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Bevezetés

A természetes immunitds képviseli az elsddleges védvonalat a patogének elleni
immunvalaszban, melynek sejtes elemei dontéen a mieloid sejtvonalak immunsejtjeibol
allnak: monocitak és makrofagok, hizosejtek, neutrofil-, eozinofil- és bazofil granulocitak,
mieloid dendritikus sejtek. Ezen sejtek képesek a behatold patogén gyors eltavolitasara
fagocitézis altal, valamint kemokin-receptoraik segitségével odagylilnek a fert6zés helyének
megfeleld szovetekbe, ahol kivaltjdk a gyulladdsos folyamatokra jellemz6 komplex
fiziologias hatdsokat, — tobbek kozt - a vazodilaticid és a vaszkularis permeabilitas
fokozodasat. A mieloid sejtek fejlodésének rendellenességei az érett mieloid sejtek vagy a
mieloid blasztok abnormalis felszaporodasat okozhatjak, ezzel akut vagy krénikus mieloid
leukémidt okozva.
A mieloid sejtcsoporthoz tartozo, az allergias reakciok f6 effektorsejtjeiként ismert
hizosejteket és bazofil granulocitdkat egyarant Paul Erlich fedezte fel a XIX. szédzad végén.
Szamos kozos funkciondlis és morfoldgiai tulajdonsdguk kovetkeztében sokdig ugyanazon
sejttipus keringésben levd, illetve szovetekben lokalizalodd sejtformaiként tartottdk oket
szamon.
A hizésejtek egy-, esetenként két- vagy sok, nem lebenyezett magvu, kerek vagy hosszikas
sejtek. Intracellularis granulumaik anilinkék festékkel lilara szinezodnek. Ezt a festédést a
granulumok erdsen savas heparin tartalma okozza. Az érett hizdsejtek proliferaciora képesek
¢és hosszl honapokig életben maradnak. A bazofil granulocitdk a periférids vér leukocitainak
meglehetdsen kis részét, kevesebb, mint 1%-4at alkotjak; éretten proliferacidra képtelenek és
¢életidejiik rovid: minddssze kb. 60 ora. Tipikus felépitésiik szerint magjuk lebenyezett,
bazikus festékkel festddd citoplazmatikus granulumaik kerek vagy ovalis alakiak. Mivel a
bazofilok a hizosejtekhez nagyon hasonld6 modon, metakromaziasan festodnek,
elkiilonitésiikkor segitségiinkre lehet a granulumok azon tulajdonsaga, hogy azok - bazofilok
esetén - a festddést kovetden eltakarhatjak a sejtmagot.
Hasonldan a monocitdkhoz, az eozinofil- és a neutrofil granulocitdkhoz, a bazofil granulocitak
és a hizosejtek is a koldokvérbodl, a periférias vérbol vagy a csontvelébdl szarmazé CD34"
progenitorokbol differencidlodnak. Megjegyzendd, hogy a granulocitdktdl eltérden, a
hizoésejtek érése a periféridn megy végbe.
A csontvel6i eredetli hematopoietikus Ossejtekbdl fejlddnek a multipotens progenitorok
(MMPs), majd ezekbdl jonnek 1étre a kozos mieloid- (CMPs) €s limfoid progenitorok (CLPs).
Klasszikusan, a CMP-kbdl jonnek létre a megakariocita/eritrocita progenitorok (MEPs) és a
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granulocita/monocita progenitorok (GMPs). Az, hogy a hizésejtek melyik progenitorbol
szarmaznak, még vitatott, mint ahogy az is, hogy a bazofilok a hizdsejtekkel allnak-e
kozelebbi rokonsagban, vagy az eozinofilokkal.

A bazofilok sokaig a hizosejtek arnyékaba keriiltek, mivel szamos folyamatban a
hizosejtekkel kozosen vesznek részt, hasonld6 morfologias tulajdonsdgokkal rendelkeznek,
kozosen hordozzak felszinlikon a nagy-affinitdisi IgE receptort, az FceRI-et,
granulumtartalmuk hasonl6, valamint vizsgalatukat is sok tényez6 nehezitette: vérben igen kis
szamban ¢€s éretten keringenek, s mivel még nem taléltak a bazofilok sejtfelszinén specifikus
markert, vérbdl vald izolalasuk sokaig nehézségekbe iitkozott. Bazofil mintakbol szarmazo,
nagy mennyiségli RNS izolalasa is problémds. Tovabba, sokaig hijan voltunk a bazofil-
hianyos allatmodellnek is. Az utdbbi iddben viszont mindinkabb jelentdséget nyer ez a hosszu
ideig az érdeklédés periféridjara szorult sejttipus, ahogy jelentdsége egyre tobb
immunfolyamatban igazolodik.

