egyik f6 allergénjének felel meg.
Western blot analizissel sikertilt igazolnunk az Amb a 1 jelenlétét a parlagfii SPP-kban (20. B
abra). Protein szekvencia analizis szerint, a RWE-ban és a SPP-kban is jelenlévé ~38 kD-0s
fehérienek az N-terminalis végén elhelyezked6 15 aminosav 100%-0s szekvencia

homolégiat mutatott az Amb a 1 proteinnel.
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20. abra. A parlagf & pollenb 8l szarmazé SPP-k tartalmazzadk az Amb a 1 allergént
(A) Parlagfd pollen kivonat (RWE) és a szubpollen partikula (SPP) lizatumok SDS-PAGE
vizsgélata. Az elvalasztott fehérjéket Coomassie brilliant blue G250 festékkel tettik

lathatova. (B) Az Amb a 1 allergén kimutatasa a SPP-kban western blottal.

A kovetkezé kisérletben azt kivantuk meghatéarozni, hogy vajon a SPP expozicio
megemeli-e a ROS szintjét tenyésztett epitél sejtekben (NHBE és A549). A NHBE sejteket
vagy folyadékban, vagy leveg6-folyadék fazishatdron novesztettik. Miutan a sejteket
feltdltottik H,DCF-DA-tal, SPP-kat adtunk hozzajuk (20 pg/ml). A SPP kezelés utan gyors
DCF fluoereszcencia ndvekedést lehetett detektalni, mind a folyadékban ndvesztett, mind a
leveg6-folyadék fazishataron tenyésztett sejtekben (21. A abra). Hasonl6 eredményeket
is (21. B 4&bra).

megakadalyozhaté volt a SPP-k el6zetes hOkezelésével, vagy a sejtek antioxidans

kaptunk A549 sejtek esetében A ROS szintjének emelkedése

kapacitdsanak NAC hozzaadasaval torténd megnovelésével (21. abra). A SPP szuszpenzio
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elékezelése DPI, vagy QA NAD(P)H oxidaz inhibitorokkal, szignifikansan cstkkentette az
intracellularis ROS szintjét mind NHBE, mind A549 sejtekben (21. 4bra). A diszndparéj
pollenbdl szdrmazé SPP-k altal indukalt intracellularis ROS mennyisége hasonlé volt a
parlagfii SPP-k altal indukalthoz. Ezekben a kisérletekben pozitiv kontrollként glukdz oxidazt

(GO) hasznaltunk.
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21. abra. A SPP expozicié megnoveli az intracellularis ROS sz intjét
léguti epitélsejtekben
(A) DCF fluoreszcencia szintek a folyadékban ndovesztett, vagy levegd-folyadék
hatarfeluleten tenyésztett NHBE sejtekben parlagfii SPP kezelés utan. (B) Parlagfd
pollenbdl, vagy disznoparéj pollenbdl kiszabadul6 SPP-kkal kezelt A549 sejtek. Pozitiv
kontrollként glikéz oxidazt hasznéltunk (GO). MT: (mock-treated) &l-kezelt; Heat: hékezelt
(72 C, 15 perc); NAC: N-acetil-L-cisztein; QA: quinankrin; DPI: difenilén-jodénium. Minden

eredmény 4-6 mérésnek az atlaga + SEM formaban abrazoltunk. ****P < 0,0001 vs kontroll.

A SPP-k allergids gyulladast kivaltd képességének vizsgalatahoz a mar kordbban
bemutatott egér modellt hasznéltuk. A szenzitizalt egereket intranazalisan kezeltik PBS
oldattal, Amb a 1 allergénnel (25 pg) vagy SPP szuszpenziéval (25 pg). SDS-PAGE és
denzitometrias analizissel megallapitottuk, hogy a 25 pug SPP kb. 2,1 ug Amb a 1 proteint

tartalmaz. A SPP kezelés az Amb a 1 kezeléshez képest - a BAL folyadékban talalhaté
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eozinofilek, és az dsszes gyulladasos sejt szama alapjan - a szenzitizalt egerekben
sulyosabb gyulladas kialakulasahoz vezetett (22. A és B abra). A SPP-kkal kezelt allatok
tidémetszeteinek peribronchidlis terlletein erételjesebb volt az eozinofilek akkumul&cidja, és
nagyobb a mucin-termeld sejtek szama, mint az Amb a 1 allergénnel kezelt egerek esetében
(22. C abra). A NAD(P)H oxidaz inhibitor QA egylttes adasa az SPP-kkal erésen
csokkentette az eozinofilek és mas gyulladasos sejtek bearamlasat a légutakba (22. A és B
A nem-szenzitizalt allatok légutjaiban sem a SPP, sem az Amb a 1 nem okozott gyulladast
(ezeket az adatokat nem mutatom). Ezek az eredmények azt tikrozik, hogy a SPP-k, antigén
tartalmuk, valamint a NAD(P)H oxidaz aktivitAsuk révén, az alsé légutak gyulladasos
folyamatainak potens kivaltoi lehetnek emberben is.
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22. 4bra. A szubpollen partikuldk (SPP-K) sulyos léguti gyull adas kivaltasara
képesek egerekben

(A és B) A SPP-k sulyos léguti gyulladast valtanak ki. A szenzitizalt egereket intranazalisan
kezeltik PBS oldattal, Amb a 1 allergénnel, vagy SPP szuszpenzidval, quinankrin (QA)
jelenlétében vagy hianydban. A BAL folyadékban levé eozinofilek (A) és 6sszes gyulladasos
sejtek (B) szaméat 3 fuggetlen kisérlet atlaga =+ SEM formaban &brazoltuk (n = 3-5
egér/csoport). (C) A gyulladasos sejtek infiltracidja a peribronchialis térbe (felsé sor) és a
kehelysejtek metaplazia (alsé sor). Az egereket 72 oOraval a kezelések utan tulaltattuk, a
tudejuket kivettik, fixaltuk, és szdvettani metszeteket készitettiink. A metszeteket
hematoxilin-eozin és PAS festéssel festettik meg (n = 7-9). ***P < 0,001 vs kontroll.
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Els6ként sikerdlt kimutatnunk, hogy a parlagfi pollenszemek is képesek SPP-k
kibocsatasara. Kisérleteinkben a parlagfi pollenszemeket hipotonias kdzegben hidratéltuk,
hogy kivaltsuk az SPP-k képz6édését. Kiderllt azonban, hogy nemcsak a nedvesség segiti
elé a pollenszemek felnyilasat, hanem viharos idében erés elekromos mezdk alakulnak ki és
a talajrél felszabadul6 pozitiv ionok is felrepeszthetik a pollenfalat [231]. Sét, szeles id6ben a
pollenszemek szilard felszinekhez valo utédése is kivalthatja az SPP-k kibocsatasat [232].

Méréseink szerint a parlagfi SPP-k mérete a 0,5 - 4,5 um mérettartomanyba esik, igy
a belégzett SPP-k méretiknél fogva képesek az alsdbb légutakba is jutni. A tuddben a
hamfelszint vékony folyadékfiim boritja, és a belélegzett SPP-k el6szor ezzel a felllettel
kertlnek kapcsolatba. A vizes fazisban az SPP-k a hamsejtek felszinén talalhato, a
kollektinek csaladjdba tartozé fellletaktiv anyaghoz, a surfactant protein D-hez (SP-D)
kétédnek. Az SPP-ket a hamsejtek SP-D-medialt mechanizmussal képesek felvenni, ami
gyulladasos citokinek és kemokinek képz&dését eredményezi [233, 234].

Eredményeink szerint a parlagfi SPP-k sudlyos allergias légati gyulladast képesek
indukalni, ugyanis jelen van benniik az Amb a 1 allergén és a NAD(P)H oxidaz aktivitas is. A
szubpollen részecskék szabadgytk termelé képességét mas novényfajokban (japan
szugifenyd /Cryptomeria japonica/ és kagylociprus /Chamaecyparis obtusa/) is kimutattdk
[197]. A pollen NAD(P)H oxidazok altal termelt O, még agresszivabb oxigén szarmazékka
alakulhat at, amely felerésitheti a gyulladasos folyamatokat [235]. Ezzel dsszhangban, a
parlagfii SPP kezeléshez hasznalt szuszpenzio, amely csak 2,1 mg Amb a 1-gyet
tartalmazott, sokkal sulyosabb gyulladast indukdlt a szenzitizalt egerekben, mint a
kontrollként hasznélt allergén oldat, amiben 25 mg Amb a 1 protein volt. A reaktiv gyokok
kozvetlenul, vagy lipidperoxidacios termékek indukaldsaval, mint példaul a 4-HNE, az
akrolein, vagy az F(2)-izoprosztanok, kulonféle stressz-kinazokat (pl. extracelluléris szignal-
regulalt kindz, c-Jun NH(2)-termindlis kindz, MAPK és p38), valamint redox-szenzitiv
transzkripcios faktorokat (pl. NF-kB és AP-1) aktivadlnak. A folyamatok eredményeként
fokozodik a gyulladasos citokinek termelése [236, 237]. Adataink azt is sugalljak, hogy az
SPP-asszocialt oxidazok inhibitorai vagy antioxidans anyagok haszndlata hasznos lehet a
Iéguti oxidativ stressz és a gyulladasok megelézésében vagy mérséklésében pollenszezon

idején.
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5.4. A pollen NAD(P)H oxidazok altal termelt szabadgyokok hatastalanitasa
lokalisan alkalmazott antioxidansokkal gatolja az allergias léguti gyulladas

kialakulasat

Az eddigi eredményeink szerint, pollen expoziciét kovetéen a sulyos allergids léguti
gyulladas kialakulasdhoz az allergének mellett a pollen NAD(P)H oxidazok altal indukalt
oxidativ stessz is hozzajarul. Ebben a tanulmanyban azt vizsgaltuk, hogy lokalisan
alkalmazott antioxidansok képesek-e hatastalanitani a pollen NAD(P)H oxidazok &ltal termelt
szabadgyokoket, és ha igen, akkor ez hogyan befolydsolja a kialakul6 allergias léguti
gyulladast. El8szor kilonb6z6 antioxidansok (AA, NAC, és tokoferol) hatékonysagat
hasonlitottuk 0ssze IDsy értékik alapjan a RWE altal generdlt ROS kézémbdositésében
sejtmentes korulmények kozott. A vizsgalathoz a mar korabban is alkalmazott, redox-
szenzitiv. H,DCF-DA probat hasznaltuk. Az AA nagyon hatékonyan elimindlta a
szabadgyokoket (IDsqg: 5 uM), amig a NAC és a tokoferol 1Ds, értékei sokkal magasabbak
voltak (1500, illetve 1900 uM; 23. A 4bra). Ezek az adatok 6sszhangban vannak azzal, hogy
a NAC egy glutation prekurzor és 6nmagaban alacsony az antioxidans potencialja. A
glutation a glutation peroxidaz elektron akceptoraként szolgédl és negativ kontrollként
alkalmaztuk (IDso: 2700 pM). Az antioxiddnsok kombinalt alkalmazasa sordn az AA+NAC
IDso értéke 1 pM, az AA+tokoferol IDg, értéke pedig 2 uM volt (23. B &bra). Ezek az
eredmények azt jelzik, hogy az AA kombinacidja NAC-nel vagy tokoferollal szinergisztikus
maédon (P= 0,003 és P=0,001) hatastalanitja a RWE altal termelt ROS-t.
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23. abra. Sejtmentes korilmények k6zott az antioxidansok hata  stalanitjak
a RWE A&ltal termelt reaktiv szabadgyokoket
Az antioxidansok egyedi (A) és kombindlt (B) IDs, értékei. AA: aszkorbinsav; NAC: N-acetil-

cisztein; TOC: tokoferol; GSH: glutation.
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A kovetkezékben az antioxidansok hatdsat in vitro tenyésztett léguti hamsejteken
vizsgaltuk. A RWE kezelés hatdsara a H,DCF-DA festékkel feltoltott A549 sejtekben
szignifikansan megnétt a DCF fluoreszcencia, mig AA és NAC jelenlétében a DCF szignalok
az alapszint kozelében maradtak (24. A 4bra). Korabban kimutattuk, hogy az intranazalis
RWE kezelés megndveli a 4-HNE szintjét a BAL folyadékban (7. B abra). A RWE kezelés
hatasara kialakul6 4-HNE-protein komplexek az egerek tudejének lizatumabdl is
kimutathatok Western blot médszer segitségével. Ha az intranazalis RWE kezelést AA+NAC
egyideji hozziadasaval végeztuk el, a tudékben sokkal kevesebb 4-HNE-protein komplex
volt detektalhat6 (24. B abra).
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24. abra. Antioxidansok hatasa a RWE altal indukalt intracell ularis ROS szintjére

tenyésztett hamsejtekben és a 4-HNE-fehérje komplex  képz édésre in vivo
(A) Antioxidansok hatasa a RWE &ltal indukalt intracellularis ROS szintjére A549 sejtekben.
A vizsgélathoz a sejteket H,DCF-DA festékkel toltottink meg, majd a kezeléseket kdvetden
az intracellularis DCF fluoreszcenciat fluoriméterrel detektaltuk. (B) A NAC hatdsa a RWE
altal indukalt 4-HNE-protein komplexek kialakuladséra a tidében. Mindegyik sav kulon egeret
reprezental. RWE: parlagfd pollen kivonat; GO: glikéz oxidaz; AA: aszkorbinsav; NAC: N-

acetil-cisztein; 4-HNE: 4-hidroxinonenal.

Az allergias asztma egyik jellegzetessége a megndvekedett mucin termelédés [238].

Az intranazalis PBS kezelés nem indukalt mucin termelést (25. A &bra), mivel a mucinra
pozitivan festédé teriilet nagysaga mindéssze 0,0002 um? volt 1 mm hérgé-hosszra szamitva
(25. B 4bra). A RWE kezelés 33 000-szeresére ndvelte a mucinra fest6dd terllet nagysagat
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a légutakban (P < 0,01) (25. A és B abra). Intranazalis RWE és egyideji AA+NAC kezelés
esetén a mucinra fest6dé terilet csupan 10-szeresére nétt a PBS kezeléshez viszonyitva (P
<0,01) (25. Aés B abra).
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25. dbra. Az AA+NAC hatasa a RWE kezelés altal indukalt mucin  termelésre
(A) A RWE-szenzitizalt BALB/c egereket 72 oraval az intranazalis PBS, RWE, vagy
RWE+AA+NAC kezelés utan tulaltattuk, a tldejuket Kkivettik, fixaltuk, és szdvettani
metszeteket készitettiink. A PAS-festéssel megfestett tidé metszeteken a nyilak a PAS-
pozitiv mucin cseppeket mutatjdk. Nagyitas: 200x. (B) A mucin-tartalma sejtek kvantitativ
meghatarozasuk morfometrikus elemzéssel. Az eredményeket atlag + SEM formajaban
abrazoltuk (n = 3-6 egér/csoport). (C) A Clca3, az IL-4 és az IL-13 gének tuddébeli
kifejezédésének detektaladsa valds idejd kvantitativ PCR-rel. **P < 0,01; **P < 0,005. RWE:

parlagfii pollen kivonat; AA: aszkorbinsav; NAC: N-acetil-cisztein.
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A Clca3 gén, amely a mucin termelést szabalyozza, szelektiven fejezdédik ki a
szenzitizalt egerek léguti kehelysejtjeiben allergénnel torténd kezelést kovetden [239]. Az
intranazalis RWE kezelés 10-szeres novekedést okozott a Clca3 atirodasaban a PBS-hez
viszonyitva, 72 oraval a kezelés utan (25. C 4bra). Az AA+NAC egyiittes adasa a RWE-tal 7-
szer alacsonyabb szintl Cacl3 atirédast eredményezett (25. C abra). Az IL-4 mind in vitro,
mind in vivo képes mucin gén kifejezédést és kehelysejt metaplaziat indukalni [240], ezért
megmértik az IL-4 expresszids szintjét a tudében 4 o6raval a RWE kezelés utan. Az
intranazélis RWE kezelés 12-szeres novekedést okozott az IL-4 kifejez6désében a PBS
kezeléshez viszonyitva. Az AA+NAC jelenléte a RWE mellett a kezelés soran, tizedére
csOkkentette az IL-4 expresszidjaban bekovetkez6 ndvekedeést a tidében a RWE kezeléshez
képest (25. C abra). Az IL-13 szintén nagyon fontos szerepet jatszik a mucin termel6dés
szabalyozasdban [241], ezért megvizsgaltuk az antioxidansok hatasat a RWE-indukalt IL-13
kifejez6désre is a tuddben. Az intranazalis RWE kezelés 2-szeres névekedést indukalt az IL-
13 expresszidjaban a PBS kezeléshez viszonyitva, 4 6raval a kezelés utan. Modelliinkben az
AA+NAC jelenléte a RWE mellett, nem eredményezett alacsonyabb IL-13 mRNS szintet a
tidészovetben (25. C abra). Ezek az adatok azt sugalljgk, hogy az antioxidansok egyuitt
adasa a RWE-tal, és ezaltal a pollen eredetlii ROS kézémbdositése a tiddben, cstkkenti a

mucin termelést, valamint az IL-4 és a Clca3 gének kifejez6dését.
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26. abra. A pollen NAD(P)H oxidazok altal generalt ROS k6zémb  dsitése géatolja az
allergias gyulladast a tud 6ben
Az 0Osszes gyulladasos sejt (A) és az eozinofilek (B) a RWE-tal kezelt egerek BAL
folyadékaban. Az eredményeket atlag + SEM formajaban abrazoltuk (n = 7-9 egér/csoport).
***P < 0,001. (C) Antioxidansok hatésa az eozinofilek bearamlaséara a peribronchidlis (br) és
a perivascularis (v) régiokban (nyilak). Nagyitas: 100x. RWE: parlagfé pollen kivonat; AA:

aszkorbinsav; NAC: N-acetil-cisztein; TOC: tokoferol.
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A kovetkez6 kisérletben az antioxidansok hatdsat akartuk tanulmanyozni a RWE-
indukalt allergias gyulladasra, ezért RWE-szenzitizalt egereknek az intranazélis RWE
kezeléssel kombinalva kilénb6z6 antioxidansokat adtunk. A PBS kezelés minimalis
gyulladasos sejt bearamlast véltott ki a tuddében, ezzel szemben a RWE kezelés az dssz-
sejtszamot 4-szeresére, az eozinofilekét pedig 100-szorosara ndvelte a BALF mintakban (26.
A és B abra). A pollen NAD(P)H oxidazok altal indukalt ROS kéztmbositése a RWE-tal
egyltt beadott AA, tokoferol, NAC, vagy ezek kombinacioi altal, 2-3-szoros csokkenést
eredményezett a bearamlod a gyulladasos sejtek szamaban, és 5-10-szeres csokkenést az
eozinofilekében (26. A és B abra). Az AA+NAC kombinacidja szintén lecsokkentette a
akkumulalédé eozinofilek szamat a peribronchidlis tertileteken (26. C 4bra).

Korabbi megfigyeléseinkkel 6sszhangban (8. édbra), amikor RWE-szenzitizalt egereket
X+X0O-zal kezeltliink intranazalisan, az nem vezetett gyulladashoz. Ahogyan az varhaté volt,
a RWE-tal egyitt adva a X+XO megnovelte az dsszes gyulladasos sejt, és az eozinofilek
akkumuléciojat is a légutakban (27. A és B abra). Amikor viszont az oxidativ stresszt
eliminaltuk az AA+NAC egylittes adasaval, az drasztikusan csotkkentette a kivaltott 1éguti
gyulladast (27. A és B &bra). Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a pollen NAD(P)H
oxidazok altal kivaltott oxidativ stressz antioxidansokkal val6 gatlasa szignifikAnsan csokkenti

az allergias léguti gyulladast.
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27. abra. Az antioxidansok hatasa a X+XO &ltal feler  ésitett allergias I1éguti gyulladasra

Antioxidansok hatadsa a X+XO altal elésegitett 6sszes gyulladasos sejt (A) és eozinofil (B)
bearamlasra a légutakba. Az eredményeket a BAL folyadékban meghatarozott sejtszamok
atlaga = SEM formaban mutatjuk be (n = 7-9 egér/csoport). **P < 0,01; **P < 0,001. RWE:
parlagféi pollen kivonat; X+XO: xantin+xantin oxidaz; AA: aszkorbinsav; NAC: N-acetil-

cisztein.
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Az allergén expozicid egy kezdeti neutrofil bearamlast indukdl, amit eozinofil
akkumulécio kovet a légutakban [242], és ezek a sejtek, illetve az altaluk termelt
szabadgytkok hozzajarulnak a Iéguti oxidativ stresszhez az allergias gyulladas soran [52]. A
kovetkezd lépés annak tisztazasa volt, hogy vajon az antioxidansok hatdsa a RWE Aaltal
indukalt léguti gyulladasra, a bearamlé neutrofil, illetve eozinofil granulocitakbdl szarmazoé
ROS semlegesitésén keresztil torténik-e. A neutrofilek akkumulalodasa a szenzitizalt egerek

RWE kezelése utan 4 éraval kezd6dott és a 24 6randl érte el a csucsat (28. A abra).
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28. abra. A pollen NAD(P)H oxidazok éltal termelt ROS elimind  lasa hatdsosabb az
allergias gyulladas csokkentésében, mint a gyulladd  sos sejtek altal generalt
ROS kézombdositése
egereket PBS vagy RWE oldattal kezeltink, majd a feltlintetett idépontoknak megfeleléen
tulaltattunk, azutan megvizsgaltuk a BAL folyadék sejtdsszetételét. (B) Az AA+NAC egyszeri,
intranazalis beadasa 90 percig megnodvelte a légutak teljes antioxiddns kapacitasat. Az x-
tengely az idét jelképezi az antioxidansok beadasat kdvetden. Az eredményeket atlag £+ SEM
a léegutakban az antioxidansok beadasa utan eltelt id6 fuggvényében. Az eredményeket atlag
+ SEM formaban mutatjuk be (n = 7-9 egér/csoport). *P < 0,05; ****P < 0,0001. (D) BALB/c
egereket szenzitizdltunk OVA-nal, majd porlasztott OVA-nal kezeltink. Az egerek
intranazélis PBS vagy AA+NAC kezelést is kaptak kozvetlenll az OVA expozicio elétt és
utan. NS: nem szignifikans; RWE: parlagfd pollen kivonat; AA: aszkorbinsav; NAC: N-acetil-

cisztein, OVA: ovalbumin.

Az intranazalisan beadott egyszeri ddzisu AA csak 90 percig ndvelte meg a légutak
teljes antioxidans kapacitasat, igy az 2 6ra mulva mar ismét az alapszinten volt (28. B abra).
Az AA+NAC kezelésnek ezt a légutak antioxidans kapacitasara kifejtett, révid ideig tartd
hatasat hasznaltuk fel, hogy 6sszehasonlitsuk a pollen NAD(P)H oxidazokbdl, valamint a
bearaml6é neutrofilekbdl szarmazé ROS elimindlasanak koévetkezményeit. A RWE Aaltal
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termelt ROS semlegesitése az egylutt adott antioxidansokkal, megakadalyozta az eozinofilek
neutrofilek altal termelt ROS k6zombdositése nem akadalyozta meg az allergias gyulladas
kialakulasat (28. A és C abra). Az AA+NAC beadasa szintén nem gatolta meg az ovalbumin
(OVA, oxidativ stresszt kozvetlenil nem okoz6 allergén) Aaltal kivaltott allergids léguti
gyulladast (28. D abra). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az antioxidansok a pollen
NAD(P)H oxidaz altal generalt oxidativ stressz eliminalasaval képesek csokkenteni a léguti
allergias gyulladast, azonban a légutakba bevandorlé gyulladasos sejtekbél szarmazé ROS
semlegesitésében mar nem hatékonyak.

