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1. BEVEZETES

Szamos belsd és kiils6 behatés éri a szervezetiinket minden nap. A behatasok természetétdl
fliggden, amelyek lehetnek artalmatlanok, mint a mikrobidta vagy artalmasak, mint a patogének
vagy megvaltozott sajat sejtek, az immunrendszernek megfeleld valasszal kell reagalni rajuk.

Mivel a dendritikus sejtek (DS-ek) képesek a masodlagos nyirokszervekbe vandorolni és
aktivalni a naiv T-sejteket, hidat képeznek a természetes és adaptiv immunitas kozott €s
alakitani tudjak a kialakul6 immunvalaszt az antigének sajatossagai szerint. Emiatt a DS-eknek
a periférian kozvetlen kapcsolatba kell keriilniiik az antigénekkel, amelyben a kiilonb6z6
endocitotikus folyamatoknak meghatarozé szerepiik van.

A szimbionta baktériumok ugy, mint a lactobacillusok ¢és anyagcseretermékeik
kiilonbozéképpen keriilnek kdlcsonhatasba a gazdaszervezet sejtjeivel. A baktériumok és a
gazdasejtek kozotti kdzvetlen kolcsonhatasok gyakran a bakterialis peptidoglikan (PG) rétegen
alapulnak. Eppen ezért a PG szerkezetében bekovetkezett valtozasok példaul kiilonbozé
enzimek pl. acetiltranszferazok és PG hidrolazok (PGH-k) hatasara, nagymértékben érintik a
PG éltal kifejtett hatasokat.

Ehhez hasonléan a megvaltozott sajat sejtek is képesek manipulalni az elleniik képz6dd
immunvalaszokat. Mivel a DS-ek komplex immunologiai aktivitassal rendelkeznek,
faktorokon keresztiil alapvetd a DS-ek altal kozvetitett immunvalaszok elkeriilésére.

Tekintve a mikrobidta vagy tumoros sejtek és a DS-ek kozti bonyolult kapcsolatot, a
lehetséges mechanizmusok feltdrasa intenziv kutatdsi teriilet. Habar a bakteridlis fajfiiggd
hatasok ¢és a kiilonb6z6 tumoros sejtek altal kivaltott egyedi immunmodulaléd tulajdonsagok

nagy kihivast jelentenek a tanulméanyozasukban.

1.1. A mikrobidta daltalanos tulajdonsdagai

A mikrobiota ndvekvo fontossagat hangsulyozza az a tény, hogy az elmult évtizedben 1,7
milliard dollart koltottek a humén mikrobidta tanulmanyozasara orvosi szempontbol. Ezek a
mikroorganizmusok a bdrdn, illetve a kiilonb6z6 nyalkahartya felszineken élnek, beleértve a
szajlireget, a bélrendszert, a légutakat és a reproduktiv szerveket. Ezen szovetek koziil a
bélrendszerben taldljuk a legnagyobb szamu mikrobidta kozosséget.

Ezek a mikroorganizmusok kiilonféle kapcsolatot alakitottak ki a gazdaszervezettel. A
szimbiontdk mutualizmusban vagy kommenzalizmusban ¢élnek a gazdaszervezettel, mig a

patobiontdk potencialis patogének, amelyek immunkompromittalt emberekben vagy diszbiozis



esetén képesek betegségeket okozni. Diszbidzis sordn az egyénre jellemzé mikrobiota
megvaltozik, mint példaul nagymértékii antibiotikum hasznalatot kovetden.

Mar régdta koztudott, hogy a szimbionta mikroorganizmusok sokféle elényds
tulajdonsaggal rendelkeznek a gazdaszervezet szempontjabodl, beleértve a hamsejtréteg
épségének fenntartdsat, a patogének megtapadasanak gatldsat, az emésztés elOsegitését,
valamint kiilonféle metabolitok ¢és vitaminok eldallitdsat. Ezen kiviil tamogatjadk az

immunrendszer fejlédését és moduléljdk az immunvalaszokat.

1.2. A mikrobiota hozzdajaruldsa a homeosztazishoz

A gazdaszervezet taldlkozasa a mikrobidlis anyagokkal mar az anyaméhben megtorténik;
az anyai mikrobialis faktorok alakitjak a magzat immunrendszerét és befolyasoljak kiilonb6zo
patoldgias folyamatok kialakuldsat, mint példaul az asztmat. Az 0jsziilott borét és nyadlkahartya
felszineit elséként kolonizalo baktériumfajok Gsszetétele a sziiletés modjatol fiigg. A felndttek
mikrobiota Osszetétele viszonylag stabil viszont példaul étrend valtassal, novekvo
szennyezéssel és nagymértékii antibiotikum alkalmazassal drasztikusan megvaltozhat.

