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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

4-1BB type 2 transmembrane glycoprotein 4-1BB
ABL2 Abelson tyrosine-protein kinase 2

AML acute myeloid leukaemia

AN2/PAX6 Aniridia type Il protein /paired box gene 6
ANOVA analysis of variance

APC allophycocyanin

Arid4b AT rich interactive domain 4B

B7 peripheral membrane protein B7

bFGF basic fibroblast growth factor

BMMC bone-marrow mast cells

Bmp4 Bone morphogenetic protein 4

C/EBPa CCAAT enhancer binding protein o

C3a complement component 3a

Cbha complement component 5a

ChaR complement component 5a receptor
Caprin-1 Cell cycle-associated protein 1

CCL-1-

6.9.15.10.22.23 C-C chemokine ligand-1-6,9,15,19,22,23
CCR1-5,7 C-C chemokine receptor type 1-5,7
CD30L CD30 ligand

CD40L CDA40 ligand

cDNS copyDNS

CLPs common limphoid progenitors

CML chronic myeloid leukaemia

CMPs common myeloid progenitors

cPLA2 calcium-dependent phospholipase A2
CR1,2,3 complement receptor 1,2,3
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chemoattractant receptor-homologous molecule

CRTH2
expressed on Th2 cells

CTAP-1II connective tissue-activating peptide I11

CX3CR1 C-X-3 chemokine receptor type 1

CXCL8,12 C-X-C chemokine ligand-8,12

CXCR1-4 C-X-C chemokine receptor type 1-4

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

E2F1 E2F transcription factor 1

EGTA ethylene glycol tetraacetic acid

ELISA enzyme-like immunosorbent assay

ERA early rheumatoid arthritis

FCS fetal calf serum

FGF fibroblast growth factor

FITC fluorescein isothiocyanate

fMLP formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine

FPRL1-2 formyl peptide receptor-like 1-2

FSC forward scatter

GATA-1 GATA binding protein 1

GM-CSF granulocyte macrophage colony-stimulating factor

GMPs granulocyte/monocyte progenitors

GPCR G protein-coupled receptor

Hi4R histamine receptor 1-4

HB.EGE Heparin-binding epidermal growth factor-like
growth factor

HLA-DR Human Leukocyte Antigen DR-1

HMC-1 human mast cell line-1

HtrAl high temperature requirement A serine peptidase 1

HUSI-II human seminal acrosin inhibitor

ICAM-1 intercellular adhesion molecule 1

IFNy interferon-y
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IgD,E,G immunoglobulin D,E,G

IGF1IR insulin-like growth factor 1 receptor

PI3 phosphatidylinositol-3-kinases

IKK-a ikappaB kinase complex

IL-1-10,13,16- _ )
interleukin-1-10,13,25,31,33

18,33

IL-4,7,16,18,33R

interleukin-4,7,16,18,33 receptor

IPA

ingenuity pathway analysis

Janus Kinase and Signal Transducer and Activator

JAK-STAT
of Transcription
KO knock-out
KU812 human leukemia cell line KU812
L AIRL leukocyte-associated immunoglobulin-like
receptor 1
LFA-3 lymphocyte function-associated antigen 3
LIR-3,7 leukocyte immunoglobulin-like receptor 3,7
Lpin2 lipin-2
LPS lipopolysaccharide
LRP1 Iw density lipoprotein receptor-related protein 1
LTB, leukotriene B4
LTC,4 leukotirene C4
LTD4 leukotriene D4
MC-CPA mast cell carboxypeptidase A
MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1
Mcpt-1-2,4-7 mast cell rotease-1-2,4-7
MC+ tryptase mast cells
MCqc triptase-chimase mast cells
MDC macrophage-derived cytokines
MDSC myeloid-derived suppressor cells
Mef2c Myocyte-specific enhancer factor 2C
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MEPs megakariocyte/eritrocyte progenitors
MHC major histocompatibility complex
MIP-1a,1B macrophage inflammatory protein-1a,13
MIP-2,5 macrophage inflammatory protein-2,5
MITF Microphthalmia-associated transcription factor
mMCP-11 mouse mast cell protease 11

MMP matrix metalloproteinase

MMP-1-2,9 matrix metalloproteinase-1-2,9
MMP-9 matrix metalloprotease-9

MMPs multipotent progenitors

MPD myeloproliferative disorders

MRNS messenger RNS

MuLV murine leukemia virus reverse transcriptase
NaF natrium-fluoride

NFI-A nuclear factor 1 A

NFxB nuclear factor kB

NGF nerve growth factor

NK-sejtek natural Killer cells

NRP1,2 neuropilin-1,2

OX40L 0OX40 ligand

PAF platelet-activating factor

PAR-2 proteinase activated receptor-2

PBS phospate buffer saline

PCR polimerase chain reaction

PD-L1 programmed death ligand 1

PE phycoerythrin

PFA paraformaldehyde

PGD2 prostaglandin D2

PMA para-methoxyamphetamine

PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride

pro_ MMP-9 matrix metalloproteinase
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prolL-18 pro-interleukin-18

pro-MMP-3 matrix metalloproteinase/pro-stromelysin

Prssil Protease, Serine, 11

PSGL-1 P-selectin glycoprotein ligand-1

RA rheumatoid arthritis

RANTES (CCL5)

RBL-2H3 Rat Basophilic Leukemia (cell type)

RIN RNS Integrity Number

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium

RUNX1 Runt-related transcription factor 1

S1P sphingosine-1-phospate

SCF stem cell factor

SDS.PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis

SOCS1 Suppressor of cytokine signaling 1

Spink2 serine protease inhibitors of the Kazal type

SSC side scatter

ST2 growth stimulation expressed gene 2

STAT3 signal transducer and activator of transcription 3

TACI transmembrane activator and CAML (calcium-
modulating cyclophilin ligand) interactor

TGFp tumor growth factor-f3

Tiel tyrosine kinase with immunoglobulin-like and
EGF-like domains 1

TIM-3 T cell immunoglobulin mucin-3

TLR toll-like receptors

TLR4 toll-like receptor 4

TMB tetramethylbenzidine

TNFa tumor necrosis factor o

Tpsgl Tryptase gamma 1
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TRAIL-1,2 TNFa-related apoptosis-inducing ligand-1,2
TRANCE TNF-related activation-induced cytokine
TSLP thymic stromal lymphopoietin

VCAM-1 vascular cell adhesion protein 1

VEGF vascular endothelial growth factor

VEGFR vascular endothelial growth factor receptor
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2 IRODALMI ATTEKINTES

A természetes immunitds képviseli az elsddleges védvonalat a patogének elleni
immunvalaszban, melynek sejtes elemei dontden a mieloid sejtvonalak immunsejtjeibol
allnak: ezek a monocitdk ¢és a makrofagok, a hizdsejtek, a neutrofil-, az eozinofil-, a
bazofil granulocitak, és a mieloid dendritikus sejtek. Ezen sejtek képesek fagocitozissal
a behatold patogén gyors eltavolitdsara, valamint kemokin-receptoraik segitségével
odagylilnek a fert6zés helyének megfeleld szovetekbe, ahol kivaltjak a gyulladésos
folyamatokra jellemz6 komplex fiziologias hatdsokat, — tobbek kozt - a vazodilatacio €s
a vaszkularis permeabilitas fokozodasat. A mieloid sejtek fejlodésének rendellenességei
az érett mieloid sejtek vagy a mieloid blasztok abnormalis felszaporodasat okozhatjak,

ezzel akut vagy kronikus mieloid leukémiat okozva.

A mieloid sejtcsoporthoz tartozo, az allergias reakciok f6 effektosejtjeiként ismert
hizésejteket €s bazofil granulocitdkat egyarant Paul Erlich fedezte fel a XIX. szazad
végén. Szamos kozds funkcionalis és morfologiai tulajdonsadguk kovetkeztében sokaig
ugyanazon sejttipus keringésben levd, illetve szovetekben lokalizalodd sejtformaiként

tartottak 6ket szamon.

A hizosejtek egy-, esetenként két- vagy sok, nem lebenyezett magvu, kerek vagy
hosszukas sejtek. Intracellularis granulumaik anilin-kék festékkel lilara szinezddnek.
Ezt a festddést a granulumok erdsen savas heparin-tartalma okozza. Az érett hizdsejtek
proliferaciora képesek és hossz honapokig életben maradnak.[1] A bazofil granulocitak
a periférids vér leukocitdinak meglehetdsen kis részét, kevesebb, mint 1%-at alkotjak;
éretten proliferaciora képtelenek és ¢€letidejiik rovid: minddssze kb. 60 ora.[2] Tipikus
felépitésiik szerint magjuk lebenyezett, bazikus festékkel festddd -citoplazmatikus
granulumaik kerek vagy ovalis alaktak. Mivel a bazofilok a hizosejtekhez nagyon
hasonléan, metakromaziasan festddnek, elkiilonitésiikkor segitséglinkre lehet a
granulumok azon tulajdonsdga, hogy azok - bazofilok esetén - a festddést kdvetden

eltakarhatjak a sejtmagot.

Hasonléan a monocitakhoz, az eozinofil- és a neutrofil granulocitdkhoz, a bazofil

granulocitak és a hizosejtek is a koldokvérbdl, a periférias vérbdl vagy a csontvelbol

10
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szarmazé CD34" progenitorokbol —differencidltathatok. Megjegyzendé, hogy a

granulocitaktol eltérden, a hizdsejtek érése a periférian megy végbe.

A szervezetben a csontveldi eredeti hematopoietikus Ossejtekbdl fejlodnek a
multipotens progenitorok (MMP), majd ezekbdl jonnek 1étre a kozos mieloid- (CMP) és
limfoid progenitorok (CLP). Klasszikusan, a CMP-kb6l jonnek 1étre a
megakariocita/eritrocita progenitorok (MEP) és a granulocita/monocita progenitorok
(GMP). Az, hogy a hizosejtek melyik progenitorbol szdrmaznak, még vitatott, mint
ahogy az is, hogy a bazofilok a hizdsejtekkel allnak-e kozelebbi rokonsagban, vagy az
eozinofilokkal.[3]

A hizosejtek és a bazofilok kdzds progenitorbol vald szarmazasat tdmasztja ald példaul,
hogy a 97A6 (CD203c csaladba tartozd antigén) az érett emberi hizdsejtekre és
bazofilokra specifikus, ¢s semmilyen mas hematopoietikus sejtvonalon nem talalhato
meg.[4] Egér Iépben olyan bipotens, bazofil/hizosejt progenitorokat azonositottak,
amelyekbdl mind a bazofilok, mind a mukozalis- és kotdszoveti hizosejtek létrejotte
lehetséges. A progenitorok fejlddési irdnydnak meghatarozasaban dontd lehet a bazofil
granulocita-fejlodést tamogatdé C/EBPa transzkripcios faktor és a hizdsejtek

kialakulasanak kedvezé MITF, melyek egymas transzkripcidjat csendesitik.[5, 6]

Megjegyzendd azonban, hogy egyes forrasok szerint a hizosejtek egy kiilonallo
utvonalon fejlédnek, és a bazofilok az eozinofilokkal osztoznak k6zds progenitoron.[7]
Ezt timasztja ala, hogy emberben in vivo az IL-3 és a GM-CSF injektalasa eozinofiliat
¢s Dbazofiliat eredményez, valamint fokozza mindkét sejtvonal prekurzorainak
mennyiségét. CML-es ¢és AML-es betegekben a granulocitdk egy hibrid,
eozinofil/bazofil fenotipust mutatnak.[8] Az eozinofil-bazofil rokonsagot komplex

génexpresszios elemzésekbdl szarmazé adatok is alatimasztjak.[9]

A bazofilok sokdig a hizosejtek arnyékdban voltak, mivel szamos folyamatban a
hizésejtekkel kozosen vesznek részt, hasonld morfoldgiai tulajdonsagokkal
rendelkeznek. Felsziniikon hordozzak a nagy-affinitas IgE receptort, az FceRl-et,
valamint granulumtartalmuk is hasonld. A bazofilok vizsgalatat sok tényezd nehezitette:
vérben igen kis szdmban és éretten keringenek, s mivel még nem taldltak a bazofilok

sejtfelszinén expresszalodd specifikus markert, vérbol vald izoldlasuk sokaig

11
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nehézségekbe iitk6zott. Bazofil mintdkbol szdrmazd, nagy mennyiségii RNS izolalasa is
problémas. Tovabba, sokaig hijan voltunk a bazofil-hianyos allatmodellnek is.[10] Az
utobbi idoében viszont mindinkabb jelentéséget nyer ez a hosszu ideig az érdeklddés
perifériajara szorult sejttipus, ahogy jelentésége egyre tobb immunfolyamatban

igazolodik.

A bazofilok a hizosejtekkel egyiitt az allergids és fertézéses folyamatok soran jatszott
jelentds szerepiik révén valtak ismertté, ahol hisztamin és leukotrién kibocsatasuk miatt
jelentds effektor feladatokat latnak el. Mindkét sejttipus immunmodulalé funkcidval is
rendelkezik, a Th2 irdnyt mindkettd befolyasolja. Egyrészt, mint f6 Th2 citokineket
termeld sejttipusok, a naiv T-sejtek Th2 sejtekké vald alakulasat, valamint a B-sejtek
IgE-termeld sejtté valo érését segitik eld. Mindkettd szerepet jatszik a leukocitak
gyulladasos szovetekhez vald toborzasaban is. A bazofiloknak egy egérben Ujonnan
felismert tulajdonsaga, hogy részt vesznek a humoralis immunmemoria kialakuldsdban
is. A hizosejtekrdl korabban is ismert volt, hogy a Thl irdnya folyamatokban is részt
vesznek, a bazofilok kapcsdn azonban csak nemrégiben jelent meg erre utald

kozlemény.[11, 12]

Egyre tobb informaciéval rendelkeziink arrol, hogy a kiilonbdzd korokozod
organizmusok a szervezetben rakos folyamatok kialakulasat okozhatjak, s régota ismert,
hogy a gyulladas, kiilondsen abban az esetben, ha hosszi ideig fennall, rakos
elvaltozasokhoz vezethet. Minthogy az elmult idészakban egyre nagyobb az érdeklddés
a gyulladas és a radkos megbetegedések kozotti kapcesolatok fizioldgiaja irant, érdemes a
hagyomanyosan gyulladasos sejtekként emlegetett hizdsejteket és bazofil granulcitdkat

a rakos elvaltozasok kapcsan is szemiigyre venni.

2.1 A hizésejtek

A hizosejtek szamos ,,elokészitett” gyulladdsos mediatort tartalmaznak, mas anyagokat
pedig aktivacio hatdsara gyorsan szintetizalni képesek, melyekkel hozzdjarulnak az IgE-
medialt gyulladasos, illetve a késoi tipust tulérzékenységi reakciok, az anafilaxias
folyamatok lefolydsdhoz. A B-sejteket tdmogatjak antitest-termeld plazmasejtté valo

érésiikben, szerepet jatszanak a parazitdk elleni immunvalaszban, stimuldljak az

12
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crer

tovabba szamos, a tumorbiologiat érintd folyamatot is befolyasolni képesek: igy a
tumorfejlédést, a tumor-indukdlt angiogenezist, a szoveti atrendezddéssel jard

folyamatokat és a tumorellenes adaptiv immunvalaszt.

2.1.1 A hizosejtek sejtfelszini expresszioja

A hizosejtek aktivacioja alapvetden kétféle modon mehet végbe: az aktivacid
legrégebben ismert, legjelentésebb mechanizmusa FceRI/IgE keresztkotése révén alakul
ki, mésrészt 1éteznek nem-IgE altali szignalok, mint a TLR-ok és ligandjaik (LPS és
nukleinsavak)-, a C3a ¢és C5a anafilatoxinok-, valamint bizonyos citokinek és

kemokinek altal kivaltott aktivaciok.

Az l-es tipust tulérzékenységi reakcidkhoz kapcsolt folyamatok az FceRl-en keresztiil
valosulnak meg. Ezt a receptort a hizdsejtek nagy mennyiségben expresszaljak a
felsziniikon, és a receptor kifejez6dését az IgE-koncentracié pozitivan befolyasolja.[13]
Az aktivacié folyamata az antigén-specifikus IgE-t6] fiigg, melyet antigén-prezentaciot
és IL-4 stimulaciot kovetéen a B-sejtek termelnek.[14] Az 1gG-receptorok koziil az
aktivaldo hatastt FcyRIIl expresszalodik még egér hizosejtekben. Az FcyR-ok a
megfeleld IgG-t kotik meg, de nem képeznek keresztkotést az FceRI-gyel.[15]

Human hizoésejteken a TLRS kivételével az 1-10-es szdmozasi TLR-ok mindegyikét
leirtak, bar néhany tanulmanyban nem tudtdk igazolni a TLRI1, 4, 6 és 9 jelenlétét
sem.[16] A legtobb adat a TLR2-r6l és -4-rél allt rendelkezésre. A TLR2 és a TLR4
MRNS expresszigjat egyarant detektaltak éretlen és érett egér és human hizdsejtekben.
Proteinszinten, a TLR2-t mutattak ki human, k6ldokvér eredetii hizosejtekben és nazalis
polip hizosejtekben. A TLR2 és TLR4 expressziojat leirtdk tovabba egér intesztinalis
hizosejtekben, valamint egér és patkany peritonealis hizosejtekben.[17] A TLR2-n és a
TLR4-en keresztiil megvaldsuld stimuldcid kiilonb6zé citokinprodukcidt eredményez.
Az LPS az egér BMMC-ket TNFa, IL-6, IL-13, és IL-1PB kibocsatasara serkenti a
TLR4-en keresztiil, mig a peptidoglikdn TNFa és IL-6, tovabba az IL-4, az IL-5 és az
IL-13 Th2 citokinek produkcidjat eredményezi a TLR2-n keresztiil.[16] Amellett, hogy

a TLR-hoz kapcsolodd szignalizacid citokin termeléshez vezet, a hizosejtek citokin-
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kibocsatasa a TLR-ok expressziojanak upregulaciojat is okozhatja. Példaul, az 1L-6 az
egér hizdsejtekben a TLR4 expresszidjat fokozza. Ugyanakkor, a TNF nem befolyasolja
sem a TLR2, sem a TLR4 fehérjék expresszios szintjét. A CCLS5 viszont mind a TLR2,
mind a TLR4 expresszidjat csokkenti.[17]

Citokin-receptorok tekintetében hizosejteken viszonylag Gjonnan azonositottak az IL-

7R-t, az IL-16R-t, az IL-18R-t és az IL-33R-t, valamint a TSLP receptort.[17]

A kiilonb6z6é eredeti human hizosejtek legalabb 9 kemokin-receptort hordoznak:
CXCR1-4, CX3CR1l, CCR1, CCR3-5, melyek a megfeleld6 kemokinek altal
aktivalodnak. Erdekes modon, a kemokin receptorokon keresztiil megvalésulé aktivacio

nem pusztan a hizésejt kemotaxist, hanem egyes esetekben degranuldciot vagy érést is

kivalthat.[17]

Komplement-receptorok tekintetében a C3a és C5a anafilatoxinok receptorain kiviil, a
CR1/CD35-6t és a CR2/CD21-et is azonositottak hizosejteken.[18, 19]

A human koldokvér eredeti hizosejt progenitorok o4-integrinnel, VCAM-1-gyel,
PSGL-1--gyel, és mas ligandokkal kotédnek az E-szelektinhez, és igy a citokin-aktivalt,
human endotél monolayerhez tapadnak. Ezzel magyarazhato a hizdsejtek
felszaporodasa a mukozalis gyulladas helyén, ahol is a VCAM-1 és az E-szelektin
fontos indukalhat6 receptorok.[20]

Mivel a hizosejtek MHCII-t is hordoznak a felsziniikon, igy képesek antigén-prezentalo
funkci6 ellatdsara. Az MHCII hizésejtekben intracelluldrisan, a szekrécios
granulumokban tal4dlhatd, ahonnan a degranuléciot kivaltd sejtaktivacids stimulusra

tirtil, és ilyenkor az MHCII sejtfelszini expresszalddasa er6sen megnovekszik.[21]

A hizosejteken megtalalhato az 6ket az allergids effektor szerepiikben tamogatdo CD48,

valamint a degranulaciot és a migraciot okozo S1P receptorok is.[17]

A hisztamin 4 receptorat azonositottak, ezek: a HiR, a HyR, a H3sR és a H4R, melyek a
G-fehérje kapcsolt 7-transzmembran receptorok csaladjaba tartoznak. Ezek koziil mind
a 4-et azonositottdk mar hizdsejteken. Ezeken kiviil felsziniikon még szerotonin
receptorok, purinerg receptorok is eléfordulnak. A CD203c a hizdsejteken szintén egy

ujonnnan felfedezett receptor, amely az IgE-antigén keresztkotés kovetkeztében
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aktivalodik, a szisztémdas masztocitdzisos betegek neoplasztikus hizdsejtjeiben
overexpresszalodik. A hizosejtek felszinén kortikotropin-kibocsaté hormon receptorok

¢és endokannabinoid receptorok is megtalalhatok[17].