A léguti allergia modelliinkben, ahol egyszeri intranazalis RWE kezeléssel valtjuk ki a
gyulladast a tidében, a gyulladasos sejtek infiltracioja az intranazalis kezelés utani 3. hapon
éri el maximumat (csucs fazis) és a 10. napra fejez6dik be (lecsengé fazis). Mivel az
antioxidansok blokkoltak a RWE-indukalt allergias gyulladast az egyszeri-kezeléses
modelliinkben, ezért megvizsgaltuk a hatasukat egy masodik, a csucs, vagy a lecseng6 fazis
alatti RWE kezelésre is. A csucs fazis alatti RWE kezelés egy robusztus gyulladasos sejt
beadramlashoz vezetett a tudbében, az 0Ossz-sejtszam 2,4-szeresére és az eozinofil
granulocitak szdma 3,6-szeresére emelkedett (29. A &bra). Az AA+NAC egyltt adasa a
RWE-tal a csucs fazis alatt lecsokkentette az dssz-sejtszamot a harmadara, az eozinofil
szadmot pedig a hatodara (29. A abra). Ehhez hasonl6an az AA+NAC egyutt adasa a RWE-
tal a lecseng6 fazisban 1,7-szer kisebb 6ssz-sejtszamot, és 3,7-szer kevesebb eozinofil
szamot eredményezett a csak RWE-tal végzett Ujra stimulalashoz képest (29. B abra). Ezek
az eredmények azt jelzik, hogy a pollen NAD(P)H oxid4dzok &ltal indukdlt oxidativ stressz

ismételt pollen expozicio soran tovabbi gyulladaskelts szerepet tolt be.
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29. 4bra. Az antioxiddnsok meggatoljdk a masodik pollen expoz icio altal kivaltott
sulyosbodasat az allergias léguti gyulladasnak

(A) Az AA+NAC megakadalyozza a masodik RWE kezelés (3 nappal az elsé utéan) éltal
kivaltott sulyosbodasat a léguti gyulladasnak. A RWE-szenzitizalt egereket RWE-tal kezeltiik
intranazalisan, majd 72 éra mulva PBS, RWE vagy RWE+AA+NAC oldattal Gjra kezeltik. Az
egereket az utolsé kezelés utan 72 oOréval tulaltattuk és megvizsgéltuk a BAL folyadékok
sejtosszetételét. (B) Az AA+NAC hatékonyan géatolja a masodik RWE kezelés altal kivaltott
feler6sodését a léguti gyulladasnak a lecsengd fazisban is. Az egereket a korabban leirtak
szerint RWE-tal szenzitizaltuk és intranazalisan kezeltiik, majd a masodik kezelést (RWE
vagy RWE+AA+NAC) 10 nappal az elsé utan végeztunk el. *P < 0,05; **P < 0,01.

Szamos tanulmany beszamolt mar arrdél, hogy asztmas betegekben az antioxidansok
szintje alacsonyabb, mint az egészséges kontrollokban [243-245]. S6t, csupan egyetlen akut
asztma roham alatt is szignifikAnsan csokken a szérum antioxidans szintje [246]. Ennek
megfeleléen logikus terapias lehetéségnek tlinik megprébalni megemelni az antioxidansok
szintjét az asztmasokban. Azonban az antioxiddnsok szgjon &t torténd terapias alkalmazasa
az asztmas tinetek enyhitésére, eddig nem bizonyult elég sikeresnek [245]. Ebben a
kisérletsorozatban azt talaltuk, hogy az antioxidansok intrapulmonaris alkalmazasa

egerekben megnoveli a légutak antioxidans kapacitasat, azonban csak egy viszonylag sz(k
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idékereten belll (1,5 - 2 6ra). A pollen expoziciéval azonos idében adott antioxidansok
hatékonyan védték ki a pollen NAD(P)H oxidazok altal termelt szabadgytkok gyulladast
fokoz6 hatasat. Ha azonban az antioxidansokat 4, illetve 24 6raval a RWE kezelést kdvetéen
adtuk intranazalisan az egereknek, akkor mar nem tudtak géatolni az allergids gyulladas
kialakulasat. Fontos kérdés volt annak tisztdzasa, hogy az antioxidansok az allergias
gyulladast esetleg nem-specifikus mddon gatoljdk-e, valamilyen biokémiai hatasukkal a
legutakban. Ennek a lehet6ségét sikerult kizarnunk, ugyanis az antioxidansok nem
akadalyoztdk meg az OVA, egy nem-oxidalé allergén, &ltal kivaltott allergids léguti
gyulladést. Ez azt mutatja, hogy az antioxidansok specifikusan csak az oxidalo allergének
altal kivaltott l1éguti gyulladast képesek kivédeni. Az antioxidansok gétoltdk a masodik RWE
kezelést koveté allergids léguti gyulladas sulyosbodasat is a késoéi, illetve a rezollcios
fazisban. Megfigyeléseink azt sugaljdk, hogy a terapiasan alkalmazand6 antioxiddnsoknak
inkdbb a megelézésben lehet szerepik, mintsem a mar meglévé léguti allergias gyulladas

visszaforditasaban.
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5.5 A laktoferrin csékkenti a pollen altal indukalt allergias leguti gyulladas mértékét

kisérletes allatmodellben

Korabban kimutattuk, hogy a pollen NAD(P)H oxidazok O, -t termelnek (5.1. fejezet).
A O, -bdl rovid id6 alatt H,O, keletkezhet enzimatikus vagy nem-enzimatikus Gton is [247].
Fe? ionok jelenlétében a H,O, molekuldabdl rendkiviil reakcidképes hidroxil-gydk (OH")
keletkezik (Fenton reakcio: Fe** + H,0, — Fe** + OH™ + OH") (30. &bra) [248], amely ellen
kozvetlen enzimatikus védekez6 mechanizmus nincs. Ebben a tanulmanyban a vas-megkotd
tulajdonsagu laktoferrin (LF) hatasat vizsgaltuk a RWE altal kivaltott oxidativ stresszre in vitro
tenyésztett léguti hamsejtekben és a RWE altal indukalt 1éguti gyulladasra egerekben.
El6szor is megvizsgaltuk a LF hatasadt a RWE Aaltal kivaltott intracellularis ROS szintjének
valtozdsaira. Human Ab49 sejteket 30 percig novesztettlink vas-tartalmd médiumban,
amihez LF-t vagy vassal telitett laktoferrint (LF™5) adtunk, majd a sejteket feltoltottiik H,DCF-
DA-tal. Ezutan a sejteket 125 pg/ml RWE + 100 uM NADPH-tal kezelttik, majd mértik a DCF
fluoreszcencia valtozasait. A LF (100 pg/ml) jelenlétében szignifikdnsan (P < 0,0001) kisebb
DCF fluoreszcencia volt detektalhaté, a LF™® (100 pg/ml) viszont nem csokkentette
kisérletekben hataroztuk meg. Kontroll kisérleteinkben - ahol gliik6z oxidazt (GO, 50 pU/ml)
alkalmaztunk, ami elsédlegesen H,O,-ot termel [249] -, LF jelenlétében szignifikansan (P <
0,001) kisebb volt a DCF fluoreszcencia, mig a LF™= gyakorlatilag nem volt hatassal az
intracellularis ROS mennyiségére. RWE kezelés hatdsara a vasmentes médiumban (iron-
free medium, IFM) tenyésztett A549 sejtekben joval alacsonyabb (kb. 35%-kal) volt a ROS
szintje, mint a vastartalmid médiumban tenyésztett sejtekben (30. A abra). Fontos
megjegyezni, hogy a LF az IFM-ban tartott sejtekben is cstkkentette a RWE &ltal indukalt
ROS mennyiségét. A RWE-ban nagy mennyiségben taldlhato, de NAD(P)H oxidaz
aktivitassal nem rendelkez6 Amb a 1 allergén nem véltoztatta meg a cellularis ROS szintjét,
sem LF, sem LF™ jelenlétében. Deferoxamin (DFO), egy szintén vas-megkotd
tulajdonsaggal rendelkezé vegyulet, kb. 40%-kal csokkentette a RWE éltal indukélt ROS
mennyiségét (30. A abra). Eredményeink megerdsitéséhez a kisérleteket NHBE sejteken is
elvégeztilk. Ahogy az a 30. B &bran lathatd, a LF™® nem, viszont a LF lényegesen
csokkentette a RWE altal indukalt ROS szintjét NHBE sejtekben is. A ROS, féleg a OH’ jol
ismert tulajdonsaga, hogy képes lipideket karositani mind in vivo, mind in vitro kértlmények
k6zott [250]. A folyamat olyan aldehid-tipust végtermékeket eredményez, mint a 4-HNE
vagy a MDA, amelyeket korabban kimutattunk a RWE-kezelt egerek BALF mintaiban (5.1.

fejezet). Annak tisztdzaséra, hogy vajon a LF in vivo is géatolja-e - vaskotd képessége révén -
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a OH kialakulasat és az altala okozott lipidperoxidacios termékek keletkezését,
meghatéaroztuk a 4-HNE és MDA szinteket intranazélis RWE = LF (vagy RWE + DFO)
kezelés utan egerek BALF mintaiban. A BALF elemzése alapjan a RWE kezelés jelentésen
megnovelte a 4-HNE és MDA szinteket (30. C 4bra). A LF és DFO is szignifikansan gatolta
ezt a nbvekedést, ami arra utal, hogy a légutakban is vas-medialt folyamat eredményezi a
OH’ kialakuldsat a pollen eredeti O, -bél és a H,0,-bdl, és vezet az oxidalt

lipidszarmazékok keletkezéséhez.
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30. abra. A LF csokkenti a RWE altal indukalt intracellularis ROS szintjét tenyésztett

sejtekben, valamint az oxidalt lipidek mennyiségét a BAL folyadékban
(A) A549 sejteket H,DCF-DA-tal tolt6ttiink fel 15 percig, majd RWE + NADPH-tal kezeltiink.
Az intracellularis DCF fluoreszcencia valtozasat LF, LF™5, vagy DFO jelenlétében és
hianyaban fluorimetridsan mértik. Pozitiv kontrollként H,O,-ot termel6 GO-t hasznaltunk. (B)
A ROS szintjének véltozasai normal human bronchidlis epitélsejtekben. (C) A LF csokkenti a
4-HNE+MDA szinteket a RWE-kezelt egerek (n = 5-8) BAL folyadékaban. Mindegyik
adatpont 3 vagy tobb fiiggetlen kisérlet atlagat + SEM reprezentalja. LF: laktoferrin; LF™F:
vassal telitett laktoferrin; DFO: deferoxamin; RWE: parlagfii pollen kivonat; GO: gliko6z
oxidaz; DCF: diklorofluoreszcein; 4-HNE: 4-hidroxinonenal; MDA: malondialdehid; BAL:
bronhoalveolaris mosofolyadék; AU: tetszéleges egység; IFM: vasmentes médium. **P <
0,01; ***P < 0,001, ****P < 0,0001.

A kovetkez6kben a mar kordbban bemutatott egér modellt hasznaltuk annak
kideritésére, hogy vajon a LF csokkenti-e a RWE Aaltal kivaltott allergias léguati gyulladast.
Amikor a RWE-szenzitizalt egereket intranazalisan RWE-tal kezeltik (100 pg/kezelés),
erGteljes léguti gyulladas alakult ki, a légutak lumenében és a szubepitélidlis tertleteken
akkumulalédott gyulladasos sejtek szadma alapjan (31. A és B; 32. abra ).
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31. &bra. A LF csokkenti a RWE altal indukalt 1éguti gyullada st
Az eozinofilek (A) és az 6sszes gyulladasos sejt (B) szamat 72 6raval a RWE kezelés utan
hataroztuk a BAL folyadékbdl (n = 6-8 egér/csoport). Az eredményeket atlag + SEM
formaban abrazoltuk. LF: laktoferrin; LF™E: vassal telitett laktoferrin; DFO: deferoxamin:

RWE: parlagfd pollen kivonat; GO: glikéz oxidaz. *P < 0,05; ***P < 0,001; ****P < 0,0001.

Az egerek BALF mintdi a RWE kezelést megel6zéen elsésorban
makrofagokat/monocitakat (99 + 0,9%), valamint alacsony szamban eozinofil granulocitakat
(0,1 + 0,05%) és neutrofil granulocitakat (0,1 + 0,05%) tartalmaztak. A gyulladas kialakulasa
utén a sejtek 47 + 6,2%-a volt eozinofil granulocita, 52 + 3,8%-a makrofdg/monocita és 1 +
0,2%-a neutrofil granulocita. Amikor a RWE-ot egyttt adtuk LF-nel (100 ug) a gyulladasos

Ve

abra) és a szubepitéliumban (32. A 4bra).
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32. dbra. A LF hatasa a RWE &ltal indukalt gyulladasos sejta  kkumulaciora a
szubepitéliumban és a kehelysejt metaplaziara alég  uti hamban
(A) Az eozinofil infiltracid és a kehelysejt metaplazia mikroszképos képe. Az egereket 72
ordaval a RWE kezelés utan talaltattuk, a tldejiuket kivettik, fixaltuk, és szOvettani
metszeteket készitettiink. A metszeteket hematoxilin-eozin és PAS festéssel is megfestettik.
Felsé panelek: gyulladasos sejt infiltracié a peribronchialis és a perivaszkularis régiokban.
Als6 panelek: kehelysejt metaplazia. A képek 7 egér/csoport tudejébdl készult
sorozatmetszeteket reprezentdlnak. (B) A peribronchidlis gyulladasos sejt infiltracio
morfometrikus  szamszerdsitése. (C) A  kehelysejt metapldzia  morfometrikus
szamszerisitése. LF: laktoferrin; LF™=: vassal telitett laktoferrin, RWE: parlagfd pollen

kivonat.

A LF jelenléte szintén lényegesen csokkentette a RWE kezelés Aaltal kivaltott
statisztikailag szignifikans hatasa (31. A és B; 32. A-C abra ). Amikor DFO-t adtunk a RWE-
hoz a gyulladas csak kismértékl csokkenését tapasztaltuk (31. A és B &bra ). Az oxidacios
szempontbdl inaktiv Amb a 1 (25 pg) csak enyhe léguti gyulladast valtott ki (31. A és B
abra). Meglep6 modon, a LF lényegesen enhitette az Amb a 1 altal kivaltott gyulladast is,
amig a LF™ hatastalan volt. Amikor az Amb a 1 allergént a ROS-generalé GO-zal egyiitt
adtunk, az eozinofilek akkumulaciéja a légutak lumenében szignifikansan megndvekedett. A
GO 6nmagaban nem okozta a gyulladasos sejtek bevandorlaséat a légutakban (31. A és B
abra). Amennyiben az egereknek GO+Amb a 1+LF-t adtunk egyittesen, Iényegesen
kevesebb gyulladasos sejt volt kimutathatdé a BAL folyadékban (31. A és B abra). Ezzel
szemben a LF™® nem mutatott statisztikailag szignifikans hatast.

Annak tisztazasara, hogy vajon a LF csupan a RWE kezelés altal indukalt oxidacios

folyamatokra hat, vagy valamilyen mas mechanizmussal is képes a kialakul6 gyulladast
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befolyasolni, LF-t (vagy DFO-t) adtunk RWE-tal szimultan (0 h) vagy 6, 12, 24 éraval a RWE
kezelés utan. Ahogy az a 33. dbran lathaté a LF leghatékonyabban az egyuttes beadaskor
(0 ora) fejtette ki hatadséat. Azonban, amikor a LF-t 6, 12, vagy 24 o6raval a RWE kezelés utan
adtuk, akkor is csOkkentette a gyulladasos sejtek bearamlasat a légutakba, bar kisebb
mértékben (33. dbra). A RWE-tal egy idében beadott DFO sokkal kevésbé volt hatékony,
mint a LF, és a késébbi idépontokban torténd DFO kezelésnek nem volt hatdsa. Ezek az
adatok azt sugalljak, hogy a LF képes gatolni a gyulladas korai Iépéseit, de befolyasolhat
mas, késébbi eseményeket is a léguti gyulladas folyamatéaban a vaskotéstdl fuggetlen

mechanizmussal.

0 6 12 24 (6ra)

33. &bra. Az allergén-kezeléssel egy id 6ben alkalmazott laktoferrin a leghatékonyabb
Az eozinofilek szamét a BAL folyadék mintakban 72 6raval a RWE kezelés utan hataroztuk
meg (n = 6-8 egér/csoport). Az eredményeket atlag + SEM formaban abrazoltuk. LF:
laktoferrin; DFO: deferoxamin. **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001.

Eredményeink egybevagnak azokkal a megfigyelésekkel, amelyek szerint a LF
hatékonyan gatolja az IgE-kozvetitett hisztamin felszabadulast a hizosejtekbdl [251],
valamint hatasos inhibitora az aktivalt hizésejtek altal kibocsatott triptaznak is [252]. Ezen
Erdekes megfigyelés, hogy poratkaval szenzitizalt egyénekben a LF koncentracio
szignifikansan alacsonyabb az egészséges kontroll csoporthoz viszonyitva, és ez, a poratka-
specifikus IgE ellenanyagok jelenlétével egyutt, egy lehetséges szeroldgiai marker lehet az
allergias rhinitis korai felismeréséhez, még a Kklinikai tinetek kialakulasa el6tt [254].
Medfigyeléseink és mas munkacsoportok eredményei alapjan a LF alkalmazasa igéretes

lehet a human allergias gyulladasok kezelésére.
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5.6. A mar korabban kialakult mitokondrialis miikddési zavar a léguti hamban

sulyosbitja az allergias gyulladast

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy oxidans tulajdonsagl anyagok belélegzése (pl.
0zon, cigarettaflist, stb.) a mitokondriumok karosodasat eredményezhetik a légutakban [255-
257]. Sajat eredményeink (29. abra) és korabbi tanulmanyok szerint [258], amennyiben egy
szlik id6kereten belll ismételt pollen expozicié torténik a légutakban, ez felerdsiti az
antigénnel szembeni allergids valaszreakciokat. Ezek a medfigyelések felvetik annak a
lehetéségét, hogy a mitokondriumok oxidativ karosodasa a léguti hamban, szerepet jatszhat
az immunrendszer fokozott valaszkészségének kialakuldsaban az ismételt antigén
stimulusok soran. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk feltételezésliink helyességét,
elészor azt teszteltik, hogy a pollen NAD(P)H oxidazok altal termelt szabadgyokok képesek-
e oxidativ karosodast kivaltani a hamsejtek mitokondriumaiban. Amikor RWE-ot adtunk A549
sejtekhez, egy gyors emelkedés volt detektalhatd az intracellularis ROS szintjében, majd egy
elh(z6do oxidativ stressz alakult ki a sejtekben. Az intracellularis ROS-szintek csak 6 6raval

a RWE kezelés utan estek vissza az alapszintre (34. abra).
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34. dbra. A mikod 6 mitokondriumokkal rendelkez 6 hamsejtek RWE kezelése az
intracellularis ROS szinjének elhiz6d6 megemelkedés  éhez vezet
Léguti hAmsejteket (A549) és mitokondrialis DNS-tél mentes A549p0 sejteket H,DCF-DA-tal
toltottink fel, majd 100 pg/ml RWE-tal kezeltink egy NADPH oxidaz inhibitor (DPI)
jelenlétében vagy hidnyaban. Az intracellularis DCF fluoreszcenciat flow citometridval
hataroztuk meg. Az adatpontok 3 fliggetlen kisérlet atlagat jeldlik. RWE: parlagfd pollen

kivonat; DPI: difenilén-jodonium.
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Azokban a sejtekben, amelyekben nem voltak m{ikddd mitokondriumok (A549p0) -
krénikus etidium bromid kezelés hatasara [5] -, a RWE kezelést kdvetéen az oxidativ burst
csak atmeneti volt, kb. 1 6rén at tartott (34. abra). EQy NADPH oxidaz inhibitor (DPI, 100 uM)
hozzaaddsa a RWE-hoz meggétolta a ROS szintjének emelkedését mind az A549, mind az
A549p0 sejtekben (34. 4bra). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a hamsejtek RWE
kezelése a mitokondriumok fokozott és elhliiz6d6 ROS termeléséhez vezet.

A kovetkez6kben mitokondriumokat izolaltunk és tisztitottunk PBS-, és RWE-kezelt
sejtekbél. El&szor is megvizsgaltuk az oxidativan mdédositott fehérjék altalanos szintjében
bekbvetkezett valtozasokat (35. abra). A RWE-kezelt sejtekbdl izolalt mitokondriumok
lizatumaiban a karbonilalt fehérjék emelkedett mennyiségét detektaltuk a PBS-kezelt kontroll
sejtekb8l szarmazé mitokondriumok lizatumaihoz képest. Ezutdn a mitokondridlis 1€égzési
lanc komplexeit izolaltunk kék nativ PAGE-en (36. A abra), 4-dinitrofenilhidrazinnal (DNPH)
derivatizaltuk, majd a fehérjéket 10%-0os SDS-PAGE-en szepardltuk és a kéarosodott
proteineket anti-dinitrofenil (DNP) ellenanyaggal tettik lathatova. A RWE-kezelt sejtekben a
karbonildlt fehériék mennyisége megntvekedett mind a mitokondridlis légzési lanc
komplexeiben, mind a hozzajuk kapcsolodé fehérjékben a kontroll sejtekhez képest (36. B

abra).

kDa PBSRWE PBSRWE PBSRWE
95 =
72 —
e wwe=  ATP szintiz o-alegysége
1. Komplex Core 2 alegysége

56 —
——

— —

36 — .

- = e s s 1. Komplex 30kDa-os alegysége
o s g, V. Komplex 1. alegysége
P '_. s w1 Komplex NDUFBS alegysége

35. abra. A parlagf d pollen kivonattal (RWE) kezelt hamsejtek mitokondr  iumaiban
megn 6 a karbonilalt proteinek szintje

A PBS-, és a RWE-kezelt (100 pg/ml) hamsejtekbdl izolalt mitokondriumokat tisztitottuk,
majd a mitokondrium lizatumokat derivatizaltuk DNPH-nal és megfuttattuk SDS-PAGE-en
(bal panel). Blottolas utan az oxidativan karosodott fehérjéket DNP-specifikus ellenanyaggal
mutattuk ki (k6zépsé panel). Parhuzamos kisérletekben a légzési lanc komplexek relativ
mennyiségét a mitokondrium preparatumokban OXPHOS monoklondlis ellenanyag koktéllal
(jobb panel) analizaltuk. A bemutatott eredmények 3 fliggetlen kisérletet reprezentalnak.
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36. abra. A mitokondriumok 1égzés lanc komplexeiben talalhaté karbonilalt fehérjék

kimutatasa és azonositasa
(A) PBS-, és RWE-kezelt (100 rg/ml) sejtekbdl mitokondriumokat izolaltunk. Egyenlé
mennyiségld mitokondrium lizatumokat futtattunk meg kék nativ PAGE-en és izolaltuk a
Iégzési lanc komplexeket. (B) A komplexeket (I-1V) kimetszettik a kék nativ gélbdl és DNPH-
nal derivatizaltuk mielétt 10%-0s SDS-PAGE-en szeparaltuk volna az alegységeiket. A
karbonildlt fehérjéket anti-DNP ellenanyaggal tettik lathatéva. Az oxidativan karosodott
fehérjéket MALDI-TOF/MS analizissel azonositottuk (lll. Tablazat). RWE: parlagfd pollen

kivonat.

Az |. komplexben az anti-DNP ellenanyag nem mutatott ki semmilyen karosodott
fehérjet PBS kezelésnél, mig 4 karbonilalt proteint detektalt a RWE-kezelt sejtekbdl
szarmazO6 mitokondriumok esetén (36. B abra, jobb oldali panel, 1-4). A lll. komplexben 3
fehérje karosodaséat eredményezte a RWE kezelés (36. B abra, jobb oldali panel, 5-7). A IV.
komplexben csak mennyiségi kulonbségek voltak karbonilalt fehérjék szintjeben a kétféle
kezelés hatdsara (36. B abra). A RWE kezelés kodvetkeztében a karbonilalt fehérjék szintje
tovabb ndvekedett, és még egy 31 kDa-os fehérje is karosodott a Il. komplexben (36. B
abra, jobb oldali panel, 14).