A hizoésejtekkel egyiitt a bazofilok az allergias és fertézéses folyamatok soran jatszott jelentOs
szerepikk révén valtak ismertté, ahol hisztamin és leukotrién kibocsatasuk miatt jelentds
effektor feladatokat latnak el. Mindkét sejttipus immunmodulalé funkcidval is rendelkezik, a
Th2 iranyt mindkett6 befolyasolja. Egyrészt, mint f6 Th2 citokineket termeld sejttipusok, a
naiv T-sejtek Th2 sejtekké valo alakulasat segitik el6, valamint a B-sejtek IgE-termeld sejtté
valoé érését. Mindketten szerepet jatszanak a leukocitdk gyulladasos szovetekhez valod
toborzasaban is. A bazofiloknak egy egérben Ujonnan felismert tulajdonsidga, hogy részt
vesznek a humordlis immunmemoria kialakuldsdban is, és ebben a funkcidjukban a
hizosejtekkel nem osztoznak. A hizdsejtekr6l korabban is ismert volt, hogy a Thl
folyamatokban is részt vallalnak, a bazofilok kapcsan azonban csak nemrégiben jelent meg
erre utal6 kdzlemény.

Egyre tobb informécioval rendelkeziink arrdl, hogy a kiilonb6zd korokozéd organizmusok a
szervezetben rakos folyamatok kialakuldsat okozhatjak, s régdta tudjuk, hogy a gyulladas,
kiilonosen abban az esetben, ha hosszii ideig fenndll, rdkos elvaltozdsokhoz vezethet.
Minthogy az elmult idészakban egyre tobb publikacié jelenik meg a gyulladas és a rakos
megbetegedések kozotti viszony feltarasaval kapcsolatban, érdemes a hagyomanyosan
gyulladasos sejtekként emlegetett hizosejteket és bazofil granulocitdkat a rakos elvaltozasok

kapcsan is szemiigyre venni.

Hizosejtek
A hizésejtek szamos ,,el0készitett” gyulladasos mediatort tartalmaznak, mas anyagokat pedig

aktivacio hatasara gyorsan szintetizalni képesek, melyekkel hozzdjarulnak az IgE-medialt
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gyulladasos, illetve a késoi tipusu talérzékenységi reakcidhoz, az anafilaxias folyamatokhoz.
A B-sejteket tamogatjak antitest-termeld plazmasejtté vald érésiikben, szerepet jatszanak a
parazitdk elleni immunvalaszban, stimuldljdk az eozinofilok kemotaxisat, aktivacidjat és
is befolyasolni képesek: igy a tumorfejlodést, a tumor-indukalt angiogenezist, a szdveti
atrendezddéssel jard folyamatokat és a tumorellenes adaptiv immunvalaszt.

A hizosejtek aktivacioja alapvetden kétféle mdédon mehet végbe: az aktivéacid legrégebben
ismert, legjelentésebb mechanizmusa FceRI/IgE keresztkotése révén alakul ki, masrészt
léteznek nem-IgE altali szignalok, mint a TLR-ok és ligandjaik (LPS és nukleinsavak), a C3a
¢és C5a anafilatoxinok, valamint bizonyos citokinek és kemokinek altali aktivaciok.

A hizésejtek granulumokban tarolt molekuldi kozé tartoznak a szerotonin, a hisztamin, a
heparin, a triptazok és a kimazok. Mas molekulak a hizosejtek aktivacidjat kovetéen de novo
szintetizalodnak, ilyenek a lipid mediatorok: a PAF, a prosztaglandinok (PDG2) és a
leukotriének (LTBa, LTDa). Ezeken kiviil Th1 (IFNy, IL-2, IL-3, GM-CSF ¢és 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, CCL5, MIP-18, MCP-1, MIP-2, CXCLS) ¢és
angiogén faktorok (VEGF, NGF, FGF) termelddnek a hizdsejtekben.

Bazofilok

A Dbazofilok a hizésejtekhez hasonloan a tulérzékenységi rekaciok f6 effektor sejtjeiként
gyulladasos mediatorokat, illetve hisztamint tartalmaznak, mas anyagokat de novo
szintetizalni képesek, jellemz6en Th2 citokineket termelnek, a B-sejteket tamogatjak antitest-
termeld sejtté valo alakuldsukban, jelentOsek a bakteridlis és féreg fertdzések esetén, részt
vesznek mas immunsejteknek a gyulladds helyére vald toborzésdban és a humoralis
immunmemoria kialakul4saban.

A Dbazofilokrél tudjuk, hogy AML-ben jelent6sek. A bazofilok tumor szdvetekben vald
szovetekbe valo kilépésre, a jovében elképzelhetd, hogy ilyen jellegli tanulményok is
sziiletnek majd.

