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I. Bevezetés

A velesziiletett immunrendszer sejtjeiként a dendritikus sejteknek (DS)
kiemelked$ szerepe van a szervezetbe keriild patogének és sajat veszély szignalok
felismerésében, a gyulladasos folyamatok elinditasaban és az antigének T-sejtek felé
torténé prezentalasaban. Egyediilalldo immunmodulald képességiik révén dontéen
befolyasoljak a T-sejt polarizacio iranyat is, igy a human DS-ek sokoldalu terapias
célpontok lehetnek. Funkcionalis aktivitasukat szamos endogén szabalyozo
mechanizmus feliigyeli és iranyitja, valamint exogén stimulacios jelekkel is
nagymértékben befolyasolhatéak a DS funkciok. Munkank soran célul tiiztiik ki, hogy
kiilonb6z6 endogén és exogén behatdsok révén megprobaljuk befolyasolni a DS-ek
immunmodulald képességét. Elséként a DS-ek egyik belsd, kozponti szabalyozod
rendszerének, azaz a rapamycin emlds célpontnak (mTOR) a szabalyozd szerepét
vizsgaltuk meg a citoszélban szaporodé virusok felismerésére specializalodott retinsav-
indukalhato gén- (RIG) I-szerli receptorok (RLR) altal kozvetitett DS funkciokban.
Munkank soran mTOR inhibitorok segitségével feltartuk, hogy az mTOR jelatvitelnek
fontos szerepe van a human monocita-eredetii DS-ek (moDS) és plazmacitoid DS-ek
(pDS) RLR-medialt antiviralis és gyulladasos citokin valaszaiban és T-sejt aktivalo
képességében. Tovabbi kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy az exogén stimulacios
szignalok modositasaval hogyan befolyasolhaté a DS-ek immunmodulalé hatasai. gy
sugarzassal méregtelenitett lipopoliszacharid (RD-LPS) moDS-ekre gyakorolt hatasat
hasonlitottuk dssze 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 renaturalasaval megel6zhetd lehet a
Th2 medialt allergias gyulladasok kialakuldsa, mivel az RD-LPS-sel a DS-ek Thl
polarizalo képessége fokozhato, ami hattérbe szoritja a Th2 valaszokat. Munkank soran
tehat 0j, endogén ¢és exogén szigndlok révén megvalosuld immunmoduldcios
lehetdségeket tartunk fel, mellyel befolyasolhaté a DS-ek funkcionalis aktivitasa és

ezaltal a szervezetben zajlo kiilonbozé gyulladasos folyamatok kimenetele.



I1. Irodalmi attekintés

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

A természetes immunrendszer szervezetiink elsé védelmi vonala, melynek
elemei kozott talaljuk a DS-eket, melyek azonnal felismerik a veszély szignalokat vagy
a szervezetbe keriilt idegen struktirakat és azonnali immunreakciokat inditanak el.

A DS-ek professzionalis antigén prezentald sejtekként (APS) nagy
jelentéséggel birnak a velesziiletett és az adaptiv immunrendszer kozotti kapcsolat
kiépitésében is mivel meghatdrozd szerepik van az antigének érzékelésében,
felvételében, feldolgozasaban, a T-sejtek felé torténé bemutatasaban és ezaltal az
adaptiv immunitas aktivalasaban. A naiv T-sejt aktivalas mellett részt vesznek a
memoria T-sejtek 1étrehozasdban, tovabba képesek segiteni a B-sejt aktivaciot, igy az
adaptiv immunvalasz indukalasa mellett az immunoldgiai memoria kialakitasaban is
szerepet vallalnak. Tovabba fizioldgias koriilmények mellett a DS-ek hozzajarulnak a
stabil immunhomeosztdzis ¢és a sajat szovetek elleni immunologiai tolerancia
fenntartasahoz is.

A DS-ek, a mezenchimalis eredetii follikularis DS-ek kivételével a CD34*
hemopoetikus csontveldi Ossejtekb6l (HSC) mieloid és limfoid fejlédési utvonalon
egyarant kialakulhatnak a granulocita-makrofag kolonia stimulalo faktor (GM-CSF),
illetve a citokin Fms-szerl tirozin kinaz-3-Ligand (FIt3L) differencialodast segitd
mediatorok hatasara. A mieloid fejlédési ut soran a mieloid progenitor sejtbdl a magas
interferon regulatorikus faktor 8 (IRF8) expressziot mutatd granulocita-monocita k6zos
prekurzorokbol (GMDP) keletkeznek a csontvelében a pre-konvencionalis vagy
klasszikus DS-ek (cDS), a plazmacitoid DS-ek (pDS) és a tranzicionalis DS-ek (tDS),
eredetiik még tisztazasra szorul. A pre-cDS-ek transzkriptomikai szinten heterogének és
elézetesen elkotelezettek a ¢cDS1 vagy a cDS2 fejlédés iranyba. Az alacsony IRF8
expressziot mutatdo GMDP-bdl két masik utvonalon jonnek létre a monocitak és a DS3
alcsoport. Végiil a monocitak két kiilonb6z6 fejlodési utvonalon keresztiil
differencialodhatnak makrofagokka vagy monocita-eredetii DS-ekké (moDS). A
monocita-DS prekurzorokbol (MDP) kétféle DS keletkezhet; egyrészt a cDS3,

masrészt gyulladasos stimulus hatasaira moDS. A limfoid fejlédés soran szintén



kialakulhatnak DS-ek a limfoid progenitorokbol (LP), igymint a pre-pDS-ek ¢és a
beldliik kialakulo pDS-ek, illetve cDS1-¢ek is differencialédhatnak a limfoid vonalon.

I1.2 A vérben 1év6 DS altipusok specializalt funkcioi

A vérben kering6 DS-ek a mononuklearis sejtek minddssze 0,1-1 %-at teszik ki
¢és a kiilonb6z6 DS alpopulaciok meghatarozott, specializalt immunologiai funkcidval
birnak. A cDS1-eknek az intracellularis patogének és a tumorok elleni immunvalaszban
van fontos szerepe. A cDS2-k az immunvalaszokat tobb iranyba is polarizalhatjak. A
szoveti mikrokornyezet és az antigén fajtajatol figgéen képesek indukalni a naiv CD4*
T-sejtek Thl, Th2 vagy Th17 sejtekké torténd polarizalodasat is, de magas 1L-23
szekréciojuknak koszonhetéen a Thl7 valaszok elinditasaban van kiemelkedd
szerepiik. A DS3 alcsoportot vegyes monocita-cDS2 fenotipus és transzkripcids profil
jellemzi. A cDS2-khoz hasonléan képesek IL-12 és IL-23 termelésre, valamint a
monocitdkhoz hasonléan nagy mennyiségii IL-1f szekrécio jellemzi ezen DS altipust.
Hatékonyan stimulaljak a naiv CD4" T-sejteket, féként Thl és Th17 polarizaciot
indukélnak, tovabba a naiv CD8" T-sejtek proliferacidjat stimulaljak és segithetik a
szovetrezidens memoria T-sejtek kialakulasat is.

Gyulladas soran human monocitakbol monocita-eredetii DS-ek (moDS)
differencialédnak, melyek a cDS2-khéz hasonléan IL-1p, TNF-a, IL-12 és IL-23
citokineket szekretalnak féként, valamint szintén hatékonyan indukalhatjak a naiv
CD4" T-sejtek proliferaciojat és kontextustol fiiggden a Thl, a Th17, a CD8" T-sejtek
és a Tth sejtek differencialodasat. In vitro koriilmények kozott CD14* monocitakbol
kiilonb6zd citokinek, tgymint GM-CSF ¢és IL-4 jelenlétében is differencidlédnak
moDS-ek, melyekkel kivaldan modellezhetéek az éretlen €s érett DS-ek fenotipusos és
funkcionalis sajatossagai.

A DS alcsoportok koziil a pDS-ek szerepe az antiviralis immunitadsban
kulcsfontossagu. Ugyanis professzionalis I-es tipusu interferon (IFN) termeld
sejtekként egyediilallo tulajdonsaguk, hogy virdlis stimulusra nagy mennyiségben ¢és
nagyon gyorsan képesek termelni I-es tipust IFN-okat, foként [FN-a-t. Az I-es tipusu
IFN-ok autokrin és parakrin modon hatva olyan folyamatokat inditanak el, melyek
megakadalyozzak a virusok terjedését és elésegitik a virusok, valamint a virussal
fert6zott sejtek eliminaciojat. Virusfertdzést kovetéen a mononukledris sejtek altal

termelt I-es tipust IFN-ok 95%-a a pDS-ekbdl szarmazik, mivel 200-1000-szer tobb I-
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es tipusu IFN-t képesek termelni, mint barmelyik masik fehérvérsejt virus expozicid
hatasara.

A vérben 1évé DS altipusok tobbsége fiziologias koriilmények kozott is
folyamatosan kivandorol a periférids szovetekbe, ahol tovabbi differencialodason
mennek keresztiil és az agy kivételével az 9sszes szovetben kimutathatok. A periférias
szovetekben nem osztédnak, hanem folyamatosan potlodnak, mert viszonylag rovid in
vivo ¢életidovel rendelkeznek (kb. 3-5 nap). A periférids szovetekben ¢és a
nyirokszervekben talalhatdo DS-ek prekurzorai valosziniileg tehat a vérben talalhato DS
alpopulaciok, melyek kozott szoveti lokalizaciojuk alapjan megkiilonboztethetiink
migracios és szovet rezidens DS-eket is. A nyirokcsomokban eléforduld DS-ek
mintegy fele rezidens DS, a masik fele az érett fenotipust mutatd, a nyirokereken
keresztlil érkez6 DS-ek, amik a periféridn felvett antigéneket szallitjdk be a

nyirokcsomokba, ahol az antigének bemutatasa zajlik a T-sejtek felé.
I1.3 A DS-ek mintazatfelismeré receptorai (PRR)

A velesziiletett immunrendszerhez tartozo sejtek PRR-ekkel képesek detektalni
a mikroorganizmusokbol szadrmazd patogén-asszocialt molekularis mintazatokat
(PAMP), vagy az endogén eredetli sériilés-asszocialt molekularis mintazatokat
(DAMP), amik lehetnek idegen vagy sajat eredetiick és foként szovetsériilések nyoman
szabadulnak fel.

A mikrobialis struktirak felismerésében kiemelkedd szerepe van a
transzmembran Toll-szerli receptoroknak (TLR), melyeknek emldsdkben 13 fajtajat,
emberben pedig 10 kiilonboz6 fajtajat azonositottdk eddig. 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 endoszémakban lokalizalodik és foként mikrobialis
vagy sajat eredetii nukleinsavak felismerésére specializalodtak. A felismerést kdvetSen
a TLR-eken keresztiili jelatviteli utvonalak aktivaljak az NF-«xB transzkripcios faktort,
ami IL-6, IL-12 és TNF-a pro-inflammatorikus citokinek termel6déséhez vezethet. Az
IRF3 ¢és IRF7 aktivacio révén pedig foleg I-es tipusi IFN-ok (INFa, INFp)
termel6dését indukalja.