Az egyénre jellemzd mikrobidta Osszetételének és diverzitdsanak radikalis megzavardsa,
vagyis a diszbidzis komoly kovetkezményekkel jarhat, hangsulyozva a szimbionta mikrobak
jelenlétének fontossagat a gazdaszervezet életében.

A mikrobidlis eredetii molekuldk szamos mintazat felismerd receptor ligandjaiként
szolgalnak és helyileg hatnak a bélhdmsejtekre és az immunsejtekre vagy befolyasoljak
kiilonboz6é extraintesztinalis szervek funkciodit. Koztudott, hogy a Gram+ bakteridlis PG
legkisebb aktiv egysége a muramil-dipeptid (MDP) a citoszolikus NOD2 ligandja, amely
magasan kifejez0dik a Paneth sejtekben és a CDI11c¢” mieloid sejtekben szabéalyozva a

mikrobidta dsszetételét és a gyulladasos citokin szekréciot.

1.3. CD11c"9" pél DS alpopuliciok dltali antigén felvétel

A szimbionta baktériumoknak kozvetlen vagy kozvetett kapcsolatba kell keriilni a
gazdaszervezet sejtjeivel azért, hogy kifejtsék modulalo hatasaikat.

A DS alpopulaciok altali antigén szerzés sokféleképpen valosulhat meg. A CX3CR1* DS-
ek képesek kinyulni a bélhamsejtek kozt és kdzvetleniil felvenni az antigént a bél lumenbdl.
Hasonldképpen a CD103* DS-ekrél is kimutattak, hogy képesek az epitéliumba dgyazddni és a
béliiregbdl felvenni az antigént nytlvanyaik segitségével a csipdbélben és aktivalni a T-sejteket.
A SIRPa” konvencionalis DS-ek keresztprezentaljak az apoptotikus bélhamsejtekbdl szarmazo

virdlis antigént és a mezenteridlis nyirokcsomok T-sejtes zonajaba vandorolnak. Tovabba
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kozvetett mechanizmusok is hozzajarulnak az antigének felvételéhez. McDole és mtsai
kimutattdk, hogy a kehely (goblet) sejtek kis molekulasulyu oldott antigéneket képesek
szallitani az alattuk fekvé CD103" DS-eknek. Ezen kiviil, IgG-vel fedett antigének a neonatalis
Fc receptor segitségével jutnak at a hamsejteken, valamint a nem vandorld6 CX3CR1*

makrofagok is atadhatnak antigéneket a CD103" DS-eknek.

1.4. A DS-ek dltali antigénszerzést koveto endocitotikus folyamatok

A szovetben marado, éretlen DS-ek minden, eddig ismert endocitotikus folyamathoz
sziikséges alkotoelemmel rendelkeznek. A nagy méretli partikulumok felvétele fagocitdzissal
¢s makropinocitozissal mig a kisméretli antigének dynamin-fiiggd és fiiggetlen endocitdzissal
torténhet. A DS-ek érése soran, az endocitotikus aktivitds gyorsan csokken, mig az antigén
feldolgozas és bemutatas eldtérbe kertil.

A fagocitozis €s makropinocitdzis az 500 nm-nél nagyobb partikulumok ugy, mint
baktériumok és apoptotikus sejtek felvételében jatszik szerepet. Mindkét folyamat aktin-fiiggo,
habar szabalyozasuk ¢és a kozremiikodd receptorok és molekuldk nagymértékben eltérok. A
fagocitdzis egy erdsen szabalyozott folyamat, amely az opszonizalt anyagok sejtfelszini
receptorokkal torténd felismerésével kezdddik. A sejtfelszini receptorok leggyakrabban Fc,
komplement és mintazat felismerd receptorok, mint a Dectin-1. Ezt kovetéen egyéb receptorok
is bekapcsolodnak, amelyek indukéljadk a membran valtozasokat és a fagoszoma keletkezését.
A makropinocitozis vagy ,,sejt ivas” az antigén prezentald sejtekben (APS-ek) folyamatosan
aktiv, igy a veszélyjelek hidnyaban a makropinocitdzis a DS-ek altal kozvetitett periférids
tolerancia fenntartasaban jatszik szerepet sajat peptidek prezentacidja altal. A folyamat soran
az extracellularis folyadék is felvételre kertil kiilonféle partikuldkkal egyiitt, mint példaul
baktériumokkal. Gyulladasos folyamatokban vagy fert6zéskor a DS-ek a makropinocitdzisra
tamaszkodva veszik fel az antigéneket. Tovabba kimutattdk, hogy a makropinocitozis
sziikséges az MHCII altali antigénprezentacidhoz DS-ekben.