Mind a hizdsejt progenitorok, mind pedig a hizosejtek nagy mennyiségii c-Kit-et
(CD117) hordoznak a felsziniikén, amely erésen SCF-fiigg6[22]. Az SCF pedig

[ EV4

crer

pavianokkal és javai makakokkal végzett kisérletében az allatokat 21 vagy 28 napig
szubkutan rekombinans human SCF-fel kezelték, aminek kovetkeztében szamos

szervben megndvekedett a hizosejtek szama[26].

A hizobsejtek a felsziniikon hordoznak még T- és B-sejt ligandokat: B7, PD-L1, OX40L,
CD30L, CD40L, CCL19, 4-1BB.

A hizosejtek expresszaljak a galektin-9 receptorat, a melanoma-sejtekre is jellemzo
TIM-3-at, melynek expresszidja TGFP hatasara hizosejtekben upregulalodik[27]. A
galectin-9 tumorszupresszor szerepét mar tobb izben leirtak, példaul emlérakban[28] és
melanomaban[29]. A galectin-9 anti-tumor aktivitasa tovabba abban is megnyilvanul,
hogy a dendritikus sejt-érés stimulalasa révén elOsegiti az NK-sejtek[30] és a
citotoxikus T-sejtek[31] aktivaciojat. HMC-1 human hizosejtvonalban, a TIM-3
megnoveli a citokin-szekréciot, ugyanakkor szupresszalja a tulélést és a

degranulaciot[32].

A hizésejt-funkcidok gatlasdban szerepet jatszo receptorok kozé tartozik az alacsony
affinitas FcyRIIb1l és az FcyRIIb2, melyek altal az FceRI altali aktivacio gatlasa
valosulhat meg. Ide tartozik a CD300a, amely azaltal gatolja a hizosejtek tulélését, hogy
a c-kit hizésejtekre vald hatasat redukalja. A Siglec-8 gatolja a hisztamin ¢és a
azonositottak. Tovabba, arra vonatkozoan is vannak adatok, hogy a CD72 redukalja az
SCF-medialt proliferaciot, a kemotaxist, és az MCP-1 (vagy CCL-2) produkciot human
hizosejtekben[17].
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2.1.2 A hizosejtek altal termelt, illetve kibocsatott molekulak

A hizdsejtek granulumaiban tarolt molekulai koz¢ tartoznak a szerotonin, a hisztamin, a
heparin, a triptazok és a kimazok. Mas molekulak a hizosejtek aktivaciojat kovetden de
novo szintetizaloddnak, ilyenek a lipid medidtorok: a PAF, a prosztaglandinok (PDG2) és
a leukotriének (LTB4, LTDg). Ezeken kiviil Thl (IFNy, IL-2, IL-3, GM-CSF ¢s TNFa),
Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-33 és GM-CSF), Th17-hez kapcsolhato (TGFp,
IL-6, IL-1B és TNFa) citokinek, kemokinek (CCL3, CCLS, MIP-1B, MCP-1, MIP-2,
CXCLS) és angiogén faktorok (VEGF, NGF, FGF) termelddnek a hizosejtekben.

Az egér hizosejt klasszifikacio a sejtek proteoglikan- és protedz tartalman alapszik. A
peritonedlis iireg, a bor és a bél szubmukozajaban taldlhatéak a kotdszoveti hizdsejtek,
melyek kétféle kimazt expresszalnak: az Mcpt-4-et €s az Mcpt-5-6t, valamint az Mcpt-6
és Mcpt-7 triptazokat és MC-CPA (hizosejt karboxipeptidaz-A)-t[33]. A kotdszoveti
hizosejtekkel ellentétben, érett mukozalis hizésejtek differencidlodnak féregfertézés
esetén a bél mukozajanak epitélrétegében, illetve asztmds betegek 1égutjaiban. Ezek a
sejtek nagy mennyiségben szecernalnak Mcpt-1 és Mcpt-2 kimazokat[34, 35], valamint
tilnyomorészt kondroitin-szulfat E-t és/vagy kondroitin-szulfat di-B lancokat. Az
enterdlis féregfertdzések sordn megfigyelhetd hizosejt-hiperplaziat hangsulyozzdk a
hizosejt-hianyos allatokon torténé vizsgalatok[36, 37], vagy az olyan egerekkel végzett
kisérletek, amelyek nem képesek Mcptl kimdz szintézisére, és szignifikdnsan
késleltetett modon valésul meg benniikk a Trichinella spiralis eliminalasa[38]. A
mukozalis hizosejtek in vitro homoldgjainak differencialtatasa SCF, IL-3, IL-9 és
TGFB1 jelenlétében lehetséges[39].

A hizdsejtek proteaz-tartalma fajonként kiilonboz6. Példaul az egér genom, ellentétben
a human genommal, egynél tobb kimazt kodolo gént tartalmaz. Human hizosejtekben, a
kiméazokon kiviil a katepszin-G is expresszalodik, és a 16-os kromoszoma szekvenalasa

soran harom funkcionalis triptaz-gént azonositottak.

Emberben a hizésejtek két kiilonallo csoportja kiilonboztetheté meg: mig az MCrc-K
kimazt, triptazt és katepszin-G-t tartalmaznak, addig az MCr-k csak triptazt.[40]
Szervezetben vald lokalizacidjanak alapjan ez utobbiakat tartjdk az egér mukozalis
hizosejtjeivel ortolog tipusnak. Az egér kotdszoveti hizosejtek két triptaza, az Mcpt-6 €s

az Mcpt-7, minden valdsziniiség szerint megfeleltetheté a human a- és B-triptazoknak.
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Az sokkal vitatottabb, hogy mely egér kiméazok feleltethetéek meg a human kimaznak.
Szekvencia-hasonlosag alapjan az Mcpt-5, szubsztrat-specificitas és szoveti eloszlas
alapjan az mMcpt-4 hasonlit legjobban a human kimazra. Tovabba, miutan a bor és a
peritoneum Osszes kimotripszin-szerli aktivitdsaval is az Mcpt-4-et hozzak

Osszefliggésbe, ezért valdsziniileg az Mcpt-4 homoldg a human kimazzal. [33]

Meg kell jegyezni azonban, hogy a hizdsejtek szamos egyéb, nem ,,hizdsejt-protedz”
jellegli proteazt is tartalmaznak: igy lizoszomalis katepszineket, granzimeket,
neurolizineket. Huméan koldokvér eredetli hizésejtekben kimutattdk a granzim-D és a

granzim-H proteazok jelenlétét is.[41, 42]

A kiilonb6z6 protedzok kdrnyezetbe vald kibocsatasaval a hizdsejtek szamos fiziologias
vagy patoldgias folyamatot befolyasolnak. Gyulladasos folyamatokban kettds szerepiik
van: mind a pro-inflamatérikus, mind a protektiv funkciokhoz hozzajarulnak attol
fliggden, hogy az adott koriilmények kozott milyen szubsztrattal kerlilnek kapcsolatba.
A hizosejt-protedzok prolL-1f, prolL-18, CTAP-III, CCL6, CCL9, CCL15 ¢és CCL23
kimaz altali kotddése aktivaciot eredményez, mig a CCL3, CCLS, IL-6 és IL-13 kimaz
altali kotése, illetve az IgE triptaz altali degradacidja és az MC-CPA endothelin-1-
degradacioja gatlé hatdsu. Természetesen annak megfelelden, hogy a foként hizosejt-
proteazok proinflammatorikus hatdsa ismert, az aktivaldo kotdédések birnak dominald

funkcioval.[33]

A triptdz a vaszkularis permeabilitdsban vesz részt azaltal, hogy bradikininbdl
kininogén 1étrejottét okozza[43], és hogy fibrinogén megkotésére képes[44]. Mivel
mind a triptdz, mind a kimaz képes a VI-os prokollagén fibrillumot bontani[45], a
triptaz denaturalja a kollagént (zselatint)[46], a kimaz pedig az 1-es prokollagént ismeri
fel[47], megallapithatd, hogy ezek a proteazok jelentés szerepet jatszanak a szoveti
atrendezddéssel jard folyamatokban. Egy madasik mechanizmus, amivel a kimazok
kozremikodnek az extracellularis matrix atrendezddésében, az a képességiik, hogy a
matrix metalloproteazok (MMP-k) aktivalasara képesek - pl. MMP-1, pro-MMP-3 (pro-
stromelysin) vagy pro-MMP-9 - amelyek aztan az extracellularis matrix kiilonféle
fehérjéihez kotddnek. Tovabba, a triptaz képes kotni a léguti simaizomsejteken talalhato

crcr

eredményezi.[48] A hizdsejtekbol felszabaduld triptaz a PAR-2 agonistaja, parakrin
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modon hat a vaszkularis endotél- és tumor sejtproliferaciora, ezzel segitve a tumorsejt
invaziot és a metasztazist. SOt, proangiogén aktivitdsa okan igéretes target lehet
rakterapiaban.[49, 50] Szamos tanulmany latott mar napvilagot azzal kapcsolatban,
hogy a hizdsejtek altal tarolt proteazok indirekt mdédon is hozzajarulnak az allergias
reakciokhoz és a 1éguti talérzékenységhez azaltal, hogy a neutrofil és az eozinofil

granulocitakat a helyszinre csalogatjak.[51]

A hisztamin egy biogén amin, mely a hizdsejtek, bazofilok, a gyomor-bélrendszerben
talalhaté enterokromaffin sejtek, valamint hisztaminerg neuronok granulumaiban
tarolodik, valoszinlileg heparin-kotott formaban, ahonnan specifikus stimulus hatasara
uril.[52, 53] A  hisztamin szintézisének kulcsfontossagh enzime a hisztidin-
dekarboxilaz (HDC), mely az L-hisztidint CO, felszabadulasa mellett hisztaminna
alakitja at. A HDC-t mas sejtek is tartalmazzak, példaul a monocita-eredetii sejtek[54],
tovabba szamos egyéb, nem-klasszikus hisztamin-termeldk. Ezek a sejtek nem taroljak a

hisztamint, de szintetizaljak azt, és késleltetve bocsatjak a kornyezetbe.[55]

Mar az 1960-as években feltételezték, hogy a hisztamin hatdssal van a
sejtdifferencialodasra és —proliferaciora. 1960 oOta szdmos esetben igazoltdk, hogy a
hisztamin-szint szignifikansan megemelkedik tumorszévetekben[56, 57], illetve a
tumoros szovetek hisztamin-tartalma magasabb, mint a kornyezd egészséges
szoveteké.[56, 58-60] Szamos malignus sejttipus expresszal hisztamin-receptorokat. A
hisztamin hatasa pedig a sejttipustol, a kiilonb6z6 receptor-altipusok egyensulyatol és a
kotddes utan bekovetkezo jelatviteli utvonal aktivaciojatol fiigg. Példaul, a hisztamin a
human melanoma-sejtek novekedését az aktudlis receptor-egyensuly alapjan
befolyasolja: a HyR-on keresztiil noveli, a HjR-on keresztiil pedig gatolja a
sejtproliferaciot.[57] Tovabba, a hisztamin fokozhatja a hizosejtek kemotaxisat a H4R-
on keresztiil, mig a bazofilok mediator-kibocsatasat gatolhatja a HoRon keresztiil.[61]
Specifikus HDC-antiszenz oligonukleotiddal vissza lehetett szoritani a melanoma sejtek
valamint a hisztamin expresszid upregulécidja megnoveli a metasztatikus kapacitast és
egy agresszivabb fenotipus 1étrejottét eredményezi.[62] A hizosejtek mellett a HDC
overexpresszioja figyelheté meg a tumorok kornyezetében, vastagbél-, emlé-, gyomor-,

tiidoérdk és leukémia esetén. Meg kell jegyezni azonban, hogy a legtobb malignus
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sejtvonal ¢€s vizsgalt tumor expresszal HDC-t és magas koncentracidoban tartalmaz
endogén hisztamint, ami {riilni képes az extracellularis térbe, szamos olyan biologiai
folyamatot szabalyozva parakrin vagy autokrin modon, ami a tumorndvekedéssel

kapcsolatos.[63]

A hisztamin befolyasolja az angiogenezist is, s feltehetben mind pro-, mind anti-
angiogén modon viselkedhet attol fiiggden, hogy melyik hisztamin-receptorhoz
kotodik.[64, 65] Ezen funkcidjaban a hisztaminon kiviil minden bizonnyal az

angiopoietin és az angiopoietin receptor is tamogatja a hizosejteket.[66]

A hizosejtek altal termelt hisztamin segiti az ujonnan felfedezett mieloid-eredetii
szupresszor sejtek (MDSC-k) immunszabalyozo aktivitasat. A monocita MDSC a tumor
elleni védekezéshez jarul hozza, a granulocita MDSC pedig a parazitdk elleni
védekezésben jelentds. Mindkét MDSC-tipus hisztaminra érzékeny, jollehet a monocita
MDSC szignifikansan er6sebben reagal a hisztamin proliferativ hatasara.[67] Tovabba,
MDSC-k felszaporodasat tapasztaltak szamos rakos beteg periférias vérében[68-70],
raadasul ez a jelenség kedvezotlen prognézissal tarsul[71]. Az utdbbi évtizedben egyre
novekvo érdeklodésnek orvendenek azok a vizsgalatok, amelyek a gyulladdsos és a
rakos folyamatok Osszefliggéseit célozzak. A hizosejtek ¢s a MDSC-k interakcidja az

allergias/gyulladasos €s a rakos folyamatok kozott képezhet hidat.

A heparinrdl, ami napjaink legéltalanosabban haszndlt antikoaguldnsa, nemrégiben
kideriilt, hogy a XII-es koagulacios faktor aktivalasan keresztiil bradykinint general, ami

altal megnoveli a vaszkularis permeabilitast és a leukocita adhéziot.[72]

A humén hizoésejtek, a bazofilokhoz hasonléan, expresszalnak leptint és
leptinreceptorokat, ¢s feltételezik a leptin autokrin és/vagy parakrin hatasat a

hizésejtekben.[73]

A hizosejtek altal is termelt PAF aktivalja a vérlemezkéket, a vérlemezkékrdl pedig
tudjuk, hogy az angiogenezis, az immunevazio €s a tumor extravazacio tamogatasa altal

fokozzak a primer tumorok novekedését és terjedését.[74]
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A periféridas szovetekben a PGD2 dontéen a hizdsejtekbdl szarmazik.[75] A
hizésejtekben termelddé LTB4 pedig autokrin mddon reguldlhatja a hizdsejt-szamot a

szovetekben, mivel a hizdsejt-progenitorok szamara kemoattraktanst jelent.[76]
A hizosejtek szerotonin expresszidja emberben és egérben is igazolt.[77, 78]

A gyulladasos citokinek kibocsatasa kronikus gyulladés esetén szintén hozzajarulhat
rakos elvaltozasok kialakulasahoz. Igy példaul az IL-1-r6l szamos esetben igazolodott,
hogy expresszidja emelkedett a kiilonbozé tumorokban, €s ez a jelenség altalaban
kedvezotlen prognozissal tarsul. A tumorndvekedést és a metasztazisok fejlddését olyan
pro-metasztatikus gének indukaldsa 4altal okozza, mint a metalloproteindzok,
kemokinek, novekedési faktorok és TGFp. Az IL-1 az endotél adhézidés molekulak — pl.
az IL-1 egy potencidlis proangiogén citokin, illetve a VEGF-kibocsatas is IL-1-fiiggd

folyamat. A potencialis IL-1 inhibitoroknak, amiket féleg autoimmun betegségek

crer

A TNFa kulcsszerepet jatszik a gyulladas hosszabb tavon valé fennmaradasaban, és a
tumorbol szarmaz6 TNFa tartja fenn a szingenikus, xenogenikus és kémiailag indukalt
tumorok novekedését és a fejlodését. A CXCR4-en keresztiil direkt hatast fejt ki a
tumorterjedésre, a CXCR4/CXCLI12-n keresztiil a tumor tualélésre, a CXCL12 és a

VEGF expresszio indukcioja altal pedig a peritonealis tumor koldnidk 1j érfalainak

crer

Az IL-6 pro-tumoralis szerepét igazoltak tobbszords mielomas megbetegedésben,
valamint az IL-6-ot hepatocellularis karcinomaval is dsszefiiggésbe hoztak. Az autokrin
IL-6 szerepét tovabba még kimutattak tiidé0 adenokarcinomdban, ahol az onkogén
STAT3-at aktivalja, valamint emldrakban, ahol a Jagged-1/Notch szignalizaciot
aktivalja, valamint Osszefliggésbe hoztdk mar a colitis-asszocialt rakkal. Azt is
kimutattdk mar, hogy a mieloid eredetli IL-6 egy kritikus tumor promoter intesztinalis
karcinogenezisben, ahol a normal, ill. a pre-malignus sejtek apoptozisat gatolja, s a

crcr

jatszik az NFxB/IL-6/STAT3 kaszkad.[79]
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A hizosejtek — a bazofilokhoz hasonldan - képesek IL-31 produkciojara, MPD-s betegek
(Philadelphia kromoszéma negativ tipusu mieloproliferativ rendellenességek) esetében
pedig megfigyelték, hogy a normal hizosejtekénél szignifikdnsan magasabb kibocsatas
jellemzi az MPD-s hizosejteket a hisztamin és a leukotriének mellett az IL-31

tekintetében is.[80]

A bazofilokhoz hasonloan, a humén hizésejtek is képesek a TSLP expresszidjara 1L-4
jelenlétében, az FceRI keresztkotését kovetden.[81] A TSLP-nek pedig vizsgaljak a

tumorimmunolédgiaban betoltott szerepét is.[82]

Ezenkiviil még megfigyelhetd a hizosejtekben IL-3, IL-4, IL-5, IL-13 és GM-CSF

expresszidja.[83]

A kemokinek segitik a leukocitdknak a tumorok kornyezetébe vald toborzasat. Az IL-
8/CXCLS8 jelentés a melanoma-fejlddésben, mivel stimuldlja a neoplasztikus
novekedést, eldsegiti a gyulladast és indukalja az angiogenezist.[84] A hizosejtek

CCL2, CCL3 és CCL4 kemokineket is kibocsatnak.[85]

A hizosejtek VEGF-et expresszalnak, ahogyan azt a normalis, a human leukémias,
valamint a koldokvér-eredetii hizosejtek vizsgalata is igazolta.[86, 87] Ezenkiviil bFGF-
et is kifejeznek, tovabba tudjuk, hogy a TGFf, a TNFa, az IL-8, protedzok, hisztamin és

a heparin is részt vesznek az angiogenezisben.[88]

A hizosejtek tumoros folyamatokban vald jelentdségét timasztja ala az a megfigyelés is,
miszerint szignifikdnsan magas szamban jelennek meg hizosejtek mind egér-, mind
humén rendszerben a tumorok kornyezetében, beleértve az emld-, a hasnyalmirigy-, a

tiid6 és a gyomorrakot.[89-93]

A hizosejtek altala kibocsatott citokinek és kemokinek révén betoltott funkciokat

szemlélteti az 1. abra.
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1. abra. A hizésejtek hatasa mas sejtekre kibocsatott citokinjeik, illetve
kemokinjeik révén.

