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1. BEVEZETES

Az antigén-specifikus immunvalaszt az 6roklott és a szerzett immunrendszer egymassal
egylittmiikodve hozza 1étre. Az immunvalasz elsédleges célja, hogy elpusztitsa a korokozokat és a
tumoros elvaltozasokat mutatd sejteket, amely folyamat egyik f6 irdnyitéi az oOroklott
immunrendszerhez tartozo dendritikus sejtek (DC).

A sziiletést koveten a bor és a nyalkahartyak felszine szamos mikrobaval keriil kolcsonhatasba,
amelyet Osszefoglald néven mikrobidtanak hivunk. Ezen mikrobak egy része betegséget okozo
patogén, vagy az emberi szervezettel egyiitt é16 kommenzalis mikroorganizmus. Ezen mikrobak egy
része hasznos a szervezet szamara, amely cserébe tapanyagokkal latja el a mikrobat a taplalkozas
soran. A szimbidzissal veliink egyiitt él6 mikrobak meggatoljak a patogének elszaporodasat és
anyageseretermékeik révén a szervezet szamara jotékony hatassal is birnak. Ilyen eldnyods mikroba
pl. a Lactobacillus reuteri tejsavbaktérium, amely a nyalkahartya felszinét boritdé mucin réteget
bakterialis adhezinekkel képes kotni és igy stabil L. reuteri populacié maradhat fent a bélrendszerben.
De hogy ezen adhezinek milyen immunologiai sajatsagokkal birnak, még kevéssé ismert.

Az egészséges ¢és a betegséggel kiizdd szervezetben a taplalkozas és a bél mikrobiota
meghatarozza a helyi és a szisztémas immunvalasz fejlédését és kimenetét. Ugyanis a taplalékot,
koztik A-vitamint tartalmazo és mikrobakban gazdag bél mikrokdrnyezet szamos ligandumot
biztosit az immunsejtekben megjelend, lipideket felismerd sejtmagi hormon és a mintazat felismerd
receptorok szdmara. A DC-k alapvetd szereppel birnak a bél mikrobiota kozosség és az emberi
szervezet kozott kialakuld kdlcsonhatasok szabalyozasaban, de hogy a molekularis szinten zajlé
folyamatokra miként hathat az A-vitamin utanpotlasa, illetve a kommenzalis mikrobidta k6zosség
jelenléte egy kialakulo immunvalasz sordan még egyeldre nincs részleteiben feltarva.

Ezen problémak megoldasanak megkdzelitése soran olyan kisérleti rendszert terveztiink, ahol
megvizsgaltuk a mucint kotd bakteridlis adhezinek szerepét az L. reuteri baktériumok altal
létrehozott immunvélaszban, illetve megfigyeltiik hogyan befolyasolja az A-vitamin szarmazéka, az
all-transz retinsav (ATRA) a primer DC-k altal vezérelt immunvalaszt a kommenzalis és probiotikus

hatast bélbaktériumokkal szemben.

1.1. A kiilonb6z6 DC populaciok eltéro effektor és/vagy regulatérikus sajatsagokkal birnak

A dendritikus sejt elnevezés egy heterogén sejtpopulaciot takar. Ide értjiikk a konvencionalis, a
plazmacitoid és a monocita-eredetii DC-ket. Valamennyien a csontvelében talalhato CD34*
hematopoietikus Gssejtekbol erednek, amelyek tovabb fejlodnek a kozos mieloid progenitorra. A
kozos mieloid progenitorbol fejlédnek ki a monocitak, amelyek a vérkeringésen keresztiil eljuthatnak
a fert6zott vagy sériilt szoveti teriiletre, ahol makrofagga vagy DC-vé alakulhatnak a

citokinkornyezettdl fliggéen.



A DC-k szerepét elsésorban in vitro eléallitasuk soran derithetjiik ki. Gyulladasos és tolerogén
DC-k allithatok el6 monocitakbol, csontveldi sejtekbdl és embrionalis dssejtekbdl a citokinek (IL-4,
TNF-a, TGF-B), novekedési faktorok (M-CSF, GM-CSF) és egyéb anyagok (D-vitamin) kiilonb6z6
kombinacidinak segitségével. A DC-vé érés soran a monocitakra jellemz6 molekulak folyamatosan
eltlinnek (pl. a CD14 és a CD1d), mig a PRR (DC-SIGN), kostimulacids és antigén prezentacioért
felelos gének expresszidja folyamatosan emelkedik. Az in vitro eléallitott moDC-k megtalalhatok a
szervezetben és hatékonyan vesznek részt a szisztémasan és a nyalkahartyaban zajlo

immunvalaszban.

1.2. Egyes transzkripcios faktorok a DC fejlodését és immunogén sajatossagait elsédlegesen
hatarozziak meg

A DC differenciacidja soran a genomban talalhat6 gének az ugynevezett ,,mester” transzkripcios
faktorok pontos expresszios szabalyozasa alatt alnak. Ilyen mester transzkripcios faktorok pl. a
sejtmagi hormon receptor peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) v, retinoic-acid
receptor (RAR) és retinoid X receptor (RXR) vagy az interferon regulatory factor (IRF) 4, IRF8 és
a Runx3, amelyek aktivitidsuk és mennyiségiik alapjan alkalmazhatok az egyes DC populaciok
jellemzésére is.

A sejtmagi hormon receptorok endogén és exogén lipofil ligandumokkal rendelkeznek. Négy
csoportra oszthatjuk ket: a homodimer szteroid hormonreceptorok, az RXR heterodimerek (PPAR,
RAR, liver X receptor, vitamin-D receptor/VDR), a dimer és az orfan receptorok. Alapallapotban
jellemzden a citoplazmaban talalhatok inaktiv formaban hésokk-fehérjékhez kotddve, vagy a
sejtmagban a DNS-hez kotdédve egy hiszton-deacetilaz aktivitdssal rendelkezd korepresszor
komplexben. A ligandum kotédését kdvetden a citoszolikus hdésokk-proteinhez vagy a DNS-hez
kotott, gatolt hormon receptorok felszabadulnak a gatlas alol és kifejtik génexpressziot szabalyozo
funkciojukat.

Az RXR ¢és a RAR receptorok ligandumainak elsédleges forrasai a taplalék utjan keriil be a
szervezetbe, de ezek a molekuldk endogén modon is termelddhetnek. A RAR-ok természetes
liganduma az ATRA, amig az RXR-ok a 9-cisz RA altal aktivalodnak. A RAR receptorok kiemelkedd
szereppel birnak az embriogenezis, a sebgyogyulds, a boérhamképzdodés, a mieloid sejtek, a
vazrendszer és az idegrendszer fejlddése soran. Ezenkiviil a RAR izoformak iranyitjak a GM-CSF, a
GM-CSFR, a PPARy és a CD1 gének expresszidjat is DC-ben. A PPARy fehérje mennyisége
megemelkedik az éré moDC-ben GM-CSF és IL-4 jelenlétében és egyiittmiikodik a retinoid
receptorokkal. A ligandum kotését kovetéen a PPARy vezérli az endogén ATRA szintézisében
szerepet jatszo molekuldk expressziojat, amely igy a RARa aktivaciojahoz vezet. Erdekes modon az

anyagcserében, a lipid antigének feldolgozasaban és bemutatasaban, az invarians természetes 616 T



sejtek (INKT) aktivacidjaban szerepet jatszo gének egy csoportjat a PPARy mellett a RARa is

iranyitja.

1.3. A retinsav eredete

Az ATRA egy A-vitamin (retinol) szarmazék, amely a taplalkozas soran karotionoidok altal
keriil a szervezetbe és kiemelt szereppel bir a bél nyalkahartya, a bér és a szem épségének
megtartasaban. Az bélrendszerben az ATRA elballitasara a DC-k, makrofagok, bélhamsejtek és a
bélhamban talalhato dssejtek képesek. Az immunsejtekben miikdo, ATRA-szintézisben részt vevo
enzimek miikodéséhez sziikséges szubsztratok elsddleges forrasa a vérben kotott formaban 1évo
retinol, amely az STR6 transzporter altal keriil a sejtbe, ahol a CRBP1 és CRBP2 fehérjék kotik és
taroljak a citoplazmaban. A retinolt az alkohol-dehidrogenazok (ADH) és a retinol-dehidrogenazok
(RDH) oxidaljak retinalla, amely szubsztratként szolgal a retinsavat el6allitdo retinaldehid-
dehidrogenazok (RALDH) szamara. A RALDH enzimnek harom izoformadja ismert, amelyet az
ALDHI1A1, ALDHIA2 és az ALDHIA3 gének kodolnak. Ezen izoformédk DC-ben ¢és

makrofagokban eltéré mértékben jelennek meg.

1.4. A dendritikus sejtek a C-tipusi lektin receptoraik aktivalidsan Kkeresztiill képesek az
immunvalasz polarizilasara

A DC-k genetikailag konzervalt PRR-kat jelenitenek meg, amelyeket szerkezetiik alapjan ot
nagy csaladba sorolhatunk: az AIM2-szerti receptorok (ALR), a C-tipusu lektin receptorok (CLR), a
NOD-szerti receptorok (NLR), a RIG-I-szeri helikdzok (RLH) és a Toll-szerii receptorok (TLR).
Ezen receptorok patogén-, mikroba- vagy veszély-asszocialt mintdzatok felismerésére képesek
(PAMP, MAMP, DAMP). A kiilonboz6 felépitésii mikrobak mas és mas mintazat-felismerd receptor-
kombinaciokat aktivalnak és ez alapjaban véve meghatarozza meg a DC éltal vezérelt immunvalasz
kimenetét. A C-tipust lektin rceptorok mikrobialis és/vagy human eredetli glikoproteineket vagy
szénhidratokat ismernek fel, igymint a manndz, fukdz, a szialsav és B-glukanok. A DC-k a Dectin-2
és a DC-SIGN lektin receptorok altal tudjak megkiilonboztetni az egészséges human sejteket, a

mikrobialis szervezeteket és a tumoros sejteket egymastol.