A bazofilok legismertebb receptora az IgE/antigén ko6té nagy-affinitast FceRI. A TLR-okon
keresztiili aktivaci6 az IgE-medidlt aktivacioval szinergisztikusan hat, és a termel6dd
citokinek a Th2 differencialodast segiti eld. Citokinreceptorai: az 1L-3 receptora a CD123, az
IL-5 és a GM-CSF receptorai (CD125, CD116), az IL-18 receptora, valamint a Th2-es
iranyba  befolyasolé  I1L-33 receptora, az ST2 receptor. Talalhatébak rajtuk

komplementreceptorok kiilonb6z6 adhézios fehérjék, ,,homing”-, halal- valamint néhany, az
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angiogenezisben szerepet jatszd receptor is. A bazofilok szamos kemokinreceptort
expresszalnak.

A bazofilokban tarolt molekuldk koz¢ tartozik a hisztamin, szerotonin, bazofil protedzok.
Bazofilokban megtalalhato lipid mediatorok a PAF ¢és az LTC,4. Ezenkiviil, Th2-es citokinek
(dontéen IL-4, IL-13 és TSLP), kemokinek (IL-8, CCL3, CCL4, CCL5) ¢s angiogén faktorok
(VEGF) produkcidja jellemzi 6ket.

mikroRNS-ek
A mikroRNS-ek csoportja olyan kis, evoliciosan konzervalt, nemkodolé RNS-eket magaba

foglald csaladot jelent, melynek tagjai poszttranszkripcids szinten negativan szabalyozzak a

s ey

crer

mikroRNS-ek specialis modon jonnek létre, a 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 19-23 nukleotid hosszusagu, egyszali RNS-ek, vagyis érett
mikroRNS-ek jonnek 1étre. A mikroRNS-eket el6szor a sejtfejlodésben és differencialodasban
fontos faktoroknak tartottdk, de késObb szamos mas bioldgiai folyamatban igazolddott a
jelentéségiik, igy mint a sejt-differencialodasban, az apoptdzisban, a szignal transzdukcidban,
a szervfejlodésben, valamint szdmos human megbetegedésben, ugy mint a fejlddési
rendellenességek, rakos megbetegedések (beleértve a hematoldgiai korképeket), gyulladasos
megbetegedéseket, asztmat és fertdzést. A mikroRNS-ek meghatarozo jelentdségliek a normal
hematopoiezisben, mivel a hematopoiezis csaknem minden szakaszat szabalyozzdk,
ugyanakkor rendellenes expresszidjuk szolid tumorokkal és hematopoietikus malignanciakkal

hozhat6 6sszefliggésbe.

Célkittizések

A kutatok és klinikusok korében régota ismert tény, hogy a gyulladasos folyamatok,
kivaltképp, ha huzamosabb ideig fennallnak, tumoros elvaltozasok kialakulasat
eredményezhetik a szervezetben. Bizonyos példaul, hogy azok a gyulladdsos medidtorok,
melyek normal koriilmények kozott rovidtava gyulladast eredményeznek, majd down-
regulalodnak, amennyiben nem megfeleléen szabalyozodnak, eldsegithetik bizonyos tumorok
fejlodését, invazivitasat, illetve angiogén aktivitasat. Frdemes tehat a gyulladasban jelentds

immunsejteket ilyen szemszogbdl is megvizsgalni. Arrdl, hogy a jol ismert gyulladdsos
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mediatorok (pl. hisztamin) a tumoros folyamatokban milyen jelentds szerepet vallalnak, egyre
tobbet tudunk. Az azonban, hogy milyen egyéb, eddig ismeretlen molekuldk vesznek még
részt a gyulladdsban megismert sejtek tumoros folyamatokkal kapcsolatos funkcidiban,
eleddig meglehetdsen ismeretlen teriilet. Célunk volt tehat

e A hizdsejtekben ¢és az eddig sokszor méltatlanul mellézott bazofilokban uj gének, ill.

mikroRNS-ek azonositasa.

e A differenciéltatott mukozalis hizosejtekbOl végzett microrarray vizsgalat alapjan
olyan protedzok ¢és protedz-inhibitorok megtaldlasa, melyek expresszioja

hizésejtekben kordbban még nem volt ismert.

e A Kkivalasztott gének expresszidjanak real-time PCR-rel valo validalasa és a

funkcionalisan relevans gének expressziojanak fehérjeszinten torténd megerdsitése.

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

igazolasa vagy elvetése a mukozalis hizosejtekben.

e [rodalmi adatok alapjan kivalasztott mikroRNS-ek expressziojanak bazofilokban valo

igazolasa.

o A bazofilok differencialodasahoz, illetve aktivacidjahoz sziikséges IL-3 hatdsa az

azonositott mikroRNS-ek expresszidjara.