Szamos patogén fert6zés soran a korokozok bejuthatnak a gazdasejt

citoplazmajaba és ott replikalodhatnak. Emellett a DS-ek sokféle citoplazmatikus
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receptort is expresszalnak, melyek foként a patogének nukleinsavainak felismerésére
specializalodtak. Ilyenek a citoplazmatikus retinsav-indukalhaté gén (RIG)-I-szerii
receptorok (RLR), a melanomaban hianyz6 fehérje 2 (AIM2) -szerli receptorok (ALR),
tovabba az interferon gén stimulator (STING) aktivalo ciklikus GMP-AMP szintaz
(cGAS) receptorok, és az IFN-regulatorikus faktor DNS dependens aktivatora (DAI),
illetve a DDX41. 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 mitokondrialis
antiviralis szignalizacios fehérjét (MAVS) és a STING adapter proteint hasznald
citoszolikus PRR-ek foként az IRF3-at és az IRF7-et aktivdljadk az NF-xB
transzkripcios faktoron kiviil, és az I-es tipust IFN-ok, illetve a pro-inflammatdrikus
citokinek termelését valtjak ki. A nukleotid-k6té oligomerizacios domén (NOD)-szerii
citoszolikus receptorok (NLR-ek) egyes tipusai is képesek lehetnek a citoszolikus
nukleinsavak felismerésére, azonban ezen receptorok emellett inflammaszomakat,
szignaloszomakat, enhanszoszomakat, illetve autofagoszomakat is képeznek, mely
révén segitik az intracellularis patogének eltavolitasat.

A citoszolikus nukleinsav szenzorok koziil munkacsoportunk elsGsorban az
RLR-ek funkcidinak tanulmanyozasaval foglalkozik. Korabban munkacsoportunk
publikalta, hogy a vérben keringé cDS-ekhez hasonléan a moDS-ek is konstitutivan
expresszaljak az RLR-ket, szemben a pDS-ekkel, amikben az RLR-ek két fajtaja, a
RIG-I és az melanoma differencialodashoz kapcsolodo fehérje 5 (MDAS) nem, vagy
csak nagyon alacsony szinten expresszalodik. Ugyanakkor a pDS-ekben konstitutivan
kifejez6d6 endoszomalis TLR-eken (TLR7, TLRY) keresztiili stimulaci6é amellett, hogy
nagy mennyiségli I-es tipusu IFN termelést eredményez, nagymértékben képes
indukalni az RLR-ek kifejez6dését is az autokrin I-es tipusit IFN hatasoktol
fiiggetleniil. Ezen megfigyelések azt mutatjak, hogy bar az RLR-ek hidnyoznak a
nyugvo pDS-ekbdl, virusfertdzések esetén indukalhatoak, igy hozzajarulhatnak a pDS-

ek I-es tipust IFN-valaszainak késdi fazisaihoz.
I1.4 A DS funkciok szabalyozasa endogén médon
11.4.1 Az mTOR jelatviteli utvonal jelentésége a DS-ekben

Korabban széles korben tanulméanyoztdk az mTOR szerepét a DS-ek



immunsejtek funkcidinak szabalyozasaban, igy koztik a DS-ek fejlodésének,
differencialodasanak és miikodésének koordinalasaban.

Az mTOR a sejtekben két kiilonb6z6 multiprotein komplexben, az mTORCI-
ben és mTORC2-ben fordul el6. Az mTOR nevét a Streptomyces hygroscopicus
baktérium fajbol izolalt gatloszerérdl, az eredetileg gombaellenes, majd késdbb
immunszupressziv hatéanyagként jellemzett rapamycinrél kapta. A rapamycin az
mTOR er6s allosztérikus inhibitoraként gatolja az mTORC1 downstream jelatvitelt,
mikdzben nem befolyasolja az mTORC?2 aktivitasat. Az 0j ATP-kompetitiv katalitikus
inhibitorok példaul AZD8055, ADZ2014, Torin-1 és PP242 az ATP kot helyet
célozzak meg az mTOR doménben, igy képesek gatolni mindkét mTOR komplex
aktivitasat. Az mTORC1 és mTORC2 komplexek mind szerkezetiikben, mind
funkcidikban eltéréek.

A DS-ekben az mTORCI1 reagal a kiilonb6z6 extracellularis térb6l szarmazo
jelekre, ugymint példaul a novekedési faktorokra, citokinekre vagy a PPR-ck altal
érzékelt szignalokra, de érzékeli az intracelluldris jeleket is, beleértve a DAMP-okat,
tapanyagok szintjét és a sejtek energiatoltését. Az mTORC1 két legfontosabb
célmolekulaja, 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 és az S6-ot, ezzel eldsegitve a riboszomalis biogenezist, mely
protein szintézist eredményez és fokozza a sejtproliferaciot. Az mTORC1 az S6K-n
keresztil az mTORC2 aktivitdsat is befolyasolja, ugyanis az S6K kozvetleniil
foszforilalja a Rictort, és igy az mTORC2 funkcidit géatolja. Tovabba az mTORCI1
foszforilalja a 4E-BP1-et, az levélik a transzlacié iniciacios faktorrol és a gatlas alol
felszabadult eukaridta transzlacios iniciacios faktor 4E (elF4E) elinditja a cap-fiiggd
transzlaciokat. Jol ismert az mTORC1 autofagiat gatld hatdsa is, amennyiben
rendelkezésre allnak a megfeleld feltételek Ggymint példaul tapanyag és energia. Az
mTORC?2 upstream szabalyozo6i hasonléan az mTORCI1-hez novekedési faktorok. Az
mTORC2 kozvetleniil foszforilalja az Akt-ot és aktivitdsa foként a sejt alakjanak
valtozasaiban nyilvanul meg, mivel fontos szerepet jatszik az aktin citoszkeleton
szerkezetének modositasaban.

Szamos vizsgalatban kimutattdk, hogy az mTOR részt vesz a DS-ek

immunmodulalé funkcidinak szabalyozéasaban és képes befolyasolni a DS-ek effektor T-
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sejt aktivalo képességét. Tovabba feltartak az mTOR szerepét az endogén és az exogén
antigének bemutatdsaban és a TLR-ek altal kozvetitett immunologiai funkciok
szabalyozasaban is. A kiilonb6zé TLR ligandumok, mint példaul polyl:C és az LPS
hatékonyan indukaljak a DS-ekben az mTORCI1 célmolekuldjanak az S6K-nak a
foszforilacidjat is, melyet a rapamycin gatol. Els6ként részletesebben a pDS-ekben irtak
le, hogy a TLR-ek altal kozvetitett I-es tipusi IFN-ok indukcidjahoz a PI3K-mTOR-S6K
utvonal kulcsfontossagi. Késébbi vizsgalatok megerdsitették, hogy az mTOR
elengedhetetlen a human moDS-ek és a vérben keringé CD1c+ c¢DS-ek polyl:C indukalt
tanulmany foglalkozott az mTOR utvonal szerepével a gyulladasos citokinek
termelésének szabalyozasaban az extracellularis patogének elleni immunvalasz esetében
is. Az mTOR-t az NF-«B jelatviteli utvonal kulcsfontossdgu negativ és a transzkripcid
jelatalakitd ¢és aktivalo 3 (STAT3) jelatvitel tutvonal pozitiv szabalyozdjaként
azonositottak. Tovabba tobb irodalmi adat alatdmasztja, hogy az mTOR a TLR4
liganddal stimulalt mieloid DS-ekben és moDS-ekben eltéréen szabalyozza a citokin
termelést, és jelzi, hogy az NF-«kB és a STAT3 indukcidja az mTOR utvonal szabalyozasa
alatt all a DS-ekben. Az LPS-sel stimulalt, kiilonb6zé DS altipusokban az mTOR szintén
fenotipusos érését ¢és ezaltal a DS-ek T-sejtekkel torténd interakcioit is, azaz az antigén
prezentaciot is. Példaul irodalmi adatok alapjan ismert, hogy az mTOR negativan
szabalyozza a human mieolid DS-ek T-sejt-proliferaciot indukald képességét, mig moDS-
ek esetében elengedhetetlen a hatékony T-sejt proliferacio kivaltasahoz.

A kiilonboz6 DS  altipusok aktivaciot kovetden eltér6 metabolikus
atprogramozason esnek 4t. igy elképzelhetd, hogy a kiilonbozé DS altipusok eltérd
metabolikus igénye az mTOR eltérd szabalyozo funkcidjat eredményezi, igy az egyes DS
altipusokban az mTOR inhibitorok kiilonbdzéképpen befolyasolhatjak a DS-ek citokin
termelését és fenotipusos érését. Az irodalmi adatok jol tiikrozik, hogy a TLR aktivacio
mTOR fiiggését mar atfogdan tanulmanyoztak a kiilonb6zé DS altipusokban, ugyanakkor

az RLR-fiiggd DS funkciok esetében az mTOR szabalyozo szerepe még kevésbé ismert.



I1.5 A DS funkciok szabalyozasa exogén modon

11.5.1 A kornyezeti mikrobdk szerepe az immunstdtusz kialakitisaban: higiénia

hipotézis és farm hatds

Napjainkban széles korben elfogadott, hogy a kdrnyezetben, a bdron, a bélben
vagy a tlidében talalhatd jotékony mikrobakkal valod szimbiotikus kapcsolat felelés az
egészséges immunhomeosztazisért, ami megfelelé immunszabalyozashoz vezet és
példaul az allergias betegségek alacsony eléfordulasat eredményezi.

Szamos tanulmény foglalkozik azzal, hogy a fert6zések bizonyos esetekben
kedvez6 hatast gyakorolhatnak az allergias vagy autoimmun betegségekre. El9szor tobb,
mint 30 éve Strachan vetette fel, hogy a fert6zések és a nem higiénikus érintkezések
védelmet nyujthatnak az allergids megbetegedések kialakuldsaval szemben. Azodta
szamos publikacio foglalkozott az igynevezett higiénia hipotézissel az epidemiologia, az
immunolégia és a klinikai tudomanyok teriiletein egyarant. Az allergias betegségek
novekedésében a beltéri és kiiltéri levegdszennyezésen tl valosziniileg szerepet jatszik
az is, hogy a nyugati életmdéd miatt a jolét novekedésével parhuzamosan csokken a
fert6zéseknek valo kitettség is. A higiénia hipotézist alatamasztjak olyan korabbi és ijabb
epidemiologiai megfigyelések is, amelyek arrol szamoltak be, hogy a hagyomanyos
farmon felnévé gyermekeknél, akiket sokféle kdrnyezeti mikrobidlis hatés ér, csdkken az
atopias rendellenességek elofordulasa. Bar ennek a megfigyelt hatdsnak a pontos
mechanizmusa nem teljesen ismert, feltehetéen a gazdalkodasi kornyezetben a magas
kornyezeti endotoxinnak vald folyamatos kitettségnek tulajdonithatod, ami befolyasolja a
velesziiletett immunitds szabalyozasat és eldsegiti a Thl ¢és szabalyozd T-sejtek
indukcigjat. A potencialisan védelmet biztositd kornyezeti faktorok koziil elsGsorban a
Gram negativ baktériumokbol szarmazo6 endotoxint emelik ki.

Fontos kiemelni, hogy a farm expozicié védo hatasai legerdsebbek a prenatalis
idészakban és a korai gyermekkorban. A legtobb ezzel kapcsolatos tanulmanyban a
sziiletés utani idéablak egerek esetében az élet els6 3 hetére, mig emberek esetében az
els@ életévre vonatkozik. A farmi kornyezet védéhatdsa példaul az allergias natha
kapcsan iskolas korig érvényesiil, és felndttkorig is tartds hatast fejt ki, kiillondsen
folyamatos expozicid esetén. Ezek az eredmények Osszhangban vannak azzal a

hipotézissel, hogy az allergia megel6zésének lehetdsége a gyermekkorban rejlik, tovabba



felmertilhet a kérdés, hogy sziikséges-e tovabbi expozicié a gyermekkoron til a védo
hatas fennmaradéasahoz.