1.5. A mikrobiéta tagokkal szembeni immunvalaszt a DC-k iranyitjak a nyalkahartya sajatos
kornyezetében

A nyalkahartyaban el6forduld6 DC-k egy heterogén populaciot alkotnak, amely egyarant
rendelkezhetnek mieloid vagy csontvel6i eredettel. Kozos jellemzojik, hogy a bél mikrobidta
kozosség tagjaival illetve a taplalék-erdeti antigénekkel szemben kialakitjak és fenntartjak a
tolerogén immunvalaszt. A vékonybélben jelen 1évé mononuklearis fagocitak, ugymint a DC-k és

makrofagok, nyalkahartyahoz asszocialhato sejtfelszini molekuldkat jelenitenek meg, pl. a CX;CR1
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kemokin receptor vagy a CD103 integrin molekula. A nyalkahartya lamina propria nevii szévetében
eléfordulé CD103* és CX3CR1* DC-k a bélhamsejteken atnytlva folyamatosan mintat vesznek a
béliiregbdl és ellendrzik a béliiregben talalhato antigének dsszetételét. A CX;CR1* DC-k f6 forrasai
a vérbol kilépd monocitak, amelyek az id6 elére haladtaval lecsokkentik a CX3;CRI1 receptor
sejtfelszini expresszidjat. A nyalkahartyaban a CX;CR1* DC-k aktiv fagocitakat és potencialis Th17
tipusii immunvalaszt kialakito sejteket képeznek. A CD11b*CD103* DC-k CCR7-fliggé modon
képesek a kozeli mezenteralis nyirokcsomoba vandorolni és a luminalis antigéneket bemutatjak a
nyirokcsomoéban 1évé T sejteknek. Az ATRA-termelé CD103* DC-k periférias regulatorikus T-
limfocita (Treg) sejteket is képesek polarizalni, amelyek segitenek meggatolni a mikrobidta tagokra

specifikus effektor T sejtek talzott miikodését.

1.6. A nyilkahartya immunitas folyamatosan termel és tart fenn effektor és regulatérikus T-
limfocita populiciokat

A nyalkahartya altal nyujtott specialis mikrokornyezet biztositja, hogy fennmaradjon az effektor,
regulator és memoria T sejtekbdl allo populacio. Ezen T sejtek foleg a bél mikrobiodta és taplalék
eredetii antigénekre specifikusak. Az effektor T sejtek, ugymint a Thl, Th17 és T follikularis segitd
(Tth) sejtek sajatos modon folyamatosan jelen vannak a nyalkahartydkban, mikozben IFNy, IL-17,
IL-12 és IL-22 citokineket termelnek, amelyek egyarant hatnak a kdrnyezé immunsejtekre illetve a
bélham kozonséges és specializalt sejtjeinek miikddésére. Ahhoz, hogy elkeriilje a szervezet az
effektor T sejtekbdl szarmazo, gyulladasos citokinek altal okozott szoveti karosodast, a helyi Treg
sejtek gyulladast gatld IL-10 és TGF-B citokineket termelnek.

A nyalkahartya Treg sejtjei a timuszbol eredhetnek vagy periféridsan is kialakulhatnak naiv,
segité T-limfocitakbol. A citokinkdrnyezettdl €s az immunologiai vonatkozastol fliggden, a periférids
Treg sejtek képzOsédést eldsegiti az endogén modon termelt ATRA és a kommenzalis
bélbaktériumokbdl szarmazd, a ndvényi rostok fermentacidja soran termelt rovid szénlancu zsirsavak
(SCFA), mint a vajsav jelenléte. A vajsav fokozza a Treg sejtek fejlodésé vezérld Foxp3
transzkripcids faktor génhez tartozd promoter régio H3 hisztonjanak acetilacidjat.

Az ATRA-nak viszont kettds hatasa is lehet a naiv Th sejt polarizacidjara a koncentraciojatol
fliggd modon. A Treg differenciaciot az ATRA és a TGF- jelenlétében a mikrobialis antigéneket
bemutatdé CD103" lamina propria eredeti DC-k inditjak be RAR-fliggé mdédon. Ez a mechanizmus
alakitja ki a periférias tolerancia egy fajtajat, az oralis toleranciat a taplalék és mikrobiota eredetii
antigénekkel szemben. Masrészt a retinol és az IL-6 egyiitt hatva a DC-k Th17 tipust immunvalaszt
alakitanak ki, amely effektor T sejt populacié kiilondsen nagy szereppel bir a gombék elleni

védekezés soran.



1.7. A human mikrobiéta kozosség

Az emberi szervezetben a bor és a nyalkahartyak természetes védelmi vonalakat képeznek a
kornyezettel szemben, amely felszinek egyben éléhelyiil is szolgalnak szamos mikroorganizmus
szamara, ideértve a baktériumokat, Archaeakat, egysejtii gombakat, amelyeket 6sszefoglald néven
mikrobiotanak neveziink. A betegséget okozo patogén mikrobakkal szemben a mikrobidta tagok nem
jelenitenek meg virulencia faktorokat és igy nem tudnak szétterjedni a szervezetben. A bakteriofagok,
az eukariotakat fert6z6 virusok, a protozoak és a soksejtii parazitdk nem tekintendék a normal
mikrobiota tagjainak, azonban ezek a mikrobak szamos egyén mikrobiota k6zosségében fellelhetok.

Sziiletést kovetden a mikrobak azonnal kolonizalni kezdik az 0jsziilott testfelszineit, amelyeket
kommenzalis, szimbionta és opportunista patogén csoportokba oszthatunk a gazdaszervezettel valo
kolesonhatasuk szerint. A rezidens, nem-patogén mikrobiota baktériumok elvonjak a tapanyagot a
patogének eldl, illetve kiilonbozd antimikrobialis anyagokat termelnek, amely folyamatot
kolonizacids rezisztencianak neveziink, azaz gatoljak a patogén mikrobak kolonizacidjat,
elszaporodasat. A felszineket boritd biologiai védelmet tovabb erdsithetik a baktériumokat és/vagy
egysejti gombakat tartalmazé probiotikumok, illetve a normal mikrobiota kozosség és a
probiotikumok szdmara fontos tapanyagokat tartalmazoé prebiotikumok. A mikrobiota tagok a
szervezet szamara hasznos anyagokat, igymint vitaminokat, élettani hatdssal bird rovid szénlanca
zsirsavakat, oligoszacharidokat termelnek, amelyek kozvetett modon befolyasoljak a helyi és
szisztémds immunvalaszt, fenntartjak a nyalkahartya épségét és elénydsen befolyasoljak a szervezet
kiilonboz6 szervrendszereinek miikodését. A bél mikrobiota hidnydban anyagcserezavarok,
immundeficiencidk alakulnak ki, illetve megnd az esélye az elhizdsnak, az inzulin rezisztencia, az
autoimmun és kronikus gyulladasos betegségek kialakuldsanak és az idegrendszeri, viselkedésbeli
zavarok kifejlddésének az esélye.

Az Enterobaktériumok a y-Proteobaktériumok egy nagy csoportjat alkotjak, ahova fakultativ
anaerob baktériumok, Ggymint a Morganella morganii és az Escherichia coli baktériumok is
sorolhatok. Ezek Gram-negativ palcika, kommenzalis bélbaktériumok, amelyek f6leg a vastagbélben
fordulnak el6 és altalaban részét képezik a normal bél mikrobidtanak. Az E. coli var. mutabilis (E.
coli Schaedler) eredetileg a nyolc baktériumtorzsbol allo Schaedler-flora egy tagja, amelyet egér
bélbdl izolaltak. Az E. coli Schaedler és a M. morganii egyediilall6 immunmodulalé hatassal birnak,
elésegitve példaul az IgA-termel plazmasejtek kialakulasat.

Jelen tanulmanyban két probiotikus hatast bélbaktériumot, nevezetesen a Bacillus subtilis és L.
reuteri baktériumokat is vizsgaltunk a Firmicutes baktériumok csoportjabol, amelynek tagjai
egyébként nagy szamban vannak jelen a béltraktusban. A B. subtilis Gram-pozitiv, spora formalo,
obligat vagy fakultativ aerob baktérium. A B. subtilis 090 torzset széles korben hasznaljak az
allatorvosi medicinaban, mint probiotikum a Monosporyn™ nevii termékben, amelyet az Ungvari

Nemzeti Egyetemen fejlesztettek ki.



A kornyezet eltulzott fertétlenitése, trauma vagy a bélrendszerbe bejutott kemikalidk a bél
mikrobiota diszbidzisahoz, azaz a mikrobialis kozOsség megvaltozasahoz vezethet amely
veszélyezteti a bél nyalkahartya épségét. A szervezet szamara kedvezodtlen Osszetételii mikrobidta
szerepet jatszhat a kronikus gyulladasos, autoimmun és idegrendszert érinté betegségek
kialakulasaban. A kronikus bélgyulladas egyik fajtajaban, a Crohn-betegségben szenveddk esetében
példaul a Proteobaktériumok aranya megemelkedik, mig a Firmicutes baktériumoké csokken. A
probiotikus E. coli Nissle 1917 torzs alkalmazhat6 kronikus bélgyulladasban szenvedok esetén, mivel
megfékezi a patogén E. coli baktériumok elszaporodasat. A fiatal korban kolonizalo, jotékony hatast
vagy kommenzalis E. coli 083 torzs és a L. rhamnonus baktériumok csokkentik az allergias és atopias

dermatitis incidenciajat talzott higiénias koriilmények kozott.