Modszerek

Csontveléi hizosejtek izolalasa

2-4 honapos Balb/c vad, ndstény egerek csontveldi sejtjeinek izolalasa céljabol, cervikalis
diszlokéaciot kovetden, steril eszkozokkel mindkét femurt eltdvolitottuk, majd atmostuk a
csontvel6t. Ezt kdvetden a sejteket kétszer mostuk PBS-sel.

A c-kit pozitiv populacid kinyerésére a sejtfelszini CDI117 alapjdn, magnesesen kétszer

szeparaltuk a sejteket MACS LS szeparacios oszlopokon.
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A Balb/c-egér csontvel6i 6ssejteket in vitro tenyésztettiik.

A csontveldi szeparaciobol szarmazo sejtekhez hozzdadtunk 40 ng/ml rekombinans egér SCF-et és
4 ng/ml rekombinans egér IL-3-at, valamint néhany kisérletben emellett 2 ng/ml humén TGF-f1-
et és 10 ng/ml IL-9-et is adtunk a tapoldathoz, igy biztositva a koriilményeket az in vitro
létrehozott, mukozalis hizosejteknek megfeleld tipusu sejtek differencidlodasahoz.

A tapoldat felét 4-5 naponta cseréltiik.

20 nap differencialodés utan a sejtkultira homogenitasat alciankék-safranin festéssel és aramlasi
citométerrel ellendriztiik.

A hizoésejt-differencialodas soran bekovetkezd génexpresszios valtozasok vizsgalata céljabol a
sejttenyésztés 4. és 20. napjan a sejtkultira sejtjeibdl magneses szeparaciot végeztink a

sejtfelszini CD117 alapjén, a fent emlitett médon.

Koldokvér eredetii hizosejtek izolalasa

A koldokvér-eredetli human mononuklearis sejtek szeparalasa Histopaque oldat segitségével
torténd, stiriiség alapu elvalasztassal, majd a CD34" 8ssejtek magneses szeparacidja segitségével
tortént. A sejttenyésztés 10% FCS-tartalmt, komplett DMEM tapoldatban, 40 ng/ml SCF, 20
ng/ml IL-6 és 3uM lizofoszfatsav hozzaadasaval tortént. A tapoldat felét 4-6 naponta cseréltiik. 6
hét elteltével a sejteket magnesesen szeparaltuk egér anti-human CD117 antitesttel és magnesesen

jelolt, kecske anti-egér IgG-vel.

A peritonealis hizosejtek izolalasa

A peritonealis sejtek kinyerés€hez szintén cervikalis diszlokdciot alkalmaztunk, majd kb. 15 ml
jéghideg PBS-t injektaltunk a hasiiregbe. 1-2 perces inkubaciot kovetden a folyadékot kiszivtuk,
jégre tettiik, majd még egyszer megismételtiik a folyamatot.

PBS-sel torténd mosast kovetden a sejteket a sejtfelszini CD117 alapjan magnesesen kétszer
szeparaltuk MACS LS szeparacios oszlopokon.

A sejtkultiira homogenitdsat alciankék-safranin festéssel és aramlasi citométerrel ellendriztiik.

Toluidinkék és alciankék-safranin festés
A hizosejtkulturabol vett kis aliquotokat targylemezre citocentrifugaltuk, a centrifugalt sejteket a
festés eloétt 10 percre jéghideg metanolba helyeztiikk, majd 0,1 %-os toluidinkék (pH 1) vagy

alciankék-safranin oldatban inkubaltuk 45 percig, szobahdmérsékleten. A pozitiv sejtek aranyanak



(toluidinkék esetében a metakroméazias sejtek aranya) meghatarozéasat kovetden a min. 90%-0s

tisztasagu sejtkultirakat hasznaltuk fel.

Hizosejtek vizsgalata aramlasi citometriaval

PBS-sel vald mosast kovetden a mintdkat 25 percig inkubaltuk az ellenanyaggal
szobahOmérsékleten, majd centrifugaltuk. A kovetkezd ellenanyagokat hasznaltuk fel kisérleteink
soran: anti-human CD117 PE, anit-egér CD117 APC, anti-egér B220 PE, anti-egér CD11b PE,
egér anti-human triptdz, egér anti-humén kimaz és anti-egér IgG FITC. Végiil a mintdk moséasa
utan a mérés FACSCalibur miiszeren tortént.

Intracellularis dramlasi citométeres analizis elOkészitése soran a sejtek jeldlését megelézden a

mintakat 2%-0s PFA-ban fixaltuk 20 percig, majd 0,1 %-0s szaponinban permeabilizaltuk.

RNS-izolalas, mindségellendrzés és real-time PCR

A kiilonboz6 hizosejt mintakbol RNS izolalast végeztiink RNAEasy Isolation Kit segitségével. A
teljes RNS mennyiségi ¢és mindségi ellendrzése Agilent 2100 Bioanalyzer 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
¢s DNS szennyezddés nem volt kimutathato a hisztogramjukon.