Egérmodellekkel végzett in vivo vizsgalatok megallapitottak, hogy a belélegzett
endotoxin a védo hatasat valosziniileg a 1éguti nyalkahartyan fejti ki. Kimutattak, hogy az
alacsony dozist endotoxin vagy mezdgazdasagi por expozicié megvédi az egereket a
haziporatka altal kivaltott asztma kialakulasatol, mivel csokkentette a hamsejtek citokin
termelését, ami csokkent DS aktivaciot és I1-es tipust allergias gyulladast eredményezett.
Tovabba az 1jsziilott egerekben az LPS stimulacidé asztma-megel6z6 hatassal birt, ami
csokkent nyalkahartya metaplaziaval és mucin termeléssel jar asszocialt ovalbuminnal
torténd allergizaciot kovetéen. Ezen kisérletben normal thymus stroma limfopoetin
(TSLP) ¢s IL-4 szintek mellett megndvekedett IL-12, TNF-o expressziot tapasztaltak.
Tovabba az allatkisérletek azt is igazoljak, hogy az endotoxinnal torténd beavatkozasok
akkor lehetnek a leghatékonyabbak és legbiztonsidgosabbak, ha azokat az allergén
szenzitizacid és az atdpias gyulladas kialakulasa el6tt kezdik meg. Az idézités, az
endotoxin dozisa és egyéb komyezeti faktorok mellett a gazdaszervezet-mikrobiom
kolcsonhatasa is meghatarozo az expoziciokra adott immunvalaszok kialakitdsaban.

Ezek a megfigyelések egyiittesen felvetik annak a lehetdségét, hogy a csecsemdk
bels6 varosi kdrnyezetének renaturalasa valoszintisithetd megoldasnak tiinik az allergias
betegségek kialakulasanak megel6zésére. A farmhatds utidnzasa a varosi kornyezet
endotoxin szintjének helyreallitaisan keresztiil azonban csak toleralhatdé dozis és az
endotoxinok nem toxikus, biztonsdgos formajanak alkalmazésaval lehetséges. Az LPS
intravénas beadasa ugyanis sulyos toxicitast valt ki emlésokben, maximalis toleralhatd
dozisa emberekben csak 1-4 ng/testtomeg-kg. Ugyanakkor az LPS toxicitasa oralis
mddon torténd adagolds esetén meglehetésen alacsony. Példaul patkanykisérletben
kimutattdk, hogy nagy dozistt (2 mg/kg) LPS oralis adagolasa nem volt toxikus az
allatokra. Igy az LPS oralis adagolasa tiinik a legmegfelelébb bejuttatdsi modnak

kiilonb6z0 betegségek, koztiik allergias és életmoddal kapcsolatos betegségek ellen.
11.5.2 Az LPS toxicitisanak befolydsoldasa

A kiils6 membranban talalhaté LPS vagy endotoxin a baktériumok egyik o
immunstimulalé része, ami mindeniitt jelen van a kornyezetben és kozvetleniil

befolyasolhatja az immunvalaszok kimenetelét, igy nagy jelentésége van szamos
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poliszacharid régiot az LPS molekula legkiilsd részén, az R-mag poliszacharidokat és a
molekula endotoxikusan aktiv részét a lipid-A-t. Az O-poliszacharid régi6 az LPS-
molekula legkiilsé része a f6 antigén, amelyet a gazdaszervezet antitest valaszai
megcéloznak. Viszont az LPS erbteljes immunstimulalo képessége nagyrészt az
endotoxin lipid-A részének tulajdonithato.

Eddig szamos kisérlet tortént fizikai, kémiai vagy bioszintetikus mérnoki
megkdzelitésekkel az LPS endotoxikus aktivitasanak csokkentésére, illetve a toxikus €s
immunstimulalé  aktivitds elkiilonitésére. Ilyen példaul a kélium-metilattal
méregtelenitett készitmény az in. monofoszforil lipid-A (MPLA), melyet az 1980-as
években allitottak el6. A difoszforil-lipid-A (DPL) a Salmonella minnesota R595 térzs
LPS-ének méregtelenitett valtozata, ami képes stimuldlni az immunrendszert anélkiil,
hogy kozvetlen toxikus hatast valtana ki. Az LPS toxicitasat bioszintetikus eljarasokkal
is befolyasolhatjak. Az LPS bioszintézisében résztvevé gének gatlasaval vagy
modositd enzimek indukalasaval ugy csokkenthetik az LPS toxicitasat, hogy kdzben az
megtartja adjuvans aktivitdsat, ami biztonsagosabb ¢l0, legyengitett vakcindk vagy
kiils6é membran vezikula (OMV) vakcinak eldallitasat is lehetvé teszi.

Az endotoxinok méregtelenitésének tovabbi hatékony formaja az ionizalé °°Co
y-sugarzassal torténd kezelés, ami leépiti az LPS szerkezetét és bioldgiai funkcidinak
elvesztéséhez vezet. A novekvd dozisi sugarzas hatasara az endotoxin trilaminaris,
szalagszerli szerkezete goOcOs szerkezetet mutat és a morfologiai valtozasokkal
parhuzamosan az O-oldallanc ismétl6édé egységei és az R-mag liposzacharid
molekuldinak egyes darabjai elvesznek. A sugarzas lebontja az egyszeri cukrokat a
szerkezeten beliil, igymint a galaktozt, galaktozamint, glilkozamint, gliikozt és heptozt.
Ezaltal csokkenti a poliszacharid rész antigenitasat. Az R-mag komponense, a Kdo a
leginkabb ellenallé cukorszarmazék az ionizaldé sugdarzassal szemben. Az endotoxin
hidrofob lipid-A része még viszonylag nagy sugarzas mellett is kevésbé degradalodik,
mint a cukor komponensei. A lipid-A zsirsavai koziil azonban vagy a J-
hidroximirisztinsav mirisztinsavva torténd részleges atalakuldsat vagy szelektiv
elvesztését figyelték meg a sugarzas hatasara. Tovabba a besugarzott lipid-A-ban
csokkent a glikozamin és a foszfait mennyisége is. Bertok Lorandnak és
munkatérsainak sikeriilt olyan 150 kGy er8sségli ®°Co sugarzassal méregtelenitett LPS

készitményt (RD-LPS, TOLERIN®) el8allitania, ami csokkent toxicitdst mutatott,
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mikdzben megdrizte jotékony immunmodulalé hatasat. Széleskori allatkisérletek és
embereken végzett vizsgalatok alapjan ezen méregtelenitett endotoxin készitmények
alkalmasak a természetes ellenalloképesség fokozasara, kiilonféle sokkos allapotok
(sugarbetegség, szeptikus-sebészeti sokk stb.) kivédésére, tovabba kiilonbozo eredetii
immunszuppressziés vagy immunhianyos allapotok javitasara, valamint adjuvans
hatasuk miatt, elolt virusokbol késziilt oltdbanyagok hatasfokanak, immunogenitdsanak
javitasara. Vannak biztatd eredmények a TOLERIN®-nel kapcsolatban a szerzett
immunhidnyos betegség (AIDS), illetve az azt megel6z6 allapot, valamint a
daganatellenes szerekkel kezelt betegek csontveld mitkodésének helyredllitasa esetében

is.
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III. Célkitiizések

1. Munkank soran elsé célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy az endogén
szabalyozo folyamatok, ugymint az mTOR 4&ltal torténd szabalyozas hogyan hat a DS-
ek RLR-medialt immunologiai funkcidira.

Igy elséként megvizsgaltuk, hogy:

> az RLR aktivacio mTOR fliggé-e,

> az mTOR gétlasa hogyan befolydsolja 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 kornyezetbdl szarmazod, exogén faktorok is
befolyasoljak, munkank masik célja az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a TLR altal
kozvetitett exogén stimulacids jelek mddositasa milyen hatassal van a huméan DS-ek
> hogyan valtozik a sugarzassal méregtelenitett LPS (RD-LPS) toxicitasa
a nativ LPS-hez (N-LPS) képest,
> hogyan befolyasolja a TLR altal kdzvetitett RD-LPS expozicié a DS-ek
funkcioit,
> hogyan hat az RD-LPS aktivaci6 a moDS-ek T-sejt polarizald
képességére?
> képes-e megeldzni az RD-LPS-sel torténd eldzetes expozicio a parlagfii
okozta Th2 medialt léguti gyulladds kialakuldsat in  vivo

egérmodellben?
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IV. Anyagok és médszerek

IV.1 A kisérletek soran hasznalt sejtvonal és primer huméan sejtek

Kisérleteink soran egy human pDS sejtvonalat, a GEN2.2-t hasznaltuk, melyet
Dr. Joel Plumas és Dr. Laurence Chaperot (Research and Development Laboratory,
French Blood Bank Rhone-Alpes, Grenoble, Franciaorszag, CNCMI szam: 2938)
biztositott szamunkra.

Buffy coat mintakbol primer human periférialis vér mononuklearis sejteket
(PBMC) izolaltunk Ficoll-Paque Plus gradiens centrifugalassal. A primer human
CD14" monocitdkat PBMC-b6l pozitiv szelekcioval nyertik ki, magneses sejt
elvalasztasi moddszerrel anti-CD14-hez konjugdlt mikrogyongyoket hasznalva. A
frissen izolalt sejteket GM-CSF és IL-4 jelenlétében DS-ekké differencialtattuk.

A primer human pDS-eket szintén PBMC-bdl izolaltuk pozitiv szelekcioval a
humén CD304 (BDCA-4/Neuropilin-1) MicroBead Kit segitségével.

Az autolog és allogén primer naiv CD8" T-sejteket a human naiv CD8" T-sejt
izolalo kittel nyertik ki a PBMC-bdl, és a DS-T-sejt ko-kultura kisérletekhez
hasznaltuk.