[94]

2.2 A bazofilok

A bazofilok a hizosejtekhez hasonldan a tulérzékenységi reakciok o effektor sejtjeiként
gyulladasos mediatorokat, illetve hisztamint tartalmaznak, mas anyagokat de novo
szintetizalni képesek, jellemzéen Th2 citokineket termelnek, a B-sejteket tamogatjak
antitest-termeld sejtté valo alakulasukban, jelentdsek a bakterialis-és féregfertézések
esetén, részt vesznek mas immunsejteknek a gyulladas helyére valo toborzésaban és a

humoralis immunmemoria kialakulasaban.

A bazofilokrél tudjuk, hogy szerepet jatszanak AML-ben[95]. A bazofilok tumoros

crer
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képesek a vérarambol a szovetekbe valo kilépésre[96], a jovOben elképzelhetdé hogy

ilyen jellegli tanulmanyok is sziiletnek majd.

2.2.1 A bazofilok sejtfelszini expresszidja

A bazofilok legismertebb receptora az IgE/antigén kotd nagy-affinitdsu FceRI, melyet a
hizosejtek is nagy mennyiségben hordoznak, s mindkét sejttipus aktivalasanak
kulcsfontossagu tényezdje. Ig-receptorok koziil még Fcy receptorokat is talalunk
felsziniikon, melyeknek a bazofilok ujonnan felfedezett funkcidjdban, az egérben
azonositott humoralis immunmemoridban jelentds szerepe lehet, mivel az antigén-kotott
bazofilok altali IL-4 és IL-6 produkcié Fcy-lanc fiiggének bizonyult, s a jelenség FceRI
hianyaban is bekovetkezett.[8, 97]

A TLR2 és TLR4 koziil - bar mindkettd jelenléte igazolodott mRNS és fehérjeszinten is
- a bazofilek szelektiven csak a TLR2 ligandjara, a peptidoglikdnokra reagalnak,
hatdsukra IL-4-et és IL-13-at expresszalnak. LPS hatdsra azonban, mely a TLR4
ligandja, nem figyelhet6 meg hasonlé hatas.[98, 99] Egy 2014-es publikacioban
szamolnak be arrol, hogy minden vizsgalt human bazofil mintdban a TLR1-8-ig
expresszalodott, valamint hogy a TLR-okon keresztiili aktivacié az IgE-medialt
aktivacioval szinergisztikusan hat, és a termelddd citokinek a Th2 differencidlodast
segiti eld. Virdlis és bakterialis produktumok a formyl peptid receptorokon (FPRLI,
FPRL2) keresztiil elsegitik a bazofilok migracidjat.[100, 101]

Bazofilok esetében szintén régota ismert az IL-3 jelentésége, mely a sokféle iranyt
aktivacio mellett a differencidlodashoz €s a taléléshez is sziikséges szamukra, receptora
a CDI123 nagy mennyiségben taldlhatd meg a bazofilok felszinén. A rajta keresztiil
befolyasolt aktivacios folyamatokat - a hisztamin, az IL-4 (hossza idejii inkubaciot
kovetden), az eotaxin produkciojat, a CD69, a CDI1b, a sejtfelszini MMP-9
expressziojat - egy Osszefoglald tanulmanyban részletezik.[102] Természetesen mas
citokinreceptorok is el6fordulnak a bazofilokon, koztik az IL-3 mellett még sok
folyamatban sziikséges I1L-5 és GM-CSF receptorai (CD125, CD116), valamint az IL-
18 receptora, valamint az jonnan folfedezett, Th2 iranyba befolyasold IL-33 receptora,
az ST2 receptor.[103]
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Talalhatéak rajtuk komplementreceptorok (CRI1, CR3, C5aR) kiilonb6z6 adhézids
fehérjék (LFA-3, ICAM-molekulak, CDIl1la, L-szelektin, P-szelektin), ,,homing”

receptorok, valamint néhany, az angiogenezisben szerepet jatszo receptor (VEGFRS,
NRP1, NRP2, Tiel) is.[8, 66, 102, 104]

A hizésejtekhez hasonldan, a bazofilok szempontjabol is fontos, hogy hatasuk
kifejtéséhez a megfeleld6 szovetekbe jussanak. Ebben mikddnek kozre
kemokinreceptoraik. A bazofilok szdmos kemokinreceptort expresszalnak (CCRI,

CCR2, CCR3, CCR5, CXCR1, CXCR2, CXCR4, CRTH2).[8, 105]

Erdekes médon, ahogy korabban a hizésejteken, a bazofilokon is kimutattak MHCII
expresszi®jat[106], am a keringésben levé human bazofilokon nem sikeriilt igazolni,

hogy ez a sejttipus képes lenne professzionalis antigén-prezentaciora.[107]

A bazofilok halalreceptorai koz¢ tartozik a TRANCE, a TRAIL-1, a TRAIL-2 ¢és a
TACI. Megtalalhato tovabba a bazofilokon a LAIR1 lizisgatlo receptor is.[105]

Mas fontos sejtfelszini képletek is eléfordulnak, mint pl. a CD40L, mely igen fontos a
B-sejtekkel vald sejt-sejt kontaktusban, ezaltal részt vehet mind a B-sejtek IgE-termeld

sejjté vald érésében, mind a humoralis memoriaban.

Serkentd és gatlo hatasokért felelds a 2004-ben azonositott, Ig-szerli inhibitor hatast
LIR-3 ¢és az aktivator hatdst LIR-7, melyek neutrofilokon és eozinofilokon is

megtalalhatoak.[108]

Azonositashoz hasznalhatéak a CD63 és a CD203 sejtfelszini molekulak. A CD63
degranulaciés markerként haszndlhat6, mivel nem aktivalt bazofilok felszinén nincs
jelen, az intracellularis granulumokban talalhat6. A CD203c, amely a bazofilok mellett
megtalalhaté még hizosejteken és CD34" progenitorokon, specifikus allergén, anti-IgE

¢s anti-FceRI hatasara upregulalodik, és a CD63-mal ellentétben, kizardlag a

sejtfelszinen fordul ¢16.[109, 110]

Jelentds perspektivakat jelenthet a gyogyaszatban a bazofilok sejtfelszini expresszids
valtozasainak megismerése bizonyos betegségek kapcsdn, mint ahogy az pl. a CML

esetén mar elkezd6dott.[111]
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Egy tanulmanyban, melyben hizosejtek, bazofilok és monocitak fenotipusat elemezték,
a hasonlosagi indexek vizsgalatakor azt tapasztaltak, hogy a sejtfelszini molekuldkat a
kiilonbozo funkciok szerint csoportositva az adhézids receptorok,
komplementreceptorok ¢€s citokinreceptorok tekintetében erdésebb a korrelacio a
bazofilok és a monocitak kozott, mint akar a hizosejt-bazofil, akar a hizosejt-monocita
parosoknal. A legnagyobb kiilonbség a bazofilok és hizosejtek kozott a
citokinreceptorok expresszidjaban mutatkozik. Ezzel ellentétben, immunglobulin-
receptorok tekintetében nagyfoku hasonlosdg mutatkozik a hizdsejtek és bazofilok
kozott a monocita-hizosejt, vagy a monocita-bazofil parosokkal 6sszehasonlitva,
melynek nyilvanvald oka lehet a nagy affinitasi FceRI jelenléte a bazofilokon és

hizosejteken, illetve annak monocitakon vald hianya.[112]

Ugyanakkor egy, az eozinofilokkal vald Osszehasonlitd vizsgalat azokkal alapvetden
hasonlé immunfenotipust allapitott meg, a kiilonbséget a két sejttipus kozott sejtfelszini
expresszio tekintetében mindossze a HLA-DR, a CD38 ¢és az FCeRI expresszidjaban

tapasztaltak.[113]

2.2.2 A bazofilok altal termelt, illetve kibocsatott molekulak

A bazofilokban tarolt molekulak ko6zé tartozik a hisztamin, szerotonin, bazofil
proteazok. Bazofilokban megtalalhat6 lipid mediatorok a PAF és az LTC,. Ezenkiviil,
Th2 citokinek (dont6en IL-4, IL-13 és TSLP), kemokinek (IL-8, CCL3, CCL4, CCL5)
¢és angiogén faktorok (VEGF) produkcioja jellemzi Oket.

Biogén aminok tekintetében koztudott, hogy a hizosejtekbdl és a bazofilokbol szabadul
fel a hisztamin. Feltételezések szerint a bazofiloknak hisztamin- és leukotrién-
kibocsatas szempontjabol két csoportja kiilonithetd el: az egyik, amelyik a populacio
1/5-ét alkotja, nem bocsat ki hisztamint és leukotriéneket az IgE aktivacié
kovetkeztében. Ezek az Un. “nonreleaser” bazofilok. Ezzel szemben a “releaser”
bazofilok kibocsatjak ezeket az FceRI keresztkotést kovetden. A nonreleaser bazofilok
esetén feltételezték, hogy valami defektus érinti a korai szignaltranszdukciot, és
valdsziniileg a [Ca®*]-influxot is. Az IL-3, bar mind a hisztamin, mind a leukotriének

kibocsatasat eldsegiti, csak 3 napig tarté IL-3 kezelés hatasara képes a nonreleaser
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bazofilokat releaser-ré alakitani.[114, 115] A két tipus azonositasa Ota igazolast nyert az
is, hogy a nonreleaser fenotipus a Syk, mint Kritikus tirozin-kinaz elvesztésével
magyarazhato, ami nem feltétleniil jelenti a szignalizaci6 teljes hianyat, hiszen anti-IgE

hatasara tobb mas expresszios valtozas mellett a Lyn expresszioja is megnovekszik.

A hizosejtekhez hasonloan, a bazofilok granulumaiban is tarolodik hisztamin, amely
stimulacid hatasara gyorsan felszabadul, gyulladast okozva. A hisztamin jelentdsége

igen sokrétii. (1d. hizdsejteknél)

IL-3 hatasra a granzim-B szerin-észteraz enzim de novo szintézise indul meg
bazofilokban (granzim-A és perforin szintézise, ill. felszabadulasa nélkiil). 6-24 oran
beliil keriil a granulumokba, és onnan exocitdzissal tiriil IgE-fiiggd vagy attol fliggetlen
modon. Asztmas betegekben allergén hatasara 18 oran beliil felszabadul, az 1L-13-hoz

hasonlé modon.[116]

A szerotonin a ragcsalok hizosejt-, illetve bazofil granulumaiban tarolt vazoaktiv

e ey

adat all rendelkezésre.[117, 118]

A leptin-expresszid a bazofilokban mRNS-szinten nagy biztonsaggal kimutathatd. Az
FceRI keresztkotés emelkedett leptin kibocsatast okozhat, mig az antigén hozzdadasa
elétti IL-3  preinkubdci6 nem modositja szignifikdnsan a leptin expresszio

mértékét.[119]

Egészséges emberekbdl szarmazo bazofilok a hizosejteknél joval kisebb mennyiségi,
érett és enzimatikusan aktiv alfa és béta triptazt is tartalmaznak.[120] Az mMMCP-11-r6l
kimutattdk, hogy nem a hizosejtek altal termelt triptazrdl van sz6, hanem a bazofilok
altal termelt, és prosztagandinok segitségével hizosejt-fliggetlen mddon vaszkularis
szivargast okoz, ¢€s szerepe lehet a bazofilok 4ltali gyulladdsos valaszok

1étrejottében.[121]

RNS-szinten kimutattdk, hogy a bazofilok konstitutiven expresszaljak az MMP-9-et és
alacsony szinten az MMP-2-t is, de a kett6 koziil csak az MMP-9-et sikeriilt a
sejtfelszini expresszid vizsgdlatdval, tovabbd a citoplazmabol és a feliiliszobol is

kimutatni. Az MMP-9 expressziot IL-3 fokozza.[122] Hizosejtek is termelik az MMP-9
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matrix  metalloproteinazt, melynek  produkcidjat szamos  faktor, példaul

gliikkokortikoidok és flavonoidok is befolyasolhatjak.[123]

A lipid mediatorok koziil bazofilok esetében nagy jelentdséggel bir az LTC4. Ismert,
hogy a legtobb aktivacios hatasra releaser bazofilokbdl hisztamin és LTC, szabadul fel
nagy mennyiségben. A hisztamin €s a leukotriének felszabadulasa azonban nem minden
esetben torténik meg egyiittesen. Példaul egy nemrég megjelent tanulméanyban leirtak,
hogy az LTC4 a hisztamintol fiiggetleniil is felszabadul, méghozza a (hazi)méh
vénajaban megtalalhatd szekretoros foszfolipaz-A2 direkt mdédon képes a bazofilok
aktivaciojara, ahol gyors szisztémas mediator kibocsatast okoz. Itt nagyon gyors LTCy-
kibocsatast talaltak, mig az IL-4 kibocsatas ezt késébb kovette, hisztamin felszabadulést
pedig nem tapasztaltak.[124] Ehhez hasonldan egy korabbi Osszefoglald tanulmanyban
mar leirtdk, hogy az FceRI keresztkotés altal aktivalt ERK-k (ERKSs - extracellular
signal-related kinases) befolyasoljak a bazofil LTCy4-produkciot, de a hisztamin, illetve
citokin kibocsatast nem. Megemlitendd az IL-3 szerepe a folyamatban, mely bar az IgE-
fliggd stimulacio hianyaban aktivalja az ERK-t, de nem okoz LTC4 kibocsatast, anti-
IgE-vel egyiitt viszont kétszer akkora LTC4 produkciot eredményez, mint az anti-IgE

onmagaban.[125]

Hasonloképpen, az IL-3 képes az LTC, kibocsatasnak az eldsegitésére C5a hatasara

bekovetkez6 degranulacios valasz soran, onmagaban azonban nem.[126]

Erdekes médon, a leuktriéneket is Osszefiiggésbe hoztik mar tumoros folyamatokkal,
feltételezik, hogy a hisztaminhoz hasonldéan kapcsolatot jelenthetnek a kronikus

gyulladas és a tumorok kialakulasa kdzott.[127]

A bazofilok sokféle aktivacios hatasra (fMLP, C5a, PMA vagy FceRI keresztkotés), IL-

crcr

mellett PAF (platelet-activating factor)-ot is szintetizalnak. A cPLA2 az elsddleges

foszfolipaz, mely szerepet vallal a leukotriének és a PAF szintézisében.[128, 129]

Bazofilokban - a hizosejtekkel ellentétben - a prosztaglandinok produkciéja nem

valdszinii.[130]
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A bazofilok kulcsfontossagli citokinjei az IL-4 ¢és az IL-13, melyek a Th2

differencidlodasban jatszanak aktiv szerepet.

Néhany kisérletben Nippostrongylus brasiliensis-fert6zott egereket vizsgaltak,
melyekben tipikusan Th2 irdnyu immunvalasz alakul ki, igy a bazofilok jelentdsége is
ebben a modellrendszerben jol megfigyelhetd. Példaul bebizonyosodott, hogy a fert6zés
kovetkeztében lezajlo immunvélasz fligg mind az IL-4-t6l, mind az IL-13-t6l, valamint
az IL-4Ra-tol is.[131] Megjegyzendd, hogy egy masik tanulmanyban, melynek soran
egy N. brasiliensis-fertézott egérben az IL-4 termeld sejtek tiidében vald
felhalmozodasat is vizsgaltak, génkiiitott egerek felhasznaldsaval azt tapasztaltak, hogy
a bazofilok gyiilekezése Stat6-fliggetlennek bizonyult, am igényli az adaptiv
immunrendszert, T-sejt fiiggd. A kisérletekbdl az is kideriilt, hogy nem fertézott egér
tiidejében, tehat egészséges szovetben is taldlhatdak bazofilok, melyek konstitutiven
expresszaljak az IL-4 gént. Természetesen, a fert6zés hatdsara a bazofilok mennyisége a

tiidében megsokszorozadik.

Ugyanakkor, a hizosejtekrdl is ismert, hogy IL-4-et expresszalnak, az N. brasiliensis-
fertozott egér tiidejében sem nyugvd, sem fertozott allat esetében nem taldltak
szignifikans szdmu hizosejtet. Mivel a hizdsejtek mellett az IL-4 termelésre képes NK
T-sejtek és a yo T-sejtek kozremiikodését is kizartadk, megallapithatd hogy ebben a

modellrendszerben a f6 IL-4 termel6 sejtek az eozinofilok és a bazofilok.[132]

Mind egér, mind human tanulményokban megerdsitették, hogy a bazofilok képesek az
IL-4 konstitutiv expressziojara, mig az IL-13-ra nézve ez nem igazolt.[119, 132]
Aktivacio hatasara a bazofilokbol az IL-4 gyorsan felszabadul (maximalis szintjiiket a
keresztkotést kovetd 4. oraban érik el), de egyes mintakban tarolt IL-4 is talalhato, mely
masodperceken beliil képes iriilni a degranuldcid soran. Ezzel ellentétben az IL-13

felszabadulas lassabb, és a bazofilok nem tarolnak el6készitett IL-13-at.[133]

A bazofilok IL-4 termelésének tovabbi jelent6ségét jelzi, hogy asztmas betegekben
allergén provokacid hatisara a bazofilok a bronchialis mukdzaban felgyiilve, mint a {6
IL-4 termelé sejtek tinnek ki.[134] Asztmas betegek esetében a periférias vér
vizsgalatanal is igazolddott, hogy a bazofilok az elsddleges IL-4 és IL-13 termel6 sejtek

az antigénnel val6 aktivaciot koveto els6 6 draban.[135]
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A bazofilok a hizodsejtekre is hatdssal vannak IL-4 expresszidjuk révén, hiszen a
felszabaduld IL-4 proinflammatérikus medidtorok (PGD;,, LTC4) és szamos citokin
produkciojat eredményezi hizosejtekben, ezaltal a bazofilok befolyasoljak a hizosejtek
effektor funkcioit. Tovabba, az IL-4 kezelt hizosejtek TLR4-et expresszalnak, melynek

LPS éltali aktivacidja Th2 citokinek felszabadulasat eredményezi.