1 U MuLV Reverz Transzkriptaz enzim segitségével 1 pg RNS-t irtunk at random primerek
felhasznalasaval 42 °C-on, 55 percig, majd inaktivaltuk a MuLV enzimet 95°C-on, 5 percig.

A real-time PCR-reakciot 25 ul végtérfogata, 1,5 pl cDNS-tartalmi mintakkal végeztik el,
ABIPrism 7000 berendezés segitségével.

Microarray és IPA
A microarray kisérletekhez Agilent Mouse Oligonucleotide 22K chipeket hasznaltunk. A
GeneSpring 7.3 szoftverbdl szarmazd génexpreszids adatokat tovabb analizaltuk Ingenuity

Pathway Analysis alkalmazas segitségével.

Western-blot analizis

A sejteket lizispufferben denaturaltuk, majd Bradford-mddszerrel meghataroztuk a mintak fehérje-
tartalmat. Mintanként 15 pg fehérjét denaturaltunk, €s redukaltunk B-merkaptoetanolban 100 °C-
on 5 percig, majd 10 %-0s SDS-PAGE felhasznalasaval gélelektroforézist végeztiink. A futtatas

eredményét Immobilon-P membranra blottoltuk. Molekulasuly markerként egy ,.full-range
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Rainbow”-t hasznéltunk. A membranokat 10% tejporos PBS-tartalmu oldattal blottoltuk 1 éran at
majd az elsddleges ellenanyagot 1% tejpor-és 0,1% Tween-20 tartalmi PBS-oldatba helyeztiik 2
ora hosszara, szobahdmérsékletre, Tween-PBS-ben torténd erdteljes mosas utan a HRP-konjugalt
masodlagos ellenanyaggal inkubaltattuk 45 percig. Az eldhivatds ECL Plus Western Blotting
Detection System segitségével tortént.

Housekeeping kontrollként anti-tubulin ellenanyagot hasznaltunk.

Munkénk soran a kovetkezd antitestek keriiltek felhasznalasra: nyul poliklonalis anti-N-terminalis
HtrAl antitest (1:250-es higitasban), egér anti-human HtrAl, patkany anti-tubulin antitest
(1:1000-es higitasban), anti-patkany HRP (1:10000-es higitasban), anti-egér HRP (1:10000-es
higitasban), anti-nyul HRP (1:8000-es higitasban).

ELISA assay-k

A hisztamin ELISA kereskedelmi forgalombol. A sejtkultura feliiliszdjaban taldlhato HtrAl
fehérje detektalasara sajat fejlesztésli ELISA-t hasznaltunk. Maxisorp lemezek felszinét nyul
poliklonalis anti-HtrAl N-terminalis antitesttel (0,5 ug/lyuk, 100 ul-es térfogatban) inkubaltunk
egy ¢éjszakan keresztiil, majd blokkoltuk 1% BSA-t tartalmazo PBS + 0,5% Tween-20 oldatban.
Elfogd antitest gyanant monoklonalis anti-human HtrAl-et alkalmaztunk, 1 pg/ml-es
koncentracidban, majd masodlagos antitestként HRP-konjugélt anti-egér antitestet, 1:10000-es
higitasban. A reakciot végiil TMB-szubsztrat segitségével tettiik lathatova, 2N kénsavval allitottuk
le, majd 450 és 540 nm-en olvastuk le.

Konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkopos vizsgalat

A human hizosejtkultirak aliquotjait targylemezre citocentrifugaltuk, majd 10 percig 2%-0s
paraformaldehidben fixaltuk &ket. A mintdkat ezutan 3-szor mostuk mosopufferben, majd az
aspecifikus kotést kialakitd részek blokkolasara nem-immun egér szérummal inkubaltuk 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 madasodlagos antitestekkel inkubdltuk 40 percig szobahdmérsékleten, ¢és
Daunorubicinnal festettiik. Az elkészitett targylemezeket Bio-Rad MRC 1024 konfokalis 1ézer
pasztazd mikroszkoppal vizsgaltuk, fényforrasként argon/kripton vegyes gazlézert alkalmazva. A
l1ézert 480 nm-es hullamhosszon gerjesztettiik. Minden negativ kontroll (melyek el6készitésekor

az elsddleges antitestet kihagytuk) esetében a fluoreszcens hattér elhanyagolhatonak bizonyult.
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Statisztikai elemzés
Az adatoktol fliggéen egyszempontos ANOVA, majd ,,Tukey’s all pairwise multiple comparison”,
illetve Student-féle t-proba.

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

Human vérmintak

A felhasznalt periférias vérmintdk normal felndtt egészséges véradok vérmintai, melyek az
Orszagos Vérellatd Szolgalattol szarmaznak. A teljes kisérleti periddus alatt az 1975-6s Helsinki
Deklaratum utmutatdja és szabalyrendszere alapjan jartunk el, és a kisérletek a Magyar

Tudomanyos Etikai Bizottsag jovahagyasaval torténtek.