Az egészséges véradoktol szarmazo heparinizalt vérmintak gyijtési protokollja
megfelelt a Helsinki Nyilatkozat iranyelveinek, és az Orszagos Vérellaté Szolgalat,
valamint a Debreceni Egyetem Altaldnos Orvostudoméanyi Kar Regionalis és Intézeti

Etikai Bizottsaga is jovahagyta (OVSzK 3572-2/2015/5200, Magyarorszag).
IV.2 Bakterialis endotoxin készitmények elallitasa

Az in vitro, illetve in vivo Kkisérletekhez hasznalt LPS-t Escherichia coli
O101RG/W szerotipusi torzsb6l extrahaltuk forré vizes fenol modszerrel. A
sugarzassal méregtelenitett LPS-t (RD-LPS; tételszam: 92040605/K/01; Orszagos
Sugarbioldgiai és Sugarhigiéniai Kutatdintézet, Budapest, Magyarorszag) az LPS nativ
formajabol (N-LPS) allitottak eld 150 kGy erdsségii ®°Co ionizald sugarzéssal. Az N-
LPS és az RD-LPS toxicitasat BALB/c egereken teszteltik. Az LPS-kivonatok B-
hidroximirisztinsav tartalmanak elvalasztasat és tomegspektrometrias detektalasat
Infinity 1290 UHPLC-vel kapcsolt 6530 Accurate Mass Q-TOF LC/MS rendszerrel

végeztiik.
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IV.3 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, fluoreszcens festékekkel konjugalt specifikus monoklonalis
antitestekkel jeloltiik. A sejtek életképességét 7-aminoaktinomicin D (7-AAD) festéssel
hataroztuk meg. A fluoreszcencia intenzitasokat FACS Calibur aramlasi citométerrel

mértiik, és az adatokat FlowJo szoftverrel értékeltiik ki.
IV.4 Western blot analizis

A western blothoz a sejteket Laemmli pufferben lizaltuk, majd 100 °C-on 10
percig foztiik. A mintakat 7,5 vagy 10%-os SDS-PAGE-n szétvalasztottuk, majd
elektrotranszferrel nitrocelluléz membranokra blottoltuk. 5% sovéany tejporral torténd
blokkolast kdvetden a membranokat specifikus primer antitestekkel reagaltattuk. Béta-
aktint hasznaltunk kontrollként. A membranhoz k6t6dott primer antitesteket egér- vagy
nyulellenes torma-peroxidaz-konjugalt masodlagos antitestekkel konjugaltuk 1:5000,
illetve 1:10000 higitasban. Ezutan a specifikus fehérje savokat ECL rendszerrel,
SuperSignal West Pico vagy Femto kemilumineszcens szubsztratot hasznalva
rontgenfilm expozicioval vizualizdltuk. Az immunreaktiv savok denzitometriai

elemzését az Image Studio Lite szoftver 5.2-es verzidjaval végeztiik.
IV.5 Kvantitativ valés idejii PCR

Els6ként RNS-t izolaltuk 5%10° sejtbdl Tri Reagent felhasznalasaval, a gyarto
utasitasat kovetve. A teljes RNS izolatumot kezeltiink 1 pg DNaz I-gyel, hogy kizarjuk
transzkripciot végeztiink, hogy cDNS-sé¢ irjuk at. A reakcidé sordn a vizsgalando
génekre specifikus primereket hasznaltunk. A kvantitativ PCR-t az ABI StepOne Real-
Time PCR rendszer segitségével végeztiik, és a ciklus kiiszobértékeit (cT) a StepOne
v2.1 szoftverrel hataroztuk meg. Az adott mRNS normalizalt expresszidjat minden

kisérletben a PPIA haztartasi génre torténd normalizalassal kaptuk meg.

IV.6 Enzim-kotott immunoszorbens esszé (ELISA) és laktat esszé

Kezeléseket kovetden a sejtkultarak feliiliszoit a megadott idépontokban
dsszegyljtottiik és az IFN-a, szinteket a VeriKine™ Human Interferon Alpha ELISA kit

segitségével mértik, mig az IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 és TNF-a
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gyartd utasitasait kovetve. A sejtek laktat termelését a Glycolysis Cell-Based Assay Kit
alkalmazasaval detektaltuk a gyarté altal megadott protokoll alapjan. A mintak
abszorbancia értékeit az ELISA ¢és a laktat esszé esetében is Synergy HT mikrolemez-
olvasoval detektaltuk. Az ELISA abszorbancia méréseket 450 nm-en, mig a laktat esszé

méréseit 490 nm-en végeztiik.

IV.7 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'-dihidrodiklor-fluoreszcein-diacetattal (H2DCFDA) toltottiik fel,
majd 2 o6ras LPS aktivalast kovetéen a DCF fluoreszcencia intenzitasanak valtozasait
FACS Calibur Flow Cytometer segitségével értékeltik az FL1 (530 = 15 nm)

csatornaban, és az adatok elemzését a FlowJo v. 5.7.2 szoftverrel végeztiik.
IV.8 T-sejtek proliferacidojanak és aktivitisanak vizsgalata Aramlasi citometriaval

A DS-T-sejt ko-kultirdk esetében az eldzetesen kezelt moDS-eket és primer
human pDS-eket kétszer mostuk, majd allogén naiv CD8" T-sejtekkel ko-kultivaltuk
vizsgéalatakor a T-sejteket a ko-kultivacio eldétt 0,5 pM fluoreszcens karboxi-
fluoreszcein szuccinimidil-észterrel (CFSE) toltottiik. Ot napos ko-kultivaciot kovetden
a T-sejtek CFSE fluoreszcencia intenzitasat BD FACS Calibur aramlési citométer
segitségével detektaltuk.

Az intracellularis citokin festéshez a ko-kultivaciot kovetden a T-sejteket
tjrastimulaltuk forbol-mirisztat-acetattal és ionomicinnel, fehérje transzport inhibitor,
azaz monenzin jelenlétében 5 6ran at. Ezt kdvetden a sejteket anti-CD8-FITC-vel és
megfeleld izotipusu kontroll antitesttel inkubaltuk, majd fixaltuk és permeabilizaltuk a
sejteket BD Cytofix/Cytoperm oldattal. A sejteket ezutan APC-konjugalt anti-IFN-y és
anti-Granzim B antitestekkel és megfeleld izotipusu kontroll antitestekkel reagaltattuk.
A fluoreszcencia intenzitasokat FACS Calibur aramlési citométerrel mértiik, és az

adatokat FlowJo szoftverrel értékeltiik.
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IV.9 T-sejtek citokin termelésének vizsgalata enzim-kotott immunospot (ELISPOT)

moédszer segitségével

Az elbzetesen kezelt moDS-eket autolég vagy allogén human CD3" pan-T-
sejtekkel ko-kultivaltuk, majd négy napos ko-kultivaciot kovetéen az IFN-y termel$ T-
sejtek szamat a human IFN-y-ra specifikus kereskedelmi forgalomban kaphat6 ELISPOT

kit-tel hataroztuk meg a gyarto6 utasitasait kovetve.
IV.10 In vivo egérkisérletek

Hat hetes néstény BALB/c egerek (4-10 csoport, csoportonként 8 egér) ketreceit
(takarmany és alom) 70 napon at naponta kezeltiik 5 pg N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel 5
ml endotoxin mentes vizben oldva aeroszolos spray forméjaban. Kontrollként csak
endotoxin mentes vizet hasznaltunk. A 70 napos LPS kezelési periddus alatt az egereket a
60. és 64. napon intraperitonedlisan kétszer szenzitizaltuk endotoxin-mentes parlagfii
pollenkivonattal. A 71. napon, amikor az LPS-kezelések befejezddtek, intranazalisan
adott RWE-vel valtottuk ki az allergids gyulladast az allatokban. Ezutan 72 o6réaval az
allergénnel vald kezelést kdovetéen az egereket terminaltuk és a bronchoalveolaris
mosofolyadékbol (BALF) szdrmazod gyulladasos sejteket elemeztiik. A sejtek
targylemezekre vald cito-centrifugalasa utdan a preparatumokat Wright-Giemsa-val
megfestettiik és fénymikroszkop segitségével meghataroztuk a sejtszamokat.

Az allatok gondozédsa és kezelése a Helsinki Nyilatkozat és az Eurdpai Unid
el6irasait, valamint az IASP Kutatasi és Etikai Kérdések Bizottsaganak iranyelveit
kovette. Az osszes allatkisérletet jovahagyta a Debreceni Egyetem Allatgondozdi és
Védelmi Bizottsaga (#7/2011/DE  MAB). Az allatokat a Debreceni Egyetem
koérokozomentes allathazaban tartottuk, ahol az élelmet és vizet tetszés szerint elérhették
az allatok.

IV.11 Statisztikai analizis

Az adatokat az abrakon atlag + szoérasként (SD) abrazoltuk. Az eloszlasok
meghatarozasahoz Shapiro-Wilk tesztet alkalmaztunk. A statisztikai elemzéshez normal
eloszlas esetén egyutas varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk, Bonferroni post-hoc
teszttel. Nem normal eloszlasndl a statisztikai elemzéshez Kruskal-Wallis tesztet

hasznaltunk, Dunn’s post-hoc teszttel kiegészitve. A statisztikailag szignifikans
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kiilonbségek meghatarozasara a GraphPad Prism v.6 szoftvert hasznaltuk. A
kiilonbségeket p<0,05 értéknél tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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V. Eredmények

V.1 Endogén immunmodulicié: mTOR szabilyozé szerepének vizsgilata a human

DS-ek RLR aktivaci6é indukalt immunvalaszaiban
V.1.1 mTOR aktivitds vizsgdalata az RLR aktivalt moDS-ekben

Az mTOR szabalyoz6 szerepét a DS-ek immunvalaszaiban els6ként moDS-
eken vizsgaltuk specifikus mTOR inhibitorok alkalmazasaval. Kisérleteinkhez az
mTORCI1 specifikus gatloszerét, a rapamycint és az ATP-kompetitiv katalitikus
inhibitorat, az AZD8055-t hasznaltunk, mely az ATP kot6 helyet célozza meg az mTOR
doménben, igy mindkét mTOR komplex aktivitasat képes egyszerre gatolni. Els6ként
kimutattuk, hogy az moDS-ekben alap szinten is kifejez6d6 a RIG-I és MDAS
receptorok szintjét az mTOR gatlasa nem befolyasolja.

Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy az RLR-ek éltal medialt jelatvitel aktivalja-e
az mTOR szignalizaciot a moDS-ekben. Eldszor az mTORC1 legfontosabb
célmolekulajanak, az S6K-nak (p70S6K, Thr389), valamint az mTORC2 downstream
célpontjanak szamitd Akt-nak (Ser473) a foszforilacidjat vizsgaltuk specifikus RIG-I
stimulacio (3p-hpRNS) hatasara. Eredményeink azt mutattak, hogy a RIG-I stimulacio
szignifikansan fokozta a p70S6K (Thr389) foszforilacidjat, ami 1 ora aktivalast
kdvetden érte el a csucsat, ugyanakkor a p70S6K foszforilacigjat jelentésen gatolta a
rapamycin és az AZD8055 eldkezelés is. Az Akt (Serd73) foszforilacioja is 1 oranal
fokozodott szignifikansan, melyet az AZD8055 gatolt hatékonyan. Parhuzamos
kisérletekben a moDS-eket polyl:C/LyoVec™  komplex-szel kezeltik. A
polyl:C/LyoVec™ komplexet az MDAS el8nyben részesiti a RIG-I-gyel szemben, igy
foként az MDAS aktivatoraként tartjak szdmon. A polyl:C/LyoVec™-vel végzett
aktivacio a p70S6K és az Akt foszforilacigjat is egyarant szignifikdnsan novelte, a
p70S6K 1 6ra, mig az Akt 3 o6ra aktivalas utan érte el a legmagasabb foszforilaltsagi
szintjét. Az mTORCI1 specifikus inhibitora a rapamycin az mTORCI
célmolekulajanak, a p70S6K-nak a foszforilalodasat gatolta, mig az Akt-ot nem.
Ugyanakkor a kettds mTORC1/2 inhibitor, az AZD8055 hatékonyan gatolta mind a
p70S6K-nak, mind az mTORC2 célmolekulajanak, az Akt-nak a foszforilaciojat a
polyl:C/LyoVec™.-vel aktivalt moDS-ekben. Ezen eredmények azt mutatjék, hogy az
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RLR-eken keresztiil torténd aktivacio az mTOR jelatviteli utvonalak aktivitasat
indukaljak moDS-ekben, mutatva az RLR receptorok mTOR fliggdségét.
V.1.2 Az mTOR gatlas hatisa a moDS-ek RLR kozvetitett metabolikus viltozdsaira
Korabban munkacsoportunk mar kimutatta, hogy a moDS-ek és a pDS-ek RIG-
I altali aktivacidjanak kiilonboz6 metabolikus feltételei vannak. Human moDS-ekben a
RIG-1 aktivacio oxidativ foszforilaciordl glikolizisre torténd metabolikus valtast
eredményez, ami eldsegiti a sejtek [-es tipusu IFN termelését és fokozza T-sejt aktivalo
képességiiket. Ezzel szemben a pDS-ek RIG-I altal kozvetitett virusellenes valasza nem
igényel glikolizisre valo atallast. Tovabba ismert az is, hogy az mTOR aktivacié segiti
a glikolizist a DS-ekben TLR stimulaciot kovetéen. Ugyanakkor az irodalomban még
nem volt adat arra nézve, hogy az mTOR milyen szerepet tolthet be az RLR-stimulalt
moDS-ek metabolikus atprogramozasaban. Ezért a tovabbiakban mTOR gatlok
jelenlétében megvizsgaltuk az RLR-aktivalt moDS-ek glikolizissel Osszefliggd
génjeinek expresszidjat, valamint vizsgaltuk a laktat koncentraciét is a sejtek
feliiliszojaban. Eredményeink azt mutattdk, hogy az RLR stimuldlt moDS-ekben
jelentésen fokozodott a glikolitikus gének (LDHA, HK2 és HIF1A) expresszidja és a
laktat termelédése is, amit az mTOR inhibitorok minden esetben gatoltak. Ezen
eredmények arra utalnak, hogy az mTOR elengedhetetlen a moDS-ek RLR altal