1.8. A Lactobacillus reuteri tejsavbaktérium evoliciésan egyiitt fejlodott az emberi szervezettel

A gerincesek bélrendszerében €16 normal mikrobidta tagja a L. reuteri tejsavbaktérium, amely
szamos elonyos hatassal rendelkezik a szervezet szamara. Meggatolja a patogén mikrobak
novekedését, fenntartja a bélham integritasat, helyi és szisztémas immunmodulalo hatassal
rendelkezik. A szervezet tobbi szervrendszerére kifejtett kozvetett hatdsok elsdsorban a termelt
anyagoknak, Ggymint a rovid szénlancu zsirsavaknak koszonhetd, de a helyileg hato tejsav és a
reuterin nevll antimikrobidlis anyagok felelések a patogének tavol tartdsaért. A L. reuteri
baktériumok stabil genommal rendelkeznek, de bizonyos torzsek antibiotikum rezisztenciat is kddolo
géneket hordoznak, amelyek nem alkalmazhatok probiotikumként.

Bizonyos probiotikus L. reuteri torzsek gyulladast fokozo hatassal birnak, pl. a L. reuteri 100-
23 képes a Treg populaciok kialakitdsara mig a L. reuteri 15007 szajon at torténd adminisztracioja
csokkenti az IFNy gén expresszios szintjét és noveli a TGF-B expresszidjat a mezenteralis
nyirokcsomobol szarmazo sejtekben. A gyulladas csokkentd, human béltraktust kolonizalo L. reuteri
ATCC PTA 6475 és az ATCC PTA 5289 torzsek csokkentették a TNF-a szekréciojat LPS-sel
stimulalt monocita-szeri sejtekben. A legujabb szakirodalmi adatok alapjan valoszinisithetd, hogy a
tejsavbaktériumok immunmodulald hatdsaban jelentds szereppel birnak a sejtfalon megjelend

adhézios fehérjék.

1.9. A mucint koté bakterialis adhezin fehérjék

A bélrendszert egy gélt formald mucin réteg boritja, melynek {6 alkotdja a mucin glikoproteinek,
de tartalmaz még antimikrobialis peptideket és szekretoros IgA (sIgA)-t, igy mintegy kémiai
védelmet biztosit a mikrobakkal szemben. A mikrobak az evolucid soran viszont olyan strukturakat
fejlesztettek ki, amelyek segitségével képesek megkapaszkodni €s tartdosan fennmaradni ezen a mucin
rétegen. Ilyen struktirak pl. az adhezinek, a pilusok és flagellak, amelyek eléfordulnak patogén és

kommenzalis mikrobakon egyarant. A L. reuteri baktériumok mucint k6té adhezineket (MucBP)
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jelenitenek meg. Az egyik ilyen legjobban karakterizalt adhezin a 353 kDa molekulasilya MUB
fehérje, amelyet a L. reuteri ATCC 53608 torzs jelenit meg, illetve az ATCC 6475 felszinén
megjelené CmbA protein.

Ezen adhézids fehérjék tehat valdsziniileg nemcsak a baktériumok penetracidjat szolgaljak,
hanem ligandumként is szolgalhatnak a DC-k felszinén 1évé mintazat felismer6 receptorok szamara
és modosithatjak a baktérium egyéb alkotorészei altal aktivalt PRR-okrol érkezd jelatviteli itvonalak

altal aktivalt gyulladasos és regulatorikus immunvalaszt.



2. CELKITUZESEK

. A Lactobacillus reuteri tejsavbaktériumon megjelend mucint koté adhezinek szerepének

vizsgalata az moDC altal vezérelt gyulladas és effektor segité T sejt polarizacio soran
A tejsavbaktériumok felszinén 1évé adhézios fehérjék és az immunvalaszt koordinald6 moDC
kozotti kolesonhatisok pontos molekuléris kolesonhatisai még nem tisztazottak. fgy célul tiiztiik ki
. a kiilonb6z6 adhezineket (CmbA, MUB) megjelenitd vad tipusu L. reuteri torzsek és
mutans variansaik fagocitozisanak vizsgalatait moDC-ben;
e az adhezineket megjelenitd és mutans L. reuteri térzsek gyulladasos és Th polarizald
képességének osszehasonlitasat moDC-ben;
. a tisztitott MUB fehérje gyulladast kivalto képességének vizsgalatat moDC-ben;
e a C-tipust lektin receptorok szerepének molekularis szinten valdo nyomon kovetését az

moDC és az L. reuteri baktériumtorzsek kdlcsonhatasa soran.

és a normal bél mikrobiéta tagok altal aktivalt immunvalaszra
Hipotézisiink szerint a vérbdl kilépé monocitdk DC-vé valé fejlédését modositja a vékonybél
lamina propria szdvetének citokinekkel, novekedési faktorokkal és retinsavval kondicionalt
mikrokérnyezete. {gy valoszinii, hogy az igy kialakulo DC populacié a bélben é16 mikrobiota
tagokkal szemben eltéré immunvalaszt kialakitd képességgel rendelkezhetnek, mint a retinoidok
hidnyaban fejlodé sejtek. Az moDC altal irdnyitott kommenzalis és probiotikus bélbaktériumokra
specifikus immunvalasz jellemzéséhez célul tiiztiik ki:
. az moDC GM-CSF, IL-4 és 1 nM koncentracioju ATRA jelenlétében vagy hidnyaban
. az moDC kommenzalis E. coli Schaedler, a M. morganii és a probiotikus B. subtilis
bélbaktériumokat fagocitaldo képességének monitorozasat retinoid kornyezetben ¢és
hidnyéaban;
. a kommenzalis és probiotikus bélbaktériumok T sejt polarizald képességének mérését
retinsav jelenlétében vagy annak hidnyaban fejlédott moDC-ben;

. aretinsav lehetséges molekularis célfehérjéinek felderitését az moDC differenciacio alatt.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Baktériumtorzsek
A tanulmany els6 részében a L. reuteri ATCC PTA 6475 (lar_0958"/CmbA*) és a L. reuteri
ATCC PTA 6475 lar_0958-KO/CmbA-KO torzseket, valamint a L. reuteri ATCC 53608 (MUBY) és
ezen torzs MUB-KO mutans variansat, az L. reuteri 1063N torzset hasznaltuk. A L. reuteri torzseket
Dr. Nathalie Juge biztositotta résziinkre (/nstitute of Food Research, Norwich, Egyesiilt Kiralysag).
A kisérletek masodik részében az alabbi kommenzalis bélbaktériumokat hasznaltuk fel: E. coli
var. mutabilis (Schaedler), M. morganii és B. subtilis 090, amely torzseket Dr. Nadiya Boyko

szolgaltatta kisérleti felhasznalasra (Ungvari Nemzeti Egyetem, Ukrajna).

3.2. Reagensek

Az anti-human Dectin-2 1gG az InvivoGen (31400 Toulouse, Franciaorszag) terméke. Az anti-
DC-SIGN monoklonalis ellenanyag (120507-es klon) az Abcam (Cambridge, UK) terméke. Az
ATRA, a szelektiv, természetes RARa-antagonista BMS-19614 (BMS614) és az anti-human B-aktin
a Sigma-Aldrich termékei (Schnelldorf, Németorszag). Az anti-IRF4 antitest a Cell Signaling
Technology, Inc. terméke (Trask Lane, Danvers, MA, USA).

Az egészséges donorokbdl szarmazd, leukocitakkal feldusitott vérkészitményeket az Orszagos
Vérellatd Szolgéalat debreceni kirendeltségli Regionalis Vérellatdé Kozpontja szolgaltatta résziinkre
kisérleti felhasznalas céljabol. A vérkészitmények felhasznalasara vonatkozo etikai engedélyt az
Orszégos Vérellato Szolgalat, a Debreceni Egyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kar és a Regionélis
¢és Intézményi Kutatoi Etikai Bizottsag adta ki. A vérkészitmények eléallitasa és tarolasa az Europai
Unio hatalyos irdnyelvei szerint torténtek. A periférids vér mononuklearis sejteket (PBMC) gradiens
alapu centrifugalassal nyertiik ki Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences, Uppsala, Svédorszag)
segitségével. A CD14" monocitdkat a PBMC-bdl anti-CD14, paramagneses gyonggyel konjugalt
ellenanyagokkal nyertik ki pozitiv szeparalassal, VarioMACS mégneses allvanyon. Aramlési
citometrids mérések alapjan az izolalt sejtek 96-99%-a CD14* monocita. A monocitdkat két napig
tenyésztettilk 12-lyuka tenyészt6 lemezen, 5,0 x 10° sejt/ml stirGiségben, szérummentes AIM-V
Gibco-féle tapfolyadékban (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA), amelyet 80 ng/ml GM-
CSF (Gentaur Molecular Products, Briisszel, Belgium) és 100 ng/ml IL-4 (PeproTech EC, London,
UK) citokinnel kondicionaltunk. Egyes moDC tenyészeteket 1 nM ATRA jelenlétében
differencaltattuk, amelyet a meghatarozott kisérleteknél 75 perces inkubaci6 elézott meg 1 pM
BMS614 specifikus RARa-antagonistaval. A sejteket 37°C-on 5%-os CO, tartalom mellett

tenyészettiik.
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3.4. Baktériumok tenyésztése és felhasznalasuk az moDC stimulaciéhoz

A L. reuteri baktériumokat Difco™ de Man, Rogosa & Sharpe (MRS, BD BioSiences, Franklin
Lakes, NJ USA) tapfolyadékban tenyészettiik 18 o6ran keresztiil, razatas nélkiil 37°C-on aerob
koriilmények kozott. Az E. coli Schaedler, a M. morganii és a B. subtilis baktériumokat 2%-0s
Lysogeny Broth tapfolyadékban (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Németorszag)
tenyésztettilk egy éjszakan keresztiil, allandé razatas mellett 37°C-on szintén aerob koriilmények
kozott. A baktérium szuszpenzidkat 25 ml steril foszfat alapa pufferrel, PBS-sel mostuk haromszor
és a koloniaformald egységek (CFU) szamat spektrofotométerrel allapitottuk meg, ahol az
ODgonm*2.5%108 CFU/ml. A human moDC kultardkat 250 ng/ml ultratiszta lipopoliszachariddal
(LPS, InvivoGen) vagy €é16 kommenzalis baktériumokkal aktivaltuk nem toxikus, moDC : CFU = 1

: 0,4 aranyban, amelyet 1,5 vagy 24 6ras koinkubacio kovetett.