500 nm-t6l kisebb részecskék, mint pl. bakterialis sejtfal komponensek makro- vagy
mikropinocitozissal és egyéb endocitotikus folyamatokkal, mint klatrin- vagy kaveolin-fiiggd
folyamatokkal (amelyek lehetnek dynamin-fiiggdk, illetve fiiggetlenek) keriilhetnek felvételre.
Megfigyelték, hogy a makrofagok klatrin- és dynamin-fiiggd endocitozist hasznalnak az MDP
felvételére, amely sziikséges a NOD?2 éaltali jelatvitelhez. Egy idei tanulmanyban, Popescu és
mtsai kimutattak, hogy a Bacillus anthracis PG polimere és nagyobb méreti komponensei féleg
aktin-fiiggd utvonalakon jutnak be a sejtbe. Habar, dynamin-fiiggd endocitozis is hozzajarult a

felvételhez mintegy 20-30%-ban. Egy masik megfigyelés soran rogzitették, hogy a hamsejtek

5



két egymastol fliggetlen Gitvonalon is képesek a Streptococcus pneumoniae tisztitott sejtfalanak
felvételére. Ezek a tanulmanyok demonstraljak, hogy a sejtek altali bekebelezési folyamatok

nagyon heterogének, fliggenek az adott sejttipustol.

1.5 A PG szerkezete és dsszetétele

A PG a Gram+ baktériumok sejtfalanak legnagyobb 6sszetevdje, hosszu glikdn lancokbdl
all, amelyek B-1,4 kotéssel kapcsolodd ismétlodé N-acetil-glikozamin (NAG) és N-
acetilmuraminsav (NAM) egységekbdl tevodik Ossze. A hosszu lancok rovid peptid
szakaszokkal vannak kereszt kotve. A leggyakoribb peptid szekvencia L- €s D-aminosavakbol
all a kovetkez6é sorrendben: L-alanin, D-glutamin, L-lizin, D-alanin, D-alanin. A harmadik
aminosav a palcika alaktit Gram+ és az 6sszes Gram- baktériumban mezo-diamino-pimelinsav
vagy L-ornitin is lehet. Az els6 aminosav, az L-alanin laktil kotéssel kapcsolodik a NAM
karboxil csoportjdhoz. Az érett PG szerkezete és Gsszetétele nagyon erdsen fajfiiggd.

A mikrobiotabol szarmazo PG vagy annak kiillonbozé méretli fragmentumai, vagyis a
muropeptidek kiilonféle elonyos hatassal birnak a gazdaszervezetre. Kordbban megfigyelték,
hogy a mikrobiota PG komponensek a béliiregbdl kijutva a keringésbe keriilnek és még a
csontveldben is kimutathatok. Ezek a komponensek bioaktivnak bizonyultak, mert NODI-
fiiggd NF-«xB aktivaciot okoztak HEK293 sejtekben.

A PG fragmensek felszabaduldsa kiilonb6z6é mechanizmusokkal johet l1étre. Mind a
patogén, mind a szimbionta Gram+ baktériumok folyamatosan szekretdlnak membran
vezikulumokat, amelyek PG komponenseket tartalmaznak. Tovabba, a Helicobacter pylori V-
es tipusu szekrécios rendszere radiojelolt PG-t képes szallitani a baktériumbdl a gazdasejt
citoplazmajaba. Egy Lactobacillus (L.) acidophilus-sal végzett kisérletben kimutattak, hogy a
NOD2-6n kiviil egyéb mintazat felismerd receptorok is felismerik a PG-t, beleértve a NOD1-
et, NLRP3-mat (NOD-leucin rich repeat and pyrin domain-containing), NLRP1-et és PG kotd
fehérjéket. Ezek a receptorok érzékelik a kiilonboz6 szerkezetli, méretii és Osszetételli PG
fragmentumokat Ggy, mint diszacharid-di-, tri-, tetra- vagy pentapeptideket vagyis a

muropeptideket.