kozvetitett glikolitikus atprogramozasahoz is.

V.1.3 Az mTOR szabdlyozo szerepének vizsgdlata az RLR-stimulalt humdn moDS-ek

fenotipusos és funkcionalis valtozdsaiban

A fenotipusos analizis sordn a sejtfelszini markerek koziil a CD83 aktivacids
marker, a kostimulald CD40, CD80 és CD86 molekulak, valamint az MHC molekulak,
ugymint a HLA-DQ és HLA-ABC expresszidjat vizsgaltuk. Eredményeink szerint az
mTOR géatlok onmagukban nem befolyasoltdk ezen fehérjéknek az alapszintii
expressziojat az moDS-eken, viszont az RLR agonistak, jelentdsen ndvelték a sejtfelszini
aktivacios molekuldinak a kifejez6dését. Ugyanakkor sem a rapamycin, sem az
AZDB8055 nem volt képes szignifikdnsan gatolni a moDS-ek RLR stimulacio indukalt
fenotipusos érését.

Kovetkezd 1épésben a kezelt moDS-ek feliiluszojaban vizsgaltuk a termelt

cres

vizsgalt citokinek kozott szerepelt a f6 antiviralis mediator, az I-es tipusii IFN-okhoz
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tartoz6 IFN-a, valamint az IL-6 ¢és TNF pro-inflammatérikus citokinek.
Megallapitottuk, hogy a kezeletlen moDS-ek nem szekretaljak az I-es tipust IFN-okat,
¢és gyulladasos citokineket is csak nagyon kis mértékben termelnek, melyek alapszintjét
az mTOR gatlas nem befolyésolja. Ugyanakkor a 3p-hpRNS vagy a polyl:C/LyoVec™
kezelés mellett nagymértékben indukalodott az IFN-o, IL-6 és TNF citokinek
termelédése a moDS-ekben, melyet az mTOR gatlasa szignifikansan csokkentett.
Megfigyeléseink megerdsitése érdekében ezen kisérleteinket elvégeztiink €16 virussal
is. A moDS-ek aktivacidjahoz él6 VSV virust hasznaltunk, melynek RNS genomja
foként az RLR-eken torténd aktivaciot biztositja. A szintetikus ligandumokhoz
hasonloan azt tapasztaltuk, hogy a VSV fertézés fokozta az IFN-a, IL-6 és TNF
citokinek termel6dését a sejtekben, melyet a rapamycin és az AZD8055 az mTOR
gatlasa révén jelentSsen csokkentett. Igy Gsszeségében elmondhat6, hogy az mTOR
gatlasa nem befolyasolja a moDS-ek fenotipusos érését, viszont az aktivalt moDS-ek
citokin termelése mTOR fliggést mutat.

Mivel a TBK1-nek kiemelt szerepe van az RLR jelatvitelben, megvizsgaltuk a
TBKI1 foszforilacié kinetikdjat mTOR inhibitorok jelenlétében western blot modszerrel
és azt tapasztaltuk, hogy az RLR aktivacié indukalt TBK1 foszforilacié szignifikansan
csokkent, ha a sejteket aktivaciot megel6zéen mTOR inhibitorokkal kezeltiik eld. A
p38 MAPK utvonal szerepének vizsgalatakor ugyanakkor azt tapasztaltuk, hogy a p38
foszforilacidja alap szinten is magas a sejtekben, amit sem az RLR agonistakkal, sem
az mTOR gatlokkal torténd kezelés nem valtoztatott meg szignifikansan. Igy
Osszeségében elmondhatd, hogy moDS-ekben az mTOR komplex féként a TBK1

aktivitas szabalyozasa révén befolyasolhatja a sejtek citokin termelését.
V.1.4 Az mTOR aktivitas vizsgdlata az RLR aktivalt humdn pDS-ekben

A human periférids vérben keringd pDS-ek szdma korlatozott, ezért ezen
kisérleteink nagy részét a human GEN2.2 pDS sejtvonallal végeztiik, mely a primer
human pDS-ekhez hasonl6 fenotipusos és funkcionalis tulajdonsagokat mutat. Els6ként
kimutattuk, hogy hasonléan a moDS-ek esetében kapott eredményekhez az mTOR gatlas
nem valtoztatja meg az RLR receptorok kifejezddését a sejtekben. Tovabba a western
blot analizis eredményei azt mutattak, hogy a moDS-ekhez hasonléan a pDS-ek 3p-
hpRNS-sel vagy polyl:C/LyoVec™ -vel torténd kezelése is szignifikinsan megndvelte a

p70S6K ¢és Akt foszforilaciojat, ami a csucsat 1 oras aktivaciot kovetden érte el. Ezen
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eredményeink azt mutatjak, hogy az RLR-ek aktivacidja a pDS-ek esetében is fokozza az
mTOR aktivitast. Ugyanakkor a rapamycinnel végzett elokezelés gatolta a p70S6K
foszforilacidjat az aktivalatlan és az aktivalt sejtekben egyarant. Az mTORC1/mTORC2
kettés inhibitor, az AZD8055 pedig blokkolta mindkét mTOR célmolekula
foszforilacidjat. Megallapitottuk tovabba, hogy a rapamycin kezelés dnmagaban az Akt
foszforilacié novekedéséhez vezet, ami az mTORCI és a p70S6K negativ visszacsatolasi
hurok elvesztésével magyarazhatd. Ezen eredményeink dsszhangban vannak a moDS-ek
esetében kapott adatokkal, igy elmondhatd, hogy az mTOR fontos szabalyozo szereppel
birhat az RLR éltal kozvetitett immunvalaszok szabalyozasaban mind moDS-eknél, mind

pDS-eknél.

V.1.5 Az mTOR szabdlyozo szerepének vizsgdlata az RLR-aktivalt humdan pDS-ek

fenotipusos és funkciondlis valtozdsaiban

Az moDS-ekkel ellentétben az RLR aktivacié a GEN2.2 sejtek esetében nem
fokozta a CD40, CD80 és CD86 kostimulacios és a HLA antigén-prezentalé molekulak
expresszios szintjeit és a moDS-ekhez hasonléan az mTOR inhibitorokkal torténd
elékezelés sem eredményezett kiilonbséget ezen fehérjék expresszios szintjeiben. Ezzel
ellentétben RLR aktivacio kovetkeztében jelentésen megndtt a CD83 aktivacids marker
szintje, ami érdekes modon az AZDS8055-tel elokezelt sejtek esetében tovabb
fokozddott, mely az mTOR valamilyen szelektiv szabalyoz6 mechanizmusara utalhat a
pDS-ekben. Ezt kovetéen megvizsgaltuk az mTOR gatolt és RLR aktivalt GEN2.2
eredményeink Osszhangban vannak a moDS-ek esetében tapasztalt valtozasokkal,
miszerint az IFN-a, IL-6 és TNF citokinek szekrécigja jelentésen megnétt az RLR-
stimulacid hatasara. Ugyanakkor az RLR-stimulalt GEN2.2 sejtekben az mTOR
inhibitorok szignifikdnsan csokkentették az IFN-a és a gyulladasgatlo citokinek
termel6dését. Eredményeink tovabbi megerdsitése érdekében hasonléoan az moDS
vizsgélathoz, az ¢l6 virussal fert6zott GEN2.2 sejtek citokin termelését is
megvizsgaltuk, és megallapitottuk, hogy az mTOR gatlasa nagymértékben csokkenti a
sejtek VSV altal indukalt citokin szekrécigjat is. Tovabba az RLR aktivacié a pDS-ek
esetében is indukalja a TBK1 foszforilacidjat, ami 3 6ranal érte el a csticsat. A TBK1

foszforilacidja ugyanakkor jelentésen csokkent az mTOR gatlas kovetkeztében. A p38

22



foszforilacio szintje a GEN2.2 sejtek esetében sem valtozott szignifikdnsan RLR
stimulacio hatasara és az mTOR gatlas sem befolyasolta a foszforilacio szintjét.

Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy hasonléan a moDS-ekhez, az
mTOR fontos szabalyozd szerepet t6lt be a pDS-ek RLR-kozvetitett I-es tipusti IFN és
pro-inflammatérikus citokin valaszaiban, valdsziniileg a TBK1 aktivitas szabalyozasa
révén.
V.1.6 Az mTOR szabadlyozo szerepének vizsgalata a humdn DS-ek T-sejt aktivilo
funkcioiban

Eredményeink azt mutatjak, hogy a 3p-hpRNS-sel vagy polyl:C/LyoVec™ —vel
kezelt moDS-ek és primer pDS-ek jelentés mértékben indukaljak a CD8" T-sejtek
rapamycinnel el6kezeltiik a moDS-eket és a primer pDS-eket. 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 indukalod
hatésat. A primer pDS-ek esetében pedig az AZD8055 nem befolyasolta szignifikansan
az RLR aktivaci6 altal stimulalt sejtek naiv T-sejt proliferaciot indukald képességét.