3.5. Fagocitozis mérés

Az é16 baktériumokat 3500 rpm sebességgel, 5 perces centrifugalassal osszegyijtottik és 25 ml
PBS-sel mostuk. A baktériumokat 65°C-on, 45 perc elteltével inaktivaltuk és 0,25 M karbonat-
bikarbonat pufferben (pH 9,0) szuszpenzidoba hoztuk. A hdéinaktivalt baktériumokat tartalmazo
szuszpenziot (900 pl) 100 pl, 5 mg/ml koncentracioju, dimetil-szulfoxidban oldott fluoreszcein-
izotiocianattal (FITC) inkubaltuk folyamatos keverés mellett 4°C-on egy éjszakan at. A FITC-cel
jelolt, inaktivalt baktériumokat intenziven mostuk PBS-sel és 1,5 vagy 3 oran keresztiil egyiitt
inkubaltuk a moDC-vel 37°C vagy 4°C-on, moDC : CFU= 1 : 20 arany mellett. A FITC-baktérium

konjugatomra pozitiv moDC-ket dramlasi citometridval mutattuk ki.

3.6. Aramlasi citometrids mérések

A nyugvo és az aktivalt moDC fenotipusos jellemzdit aramlasi citometridval vizsgaltuk, amely
soran anti-human CD1d-PE (fikoeritrin), CD103-FITC, HLA-DQ-FITC, PD-L1/CD274-PE (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), CD1a-APC (allofikocianin), CD40-FITC (BioLegend, San
Diego, CA, USA), CX;CRI1-PE, CD80-FITC, CD83-FITC, CD86-PE, DC-SIGN-FITC, CCR7-PE,
CD14-PE (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) ellenanyagokat és ezekkel megegyezd izotipus
kontrollokat hasznaltunk. A Treg sejtek vizsgalatat aramlasi citométerrel végeztiik el, anti-human
CD25-PE (BD-Pharmingen), CD4-FITC (BioLegend), FoxP3-APC (R&D Systems) és anti-IL-10-
AlexaFluor488 (BioLegend) jelolt ellenanyagok felhasznalasaval. Az aktivaciot kovetéen 24 oraval
az moDC életképességét 2 ng/ml 7-AAD (LKT Laboratories Inc., St. Paul, MN, USA) DNS-be
interkalalodo festék segitségével mértiik aramlasi citometriaval. A fluoreszcencia intezitasokat
FACSCalibur (BD Biosciences) aramlasi citométerrel mértiik, az adatokat FlowJo szoftverrel

elemeztiik (Tree Star, Ashland, OR, USA).
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3.7. RNS izolalas, cDNS szintézis és valos idejii kvantitativ PCR (RT-qPCR)

A teljes RNS mennyiséget a TriReagent (Molecular Research Centr, Inc., Cincinnati, OH, USA)
lizalo reagenssel szabaditottuk fel a sejtekbdl. A teljes RNS-b6l (1 pg) reverz transzkripciés PCR
technika segitségével cDNS-t készitettiink High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo
Fischer Scientific) reagens kit felhasznalasaval. Génspecifikus TagMan primereket és hidrolizisen
alapuld, fluorokrommal jelolt probakat (Thermo Fischer Scientific) alkalmaztunk a célgének relativ
expresszios szintjének meghatarozasara. A folyamathoz 12,5 ul templat cDNS-t, a qPCR reagenseket
és Dream-taq DNA polimeraz enzimet tartalmazo reakcio elegyet hasznaltunk. A PCR reakciot ABI
StepOnePlus késziilékkel végeztiik el. A h36B4 haztartasi gén expresszids szintjéhez viszonyitottuk
a célgének expresszios szintjét specifkus h36B4 primereket és jelolt probat felhasznalva (Integrated
DNA Technologies, Coralville, IA, USA). A ciklusok kiiszobértékét a StepOne Software 2.1

segitségével hataroztuk meg (Thermo Fischer Scientific).

3.8. A termelt citokinek és kemokinek koncentraci6janak meghatarozasa
Az moDC feliiluszojat az aktivaciot kovetden 24 oraval dsszegytijtottik és ELISA modszerrel
meghataroztuk a termelt TNF-a, IL-18, IL-6, IL-10, IL-12(p70), IL-23(p19) citokinek és a CXCL-8

utasitdsoknak megfelelden.

3.9. Az moDC iltal stimulalt autolég T-limfocitak polariziciojanak vizsgalata

Az effektor segité T sejt valasz monitorozasahoz a nyugvo, LPS-sel vagy €16 bélbaktériummal
stimulalt moDC-ket periférids vér limfocitdkkal (PBL) inkubaltuk egyiitt négy napig AIM-V
tapfolyadékban. Az moDC : T sejt arany 1 : 20 volt. A koinkubéciot kdvetéen az IFNy-at és az IL-
17 citokint termeld T sejtek szamat ImmunoSpot (ELISPOT) modszerrel hataroztuk meg (NatuTec
GmbH, Frankfurt am Main, Németorszag). Negativ kontrollként szolgaltak azon sejttenyészetek,
ahol nyugvo moDC-k voltak egyiitt inkubalva T sejtekkel, illetve T sejttenyészetek moDC nélkiil.
Az IL-17 citokin szekrécid kimutatasdhoz az ELISPOT lemezeket el6zbleg az anti-IL-17 mellett 0,5
png/ml anti-human CD3 ellenanyaggal (BD Biosciences) is lefedtiik. A lemezeket ImmunoScan lemez
olvasoval és kiértékeld programmal (Cell Technology Limited, Shaker Heights, OH, USA)
analizaltuk.

A Treg sejteket hat napos kokultirabol mutattuk ki, ahol az moDC : T sejt arany 1: 10 volt. Az
IL-10 termel6 Treg sejteket aramlési citometriaval hataroztuk meg. A kokultiraban 1évé sejtekhez a
felvétel el6tt hat 6raval monensin tartalmi Golgo-Stop™ reagenst adtunk a gyart6 utasitasi szerint
(BD Biosciences). Ezt kovette a sejtek felszini és intracellularis jel6lése ellenanyagokkal, ami soran

Citofix/Cytoperm fixalo és permeabilizalo puffert (BD Biosciences) alkalmaztunk
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3.10. Western blot

A sejteket Laemli pufferben lizaltuk, majd a fehérje extraktumokat 10%-os poliakrilamid gélben
megfuttattuk és nitrocelluléz membranra transzferaltuk. Az IRF4 fehérjét nyulban termelt anti-
human IRF4 ellenanyaggal jeloltiik a membranon, aminek jelenlétét poliklonalis, tormaperoxidazzal
konjugalt masodlagos anti-nytl ellenanyaggal (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont
Buckinghamshire, UK) hataroztuk meg Iumineszcencian alapuld detektalasi rendszerrel
(SuperSignal ECL Sytem, Thermo Fischer Scientific). A célfehérje relativ expresszidjat a B-aktin

fehérje expresszidjanak segitségével hataroztuk meg.

3.11. A C-tipusu lektin receptorok altal vezérelt gyulladasos valasz in vitro vizsgalata

A CLR-ek az moDC altal beinditott gyuladasos valasz szerepének vizsgalatahoz tisztitott,
endotoxin-mentes, bakterialis eredeti MUB adhezin fehérjét alkalmaztunk. A MUB fehérjét 38,5
png/ml koncentracioban gamma-sugarzassal sterilizalt OptEIA lemezeken immobilizaltuk 4°C-on,
egy ¢jszakan at. A fedést kovetden a lemezt intenziven mostuk steril PBS-sel.

Az moDC-ket 5 pg/ml anti-human DC-SIGN vagy anti-Dectin-2 neutralizalé ellenanyag
jelenlétében vagy hidnyaban inkubaltuk egy oran at jégen. Az inkubaciot kovetden a sejteket 5 ml
friss AIM-V tapfolyadékkal mostuk, majd 24 oran 4t inkubaltuk a MUB-fedett és fedetlen OptEIA
lemezen. A TNF-a és az IL-6 citokinek koncentraciojat OptEIA kitek segitségével hataroztuk meg.

A kisérletek masik részében az ellenanyaggal fedett és nem fedett moDC-ket €16 L. reuteri
bélbaktériumokkal, az ATCC 53608 vad tipusi és az 1063N MUB-KO mutadns torzsekkel
inkubaltuk 1,5 6ran keresztiil moDC . CFU =1 : 4 aranyban. A koinkubaciot kdvetden az moDC-ket
intenziven mostuk 1000 rpm-en 5x5 percig 4°C-on, steril PBS-ben. Az moDC-ket végiil autolog T-
limfocita kokultiraban tenyésztettiik tovabb 1 : 20 ardnyban négy napig friss AIM-V médiumban.
Az IFNy termel6 T-limfocitdk szamat ELISPOT technikaval hataroztuk meg.