1.6. A PGH-K szerepe a baktérium életében
A muropeptidek pontos elhasitasa a baktériumok fajfliggd enzimeitdl, a PGH-ktol fiigg,
amelyek hozzajarulnak a PG szintéziséhez, turnoveréhez, ujra hasznositdsdhoz €s lebontasahoz.

A PGH-k éltal képzett muropeptidek a kdrnyezetbe is kikeriilhetnek.



A PGH-k sokféle funkcioval rendelkeznek, pl. szabdlyozzak a leanysejtek szétvalasat
osztodaskor a szeptum elhasitdsa altal. Az AmiA, AmiB és AmiC enzimek hianya az
méretét, a baktérium névekedése alatt a PGH-k biztositjak, hogy a PG képes legyen megnyulni
a baktérium koriil és helyet biztosit az Gj PG beépiiléséhez. A Bacillus subtilisben a cwlO vagy
IytE endopeptiddzok inaktivacioja rovidebb bakterialis méretet eredményez, mig a dupla
mutans nem ¢életképesek. A glikdn szdlak méretét is szabalyozzak, illetve a peptid
keresztkotések aranyat. Ez a fizikai tulajdonsag befolyadsolja a sejtfal merevségét, amely
kedvezotlen koriilmények kozott a baktérium tulélését jelentheti. Tovabba kimutattak, hogy a
Pseudomonas aeruginosa a VI-os tipusu szekrécios rendszer segitségével képes az ellenséges
sejtekbe juttatni a Tsel és Tse3 PGH-kat.

A PG bontasan kivil a PGH-k kiszabadulhatnak a kornyezetbe a szimbionta
baktériumokbol. Elézéleg kimutattak, hogy az L. rhamnosus (4j néven Lacticaseibacillus
rhamnosus) Mspl (p40) és Msp2 (p75) enzimjei megeldzik az egér és human bélhamsejtek
citokinek altal indukalt sejthalalat az Akt fehérje aktivaciojan keresztiil. Azt is megfigyelték,
hogy a p40 csokkenti az epitél sejtek sériilését és a vastagbél gyulladdsat az epidermalis
novekedési faktor receptor aktivacidja altal. Emellett az epidermalis novekedési faktor receptor
fiiggd APRIL kifejez6dése szintén az L. rhamnosus eredetii p40 altal szabalyozott a
bélhamsejtekben, amely igy IgA termeléshez vezet. Ezen fehérjék homoldgjait késobb
azonositottak két masik baktériumban is, az L. casei-ben és L. paracasei-ben.

Az L. casei BL23-bol szarmazo p75 enzim (Lc-p75) jelentds hatassal bir a PG szerkezetére
lizil-endopeptidaz aktivitasa van. Az Lc-p75 hianyaban a diszacharid-dipeptid és az acetilalt
diszacharid-dipeptid PG egységek mennyisége szignifikansan csokken az Lc-p75 muténs L.
casei-ben. Tovabba a baktérium hosszl lancokat képez, mert a leanysejtek kozti szeptum

hasitasa nem kovetkezik be.

1.7. A Lactobacillus casei csoport

A lactobacillusok Gram+, palcika alaku, fakultativ anaerob baktériumok, amelyek a
tejsavbaktériumok kozé tartoznak és hatékonyan kolonizéaljak a gerincesek bélrendszerét. Az L.
casei csoport tagjai tejtermékekben ¢és fermentalt ételekben is gyakran megtalalhatok.
Mindezek mellett, az egyik legtobbet tanulmanyozott probiotikus baktériumok az egészséggel

Osszefiiggd alkalmazasuk kovetkeztében.



Az emberi vékonybélben hozzéjarulnak a kolonizacios rezisztenciahoz, valamint kozvetlen
¢s kozvetett kapcsolatot alakitanak ki a gazdaszervezettel. Ezek a kdlcsonhatdsok az ember
szempontjabol elonyokkel jarnak, beleértve a fokozott agymiikddést, csokkent depressziot,

erdsebb barrier épséget, tumorellenes aktivitast és az immunvalasz befolyasolasat.