Parhuzamos kisérletek soran megallapitottuk, hogy a 3p-hpRNS-sel vagy
polyl:C/LyoVec™ -vel aktivalt moDS-ek indukaltak a CD8* T-sejtek IFN-y és granzim
B termelését. Ha azonban az moDS-eket az RLR aktivaciot megelézéen rapamycinnel
kezeltiik, az moDS-ek CD8* T-sejteket aktivald képessége jelentdsen csokkent, amit
viszont az AZDS8055 eldkezelés esetében nem tapasztaltunk. Ezen kisérleteket
megismételve primer pDS-ekkel az moDS-ekhez hasonld eredményeket kaptunk. Ezen
megfigyeléseink alapjan elmondhatd, hogy a human DS-ek T-sejt aktivalo képessége
foként szelektiv mTORCI1 gatlassal befolyasolhaté, mig az mTORC1 és mTORC2
egylittes gatlasa valosziniileg elindithat valamilyen kompenzalé mechanizmust, ami
segitheti a DS-ek megfeleld antigén prezentalasat és ezaltal T-sejt aktivalo képességét,

de ezen feltételezés alatamasztasa a jovoben tovabbi vizsgalatokat kivan.
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V.2 Exogén immunmodulicié: A sugiarzassal méregtelenitett LPS immunmodulalo

hatdsanak vizsgalata human moDS-eken

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

fenotipusos érésére gyakorolt hatisainak vizsgalata

Alabbi kisérletsorozatunk célja az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a sugarzassal
szerkezetileg modositott endotoxin a nativ formahoz képest milyen kiilonbségeket mutat
a human moDS-ekre kifejtett immunmodulalé hatasaiban.

Miutdn megbizonyosodtunk réla, hogy sem az N-LPS és sem az RD-LPS nem
befolyasolja az moDS-ek ¢letképességét az altalunk alkalmazott dézisban, megvizsgaltuk
az N-LPS és az RD-LPS intracellularis ROS-indukald képességét redox-érzékeny
fluoreszcens festékkel (H2DCF-DA). Az endogén modon generalt ROS ugyanis alapvetd
a DS-ek antigén prezental6d funkcidjdhoz. Eredményeink szerint a moDS-ek N-LPS-sel
vagy RD-LPS-sel torténé kezelése a DCF fluoreszcencia szignifikdns novekedését
eredményezte, viszont nem volt szignifikans kiilonbség a DCF fluoreszcencia
intenzitasdban az N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel kezelt sejtek kozott, ami a két kiillonbozo
tipustt LPS azonos intracellularis ROS-indukalé kapacitasat jelzi.

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a gamma-sugarzas hogyan befolyasolta az LPS
immunstimuldlé hatasat, ami indukélhatja az moDS-ek fenotipusos érését, amely
sziikséges a T-sejtekkel vald kdlcsonhatashoz és a T-sejtek aktivacidjanak beinditasahoz.
A moDS-ek fenotipusos valtozasainak vizsgalatdhoz kiilonbozd sejtfelszini fehérjék,
koztik a CD83 érési marker, a HLA-DQ antigénprezentalé molekula és a CD40, CD80
és CD86 kostimulald molekuldk expresszids szintjeinek valtozasait mértik 24 Oras
endotoxin stimulaciot kdvetden aramlasi citometriaval. Eredményeink azt mutatjak, hogy
mind az N-LPS, mind az RD-LPS szignifikdnsan ndvelte az dsszes vizsgalt sejtfelszini
fehérje expresszidjat a kezeletlen sejtekhez képest. Azonban nem talaltunk statisztikailag
szignifikans kiilonbséget a két féle LPS moDS-aktivald potencidlja kozott.
Osszességében ezen eredményeink alapjan megallapithaté, hogy az N-LPS és az RD-LPS
hasonlé mértékben képes indukélni a human moDS-ek érését.

V.2.2 Az N-LPS és az RD-LPS hatdsainak vizsgdlata a humdn moDS-ek citokin
termelésére

Eredményeink szerint az LPS mindkét forméja képes volt jelentdsen névelni a

moDS-ek 6sszes mért citokin (IL-6, TNF-o, IL-12 és IL-1p, IL-10) és kemokin (IL-8)
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kemokin koncentraciokat mutattunk ki, mint az LPS nativ formajaval kezelt sejtek
feliiluszojaban, szignifikans kiilonbségeket a besugarzott és a nativ LPS hatasai kozotti
csak az IL-1B és az IL-10 szintjében tudtunk detektalni. Megallapitottuk tovabba, hogy
az RD-LPS altal indukalt fehérjeszekrécio az N-LPS-hez hasonléoan TLR4-fliggé az
moDS-ekben, mivel a vizsgalt citokinek koncentracidja specifikus TLR4 gatlas mellett
mind az N-LPS-sel, mind az RD-LPS-sel torténd stimulalast kévetéen a kontroll mintak
szintjén maradt. 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 val6 kot6édési képességét.

V.2.3 Az N-LPS és az RD-LPS endotoxin toleranciat indukalo képességének vizsgdlata

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 dozissal szemben. A
DS differenciacio 4. napjan a human moDS-eket alacsony doézisu LPS-sel (5 ng/ml)
el6kezeltiik, és a 6. napon Gjra nagy doézisu LPS-nek (250 ng/ml) tettiik ki. Majd 24 o6ras
kezelést kovetden ELISA-val meghataroztuk az IL-12, az IL-1P ¢és az IL-10

dézist LPS kezeléshez képest. Azonban nem volt szignifikans 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 ddzisu, mind az
ismételt N-LPS kezelések szignifikdnsan magasabb szintli IL-10 termelést indukaltak,
mint az RD-LPS-sel torténd hasonlo kezelések. 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 dézisaval aktivalt, mind az RD-LPS-sel restimulalt moDS-ek
alacsonyabb kapacitassal rendelkeznek az IL-10 citokin el6allitasara, mint az endotoxin

nativ formajanak kitett sejtek.
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V.2.4 Az N-LPS és az RD-LPS T-sejt aktivalo hatdsainak vizsgdalata human moDS-
ekben

Miutan kimutattuk, hogy van kiilonbség az N-LPS és RD-LPS moDS-ek citokin
valaszat befolyasolo 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. Eredményeink szerint az RD-LPS-nek kitett human moDS-ek
sokkal erételjesebben indukaljak a Thl iranyu polarizaciot, mint az LPS nativ formajaval

aktivalt sejtek mind autolog, mind allogén rendszerben.

V.2.5 Az RD-LPS mirisgtinsav tartalmdval 0sszefiiggd immunmodulalo hatdsok
vizsgdlata

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
er6sebb Thl iranyu polarizacidt kivaltd kapacitdsa nem magyarazhatd az endotoxinok
DS érésére gyakorolt eltérd hatasaval. Ugyanakkor az IL-10 indukald képessége a kétféle
endotoxinnak eltérd volt, igy a tovabbi kisérleteinkben megprobaltuk feltarni ezen
megfigyelésiink molekuldris hatterét. Feltételeztiik, hogy a két endotoxin készitmény
eltéréd immunstimulalé képessége abbol adodhat, hogy az RD-LPS esetében az ionizald
sugarzas kovetkeztében az endotoxin szerkezete megbomlik és kiilonb6z6 szabad
zsirsavak szabadulnak fel, melyek immunmodulalé tulajdonsdgokkal rendelkezhetnek.
Korabban megallapitottak, hogy a 150 kGy erdsségli °Co y-sugarzas lebontotta az LPS
szerkezetében talalhatd egyszerli cukrokat és igy csokkentette a poliszacharid rész
antigenitasat. Az endotoxin lipid-A zsirsavai koziil pedig a p-hidroximirisztinsav
részlegesen atalakult mirisztinsavva, vagy szelektiven lebomlott. fgy megvizsgaltuk LPS
teljesitményii  folyadékkromatografias tomegspektrometriaval (HPLC-MS) és azt
talaltuk, 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).

Ezen eredmények alapjan feltételeztiik, hogy az RD-LPS-ben talalhaté szabad
mirisztinsav szarmazék magasabb koncentracidja befolyasolhatja az RD-LPS-nek kitett

moDS-ek IL-10-indukal6é potencialjat, ami alacsonyabb IL-10 termeléshez vezethet.
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Ezen hipotézisiink tesztelésére megvizsgaltuk az alacsonyabb mirisztinsav tartalommal
rendelkez nativ endotoxin IL-10 indukalé kapacitasat mirisztinsav jelenlétében.
Eredményeink szerint a mirisztinsavas kezelés 6nmagaban nem valtoztatta meg az IL-10
alap szekrécids szintjét a moDS-ekben, de teljesen gatolta a sejtek N-LPS altal indukalt
felelés lehet az RD-LPS-sel kezelt moDS-ek csokkent IL-10 termeléséért, és
valdsziniileg az alacsonyabb IL-10 szint mellett a Thl felé torténd polarizacio

kifejezettebb lehet.

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

Korabbi irodalmi adatok szerint a 1égutakban 1évé mieloid DS-ek kulcsszerepet
jatszanak a belélegzett antigénekkel szembeni szenzitizdcidban és a Th2-fiiggd 1éguti
eozinofilia kialakitasaban. Mivel eredményeink azt mutattak, hogy az RD-LPS-sel kezelt
human moDS-ek erésebb Thl polarizaciot képesek kivaltani, mint az N-LPS-sel kezelt
huméan moDS-ek, feltételeztiik, hogy az RD-LPS T-sejt polarizaciot befolyasold hatasa a
Th2 gyulladassal asszocialt allergias reakciok esetében képes lehet csdkkenteni a Th2
gyulladas tiineteit, aziltal, hogy erésiti a Thl dominanciat. gy megvizsgaltuk az RD-
LPS immunmoduldlé hatasat in vivo pollen altal kivaltott 1éghti allergids gyulladas
egérmodelljében is.

Egér kisérleteinkben elséként megvizsgaltuk az endotoxin készitmények
toxicitasat és megallapitottuk, hogy az RD-LPS szemben az N-LPS-sel nem toxikus az
egerekre. Tovabba a korabbi limulus amoebocyta lizatum (LAL) vizsgalat eredményei is
azt mutattak, hogy az RD-LPS limulus reaktivitasa elenyész6é volt az N-LPS-hez képest
(limulus reaktivitas: RD-LPS/N-LPS=1/1000).

Ezt kdvetéen hathetes ndstény BALB/c egerek ketreceit 70 napon keresztiil
naponta kezeltik 5 pg N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel és kontrollként endotoxin-mentes
vizzel (H20) aeroszolos spray formdjaban, majd endotoxin-mentes parlagfil
pollenkivonattal (RWE) valtottuk ki az allergias gyulladast. Azon egerek esetében, ahol
az egerek kornyezetét kontrollként endotoxin-mentes H2O-val kezeltiik, majd RWE
expozicidval kivaltottuk a Th2 allergids gyulladast, az Ossz-sejtszam és az eozinofil
sejtszam is jelent6s novekedést mutatott az allatok BALF mintaiban. Ha az egerek

kornyezetét az N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel kezeltik 70 napig, majd ezt kdvetden
21/



valtottuk ki benniik az allergias gyulladast, a BALF mintak sejtszamanak enyhe
csokkenését detektaltuk, azonban ezen valtozasok statisztikailag nem voltak
szignifikansak Viszont az N-LPS-sel ellentétben az RD-LPS-ben gazdag kornyezet
mellett szignifikans csokkenést detektaltunk az allergizalt egerek eozinofil szamaban,
mely sejtek az allergias reakciok f6 gyulladasos komponensei, és szamuk a legjobban
korrelal a tiid6 funkcidkkal és a Th2-tipusu légati gyulladas mértékével. fgy ezen
eredmények alapjan feltételezziik, hogy a kormyezet gazdagitasa a nem toxikus RD-LPS-

sel védelmet biztosithat a parlagfli pollen altal kivaltott 1éguti allergia ellen.
VI. Megbeszélés

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

altal kozvetitett virusellenes valaszaiban

Az elmilt évtizedben szamos tanulmanyban az mTOR komplexet a TLR-medialt
DS funkcidk kozponti, endogén szabalyozojaként azonositottdk, viszont az mTOR
szerepét a human DS-ek RLR-fiiggd antiviralis valaszdban még nem vizsgaltak, holott a
DS-ek citoplazmajaban a viralis eredetii nukleinsavak felismerését és az aktivan
replikalodo virusok elleni immunvalaszokat féként az RLR-ek kozvetitik.