Megjegyzendd, hogy a hizdsejtek 1L-3, IL-5 és GM-CSF termelése viszont a bazofilok

c sy

Ujabban egyre nagyobb jelentéséget tulajdonitanak a bazofilokban a TSLP
expresszidjanak. A bazofilok protedz allergén aktivacié hatdsara Th2 citokineket
termelnek, IL-4 mellett tobbek kozott egy IL-7-szerii citokint, valamint a thymic
stromal lymphopoietint (TSLP-t) is. A TSLP is szdmos mechanizmus altal serkenti a
Th2 differencialodast.[136] Az elmult 4-5 évben tovabba, a TSLP
tumorimmunolégiaban betoltott szerepét is igazoltak, egyes esetekben tumort segito,

mas esetekben tumorokat gatlé molekulaként.[82]

Noha az IL-25 (IL-17E) expresszidja hizosejtekben is bizonyitott FceRI aktivaciot
kovetden, bazofilokban vald expresszidja azonban nagyobb jelentdségiinek latszik.[137]
Egészségesek ¢és allergiasok periférids veérébdl szarmazd nyugvo, illetve aktivalt
eozinofiljaiban ¢és bazofiljaiban jelentds IL-25 mRNS expressziot tapasztaltak,
ugyanakkor in vitro-eredetii hizosejtekben alacsony maradt az IL-25 mRNS szintje
PMA ¢és ionomycin aktivacido hatasara. Az IL-25 fehérje fokozott expressszidjat is
kimutattdk a keresztkotés altali aktivacid kovetkeztében bazofilokban, s6t az expressziod

mértéke allergias betegekben kétszeresnek bizonyult.[138]

Az IL-25-r6l tudjuk, hogy emeli az IL-4 gén transzkripcidjat naiv T-sejtekben az
aktivaciot kovetd 2. napon, a 3. napra meg tovabb fokozddik. A Th2 differencidlodas
mellett az 1L-25 szerepet jatszik az effektor és memoria Th2-sejtek funkcionalis

szabalyozasaban is.[139]

Asztmas és kontroll egyének periférids vérébdl szarmazo bazofileket vizsgalva az IL-6
mRNS expresszid konstitutivnak bizonyult, és ez nem valtozott szignifikansan IgE
keresztkotéssel torténd aktivacio hatasara sem.[119] Az IL-6 szerepet jatszik a bazofilok

érési folyamataiban. Autokrin hatast is kifejthet, mivel mind egér mind humén
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rendszerben kimutattdk a bazofil prekurzorok altali expressziojat. Egér bazofil
prekurzoraiban IL-3 vagy aggregalt IgE fokozza az IL-6 mRNS expressziojat.[140]
KU812 human prebazofil sejtvonalban pedig az IgD serkenti az IL-6 szekréciot.[141]

A KUB812 prebazofil sejtvonalban az IL-5 expressziojat is kimutattak[142], melynek

stimulalja.[143]

Egérrel végzett kisérletek soran tovabba az IL-31 expressziojat egyéb, bazofilokban

ismert Th2 citokinek mellett a papain erésen megnovelte.[136]

A bazofilok Th2 citokintermelése kozvetleniil és a ThO-Th2 indukcidén keresztiil,
kozvetve is serkenthetik a BO-sejtek IgE-termeld sejtté valo alakulasat, igy tehat az

eldbb felsorolt citokinek kettds szerepet jatszhatnak Th2 polarizacios folyamatokban.

A bazofilok nemcsak a B-sejtek IgE-termelé plazmasejtté valo érését, de az IgGy-
termeld plazmasejtek kalakuldsat is tamogatjak, hiszen az aktivalt KU812 sejtvonal
sejtjel és a koldokvér eredetli bazofilok a normal B-sejtek IgE és IgGa szintézisét
(valamint szolubilis CD23 kibocsatast) indukaljak IL-4 vagy IL-13 jelenlétében,
valamint a CD40L-CD40 kozvetlen sejtkapcsolaton keresztiil.[144, 145]

Egy egér tanulmany szerint, melyben csontveldbdl IL-3 jelenlétében differencidltattak
hizésejteket és bazofilokat, a hizésejtekkel valé kokultara nem volt képes a CD4™ T-
sejtek Th2 iranyl befolyasolasara, mig a bazofilok kokulturaja a T-sejtekkel azokban
IL-4 produkciot (Th2 befolyast) eredményezett még IL-12 (Thl befolyast jelentd
citokin) jelenlétében is. S6t, az IL-4 hidnyos bazofilok- bar nem voltak képesek a Th2
irany kialakitdsara - szupresszaltdk a Thl irdny létrejottét, mely folyamatban
feltehetdleg sejt-sejt kontaktus is szerepet jatszik. A Th2 iranyu befolyasolasra és a Thl
irany szupresszaldsara 1L-3 kezelt egerek majabol és 1€pébdl szarmazd bazofilok is

képeseknek bizonyultak.[146]

Egy friss tanulmany 0j megkozelitésbe helyezi a bazofiloknak az allergias betegségben
oly sokat vizsgalt hiperreaktiv természetét. A bazofilokbdl az IgE-fliggd aktivacio
hatdsara 4 Oran beliil IL-3 szabadul fel, ami autokrin médon hatva a bazofilok

fenotipusat és funkcionalis tulajdonségait az allergids betegekbdl szarmazo bazofilok
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tulajdonsagai iranyaba terelik.[147] A hizosejtek is expresszalnak IL-3-at, mely a
szintén altaluk termelt IL-5 és GM-CSF mellett a bazofilok IL-4 szintézisét és hisztamin

crcr

Egy nemrég megjelent kézleményben[11] feltételezik, hogy a bazofilok jelentések a
humoralis immunmemoria kialakulasaban, melynek kulcsa az IL-6 és az IL-4
expresszidja egér 1ép és csontveld bazofiljai altal az antigénnel vald Gjratalalkozést
kovetden. A masodlagos immunvalasz soran a bazofilok bizonyultak ezen citokinek 6

forrasainak.

Az elsédleges immunizacidé soran a B-sejtek altal termelt antigén-specifikus IgE az
elsddleges immunizacié utani elnyult iddszakban a bazofilok FceRI receptorahoz
kotddik, majd az antigénnel val6 Ujrataldlkozas sordn ezen a bazofilok hatékonyan kotik
a szabad antigént, valamely Fcy lancot tartalmazo receptoruk révén aktivalodnak, 1L-4-
et és IL-6-ot bocsatanak ki, valamint sejtfelszini CD40L-et expresszalnak, ami altal a B-
jelenlétében. A folyamathoz tehat sziikség van mind szolubilis, mind sejtkontaktus-

fliggd faktorokra.[11, 148]

Ugyanakkor 1gy tiinik, hogy a hizdésejtek nem vesznek részt a humoralis
immunmemoria kialakitasdban. Egyrészt, a bazofilszdm-csokkenés hizdsejt-hianyos
egerekben 1is szignifikdnsan alacsonyabb antitest koncentracidt eredményezett az
antigénnel vald restimuldcidé utan. Tovabba, azon 1ép vagy csontveldi eredetii sejtek,
melyeket az adoptiv transzferre hasznaltak fel (ennek soran az antitesttermelés
novekedését detektaltak, hogy igazoljak az antigén-reaktiv bazofilok szerepét az
immunmemoriaban), nem tartalmaztak érett hizosejteket, és minden IgE" sejt a 1épben
¢s a csontvelében bazofilnak bizonyult. Végiil, a csontvel6i eredetli in vitro
hizésejtkulturdban IL-3-mal és SCF-fel differencialtatva 1-3 hétig nem kovetkezett be
B-sejt proliferacio, mig mind a csontvel6bdl differencidltatott, mind a frissen izolalt

bazofilok B-sejt proliferaciot okoztak.[11]

Mivel egyre tobb, bazofilok altal termelt kemokint azonositanak, valdsziniileg az eddig
véltnél nagyobb szerepet jatszanak a bazofilok a késdi asztmatikus valaszban (tal az

olyan proinflammatorikus mediatorok kibocsatasan, mint amilyen az IL-4 és az 1L-13)
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azzal, hogy neutrofilokat, eozinofilokat, T-sejteket és monocitakat toboroznak a

gyulladas tertiletére.[119]

Elészor KU812 sejtekben igazolodott a GM-CSF, az eotaxin (CCL11), a MIP-5 és az
IL-8 termelddése, ma mar azonban a periférias vér bazofiljaiban is kimutattak mRNS,
valamint fehérjeszintii expresszidjukat is. A GM-CSF, az eotaxin és a MIP-5 mMRNS-ek
szintje nem upregulalédik az FceRI keresztkotés altali stimulacié hatasara. Az IL-3
viszont az IL-8 expresszidjat fokozza -mind mRNS, mind fehérjeszinten. Egy késobb
targyalt microarray kisérlet fehérjeszinten is validalt adataibol kitiinik, hogy a bazofilok
az IL-8 mellett még MIP-1a (CCL3)-t, MIP-1p (CCL4)-t és RANTES (CCL5)-t is
expresszalnak.[119]

Egér bazofilokban kimutattdk az IgE-indukalt CCL22 (MDC: macrophage derived
cytokines)-szintézist, mely a CCR4-expresszald sejtek kemoattraktansa, igy a Th2-
sejteké is. Az MDC expressszidjanak mértéke asztmasokban és atopids dermatitisben
szenvedd betegek esetén emelkedett. A bazofilok monomer IgE hatasara, specifikus

antigén hianyaban termelik[149].

Egérrel végzett vizsgalatok bizonyitottak azt is, hogy az aktiv papain direkt mdodon
citokinprodukciora készteti a bazofilokat (IL-2, IL-4, IL-13, IL-31, TSLP), valamint
olyan kemokinek produkcidjara is, mint a CCL1.[136] A CCL1-rél kimutattak szintén

egérben, hogy allergia esetén upregulaciot mutat a tiiddben és ott az eozinofilok

crer

VEGF-ek tekintetében, melyek jelentds proangiogenikus faktorok, 3 VEGF-A
izoforma: VEGF-A121, VEGF-Aygs, VEGF-A1gg és két VEGF-B izoforma: VEGF-Big7,
VEGF-Bigs talalhatdo meg bazofilokban.[104]

Az utobbi két évtizedben jelentds 1épést jelentett a bazofilok kutatasdban specifikus
markerek megtalalasa, ilyenek a basogranulin, granular protein és a proBMP-1.[109,

151-153]

A bazogranulin IgE fiiggetlen és IgE filiggd moddon is képes a bazofilokbol
felszabadulni, igy alkalmas markere a bazofil aktivacidonak. A szecernalt

bazogranulinnak egy része a sejtfelszinhez tapad.[154]
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A Dbazofilok 4altal termelt citokinek és kemokinek révén betdltott sejtfunkciokat

abrazoltuk a 2. bran.
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2. abra. Bazofilok hatasa mas sejtekre kibocsatott citokinjeik, illetve kemokinjeik
révén.

(Neu: neutrofilok, Eos: eozinofilok, MC: hizésejtek, Ba: bazofilok, DC: dendritikus
sejtek, To: naiv T-sejtek, Th2: Th2-sejtek, Bo: naiv B-sejtek, IgE™: IgE-t termeld
plazmasejtek, 1gG4": 1gG4-et termel6 plazmasejtek, Byem: meméria B-sejtek)

2.3  MikroRNS-ek
A mikroRNS-ek csoportja olyan kis, evoltcidosan konzervalt, nemkodoldé RNS-eket
magaba foglalé csaladot jelent, melynek tagjai poszttranszkripcids szinten negativan

szabalyozzak a génexpressziot azaltal, hogy a target mRNS-iik 3> mRNS le nem

crcr

crer

primer mikroRNS a sejt DNS-ében kodolt, a magban atirédik, majd a Dosha enzim

feldolgozza, és a citoplazmaba exportalja, ahol RNaz Dicerek tovabb alakitjak. Végiil
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19-23 nukleotid hosszusagu, egyszali RNS-ek, vagyis érett mikroRNS-ek jonnek
létre.[155] A mikroRNS-eket elészor a sejtfejlodésben és differencialédasban fontos
faktoroknak tartottdk, de késébb szamos mas bioldgiai folyamatban igazolodott a
jelentéséglik, gy mint a sejt-differencidlodasban, az apoptdzisban, a szignal
transzdukcidban, a szervfejlodésben, valamint szamos human megbetegedésben, ugy
mint a fejlédési rendellenességek, rakos megbetegedések (beleértve a hematoldgiai
korképeket), gyulladasos megbetegedések[156, 157], asztma[158] és fert6zések[158]. A
kiilonb6z6 hematopoietikus szervek és sejttipusok meghatarozott mikroRNS-profillal
rendelkeznek, és a specifikus mikroRNS-készlet expresszidja dinamikusan valtozik a

sejtfejlodés soran.[156]

A mikroRNS-ek elnevezése a kovetkezOképpen torténik. Az érett mikroRNS-t ,, miR”
elnevezéssel jeloljiik, ami el6tt teljes név szerepeltetésekor 3 betlivel jeloljik a fajt,
utdna pedig a szekvencidlis szdmozas altal adott szam kovetkezik. *-gal jeloljiik, amikor
a predominans mikroRNS ellentétes karjardl van sz, amikor pedig nem teljesen
egyértelmi melyik kar a predominans, akkor a ,,miR” utan -3p vagy -5p all annak

megfelelden hogy a 3’ vagy az 5’ végen talalhatd karrol beszéliink.

2.3.1 A miR-223
A miR-223 a mieloid differencialédas esszencialis és kozponti jelentOségi
szabalyozdja, amely emberben feltehetden a  granulocita-differencidlodést

kontrollalja.[159]

Egy miR-223 génkiiitott egér modellben bizonyitottak, hogy a miR-223 a granulocita-
differencialodasnak és a neutrofil aktivacionak negativ regulatora. A miR-223 null
(miR-223 -/Y kiméra) egér csontvel6ben megemelkedett szamu granulocita progenitort
talaltak, valamint talérett és hiperszenzitiv keringd neutrofil-szerli fenotipusu sejtet
(hiperszegmentalt maggal ¢és ,holyagosodva”) figyeltek meg, aminek rendellenes
sejtvonal-specifikus marker expresszidja volt. Ebben az egérben gyulladasos
tiidoléziokat €s bakteridlis endotoxin hatasdra megnovekedett szovetroncsolddast is

tapasztaltak.[160] Egy mikroRNS-microarray tanulmany szerint a miR-223 a human
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periférids vér neutrofil granulcitdinak nagyobb mennyiségben eléforduld és minden

bizonnyal a legjelentdsebb mikroRNS-e.[161]

Eozinofilok esetén a miR-223 hidnya az eozinofil progenitorok megnovekedett

crer

differencialodasa és upregulacioja késleltetetté valt.[162]

A miR-223 jelentdsége azonban nem Kkorlatozodik pusztan a granulocita
differencialodasra. A monocita/makrofag differencialédas sordn a miR-223 az NFxB
aktivaciot modulélja és az IKK-a-t, mint célgént koti, ami az NFxB utvonal tagja. A
monocita/makrofag differencialddas soran a miR-223, a miR-16 és a miR-15a expreszio
csokken, mig az IKK-a0-¢é megnovekszik, ami hozzajarul relB/p52 produkcidhoz és
represszidhoz mind az altalanos, mind a nem-altalanos NFxB utvonalakon keresztiil.
fgy védi meg a makrofagokat a tulaktivalodastol, de valosziniileg szenzitizalja ket egy
jovobeni NFkB-szignalizaciés eseményre. Azt feltételezi, hogy bizonyos mikroRNS-
eknek a differencialédas soran torténé fogyasa oda vezethet, hogy a makrofagok
megfelelden képesek valaszolni a fertézésre, azonban ez esetben tovabbi

szovetkarosodas varhato.[163]

A miR-223 az angiogenezist antagonizalja, és overexpresszidja gatolja a megfeleld
receptorok és a protein-kinaz B aktivaciojanak mind a VEGF-, mind a bFGF-indukalt
foszforilacigjat. Ez a jelenség jol korrellal a B1-integrinnek, mint a miR-223 targetjének,

downregulalodasaval.[164]

A miR-223 kapcsolodik az embrionalis fejlodés soran jelenlevd transzkripcios
faktorhoz, az AN2/PAX6-ot vagy oculorhombinhoz, valamint glioblastomaban
tumorszupresszor szerepet jatszik. A miR-223 overexpresszidja ¢s az AN2/PAX6

crer

matrix-metalloproteinazok, az MMP-2 ¢és MMP-9, valamint a VEGF-A

--------

szupresszalja azaltal, hogy célgénként koti a Caprin-1-et.[165] A Caprin-1 egy széles
korben expresszalddo, jol konzervalt citoplazmatikus foszfoprotein, amely a sejtciklus

G1-S fazisanak szabalyzasa altal sziikséges a normalis fejlédéshez.[166]
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A granulocita-differencialodas egymast kovetd allomasai soran a miR-223 expresszidja
szignifikdnsan megnovekszik. Ebben a folyamatban a miR-223, mint célgénhez
kapcsolodik a granulocita/neutrofil differencialodashoz sziikséges NFI-A transzkripcios
faktorhoz, amely a mieloid-specifikus C/EBPa faktorral versenyben all a miR-223
promoteré¢hez vald kotddésben. Ez a mikroRNS igy egy szabalyozasi hurkot indukal a
mieloid progenitor fejlédésben és differencialédasban, ahol az NFI-A a miR-223 altal
downregulalodik, ugyanakkor a miR-223 a C/EBPa altal upreguldlodik. A miR-223
expresszid megndvekedése az inhibitoros NFI-A C/EBPa altali helyettesitése révén
valosul meg.[159, 167] Mas adatok alapjan viszont a helyzet ennél bonyolultabbnak
tlnik. A miR-223 gatolja a Mef2c transzkripcids faktort, ami a mieloid progenitor
differencidlodés eldsegitésében érintett, s amirdl Gigy tlinik, hogy felelés a miR-223 KO
egerek neutrofiljainak fenotipusos és mennyiségbeli valtozasaiért.[160] A C/EBP-n
kiviil, a PU.1 mieloid transzkripciés faktor, a hematopoietikus differencialodas
kulcsregulatora is indukalja a miR-223 expressziot, mig a GATA-1 represszalja
azt.[168] A C/EBPa a granulopoiesis soran downregulalja a sejtciklus-regulator E2F1
proteint, az E2F1 pedig gatolja a miR-223 transzkripcidt, mig a miR-223 célgénként
koti az E2F1-et és ezaltal blokkolja a sejtciklus fejlodést AML sejtekben, egy negativ
autoregulatoros hurok segitségével tehat.[169] AML-ben pedig bizonyitottak, hogy a
C/EBPa direkt modon hozzajarul a betegség fejlodéséhez.[170]

A miR-223 és az azt befolyasold transzkripciés faktorok kdolcsonhatasainak

Osszefoglalasa lathat6 a 3. abran.
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3. abra. A miR-223 szabalyozasaban tobb autoregulatoros hurok vesz részt.

