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Roviditések jegyzéke

Roviditések Angol megfeleld Magyar megfelelo

3p-hpRNS 5’triphosphate-hairpin RNA | 5’trifoszfat-hajtii RNS

4E-BP1 eukaryotic translation | eukaridta transzlacios
initiation factor 4E-binding | inicidcios faktor 4E-kotd
protein 1 fehérje 1

5'ppp S'triphosphate S'trifoszfat

7-AAD 7-aminoactinomycin D 7-aminoaktinomycin-D

AIM2 absent in melanoma 2 melanomaban hianyzé

fehérje 2

Akt protein kinase B protein kinaz B

AMPK AMP-activated protein | AMP-aktivalt protein kinaz
kinase

AP1 activator proteinl aktivator fehérje 1

APS antigen-presenting cell antigén prezentalod sejt

ATP adenosine triphosphate adenozin-trifoszfat

B-sejt B- lymphocyte B-limfocita

CARD caspase  activation  and | kaszpaz  aktivacios  ¢€s
recruitment domain toborzé domén

CD cluster of differentiation differenciacios klaszter

cDS conventional or classical | konvencionalis vagy
dendritic cell klasszikus dendritikus sejt

CpG cytosine—phosphate—guanine | citozin-foszfat-guanin

CREB c-AMP response element | ciklikus AMP valaszado
binding protein elem-koto fehérje

DAMP damage-associated molecular | veszély asszocialt
pattern molekularis mintazat

DMEM Dulbecco's modified Eagle’s | Dulbecco's modified
minimal essential medium Eagle’s minimal essential

médium

DMSO dimethyl sulfoxide dimetil-szulfoxid

DNS deoxyribonucleic acid dezoxiribonukleinsav

DS dendritic cell dendritikus sejt

ds double-stranded kétszalu

elF4E eukaryotic translation | eukaridta transzlacios
initiation factor 4E iniciacios faktor 4E

ELISA enzyme-linked enzim-kapcsolt

immunosorbent assay

immunoszorbens esszé




ER endoplasmic reticulum endoplazmatikus retikulum

ERK extracellular signal-regulated | extracelluléris szignal-
kinase szabalyozott kinaz

FACS fluorescence-activated  cell | fluoreszcencia-aktivalt sejt
sorting elvélasztas

FBS fetal bovine serum magzati szarvasmarha

szérum

FITC fluorescein isothiocyanate fluoreszcein-izotiocianat

FIt3L fms-like tyrosine kinase 3 | fms-szerii tirozin kinaz-3-
ligand ligand

GM-CSF granulocyte-macrophage granulocita-makrofag
colony-stimulating factor kolénia stimulal6 faktor

GMDP granulocyta- monocyte and | granulocita-monocita-DS
DC progenitor progenitor

HIF-1a hypoxia-inducible factor -la | hypoxia indukélta faktor-1a

HIV human  immunodeficiency | humédn immundeficiencia
virus virus

HK2 hexokinase 2 hexokinaz 2

HLA human leukocyte antigen human leukocita antigén

IFN interferon interferon

Ig immunoglobulin immunglobulin

IKK IxB kinase IkB-kinaz

IL interleukin interleukin

IRAK1 interleukin-1 receptor- | interleukin-1  receptorhoz
associated kinase 1 kapcsolt kinaz 1

IRF interferon regulatory factor interferon regulatorikus

faktor

IxB o/B/y/e inhibitor of nuclear factor-kB | kB nukleéris faktor gatlgja
o/Blyle o/P/y/e

JNK c-jun N-terminal kinase c-jun N-termindlis kinaz

Kdo 2-keto-3-deoxy-octulosonic | 2-keto-3-dezoxi-
acid oktanoilsav

LBP LPS-binding protein LPS-kot6 fehérje

LDHA lactate-dehydrogenase-A laktat-dehidrogenaz-A

LPS lipopolysaccharide lipopoliszacharid

MAPK mitogen-activated protein | mitogén aktivalt protein
kinase kinaz

MAVS mitochondrial antiviral- | mitokondridlis  antiviralis
signaling protein szignalizacios fehérje

MD2 myeloid differentiation | mieloid  differencialodasi
protein 2 fehérje 2




MDAS melanoma  differentiation- | melanoma

associated protein 5 differencialédashoz
kapcsolodo fehérje 5

MDP monocita and DC progenitor | monocita és DS progenitor

mDS myeloid DC mieloid DS

MHC major histocompatibility | f6 hisztokompatibilitasi
complex komplex

moDS monocyte-derived  dendritic | monocita-eredetii
cell dendritikus sejt

MOI multiplicity of infection fertdzés multiplicitas

mTOR mammalian target of | rapamycin emlds célpont
rapamycin

mTORC mTOR complex mTOR komplex

MyD88 myeloid differentiation | mieloid  differencialodasi
primary response 88 primer vélasz fehérje 88

NF-kB nuclear factor-kappaB nukledaris faktor-kappaB

N-LPS native LPS nativ LPS

NLR NOD-like receptor NOD-szert receptor

NLRP3 NLR family pyrin domain | NLR csalad pirin domént
containing 3 tartalmazo fehérje 3

NOD nucleotide  oligomerization | nukleotid-ko6td
domain oligomerizacidés domén

PAMP pathogen-associated patogén asszocialt
molecular pattern molekuléris mintazat

PBMC peripherial blood | periférids vér
mononuclear cell mononuklearis sejt

PCR polymerase chain reaction polimeréz lancreakciod

PDK1 phosphoinositide-dependent | foszfoinozitid-fiiggd protein
protein kinase-1 kinaz 1

PDL1 programmed death-ligand 1 | programozott halal ligand 1

pDS plasmacytoid dendritic cell plazmacitoid  dendritikus

sejt

PI3K phosphatidylinositol-4,5- foszfatidil-inozitol-4,5-
bisphosphate-3 kinase biszfoszfat-3 kinaz

polyl:C polyinosinic:polycytidylic poliinozin:policitidilsav
acid

PRR pattern recognition receptor | mintazat felismerd receptor

PTEN phosphatase  and  tensin | foszfatdz és tenzin homoldg
homolog

RD-LPS radiation-detoxified LPS sugarzassal méregtelenitett

LPS




RIG-I

retinoic acid-inducible gene I

retinsav-indukalhat6 gén I

RLR retinoic acid-inducible gene- | retinsav-indukalhat6 gén I-
I-like receptor szerl receptor

RNS ribonucleic acid ribonukleinsav

ROS reactive oxygen species reaktiv oxigén szarmazékok

RPMI Roswell Park  Memorial | Roswell Park Memorial
Institute Medium Institute médium

S6K1 ribosomal S6 kinase 1 riboszomalis S6 kinaz 1

SD standard deviation szOras

SREBP sterol regulatory- element | szterol szabdlyozd elemet
binding protein koto fehérje

ss single-stranded egyszalu

STAT signal transducer and | transzkripcio jelatalakito és
activator of transcription aktivalo

STING stimulator of interferon genes | interferon gén stimulator

TAB TAKI1-binding protein TAK1-ko6to protein

TAK1 transforming growth factor- | transzformalé novekedési
B-activated kinase 1 faktor B aktivalt kindz 1

TBK1 TANK-binding kinase 1 TANK-ko6t6 kindz 1

Te cytotoxic T lymphocytes citotoxikus T-limfocita

TCR T-cell receptor T-sejt receptor

tDS transitional dendritic cell tranzicionalis  dendritikus

sejt

Tth T follicular helper cell follikuléris helper T-sejt

Th T helper lymphocyte segitd T-limfocita

TIR Toll-interleukin-1 receptor Toll-interleukin-1 receptor

TIRAP TIR domain-containing | TIR-domént tartalmazo
adaptor protein adapter fehérje

TLR Toll-like receptor Toll-szerli receptor

TNF-a tumor necrosis factor-o tumor nekrozis faktor-a

TRAF TNF receptor associated | TNF receptorhoz kapcsolt
factor faktor

Treg T regulatory cells regulatorikus T-sejtek

TRIF TIR-domain-containing TIR-domént tartalmazo
adapter- inducing interferon- | adapter indukal6 interferon
p p

TSC tuberous sclerosis complex gumos szklerdzis komplex

VSV vesicular stomatitis virus vezikularis stomatitis virus




I. Bevezetés

A velesziiletett immunrendszer sejtjeiként a dendritikus sejteknek (DS) kiemelkedd
szerepe van a szervezetbe keriild patogének felismerésében és a gyulladasos folyamatok
elinditdsaban.  Ugyanakkor egyik legfontosabb  immunolégiai  funkcidjuk az
antigénprezentalds, ami révén képesek bemutatni a periférian felvett antigéneket a T-sejtek
szamara ¢s ezaltal elinditani az adaptiv immunvalaszokat is. A DS-ek egyediilallo
immunmoduldlé képességgel rendelkeznek. Az érzékelt jelek fajtajatol fiiggden képesek
gyulladés és tolerancia irdnyaba is eltolni az immunvalaszokat, tovabba befolyasoljak a T-
sejt polarizacio iranyat is, igy a human DS-ek sokoldalu terapias célpontok lehetnek.
Funkciondlis aktivitasukat szdmos endogén szabdlyoz6 mechanizmus feliigyeli €s iranyitja,
valamint exogén stimulacios jelekkel is nagymértékben befolyasolhatéak a DS funkciok.
Munkank soran célul tiiztik ki, hogy kiilonb6z6é endogén és exogén behatdsok révén
megprobaljuk befolyasolni a DS-ek immunmodulald képességét, ami alapjaul szolgalhat
jovébeli DS alapt terdpias megoldasoknak. Elséként a DS-ek egyik belsd, kozponti
szabalyozd rendszerének, azaz a rapamycin emlds célpontnak (mTOR) a szabdlyozo
szerepét vizsgaltuk meg a citoszolban szaporod6 virusok felismerésére specializalodott
retinsav-indukalhat6 gén- (RIG) I-szerli receptorok (RLR) altal kozvetitett DS funkcidkban.
Munkank soran mTOR inhibitorok segitségével atfogéan tanulmanyoztuk az mTOR
jelatvitel jelentdségét a humén monocita-eredetli DS-ek (moDS) és plazmacitoid DS-ek
(pDS) RLR-medialt antivirdlis és gyulladdsos citokin valaszaiban és T-sejt aktivalo
képességében, mellyel a kiillonb6z6 mTOR inhibitorok DS-ek funkcionalitasat érintd hatasait
is feltartuk. Tovabbi kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy az exogén stimulacios szignalok
modositasdval hogyan befolyasolhatdo a DS-ek immunmodulalé hatésai. Igy sugarzassal
méregtelenitett lipopoliszacharid (RD-LPS) moDS-ekre gyakorolt hatdsat hasonlitottuk
0ssze nativ LPS-sel (N-LPS). Megvizsgaltuk tovabba az RD-LPS hatasat a parlagfii altal
kivaltott allergias léguti gyulladdsokban is, és megallapitottuk, hogy a beltéri kdrnyezet
méregtelenitett LPS-sel torténd renaturalasdval megeldzhetd lehet a Th2 medialt allergias
gyulladasok kialakuldsa, mivel az RD-LPS-sel a DS-ek Th1 polarizald képessége fokozhato,
ami hattérbe szoritja a Th2 vélaszokat. Munkank soran tehat 0j, endogén és exogén
szignalok révén megvalosuldé immunmodulacios lehetdségeket tartunk fel, mellyel
befolyasolhaté a DS-ek funkcionalis aktivitasa és ezaltal a szervezetben zajlo kiilonb6zd

gyulladasos folyamatok ¢s immunologiai reakciok kimenetele.
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I1. Irodalmi attekintés

I1.1 A DS-ek jelentosége, eredete és altipusai

Az emberi szervezet immunrendszerének hatékony mikodését és  az
immunhomeosztazis fenntartdsat a természetes, valamint az adaptiv immunitas elemeinek
szoros kapcsolata, funkcidiknak egymasra épiilése biztositja. E kétszintli védelmi vonal a
szervezetbe keriild nem sajat (virusok, baktériumok, gombdk, parazitdk, férgek) vagy
megvaltozott sajat struktirdk (tumorossd valt vagy patogénnel fertézott sejtek) ellen
immunreakciokat indit. A természetes immunrendszer szervezetiink els6 védelmi vonala,
melynek elemei kozott talaljuk a DS-eket is, melyek a patogének szervezetbe keriilését
kovetden azonnal felismerik az idegen struktirakat ¢és a korokozok antigén specificitasatol
fiiggetlentil azonnali reakcidkat inditanak el [1].

A DS-ek heterogén csoportjainak azonositasa a periférids vérben, valamint antigén-
prezentald képességiik funkciondlis elemzése fontos mérfoldkd volt az immunologia
torténetében [2]. A DS-ek professzionalis antigén prezentald sejtekként (APS) nagy
jelentdséggel birnak a velesziiletett és az adaptiv immunrendszer kozotti kapcsolat
kiépitésében mivel meghatarozo szerepiik van az antigének érzékelésében, felvételében,
feldolgozasaban, a T-sejtek felé torténd bemutatdsdban és ezaltal az adaptiv immunitas
aktivalasaban. A DS-ek sokrétl funkcionalis aktivitasa nélkiilozhetetlen a hatékony
immunvalaszhoz, ugyanis a naiv T-sejt aktivalas mellett részt vesznek a memoria T-sejtek
létrehozasaban is, tovabbd képesek segiteni a B-sejt aktivaciot is, igy az adaptiv
immunvalasz indukaldsa mellett az immunoldgiai memoria kialakitdsdban is szerepet
vallalnak [3,4]. Tovabba a DS-ek hozzdjarulnak a stabil immunhomeosztazis €s a sajat
szovetek elleni immunologiai tolerancia fenntartdsahoz is, mivel fiziologias koriilmények
kozott is folyamatosan bemutatjak a szoveti eredetli sajat antigéneket a CD4" és CD8" T-
sejteknek [5].

A DS-ek, a mezenchimalis eredetli follikularis DS-ek kivételével a CD34"
hemopoetikus csontvel6di dssejtekbdl (HSC) mieloid és limfoid fejlédési titvonalon egyarant
kialakulhatnak a granulocita-makrofag kolonia stimuldlo faktor (GM-CSF), illetve a citokin
Fms-szerQl tirozin kinaz-3-Ligand (FIt3L) differencialodast segitd medidtorok hatdsara. A
mieloid fejléddési ut soran a mieloid progenitor sejtb6l a magas interferon regulatérikus
faktor 8 (IRF8) expressziot mutatd granulocita-monocita kdzos prekurzorokbol (GMDP)

keletkeznek a csontveldben a pre-konvencionalis vagy klasszikus DS-ek (cDS), a
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plazmacitoid DS-ek (pDS) ¢€s a tranzicionalis DS-ek (tDS), melyek valoszintileg a pDS-ek
ek transzkriptomikai szinten heterogének ¢€s eldzetesen elkotelezettek a ¢DS1 vagy a cDS2
fejlodés iranyba. Az alacsony IRF8 expressziot mutatd6 GMDP-boOl két masik tutvonalon
jonnek 1étre a monocitdk és a DS3 alcsoport. Végiil a monocitdk két kiilonbozd fejlodési
utvonalon keresztiil differencidlodhatnak makrofdgokkd vagy monocita-eredetiic DS-ekké
(moDS). A monocita-DS prekurzorokbol (MDP) kétféle DS keletkezhet; egyrészt a cDS3,
masrészt gyulladasos stimulus hatdsara moDS. A limfoid fejlédés soran szintén
kialakulhatnak DS-ek a limfoid progenitorokbol (LP), igy a multipotens LP-okbol
keletkezhetnek pre-pDS-ek ¢és a beldlik kialakulo pDS-ek, illetve cDSl-ek is
differencialodnak a limfoid vonalon [6]. Az IRF8 transzkripcios faktornak tehat kiemelkedd
szerepe van a DS-ek fejlodésében. A dominans funkciovesztd IRF8 muticioval rendelkezd
betegekben ugyanis kimutattak, hogy a DS3 kivételével a pDS-ek, a cDS1-ek és a ¢cDS2-ek
szama is nagymértékben redukalodott, a teljes funkciovesztéssel jaro IRF8 mutacidt mutato

betegekben pedig teljesen eltlintek a monocitak és a DS-ek dsszes alcsoportja is [7,8].

I1.2 A vérben 1évo DS altipusok specializalt funkcioi

A vérben keringd DS-ek a mononuklearis sejtek minddssze 0,1-1 %-at teszik ki és a
vérben 1évé kiilonb6zé DS alpopulaciok meghatirozott, specializalt immunologiai
funkcidval birnak [9]. A cDSl-eknek az intracellularis patogének és a tumorok elleni
immunvaélaszban van fontos szerepe. Képesek indukalni a naiv CD4" T-sejtek T helper (Th)
1 és Th2 iranyt polarizaciojat, valamint eldsegitik a citotoxikus CD8" T-sejtek
differencialodéasat is. FO sajatossaguk, hogy hatékony keresztprezentald sejtek, igy
kiemelkedd szereppel birnak a virusfertézések és tumorok esetében a naiv citotoxikus CD8"
T-sejtek aktivalasaban. A cDSI-ek foként a Ill-as tipust interferonok (IFNA) termelésére
specializalodtak, szekretdlnak TNF-a-at, és alacsony szinten IL-12-t. Fontos szerepet
toltenek be a Thl sejtek és a természetes 0ldsejtek (NK) aktivacidjaban. A c¢DS2-k az
immunvalaszokat tobb irdnyba is polarizalhatjak. A szoveti mikrokdrnyezet és az antigén
fajtajatol fiiggden képesek indukalni a naiv CD4" T-sejtek Thl, Th2 vagy Th17 sejtekké
torténd polarizalodasat is, de magas 1L-23 szekréciojuknak kdszonhetéen a Th17 valaszok
elinditdsdban van kiemelkedd szerepiik. Tovabba magas aktivin A és 0X40-ligand

expressziojuk miatt a legeredményesebben indukaljak a follikuldris T helper (Tth) sejteket
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is. IL-12-t nagy mennyiségben tovabba IL-1, TNF-a, IL-10 citokineket és IL-8 kemokint
valasztanak ki, de a III-as tipusu interferon szekrécidjuk alacsony [10,4].

A DS3 alcsoportot Villani és munkatarsai 2017-ben azonositottdk, melyet vegyes
monocita-cDS2 fenotipus ¢és transzkripcios profil jellemez. A ¢cDS2-kh6z hasonldan képesek
IL-12 ¢és IL-23 termelésre, valamint a monocitdkhoz hasonléan nagy mennyiségli IL-1f3
szekrécio jellemzi ezen DS altipust. Hatékonyan stimulaljak a naiv CD4" T-sejteket, foként
Thl és Thl7 polarizaciét indukalnak, tovabba a naiv CD8" T-sejtek proliferaciojat
stimulaljak és segithetik a szovetrezidens memoria T-sejtek kialakulasat is [11,4].

Gyulladds sordan human monocitdkbol monocita-eredeti  DS-ek  (moDS)
differencialédnak, melyek a cDS2-khoz hasonléan IL-1, TNF-a, IL-12 és IL-23 citokineket
szekretalnak féként, valamint szintén hatékonyan indukalhatjdk a naiv CD4" T-sejtek
differencialodasat. Tovabba a cDSl-ekhez hasonléan képesek szolubilis és partikularis
antigének keresztprezentalasara is [10,4]. In vitro koriilmények kozott CD14" monocitdkbol
kiilonb6z6 citokinek, tigymint GM-CSF és IL-4 jelenlétében is differencialtathatéak moDS-
ek, melyekkel kivaloan modellezhetdek az éretlen és érett DS-ek fenotipusos és funkcionalis
sajatossagai. A GM-CSF ¢és IL-4 jelenlétében végzett in vitro differenciacio 3-5. napja utan a
monocitak éretlen moDS-ekké alakulnak at, endocitotikus aktivitisuk magas, de T-sejt
aktivalo képességiik csekély. Viszont tovabbi 1-2 napos stimulacid példaul Toll-szerti
receptor (TLR) ligandok vagy TNF-o hatasara érett DS-ekké alakulnak &t, melyekre
jellemzdek a hosszu elagazd nytlvanyok és a hatékony naiv T-sejt aktivalo képesség [12] (1.

abra).

1. abra. Eretlen DS (A) és érett DS (B) morfologidja. Az éretlen DS-ekkel ellentétben az érett DS-
ekre jellemz6 a hosszu elagazd nyulvanyok megléte, mely segiti a T-sejtekkel torténd hatékony
kontaktust az antigén prezentacio6 soran [12].
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A DS alcsoportok koziil a pDS-ek szerepe az antivirdlis immunitdsban
kulcsfontossagu. Ugyanis professzionalis I-es tipusu interferon (IFN) termeld sejtekként
egyedilallo tulajdonsaguk, hogy viralis stimulusra nagy mennyiségben és nagyon gyorsan
képesek termelni I-es tipust IFN-okat, foként IFN-a-t. Az I-es tipust IFN-ok autokrin €s
parakrin modon hatva olyan folyamatokat inditanak el, melyek megakadalyozzédk a virusok
terjedését ¢s eldsegitik a virusok, valamint a virussal fertézott sejtek elimindcidjat [13].
Virusfertdzést kovetden a mononuklearis sejtek altal termelt I-es tipust IFN-ok 95%-a a
pDS-ekbdl szarmazik, mivel 200-1000-szer tobb I-es tipust IFN-t képesek termelni, mint
barmelyik masik fehérvérsejt virus expozicid hatasara [14]. Eltéréen a tobbi DS altipustol, a
human pDS-ek éretlen alakjara jellemz6 a plazmasejt morfoldgia, ugyanis citoszéljuk nagy
rész¢ét durva felszinli endoplazmatikus retikulum (ER) tolti ki és vese alakll sejtmagjuk
excentrikusan helyezkedik el. A pDS-ek éretlen formdjara gyakran hasznalatos a
plazmacitoid pre-DS elnevezés. Az éretlen pDS-ek aktivaciot kovetden, érett DS-ekké
differencidlodva veszik fel a nytalvanyos, DS-szert alakot [15]. A pDS-ek morfologiajat a 2.

abra mutatja.
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2. abra. A pDS-ek morfolégiaja. (A) A human plazmacitoid pre-DS-ek plazmasejtszert
morfologiat mutatnak. Jellemz6 rajuk az excentrikus sejtmag és a jol fejlett endoplazmatikus
retikulum az intenziv protein szintézisnek megfeleléen. (B) Pasztazé elektronmikroszkopos
felvételen ezek a plazmacitoid pre-DS-ek kerekded, limfoid morfologiat mutato, 8-10 um atméréji
képletekként jelennek meg. (C) Erett, aktivalt allapotban azonban a sejtekre a nyulvanyos, DS
morfologia jellemz6 [16].
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Mint kordbban emlitettiik a pDS-ek fejlodési utvonala a csontvelében nagyon
flexibilis, mieloid és limfoid progenitorokbdl is kialakulhatnak [17]. Folyamatosan
termelddnek a csontveldben ¢és fiziologias koriilmények kozott foleg a vérben és a
masodlagos nyirokszervekben tartozkodnak, a periférias szovetekben alig talalhatéak meg,
szemben a cDS-ekkel. Ugyanakkor gyulladassal jaré patologids kondicidok esetében a
periférids szovetekbe is képesek kilépni. Autoimmun koérképekben a periférian is lehet
azonositani a pDS-eket, tovabba allergias betegek orrnyalkahartyajaban, kontakt
dermatitises bdrben és tumorokban is nagy szdmban fordulnak elé [18]. A gyulladt
szovetekben nagy mennyiségben felszabaduld kemokin a pDS-eket az antigén bejutas, azaz
a gyulladés helyére vonzza, és virusfertézések esetén infiltralodnak a nyalkahartyaba vagy a
bdérbe [19]. Az antigénprezentald képességiik hatasfoka elmarad a cDS-ektdl, foként csak
receptor medialt endocitoézis révén vesznek fel exogén antigéneket és alacsony szinten
expresszaljak a fo hisztokompatibilitdsi komplex (MHC) fehérjéket is, ugyanakkor az
endogén antigének bemutatdsat hatékonyan képesek végezni mind MHC I, mind MHC 1I
molekuldkon keresztiil [18].

A humén pDS-ek mintdzatfelismerd receptorainak (PRR) aktivalodésa az IRF és a
nuklearis faktor-kappaB (NF-kB) utvonalon keresztiil I-es tipusu IFN-ok, illetve pro-
inflammatoérikus citokinek (TNF-a, IL-6) ¢és kemokinek (IL-8, CCL3, CCL4, CXCL10)
termelddéséhez vezet, melynek révén szamos sejttipus funkciojat befolyasoljak [19]. Példaul
segitik a mieloid DS-ek differencidlodasat, érését és antigén prezentald kapacitasanak
hatékonysagat. Indukaljak tovabba a Thl sejt polarizaciot, eldsegitik a CD8" T-sejtek
talélését és gatolhatjdk a Thl7-tipusu valaszokat. Eldsegitik a B sejtek izotipus valtasat
azaltal, hogy a mieloid DS-ekben fokozzdk a B-sejt aktivalo faktor (BAFF) és a proliferaciot
indukald ligand (APRIL) gének expressziojat [20]. A pDS-ek kéarosodott I-es tipusti IFN
termeld képessége novelheti a virusfertdzések kockazatit és a tumor progressziot,
ugyanakkor talmiikddésiik autoimmun kérképek kialakuldsanak kedvez [21].

Mivel a pDS-ek gyakorisaga a vérben rendkiviil alacsony, minddsszesen a periférias
vér mononuklearis sejtek (PBMC) 0,2-0,8%-a, tobb kutatocsoport is probalkozott pDS
sejtvonalakat létrehozni leukémids primer pDS-ekbdl, de ezek nem voltak képesek IFN-okat
termelni. Ugyanakkor a nemrégiben Iétrehozott GEN2.2 pDS sejtvonal, melyet

munkacsoportunk is alkalmaz a kisérletek sordn, a primer huméan pDS-ekhez hasonlo
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génexpresszios profilt mutat és mind fenotipusosan, és mind funkciondlisan megegyezik

2017-ben azonositottak a DS-ek egyik legujabb populacidjat, az AXL" SIGLEC6"
tDS-eket, melyek a CD123" DS-ek alpopulaciojanak tekinthetdek. A tDS-ek vegyes pDS-
cDS transzkriptommal és fenotipussal jellemezhetdek, de funkcionalisan kozelebb allnak a
cDS2-khoz, képesek ¢cDS2-vé differencialodni viszont nem szekretdlnak I-es tipust IFN-
okat, de a CD4" T-sejteket hatékonyan stimulaljak [11,23,24]. A tDS-ek specializalt funkcioi
kiegészitik az 6sszes tobbi DS alpopulacid effektor funkcioit, biztositva ezaltal a hatékony
immunvalaszt. A vérben 1évé DS altipusok tobbsége fiziologias koriilmények kozott is
folyamatosan kivandorol a periférids szovetekbe, ahol tovabbi differencidlodason mennek
keresztiil ¢s az agy kivételével az Osszes szOvetben kimutathatok. A periférids szovetekben
nem osztddnak, hanem folyamatosan potlédnak, mert viszonylag rovid in vivo életiddvel
rendelkeznek (kb. 3-5 nap). A periférids szovetekben és a nyirokszervekben taldlhaté DS-ek
prekurzorai valdszintileg tehat a vérben talalhaté DS alpopulaciok, melyek kozott szoveti
lokalizaciojuk alapjan megkiilonboztethetiink migracios és szovet rezidens DS-eket is
[17,25]. A nyirokcsomokban eléfordulé DS-ek mintegy fele rezidens DS, a masik fele az
érett fenotipust mutatd, a nyirokereken keresztiil érkezd DS-ek, amik a periférian felvett
antigéneket szallitjadk be a nyirokcsomokba, ahol az antigének bemutatasa zajlik a T-sejtek

felé [10].

I1.3 A DS-ek érése és differencialodasa

A csontveldbdl valo kilépés utan a DS-ek a vérben keringenek, foként éretlen
allapotban ¢s érett DS-ekke torténd differencidlédasuk a limfoid és nem limfoid szévetekbe
vald kilépés utan torténhet meg. Fizioldgias koriilmények kozott a DS-ek nyugalmi vagy
éretlen allapotara jellemzé az antigén prezentaldé molekuldk, azaz az MHC molekuldk
alacsony sejtfelszini expresszioja, tovabba a kostimulacios (CD40, CD80/B7-1, CD86/B7-
2), illetve az adhézioés molekulak (CD54/ICAMI1, CD58/LFA-3) marginalis kifejezddése és
inaktiv allapota. Masfeldl viszont az éretlen DS-ek hatékonyan képesek az antigének
felismerésére, és a kornyezetiikbdl pinocitdzissal, receptor medialt endocitdzissal vagy
fagocitozissal folyamatosan veszik fel az oldott részecskéket, valamint a megvaltozott vagy

apoptotikus sejteket [26].
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A DS-ek a veszEly szignalok, tgymint példdul a mikrobidlis eredetii patogén-
asszocialt molekularis mintdzatok (PAMP), a sériilt szovetekbdl felszabadulo
veszély/sériilés-asszocialt molekularis mintazatok (DAMP), allergén komponensek vagy
egyéb a szervezetbe keriil0 idegen anyagok hatdsara érési folyamaton mennek keresztiil. Az
érési folyamat sordn megvaltozik a DS-ek morfologidja, a sejtek hossza elagazod
nyulvanyokat novesztenek és fagocitaldo képességiik csokken, viszont fokozodik a felvett
anyagok lebontasa, az MHC molekuldk szintézise és az antigén prezentacidhoz sziikséges
antigén-MHC komplexek sejtfelszinre szallitdsa. Az endogén eredetli peptidek az MHC 1.
molekulakon keresztiil a CD8" citotoxikus T-sejtek (Tc) szamara keriilnek majd bemutatéasra,
mig az extracellularis térbdl bekebelezett antigénekbdl szarmazo, exogén eredetl peptidek
CD4" helper T-sejtek szamara lesznek prezentalva. Az MHC molekuldk fokozott
expresszidja mellett az érett DS-ek felszinén megné a T-sejt aktivaciot eldsegito,
kostimulalo és adhézids molekulak kifejezddése is. Tovabba megnd a DS-ek C-C kemokin
receptor 7 (CCR7) expresszidja, ami segiti a DS-ek nyirokcsomokba torténd vandorlasat. A
nyirokcsomokban az érett, teljes mértékben differencidlodott DS-ek a leghatékonyabb
hivatdsos APS-ek, amelyek sejtfelszini molekulaik révén kozvetlen kapcsolatot tudnak
teremteni az antigén specifikus, naiv segitd és 616 T-sejtekkel [26,27].

A DS-ek érési folyamatait genom-szintli analizissel vizsgalva megallapitottak, hogy a
DS-ek transzkripcids atprogramozéason mennek keresztiil kiilonbozd aktivacids szignalok
hat4sara, amelyben a NF-kB és az IRF3 és IRF7 altal szabalyozott jelatviteli tvonalak
erdsen ¢rintettek. Ezen Utvonalak aktivalodasa révén az érett, aktivalt DS-ek nagy
mennyiségli citokint, kemokint €s lipid mediatort termelnek, melyek az immunvalaszok
hatékonysagat novelik [28].

Ugyanakkor a DS-ek éréséhez kapcsolodd biologiai funkciok aktivizalasahoz a
sejteknek sziikséges anyagcsere folyamataikat is Ujra programozni [29]. Kritikus
jelentdségli, hogy a DS-ek képesek legyenek gyorsan atvaltani a nyugalmi allapotbdl az
aktivalt allapotba, hogy a lehetd leggyorsabban tudjanak valaszolni a fertdzéssel vagy
sejtkarosodassal kapcsolatos kdrnyezeti veszélyjelzésekre. Aktivacié soran a DS-ek a lipidek
B-oxidacidja 4altal taplalt mitokondridlis oxidativ foszforilaciorol (OXPHOS) aerob
glikolizisre valtanak at, ami az adenozin-trifoszfat (ATP) gyors forrdsa. Tovabba bekapcsolja
a pentoz-foszfat utvonalat (PPP) is a nukleotidok bioszintézisének fokozasa érdekében, a

keletkezd nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat (NADPH) pedig fokozza a reaktiv oxigén
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szarmazékok (ROS) képzddését a DS-ekben, ami elengedhetetlen az antigén prezentacidhoz
[30].