A PIBK/mTOR éltal kozvetitett endogén szabalyozé mechanizmusok a DS-ek
aktivalodasat, talélését, érését, citokin termelését és T-sejt-stimulalo képességét is
befolyasoljak. Tovabba szamos RLR-t aktivald virus is befolyasolja a PI3K/Akt/mTOR
jelatvitelt a fert6zott sejtekben, hogy eldsegitse a sejtek tulélését és gatolja az apoptozist.
Ezen korabbi 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 hasonléan
a TLR jelatvitel aktivalasahoz, a human DS-ek specifikus RLR-stimulalasa is kivaltja az
mTOR jelatviteli utvonal aktivalodasat. Megallapitottuk, hogy a moDS-ek és a pDS-ek
aktivalasa RIG-I/MDAS specifikus ligandumokkal szignifikdnsan fokozta a p70S6K és
az Akt foszforilacidt, ami a megndvekedett mTORCI és mTORC2 aktivitast tiikrozi.
Korabbi tanulmanyokban leirtak, hogy az mTOR utvonal k6zponti szerepet jatszik a DS-
ek aktivaciot kvetd metabolikus valtozasainak koordinalasaban is és segiti a glikolitikus
atprogramozast. Kimutattuk, hogy a rapamycin és az AZD8055 egyarant jelentGsen

csokkentette a glikolizis végtermékének, a laktatnak a termelédését és a glikolizissel
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kapcsolatos gének kifejezddését az RLR stimulalt moDS-ekben, ami tiikrézi az mTOR
gatlas hatasara bekovetkez6 csokkent glikolitikus aktivitast.

Az irodalomban szamos, sokszor ellentmondasos eredmény talalhatd arrdl, hogy
az mTOR pozitiv vagy negativ szabalyozé szerepet jatszik-e a DS-ek kiilonb6zo
altipusainak TLR a&ltal medialt fenotipusos érésében és citokin termelésében. Sajat
vizsgalataink eredményei egyértelmiien bizonyitjak, hogy az mTOR az RLR-kdzvetitett
citokin valaszok alapvetd pozitiv szabalyozojaként funkcionalhat a human DS-ekben,
mivel a rapamycin ¢s az AZD8055 egyarant jelentésen csokkentette mind a moDS-ek,
mind a pDS-ek RLR altal kozvetitett IFN-a, IL-6 és TNF citokin szekréciojat.
Eredményeink Osszhangban vannak azokkal a korabbi tanulmanyokkal, melyek
beszamoltak arrél, hogy az mTOR gatlas csokkenti a VSV éltal kivaltott IFN-o termelést
FIt3L-fiiggd DS-ekben. Tovabba, mivel mindkét mTOR inhibitor jelenlétében csdkkent
TBKI1 foszforilaciot detektaltunk az RLR aktivalast kovetden, azt feltételezziik, hogy az
mTOR a TBK1 foszforilacioval szabalyozza a human DS-ek-ben a RLR indukalt citokin
termelést.

Ellentétben a citokin valaszokkal, az mTOR gatlasakor nem tudtunk kimutatni
szignifikans valtozasokat az RLR-stimulalt DS-ek fenotipusaban, kivéve a pDS-ek CDS83
expressziojaban, amit az AZD8055 eldkezelés tovabb fokozott az RLR-stimulalt
sejtekben. Korabban munkacsoportunk mar kimutatta, hogy rapamycin elokezelés mellett
a CD83 szint emelkedett a TLR-aktivalt CDIc* ¢DS-ekben, de nem moDS-ekben.
Mindezen adatok arra utalnak, hogy az mTOR DS-ek fenotipusat befolyasolod hatasai
nagymértékben fiiggenek a sejttipustol, az aktivacios modtdl és a stimulalt receptor
tipusatol is. Tovabbi eredményeinkkel igazoltuk, hogy az mTORCI1 gatloszere, a
rapamycin hatékonyan csékkenti az RLR-stimulalt moDS-ek és pDS-ek CD8" T-sejtek
proliferaciot indukald képességét. Azonban érdekes modon az AZD8055 kettds
mTORC1/mTORC?2 kinaz inhibitor csak kis mértékben volt képes csdkkenteni az RLR-
stimulalt moDS-ek T-sejt-proliferaciot kivaltd képességét, mikdzben a pDS-ekét nem
befolyasolta. Megfigyelésiink dsszhangban 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 dézisban kell alkalmazni a hasonld géatld hatds elérése érdekében.

Mindazonaltal meg kell jegyezni, hogy az mTOR inhibitorok magasabb dézisban
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toxikusak a sejtekre, megfigyeléseink szerint is az AZD8055 100 nM-nél nagyobb
dozisban jelentésen csokkenti az moDS-ek talélését (ezen adatokat nem kozoltik).
Hasonldképpen, 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.

Megallapitottuk tovabba, hogy a T-sejt poliferacio 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
mTORC2 altal medidlt negativ visszacsatolasi hurok elvesztésével magyarazhatod,
amelyet a kettés mTOR inhibitorok elnyomnak. Ugyanis nemrégiben kimutattak, hogy az
NPV-BEZ235 kettés PI3K/mTOR inhibitor talaktivalja a mitogén-aktivalt protein-kinaz
kindz (MEK)/extracellularis szignal altal szabalyozott kindz (ERK) utat humén
hasnyalmirigyrak sejtekben. A DS-ek PRR-ek utjan torténd stimulalasa is kiilonb6zo
MAPK-ok aktivalodasahoz vezet, amik koziil a MEK/ERK jelatviteli it az antigén
prezentacié pozitiv szabalyozdjaként mitkodik a moDS-ekben. Erdekes médon ugy tinik,
hogy az mTORC?2 blokkolasa 6nmagaban inkabb fokozza, mint gatolja a DS-ek T-sejt
stimulald képességét. Példaul az mTORC2 hianya a bérben 1évé DS-ekben fokozott
CD8" T-sejt effektor valaszokat és fokozott borgraft kilokédet valtott ki. Ezenkiviil
egérmodellben kimutattdk, hogy az mTORC2 hianyos mieloid DS-ek fokozott
allostimulécios képességgel rendelkeznek és nagyobb mértékben képesek indukalni az
IFN-y és IL-17 termel6 T-sejtek aktivacidjat TLR fliggd és TLR fiiggetlen stimulaciot
kovetéen egyarant. Az mTORC2-hianyos DS-ek fokozott antigén prezentald
képességének mechanizmusat egyelére még nem tartak fel, igy tovabbi vizsgalatokra van
sziikkség ahhoz, hogy az mTORCI1 és kettés mTORC1/C2 inhibitorok hatdsai kozotti
kiilonbségeket megmagyarazzuk. Ugyanakkor eredményeink ramutatnak arra, hogy az
els6 és a masodik generacios mTOR gatloknak a kiilonb6z6 immunsejtek
funkcionalitasara gyakorolt eltéré hatasait is figyelembe kell venni az Uj generacios

mTOR inhibitorok fejlesztése soran.

VI.2 DS funkciék exogén szabdlyoziasa: sugardetoxifikalt LPS immunmodulalé

hatdsainak vizsgalata human moDS-eken

A komyezetiinkben 1év6 exogén faktorok koziil az endotoxinok immunmodulalé

tulajdonsagaik révén befolyasolhatjak a human DS-ek funkcidit, igy a kovetkezokben azt
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vizsgaltuk, hogy az endotoxin méregtelenitett formaja milyen hatassal lehet a human DS-
ek altal medialt immunologiai folyamatokra. A higiéniai hipotézis szerint a korai
¢életkorban a kdrnyezeti mikrobakkal és endotoxinjaikkal torténd expozicid a velesziiletett
immunvalasz hatékony aktivatora lehet, és védelmet nyujthatnak az atopias betegségek
kialakuldsa ellen. Azonban az endotoxinok immunmodulalé szerként valé alkalmazasat
erdsen korlatozza, hogy rendkiviil mérgezdek, képesek klinikai tiineteket kivaltani,
beleértve a sokkot, a lazat, a hidegrazast, a horgdsziikiiletet és a nem specifikus
bronchialis hiperreaktivitast. Ugyanakkor allatokon és embereken végzett vizsgalatok
kimutattdk, hogy az LPS 150 kGy er8sségli, ®Co gamma-sugarzassal torténd
detoxifikalasa megérzi az endotoxin immunoldgiai adjuvans €és immunmodulator
tulajdonsagat és a detoxifikalt forma védelmet nyujt az endotoxin sokk és a sugarzas
okozta betegségek ellen, valamint stimulalja a természetes védekezOrendszert.

Kisérleteink soran el6szor megvizsgaltuk a nativ és a sugardetoxifikalt
endotoxinok human moDS-ek funkcionalis aktivitasara gyakorolt hatasat. In vitro
kisérleteink eredményei azt mutattdk, hogy az RD-LPS-nek kitett humén moDS-ek
hasonlé ROS képzd képességgel birnak, mint az RD-LPS-sel kezelt DS-ek és fenotipusos
érésiik is hasonl6. Az endogén, intracellularis ROS esszencialis mediatora a DS-ek altali
antigénprezentacionak, a moDS-ek fenotipusos érése pedig sziikséges a T-sejtekkel vald
kolcsonhatasokhoz.

Tovabbi eredményeink szerint az LPS mindkét formaja szignifikdnsan ndvelte a
képest az RD-LPS-sel kezelt moDS-eket csokkent gyulladasos potencidl jellemzett. Az
Osszes mért szekretalt citokin koncentracioja az N-LPS-sel stimulalt moDS-ekhez képest
csokkend tendenciat mutatott, viszont az RD-LPS csak a gyulladaskelté IL-1B és a
gyulladascsokkentd IL-10 esetében eredményezett szignifikansan is alacsonyabb
fehérjeszintet az N-LPS-hez képest. Az RD-LPS csokkent gyulladaskeltd hatasa
valdsziniileg a detoxifikalasnak kdszonhetd. Korabbi vizsgalatok beszamoltak arrol, hogy
az ionizalo sugarzas modositja az LPS szerkezetét és a poliszacharid részek lebomlasat,
valamint a lipid-A komponens megvaltozasat eredményezi. A sugarzas az RD-LPS
készitményekben szignifikansan csdkkenti a glilkozamin, a foszfat, a Kdo és a zsirsav
komponenseket, ami a lipid-A szerkezet megvaltozasat jelzi a nativ LPS

készitményekhez képest. Korabban publikaltak, hogy a poliszacharid lanc hossza is
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magyarazhatja az LPS gyulladasos aktivitasanak kiilonbozéségét az eltéré fajokban,
ugyanis az E. coli LPS-e, amelyet hosszii poliszacharid lanc jellemez, gyengébb
gyulladaskelté (IL-6, TNF) és gyulladascsokkentd (IL-10) citokin valaszokat general,
mint a rovidebb poliszacharid lanci LPS-e. Kisérleteinkkel igazoltuk azt is, hogy az
endotoxin sugarzassal detoxifikalt formaja is képes volt reagalni a TLR4-gyel és
megtartotta kotodési képességét és specifikussagat erre a receptorra.