3.12. Statisztikai analizis

Student-féle parositatlan, két szélii t-tesztet vagy variancia-analizist alkalmaztunk az adott
paramétereken beliill mért kiilonbségek matematikai elemzéséhez. Szignifikansnak tekintettiik a
kiilonbségeket, ha a p < 0,05. Szignifikdnsan eltéré szorasnégyzetek esetén a t-teszteknél Welch-
korrekciot alkalmaztunk. Az eredmények atlagat +SD-vel abrazoltuk. A statisztikai analizist és
abrazolast Graphpad Prism 6.0 szoftverrel végeztiik el (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).
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4. EREDMENYEK

4.1. A Lactobacillus reuteri baktériumokon megjelend mucint koté adhezinek szerepének

vizsgdlata az moDC dltal vezérelt gyulladdsos vilaszban

4.1.1. A mucin adhezinek fokozzik az L. reuteri bélbaktériumok felvételét moDC-ben

Az L. reuteri ATCC PTA 6475 torzs CmbA adhezint, mig az ATCC 53608 torzs MUB adhezint
jelenit meg a sejtfalan. JOl ismert tény, hogy a fagocitozis folyamata mar a kezdetén meghatarozza a
kialakulo antigén-specifikus immunvalasz mindségét. A L. reuteri fagocitdzisanak monitorozasahoz
a vad tipusu és a 6475-KO valamint az 1063N MUB-KO mutans variansokat hasznaltuk.

A FITC-cel jelolt baktériumokat 1,5 6ran at, 37°C-on inkubaltuk egyiitt az moDC tenyészetekkel.
Az 1063N torzset tizszer kisebb hatékonysaggal internalizaltdk az moDC-k, mint a vad tipusu torzset,
és a PTA 6475 torzset kétszer hatékonyabban, mint a 6475-KO CmbA mutans variansat. Ezental a
MUB-mutans 1063N torzset tizszer kisebb mennyiségben fagocitaltak az moDC-k, mint a 6475-KO
mutans torzset. 4°C-on a fagocitdzs folyamata gatolhato, igy vizsgalhaté azon moDC, amelynek
felszinére adherens baktériumok koétddtek ki. Ebben az esetben a vad tipust baktériumok is tobb
moDC-hez kotddtek ki, mint a mutans torzsek baktériumai. Ezek az eredmények tehat azt mutatjak,
hogy a bakteriélis sejtfalon megjelend mucint kot fehérjék eldsegitik a tejsavbaktériumok felvételét

moDC-ben.

4.1.2. A L. reuteri felszinén megjelené mucint koté adhezinek médositjak az moDC altal
vezérelt gyulladasos folyamatokat

Az €10 L. reuteri tejsavbaktériumok moDC-t aktivald képességét tovabbi vizsgalatoknak vetettiik
ala. Megvizsgaltuk mikét indukaljak 24 ora alatt a CD83, a CD80 és CD86 ko-stimulacids és az
MHCII molekula HLA-DR sejtfelszini megjelenését moDC-n. Eredményeink szerint valamennyi
torzs képes volt az aktivacios marker CD83 sejtfelszini megjelenitésére, ami a nyugvo sejtek csak kis
szazalékan jelenik meg, de jelent6s csokkenést tapasztaltunk az 1063N torzs altal indukalt
aktivacioban a vad tipusu varianshoz képest. A L. reuteri — moDC kokulturakban szintén tapasztaltuk
a CD80, CD86 ¢s a HLA-DR molekulak sejtfelszini ndvekedését és a MUB jelenléte erésebb valaszt
mutatott a mutans térzshdz viszonyitva.

Az moDC altal termelt pro-inflammatorikus és T-limfociakat polarizalo citokinek mennyiségét
megvizsgaltuk a L. reuteri baktériummal valé stimulaciot kovetden. Eredményeink szerint a L.
reuteri ATCC PTA 6475 hatékonyabban aktivalta a TNF-a termel6dését, mintaz ATCC 53608 torzs.
A két mutans torzs pedig kisebb mértékit TNF-o szekréciot okozott, mint a vad tipusa variansaik. A
L. reuteri 1063N mutans tovabba kisebb mennyiségben indukalta az IL-18 és az IL-6 citokinek

termel6dését is, csakugy mint az anti-inflammatérikus IL-10 citokinét a vad tipushoz képest. Erdekes
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modon a két vizsgalt vad tipusu torzs hasonld mértékben aktivalta az moDC-k immunoregulator
funkcidval bird IL-10 termelését, mig a 6475-KO esetében a gyulladasos citokinek szekrécidja
csokkent. Ezenfeliil valamennyi torzs képes volt kimutathato IL-12 és IL-23 szekrécio beinditasara
moDC-ben. Ezen eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a mucint k6t6 adhezinek erésitik a L. reuteri
altal kivaltott gyulladasos citokintermelést moDC-ben.

A kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy a mucint k6t6 adhezinek hogyan befolyasoljak az moDC
effektor Th sejteket polarizalo képességét. Az eredmények szerint a vad tipust torzsekkel aktivalt
moDC-k emelték az IFNy-at termeld T sejtek szamat és polarizaltdk az IL-17-et termel6 T-
limfocitakat is. Ezzel szemben az L. reuteri 6475-KO és az 1063N torzsek ugyan kisebb szamban,
de képesek voltak Thl tipusi IFNy termeld T sejt populaciot létrehozni, de a Thl7 tipusu
immunvalasz elmaradt. Osszefoglalva, az moDC altal irdnyitott T sejt valasz polarizaciéjat

meghatarozzak a tejsavbaktériumok felszinén megjelend adhezin fehérjék.

4.1.3. A MUB fehérjének a L. reuteri baktérium altal kivaltott immunvilaszt médosité
képessége az moDC felszinén megjelend DC-SIGN és Dectin-2 mintiazat felismerd
receptorokkal val6 kélcsonhatiasanak eredménye

A vad tipusu L. reuteri ATCC PTA 53608 4ltal kivaltott, fokozott gyulladdsos valasz molekularis
hatterének vizsgalata soran megfigyeltiikk, hogy az immobilizalt MUB fehérje képes a pro-
inflammatorikus TNF-a és az IL-6 citokinek termelésének kivéltasara az aktivaciot kovetden 24
oraval moDC-ben. Ez a hatas csokkenthetd volt, ha eldtte az moDC-ket neutralizalo anti-DC-SIGN
vagy anti-Dectin-2 ellenanyaggal fedtiik be. Az immobilizalt MUB adhezin nem volt képes az IL-18

Erdekes modon a vizsgalt C-tipust lektin receptorok gatlasa nem befolyasolta a héinaktivalt L.
reuteri ATCC 53608 baktériumok fagocitézisait moDC-ben. A DC-SIGN és a Dectin-2 receptorok T
sejt valaszt befolyasold képességének vizsgalata soran €16 L. reuteri ATCC 53608 és 1063N
baktériumokat alkalmaztunk. A hasznalt ellenanyagok neutralizaljak, illetve blokkoljak a receptor
jelatviteli funkciojat a ligandum kotédése alatt. Az eredmények alapjan az moDC-k Thl iranyu
polarizacios képessége csokkent a vad tipusi, MUB-ot megjelenitd L. reuteri baktériummal torténd
expoziciot kovetden, ha eldtte blokkoltuk a DC-SIGN vagy a Dectin-2 receptorok jelatvivo
képességét. Viszont nem valtozott az moDC altal medialt Thl iranytl immunvélasz mértéke a mutans
torzs esetében megegyezd koriilmények kozott. Osszefoglalva kijelenthetd, hogy az moDC Dectin-2
és a DC-SIGN lektin receptorainak kolcsonhatdsa a tejsavbaktériumokon megjelend MUB

adhezinnel kiemelten fontos a hatékony Thl tipusi immunvalasz létrehozasahoz.
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4.2. A kommenzadlis bélbaktériumok immunvdlaszt kialakito képességének vizsgdlata retinoid
kornyezetben és annak hianydban

Vizsgalataink soran feltartuk, hogy a normal mikrobidta bizonyos tagjai kozvetlen
immunmodulalé képességgel birnak, ahogy ezt a L. reuteri baktériumok sejtfali adhezinjeik esetében
is tapasztaltuk. A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a kommenzalis bélbaktériumok, ugymint a
Proteobaktériumokhoz tartozd E. coli Schaedler és a M. morganii, illetve a probiotikus B. subtilis
miként valtanak ki immunvalaszt moDC-ben és ezt hogyan modositja a retinoid kornyezet, amelyhez

hasonl6 folyamat jatszodhat le a bélrendszerben a taplalkozas soran bevitt A-vitamin esetében.

4.2.1. Kiilonb6z6 moDC populiciékban eltéré mértékben jelennek meg a f6bb transzkripciés
faktorok és a CD1 glikolipid receptorok

GM-CSF, IL-4 és 1 nM ATRA jelenlétében differencialodd két napos moDC-k emelkedett
relativ mRNS expressziot mutattak a sejtmagi hormoni receptorokra nézve. A PPARy, a RARa és az
RXRo az ALDH1A2 gén expresszidjaval egyiitt emelkedett szintet mutatott a retinsav nélkiil
fejlodott moDC-hez képest. A CD1d mRNS ¢és sejtfelszini expressziojat az ATRA fenntartotta, mig
a CDla-t gatolta, azaz az ATRA modositja az moDC differencidcidjat. Megjegyzendd, hogy a DC
marker DC-SIGN ¢ésa CD11b esetében nem tapasztaltunk kiilonbséget a két moDC populécio kozott.