Az aktivalt DS-ekben a metabolikus atprogramozas elséként a foszfatidil-inozitol-4,5-
biszfoszfat-3 kinaz (PI3K) protein kindz B (Akt) utvonal aktivaciojaval asszocial, amit az
AMP-aktivalt protein kinaz (AMPK) antagonizal [31]. Megallapitottak, hogy a PI3K-
rapamycin emlds célpont (mTOR) jelatvitel is hozzdjarul az Akt foszforilaciojdhoz a DS-
ekben az aktivacio soran, de a TANK-kot6 kindz 1-et (TBK1) &s a IkB-kindz e-t (IKKg)
azonositottak a legfontosabb kindzként az Akt szabdlyozdsdban. A DS-ek glikolizise az
aktivalodasuk késObbi szakaszaiban mTORCI1-HIF-1a utvonal fiigg6. Az mTORCI
indukélja a HIF-la és a myelocytomatosis onkogén (MYC) transzkripcids faktorokat,
melyek aktivitidsa fokozza a gliikoz transzporter 1 (GLUTI) expresszidjat, valamint a
hexokinaz 2 (HK2), laktat dehidrogendz A (LDHA) glikolitikus gének kifejezddését. A DS-
ek aktivalt allapotdhoz kapcsolodd fokozottabb glikolizis tamogatja zsirsavszintézist, az
pedig segiti a fehérjeszintézisben és szekrécidoban részt vevé ER és Golgi méretének
novekedését [29,32,33]. A DS-ek éréséhez és aktivacigjahoz sziikséges metabolikus

valtozasokat és szignalizacids Utvonal aktivitasokat a 3. abran foglaltam Gssze.
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3. abra. A DS-ek fejlédéséhez, nyugalomi allapotahoz és az aktivalédasahoz kapcsolt
anyagcsere valtozasok. A DS-ekben a progenitor sejtekbdl torténd fejlodésiik soran a mitokondrialis
biogenezis dominal, melyet a PPARy, a PGCla és az mTOR ttvonal aktivitdsa tamogat. Az éretlen
DS-ek a zsirsav-oxidaciot hasznaljak alapvetdé metabolikus folyamatként. A DS-ek TLR agonistak
altali aktivalasa a glikolizis és a kapcsolddo pentozfoszfat utvonalon a fluxus gyors ndvekedéséhez
vezet, amivel egyiitt né a zsirsavszintézis is. Ebben az allapotban a PI3K/Akt, és a TBK1-IKKe
utvonalak a legaktivabbak a DS-ekben. Aktivalast kovetden a DS-ekben a glikolizis dominal, melyet
az mTOR komplexek és a HIF-1a szabalyoznak. PPARy: peroxiszéma proliferatol aktivalt receptor-
v, PGCla: PPARY koaktivator 1o, mTOR: rapamycin emlds célpont, TLR: Toll-szerti receptor, PI3K:
foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat-3 kinaz, Akt: protein kinaz B, TBK1: TANK-kot6 kinaz 1, IKKe:
IxB-kinaz €, HIF-1a: hypoxia indukalta faktor-1a [29].
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I1.4 A DS-ek mintazatfelismero receptorai (PRR)

A velesziiletett immunrendszerhez tartozd sejtek PRR-ekkel képesek detektalni a
mikroorganizmusokbol szdrmazo6 PAMP-okat, vagy az endogén eredeti DAMP-okat, ezek
lehetnek idegen vagy sajat eredetiiek, amik foként szovetsériilések nyoman szabadulnak fel
[34]. A PAMP-ok olyan molekularis mintdzatok, amelyek a patogének tuléléséhez
nélkiilézhetetlenek, ezért szigorian megdrzdodtek az evolucid soran. Ilyenek példaul a Gram
negativ baktériumok sejtfaldban taldlhaté endotoxin, azaz az LPS, a bakterialis
lipoproteinek, a peptidoglikdnok, a metilalatlan citozin-foszfat-guanin (CpG) motivumokat
tartalmazd bakteridlis dezoxiribonukleinsav (DNS) fragmentumok vagy a dupla szala
ribonukleinsavak (dsRNS) [35]. A PRR-ek a csiravonalban koédoltak, az evoliciod soran a
patogének elleni védekezés eredményeként alakultak ki ¢és foként olyan sejteken
funkcionalnak, amelyek elsdként taldlkoznak a szervezetbe jutd korokozokkal. Ezek a
receptorok rendkiviil sok félék és szamos molekularis mintazatot képesek felismerni, majd
felismerést kovetden szdmos szignalizdciés utvonalat képesek aktivalni, igy eltérd
immunvalaszok kialakulasat eredményezhetik. A kiilonb6z6 PRR-ek megjelenhetnek a
sejtek felszinén, illetve intracellularisan is, valamint nem sejthez kapcsolt, azaz szolubilis
formaban is léteznek [36,37]. A legjelentésebb PRR-eket a kovetkezd fejezetekben

részletezem.

11.4.1 A DS-ek Toll-szerii receptorai (TLR)

A mikrobialis struktardk felismerésében kiemelkedd szerepe van a transzmembran
TLR-eknek, melyeknek emldsokben 13 fajtajat, emberben pedig 10 kiilonbozd fajtajat
azonositottak eddig. A TLR-ek I-es tipust transzmembran receptorok harom {6 alegységbdl
allnak: a ligandumok megkotéséért felelds leucinban gazdag ismétlddeéseket tartalmazod
doménbdl, egy rovid transzmembran régidbol, valamint egy konzervativ, a humén
interleukin-1 receptorral (IL-1R) homolég Toll/IL-1R (TIR) jeltovabbité doménbdl [38,39].
A TLR-ek egy része a sejtfelszinen, a plazmamembranban lokalizalodik (TLR1, TLR2
TLR4, TLRS, TLR6, TLR10) ¢és foleg a mikrobialis sejtfal komponenseket ismeri fel. A
TLR-ek masik része (TLR3, TLR7, TLRS, TLRY) az endoszomékban lokalizazodik és
foként mikrobidlis vagy sajat eredetli nukleinsavak felismerésére specializalodtak [40]. A
TLR csalad tagjai 0sszességében a patogének minden fajtajat képesek detektalni, illetve egy

adott koérokozot tobb kiilonb6z6 TLR receptor is felismerheti a kiilonb6z6 PAMP-okon
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keresztiil [38,41-44]. Rdadasul a TLR-ek nem csak PAMP-okat, hanem sajat eredetli vesz¢ly
szignalokat is képesek érzékelni és egy TLR receptornak tobb ligandja is lehet. Példaul a
TLR4 homodimer elsddlegesen a Gram negativ baktériumok LPS-ét ismeri fel és koti meg,
de a gombakbol szarmazd mannanokat, parazitadkbol szarmazo glikoinozitol-foszfolipideket
¢s a virusok burokfehérjéit is képes detektalni. Tovabba a patogén eredetii PAMP-ok mellett
a sajat DAMP-ok érzékelésére is képes, melyek foként szovetkdrosodasok sordn valnak
veszély szignalokka, ugymint példaul ho-sokk fehérjék, fibronektin és fibrinogén [38].

A felismerést kovetden a TLR-eken keresztiili jelatvitelt a receptorok dimerizacidja
inditja el, a résztvev adapter fehérjék alapjan megkiilonboztetiink mieloid differencialodasi
primer valasz fehérje 88 (MyD88) fiiggd és MyD8S fiiggetlen szignalizacios titvonalakat. A
MyD88 filiggd utvonalat a TLR3-on kiviil minden TLR hasznalja. A MyD88 filiggetlen
utvonalon a TRIF-kapcsolt adapter molekula (TRAM més néven TICAM-2) kapcsolodik a
TIR-domént tartalmazé IFN-B-at indukald adapter fehérjéhez (TRIF) [38,45]. A MyD88
fliggd utvonal esetében a MyD88 downstream molekulakat toboroz a TIR domének homofil
kolesonhatasan keresztiil az tgynevezett ,,myddosoma” létrehozdsdhoz, mely a MyDS88
molekulan kiviil az IL-1-receptorhoz (IL-1R) kapcsolt kindzok (IRAK) koziil az IRAK4-et
és IRAKI1/2-t tartalmazza. Az IRAK4 foszforilalja az IRAK1-et, mely aktivalja az E3
ubiquitin ligdzt, a tumornekrozis-faktor receptorhoz kapcsolt faktor 6-ot (TRAF6). A TRAF6
aktivalja a transzformalé novekedési faktor-fB-aktivalt kindz 1-et (TAK1), ami tovabb
foszforilalja az IkB kinaz-kinaz (IKK) komplex katalitikusan aktiv alegységeit az (IKK-p-t
¢és IKK-a)), mig az IKK-y (NEMO) alegység szabalyozo funkciot tolt be. Az NF-«xB fehérjék
a citoplazmaban inaktiv forméban az inhibitor kappa-B (IxB) fehérjékkel dimert alkotva
vannak jelen az aktivalt IKK komplex kozvetiti az IkB-a foszforilacidjat, mely
ubikvitinalodik, majd szelektiven és gyorsan lebomlik. Ez lehetdvé teszi az aktiv NF-xB
transzkripcids faktor szdmaéra a citoplazmdbdl nukleuszba torténd transzlokéaciot és a
célgénjeinek az atirédasat, ami IL-6, IL-12 és TNF-a pro-inflammatérikus citokinek
termelddéséhez vezethet. Az NF-xB aktiviacigjdban a MyD88-cal, vagy TRAF-6-tal
kapcsolodo PI3K is fontos szerepet jatszik, amely az Akt foszforilacidjan keresztiil erdsiti a
folyamatot. A TAK1 egyidejlileg a mitogén aktivalt protein kindzt (MAPK) is foszforilalja,
ami a p38, a c-Jun amino-termindlis protein kinaz (JNK) és az extracellularis szignal-

szabalyozott kindz (ERK1/2) aktivalasahoz vezet, és egyéb fontos transzkripcids faktorok,
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ugymint az aktivator fehérje 1 (AP1) és a ciklikus AMP valaszadd elem-koté (CREB)
aktivaciojat eredményezi [38,46-48].

A TRIF utvonalon az aktivalodott receptorok kozvetleniil kapcsolodnak a TRIF
adapter fehérjéhez, mely eldsegiti az IKKe és a TBK1 TRAF3 fliggd aktivalasat. Ezek a
kinazok foszforilaljak az IRF3-at és IRF7-et, amelyek homodimerizalédnak, a sejtmagba
transzlokalodnak és szamos célgénjliknek indukaljak a transzkripciojat, ami féleg I-es tipusu
IFN-ok (INFa, INFpB) termelédéséhez vezet. A MyDS8S8 fiiggetlen utvonalon a TRIF a TRAF-
6-on keresztiil az NF-kB aktivacigjat is kivalthatja [49-51]. A TLR-ek fajtait, lokalizacigjat,

ligandumait €s a receptorokhoz kapcsolt jelatviteli utvonalakat a 4. abra foglalja 6ssze.
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4. abra. A TLR-ek lokalizaciéja, ligandumai és a hozzajuk kapcsolt jelatviteli utak. A legtobb
TLR ligand kotést kovetden homodimereket képez, mig a TLR2 heterodimereket alkothat a TLR1-vel
és elsddlegesen triacilalt lipoproteineket/lipopeptideket ismer fel, vagy dimerizalédhat a TLR6-tal és
diacilalt lipoproteineket/lipopeptideket érzékel. A TLR4 elsédlegesen a Gram negativ baktériumok
LPS-ét, a TLRS a kiilonb6z6 baktériumok flagellinjét ismerik fel. A TLR2-TLR1, a TLR2-TLR6, a
TLR4 és a TLRS a sejtfelszinen, a plazmamembranon lokalizalédik. A TLR3, a TLR7, a TLRS ¢és a
TLR9 az endoszomakban helyezkednek el és a kiilonboz6 mikroorganizmusok vagy a sajat
nukleinsavak felismerésére specializalodtak. Aktivalas utan a receptorok MyD88 fliggd vagy fliggetlen
(TRIF) jelatviteli utakat indithatnak el, melyek kiilonb6zd transzkripcios faktorokat aktivalnak, és
gyulladast segit6 citokinek, valamint I-es tipusu IFN-ok termelodését indukaljak. AP1: aktivator
protein 1, CpG: citozin-foszfat-guanin, CREB: ciklikus AMP valaszado elem-kotd, ERK:
extracellularis szignal-szabalyozott kinaz, IFN: interferon, IKK: IxB kinaz, IRAK: IL-1-receptorhoz
(IL-1R) kapcsolt kindz, IRF 3/7: interferon regulatorikus faktor 3/7, JNK: c-Jun amino-terminalis
protein kindz, LPS: lipopoliszacharid, MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz (MAPK), MyD88:
mieloid differencidlodasi primer valasz fehérje 88, NF-xB: nuklearis faktor-kappa B,
TAK1:transzformalé novekedési faktor-p-aktivalt kinaz 1, TBK1: TANK-kot6 kinaz 1, TLR: Toll-
szerl receptor, TRAF 3/6: TNF receptorhoz kapcsolt faktor 3/6, TRIF: TIR-domént tartalmazé adapter
indukalo interferon B [52].
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11.4.2 A DS-ek szolubilis citoszolikus szenzorai

Szamos patogén fertdzés soran a korokozok bejuthatnak a gazdasejt citoplazmajaba és
ott replikdlodhatnak. A virusok génjei is gyakran a gazdasejt citoplazméjaban irdédnak at,
illetve az 10j virionok is ott szerelddnek 6ssze. A DS-ek sokféle citoplazmatikus receptort is
expresszalnak, melyek foként a patogének nukleinsavainak felismerésére specializalodtak.
Ilyenek a citoplazmatikus retinsav-indukalhatdo gén (RIG)-I-szeri receptorok (RLR), a
melanomaban hidnyzo fehérje 2 (AIM2) -szerti receptorok (ALR), tovabba az interferon gén
stimulator (STING) aktivalo ciklikus GMP-AMP szintdz (cGAS) receptorok, és az IFN-
regulatorikus faktor DNS dependens aktivatora (DAI), illetve a DDX41 [53,54]. Az RLR-ek
a citoszolikus RNS-t, mig az ALR-ek és a STING-en keresztiil szignalizalo fehérjék a
citoszolikus DNS-t ismerik fel. A mitokondridlis antiviralis szignalizacios fehérjét (MAVS)
¢s a STING adapter proteint hasznal6 citoszolikus PRR-ek foként az IRF3-at ¢s az IRF7-et
aktivaljdk az NF-kB transzkripcios faktoron kiviil, és az I-es tipusu IFN-ok, illetve a pro-
inflammatoérikus citokinek termelését valtjak ki. Az AIM2 aktivalodasa pedig az IL-1
csaladba tartozd citokinek felszabadulasat eredményezheti [55,56]. A nukleotid-kotd
oligomerizacios domén (NOD)-szerli citoszolikus receptorok (NLR-ek) egyes tipusai is
képesek lehetnek a citoszolikus nukleinsavak felismerésére, azonban ezen receptoroknak
nem ez a fé funkcidja és aktivaciojuk kimenetele is eltérd. Az NLR csalad pirin domént
tartalmazd fehérjéi (NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRC4) példaul képesek létrehozni nagy
multiprotein komplexeket, ugynevezett inflammaszomakat, amelyek eldsegitik az IL-1p és
IL-18 gyulladdsos citokinek felszabaduldsat kaszpaz-1 filiggd modon. Mas NLR-ek
intracellularis jelatviteli kaszkddok pozitiv vagy negativ szabéalyozdjaként miikodnek, mint
példdul a NODI1, NOD2, NLRXI1 ¢és NLRCS5. Tovabbad az NLR-ek egy specifikus
alcsoportja, beleértve az NLRC5-6t és a II. osztalyl f6 hisztokompatibilitasi komplex
transzaktivatort (CIITA) szabalyozhatjdk az MHC 1 és MHC II gének transzkripciojat,
fokozva ezaltal az antigén prezentaciot. A NODI és a NOD2 pedig képesek autofagoszomak
képzddését indukalni, amivel segitik az intracellularis patogének eltavolitasat, illetve az
NLR-ek egy specifikus alcsoportja, az ugynevezett reproduktiv NLR-ek fontos szabalyozo
funkciot tolthetnek be az embriogenezis €s a szaporodas folyamataiban egyarant [57].

A citosz6likus nukleinsav szenzorok koziil munkacsoportunk elsésorban az RLR-ek
funkcidinak tanulményozasaval foglalkozik. Kordbban munkacsoportunk publikalta, hogy a

vérben kering6 cDS-ekhez hasonléan a moDS-ek is konstitutivan expresszaljak az RLR-ket,
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szemben a pDS-ekkel, amikben az RLR-ek két fajtija, a RIG-I és az melanoma
differencidlodashoz kapcsoldodo fehérje 5 (MDAS) nem, vagy csak nagyon alacsony szinten
expresszalodik. Ugyanakkor a pDS-ekben konstitutivan kifejez0dé endoszomalis TLR-eken
(TLR7, TLRY) keresztiili stimulacio6 amellett, hogy nagymennyiségii I-es tipust IFN
termelést eredményez, nagymértékben képes indukdlni az RLR-ek kifejezddését is az
autokrin I-es tipusu IFN hatasoktol fiiggetleniil. Ezen megfigyelések azt mutatjak, hogy bar
az RLR-ek hidnyoznak a nyugvd pDS-ekbdl, virusfertdzések esetén indukalhatdak, igy
hozzdjarulhatnak a pDS-ek I-es tipusu IFN-valaszainak késoi fazisaihoz [58,59].

Az RLR-ek fdleg a virusreplikacid soran keletkezé6 RNS fragmenteket érzékelik, igy
aktivaciojukhoz sziikséges a virusok aktiv, sejten beliili replikacioja. A RIG-I inkabb
rovidebb (<2000 bazispar) egy vagy kétszali RNS-t ismer fel, amelyek az 5° végiikon
trifoszfat csoportot tartalmaznak (5’ppp), mig az MDAS tilnyomodrészt hosszi kétszali
RNS-eket érzékel [60-62]. A RIG-I és az MDAS szamos szerkezeti hasonlosagot mutat,
mindkét receptor harom kiilonalld doménbdl épiil fel. Az egyik a kaszpaz aktivacids és
toborzé domén (CARD), mely egy tandem domén az N-termindlis régioban. A kdzponti
domén egy DExD/H box RNS helikdz domén, amely képes hidrolizalni az ATP-t, valamint
megkdtni és esetlegesen letekerni a felismerendé RNS-t. A harmadik eleme ezen
receptoroknak a C-terminalis doménbe (CTD) &gyazott C-terminalis represszor domeén
(RD), amely a RIG-I esetében részt vesz az autoregulacioban is. Az RLR csalad harmadik
tagja, a genetikai és fiziologiai laboratorium 2 (LGP2), ami bar szintén hasonld szerkezetet
mutat, ezen fehérjékbdl hianyoznak az N-terminalis CARD-ok ¢és jelenleg tigy gondoljak,
hogy a RIG-I és MDAS jelatvitel szabalyozojaként funkcionalnak [62-64].

A RIG-I és az MDAS a citoplazmatikus RNS-ek felismerésével aktivalodnak és a
CARD domének oligomerizacidja utan kolcsonhatasba 1épnek a MAVS adapter proteinnel.
A MAVS RIG-I és MDAS éltali aktivalasa az IKKe és a TBKI jelatviteli molekulakon
keresztiil az IRF3 és IRF7 transzkripcios faktorok foszforilacidjat indukalja, melyek a
foszforilaciot kovetéen a sejtmagba transzlokdlodnak ¢és az IFNa és IFNB gének
expresszigjat fokozzdk. A RIG-I/MDAS-MAVS komplex aktivalja az IKK-komplexet is,
ami az NF-«B utvonalon keresztiil pro-inflammatérikus citokinek termelését valtja ki

[65,66] (5. abra).
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5. abra. Az RLR-ek szerkezete és jelatviteli utvonala. (A) RLR-ek szerkezete: az RLR csalad
mindharom tagja egy kozponti helikaz doménnel rendelkezik, tovabba egy RNS-két6 CTD
doménnel. A RIG-I és az MDAS két toborz6 CARD domént tartalmaz. Az LPG2-nek ugyanakkor
nincs CARD doménje. A MAVS adapter fehérje CARD-dal, valamint C-terminalis (TM)
rendelkezik. (B) RLR-ek jelatvitele: A RIG-I és az MDAS viralis RNS stimulus hatasara
konforméacié véltozdson megy keresztiil, CARD doménjeik multimerizalodnak, ami lehet6vé teszi a
CARD-CARD asszociaciot a MAVS-sal. A MAVS transzmembran domén TM-jével a
mitokondriumhoz, a MAM-hoz és a peroxiszOmakhoz van rogzitve és a jelet a TBK1-hez és az
IKKe-hez tovabbitja, ami az IRF3-at és IRF7-et aktivalva [FNo/B termelést indukal, valamint NF-
KkB-t aktivalva egyéb gyulladasos citokinek kifejezédését segiti. (C) RLR-ek ligand kotése: A RIG-I
aktiv konformaciot felvéve egy immunstimulalé RNS-hez kotodik, ami az 5° végén difoszfat vagy
trifoszfat csoportot tartalmaz ¢és a sajat nukleinsavakkal ellentétben metilalatlan forméban van, mely
vesz€ly szignalnak mindsiil a sejt szamara. CARD: kaszpaz aktivacios és toborzé domén, CTD: C-
termindlis domén, [FNo/B: interferon o/f, IKKe: IkB-kindz &, IRF 3/7: interferon regulatorikus
faktor3/7, LGP2: genetikai és fizioldgiai laboratorium 2, MAM: mitokondrium-asszocialt membran,
MDAS: melanoma differencialodashoz kapcsolodd fehérje 5, MAVS: mitokondridlis antiviralis
szignalizacios fehérje, NF-kB: nuklearis faktor-kappa B, RD: C-terminalis represszor domén, RIG-I:
retinsav-indukalhato gén I receptor, RLR: retinsav-indukalhatdo gén I-szerli receptor, TM:
transzmembran, TBK1: TANK-k6t6 kinaz 1 [66].
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I1.5 A DS funkciok szabalyozasa endogén modon

11.5.1 Az mTOR jelatviteli utvonal a DS-ekben

crer

megallapitottdk, hogy az mTOR fontos szerepet jatszik a velesziiletett immunsejtek
funkcidinak szabalyozdsaban, igy koztik a DS-ek fejlddésének, differencidloddsanak és
mikodésének  koordindlasdban  [67,68]. Az aktivalt velesziiletett immunsejtek
megvaltoztatjak sejtmorfologiajukat, 1) szoveti helyszinekre vandorolnak. Gyorsan
alkalmazkodnak a megvaltozott kornyezethez, tovabba nagy mennyiségii citokint, kemokint
¢és lipid mediatorokat képesek eldallitani. Ezen energia igényes folyamatokat és a DS-ek
PRR-ek altal indukalt immunolégiai valaszait tobb mechanizmus is szabalyozza, melyek
koziil kiemelkedd az mTOR jeldtviteli Gtvonal szerepe [69]. Szamos tanulmanyban az
mTOR komplexet a DS funkciok kozponti endogén szabalyozdjaként azonositottak, ezt
tamasztjak ald azon megfigyelések is, miszerint szamos virus evolvalddott arra, hogy
befolyasolni tudja a sejtek PI3K/Akt/mTOR jelatviteli utvonalait, 4tvéve a gazdasejt feletti
uralmat €s eldsegitve a gazda sejt tulélését és a virusok replikacidjat [70].

Az mTOR a sejtekben két kiillonb6z6 multiprotein komplexben, az mTORC]1-ben és
mTORC2-ben fordul el6. Az mTOR nevét a Streptomyces hygroscopicus baktérium fajbol
izolalt gatloészerérdl, az eredetileg gombaellenes, majd késdbb immunszupressziv
hatoanyagkeént jellemzett rapamycinrdl kapta [71]. Az mTOR egy 289 kilodaltonos (kDa)
szerin/treonin protein kindz, mely szerkezetileg az N-termindlis részen talalhaté o-
hélixekbdl allo ismétlodd szekvencidkbol (HEAT-repeats) és négy konzervalt doménbdl
épiil fel. Ezen konzervalt domének a FAT-domén, a kindz-domén (KD), az FK506-
rapamycin kotdé fehérje €s szabalyozo-domén (FRB/PRD), valamint a FAT C-terminalis
domén (FATC). A FAT, FRB/PRD, és FATC-domének szabalyozzdk a kinaz-domén
aktivitasat. A FAT-domén C-terminalis feldli vége van a legkozelebb a kindz-doménhez, itt
helyezkedik el az FRB/PRD domén, ahova a rapamycin az intracellularis FK506-koto
fehérje 12-vel (FKBP12) komplexben kotddni képes. A rapamycin az mTOR erds
allosztérikus inhibitoraként gatolja az mTORC1 downstream jelatvitelt, mikdzben nem
befolyasolja az mTORC2 aktivitasat. Az (1j ATP-kompetitiv katalitikus inhibitorok példaul
AZD8055, ADZ2014, Torin-1 és PP242 az ATP kotd helyet célozzdk meg az mTOR
doménben, igy képesek gatolni mindkét mTOR komplex aktivitasat [72,73]. Az mTORCI1

¢s mTORC2 komplexek mind szerkezetiikben, mind funkcidikban eltérdek (6. abra).
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6. abra. Az mTORC1 és az mTORC2 komplexek szerkezete és funkcioi. A komplexeket aktivald
tényezoket és a komplexek funkcioit az abra felsd, a komplexeket alkotd fehérjéket az abra kozépso,
az mTOR szerkezetét az dbra alsé része szemlélteti [72].

A komplexek az mTOR-on kiviil tovabbi fehérjéket tartalmaznak, a DEP domént
tartalmazd mTOR kdlcsonhatasu fehérje (Deptor) mindkét komplexben gatolja az mTOR
miikddését, ugyanakkor az emlds stressz-aktivalt protein kindz kdlcsonhatasba 1€p6 fehérje
(mLSTS8) segiti a komplexek aktivitdsait. Az mTORCIl-re specifikus az mTOR
szabalyozasahoz kapcsolodo fehérje (Raptor), mely kotOhelyeket biztosit a célfehérjéinek, a
riboszomalis S6 kindz 1-nek (S6K1) és az eukaridta transzlacids iniciacios faktor 4E-kotd
fehérje 1-nek (4E-BP1). A prolin gazdag Akt szubsztrat (PRAS40) a Raptorhoz kapcsolddva
gatolja az mTORCI1 aktivitdsat, azonban az Akt altal foszforildlodva levalik a Raptorrdl és a

komplex felszabadul a gatlas alol. Az mTORC2-hoz kapcsolddo specidlis fehérje, az mTOR
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rapamycin-intenziv tarsa (Rictor) az mSinl-vel az Akt foszforildldsdnak a szabalyozasat
végzik, mig a Protorl/2 fehérje szerepe kevésbé ismert az mTORC2 komplexben [73-76].

A DS-ekben az mTORCI1 reagal a kiilonb6zo extracellularis térbdl szarmazo jelekre,
ugymint példaul a nodvekedési faktorokra, citokinekre vagy a PPR-ek altal érzékelt
szignalokra, de érzékeli az intracellularis jeleket is, beleértve a DAMP-okat, tdpanyagok
szintjét és a sejtek energiatoltését [77, 78]. A receptorok aktivalodasat kovetden a PI3K
foszforilalja a PIP2-t PIP3-m4, mely a foszfatidil-inozitol-dependens-kinaz-1-et (PDKI1) a
membran kozelébe hozza. A jelpalya negativ szabalyozodja a foszfataz és tenzin homolog
(PTEN), mely a PIP3 defoszforilaciojat végzi. A PDK1 a Thr 308-as poziciéban foszforildlja
az Akt-ot. A teljes aktivalasdhoz sziikség van az mTORC?2 altali Ser473-as foszforilaciora is,
ugyanis csak igy képes megsziintetni a gumos szklerdzis komplex (TSC) mTORCI-t gatlo
hatasat. A TSC a TSCI1 (hamartin) és TSC2 (tuberin) fehérjékbdl all, az Akt t6bb helyen
foszforilalja a TSC2-t, gyengiti a TSCI1-vel valo kapcsolatat, destabilizalja a komplexet. A
TSC gatlé hatasa alol a RAS homolog agyi fehérje (Rheb) felszabadul, mely az mTORCI1
kozvetlen aktivalasat eredményezi. A PI3K-t6l fiiggetleniil a p38, és az ERK képesek
foszforilalni és inaktivalni a TSC-t [79]. Az TSC mTOR komplexre kifejtett gatlé hatdsa
mindaddig érvényesiil, amig a sejt energiahelyzete €s tapanyag ellatottsaiga nem megfeleld. A
sejtek aktudlis energiaszintjérdl az informaciot az AMPK kozvetiti a TSC felé [80].

Az mTORCI két legfontosabb célmolekuldja, az S6K ¢és a 4E-BP1. Az mTORCI1
foszforilalja az S6K1-et, ami tovabbi foszforilacios események utan éri el teljes aktivitasat és
foszforilalja a downstream célpontjait: a 40S-et €s az S6-ot, ezzel eldsegitve a riboszomalis
biogenezist, mely protein szintézist eredményez és fokozza a sejtproliferaciot. Az mTORCI1
az S6K-n keresztil az mTORC2 aktivitasat is befolydsolja, ugyanis az S6K kozvetleniil
foszforilalja a Rictort, és igy az mTORC2 funkcidit gétolja [81]. Tovabba az mTORCI1
foszforilalja a 4E-BPl-et, az levalik a transzlaci6 iniciacios faktorrdl és a gatlas alol
felszabadult eukaridta transzlacios inicidcios faktor 4E (elF4E) elinditja a cap-fiiggd
transzlaciokat. JOl ismert az mTORC]1 autofagiat gatlo hatdsa is, amennyiben rendelkezésre
allnak a megfeleld feltételek tgymint példaul tapanyag és energia. Az mTORC2 upstream
szabalyozoi hasonloan az mTORCI1-hez novekedési faktorok. Az mTORC2 kdozvetleniil
foszforilalja az Akt-ot és aktivitasa fOként a sejt alakjanak valtozasaiban nyilvanul meg, mivel

fontos szerepet jatszik az aktin citoszkeleton szerkezetének modositasaban [82, 83] (7. abra).
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7. abra. Az mTOR jelatviteli Gtvonal a velesziiletett immunsejtekben. Aktivalas utan a PI3K a
PIP2-t PIP3-ma alakitja és elinditja az utvonal aktivalodasat, ennek a folyamatnak a negativ
szabalyozoja a PTEN. A PI3K foszforilalja a PDK1-et, mely aktivalja az Akt-ot. Az mTORCI-et gatlo
TSC komplex hatdsanak megsziintetés¢hez sziikséges az Akt teljes aktivalasa, az mTORC2 altali
foszforilacioval. A PI3K-tol fiiggetleniil a p38 és az ERK képes foszforilalni és inaktivalni a TSC-t. Az
mTORCI1 két legfontosabb célmolekulaja, az S6K1 és a 4E-BP1. 4E-BP1: eukaridta transzlacios
iniciacios faktor 4E-kot6 fehérje 1, Akt: protein kindz B, COT: tumor progresszios 16tusz 2 (TPL2),
ERK: extracellularis szignal szabalyozott kindz, mTORC: rapamycin emldés célpont komplex, PDK:
foszfatidil-inozitol-dependens-kinaz-1, PI3K: foszfatidil-inozitol-4,5- biszfoszfat-3 kinaz, PIP2:
foszfatidil-inozitol-biszfoszfat, PIP3: foszfatidil-inozitol-trifoszfat, S6K1: riboszomalis S6 kinaz 1,
PTEN: foszfataz és tenzin homoldg, TSC: gumos szklerdzis komplex [84].