Az is bizonyitott tény, hogy a miR-223 human AML-ben downregulalodik.[169] Fiatal,
citogenetikailag normalis AML-es betegek esetén a RUNXI transzkripcids faktor
mutacidja rossz klinikai kimenetelt sejtet, az ilyen paciensekben tovabba a C/EBPa
downregulalt.[171] Egy masik forras szerint ezzel ellentétben azt feltételezik, hogy a
miR-223 altal medialt C/EBPa upregulacio egy lehetséges oka lehet annak, hogy AML-
es betegek sejtjeiben a miR-223 erésen expresszalodik.[172]

Erdekes modon, egy nemrég megjelent tanulmanyban Filkova és munkatérsai azt
vetették fel, korai reumatoid artritiszes (ERA-s) betegekben a miR-16 és a miR-223
expresszids szintjének monitorozésa altal prediktalhatdé a betegség kimenetele. A
szerzOk alacsonyabb keringésben levd miR-16, miR-155 és miR-146 expresszios
szintrl szamolnak be ERA-s betegekben ¢és egészséges kontrollokban, mint reumatoid
artritiszes (RA-s) betegek esetén. ERA-s betegekben Osszefiiggést talaltak a miR-223
szintje és a periférialis limfocita-szam kozott is. Ugy néz ki tovabba, hogy terapias
beavatkozast kdvetden a magasabb keringésben levé miR-223 alapszint jobb prognézist

jelent az ERA-s paciensek betegségének aktivitasa szempontjabol.[157]
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Egy egér asztmamodellben microarray analizist végeztek allergén-expozicionak kitett
tiidébol 3 iddpontban (rovid-, kozepes- €és hosszutavi expoziciot kovetden). Azt
talaltdk, hogy a miR-223 szignifikdnsan upregulalodott a rdvidtava, és
downregulalddott a kozepes idotartamu aeroszol expoziciot kovetden. Tovabba, a miR-
223 potencialis targetjeinek szamito6 mRNS-ek (Arid4b, IL-6 és Lpin2) a rovidtava
expozicio alatt downregulaloédtak. Hosszatava behatdsra a miR-223 esetén nem volt

tapasztalhat6 szignifikan expresszios valtozas.[173]

A miR-223 tuberculosis (TB) alatt er6sen expresszalodik emberben, ahogy azt egy
microarray kisérlet mutatta, amit aktiv tiid0 TB-s betegek és latensen fertézott
egészséges egyének bevondsival végeztek. A human TB-hez hasonléan, a miR-223
upregulalédott Mycobacterium tuberculosis-fert6zott egerekben is. Tovabba, a miR-223
delécioja a TB-re rezisztens egerek létrejottét okozta, és ugy néz ki, hogy miR-223
makrofdgokban az NFkB aktivitast, mieloid sejtekben a citokin kibocsatast szabalyozza
TB soran. Egy masik, Mycobacterium tuberculosis-fert6zést koveté 14 és 21 napos
tidoszovetet vizsgaldé microarray-es mérés szerint, TB sordn a velesziiletett
immunrendszer sejtjeinek tiidébe valdo 6zonlése - kemoattraktaktansok szabalyozasa
révén - a miR-223 altal modositott folyamat. A Cxcl2-t, a Ccl3-at és az IL-6-0t a miR-
223 1y targetjeinként azonositottdk. A fert6zott, miR-223 KO éllatok mortalitasa 80-
100%-o0s volt, mig csak 10%-os a vad tipusi parjaé. A neutrofilok kitiriilése
meghosszabbitotta az allatok €letét, mig miR-223 hidnydban a morbiditas f6 oka a
neutrofil gyulladas, és az azt kdvetd szoveti atrendezddés. Azt is feltételezték, hogy a
miR-223 altal célgénként kotott kemokinek, mint a CXCL2 és a CCL3, valamint a
proinflammatorikus citokin IL-6 jelentds szerepet jatszik ezekben a folyamatokban.
Elmondhaté tehat, hogy a miR-223 a neutrofil kemotaxis negativ feedbackjét segiti
el6.[174]

Huchenbaueret és tarsai kimutattdk, hogy a mikroRNS duplexekrdl alkotott altalanos
feltételezések ellenére, a miR-223 duplex mindkét karja aktiv szerepet vallal. A miR-
223"-nak, vagyis a hagyomanyosan nem funkcionalisnak hitt karnak, a mieloid
progenitor sejtekben szabalyozo szerepe van. Egy egér miR-223 knock out modellben,
ahol a miR-223 ,seed” régidja (az érett miRNS 5' 2-8. pozicidja) inaktivalt volt, a

kolonia-formald sejt mennyiség szignifikansan redukéalodott. Szintén bemutatésra kertilt
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target predikciok és egy miR-223 KO — miR223 vad micorarray segitségével, hogy
mind a miR-223, mind a miR-223" az IGF1R-hoz, mint célgénhez kapcsolodik. Tehat
elképzelhetd, hogy kooperativ szerepiik van az IGF1R/PI3 tengelyen, ami a fejlodési és
malignus folyamatok kulcs tutvonala. A szerzOk tugy talaltdk hogy a mi-223"
magasabban expesszalodott egészséges donorokban, mint AML-es paciensekben, és a
magas miR-223" expresszios szinttel szignifikansan osszefiiggésben allt egy magasabb
rendd, teljes talélés.[175]

2.3.2 miR-155

A miR-155 kritikus szerepet jatszik a hematopoiesisben és szabalyozza a limfocita
homeosztazist és toleranciat.[176] Egy nemrég megjelent, a leukocitik mikroRNS
expresszids profiljanak feltérképezésére végzett miRNS tanulményban megallapitést
nyert, hogy a miR-155 specifikusan a limfoid vonal sejtjeire jellemz6, ugyanakkor
neutrofilokban, eozinofilokban és mieloid dendritikus sejtekben downregulalodott.[177]
Masfelol, a miR-155 hosszantartd expresszidja a hematopoietikus Jssejtekben
megndvelheti az éretlen granulocita-szamot in vivo.[178] A miR-155 a normalis
immunfunkcidkhoz sziikséges, hiszen a miR-155-hidnyos egér erdsen érzékeny a
Salmonella typhimurium-fertézésre. Rodriguezet és tarsai feltételezik, hogy az IL-4
promoter kotédése a c-Maf transzkripcios faktorhoz a miR-155 altal gatolhato. Ez
megnoveli annak lehetdségét, hogy a miRNS-ek jelentdsek lehetnek a Th2 iranya

humoralis immunvalaszokban is.[179]

A miR-155 szamos malignancia esetén a legaltalanosabban overexpresszalodo
mikroRNS. Osszefiiggésben all emld-, tiidé-, maj- és a limfoid rendszer rakos
megbetegedéseivel, igy tehat a miR-155-6t blokkold dgensek kiemelkedd jelentdségliek
lehetnek a rakterapiaban.[180]

Egy egér asztma modell szerint a miR-155 szignifidnsan upregulalodik kozepes
id6tartamti aeroszol expozicid kovetkeztében.[173] Azt is fontos megemliteni, hogy azt
a kromoszomalis régio, ahol a miR-155 lokalizalodik (21kromoszoma, q21) kordbban
szintén Osszefiiggésbe hoztdk mar az asztmara vald megndvekedett érzékenységgel a

dél-dakotai hutteritaknal, egy alapito, eurdpai 6stdl szarmazo populacional.[181]
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betegek periféridlis vérébdl szdrmazd mononuklearis sejtekben. A miR155

upregulacidja az MMP3-expresszid csokkenését eredményezte.[182]

A miR-155 képes modulalni a mieloid sejteket néhany, a kozponti idegrendszert érintd
patologiai folyamat esetén. A miR-155 expresszio szignifikdnsan emelkedett a keringd
CD14+ monocitdkban Multiplex Sclerosis-os paciensek korében, az egészségesekkel
Osszehasonlitva. A miR-155 transzfekcidja megnoveli a TNFa, az IL-6, a CD80 és a
CCR?7 expressziot, mig a miR-155 altal célgénként kotott gén, a SOCS1 expresszidja
lecsokkent human mikroglidkban. Masik oldalrol, az IFNy szignifikdnsan
megemelkedett a CD4+ T-sejt miR-155-transzfektalt monocita-eredetii makrofag
kokultura feliiliszojaban.[183]

2.3.3 miR-16

A miR-16 egy erésen konzervalt mikroRNS, az eukariota sejtek szinte mindegyikében
expresszalodik, s az els6k kozott hoztak human malignanciakkal kapcsolatba.[184] A
miR-16 hatassal van a sejtciklusra, gatolja a sejtproliferaciot, eldsegiti az apoptozist,
befolyasolja a tumorigenezist.[185, 186] A miR-16 kiilonb6zé raktipusokban — CLL-
ben[184, 187], prosztatarakban[188] ¢és tiidérakban[189] - gyakran deletalt és/vagy
downregulélt. A miR-181a és a miR-16 expresszidja napi valtozatossagot mutat human

leukocitakban.[190]
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3 CELKITUZESEK

A kutatok és klinikusok korében régota ismert tény, hogy a gyulladasos folyamatok,
kivaltképp ha huzamosabb ideig fennallnak, tumoros elvéltozasok beindulasat
eredményezhetik a szervezetben. Bizonyos példaul, hogy azok a gyulladasos
mediatorok, melyek normal koriilmények kozott rovidtava gyulladast eredményeznek,
majd down-regulalédnak, amennyiben nem megfelelden szabalyozodnak, eldsegithetik
bizonyos tumorok fejlédését, invazivitasat, illetve angiogén aktivitasat. Erdemes tehat a
gyulladasban jelentds immunsejteket ilyen szemszogbdl is megvizsgalni. Arrol, hogy a
jol ismert gyulladasos mediatorok (pl. hisztamin) a tumoros folyamatokban milyen
jelentds szerepet vallalnak, egyre tobbet tudunk. Az azonban, hogy milyen egy¢éb, eddig
ismeretlen molekuldk vesznek még részt a gyulladasban megismert sejtek tumoros

folyamatokkal kapcsolatos funkcidiban, eleddig meglehetdsen ismeretlen teriilet.

e Célunk volt tehat a hizosejtekben és az eddig sokszor méltatlanul mell6zott

bazofilokban 1) gének, ill. mikroRNS-ek azonositésa.

e A differencialtatott mukozalis hizosejtekbdl végzett microrarray kisérlet alapjan
célunk volt olyan proteazok ¢és protedz-inhibitorok megtaldlasa, melyek

expresszioja hizosejtekben korabban még nem volt ismert.

o A kivalasztott gének real-time PCR-rel valo validalasa és a funkcionalis relevans

gének expressziojanak fehérjeszinten torténd megerdsitése.

e A validalt gének funkcidinak megbecslése az adott gének mas sejtekben,
szovetekben valo szerepét targyalo irodalmi adatok alapjan, és az igy a felmeriilt

funkcidk igazoldsa vagy elvetése a mukozalis hizosejtekben.
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e Irodalmi adatok alapjan kivalasztott mikroRNS-ek expresszidjanak bazofilokban

valo igazolésa.

e A bazofilok differencialédasahoz, illetve aktivacidjahoz sziikséges IL-3 hatasa

az azonositott mikroRNS-ek expresszidjara nézve.
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Csontvel6i 0ssejtek izolalasa és hizosejtté valo differencialtatasa

2-4 honapos Balb/c vad, néstény egerek csontveldi sejtjeinek izoldlasa céljabol, cervikalis
diszlokaciot kovetden, steril eszkdzokkel mindkét femurt eltavolitottuk az egerekbdl, majd
atmostuk a csontvel6t FCS-sel (Gibco BRL, Scotland). Ezt kovetéen a sejteket kétszer
mostuk PBS-sel.

A c-kit pozitiv populacié kinyerésére a sejtfelszini CD117 alapjan magnesesen kétszer
szeparaltuk a sejteket MACS LS szeparacios oszlopokon (Miltenyi Biotec, Németorszag).

Valamennyi reagenst a gyartd leirasa alapjan hasznaltuk.

A Balb/c-egér csontveldi 6ssejteket 10 % FCS-sel (Gibco BRL, Scotland), 100 U/ml
penicillinnel, 0,1 mg/ml streptomycinnel, 1 mM piruvattal és 1 mM nem-eszencialis
aminosavval (Sigma, MO, USA) kiegészitett DMEM médiumban (Sigma, MO, USA)
tenyésztettik. A tenyésztés 37°C-0s, 5% CO,-ot tartalmazo, vizgdzzel telitett atmoszférikus

kornyezetben tortént.

A csontveldi szeparaciobol szarmazd sejtekhez hozzdadtunk 40 ng/ml rekombinans egér
SCF-et (Serotec, Nagy-Britannia) és 4 ng/ml rekombinans egér I1L-3-at (Sigma, MO, USA),
valamint néhany kisérletben emellett 2 ng/ml human TGF-B1-et (Serotec, Nagy-Britannia)
és 10 ng/ml IL-9-et (Sigma, MO, USA) is adtunk a tapoldathoz, igy biztositva a
koriilményeket az in vitro létrehozott, mukozalis hizdsejteknek megfeleld tipusu sejtek

differencialodasahoz.
A tapoldat felét 4-5 naponta cseréltiik.

20 nap differencialodas utan a sejtkultura homogenitasat alcidnkék-safranin festéssel és

aramlasi citométerrel ellendriztiik.

A hizoésejt-differencialddas soran bekovetkezd génexpresszids valtozasok vizsgalata céljabol
a sejttenyésztés 4. és 20. napjan a sejtkultura sejtjeib6l magneses szeparaciot végeztiink a

sejtfelszini CD117 alapjan, a fent emlitett modon.
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4.2 Koldokvér eredetii hizosejtek izolalasa

A koldokvér-eredeti human mononuklearis sejtek szeparalasa Histopaque oldat (Sigma-
Aldrich, MO, USA) segitségével torténd stiriiség alapu elvalasztassal, majd a CD34"
Ossejtek magneses szeparacioja segitségével tortént (Miltenyi Biotec, Németorszag). A
sejttenyésztés komplett DMEM tapoldatban, 40 ng/ml SCF, 20 ng/ml IL-6 (Serotec, UK) ¢és
3uM lizofoszfatsav (Sigma-Aldrich, MO, USA) hozzdadéasaval tortént. A tapoldat felét 4-6
naponta cseréltiik. 6 hét elteltével a sejteket magnesesen szeparaltuk egér anti-human CD117

antitesttel (Pharmingen, CA, USA) és magnesesen jelolt, kecske anti-egér IgG-vel (Miltenyi
Biotech, Germany).

4.3 A peritonealis hizosejtek izolalasa
A peritonealis sejtek kinyeréséhez szintén cervikalis diszlokaciot alkalmaztunk, majd kb. 15
ml jéghideg PBS-t injektaltunk a hasiiregbe. 1-2 perces inkubaciot kdvetden a folyadékot

kiszivtuk, jégre tettiik, majd még egyszer megismételtiik a folyamatot.

Ezt kovetden a sejteket a sejtfelszini CD117 alapjan magnesesen kétszer szeparaltuk MACS

LS szeparacios oszlopokon (Miltenyi Biotec, Németorszag).

A sejtkultira homogenitasat alcidnkék-safranin festéssel és daramldsi citométerrel

ellendriztik.

4.4  Toluidinkék és alciankék-safranin festés

A hizésejtkulturabol vett kis aliquotokat targylemezre citocentrifugaltuk (Shandon
Cytospin3 Cytocentrifuge), a centrifugalt sejteket a festés el6tt 10 percre jéghideg metanolba
helyeztiik, majd 0,1 %-os toluidinkék (pH 1) (Sigma-Aldrich, MO, USA) vagy alciankék-
safranin (Sigma-Aldrich, MO, USA) oldatban inkubaltuk 45 percig, szobahémérsékleten. A
pozitiv sejtek ardnydnak (toluidinkék esetében a metakromdzids sejtek aranya)

meghatarozasat kovetden a min. 90%-os tisztasagu sejtkulturakat hasznaltuk fel.
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4.5 Hizosejtek vizsgalata aramlasi citometriaval

PBS-sel vald mosast kovetéen a mintdkat 25 percig inkubaltuk az ellenanyaggal
szobahOmérsékleten, majd centrifugaltuk. A kovetkezd ellenanyagokat hasznaltuk fel
kisérleteink soran: anti-human CD117 PE, anti-egér CD117 APC, anti-egér B220 PE, anti-
egér CD11b PE (Pharmingen, CA, USA), egér anti-humdn triptdz, egér anti-human kiméz
(Chemicon, CA, USA) ¢és anti-egér IgG FITC. Végiil a mintdk moséasa utdn a mérés
FACSCalibur (Becton Dickinson, CA, USA) miiszeren tortént.

Intracellularis dramlési citométeres analizis elokészitése soran a sejtek jeldlését megelézden
a mintakat 2%-0s PFA-ban (Sigma-Aldrich, MO, USA) fixaltuk 20 percig, majd 0,1 %-0S
szaponinban (Sigma-Aldrich, MO, USA) permeabilizaltuk.

4.6 RNS-izolalas, minéségellendrzés és real-time PCR

A kiilonb6z6 hizosejt mintakbol RNS izolalast végeztiink RNAEasy Isolation Kit (Qiagen,
CA, USA) segitségével. A teljes RNS mennyiségi és mindségi ellenérzése Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, CA, USA) berendezés felhasznalasaval tortént. Mind a
Real-time PCR, mind a microarray kisérletekhez csak azon mintakat hasznaltuk fel, melyek
esetében az RNS integritasi szam (RIN) 8.0 folotti, a gélkép tiszta és DNS szennyezddés

nem volt kimutathat6 a hisztogramjukon.

1 U MuLV Reverz Transzkriptaz (Applied Biosystems, CA, USA) enzim segitségével 1 pug
RNS-t irtunk at random primerek (Promega, WI, USA) felhasznaldsaval 42 °C-on, 55
percig, majd inaktivaltuk a MuLV enzimet 95°C-on, 5 percig.

A real-time PCR-reakciot 25 ul végtérfogatt, 1,5 ul cDNS-tartalmu mintakkal végeztiik el,
ABIPrism 7000 berendezés segitségével (Applied Biosystems, CA, USA). Minden reagenst

a gyarto leirasa alapjan hasznaltunk.

4.7 Microarray és IPA
A microarray kisérletekhez Agilent Mouse Oligonucleotide 22K (Toxicology) chipeket

hasznaltunk. A GeneSpring 7.3 szoftverbdl szarmazd génexpreszids adatokat tovabb
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analizaltuk Ingenuity Pathway Analysis alkalmazas (Ingenuity Systems, CA, USA)

segitségével.