Bazofilok periférias vérbél valo immunomagneses szeparalasa és IL-3-mal valo in vitro
stimulacidja

Bazofil granulocitdk periférids vérbdl valo izoldlasara egy kétlépéses moddszert alkalmaztunk,
melynek soran elsd 1épésben siirtiség alapt szeparalast végeztiink HetaSep™ segitségével, majd
allomagnes és az EasySep Human Basophil Enrichment Kit felhasznéalasaval a bazofil sejteket
negativ izolasassal valasztottuk el. Az izolalt bazofil populaciok tisztasagat FACSCalibur aramlasi
citométerrel (FSC/SSC) és May-Griinwald festéssel igazoltuk.

A human bazofil mintdkat 10% FCS, 100 U/ml penicillin és 0.1 mg/ml streptomycin tartalmt
komplett RPMI médiumban inkubaltuk 100 percig 10 ng/ul hlL-3 jelenlétében vagy hianyaban, 3-
5x10° sejt/well vagy lyuk elosztasban, 96-lukii lemezben. A klasztereket formazo é16
sejtkultarakat 37°C-os inkubatorral kiegészitett Nikon Diaphot TMD-EF tipusii mikroszképban
fényképeztiik le.

A human bazofil sejtek festése May-Griinwald festékkel
Az izolalt bazofil mintdkbol vett kis aliquotokat targylemezre citocentrifugaltuk, majd 3 percig

0,25% May-Griinwald oldattal festettiik.

A human bazofil granulocitik mikroRNS-einek izolacidoja, detektalasa és az rhIL3
hatasa a mikroRNS expressziora
A miRNS izolacidhoz, illetve kimutatashoz egyarant TagMan MicroRNA Cells to Ct Kit-et

hasznaltunk, a gyarté utasitdsai szerint megadott moédon. A génexpresszios analizishez AACt
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modszert alkalmaztunk. A delta-delta Ct értékek normalizalasdhoz RNU48-at, mint endogén
kontrollt alkalmaztunk.

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 berendezésben. A technikai
bedllitasokhoz a kisérletek megkezdése elott egy eldkisérletet végeztiink, a gyartd utasitdsai
szerint.

Annak vizsgalatara, hogy az rhIL-3 hogyan befolyasolja a miR-223, a miR-155 és a miR-16
expressziot, 100 perces 10 ng/ml rhIL-3-mal térténd inkubaciot kovetden realtime PCR-méréseket

végeztiink.

A miRNS-ekre vonatkozo target predikcio 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 hasznalt 'multiple’ miRNA analizis olyan utvonalak azonositasat
végezte el, amelyek a 3 miRNS esetében egylittesen megvalosulhatnak. Ezek koziil is azon
utvonalakat kerestiik, melyeket az 5 keresd algoritmusbol legaldbb 3 egyarant azonositott.
Kozottiik szerepelt az ,,FceRI szignalizacids utvonal’, valamint a ‘Hisztidin metabolizmus

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

Eredmeények

A mukozalis hizosejtek differencialodasanak modellezése

Egér mukozalis hizésejtek in vitro differencialodasa soran jelentds mértékii expressziot
mutatd, eddig le nem irt gének azonositasa érdekében, a sejteket 1L-3+SCF+IL-9+TGFf
jelenlétében tenyésztettiik, majd a differencidlodas két kiilonb6zd i1dépontjdban magneses
szeparaciot végeztiink a sejtfelszini CD117 expresszido alapjan. Az elsé idépont - a
sejtdifferencidlodas 4. napja — a differencialodas olyan stadiumat jelenti, melyben a sejtek
jellemzden hizésejt progenitoroknak felelnek meg. A teljesen érett mukozalis hizosejtek a
differencialodas 20. napjan izolalt sejteknek felelnek meg. Az altalunk vizsgalt sejtpopulaciok
tisztasaga 95%-osndl nagyobb volt, ahogyan azt aramlasi citometridval igazoltuk. Alciankék-
safranin festéssel negativnak bizonyultak a 4 napos sejtek, valamint esetiikben csokkent
Mcptl expresszid volt megfigyelhetd. Ezzel szemben a 20 napos sejtek alciankék-safranin

festéssel kékre szinezddtek, és esetiikben jelentés Mcptl expresszid volt megfigyelhetd —
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ezaltal bizonyitva, hogy ez az érett tipus a mukozalis hizdsejtek iranyaban elkdtelezddott
sejteknek felel meg.