11.5.2 Az mTOR jelentosége a DS-ek immunmoduladlo funkcioinak szabdlyozdsdaban

Szdmos vizsgalatban kimutattak, hogy az mTOR részt vesz a DS-ek immunmodulald
funkcidinak szabalyozdsdban ¢és képes befolydsolni a DS-ek effektor T-sejt aktivald
képességét. Tovabba feltartadk az mTOR szerepét az endogén és az exogén antigének

bemutatasaban is és a TLR-ek altal kozvetitett immunoldgiai funkcidk szabalyozasaban is. A
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TLR-ek aktivaloddsa a DS-ekben a MyD88 vagy TRIF adapter molekuldkon keresztiil IRF
utvonal aktivalodasaval pro-inflammatorikus citokinek termelését és kostimulécidos molekulak
kifejezodését eredményezi. Tovabba a kiillonb6zé TLR ligandumok, mint példaul polyl:C és
az LPS hatékonyan indukaljak a DS-ekben az mTORCI1 célmolekuldjanak az S6K-nak a

foszforilacigjat is, melyet a rapamycin gatol [84] (8. abra).
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8. abra. Az mTORCI1 szerepe a DS-ek citokin termelésében. A. A DS-ekben az I-es tipusu [FN-ok
expresszi(')jét az mTORCl szabélyozza a célfehérjéinek az S6K nek és 4E-BP-nek a foszforiléléséval
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egylitt serkentik az I-es tipusu IFN-ok terrneleset. B. A TLR stimulaciok az mTORC1/C2
komplexeken keresztiil szabalyozzak az IL-10 és IL-12 termelését. Az mTORCI1 csokkenti az NF-xB
aktivalodasat és az IL-12 expresszidjat, melyet az mTORC2 Akt-fligg6-FOXO1 inaktivalasa is
tamogat. Az mTOR halozat pozitivan szabalyozza az IL-10 expresszidjat a STAT3 foszforilacioval
torténd aktivalasaval. 4E-BP: eukariota transzlacids iniciacios faktor 4E-kotd fehérje, Akt: protein
kinaz B, elF-4E: eukariota transzlacios iniciaciods faktor 4E, FOXO1: forkhead box 1, IFN: interferon,
IRF: interferon regulatorikus faktor, LPS: lipopoliszacharid, mTORC1/2: rapamycin emlds célpont
komplex1/2, S6K: riboszomalis S6 kinaz, STAT: transzkripcid jelatalakitod és aktivald, TLR: Toll-szeri
receptor [84].
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Kimutattak, hogy az S6K foszforilacidja elmaradt azokban a sejtekben, amelyekben
hianyoztak a TLR-ek MyD88 ¢és TRIF adaptermolekulai, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
TLR aktivaciot kovetéen az mTOR is aktivitast nyer és befolyasolhatja a sejtek citokin
termelését. Az mTORC1 az IRF-eken keresztiil szabalyozza az I-es tipusi IFN-ok ¢és
gyulladést eldsegité gének transzkripcidjat, melynek alapvetd 1épése az aktivalt mTOR
felvétele a MyD88-IRAK1/4-TRAF3/6 szignaloszomaba, ahol az IRF-ek mTOR-fiiggd
modon aktivalédnak. Az mTOR gatldsa megakadalyozza az IRF7 és IRFS5 szignaloszomaba
valo felvételét. Igy az mTOR gatloszerének jelenlétében az FI3L segitségével
differencialtatott egér DS-ekben és human mieloid DS (mDS)-ekben a TLR9 altal vezérelt
IFN-o/p termelddés jelentdsen csokkent [85].

Els6ként részletesebben a pDS-ekben irtdk le, hogy a TLR-ek altal kozvetitett I-es
tipust IFN-ok indukcigjahoz a PI3K-mTOR—-S6K utvonal kulcsfontossdgt. Egér és human
pDS-eket TLRY ligandummal CpG-A-val stimuléltak és kimutattdk, hogy az aktivacié fokozta
az mTORCI1 f6 downstream célpontjanak, az S6K-nak a foszforilaciojat. A rapamycin az S6K
¢s az IFN-a termelés csokkenését eredményezte. Az egér és a human pDS-ek az IRF7-et
konstitutivan expresszaljak, ellentétben mas DS-ekkel, igy a pDS-ekben ehhez kapcsoltan
konstitutivan aktiv az mTORCI1 tutvonal is. Az IFN-a mellett, a TLR9 ligandummal, azaz
CpG-A-val aktivalt egér és human pDS-ek kisebb mennyiségben pro-inflammatorikus
citokint, igy TNF-et és IL-6-ot is szekretdlnak, és ezen citokinek termelddését is
szignifikdnsan gatolta a rapamycin. Tovabbd a rapamycinnel kezelt pDS-ek alacsonyabb
mértékben indukaltak az [FN-y, IL-17 és IL-10 termeld T-sejteket, valamint az [L-4 és IL-13
termeld Th2 sejteket. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a rapamycinnel kezelt pDS-ek nem
képesek in vitro stimulalni az antigén-specifikus CD4" T-sejt aktivaciot [86]. Tovabbi
tanulmanyok szerint a pDS-ekben a 4E-BP transzlacids inhibitorok mTORCI1 filiggd
foszforilacidja és inaktivaldsa is az IFNa ¢és IFNP termelést stimulaldé IRF7 hatékony
transzlaciojat indukalja [87].

Késobbi vizsgalatok megerdsitették, hogy az mTOR elengedhetetlen a huméan moDS-ek
¢s a vérben keringé CD1c+ c¢DS-ek polyl:C indukalt endoszomalis TLR3 altal kozvetitett I-es
¢s Ill-as tipust IFN-ok szekréciojdhoz. Ugyanis megallapitottdk, hogy az mTOR
rapamycinnel val6 gatlasa csokkenti a IFN-ok termelddését az IRF3 transzkripcids faktor

foszforilacidjanak gatlasaval. Tovabba az mTOR ¢és a TBKI1 egyiittes gatldsa nagyobb
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mértékben gatolta az [FN-ok termelddését, mint kiilon-kiilon, ami azt jelezi, hogy a PI3K és
mTOR egy szignalizacids ut mentén helyezkedik el és valoszinlileg a TBK1-vel kozdsen
kiilonbozé DS altipusokban az mTOR eltéréen szabalyozza a TLR3 indukalt fenotipusos
érést. A moDS-ekben a polyl:C stimulacié fokozta a CD40, CD80, CD86, CD83 ¢s HLA-DQ
expressziojat, melyet a rapamycin, a CD83 aktivaciés marker kivételével, szignifikansan
csokkentett. Ugyanakkor a CDIc+ DS-ekben csak az aktivacié indukalt CD40 ¢s CD80
expresszio csokkent mTOR gatlds esetében, hasonléan az moDS-ekhez. A HLA-DQ
expressziojat az mTOR gatldsa nem befolyasolta, mig a CD83 expresszidjat szignifikansan
fokozta ezen DS altipusban. T-sejtekkel torténd ko-kultivacids kisérletekben a rapamycin
eldkezelés csokkentette a polyl:C-vel aktivalt moDS-ek IFN-y termelé CD8+ T-sejt stimulald
képességét. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az intracellularis vagy viralis antigének
elleni DS-ek altal medialt immunvalaszokban az mTOR-nak fontos szerepe van szamos
jelatviteli titvonal elinditasaban [88].

Szamos tanulmany foglalkozott az mTOR utvonal szerepével a gyulladdsos citokinek
termelésének szabalyozdsdban az extracellularis patogének elleni immunvalasz esetében is.
Az mTOR-t az NF-«B jelatviteli utvonal kulcsfontossagii negativ €s a transzkripcio
jelatalakitd €s aktivald 3 (STAT3) jelatvitel Gtvonal pozitiv szabalyozojaként azonositottak.
Az LPS-sel stimulalt PBMC-b6l izolalt monocitakban, valamint csontvelobol izolalt DS-
ekben az mTOR gatlasa fokozta az IL-12 citokin expressziot. Ezzel egyidejiileg a rapamycin
megakaddlyozta a programozott sejthalal 4 (PDCD4) LPS altal kivaltott lebomlasat és gatolta
a gyulladast csokkentd IL-10 termelését. Az IL-12 expresszidjanak jol ismert szabalyozoi
koziil a p38 és ERK kinazok foszforilacigjat a rapamycin nem befolyasolta, mig a JNK
aktivitasat fokozta, viszont a JNK {6 célpontja, az aktivator fehérje 1 (AP-1) komplex nem
volt aktiv a kezelt monocitakban [89-91]. Az irodalomban szdmos, sokszor ellentmondasos
eredmény taldlhato arrdl, hogy az mTOR pozitiv vagy negativ szabalyozo szerepet jatszik-e a
DS-ek kiilonbozd altipusainak TLR 4ltal medialt fenotipusos érésében ¢és citokin
termelésében. Megallapitottdk, hogy az mTOR eltéré szerepet tolt be az LPS-sel stimulalt
mDS-ek és moDS-ek aktivalasaban és differencidlodasaban egyarant. Mig a rapamycin erdsen
fokozta az IL-12p40 és IL-6 termelddését CDlc+ cDS-ekben (mDS), ugyanezen citokinek
termelddését gatolta az aktivalt moDS-ekben. Ugyanakkor a rapamycin novelte a biologiailag

aktiv IL-12p70 termelédését mind mDS-ekben, mind moDS-ekben LPS-sel és IFN-y-val
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végzett egyiittes stimulaciot kovetden. A TNF-a termelést viszont nem befolyasolta az mTOR
blokdd az mDS-ekben, de szignifikdnsan csokkentette az moDS-ekben. Az IL-10
gyulladascsokkentd citokin termelddését a rapamycin mind az mDS-ekben, mind az moDS-
ekben csokkentette, a STAT3 foszforilaciojanak gatlasan keresztiil. Ezek az adatok azt
mutatjak, hogy a rapamycin a TLR4 liganddal stimulalt mDS-ekben és moDS-ekben eltérden
szabalyozza a citokin termelést, €s jelzi, hogy az NF-kB és a STAT3 indukcidéja az mTOR
utvonal szabalyozasa alatt all a DS-ekben [77].

Az LPS-sel stimulalt, kiilonb6zé DS altipusokban az mTOR szintén eltéréen
szabalyozza a sejtfelszini molekuldk expressziojat is. Mig a rapamycin gétolja az moDS-ek
fenotipusos érését, addig az mDS-ekét stimulalja. A mDS-ekben a CD86 és CD25
kostimulator molekuldk expresszidja fokozodik az mTOR gatlas hatasara, a CDS80
expresszidja azonban nem valtozik. Ezzel szemben a rapamycinnel eldkezelt és LPS-sel
stimulalt moDS-ekben a CD86, valamint a CD80 expresszidja is csokken [77, 92]. Mivel az
mTOR szabalyozza a DS-ek pro-inflammatorikus citokin termelését és a kostimulald
molekuldk expresszidjat, az mTOR gatlas az LPS-vel stimulalt DS-ek T-sejt aktivalo
képességére is hatdssal van. Allogén T-sejt aktivacidos modellt alkalmazva megfigyelték, hogy
a rapamycin ndvelte az mDS-ek T-sejt stimulald kapacitasat, viszont ezzel ellentétben az
adatok azt mutatjdk, hogy az mTOR negativan szabalyozza a humén mDS-ek T-sejt-
proliferaciot indukald képességét, mig moDS-ek esetében elengedhetetlen a hatékony T-sejt
proliferacio kivaltasdhoz [77].

A masodik generaciés mTOR inhibitorok, mint példaul az AZD8055 és AZD2014, az
ATP kotohelyet célozzdk meg az mTOR doménben, igy képesek gatolni mindkét mTOR
komplex aktivitasat. Kimutattdk, hogy a rapamycin és az AZD2014 inhibitorok gatoljak az
egér csontveldi DS-ek differencidlodasat [93]. Tovabba az AZDS8055 tolerogén fenotipust
indukal egér csontveldi DS-ekben, amelyet az MHC 11 és a kostimulacidés molekulak csokkent
expresszioja, valamint a CD4+ T-sejtek proliferaciojat indukalo kapacitas csokkenése jelez az
AZD8055-tel elokezelt ¢s TLR4 stimulalt DS-ekben [94].

A kiilonb6zé DS altipusok aktivaciot kovetden eltérd metabolikus atprogramozason
esnek at. A TLR-ligandok az egér és human pDS-ekben megndvekedett OXPHOS-t, mig az
egér csontveldi DS-ekben €és a human CDI1c+ mDS-ekben glikolizist indukalnak [32,95-97].

A glikolizist az aktivacio korai szakaszaban a TBKI1-IKKe-Akt ttvonal szabalyozza, a
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késdébbi szakaszban pedig a stimulacids szignaltol fliggden az mTOR-HIF-1a vagy mTORCI-
MYC. Az mTORC?2 is segiti a metabolikus valtozast a MYC és az Akt aktivalasaval. igy az
mTOR komplexek olyan transzkripcidos programokat is irdnyitanak, amelyek gliikkoz

fgy elképzelhetd, hogy a kiilonbozd DS altipusok eltérd metabolikus igénye az mTOR
eltérd szabalyozd funkcidjat eredményezi, igy az egyes DS altipusokban az mTOR
inhibitorok kiilonbozéképpen befolyasolhatjdk a DS-ek citokin termelését €s fenotipusos
érését. A fentebb bemutatott irodalmi adatok jol tiikrozik, hogy a TLR aktivaci6 mTOR
fliggését mar atfogdan tanulmanyoztak a kiilonbozé DS altipusokban, ugyanakkor az RLR-

fiiggd DS funkciok esetében az mTOR szabalyoz6 szerepe még kevésbé ismert.

I1.6 A DS funkciok szabalyozasa exogén mdédon

11.6.1 A kérnyezeti mikrobak szerepe az immunstdatusz kialakitdsaban: higiénia hipotézis és

farm hatds

A kornyezet, amelyben ¢éliink, szdmos olyan patogén mikroorganizmusban gazdag,
melyek kéros hatassal lehetnek az emberi szervezetre. Oriasi szamu mikroba kolonizalja
boriinket és nyalkahartyainkat, amik kiilonallo fiziko-kémiai tulajdonsadgokkal rendelkeznek,
¢s specialis kdlcsonhatasokat alakitanak ki a szovetekben jelenlévo kiilonbozd sejttipusokkal.
A stabil mikrobiom létrehozésa kiilondsen sziiletés eldtt és az élet korai szakaszaban
kulcsfontossagi a gyermekek megfeleld novekedéséhez ¢és fejlddéséhez, valamint
immunrendszeriik kifejlodéséhez. A kisgyermekekben haroméves korukra fejlédik ki a
felnéttekre jellemzd komplex mikrobiom, aminek kialakuldsat nagymértékben befolyéasolja
példaul a kornyezet, a taplalkozas, illetve a kiillonbozd gyogyszerszarmazékok, kiilondsen az
antibiotikumok [99]. Napjainkban széles korben elfogadott, hogy a kdrnyezetben, a boron, a
bélben vagy a tiidoben taldlhato jotékony mikrobakkal vald szimbiotikus kapcsolat felelds az
egészséges immunhomeosztazisért, ami megfelel6 immunszabalyozashoz vezet és az allergids
betegségek alacsony eléfordulasat eredményezi [100].

Szamos tanulmany foglalkozik azzal, hogy a fertdzések bizonyos esetekben kedvezd
hatast gyakorolhatnak az allergias vagy autoimmun betegségekre. El6szor tobb, mint 30 éve
Strachan vetette fel, hogy a fertdzések és a nem higiénikus érintkezések védelmet nytjthatnak
az allergids megbetegedések kialakulasaval szemben [101]. Azdéta szamos publikacid

foglalkozott az ugynevezett higiénia hipotézissel az epidemioldgia, az immunologia és a
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klinikai tudomanyok teriiletein egyardnt. A f0 kutatasi irdnyok a virusos ¢és bakteridlis
fertdzések allergids betegségek kialakulasaban betoltott szerepének feltardsara irdnyulnak,
illetve a kornyezeti, mikrobidlis eredetli anyagoknak valo kitettség jelentdségét vizsgaljak a
velesziiletett és adaptiv immunvalaszok kapcsan. Az allergias betegségek novekedésében a
beltéri ¢s kiiltéri levegOszennyezésen til valdszinlileg szerepet jatszik az is, hogy a nyugati
¢letmdd miatt a jolét novekedésével parhuzamosan csokken a fertézéseknek vald kitettség is.
Tovabba a jelentésen megvaltozott taplalkozasi szokdsok miatt a bél mikrobiomban
kedvezétlen valtozasok kovetkezhetnek be. A higiénia hipotézist alatdmasztjdk olyan korabbi
¢és tjabb epidemioldgiai megfigyelések is, amelyek arrdl szamoltak be, hogy a hagyomanyos
farmon felnovd gyermekeknél, akiket sokféle kornyezeti mikrobidlis hatas ér, csokken az
atopids rendellenességek eldfordulasa. Bar ennek a megfigyelt hatasnak a pontos
mechanizmusa nem teljesen ismert, feltehetden a gazddlkodasi kornyezetben a magas
kornyezeti endotoxinnak vald folyamatos kitettségnek tulajdonithatd, ami befolydsolja a
velesziiletett immunitas szabalyozasat és elOsegiti a Thl és szabalyozd T-sejtek indukcidjat
[102,103].

A kornyezeti koriilmények kozotti kiilonbségek feltarasara szamos tanulmény késziilt,
koztik példaul a PARSIFAL és GABRIEL eurdpai keresztmetszeti felmérések, amiben a
farmon €16 gyerekek és a referenciacsoportok mikrobidlis expozicidja €s az allergia, atopia
kialakulasdnak kockézata kozotti dsszefiiggéseket vizsgaltak [104-106]. Ezek a tanulmanyok
kimutattdk, hogy a farmon ¢é16 gyerekek a mikrobdk szélesebb korének voltak kitéve, mint a
referenciacsoportba tartozok és koriikben alacsonyabb volt az allergids megbetegedések
aranya [107-109]. A védd farmhatést a korai €letkorban a szarvasmarhakkal €s a szalmaval
valo érintkez€s, valamint a tanyasi tej fogyasztdsa kapcsan vizsgéltak. Mig az asztmadara
gyakorolt védd farmhatas az allatokkal, mezdgazdasagi terményekkel és tanyasi tejjel vald
érintkezéssel magyarazhatd volt, addig a szénanatha és az atdpids szenzitizacid esetében a
védo hatas nem igazolodott, ami eltéré védd mechanizmusok kialakulédsat feltételezi. Fontos
megjegyezni, hogy a gazdasidgban termelt tehéntej fogyasztasdnak hatasa fiiggetlen volt a
tehenekkel valo érintkezés védd hatdsatol, ami arra utal, hogy az endotoxin védd hatdsa
kiilonb6z6 beviteli utvonalakon keresztiil is érvényesiilhet, ugyanis mig a tej a bélrendszeren
keresztiil fejtheti ki hatasat, a tehenekkel valo érintkezés az endotoxinok belélegzését
kovetden a légutak nyalkahartyajat érintheti [108,110]. Fontos megallapitas volt tovabba,

hogy a mikroorganizmusoknak valé kornyezeti kitettség forditott kapcsolatban 4ll a
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szénanatha, az atdpids asztma és az atopids hajlam elterjedésével, és a matracporban 1évo
muraminsav szintje, ami a baktériumok bioindikatora, a sipold 1égzés alacsonyabb
gyakorisagaval jar [104,111].

A potencialisan védelmet biztositd kornyezeti faktorok koziil elsésorban a Gram negativ
baktériumokbol szdrmazé endotoxint emelik ki. A farmon ¢él6 gyerekek matracporaban
nagyobb mennyiségben talaltak ugyanis endotoxint és a peptidoglikédn egyik komponensét a
muraminsavat, tovabba a Penicillium ¢s Aspergillus spp. gombak extracellularis
poliszacharidjait [107]. Véletlenszertien kivalasztott varosi €és vidéki lakdsokbol szdrmazo
leveg6- és pormintdkat Osszehasonlitva a vidéki lakasokban a beltéri endotoxin szint
szignifikansan magasabb volt a padlén és a matracporban, ugyanakkor a levegé endotoxin
koncentracioi kozott nem figyeltek meg kiillonbséget, megerdsitve, hogy a beltéri pormintak
magas endotoxin szintje a vidéki lakadsokban az éllattartdshoz kapcsolodik [112-114]. Tovabba
védo hatasat nem mezdgazdasagi haztartasokban, példaul kisallattartoknal (kutya, macska) is
kimutattdk [115]. Kordbban a megfigyelések arra utaltak, hogy a penészgombik feleldsek a
nedvességnek tulajdonithat6 asztma fokozott kockazataért, viszont megjelentek példaul olyan
tanulmanyok 1s, ahol a Penicillium chrysogenum ¢és az Eurotium cristatum gombakat az
asztma elleni védofaktorként azonositottak [107].

Bizonyitast nyert, hogy a mikrobidlis expoziciok befolydsoljadk a velesziiletett
immunsejtek PRR-eket kodold génjeinek expresszidjat is, mivel a farmon €16 gyerekeknél a
CDI14, TLR2 és TLR4 gének fokozott expressziojat talaltadk. Ezen gének expresszidja
prenatalis tényezOkkel is korrelalt, mint példaul az anyak allatokkal vald érintkezésével a
terhesség alatti idészakban [108,116-118].

Fontos kiemelni, hogy a farm expozicid6 védd hatisai legerdésebbek a prenatalis
iddészakban és a korai gyermekkorban. A legtdbb ezzel kapcsolatos tanulmanyban a sziiletés
utani idoablak egerek esetében az élet elsd 3 hetére, mig emberek esetében az elsé életévre
vonatkozik [112,119]. A farmi kornyezet védOhatasa példaul az allergias natha kapcsan
iskolds korig érvényesiil, és felndttkorig is tartdos hatast fejt ki, kiilondsen folyamatos
expozicid esetén [102]. Ezek az eredmények Osszhangban vannak azzal a hipotézissel, hogy
az allergia megeldzésének lehetdsége a gyermekkorban rejlik, tovabba felmeriilhet a kérdés,

hogy sziikséges-e tovabbi expozicid a gyermekkoron tul a védo hatas fennmaradasadhoz [120].
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Egérmodellekkel végzett in vivo vizsgalatok megallapitottdk, hogy a belélegzett
endotoxin a védd hatdsat valoszintlileg a 1éghti nyalkahartyan fejti ki. Kimutattak, hogy az
alacsony dozisu endotoxin vagy mezdgazdasagi por expozicido megvédi az egereket a
haziporatka altal kivaltott asztma kialakuldsatol, mivel csokkentette a hamsejtek citokin
termelését, ami csokkent DS aktivaciot és Il-es tipusu allergids gyulladast eredményezett
[121]. Tovabba az ujsziilott egerekben az LPS stimulacié asztma-megel6zo hatassal birt, ami
csokkent nyalkahartya metaplaziaval és mucin termeléssel jar asszocialt ovalbuminnal torténd
allergizaciot kovetden. Ezen kisérletben normal thymus stroma limfopoetin (TSLP) és IL-4
szintek mellett megnovekedett IL-12, TNF-a expressziot tapasztaltak [122-123].

Szamos tanulméany kimutatta, hogy mig a kornyezeti mikrobdknak valo kitettség
segithet a megfeleld immunstitusz kialakitdsdban, addig a varosi kornyezet €s életmdd, az
étrend jelentds valtozadsai diszbidzishoz vezethetnek a bél-bor-tlid6-mikrobiomban, és
megzavarhatjdk az immuntoleranciat. Szamos tanulmany kimutatta, hogy a gyomor-bél
traktus (GIT) mikrobiom diverzitasanak kedvezOtlen megvaltozasa befolydsolja a
nyalkahartya immunologiai toleranciajat. A GIT-ben talalhaté legtobb antigén a taplalékbol és
a bél mikrobiotaibol szarmazik. A regulator T-sejtek elengedhetetlenek a taplalékbol szarmazod
antigénekre adott immunvalasz elkeriiléséhez és ezaltal a tolerancia fenntartdsahoz. Ezenkiviil
az alacsony IgA szint is kedvezdtleniil befolyasolja a tolerogén folyamatokat és hozzajarulhat
az allergia kialakulasdhoz. A bélben uralkodd tolerogén kornyezet kialakitisaban fontos
szerepe van a bélmikrobiom anyagcseretermékeinek is, igy példdul a révid szénlancu
zsirsavaknak (SCFA), melyek fokozzdk a bél immunsejtjeinek tolerogén tulajdonsagait. Az

emberi bélmikrobiom valtozasat szamos kornyezeti tényezd befolyasolhatja [124] (9. abra).
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9. abra. A bél mikrobiota osszetételét befolyasolé tényezok. Szamos kiils6 tényez6 befolyasolhatja a

bél mikrobiota Osszetételét és funkcioit, példaul az étrend, a fizikai aktivitas, a testtomeg-index, az
anyai hatasok a magzat fejlodése soran, a sziilés és taplalas modja, a gyogyszerek, kiilondsen az
antibiotikumok. Az ¢élelmi rostok végtermékei, a SCFA csokkenhetik a gyulladas kialakuldsat a bélben,
ezzel szemben fertéz€s soran a baktériumokbol felszabaduld endotoxinok gyulladast eldsegitd
citokinek tulzott termelddését valthatjak ki. A gyulladasos allapotok és a bélmikrobiota diszbidzisanak
megeldzése érdekében elengedhetetlen olyan étrendi €s életmddbeli dontések meghozatala, amelyek a
bél mikrobiom diverzitasanak és funkcidinak jobba tételével jarnak. SCFA: rovid szénlanca zsirsavak
[125.]

Az anyai kornyezeti hatasok mar a magzati fejlodés soran is meghatarozoak a gyermek
immunrendszerének a fejlédésében. Az anyai fertézések, a gyodgyszer €s a szennyezdanyag
befolyasold tényezOk lehetnek. Példdul az anyadk terhesség alatti antibiotikum hasznélata
eldsegitheti a kommenzalis és a patogén baktériumok kozotti egyensuly felborulasat, és
Osszefiiggésbe hozhato a sziiletendé gyermek asztma kockazataval [126].

Osszességében elmondhatd, hogy a nyugati életmdéd diszbidzishoz vezethet, ami
megzavarhatja az immuntoleranciat és gyulladasos betegségek, példaul asztma és egyéb
allergids allapotok kialakulasat valthatja ki. A sziiletés utan a stabil mikrobiom kialakulasa a

borben, a bélben ¢és a tiidoben kulcsfontossagu az egészséges immunhomeosztazis
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fenntartasahoz és a megfeleld0 immunszabalyozas biztositdsdhoz az allergids betegségek
elofordulasanak csokkentése érdekében [118,127-130].

Ugyanakkor fontos kiemelni, hogy a koOrnyezeti endotoxin expozicié hatasai nem
mindig hatnak kedvezden az allergids megbetegedések tiineteire [131,132]. Kimutattak
ugyanis, hogy nagy dozisti endotoxin akut belélegzése sulyosbithatja a szenzitizalt
egyénekben a mar kialakult asztmat, tovabba a gyermekek elsé évében kohogést és zihalast
okozhat [133-135]. Az endotoxin allergia és asztma elleni védé hatasainak kifejtéséhez
kiemelkedden fontos az iddzités, ugyanis felmérések arra utalnak, hogy a véddhatas
elsdsorban a prenatalis és kora gyermekkori expozicio esetén érvényesiilhet [136,137]. Az
allatkisérletek is azt igazoljak, hogy az endotoxinnal torténd beavatkozasok akkor lehetnek a
leghatékonyabbak ¢és legbiztonsagosabbak, ha azokat az allergén szenzitizacid és az atopids
gyulladés kialakulasa eldtt kezdik meg [15,122,123,138]. Az iddzités, az endotoxin ddzisa és
egyeb kornyezeti faktorok mellett a gazdaszervezet-mikrobiom kolcsonhatasa is meghatarozo
az expoziciokra adott immunvalaszok kialakitdsaban [119].

Ezek a megfigyelések egyiittesen felvetik annak a lehetdségét, hogy a csecsemdk belsd
varosi kornyezetének renaturalasa valosziniisithetd megoldasnak tlinik az allergias betegségek
kialakulasdnak megeldzésére. A farmhatds utanzasa a varosi kornyezet endotoxin szintjének
helyreallitdsan keresztiil azonban csak tolerdlhat6 dozis és az endotoxinok nem toxikus,
biztonsagos form4janak alkalmazaséaval lehetséges. Az LPS intravénds beadasa ugyanis sulyos
toxicitast valt ki emlOsokben, maximalis toleralhatdé dozisa emberekben csak 1-4
ng/testtomeg-kg. Ugyanakkor az LPS toxicitdsa oralis modon torténd adagolas esetén
meglehetdsen alacsony. Példaul patkanykisérletben kimutattak, hogy nagy dozisu (2 mg/kg)
LPS oralis adagolasa nem volt toxikus az allatokra. igy az LPS oralis adagolasa tiinik a
legmegfeleldbb bejuttatdsi modnak kiilonboz6é betegségek, koztiik allergias és életmoddal

kapcsolatos betegségek ellen [139].

11.6.2 A7 LPS szerkezete

A Gram negativ, endotoxint termeld baktériumok, mint példaul a Salmonella enterica,
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Bordetella pertussis, Yersinia pestis,
Escherichia coli (E.coli) sejtfala harom meghatarozott struktirabol all. A kiils6 membran,
egy olyan lipid kettds réteg, aminek belsd oldalan foszfolipidek, kiilsé felszinén pedig

glikolipidek, féként lipopoliszacharidok talalhatok. Ezen feliil szamos lipoproteint is
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tartalmaz, amik az tgynevezett kiilsé membran proteinek (OMP). Ezen OMP-k feladata,
hogy mono ¢és diszacharidok, aminosavak, vas-kelatok, és vitaminok, igymint példaul a B12
vitamin transzportjat segitsék eld. A kiilsé membranban talalhatoak az LPS molekuldk, amik
igen szorosan kapcsolodnak egymashoz, kiilondsen kationok, mint példaul magnézium
ionok jelenlétében, melyek neutralizdljadk a foszfat csoportjaik negativitasat. Az LPS
esszencialis alkotdeleme a Gram negativ baktériumoknak, a kiilsd feliilet nagy részét, kozel
75 %-at teszi ki. A kiils6 membran utan egy periplazmatikus tér talalhato a sejtfalban, ami
egy gélszerli anyag, 1-2 rétegli peptidoglikdnnal. A harmadik komponens a bels§ membran
(IM), mely foszfatidil etanolamint, foszfatidil glicerolt, foszfatidil szerint és kardiolipint is
tartalmaz. A toxikus LPS-t a Gram negativ baktériumok nem valasztjak ki, az endotoxin
csak a baktérium elpusztuldsa utan jut a kornyezetbe. Az LPS a lipid-A komponensén
keresztiil képes aktivalni a természetes immunrendszer sejtjeit, mint példaul a DS-eket,
makrofagokat, tovabba az endotél és simaizom sejteket, st még a trombocitakat is képes
stimulalni [140,141].

A kiils6 membranban talalhaté endotoxin a baktériumok egyik f6 immunstimulalo
része, ami mindeniitt jelen van a kornyezetben ¢és kozvetleniil befolyasolhatja az
1s [142]. A mult szédzad elején vilagossa valt, hogy az endotoxin lipidekbdl &s
szénhidratokbol all, ezért keriilt hasznalatba a ,lipopoliszacharid” kifejezés. Az elsd 6
kisérletek a molekula szerkezetének tisztazasdra az 1950-es években kezdddtek, majd
késébbi kutatdsok eredményeként megallapitottdk, hogy a molekuldnak a lipid része az,
amely a toxikus aktivitasért felelds [143]. Napjainkban kiilonb6z6 eljarasokkal szdmos
Gram negativ organizmus LPS szerkezetét jellemezték mar, ami altalanossagban harom
kiilonallo régiot tartalmaz: az O-poliszacharid régidt az LPS molekula legkiilsé részén, az R-
mag poliszacharidokat ¢és a molekula endotoxikusan aktiv részét a lipid-A-t [144-146]

(10.abra).
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10.abra. A Gram negativ baktérium sejtfal és az LPS szerkezete. A. A Gram negativ
baktériumok sejtfala kettds, kiils6 és bels6 membranbdl all, melyek lipopoliszacharidokat,
lipoproteineket, és fehérjéket tartalmaznak. A kiilso és belsd6 membran kozatti periplazmatikus térben
vékony peptidoglikan réteg van, a kiilsé réteg tartalmazza a liposzacharidokat. B. Az LPS harom
lényeges molekularészbdl all: a lipid-A, az R-mag régid, és az O-oldallancok. C. Az E-coli lipid-A
szerkezet egy bisz-foszforilalt B-1-6 glilkozamin diszacharidnak felel meg, mely hexaacilezett
rovidebb acillancokat (B-hidroxi-mirisztinsav, mirisztinsav-C14, laurinsav-C12) hordoz. GLcN:
Gliikozamin, Kdo: 2-keto-3-dezoxi-oktanoilsav, Hep: L-glicero-D-manno-heptozt, [146].