Az oxidativan karosodott fehériék MALDI-TOF/MS analizise azonositott két NADH-
dehidrogenaz (ubikinon) Fe-S proteint (NDUFS1 és NDUFS2), amelyek az |. komplex
katalitikus magjanak részei (lll. Tablazat és 36. abra). A lll. komplex szerkezetének
kialakitasaban résztvevé ubikinol-citokrom c¢ reduktaz 1l-es és 2-es magfehériék (UQCRCL1
és UQCRC?2) szintén a kérosodott fehérjék kozott voltak (Ill. Tablazat és 36. 4bra). Nem
talaltunk karbonildlt elektrontranszport fehérjéket sem a Il., sem a IV. komplexben. Minden
kisérletben azonositottunk olyan karosodott fehérjéket is, amelyek a légzési lanc
komplexeivel egyutt vandoroltak. Ilyenek voltak pl. a 75 kDa-o0s glikdz-szabalyozott fehérje
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(GRP75; lll. komplex), a HSP70 h&sokk fehérje (I-1V. komplexek), a HSP60 (ll. és IV.
komplexek), a citrat szintetdz (CISY; Il. komplex), valamint fesziltség-szabalyozott anion
szelektiv csatorna 1 (VDACL; I. komplexI) (lll. Tabldzat és 36. 4bra). Mindegyik azonositott,
karosodott fehérje a sejtmagban kddolt, a génjeik kromoszomén vald elhelyezkedését a lll.
Tablazatban tuntettik fel.

lll. Tabldzat. Az oxidativan karosodott fehérjek azonositasa a RWE  -kezelt hamsejtek

mitokondriumaiban

Protein Roviditett Molekula Swiss-Prot Légzési lanc Lokalizacié
sav No." név Protein neve Gén lokalizacio  tomeg (kDa) E értck” azonositd Funkcié komplex a mitokondriumban
1 NDUFSI NADH dehidrogenéz 2q33-q34 5 73X 1072 P28331 Elektron I Belsé membran
(ubikinon) Fe-S transzport
NDUFS2 NADH dehidrogenéz 1923 49 1.5x 107" 075306 Elektron I Bels¢ membran
(ubikinon) Fe-S transzport
7 UQCRCI  Ubikinol-citokrom ¢ 3p21.3 52 8.7 X 1074  P31930 Struktiralis 11 Bels6 membranhoz
reduktaz core 1 protein asszocialt
4.8 UQCRC2  Ubikinol-citokrém ¢ 16p12 48 92X 1074 P22695 Struktaralis I 1l Bels6 membranhoz
reduktaz core 2 protein asszocialt
5 GRP75¢ 75 kDa-os glitk6z- 5q31.1 74 6.9 x 107" P38646 Chaperon 11 Kiils6 membran
szabélyozott protein
2.6.9.11  HSP70¢ Hésokk protein 70 5q31.1 74 35% 1072 QSNIC8  Chaperon L IL L IV Belss membranhoz
asszocialt
10, 12 HSP60* Hésokk protein 60 2q33.1 61 3.7x 1072 QU6RI4 Chaperon I 1V Miatrix
13 CISY® Citrét szintiz 12q13.2-q13.3 52 691071 075390 Krebs ciklus 11 Meatrix
14 VDACI* Fesziiltség-fliggd anion- 5931 31 44x 107" P21796  Tontranszport I Kiils8 membran
szelektiv csatorna
protein 1

A protein savok lokalizacitja a 36. abran lathato.

PE érték: a Mascot adatbazisbdl szarmazé mérészam, amely megadja annak a valésziniiségét, hogy a keresés soran kapott
talalatok csupan a véletlennek készdnhetéek.

°Ezek a fehérjék a légzési lanc komplexeivel egyditt vandoroltak a kék nativ PAGE-en.

Abbdl a célbdl, hogy feltarjuk a funkcionalis kdvetkezményeit a mitokondridlis fehérjék
és a RWE-kezelt sejtek

mitokondriumaibdl felszabadult ROS szintjét. Az mitokondriumbdl szarmazé els6dleges

oxidativ karosodasanak, meghatéroztuk a PBS-, izolalt
szabadgyok a O,"~, ami gyorsan atalakul H,O,-da akar enzimatikus, vagy nem-enzimatikus
aton [247]. A RWE-kezelt sejtekbdl nyert mitokondriumok szignifikAnsan tébb H,O,-ot
allitottak el6, mint a PBS-kezelt sejtekbdl szarmazoak (37. A &bra). Kontroll kisérleteinkben
a sejteket héinaktivalt RWE-tal kezeltuk, illetve RWE-tal DPI (100 uM) vagy antioxidans (3
oras el6kezelés 10 mM NAC oldattal) jelenlétében. Ezekbdl a sejtekbél szarmazo

mitokondriumok H,O, termelése kozel allt az alapszinthez. Ezek az eredmények

dsszhangban vannak azzal a korabbi megfigyeléssel, hogy a mitokondriumok oxidativ
karosodasa megnovekedett ROS termeléshez vezet [259]. Az |. komplex (rotenon, 10 uM)
vagy a Il. komplex (3-nitro-propionsav /3-NPA/; 3 mM) mikddéseének gétlasaval
szignifikAnsan csokkenthetd volt a mitokondriumok H,O, termelése (37. B abra). A rotenon
és 3-NPA kombinacidja kozel az alapszintre csokkentette a keletkezé H,O, mennyiségét (37.
B &bra), ami azt sugallta, hogy az I. és Il. komplex mikoddése sziukséges a fokozott ROS
termeléshez. A stigmatellin, ami alacsony koncentraciéban (0,06 uM) meggatolja az elektron
belépését a Ill. komplex Qo centrumaba [260]

teliesen megszintette, mig az
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elektrontranszfert a lll. és a IV. komplexek kozétt megakadalyozé Antimycin A (10 pM) [5]
tovabb fokozta a RWE-indukalt mitokondridlis H,O, termelést. Ez arra utal, hogy a RWE-
kezelt hamsejtekben a légzési lanc Ill. komplexe a legvaloszinibb forrasa a megndévekedett

mitokondridlis ROS termelésnek (37. B abra).
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37. abra. A RWE-kezelt sejtekb 6l szarmazd mitokondriumok tébb H  ,0O»-ot termelnek,
mint a PBS-kezelt sejtekb &l izolaltak
(A) A sejtek eldkezelése antioxidanssal (NAC), vagy a RWE elézetes hékezelése (RWE™)
vagy DPI ,egy NADPH oxid&z inhibitor, jelenléte megszinteti a RWE azon képességét, hogy
indukélja a mitokondriumok fokozott ROS termelését. (B) A légzés lanc Ill. komplexe a RWE
altal indukalt ROS termelddés fé helye. Rotenon (Rot), 3-nitro-propionsav (3-NPA), vagy
stigmatellin (Stig) hozzaadasa a mitokondriumokhoz lecsdkkenti, viszont Antimycin A (AA)
adasa megnoveli a RWE-kezelés altal indukalt mitokondrialis ROS termelédést. Az
eredményeket 3 flggetlen kisérlet atlaga + SEM forméjaban 4abrazoltuk. *P < 0,05; **P <
0,01; **P < 0,001 vs PBS-kezelt sejtek mitokondriumaibdl szarmaz6 H,O,. RWE: parlagfii

pollen kivonat; DPI: difenilén-jodonium.

Az oxidativan karosodott mitokondrialis fehérjék kisebb aktivitdssal rendelkeznek és
enzimatikusan lebomlanak [261]. Mivel megfigyeléseink szerint a RWE-kezelt sejtekben a lll.

komplex a felelés a fokozott ROS termelésért, és a kezelés altal indukalt cellularis oxidativ
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stressz a lll. komplexben az UQCRCL1 és az UQCRC2 fehérjéket karositotta, a tovabbiakban
megvizsgaltuk, hogy milyen kévetkezményekkel jar ezeknek a fehérjéknek az alacsonyabb
szintje a mitokondridlis ROS termelésre. Az oxidativ karosodas, vagyis a csokkent funkciok
modellezésére antiszensz oligonukleotidok (ASO) felhasznaldsaval lecstkkentettik az
MRNS-szintjuket egér tid6 adenoma sejtekben (LA-4). Az ASO kezelés hatékonysagat
kvantitativ RT-PCR-rel hataroztuk meg. Az eredmények, a sejtkultira transzfekcios
hatékonysagéaval korrigalva, azt mutattak, hogy az ASO kezelés gatolta a fehérjék mRNS
szintl expresszidjat >80%-kal (38. A &bra). A hatékonyan transzfektalt sejtekben (Texas
Red jeldlésli ASO-at hasznaltunk a transzfektalt sejtek azonositasahoz) in situ mikroszkopos
elemzéssel vizsgaltuk a ROS szintjében bekdvetkezd valtozasokat. Az intracellularis ROS
mennyiségének megvaltozdsat H,DCF-DA festék felhasznalasaval kovettik nyomon. A
mikroszképos felvételekbdl kidertlt, hogy csak a Texas Red-pozitiv sejtek mutattak
mikodési zavart, azaz megndvekedett DCF szignalt, az UQCRC2-specifikus ASO-kal
transzfektalt sejttenyészetben (38. B &bra). Hasonlo kisérletben az UQCRCL1-specifikus
ASO-kal transzfektalt sejtekben nem nétt meg az intracellularis DCF fluoreszcencia. Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy a funkcionalis UQCRC2 szint lecsokkenése okozta a

mitokondrium mikodési zavarat és vezetett fokozott ROS termeléshez.
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38. abra. Az UQCRC?2 kifejez 6désének gatlasa antiszensz oligonukleotidokkal
megndveli az intracellularis ROS szintjét
(A) Az UQCRC2 kifejezédésének géatlasa ASO-kal lecstkkentette a fehérje expresszidjat
MRNS szinten >80%-kal az LA-4 sejtekben. (B) Megndvekedett az intracellularis ROS-szint
azokban a sejtekben, amelyekben hatékony volt a transzfekci6 UQCRC2-specifikus ASO-
kal. A sejteket Texas Red jelolési ASO-kal transzfektaltuk és az intracellularis ROS
szintjében bekovetkezd valtozdsokat H,DCF-DA-tal vizsgaltuk fluoreszcens mikroszkop
segitségével. A transzfektalt sejtkultirdban csak a vorésen (Texas Red) fluoreszkéld sejtek
mutattak emelkedett DCF szignalt (zdld fluoreszcencia). UQCRC?2: ubikinol-citokrom ¢

reduktaz 2-es magfehérje; ASO: antiszensz oligonukleotidok; *P < 0,05 vs kontroll sejtek.
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A kovetkez6kben megvizsgaltuk, hogy vajon a mitokondriumok mar Iétezd
funkciézavara sulyosbitja-e az allergids léguti gyulladast. A terviink az volt, hogy azt a
természetben is el6forduld allapotot modellezziink, amikor olyan egyedeket ér pollen
expozicio, akiknek a légutjaiban a kornyezetbél szarmazdé oxidansok mar mitokondrialis
funkciozavart idéztek elé. A mitokondridlis funkci6zavar el6idézéséhez intranazalis ASO
kezeléssel gatoltuk az UQCRC2 expresszidjat a szenzitizalt egerekben. Az UQCRC2 szintjét
a tudében immunfluoreszcens modszerrel hataroztuk meg. Az UQCRC2 kifejez6désének
lokdlis cstkkenését figyeltik meg a bronchialis epitéliumban (39. abra), ami azonban a
mitokondriumban szintetizalt citokrom c oxidaz llb alegységének expresszidjat nem érintette
(39. abra). Ez arra utal, hogy az ASO kezelés nem valtoztatta meg szamottevéen a

mitokondriumok szamat a léguti hamsejtekben.

A

UQCRC2-spec. ASO Kevert ASO UQCRCl1-spec. ASO Kevert ASO
C2 :

Fluoreszcencia Intenzitas
(A.U.) per pm?(x10%)

2,100 sk
- %
501 ’—I—| » # # =
o o =] =1 - - (=] =]
0 =] . . o - Qo . o ACL < o
DAPI DAP ASO + + + +
Kevert ASO + i + +

UQCRC2 UQCRC1

39. 4bra. A mitokondridlis 1égzési lanc Ill. komple  x magfehérjék expresszidjanak
gatlasa helyi ASO kezeléssel

(A) A RWE-szenzitizalt egerek intranazalis ASO kezelése utdn az allatokat tulaltattuk, a
tuddket kivettik, és az UQCRCL1, valamint az UQCRC2 expresszidjat a tidé metszetekben
fluoreszcens mikroszkdpiaval vizsgaltuk. A bronchialis epitéliumban mind az UQCRC1, mind
az UQCRC2 kifejezédésének lokalis csokkenése volt megfigyelhetd, ami azonban a
mitokondriumban szintetizalt citokrom c oxidaz llb alegységének az expresszidjat nem
befolyasolta. A kontroll, kevert ASO kezelés nem modositotta sem a magfehérjék, sem a
citokrom c¢ oxidaz Ilb alegységének expresszidjat. (B) Az UQCRC1l és az UQCRC2
kifejez6désének mennyiségi meghatarozasa léguti hamsejtekben, specifikus ellenanyaggal
jeldlt tidé metszetek fluoreszcens szigndljainak mérésével. Az eredményeket atlag + SEM
formajaban abrazoltuk (n = 3-4 egér/csoport). ASO: antiszensz oligonukleotidok; A.U.:
tetszéleges egység; UQCRCL1: ubikinol-citokrom c reduktdz 1-es magfehérje; UQCRC2:
ubikinol-citokrém c reduktaz 2-es magfehérje; C1: UQCRC1; C2: UQCRC2; COX: citokrom ¢
oxidaz IIb alegysége. **P < 0,01 vs kontroll, kevert ASO kezelés.
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Az UQCRC2-t alacsony szinten kifejez6 egereket RWE-tal intranazalisan kezeltik és
72 6ra mulva meghataroztuk az allergias gyulladas mértékét. Ezeknek az egereknek a BALF
mintaiban az eozinofil sejtek szama 4,4-szer volt nagyobb, a csak RWE-tal kezelt kontroll
allatokhoz képest (40. A abra). Az UQCRC2 expresszidjanak gatldsa a RWE kezelés el6tt
megndvelte a gyulladasos sejtek akkumulécidjat a peribronchialis régidkban is (40. B abra).
A RWE kezelés 6nmagaban is a gyulladasos sejtek szadmanak jelentés megemelkedését
okozta a BALF mintdkban a PBS kezeléshez viszonyitva. Az UQCRCL1 alacsonyabb szint({
kifejez6dése nem novelte meg szignifikansan az eozinofilek bearamlasat a légutakba (40.
abra). A kontroll allatokban a mitokondridlis funkciézavar 6nmagaban nem ndvelte meg sem

az eozinofilek, sem mas gyulladasos sejtek szamat a peribronchidlis tertleteken (40. 4bra).
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40. dbra. Az UQCRC2 kifejez 6désének géatlasaval kivaltott mitokondrialis funkcio zavar

a légutak hamsejtjeiben feler 6siti a gyulladasos sejtek bearamlasat RWE kezelés u  tan

Az UQCRC1-specifikus ASO nem, viszont az UQCRC2-specifikus ASO kezelés megnoveli
az eozinofil granulocitak szamat a BALF mintakban (A) és a gyulladasos sejtek szamat a
peribronchialis terileten (B) a RWE-kezelt egerekben. ASO: antiszensz oligonukleotidok;
UQCRC1: ubikinol-citokrom c¢ reduktdz 1l-es magfehérje; UQCRC2: ubikinol-citokrom c
reduktaz 2-es magfehérje; RWE: parlagfd pollen kivonat. **P < 0,01; ****P < 0,0001 vs PBS-,
és RWE-kezelt egerek.
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Az allergias léguti gyulladas, valamint az asztma fontos kortani jellegzetessége a
mucint termeld sejtek felszaporodasa és a fokozott mucin szekrécio. Az allergias gyulladas
folyaméan a légati hamban a legnagyobb mennyiségben termelé6dé mucin, azaz a MUC5AC
szintjét hataroztuk meg a BALF mintdkban ELISA-val. A MUC5AC szintje a BALF mintdkban
2,4-szer magasabb volt a RWE-tal kezelt, UQCRC2 deficiens allatokban a csak RWE-kezelt
allatokhoz képest (41. A abra). Ahogyan az varhat6 volt, az UQCRC2 csokkent kifejezédése

VA

Ve

RWE-kezelt kontroll allatokhoz képest (41. abra). Az UQCRC1l és az UQCRC2

kifejez6désének géatlasa 6nmagdban nem valtott ki sem fokozott mucin termelést, sem a
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41. dbra. Az UQCRC2 kifejez 6désének géatlasaval kivaltott mitokondrialis funkcio zavar
a légutak hamsejtjeiben megndveli a mucin termel 8dést RWE kezelés utan

Az UQCRC1-specifikus ASO nem, viszont UQCRC2-specifikus ASO fokozta a MUC5AC
epitéliumban. Kis abra: a mintdkban mért MUCBAC végpont titerek. ASO: antiszensz
oligonukleotidok; UQCRCL1: ubikinol-citokrom c¢ reduktdz 1l-es magfehérie; UQCRC2:
ubikinol-citokrom c¢ reduktaz 2-es magfehérje; RWE: parlagfd pollen kivonat. **p < 0,01 vs
kontroll-, és RWE-kezelt egerek.
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Ahogyan az varhat6 volt, a léguti hiperreaktivitds (amit a Penh index értéke fejez ki)
megnovekedet mindegyik RWE-kezelt egér csoportban a PBS-kezelt kontroll allatokhoz
képest (42. abra). Azonban csak az UQCRC2 deficiens egerekben volt szignifikansan
magasabb (P < 0,01) a Penh index értéke, mint a csak RWE kezelést kapott egerekben (42.
abra). Az UQCRCL1 kifejez6désének gatlasa nem befolyasolta jelentds mértékben a léguti
hiperreaktivitdst a RWE kezelés utdn. A RWE kezelést nem kapott UQCRC1, valamint
UQCRC?2 deficiens egerek Penh index érteke hasonld volt fizioldégids séoldattal kezelt

kontroll &llatokéhoz (az adatokat nem mutatom).
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T 600
=
g.g 400 1

E'200 s
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3 ol

PBS  PBS UQCRCI UQCRC2
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42. dbra. Az UQCRC2 kifejez 6désének géatlasaval kivaltott mitokondrialis funkcio zavar
a légutak hamsejtjeiben fokozza a Iéguti hiperreaktivitast RWE kezelés utan

kezelések soran (Penh index) teljes-test-pletizmogréfidval mértik. UQCRCL1: ubikinol-

citokrom c reduktdz 1-es magfehérje; UQCRC2: ubikinol-citokrom c reduktdz 2-es

magfehérje; RWE: parlagfd pollen kivonat. **p < 0,01 vs PBS-, és RWE-kezelt egerek.

Ebben a vizsgalatban sikerllt kimutatnunk, hogy a léguti hAmban mar korabban
kialakult mitokondridlis mikddési zavar egy Ujabb allergén expozicié esetén sulyosabb
allergias gyulladast és bronchidlis hiperreaktivitidst eredményez. A kdrnyezeti oxidansokra
érzékeny mitokondrialis proteinek azonositdsa céljabdl A549 sejteket RWE-tal kezeltiik. Az I.
komplex katalitikus magjabdl szarmaz6 NDUFS1 és NDUFS2 proteineket, valamint a Ill.
komplexbdl szarmazé UQCRC1 és UQCRC2 szerkezeti fehérjéket azonositottuk, mint a
mitokondridlis 1égzési lanc oxidativan sérllt fehérjéit ezekben a sejtekben. A RWE-kezelt
sejtekbdl izolalt mitokondriumokra fokozott H,O, termelés volt jellemzd, ami arra utal, hogy a
légzési lanc oxidativ karosodasa és a mitokondrialis mikddési zavar kozoétt kdzvetlen
Osszefliggés van. A légzési lanc komplexeinek inhibitorait hasznaltuk, hogy azonositani
tudjuk a ROS képzddésének helyét az oxidativan sérilt mitokondriumokban. Eredményeink
azt mutatjak, hogy a rotenon (gatolja az elektron aramlasat az ubiquinol kété helyhez kdzel
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az |. komplexben) és a 3-NPA (irreverzibilisen kotédik a szukcinat dehidrogenazhoz a Il.
komplexben) egylttes hasznalata gatolja a H,O, keletkezését az RWE-kezelt sejtekbdl
szarmaz6 mitokondriumokban, ami azt jelzi, hogy az elektrontranszportlanc a ROS f6
forrdsa, és nem az a-ketoglutarat a Krebs-ciklusban [262]. A stigmatellin (mikromdlosnal
kisebb koncentraciéban blokkolja a lll. komplexet a Qo helyen) szintén megszintette a
mitokondridlis ROS képzddését. Ezzel szemben az antimicin A, amely a Ill. komplex matrix
fel6li oldaldhoz kotddik, és gatolja a citokrom-c oxidoreduktaz Qi helyét a citokrom b
alegységben [5], tovabb novelte az RWE kezelés éltal indukalt mitokondrialis ROS termelést.
Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a lll. komplex a ROS képz&désének a fé helye az
RWE-tal kezelt sejtek mitokondriumaiban, ezért a kovetkezé kisérletekben a lll. 1égzési
komplex 1. és 2. magfehérjéire koncentraltunk.

Az UQCRC1 és az UQCRC2 is a lll. komplex matrix feléli oldalahoz kotott, stabilizalja
a lll. komplexet, és peptiddz aktivitassal rendelkezik [263]. 1d6s egerek veséjébél,
vazizomzatabdl és szivébdl szarmazd mitokondriumok oxidativan sérilt fehérjéi kozott
korabban szintén azonositottak az UQCRC1-t és az UQCRC2-t [264, 265]. Ezen kivil azt is
kimutattdk, hogy az UQCRC2 szerepet jatszik az egéragy természetes dregedésében [266].
A patogénekkel szembeni immunvalasz eredményeként kialakul6 oxidativ stressz szintén
oxidativ karosodast okoz ezekben a fehérjékben [267]. Eredményeink tehat arra utalnak,
hogy a Ill. komplexben a magfehériék a reaktiv gyokok elsédleges célpontjai, és oxidativ
karosodasuk esetén ndvekszik a mitokondridlis ROS termelése.

A fehérjék oxidativ mddosuldsa nagyon gyakran funkciovesztéshez vezet, és a
oxidativan sérilt UQCRC1 és UQCRC2 szintjének és/vagy funkcijanak atmeneti
csokkenését, a RWE expoziciot megel6z6en ASO kezeléssel gatoltuk a kifejez8désuket
hamsejtekben. Azt talaltuk, hogy az UQCRC2 hianya megnéveli a ROS szintjét a sejtekben,
mig az UQCRC1 hianya nem. Habar az UQCRC1 és UQCRC?2 sok kdzos tulajdonsaggal
rendelkezik, agy tlnik, hogy mégis kulénbdzé szerepet jatszanak a Ill. komplex ubiquinol-
citokrém c reduktaz aktivitAsanak fenntartdsaban. Mas munkacsoportok is azt talaltak, hogy
az UQCRC2 fontos szerepet jatszik a bels6 membranpotencial fenntartasaban, és ebbdl
kévetkez6en a mitokondridlis ROS képzésében [268]. A mitokondridlis légzési lanc
komplexeinek alegységei mellett, szdmos kiegészitd fehérje oxidativan karosodaséat is
kimutattuk a RWE-kezelt sejtek mitokondriumaiban. Habar ezek a fehérjék jelentés szerepet
jatszanak a mitokondrialis integritas és funkcié fenntartdsaban, nem vesznek kdzvetlenil
részt a mitokondrialis ROS termelésben.