1.8. Tumorok dltal kozvetitett hatasok, amelyek befolydsoljak a myeloid sejtek fagocita
hatékonysdgat és funkcidikat

A mieloid eredetii DS-ek ¢és makrofagok hivatasos fagocita sejtek, amelyek képesek
bekebelezni a tumor sejteket €s bemutatni a tumor eredeti antigéneket. A tumorok altali egyik
lehetséges immunelkeriilé mechanizmus a fagocita sejtek altali bekebelezés megakadalyozasa.
A sokféle fagocitozis gatld fehérje és a ,,ne egyél meg” jelek, beleértve a CD200, CD47 és az
ujonnan felfedezett CD24 kifejezddnek a tumor sejtek felszinén, mig az interakcios partnereik,
a CD200R, SIRPa és a Siglecl0 a fagocita makrofagokon és DS-eken expresszaldodnak.
Kolcsonhatasuk a gyulladdsos valasz, valamint a tumor sejtek felvételének gatlasat kozvetiti. A
,ohe egyél meg” jelek kifejezOdésének mintdzata valosziniileg specifikus a kiilonbozo
tumorsejtekre.
funkcioinak megvaltoztatasa. Erre a monocitak kivald jeldltek nagymértékii plaszticitasuk
kovetkeztében. A tumor mikrokdrnyezetben a monocitak tumor-asszocialt makrofagokka vagy

DS-ekké differencialddnak.



2. CELKITUZESEK

2.1. |. rész: A humadn szimbionta baktérium, az L. casei BL23-nak és PG mddositisainak
hatdsa a humdn monocita eredetii DS-ek (MoDS-ek) dltal kiozvetitett gyulladdsos és effektor

T-sejt valaszra

Az elsédleges kapcsolodasi pont a szimbionta baktériumok és a gazdaszervezet kozt a
bakterialis PG. Emiatt a PG-ben bekdvetkezett valtozasok megvaltozott valaszokat idézhetnek
el6 a gazdaszervezet immunsejtjei altal. Munkank soran célul tiiztiik ki a PG-ben megvaltozott
L. casei BL23 moDS-ekre kifejtett hatasainak tanulmanyozasat. Megvizsgaltuk:

e avad tipusu és Lc-p75 mutans L. casei BL23 gyulladast indukalo képességét,

e a vad tipusu és Lc-p75 mutans L. casei BL23 hatasat az moDS-ek segité T-sejt
polarizal6 képességére,

e a PG szerkezeti kiillonbségeinek hatasat az moDS-t aktivalo sajatossagaira

e a morfoldgiai megjelenés fontossagat az moDS-ek aktivaciojanak indukaldséban,

valamint a fagocitozis szerepét az L. casei altali immunmodulacidban.

2.2, II. rész: A Fkiilonbozo tumor sejtvonal eredetii oldott faktorok hatdsainak

tanulmanyozdsa az moDS-ek differencidcios programjdra és fagocita képességére

------

Ennek ellenére, azok az in vitro kisérletes rendszerek, amelyek vizsgaljak és 6sszehasonlitjak
az altaluk kivaltott modulalo hatdsokat még hidnyosak. Célunk volt, hogy dsszehasonlitsuk a
kiilonb6z6 adenokarcindma és melanoma sejtvonalakbol szarmazo oldott faktorok hatédsait az
e a kiilonb6zd tumor faktorok jelenlétében differencialtatott moDS-ek fenotipusos
megjelenésének karakterizalasa
e adenokarcindbma ¢és melanoma-eredetli kondicionalt médium jelenlétében
differencialtatott moDS-ek fagocita képességének vizsgalata
o lehetséges Osszefliggések keresése a kiilonbozd sejtfelszini markerek kifejezddése

¢s az moDS-ek fagocita tulajdonsaga kozott



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Baktérium torzsek és tenyésztésiik

Az L. casei BL23-t és ALc-p75 mutans megfeleléjét, amelyet az Icabl 02770 gén
kititésével kaptunk Dr. Marie-Pierre Chapot-Chartier bocsatotta rendelkezésiinkre.
Fagyasztasbol felvéve MRS agarra oltottuk Oket ¢s 37 °C-on 48 o6raig tenyésztettiik, hogy
elkiilonitett koloniakat kapjunk. Ezutan az egyedi koloniakat MRS bouillon-nal (BD Difco,
Fisher Scientific, Co.L.L.C, PA, US) higitottuk és 16 6ran keresztiil inkubaltuk 6ket 37 °C-on
a stacioner fazis kezdetéig. A fluoreszcens mCherry térzseket plazmid transzformacioval
kaptuk, amely az mCherry fehérjét kodolta (a pTS-mCherry Jerry M. Wells [Wageningen
Egyetem, Hollandia] ajandéka). A fluoreszcens torzseket 5 ng/ml (Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) eritromicin jelenlétében tenyésztettiik a plazmid szelekcid miatt. Az 1-es optikai
denzitas (OD) 600 nm-en 2,5 x 108 sejt/ml-nek felelt meg a vad tipusu torzs esetében, amelyet

a folyékony baktérium tenyészet higitasi sora és kolonia szamolas alapjan kaptunk.