Az O-poliszacharid régi6é az LPS-molekula legkiilsd része, és a fo antigén, amelyet a
gazdaszervezet antitest valaszai megcéloznak. Az O-poliszacharid régid rendkiviil
valtozatos, 1smétlodod egységei jellemzden 1-8 cukrot tartalmazo oligoszacharidokbol allnak,
linearis vagy eldgazd szerkezetliek, és olyan szubsztituenseket tartalmaznak, mint a
foszfatcsoportok, O-acetilcsoportok, glicerin, ribitol stb. Ugyanakkor, szdmos nagyon
virulens korokozo6, példaul a B. pertussis, a H. influenzae, az N. meningitidis nem mutat O-
lanc szerkezetet, ezért a bakteridlis specificitdsért a magstruktardk felelések. Az O-antigén
jelenléte vagy hianya az LPS szerkezetében meghatirozza, hogy az LPS nagy
molekulatomegii sima feliiletti LPS (hosszt poliszacharid lanct) vagy kis molekulatdmegii
durva LPS (rovid poliszacharid lancu). A durva és félig érdes LPS baktérium torzsei
jellemzden rovidebb magrégidkat tartalmaznak, mint amik a sima LPS-ben lathatok [147].

Az R-mag régid belsO ¢és kiilsd részre oszthatd. A kiilsé mag messzebbre nyulik a

baktériumok felszinétdl, és nagyobb valdszinliséggel tartalmaz gyakori cukormolekulakat,
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mint példaul gliikozt vagy galaktozt és altalaban valtozékonyabb, mint a belsd mag. A belsd
mag nagy ardnyban tartalmaz szokatlan cukrokat, példaul 2-kedo-3-dezoxi-oktanoilsavat
(Kdo) ¢és L-glicero-D-manno-heptézt (Hep). A Kdo szinte minden eddig vizsgalt LPS-ben
megtalalhato, és minden esetben kotodik a lipid-A szénhidrat gerincéhez. A Kdo-szintézis
elengedhetetlen a Gram negativ baktériumok életképességéhez, viszont az LPS erdteljes
immunstimuldlé képessége nagyrészt az endotoxin lipid-A részének tulajdonithatd. Az
endotoxin rendkivil ellenallo, immunstimulald képességének megsziintetéséhez hosszan
tartd, magas homérséklet (160 °C, 4 ora) sziikséges, ami arra utal, hogy az endotoxin
immunmodulatorként sokaig megmaradhat a kornyezetiinkben [145].

A lipid-A legjobban konzervalt régioja egy foszforilalt digliikozamin-gerinc, amely
legaldbb egy Kdo molekuldval kapcsolddik. A digliikdzamin-gerinc foszforilacids allapota
¢és a foszfat pozicioja befolyasolja az LPS funkciojat. Egyetlen foszfat elvesztése a lipid-A
szintetikus formajabol csokkenti az LPS altal kivaltott gyulladast eldsegité citokinek
termelddését, mig a nem foszforilalt lipid-A teljesen elveszti immunstimulalé funkcidjat
[148]. A diszacharid gerinchez legfeljebb négy hidroxi-zsiracil-lanc kapcsolodik amid- vagy
észterkotéseken keresztiill. Ezek az elsddleges acilcsoportok tovabb acilezhetdk, és
legfeljebb hét acillanc lehet jelen egyetlen LPS szerkezetében. A lancok szamukban,
hosszukban, sorrendjiikben és telitettségiikben igen valtozatosak és meglehetdsen eltérdek a
kiilonboz6 baktérium fajok kozott. A mai napig kiillonb6zd szerkezetl, szintetikus LPS-ek
széles skaldjat tesztelték biologiai vizsgalatokban, amibdl kideriilt, hogy az endotoxin
toxicitasat foként a jelenlévd acillancok szdma és hossza, valamint a diszacharidvaz
foszforilacios 4llapota hatdrozza meg [149-151]. Tovabba az LPS-molekulak mas
amfipatikus molekuldkhoz hasonléan egy adott kritikus koncentracio felett nagyobb
szupramolekularis struktarakkd aggregalddnak, ami befolyasolja az LPS-készitmények
endotoxicitasat. Széles korben egyetértés van abban, hogy az LPS aggregatumok az LPS
legmérgezObb formai, az LPS monomerei jelentdsen kisebb toxicitast mutatnak [145,146].

Megallapitottak azt is, hogy a lipid-A szerkezete mellett részben a poliszacharid lanc
hossza is magyarazhatja az LPS endotoxikus aktivitdsanak véltozékonysagat. Kimutattak,
példaul huméan makrofagokban, hogy az E. coli durva (rovid poliszacharid lanct) LPS-e
szignifikansan nagyobb gyulladast valt ki, mint a sima (hosszl poliszacharid lanct) LPS-e.
Az eltérd biologiai hatasok kozotti kiillonbségek nagy valoszintiséggel az eltérd fiziko-

kémiai és farmakokinetikai jellemzékbdl adodnak [152].
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11.6.3 Az LPS felismerése és hatdsai

Az LPS erés immunstimulalé anyag, amely a velesziiletett immunitds aktivalasat a
transzmembran TLR4 altal kozvetitett jelatvitelen keresztiil valtja ki. Az antigénprezentalod
sejtek, mint példaul a DS-ek LPS-sel torténd stimuldldsa azok éréséhez vezet, €s citokinek

termelését eredményezi (11. abra).
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11. abra. Az LPS gyulladast elosegité hatasai a TLR4 atvonal aktivalasaval. Az LBP az LPS-
aggregatumok felszinéhez kotddik, és segiti, hogy egy LPS-monomer kapcsolddjon a CD14-hez,
ezutan az LBP disszocial. Az LPS kotédése a TLR4-MD2-hoz, két TLR4-MD2 egység
dimerizacigjat indukalja. A TLR4-MD2 aktivalasa utan a jelatvitelt két fazisra lehet osztani, a korai
MyDS88 fiiggd és a kés6éi MyD8S fiiggetlen jelatviteli utakra. A korai fazisban a MyD88 a TIRAP-
pal, a késbi fazisban TRIF a TRAM-mal egyiitt aktivalja az NF-kB-t, és a késoi fazisban a TRIF
utvonalon az IRF3, IRF7 transzkripcios faktorokat. Ez korai és késéi fazisban pro-inflammatorikus
citokinek, és a késéi fazisban I-es tipusi IFN-ok termelédéséhez vezet. Az aktivalt NF-kB-n
keresztiil a TLR4 hozzajarul a citoszolikus NLRP3 kozvetitett gyulladas aktivalasahoz is. CD14:
differencialodas klaszter 14, IFNo/B: interferon o/p, IRF3/IRF7: interferon regulatorikus faktor 3/7,
LBP: LPS-koto fehérje, LPS: lipopoliszacharid, MD2: mieloid differencialodasi fehérje 2, MyDS8S:
mieloid differencialodési primer valasz fehérje 88, NLRP3: NLR csalad pirin domént tartalmazo
fehérje, TLR4: Toll-szerd receptor 4, TNF-a: tumor nekrozis faktor-a, TRIF: TIR-domént tartalmazo
adapter indukalo interferon  [153].
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Az LPS-nek aggregélt forméaban kell lennie ahhoz, hogy az LBP-hez és a CD14-hez
kotddhessen. A CD14 szallitja az LPS monomert a TLR4-MD2 komplexhez, ahol az LPS
lipid-A acillancai kolcsonhatasba 1épnek az MD2 hidrofob zsebével. A TLR4 és az MD2
kozotti stabil kolesonhatast el kell érni az LPS szallitdsa el6tt, mivel kimutattdk, hogy a
CD14 6nmagaban nem képes LPS-t atvinni az MD2-re. Az LPS kotddése két TLR4-MD2
egység dimerizacidjat idézi eld. Példaul az E. coli LPS hexa-acilezett lipid-A-janak hat
acillanca koziil 6t mélyen az MD2 hidrofob zsebében van. A fennmarado lanc szabadda
valik a fellileten, ami lehetové teszi a szomszédos TLR4 molekulaval vald kolcsonhatast. A
TLR4-MD2 komplex dimerizécioja jelzi az LPS fiziologias felismerését és elinditja a TLR4
altal kozvetitett jelatviteleket. TLR4 molekula mindegyik intracelluldris fragmense tartalmaz
egy TIR domént, amely képes négy adapterfehérje TIR doménjeivel kapcsolddni. Az
aktivalas korai fazisdban a TLR4 az els6 adapterparral, a TIRAP-val (mas néven Mal) és a
MyD88-val kapcsolodik és kotddik az IRAKI1/2-héz. Ez a myddoszoma szubmembran
jelatviteli komplex E3 ubiquitin ligazt, azaz TRAF6-ot toboroz és aktivalja a TAK1 kinazt,
mely tovabb foszforildlja az IKK komplexet, amelyet tilnyomdan az NF-kB ttvonal 6
szabalyozdjanak tekintenek. Az aktivalt IKK komplex kozvetiti az IkB-a foszforilaciojat,
mely ubikvitinalédik, majd szelektiven és gyorsan lebomlik, és a gatlas alol felszabadult
p38, JNK, ERK is foszforiladlja, melyek aktivaljadk az AP-1 ¢s CREB transzkripcios
faktorokat. Osszességében a MyD88-fiiggé korai jelatviteli Gitvonal gyulladast eldsegité
mediatorokat kodold gének expresszigjat indukdlja, és TNF-a, IL-6, ciklooxigenaz
termeléséhez vezet. A MyD88-fliggd jelatviteli utvonal gyulladasgatldé medidtorok, példaul
az IL-10 termelddésében is részt vesz. A korai MyD88-fiiggd jelzést a TLR4 internalizélasa
koveti, ezzel egyidejlileg a TIRAP és a MyD88 disszocidl a membranrdl, lehetdvé téve a
TLR4 szdmara, hogy az endoszoméaban megkdsse a TRAM-ot és a TRIF-et. A TLR4 TRIF-
fliggo jelatviteli utvonala magaban foglalja a TRAF3 ubiquitin ligdz aktivalasat, a TBK1 és
az IKKe foszforilalasat és aktivalasat. A TBK1 foszforilalja a TRIF-t, amely sziikséges az
IRF3 toborzasahoz, és foszforilacioval aktivalja az IRF3-at. Az IRF3 disszocial a TRIF-rdl,
dimerizalodik, a sejtmagba transzlokalddik. Indukalja az I-es tipust IFN-ok termelését,
melyben kisebb mértékben az IRF7 is részt vesz. A TRIF a TRAF6 toborzasaval indukélja
az NF-kB késo6i aktivalodasat is [153-158].
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Az NLRP3 inflammaszoma formalddasat leggyakrabban a TLR4 aktivalasaval
tarsitjak, melyet a sejtek stressz allapota valt ki, mint példaul K* kiaramlas, mitokondrium
diszfunkcio vagy lizoszoma karosodas. Az NF-kB aktivitas MyD88-fiiggd ,,korai” fazisa az
NLRP3, IL-1p és IL-18 gének fokozott transzkripcidjat is maga utdn vonja. Tovabba a TRIF-
fliggd TLR4 jelatvitel az NF-«xB aktivitas ,,kés0i” fazisdhoz vezet és tovabb noveli az IL-1/
génexpressziot, de az NLRP3-at mar nem. Az NLRP3 gyulladasos folyamatok az IL-1 ¢és
IL-18 ¢éréséhez vezetnek, amik ¢érett formaban erds gyulladdsos mediatorokként
funkcionalnak [159].

Az LPS expozicio er0sen befolyasolja a velesziiletett antigénprezentald immunsejtek,
foként a DS-ek és makrofagok érését, gyulladasos citokin termelését, kostimulaléd hatasait és
T-sejt aktivalo képességeit. Az LPS altal aktivalt DS-ek nagymértékben képesek IL-12
gyulladésos citokint termelni, ami foként az [FN-y-t termelé Thl sejtek indukciodjat valtja ki.
A termelt IFN-y visszahatva a velesziiletett immunsejtekre, még jobban fokozza az IL-12
termelést, pozitiv visszacsatoldsi hurkot generdlva igy a szerzett és a velesziiletett
immunsejtek kozott. A TLR4 LPS altali aktivalasa mind a DS-ekben, mind a makrofagokban
a kostimulator molekuldk (CD40, CD80 és CD86) ¢s az MHC I és MHC II molekulak

fokozott expressziojat idézi eld a sejtfelszinen, amik sziikségesek az antigének

crer

[160,161].

Szepszisben az endotoxin véraramba keriilése szdmos patologias reakcidt indit el,
melyek egymassal szoros kolcsonhatasban alakitjadk ki a kiilonbdzd szervi és szoveti
karosodasokat, a szeptikus sokk tiinetegyiittest, valamint a letalis hatast. Az endotoxin széveti
sériilések, miitéti beavatkozasok soran keriil a vérkeringésbe vagy koros esetekben a bélbdl
szivodik fel. Természetes korlilmények kozott az epesavak védik a szervezetet a bélben
mindig jelen 1évé endotoxinok ellen, mert azokat atoxikus részekre hasitjak [162].
Szepszisben a szervezet elsdprd pro-inflammatorikus valasszal reagdl az infekciora, amit
»citokin viharként” is szoktunk emlegetni. Ezek kozott is kiemelkedo jelentdsége van a talzott
TNF-a, IL-6, IL-1 termel6désének, melyek szérum szintje jol korreldl a szeptikus sokk
sulyossagaval, illetve végsd kimenetelével. Az endotoxin sulyos gyulladasi tiineteket (laz,
hidegrazas, remegés) okoz, aktivalja a véralvadasi rendszert, fokozza a vérlemezke-aktivalod
faktor (PAF) termelddését, indukélja az éren beliili véralvadast. Az elsé fazisokban a

szepszisre a tulzott szisztémas gyulladasos immunvaélasz és az apoptdzison keresztiili sejthalal
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jellemzd, a késObbi szakaszban a folyamat sulyosbodasat, az esetleges halalos kimenetelt a
pro-inflammatorikus folyamatok kimeriilése miatti immunszuppressziv allapot jelzi

[163,164].

11.6.4 Az LPS toxicitasanak befolydsoldasa

Az endotoxinok ¢és a tisztitott szdrmazékok immunmoduldld szerként torténd
alkalmazasat korlatozza, hogy sulyos klinikai tiineteket okozhatnak, a korabbi fejezetben
leirtak szerint. Ezért szamos kisérlet tortént fizikai, kémiai vagy bioszintetikus mérnoki
megkozelitésekkel az LPS endotoxikus aktivitdsanak csokkentésére, illetve a toxikus és
immunstimulalé aktivitas elkiilonitésére [165]. Emlitést érdemel a kalium-metilattal
méregtelenitett készitmény az un. monofoszforil lipid-A (MPLA), melyet az 1980-as
években allitottak el6. Immunmodulald tulajdonsagai alapjan vakcina-kiegészitoként,
antiszeptikus anyagként vagy daganatellenes szerként is hasznaltak. Ezenkiviil az MPLA az
egyik legjobban dokumentalt, védd funkciot kivaltod szer a sziv ischaemia/reperfuizids sériilés
ellen, ugyanis kiilonb6z6 allatfajokban az MPLA kezelés csokkentette az infarktus méretét
[166,167]. Egyetlen foszfat elvesztése a szintetikus MPLA-ban azt eredményezi, hogy az
endotoxin nem stimulalja megfeleléen az NLRP3 expresszidjat, ami csokkent gyulladasos
citokin termelddéshez vezet. Ugyanakkor az alacsony toxicitads mellett az MPLA megtartja
immunmoduldld képességét, igy vakcina adjuvansként engedélyezték. A lipid-A-t
tartalmazé liposzoma hatékony, biztonsagos, 4ltaldnos adjuvans rendszer szintetikus
vakcinakhoz [159,168].

A difoszforil-lipid-A (DPL) a Salmonella minnesota R595 torzs LPS-ének
méregtelenitett valtozata, ami képes stimulalni az immunrendszert anélkiil, hogy kozvetlen
toxikus hatast valtana ki. A DPL-vel végzett eldkezelés neuroprotektiv hatast eredményezett
az agyi ischaemia in vivo patkdny modelljében, ugyanis az agyi infarktus és a
mieloperoxidaz (MPO) aktivitas jelentds csokkenését €s a szuperoxid-diszmutaz (SOD)
aktivitas szignifikans javulésat figyelték meg DPL jelenlétében [169].

Az LPS toxicitasat bioszintetikus eljarasokkal is befolyasolhatjdk. Az LPS
bioszintézisében résztvevd gének gatlasaval vagy moddositd enzimek indukaldsaval ugy
csokkenthetik az LPS toxicitasat, hogy kozben az megtartja adjuvans aktivitdsat, ami
biztonsagosabb ¢l0, legyengitett vakcindk vagy kiils6 membran vezikula (OMV) vakcinak

eldallitasat is lehetdvé teszi. Példaul a Neisseria meningitidis baktériumban az IpxL1 gén
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deléciodja biztonsdgos OMV vakcinat eredményezett, amint azt egy fazis I-ben 1évé klinikai
vizsgalat is igazolt. Kimutattdk, hogy csokkent toxicitds mellett a baktérium megdrizte
potencialisan immunogén kiilsé membran komponenseit [170]. Az LPS-t mddositd enzimek
E. coli-ban és mas baktériumokban torténé befolyasolasaval szamtalan kiilonb6z6
struktaraju  LPS hozhat6 I1étre, amik kiillonb6zé immunstimulaldé tulajdonsagokkal
rendelkeznek és potencialis adjuvansként is felhasznalhatéak [171]. Varhatéan uj
vakcinaként lesz majd alkalmazhat6 a Pseudomonas fertézések ellen a Pseudomonas
aeruginosa detoxifikalt LPS-e, a D-LPS ¢és az exotoxinja, az A toxoid (T-ETA), valamint az
arany nanorészecskékkel alkotott konjugatumai is, amik egerekkel végzett kisérletek alapjan
jelentés immunogén potenciallal rendelkeznek [172].

A szepszissel Osszefiiggd fertdzések alternativ kezelésére fejlesztettek ki egy ,,all-in-
one” platformot, a zselatin bevonatl nanogéleket, amiket baktericid kolisztinnel, SLAP-S25-
tel, azaz LPS-t semlegesitd adjuvanssal ¢s a lipid-A madasodlagos acillancait lebontd acil-
oxiacil-hidroldz (AOAH) lipadz enzimmel toltenek fel. A baktericid szerek elpusztitjdk a
Gram negativ korokozokat, a felszabadult LPS-eket SLAP-S25-tel semlegesitik, igy csokken
az LPS kotédése €s internalizacidja. Ezutan a semlegesitett még szabad LPS-t inaktivaljak,
méregtelenitik, azaltal, hogy a lipid-A masodlagos acillancait az AOAH deacilezi [173].

Az endotoxinok méregtelenitésének tovabbi hatékony formaja az ionizalo *°Co v-
sugarzassal torténd kezelés, ami leépiti az LPS szerkezetét €s a biologiai funkcidinak
elvesztéséhez vezet. A novekvd dozisu sugarzas hatdsara az endotoxin trilaminaris,
szalagszerli szerkezete gbécos szerkezetet mutat €és a morfologiai valtozasokkal
parhuzamosan az O-oldallanc ismétlddd egységei ¢s az R-mag liposzacharid molekuldinak
egyes darabjai elvesznek. A sugarzéds lebontja az egyszerli cukrokat a szerkezeten beliil,
ugymint a galaktozt, galaktézamint, gliikdzamint, gliikozt és heptozt. Ezaltal csokkenti a
poliszacharid rész antigenitasat. Az R-mag komponense, a Kdo a leginkabb ellenalld
cukorszdrmazék az ionizalo sugarzassal szemben. Az endotoxin hidrofob lipid-A része még
viszonylag nagy sugérzas mellett is kevésbé degradalodik, mint a cukor komponensei. A
lipid-A zsirsavai koziil azonban vagy a P-hidroximirisztinsav mirisztinsavva torténd
részleges atalakulasat vagy szelektiv elvesztését figyelték meg a sugarzas hatasara. Tovabba
a besugarzott lipid-A-ban csokkent a glilkdzamin €s a foszfat mennyisége is [174-178].

Bertok Loérandnak és munkatarsainak sikeriilt olyan 150 kGy erésségi ®°Co

sugarzassal méregtelenitett LPS készitményt (RD-LPS, TOLERIN®) elé4llitania, ami
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csokkent toxicitdst mutatott, mikdzben megdrizte jotékony immunmoduldlé hatasat
[179,180]. Széleskorti allatkisérletek és embereken végzett vizsgéalatok alapjan ezen
méregtelenitett endotoxin készitmények alkalmasak a természetes -ellenalloképesség
fokozasara, kiilonféle sokkos allapotok (sugarbetegség, szeptikus-sebészeti sokk stb.)
kivédésére. Tovabba kiilonbozd eredetli immunszuppresszids vagy immunhidnyos allapotok
javitasara, valamint adjuvans hatdsuk miatt elolt virusokbol késziilt oltéanyagok
hatasfokanak, immunogenitasanak javitdsara [181]. Vannak biztatd eredmények a
TOLERIN®-nel kapcsolatban a szerzett immunhidnyos betegség (AIDS), illetve az azt
megel6z6 allapot, valamint a daganatellenes szerekkel kezelt betegek csontveld
mikodésének helyredllitasa esetében [182]. Tovabba a sugardetoxifikalt endotoxin
készitmény, mint immunologiai adjuvans hatdsosabb virus-oltdanyagok (példaul humén
influenza, sz4j- és koromfajas elleni oltdanyag) eldallitasat teszi lehetdvé. Ezen oltdanyagok
sugardetoxifikalt endotoxin tartalmuk miatt a beadas utdn 24-48 oraval, tehat joval a
specifikus  ellenanyagok megjelenése elott jelentésen fokozzdk a természetes

ellenalloképességet [183,184].
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III. Célkitizések

1. A DS-ek egyediilalld6 immunmodulalo képességiiknek kdszonhetden kivald célpontok
az immunvalaszok befolyasolasara. Munkdnk sordn elsé célunk az volt, hogy
megvizsgaljuk, hogy az endogén szabalyozé folyamatok, ugymint az mTOR altal torténd
szabalyozas hogyan hat a DS-ek immunologiai funkciodira és immunmodulédloé képességeire.
Korabban a DS-ek TLR-medialt folyamatainak mTOR fliggését mar széleskortien
tanulmanyoztak, azonban az mTOR szerepét a human DS-ek RLR szignalizaciéjaban még
nem vizsgaltak.

fgy els6ként megvizsgaltuk, hogy:

» az RLR aktivacio mTOR fiiggé-e,

» az mTOR gatladsa hogyan befolyasolja a moDS-ek és a pDS-ek RLR aktivacio

indukalt fenotipusos és funkcionalis érését,
» az mTOR gatlasa hogyan hat az RLR-aktivalt moDS-ek és pDS-ek naiv T-sejt

aktivalo képességére?

2. Mivel a DS funkcidkat a kdrnyezetbdl szarmazd, exogén faktorok is befolyasoljak,
munkank masik célja az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a TLR altal kozvetitett exogén
Ismert, hogy a gyermekkori kornyezeti endotoxin-expozicié védelmet nyujthat az allergia
kialakulasa ellen, igy a beltéri kornyezet nem toxikus LPS-sel torténd renaturalasaval
megeldzhetd lehetne az allergias tiinetek kialakuldsa. Vizsgalataink soran az aldbbi
kérdésekre kerestiik a valaszt:
»  hogyan valtozik a sugarzassal méregtelenitett LPS (RD-LPS) toxicitasa a nativ
LPS-hez (N-LPS) képest,
»  hogyan befolyasolja a TLR altal kozvetitett RD-LPS expozicid6 a DS-ek
funkecioit,
»  hogyan hat az RD-LPS aktivacio a moDS-ek T-sejt polarizal6 képességére?
»  képes-e megel6zni az RD-LPS-sel torténd eldzetes expozicid a parlagfii okozta

Th2 medialt 1éghti gyulladas kialakulasat in vivo egérmodellben?
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IV. Anyagok és modszerek

IV.1 A primer human sejtek izolalasa és differencialtatasa

Az egészséges véradoktol szarmazd heparinizalt vérmintdk gylijtési protokollja
megfelelt a Helsinki Nyilatkozat iranyelveinek, és az Orszagos Vérellatdo Szolgalat, valamint
a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Regionalis és Intézményetikai
Bizottsdga is jovahagyta (OVSzK 3572-2/2015/5200, Magyarorszag). A buffy coat
mintdkbol a periférialis vér mononukledris sejteket (PBMC) Ficoll-Paque Plus (Amersham
Biosciences, Uppsala, Svédorszag) gradiens centrifugalassal valasztottuk el. A CDI14"
monocitdkat PBMC-bdl pozitiv szelekcioval nyertiik ki, magneses sejt elvalasztasi
modszerrel anti-CD14-hez konjugélt mikrogyongyoket hasznalva (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Németorszag). A frissen izolalt sejteket 24 lyuku sejttenyészté lemezekre
osztottuk ki 1x10° sejt/ml stirtiségben Roswell Park Memorial Institute médium RPMI 1640
tapfolyadékban (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok), amelyet kiegészitettiink
10% hdével inaktivalt FBS-sel (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, Egyesiilt
Allamok), 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml penicillinnel, 100 pg/ml streptomicinnel (mind a
Sigma-Aldrich cégtél), 80 ng/ml GM-CSF-vel (Gentaur Molecular Products, London,
Egyesiilt Kiralysag) és 50 ng/ml IL-4-gyel (Peprotech EC, Briisszel, Belgium). A mésodik
napon a tapfolyadék felét friss médiumra cseréltilkk, ami szintén tartalmazta a
differenciaciohoz sziikséges citokineket. A sejteket az 5. napig 37 °C-os termosztatban, 5%
CO; szint mellett tartottuk és a differenciacido 5. napjan hasznaltuk fel a kisérletekhez,
amikor is a sejtek tobb mint 90%-a éretlen DS fenotipust mutatott (DC-SIGN/CD209",
CD14").

A human pDS-eket szintén PBMC-bdl izolaltuk pozitiv szelekcioval a human CD304
(BDCA-4/Neuropilin-1) MicroBead Kit (Miltenyi Biotec) segitségével, majd a sejteket 96
lyukt sejttenyészté lemezekre osztottuk ki 1x10° sejt/200 pl stirtiségben RPMI 1640
médiumban (Sigma-Aldrich), amit kiegészitettiink 10% hdvel inaktivalt FBS-sel (Life
Technologies Corporation), 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml penicillinnel, 100 pg/ml
streptomicinnel (mind a Sigma-Aldrich cégtél) és 50 ng/ml rekombinans huméan IL-3
citokinnel (Peprotech EC.). A sejteket 37 °C-os termosztatban, 5% CO> szaturdcié mellett
tartottuk.
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Az autoldg és allogén naiv CD8" T-sejteket a huméan naiv CD8" T-sejt izolalo kittel
(Miltenyi Biotec) nyertik ki a PBMC-bdl, és a DS-T-sejt ko-kultira kisérletekhez

hasznaltuk. A ko-kultara dsszeallitasanak részletei alabb olvashatdak.

IV.2 GEN2.2 human pDS sejtvonal

A human pDS sejtvonalat, azaz a GEN2.2 —t, amelyet kisérleteink soran hasznaltunk,
Dr. Joel Plumas és Dr. Laurence Chaperot (Research and Development Laboratory, French
Blood Bank Rhone-Alpes, Grenoble, Franciaorszag, CNCMI szam: 2938) biztositottak
[185]. A GEN2.2 sejteket mitomycin C (Sigma-Aldrich) kezelt egér MS5 feeder sejtek
rétegén novesztettik (Kat. Sz.: ACC 441, Leibniz Institute DSMZ-German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Németorszdg) RPMI 1640 médiumot
(Sigma-Aldrich) hasznédlva, amit kiegészitettink 10 % hd-inaktivalt FBS-sel (Life
Technologies Corporation), 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml penicillinnel, 100 pg/ml
streptomicinnel (mind a Sigma-Aldrich cégtdl) és 5 % nem esszencialis aminosavakkal (Life
Technologies Corporation). A kisérletekhez a GEN2.2 sejteket eltavolitottuk a feeder
sejtrétegrol és 24 lyuku sejttenyésztd lemezekre osztottuk szét 5x10° sejt/500 pl
sejtstiriségben teljes RPMI 1640 médiumban (Sigma-Aldrich). A sejtek tenyésztése ¢és a

kezeléseket kovetd inkubaciok 37 °C-on, 5 % COz szaturacié mellett torténtek.

IV.3 A vezikularis stomatitis virus (VSV) szaporitasa és a virus titer meghatarozasa

A sejtek €16 virussal torténd fertdzésére vezikuldaris stomatitis virust (VSV; Indiana
szerotipus, VR-1238, ATCC, Manassas, VA, Egyesiilt Allamok) hasznaltunk. A VSV-t a
Debreceni Egyetem, Orvosi Mikrobioldgiai Tanszék (Debrecen, Magyarorszadg) bocsatotta
rendelkezésiinkre. A virust 36 o6ran keresztiil 37 °C-on szaporitottuk, melyhez az afrikai z6ld
majom vese epitelidlis Vero sejtvonalat (ATCC-CCL-81) hasznéltuk. A Vero sejteket
Dulbecco's modified Eagle's minimal essential médiumban (DMEM, Sigma-Aldrich)
tenyésztettiik, melyet 10% hd-inaktivalt FBS-sel, 100 U/ml penicillinnel, 100 pg/ml
streptomycinnel egészitettiink ki. A sejtvonal tenyésztését és az inkubéciokat 37 °C-os
termosztatban végeztiik, 5 % CO: szaturacido mellett. A fert6zott, intakt sejteket vagy a
sejttormeléket centrifugdlassal (1000xg, 10 perc, 4°C) tavolitottuk el. Ezutan a feliiluszokat
0,45 pum-es steril fecskenddsziirdvel (Rephile, Bioscience Ltd., Shanghai, Kina) atsziirtiik,

majd a virust tartalmazo6 feliilluszokat Amicon Ultra-15 100K sziiréegységbe (Millipore,
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Danvers, MA, USA) helyeztiik és lecentrifugaltuk (4000xg, 20 perc, 4 °C). A koncentralt
virust aliquot-okban -80 °C-on taroltuk, és késdbb ezeket a szuszpenziokat hasznaltuk a
sejtek megfertézéséhez. A szuszpenzid virus titerének meghatarozasara plakk assay-t
végeztiink. A Vero sejteket 12 lyuku szovettenyésztd lemezekre osztottuk szét és a sejtek
konfluens rétegét a VSV 10-szeres 1éptékii sorozat higitasaival oltottuk be, majd a sejteket 1
oran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk, ezutan pedig 0,3 %-o0s agar6z (Sigma-Aldrich) tartalmu
DMEM-et pipettdztunk a sejtrétegre. A DMEM 2 % hd inaktivalt FBS-t, 100 U/ml
penicillint és 100 pg/ml streptomycint tartalmazott. Ezutan a sejteket 2 napig 37 °C-on
inkubaltuk, majd 4 %-os formaldehiddel (Sigma-Aldrich) szobahdmérsékleten 1 oraig
fixaltuk. A fixalas utan az agardz réteget eltavolitottuk. A plakk képzdédés lathatova tételéhez
0,2 %-os kristalyviola (Sigma-Aldrich) oldatot pipettaztunk a tenyésztdlemezek lyukjaiba,
majd 5 perc inkubacidt kovetden a lemezeket mostuk és szaritottuk, majd kiszamitottuk a

milliliterenkénti plakk képz6 egységek szamat (MOI).