Korabbi megfigyelésekkel megegyezéen, adataink azt mutatjak, hogy a mar meglévé
mitokondrialis mikédési zavar feler8siti az allergids gyulladast. A mitokondrialis kdrosodast

indukalé 6zon vagy légszennyezd részecskék [256, 257] bejutasa a légutakba az allergén
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expozicié elétt szignifikansan felerdsiti az allergias valaszokat [269, 270]. Amikor parlagfi
szenzitizalt betegek naponta kaptak pollenkezelést, az egymast kovetd napokon egyre
kisebb adagokra volt sziikség ahhoz, hogy ugyanolyan allergias tlineteket valtsanak ki naluk
[258]. Az orrnyalkahartyat éré ismételt pollen expoziciok szintén fokoztdk a mas allergén
vagy nem-allergén ingerek altal kivaltott tlineteket [258]. Egy masik huméan vizsgélat
kimutatta, hogy ismételt pollen bejutds 3 nap utan még fokozott allergias klinikai tiineteket és
gyulladasos sejt infiltraciot okozott, de 1 vagy 4 héttel késébb mar nem [271].
Osszefoglalasként megallapithatd, hogy elséként talaltunk bizonyitékot arra, hogy a
mitokondriumok specidlis fehérjéit érd oxidativ karosodas, az antigén bejutasat megelézéen,
felerdsiti a léguti eozonifiliat, néveli a mucin termelédést, valamint fokozza a bronchidlis

hiperreaktivitast.
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5.7. A 8-oxoguanin DNS glikozilaz kifejez6désének gatlasa a leguti hamban

csokkenti az allergias gyulladas mértékét a tiidében

Ebben a tanulméanyban azt vizsgaltuk, hogy a 8-oxoG akkumulécidja és javitasa a
Iéguti hamsejtek DNS-ében, milyen szerepet jatszik az allergias valaszokban. Ehhez, siRNS
technika felhasznalasaval gatoltuk az Oggl kifejez6dését RWE-szenzitizalt egerek (Oggl
hianyos /deficient/ egerek: Oggl® egerek) légati hamjaban mielétt intranazalis RWE
kezeléssel kivaltottuk volna az allergias gyulladast a tidében. Ezeknek az allatoknak az
allergias valaszreakcibit olyan RWE-szenzitizalt egerekével hasonlitottuk dssze, amelyek
kontroll siRNS kezelést kaptak (Oggl-gyet normal mértékben kifejezé /proficient/ egerek:
0Ogg1® egerek). Szenzitizalt Oggl® és Oggl® egereket kezeltink PBS, vagy RWE oldattal,
majd egyedi sejtes DNS gélelektroforézist (Comet essz€) kombinalva a DNS OGGL1 Altali
emésztésével, meghataroztuk a 8-oxoG szinteket a léguti nyalkahartyarol levalasztott epitél
sejtekben [272-274] (43. A abra). Az Oggl® egerek Iéguti hamsejtjeiben a RWE-kezelés fél
Ora utan 4,1 + 1,1-szeres, 1 6ra utdn pedig 6,2 +1,9-szeres ndvekedést indukalt a 8-oxoG
szintjében, a kezelés elétti szinthez képes. Harom o6raval a kezelés utan az Oggl®
egerekben a 8-oxoG szint szignifikansan lecsokkent (43. B abra) az Oggl normél
expressziéjanak megfeleléen (43. C abra), ami az oxidalt guanin hatékony javitasat jelezte.
Az idébeli valtozdsok nyomon kovetése soran kiderilt, hogy 8 h és 36 h kdzott a RWE
kezelés utan, a 8-oxoG szint névekedésében egy masodik fazis is kimutathaté (43. B 4bra).
Ez a jelenség egybecseng a RWE kezelés hatasara bekovetkezd neutrofil granulocita
bearamlas kinetikgjaval [275], illetve azzal hogy az aktivalt neutrofilek ROS termelésére
képesek [276]. Az Oggl® egerek léguti hamsejtjeiben az Oggl expresszidja 83 + 9,1%-kal
csokkent RNS szinten (43. C abra). Ezekben az egerekben az Oggl csokkent
kifejez6désének megfeleléen (43. C abra), folyamatosan novekedett a 8-oxoG szintje a
légati hamsejtek DNS-ében (43. B abra). Annak bizonyitasara, hogy az Ogg1® egerek Iég(iti
hamsejtieinek DNS-ében a megndvekedett 8-oxoG szint a redukalt Oggl kifejez8désnek
tulajdonithatd, és nem a légutak redox-kapacitasdban bekovetkezett valtozasnak,
meghataroztuk a GSH:GSSG aranyat a BALF mintdkban. A szenzitizalt egerek légutjaiba
juttatott Oggl-specifikus-, vagy kontroll siRNS-nek nem volt hatasa a GSH:GSSG aranyra a
BALF mintakban (43. D abra). Az Oggl® és az Oggl® egerek kozétt az intranazélis RWE
kezelést kovetden sem figyeltink meg kilénbséget a GSH:GSSG aranyban (43. D abra).
Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a megndvekedett 8-0xoG szint a lIéguti hAmsejtek DNS-
ében az intranazalis RWE kezelést kovetéen, valéban az Oggl csokkent kifejez6désének

tulajdonithatd, nem pedig a Iégutak megvaltozott redox-kapacitdsanak.
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43. dbra. A 8-0xoG szintek valtozasa a léguti hamsejtek DNS-é  ben RWE-kezelés utan
Szenzitizalt Oggl® és Oggl® egereket kezeltiink RWE-tal, és majd kiilonb6z6 idépontokban
meghataroztuk a 8-oxoG szinteket a léguti nyalkahartyardl levalasztott hamsejtekben. (A) A
Comet esszé reprezentativ képei a DNS rekombinans OGG1-gyel torténd emésztésével,
illetve anélkiil (n = 200 sejt). (B) 8-oxoG szintek kvantifikdlasa Oggl” (n = 7) és Oggl® (n =
6) egerek léguti hamsejtjeinek DNS-ébSl Comet esszével (n = 200 sejt analizise Comet
esszével minden idépontban). (C) Az Oggl mRNS szintek a léguti epitélsejtekben 48 6raval
a kontroll, vagy Oggl-specifikus siRNS tudébe juttatasa utéan (n = 5-11). (D) A GSH:GSSG
aranyok = SEM a bronchoalveolaris mosdéfolyadékban (BALF, n = 7-9). Oggl® egerek: a
légati epitéliumban az Oggl-et normal szinten kifejez6 egerek; Oggl® egerek: a léguti
epitéliumban az Oggl-et csokkent mertékben kifejezé egerek; OGG1, human 8-oxoguanin

DNS glikozilaz 1 fehérje; RWE, parlagfd pollen kivonat. **P < 0,01, ***P < 0,001.

Oxidativ stressz soran a DNS béazisok mellett a nukleinsav cukorvaza is karosodhat,
ami SSB, illetve DSB kialakulasahoz vezethet. A RWE kezelés utani SSB-ek és DSB-ek
szintjenek meghatarozasahoz, a léguti hamsejteket semleges és ldgos kémhatasu
koérilmények kozoétt kivitelezett Comet esszével vizsgaltuk. A genom szuprafiziolégias
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8-0x0G szintje (43. B abra) ellenére, a RWE kezelés az els§ 3 6raban nem valtoztatta meg
lényegesen az SSB-ek eléfordulasat sem az Oggl®, sem az Oggl® egerek Iéguiti

hamsejtjeiben (44. A abra).
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44. dbra. DNS-szal karosodasok a RWE-kezelt, szenzitizalt ege  rek léguti epitéliumaban
Szenzitizalt Oggl® és Oggl® egereket kezeltink RWE-tal, majd a DNS-szal karosodasokat
kuldonb6zé idépontokban vizsgéaltuk, Comet esszé segitségével, a léguti nyalkahartyarol
levalasztott hamsejtekben. (A) Az SSB szintek valtozasai Oggl” és Oggl® egerek Iéguiti
epitéliumaban RWE kezelés utan. Minden kezelési tipus és idépont esetén > 200 Comet
csovat elemeztink. (B) Reprezentativ Comet csévak semleges (baloldali képek) és lugos
(jobboldali képek) kémhatasu elektroforetikus feltételek kdzott, amelyek a DNS kétszalu, és
egyszalu téréseinek felelnek meg 16 6raval a RWE kezelés utan. Oggl” egerek: a léguti
epitéliumban az Oggl-et normal szinten kifejezé egerek; Oggl® egerek: a léguti epitéliumban
az Oggl-et csokkent mértékben kifejez6 egerek; RWE: parlagfdi pollen kivonat; SSB:
egyszalu DNS toérés. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.
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A neutrofil sejtek infiltracioja alatt (a RWE kezelés utan 8, 16 és 24 oraval), az SSB-ek
eléfordulasa szignifikansan nagyobb volt az Oggl® egerek léguti hamsejtieiben az Ogg1®
egerekben megfigyeltekhez képest (44. A és B abra, jobb panelek). A RWE kezelés utani
SSB-ek szintje kdzel azonos volt naiv, és szenzitizalt egerekben (az adatokat nem mutatom).
A DSB-ek szintje egyik idépontban sem emelkedett a RWE kezelés utan sem az Oggl®, sem
az Ogg1P® egerek léguti hamsejtjeiben (44. B &bra, bal panelek; a mikroszképos felvételek az
intranazélis RWE kezelés utani 16 oras id6épontot mutatjak). A Neill és Neil2
kifejez6désének gétlasa csak elhanyagolhatd mértékben valtoztatta meg az SSB-ek szintjét
a léguti hamsejtekben (az adatokat nem mutatom). Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy
a RWE kezelés utani SSB-ek keletkezése fuggetlen az adaptivimmunvalasztél, és ugy tlnik,
hogy szoros Osszefliggésben van a neutrofileknek a légutakba torténé bearamlasa alatti
Oggl kifejezédési szintekkel.

Ezeknek a medfigyeléseinknek a megerdsitésére, egyitt tenyésztettiink aktivalt
neutrofil sejteket Oggl” és Oggl® MLE-12 (egerekbdl szarmazé, immortalizalt, 2-es tipusu
tudé hamsejtek), valamint MEF (egér embriondlis fibroblaszt) sejtekkel (a neutrofilek és a
MLE-12, vagy a MEF sejtek aranya 1:1 volt). Az aktivalt neutrofilekkel torténé 2 és 4 éras
egyitt tenyésztés szignifikdns novekedést okozott az SSB-ek szintjében, mind az Oggl”
MLE-12, mind az Ogg1” MEF sejtek esetében, a megfelel6 Ogg1® sejttipusokhoz viszonyitva

_/_

(45. A abra). A fenti eredmények tovabbi aldtdmasztdsahoz Oggl™ egerekbél szarmazd

MEF sejteket alkalmaztunk [274, 277]. Az aktivalt neutrofilekkel torténé egyltt tenyésztés
szignifikansan kevesebb SSB-t eredményezett az Oggl™™ MEF sejtekben, mint az Oggl**
MEF sejtekben. Az aktivalatlan neutrofilek hozzaadéasa utan nem valtoztak az SSB szintek
sem az MLE-12, sem a MEF sejtekben (az adatokat nem mutatom). Masrészrél a RWE
kezelés nem befolyasolta lényegesen az SSB szinteket sem az Oggl®, sem az Oggl®
sejtekben (45. B &bra). Az aktivalt neutrofilekkel val6 tenyésztés, vagy a RWE kezelés nem
valtoztatta meg az MLE-12 és a MEF sejtek életképességét, ahogy az az aramlasi
citometriaval végzett Annexin V esszébdl kidertlt (az adatokat nem mutatom). Az Oggl
mRNS-, és protein-szintjének, valamint az Ogg1 aktivitasanak valtozasat az Oggl** MEF és
MLE-12 sejtekben a kontroll és a specifikus siRNS kezelések utan a 45. E abran tintettik fel
(az Oggl™ egerekbdl szarmazé MEF sejtek szolgaltak negativ kontrollként). Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az Oggl aktivitas 0Osszefiiggésben van a SSB-ek
keletkezésével egerekben a neutrofil sejtek légutakba aramlasa utan, valamint in vitro

kortlmények kozott a sejtekben, aktivalt neutrofilekkel valé egyutt tenyésztés sorén.
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45. dbra. Az SSB-ek és az intracellularis ROS szintje Oggl © és Ogg1 P sejtekben RWE
kezelés vagy neutrofilekkel tortén 6 egyditt tenyésztés utén
(A) Az SSB szintek sejttenyészetekben. MLE-12 és MEF sejteket Oggl siRNS-sel kezeltlink,
majd egyiitt tenyésztettiink aktivalt neutrofilekkel. Parhuzamos kisérletekben Oggl™~ MEF
sejteket tenyésztettiink egyutt aktivalt neutrofilekkel. Az SSB szinteket ligos kémhatdson
végzett Comet esszével hataroztuk meg. Minden kezelési tipus és idépont esetén > 200
Comet csévat elemeztink. *P < 0,01, **P < 0,001. (B) A RWE kezelés nem indukalt
kimutathaté névekedést a SSB szintekben. MLE-12 és Ogg™* MEF sejteket transzfektaltunk
kontroll, vagy Oggl siRNS-ekkel, majd ezeket, valamint Oggl™~ MEF sejteket 2 6ran at
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kezeltik RWE-tal. Az SSB szinteket ligos kémhatdson végzett Comet esszével hataroztuk
meg. A kontroll kisérletekben MLE-12 sejtekhez adtunk aktivalt neutrofileket 2 6réara.
Mindegyik kezelésnél > 200 Comet csovat értékeltink. (C) Valtozasok az MLE-12 sejtek
ROS szintjében RWE kezelés, vagy aktivalt neutrofilek hozzdadasa utan. Az intracellularis
ROS szintjét 2’,7-dihidro-diklorofluoreszcein diacetat (H,DCF-DA) alkalmazasaval
hatéroztuk meg (n = 3-4). (D) Az Oggl hidnya nem okozott valtozast a neutrofilek altal
indukalt ROS szintjében. Az Oggl kifejezédését siRNS-sel gatoltuk, Oggl™™ MEF sejteket
hasznéltunk kontrollként (n = 2-4). (E) Oggl fehérje (felsé panel) és mRNS (alsé panel)
szintek kontroll, vagy Oggl siRNS-sel transzfektalt MLE-12 és Oggl™* MEF sejtekben. Jobb
panel: 8-oxoG kivagodasa a *’P-jeldlt szubsztratbdl kontroll, vagy Oggl siRNS-sel
transzfektalt sejtek extraktumainak hozzaadasa utan. Oggl: 8-oxoguanin DNS glikozilaz 1;
RWE: parlagfd pollen kivonat; SSB: egyszali DNS torés; MEF: egér embrionalis fibroblaszt.
**P < 0,01, **P < 0,001.

A kovetkez6kben megnéztik az intracelluldris ROS szintjeben és kinetikajaban
bekbvetkez6 valtozdsokat RWE kezelés, valamint aktivalt neutrofilek hozzdadasa utan. Amig
az Oggl” MLE-12 sejtek egyiitt tenyésztése aktivalt neutrofilekkal (1:1 aranyban) folyamatos,
addig a RWE kezelés csak atmeneti emelkedést okozott az intracellularis ROS szintjében
(45. C abra). Az intracellularis ROS-szint emelkedése 0,5 és 1 éranal hasonlé volt mind a
RWE, mind a neutrofilek hozzdadasa utan. Az aktivalt neutrofilek azonban az intracellularis
ROS folyamatos emelkedését valtottak ki (45. C abra). A ROS szintjében bekovetkezett
sugalljak, hogy a SSB-ek keletkezéséért az Oggl® sejtekben a folyamatos oxidativ stressz
lehet a felels.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az Oggl kifejez6désének, a 8-oxoG javitasanak
és az SSB-eknek a szerepét az allergias immunvalaszban, szenzitizalt Oggl® és Ogg1®
egereket kezeltink RWE-tal, majd meghataroztuk a légati gyulladas mértékét.
Meglepetésiinkre, annak ellenére, hogy a 8-oxoG szint folyamatosan névekedett az Ogg1®
egerek léguti hamsejtjeinek DNS-ében (43. B &bra), lIényegesen kevesebb eozinofil sejtet
detektaltunk a BALF mintakban (46. A abra) és a szubepitélidlis tertleteken (46. B abra,
kozépsd panel), alacsonyabb MUCS5A/C szintet meértink a BALF mintdkban (46. C abra),
kisebb mértékl epitélsejt metaplaziat figyeltink meg (46. D abra, k6zépsd panel) és kisebb
Phen indexet tapasztaltunk (46. E abra) az Oggl” egerek azonos paramétereihez képest. A
megfigyelt jelenség Oggl specifikusnak tinik, mivel a Neill glikozilaz [278] kifejez6désének
gatlasa nem befolyasolta az eozinofilek szamat sem a BALF mintdkban, sem a

szubepitélialis régiéban (46. G abra).
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46. abra. Az Oggl kifejez 6désének gatlasa a léguti hamban, csokkenti az aller  gias

gyulladas mértékét és a Th2 citokinek szintjét a sz enzitizalt egerek tidejében

RWE kezelés utan
Szenzitizalt Oggl” és Oggl® egereket kezeltiink PBS oldattal, vagy RWE-tal, majd a BALF
mintakat és a tidébdl szarmazo6 szdvettani metszeteket analizaltuk. (A) Az eozinofil sejtek
szama a BALF mintakban (n = 9). (B) A gyulladasos sejtek akkumulacioja a peribronchialis
terlileteken hematoxilinnal és eozinnal festett szoveti metszetekben (n = 7-9 egér/csoport).
Nagyitas: 100x. (C) A MUCS5A/C mennyisége a BALF mintdkban ELISA mddszerrel

meghatarozva (n = 6-9 egér/csoport). (D) A kehelysejt metaplaziaja a léguti hamban PAS
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festéssel megfestett szbveti metszetekben. Nagyitas: 100x. A képek 6-9 egér/csoportot
reprezentalnak. (E) A léguti tulérzékenység mértékét 60 déraval a kezelés utan hataroztuk
meg (n = 6-9 egér/csoport) *P < 0,05, *P < 0,01. (F) Az IL-4 (felsé panel), az IL-5 (kbzépsé
panel), és az IL-13 (als6 panel) szintjeinek iddbeli valtozdsai a BALF mintakban RWE
kezelés utan (n = 6-8 egér/csoport). (G) A Neill és Neil2 DNS glikozilazok kifejezédésének
gatlasa siRNS-sel nem befolydsolja az eozinofil sejtek szaméat a BALF mintdkban (n = 5-7
egér/csoport). Neil1”: a léguti epitéliumban Neill-et normal szinten kifejezé egerek; Neil1l®: a
léguti epitéliumban Neill-t csdkkent mértékben kifejezé egerek; Neil2”: légati epitéliumban
Neil2-t normal szinten kifejez6 egerek; Neil2®: Iégati epitéliumban Neil2-t csékkent
mértékben kifejezé egerek; Oggl”: a léguti epitéliumban az Oggl-et normal szinten kifejezé
egerek; Ogg1®: a léguti epitéliumban az Oggl-et csdkkent mértékben kifejezé egerek; RWE:
parlagfii pollen kivonat; BALF: bronchoalveolaris mosofolyadék. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <
0,001.

Az allergias léguti gyulladas kialakulasdban fontos szerepet tulajdonitanak Th2
citokineknek (IL-4, IL-5 és IL-13), ugyanis ezek a mediatorok részt vesznek az eozinofil

VA

sejtek léguti akkumuldcidjanak és aktivalodasadnak kivaltasdban, a kehelysejtek
egerek BALF mintaiban a RWE kezelés azonnali (1 és 3 6ra) IL-4-szint ndvekedést indukalt
(46. F abra, felsé panel), azonban a késébbi idépontokban (8, 16, 24, 36 és 48 6ra) ez a
szint csak az Oggl” egerek BALF mintaiban emelkedett tovabb. Az IL-5 és IL-13 szintjei
lényegesen alacsonyabbak voltak az Oggl® allatok BALF mintaiban, mint az Oggl®
egerekében (46. F abra, k6zépsd és alsd panelek). Ezek az adatok arra utalnak, hogy az
Oggl Altal generalt SSB-k dsszefliggésben vannak a Th2 citokinek termelédésével, és az

allergias léguti gyulladas fokozédaséaval.

Gyulladasos korilmények kdzott megndvekszik az oxidativan k&rosodott DNS bazisok
és DNS torések mennyisége, igy ezeket akar a gyulladasok biomarkereiként is lehet
hasznélni [280]. Ebben a vizsgalatban elséként sikerilt kimutathunk, hogy a guanin oxidativ
karosodasadnak a DNS-ben nincs kozvetlen hatdsa a gyulladasra, viszont az Oggl altal
elinditott 8-oxoG kivagas soran a léguti hAmban létrejovd SSB-ek szerepet jatszanak az
allergias léguti gyulladas és a bronchialis hiperreaktivitast kialakulasdban. A gyulladasos
valaszok sulyosbodasa az oxidativ DNS karosodas javitasa alatt specifikus volt az Oggl
mikodésére, mert mas DNS glikozildzok /Neill és Neil2, amelyek nem a 8-oxoG, hanem
mas modosult purin és pirimidin  bazisok felismerését és kivagasat végzik [281)/
kifejez6désének gatlasa nem befolyasolta szignifikhnsan a RWE altal kivaltott gyulladasos

valaszokat a tud6ében. Ezek a medfigyelések azt sugalljak, hogy nem a 8-oxoG
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felhalmozddasa a genomban, hanem az Ogg1l altal kezdeményezett kijavitdsa a 8-oxoG-nak
sulyosbitja az allergids gyulladast.

Az Oggl mikodése soran kivagja a 8-oxoG-t a DNS-bél, és kbézben a glikozilaz / AP
liaz aktivithsa révén SSB-t hoz létre [282, 283]. Fizioldgias korilmények kodzott az Oggl
komplexet alkot mas, a DNS hibak javitdsaban résztvevd fehérjékkel, és egyutt helyreallitjak
a DNS integritasat [284, 285]. Ugy tinik, hogy ez torténik a RWE kezelés utan kozvetleniilt
az Oggl” egerekben, mivel a légati hamban a 8-oxoG kijavitodik az SSB-ek szamanak
jelentés novekedése nélkul. Felmerilhet a kérdés, hogy az aktivalt neutrofilek bearamlasat
kovetden, miért novekszik meg az SSB-ek szadma a légutakban. Az egyik lehetséges
magyarazat, hogy elhizédé oxidativ stressz sordn az Oggl glikozildz és AP lidz aktivitdsa
kozotti 6sszhang felborul, ami azt eredményezi, hogy nem tud megfelel6 komplexeket
kialakitani a tobbi DNS javitd fehérjével, és ez vezet az SSB-ek halmozddasahoz a
genomban [283, 286]. Egy masik elképzelés szerint, elhiz6d6 oxidativ stressz soran az
Oggl kisebb affinitassal kotédik a DNS-hez a 8-oxoG kivagasa utan, és nem tudja
megvédeni a keletkezett bazis-mentes rést a hasitdé enzimektél (pl. Nthl és DNS
topoizomerazok) [283, 287, 288]. Bar a pontos molekularis mechanizmus még nem ismert,
de ugy tdnik, hogy az Oggl mikddése eredményezi az SSB-ek szamanak &atmeneti
megemelkedését a léguti hamban a RWE kezelés altal kivaltott neutrofilia sordn. Az SSB-ek
mennyisége jelentésen megndvekedett az Oggl” allatokban, ezért feltételezhetjilk, hogy az
allergids gyulladdst a DNS karosodassal asszociélt szignalok sulyosbitottdk. Ezzel
0sszhangban, egy nemrégi vizsgélatban kiderllt, hogy DNS karosodas altal kivaltott
szignalok résztvesznek a Th2 valaszok kialakuldsadban, igy az IgE és az IgGl
termel6désében is OVA szenzitizacié / immunizalas soran [289]. Sét, kiderllt az is, hogy az
atopias egyének nazdlis hamsejtjeiben tobb DNS torés detektélhatdé oxidativ kornyezeti
behatast kovetéen, mint a nem-atopids egyének sejtieiben [290]. Li és mtsai Oggl™”™
egereket tanulmanyozva azt figyelték meg, hogy szenzitizalt allatok OVA kezelését kdvetden
csak enyhe léguti gyulladas alakult ki [291]. Megfigyelések alapjan arra kovetkeztettek, hogy
az 0Oggl kifejez6dése oxidativ stresszt eredményez a légutakban OVA kezelést kdvetben,
ami a STAT6 és az NF-kB aktivadlashoz, valamint fokozott IL-4, IL-6, IL-10 és IL-17
termelédéshez vezet a vad tipusu egerekben. A mi modellinkben az Oggl kifejez6désének
gatldsa nem valtoztatta meg a redox egyensulyt (GSH: GSSG aranyt) a kisérleti egerek
Iégutjaiban. Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy az Oggl kilénb6zé mechanizmusokkal
is modulalhatjia a gyulladasos folyamatokat, ezért mikodésének atmeneti gatlasa a

Iégutakban cstkkentheti a gyulladasok sulyossagat.
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5.8. A pollen eredeti oxidativ stressz befolyasolja a velesziiletett és a szerzett

immunvalaszokat is a dendritikus sejtek mikodésének megvaltoztatasaval

Az eddig bemutatott kisérletekben azt vizsgéaltuk, hogy milyen szerepe lehet a pollen
NAD(P)H oxidazoknak az allergids reakcidk kivaltasaban szenzitizalt szervezetben. A
kbévetkez6 vizsgdalatokban azt probaltuk kideriteni, hogy a pollen NAD(P)H oxidazok altal
indukalt oxidativ stressz hozzajarulhat-e a DC-k aktivalédasahoz pollen expoziciét kévetden.
Az elsd kisérletsorozatban az intakt pollenszemeknek a human monocita eredeti DC-k
mikodésére gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. El6szor azt teszteltik, hogy a pollen expozicié
megnoveli-e ezekben a DC-kben az intracellularis ROS szintjét. Ehhez éretlen DC-ket
feltdltottiink H,DCF-DA-tal, majd RWP-et adtunk a sejtkultirdhoz. A pollenkezelés gyors, 5,9
+ 2,1-szeres novekedést eredményezett az intracellularis DCF fluoreszcenciaban, ami

megelézhetd volt a pollenszemek elézetes hékezelésével (47. 4bra).
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47. abra. A RWP-kel tortén 6 kezelés megnoveli az intracellularis ROS szintjét
monocita eredet & DC-kben
A sejteket H,DCF-DA-tal toltottik fel, majd a jeldlések szerint kezeltik. A DCF fluoreszcencia
valtozasat fluorimetriaval mértik. Az adatokat 4 fliggetlen kisérlet atlaga + SEM formaban
abrazoltuk. *P < 0,01; ***P < 0,0001 vs IDC kontroll. AU: tetszéleges egység; IDC:
kezeletlen, éretlen DC-k; RWP: parlagfii pollenszemekkel kezelt DC-k; RWP": héinaktivalt
[72°C, 30 perc/ parlagfi pollenszemekkel kezelt DC-k; DPI: difenilén-jodonium; PBN: N-terc-

butil-a-fenil-nitron.
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Ha a RWP-et elékezeltik DPI-mal, egy NAD(P)H oxidaz inhibitorral, akkor a RWP
expozicio szintén szignifikansan kisebb intracellularis ROS-szint emelkedést eredményezett
(47. abra). Annak tovabbi megerdsitésére, hogy a pollenszemek altal termelt reaktiv gydkok
a felelések a megnovekedett DCF fluoreszcenciaért a DC-kben, N-terc-butil-a-fenil-nitront
(PBN) alkalmaztunk, ami a szabadgyokok azonositasaban hasznlatos, spin-csapdaként
mikodd vegyulet [292]. A PBN molekulak szabadgyok semlegesité képessége hasonlo
aktivitassal ruhazza fel 6ket, mint amilyennel az antioxidansok rendelkeznek [293]. A PBN
jelenléte a sejttenyészet médiumaban szignifikansan csokkentette a RWP altal indukalt
oxidativ stresszt a DC-kben (47. abra). Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy a pollenkezelés
képes oxidativ stresszt indukalni a DC-kben, ami meggétolhaté antioxidansokkal, valamint a
pollen NAD(P)H oxidazok fizikai vagy kémiai inaktivacigjaval.