4.8 Western-blot analizis

A sejteket lizispufferben (100 mM Tris, 1% Triton X-100, 1 mM EGTA, 2 mM NaF, 10
pg/ml leupeptin, 2 mM PMSF, 10 mM Na-vanadat, 1% aprotinin) denaturaltuk, majd
Bradford-modszerrel meghataroztuk a mintak fehérje-tartalmat. Mintanként 15 pg fehérjét
denaturaltunk és redukaltunk B-merkaptoetanolban 100 °C-on 5 percig, majd futtattunk 10
%-0s SDS-PAGE segitségével. A futtatas eredményét Immobilon-P membranra (Millipore,
MA, USA) blottoltuk. Molekulasuly markerként egy ,,full-range Rainbow”-t hasznaltunk
(Amersham Biosciences, NJ, USA). A membranokat 10% tejporos PBS-tartalmua oldattal
blottoltuk 1 6ran at majd az els6dleges ellenanyagot 1% tejpor-és 0,1% Tween-20 tartalma
(Sigma,MO, USA) PBS-oldatba helyeztiik 2 6ra hosszara, szobahémérsékletre. Erdteljes
Tween-es PBS-ben torténd mosas utan a HRP-konjugalt masodlagos ellenanyaggal
inkubaltattuk 45 percig. Az el6hivatas ECL Plus Western Blotting Detection System
segitségével tortént (Amersham Biosciences, MJ, USA).

Housekeeping kontrollként anti-tubulin ellenanyagot hasznaltunk.

Munkank sordn a kovetkezd antitestek keriiltek felhasznalasra: nytl poliklonalis anti-N-
terminalis HtrA 1 antitest (Abgent, CA, USA 1:250-es higitasban), egér anti-huméan HtrAl
(R&D Systems, MN, USA), patkany anti-tubulin antitest (Serotec, UK, 1:1000-es
higitasban), anti-patkdny HRP (1:10000-es higitasban), anti-egér HRP (1:10000-es
higitasban), anti-nyal HRP (1:8000-es higitasban).

Valamennyi reagenst a gyartok javaslatai szerint hasznaltunk.

4.9 ELISA assay-k

A hisztamin ELISA kereskedelmi forgalombol szarmazott (Beckman Coulter, CA, USA 0,5
nM szenzitivitds). A sejtkultira feliiliszojaban talalhatdo HtrA1l fehérje detektalasara sajat
fejlesztésli ELISA-t hasznaltunk. Maxisorp lemezek felszinét (Nunc, Denmark) nyul
poliklondlis anti-HtrAl N-termindlis antitesttel (0,5 pg/lyuk, 100 pl-es térfogatban)
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inkubaltunk egy ¢jszakan keresztiil, majd blokkoltuk 1% BSA-t tartalmazé PBS + 0,5%
Tween-20 oldatban. Elfogd antitest gyanant monoklondlis anti-humén HtrAl-et
alkalmaztunk, 1 pg/ml-es koncentracioban, majd masodlagos antitestként HRP-konjugalt
anti-egér antitestet, 1:10000-es higitasban. A reakciot végiill TMB-szubsztrat segitségével
tettiik lathatova, 2N kénsavval allitottuk le, majd 450 és 540 nm-en olvastuk le (Labsystems
Multiscan MS Reader).

4.10 Konfokalis lézer pasztazé mikroszkopos vizsgalat

A human hizésejtkultirdk aliquotjait targylemezre citocentrifugaltuk, majd 10 percig 2%-0s
paraformaldehidben fixaltuk 6ket. A mintdkat ezutdn 3-szor mostuk mosdpufferben (5%
BSA ¢s 0,05% Tween-20 tartalma PBS), majd az aspecifikus kotést kialakitdo részek
blokkolasara nem-immun egér szérummal (DAKO, Denmark) inkubdltuk 45 percig,
szobahdmérsékleten. A sejteket egér anti-human HtrAl antitesttel jeloltik (5 pg/ml), 60
percig szobahémérsékleten inkubaltuk, majd PBS-ben mostuk 3-szor. A sejteket ezutan
FITC-cel jelolt anti-egér masodlagos antitestekkel inkubéltuk 40 percig szobahdmérsékleten,
¢és Daunorubicinnal (Sigma-Aldrich, MO, USA) festettiik. Az elkészitett targylemezeket
Bio-Rad MRC 1024 konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkoppal vizsgaltuk, fényforrasként
argon/kripton vegyes gazlézert alkalmazva. A 1ézert 480 nm-es hullamhosszon gerjesztettiik.
Minden negativ kontroll (melyek elokészitésekor az els6dleges antitestet kihagytuk)

esetében a fluoreszcens hattér elhanyagolhatonak bizonyult.

4.11 Statisztikai elemzés
Az adatoktol fliggben egyszempontos ANOVA-t, majd ,,Tukey’s all pairwise multiple

comparison”-t; illetve Student-féle t-probat alkalmaztunk.

Az adatok kiértékeléséhez Excel-t, illetve Statistica 7-es verzidju szoftvereket hasznaltunk.

4.12 Human vérmintak
A felhasznalt periférias vérmintak normal felndtt egészséges véradok vérmintai, melyek az

Orszagos Vérellatd Szolgalattol szarmaznak. A teljes kisérleti periddus alatt az 1975-0s
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Helsinki Deklaratum utmutatoja és szabalyrendszere alapjan jartunk el, és a kisérletek a

Magyar Tudoményos Etikai Bizottsadg jovahagyasaval torténtek.

4.13 Bazofilok periférias vérbol valo immunomagneses szeparalasa és IL-3-mal
valé in vitro stimulaciéja

Bazofil granulocitdk periférids vérbol vald izolalasdra egy kétlépéses modszert
alkalmaztunk, melynek soran elsé 1épésben stirliség alapt szeparalast végeztiink HetaSep ™
(StemCell Technologies Inc., Canada) segitségével, majd allomagnes és az EasySep Human
Basophil Enrichment Kit (StemCell Technologies Inc., Canada) felhasznalasaval a bazofil
sejteket negativ izolalassal valasztottuk el. [191] Az izolalt bazofil populaciok tisztasagat
FACSCalibur (BD Biosciences) aramlasi citométerrel (FSC/SSC) ¢és May-Griinwald
(Sigma-Aldrich, MO, USA) festéssel igazoltuk.

A humén bazofil mintdkat 10% FCS, 100 U/ml penicillin és 0.1 mg/ml streptomycin
tartalmu komplett RPMI médiumban inkubaltuk 100 percig 10 ng/ul hIL-3 (Sigma-Aldrich,
MO, USA) jelenlétében vagy hianyaban, 3-5x10° sejt/well vagy lyuk elosztisban, 96-lukd
lemezben. A klasztereket formazo €16 sejtkulturakat 37°C-os inkubatorral kiegészitett Nikon

Diaphot TMD-EF tipust mikroszkdpban fényképeztiik le (Nikon Inc., Japan).

4.14 A human bazofil sejtek festése May-Griinwald festékkel

Az izolalt bazofil mintakbdl vett kis aliquotokat targylemezre citocentrifugéaltuk (Shandon
Cytospin3 Cytocentrifuge), majd 3 percig 0,25% May-Griinwald (Sigma-Aldrich, MO,
USA) oldatba martottuk.

4.15 A human bazofil granulocitak mikroRNS-einek izolacioja és detektalasa

A miRNS izolacidhoz, illetve kimutatashoz egyarant TagMan MicroRNA Cells to Ct Kit
(Applied Biosystems, CA, USA)-et hasznaltunk, a gyartd utasitasai szerint megadott modon.
A génexpresszids analizishez AACt modszert alkalmaztunk. A delta-delta Ct értekek
normalizalasdhoz RNU48-at, mint endogén kontrollt alkalmaztunk.[192]
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A real-time PCR amplifikaciokhoz a TagMan microRNA Assay-k szekvencia-specifikus
primereit hasznaltuk (RNU48 Assay ID 001006, hsa-miR-16 Assay ID 000391, hsa-miR-
155 Assay ID 002623, hsa-miR-223 Assay ID 002295) ABIPrism 7000 berendezésen. A
technikai beallitasokhoz a kisérletek megkezdése elott egy eldkisérletet végeztiink, a gyartd

utasitasai szerint (az adatok itt nem keriilnek részletezésre).

4.16 A miRNS-ekre vonatkozé target predikcié és utvonal-elemzés

A hsa-miR-223, hsa-miR-155 and hsa-miR-16 esetében lehetséges potencialis targetek
azonositasa érdekében ’multiple’ miRNS elemzést végeztink DIANA-mirPath software
segitségével. Az altalunk hasznélt *multiple’ miRNA analizis olyan utvonalak azonositasat
végezte el, amelyek a 3 miRNS esetében egyiittesen megvalosulhatnak. Ezek koziil is azon
utvonalakat kerestiik, melyeket az 5 keresd algoritmusbdl legalabb 3 egyarant azonositott.
Kozottiik szerepelt az *FceRI szignalizacids Gtvonal’, valamint a ‘Hisztidin metabolizmus

utvonal’ is, melyek szamos bazofil granulocita funkcidval is kapcsolatba hozhatdak.
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5 EREDMENYEK

5.1 A csontveléi CD117 sejtek mukozalis hizésejtekké torténé differencialtatisa
Egér mukozalis hizésejtek in vitro differencialtatisa érdekében, a csontvel6bol
izolalt CD117" sejteket IL-3+SCF+IL-9+TGFp jelenlétében tenyésztettilk, majd a
differencidlodas két kiilonbozé iddpontjdban magneses szeparacidt végeztiink a
sejtfelszini CD117 expresszid alapjan. Az elsé idOpont - a sejtdifferencialodas 4.
napja — a differencialédas olyan stadiumat jelenti, melyben a sejtek jellemzden
hizosejt progenitoroknak felelnek meg. A teljesen érett mukozalis hizosejtek a
differencidlodés 20. napjan izolalt sejteknek felelnek meg. Az altalunk vizsgalt
sejtpopulaciok tisztasaga 95%-osnal nagyobb volt, ahogyan azt 4aramlasi
citometridval igazoltuk (5.a dabra). Alciankék-safranin festéssel negativnak
bizonyultak a 4 napos sejtek (5.b abra), valamint esetiikben csokkent Mcptl
expresszid volt megfigyelhet6. Ezzel szemben a 20 napos sejtek alciankék-safranin
festéssel kékre szinezddtek (4.4bra), és esetiikben jelentés Mcptl expresszid volt
megfigyelhetd — ezaltal bizonyitva, hogy ez az érett tipus a mukozalis hizdsejtek

iranyaban elkotelezddott sejteknek felel meg.

a b
bss

4. abra. A differencialodo egér mukozalis hizosejtjeibol szarmazo sejtpreparatum
festédése alciankék-safraninnal.

a) IL-3, SCF, IL-9 és TGFp jelenlétében differencialtatott hizosejt-progenitorok.
b) A 20. napon szeparalt mukozalis hizosejtek.
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Tovabbd, az IL-3+SCF+IL-9+TGFp jelenlétében 20 napig differencialtatott sejtek
esetében alacsonyabb c-kit expresszié volt megfigyelhetd, mint az IL-9 és TGFp
hianyaban tenyésztett 20 napos populacié esetében[193] (5.c 4abra). Sét, az
alacsonyabb sejtfelszini c-kit expresszi6 mellett magasabb mRNS expressziot
mutattak Mcptl-re nézve, ahol az Mcptl az érett mukozalis hizosejtek jellemzo
proteazédnak génje (5.d é&bra). Ezen eredmények jol korrelldlnak azon korabbi
feltételezéslinkkel, hogy a szoban forgd sejtek az érett mukozalis hizdsejtek

megfeleloi.
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5. abra. IL-3, SCF, IL-9, TGFBI jelenlétében érett mukozalis hizésejtek jonnek
létre 20 napos sejtkulturaban, ahogy azt a csak IL-3 és SCF-tartalmu
sejtkulturaban differencialtatott éretlen kontroll sejtekhez viszonyitva lathatjuk.

a) c-kit expresszié novekedése figyelheté6 meg a differencialédas soran (aramlasi
citometria; sima vonal: 4 napos, vastag vonal: 20 napos, pontozott vonal: izotipus
kontroll). (b) A 20 napos sejtkultiraban magasabb Mcptl expressziot
tapasztaltunk real-time PCR mdédszerrel (n=4, t-teszt: p=0,015. A 4 napos
sejtkultiraban mért expresszios szintet vettiik 100%-nak.) (c) Az IL-9 és a TGFpI
csokkenti a hizosejtek c-kit expreszidojat (Aramlasi citometria; sima vonal: IL-3 és
SCF jelenlétében differencialtatott kontroll sejtek, vastag vonal: IL-3, SCF, IL-9 és
TGFBI jelenlétében differencialtatott sejtek, pontozott vonal: izotipus kontroll). (d)
A mukozalis hizosejtek érésének bemutatasa a megemelkedett Mcptl expresszio
altal (real-time PCR, n=4, t-teszt: p=0,01). Az IL-3 és SCF jelenlétében fenntartott
sejtkulturak (éretlen hizosejtek) expresszidjat tekintettiik 100%-nak.
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5.2 A mukozalis hizésejtek érése soran kiilonb6zoképpen expresszalodo proteaz
és proteaz-inhibitor gének kivalasztasa

Annak érdekében, hogy rataldljunk azon génekre, amelyek expresszidja
megvaltozik a mukozalis hizdsejtek differencialodasa soran, a 4 és 20 napos mintak
kétcsatornds micorarray kisérletben Osszehasonlitasra keriiltek. A kapott adatok
koziil a p<0,05 szinten (Benjamini-Hochberg-féle hamis elfogadasi arany alapjan)
tobb, mint 2-szeres upregulacidban részesiilt géneket sziirtiik ki. Mivel a hizésejtek
gazdag forrasai kiilonb6z6 proteazoknak, a 240 szignifikansan upregulalodott gén
kozil kivalasztottuk a protedzokat és proteaz-inhibitorokat. Ahogy az véarhatd volt, a
lista szamos jol ismert, hizésejt-specifikus protedz gént tartalmazott (Mcpt5, Mcpt6,
Mcptl), valamint olyanokat is, melyek funkcioja még kevéssé ismert (triptaz-gamma
1, masnéven transzmembran-triptaz). S6t, olyan proteaz, illetve proteaz-inhibitor
géneket is azonositani tudtunk, melyek hizésejtekben valo eléfordulasa korabban
még nem volt ismert. A microarray eredményeket Prss1l (HtrAl), Spink2, Tpsgl,

Mcpt6 és Mcptl esetében real-time PCR moddszerrel validaltuk.

5.3 A HtrAl (Prssll) az érett mukozalis hizosejtekre nézve specifikusnak
bizonyult
A kivalasztott protedzok ¢és protedz-inhibitorok expresszidjanak mértékét
megvizsgaltuk éretlen €s érett mukozalis hizosejtekben, illetve a kiilonb6z6 hizosejt-
populacidkban. Kisérleteink soran az érett mukozalis hizésejteket 1L-3, SCF, IL-9 és
TGEFBI jelenlétében differencialtattuk, mig az éretlen hizosejtek IL-9 és TGFBI
hianyaban néttek, a kotdszoveti hizosejteket pedig a peritobneumbdl izolaltuk. Tukey
HSD post hoc teszttel a kovetkezd szignifikdns kiilonbségek latszottak az adott
csoportok kozott: Spink2-re éretlen-kotészoveti (p=0,0008), mukozalis-kotdszoveti
(p=0,0017), Tpsgl-re éretlen-kotészoveti (p=0,0026), mukozalis-kotdszoveti
(p=0,003), Prssll-re éretlen-mukozalis (p=0,00036), mukozalis-kotészoveti
(p=0,00042), Mcptl-re éretlen-mukozalis (p=0,002) ¢és mukozalis-kotdszoveti
(p=0,003). (6. abra) A kivalasztott protedz, illetve protedz-inhibitor gének koziil a

HtrA1 specifikusnak bizonyult az érett mukozalis hizosejtekre nézve.
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6. abra. A HtrA1 a mukozalis hizésejtek specifikus proteaza.

(a) A peritonealis hizosejt-preparatumokat aramlasi citometriaval ellendriztiik,
ahol CD11b-re (monocita-marker) és B220-ra (B-sejtekre jellemzé) nézve
negativnak, c-kitre pedig pozitivnak bizonyultak. (b) A Kkivalasztott proteazok
koziil a HtrAl specifikusnak tiint a mukozalis hizosejtekre nézve. Az Mcptl
pozitiv kontrollként szolgalt. (real-time PCR, n=4, az érett mukozalis hizosejtek
atlagexpressziojat vettiikk 100%-nak). Egyszempontos ANOVA szerint p<0,002
mind a 4 vizsgalt génre nézve.
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Mivel az mMRNS-szinten mért valtozasok nem mindig felelnek meg a protein-szinten
tapasztalt valtozasokkal, ezért a HtrAl expresziot Western-blottal is megvizsgaltuk.
A 7.a abra szerint a HtrAl fehérje nem bizonyult detektalhatonak az éretlen
mukozalis hizosejtekben (melyek csak IL-3 és SCF jelenlétében differencialodtak),
20 napos sejtkultiraban. Tovabba, a 20. napon izolalt érett mukozélis hizosejt
kultaraban magasabb Prss11 fehérje expressziot tapasztaltunk, mint az éretlen, 4
napos sejtkulturaban (7.b abra). Sikeriilt tehat a microarray eredményeket

fehérjeszinten is igazolnunk.

(a)
HirAl—s S -
50 kba : R -4
Fo 4 D
mukozdlis erctien

mukeozdlis éretlen
(b)
50 ,\’Dd « '\ J
Y v
nap4 nap20

fubulin —p o ——— —— — —

\ 7\ 7
hd h g
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7. abra. A HtrAl-re vonatkozé eredmények igazolasa fehérjeszinten Western-
blottal.

(a) Csak az egér érett mukozalis (IL-3, SCF, IL-9, TGFBI jelenlétében
differencialtatott) hizosejtek expresszalnak HtrA1l-et, az éretlen mukozalis (IL-3 és
SCF jelenlétében tenyésztett) hizosejtek nem. (b) A mukozalis hizosejtek
differencialodasa soran a HtrA1 expresszidja megnovekszik. Az IL-3, SCF, IL-9 és
TGFpI citokineket tartalmazo sejtkultirabdl a 4. és a 20. napon vett mintiakkal
dolgoztunk.
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5.4 Human triptaz-tipusu hizosejtek is expresszaljak a HtrA1l-et
Mivel szdmos publikdcioban utalnak az egér és a human rendszer kozti
kiilonbségekre, mi is megvizsgaltuk a HtrAl jelenlétét human rendszerben.
Koldokvér-eredeti hizosejtek toluidinkékkel metakromatikusan festddnek 6 hetes
sejtkultaraban, triptaz-pozitivak, kimazt viszont nem tartalmaznak, melyek a human
triptaz-tipustt hizosejtekre jellemzé tulajdonsagok. A triptaz-tipusu hizosejteknek
tind sejtek a HTRAL-et kiilonb6z6 mértékben, de folyamatosan termelik (8.a és b
abra). Ugy talaltuk tovabba, hogy szamos mas proteazzal ellentétben a HTRAL nem

a szekrécios granulumokban képzddik.

a owxs

_§

8. abra. A human triptaz tipusu
hizosejtek HtrA1-et expresszalnak.