IV.4 Bakterialis endotoxin készitmények eloallitasa

Az in vitro, illetve in vivo kisérletekhez hasznalt LPS-t Escherichia coli O101RG/W
szerotipusu torzsbol extrahdltuk forrd vizes fenol modszerrel [186]. Ez a mddszer kivalo
tisztasagu LPS-t biztosit, amiben nem taldlhat6 nukleinsav, illetve fehérje szennyezddés
[187]. Az LPS izolatumok SDS-PAGE elektroforézissel torténd frakcionalasat kovetden az
endotoxinokat standard eziistfestéssel tettiik lathatova, és Coomassie Blue festést
alkalmaztunk a fehérje szennyezddések kizarasara, mig etidium-bromid festést a nukleinsav
szennyezOdések kizardsara [188]. A sugarzassal méregtelenitett LPS-t (RD-LPS; tételszam:
92040605/K/01; Orszagos Sugarbiologiai ¢és Sugarhigiéniai Kutatointézet, Budapest,
Magyarorszag) az LPS nativ formajabol (N-LPS) éllitottak el 150 kGy erdsségti ®°Co
ionizald sugarzassal. Az N-LPS és az RD-LPS toxicitasat BALB/c egereken (4-csoport,
csoportonként 8 egér) teszteltiik. 48 oras LPS kezeléseket kovetden az letalis dozis (LD)
értekek a kovetkezdek voltak 30 mg/kg dozisra vonatkoztatva: N-LPS=LD25 ¢és RD-
LPS=LD0. Az endotoxin aktivitdis Limulus amebocyte lizdtum (LAL) teszttel lett
meghatarozva (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), ami RD-LPS/N-
LPS=1/1000.
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IV.5 Sejtek kezelése

A moDS-ek, primer pDS-ek ¢és GEN2.2 sejtek kezeléséhez a médium felét
eltavolitottuk a sejtekrol, és rapamycinnel (Merck Millipore, Darmstadt, Németorszag) vagy
AZD8055-tel (Selleckchem, Houston, TX, Egyesiilt Allamok) kiegészitett friss teljes
tapfolyadékkal helyettesitettiik. A rapamycin ¢és az AZDS8055 kezelésekhez hasznalt
koncentracioja 100 nM  volt. Kontrollként DMSO-t tartalmazoé tapfolyadékot
(végkoncentracio 0,001%) hasznaltunk, mivel az mTOR inhibitorok DMSO-ban voltak
oldva. Két 6ras inkubalas utan a sejteket specifikus RIG-I agonistaval, 3p-hpRNS-sel (0,5
ug/ml; InvivoGen, San Diego, CA, Egyesiilt Allamok) vagy RIG-I/MDAS agonistaval, nagy
molekulatdmegti polyl:C-vel (1 pg/ml; InvivoGen) stimulaltuk LyoVec™ (InvivoGen)
transzfekcios reagens segitségével a gyarto altal megadott mddon.

A GEN2.2 sejtekben ¢és az primer pDS-ekben a RIG-I és MDAS expressziojanak
indukalasara a sejteket el6zdleg kis dozisu TLRY agonistaval, CpG-A-val (0,25 uM; Hycult
Biotech, Uden, Hollandia) kezeltiik 16 o6ran keresztiil, majd ezt kovette az mTOR
inhibitorokkal torténd kezelés és a RIG-I/MDAS5 receptorokon keresztiili stimulacio. E18
virusfertdzés esetén a moDS-eket €s a CpG-A eldkezelt pDS-eket a szintetikus RIG-I/MDAS
agonstak helyett vezikularis stomatitis virus-sal (VSV; Indiana szerotipus; VR-1238, ATCC)
fertdztiik 1 MOI mellett 18 6réan 4t.

Az endotoxinok immunmodulalé hatasanak vizsgélatdhoz a human éretlen moDS-eket
az Otodik napon 250 ng/ml N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel kezeltiik 24 o6ran keresztiil.
Parhuzamos kisérletekben 5 napos moDS-eket elkezeltink 1 puM specifikus TLR4
inhibitorral, CLI-095-tel (InvivoGen). Az inhibitorral valo 1 6rds inkubdalds utan a sejteket
24 oran at 250 ng/ml N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel stimuldltuk. A moDS-ek endotoxin
toleranciajanak indukaléasara a sejteket 5 ng/ml N-LPS-nek vagy RD-LPS-nek tettiik ki a DS
differencialodas 4. napjan. 48 ora elteltével a sejtek tapkozegét lecseréltiik és a sejteket friss
médiumban Gjra aktivaltuk 250 ng/ml N-LPS-vel vagy RD-LPS-vel 24 6ran keresztiil. Az
endotoxinnal kezelt moDS-ek IL-10 termelését mirisztinsav (300 puM; Sigma-Aldrich)

jelenlétében is vizsgaltuk.

IV.6 A DS-ek fenotipusos és életképesség vizsgalata aramlasi citometriaval

A moDS-ek és a GEN2.2 sejtek fenotipusos elemzéséhez a sejteket sejtfelszini

fehérjék ellen termeltetett specifikus monoklonalis antitestekkel jeloltiik, melyek kiilonb6zo
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fluoreszcens festékekkel voltak konjugalva. A fluoreszcensen jeldlt antitestek a kdvetkezoek
voltak: anti-CD40-FITC (M5E2 klén), anti-CD80-FITC (2D10 klén), anti-HLA-ABC-FITC
(W6/32 klon), anti-CD86-PE (IT2.2 klon), anti-HLA-DQ-PE (HLADQI1 klo6n), anti-CD83-
PeCy5 (HB15e) és az izotipusoknak megfeleld kontroll antitestek (mind a BioLegend
cégtdl). A sejtek életképességét 7-aminoaktinomicin D (7-AAD; Sigma-Aldrich) festéssel
hataroztuk meg. A 7-AAD festést 15 perccel az aramlasi citometrids elemzés eldtt végeztiik.
A fluoreszcencia intenzitasokat FACS Calibur aramlési citométerrel (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA) mértiik, és az adatokat FlowJo szoftverrel (TreeStar, Ashland)
értekeltiik ki.

IV.7 Western blot analizis

A western blothoz a sejteket (5x10°) Laemmli pufferben lizaltuk, majd 100 °C-on 10
percig foztik. A mintakat 7,5 vagy 10%-os SDS-PAGE elektroforézissel elvalasztottuk,
majd elektrotranszferrel nitrocellul6z membranokra blottoltuk (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen, Németorszag). A nem-specifikus kotéhelyeket 5% sovany tejport
tartalmazé TBS Tween pufferral (50 mM Tris, 0,5 M NacCl, 0,05% Tween-20, pH 7,4)
blokkoltuk. A membranokat anti-RIG-I1 (D14G6 klon), anti-MDAS (D74E4 klon), anti-
TBK1 (klon: D1B4), anti-foszfo-Akt (Ser473; D9E klon), anti-Akt (11E7 klon), anti-
phospho-p70S6 kinaz (Thr389; D5SU10 klon), anti-p70S6 kindz (49D7 klon), anti-foszfo-
Tank-koto kindz 1 (pTBK1; D1B4 klon), anti-TBK1 (D52C2 klo6n), anti-foszfo-p38 (28B10
klén) és anti-p38 (katalogusszdm: 9212) (mindegyik a Cell Signaling cégtdl, Danvers, MA,
Egyesiilt Allamok) antitestekkel reagaltattuk. Kontrollként béta-aktint (B-aktin; C4 klon;
Santa Cruz Biotechnology) hasznaltunk. A membranhoz ko6t6dott primer antitesteket egér-
vagy nyulellenes torma-peroxidaz-konjugalt masodlagos antitestekkel (GE Healthcare, Little
Chalfont, Buckinghamshire, Egyesiilt Kirdlysag) konjugaltattuk 1:5000, illetve 1:10000
higitdsban. Ezutan a specifikus fehérje savokat ECL rendszerrel, SuperSignal West Pico
vagy Femto kemilumineszcens szubsztratot haszndlva (Thermo Fisher Scientific)
rontgenfilm expozicioval vizualizaltuk. Az immunreaktiv savok denzitometriai elemzését az
Image Studio Lite szoftver 5.2-es verzidjaval (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA)

végeztiik.
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IV.8 Kvantitativ valds ideji PCR

Elséként RNS-t izolaltuk 5x10° sejtbél Tri Reagent (Molecular Research Center, Inc.,
Cincinnati, OH, Egyesiilt Allamok) felhasznalasaval, a gyarto utasitasat kovetve. Az RNS
késziilékkel ellendriztiik. A teljes RNS izolatumot kezeltiink 1 pg DNaz I-gyel (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok), hogy kizarjuk a genomialis DNS
Scientific) segitségével reverz transzkripciot végeztiink, hogy cDNS-sé irjuk at. A
génexpresszios probakat a Thermo Fisher Scientific-t6] szereztiik be az IL-6, a TNF, a
hexokindz 2 (HK2), a laktat-dehidrogenaz A (LDHA) ¢és a hipoxidval indukalhato 1-alfa
faktor (HIF1A) esetében. Az Integrated DNA Technologies-t6l (Coralville, IA, Egyesiilt
Allamok) pedig a PPIA (ciklofilin A) és az IFNA1 primereket hasznaltuk. A kvantitativ
PCR-t az ABI StepOne Real-Time PCR rendszer (Thermo Fisher Scientific) segitségével
végeztik, és a ciklus kiiszobértékeit (cT) a StepOne v2.1 szoftverrel (Thermo Fisher
Scientific) hataroztuk meg. Az adott mRNS normalizalt expresszidjat minden kisérletben a

PPIA haztartasi génre torténd normalizalassal kaptuk meg.

IV.9 Enzim-kotott immunoszorbens esszé (ELISA) és laktat esszé

Kezeléseket kovetden a sejtkultarak feliiluszo6it a megadott idépontokban
osszegytijtottiik és az IFN-a szinteket a VeriKine™ Human Interferon Alpha ELISA kit
segitségével mértik (PBL Interferon Sources, Piscataway, NJ, Egyesiilt Allamok), mig az
IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 és TNF-a koncentracidjanak meghatdrozasahoz a BD-
OptEIA human ELISA kiteket (BD Biosciences) hasznaltuk a gyartd utasitasait kdvetve.

A sejtek laktat termelését a Glycolysis Cell-Based Assay Kit (Cayman Chemical, Ann
Arbor, Michigan, Egyesiilt Allamok) alkalmazasaval detektaltuk a gyarté altal megadott
protokoll alapjan. A mintak abszorbancia értékeit az ELISA és a laktat esszé esetében is
Synergy HT mikrolemez-olvasoval (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, Egyesiilt Allamok)
detektaltuk. Az ELISA abszorbancia méréseket 450 nm-en, mig a laktat essz€é méréseit 490

nm-en végeztiik.
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IV.10 Az intracellularis reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) termelésének mérése human

moDS-ekben

Az endotoxinokkal torténd kisérletek kapcsan az 5 napos human moDS-eket 50 uM
fluoreszcens 2',7'-dihidrodiklér-fluoreszcein-diacetattal (H,DCF-DA; Invitrogen, Waltham,
MA, USA) toltottiik fel, majd 25 percig 37 °C-on, sotétben inkubaltuk a mintakat. Inkubalas
utdn a sejteket kétszer mostuk PBS-sel (PAA Laboratories GmbH), hogy eltavolitsuk a
felesleges fluoreszcens festéket, majd a sejteket 2 6ran at endotoxinokkal kezeltiik teljes
RPMI tapfolyadékban. A DCF fluoreszcencia intenzitasdnak valtozasait FACS Calibur Flow
Cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) segitségével értékeltiik az FL1
(530 + 15 nm) csatornaban, és az adatok elemzését a FlowJo v. 5.7.2 szoftverrel (Treestar,

Ashland) végeztiik.

erer

A DS-T-sejt ko-kulturdk esetében az elézetesen kezelt moDS-eket és primer human
pDS-eket kétszer mostuk, majd allogén naiv CD8" T-sejtekkel ko-kultivaltuk RPMI 1640
médiumban (Sigma-Aldrich), amit kiegészitettiink 10% ho-inaktivalt FBS-sel (Life
Technologies Corporation), 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml penicillinnel, 100 pg/ml
streptomicinnel (mind a Sigma-Aldrich cégtdl) és 1 pg/ml anti-human CD3 monoklonalis
kultivacio eldtt 0,5 uM fluoreszcens karboxi-fluoreszcein szuccinimidil-észterrel (CFSE,
Invitrogen) toltottiik fel €s 96 lyukt tenyésztd lemezekre osztottuk szét a kezelt DS-ekkel
egyiitt 2x10% DS: 2x10° T-sejt aranyban 200 ul teljes RPMI 1640 médiumban. Ot napos ko-
kultivaciot kovetden a T-sejtek CFSE fluoreszcencia intenzitasat az FL1 (530 + 15 nm)
csatorndban detektiltuk BD FACS Calibur é4ramlasi citométer segitségével (BD
Biosciences).

Az intracellularis citokin festéshez allogén naiv CD8" T-sejteket ko-kultivaltunk 48
lyuki sejttenyésztd lemezeken 1:10 aranyban (1x10° DS: 1x10° T-sejtek) elézetesen
megkezelt DS-ekkel 500 pl teljes RPMI 1640 médiumban. Hat napos ko-kultivaciot
kovetéen a T-sejteket Ujrastimulaltuk 0,1 pg/ml forbol-mirisztat-acetattal és 1 pg/ml
ionomicinnel (mindkettd a Sigma-Aldrich cégtdl), fehérje transzport inhibitor, azaz
monenzin jelenlétében (BD Biosciences) 5 6ran at. Ezt kdvetden a sejteket anti-CD8-FITC-

vel (SK1 klon) és megfeleld izotipusu kontroll antitesttel (mindkettd BioLegend, San Diego,
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CA, Egyesiilt Allamok) inkubaltuk, majd fixaltuk és permeabilizaltuk a sejteket BD
Cytofix/Cytoperm oldattal (BD Biosciences). A sejteket ezutan APC-konjugélt anti-IFN-y
(4S.B3 klon) és anti-Granzim B (QA18A28 klon) antitestekkel és megfeleld izotipusu
kontroll antitestekkel (mind a BioLegend cégtol) reagaltattuk. A fluoreszcencia
intenzitasokat FACSCalibur aramlasi citométerrel (BD Biosciences) mértiik, és az adatokat

FlowlJo szoftverrel (TreeStar, Ashland, OR) értékeltiik.

IV.12 T-sejtek citokin termelésének vizsgalata enzim-kotott immunospot (ELISPOT)

modszer segitségével

A human moDS-eket 250 ng/ml N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel kezeltik 24 o6ran
keresztiil. Inkubalas utan a moDS-eket kétszer mostuk RPMI 1640 mediummal, és autolog
vagy allogén human CD3" pan-T-sejtekkel ko-kultivaltuk 1:10 aranyban (moDS/T-sejt) 48
lyukt szovettenyésztd lemezeken 500 pl teljes RPMI 1640 médiumban. Négy napos ko-
kultivaciot kovetéen az IFN-y termeld T-sejtek szdmat a human IFN-y-ra specifikus
kereskedelmi forgalomban kaphat6é ELISPOT kit-tel (eBioscience, San Diego, CA, USA)
hatdroztuk meg a gyartd utasitdsait kovetve. A T-sejteket kétszer mostuk PBS-sel (PAA
Laboratories GmbH) és szérummentes tapkozegben (Cellular Technology Ltd., Bonn,
Németorszag) 1x10° sejt/ 100 uL/lyuk sejtstirliségben polivinilidén-difluoriddal bevont 96-
lyuktt MultiScreen lemezekre (Millipore, Schwalbach, Németorszag) helyeztiik és 24 6ran
keresztlil inkubaltuk. A lemezeket el6zdleg anti-IFN-y befogd antitesttel inkubaltuk, majd
10%-0s hdvel inaktivalt FBS-sel kiegészitett RPMI 1640 médium segitségével blokkoltuk a
szabadon maradt feliileteket a lemezeken. Inkubécidt kovetéen a sejteket eltavolitottuk a
lemezekrdl, és detekcids antitestekkel reagaltattuk a lemezeket 2 o6ran keresztiil. Majd a
lemezeket 45 percig inkubaltuk avidin-torma-peroxiddz konjugatum jelenlétében, végiil BD
ELISPOT AEC (3-amino-9-etilkarbazol) szubsztratot (BD Biosciences) adtunk hozza.
Szobahdmérsékleten 5-30 percig hagytuk allni a lemezeket a szinreakcid bekovetkeztéig,
majd desztillalt vizzel leoblitettiik a lemezeket. Szaritast kovetden a keletkezd spotokat (IFN-
vy termeld T-sejtek) ImmunoScan analizatorral ImmunoSpot 4.0 szoftverrel (Cellular

Technology Ltd.) segitségével szamoltuk meg.
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IV.13 Ultra-nagynyomasu folyadékkromatografia (UHPLC) elektrospray-ionizacios
négypolusu repiilési id6 tomegspektrometriaval (ESI-QTOF-MS)

Az LPS-kivonatok B-hidroximirisztinsav-tartalméanak elvalasztasa és
tomegspektrometrids detektalasa Infinity 1290 UHPLC-vel (Agilent Technologies,
Waldbronn, Németorszag) kapcsolt 6530 Accurate Mass Q-TOF LC/MS rendszerrel (Agilent
Technologies, Singapore) tortént, melyet kollaboraciés partnereink Dr. Kocsis Béla (PTE
AOK Orvosi Mikrobioldgiai és Immunologiai Klinika, Pécs) és Dr. Sandor Viktor (PTE
Orvostudomanyi Egyetem Bioanalitikai Intézet és Szentagothai Kutatokdzpont, Pécs) végzett.
Elészor a szabad zsirsavakat extrahaltuk az N-LPS és az RD-LPS mintakbol ugy, hogy 300 ul
vizet és 300 pl hexant (VWR, Leuven, Belgium) adtunk a 2 mg-os mintdkat tartalmazé 1,5
ml-es Eppendorf-csovekhez. Az elegyet vortexeltilkk 10 masodpercig, majd 5600xg-vel 5
percig centrifugaltuk. A hexéanos fazist egy kiilon Eppendorf-csdbe gyljtottiik, és nitrogén
atmoszféraban szaritottuk. Az extrakcios eljarast 5 alkalommal megismételtiik. Az
Osszegyljtott tliledéket feloldottuk 50 pl acetonitril/5 mM ammoénium-acetat elegyében (B
eluens; 98:2 v/v %, pH 7,0, Sigma-Aldrich). Az A eluens 5 mM ammonium-acetat (pH 5,0)
volt. A kromatografias elvalasztdst a Phenomenex cég teljesen porozus Kinetex C18
oszlopaval (100 mm x 4,6 mm, 2,6 um részecskeméret) végeztiik. A mintaoldatok injektalt
térfogata 3 puL volt. Az elvalasztast 40 °C-on, alland6 0,5 ml/perc dramlési sebesség mellett
veégeztiikk. Az elualast 70%-t6l 100%-ig terjedd linedris B-mozgofazis gradienssel hajtottuk
végre 7 perces bedllitott id6 alatt, €és az oszlopot 5 percig Ujra reagaltattuk 70%-os B
eluenssel. Az oszlop eludtumok negativ ion tomegspektrumait rogzitettik m/z 150-300
tartomanyban, 10 000 tranziens/s mérési frekvencian és 4 GHz-es észlelési frekvencian. Az
Agilent Jet Stream (AJS) ionforrast a kovetkezd feltételekkel ilizemeltettiik: a porlasztdo gaz
(N2) nyomasa 30 psi; a szaritogdz (N2) hdmérséklete és aramlasi sebessége 325 °C, illetve 8
I/perc volt; a kopenygaz hdmérséklete és aramlasi sebessége 300 °C, illetve 11 I/perc volt. A
kapillaris fesziiltséget 4 kV-ra, a fuvoka fesziiltségét 1,8 kV-ra, a fragmentor potencialt 100 V-
ra, a skimmer potencialt 65 V-ra allitottuk. A standard-et (Sigma-Aldrich) a B eluensben
higitottuk és a munkaoldatok eldallitasat a torzsoldat B eluenssel torténd higitdsaval végeztiik.

A munkaoldatok koncentracioja 8,00, 4,00, 2,00, 1,00, 0,5, 0,25 ¢s 0,13 ug/ml volt.
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IV.14 In vivo egérkisérletek

Hat hetes ndstény BALB/c egerek (4-10 csoport, csoportonként 8 egér) ketreceit
(takarmany és alom) 70 napon at naponta kezeltiik 5 ug N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel 5 ml
endotoxin mentes vizben oldva (Kat. sz.: TMSO11; Sigma-Aldrich) aeroszolos spray
formajaban. Kontrollként csak endotoxin mentes vizet hasznaltunk. A gyart6 altal biztositott
ultratiszta viz (endotoxin<0,005 EU/mL) endotoxin mentes allapotdnak megdrzése érdekében
az LPS feloldasat mindig frissen, steril koriilmények kozott, autoklavban (121 °C-on és 15 psi
nyomas, 60 perc) sterilizalt laboratoriumi eszkozok felhasznalasaval végeztiik. Az endotoxin
optimalis kezelési dozisat korabbi irodalmi adatok alapjén allapitottuk meg [189]. A 70 napos
LPS kezelési periodus alatt az egereket a 60. és 64. napon intraperitonedlisan kétszer
szenzitizaltuk 150 pg endotoxin-mentes parlagfii pollenkivonattal (RWE; Greer Laboratories,
Lenoir, NC, USA), amit aluminium-hidroxiddal egytitt 100 pul PBS-ben (PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Ausztria) oldottunk fel. A 71. napon, amikor az LPS-kezelések
befejezddtek, 100 pg intranazélisan adott RWE-vel valtottuk ki az allergids gyulladast az
allatokban. Ezutan 72 éraval az allergénnel vald kezelést kovetden az egereket terminaltuk és
a bronchoalveolaris mosofolyadékbol (BALF) szarmazo6 gyulladasos sejteket elemeztiik. Az
elaltatott egerek légcsovébe kaniilt helyeztiink és az egerek tiidejének atmosasat 2 x 0,7 ml
PBS-sel (PAA Laboratories GmbH) végeztiilk. A BALF mintakat 400xg-vel 10 percig 4 °C-on
centrifugaltuk, hogy a sejtek leiilepedjenek. A feliiliszé eltavolitasa utan a sejteket PBS-ben
szuszpendaltuk. A sejtek targylemezekre valo cito-centrifugéldsa utdn a preparatumokat
Wright-Giemsa-val megfestettiik ¢és fénymikroszkdp segitségével meghatiroztuk a
sejtszamokat. A festett targylemezeken legalabb 400 sejt megszamlalasaval hataroztuk meg az
eozinofilek, neutrofilek, limfocitak és makrofagok szamat.

Az allatok gondozasa ¢€s kezelése a Helsinki Nyilatkozat és az Eurdpai Unid eldirasait,
valamint az IASP Kutatasi és Etikai Kérdések Bizottsaganak irdnyelveit kovette. Az Osszes
allatkisérletet jovéahagyta a Debreceni Egyetem Allatgondozéi és Védelmi Bizottsiga
(#7/2011/DE  MAB). Az allatokat a Debreceni Egyetem korokozoémentes allathazéban

tartottuk, ahol az élelmet és vizet tetszés szerint elérhették az allatok.

IV.15 Statisztikai analizis

Az adatokat az abrakon atlag + szorasként (SD) abrazoltuk. Az eloszlasok meghatarozasahoz

Shapiro-Wilk tesztet alkalmaztunk. A statisztikai elemzéshez normal eloszlds esetén egyutas
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varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk, Bonferroni post-hoc teszttel. Nem normal
eloszlasnal a statisztikai elemzéshez Kruskal-Wallis tesztet hasznaltunk, Dunn’s post-hoc
teszttel kiegészitve. A statisztikailag szignifikdns kiilonbségek meghatarozasara a GraphPad
Prism v.6 szoftvert (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) hasznaltuk. A
kiilonbségeket p<0,05 értéknél tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
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V. Eredmények

V.1 Endogén immunmodulacio: mTOR szabalyoz6 szerepének vizsgalata a human DS-

ek RLR aktivacié indukalt immunvalaszaiban
V.1.1 mTOR aktivitas vizsgalata az RLR aktivalt moDS-ekben

Az mTOR szabalyozd szerepét a DS-ek immunvalaszaiban elséként moDS-eken
vizsgaltuk specifikus mTOR inhibitorok alkalmazasaval. Kisérleteinkhez az mTORCI1
specifikus gatloszerét, a rapamycint és az ATP-kompetitiv katalitikus inhibitorat, az
AZDB8055-t hasznaltunk, mely az ATP kot6 helyet célozza meg az mTOR doménben, igy
mindkét mTOR komplex aktivitasat képes egyszerre gatolni [72]. Elsé 1épésben
megvizsgaltuk az RLR receptor csalad két tagjanak, az RLR jelatviteli utvonalat aktivalo
RIG-I ¢és MDAS receptoroknak az expresszids szintjét mTOR inhibitorokkal torténd
kezeléseket kovetden. Ezzel a 1épéssel igazolni szerettiik volna, hogy az mTOR gétldsa nem
valtoztatja meg dontéen az RLR-ek alap expresszidjat, mely befolyasolhatnd késdbbi
kisérleteink kimenetelét. A moDS-eket 2 oran keresztiil mTOR gétlokkal, rapamycinnel
vagy AZD8055-tel kezeltiik, majd western blot analizissel vizsgaltuk a RIG-I és MDAS
fehérjeszinteket. Eredményeink azt mutattdk, hogy a moDS-ekben alap szinten is
kifejezddnek a RIG-I ¢s MDAS receptorok és az mTOR gatlasa nem valtoztatja meg ezen

receptorok alapexpressziojat a kezeletlen sejtekhez képest (12. A,B abra).
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12. abra. Az mTOR gatlasa nem befolyasolja az RLR-ek fehérjeszintjét moDS-ekben. Az
éretlen moDS-eket (A,B) 100 nM rapamycinnel (RAPA) vagy 100 nM AZD8055-tel (AZD) kezeltiik
2 oOrén at, majd a RIG-I, MDAS fehérjeszinteket western blot analizissel vizsgaltuk. (A). A
reprezentativ blotok lathatok (B). Az oszlopdiagramok a p-aktinra normalizalt relativ denzitas
értékeket mutatjak, és legalabb 3 fiiggetlen kisérlet atlagat = SD jelenitik meg.
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Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy az RLR-ek altal medialt jelatvitel aktivélja-e az
mTOR szignalizaciot a moDS-ekben. Szamos tanulmany kimutatta, hogy a PI3K/mTOR
utvonal kozponti szerepet jatszik a kiilonbozé immunsejtek, koztiik a DS-ek fejlédésének,
differencialodasanak iranyitasaban, illetve citokin termelésiik és T-sejt-stimulald hatasuk
szabalyozasaban [69,89].

El6szor az mTORCI1 legfontosabb célmolekuldjanak, az S6K-nak (p70S6K, Thr389),
valamint az mTORC2 downstream célpontjanak szamito Akt-nak (Ser473) a foszforilacidjat
vizsgaltuk specifikus RIG-I stimul4cid hatdsdra. Az 5 napos éretlen moDS-eket 2 6ran at
elékezeltik mTOR inhibitorokkal, majd a RIG-I specifikus agonistajaval, 3p-hpRNS-sel
stimulaltuk a sejteket kiilonb6z6 inkubacios idok mellett. Ezt kdvetden a p70S6K (Thr389)
¢s az Akt (Ser473) foszforilacid kinetikdjat western blot modszerrel vizsgaltuk (13. A,B
abra). Eredményeink azt mutattdk, hogy a RIG-I stimulaci6 szignifikansan fokozta a
p70S6K (Thr389) foszforilacidjat, ami 1 o6ra aktivalast kovetden érte el a cstlcsat,
ugyanakkor a p70S6K foszforilaciojat jelentdsen gatolta a rapamycin és az AZDS8055
eldkezelés is. Az Akt (Ser473) foszforilacidja is 1 oranal fokozddott szignifikansan, melyet
az AZD8055 gatolt hatékonyan (13. A,B abra).

Parhuzamos kisérletekben a moDS-eket polyl:C/LyoVec™ komplex-szel kezeltiik (13.
C,D abra). A polyl:C a RIG-I/MDAS receptorokon kiviil az endoszomalis TLR3 receptor
ligandja is lehet, igy kisérleteinkben a polyl:C-t LyoVec™ transzfekciés reagenssel
komplexben alkalmaztuk, mely lehetdvé teszi, hogy a felismerés fOként csak a
citoplazmatikus RLR (RIG-I, MDAS) receptorokon keresztiil valosuljon meg. Tovabba a
polyl:C/LyoVec™ komplexet az MDAS el6nyben részesiti, igy féként az MDAS
aktivatoraként tartjak szamon [60]. A polyl:C/LyoVec™-vel végzett aktivacioé a p70S6K és
az Akt foszforilaciojat is egyarant szignifikdnsan novelte, a p70S6K 1 6ra, mig az Akt 3 ora
aktivalas utan érte el a legmagasabb foszforilaltsagi szintjét. Az mTORCI specifikus
inhibitora a rapamycin az mTORCI1 célmolekuldjanak, a p70S6K-nak a foszforilalodasat
gatolta, mig az Akt-ot nem. Ugyanakkor a kettés mTORC1/2 inhibitor, az AZD8055
hatékonyan gatolta mind a p70S6K-nak, mind az mTORC2 célmolekuldjanak, az Akt-nak a
foszforilaciojat a polyl:C/LyoVec™-vel aktivalt moDS-ekben (13. C,D 4bra). Ezen
eredmények azt mutatjadk, hogy az RLR-eken keresztiil torténd aktivacié az mTOR jelatviteli
utvonalak aktivitdsat indukaljadk moDS-ekben, mutatva az RLR receptorok mTOR

fliggdségét.
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13. abra. A RLR stimulacié fokozza az mTORC1 és mTORC?2 aktivitisat moDS-ekben. Az
éretlen moDS-eket eldkezeltiik 100 nM rapamycinnel (RAPA) vagy 100 nM AZD8055-vel (AZD) 2
oran at. Majd 3p-hpRNS-sel (0,5ug/ml) (A,B) vagy polyl:C-vel (1pg/ml) (C,D) stimulaltuk a
sejteket kiilonbozo inkubacios idok mellett. A p70S6K ¢és az Akt foszforilacid kinetikajat western
blot mddszerrel hataroztuk meg. Az (A,C) panelek a reprezentativ blotokat mutatjak be, a (B,D)
paneleken legalabb 3 fliggetlen kisérlet atlaga +SD lathato. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 a Oh
kontrollhoz képest, #p<0,05, ###p<0,001, ###p<0,0001, ND: nem detektalhato.
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V1.2 Az mTOR gatlas hatasa a moDS-ek RLR kozvetitett metabolikus valtozdsaira