A reaktiv oxigéngyokok kozvetlenll [294], vagy oxidalt glikoproteineken keresztil
képesek a velesziletett immunvalaszokban kulcsfontossagu citokinek képzédését kivaltani
[295], ezért megvizsgaltuk a RWP kezelés hatasat a DC-k kemokin és citokin termelésére.
Egy nappal a pollenkezelés utan az IL-8 (7,4 + 1,3-szeres novekedés), a TNF-a (150 + 60,1-
szeres novekedés), és az IL-6 (9,3 + 2,6-szeres ndvekedés) szintje szignifikansan magasabb
volt a pollenkezelt DC-k fellliszéjaban, mint a kezeletlen sejtekében (48. A-C abra). Ezzel
alkalmazott kisérleti korilmények kozott. Annak kideritésére, hogy vajon a kemokin és
citokin termel6dés a RWP oxidativ hatdsanak kovetkezménye-e, a sejtek pollenkezelését
elvégeztik PBN hozzdadasaval is. Az antioxidans jelenlétében a DC-k IL-8, TNF-a és IL-6
termelése az alapszintnek megfelel volt a pollenkezelés utan (48. A-C &bra). A PBN-nal
adatokat nem mutatom). Meglepd moddon, a pollenszemek elézetes hékezelése, ami
megszinteti a pollen NAD(P)H oxidazok aktivitasat, nem elimindlta teliesen a RWP citokin-
indukélé kapacitasat (48. A-C abra). Korabbi tanulmanyok szerint, a bakterialis LPS is képes
oxidativ stresszt indukélni monocita eredetli DC-kben, és kivaltja tébbféle citokin szekrécidjat
is [296]. Annak a lehetéségnek a kizarasara, hogy a pollen-indukalta DC aktivaci6 a RWP
LPS szennyezddésébdl ered, meghatéroztuk a pollen mintadink LPS tartalmat. A pollen
mintadk elemzését Limulus amoebocita lizdtum teszt felhasznélasaval végeztik el. A teszt 16
megegyez6 mennyiségl, Escherichia coli-bdél szarmazé LPS-t hasznaltunk kontrollként. Az
éretlen DC-k ilyen kis mennyiségli LPS-dal torténd kezelése nem indukalt IL-8, TNF-a vagy
IL-6 szekréciot (48. A-C abra).
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48. abra. A pollenkezelés altal indukalt oxidativs tressz hatdsa a DC-k
kemokin és citokin termelésére

Az IL-8 (A), a TNF-a (B), az IL-6 (C), az IL-12(p70) (D), és az IL-10 (E) szinteket a DC-k
felliluszoéjaban 24 o6raval a pollenkezelés utdn hataroztuk meg ELISA mobdszerrel.
Meghataroztuk a parlagfi pollen mintak endotoxin szennyezettségét is, és azzal ekvivalens
E.coli LPS-t (16 pg/ml) hasznaltunk a kisérletben kontrollként. Az adatokat 4-5 flggetlen
kisérlet atlaga £+ SEM formaban abrazoltuk. *P < 0,05; **P < 0,01; **P < 0,001; ****P <
0,0001 vs pollenkezelt DC-k. IDC: kezeletlen, éretlen DC-k; RWP: parlagfd pollenszemekkel
kezelt DC-k; RWP"™: héinaktivalt /72°C, 30 perc/ parlagfi pollenszemekkel kezelt DC-k; PBN:
N-terc-butil-a-fenil-nitron; LPS: lipopoliszachariddal kezelt DC-k.

Az aktivalodott DC-k fenotipusos és funkciondlis valtozasai a kérnyéki nyirokcsomokba
torténd antigén szallitas soran, képessé teszi ket a T-sejtek aktivalasara és az adaptiv
immunvalasz elinditasara. Annak vizsgalatara, hogy a pollenszemek altal indukdlt oxidativ
stressz hozzajarul-e a DC-k fenotipusos valtozdsaihoz, a monocita eredet(, éretlen DC-ket
RWP-kel inkubdltuk 24 o&ran keresztil PBN jelenlétében vagy hianyaban, majd a
kostimulaciés molekulak (CD40, CD80 és CD86), a CD83 (specifikus érési marker) és az
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antigén-prezentald HLA-DR kifejez6dését aramlasi citometridval analizaltuk. A kontroll
kisérletekben az éretlen DC-ket 16 pg/ml LPS-dal kezeltik. Az éretlen DC-k pollenkezelése
csak kismértékben novelte a CD40 expresszidjat (a relativ fluoreszcencia intenzitas [RFI]
20,80-rol 25,83-ra nétt), mig jelentésen megndvelte a CD80 (RFI 0,78-rél 1,20-ra nétt), a
CD86 (RFI 2,04-rél 7,63-ra nétt), a CD83 (RFI 0,09-rél 0,37-ra, valamint a gyakorisag 9,16%-
rél 21,41%-ra nétt), és a HLA-DR (RFI 27,65-r6l 63,38-ra nétt) kifejezédését (8.3. 4bra).
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49. dbra. A pollenkezelés altal indukalt oxidativ stressz hoz ~ zajarul a DC-k

fenotipusos éréséhez
Eretlen DC-ket kezeltiink RWP-kel 24 6ran at, majd a HLA-DR, a kostimulacios molekulak és
az érési markerek kifejez6dését aramlasi citometriaval vizsgaltuk. Az Ures hisztogramok az
izotipus kontrollt jelzik. A szamok az RFI (felsd) és a pozitiv sejtek (alsd) szazalékét jelolik.
Az eredmények 6 fliggetlen kisérletet reprezentalnak. IDC: kezeletlen, éretlen DC-k; RWP:
parlagfii pollenszemekkel kezelt DC-k; RWP": héinaktivalt /72°C, 30 perc/ parlagfi
pollenszemekkel kezelt DC-k; PBN: N-terc-butil-a-fenil-nitron; LPS: lipopoliszachariddal
kezelt DC-k.
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A pollenszemek el6zetes hékezelése csOkkentette ugyan, de nem sziintette meg
teliesen a RWP-ek DC-aktivalo hatasat (49. dbra). A PBN jelenlétében kisebbek voltak a
pollenkezelés altal kivaltott valtozasok a vizsgalt sejtfelszini molekulak kifejez6désében (49.
abra), mig a PBN kezelés 6nmagaban nem valtoztatta meg a DC-k fenotipuséat (az adatokat
markerek kifejez8désének indukalasaban, ezért a DC-k éretlen allapotban maradtak (49.
abra). Ezekbél az eredményekbdl az dertl ki, hogy a pollenkezelés altal indukalt oxidativ
stressz képes a gyulladasos mediatorok fokozott termelédésének, valamint a DC-k
fenotipusos aktivalasanak és érési folyamatainak beinditasara. Megfigyeléseink azt mutatjék,
hogy a pollenszemek NAD(P)H oxidazain kivil, més pollen komponensek is hozz4jarulnak a
megnodvekedett ROS szintjéhez a DC-kben. Korabbi vizsgalatok eredményei szerint komplex
glikan szerkezetek, amelyek a(1-3)-fukozilalt k6zponti maggal rendelkeznek, vagy membran
lipidperoxidacios termékek kozvetlenil, vagy kozvetve aktivalhatjak a TLR4 szignalizacios
Gtvonalat [297-299]. A RWP-ek tartalmaznak ilyen komplex gliikan szerkezeteket, és a pollen
membranok is érzékenyek az enzimatikus, vagy a szabad gyokok altali peroxidaciora [300,
301], ezért feltételezziik, hogy ezek a pollen komponesek TLR4-kézvetitett mechanizmussal
szerepet jatszhatnak az oxidativ stressz kialakulasdban a DC-kben pollen expoziciot
kévetden. A TLR4-kozvetitett jelatviteli folyamatok jelentéségét a pollen altal kivaltott
allergias reakciékban megerésiti, hogy TLR4 deficies, vagy MyD88 génkilitétt egerekben a
parlagfii pollenszemek csak enyhe klinikai tinetekkel jar6 kotéhartya-gyulladast okoznak
[302].

A DC-ket tekintik a leghatékonyabb hivatdsos APC-nek, ezért a kovetkezékben
megvizsgéltuk a pollen-aktivalt DC-k alloaktivacios képességét. A CFSE-rel jelolt naiv,
allogén CD4" T-limfocitak valaszkészségét a pollenkezelt DC-k altal bemutatott antigénekre
aramlési citometridval vizsgéltuk 4 nappal az egyiitt tenyésztés kezdete utédn. A pollenkezelt
DC-k hatékonyan indukdltdk a T-sejtek proliferaciojat. A pollen-aktivalta DC-ket tartalmazo
ko-kultirdk magasabb ardnyban tartalmaztak osztédé T-sejteket, mint az éretlen DC-ket
tartalmazék (80,8% vs 56,6%) (50. abra). A DC-k csokkent alloaktivaciés kapacitast
mutattak, ha héinaktivalt pollenszemekkel tortént a kezelésik (71,6% osztodo T-sejt), vagy
PBN jelenlétében (60,5% osztodd T-sejt) (50. &bra). A PBN kezelés dnmagdban nem
valtoztatta meg a DC-knek az allogén T-sejteket aktivalé képességét (az adatokat nem
mutatom). A DC-k LPS-dal (16 pg/ml) torténé kezelése az allogén T-sejteknek csak kisfoku
osztédasat indukélta (59,8%) (50. &bra). Pozitiv kontrollként, fitohemagglutininnel (PHA), egy
poliklondlis T-sejt mitogénnel, kezeltik a naiv, CD4" T-sejteket. Az alkalmazott kisérleti
rendszerben a sejtek 78,6%-a osztddott a PHA-kezelés hatdsara. Ezek az eredmények azt
bizonyitjak, hogy a pollenkezelt DC-k alloaktivacios képessége részben a pollen-indukalta

oxidativ stressztél fugg.
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50. &bra. A pollenkezelés éltal kivaltott oxidativ stressz fo kozza a DC-knek az
allogén T-sejt aktivald képességét

A pollenkezelt DC-ket egylitt tenyésztettik CFSE-rel feltéltott allogén, naiv T-sejtekkel 4
napig, majd a fluoreszcencia intenzitdsokat aramlasi citométerrel mértik. A szamok az
0sztodd T-sejtek aranyét jelolik. Az eredmények 4 fliggetlen kisérletet reprezentalnak. IDC:
kezeletlen, éretlen DC-k; RWP: parlagfdi pollenszemekkel kezelt DC-k; RWP": héginaktivalt
[72°C, 30 perc/ parlagfii pollenszemekkel kezelt DC-k; PBN: N-terc-butil-a-fenil-nitron; LPS:
lipopoliszachariddal kezelt DC-k, PHA: fitohemagglutininnel kezelt T-sejtek.

A T-sejt polarizaciot a kolcsonhatéasba kerulé DC-k és T-sejtek citokin kdrnyezete
nagyban befolyasolja. A kdvetkez6kben megvizsgaltuk a DC-k IL-12 és IL-10 termelését 24
oraval a pollenkezelés utédn, mivel ezek a citokinek jatszanak kulcsszerepet a T-sejt
polarizaciéban. Az éretlen DC-k nagyon kis mennyiségl IL-12(p70)-t szekretéltak, amit a
pollenszemekkel torténé kezelés nem befolyasolt Iényegesen (48. D &bra). A pollennel
kezelt DC-k 22 + 4,5 pg/ml IL-10-et termeltek, ami lényegesen magasabb volt, mint a
kezeletlen DC-k altal kivalasztott 6,9 £ 3,1 pg/ml mennyiség (48. E &bra). A héinaktivalt
pollennel torténdé kezelés nem ndvelte a DC-k IL-10 termelését. A PBN jelenléte a
pollenkezelés soran szignifikdnsan csokkentette a DC-k IL-10 termelését (48. E &bra). A
kontroll kisérletekben, a LPS (16 pg/ml) nem befolyasolta a DC-k IL-10 szekréciojat (48. E
abra). Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a pollen NAD(P)H oxidazok szerepét a DC-k
T-sejt-polarizalé képességében, meghataroztuk parlagfii allergiasok és nem allergiasok
periferialis vérébdl izolalt naiv T-sejtek citokin szekrécios profiljat, miutan ezeket a sejteket

pollenkezelt, autoldg DC-kkel tenyésztettink egyiutt. A T-sejtek kilonvalasztasa és
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Ujraaktivalasa utan citometrias mikrogydngy esszé alkalmazasaval hataroztuk meg az IL-3,
az IL-4, az IL-5, az IL-7, az IL-10 és a GM-CSF szinteket a T-sejt kulturdk fellluszojaban. Az

Ve

allergias egyénekbdl szarmazo T-sejtek szignifikdnsan tobb IL-3-at szekretéltak autolég DC-
kkel valé aktivacio utan, mint a nem allergias egyénekbdél szarmazok (37 + 7,8 vs 12,3 + 4,1
pg/ml) (51. A 4bra). A pollenkezelt autolég DC-kkel aktivalt T-sejtek tdbb Th2 citokint (IL-4 és
IL-5) termeltek, mint az éretlen DC-kkel aktivaltak (51. B és C &bra). A GM-CSF a T-sejtek
Th1l/Th2 elkotelez8déstdl fuggetlen differencialédési faktora, szintén magasabb volt a
pollenkezelt, autolég DC-kkel aktivalt T-sejtek fellliszojaban, mint a kezeletlen DC-kkel
aktivaltakéban (51. D abra). Nem talaltunk azonban szignifikans kilonbséget a kulénbdzé

eredetl T-sejtek altal szekretdlt IL-4, IL-5 vagy GM-CSF szintjében.
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51. abra. A pollen-indukalt oxidativ stressz befolyasolja a D C-k T-sejt-polarizalé
képességét

A pollenkezelt DC-kkel aktivalt T-limfocitak citokin szekrécids profiljdnak elemzéséhez a

monocitakat és a naiv CD4" T-sejteket 3 parlagfd allergias (o) és 3 nem-allergias (m) donor

buffy coat-jabdl izolaltuk. A pollenkezelt DC-ket egylitt tenyésztettilk az autoldg, naiv CD4" T-

sejtekkel 4 napig, majd a T-sejteket szeparaltuk és 24 éran &t Gjraaktivaltuk. A T-sejtek

citometrias mikrogyongy esszé felhasznalasaval

fellliszoit Gsszegydijtottik, majd

meghataroztuk belélik az IL-3 (A), az IL-4 (B), az IL-5 (C), a GM-CSF (D), és az IL-10 (E)

“ sz

fuggetlen kisérlet atlaga + SEM forméban abrazoltuk. *P < 0,05. IDC: kezeletlen, éretlen DC-
k; RWP: parlagf(i pollenszemekkel kezelt DC-k; RWP": héinaktivalt /72°C, 30 perc/ parlagfii

pollenszemekkel kezelt DC-k.
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A héinaktivalt pollenszemekkel kezelt autoldg DC-k nem indukaltak hatékonyan a T-
egyénekbdl izolalt T-sejtek szignifikAnsan nagyobb mennyiségben termeltek, ha nem intakt
pollennel kezelt, hanem hd&inaktivalt pollennel kezelt DC-kkel tenyésztettik egyutt (66,9 + 15
vs 46,6 + 9,6 pg/ml) (51. E abra). Ugyanez az aktivaladsi méd nem indukalta tébb IL-10
autolég DC-kkel aktivalt, nem-allergias egyénekbdl szarmazé T-sejtek 19,5-szer tébb IFN-y-t
termeltek, mint az allergids donorokbdl szarmazok (7771 + 2681 vs 399 + 149 pg/ml) (51. F
abra). Korabbi megfigyelések szerint, az antioxidansok a DC-k endogén oxidativ
Utvonalainak géatlasaval a regulator T-sejtek kialakulasat tamogatjak [303], ezért ezekben a
kisérletekben nem alkalmaztuk a PBN-t, vagy mas antioxidanst kontrollként.

A parlagf( allergids donorokbdl szarmazé, IL-10 termelé T-sejt alpopulacio(k)
azonositdsa céljabol, elészor megvizsgaltuk a CD25'Foxp3” T-sejtek jelenlétét a
sejtkultirdkban autolég DC-kkel torténé aktivacié elétt és utdn. A CD4-re, CD25-re és
intracellularis Foxp3-ra jelolt sejtek aramlasi citometriaval térténé azonositasa azt mutatta,
hogy a naiv T-sejtek kozott 0,85 + 0,03%-nyi CD4'CD25'Foxp3” regulator T-sejt volt
kontaminacioként (az adatokat nem mutatom). Az éretlen DC-kkel torténd aktivacio
megnovelte ezt az aranyt 2,38 + 0,42%-ra. A pollenkezelt DC-kkel tortént stimulacio 2,73 +
0,27%-o0s aranyt eredményezett (n=3; P < 0,001 vs éretlen DC-kkel aktivalt sejtek), amig a
héinaktivalt pollennel kezelt DC-k altali aktivacié esetén a CD25'Foxp3* T-sejtek aranya 3,61
+ 0,03% volt (n=3; P < 0,001 vs pollenkezelt DC-kkel aktivalt sejtek) (52. A 4bra). A CD25-re
és intracelluléris IL-10-re torténé parhuzamos jeldlés azonositott egy kisméretl (0,28 *
0,04%), IL-10-termel6 sejtpopulaciét (52. B és C abra). A pollenkezelt DC-kkel térténd
aktivalas nem valtoztatta meg az IL-10" T-sejtek aranyat a kezeletlenekhez képest (0,27 +
0,07 %; n=3; P = 0,417). Azonban a hé&inaktivalt pollennel kezelt DC-kkel torténé aktivalas
2,3-szorosara novelte az IL-10" T-sejtek aranyat (0,625 + 0,18%; n=3; p< 0,001 vs
pollenkezelt DC-kkel aktivalt sejtek) (52. B és C abra). A citometrids eredmények
elemzésébdl az derillt ki, hogy a CD25" Foxp3~ T-sejtek a f6 forrasai az IL-10-nek a DC-k
altal aktivalt T-limfocita populaciéban (52. B és C abra). Ezek az adatok azt sugalljdk, hogy a
jellemezheté effektor T-sejtekké, valamint a pollen NAD(P)H oxidazok inaktivacidja a DC-k

pollenkezelése elétt, kisebb T-sejt-aktivald potenciéllal rendelkezd DC-k kialkulasahoz vezet.
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52. dbra. Az IL-10 termel 6 autolog T-sejtek karakterizalasa pollenkezelt DC-k kel

tértén 6 egyltt tenyésztés utan
Az intracellularis Foxp3 és IL-10 jeldlést anti-CD3-mal torténd Ujraaktivalds utan végeztik el
a DC-kkel aktivalt, parlagfd allergias egyénekbdl izolalt T-sejteken, amikhez az aktivacio
utolsé 6 drajadban monensint, egy fehérje szekrécioét gatlé anyagot, adtunk. A density plot-ok
az alabbi jeloléseket mutatjdk: (A) CD25-FITC és Foxp3-PE, (B) CD25-FITC és IL-10-APC,
valamint (C) IL-10-APC és Foxp3-PE. A kvadrans statisztikat az izotipus kontrollok és a
specifikus ellenanyagok fluoreszcencia intenzitasdnak 6sszehasonlitasaval kaptuk. Az
adatok 3 flggetlen kisérlet reprezentalnak. IDC: kezeletlen, éretlen DC-k; RWP: parlagfii
pollenszemekkel kezelt DC-k; RWP": héinaktivalt /72°C, 30 perc/ parlagfii pollenszemekkel
kezelt DC-k.
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Ezekben a kisérletekben sikertlt kimutatnunk, hogy a pollenszemek altal indukalt
oxidativ stress képes aktivalni a DC-ket, tehat adjuvansként hat. Az a megfigyelésiink, hogy
a hével torténd elékezelés, amely megszunteti a pollen NAD(P)H oxidaz aktivitasat, nem
telles mértékben sziintette meg a pollenszemek azon képességét, hogy oxidativ stresszt
indukaljanak a DC-kben, arra utal, hogy a pollen mas komponense(i) is hozzajarulnak ennek
a jelenségnek a kialakulasahoz. Egy kordbbi tanulméanyban arrél beszamoltak, hogy 100
ng/ml LPS ROS képzédéseét valtja ki human monocita eredeti DC-kben [296]. Azt is
kimutattdk, hogy a komplex glikan struktarak, amelyek egy a(1-3)fukozilalt kbzponti résszel
rendelkeznek, valamint egyes lipidperoxidaciés termékek TLR4 ligandként funkcionalhatnak
[297-299]. A parlagfl pollenszemek tartalmaznak a(1-3)fukozilalt kozpontt glukanokat [304],
ezért feltételezzik, hogy ezek a pollen oligoszacharidok képesek oxidativ stresszt indukalni a
DC-kben TLR4-medialt atvonalon keresztul.

Az oxidativ stressz aktivalja az NF-kB-t és a MAPK jelatviteli atvonalakat, amelyek
felelések a pro-inflammatorikus citokin és kemokin gének transzkripcidés aktivaciojaert
makrofagokban és DC-kben [294, 305, 306]. Eppen ezért, az IL-8, a TNF-a és az IL-6
megnovekedett termelése, amely csokkenthet6 antioxidans jelenlétében, megerdsiti az
oxidativ stressz kialakulasat a DC-kben pollenkezelést kovetdéen. Adataink, melyek azt
mutatjdk, hogy a pollen expozicié altal kivaltott oxidativ stressz fokozza a ko-stimulalé
molekuldk és aktivacios markerek kifejez6dését a DC-k felszinén, 6sszhangban vannak egy
elé6zé tanulmany eredményeivel, miszerint a X+XO reakcioban termelt O, ™-ok, a DC-k
fenotipusos érését valtjak ki, a CD80, a CD83 és a CD86 kifejezé6désének fokozasaval [307].
Amellett, hogy a ko-stimulalé molekulak kifejez6dése novekszik, az oxidativ stressz hataséara
a DC-k megnodvekedett T-sejt osztddast kivaltd képességet is mutatnak [307]. Egy human
tanulmany meggy6z6 bizonyitékot szolgaltatott arrdl, hogy az oxidativ stressz er8s
adjuvansként szolgalhat az allergias szenzitizacidban. Atépias betegek, akik intranazdlisan
neoantigén kezelést kaptak, csak akkor termeltek anti-neoantigén-specifikus IgE-t, ha a
neoantigén mellett, pro-oxidativ tulajdonsagokkal rendelkezé dizelflist partikulak is jelen
voltak a szenzitizacio soran [308].