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 hidnyaban tenyésztett
20 napos populdcio esetében. Sot, az alacsonyabb sejtfelszini c-kit expresszid mellett,
magasabb mRNS expressziot mutattak Mcptl-re nézve, ahol az Mcptl az érett mukozalis
hizésejtek jellemzd protedzanak génje. Ezen eredmények jol korrellalnak azon korabbi

feltételezésiinkkel, hogy a szoban forgé sejtek az érett mukozalis hizosejtek megfeleldi.

A mukozalis hizosejtek érése soran kiilonbozéképpen expresszalodo proteaz és proteaz-
inhibitor gének kivalasztasa

Annak érdekében, hogy rataladljunk azon génekre, amelyek expresszidja megvaltozik a
mukozalis hizosejtek differencidlodasa soran, kétcsatornds micorarray kisérletben a 4 és 20
napos mintak keriiltek 6sszehasonlitasra. A kapott adatok koziil a p<0,05 szinten (Benjamini-
Hochberg-féle hamis elfogadasi arany alapjan) tobb mint 2-szeres upregulacioban részesiilt
géneket szlrtik ki. Mivel a hizésejtek gazdag forrasai kiilonb6zo protedzoknak, a 240
szignifikdnsan upregulalodott gén koziil kivalasztottuk a proteazokat és proteaz-inhibitorokat.
Ahogy az varhat6 volt, a lista szamos jol ismert, hizosejt-specifikus proteaz gént tartalmazott
(Mcpt5, Mcpt6, Mcptl), valamint olyanokat is, melyek funkcidja még kevéssé ismert (triptaz-
gamma 1, masnéven transzmembran-triptaz). S6t, olyan proteaz, illetve proteaz-inhibitor
géneket (pl. Spink-2 vagy HtrAl) is azonositani tudtunk, melyek hizdsejtekben vald
eléfordulasa korabban még nem volt ismert. A microarray eredményeket a Prss11 (HtrAl), a
Spink2, a Tpsgl, az Mcpt6, valamint az Mcptl, mint pozitiv kontroll esetében real-time PCR

modszerrel validaltuk.

A HtrAl (Prss1l) az érett mukozalis hizosejtekre nézve specifikusnak bizonyult

A kivalasztott protedzok és protedz-inhibitorok expresszidjanak mértékét megvizsgaltuk
éretlen és érett mukozalis hizosejtekben, illetve a kiilonbozé hizdsejt-populacidkban.
Kisérleteink soran az érett mukozalis hizosejteket 1L-3, SCF, IL-9 és TGFpI jelenlétében
differencialtattuk, mig az éretlen hizosejtek IL-9 és TGFpI hianyaban néttek, a kotdszoveti
hizosejteket pedig a peritoneumbol izolaltuk. A kivalasztott protedz, illetve proteaz-inhibitor
gének koziil a HtrA1 specifikusnak bizonyult az érett mukozalis hizosejtekre nézve.

Mivel az mRNS-szinten mért valtozasok nem mindig felelnek meg a protein-szinten tapasztalt

valtozasoknak, ezért a HtrAl expresziot Western-blottal is megvizsgaltuk. A HtrAl fehérje
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nem bizonyult detektalhatonak az éretlen mukozalis hizésejtekben (melyek csak IL-3 és SCF
jelenlétében differencialodtak), 20 napos sejtkultirdban. Tovabbd, a 20. napon izolalt érett
mukozalis hizdsejt kultiraban magasabb Prssl1 fehérje expressziot tapasztaltunk, mint az
éretlen, 4 napos sejtkultaraban. Sikeriilt tehat a microarray eredményeket fehérjeszinten is

igazolnunk.

Human triptaz-tipusu hizosejtek is expresszaljak a HtrA1-et

Mivel szamos publikaciéban utalnak az egér €s a human rendszer kozti kiilonbségekre, mi is
megvizsgaltuk a HtrAl jelenlétét human rendszerben. Koldokvér-eredeti hizdsejtek
toluidinkékkel metakromatikusan festddnek 6 hetes sejtkulturaban, triptaz-pozitivak, kimazt
viszont nem tartalmaznak, melyek a human triptdz-tipusu hizdsejtekre jellemzd
tulajdonsagok. A triptaz-tipust hizosejteknek tiing sejtek a HtrA1-et kiilonboz6 mértékben, de
folyamatosan termelik. Ugy talltuk tovabba, hogy szdmos mds protedzzal ellentétben a

HtrAl nem a szekrécids granulumokban tarolodik.

A HtrAl Konstitutivan szabadul fel human hizésejtekbol

A HTRAI1 nem a szekrécidés granulumokban lokalizalodik, hanem e fehérjét (az Mcptl
kimazhoz hasonldan) konstitutiv moédon szecernaljak a hizosejtek. Ezt a kijelentést azon
ELISA kisérleteinkre alapozzuk, melyek sordn kezeletlen, illetve Ca-ionofér (ionomycin)
kezelt triptaz tipusu hizosejt tenyészetek feliiliszoéiban HTRAL-tartalom tekintetében nem
talaltunk  kiilonbséget. A  kezelt sejtkulturak esetén tapasztalhatd fokozottabb

hisztamintermelés révén igazoltuk ugyanakkor az ionomycin degranulaciot kivaltod hatasat.