Korabban munkacsoportunk mar kimutatta, hogy a moDS-ek és a pDS-ek RIG-I altali
aktivaciojanak kiilonb6zé metabolikus feltételei vannak. Human moDS-ekben a RIG-I
aktivacid oxidativ foszforilaciorol glikolizisre torténd metabolikus valtast eredményez, ami
eldsegiti a sejtek I-es tipusu IFN termelését és fokozza T-sejt aktivald képességiiket. Ezzel
szemben a pDS-ek RIG-I altal kozvetitett virusellenes valasza nem igényel glikolizisre valo
atallast [190]. Tovabba ismert az is, hogy az mTOR aktivacio segiti a glikolizist a DS-ekben
TLR stimulaciét kdvetden [191]. Ugyanakkor az irodalomban még nem volt adat arra nézve,
hogy az mTOR milyen szerepet tolthet be az RLR-stimuldlt moDS-ek metabolikus
atprogramozasaban. Ezért a tovabbiakban mTOR gatlok jelenlétében megvizsgaltuk a 3p-
hpRNS-sel vagy polyl:C/LyoVec™ komplex-szel aktivalt moDS-ek glikolizissel dsszefiiggd
génjeinek, ugymint az LDHA-nak, a HK2-nek és a HIF1A-nak az expressziojat Q-PCR
modszerrel mRNS szinten, valamint vizsgéltuk a laktdt koncentraciot is a sejtek
feliiliszojaban (14. A-D abra). Eredményeink azt mutattdk, hogy a 3p-hpRNS vagy a
polyl:C/LyoVec™ stimulalt moDS-ekben jelentésen fokozddott a glikolitikus gének (LDHA,
HK?2 és HIF1A) expresszidja (14. A,B abra) ¢és a laktat termelddése is (14. C,D abra), amit
az mTOR inhibitorok minden esetben gatoltak (14. A-D abra). Ezen eredmények arra
utalnak, hogy az mTOR elengedhetetlen a moDS-ek RLR altal kozvetitett glikolitikus

atprogramozasahoz is.
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14. abra. Az RLR altal kozvetitett glikolitikus atprogramozdédas gatlédik a moDS-ekben
mTOR inhibitorok jelenlétében. Az éretlen moDS-eket 100 nM rapamycinnel (RAPA) vagy 100
nM AZD8055-tel (AZD) 2 6ran at eldkezeltiik, majd 3p-hpRNS-sel (0,5 pg/ml) (A,C) vagy polyl:C-
vel (1pug/ml) stimulaltuk. (B,D) 12 oran keresztiil. (A,B) Az LDHA, HK2 és HIF1A expresszidjat
mRNS szinten Q-PCR madszerrel hataroztuk meg. Az oszlopdiagramok 4 fiiggetlen kisérlet atlagat +

oszlopdiagramok 6 fliggetlen kisérlet atlagat + SD-t mutatjak. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001,
ik ) <(0,0001 a kontrollhoz képest; # p <0,01, *# p <0,001, “* p <0,0001
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V.1.3 Az mTOR szabdlyozo szerepének vizsgdalata az RLR-stimuldlt humdan moDS-ek

fenotipusos és funkciondlis viltozdsaiban

Mivel kimutattuk, hogy a moDS-ek RLR-aktivacidjahoz sziikséges energiat biztositd
glikolitikus atprogramozas mTOR fliggd, a tovabbiakban megvizsgaltuk az mTOR szerepét
az RLR-stimulélt moDS-ek fenotipusos és funkciondlis valtozasaiban. A rapamycinnel vagy
AZD8055-tel torténd eldkezelést kovetden a sejteket 24 oran at 3p-hpRNS-sel vagy
polyl:C/LyoVec™ stimulaltuk, majd vizsgaltuk a CD83 aktivaciés marker, a kostimulald
CD40, CD80 és CD86 molekuldk, valamint az MHC molekuldk, tigymint a HLA-DQ ¢és
HLA-ABC expressziojat aramlési citometriaval (15. A,B abra). Eredményeink szerint az
mTOR gatlok dnmagukban nem befolyéasoltdk ezen fehérjéknek az alapszintli expressziojat a
sejteken, viszont az RLR agonistdk, azaz a 3p-hpRNS és a polyl:C/LyoVec™ jelentSsen
novelték a moDS-ek sejtfelszini aktivaciés molekulainak a kifejezodését. Ugyanakkor sem a
rapamycin, sem az AZD8055 nem volt képes szignifikansan gatolni a moDS-ek RLR

stimulécio indukalt fenotipusos érését (15. A,B abra).
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15. 4bra. Az mTOR gatliasa nem befolyasolja a moDS-ek RLR-kozvetitett fenotipusos érését.
Az éretlen moDS-eket 100 nM rapamycinnel (RAPA) vagy 100 nM AZD8055-tel (AZD) 2 6ran at
elokezeltiik, majd 3p-hpRNS-sel (0,5 pg/ml) (A) vagy polyl:C-vel (1 pg/ml) (B) stimulaltuk 24 6ran
at. A sejtfelszini molekulak expresszios szintjének valtozasat aramlasi citometriaval vizsgaltuk. Az
oszlopdiagramok legalabb 4 fiiggetlen kisérlet atlagat + SD-jét abrazoljak. *p<0,05, **p<0,01,
*E%p<0,001, ****p<(0,0001 a kontrollhoz képest. MFI: median fluoreszcencia intenzitas.
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Kovetkezd 1épésben a rapamycinnel vagy AZD8055-tel eldkezelt és a RIG-I specifikus
agonistajaval, a 3p-hpRNS-sel vagy a RIG-I/MDAS agonistajaval, a polyl:C/LyoVec™
komplex-szel aktivalt moDS-ek feliiluszojaban vizsgaltuk a termelt citokinek
citokinek kozott szerepelt a f6 antivirdlis medidtor, az I-es tipusti [FN-okhoz tartozé IFN-a,
valamint az IL-6 és TNF pro-inflammatorikus citokinek. Megéllapitottuk, hogy a kezeletlen
moDS-ek nem szekretaljadk az I-es tipusu IFN-okat, és gyulladasos citokineket is csak
nagyon kis mértékben termelnek, melyek alapszintjét az mTOR gétlds nem befolyasolja.
Ugyanakkor a 3p-hpRNS vagy a polyl:C/LyoVec™ kezelés mellett nagymértékben
indukalodott az IFN-a, IL-6 és TNF citokinek termelddése a moDS-ekben, melyet az mTOR
gatlasa szignifikansan csokkentett (16. A,B abra). Megfigyeléseink megerdsitése érdekében
ezen kisérleteinket elvégeztiink €16 virussal is. A moDS-ek aktivacigjahoz €16 VSV virust
hasznaltunk, melynek RNS genomja foként az RLR-eken torténd aktivaciot biztositja [192].
A rapamycinnel vagy AZD8055-tel elokezelt moDS-eket 1 MOI koncentracioban kezeltiik a
VSV-vel, majd 18 6ra inkubalast kovetden mértiik a sejtek citokin termelését. A szintetikus
ligandumokhoz hasonldan azt tapasztaltuk, hogy a VSV fertézés fokozta az IFN-a, IL-6 és
TNF citokinek termelddését a sejtekben, melyet a rapamycin €s az AZD8055 az mTOR
gatlasa révén jelentdsen csokkentett (16. C abra). Igy Gsszeségében elmondhatd, hogy az
mTOR gatlasa nem befolyasolja a moDS-ek fenotipusos érését, viszont az aktivalt moDS-ek

citokin termelése mTOR fliggést mutat.
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16. abra. A moDS-ek RLR-aktivacio indukalt citokin termelése mTOR gatlas hatasara
csokken. Az éretlen moDS-eket el6kezeltiik 100 nM rapamycinnel (RAPA) vagy 100 nM AZD8055-
vel (AZD) 2 6rén at, majd 3p-hpRNS-sel (0,5pg/ml) (A), vagy polyl:C-vel (1pg/ml) (B), vagy VSV-
vel (MOI 1) stimulaltuk (C). Az IFN-a, IL-6, TNF koncentracidjat ELISA-val mértiik 24 draval a
3p-hpRNS és polyl:C aktivacié utan, valamint 18 oraval a VSV stimulacié utdn. Az adatokat 5-8
fliggetlen kisérlet atlagat £SD-jét mutatjak. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 a
kontrollhoz képest, ###p<0,001, ####p<0,0001. ND: nem detektalhato.

A TBK1 szerin/treonin-protein kindz a RIG-I/MDAS-MAVS tutvonal kulcsfontossagt
szabalyozdja. Az RLR stimulacio, a receptorkomplex aktivalasa utdn egy molekularis
kaszkadot indit el, mely a TBKI1 foszforilaciojaval jar a szerin-172-es pozicidjaban. Az

aktivalt TBK1 és az IKKe kozvetleniil foszforildlja az IRF3 ¢és IRF7 transzkripcios
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faktorokat, mely virusellenes citokinek termelddését eredményezi. Tovabba A RIG-I/MDAS-
MAVS-on keresztiil aktivalja az lIkappaB kindz komplexet (IKK) is, ami az NF-xB
utvonalon indukalja a pro-inflammatérikus citokinek termelddéséhez sziikséges gének
aktivalodasat [194,195]. Igy, mivel a TBK1-nek kiemelt szerepe van az RLR jelatvitelben,
megvizsgaltuk a TBK1 foszforilacio kinetikdjat mTOR inhibitorok jelenlétében western blot
modszerrel (17. A,B abra). Eredményeink azt mutattdk, hogy az RLR agonistakkal torténd
kezelés 1d6fiiggd modon fokozza a TBK1 foszforilacid szintjét a moDS-ekben. Mind a 3p-
hpRNS, mind polyl:C/LyoVec™ kezelés 3 ora elteltével eredményezi a TBK1 fehérjének a
foszforilacids csucsat. Ugyanakkor az RLR aktivacio indukdlt TBKI1 foszforilacio
szignifikansan csokkent, ha a sejteket aktivaciot megel6zéen mTOR inhibitorokkal kezeltiik
el (17. A-D abra). Ezen eredményeink arra utalnak, hogy az mTOR gatlok valdsziniileg a
TBKI1 aktivitds gatldsa révén voltak képesek szignifikdnsan csokkenteni az RLR aktivacid

indukalt citokin termelést a moDS-ekben.
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17. abra. Az RLR aktivacié fokozza a TBK1 aktivitast a moDS-ekben, amit a rapamycin és az
AZD8055 elokezelés csokkentett. Az éretlen moDS-eket 100 nM rapamycinnel (RAPA) vagy 100
nM AZD8055-tel (AZD) 2 6ran at elokezeltiik, majd 3p-hpRNS-sel (0,5 pg/ml) (A,C) vagy polyl:C-
vel (1 pg/ml) (B,D) stimulaltuk kiilonb6z6 inkubacios idok mellett. A TBK1 foszforilacié kinetikajat
western blottal hataroztuk meg. (A,B) paneleken reprezentativ blotok lathatok. (C,D) Az
oszlopdiagramok legalabb 3 filiggetlen kisérlet atlagat £ SD-t abrazoljak. *p<0,05, **p<0,01,
ik p<(,001, ****p<0,0001 a kontrollhoz képest; #p<0,01,"* p<0,0001.
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Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a mieloid DS-ek virus fert6zése sordn a p38
MAPK utvonal is aktivalodik a RIG-I receptor aktivalodasa kapcesan és a p38 aktivalodasa
elOsegiti az I-es tipusu IFN-ok ¢és az IL-12 gyulladasos citokin termelddését. Ezaltal a p38
MAPK 1tvonal szintén meghatarozd szereppel bir az antivirdlis immunvalasz elso
vonalanak kialakitasdban és az adaptiv immunités beinditasdban. A p38 MAPK-t a mitogén
altal aktivalt protein kinazok (MKK3/MKKG6) ¢és az extracellularis szignal altal szabalyozott
kinaz (ERK) aktivalja a tirozin 180-as és 182-es foszforilacidja révén [195]. Munkank soran
kivancsiak voltunk arra, hogy az mTOR gatlas a TBK1 foszforilaciéo mellett a p38 MAPK
foszforilacigjat is befolyasolja-e, igy az éretlen moDS-eket 3p-hpRNS-sel (18. A,C abra)
vagy polyl:C/LyoVec™ -vel (18. B,D abra) idéfiiggd médon stimulaltuk és elemeztiik, hogy
a 2 oras mTOR inhibitorokkal val6 eldkezelés utani RLR stimulaciok hatasara hogyan
valtozik a p38 (Thr180/Tyr182) foszforilacidjanak a szintje. Azonban a moDS-ek esetében
azt tapasztaltuk, hogy a p38 foszforilacioja alap szinten is magas a sejtekben, amit sem az
RLR agonistakkal, sem az mTOR gatlokkal torténd kezelés nem valtoztatott meg
szignifikansan (18. A-D abra). Igy 6sszeségében elmondhaté, hogy moDS-ekben az mTOR
komplex f6ként a TBK1 aktivitds szabalyozasa révén befolyasolhatja a sejtek citokin

termelését.
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18. abra. A p38 foszforilicidjat nem befolyasolja az RLR aktivacié vagy az mTOR gaitlas
moDS-ekben. Az éretlen moDS-eket 100 nM rapamycinnel (RAPA) vagy 100 nM AZD8055-tel
(AZD) 2 oran at elokezeltiik, majd 3p-hpRNS-sel (0,5 pg/ml) (A,C) vagy polyl:C-vel (1 pg/ml)
(B,D) stimulaltuk id6éfiiggé modon. A p38 foszforilaciojanak kinetikajat western blottal hataroztuk

meg. (A,B) A reprezentativ blotok lathatok. (C,D) Az oszlopdiagramok legalabb 3 fiiggetlen kisérlet
atlagat + SD-jét abrazoljak.
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V.1.4 Az mTOR aktivitas vizsgalata az RLR aktivalt humdn pDS-ekben

A pDS-ek virusfertdzéskor képesek gyorsan, nagy mennyiségii I-es tipust IFN-okat
termeli, valamint egyéb gyulladéasos citokineket is szekretalni [196]. A pDS-ek TLR-ek altal
kozvetitett virusellenes valaszaiban az mTOR szabalyoz6 szerepét korabban mar feltartak
[58], ugyanakkor az RLR kozvetitett antiviradlis valaszok mTOR fiiggését még nem
tanulmanyoztak, holott az RLR-eknek is kiemelkedd szerepe van a sejtekben aktivan
replikdlodo virusok felismerésében [192].

A human periférids vérben keringd pDS-ek szama korlatozott, ezért kisérleteink nagy
részét a human GEN2.2 pDS sejtvonallal végeztiik, mely a primer huméan pDS-ekhez hasonl6
fenotipusos ¢és funkciondlis tulajdonsagokat mutat [197,198]. Kordbban munkacsoportunk
mar leirta, hogy mig a cDS-ek és moDS-ek konstitutivan expresszaljak az RLR-ket, addig a
nyugvo pDS-ekben a RIG-I és az MDAS receptorok egyaltalan nem, vagy csak nagyon kis
mértékben fejezddnek ki. TLR7, TLRY aktivaciok nagymértékben fokozzdk az RLR-ek
expressziojat a pDS-ekben is [58]. Kordbban leirtuk, hogy alacsony doézisu (0,25 pM) TLR9
agonistaval, azaz CpG-A-val torténd 16 oras elokezelés elegendd ahhoz, hogy a pDS-ekben a
RIG-I ¢és az MDAS receptorok indukdlodjanak. Ez az alacsony dozisu CpG-A kezelés
ugyanakkor még nem okoz IFN termelést a pDS-ekben, igy nem vezet a pDS-ek
kimeriilésé¢hez [199]. Ezért a tovabbi kisérleteinkben a pDS-eseket hasonldan kezeltiik eld,
hogy indukaljuk a RIG-I és MDAS receptorokat a sejtekben, majd ezt kovetden vizsgaltuk az
RLR aktivaci6 mTOR fliggéseét.

Eldészor azt vizsgéltuk, hogy az mTOR-nak van-e szerepe a RIG-1 és az MDAS
expresszidjanak szabalyozaséaba, illetve, hogy az mTOR gatlasa modositja-e ezen receptorok
expressziojat. A GEN2.2 sejteket 2 oran keresztiil rapamycinnel vagy AZD8055-tel
kezeltiik, majd kis dozisa CpG-A-val indukéltuk a RIG-I és MDAS receptorokat. Western
blot analizisiink alapjan elmondhatd, hogy az mTOR gatlasa nem befolyasolta a RIG-I és az
MDAS receptorok aktivacio-indukalt fehérje szintjét a GEN.2.2 sejtekben (19. A,B dbra).
fgy hasonléan a moDS-ek esetében kapott eredményekhez az mTOR gatlas nem valtoztatja

meg az RLR receptorok kifejezodeését a sejtekben.
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19. abra. Az mTOR gatliasa nem befolyasolja az RLR-ek fehérjeszintjét a GEN2.2 sejtekben. A
GEN2.2 sejteket elokezeltik 100 nM rapamycinnel (RAPA) vagy 100 nM AZD8055-tel (AZD) 2
oran at, majd indukaltuk a RIG-I és MDAS expressziot CpG-A-val és western blot analizissel
vizsgaltuk a receptorok kifejezddését. (A) A reprezentativ blotok lathatok. (B) Az oszlopdiagramok a
B-aktinra normalizalt relativ denzitas értékeket abrazoljak, ¢és legalabb 3 fliggetlen kisérlet atlagat +
SD-t mutatjak.

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy az mTOR aktivitas sziikséges-e az RLR-eken
keresztiili jelatvitel beinditasahoz a pDS-ek esetében is. gy a pDS-eknél is megvizsgaltuk az
mTORCI1 és az mTORC2 downstream célpontjainak a p70S6K-nak (Thr389) és az Akt-nak
(Ser473) a foszforilaciojat RLR aktivaciot kovetden. A GEN2.2 sejtekben indukaltuk az
RLR-ek expresziojat a kordbban leirt modon, majd az RLR-ek specifikus aktivaciojat
megeldzden a sejteket 2 6ran 4t inkubaltuk 100 nM rapamycinnel vagy AZD8055-tel. A
western blot analizis eredményei azt mutattdk, hogy a moDS-ekhez hasonléan a pDS-ek 3p-
hpRNS-sel (20. A,B 4bra) vagy polyl:C/LyoVec™-vel (20. C,D abra) torténd kezelése is
szignifikansan megnovelte a p70S6K és Akt foszforilacidjat, ami a cstcsat 1 ords aktivaciot
kovetden érte el. Ezen eredményeink azt mutatjak, hogy az RLR-ek aktivacidja a pDS-ek
esetében is fokozza az mTOR aktivitast. Ugyanakkor a rapamycinnel végzett eldkezelés
gatolta a p70S6K foszforilaciojat az aktivalatlan és az aktivalt sejtekben egyarant. Az
mTORC1/mTORC2 kettés inhibitor, az AZD8055 pedig blokkolta mindkét mTOR
célmolekula foszforilacigjat (20. A-D abra). Megallapitottuk tovabba, hogy a rapamycin
kezelés onmagaban az Akt foszforilacid6 novekedéséhez vezet, ami az mTORCI és a
p70S6K negativ visszacsatoldsi hurok elvesztésével magyarazhato [200]. Ezen
eredményeink dsszhangban vannak a moDS-ek esetében kapott adatokkal, igy elmondhato,
hogy az mTOR fontos szabalyozo6 szereppel birhat az RLR altal kdzvetitett immunvalaszok

szabalyozasaban mind moDS-eknél, mind pDS-eknél.
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20. abra. Az RLR stimuléacié noveli az mTORC1 és mTORC2 aktivitast a GEN2.2 sejtekben,
ami hatékonyan gatolhat6 mTOR inhibitorokkal. A GEN2.2 sejteket 100 nM rapamycinnel
(RAPA) vagy 100 nM AZD8055-tel (AZD) 2 o6ran at eldkezeltiik, majd 3p-hpRNS-sel (0,5 pg/ml)
(A,B) vagy polyl:C- vel (1 pg/ml) stimuldltuk (C,D) id6fiiggd modon. A p70S6K és Akt
foszforilacio kinetikajat western blottal hataroztuk meg. (A,C) A reprezentativ blotok lathatok. (B,D)
Az oszlopdiagramok 4 fliggetlen kisérlet atlagat £ SD-t abrazoljak. Az Akt-ra specifikus savokat
nyilak jelzik. *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** » <(0,0001 a kontrollhoz képest; *p < 0,05,
#p <0,01, #p < 0,001, *p < 0,0001. ND: nem detektalhato.
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V.1.5 Az mTOR szabdlyozo szerepének vizsgdalata az RLR-aktivalt humdn pDS-ek

fenotipusos és funkciondlis viltozdsaiban

Mivel kimutattuk, hogy az RLR aktivacid mTOR aktivitassal tarsul, a kdvetkezdkben
megvizsgaltuk, hogy az mTOR gatlasa hogyan befolydsolhatja a pDS-ek RLR-indukalta
fenotipusos és funkcionalis valtozasait. Igy a rapamycinnel vagy AZD8055-tel torténd 2 6ras
eldkezelést kdvetden a GEN2.2 sejteket 3p-hpRNS-sel (21. A abra) vagy polyl:C/LyoVec™
(21. B abra) komplex-szel kezeltiik, majd 24 o6ra inkubaciot kdvetden megvizsgaltuk
ugyanazon sejtfelszini aktivacios markerek expresszidjat, mint amiket korabban a moDS-ek
esetében is vizsgaltunk aramlasi citometriaval. A moDS-ekkel ellentétben az RLR aktivacio
a GEN2.2 sejtek esetében nem fokozta a CD40, CD80 és CD86 kostimulacids és a HLA
antigén-prezentald6 molekuldk expresszids szintjeit és a moDS-ekhez hasonléan az mTOR
inhibitorokkal torténd elokezelés sem eredményezett kiilonbséget ezen fehérjék expresszios
szintjeiben. Ezzel ellentétben RLR aktivacio kdvetkeztében jelentésen megndtt a CD83
aktivacios marker szintje, ami érdekes modon az AZD8055-tel eldkezelt sejtek esetében
tovabb fokozodott, mely az mTOR valamilyen szelektiv szabalyoz6 mechanizmusara utalhat

a pDS-ekben (21. A,B abra).
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21. abra. A sejtfelszini molekuldk expresszidjat csak kismértékben és szelektiven modulilja az
mTOR gatlasa az RLR aktivalt GEN2.2 sejtekben. RLR indukciot kovetéen a GEN2.2 sejteket
100 nM rapamycinnel (RAPA) vagy 100 nM AZD8055-tel (AZD) 2 6ran at elékezeltiik, majd 3p-
hpRNS-sel (0,5 pg/ml) (A) vagy polyl:C-vel stimulaltuk (1 pg/ml) (B) 24 oran keresztil. A
sejtfelszini molekuldk expresszids szintjében bekovetkezett valtozasokat aramlasi citometriaval
elemeztikk. Az oszlopdiagramok legalabb 4 fiiggetlen kisérlet atlagat +SD-jét abrazoljak. *p<0,05,
***%p<0,0001 vs. kontroll; ##p<0,01. MFI: median fluoreszcencia intenzitas.
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Ezt kovetden megvizsgaltuk az RLR aktivalt GEN2.2 sejtek IFN-o szekréciojat, és
mivel a pDS-ek virusfertdzés hatasara pro-inflammatorikus citokinek termelésére is képesek
mellett. A sejteket elsoként az RLR receptorok szintetikus ligandjaival, 3p-hpRNS-sel vagy
polyl:C/LyoVec™ komplex-szel aktivaltuk mTOR inhibitorok mellett és ELISA moédszer
Kapott eredményeink Osszhangban vannak a moDS-ek esetében tapasztalt valtozasokkal,
miszerint az [FN-a, [L-6 és TNF citokinek szekrécidja jelentésen megndtt az RLR-
stimulacié hatasara (22. A,B abra). Ugyanakkor az RLR-stimuldlt GEN2.2 sejtekben az
mTOR inhibitorok szignifikdnsan csokkentették az IFN-o és a gyulladasgatld citokinek
termelddését (22. A,B abra). Eredményeink tovabbi megerdsitése érdekében hasonldan az
moDS vizsgéalathoz, az €16 virussal fertézott GEN2.2 sejtek citokin termelését is
megvizsgaltuk, és megallapitottuk, hogy az mTOR gatlasa nagymértékben csokkenti a sejtek
utalnak, hogy az mTOR fontos szabalyoz6 szerepet tolt be a pDS-ek RLR-kozvetitett I-es

tipusu IFN és pro-inflammatérikus citokin valaszaiban, hasonléan a moDS-ekhez.
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22. abra. Az IFN-a és a gyulladasos citokinek RLR aktivacié indukalt termelédése csokken az
mTOR gatlasa mellett GEN2.2 sejtekben. Az RLR-eket expresszalo GEN2.2 sejteket 100 nM
rapamycinnel (RAPA) vagy 100 nM AZD8055-tel (AZD) 2 6ran at elkezeltiik, majd 3p-hpRNS-sel
(0,5 pg/ml) (A), vagy polyl:C-vel (1 pg/ml) (B), vagy vezikularis stomatitis virussal (VSV; MOI 1)
(C) stimulaltuk. (A—C) Az IFN-a, IL-6 és TNF citokineket ELISA-val mértiik 6 6raval a 3p-hpRNS
vagy a polyl:C aktivacio utan vagy 18 oraval a VSV stimulacié utan. Az adatokat atlag + SD-ként
mutatjuk be 4-8 fliggetlen kisérletbdl. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001, **** p < 0,0001 vs.
kontroll; *p < 0,05, #p < 0,01, #* p < 0,001, ** p < 0,0001. ND: nem detektalhato.
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Mivel korabban lattuk, hogy az mTOR a TBK1-en keresztiil szabdlyozta a moDS-ek
RLR aktivacio indukalt funkcidit, a pDS-ek esetében is meg kivantuk vizsgalni a TBKI
foszforilaciot mTOR inhibitorok jelenlétében. Az RLR-eket expresszald GEN2.2 sejteket
kiilonb6z6 inkubacios idok mellett (0,5h, 1h, 3h) stimulaltuk a 3p-hpRNS (23. A,C abra)
vagy polyl:C/LyoVec™ (23. B,D 4abra) RLR-ligandumokkal, 2 6rds rapamycin vagy
AZD8055 mTOR inhibitorokkal torténd eldkezelést kovetden és vizsgaltuk a TBKI1
foszforilacid kinetikdjat western blot modszer segitségével. Eredményeink azt mutattak,
hogy az RLR aktivaci6é indukélja a TBK1 foszforilaciojat, ami 3 orandl érte el a csucsat. A
TBKI1 foszforilacidja ugyanakkor jelentdsen csokkent az mTOR gatlas kovetkeztében. Ezek
az adatok a moDS-ekhez hasonldéan azt mutatjak, hogy az mTORCI ¢s az mTORC2 gatlasa
pDS-ekben sem befolydsolja az RLR-aktivalt sejtek fenotipusos valtozéasait, ugyanakkor
csokkenti a citokin termelddésiiket, valosziniileg a TBK1 aktivitds gatldsa révén (23. A-D

abra).
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23. abra. Az RLR aktivacié fokozza a TBK1 foszforilaciojat, melyet a rapamycin és AZD8055
elokezelés csokkent a GEN2.2 sejtekben. Az RLR-t expresszalo GEN2.2 sejteket 100 nM
rapamycinnel (RAPA) vagy 100 nM AZD8055-tel (AZD) 2 6ran at elkezeltiik, majd 3p-hpRNS-sel
(0,5 pg/ml) (A,C) vagy polyl:C-vel (1 pg/ml) (B,D) stimuldltuk idéfiiggé modon. A TBKI1
foszforilacio kinetikajat western blottal hataroztuk meg. (A,B) A reprezentativ blotok lathatok. (C,D)
Az oszlopdiagramok legalabb 3 fliggetlen kisérlet atlagat = SD-jét abrazoljak. ** p <0,01, **** p <
0,0001 vs. kontroll;"p< 0,05, #* p < 0,001, *** p < 0,0001. ND: nem detektalhato.

Ezt kovetden a p38 foszforilacids szintet vizsgalva a GEN2.2 sejtekben, ugyanazt az

eredményt kaptunk, mint moDS-eknél. A p38 foszforilacio szintje a GEN2.2 sejtek esetében
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sem valtozott szignifikdnsan RLR stimulacié hatasara és az mTOR gatlas sem befolyasolta a
foszforilacio szintjét (24. A-D abra). igy a moDS-ek és pDS-ek esetében is elmondhato,
hogy az mTOR gétlas foként a TBK1 aktivitas szabdlyozasa révén befolyasolhatja az RLR

aktivacio medialt citokin termelést.
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24. abra. A p38 foszforilicioé szintje nem valtozott RLR stimulacié vagy mTOR gatlas hatasara
GEN2.2 sejtekben. A sejteket 100 nM rapamycinnel (RAPA) vagy 100 nM AZD8055-tel (AZD) 2
oran at elokezeltik, majd 3p-hpRNS-sel (0,5 pg/ml) (A,C) vagy polyl:C-vel (1 ug/ml) (B,D)
stimulaltuk 1d6fiiggd modon. A p38 foszforilaciojanak kinetikajat western blottal hataroztuk meg.

(A,B) A reprezentativ blotok lathatok. (C,D) Az oszlopdiagramok legalabb 3 fliggetlen kisérlet
atlagat + SD-jét abrazoljak.
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A GEN2.2 pDS sejtvonalon kapott eredményeink megerdsitése céljabol az RLR-
medialt citokin termelés mTOR fiiggését egészséges véradok periféridlis vérébol izolalt
primer pDS-ekben is megvizsgaltuk. A primer pDS-eket mTOR gatlok jelenlétében vagy
hidnyaban 3p-hpRNS-sel (25. A abra) vagy polyl:C/LyoVec™-vel (25. B abra) stimulaltuk,
majd 6 ora inkubdciot kovetéen ELISA modszerrel mértiik a sejtek altal termelt citokinek
koncentraciojat a  sejtkulturdk  feliiliszdjdban. A GEN2.2  sejteken  végzett
megfigyeléseinkkel Osszhangban az mTOR gatlasa a specifikus mTORC1 gatloval, a
rapamycinnel vagy az mTORCI1/mTORC2 kettés gatloval, az AZDS8055-tel nem
RLR stimulacio altal indukalt citokin termelést az mTORCI és a kettés mTORC1/mTORC2
gatlas egyarant csokkentette (25. A,B abra). Ezen eredményeink megerdsitik, hogy az
mTOR fontos szabdlyozo szerepet jatszik a huméan pDS-ek RLR-kdzvetitett I-es tipusti [FN
¢és pro-inflammatorikus citokin valaszaiban.
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25. abra. Az IFN-a és a pro-inflammatérikus citokinek RLR aktivacié indukalt szekrécidja
gatlodik primer pDS-ekben mTOR inhibitorok jelenlétében. A primer pDS-eket 100 nM
rapamycinnel (RAPA) vagy 100 nM AZD8055-tel (AZD) 2 6réan at el6kezeltiik, majd 3p-hpRNS-sel
(0,5 pg/ml) (A) vagy polyl:C-vel (1 pg/ml) (B) stimulaltuk. Az IFN-a, IL-6 és TNF citokin szinteket
ELISA-val mértiik 6 6raval a stimulacié utan. Az adatokat 3 fiiggetlen kisérlet atlag = SD értékben
mutatjuk be. **p< 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs. kontroll;* p < 0,05, # p < 0,01, #*# p <
0,0001. ND.: nem detektalhato.
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V.1.6 Az mTOR szabdlyozo szerepének vizsgalata a humdn DS-ek T-sejt aktivalo
Sfunkcidiban

Miutan megallapitottuk, hogy az mTOR szabalyozza az RLR-stimulaci6 altal kivaltott
citokin termelést a human DS-ekben, kivancsiak voltunk arra, hogy az mTOR gatlasa
hogyan befolyasolja a moDS-ek és a primer pDS-ek naiv CD8" T-sejt aktivalo képességét.
gy CFSE-vel jelslt allogén naiv CD8" T-sejteket ko-kultivaltunk elézetesen RLR aktivalt és
mTOR gatolt moDS-ekkel (26. A-D abra) ¢és primer pDS-ekkel (26. E-H &abra), majd
DS-eket €16 virus helyett szintetikus ligandumokkal stimulaltuk, mivel nem zérhatjuk ki
annak lehetdségét, hogy a T-sejtek VSV-vel fertézddjenek meg a ko-kultivacid soran, ami
befolyasolhatné kisérleteink kimenetelét. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a 3p-hpRNS-sel
(26. A,B abra) vagy polyl:C/LyoVec™ —vel (26. C,D abra) kezelt moDS-ek, és 3p-hpRNS-
sel (26. E,F abra) vagy polyl:C/LyoVec™-vel (26. G,H 4bra) kezelt primer pDS-ek
proliferacidja gatlodik, ha az RLR-stimuléci6 elétt rapamycinnel eldkezeltiik a moDS-eket
(26. A-D abra) ¢és a primer pDS-eket (26. E-H abra). Az AZD8055 kettds mTOR inhibitor
ugyanakkor sokkal gyengébbnek bizonyult és a rapamycinhez képest joval kisebb
mértékben tudta csak gatolni a moDS-ek T-sejtek proliferaciot indukald hatasat (26. A-D
abra). A primer pDS-ek esetében pedig az AZD8055 nem befolyésolta szignifikansan az
RLR aktivacio altal stimulalt sejtek naiv T-sejt proliferacidt indukéld képességét (26. E-H

abra).
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26. abra. A rapamycin hatékonyan gatolja az RLR-stimuldlt moDS-ek és primer pDS-ek naiv
T-sejt proliferaciot indukalé hatasat, szemben az AZD8055-tel. A CFSE-vel jelolt allogén, naiv
CD8" T-sejteket RLR-aktivalt és mTOR gatolt moDS-ekkel (A-D) vagy primer pDS-cekkel (E-H)
reprezentativ hisztogramok az €l és osztodott T-sejtek szazalékos aranyat jelzik. (B,D,F,H) Az
oszlopdiagramok legalabb 6 fliggetlen kisérlet atlagat = SD-t abrazoljak. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p
< 0,001, ****p < 0,0001 vs. kontroll, #p < 0,01, *p < 0,001, **p < 0,0001. AZD: AZD8055;
RAPA: rapamycin.
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Parhuzamos kisérletek soran az elézdekben leirt kisérleti rendszerben a kezelt DS-ek
altal aktivalt CD8" T-sejtek effektor funkcioit is elemeztiik az IFN-y citokin és a citotoxikus
granzim B fehérje intracellularis szintjének mérésével. Az allogén naiv CD8" T-sejtek és
kezelt moDS-ek 6 napos ko-kultivacidjat kdvetden azt tapasztaltuk, hogy a 3p-hpRNS-sel
(27. A-D abra) vagy polyl:C/LyoVec™ -vel (27. E-H abra) aktivalt moDS-ek indukaltik a
CDS8" T-sejtek IFN-y és granzim B termelését. Ha azonban a moDS-eket az RLR aktivaciot
megelézéen rapamycinnel kezeltiik, a moDS-ek CD8" T-sejteket aktivald képessége
jelentdsen csokkent, amit viszont az AZD8055 eldkezelés esetében nem tapasztaltunk (27.