Az allergias megbetegedések szempontjabdl, az IL-12 termelés meghatarozo része a
DC mikoddésnek, mivel az alacsony IL-12 szint a Th2 differenciacionak kedvezhet [309]. Az
adataink arra utalnak, hogy a pollen expoziciénak kitett DC-k nagyon kis mennyiségben
termelnek IL-12-t. Ez megerdsiti azt a korabbi megfigyelést, hogy a pollen expozicié félig
érett DC-ket eredményez [310]. Nemrégiben kimutattak, hogy az oxidativ stressz aktivalhatja
a nuclear factor-erythroid 2 (NF-E2)- related factor 2 (Nrf2) altal kodzvetitett jelatviteli
palydkat, amelyek felllirjak a IL-12 termelést fokoz6 TLR atvonalakat [311]. Ennek

megfeleléen az Nrf2-fliggé Utvonalak lehetnek a felelések a csdkkent IL-12 termelésért DC-
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kben [311]. Ezen tulmenden az E;-fitoprosztanok, a pollenszemek prosztaglandin-szerd lipid
mediatorai, gatoljak az LPS vagy CD40 kotédeés éltal indukalt 1L-12 termelést [143]. Mivel az
Ei-fitoprosztanok nem-enzimatikus médon, a-linolén savbol ROS hataséra keletkeznek
[143], a pollen NAD(P)H oxidadzok altal termelt szabadgytkoknek szerepik lehet a
szintézisiikben. Ezek a megfigyelések azt sugalljak, hogy a pollen eredetl reaktiv gyokok,
legalabb két kilonb6z6 mdédon modosithatjak a DC-k I1L-12 termelését.

Kisérleteinkben a pollenkezelt DC-k CD83 expresszidja azt mutatja, hogy a pollen
expozicié egy érési programot indit el, azonban csak a sejtek egy téredékében. Fontos
megemliteni, hogy a sejtkultirdkban, a pollenszem/DC arany 1 a 100-hoz volt. A kezelés
soran a DC-k kulonb6z6 mértékl reaktiv gydk szinteknek voltak kitéve, a pollenszemtél valo
tavolsaguk figgvényében. Egy nemrégiben javasolt, hierarchikus oxidativ stressz modell
leirja a ROS-szintek és a sejtes valaszok kdzotti kapcsolatot [305]. E szerint, az alacsonyabb
faktor elinditja a protektiv fazis Il enzimek expresszidjat, melyek antioxidans, detoxifikald, és
anti-inflammatorikus hatastuak [305]. Magasabb szintli oxidativ stressz aktivalja a fentebb
leirt proinflammatdrikus kaszadot aktivélja. Azt feltételezziik, hogy a pollenkezelt DC-k T-sejt
polarizal6 kapacitdsanak vizsgalata soran, a naiv T-sejtek olyan DC-kkel keriltek
kapcsolatba, melyek az aktivalasi/érési programjuk kulonbozé stadiumaban voltak. Ez
megmagyarazhatja, hogy miért tudtunk egyszerre detektalni Thl és Th2 citokineket, valamint
IL-10-et, a pollenkezelt DC-kkel aktivalt T-sejtek felllisz6jabdl. Eredményeink alatamasztjak
azt a korabbi vizsgalatot, amelyben a pollenkezelt DC-k a naiv T limfocitdk kevert profilt
citokineket termeld, effektor sejtekké torténé fejlédését valtottak ki [310].

Eredményeink, amelyek azt mutatjak, hogy a pollenkezelt DC-kkel aktivalt, nem-
allergias egyénekbdl szarmazé CD4" T-sejtek nagyobb mennyiségli IFN-y-t, viszont a
parlagflire allergias egyénekbdl szarmazé6 sejtekkel megegyezé mennyiségli Th2 citokineket
termelnek, 6sszhangban vannak azokkal a kordbbi megfigyelésekkel, amelyek szerint
egészseéges személyekbdl szarmazé Th sejtek szignifikAnsan nagyobb szézalékban
termelnek IFN-y-t, mint az asztmas betegekbdl szarmazo6 sejtek, mig az IL-4 termel6 Th
sejtek ardnyaban nem volt kulénbség [311]. Azt is kimutattdk korabban, hogy az egészséges
egyének T-sejtjeihez képest, az atdpias dermatitiszes betegek naiv prekurzoraibdl in vitro
eléallitott effektor T-sejtek kevesebb IFN-y-t termelnek [312]. Habar ennek a jelenségnek a
mechanizmusa még nem teljesen tisztazott, Ujabb tanulmanyban, az IFN-y gén +874-es
termelésének defektusaval [313].

Habar pollenkezelt DC-kkel torténé egyiitt tenyésztés novelte a CD25'Foxp3™ T-

sejtek aranyat, és a hdinaktivalt pollennel kezelt DC-k tovabb emelték ennek a T-sejt
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populaciénak az aranyat, ugy talaltuk, hogy a CD25"Foxp3™ T-sejtek felelések az emelkedett
IL-10 termelésért. A Foxp3-at stabilan expresszalijdk a CD4'CD25" regulatérikus T-sejtek,
habar tranziens expressziojat kimutattak aktivalt effektor CD4" T-sejtekben is [314]. Erre a
megfigyelésre alapozva, Ugy tlnik, hogy a legtobb Foxp3® T-sejt naiv CD4'CD25 T
limfocitabdl fejlédott ki, in vitro stimulacié hataséara. Mivel a héinaktivalt pollennel kezelt DC-k
csak a parlagfire allergias egyének T-sejtjeinek fokoztak jelentésen az IL-10 termelését,
feltételezzilk, hogy a memoria effektor T-sejtek aktivacioja allhat a jelenség hatterében.
Medgfigyelésiink, miszerint az izolalt naiv T-sejt populaci6 nyomokban ugyan, de tartalmaz
CD4'CD45RO" memdria T-sejteket (1,8-2,1%), aldtdmasztja ezt a feltételezést. Habar
adataink nem zarjak ki annak a lehetéségét sem, hogy az atépias egyénekbél szarmazé naiv
T-sejtek megnoévekedett Trl regulatérikus sejt (CD4*CD25""FOXP31L-10") differencialédasi
képességre tesznek szert, a DC-ekkel valo egyutt tenyésztést kdvetéen [315]. A tény, hogy a
héinaktivat pollenszemekkel kezelt DC-k tolerogénebbek, mint a pollennel stimulaltak, tovabb
erdsiti a pollen NAD(P)H oxidazok szerepének fontossagat a DC-k aktivacidjaban.
Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a hidratalt pollenszemek altal kivaltott oxidativ
stressznek kettés hatdsa van a DC-kre. Beindithatja a DC-k pro-inflammatorikus citokin
termelését, hozzajarulva a lokalis velesziletett immunvalaszok kialakulasahoz, valamint
adjuvans faktorként is szerepelhet, a pollen antigénekkel szembeni szerzett immunvalaszok

iniciacioja soran.
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5.9. Parlagfli szubpollen partikulak NAD(P)H oxidazai altal termelt ROS

hatasainak vizsgalata human monocita eredeti DC-ken

Kordbban kimutattuk, hogy az SPP-k — allergén tartalmuk és NAD(P)H oxidazaik
mikodése révén - képesek allergias léguti gyulladast kivaltani szenzitizalt szervezetben (5.3.
fejezet). Ebben a munkéankban azt vizsgaltuk, hogy a parlagfii pollenszemekbdl kiszabadul6
SPP-k képesek-e aktivalni a monocita eredetli DC-ket, és a folyamatban van-e szerepe az
SPP-k NAD(P)H oxidazai altal termelt ROS-nak. A kisérletekhez sziikséges minden SPP
izolalast kovetéen H,DCF-DA festék segitségével megvizsgaltuk a preparatumok ROS-
termelé képességét. A frissen izolalt SPP mintakban a DCF fluoreszcencia 2,5-sz6rés
emelkedést mutatott a PBS kontrollhoz viszonyitva, ez a ndvekedés NADPH jelenlétében
tovabb fokozédott. Az SPP-k 72°C-on 30 percig torténé hékezelése, és DPI jelenléte a fent
leirt jelenséget felfliggesztette (53. dbra). Ez arra utal, hogy a kisérleteinkhez hasznalt SPP

preparatumokban aktivak voltak a NAD(P)H oxidazok.
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53. abra. Az SPP preparatumok NAD(P)H oxidazai altal termelt  ROS detektalasa
A frissen izolalt SPP szuszpenziokhoz H,DCF-DA festéket adva, fluorimetrias modszerrel
vizsgaltuk a preparatumok ROS-termel6 képességét. Kisérleteinket a pollen NAD(P)H
oxidazok szubsztratjAnak (NADPH), illetve egyik hatasos gatldszerének (DPI) jelenlétében is
elvégeztik. Tovabbi kontroll kisérletekben az SPP-k héinaktivalt (SPP") formajat
alkalmaztuk. Az &bra harom fuiggetlen kisérlet atlagat mutatja. “P<0,01, "~ P<0,001, a PBS

oldathoz viszonyitva, P<0,05 az SPP szuszpenzi6hoz viszonyitva.
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A kovetkez6 kisérletben SPP szuszpenzidval kezeltiink H,DCF-DA festékkel toltétt DC-
ket, majd vizsgéltuk az intracellularis ROS szintjének véltozasat. Az SPP Kkezelés
szignifikAns novekedést eredményezett az intracellularis DCF fluoreszcencidban, melyet
NADPH jelenléte tovabb fokozott. A héinaktivalt SPP-vel (SPP") torténé kezelés, illetve a
DPI-vel el6kezelt SPP-k alkalmazasa nem eredményezett DCF fluoreszcencia novekedést a
kezeletlen mintakhoz képest (54. abra). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a DC-kben

detektalt intracellularis ROS-szint novekedést fékent az SPP-k NAD(P)H oxidaz aktivitasa

okozta.
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54. &bra. Az SPP-vel kezelt DC-k intracellularis ROS szintjén ek vizsgalata
A DC-ket H,DCF-DA festékkel toltottiik meg, majd SPP kezelés - NADPH jelenlétében, vagy
anélkil - utdn aramlasi citometria segitségével vizsgaltuk a DCF fluoreszcencidban
bekovetkezé valtozasokat. Kontroll kisérletekben héinaktivalt SPP-ket (SPP™), valamint a
NAD(P)H oxiddz enzim gatlészerét (DPI) alkalmaztuk. Az 4bra harom fliggetlen kisérlet
atlagat mutatja. ~P<0,001, a kezeletlen sejtekhez viszonyitva, *P<0,01 az SPP-vel kezelt

sejtekhez viszonyitva.

Az intakt parlagfi pollenszemeket méretik (25-30 pm) miatt a DC-k nem tudjék
bekebelezni. Ugyanakkor a pollenszemek hidratacioja soran kiszabadulé SPP-k &tlagos
mérete 0,5 — 4,5 um kozé esik, igy a DC-k képesek lehetnek ezeknek a részecskéknek a
fagocitozisara. Ez a folyamat fontos lehet az allergének késébbi prezentacidjahoz, ezeért
fontosnak tartottuk megvizsgalni, hogy a DC-k milyen mértékben képesek felvenni az SPP-

ket. Kisérleteinkben fluoreszcensen jelolt SPP-vel kezeltink meg DC-ket 4°C-on, illetve
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37°C-on, majd 4 ora elteltével aramlasi citométer segitségével vizsgaltuk az SPP pozitiv
sejtek aranyat a sejtkulturdkban. Az SPP pozitiv sejtek aranya a 37°C-on tortént kezeléseket
kévetden - donortdl figgden — 25 - 58 % -nak adddott (55. A abra). A citometrias mérések
alapjan nem donthetd el, hogy az SPP pozitiv sejtek valoban felvették-e a partikulakat, vagy
azoknak csak a sejtmembranhoz valé kotédése eredményezi a pozitivitast, igy az SPP-k
sejten bellli lokalizaciéjat konfokalis mikroszképos felvételek segitségével is igazoltuk (55. B
abra). Sikerult tehat kimutatnunk, hogy a human DC-k képesek a parlagfii pollenbél
szarmaz6 SPP-k felvételére. Ez alatdmasztja azokat a kordbbi megfigyeléseket, hogy
alveolaris makrofagok [316], illetve monocitakbdl differencialtatott makrofagok [234] is

bekebelezik a kiilonb6z6 fifélékbdl szarmazé SPP-ket.

A 4°C 37°C
100

100

80 80

60 60

% of Max
% of Max

40 40

il 5.25% 7 51.17%

=
—
= 3

55. &bra. A DC-k SPP felvételének vizsgélata
(A) A DC-ket fluoreszcens CellVue® Jade festékkel konjugalt SPP izolatumokkal kezeltuk,
majd 4 oras inkubéaciot kovetéen aramlési citometria segitségével FL1 csatornaban (530115
nm) vizsgaltuk az SPP pozitiv sejtek szdzalékos aranyat, melyet a hisztogramokon
feltintetett szdmok jeldlnek egy reprezentativ kisérlet adatai alapjan. (B) Konfokdlis lézer-
pasztazé mikroszkopot alkalmazva megvizsgaltuk a fluoreszcensen jeldlt SPP-k (zold szin)
intracellularis lokalizaciojat a PE-vel konjugalt, DC-SIGN-specifikus ellenanyagokkal jel6lt

DC-kben (piros szin). Az eredeti nagyitds mértéke: 40x. Méretarany vonal = 5 uM.
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Az SPP kezeléseket kévetéen megvizsgaltuk a DC-k fenotipusos valtozasait. A vizsgalt
sejtfelszini markerek kozott szerepeltek a CD40, CD80, CD86 kostimulatérikus molekuldk,
illetve az antigén prezentaciéban szerepet jatszé HLA-DQ fehérje. Az SPP kezelés fokozta
mind a négy sejtfelszini fehérje expresszidjat. Ha az SPP kezelés NADPH jelenlétében
tortént, akkor tovabbi ndvekedés volt tapasztalhatoé a fehérjék expresszios szintjében, de ez
az emelkedés csak a CD40, illetve a CD80 molekuldk esetében volt szignifikans. Az SPP"-
val torténé kezelés, illetve a DPI-vel el6kezelt SPP alkalmazdsa nem eredményezett
statisztikailag szignifikans valtozasokat egyik sejtfelszini protein kifejez6désében sem (56.
abra). Az 5.8. fejezetben bemutattuk, hogy az intakt parlagfi pollenszemekkel térténd
kozvetlen kdlcsonhatas eredményeként a monocita eredetll DC-k felszinén megnovekszik az
aktivacios, illetve érési markerek expresszidja. Jelen eredményeink szerint az intakt
pollenszemekbdl felszabaduldé SPP-k is hasonld fenotipusos valtozasokat eredményeznek
ezeken a DC-ken. Ha a kezeléséket NADPH hozzaadasaval végeztik el, a fehérjék
expresszibja tovabb fokozddott, DPI jelenlétében viszont a fehérjék kifejezédése az alapszint
kézelében maradt. Mivel a szubsztrat jelenlétében fokozédott, a NAD(P)H oxidaz gatlészere
hatasara viszont csokkent a vizsgalt fehérjék expresszioja, elmondhatd, hogy az észlelt
fenotipusos valtozdsokban — legalabb részben — az SPP-k NAD(P)H oxidazai altal termelt
szabadgyokok jatszanak szerepet. Erdekes moddon, az SPP-k NAD(P)H oxidazainak
hdinaktivalasa csak kismértékben csokkentette az altalunk vizsgéalt CD40, illetve CD80
kostimulatérikus molekulék kifejez6dését. A jelenség hatterében valészinileg az all, hogy a
hékezelés ugyan csokkenti az SPP-k NAD(P)H oxidaz enzimeinek aktivitasat (5.3. fejezet),
viszont nem befolyasolja szamos pollen makromolekula (proteinek, glikoproteinek, lipidek,
glikolipidek, vagy kilonb6z6 szénhidratok [317]) szerkezetét. Ezeknek a strukturaknak a
mintazat felismer6 receptorokkal torténd érzékelése hozzajarulhat a DC-k aktivalodasahoz. A
kilonb6z6 névények pollen mintaiban jelenlévd fukozilalt glikdnokat [318] példaul a C-tipusu
lektinek csaladjaba tartoz6 DC-SIGN molekulak ismerik fel [319]. A CD86 kostimulatorikus
fehérje esetében viszont a DC-knek a hdinaktivalt SPP-kkel torténd kezelése nem vezetett a
protein kifejez6désének fokozodasdhoz. Ugyanez a jelenség volt megfigyelheté a HLA-DQ
molekulak esetén. A kostimulatérikus molekuldk eltéré kifejez6désének ugyanazon aktivalé
szigndl hatdsara az lehet az oka, hogy a CD86 molekula més Uton szabalyozza az allergias
folyamatok kialakulaséat, mint a CD40 és CD80 kostimulatoérikus fehérjék [320].

Az oxidativ stressz a mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) altal medialt jelatvivé
Gtvonalon és az NF-kB transzkripciés faktoron keresztil szamos gyulladdsos citokin és
kemokin termel6dését tudja kivaltani, illetve fokozni [294], ezért a kovetkezékben

megvizsgaltuk az SPP-vel kezelt DC-k citokin és kemokin szekréciojat.
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56. abra. Az SPP-vel kezelt DC-k fenotipusos valtozasainak vizsg  éalata
A DC-ket frissen izolalt SPP-vel és az SPP-k héinaktivalt formajaval (SPP") kezeltik a
NAD(P)H oxidaz enzim gatlészerének (DPI) és az enzim szubsztratjanak (NADPH)
jelenlétében, illetve anélkil. A 24 0Ords inkubaciét kovetéen aramlasos citometria
segitségével vizsgaltuk a sejtfelszini fehérjék expressziés szintjében bekdvetkezd
valtozasokat. Az bra négy fiiggetlen kisérlet atlagat mutatja. 'P<0,05, "P<0,01, “'P<0,001 a

kezeletlen sejtekhez viszonyitva, “P<0,05, *P<0,01 az SPP-vel kezelt sejtekhez viszonyitva.
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Megfigyeléseink szerint az SPP kezelés nem indukalta az IL-18, illetve az IL-12 pro-
inflammatdrikus citokinek termel6dését (az adatokat nem mutatom), viszont az IL-6, TNF-q,
IL-8 és IL-10 fehérjék szekréciojat fokozta. A NADPH szubsztrat jelenléte tovabbi
novekedést eredményezett az IL-6, TNF-a és IL-8 fehérjék szintjében, viszont a valtozas
csak az IL-8 kemokin esetében volt statisztikailag szignifikdns. A fenotipusos valtozdsokhoz
hasonléan az SPP" kezelés, illetve a DPIl-vel elékezelt SPP alkalmazdsa nem

eredményezett szignifikans valtozasokat egyik citokin, illetve kemokin esetében sem (57.

abra).
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57. &bra. Az SPP-kezelt DC-k citokin és kemokin szekréciéjana  k vizsgélata
A 24 éras kezeléseket kdvetden ELISA mdbdszerrel vizsgaltuk a sejtkultarak feltliszéjaban a
DC-k altal termelt citokinek (IL-6, IL-10, TNF-a) illetve kemokin (IL-8) mennyiségét. Az abra
négy fiiggetlen kisérlet atlagat mutatja. 'P<0,05, “"P<0,01, a kezeletlen sejtekhez viszonyitva,

*P<0,05 az SPP-vel kezelt sejtekhez viszonyitva.

A fenotipusos és funkcionalis vizsgalatok alapjan megéallapitottuk, hogy az SPP
kezelés aktivdlja a DC-ket, ezért kivancsiak voltunk arra, hogy ez az aktivdcié milyen
mértéki T-sejt proliferaciot képes indukalni allogén naiv CD4" T-sejteken. igy SPP-vel kezelt
cDC-ket egylitt tenyésztettink CFSE-vel jelolt naiv T-sejtekkel, majd 5 nap mulva vizsgaltuk
a CFSE jel intenzitdsat aramlasi citométer segitségével. Az SPP-vel kezelt DC-k 71,1 %-0s
T-sejt proliferaciot idéztek el6, mig a NADPH jelenlétében aktivalédott DC-k a T-sejtek 83,3
%-at késztették osztddasra. Az SPP"-vel elékezelt DC-k a kezeletlen DC-khez képest
szintén fokoztak a T-sejt osztdédast, de kisebb mértékben, mint az SPP-kezelt DC-k, illetve az

SPP"-val kezelt DC-k esetében a NADPH jelenléte nem fokozta a T-sejt proliferaciot
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indukalé képességet. Ugyanakkor a DPI-vel elékezelt SPP, illetve a DPI-vel elékezelt SPP"
alkalmazasa esetén a kezelt DC-k nem voltak képesek T-sejt osztodast indukalni a ko-
kultarakban (58. abra).

Kezeletlen SPP SPP+DPI sSppH SPPH+DPI
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58. dbra. Az SPP-vel kezelt DC-k naiv, allogén T-sejt prolife  raciot kivalto
képességének vizsgalata
A DC-ket frissen izolalt SPP-vel és az SPP-k héinaktivalt forméajaval (SPP") kezeltik a
NAD(P)H oxidaz enzim gatlészerének (DPI) és az enzim szubsztratjanak (NADPH)
jelenlétében, illetve hianydban. A 24 6ras inkubaciot kovetéen a kezelt DC-ket egyitt
tenyésztettik CFSE-vel jelolt naiv, allogén CD4" T-sejtekkel, majd 5 nap mdlva aramlasos

sz

T-sejtek szazalékos aranyat jelzik egy reprezentativ kisérlet adatai alapjan (N=4).

Az SPP-vel kezelt DC-k allogén T-sejteket stimuléaldé képességének vizsgalatadhoz az
SPP-kezelt DC-ket egydtt tenyésztettik parlagfii allergias, illetve nem allergias egyének
CD3" pan-T-sejtjeivel, melyek egyarant magukban foglalnak naiv, illetve memoria T-sejteket
is. A donorok atépias statuszanak megallapitdsa a szérum 06ssz-IgE, illetve a parlagfl
specifikus IgE szint alapjan toértént. A 6 napos ko-kultivaciét kovetéen megvizsgaltuk a T-
sejtek IL-4, IFN-y, IL-17 citokin termelését ELISPOT modszer segitségével. A ko-kultlrak
feliliszojabdl az IL-10 és TGF-B1 mediatorokat ELISA mddszerrel mértik. Az altalunk
vizsgalt citokinek felvilagositast adhatnak az adaptiv immunvélasz polarizaltsagarél. Az
allogén CD3" pan-T-sejtekkel torténé ko-kultivaciot kovetéen a sejtkultirakban nem voltak
jelen IL-10 és TGF-B1 termeld tolerogén T-sejtek (az adatokat nem mutatom), mig az SPP-
vel kezelt DC-k aktivaltdk az IFN-y illetve IL-17 szekretald T-sejteket flggetlentl a donor
atopids statuszatol. Ez aldtdmasztja tobb, korabbi vizsgalat megfigyeléseit is, amelyek
szerint allergén-specifikus T-sejtek egészséges donorok vérében is jelen vannak [321, 322].