A DC-ket nem csak a sejtfeszini molekuldk, hanem a transzkripcids faktorok alapjan is
azonosithatjuk. Az altalunk 1étrehozott in vitro modell rendszerben a retinsavval eldkezelt moDC-k
IRF4 expresszioja alulmaradt a retinsav nélkiil kialakultakhoz képest, azaz az moDC-k
differencicis programjat meghatérozza a jelenlévé retinoidok, példaul a retinsav jelenléte. Igy két,
fenotipusosan eltér6 moDC populaciot sikeriilt azonositani a vizsgalati rendszeriinkben: CDla
CD103"CD1d* moDC, mint RARaM[RF4P sejtek, és a CD1a”-CD103-CD1d" moDC-ket mint
RAROIRF4" sejtek.

42.2.A kommenzilis bélbaktériumok hatisira a RARa“IRF4" moDC nagyobb
hatékonysaggal stimullja a T-limfocitikat, mint a RAR"IRF4" sejt

A legujabb irodalmi adatok szerint az moDC altal vezérelt gyulladdsos valaszt elsédlegesen
hatarozhatjak meg a felvett mikroba egyedi sajatossagai. A Thl tipust valaszt az Enterobaktériumok
kozé sorolhatd E. coli Schaedler és a M. morganii véltotta ki, mig a Th17 és IL-10 termeld Treg
tipusa vélaszt valamennyi tesztelt bakterialis torzs képes volt létrehozni. Erdekes modon az ATRA-
val kondicionalt moDC-k kisebb mértékben voltak képesek Thl, Th17 és Treg tipusi immunvalaszt

kialakitani.
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4.2.3. A kommenzailis bélbaktériumok ATRA-fiiggé médon moédositjaAk a CD1 és a
nyalkahartyahoz-asszocialt molekulék sejtfelszini megjelenését

Az altalunk vizsgalt bélbaktériumok koziil egyediilallo moédon az E. coli Schaedler tudta
csokkenteni a CD1a* moDC-k szamat, mig a B. subtilis a retinsavval el6kezelt sejtek felszinén 1évo
CD1d protein expressziojat csokkentette. A M. morganii nem volt hatassal sema CDla, sema CD1d
sejtfelszini megjelenésére. Erdekes médon a retinsav emelte a nyalkahartya immunsejtjein megjelend
CDI103 integrin molekula expressziojat, amely a kommenzalis bélbaktériumok jelenlétében
lecsokkent. Ezzel ellentétesen regulalodott a CX;CR1 expresszidja, amit retinsav onmagaban nem
indukalt, szemben a bélbaktériumokkal, és amely hatast a retinsav viszont fokozni tudott.
Osszességében tehat a retinsav a nyalkahéartyakban is eléfordulé DC populdciot hoz létre, amely

modositjak az €16 bélbaktériumok.

4.2.4. Az moDC fagocitilo képességét a bélbaktériumok egyedi sajatossiagai és a retinoid
kornyezet egyiitt hatarozzak meg

Az moDC fagocitald képességét is megvizsgaltuk a FITC-cel jelolt, hdinakvitalt E. coli
Schaedler és a B. subtilis baktériumok esetében, ahol 3 6ras expozicios id6t alkalmaztunk a 37°C-on
vagy a 4°C-on tartott human moDC sejttenyészetek esetében. Ahogy vartuk, a hdinaktivalt
baktériumok felvételét a RARaMRF4" sejtek szignifikdnsan nagyobb hatékonysaggal végezték a
retinsav nélkiil fejlodott sejtekhez képest. A 4°C-on inkubalt moDC kulturék esetében talaltunk olyan
moDC-ket, amelyek felszinére kikotddott az inaktivalt baktérium, de erre az ATRA nem volt
hatassal. Ezen adatok 0sszességében azt mutatjak, hogy a bél eredetii, bakterialis stimulacio soran az
ATRA a nagyobb fagocitald képességgel biro CD1aCD1d* moDC populacié kialakulasat okozza,

mely soran a nyalkahartyahoz-asszocialt CD103 molekula sejtfelszini expresszidja lecsokken.

4.2.5.A RARG"IRF4° moDC aktiviciéja erésebb gyulladdsos kornyezetet hoz létre a
RARGPIRF4" sejtekhez viszonyitva

A kommenzalis E. coli Schaedler és a probiotikus hatasu B. subtilis egyarant képes volt a CD83
sejtfelszini aktivacios molekula expresszidjanak emelésére, mig a CCR7 moDC-vandorlast iranyito
kemokin receptor sejtfelszini intenzitdsa csak az E. coli Schaedler és az LPS hatasara emelkedett
jelentdsen, amely hatast az ATRA gatolt. Ezzel a folyamattal parhuzamosan, az E. coli Schaedler, és
kisebb mértékben ugyan, de a B. subtilis is képes volt a pro-inflammatorikus TNF-a, IL-18 és az IL-
6 citokinek szekréciojanak beinditasara moDC-ben, amely hatast az ATRA jelentésen fokozott.

Tehat az eddigi adatok alapjan a retinsavval eldkezelt moDC-k a kommenzalis
bélbaktériumokkal valo talalkozast kovetden aktivabb fagocitaknak bizonyulnak, amelyek kisebb

CCR7-vezérelte vandorlasi képességgel, de nagyobb gyulladast 1étrehozo potenciallal rendelkeznek,
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mint az ATRA nélkiil fejlodott moDC-k. Tovabba a B. subtilis képes gyulladasos citokinek
termelésének kivaltasara, elsésorban az IL-6 esetében, de az IL-18 és a TNF-o termelése kis mértéki

mind az E coli-hoz, mind az LPS-hez viszonyitva.

4.2.6. Az E. coli Schaedler és a B. subtilis bélbaktériumok hatékony T sejt stimulilé moDC
populaciét hoznak létre, amely hatast az ATRA jelenléte korlatoz

A HLA-DR és a HLA-DQ, valamint a kostimulator CD80, és CD86 molekulak sejtfelszini
megjelenését az LPS és a tesztelt mikrobidta tagok egyarant megemelték. A Th sejtek tovabbi
polarizacidjahoz bizonyos citokinek jelenléte is sziikséges. Az immunvalaszt a Thl iranyba eltolo
IL-12 esetében a B. subtilis nem okozott citokin szekréciot, ellentéten az E. coli Schaedlerrel és az
LPS-sel. Az IL-23 esetében az IL-12-h6z hasonloan alakult a citokintermelés, ugyanakkor a retinsav
gatolta az IL-12 termelést. A retinsav fokozta az IL-23 termelést, hasonl6an a pro-inflammatoérikus
citokinekéhez. Ezen eredmények azt mutatjak, hogy a kommenzalis bélbaktériumok hatékony T sejt
stimulalé moDC-t hoznak Iétre, ahol az antigén prezentacioért felelés MHCII molekulak alacsony

szintll expresszidja a T-sejt polarizacio csokkent hatékonysagat vonja maga utan.

4.2.7. A RARGMIRF4° moDC iltal létrehozott, limitalt effektor T sejtes valasz és a fokozott
gyulladasos kornyezet meggitolhatéo a RARa specifikus gatlasa altal

Kimutattuk, hogy ha a RARa receptor ATRA-hoz vald kotddését gatoljuk egy specifikus
antagonistaval a kialakulé moDC fenotipusosan megegyezik a csak GM-CSF ¢és IL-4 jelenlétében
Ezenkiviil az ATRA Aaltal létrehozott, és emelkedett gyulladasos potenciallal biré moDC populacio
kialakulasa is megel6zhetS a RARa gatlasaval. fgy a TNF-o, az IL-1B, az IL-6 és az IL-23 citokinek
koncentracioja azonos szintre keriilt vissza azon moDC tenyészetek feliiliszdjaban mért citokinek

Eredményeink szerint a RARa miikddése az moDC immunogenitasat is befolyasolja, de ennek
pontos molekularis héttere nem tisztazott egyelére. Ma mar azonban ismert, hogy az IRF4
transzkripcids faktor pozitivan szabalyozza az MHCII gének transzkripcidjat és fokozza a DC
immunogenitasat, azaz hatékony T sejt aktivalo képességgel birnak az IRF4 fehérjét magas szinten
expresszaldo DC-k. Az altalunk vizsgalt modellben az moDC-k magasabb szinten jelenitik meg az
IRF4 fehérjét retinsav hianyaban, és ezt a szintet az MHCII-vel parhuzamosan a bélbaktériumok
fokoztak. Ugyanakkor a retinsav csokkenti mind mRNS mind fehérje szinten is az IRF4
expressziojat. Feltételezhetjiik, hogy az moDC gyulladasos és immunogén sajatosagait az IRF4 és a
RARa transzkripcids faktorok egyiittmiikodése hatarozhatja meg, amelyek miitkodését viszont az érd

moDC mikrokdrnyezetében 1év lipidek illetve retinoidok befolyasolnak.
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5. MEGBESZELES

Jelen tanulmany soran annak vizsgalatat tliztiik ki célul, hogy milyen molekularis
kolcsonhatasok iranyitjak a normal mikrobidta tagok altal aktivalt és moDC altal vezérelt T sejtes
immunvalaszt. A human bélrendszerben él6 mikrobidta egy rendkiviil heterogén mikrobialis
kozosséget alkot, amelynek Osszetétele egyénre szabott jellemzoket is mutat. Részt vesz az
immunrendszer helyes fejlddésében és meggatolja a patogén mikrobak kolonizacidjat és a betegségek
kialakulasat. Tovabba egyes immunomodulator fajok, illetve torzsek képesek megvaltoztatni a
nyalkahartyaban 1év6 rezidens effektor és Treg sejtek Osszetételét. A patogén fajok altal beinditott
immunvalasz mar jol ismert a szakirodalomban, de hogy a norméal mikrobidta tagok milyen
kiilonbséget mutathatnak és ezen kiilonbségek milyen okokbdl fakadnak még egyeldre kevéssé
ismert. Ezen probléma mentén haladva megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 modon differencialodott
monocita-eredetli dendritikus sejtek (moDC) hogyan reagalnak a kiilonb6z6 bélbaktérium fajokra,
név szerint a kommenzalis E. coli, M. morganii, a probiotikus L. reuteri és B. subtilis fajokra, és hogy
ezt a valaszt miként befolyasoljak a bélbaktériumok egyedi sajatossagai, példaul az adhéziods fehérjék
jelenléte, illetve a retinoid tartalmu mikrokdrnyezet.