A-H abra).
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27. abra. A rapamycin az AZD8055-tel szemben csokkentette az RLR-aktivalt moDS-ek T-sejt-
aktivalo képességét. Az allogén, naiv CD8" T-sejteket el6kezelt moDS-ekkel ko-kultivaltuk, majd 6
nap utan a T-sejteket forbol-mirisztat-acetattal (0,1 ug/ml) és ionomicinnel (1 pg/ml) stimulaltuk
protein transzport gatldo (monenzin) jelenlétében 5 6ran at. A CD8" T-sejtek IFN-y és Granzim B

termelését intracellularis citokin festést alkalmazva aramlasi citometriaval mértik. (A,C,E,G) Egy

reprezentativ kisérlet adatai lathatok. A dot plot-okon 1évo szamok az egyes cellakban 1évo T-sejtek
szazalékos aranyat jelzik. (B,D,F,H) Az oszlopdiagramok 6 fiiggetlen kisérlet atlagat + SD-jét
abrazoljak. ***p< 0,001, ****p< 0,0001 vs. kontroll; **#p < 0,0001. AZD: AZD8055; RAPA:

rapamycin.
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Ezen kisérleteket megismételtiik primer pDS-ekkel is és a moDS-ekhez nagyon
hasonl6 eredményeket kaptunk. A primer pDS-ek is hasonld mértékben voltak képesek
indukalni a naiv CD8" T-sejtek IFN-y és granzim B termelését, ha a pDS-eket elézetesen 3p-
hpRNS-sel (28. A-D abra) vagy polyl:C/LyoVec™-vel (28. E-H abra) aktivaltuk. A primer
pDS-ek T-sejt aktivalod képessége is szignifikansan csokkent rapamycin eldkezelés mellett,
mig az AZD8O055 el6kezelés nem befolydsolta ezen hatasukat (28. A-H abra). Ezen
megfigyeléseink alapjan elmondhato, hogy a human DS-ek T-sejt aktivalo képessége foként
szelektiv mTORCI1 gatlassal befolydsolhato, mig az mTORC1 és mTORC?2 egyiittes gatlasa
valoészintiileg elindithat valamilyen kompenzalé mechanizmust, ami segitheti a DS-ek
megfeleld antigén prezentalasat és ezaltal T-sejt aktivalo képességét, de ezen feltételezés

alatdmasztasa a jovoben tovabbi vizsgalatokat kivan.
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28. abra. Az RLR-stimulalt primer pDS-ek T-sejt-aktivalé képességét a rapamycin csokkenti,
szemben az AZD8055-tel. Az allogén, naiv CD8" T-sejteket ko-kultivaltuk az elékezelt primer
human pDS-ekkel, majd 6 nap utan a T-sejteket forbol-mirisztat-acetattal (0,1 ug/ml) és
ionomicinnel (1 pg/ml) stimulaltuk protein transzport gatlé (monenzin) jelenlétében 5 oran at. A
CD8" T-sejtek IFN-y és granzim B termelését intracellularis citokin festést alkalmazva aramlasi
citometriaval mértiik. (A,C,E,G) Egy reprezentativ kisérlet adatai lathatok. Az egyes kvadransokban
1évo szamok a sejtek szazalékos aranyat jelzik. (B,D,F,H) Az oszlopdiagramok 6 fiiggetlen kisérlet
atlagat = SD-t abrazoljak. ***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs. kontroll; ####p < 0,0001. AZD:

AZD8055; RAPA: rapamycin.
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V.2 Exogén immunmodulacio: A sugarzassal méregtelenitett LPS immunmodulalo

hatasanak vizsgalata human moDS-eken

V.2.1 A nativ és sugardetoxifikalt endotoxin humdan moDS-ek életképességére és fenotipusos

érésére gyakorolt hatdasainak vizsgalata

A bakterialis eredetli endotoxinok mindeniitt jelen vannak a kornyezetben, €s kiilso,
exogén faktorként kozvetleniil befolydsolhatjdk az immunvalaszok kimenetelét, valamint a
kiilonbozo betegségekre vald fogékonysagot [142]. Alabbi kisérletsorozatunk célja az volt,
hogy megvizsgéljuk, hogy a szerkezetileg modositott endotoxin a nativ formahoz képest
milyen kiilonbségeket mutat a human moDS-ekre kifejtett immunmoduldlé hatasaiban.

El6szor is az endotoxinok human moDS-ek ¢letképességére gyakorolt hatdsat
vizsgaltuk, hogy kizarjuk az LPS toxikus hatdsa miatti életképesség csokkenést, mely a DS-ek
funkcidit is befolyasolna. A moDS-eket kiilon-kiilon 250 ng/ml N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel
kezeltik 24 o6raig, majd a sejtek ¢letképességét 7-AAD festést alkalmazva éaramlasi
citometriaval mértik (29. A,B dbra). Eredményeink az mutattdk, hogy az endotoxin
kezelések egyike sem befolyasolta a moDS-ek életképességét az alkalmazott dozisban (29.
A,B abra), igy tovabbi kisérleteink soran is ezt a dozist alkalmaztuk.

Ezt kovetden megvizsgaltuk az N-LPS ¢és az RD-LPS intracellularis ROS-indukélo
képességét redox-érzékeny fluoreszcens festékkel (H.DCF-DA) (29. C,D abra), aminek a
fluoreszcencia intenzitds valtozasa korreldl az intracellularis ROS mennyiségével a sejtekben.
Az endogén modon generalt ROS ugyanis alapvetd a DS-ek antigén prezentald funkcidjahoz
[201]. Eredményeink szerint a moDS-ek N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel torténd kezelése a DCF
fluoreszcencia szignifikdns novekedését eredményezte, viszont nem volt szignifikans
kiilonbség a DCF fluoreszcencia intenzitasaban az N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel kezelt sejtek
kozott, ami a két kiillonbozd tipustt LPS azonos intracellularis ROS-indukal6 kapacitasat jelzi
(29. C,D abra).

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a gamma-sugarzds hogyan befolyasolta az LPS
immunstimulalé hatasat, ami indukalhatja az moDS-ek fenotipusos érését, amely sziikséges a
T-sejtekkel valo kolesonhatashoz és a T-sejtek aktivacidjanak beinditasahoz [177,202,203]. A
moDS-ek fenotipusos valtozasainak vizsgalatdhoz kiilonbozd sejtfelszini fehérjék, koztik a
CD83 érési marker, a HLA-DQ antigénprezental6 molekula és a CD40, CD80 ¢s CD86
kostimulalo molekuldk expresszios szintjeinek valtozasait mértiik 24 o6rds endotoxin

stimulaciot kdvetden aramlasi citometridval (29. E,F abra). Eredményeink azt mutatjak, hogy
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mind az N-LPS, mind az RD-LPS szignifikdnsan novelte az dsszes vizsgalt sejtfelszini fehérje
expresszidjat a kezeletlen sejtekhez képest. Azonban nem talaltunk statisztikailag szignifikans
kiilonbséget a két féle LPS moDS-aktivalé potencialja kozott (29. E,F abra). Osszességében
ezen eredményeink alapjan megallapithatd, hogy az N-LPS ¢és az RD-LPS hasonlé mértékben

képes indukalni a human moDS-ek érését.
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29. dbra. Az RD-LPS-sel kezelt human moDS-ek hasonlo életképességet, intracelluliris ROS-
termelést és fenotipusos valtozasokat mutatnak, mint az N-LPS-sel kezeltek. (A-F) A moDS-eket
250 ng/ml N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel kezeltiik. (A,B) 24 ora elteltével a sejtek életképességét 7-
aminoaktinomicin D (7-AAD) festéssel mértiikk aramlasi citometria segitségével. A reprezentativ
pontdiagramok az (A) panelen lathatok, ahol a szamok a 7-AAD negativ sejtek szazalékos aranyat
jelzik. (C,D) Az intracellularis ROS szint kimutatasara 2',7'-dihidrodiklorfluoreszcein-diacetattal
(H.DCF-DA) toltott sejteket hasznaltunk, amiket 2 6ran keresztiil kezeltiik a kétféle endotoxinnal,
majd aramlasi citometrias analizist alkalmazva mértik a DCF fluoreszcencia intenzitasanak
hisztogramokat a (C) panel mutatja, és a szamok a DCF fluoreszcencia intenzitasat jelzik. (E,F) A
sejtfelszini molekulak expresszios szintjének valtozasait 24 6ras endotoxin stimulaciot kdovetden
vizsgaltuk szintén aramlasi citometriaval. (E) Reprezentativ hisztogramok vannak megjelenitve, ahol a
szamok a fluoreszcencia intenzitasokat vagy a pozitiv sejtek szazalékos aranyat jelzik. Az
oszlopdiagramok 3 (B,D), illetve 18 (F) fiiggetlen kisérlet atlagat + SD-jét abrazoljak. (B) ** p < 0,01,
*H%k p <0,001, #** p <0,0001 vs. kontroll.

90



V.2.2 Az N-LPS és az RD-LPS hatdasainak vizsgalata a humdan moDS-ek citokin termelésére

Miutan megallapitottuk, hogy az N-LPS ¢és az RD-LPS hasonld6 modon indukaljak a
human moDS-ek fenotipusos érését, a kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, hogy az LPS
sugarzassal torténd méregtelenitése befolyasolja-e a moDS-ekre kifejtett citokin szekréciot
indukal6 képességét. igy a moDS-eket 250 ng/ml N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel stimulaltuk 24
oran keresztiil, majd megvizsgaltuk az endotoxinnal kezelt human moDS-ek citokin és
kemokin szekrécids profiljaban bekdvetkezd valtozasokat. A sejtkulturdk feliiluszojabol
ELISA modszer segitségével mértiik a sejtek altal szekretalt gyulladasos citokinek, igymint
az IL-6, TNF-a, IL-12 ¢és IL-1B, a gyulladdscsokkentd citokin IL-10 és IL-8 kemokin
koncentracioit. Eredményeink szerint az LPS mindkét formdja képes volt jelentésen ndvelni a
kezelt moDS-ek feliiliszdjaban alacsonyabb citokin- és kemokin koncentraciokat mutattunk
ki, mint az LPS nativ formdjaval kezelt sejtek feliiluszdjaban, szignifikans kiillonbségeket a
besugarzott és a nativ LPS hatasai kozotti csak az IL-1B (30. E abra) és az IL-10 (30. F abra)

szintjében tudtunk detektalni.
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30. abra. Az N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel kezelt human moDS-ek citokin és kemokin profilja (A—
F) A human moDS-eket két kiilonboz6 tipust endotoxinnal kezeltiik 24 6ran keresztiil. A kezelések
utan a szekretalt fehérjék, azaz az (A) IL-6, (B) TNF-a, (C) IL-8, (D) IL-12, (E) IL-1B és (F) IL-10

crcr

8 (A,B,C), illetve 17 (D,E,F) fiiggetlen kisérlet atlagat + SD-jét abrazoljak. * p < 0,05, **p < 0,01,
K p <0,001, **** p <0,0001 vs. kontroll, ## p < 0,01, ### p < 0,001 vs. N-LPS.

Kovetkez6 1€pésben azt vizsgaltuk, hogy az RD-LPS az N-LPS-hez hasonléan a TLR4
modositasaval tortént-e véltozas az LPS felismerésében. Igy huméan moDS-eket 1 uM
specifikus intracellularis TLR4 antagonistaval TAK 242-vel (CLI-095) [204] eldkezeltiik 1
oran keresztiil, majd 250 ng/ml N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel stimulaltuk a sejteket 24 6ran at.
Az IL-12, IL-1B, IL-10 szekretalt citokinek szintjét ELISA-val detektaltuk a sejtek
feliiluszoibol. Megallapitottuk, hogy az RD-LPS éltal indukalt fehérjeszekrécid az N-LPS-hez
hasonléan TLR4-fliggé a moDS-ekben, mivel a vizsgalt citokinek koncentracioja specifikus
TLR4 gatlas mellett mind az N-LPS-sel, mind az RD-LPS-sel torténd stimulalast kovetden a
kontroll mintdk szintjén maradt (31. A-C abra). Ezen eredményeink arra utalnak, hogy az
endotoxin sugarzassal méregtelenitett formajat is képesek a moDS-ek TLR4-en keresztiil
felismerni, igy az RD-LPS megtartotta a TLR4-hez val6d kotddési képesseégét.
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31. abra. Mind az N-LPS-sel, mind az RD-LPS-sel kezelt moDS-ek citokin szekrécidjara
gyakorolt hatasa gatlédik specifikus TLR4 inhibitor jelenlétében. A human moDS-eket 1 pM
specifikus TLR4 inhibitorral (CLI-095) kezeltiik 1 6ran keresztiil, majd 250 ng/ml N-LPS-sel vagy
RD-LPS-sel stimulaltuk 24 oran at. A szekretalt citokinek, azaz az (A) IL-12, (B) IL-1p és (C) IL-10
szintjeit ELISA-val detektaltuk a sejtkultirak feliiluszoibol. Az adatok 4 fliggetlen kisérlet atlagat +
SD-jét abrazoljak. ** p < 0,01, **** p <0,0001 vs. kontroll, # p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001 vs.
N-LPS vagy RD-LPS.

V.2.3 Az N-LPS és az RD-LPS endotoxin tolerancidt indukalo képességének vizsgalata

human moDS-ekben

Az endotoxin tolerancia vagy LPS tolerancia olyan védelmi mechanizmus, amelyben az
alacsony endotoxin koncentracionak kitett sejtek olyan atmeneti allapotba keriilnek, ami
csokkenti érzékenységiiket egy masodik endotoxin doézissal szemben [205]. A kovetkezd
kisérletsorozatban az N-LPS ¢és az RD-LPS endotoxin toleranciat indukald kapacitasat
szerettiik volna megvizsgalni human moDS-ekben. Igy a DS differenciacio 4. napjan a human
moDS-eket alacsony dézista LPS-sel (5 ng/ml) eldkezeltiik, és a 6. napon Gjra nagy dozisu

LPS-nek (250 ng/ml) tettiik ki. Majd 24 oras kezelést kovetden ELISA-val meghataroztuk az

crer

e

egyszeri nagy do6zisu LPS kezeléshez képest (32. A-C abra). Azonban nem volt szignifikdns
kiilonbség a felszabadult citokinek mennyiségében az N-LPS-reaktivalt moDS-ek és az RD-
LPS-reaktivaltak kozott, kivéve az IL-10 citokin esetében. Ugyanis mind az egyszeri nagy

dozist, mind az ismételt N-LPS kezelések szignifikdnsan magasabb szinti IL-10 termelést
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indukéltak, mint az RD-LPS-sel torténd hasonld kezelések (32. C abra). Ezek az eredmények
azt mutatjak, hogy az N-LPS és az RD-LPS is képes endotoxin toleranciat kivaltani a
sejtekben, ugyanakkor mind az RD-LPS egyszeri dozisaval aktivalt, mind az RD-LPS-sel
restimulalt moDS-ek alacsonyabb kapacitassal rendelkeznek az IL-10 citokin eldéallitasara,

mint az endotoxin nativ forméjanak kitett sejtek.
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32. abra. A human endotoxin-toleralt moDS-ek citokin profilja. A human moDS-eket 5 ng/ml
nativ LPS-nek (N-LPS) vagy sugarzassal méregtelenitett LPS-nek (RD-LPS) tettiik ki a DS
differencialodas 4. napjan, és 48 ora elteltével (a 6. napon) a sejteket 250 ng/ml endotoxinnal Gjra
aktivaltuk 24 oran keresztiil, hogy indukaljuk az endotoxin toleranciat a sejtekben. A kezelések utan a
sejtkulturdk feliilluszojabol ELISA-val megmértiik a szekretalt (A) IL-12, (B) IL-1B és (C) IL-10
citokinek szintjét. Az adatok 5 (A, B), illetve 14 (C) fliggetlen kisérlet atlagat £ SD-jét abrazoljak. **
p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001 vs. kontroll, # p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001, #### p <
0,0001 vs. N-LPS vagy RD-LPS.

V.2.4 Az N-LPS és az RD-LPS T-sejt aktivilo hatdsainak vizsgalata human moDS-ekben

Miutén kimutattuk, hogy van kiilonbség az N-LPS és RD-LPS moDS-ek citokin valaszat
befolyéasold hatasaiban, kivancsiak voltunk arra, hogy van-e valamilyen eltérés az N-LPS-sel
aktivalt és az RD-LPS-sel aktivalt human moDS-ek T-sejt polarizaciot kivaltd hatasai kozott.
fgy a human moDS-eket 250 ng/ml N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel kezeltiik 24 6ran at, majd a
sejteket autolog (33. A,B abra) , és mind allogén (33. C,D dbra) CD3" pan-T-sejtekkel ko-
kultivaltuk 4 napig. Ko-kultivaciot kovetden az IFN-y-termeld T-sejtek aranyat ELISPOT
modszer segitségével hataroztuk meg. Eredményeink szerint az RD-LPS-nek kitett human
moDS-ek sokkal erdteljesebben indukaljak a Thl irdnyl polarizacidt, mint az LPS nativ
formajaval aktivalt sejtek mind autolég (33. A,B abra), mind allogén (33. C,D abra)

rendszerben.
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33. abra. Az RD-LPS-sel kezelt moDS-ek nagyobb mértékben képesek kivaltani Thl iranyu
polarizaciot, mint az N-LPS-sel kezelt sejtek. A human moDS-eket 250 ng/ml N-LPS-sel vagy RD-
LPS kezeltik 24 o6ran keresztiil, majd a sejteket autolog (A,B) vagy allogén (C,D) CD3" pan-T-
sejtekkel ko-kultivaltuk 4 napig. A ko-kultivaciot kovetéen az IFN-y-termeld T-sejtek keletkezését
human IFN-y-ra specifikus ELISPOT kit segitségével hataroztuk meg. (A,C) Egy reprezentativ
ELISPOT abra lathat6, ahol a mintak harom parhuzamosban szerepelnek és ahol a spot-ok az IFN-y-
termeld T-sejteket jelzik. Az adatok 4 (B), illetve 8 (D) fliggetlen kisérlet atlagat + SD-jét mutatjak be.
* p <0,05 vs. kontroll
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V.2.5 Az RD-LPS mirisztinsay tartalmadval sszefiiggd immunmodulalo hatdasok vizsgadlata

Mivel eredményeink azt mutattdk, hogy az N-LPS ¢és az RD-LPS ugyanolyan
mértékben képes indukalni a moDS-ek fenotipusos érését, az RD-LPS aktivalt moDS-ek
erésebb Thl irdanyt polarizaciot kivaltd kapacitdsa nem magyarazhaté az endotoxinok DS
érésére gyakorolt eltér0 hatasaval. Ugyanakkor az IL-10 indukald képessége a kétféle
endotoxinnak eltér6 volt, igy a tovabbi kisérleteinkben megprobaltuk feltarni ezen
megfigyelésiink molekularis hatterét. Feltételeztiik, hogy a két endotoxin készitmény eltérd
immunstimulald képessége abbol adodhat, hogy az RD-LPS esetében az ionizald sugarzas
kovetkeztében az endotoxin szerkezete megbomlik ¢és kiilonbozé szabad zsirsavak
szabadulnak fel, melyek immunmodulalé tulajdonsagokkal rendelkezhetnek. Kordbban
megallapitottik, hogy a 150kGy erésségili ®°Co y-sugarzas lebontotta az LPS szerkezetében
talalhaté egyszerti cukrokat és igy csokkentette a poliszacharid rész antigenitdsat. Az
endotoxin lipid-A zsirsavai koziil pedig a [-hidroximirisztinsav részlegesen atalakult
mirisztinsavva, vagy szelektiven lebomlott [176,178]. Igy megvizsgaltuk LPS
teljesitményti folyadékkromatografids tomegspektrometriaval (HPLC-MS) és azt taléltuk,
hogy a B-hidroximirisztinsav koncentracié haromszor magasabb volt az RD-LPS-ben (1,82
pg/ml 1 mg/ml LPS-ben), mint az N-LPS-ben (0,53 pg/ml 1 mg/ml LPS-ben) (34. A abra).

Ezen eredmények alapjan feltételeztiik, hogy az RD-LPS-ben taladlhat6 szabad
mirisztinsav szarmaz€ék magasabb koncentracidja befolyasolhatja az RD-LPS-nek kitett
moDS-ek IL-10-indukédlé potencidljat, ami alacsonyabb IL-10 termeléshez vezethet. Ezen
hipotézisiink tesztelésére megvizsgaltuk az alacsonyabb mirisztinsav tartalommal rendelkezd
nativ endotoxin IL-10 indukal6 kapacitdsat mirisztinsav jelenlétében. Igy a human moDS-eket
250 ng/ml N-LPS-sel kezeltilk mirisztinsav jelenlétében vagy anélkiil és 24 ora elteltével
mértiik a szekretalt IL-10 citokin szintjét a sejtkultardk feliiluszdjabol ELISA moddszerrel.
Eredményeink szerint a mirisztinsavas kezelés 6nmagéaban nem véltoztatta meg az IL-10 alap
szekrécios szintjét a moDS-ekben, de teljesen gatolta a sejtek N-LPS altal indukalt IL-10
felelds lehet az RD-LPS-sel kezelt moDS-ek csokkent IL-10 termeléséért, és valdszinilileg az

alacsonyabb IL-10 szint mellett a Th1 felé torténd polarizacio kifejezettebb lehet.
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34. abra. A mirisztinsav befolyasolja a human moDS-ek endotoxin altal indukalt IL-10
termelését. (A) Az N-LPS és az RD-LPS készitmények B-hidroximirisztinsav (f-h-MA) tartalmat
nagy teljesitményl folyadékkromatografias tomegspektrometriaval (HPLC-MS) hataroztuk meg. Az
oszlopdiagram a P-hidroximirisztinsav relativ koncentracidjat jelzi (2mg/ml LPS-ekben). (B) A
human moDS-eket 250 ng/ml nativ LPS-sel (N-LPS) kezeltiik mirisztinsav (MA) jelenlétében vagy
hianyaban és 24 ora elteltével meghataroztuk a szekretalt IL-10 szintjét a sejtkulturak feliiliszojabol
ELISA modszerrel. Az adatok 8 fiiggetlen kisérlet atlagat +SD-jét mutatjak. *** p < 0,001 vs.
kontroll, ### p < 0,001 vs. N-LPS.

V.2.6 Az RD-LPS immunmoduldlo hatasanak vigsgdlata a pollen dltal kivaltott léguti
allergidas gyulladas egérmodelljében

Kordbbi irodalmi adatok szerint a légutakban 1évé mieloid DS-ek kulcsszerepet
jatszanak a belélegzett antigénekkel szembeni szenzitizadcioban és a Th2-fiiggd léguti
eozinofilia kialakitdsaban [206]. Mivel eredményeink azt mutattak, hogy az RD-LPS-sel
kezelt human moDS-ek erdsebb Thl polarizaciot képesek kivaltani, mint az N-LPS-sel kezelt
human moDS-ek, ezért feltételeztiik, hogy az RD-LPS T-sejt polarizaciot befolyasol6 hatasa a
Th2 gyulladassal asszocidlt allergids reakciok esetében képes lehet csokkenteni a Th2
gyulladas tiineteit. Igy megvizsgaltuk az RD-LPS immunmodullé hatasat in vivo pollen éltal
kivaltott 1éguti allergias gyulladas egérmodelljében is.

Egér kisérleteinkben elsdként megvizsgaltuk az endotoxin készitmények toxicitasat és
megallapitottuk, hogy az RD-LPS szemben az N-LPS-sel nem toxikus az egerekre, mivel 30
mg/kg dozisban az egereknek (4—10 csoport, csoportonként 8 egér) beadott RD-LPS hatdsara
48 ora elteltével egyetlen allat sem pusztult el. Ezzel szemben az N-LPS expozici6 nyolc egér

kozil kettd halalat eredményezte azonos dozis és kezelési id6 mellett. Tovabba a korabbi
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limulus amoebocyta lizatum (LAL) vizsgalat eredményei is azt mutattdk, hogy az RD-LPS
limulus reaktivitdsa elenyészé volt az N-LPS-hez képest (limulus reaktivitds: RD-LPS/N-
LPS=1/1000).

Miutan megallapitottuk, hogy az RD-LPS a vizsgalt dozisban nem toxikus az egerekre,
megvizsgaltuk in vivo immunmodulalé hatdsat az allergias léguti gyulladds egérmodelljét
hasznalva. A hathetes ndstény BALB/c egerek ketreceit 70 napon keresztiil naponta kezeltiik
5 ng N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel és kontrollként endotoxin-mentes vizzel (H>O) aeroszolos
spray formdjaban. A 70 napos kezelés alatt kétszer, intraperitonedlisan beadott, endotoxin-
mentes parlagfii pollenkivonattal (RWE) szenzitizaltuk az egereket. Az LPS-kezelések
befejezését kovetden a Th2 medialt allergias gyulladast 100 pg RWE intranazalis adasaval
valtottuk ki. Majd 72 o6ra elteltével az egereket terminaltuk és vizsgéltuk a bronchoalveolaris
mosoéfolyadékbol (BALF) szarmazd gyulladésos sejtek szdmat. Az egérkisérletek kezelési
protokolljat sematikus formaban a 35. A dbran szemléltetjiik. Azon egerek esetében, ahol az
egerek kornyezetét kontrollként endotoxin-mentes H>O-val kezeltiik, majd RWE expozicioval
kivaltottuk a Th2 allergias gyulladast, az 6ssz-sejtszdm (35. B abra) és az eozinofil sejtszam
is (35. C abra) jelentds novekedést mutatott az allatok BALF mintdiban. Ha az egerek
kornyezetét az N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel kezeltiik 70 napig, majd ezt kovetden valtottuk ki
benniik az allergids gyulladast, a BALF mintak sejtszamanak enyhe csokkenését detektaltuk,
azonban ezen valtozéasok statisztikailag nem voltak szignifikdnsak (35. B abra). Viszont az
N-LPS-sel ellentétben az RD-LPS-ben gazdag kornyezet mellett szignifikans csokkenést
detektaltunk az allergizalt egerek eozinofil szamaban (35. C abra), mely sejtek az allergids
reakciok f6 gyulladdsos komponensei, és szamuk a legjobban korrelal a tiid6 funkciokkal és a
Th2-tipust 1éguti gyulladas mértékével [207]. gy ezen eredmények alapjan feltételezziik,
hogy a kdrnyezet gazdagitdsa a nem toxikus RD-LPS-sel védelmet biztosithat a parlagfii

pollen altal kivaltott 1éguti allergia ellen.
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35. abra. A sugardetoxifikalt LPS csokkentette a parlagfii pollen altal kivaltott Th2-tipusi légtti
gyulladast egerekben. A hathetes ndstény BALB/c egerek ketreceit (takarmany és alom) 70 napon
keresztiil naponta kezeltiik 5 pg N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel és kontrollként endotoxin mentes vizzel
(H20) aeroszolos spray forméjaban. A Th2-tipust léguti gyulladast endotoxin mentes parlagfii
pollenkivonattal (RWE) torténd intraperitonealisan szenzitizacio és ezt kdvetden intranazalis kezelés
révén indukaltuk az egerekben. Az egerek termindldsa utdn a bronchoalveolaris mosofolyadékot
(BALF) dsszegytijtottiik, és elemeztiik a gyulladasos sejtek szamat. (A) A kisérleti protokoll sematikus
abrazolasa lathat6. (B) Az Gssz-sejtszamot, beleértve az eozinofil, neutrofil, limfocita, makrofag és (C)
az eozinofil sejtek szamat, kiilon-kiilon is meghataroztuk Wright-Giemsa-festést alkalmazva
fénymikroszkdppal. A differencial sejtszam meghatarozasahoz legalabb 400 sejtet szamoltunk meg.
Az adatok 10 fliggetlen kisérlet atlagat £SD-jét mutatjak. *** p < 0,001, **** p < 0,0001 vs. RWE
nélkiil, ## p < 0,01 vs. H,O + RWE.
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VI. Megbeszélés

VI.1 DS funkcidék endogén szabalyozasa: Az mTOR szerepe a human DS-ek RLR-altal

kozvetitett virusellenes valaszaiban

A DS-ek, mint a velesziiletett immunitas sejtjei alapvetd szerepet jatszanak a kiilonb6zo
fertézések korai felismerésében €s a hatékony immunvalasz elinditdsaban, ugyanis szamos
PRR-t expresszalnak, melyekkel a mikrobialis strukturdkat, a PAMP-okat képesek detektalni
[208]. A citoplazmédban a virdlis eredetii nukleinsavak felismerésére az RLR-ek
specializalodtak, melyek az aktivan replikalédd virusok elleni immunvalaszokat kozvetitik
[192]. Felismerést kovetden a RIG-1 vagy az MDAS olyan jelatviteli kaszkédot indit el, ami I-
es tipusu IFN-ok és gyulladast csokkentd citokinek termeléséhez vezet és hatékonyan segiti a
virusok gazdaszervezetbdl torténd eliminalasat [64].

Az elmult évtizedben szamos tanulméanyban az mTOR komplexet a TLR-medialt DS
funkcidk kozponti, endogén szabalyozdjaként azonositottak, viszont az mTOR szerepét a
human DS-ek RLR-fliggd antiviralis valaszaban még nem vizsgaltak [84-86,88].

A PIBK/mTOR altal kozvetitett endogén szabalyozé6 mechanizmusok a DS-ek
aktivalodasat, tulélését, érését, citokin termelését ¢és T-sejt-stimuldldo képességét is
befolyasoljak [84]. Tovabba szdmos virus aktivalja a PI3K/Akt/mTOR jelatvitelt a fert6zott
sejtekben, hogy eldsegitse a sejtek tulélését és gatolja az apoptdzist [209-210]. Példaul
kimutattdk, hogy human tiid6 hamsejtek Sendai virussal torténd fertézése szamos mTOR
szubsztrat foszforilaciojat indukalja, ami megnovekedett mTOR aktivitasra utal. A Sendai
virus felismerése elsésorban a RIG-I-en keresztiil torténik, az MDAS és a TLR7 mellett [211].
Korabbi tanulmanyok azt is megerdsitették, hogy az mTORCI1 kulcsfontossagli tényezd a
koronavirusok replikaciojanak szabdlyozasaban, amelyek replikacios koztitermékeit szintén
az RLR-ek ismerik fel [192,212].

Ezen kordbbi megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy az RLR-ek altal
kozvetitett immunvalaszok is mTOR szabalyozas alatt allhatnak, amit sajat kisérletes
munkank eredményeivel kozvetleniil is igazoltunk. Kimutattuk ugyanis, hogy hasonloan a
TLR jelatvitel aktivalasdhoz, a huméan DS-ek specifikus RLR-stimuléalésa is kivaltja az mTOR
jelatviteli Gtvonal aktivalodasat. Megallapitottuk, hogy a moDS-ek és a pDS-ek aktivalasa
RIG-I/MDAS specifikus ligandumokkal szignifikdnsan fokozta a p70S6K és az Akt
foszforilaciot, ami a megndvekedett mTORCI1 ¢és mTORC2 aktivitast tiikrozi. Kordbbi
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tanulmanyokban leirtak, hogy az mTOR utvonal kézponti szerepet jatszik a DS-ek aktivaciot
kovetd metabolikus valtozésainak koordinaladsaban is és segiti a glikolitikus atprogramozast
[97,31]. Mivel munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a pDS-ekkel szemben a moDS-ek
RIG-I altali aktivacioja glikolizis fiiggd folyamat, teszteltiik azt is, hogy az mTOR gatlés
hogyan befolyasolja a moDS-ek RLR altal vezérelt glikolitikus valtasat [190]. A rapamycin és
az AZDS8055 egyarant jelent6sen csokkentette a glikolizis végtermékének, a laktatnak a
termelddését és a glikolizissel kapcsolatos gének kifejez6dését az RLR stimulalt moDS-
ekben, ami tiikkr6zi az mTOR gatlas hatasara bekovetkez6 csokkent glikolitikus aktivitast.