Fontos megjegyezni, hogy kisérleti rendszeriinkben mind az RD-LPS, mind az
N-LPS képes volt endotoxin toleranciat indukalni, mivel mindketté gatolta az IL-12 és az
IL-1B gyulladaskeltd citokinek termelését az ismételt LPS kezelések utan. Az a tény,
hogy a nem toxikus RD-LPS megoérizte az endotoxin tolerancia kivaltasanak képességét,
a méregtelenitett LPS elony0s tulajdonsdganak tekinthet6. Ugyanis korabban példaul
leirtdk, hogy az endotoxin tolerancia kialakulasa a szervezetben dontd tényezd lehet az
allergias léguti gyulladasok enyhitésében. Az endotoxin-toleralt sejtek amellett, hogy
masodlagos stimulaci6 esetén kevesebb gyulladaskelté mediatort szekretdlnak, magasabb
gyulladascsokkentd citokin szinteket is eredményeznek, mint példaul magasabb IL-10 és
transzformald novekedési faktor béta (TGF-p) szinteket. Rendszeriinkben azonban sem a
nativ, sem a sugarzassal méregtelenitett LPS nem eredményezett megnovekedett 1L-10
szintet az endotoxin-toleralt moDS-ekben az egyetlen LPS dozissal kezelt sejtekhez
képest. A megfigyelt kiilonbség valdszinilleg az LPS molekulak heterogenitasanak
koszonheté, mivel az LPS fajtidja és az, hogy milyen baktériumfajbdl szadrmazik
nagymértékben befolyasolhatja az immunvalasz mindségét.

Az ELISPOT méréseinkbdl szarmazd adataink azt mutattdk, hogy a human
moDS-ek RD-LPS-sel torténd kezelése nagyobb potenciallal indukalja az IFN-y-termeld
Thl sejtek polarizacidjat a ko-kulturakban, mint az N-LPS. Mivel intracellularis ROS
termelésben ¢és fenotipusos érésben nem volt kiilonbség az N-LPS és RD-LPS hatasai
kozott, valoszinisitjiikk, hogy az eltérd Thl indukalé hatds mogott a citokin termelés
indukalasaban tapasztalt kiilonbségek 4llhatnak. Ugyanis az N-LPS kezelés
szignifikdnsan magasabb IL-1B és IL-10 citokin szinteket eredményezett az RD-LPS-hez
képest. Korabban megfigyelték, hogy az IL-1P hatassal van a Th2 differencidlodasra, a
CD4" T-sejtek tenyésztése Th2 polarizald koriilmények és IL-1B jelenlétében az IL-13
termelés jelentds novekedését eredményezték az IL-1P nélkill tenyésztett sejtekhez

képest. Igy valosziniileg a DS-ekbél szarmazd IL-1p kedvezhet a Th2 iranyd
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polarizacionak, ami a Thl iranyt hattérbe szoritja. Az IL-10-et eredetileg a Th2 sejtek
altal termelt citokinnek irtak le, mely rendelkezik azzal a képeséggel, hogy a Thl sejtek
citokin termelését elnyomja, viszont késobb kidertilt, hogy aktivalt DS-ek is termelik.
Eredményeink azt sugalljak, hogy az N-LPS IL-10 indukal6 hatdsa a moDS-ekben
kifejezettebb volt, mint az RD-LPS kezelések esetében, igy az N-LPS-sel kezelt DS-ek
alacsonyabb Thl polarizalo kapacitasa a magasabb IL-10 szint miatt alakulhatott ki.
Megemlitends, hogy az IL-10-et, IFN-y-t korlatozé és a Th2 sejteket tamogatod
citokinként emlitik tobbféle Th2 tipusu gyulladasban is, kiilonbozé6 in vivo
egérmodellekben. Feltételeztiik tovabba, hogy az RD-LPS-nek kitett moDS-ek IL-10
termelését befolyasolhattdk az endotoxin ionizald sugarzasa altal generalt szabad
zsirsavak is, mivel vizsgalataink 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 befolyasoljak az immunvalaszok kimenetelét a szervezetben.
Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az LPS-sel kezelt moDS-ek IL-10 termelése gatolhatd
mirisztinsav jelenlétében. gy 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
termelé Thl sejteket a ko-kultirakban, szemben az LPS nativ formajaval kezelt DS-
ekkel. In vivo kisérleti rendszeriinkben az RD-LPS-sel végzett hosszan tart6d el6kezelés
(70 nap) képes volt jelentdsen csokkenteni a parlagfii pollen altal kivaltott léguti
eozinofiliat hathetes BALB/c egerekben. Kisérleteinkben wjszerli modon az LPS-t
aeroszol formajaban alkalmaztuk az allergén expozicié eldtt, amely lehetové tette az
endotoxin eloszlasat a laboratoriumi allatok kdrnyezetében, beleértve az almot, az ételt és
és modellezziilk azokat a koriilményeket, amit az allattartd gazdasagok kornyezete
jellemez, ahol az LPS szintek jelentésen magasabbak, mint a belvérosi otthonokban. igy
az egerek endotoxin expozicidja nemcsak belégzéssel, hanem szdjon at is megtorténik.
Mind a belégzéssel, mind a szajon at torténd endotoxin kezelésrdl megallapitottak, hogy

hozzajarul az atdpia megel6zéséhez.
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Eredményeink arra utalnak, hogy a nativ LPS-hez képest, az RD-LPS nagyobb
Thl sejt polarizalé képessége elésegitheti a Th2-tipust gyulladas Thl iranyba torténd
eltolodasat, ami gatolja a Th2 medidlt allergias folyamatok kialakulasat. fgy
feltételezziik, hogy az RD-LPS rendszeres aeroszol formajaban torténd alkalmazasa
hozzajarulhatna a varosi kdrnyezet renaturalasahoz és ezaltal csokkenthetné az allergias
megbetegedések kialakulasanak esélyét. Azonban fontos megjegyezni, hogy az RD-LPS
kezelés csak az els6 életévben lehet hatasos, amikor a kiilsé mikrobialis ingerekre valo

fogékonysag még fennall.

34



VIL Osszefoglalis

Munkéank soran elséként a rapamycin eml6és célpontjanak (mTOR) endogén
szabalyozo szerepét kivantuk feltarni a human monocita-eredetii DS-ek (moDS-ek) és
plazmacitoid DS-ek (pDS-ek) retinsav-indukalhaté gén (RIG) I-szerti receptorok (RLR)
altal kivaltott effektor funkcidiban. Eredményeink azt mutatjak, hogy az RLR stimulacio
megndvelte az mTOR komplexek (mTORC1, mTORC2) downstream célpontjainak, a
p70S6 kinaznak, illetve az Akt-nak a foszforilacigjat, amit az mTORCI1 inhibitor, a
rapamycin, valamint a kettés mTORC1/C2 kindz inhibitor, az AZD8055 mindkét DS
altipusban gatolt. Tovabba az mTOR gatlasa az moDS-ekben gatolta az RLR stimulécid
altal kivaltott glikolitikus tranziciot is. Az mTOR blokkolasa csokkentette az RLR-
stimulalt moDS-ek és pDS-ek I-es tipusu interferon (IFN) és pro-inflammatérikus citokin
termeld képességét, mig a DS-ek fenotipusat nem befolyésolta. Emellett a rapamycin
differencialodasat indukalo képességét, amire az AZD8055 nem volt képes. gy
megallapitottuk, hogy az mTOR pozitivan szabalyozza a human DS-ek RLR altal
kozvetitett virusellenes aktivitasat, tovabba ravilagitottunk az mTORC]1 szelektiv és a
kettdés mTORCI1/C2 gatlas kiilonbségeire. Ezt kovetden a kornyezetben talalhatod
endotoxinok immunmoduldlé hatdsat vizsgaltuk DS-eken. Kivancsiak voltunk, hogy a
beltéri kornyezet aeroszolizalt, sugarzassal méregtelenitett lipopoliszachariddal (RD-
LPS) torténd renaturalasa megeldzheti-e a parlagfii okozta Th2-tipust 1éguti gyulladas
kialakulasat. Els6ként in vitro kisérleteinkben kimutattuk, hogy az RD-LPS-nek kitett
moDS-ek nagyobb Thl-polarizalé képességgel rendelkeznek, mint az N-LPS-nek kitett
moDS-ek. /n vivo kisérletek soran hathetes BALB/c egerek ketreceit naponta kezeltiik
aeroszolizalt N-LPS-sel vagy RD-LPS-sel. Tiz hetes kezelési idészak utdn az egereket
szenzibilizaltuk és parlagfiipollen-kivonattal provokaltuk az allergias gyulladast. Az
elézetesen RD-LPS-ben gazdag miliében é16 egereknél szignifikansan kisebb allergias
léguti gyulladas alakult ki, mint az N-LPS-ben gazdag vagy az LPS kezelés nélkiili
kornyezetben 616 egereknél. gy feltételezhetd, hogy korai életkorban a varosi beltéri
kornyezet renaturalasa aeroszolizalt, nem toxikus RD-LPS-sel alkalmas lehet a Th2-

medialt allergidk megelézésére.
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IX. Kulcsszavak

Dendritikus sejt, plazmacitoid dendritikus sejt, monocita-eredetli dendritikus sejt,
TLR, RLR, mTOR, RIG-I, MDAS5, antiviralis valasz, I-es tipust interferon, gyulladasos
valasz, parlagfii, allergia, lipopoliszacharid (LPS), sugarzassal méregtelenitett LPS (RD-
LPS), BALB/c egér.

XI. Koszonetnyilvanitas

Halas koszonetet szeretnék mondani témavezetdmnek, Dr. Pazmandi Kitti
Lindanak, akinek kiemelkedd szakmai iranymutatasa, segitsége és tdmogatasa tette
lehetové, hogy ez az értekezés Iétrej6jjon. Koszonetemet fejezem ki Dr. Fekete
Tindének, aki szakmai felkésziilésemhez ¢és a kisérletek tervezéséhez és
megvalositdsdhoz nyujtott nagy segitséget. Koszondm Berki-Pal Angélanak a
tamogatasat, mellyel laboratoriumi munkamat segitette. K6széném Dr. Bencze Déranak
a példamutatdsat és biztatasat. Szeretnék tovabba kdszonetet mondani Prof. Dr. Bécsi
Attilanak, aki lehet6séget biztositott arra, hogy PhD tanulméanyaimat és az
értekezésemhez sziikséges kisérleteket az Immunoldgiai Intézetben végezhessem.

Tovabba kdszonettel tartozom Prof. Dr. Sipka Sandornak és Prof. Dr. Bruckner
Gézanak, akik az RD-LPS hatésait széleskdrien tanulmanyoztdk és a kozlemény
megsziiletéséhez nélkiilozhetetlen szakmai megalapozast nyujtottak.

Kiilon koszonet illeti Prof. Dr. Kocsis Bélat és Dr. Sandor Viktort, akik nagy
segitségiinkre voltak a kisérletek soran az LPS-kivonatok tomegspektrometrids analizise
révén.

K6sz6ndm édesanyam, csalddom, barataim tamogatasat, akik az évek soran
mindig mellettem alltak. Kiilon kdszondm nagymamam mérhetetlen segitségét, mellyel
végigkisérte tanulmanyaimat.

A dolgozat Prof. Dr. Bertok Lorand emlékét 6rzi, aki az ,,RD-LPS atyja” volt.
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