Ugyanakkor az IL-4 citokint termelé T-sejtek aktivacidjat kizarolag parlagfire allergias
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egyének mintaiban tudtuk detektalni. Ez a megfigyelés 6sszhangban van annak a korabbi
vizsgalatnak az eredményével, amelyben kimutattak, hogy poratka allergénnel torténd
kezelés csak allergias gyermekek esetében valt ki Th2 citokin szekréciot [322]. Ezekben a
kisérleteinkben az SPP-kezelt DC-k a NAD(P)H oxiddz szubsztratjdnak, azaz exogén
NADPH-nak a jelenlétében nagyobb meértéki T-sejt aktivaciét okoztak mindharom T-sejt
populacié esetében. Ezzel szemben az SPP-kezelt DC-k specifikus NADPH oxidaz inhibitor
jelenlétében nem indukéltdk a T-sejtek aktivaciojat, mely arra enged kovetkeztetni, hogy az
SPP NAD(P)H oxidaza éltal termelt ROS-nak részben szerepe lehet a DC-k T-sejt aktivalo

képességének a kialakulasaban (59. abra).
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59. &bra. Az SPP kezelés hatasa a DC-k allogén T-sejt aktival 6 képességére
A DC-ket SPP-vel kezeltik 24 6ran keresztil a NAD(P)H oxidaz enzim gatlészerének (DPI)
€s az enzim szubsztratjanak (NADPH) jelenlétében, illetve anélkil. Ezt kdvetéen a kezelt
DC-ket parlagfii allergias (N=3), illetve nem allergias (N=3) egyének allogén CD3" pan-T-
sejtjeivel tenyésztettik egyitt. A 6 napos ko-kultividciét kovetéen ELISPOT mobdszer
segitségeével vizsgaltuk meg a T-sejtek IFN-y, IL-17, valamint IL-4 termelését. Az 4bra egy-
egy reprezentativ kisérlet harom parhuzamoséanak &tlagat mutatja. ‘P<0,05, ~P<0,01,
"'P<0,001 a kezeletlen DC-T-sejt ko-kulturakhoz viszonyitva, “P<0,05, *P<0,01 az SPP-

kezelt DC-T-sejt ko-kultardkhoz viszonyitva. N/D: nem detektalhato.
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Osszefoglalasként elmondhatjuk, kisérleteinkben sikeriilt bizonyitanunk, hogy a
parlagfii pollenbdl felszabadulé SPP-k képesek aktivalni a monocita eredeti DC-ket, és
ebben a jelenségben szerepet jatszanak az SPP-k NAD(P)H oxid4zai altal termelt
szabadgyokok. Ma mar széléskorlen elfogadott, hogy a DC-k aktivalasahoz legalabb két
kilonb6z6 szignal egydttes jelenléte sziikséges. Egyrészt maganak az antigénnek a
receptor-medialt felvétele, masrészt kulonb6z6 exogén vagy endogén veszély jeleknek az
érzékelése [323]. Ezek alapjan elmondhato, hogy az SPP-antigének felvételén kivil a DC-k
aktivalasahoz szikséges méasodik szignalt az SPP-k ROS-termeld sajatossaga biztosithatja.
Mivel ezek az SPP-k méretiknél fogva az alsébb légutakba is képesek lejutni, esszencialis
szereplk lehet a DC-k aktivalasan keresztil az adaptiv immunvélasz kivaltdsdban, igy a

pollen allergénekkel szembeni szenzitizalodasban.
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5.10. Oxidativ stressz hatasanak vizsgalata a human plazmacitoid dendritikus

sejtekre

A pollen expoziciét kovetden a nydlkahartydkban létrejové oxidativ kornyezet
befolydsolhatia a hivatasos APC-ek immunvalaszban betoltott szerepét, ezért
kisérleteinkben el6szor arra szerettiink volna valaszt kapni, hogy a kilénb6zé tipusa DC-k
milyen mértékben képesek kivédeni a ROS hatasait. Kisérleteink els§ szakaszdban human
24 6ran keresztil, majd 7-AAD festék segitségével vizsgaltuk a sejtek életképességét. Az
alkalmazott 0,1, 1 és 10 uM-os H,O, koncentraciok mellett a pDC-k életképessége 48, 60,
illetve 88%-kal csokkent a kezeletlen sejtekhez képest. Ugyanakkor a DC-k esetében csak a
legnagyobb koncentracioju, a 10 pM-os H,O, kezelésnél detektaltunk szignifikans
életképesség csokkeneést. A sejtek antioxidanssal (NAC) torténé el6kezelése mind a pDC-k
és mind a DC-k esetében felfliggesztette az oxidativ stressz viabilitAsra gyakorolt ké&ros
hatdséat, mely azt mutatja, hogy a sejtek életképesség csokkenését valéban a H,O, kezelés
idézte el6 (60. 4bra).
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60. abra. A human pDC-k és DC-k oxidativ stresszt drésének 6sszehasonlitasa
kovetéen a sejtek életképességét aramlasi citométer segitségével vizsgaltuk. Az
oszlopdiagram az él6 sejtek szazalékos aranyat tunteti fel, melyet 7-AAD, DNS interkalator
festék segitségével hataroztunk meg. Az életképesség vizsgalatokat antioxidans (NAC)
jelenlétében is elvégeztik. Az adatok 3 fiiggetlen kisérlet atlagat mutatjgk. “P<0,01,
""P<0,001 a kezeletlen sejtekhez viszonyitva, *P<0,001 a NAC-elékezelt sejtekhez képest.

NAC: N-acetil-cisztein.
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Ezt kévetden megvizsgaltuk, hogy a legalacsonyabb H,O, koncentracié (0,01 M),
amely nem befolyasolja a pDC-k életképességét, megnoveli-e a sejtek intracellularis ROS
szintjét. A sejteket H,DCF-DA festékkel toltottuk meg, majd kezelést kdvetéen vizsgaltuk a
kezelés is 3,7+2,3-szoros DCF fluoreszcencia ndvekedést eredményezett, mig a DC-knél
csak 100-szor nagyobb H,O, koncentracional (1 pM) tudtunk a fluoreszcencia intenzitas
emelkedését detektalni (61. A abra). A két sejttipus antioxidans kapacitasa kozotti
kezelést kovetéen, 20 perc elteltével a sejtkultira feluliszéjdban mar nem lehetett kimutatni
H,O,-t, mig a pDC kulturdk fellluszojaban csak 15 perccel késébb csokkent a H,0O,
koncentracioja a fluorimetrias modszerrel detektalhatd hatérérték ala (61. B abra).

Ezeknek az eredményeknek az alapjan elmondhaté, hogy a pDC-k joval
érzékenyebben reagalnak az oxidativ kdérnyezetre, mint a monocita eredetlii DC-k. Ez a
megfigyelésiink 6sszhangban van egy kordbbi tanulmannyal, amelyben kimutattak, hogy a
kilonb6z6 koncentracioji H,O, kezelés toxikus hatassal van a limfoid eredetii sejtekre (CD4"

T sejt, CD8" T sejt, B sejt, NK sejt) viszont a mieloid eredetli monocitakra nem [324].
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61. abra. A H,O, kezelés hatasa az intracellularis ROS szintjére pD  C-kben és
DC-kben, valamint a H ,0O, lebomlasanak kinetikaja a sejtkultarak feltilusz6jad  ban
(A) A DC-ket H,DCF-DA festékkel toltottik meg, majd a H,O, kezeléseket kovetden
aramlasos citometria segitségével vizsgaltuk a DCF fluoreszcencidban bekdvetkezé
valtozdsokat. A hisztogramok egy reprezentativ kisérlet adatait mutatjak (N=3). (B) A DC-ket
segitségével mértik az 5 percenként vett sejtmentes felilisz6 mintdk ROS-tartalmat. Az

adatok harom flggetlen kisérlet atlagat mutatjak.
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A monocita eredetli DC-k oxidativ stresszel szemben tanusitott fokozott ellenalloképessége
valészinlileg a sejtek nagyobb antioxidans kapacitasanak kdszonhetd. Korabban kimutattak
ugyanis a DC-k nagymértékl peroxiredoxin termelését [325], valamint katalaz és sejtfelszini
tiol-csoport expresszibjat [326], amelyek a pDC-kre nem jellemz&ek.

Szamos korabbi tanulmanyban elemezték, hogy az oxidativ stressz hogyan
befolyasolja a konvenciondlis DC-k funkcidit, viszont a pDC-kkel kapcsolatban még nem
végeztek ilyen iranyl vizsgalatokat. igy a tovabbiakban azt tanulmanyoztuk részletesebben,
hogy az oxidativ stressz hogyan befolyasolhatja a pDC-k immunvalaszban bet6ltétt szerepét.
kezelésekhez, amelynél a pDC-k életképessége a kezeletlen mintdkéhoz volt hasonl6. El
akartuk ugyanis kerllni, hogy a nekrotizal6 sejtek nagyobb aranyu jelenléte befolyasolja
kisérleti eredményeinket. A H,O, kezelés &ltal kivaltott fenotipusos valtozasokat aramlasi
citométer segitségével detektaltuk. A vizsgalt sejtfelszini markerek kodzott szerepeltek
kostimulatérikus molekulak (CD40, CD80, CD86), érési marker (CD83), valamint az antigén
prezentaciéban kézponti szerepet jatszé HLA-DQ fehérje. A H,O, kezelés csak kismértékben
valtoztatta meg a CD40, CD80, CD86 illetve CD83 fehérjék expresszibdjat, ugyanakkor
jelentds mértékben csokkentette a HLA-DQ protein szintjét a sejteken. Ha a pDC-ket R837-
tel, azaz a TLR7 receptor egyik agonistdjaval kezeltik, akkor minden &ltalunk vizsgalt
sejtfelszini marker expresszids szintje ugrasszeriien megnétt, viszont egyitt alkalmazva az
aktivatort a H,0O,-dal, a H,O, felfliggesztette a TLR7 agonista pDC-kre gyakorolt aktivalé
hatasat (62. abra). Az R837 - vagy masnéven imiquimod - olyan szintetikus guanozin
analég, mely igen er6és IFN-indukaldo képességgel bir. Terapias célbdl mar régota
alkalmazzak a klinikumban, tobbek kodzott a bér rakos elvéltozdsainak kezelésére [327],
illetve genitélis human papilloma virusfertzés ellen [328].

A fenotipusos vizsgélatok eredményei alapjan fontosnak tartottuk kizarni, hogy a H,O,
esetleges kozvetlenul oxidalja az R837-et, és igy negativan befolyasolja annak receptorhoz
valé kotdédését. Fenotipusos vizsgalatainkat megismételtiik olyan kondiciok mellett is, ahol a
pDC-k R837-tel vald kezelését kdvetéen, 30 perccel kés6bb adtuk a sejtekhez a H,0,-ot,
hogy elkertljuk a H,O, kezelés R837-re gyakorolt direkt oxidalé hatadsat (az adatokat nem
mutatom). llyen Kkisérletes kondiciok mellett is az el6z6ekhez hasonlé eredményeket
kaptunk, igy valoszindsithetéen a H,O, kezelés nem befolyasolja az R837 és a TLR7

receptor kozotti kdlcsbnhatast.
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62. abra. A pDC-k fenotipusanak vizsgalata alacsony koncentraci  6ju

H,O, kezelést kbvet éen
A pDC-ket 0,01 pM koncentracioju H,O, kezelésnek tettik ki TLR7 agonista (R837)
jelenlétében, vagy anélkil, majd 24 o6ras inkubaciét kovetéen aramlasi citometria
segitségével vizsgaltuk a sejtek sejtfelszini markereinek kifejez6désében bekdvetkezé
valtozasokat. A fehér szinl hisztogramok jelzik az izotipus kontrollokat, mig a szamok a
relativ fluoreszcencia értékeket (festett mintak fluoreszcencia intenzitasanak medianja / az
izotipus kontroll fluoreszcencia intenzitasanak medianja) mutatjak egy reprezentativ kisérlet
adatai alapjan (N=4).

A kezeléseket kdvetden a sejtkulturak fellluszéjabol meghataroztuk a sejtek citokin (IL-
6, TNF-a, IFN-a) illetve kemokin (IL-8) szekréci6jat ELISA modszer segitségével.
Onmagéban a H,0, kezelés nem indukalta egyik altalunk vizsgalt mediator szekrécidjat sem,
mig a TLR7 agonista jelentés mértékben novelte a sejtek citokin, illetve kemokin termelését.
A TLR7 agonista és a H,0O, egyiittes alkalmazdsa esetén a citokinek, illetve a kemokin
mennyisége lecsokkent a fellluszokban a kizarélag TLR7 ligandummal aktivalt sejtekéhez
képest, ami azt mutatja, hogy az oxidativ stressz géatolja a pDC-k aktivalédasat. Az IFN-a
esetében csak a TLR7 agonistaval kezelt sejtek fellluszojabdl tudtunk kimutatni a citokint
(63. abra).
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63. abra. A pDC-k citokin, illetve kemokin szekrécioja alacsony koncentracioju
H,O, kezelést kovet éen
Aktivalatlan, illetve TLR7 ligandummal (R837) aktivalt pDC-ket kezeltink 0,01 uM
hataroztuk meg a sejtkultarék feltluszéjanak citokin illetve kemokin tartalmat. Az abra harom
fuggetlen kisérlet atlagat mutatja. 'P<0,05, "P<0,01 a kezeletlen sejtekhez viszonyitva,

*P<0,05 az R837-tel kezelt sejtekhez viszonyitva. N/D: nem detektalhato.

Tovabbi kisérleteinkben az oxidativ stressznek kitett pDC-k allogén T-sejt aktivalo
képességét vizsgaltuk, melyhez H,O,-dal és/vagy R837-tel elékezelt pDC-ket egyitt
tenyésztettiink allogén CD3" pan-T-sejtekkel, majd 4 napos ko-kultivaciét kdvetéen
vizsgaltuk a T-sejtek citokin termelését ELISPOT mdbdszer segitségével. A vizsgalt citokinek
az IL-4, az IL-17 és az IFN-y voltak, mert ezek a citokinek felvildgositast adhatnak az adaptiv
immunvalasz polarizaltsagardl. Az allogén T-sejtekkel torténd ko-kultivaciot kdvetéen
megfigyeltik, hogy a TLR7 agonistaval kezelt pDC-k mindh&rom citokin termelését fokozzak
a T-sejt kultirdban, mig az oxidativ stressznek kitett pDC-k hatékonyabban aktivaljadk az
IL-4-termeld T-sejteket, mint a kezeletlen pDC-k. A H,O, kezelés ugyanakkor nem valtoztatta

meg a pDC-k IFN-y- vagy IL-17-termelé T limfocitakat aktivalé képességét (64. abra).
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64. abra. Oxidativ stressznek kitett pDC-k allogén pan-T-sejt aktivalo

képességenek vizsgalata
Aktivalatlan, illetve TLR7 agonistaval (R837) aktivalt és/vagy H,O,-dal kezelt pDC-ket egyitt
tenyésztettiink CD3" pan-T-sejtekkel, majd 4 napos ko-kultivaciot kbvetéen vizsgaltuk az IL-
17, az IFN-y, illetve az IL-4 citokint termeld T-sejtek aranyat ELISPOT modszer segitségével.
Az abra bal oldalan egy-egy reprezentativ kisérlet spot abrai szerepelnek, ahol minden
egyes pont egy az adott citokint termelé T-sejtnek felel meg (N=3). Az abra jobb oldala az
adott citokint termelé T-sejtek szamanak atlagat mutatja a sejtkultirakban harom fiiggetlen
kisérlet eredményei alapjan. “P<0,01, “P<0,001 a kezeltlen pDC-T-sejt ko-kultirahoz
viszonyitva, "P<0,01 az R837 kezelt pDC-T-sejt ko-kultirdhoz képest. N/D: nem
detektalhato, T: T-sejt.
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Az oxidativ stressznek kitett pDC-k naiv T-sejt polarizalé képességének
meghatarozdsédhoz H,0,-dal és R837-tel el6kezelt pDC-ket egyltt tenyésztettiink autolog
naiv T-sejtekkel, majd 6 napos ko-kultivaciot kovetéen vizsgéltuk a T-sejtek tulajdonsagait. A
H,O,-dal el6kezelt pDC-ket tartalmazo ko-kultdrék fellliszojaban a Treg sejtek esetleges
kialakulasat jelz6 IL-10 szintje alacsonyabb volt, mint a tobbi ko-kultdra esetében. Az IL-10
detektalasa a fellluszéban a ko-kulturaban megjelend IL-10 termeld T-sejtekre utal, mivel a
primer pDC-k nem képesek ennek a citokinnek a termelésére. A H,0,-dal el6kezelt pDC-k
fenotipusa sem kedvez a Treg sejtek kialakuladsanak, mivel az oxidativ stressz nem fokozta a
tolerogén markerek (ICOS-L, PDL-1) expresszidjat a pDC-ken (65. abra).
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65. abra. Oxidativ stressznek kitett pDC-k  naiv, autoldég T-sejt aktivalo képességének
vizsgalata az IL-10 termel 6 T-sejtek kialakulasa szempontjabdl

(A) Aktivalatlan, illetve TLR7 agonistaval (R837) aktivalt és/vagy H,O,-dal kezelt pDC-ket ko-
kultivaltunk naiv, autoldg CD4"CD45RA" T-sejtekkel, majd 6 napos ko-kultivaciot kovetéen
vizsgaltuk a sejtkultirak fellluszéjanak IL-10 tartalmat ELISA mddszerrel. A H,O,, illetve az
R837 kezeléseket kovetben aramlasi citométer segitségével vizsgaltuk az ICOS-L (B) és a
PDL-1 (C) fehérjék kifejez6dését a pDC-ken. Az abrak harom flggetlen kisérlet atlagat
mutatjak. *P<0,05 a kezeletlen pDC-T-sejt ko-kultirahoz viszonyitva. N/D: nem detektalhato,
T: T-sejt.
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Ezt kbvetden megvizsgaltuk az IL-17 citokin szintjét a ko-kultardk fellluszojadban, és
azt talaltuk, hogy a H,O,-dal el6kezelt pDC-k nem indukaltdk az IL-17 termeld T-sejtek
keletkezését (66. abra). Ugyanakkor a ko-kultirakban intracelluléris citokin festéssel
kimutattuk, hogy a naiv autolég T-sejtekkel torténd ko-kultivacio el6tt oxidativ stressznek
kitett pDC-k inkabb Th2 (IL-4 termelé T-sejtek), mint Thl (IFN-y termel6 T-sejtek) iranyd
polarizaciét segitenek eld, valdszinlileg a fokozott OX40-L kifejez6dés kovetkeztében (67.
abra).
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66. dbra. Oxidativ stressz hatdsa a pDC-k Th17 sejt polarizal 06 képességére
Aktivalatlan, illetve TLR7 agonistaval (R837) aktivalt és/vagy H,O,-dal kezelt pDC-ket egyditt
tenyésztettiink naiv, autold)g CD4'CD45RA™ T-sejtekkel, majd 6 napos ko-kultivaciot
kovetden ELISA mébdszer segitségével megmértik a ko-kultirak feltliuszéjanak IL-17 citokin
tartalmat. Az abra harom fiiggetlen kisérlet atlagat mutatja. “P<0,01, ~'P<0,001 a kezeletlen
pDC-T-sejt ko-kultirdhoz viszonyitva. T: T-sejt.
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67. abra. Oxidativ stressz hatasa a pDC-k Th1/Th2 sejt polari  zal6 képességére

(A) Aktivalatlan, illetve TLR7 agonistaval (R837) aktivalt és/vagy H,O,-dal kezelt pDC-ket
egyltt tenyésztettiink naiv, autolog CD4"CD45RA" T-sejtekkel, majd 6 napos ko-kultivaciot
kovetden a T-sejteket Ujraaktivaltuk nem antigén specifikus, poliklonalis aktivatorokkal, majd
intracelluléris citokin festést kdvetden, aramlési citométer segitségével meghatéroztuk az
IFN-y és IL-4 citokint termel6 T-sejtek aranyat. A dot blot-okon lathat6 szamok az IFN-y
illetve IL-4 pozitiv T-sejtek szzalékos aranyat jelzik egy reprezentativ kisérlet adatai alapjan
(N=3). (B) H,O.-dal, illetve R837-tel kezelt pDC-k OX40-L expresszidjanak vizsgalata
aramlasi citométer segitségével. Ennek a proteinnek a kifejezédése a pDC-ken eldsegiti a

naiv T-sejtek Th2 iranyu differencialédasat. Az 4bra harom fuggetlen kisérlet atlagat mutatja.
T: T-sejt.

Korabbi vizsgalatok szerint a DC-ken az oxidativ stressz fokozza az MHC-1 és MHC-II
antigén-prezentald fehérjék, valamint a kostimulatorikus molekulak (CD80 és CD86) és érési
markerek (CD83) sejtfelszini expresszidjat [307, 329]. Eredményeink szerint a pDC-k a DC-
ktél eltéréen reagalnak az oxidativ stresszre, mivel a H,O, kezelés nem eredményezett
szignifikAns noévekedést egyik altalunk vizsgalt kostimulatorikus molekula expressziéjaban
sem, illetve csokkentette az antigén-prezentalé HLA-DQ molekula expresszibjat. Ezen kivil

az oxidativ stressz felfliggesztette a TLR7 receptor agonista (R837) pDC-kre gyakorolt
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kemokin, illetve citokin termelést. Ezzel szemben, kordbbi megfigyelések szerint a H,O,
kezelés hatdséra a DC-k TNF-q, illetve IL-8 szekrécidja fokozodik [294]. Irodalmi adatok
alapjan ismert, hogy az IL-6, IL-8 illetve TNF-a szekrécibja az NF-kB jelatviteli atvonalon
keresztil szabalyozddik [330]. A H,O,-dal kezelt aktivalt, illetve memoria T sejtek csokkent
citokin termelését is az NF-kB molekula gatolt funkciéjaval magyarézzak [331]. A pDC-k IFN
termelése olyan szignal utvonalakon keresztil valésul meg, melyben kézponti szerepet
jatszik az IRF7 molekula [332]. Egér modellben kimutattadk, hogy az o6regedd pDC-k,
melyeket az Oregedési folyamatok kovetkeztében nagyobb fokU oxidativ stressz ért,
csokkent IFN-a szekrécidval valaszolnak TLR9 receptor aktivalast kdvetéen, mely az IRF7
csokkent aktivaciojanak a kovetkezménye [333]. Ezek alapjan azt feltételezzik, hogy H,O,
NF-kB, illetve az IRF7 szignalizaciés Utvonalak blokadija allhat.

Megvizsgaltuk az oxidativ stressznek Kkitett pDC-k T-sejt aktivalo, illetve T-sejt
proliferaciot indukalé képességét is. Ismert, hogy az éretlen allapotban 1évé DC-k IL-10
termelé T-sejtek keletkezését valtjak ki, mig a pDC-k csak érett allapotban, azaz antigén
ingert kdvetéen képesek ezeknek a T sejteknek a kialakulaséat eléidézni [334]. Az érett pDC-
ket ugyanis nagymeértéki ICOS-L expresszio jellemzi, és ez a fehérje kdzponti szerepet
jatszik az IL-10 termel6 T-sejtek kialakulasaban [334]. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
H,O,-dal kezelt pDC-ken az ICOS-L kifejez6dése csbkken, mig egy masik, a Treg
polarizacionak kedvez6é molekula, a PDL-1 [177] sejtfelszini expresszidja nem valtozik. Nem
meglepd tehat, hogy a H,O,-dal kezelt pDC-knek a Treg sejtek kialakulasat segitd
potencialja nagyon alacsony. Bar a pDC-k képesek Thl7 iranyu polarizaciét is Iétrehozni
[335], kisérleteinkben a H,O,-dal kezelt pDC-k nem indukaltdk a naiv T-sejtek Th17 iranyu
differencialodasat. Az oxidativ stressznek kitett pDC-k Th1l/Th2 polarizal6 képességét
vizsgélva megallapitottuk, hogy a ROS hatasanak Kkitett pDC-k inkdbb az anti-
inflammatoérikus Th2 irdny kialakulasanak kedveztek, mind az autolég, mind az allogén T-sejt
aktivacio soran. Ezt tdmasztotta ala az a megfigyelésiink is, hogy a pDC-k OX40-L
expresszidja fokozodott H,O, kezelést kbvetden. Az OX40-L ugyanis a Th2 valaszok
kialakulasat segiti a DC-T-sejt kélcsonhatas soran [336].