A probiotikus hatasi tejsavbaktériumok a normal mikrobiota tagjainak tekintenddk és szamos
elényds tulajdonsaggal rendelkeznek. Meggatoljak a patogén mikrobdk kolonizaciojat és
elszaporodasat antimikrobialis anyagok termelésén keresztiil, segitik a nyalkahartya épségének
fenntartasat és szamos kisérleti modell szerint csokkentik a kronikus bélgyulladas tiineteit a
gyulladasos ¢és regulatorikus citokinek termelésének szabalyozdsa &ltal. A tejsavbaktériumok
heterogén populéaciot alkotnak, ahol az egyes tagok mas és mas immunmodulalé hatéssal birnak.
Ezen hatasok lehetnek kozvetlenek, azaz az antimikrobidlis anyagok, pl. a reuterin vagy a tejsav
termelésén keresztiill gatoljdk a patogén szaporodasat, vagy kozvetettek, ahol a termelt
anyagcseretermékek pl. a SCFA segiti a Treg sejtek fejlodését. A L. reuteri 6475 és az ATCC PTA
5289 torzsek csokkentik az LPS altal kivaltott gyulladasos TNF-a termel6dését monocita-szerii
sejtekben, ellenben a L. reuteri ATCC 55730 és a CF48-3A torzsek immunvalaszt stimulalo hatassal
birnak. A pro-inflammatorikus citokinek szekrécidjanak csokkenését Crohn-beteg gyermekekbdl
szarmaz6 monocita-eredetli makrofagokban is észlelték miutan L. reuteri ATCC PTA 6475 torzzsel
aktivaltak oket. A L. reuteri DSM 12246 torzs pedig az IL-12, TNF-a és IL-6 citokinek termelését
kis mértékben tudja kivaltani csontvel6 eredetii DC-ben. A tejsavbaktériumok, koztiik az L. reuteri
esetében is a sejtfalon megjelend és szolubilis formaban is termel6dé exopoliszacharidok szintén
kozvetett immunmodulalo hatdssal birnak, de hogy ezek a bakterialis eredetli molekuldk hogyan
hatnak koleson a professzionalis antigén prezentald sejtekkel, még egyelére nem tisztazott.

Az eredmények alapjan allithatd, hogy a bakterialis adhezinek, amelyek gazdaszervezetre

specifikusan jelennek meg a tejsavbaktériumokon, részt vesznek a L. reuteri ATCC PTA 6475 és az
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ATCC 53608 torzsek immunvalaszt modositd hatasaban, mikozben emelik a baktérium adhézios
képességét és azmoDC altali fagocitozisukat, fokozzak a pro-inflammatérikus citokinek szekréciojat
és egyszerre biztositanak Thl és Th17 tipust immunvalaszt az adhezint hordoz6 L. reuteri baktérium
ellen. Mindkét adhezint hordozé vad tipust torzs aktivalta az moDC-ket, de torzsspecifikus
kiilonbségek is észreveheték. A TNF-a szekrécigjat elsésorban a CmbA adhezint megjelenité PTA
6475 torzs valtotta ki, mig a MUB-ot expresszalo ATCC 53608 torzs az IL-18 és az IL-6 termelddést
okozta leginkabb az moDC-ben. Tehat kovetkezésképpen az egyes torzsspecifikus eltérések nagyban
befolyasoljak a mikroba ellen kialakuld gyulladasos valasz kimenetelét, és a L. reuteri baktériumok
immunogenitasat fokozzak a felsziniikon jelen 1évé és a C-tipust lektin receptorokkal (CLR)
kolesonhat6 adhezin fehérjék.

A CLR-ok a PRR-ok egy csaladjat alkotjak, amelyek kiilonféle endogén és exogén
ligandumokkal rendelkeznek. Ezen ligandumok szarmazhatnak a gazdaszervezetbdl, tumoros
sejtekbdl vagy patogénekbdl. Bemutattuk, hogy a bakterialis sejtfal eredeti MUB adhezin oldott és
immobilizalt formaban is képes kivaltani a gyulladasos citokinek termelddését moDC-ben. Ezentul
a TNF-a és az IL-6 szekrécioja gatolhatd, ha a MUB és a DC-SIGN vagy a Dectin-2 kozotti
kolcsonhatas blokkolod antitestekkel meggatoljuk. A CLR molekuldk és a MUB kozotti erds
kolcsonhatds magyarazza, hogy a L. reuteri ATCC 53608 miért indukal erésebb Thl valaszt.

A DC-SIGN receptor a DC-n keresztiil toleranciat biztosit szdmos tejsavbaktériummal
szemben, pl. a L. rhamnosus, L. acidophilus. L. reuteri és a L. casei esetében is. Erdekes médon a
tejsavbaktériumok felszinén megjelend fehérjék, ugymint az L. rhamnosus pilusai és a L. acidophilus
S-rétegii proteinjei kdlcsonhatnak a DC-SIGN receptorral. A L. rhamnosus baktériumbol szarmazo,
tisztitott SpCBA pilusok szénhidrat komponenseit koti meg a DC-SIGN a TLR-2-vel
kollaboracidban ¢és igy indukélja az IL-6, IL-10 és IL-12 citokinek expresszidjat DC-ben.
Eredményeink szerint a Dectin-2 szintén részt vesz a MUB altal aktivalt gyulladasos folyamatokban.

Jelenlegi tudasunk szerint a Dectin-2-r6l eddig még nem bizonyosodott be, hogy részt vesz a
tejsavbaktériumok altal indukalt immunvélasz modositasaban. Korabbi, gomba patogénekkel valo
vizsgalatok soran kideriilt, hogy a Dectin-2 felelés az IL-23 ¢és I1-1B citokinek termelédésének
beinditasaért és a Th17 tipust T-limfocita polarizacio kialakitasaért. Az L. reuteri 1063N mutans
varians kevésbé volt hatékony az IL-18 szekrécio kivaltasaban, de az IL-23 koncentraciok kozott
nem talaltunk eltérést a vad tipusa és mutans L. reuteri torzs esetében. A Dectin-2 és a MUB
tényezd lehet az L. reuteri altal indukalt Th17 tipusti immunvalasz kialakulasaban.

Bemutattuk, hogy a L. reuteri ATCC PTA 6475 és az ATCC 53608 torzsek moDC-ben
beinditjak a gyulladasos citokinek termelését, a kostimulacios molekulak sejtfelszini expresszidjat és

a Thl és Th17 iranyu polarizaciot. Az eddigi eredmények szerint, két magyarazattal tudunk szolgalni
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1) Allando kornyezeti feltételek mellett lehetséges, hogy a korlatozottan 1étrejove,
fiziologias gyulladas sziikségszerii az immunoldgiai memoria kialakitdsahoz és a
nempatogén/kommenzalis bélbaktériumok elleni tolerogén immunvalasz kialakitasahoz,
amely iranyithaté a baktériumok szamanak kordaban tartasaval és/vagy a mucint kotd
adhezinek segitségével, amelyek a CLR-ok altal megkonnyitik a DC-k altali felvételiiket.

2)  Masrészt a mucint kot adhezinek stabilan a nyalkahartyan tartjak a tejsavbaktériumokat,
igy kevésbé elérheték a bélhamban vagy a bélham alatt talalhato fagocita sejtek szamara,
és nem képesek gyulladasos valasz kivaltasara a nyalkahartyaban. Ha a nyalkahartya
integritasa sériil, a tejsavbaktériumok kolcsonhatasba 1éphetnek a kornyezé DC-kkel és a
CLR-oon keresztiil emelkedett gyulladdsos valaszt valtanak ki. Igy ez az esemény a
gazdaszervezet szamara biztosithatja a jelet a barrier funkciok zavararol.

Osszefoglalva, a L. reuteri baktériumok immunmodulalé képességgel rendelkeznek, amelyet az
moDC felszinén megjelend C-tipust lektin receptorokkal valo direkt kolcsénhatasa soran fejtenek ki.
A L. reuteri baktériumon megjelend mucint k6té adhezinek mintegy természetes adjuvansként
fokozzak az antigén-specifikus immunvalasz mértékét és eldsegithetik a kelld mennyiségli effektor
és memoria T sejt populaciok kialakulasat az moDC 4ltal.

Kisérleteink soran szintén kimutattuk, hogy az moDC differenciaciojat ¢és funkcidit
modosithatjak a jelenlévd retinoidok, pl. a retinsav (ATRA) fiziologidsan relevans koncentracioban
alkalmazva. Az ATRA hatasat azonban a RARa receptor specifikus gatlasaval el lehet keriilni. A
retionoidokban gazdag mikrokdrnyezet a nyalkahartya antigén prezentald sejtjeire jellemzdé CD103
integrin molekula expressziojat fokozza, mig a lipid antigének prezentacidjaban szerepet jatszo CD1d
fennmarad és a CD1a gatlodik.