8
(5

G APDH-hoz viszonyitva
=]
8

(@ real-time PCR (b) Western-
blottolas. A tobbsoros csikok a HtrAl

8

o

A B c D természetes degradacios termékeibdl
b adodnak. A betik kiilonb6z6 hizosejt
== == —HtrAl preparatumokat jelolnek.

5.5 A HtrAl konstitutiven szabadul fel human hizosejtekbdol
A HTRAL nem a szekrécids granulumokban lokalizalodik, hanem e fehérjét (az
MCPT1 kimazhoz hasonldan) konstitutiv modon szecernaljak a hizosejtek. Ezt a
kijelentést azon ELISA kisérleteinkre alapozzuk, melyek soran kezeletlen, illetve Ca-
ionofér (ionomycin) anyag altal kezelt triptdz tipustt hizosejt tenyészetek
feliiluszoiban HTRAl-tartalom tekintetében nem taldltunk kiilonbséget. A kezelt
sejtkultarak esetén tapasztalhatdé magasabb hisztamintermelés révén igazoltuk

ugyanakkor az ionomycin degranuldciot kivaltd hatasat (1. tablazat).
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tablazat. Mig a hisztamin-koncentracié (Student-féle t-teszt, p<0,001)

megnovekszik, a HtrAl-koncentracié szintje nem emelkedik meg az ionomycin-
kezelt human hizosejtekben

(0,5 ug/ml, 30 perc, Ix10° sejt/ml).

HtrAl-koncentracio Hisztamin-koncentracié
(ng/ml) (mM)
kontroll 2.8+0.48 122 +£21
ionomycin-kezelt 2.0+£0.39 1209 + 329

5.6 A HtrAl nem befolyasolja a TGFp altali egér mukozalis hizosejt

differencialodast
Génexpresszios adataink ,,ingenuity pathway analizise” szerint a HtrAl két utvonal-
halézat része. Az egyik haldzat apoptdzissal, illetve rakkal kapcsolatos géneket
tartalmaz, a masik csoportba a sejtes/kotdszovetes fejlddésben és funkcioban, vagy a
szkeletalis és muszkularis rendszer fejlddésében szerepld gének tartoznak. A kapott
adatok szerint a HtrAl csak két masik génnel 1ép kdzvetlen kapcsolatba: az egyik a
Tefpl, a masik a szintén a TGFp-csaladba tartoz6 Bmp4. Tovéabba, a HtrA1l TGFp-
gatlo hatasat is leirtak mar.[194] Ennek alapjan megvizsgaltuk, hogy a HtrAl-nek
van-e TGFp-gatlo hatdsa a mukozélis sejtek differencidloddsara nézve. Kétféle
HtrAl-koncentraciét alkalmaztunk: 5 ng/ml-t, az A&ltalunk human hizosejt
feliiliszokban mért HtrAl-koncentracidé alapjan, és 50 ng/ml-t, egy publikacio
alapjan.[195] Meglepetésiinkre, a HtrA1 nem valtoztatta meg sem az Mcptl-, Sem a
sejtfelszini c-kit expresszid mértékét, az altalunk hasznalt modellrendszerben tehat
nem sikeriilt kimutatnunk TGFB-gatld képességét az egér mukozalis hizosejtek

differencialodasa esetében (9. a €és b abrak).
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9. abra. A HtrAl nem gatolja a TGFpI-indukalt egér mukozalis hizosejt
differencialodast.

A sejteket IL-3, SCF és TGFI, valamint 5 vagy 50 ng/ml HtrA1l jelenlétében
tenyésztettiik 20 napig (a tapot minden nap cseréltiik). Az éretlen hizosejt-
kulturakbol a TGFpI-et kihagytuk. Csak az 50 ng/ml HtrAl-tartalmia adatokat
mutatjuk be. (a2) Real-time PCR (n=4, az érett mukozalis hizosejtek expressziéjat
vettiik 100%-nak). (b) Aramlasi citométerrel nem tudtunk kimutatni HtrAl-
kezelés hatasara c-kit expresszio novekedést (sima vonal: mukozalis hizosejtek,
pontozott vonal: HtrAl-kezelt hizésejtek), vastagitott vonal: TGFBI hianyaban
tenyésztett éretlen sejtek. A masik pontozott vonal az izotipus-kontrollt jeloli).

5.7 Az izolalt bazofilok tisztasaga
A periféridas vérbol izolalt human bazofil populacié kozel teljesen homogénnek

(99%-osnal tisztabbnak) bizonyult (10.abra).
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5.8 Az IL-3-kezelés hatasa a bazofil sejttenyészetekre
A 11. a és b abran lathato a hIL-3-mal valo 100 perces kezelés hatdsa a humén
bazofil granulocitak sejtkultraban vald viselkedésére. A sejtek jellegzetes
csoportosulasa figyelhet6 meg a hIL-3-at tartalmazé sejtkultiraban, mikozben a

kontroll sejtkultiraban egyedi, lekerekitett, kiilonallo sejtek lathatoak.
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11. abra. hIL-3 jelenlétében a human bazofilok tenyészetében Kkis sejtcsomék
alakulnak ki 100 perces kezelés soran

(a) hIL3 nélkiil homogén sejtkultaraban, lekerekitett sejtek lathatoak, mig (b) 10
ng/ml h1L3-jelenlétében a human bazofilok sejtcsomékat formalnak.

5.9 mIiRNS-expresszié6 human bazofilokban
A 12-es 4bra (reprezentativ minta) szemlélteti, hogy a kezeletlen bazofilok miR-223-
at, miR-155-6t és miR16-ot expresszalnak. A miR-223 és a miR-155 esetében ismert,
hogy a granulocitak differencialodasanak szabalyozasaban jelentések [160, 178], mig
a miR-16 magas szinten expresszalodik minden nativ hematopoietikus sejtvonalban,
valamint sokféle szovetben[196, 197]. Mind a miR-16, mind a miR-223 esetén
magas szintli, mig a miR-155 esetén alacsonyabb, de jellemzd expressziot

tapasztaltunk egészséges human bazofil mintakban.
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A nem-kezelt bazofilok mikroRNS expresszidja
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12. abra. A miR-155, a miR-223 és a miR-16 expresszidja egészséges human
véradokbol szarmazo human bazofil granulocitakban.

RNU48-
GATGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTGTCGCTGATGCCATCACCGCAGC
GCTCTGACC (Life Technolgies)-ra standardizalv. (reprezentativ minta)

5.10 A hlIL-3 hatasa a bazofilok miRNS expresszidéjara
Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a hIL-3 kezelés hatasat a bazofilok miR-223,
mMiR-155 és miR-16 expresszidjara nézve, real-time PCR méréseket végeztiink.
Mindharom vizsgalt mikroRNS esetében csokkent miRNS-expressziot tapasztaltunk
hIL-3 kezelés kovetkeztében. A legmarkansabb kiilonbséget a miR-223 esetében
talaltuk, amit a miR-155, majd a miR-16 kovetett. A hIL-3-kezelt mintak expresszios

valtozasait a 2. tdblazatban mutatjuk be.
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2. tablazat. A hIL-3 hatdsa a human bazofilok mikroRNS-expresszidjara

mikroRNS  kezeletlen IL-3" P

miR-155 1,37 1,084 <0.05
miR-223 4,02 3,47 <0.01
miR-16 3,17 3,01 N.sz.

*10 ng/ml hIL-3, 100 perc, n=15

N.sz. = Nem szignifikans

5.11 A detektalt miRNS-ek target predikcios és utvonal-analizissel kapott
eredményei

A DIANAmirPath szoftver altal hasznalt 5 algoritmus koziil legalabb 3-ban szerepelt

az ,,FceRI szignalizacids ttvonal’, valamint a ‘Hisztidin metabolizmus ttvonal’ is,

mely utvonalak szamos bazofil granulocita funkcioval is kapcsolatba hozhatoak.
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6 AZEREDMENYEK MEGVITATASA

A hizosejtek és a bazofil granulocitdk az allergias, ill. a gyulladasos
immunvalaszban betoltott effektor szerepiik révén valtak ismertté, azota azonban
jelentéséglik szamos egyéb immunfolyamatban is beigazolodott, igy példaul a
bakterialis- illetve a féregfertézéssel szembeni immunvalaszban. Emellett tobb
tanulmany olvashaté a hizdsejtek tumoros szovetekben betoltott szerepével
kapcsolatosan, a bazofilok jelentdsége pedig a mieloid leukémids korképekben
ismert. A bazofilok érintettségét azonban nem lehet kizdrni mas rakos
megbetegedések esetén sem. Igaz ugyan, hogy eddig kevés ismerettel
rendelkeztiink errdl a sejttipusroél a tobbi leukocitdval Gsszehasonlitva, ennek
azonban tobb oka is van. Vizsgalatuk szdmos nehézségbe iitkozott/iitkozik,
tovabba a hizosejtekkel vald hasonlosaguk és a szervezetben kis mennyiségben
valé el6fordulasuk miatt a bazofil granulocitdk hosszu ideig rendszerint nem
keriiltek a kutatdsok kozépontjaba, s igy szamos immunfolyamatban kevéssé

ismerhettiilk még meg a bazofilok jelentdségét.

Munkank sordn a hizosejtek és a bazofil granulocitdk génexpresszids
tulajdonsagait vizsgaltuk, melynek soran olyan eredményekre jutottunk, amelyek
hozzédjarulnak ezen sejttipusok tumoros folyamatokban vald részvételének

alaposabb megismeréséhez.

6.1 A mukozalis hizosejtek tjonnan kimutatott és specifikus szerin-proteaza a
HtrAl
Egér mukozalis hizosejtek csontvel6bol vald in vitro differencialtatasa soran a
tenyészetbél a 4. napon izolalt éretlen, de elkotelezett hizdsejt prekurzorokat
Osszehasonlitottuk a 20 napos teny€szetbdl izolalt érett mukozalis hizosejtekkel,
kétcsatornas microarray modszerrel. Tekintettel a hizosejt-protedzok

jelentdségére, a kapott adatok felhasznaldsaval olyan proteaz, illetve protedz-
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inhibitor gének kivalasztasat céloztuk meg, amelyek a mukozalis hizdsejtekre

jellemzdek és specifikusak.

Szamos ismert hizésejt-protedz (Mcptl, -5, -6) expresszioja emelkedett meg a
differencialodas soran, tobbek kozott az Mcptl-¢, ami az egér mukozalis
hizosejtek jellemzd protedaza. A 20 napos ¢érett mukozalis hizdsejtekben
szignifikansan emelkedett Mcptl expresszios szint egyuttal arra is utal, hogy

sikeresen differencialtattunk érett egér mukozalis hizosejteket.

Talaltunk azonban néhany, funkciondlisan kevésbé ismert proteazt, illetve
proteaz-inhibitort is, koztiik olyanokat, amelyek hizosejtekben valo eléforduldsa

még nem volt ismert.

A Tpsgl (triptaiz-gamma 1) egy olyan, a hizdsejtek szekrécids granulumaiban
lokalizaldodod transzmembran triptazt koédol, mely IgE/antigén stimulusra a
plazmamembranba keril at, s ilyenforman képes elésegiteni az 1L-4- és/vagy IL-
13-fliggd 1éghti hiperérzékenységet.[198] Egy proteaz-inhibitor gén, a Spink-
2/HUSI-11 (akrozin-tripszin inhibitor, szerin-protedz inhibitor 2-es Kazal-tipus)
szintén emelkedett expressziot mutatott a differencidlédas soran. Errdl a génrdl
ismert, hogy a nemi szervekben expresszalddik €s gatolja az akrozint és a
tripszint. A HtrA1l/Prssll -amely egy extracellularisan szecernalt, multidoménes
szerin-proteaz - szintén szerepelt a differencialodas soran markansan upregulalodo

gének kozott.

Ezt kovetden Osszehasonlitottuk ezen proteazok és proteaz-inhibitorok
expresszidjat a kiilonb6z6é hizdsejt-tipusokban. Mig a Tpsgl a kotdszoveti
hizosejtek jellemzd protedzanak bizonyult, addig a HtrAl gén expresszioja csak a
mukozalis hizosejtekre volt jellemzd, tehat a mukozalis hizosejtek specifikus

proteazéanak tekinthetd.

A HtrAl-r6l szdmos esetben irtdk le, hogy humén szolid tumorokban
downregulalodik. Tulexpresszidja gatolja a sejtnovekedést és —proliferaciot
huméan rdksejtekben. A HtrAl tumorszupresszor szerepét feltételezik
melanomaban[199], ovarium-tumorokban[200], endometrialis rakban[201],
hepatocellularis  karcinomaban[202], mellrakban[203], tiidérakban[204] és

64



DOI:10.14753/SE.2016.1839

meningiomaban[205]. A HtrAl-et tovabba Osszefiiggésbe hoztak mar
nyeldcsérakkal[206], pajzsmirigyrakkal[207], urothelialis hugyholyagrakkal[208],

human mesotheliomaval[209] és gyomorrakkal[210] is.

Osteoarthritisben és rheumatoid arthritisben a HtrAl stimulalja az Mmp3
expressziot a szinovialis fibroblasztokban[195], igy hat kozvetleniil a matrix
metalloprotedz expressziora, kozvetve pedig azaltal, hogy megkoti az olyan
extracellularis fehérjéket, mint amilyen a fibronektin. Az extracelluldris fehérjék
megkotését kovetden a megndvekedett szamban jelen levd kisebb fragmentumok
stimulédljak vagy gatoljak a kiilonbozé sejtfunkcidkat, ahogy ez a kis fibronektin

fragmentumok esetén bebizonyosodott[211, 212].

Kimutattak azt is, hogy segitheti az iziileti porc-degeneracié folyamatat.[213]
Olvashatunk a HtrAl csont-morfogenezisben ¢és csontfejlédésben betoltott
szerepér6l[214, 215], vagy arrdl hogy az asztrocitak is szecernalnak HtrAl-
et[216].

A HtrAl szadmos extracellularis targetjét azonositottdk, koztik a fibrillaris
prokollagén I, 11, IlI-as tipusanak C-propeptidjét[217], a fibronektint[195], vagy a
proteoglikanok koziil az aggrekant[214]. Mindezek alapjan a HtrAl
feltételezhetden fontos szerepet tolt be az extracelluldris matrix atrendezddés

folyamataiban.

A HtrAl a vérerek faldnak homeosztdzisaban is jelent0s szerepet jatszik. A
protedz- és protedz-inhibitor komplexek endocitozisanak szabalyozasat végzo
LRP1 (LDL-receptorral osszefiiggésben allo protein 1) molekula a HtrA1-szint
valtoztatasanak segitségével képes a vérerek szerkezeti integritdsanak
szabalyozasara. [218] Ugy tiinik tovabba, hogy a HtrAl kritikus jelentéségii az
angiogenezisben is.[219, 220]

Tudjuk, hogy a HtrAl gén egy, az 5° végen talalhatod szignal peptid szekvenciat
koédol, a fehérjetermék pontos lokalizacidjardl azonban csak ellentmondasos
adatok allnak rendelkezésre. Néhany forrds szerint a HtrAl citoplazmatikus
fehérje, [199, 200] és a kemoterapia-indukalt apoptdzisban jelentds.[221] Szamos

mas kézleményben ugyanakkor arra utalnak, hogy a HtrA1 az extracellularis térbe
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szecernalodik és a hatasat ott fejti ki. S6t, egy tanulmanyban arrél szamolnak be,
hogy a HtrAl feldolgozott formaja nem csak intracellularisan, hanem

intranuklearisan is megtalalhat6.[222]

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a humén triptdz-tipust hizosejtek is
expresszalnak HTRA1-et. Erdekes modon azonban, vizsgalataink alapjan ez a
protedz fehérje nem a szekrécids granulumokban taldlhatdé meg, tovabba
expresszidja folyamatos és a degranulaciotol fiiggetlen. Kisérleteink arra utalnak,
hogy a HTRAT1 hizdsejtek esetén extracellularisan lokalizalodik, ugyanakkor nem

zéarhat6 ki, hogy hatasat intacellularisan is képes kifejteni.

Annak ellenére, hogy a HtrAl-et szamos szovetben leirtak mar[223, 224], a
fehérje kiilonboz6 szovetekben betdltdtt pontos funkcidja eleddig ismeretlen. A
HtrA-csalad legismertebb tagja a HtrA2, melyrdl azt feltételezik, hogy kettds
szerepe van a sejtben: normal fiziologias koriilmények kozott a mitokondrialis
homeosztazis  fenntartdsdhoz  sziikséges, mig  apoptdzis esetén a
mitokondriumokb6l szabadul fel.[225] A HtrA2-h6z hasonléan a HtrAl is
szerepet jatszik az apoptozisban[221]. Mas forrasok TGFB-gatlo aktivitasarol
irnak[194, 215], mely kimondottan a fehérje funkcionalis szerin-proteaz
aktivitasatol fligg. Az adatainkkal végzett Ingenuity Pathway Analysis-sal nekiink
is sikeriilt kimutatnunk kozvetlen kapcsolatot a HtrAl és a TGF-BI kozott.
Azonban nem sikeriilt igazolnunk, hogy a HtrAl gatolnd a mukozalis hizosejt
differencialodast, tovabba HtrAl-kezelés hatdsara nem tapasztaltunk valtozast
sem az Mcptl, sem a c-kit expresszids szintben. Bar a kisérleteinkhez
rekombindns huméan HtrAl-et hasznaltunk, az egér és human HtrAl magas
aminosav-azonossagat (t6bb, mint 90%-os) figyelembe véve, mely kiilonésen a
szerin-proteaz doménben kifejezett (161 aminosavban csak 2 kiilonb6z0),
meglehetdsen valdszinfitlen hogy az altalunk hasznalt HtrAl ne legyen

kompatibilis az egér szervezettel.

Osszefoglalva tehat, kimutattuk a HtrA1-et, mint az egér mukozalis- és az emberi

triptaz-tipustt  hizoésejtek 10j proteazat, és igazoltuk a humdan triptaz-tipusu

crcr

nem ismert, a mi adataink szerint legalabbis nem gatolja a TGF-indukalt
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mukozalis hizosejt differencidlodast, de szerepe lehet a hizdsejtek altal

szabalyozott szoveti atrendezddéses folyamatokban.