Eredményeink 0sszegzéseként elmondhatd, hogy az in vivo kéralmények kodzott
oxidativ stressznek kitett pDC-k val6szinileg anti-inflammatorikus, azaz gyulladasokat
csokkentd tulajdonsaggal birnak, szemben a DC-kkel, melyek féleg az inflammatdrikus Thl

irAnyu valaszok kialakulasanak kedveznek.
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5.11. A nativ és az oxidativan modositott extracellularis mitokondrialis DNS hatasa

a human plazmacitoid dendritikus sejtek mikodésére

Nemrégiben derllt ki, hogy az asztmas egyének légutjaiba vandorld, aktivalodott
eozinofil granulocitdk mtDNS-t bocsatanak ki magukbol [337]. Az extracellularis mtDNS,
amely - az endoszimbionta elméletnek megfeleléen — a bakterialis DNS-hez hasonldan
metilalatlan CpG oligonukleotid szekvenciakat hordoz, az immunrendszer sejtjeit aktivalhatja.
A gyulladasos sejtek altal termelt szabadgyokok az extracellularis mtDNS-t oxidativan
modosithatjdk. Ebben a kisérletsorozatunkban azt vizsgaltuk, hogy az extracellularis térbe
juté mtDNS hogyan befolyasoljia a human pDC-k fenotipusos, illetve funkciondlis
sajatossagait, és ezaltal az immunvalaszban betdlt6tt szerepiket. Kivancsiak voltunk arra is,
hogy az mtDNS oxidativan maddositott form4janak vajon hasonlo, vagy eltér6 az
immunmoduldlé kapacitasa, mint a nativ formanak.

A kisérleteinkhez szlikséges oxidalt mtDNS eléallitasahoz human HL-60, és egér
SP2/0-Agl4 sejteket Antimycin A-val, a mitokondridlis elektrontranszportlanc Il
komplexének specifikus inhibitoraval kezeltink. Az optimélis DNS kérosit6 hatas
meghatarozdséhoz a sejteket emelked6 koncentracioju Antimycin A-val kezeltik 2 6ran at. A
mitokondrium ROS termelését MitoSox™ Red-del, egy fluoreszcens, mitokondridlis
szuperoxid indikatorral mutattuk ki, mig a sejtek életképességét 7-AAD festékkel hataroztuk
meg. A human és egér sejtek 100 pg/ml Antimycin A kezelését kdvetéen a MitoSox™ Red
fluoreszcenciaja jelentésen megemelkedett, mig a sejtek életképessége nem valtozott. Az
Antimycin A magasabb (200 pg/ml) koncentraciéja nem névelte tovabb a MitoSox™ Red
fluoreszcenciajat, de 30%-al csokkentette a sejtek életképességét (ezeket az adatokat nem
mutatom). Ezekre a megfigyelésekre alapozva, a pDC-k in vitro és in vivo stimuldlasdhoz a
nativ mtDNS-t kezeletlen, mig az oxidativan kérositott mtDNS-t 100 pg/ml Antimycin A-val
kezelt sejtekbdl izolaltuk. Annak ellenérzésére, hogy a sejtek Antimycin A kezelése vajon
valoban okozott-e oxidativ mtDNS karosodast, dot blot technikdval meghataroztuk a mtDNS
mintakban a 8-oxoG szinteket. Az Antimycin A-val kezelt HL-60 sejtek mtDNS-ében [b-szor
tobb 8-oxoG volt, mint a kezeletlen sejtek mtDNS-ében (68. A abra). A 8-oxoG hasonlo
szintli emelkedése volt megfigyelheté Antimycin A-val kezelt SP2/0-Agl4 sejtek mtDNS-
ében is (68. B abra). A bazisok kéarositasa mellett az oxidativ stressz egyszalt, vagy
kétszalu DNS toréseket is okozhat, ami a DNS fragmentalédasidhoz vezethet. A nativ, és az
oxidalt mtDNS integritAsanak Osszehasonlitdsahoz, izolalas utan megfuttattuk a mintakat
standard agar6z gélen, majd megfestettik 6ket interkalaloddé SYBR Green | fluoreszcens
festékkel. Mind a HL-60 sejtekbdl, mind a SP2/0-Agl4 sejtekbdl izolalt nativ, és oxidalt
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mMtDNS mintdk elektroforetikus mobilitAsa azonos volt, ami arra utal, hogy az Antimycin A

kezelés nem okoz kimutathaté mtDNS fragmentaciot (ezeket az adatokat nem mutatom).

human HL-60 sejtek egér SP2/0-Ag14 sejtek
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68. bra. A 8-oxoG tartalom kimutatdsa izolalt mtDNS mintdkba n
Az oxidalt mtDNS-t (ox-mtDNS) Antimycin A-val kezelt human HL-60 (A), vagy egér SP2/0-
14Ag (B) sejtekbdl szeparaltuk, kontrollként kezeletlen sejtekbdl izolalt nativ mtDNS-t
hasznéltunk. A 8-0xoG mennyiségét az izolalt mtDNS-ben dot blot médszerrel hataroztuk
meg. A diagramok 12 dot intenzitasat mutatjak 3 flggetlen kisérletbdl, az eredményeket
atlag £ SE formaban abrazoltuk. Az alsé panelek 4-4 parhuzamos minta, a huméan és az
egeér sejtekbdl izolalt nativ, illetve oxidalt mtDNS reprezentativ blotjait mutatjak. Ugyanazokat
a blotokat a DNS felvitel mennyiségi kontrolljAnak céljabol, etidium bromiddal is

megfestettik. *** P < 0,0001 vs mtDNS kezeletlen sejtekbdl.

A mtDNS immunmodulans hatasainak vizsgalatdhoz, frissen izolalt human pDC-ket
kezeltiink HL-60 sejtekbdl kivont nativ, és oxidalt mtDNS-sel. A kezelést kdvetéen aramlasi
citometriaval elemeztik egy kostimulaciés molekula (CD86), egy specifikus érési marker
(CD83), és egy antigén-prezentald molekula (HLA-DQ) kifejez6dését a pDC-ken. A pDC-k
nativ mtDNS-sel torténd kezelése utan jelentésen megnétt a CD86 (69. A abra) és a CD83
(69. C abra) kifejez6dése, mig HLA-DQ expressziés szintje (69. B &bra) ugyan kisebb
mértékben, de szintén szignifikAnsan megemelkedett. Amikor a sejteket magas 8-oxoG

tartaimd mtDNS-sel kezeltik, az minden vizsgélt molekula fokozottabb kifejez6dését
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eredményezte, ami arra utal, hogy az oxidalt mtDNS fenotipusos valtozast kivaltd képessége
a pDC-ken erételjesebb, mint a naiv mtDNS-é (69. A-C 4bra).

A :
@ 5907 cD86
o *kkk
S 400
ﬁ F* %k
& 3004
o ## Hi
= 200 4
TS
2
b 100 -
[
&€
Kezeletlen mtDNA ox-mtDNA mtDNA OX- mtDNA
TTAGGG TTAGGG
B
& 797 HLA-DQ
2 600 -
Q
ﬁ 500
@ 400 -
o
3 300 -
TS
> 200 4
L
[
X o)
Kezeletlen mtDNA ox-mtDNA mtDNA OX- mtDNA
TTAGGG TTAGGG
Cc ;
%7 cos3
o
& Feddedk
Y-
Q
-‘é- 30 4
%k
> J
s 2
N
[o] i HHHE
o 104
i1 I I In B

Kezeletlen mtDNA ox-mtDNA mtDNA ox-mtDNA
+ +
TTAGGG TTAGGG

69. abra. Nativ, vagy oxidalt mtDNS-sel kezelt primer humanp  DC-k
fenotipusos vizsgalata

Primer human pDC-ket kezeltink nativ, vagy oxidalt mtDNS-sel (ox-mtDNS). Parhuzamos
kisérletekben a pDC-ket specifikus TLR9 antagonistaval (TTAGGG) inkubaltuk el 1 6ran at,
majd ezutan kezeltuk nativ, vagy oxidalt mtDNS-sel. Egy napos aktivaciot kbvetéen aramlési
citometriaval hataroztuk meg a CD86 (A), a HLA-DQ (B), és a CD83 (C) kifejezédését. A
relativ fluoreszcenciat a megfelel6 izotipus-kontrollokra vonatkoztatva szamoltuk ki
mindegyik monoklondlis Ab esetében. Az adatokat 3 fuggetlen kisérlet atlaga + SE formaban
abréazoltuk. **P < 0,01, *** P < 0,0001 vs kezeletlen sejtek; P < 0,01, P < 0,0001 vs
mMtDNS-sel, vagy oxidalt mtDNS-sel (kezelt sejtek.
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Az endoszomalis TLR9 receptor a mikrobialis DNS érzékelésére specializalddott
[338], ezért azt feltételeztik, hogy a CpG motivumokat tartalmazé mtDNS a hataséat a pDC-
kre ezeken a receptorokon keresztul fejti ki. Hipotézisiink tesztelésére megismételtik a
MtDNS kezeléseket a TLR9 specifikus kompetitiv inhibitordnak (TTAGGG ODN) a
jelenlétében. Az eredmények azt mutattak, hogy a sejtek el6kezelése a TLR9 antagonistaval
megakadalyozta a pDC-k fentebb leirt fenotipusos véltozasainak kialakulasét, figgetlenul a
MtDNS oxidaltsagi allapotatdl (69. A-C abra). Ezek a medfigyelések azt sugalljak, hogy a
pDC-knek a nativ, illetve az oxidalt mtDNS kezeléssel kivaltott fenotipusos érése féleg a
TLRO receptoron keresztul valésul meg.

A kovetkez6 kisérletben a nativ, és az oxidalt mtDNS-sel kezelt pDC-k fellluszojabdl

ELISA-val hataroztuk meg az IL-8 és TNF-a szinteket. A nativ mtDNS-sel t6rténé kezelés

statisztikailag szignifikansan csak a TNF-a mennyiségét ndvelte meg (70. A abra).
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70. abra. Nativ, vagy oxidalt mtDNS-sel kezelt primer humanp  DC-k

citokin és kemokin termelése

vagy az oxidalt mtDNS-sel (ox-mtDNS) torténd kezelés utdn ELISA modszerrel hataroztuk
meg. Parhuzamos kisérletekben a pDC-ket specifikus TLR9 antagonistaval (TTAGGG)
inkubdltuk el6 1 6ran at, majd ezutan kezeltiik nativ, vagy oxidalt mtDNS-sel. Az adatokat 3
flggetlen kisérlet atlaga + SE formaban abrazoltuk. *P < 0,05 vs kezeletlen sejtek; #P < 0,05

vs mtDNS-sel, vagy oxidalt mtDNS-sel kezelt sejtek.

A nativ mtDNS-kezeléshez viszonyitva, amikor a primer pDC-ket oxidalt mtDNS-sel

aktivaltuk, mind a két mediator mennyisége nagyobb volt a sejtkultl]rék feIUIL’Jszéjéban,

VA

koncentrciojaban (70. A és B 4&bra). Hasonléan a fenotipusos wzsgalatoknal
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megfigyeltekhez, a TLR9 antagonista jelenléte megakadalyozta mind a TNF-a, mind az IL-8
fokozott termel6dését, a nativ és az oxidalt mtDNS-sel kezelt pDC-kben is (70. A és B abra).

A pDC-ket professziondlis I. tipust IFN-a termelé sejteknek tekintik [155], ezért
megvizsgaltuk a mMtDNS kezelés IFN-a szekréciéra Kkifejtett hatdsat is. Az IFN-a
pDC-k feluliszéjaban. Eredményeink szerint sem a nativ, sem az oxidalt mtDNS nem
indukdlt IFN-a szekréciot a pDC-kben (71. &bra). Korabban megfigyelték, hogy az
extracellularis nukledris DNS sem képes 6nmagaban IFN-a termelést kivaltani a human
pDC-kben, ha azonban a DNS-t egyutt adtdk a sejtekhez katelicidinnel (LL-37), egy
antimikrobialis peptiddel, akkor viszont igen [339]. Ezek alapjan, mielétt a sejtkultirahoz
adtuk volna, a mtDNS mintakat eléinkubaltuk LL-37-tel. Komplexben az LL-37-tel, mind a
nativ, mind az oxidalt formaban levé mtDNS képes volt IFN-a termelést kivaltani a pDC-kben
(71. abra). Erdemes megemliteni, hogy a nativ forma szignifikansan tébb IFN-a-t indukalt,
mint az oxidalt mtDNS, tovabbd, a TLR9 antagonistaval valo elékezelés meggatolta ennek a

mediatornak is mind a kétféle mtDNS forméval térténd indukciojat (71. &bra).
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71. abra. Az mtDNS-sel kezelt primer humén pDC-k IFN-  atermelése
Primer huméan pDC-ket kezeltink csak nativ, vagy oxidalt mtDNS-sel (ox-mtDNS)
6nmagaban, vagy katelicidinnel (LL-37), egy antimikrobidlis peptiddel, komplexben, majd 24
oraval késébb az IFN-a szintjét ELISA-val hataroztuk meg a sejtek feluliszojaban.
Parhuzamos kisérletekben a pDC-ket specifikus TLR9 antagonistaval (TTAGGG) inkubaltuk
el 1 oran at, majd ezutén végeztik el kezeléseket. Az adatokat 3 figgetlen kisérlet atlaga +
SE forméban A&brazoltuk. *P < 0,01, ** P < 0,001 vs kezeletlen sejtek. N/D: nem

kimutathato.
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Annak tesztelésére, hogy az oxidalt mtDNS in vivo kériimények kdzott is hatékonyabb
aktivatora-e a pDC-knek, mint a nativ formaja, mtDNS-t izolaltunk kezeletlen és Antimycin A-
val kezelt egér SP2/0Ag14 sejtekbdl, majd intravéndsan befecskendeztik 129Sv egerekbe.
Korabbi megfigyelések szerint, az dsztrogének felerésitik a pDC-k immunvéalasz-készségét
egerekben TLR7/TLR9 stimuléciot kovetéen [340]. Az erdteljesebb és igy kdnnyebben
detektalhatd mtDNS-indukalt immunvélaszok érdekében, csak néstény allatokat hasznaltunk
a kisérleteinkben. A periférialis vérmintakat 6 6raval a kezelés utan gyujtottik 6ssze, majd
aramlési citometrids analizist végeztiink az egér pDC-k azonositasa és a fenotipusos
véaltozasaik meghatarozésa céljabdl. A nativ mtDNS-sel torténé in vivo kezelés megndvelte
mind a CD86 kostimulaciés (72. A abra), mind az I-A/I-E antigén-prezentalé molekulak
kifejez6dését az egér pDC-ken, habéar a valtozasok statisztikailag csak az utébbi esetében
volt szignifikansak. Az oxidalt mtDNS intravénas befecskendezése fokozottabb novekedést
eredményezett mind a két vizsgalt marker kifejezé6désében (72. A és B abra ), mint a nativ

formaval torténd kezelés.
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72. abra. Nativ, vagy oxidalt mtDNS-sel kezelt eger ek véréb 6l szarmazé

pDC-k fenotipusos analizise

Py

oldattal (kontroll), nativ vagy oxidalt mtDNS-sel (ox-mtDNS). Minden kezelésnél az
anyagokat DOTAP kationos-liposzémas transzfekcidés reagenssel komplexben adtuk be. A
kezelés utdn 6 o6raval periférialis vérmintakat vettlink, majd &ramlasi citometrids analizist
végeztiink. Az egér pDC-ket, mint mPDCA-1" sejteket kapuztuk, és az egér CD86 (A)
valamint az I-A/I-E (B) molekulédk kifejez6dését az mPDCA-1" populacidban hataroztuk meg.
A relativ fluoreszcenciat a megfelelé izotipus-kontrollokra vonatkoztatva szamoltuk ki
mindegyik monoklondlis Ab esetében. Az eredmények 4 fliggetlen kisérletbdl szarmaznak. n

=13). *P < 0,01, *** P < 0,0001 vs PBS-kezelt kontroll egerek.
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A kezelt egerek szérum mintadiban meghatéroztuk az IL-6, a TNF-a, a CXCL1/KC és az
szérumaban statisztikailag szignifikansan magasabb IL-6 (73. A &bra), TNF-a (73. B abra),
és CXCL1/KC (73. C &bra) szinteket mértunk, mint a kontroll egerek széruméaban. Ezzel
ellentétben, a nativ mtDNS-sel oltott egerek szérumaban elhanyagolhaté volt ezekn
gyulladasos mediatorok szintjének az emelkedése (73. A-C abra). A mtDNS mindkét formaja
jelentésen megnovelte az IFN-a szekrécidjat in vivo, azonban az oxidalt mtDNS kisebb
mennyiségl IFN-a termelédését valtotta ki, mint a nativ mtDNS (73. D abra), hasonloéan az

human pDC-kkel kapott in vitro eredményeinkhez (11.4. abra).
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73. abra. Citokin és kemokin szintek a nativ, vagy oxidalt mt  DNS-sel

kezeltt egerek szérumaiban
A 129Sv egerek szérumaibdl 6 6raval a PBS oldattal (kontroll), nativ, vagy oxidalt mtDNS-sel
(ox-mtDNS) torténd oltas utan hataroztuk meg az IL-6 (A), a TNF-a (B), a CXCL1/KC (C), és
az IFN-a (D) szinteket ELISA modszerrel. Az eredmények 4 fliggetlen Kkisérletbdl
szdrmaznak (n= 17). *** P < 0,001, *** P < 0,0001 vs PBS-kezelt, kontroll egerek. N/D: nem

kimutathato.
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Munkank soran sikerllt kimutatnunk, hogy a metildlatlan CpG szekvenciakat
hordoz6 extracellularis mtDNS képes aktivalni a huméan pDC-ket. Eredményeink
0sszhangban vannak azokkal a megfigyelésekkel, amelyek szerint az mtDNS kezelés
fokozza a neutrofil granulocitak aktivaciojat intracellularis p38MAPK szignalizacios Utvonalon
keresztil [341], illetve pro-inflammatorikus citokin szekréciot valt ki monocita/makrofag
eredetl sejtekbdl [342]. Kisérleteinket elvégeztik oxidativan médositott mtDNS-sel is, mivel
az extracellularis térbe kertld mtDNS-t a gyulladasos reakciok sorén a gyulladasos sejtek
altal termelt szabadgyokok oxidativan maddosithatjak. A DNS béazisok kozil a guaninnak a
legalacsonyabb a redox potencialja, ezért ez a bazis a reaktiv gyokok elsédleges célpontja,
igy nem meglepetés, hogy az oxidativan karosodott mtDNS-ben megndvekedett 8-oxoG
szintet detektaltunk. A keletkez6 8-o0xoG bazisokat az OGG1 enzim ismeri fel és vagja a ki a
DNS-bdl [34] [82.]. Az igy keletkez6 szabad 8-o0xoG béazisok vagy kilrllnek sejtekbél [35],
vagy az OGG1 enzimmel komplexet alkotva kis GTP-azokat (Ras, Racl, RhoA) képesek
aktivalni [40-42]. Eredményeink azt mutatjak, hogy a pDC-k megemelkedett 8-oxoG tartalmu
MtDNS-sel térténd kezelése a nativ mtDNS kezelésekhez képest szignifikansan erésebb
aktivaciot eredményez a pDC-k fenotipusos, illetve funkcionalis valaszaiban. Ugy tiinik, hogy
az oxidativ stressz eredményeként megjelené 8-oxoG, akar az OGG1-gyel komplexet
képezve, akar az mtDNS lancon beluli felhalmozddva, a gyulladasi folyamatok feler6sédését

tudja kivaltani.
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6. KOVETKEZTETESEK, HASZNOSITHATOSAG

Kisérleteink soran sikerilt kimutatnunk, hogy:

A hidratalédott pollenszemek, a bel6lik készitett kivonatok és a szub-pollen
részecskék NAD(P)H oxidaz aktivitassal rendelkeznek. A pollen NAD(P)H oxidazok
altal termelt reaktiv gyokok perceken belll oxidativ stresszt okoznak az egerek
Iégutjaiban, fuggetlenil az adaptivimmunvalaszoktol.

» A pollen NAD(P)H oxidazok altal generdlt oxidativ stressz fokozza a pollen allergén
altal kivaltott allergias gyulladast a lIégutakban és a conjunctividban.

» Lokdlisan alkalmazott antioxidansok vagy laktoferrin képesek csokkenteni a pollen-

eredetl oxidativ stressz meértékét a légutakban, igy mérseéklik az allergias gyulladast.

Ezek a megfigyelések felvetik annak a lehetéségét, hogy olyan 0j antioxidansok, vagy
olyan Uj beviteli modjai az antioxidansoknak, amelyek huzamosabb id6én keresztul
megnovelik a légutak teljes antioxidans kapacitasat, esetleg alkalmazhatdk lennének a
antioxidansokat alkalmazni a krénikus gyulladas velejaréjaként kialakuld oxidativ stressz
karos hatasainak kivédésére, sajnos nem sok sikerrel. Ugy tiinik ugyanis, hogy a szervezet
redox-egyensulya nem egyszerl mérlegként mikoddik. Ha a fokozott ROS szintézis lenyomja
a mérleg egyik serpenydjét, nem elég a masik serpenyébe csak antioxidansokat tenni, hogy
az egyensuly helyredlljon. Kis intenzitdsu oxidativ stressz jotékony hatasu lehet a szervezet
adaptacios mechanizmusainak aktivalasaban. A nem megfeleld antioxidans terépia
kikapcsolhat ilyen — esetleg még kevéssé feltart — szabalyoz6 mechanizmusokat. Eppen
ezért az a személyes véleményem, hogy talan jarhatébb lenne az az Gt, ha talalnank olyan
gatldészert, amely specifikusan gatolja a pollen NAD(P)H oxidazokat, de hem befolyasolja a

hasonlé human enzimeket mikodését.

e Akornyezeti oxidativ hatasok altal kivaltott mitokondrialis karosodasnak a légutakban
szerepe lehet a sulyos tiinetekkel jaro6 allergias gyulladasok kialakulasdban.

* A 8-0xoG DNS-bdl valo kivagodasakor keletkez6 egyszali DNS-torések felerdsitik
az allergias léguti gyulladast.

* Kimutattuk, hogy mind a parlagfi pollenszemek, mind a szub-pollen részecskék -
legalabb részben - a NAD(P)H oxidazaik révén - képesek aktivalni a DC-ket.

e A gyulladdsos sejtek A&ltal termelt oxigéngyokokkel reagald pDC-knek a
gyulladasokat cstkkentd, illetve tolerogén hatasa lehet az adaptiv immunvéalasz

soran.
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* Az extracellularis, oxidalt mitokondrialis DNS erésebb immunmodulalé hatasu, mint a

nativ valtozata.

Ez utébbi megfigyelésink is kozvetlen felhasznalasi lehetéséggel kecsegtet. A mar
kifejlesztett, vagy meég kifejlesztés alatt allé kulénbdzé DC-alapu vakcinak az antigének
mellett adjuvansokat is tartalmaznak a hatékonyabb adaptiv immunvélasz kivaltasa
érdekében. Az elmult években szamos vakcinatipusban kiprébaltdk, hogy lehet-e a CpG
DNS szekvencidkat adjuvansként alkalmazni [343]. A CpG DNS motivumok a
mintazatfelismeré receptorokon keresztul képesek aktivalni a hivatdsos antigén-prezentald
sejteket, ezért hatékony adjuvansnak bizonyultak mind az allatmodellekben, mind a Klinikai
tesztek sordn. Mivel kisérleteink soran a magasabb 8-oxoG tartalmu, oxidalt mtDNS
hatékonyabb pDC aktivatornak bizonyult, mint a nativ mtDNS, a tovabbiakban meg fogjuk
vizsgalni, hogy a szintetikus CpG szekvenciakban a guanin 8oxoG-ra valo kicserélése

fokozza-e az oligonukleotid adjuvans hatasat.

Fontos megjegyeznem azt, hogy kisérleteinket allatmodellben, illetve izolalt primer
human sejteken végeztilk. Eppen ezért nem tudjuk megmondani, hogy megfigyeléseink
milyen mértékben tlkrézik az emberi szervezetben zajlo bioldgia eseményeket. Egy most is
zajlo kisérletben azt vizsgéljuk, hogy van-e killénbség az atépias és a nem atdpias egyének
k6zott abbdl a szempontbdl, hogy a kénnylkben és a szérumukban mikodé antioxidans
rendszereik milyen hatékonysaggal semlegesitik a pollen altal termelt szabadgytkoket. A

vizsgalat lezarasa utan talan kicsit kozelebb lesziink majd a fenti kérdés megvalaszolasahoz.
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