Elsoként hasonlitottuk dssze az moDC differenciacioért felelés transzkripeios faktorok, Ggymint
az IRF4, PPARy és RARa gének expresszios szintjét. Eredményeink szerint az IRF4 proteint
magasan expresszalo moDC-k nagyobb hatékonysaggal voltak képesek Thl, Th17 és Treg valaszt
kialakitani, mint azok az moDC-k, amelyek kisebb mértékben jelenitik meg az IRF4 proteint, tehat
az IRF4 molekula jelenléte és aktivitdsa noveli az moDC immunogenitasat. A mikrobiota tagok altal
stimulalt RARaMPPARYMIRF4'> moDC-ben csokkent a T-sejtet stimulald képesség, mindamellett,
hogy ezek sejtek magasabb gyulladast kialakité potenciallal rendelkeztek. Korabbi eredmények
szerint a PPARy-t magasan expresszalo, CD1d* moDC-k tolerogén tulajdonsagokkal rendelkeznek.
Ezen eredmények Osszességében azt mutatjak, hogy a DC immunogén, tolerogén és gyulladasos
kapacitasat nagyban befolyasolja a DC fejlédésének aktualis mikrok ornyezete és ezen tulajdonsasok
szorosan kothetdk az IRF4 miikodéséhez. Csontveldi eredetii DC-ben kimutattak, hogy az Irf4
deficiencidja csokkent Treg valaszt eredményez a tolerogén tulajdonsagokért felelés PD-L2 és

RALDH2 enzimek csokkent expresszioja mellett, ugyanakkor a T sejt stimuldcidhoz
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nélkiilozhetetlen MHCII molekulak expresszidja is csokkent LPS-sel valo aktivaciot kovetéen. Ezen
molekularis események mellett a TNF-o és IL-12 génexpresszios novekedése torténik BM-DC-ben.

Bemutattuk, hogy az ATRA felgyorsitja az moDC E. coli Schaedler és B. subtilis baktériumokat
fagocitalo képességét. Korabbi kutatasok szerint a megnovekedett PPARy expresszi6 és aktivitas
korrelalt az moDC antigént internalizalo képességével. Ezenfelill azt is bemutattuk, hogy ezen
aktivan fagocitald, CD1d* moDC-k a mikrobidta tagok jelenlétében megemelik a CX3CR1 kemokin
receptor sejtfelsini megjelenését is, amely sejtpopulacid hasonld funkciot és fenotipust mutatott a
nyalkahartya CD11b"CX3CR17CD103- mieloid eredetli mononuklearis fagocitaihoz viszonyitva. A
vizsgalataink sordn kimutatott CD1d*CX;CR1*CD11b" moDC-k altal is termelt gyulladasos
citokineknek, koztiik az IL-23-nak kiemelt szerepe van a nyalkahartya egészségnek fenntartdsaban
és egyszersmind a patologias folyamatokban is. Példaul a kronikus bélgyulladas (inflammatory bowel
disease, IBD) esetében a mikrobiota altal beinditott, megnovekedett IL-23 termelddést tapasztaltak.
Ugyanakkor a mikrobidta egyes tagjai normal koriilmények kozott a lamina propridban talalhatd
CX;CRI17 és CD11b*CD103* DC sejteken keresztiil szintén IL-23 szekréciot valt ki, amely fokozza
a bélham épségének meglrzéséhez ¢és visszaallitasahoz nélkiilozhetetlen 1L-22 szekréciot az ILC
(innate lymphoid cells) sejtekben.

Az €16 bélbaktériumok jelenlétében az ATRA jelentésen megndvelte a Th17 irdnyba polarizald
moDC-eredetli citokinek mennyiségét, habar a Th17 sejtet kialakito képessége ezen moDC-nek
csokkent. Ez a megfigyelés Osszhangban all korabbi eredményeinkkel, miszerint a retinsavval
elékezelt, és retinsavat termeld vastagbél hamsejtjei altal kondicionalt moDC csokkenti CCR7-fliggd
vandorlasi és Thl7 sejtet polarizalo képességét. Erdekes modon, az egér szervezeten alapuld
differenciacios modellek szerint az IRF4 transzkripcios faktornak és az IL-6 citokinnek kiemelt
szerepe vana CD11b"CD103* DC Th17 polarizald képességében, amely DC populacié miikodésében
megegyezik a human CD103*SIRPat DC populacioval.

Megallapitottuk, hogy a retinoid kérnyezet megemeli a RARa mRNS relativ expresszios szintjét,
mikdzben a RARB izoforma expresszidja nem aktiv €s nem is indukalhat6 az moDC fejlédése soran.
Tehat az ATRA okozta fenotipusos és funkcionalis eltéréseket a RARa specifikus gatlasaval, egy
természetes antagonistaval lehet megel6zni. Kimutattdk, hogy a mikrobidta tagok képesek
befolyasolni a retinoidok altal indukalt jelatviteli mechanizmusokat a kommenzalis bélbaktériumok
altal termelt SCFA, példaul a vajsav altal. S6t, a taplalkozas soran bevitt A-vitamin szintén hat a
mikrobiota kozosség Osszetételére €s igy kozvetve a gazdaszervezet energia-metabolizmusara és
annak hatékonysagara. Az A-vitamin hiany, illetve A-vitamin deficiencia esetén a Firmicutes és
Proteobaktériumok szama csokken az immunsejtekben expresszalodo Myd88 és TRIF-fliggd modon.
Crohn-betegségben szenvedé gyermekek esetében pedig megallapitottdk, hogy a mikrobidta
kozosség noveli a CD14* makrofagok retinsav szintézisét a RALDHI enzim miikodésén keresztiil,

amely gyulladasos fenotipust a RARa hataroz meg. Ezen betegekben azt is feljegyezték, hogy a
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CD103* és CD103- DC-k az ALDHI1A2 (RALDH2-6t kodold gén) expresszids szintje emelkedett
volt. A retinoidok ndvelik az immunrendszer antitumor immunvalaszat a mikrobidta altal indukalt
vastagbélrak esetében, mivel a RARa-vezérelt MHCI megjelenése novekszik és ezzel emeli a
citotoxikus T-limfocitak tumoros sejtet 616 hatékonysagat.

Konkluzioként tehat kijelenthetjiik, hogy az altalunk kifejlesztett, nagy érzékenységii human
moDC-alapt in vitro kisérleti rendszer alkalmas a normal mikrobidta tagok altal kivaltott
immunvalasz karakterizalasara. Tovabba az A-vitamin szarmazéka, az all-transz retinsav jelenléte a
RARa receptortdl fiiggéen modositja a differencialdodd dendritikus sejtek fejlddését és funkcioit,
ugymint a sejtek fagocitald, gyulladast kialakito, T-limfocitakat stimulald és polarizald képességét.
fgy a kommenzalis bélbaktériumok a retinoid kérnyezetben 16vé moDC altal gyulladasos, de

tolerogén immunvalaszt alakitanak ki.
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6. OSSZEFOGLALAS

A taplalkozas soran bevitt tdpanyagok és a kommenzalis bélbaktériumok meghatarozo6 szereppel
birnak a nyalkahartyaban zajlo és a szisztémas immunologiai folyamatokra, ugymint a specializalt
dendritikus sejt (DC) és segité T-limfocita populaciok kialakulasara, a kostimulator molekulak
megjelenitésére és a citokinek illetve a kemokinek termelésére. A DC funkcionalis elemzése soran
ezeket a sejtélettani mechanizmusokat nyomon kovethetjiik, amelyek kimenete szorosan 0sszefligg
a sejtfejlodés aktualis allapotatol és a mikrobak altal létrehozott gyulladasos jelatviteli palyak
aktivaltsagi szintjétdl. Célunk olyan érzékeny in vitro rendszer kialakitasa volt, amely alkalmas a
mikrobidta és a human immunrendszer alkot6i k6zotti kolesonhatasok megfigyelésére.

A Lactobacillus reuteri tejsavbaktériumok a bél mikrobiota kozosség elényos tagjai kozé
tartoznak, amelyek evoluciosan alkalmazkodtak a gerincesek bélrendszeréhez a nyalkahartyat k6t
adhezinjeik segitségével. Eredményeink szerint, nem vart modon a L. reuteri baktériumok monocita-
eredetli (mo) DC-vezérelt gyulladasos T sejtes valaszt inditottak be, amelyet a bakterialis mucint koté
fehérjék, a CmbA és a MUB tovabb fokozott. Ezenfeliil bizonyitast nyert, hogy a C-tipust lektin
receptorok ¢és a bakteridlis MUB adhezin kdolcsonhatdsanak gatlasa csokkenti moDC-ben a
gyulladéasos citokinek termelését és az moDC éltal irdnyitott immunvalasz Thl irdnyua polarizaciojat.
A MUB, mint természetes adjuvans hozzajarul és erdsiti a két szervezet kozotti szimbiotikus
kapcsolat fenntartasat és fokozza a szervezet moDC-vezérelt, elényds mikrobak 4ltal kivaltott
effektor immunvalaszat és immunoldgiai memoriat kialakito képességét.

az all-transz retinsav (ATRA) RARa-fliggd modon irdnyitja a tolerogén CDla

CD1am¢CD1d"CD103/RAR0PIRF4" DC-vé fejlédnek. Az E. coli Schaedler és a M. morganii
kommenzalis bélbaktériumok az immunogén RAR0PIRF4" moDC altal Thl és Thl7 tipusa
immunvalaszt polarizalnak, mig a probiotikus hatasu B. subtilis jelenlétében a Thl valasz elmarad.
Tovabba megallapitottuk, hogy a RARaMIRF4© sejtek egy nem-vandorld, de ezzel egyiitt egy
tolerogén és gyulladasos DC alpopulaciot alkotnak.

Osszefoglalva, a bél mikrobidta tagok éltal kivaltott, moDC-vezérelt adaptiv immunvalasz
erdsithetd mucint koté adhezinekkel, mint természetes adjuvansokkal, valamint a nyalkahartyakra

jellemzd retinoid kornyezetben a RARa specifikus gatlasaval.
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