Az irodalomban szdmos, sokszor ellentmonddsos eredmény talalhaté arrél, hogy az
mTOR pozitiv vagy negativ szabalyozo szerepet jatszik-e a DS-ek kiilonb6zd altipusainak
TLR Aaltal medialt fenotipusos érésében és citokin termelésében. A pDS-ekben és az FIt3L
fliggd DS-ekben példaul kimutattdk, hogy az mTOR-nak vagy a p70S6K-nak a gatlasa
akadalyozza a TLRY altal kozvetitett I-es tipusi IFN termelést [85,86]. A moDS-ekben az
mTOR rovid tava blokkolasa a gyulladasos citokinek (IL-6 és TNF) csokkent termeléséhez
vezetett a kiilonféle sejtfelszini TLR-ekkel torténd stimulalast kovetden. Ezzel ellenkezdleg, a
CDIc¢" c¢DS-ek rapamycin el6kezelése novelte a TLR4 altal indukalt IL-6 termelést,
alatdmasztottak, hogy az mTOR elengedhetetlen az I-es és Ill-as tipust IFN-ok termeléséhez
mind moDS-ekben, mind CD1c¢" ¢DS-ekben endoszomalis TLR3 stimulaciot kovetden [88].
Tovabba érdekességképpen a rapamycin eldkezelés csokkentette az IFN-a polyl:C-indukalta
TRIF, ami felveti annak a lehetdségét, hogy az mTOR az RLR 4ltal indukalt citokin termelést
is befolyasolhatja, mivel a polyl:C TLR3 szignalizdci6 hianydban RLR aktivacié révén
indukélhat I-es tipust IFN szekréciot a sejtekben [85].

Sajat vizsgalataink eredményei egyértelmiien bizonyitjak, hogy az mTOR az RLR-
kozvetitett citokin valaszok alapvetd pozitiv szabdlyozdjaként funkciondlhat a huméan DS-
ekben, mivel a rapamycin és az AZD8055 egyarant jelentésen csokkentette mind a moDS-ek,
mind a pDS-ek RLR altal kozvetitett IFN-a, IL-6 és TNF citokin szekrécigjat. Tovabba a DS-
ek ¢16, replikalodd VSV-vel torténd fertdézésekor, mely foként RIG-I aktivacioval asszocial az
mTOR inhibitorok jelenléte szintén a sejtek citokin termelésének cs6kkenését eredményezte

[213]. Eredményeink 0Osszhangban vannak azokkal a kordbbi tanulmanyokkal, melyek
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beszamoltak arr6l, hogy az mTOR gatlds csokkenti a VSV éltal kivaltott IFN-a termelést
FIt3L-fiiggé DS-ekben [85].

Tovabba, mivel mindkét mTOR inhibitor jelenlétében csokkent TBK1 foszforilaciot
detektaltunk az RLR aktivalast kovetden, azt feltételezziik, hogy az mTOR a TBKI
foszforilacioval szabdlyozza a humén DS-ek-ben a RLR indukalt citokin termelést.
Ellentétben a citokin valaszokkal, az mTOR gétldsakor nem tudtunk kimutatni szignifikans
valtozasokat az RLR-stimulalt DS-ek fenotipusaban, kivéve a pDS-ek CD83 expressziojaban,
amit az AZDS8055 eldkezelés tovabb fokozott az RLR-stimulalt sejtekben. Koradbban
munkacsoportunk mar kimutatta, hogy rapamycin elokezelés mellett a CD83 szint emelkedett
a TLR-aktivalt CD1c* ¢cDS-ekben, de nem moDS-ekben [88]. Mindezen adatok arra utalnak,
hogy az mTOR DS-ek fenotipusat befolyasolo hatdsai nagymértékben fliggenek a sejttipustol,
az aktivacios modtol és a stimulalt receptor tipusatol is. Szamos adat van arra nézve, hogy az
mTOR részt vesz a DS-ek altali antigén bemutatas szabalyozasaban is és ezaltal képes
befolyasolni a DS-ek effektor T-sejt aktivalo kapacitasat [84].

Eredményeinkkel igazoltuk, hogy az mTORCI1 gatloszere, a rapamycin hatékonyan
csokkenti az RLR-stimulalt moDS-ek és pDS-ek CD8" T-sejtek proliferaciot indukald
képességét. Azonban érdekes modon az AZD8055 kettds mTORC1/mTORC2 kinaz inhibitor
csak kis mértékben volt képes csokkenteni az RLR-stimuladlt moDS-ek T-sejt-proliferaciot
kivalto képességét, mikozben a pDS-ekét nem befolyéasolta. Megfigyelésiink 6sszhangban van
egy masik tanulméannyal, mely kimutatta, hogy a rapamycin hatékonyabb gatldja az egér
csontveldi DS-ek altal indukalt CD8" T-sejt proliferacionak, mint az AZD2014 kettés mTOR
inhibitor, amelyet a rapamycinnél 20-szor nagyobb dozisban kell alkalmazni a hasonlo gatlo
hatas elérése érdekében [93]. Mindazonaltal meg kell jegyezni, hogy az mTOR inhibitorok
magasabb dozisban toxikusak a sejtekre, megfigyeléseink szerint is az AZD8055 100 nM-nél
nagyobb dozisban jelentdsen csokkenti az moDS-ek tulélését (ezen adatokat nem kozoltiik)
[214]. Hasonloképpen, a Torin-1, egy masik ATP-kompetitiv mTOR inhibitor a rapamycinnel
szemben kevésbé volt hatékony a TLR4-stimulalt egér csontveldi DS-ek T-sejt stimulalo
képességének csokkentésében [215].

Megallapitottuk tovabba, hogy a T-sejt poliferacié mellett, az AZD8055 az RLR-aktivalt
DS-ek CD8" T-sejtek citokin termelését indukald képességét sem befolyasolta, szemben a
rapamycinnel, ami szignifikansan csokkentette azt. Ez a jelenség egy mTORC?2 altal medialt

negativ visszacsatolasi hurok elvesztésével magyarazhato, amelyet a kettés mTOR inhibitorok
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elnyomnak. Ugyanis nemrégiben kimutattdk, hogy az NPV-BEZ235 kettés PI3K/mTOR
inhibitor tulaktivalja a mitogén-aktivalt protein-kindz kinaz (MEK)/extracellularis szignal
altal szabalyozott kinaz (ERK) utat human hasnyalmirigyrak sejtekben [216]. A DS-ek PRR-
ek utjan torténd stimulaldsa is kiilonbozé MAPK-ok aktivalodasahoz vezet, amik koziil a
MEK/ERK jelatviteli ut az antigén prezentacid pozitiv szabalyozdjaként mitkddik a moDS-
ekben. Erdekes médon tgy tiinik, hogy az mTORC2 blokkoldsa énmagaban inkabb fokozza,
mint gatolja a DS-ek T-sejt stimuldlo képességét. Példaul az mTORC?2 hianya a borben 1évo
DS-ekben fokozott CD8" T-sejt effektor valaszokat és fokozott bérgraft kilokédet valtott ki
[217]. Ezenkiviil egérmodellben kimutattdk, hogy az mTORC2 hianyos mieloid DS-ek
fokozott allostimuléacios képességgel rendelkeznek és nagyobb mértékben képesek indukalni
az IFN-y ¢és IL-17 termeld T-sejtek aktivacigjat TLR fiiggd ¢s TLR fliggetlen stimuléciot
kovetden egyarant [218]. Az mTORC2-hidnyos DS-ek fokozott antigén prezentald
képességének mechanizmusat egyeldre még nem tartak fel, igy tovabbi vizsgélatokra van
sziikség ahhoz, hogy az mTORCI1 ¢és kettés mTORCI/C2 inhibitorok hatasai kozotti
kiilonbségeket megmagyarazzuk.

Kutatdsi eredményeink igazoltdk, hogy az endogén szabalyoz6 rendszerek egyik
nélkiilozhetetlen eleme, az mTOR alapvetd szerepet jatszik a human DS-ek RLR Aaltal
kozvetitett antiviralis valaszainak szabalyozasaban. Kimutattuk tovabba, hogy az mTORCI1
szelektiv inhibitora, a rapamycin nagymértékben csokkenti az RLR-stimulalt DS-ek T-sejt
stimulalé hatasat, azonban a kettés mTORC1/mTORC?2 inhibitornak nincs ilyen hatasa. Igy a
transzplantacidk utdni immunszuppresszids kezeléseknél altalanosan hasznalt rapamycin
hatékonynak bizonyulhat a virusfertdzések kezelésére is. Ezt tdmasztja ala azon megfigyelés
1s, miszerint a rapamycin €s szarmazéka, az everolimus csokkentik a latens virusok
reaktivaciojabol szarmazo komplikdciokat transzplantalt betegek esetében [219]. A
rapamycint tovabba tolerogén DS-ek eldallitdsara is hasznaljak ex vivo, ami igéretes terapids
lehetdséget kindl a transzplantaciot kovetd kilokddések megeldzése mellett az allergids, illetve
autoimmun betegségek kezelésére is [220]. A kettds mTOR inhibitorokat is tesztelik klinikai
vizsgélatokban a kiilonb6zé tumoros elvaltozasok kezelése, a szervkilokddések
megakadalyozds ¢és az autoimmun betegségek kezelése kapcsan [221]. Ugyanakkor
eredményeink ramutatnak arra, hogy az els6 és a masodik generacios mTOR gatloknak a
kiilonb6z6é immunsejtek funkcionalitdsara gyakorolt eltérd hatdsait is figyelembe kell venni az

1j generacios mTOR inhibitorok fejlesztése soran.
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VI.2 DS funkciok exogén szabalyozasa: sugardetoxifikalt LPS immunmodulalo

hatasainak vizsgalata human moDS-eken

A kornyezetiinkben 1évé exogén faktorok koziil az endotoxinok immunmoduldlo
tulajdonsagaik révén befolyéasolhatjdk a huméan DS-ek funkcidit, igy a kovetkezékben azt
vizsgaltuk, hogy az endotoxin méregtelenitett formdja milyen hatassal lehet a huméan DS-ek
altal medialt immunologiai folyamatokra. A higiéniai hipotézis szerint a korai ¢letkorban a
kornyezeti mikrobakkal és endotoxinjaikkal torténd expozicid a velesziiletett immunvalasz
hatékony aktivatora lehet, és védelmet nyujthatnak az atopids betegségek kialakulasa ellen
[222,223]. Azonban az endotoxinok immunmodulalé szerként vald alkalmazéasat erdsen
korlatozza, hogy rendkiviil mérgezdek, képesek klinikai tiineteket kivaltani, beleértve a
sokkot, a lazat, a hidegrazast, a horgoszikiiletet és a nem specifikus bronchialis
hiperreaktivitdst [163,164]. Ugyanakkor allatokon ¢s embereken végzett vizsgalatok
kimutattak, hogy az LPS 150 kGy erdsségii, ®®Co gamma-sugarzassal torténd detoxifikalasa
megdrzi az endotoxin immunoldgiai adjuvdns és immunmoduldtor tulajdonsagat és a
detoxifikalt forma védelmet nyujt az endotoxin sokk és a sugarzas okozta betegségek ellen,
valamint stimuldlja a természetes védekezdrendszert [184].

Az LPS molekuldk a legtobb Gram negativ baktériumban jelen vannak, a sejtmembran
kiilsé feliiletének f6 komponensei, a baktérium lizalasa utan szabadulnak fel és folyamatosan
tiriilnek a kornyezetbe, igy barhol megtalalhatok baktériumok jelenlétében, beleértve a port, a
levegdt, a vizet, a talajt €s a kiilonboz6 taplalékokat [142]. A lipid-A az LPS konzervalt
molekularis mintdzata és az LPS expoziciokra adott immunologiai valaszok f6 induktora.
Szerkezetének és aktivitasanak kapcsolatat alaposan tanulmanyoztdk és a lipidlancok szamat
az LPS immunologiai aktivitdsat szabalyozd legfontosabb tényezdként azonositottdk. A hat
lipidlanccal rendelkez6 lipid-A (példaul E. coli LPS) optimdlis gyulladisos aktivitassal
rendelkezik, mig az 6t lipidlanccal rendelkezd lipid-A molekuldk ~ 100-szor kevésbé aktivak,
és a négy lipidlanccal rendelkezdk teljesen nélkiilozik aktivitasukat. Altalaban a kiilonboz
Gram negativ baktériumbodl szarmazoé LPS-ek lipid-A Osszetétele kisebb eltéréseket mutat és
kozvetleniil kotddik a TLR4-MD2 receptor komplexhez és elinditja a gyulladasos jelatviteli
utvonalakat [156]. Miutan a DS-ek professzionalis APS-ekként alapvetd szerepet jatszanak a
T-sejtek aktivalasaban €s a T-sejtek altal kozvetitett adaptiv immunvalaszok polarizacidjaban
[12], a DS-ek LPS expozicidja nagymértékben befolyasolhatja az immunvélaszok

kimenetelét.
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Kisérleteink soran eldszor megvizsgaltuk a nativ és a sugardetoxifikalt endotoxinok humén
moDS-ek funkcionalis aktivitasara gyakorolt hatdsat. /n vitro kisérleteink sordn olyan LPS
dozist (250 ng/ml) alkalmaztunk, ami az N-LPS esetében sem toxikus még a DS-ekre, hogy
kizarjuk az N-LPS toxikus hatasa miatti karosodott DS funkciokat. Eredményeink azt
mutattdk, hogy az RD-LPS-nek kitett humédn moDS-ek hasonlé ROS képzd képességgel
birnak, mint az RD-LPS-sel kezelt DS-ek és fenotipusos érésiik is hasonld. Az endogén,
intracellularis ROS esszencialis mediatora a DS-ek altali antigénprezentacionak, a moDS-ek
fenotipusos érése pedig sziikséges a T-sejtekkel valo kdlcsonhatasokhoz [201,28,13].

Tovabbi eredményeink szerint az LPS mindkét forméja szignifikdnsan novelte a moDS-
RD-LPS-sel kezelt moDS-eket csokkent gyulladasos potencidl jellemzett. Az Osszes mért
szekretalt citokin koncentracidja az N-LPS-sel stimuldlt moDS-ekhez képest csokkend
tendenciat mutatott, viszont az RD-LPS csak a gyulladaskeltd IL-1p és a gyulladascsokkentd
IL-10 esetében eredményezett szignifikdnsan is alacsonyabb fehérjeszintet az N-LPS-hez
képest. Az RD-LPS csokkent gyulladaskeltd hatdasa valoszinlileg a detoxifikalasnak
koszonhetd. Korabbi vizsgalatok beszdmoltak arrdl, hogy az ionizald sugarzads modositja az
LPS szerkezetét és a poliszacharid részek lebomlasat, valamint a lipid-A komponens
megvaltozasat eredményezi. A sugarzds az RD-LPS készitményekben szignifikdnsan
csokkenti a glilkozamin, a foszfat, a Kdo és a zsirsav komponenseket, ami a lipid-A szerkezet
megvaltozasat jelzi a nativ LPS készitményekhez képest [174,178,183]. Kordbban
publikaltdk, hogy a poliszacharid lanc hossza is magyardzhatja az LPS gyulladasos
aktivitdsanak kiilonbozdseégét az eltérd fajokban, ugyanis példaul a Salmonella Minnesotabol
szarmaz6 LPS, amelyet rovid poliszacharid lanc jellemez, gyengébb gyulladaskelté (IL-6,
TNF) ¢és gyulladascsokkentd (IL-10) citokin valaszokat generdl, mint a hosszabb
poliszacharid lancu LPS in vivo egér modellben, mig human makrofagokban, az E. coli durva
lancu LPS-e szignifikdnsan nagyobb gyulladast valt ki, mint a sima lanca LPS-e [152,177].

Kisérleteinkkel igazoltuk azt is, hogy az N-LPS-hez hasonloan az RD-LPS altal
indukalt fehérjeszekrécid is TLR4 jelatvitel fliggd a moDS-ekben. A TLR4 receptor CLI-095-
tel torténd gatladsa utan az N-LPS-hez hasonléan az RD-LPS hatésara is teljesen gatolt a sejtek
citokin szekrécidja. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az endotoxin sugarzassal detoxifikalt
formaja is képes volt reagalni a TLR4-gyel és megtartotta kotddési képességét ¢&s

specifikussagat erre a receptorra. Ezen eredményilink §sszhangban van azokkal az irodalmi
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adatokkal, amikor a sejteket CLI-095-tel, vagy mas néven TAK-242-vel kezelték eld, ami a
TLR4 jelatvitel specifikus gatlasat eredményezve teljesen megsziintette az endotoxin altal
kivaltott IL-12, IL-1p és IL-10 termelddését moDS-ekben [204].

Fontos megjegyezni, hogy kisérleti rendszeriinkben mind az RD-LPS, mind az N-LPS
képes volt endotoxin toleranciat indukdlni, mivel mindkettd gatolta az IL-12 ¢és az IL-1P
gyulladaskeltd citokinek termelését az ismételt LPS kezelések utdn. Az a tény, hogy a nem
toxikus RD-LPS megdrizte az endotoxin tolerancia kivaltasanak képességét, a méregtelenitett
LPS eldnyos tulajdonsadganak tekinthetd. Ugyanis korabban példaul leirtak, hogy az endotoxin
tolerancia kialakuldsa a szervezetben dontd tényezO lehet az allergids léguti gyulladdsok
enyhitésében [224,225]. Az endotoxin-toleralt sejtek amellett, hogy masodlagos stimulacio
esetén kevesebb gyulladaskelté mediatort szekretalnak, magasabb gyulladascsokkentd citokin
szinteket is eredményeznek, mint példaul magasabb IL-10 és transzformald novekedési faktor
béta (TGF-P) szinteket [226,227].

Rendszeriinkben azonban sem a nativ, sem a sugdrzassal méregtelenitett LPS nem
eredményezett megndvekedett IL-10 szintet az endotoxin-tolerdlt moDS-ekben az egyetlen
LPS dozissal kezelt sejtekhez képest. A megfigyelt kiillonbség valdsziniileg az LPS molekuldk
heterogenitdsanak koszonhetd, mivel az LPS fajtdja és az, hogy milyen baktériumfajbol
szarmazik nagymértékben befolydsolhatja az immunvalasz mindségét [228].

Az ELISPOT méréseinkbdl szarmaz6 adataink azt mutattdk, hogy a human moDS-ek
RD-LPS-sel torténd kezelése nagyobb potencidllal indukélja az IFN-y-termelé Thl sejtek
polarizaciojat a ko-kultardkban, mint az N-LPS. Mivel intracellularis ROS termelésben és
fenotipusos érésben nem volt kiilonbség az N-LPS és RD-LPS hatasai kozott, valosziniisitjiik,
hogy az eltérd Thl indukald hatds mogott a citokin termelés indukaldsaban tapasztalt
kiilonbségek allhatnak. Ugyanis az N-LPS kezelés szignifikansan magasabb IL-1f és IL-10
citokin szinteket eredményezett az RD-LPS-hez képest. Kordbban beszamoltak arrol, hogy az
IL-1p szignifikansan noveli a CD4" T-sejtek talélését, az antigén altal vezérelt expanziot, a
differencialodast €s az in vivo citokin termelést [202]. Ezenkiviil azt is megfigyelték, hogy az
IL-1B hatassal van a Th2 differencialodasra, a CD4" T-sejtek tenyésztése Th2 polarizald
koriilmények és IL-1p jelenlétében az IL-13 termelés jelentds ndovekedését eredményezték az
IL-1B nélkiil tenyésztett sejtekhez képest. Igy valésziniileg a DS-ekbdl szarmazé IL-1(
kedvezhet a Th2 irdnyu polarizacionak, ami a Thl iranyt hattérbe szoritja. Az IL-10-et az

immunvalaszok globalis szuppresszoraként €s a Th sejtvalaszok szabalyozdjaként ismerik
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legféképpen, mindazonaltal az IL-10 immunszabélyoz6 funkcidja ennél joval osszetettebbnek
tlinik [229]. Az IL-10-et eredetileg a Th2 sejtek altal termelt citokinnek irtdk le, mely
rendelkezik azzal a képeséggel, hogy a Thl sejtek citokin termelését elnyomja. KésObb
kideriilt, hogy a monocitak és a makrofagok, valamint a DS-ek is jelentds mennyiségii IL-10-
et szekretalhatnak az LPS stimulusra adott valaszként [230,203].

Eredményeink azt sugalljak, hogy az N-LPS IL-10 indukélé hatdsa a moDS-ekben
kifejezettebb volt, mint az RD-LPS kezelések esetében, igy az N-LPS-sel kezelt DS-ek
alacsonyabb Thl polarizdlo kapacitisa a magasabb IL-10 szint miatt alakulhatott ki.
Ezenkiviil kimutattdk in vitro is, hogy az IL-10-et eléallito DS-ek elésegitik a Th2 sejtek
polarizaciojat, mig gatoljak a Thl valaszokat [231,232]. Tovabba az IL-10-et, IFN-y-t
korlatozé és a Th2 sejteket tdmogato citokinként emlitik tobbféle Th2 tipusu gyulladéasban is,
kiilonboz6 in vivo egérmodellekben [233,234]. Feltételeztiik tovabba, hogy az RD-LPS-nek
kitett moDS-ek IL-10 termelését befolyasolhattdk az endotoxin ionizald sugarzdsa altal
generalt szabad zsirsavak is, mivel vizsgélataink szerint a [-hidroximirisztinsav
koncentracidja haromszor magasabb volt az RD-LPS készitményekben, mint az N-LPS-ben.
Széles korben elfogadott, hogy a szabad zsirsavak immunmodulald tulajdonsagokkal
rendelkeznek, és befolyasoljadk az immunvalaszok kimenetelét a szervezetben [235]. A
mirisztinsavrdl korabban megéllapitottak, hogy gombaellenes, €és gyulladdscsokkentd hatasa
van, ezenkiviil a mirisztinsav szabalyozza az autofagiat és az I-es tipusu IFN valaszokat [236-
239].

Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az LPS-sel kezelt moDS-ek IL-10 termelése gatolhatd
mirisztinsav jelenlétében. Igy arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az RD-LPS készitmények
magasabb mirisztinsav tartalma hozzajarulhatott az RD-LPS-nek kitett moDS-ek alacsonyabb
IL-10 termeléséhez. Az alacsonyabb IL-10 szint miatt az RD-LPS-nek kitett moDS-ek
nagyobb mértékben voltak képesek indukalni az IFN-y-t termeld Thl sejteket a ko-
kultarakban, szemben az LPS nativ formajaval kezelt DS-ekkel.

Szamos korabbi tanulmény vizsgalta allatmodellekben, hogy az LPS kezelés hogyan
befolyasolhatia az allergének altal kivaltott immunvalaszokat [138,224,240,241]. Igy
végezetiil kivancsiak voltunk arra, hogy az RD-LPS pre-expozicié képes-e gatolni a parlagfii
pollen altal kivaltott allergias gyulladast egerekben. Kisérleti rendszeriinkben az RD-LPS-sel
végzett hosszan tartd elékezelés (70 nap) képes volt jelentdsen csokkenteni a parlagfii pollen

altal kivaltott 1éguti eozinofilidt hathetes BALB/c egerekben. A korabbi vizsgalatokkal
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ellentétben nem észleltiik az endotoxin nativ formajanak védd hatasat az allergias gyulladasra,
csak a méregtelenitett forma bizonyult hatékony profilaktikus szernek [242,243]. A korabbi
vizsgalatokban, melyek az endotoxinok hatésait vizsgaljak allergias gyulladasokban, szamos
hozzaadott LPS eredetében és mennyiségében, valamint az allergének szenzibilizacidjanak
protokolljadban. Tovabba a mintavétel ideje és az allergénnel torténd kezelés utdni
mintafeldolgozas utja és a vizsgalt paraméterek is eltéroek. Ez lehet az oka annak, hogy a
kiilonb6zo laboratériumok néha egymasnak ellentmondd eredményeket publikdlnak az LPS
allergias gyulladésra gyakorolt hatasair6l [122]. Mi a kisérleteinkben 0jszerti modon az LPS-t
aeroszol formdjaban alkalmaztuk az allergén expozicid eldtt, amely lehetové tette az
endotoxin eloszlasat a laboratériumi allatok kdrnyezetében, beleértve az almot, az ételt és az
modellezziik azokat a koriilményeket, amit az allattarté gazdasagok kornyezete jellemez, ahol
az LPS szintek jelentdsen magasabbak, mint a belvérosi otthonokban [114]. Igy az egerek
endotoxin expozicidja nemcsak belégzéssel, hanem szdjon at is megtorténik. Mind a
belégzéssel, mind a szdjon at torténd endotoxin kezelésrél megallapitottak, hogy hozzajarul az
atopia megeldzéséhez [110,136,139]. Fontos azonban kiemelni, hogy az endotoxinok veédd
hatdsai két kritikus id0szakban a legerdsebbek: a sziiletés eldtti iddszakban és a korai
gyermekkorban. A legtobb tanulmédnyban a sziiletés utani idéablak egerek esetében az elsd 3
hétre, mig emberek esetében az elsd életévre vonatkozik [119,137]. Mi kisérleteinkben
hathetes egerek esetében is tapasztaltuk az RD-LPS allergia elleni prevencios hatasat. Néhany
tanulmany ugyanis kimutatta, hogy az LPS-expozici6 védo hatasai egerekben felndttkorban is
fennmaradhatnak [240,241].

Eredményeink arra utalnak, hogy az RD-LPS hatékonyabb ¢és biztonsagosabb
megkozelités lehet az atopia megeldzésére. Valosziniileg a nativ LPS-hez képest, az RD-LPS
nagyobb Thl sejt polarizadldo képessége elOsegitheti a Th2-tipusa gyulladdas Thl irdnyba
torténd eltolodasat, ami gatolja a Th2 medialt allergias folyamatok kialakulasat. gy
feltételezziik, hogy az RD-LPS rendszeres aeroszol formajaban torténd alkalmazasa
hozzajarulhatna a varosi kornyezet renaturdldsdhoz és ezaltal csokkenthetné az allergids
megbetegedések kialakuldsanak esélyét. Azonban fontos megjegyezni, hogy az RD-LPS
kezelés csak az elsd életévben lehet hatdsos, amikor a kiils6 mikrobidlis ingerekre valo

fogékonysag még fennall.
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VIL. Osszefoglalas

A replikalodo virusok felismeréséhez a DS-ek citoplazmatikus retinsav-indukalhato gén
(RIG) I-szeri receptorokat (RLR) hasznalnak, amelyek alapvetd szerepet jatszanak a
virusellenes immunvalaszok késdbbi aktivalasaban. Elséként a rapamycin emlds célpontjanak
(mTOR) endogén szabalyozo szerepét kivantuk feltdrni a humén monocita-eredetii DS-ek
(moDS-ek) ¢és plazmacitoid DS-ek (pDS-ek) RLR altal kivaltott effektor funkcidiban.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy az RLR stimulaci6 megnovelte az mTOR komplexek
(mTORC1, mTORC2) downstream célpontjainak, a p70S6 kinaznak, illetve az Akt-nak a
foszforilacigjat, amit az mTORCI inhibitor, a rapamycin, valamint a kettés mTORCI1/C2
kindz inhibitor, az AZD8055 mindkét DS altipusban gatolt. Tovabba az mTOR gatlasa az
moDS-ekben gatolta az RLR stimuléci6 altal kivaltott glikolitikus tranziciot, ami a laktat
termelés gatlasdban ¢és a kulcsfontossagi glikolitikus gének csokkent expresszidjaban
nyilvanult meg. Az mTOR blokkoléasa csokkentette az RLR-stimulalt moDS-ek és pDS-ek I-
es tipusu interferon (IFN) és pro-inflammatorikus citokin termeld képességét, mig a DS-ek
fenotipusat nem befolyésolta. Azt is megallapitottuk, hogy az mTOR-blokad csokkentette a
Tank-koto kinaz 1 (TBKI1) foszforilaciojat, amely az RLR altal vezérelt citokin termelést
kozvetiti. Emellett a rapamycin gatolta mindkét DS altipus IFN-y és granzim B termeld CD8*
képes. Igy megallapitottuk, hogy az mTOR pozitivan szabalyozza a human DS-ek RLR altal
kozvetitett virusellenes aktivitasat, tovabba ravilagitottunk az mTORCI szelektiv és a kettds
mTORCI1/C2 gatlas kiilonbségeire, amit figyelembe kell venni az 0j generacios mTOR-
inhibitorok fejlesztése soran. Ezt kovetden a kornyezetben taldlhatd endotoxinok
immunmodulald hatdsat vizsgaltuk DS-eken, mivel megfigyelések szerint a gyermekkori
kornyezeti endotoxin-expozicid6 védelmet nyujthat a Th2-medialt allergids betegségek
kialakulasa ellen. Igy vizsgalni kivantuk, hogy a beltéri kornyezet aeroszolizalt, sugarzassal
méregtelenitett lipopoliszachariddal (RD-LPS) torténd renaturdldsa megelézheti-e a parlagfii
okozta Th2-tipust 1éguti gyulladas kialakulasat. Mivel a DS-ek dontd szerepet jatszanak a T-
sejtvalaszok polarizacidjaban, elséként in vitro kisérleteinkben a nativ LPS (N-LPS) és az
RD-LPS hatésat hasonlitottuk 6ssze human moDS-eken. Kimutattuk, hogy az RD-LPS-nek
kitett moDS-ek nagyobb Thl-polarizald képességgel rendelkeznek, mint az N-LPS-nek kitett
moDS-ek. In vivo kisérletek soran hathetes BALB/c egerek ketreceit naponta kezeltiik

aeroszolizalt N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel. Tiz hetes kezelési idészak utan az egereket
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szenzibilizaltuk ¢és parlagfiipollen-kivonattal provokaltuk az allergias gyulladast. Az
elézetesen RD-LPS-ben gazdag milidben €16 egereknél szignifikansan kisebb allergias 1éguti
gyulladas alakult ki, mint az N-LPS-ben gazdag vagy az LPS kezelés nélkiili kornyezetben
616 egereknél. Igy feltételezhetd, hogy korai életkorban a varosi beltéri kornyezet renaturalasa

aeroszolizalt, nem toxikus RD-LPS-sel alkalmas lehet a Th2-medialt allergidk megeldzésére.
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Summary

To detect replicating viruses, dendritic cells (DCs) utilize cytoplasmic retinoic acid
inducible gene-(RIG) I-like receptors (RLRs), which play an essential role in the subsequent
activation of antiviral immune responses. First, we aimed to explore the endogenous
regulatory role of the mammalian target of rapamycin (mTOR) in RLR-triggered effector
functions of human monocyte-derived DCs (moDCs) and plasmacytoid DCs (pDCs). Our
results show that RLR stimulation increased the phosphorylation of the mTOR complex
(mTORC) 1 and mTORC2 downstream targets p70S6 kinase and Akt, respectively, which was
inhibited by the mTORCI inhibitor rapamycin as well as the dual mTORC1/C2 kinase
inhibitor AZD8055 in both DC subtypes. Furthermore, inhibition of mTOR in moDCs
impaired the RLR stimulation-triggered glycolytic switch, which was reflected by the
inhibition of lactate production and decreased expression of key glycolytic genes. Blockade of
mTOR diminished the ability of RLR-stimulated moDCs and pDCs to secret type I interferons
(IFNs) and pro-inflammatory cytokines, while it did not affect the phenotype of DCs. We also
found that mTOR blockade decreased the phosphorylation of Tank-binding kinase 1 (TBK1),
which mediates RLR-driven cytokine production. In addition, rapamycin abrogated the ability
of both DC subtypes to promote the proliferation and differentiation of IFN-y and Granzyme
B producing CD8" T cells, which AZD8055 was unable to do. Thus, we have found that
mTOR positively regulates RLR-mediated antiviral activity of human DCs and highlighted
the differences between mTORCI selective and dual mTORC1/C2 inhibition, which should
be considered in the development of new generation of mTOR inhibitors. Subsequently, we
investigated the immunomodulatory effects of environmental endotoxins in DC, as
observations suggest that childhood environmental endotoxin exposure may protect against
the development of Th2-mediated allergic diseases. Thus, we wanted to investigate whether
renaturation of the indoor environment with aerosolized radiation-detoxified
lipopolysaccharide (RD-LPS) could prevent the development of ragweed-induced Th2-type
airway inflammation. As DCs play a crucial role in the polarization of T cell responses, we
first compared the effects of native LPS (N-LPS) and RD-LPS on human moDCs in in vitro
experiments. We showed that RD-LPS-exposed moDCs have a higher Th1-polarizing capacity
than N-LPR-exposed moDCs. /n vivo experiments, cages of six-week-old BALB/c mice were
treated daily with aerosolized N-LPS or RD-LPS. After a ten-week treatment period, mice

were sensitized and provoked allergic inflammation with ragweed pollen extract. Mice
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previously exposed to RD-LPS-rich milieu developed significantly less allergic airway
inflammation than mice exposed to N-LPS-rich or LPS-untreated milieu. Consequently, we
suppose that the aerosolized, non-toxic RD-LPS applied in early life for the renaturation of

urban indoors may be suitable for the prevention of Th2-mediated allergies in childhood.
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IX. Kulcsszavak
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