A HtrA1l nem befolyasolja a TGFp altali egér mukozalis hizosejt differencialodast

Génexpresszids adataink Ingenuity Pathway Analizise szerint a HtrAl két Gtvonal-haldzat
része. Az egyik halozat apoptdzissal, illetve rakkal kapcsolatos géneket tartalmaz, a masik
csoportba a sejtes/kotdszovetes fejlddésben és funkcidban, vagy a szkeletalis €s muszkularis
rendszer fejlddésében szerepld gének tartoznak. A kapott adatok szerint a HtrAl csak két
masik génnel 1ép kozvetlen kapcsolatba: az egyik a Tgfpl, a masik a szintén a TGFp-csaladba
tartoz0 Bmp4. Tovabba, a HtrAl TgfPB-gatlo hatasat is leirtdk mar. Ennek alapjan
megvizsgaltuk, hogy a HitrAl-nek van-e Tgfp-gatldo hatasa a mukozalis sejtek
differencidlodasara nézve. Kétféle HtrAl-koncentraciot alkalmaztunk: 5 ng/ml-t, az altalunk

human hizosejt feliiliszokban mért HtrA1-koncentracio alapjan, €s 50 ng/ml-t, egy publikacio
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alapjan. Meglepetésiinkre, a HtrA1 nem valtoztatta meg sem az Mcptl-, sem a sejtfelszini c-
kit expresszido mértékét, az altalunk hasznalt modellrendszerben tehat nem sikeriilt

kimutatnunk TGF-gétlo képességét az egér mukozalis hizosejtek differencidlodésa esetében.

Az izolalt bazofilok tisztasaga
A periférias vérbol izolalt human bazofil populacio kozel homogénnek (99%-osnal

tisztabbnak) bizonyult.

A rhlL-3-kezelés hatasa a bazofil sejttenyészetekre
hIL-3-mal val6é 100 perces kezelés hatasara a sejtek jellegzetes csoportosulasa figyelheté meg
a hlL-3-at tartalmazo sejtkultiraban, mikdzben a kontroll sejtkultaraban egyedi, lekerekitett,

kiilonallé sejtek lathatoak.

MiRNS-expresszio human bazofilokban

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 differencialddasanak szabalyozasaban jelentds,
mig a miR-16 magas szinten expresszalodik minden nativ hematopoietikus sejtvonalban,
valamint sokfé¢le szovetben. Mind a miR-16, mind a miR-223 esetén magas szintii, mig a
miR-155 esetén alacsonyabb, de jellemz6 expresszidt tapasztaltunk egészséges human bazofil

mintakban.

A rhlL-3 hatasa a bazofilok miRNS expressziojara

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

kovetett.

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 szignalizaciés utvonal’, valamint a ‘Hisztidin metabolizmus tutvonal’ is, mely

utvonalak szamos bazofil granulocita funkcidval is kapcsolatba hozhatoak.
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Kovetkeztetések

A differencialtatott egér mukozalis hizdsejteken végzett microarray-kisérletbol
kiindulva, gén- és fehérjeszinten is kimutattunk egy, az egér mukozalis és az ember

triptaz-tipust hizdsejtjeire jellemzo szerin-proteazt, a HtrAl-et.

Igazoltuk, hogy a HtrAl nem csak jellemzd, hanem specifikus is a mukozalis
hizosejtekre, hiszen az egérben talalhatd masik hizdsejttipusban, a kotdszoveti

hizoésejtekben csak igen mérsékelt expresszidjat tapasztaltuk.

Bar irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a HtrAl gatolja a TgfB-szignalizacios
utvonalat, kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy a HtrAl nincs hatassal a Tgfp-
indukalt hizosejt differencidlodéasra, de feltételezéseink szerint szerepe lehet a

hizosejtek altal indukalt szoveti atrendezédéses folyamatokban.

Az irodalomban els6éként azonositottunk bazofilokban expresszaldddé mikroRNS-eket.
Kimutattuk a miR-223, a miR-16 és a miR-155 human bazofilokban vald
expresszidjat. A legerdsebb expresszidt a miR-223 esetében tapasztaltuk, amely a
mieloid és a granulocita differencialodas szabalyozasanak kulcsfontossagi mikroRNS-

e €s szamos rakos megbetegedéssel kapcsolatba hoztdk mar.

Kimutattuk, hogy ezen mikroRNS-ek a bazofilok diferrencialodasahoz, aktivaciojahoz

és tuléléséhez sziikséges IL-3 hatasara downregulalodtak.
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