6.2 A mieloid sejtek mikroRNS expresszidja
A leukocitdk megismerésére végzett génexpresszids vizsgalatok mar nem
korlatozddnak pusztan a DNS fehérjekodold szakaszainak génexpresszids
tanulmanyozasara, hanem a nem fehérjekddold régiokrdl atirodo, igy a kisméretli
RNS-ek koz¢ tartoz6 mikroRNS-ek mikddését is egyre kiterjedtebben elemzik.
Ez a sejten beliili génregulaciés folyamatok komplexitasanak megismerésében
egy Uj perspektivat jelent, és az ezzel kapcsolatos vizsgélatok ugrésszerti fejlodést
is hoztak a tumor-immunoldgiai kutatasokba. A mikroRNS-ek bizonyitottan
jelentések tumor onkogénként vagy -Szupresszorként a sejttranszformacioban és —
sokszorozodasban, negativ hatasuk egyértelmien hozzajarul szamos rakbetegség
fejlodéséhez  és  patofiziologiajahoz, igy felmeril a  mikroRNS-ek
felhasznalhatosaganak kérdése a rakterapidban. Masik f6 funkcidja a mikroRNS-
eknek - mint az antitumor-immunitas fontos szabalyoz6 folyamataiban kritikus
regulator elemeknek — hogy befolyasolni képesek a kiillonbozd természetes €s
adaptiv immunrendszerhez tartozé immunsejtek fejlddését, differencidlodéasat és

aktivaciojat.

Ujabban egyre tobb adat 4ll rendelkezésre a kiilonbozé immunsejtek mikroRNS-
expresszids mintdzatara vonatkozolag. Egy szdmos immunsejttipust vizsgalo
microarray tanulmany szerint tobb mikroRNS taldlhat6 a mieloid, mint a limfoid
sejttipusokban. Noha ez csupdn néhany mikroRNS-t jelent relative alacsony
szamban, mégis szignifikans masodlagos hatéast valthatnak ki ezek a mikroRNSek
mas gének transzkripcidjara nézve azaltal, hogy direkt mddon represszaljak a
transzlacié szabalyozasaban résztvevd gének expresszalodasat.[177] A mieloid
sejtek mikroRNS-mintazatat tekintve, a legtobbet a neutrofilokrol és a
monocitakrél tudunk, néhany adat elérhetd a mieloid dendritikus sejtekrdl, 4m
eozinofilok és hizosejtek esetén meglehetdsen kevés ilyen iranyu informécio
ismert (intézetiinkben korabban tortént egy jelentds mikroRNS-vizsgélat

hizosejteken [226]), bazofilokrol pedig egyeldre nem talalhatdo ebben a témaban
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publikacid. Mi a hizésejtek, valamint a tobbi mieloid sejt: monocitak, neutrofilok,
egy attekintébb képet alkotni a mieloid sejtek mikroRNS mintazatardl, hogy sajat
bazofil-mikroRNS expressziés eredményeinket beilleszthessiik az eddigi
informaciok adta keretek kozé. Csak minimalisan érintettitk @ mieloid dendritikus
sejteket, mivel mikroRNS-expressziojuk meglehetésen eltéré a tobbiétél, s nem
tértiink ki az tjonnan felfedezett mieloid eredeti szupresszor sejtek

tulajdonsagaira sem.

Néhany, az immunsejtek mikroRNS-mintazatat feltérképezé mikroRNS
microarray alapil publikacié mar elérhetd. Az egyikben, amelyben 9 leukocita-
tipus (koztiik a neutrofilok, eozinofilok, monocitak, és mieloid dendritikus sejtek)
miRNS profiljarél szdmolnak be, a szerzok a kdvetkezé mikroRNS-eket talaltak
mieloid-specifikusnak: miR-223, miR-143, miR-145, miR-25, miR-27, miR-425,
miR-17, miR-652 és miR-191. Ugyanezen sejtekkel egy masik mikroRNS-array
kisérletet is végeztek, melyben azt vizsgaltak, hogy az adott sejttipus-specifikus
mikroRNS-ek downregulaljak-e a target génjiik expresszidjat. Azt talaltak, hogy
az ABL2 nonreceptor tirozin-kinaz - mely a sejtdifferencialodas, sejtosztodas és
sejtadhézio folyamataiban szabalyozza a citoszkeleton Gjrarendez6dését — targetje
a legtobb mieloid-specifikus mikroRNS-nek. Ezen mikroRNS-ek tehat az ABL2
represszalasa altal eldsegithetik a differencidlodast és granulopoiesist, mivel
képesek a  differencidlatlan  mieloid prekurzor 4allapot  fenntartasat
megakadalyozni.[177] Egy masik mikroRNS-microarray tanulmanyban
megvizsgaltdk a mikroRNS-ek befolyasat a neutrofil génexpressziora nézve,
fizikai megterhelést kdvetden. Minden, az fizikai megterhelés altal befolyasolt
neutrofil mikroRNS-r6l (beleértve a miR-17-et, miR-18a-t, a miR-20-at és a miR-
17-92-t, aminek csokkent az expresszids szintje a megterhelés utan) tudjuk, hogy
szerepet jatszik az immunfolyamatokban €s az apoptozisban. A miR-223 esetében
az megterhelést kovetden azonnal megemelkedett expressziot mértek. A szerzok 3
olyan f6 szignalizacidés Utvonalat talaltak neutrofilokban, amelyekben a fizikai
megterhelés altal befolyasolt mikroRNS-ek ¢és mRNS-ek egyarant szerepet
jatszanak: az ubiquitin-szabalyozott proteolizis utvonalat, a JAK-STAT- és a

hedgehog-szignalizacios Gtvonalat. Ezen tGtvonalak mindegyike kulcsjelent6ségii
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a gyulladds mechanizmusaban.[227] Egy masik, frissen izolalt human
neutrofilokat vizsgald microarray tanulmanyban azt talaltak, hogy minden altaluk
vizsgalt mintdban, minden idOpontban a miR-223 expresszidja volt a
legmarkansabb.[161] Ami a hizosejteket illeti, egyetlen egér hizdsejt microarray
kisérlet ismert, amelyben csontvel6i eredetli hizosejtek differencialodasa és
aktivécioja soran jellemz6é mikroRNS-valtozasokat elemeztek. Az eredmények azt
mutattak, hogy a miR-132 upregulacidja a legmagasabb IgE/antigén keresztkotést
kovetden, mely miRNS transzlacios szinten a HB-EGF expressziojat szabalyozza.
A miR-132 expresszidjat human koldokvér-eredetii hizosejteken is igazoltak.[226]
Monocitak, dendritikus sejtek és makrofagok mikroRNS-mintazatat is vizsgaltak
microarray-jel, ahol a miR-511-et, a miR-99b-t és a miR-212-t talaltdk a harom
legmagasabban expresszalodd mikroRNS-nek mind dendritikus sejtekben, mind
makrofagokban. Azt is megallapitottak, hogy mikroRNS-mintazat tekintetében a
monocitak jobban hasonlitanak a makrofagokhoz, mint a dendritikus sejtekhez, az
elvégzett hierarchikus klaszter-analizis tiikrében. A sejtdifferencidlodds sordn a

miR-146a és a miR-132 voltak azok, melyek legmarkansabban valtoztak.[228]

Az emlitett microarray kisérletek mieloid sejtjeinek mikroRNS-mintazatara

vonatkoz6 adatokat 6sszegytijtottiik egy tdblazatban (3. tablazat).

3. tablazat. A mieloid sejtek mar publikalt mikroRNS-ei.

(Mo: monocyte, Neu: neutrophil, Eo: eosinophil, Muc MC: mucosal mast cell,
DC: dendritic cell; h: human, m: murine, sajat er.: sajat eredmény. A
zardjelben talalhato szamok a megfeleld hivatkozasra utalnak.)

muc.
Mo Neu Eo Bas MCs DCs
mir-17 h(177) h(161)
mir-21 h(161) m(226)
h(177),
mir-25 h(161) h(177)
mir-24-1* m(226)
mir-24-2* m(226)
h(177),
mir-27a h(177) | h(161) h(177) m(226)
mir-34a h(161) m(226) h(228)
h(177),
mir-93 h(177) | h(161) h(177)
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mir-99a h(228)

mir-99b h(228)

mir-106a h(177)

h(177),
mir-106b h(177) | h(161) h(177)

mir-125a-
5p h(177) h(228)

mir-125a-
3p m(226)

mir-125b h(228)

mir-132 m(226)|  h(228)

mir-143 h(177)

mir-145 h(177)

mir-146a h(228)

sajat
mir-155 er. h(228)

mir-191 h(177) h(177) h(177)

mir-193b m(226)| h(228)

mir-212 h(228)

h(177), sajat
mir-223 h(177) | h(161) h(177) er.

mir-362-
5p h(177) h(177)

mir-362-
3p m(226)

mir-378 h(177)

mir-422a h(177)

h(177),
mir-425 h(177) | h(161) h(177)

mir-494 m(226)

mir-500-
star h(177) m(226) h(177)

mir-511 h(228)

mir-532-
5p h(177) m(226) h(177)

mir-652 har7ry | h@a7r)|  h@r) m(226)

mir-720 h(161)

mir-935 h(177)

A tablazatbol latszik, hogy 2 mikroRNS (a miR-27a és a miR-652) a mieloid

sejtek kozos mikroRNS-ének tiinik, mivel a tablazatban megjelenitett mieloid
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sejttipusok koziil legalabb négyben expresszalddtak. Hizodsejtek esetében az
irodalomban egyedil egérbdl szdrmazd microarray adatok dalltak a
rendelkezésiinkre. Ezek koziil azon mikroRNS-eket jelenitettik meg a 2.
tablazatban, amelyek szignifikdnsan upregulalodtak a hizosejt-differencialodas
soran, vagy az FceRI keresztkotése altal aktivalodtak. A mir-223 szignifikansan
downregulalodott a hizdsejt-differencidlodds soran. Egy korabbi tanulményban
szintén kimutattak a miR-27a expresszidjat érett egér csontveldi hizésejtekben.
[229] Az jol ismert, hogy a miR-223 kulcsszerepet jatszik a mieloid fejlédésben
¢s funkcidban (1. abra), a miR-27a és a miR-652 esetében viszont errdl nincs
informécionk, s6t, elmondhaté hogy meglehetdsen kevés ismerettel rendelkeziink
ezen két mikroRNS-r6l. Sajat eredményeink igazoltdk a mir-223 expresszidjat
humaén bazofilokban is. IL-3-kezelés hatasdra a miR-223, a miR-16 és a miR-155
expresszidja downregulalodott in vitro. A mikroRNS-eknek, mint a transzlacié
inhibitorainak ilyen médon megfigyelt redukcidja, dsszefliggésben all azzal a jol

ismert jelenséggel, hogy az IL-3 a bazofilokra stimuldcios hatédssal bir.

Az immunsejtek differencialodasaban jelentés mikroRNS-eket a 13. abraban

foglaltunk Ossze.
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13. abra. A mieloid fejlodési irany mikroRNS altali szabalyozottsaganak
attekint6 vazlata.

(CMP: common myeloid progenitor, MDP: makrofiag/dendritikis sejt
progenitor, GMP: granulocita/monocita progenitor, EoP: eozinofil progenitor,
BazP: bazofil progenitor, HsP: hizdésejt progenitor)

Szdmos tanulmanyban szamolnak be arrdl, hogy az abnormalis miRNS-expresszio
kiilonb6zé humén megbetegedések gyakori kisérdjelensége, s azon betegségek
szama is egyre novekszik, amelyekben a mikroRNS-ek szerepe igazolt. Sot,
néhany tumortipus esetén a keringésben kimutathaté mikroRNS-ek potencialis

prognosztikus markerek lehetnek.

A gyulladas-indukalt tumorigenezis miikodésének feltarasa, valamint 0j terapias
targetek azonositdsa érdekében, a gyulladasos ¢€s rdkos folyamatok kulcs-
mikroRNS-einek tovabbi vizsgalata célravezet6 stratégia lehet. MiR-155 esetében
leirtdk hogy a miR-155 és a miR-155-tel kapcsolatos proinflammatorikus

kornyezet mutacios aktivitassal bir, és szerepet jatszik a gyulladas-okozta
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rakokban.[230] Elképzelhetd, hogy a miR-146a a hianyzo kapocs a gyulladas €s a
tumorigenezis kozott, mivel egyre novekvld szamban olvashatdéak publikaciok,
amelyek a miR-146a jelent6ségérol szamolnak be mind a gyulladasos
megbetegedésekben, mind a tumorokban. Mivel a mikroRNS-ek és transzkripcios
faktorok komplex halozatokat alkotnak, a mieloid vonal fejlédési ¢és
differencidcios utvonalanak szabdlyozdsa meglehetdsen Osszetett. Ezek a vonal-
specifikus pozitiv €s negativ szabalyozo hurkok. Ezen hurkok altal a mikroRNS-
ek képesek szabalyozni a normadlis hematopoietikus fejlodést. Tovabba, ezek
egyensulydnak megbillenése vagy =zavara a rendellenes expresszido altal

betegségeket idéz el6.[167]

Egyeldre a monocitdk, a hizosejtek, az eozinofilok és a bazofilok miRNS-
mintazatarol és —haldzatarol korlatozottak az irodalomban fellelhet6 informaciok,
az azonban bizonyos hogy a gyulladas és fertdzés a malignancidkra befolyéssal
van. A mieloid bioldgia és patofiziologia ezen teriileteinek behatobb ismerete

jelentés eredményekkel kecsegtet.

Az irodalomban fellelhetd csekély szamu mieloid mikroRNS eredmény ellenére, a
meglévd publikaciok alapjan megallapithatdé hogy a kulcsfontossagii miR-223
mellett a miR-27a és a miR-652 és mas mikroRNS-ek is jelentés szabalyozoi
lehetnek a mielod folyamatoknak, igy a jovében potencialis terapias célpontokka

valhatnak.
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KOVETKEZTETESEK

A differenciéltatott egér mukozalis hizésejteken végzett microarray-
kisérletbdl kiindulva, gén- és fehérjeszinten is kimutattunk egy, az egér
mukozalis és az ember triptaz-tipusu hizdsejtjeire jellemzd szerin-proteazt, a

HtrAl-et.

Igazoltuk, hogy a HtrAl nem csak jellemzd, hanem specifikus is a mukozalis
hizésejtekre, hiszen az egérben talalhatd masik hizésejttipusban, a

kotdszoveti hizosejtekben csak igen mérsékelt expresszidjat tapasztaltuk.

Bar irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a HtrAl gatolja a TgfP-
szignalizacios Utvonalat, kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy a HtrAl
nincs hatassal a TgfB-indukalt hizdsejt differencidlodésra, de feltételezéseink
szerint szerepe lehet a hizdsejtek altal indukalt szoveti atrendezédéses

folyamatokban.

Az irodalomban elséként azonositottunk bazofilokban expresszalodo
mikroRNS-eket. Kimutattuk bazofilokban a miR-223, a miR-16 és a miR-155
expressziojat. A legerdsebb expressziot a miR-223 esetében tapasztaltuk,
amely a mieloid differencidlodas szabélyozasanak kulcsfontossag

mikroRNS-e és szamos rakos megbetegedéssel kapcsolatba hoztak mar.

Kimutattuk, hogy ezen mikroRNS-ek a bazofilok diferrencialédasahoz és

aktivacidjahoz taléléséhez sziikséges 1L-3 hatasara downregulalodtak.
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8 (OSSZEFOGLALAS

Bar régota jol ismert, hogy a kronikus gyulladdsok és kiilonbozd raktipusok
kialakulasanak helyszine gyakran megegyezd, a gyulladds tumorigenezisben valo
kritikus jelentdsége csak az utdbbi évtizedben valt nyilvanvaléva. A gyulladasos
mikrokdrnyezet nélkiilozhetetlen tényezdje minden rdknak, ahol a tumorsejtek és a
gyulladésos sejtek egymassal egyiittmiikddve a tumorfejlodésnek €s a metasztazisnak
kedvez6 mikrokornyezetet hoznak Ilétre. Mostanara az is bebizonyosodott, hogy a
bakterialis és virdlis eredeti gyulladds megndveli a rak valoszinliségét. Tehat, a
gyulladdsos sejtek vizsgalata jo stratégia lehet ezen kapcsolat jobb megismerése

érdekében.

Mi olyan 1j gének kimutatdsat kiséreltiik meg, amelyek expresszidja a mukozalis
hizosejtek differencidlodasa soran erésen megndvekedett. gy detektaltuk microarray
kisérletek alapjan a HtrAl szerin proteazt, mint 0j hizdsejt fehérjét. A HtrAl a
mukozalis hizdsejtekre specifikusnak bizonyult, minthogy egér mukozélis hizdsejtekben
szignifikansan magasabb az expresszidja, mint kotdszoveti hizdsejtekben. Tovabba, a
HtrAl nem a szekrécios granulumokban lokalizalodik, és a hizosejtek konstitutiv
modon szecerndljak. Mivel a HtrAl-nek szdmos extracelluldris target fehérjéje 1étezik,

ez a protedz szerepet jatszhat a hizosejt-indukalta extracellularis dtrendez6désben.

A gyulladéas-indukalta tumorigenezis mitkodésének megértése érdekében a gyulladasban
¢s rakban szerepld kulcs mikroRNS-ek azonositisa és tovabbi vizsgalata szintén
hasznos stratégia lehet. Ennek soran, human periférids vérbdl szarmazo6 bazofilokban
azonositottuk a miR-223, a miR-155 és a miR-16 kifejezodését, és ezek expresszidjanak
jelentdségli szabalyozdja a mieloid differencialodasnak és emberben kontrollalja a
granulocita differencialodast - mutatta a legmagasabb expressziot €s IL-3 hatdsara a
legkifejezettebb csokkenést human bazofilokban.

Tehat, 0j informacidkkal szolgdltunk a hizosejtek és a bazofilok, mint klasszikus
gyulladasos sejtek, néhany tumorral kapcsolatos tulajdonsagardl, ezzel hozzéjarulva a

gyulladas-tumor kapcsolat feltarasahoz, s ezaltal a j6vében 0j terdpiak kidolgozasadhoz.
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9 SUMMARY

It was only recently proven that inflammation plays a critical role in tumorigenesis.
Inflammatory microenvironment is an essential component of all tumors, where tumor
cells and inflammatory cells come to cooperate and form a tumor microenvironment
that facilitates the tumor development and metastasis. Moreover, it is now well-
established that the induction of inflammation by bacterial and viral infections increases
cancer risk. Therefore, examination of inflammatory cells could be a useful strategy in
order to have a better knowledge about this relationship.

In an attempt to identify novel genes that are highly upregulated during mucosal mast
cell differentiation, we detected HtrAl serine protease as a novel protein in mast cells
by microarray experiments. HtrAl seemed to be specific of mucosal mast cells as its
expression was much higher in murine mucosal than in connective tissue-type mast
cells. Furthermore, HtrAl is not localized in the secretory granules and is constitutively
secreted by human mast cells. As many extracellular target proteins have been
suggested for HtrAl, this protease may participate in the mast cell-induced extracellular
remodeling.

In order to find out how inflammation-induced tumorigenesis works, identification and
further investigation of key miRNAs involved in inflammation and cancer, were our
strategy. We identified miR-223, miR-155 and miR-16 expression in human peripheral
blood basophils, and their expression was downregulated after IL-3 treatment. miR-223,
which is an essential and central modulator of myeloid differentiation and may control
granulocytic differentiation in humans, showed the highest expression and the most
pronounced decrease in response to IL-3, in human basophils.

As we presented novel informations about some tumor-related features of the classical
inflammatory cell types mast cells and basophils, our results may contribute the
understanding of inflammation-tumor relationship, and hereby be useful in development
of new therapies in the future.
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