3.2 A peptidoglikan kivondsa

Az L. casei PG kivonasa egy el6zéleg leirt protokoll alapjan tortént néhany valtoztatassal.
Egy exponencialisan névd tenyészetbdl szarmazo sejteket (ODgoonm = 0,3) jégen lehiitottiik
majd centrifugalassal gyijtottiik ossze. A sejteket deionizalt HoO-ban vettiik fel, majd 10 percig
forraltuk. Utana 5 % SDS-t tartalmaz6 50 mM Tris-HCl-ben (pH 7,0) szuszpendaltuk fel és 25
percig forraltuk. A pelletet 20,000 x g-n 10 perc alatt gyijtottik Ossze, majd 4 % SDS-t
tartalmazo 50 mM Tris-HCI pufferben vettiik fel, majd ismét forraltuk 15 percig. A sejtfalat
20,000 x g-s és 10 perces centrifugalassal kaptuk meg és hatszor mostuk deionizalt H>O-val,
hogy eltavolitsuk az SDS-t. A sejtfal pellet ezutan 2 mg/ml pronazzal 60 °C-on, 90 percig, majd
50 pg/ml a-amilazzal 37 °C-on, 2 6raig, 50 pg/ml DNézzal és 50 pg/ml RNazzal 37 °C-on 4
oraig és végil 50 pg/ml lipazzal valamint 200 pg/ml tripszinnel 37 °C-on, 16 6ran keresztiil
kezeltiik. Ezutan a pelletet 2 % SDS-t tartalmazo 50 mM Tris-HCl-ben vettiik fel és mostuk
deionizalt HO-val. Az oldhatatlan pelletet 48 % hidrofluor savval kezeltiik egy ¢jszakan at,
hogy a sejtfali poliszacharidokat eltavolitsuk. Centrifugalds utdn a PG-t tartalmazo pelletet
néhanyszor mostuk 0,25 M Tris-HCl-lel és deionizalt HoO-val. A végso pelletet liofilizaltuk és
-20 °C-on taroltuk.

3.3. Human monocita szepardlas és differencidltatasa dendritikus sejtté
Az egészséges donorokbdl szarmazo, fehérvérsejtekben gazdag vérkészitményeket (buffy

coat) az Orszagos Vérellatd Szolgalat (OVSZ) debreceni Regionalis Vérellatdo Kozpontjabol
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igényeltilk. A vérmintdk begyljtése €s tarolasa, a Helsinki Nyilatkozat etikai iranyelveit
kovetve, a donorok elézetes irdsos beleegyezésével tortént. A human vérmintakkal torténd
munkat az OVSZ igazgatdja és a Debreceni Egyetem Regiondlis és Intézményi Kutatasetikai
Bizottsaga engedélyezte.

A periférias vér mononulearis sejtjeit Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences, Uppsala,
Svédorszag) segitségével stirliség alapt centrifugalassal nyertiik ki. A monocitdkat magneses
sejtszeparalassal tisztitottuk, CD 14 specifikus antitesttel fedett mikrogydngydk és VarioMACS
magnes hasznalataval kovetve a gyartd utasitasait (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Németorszag). Az izolalt CD14" monocitak homogenitasa 90-95 %-osnak adddott az Osszes
kisérlet esetén. Az autoldg, monocitat nem tartalmazo frakciot, vagyis a periférias vér
limfocitakat T-sejt forrasként alkalmaztuk az ELISpot vizsgalatok soran.

A vad tipusu és Lc-p75 mutans L. casei-vel végzett kisérletekben a monocitdkat 1 x 10%/
ml sejtszamban tettik ki szérummentes AIM-V médiumban (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), amelyet 100 ng/ml 1L4-gyel (PeproTech EC, London, Anglia) és 80
ng/ml GM-CSF-fel (Gentaur Molecular Products, Briisszel, Belgium) egészitettiink ki. A
sejteket 5 napig differencidltattuk. A masodik napon a médium felét lecseréltiik és frisset
adtunk, amelyhez 100 ng/ml IL4-et és 80 ng/ml GM-CSF-et tettiink. Egyes esetekben az moDS-
ek dimetil-szulfoxidban (DMSO, Serva Electrophoresis GMBH) oldott 15 uM Cytochalasin D-
vel (CyD, Merck KGaA) 30 percig voltak eldkezelve, hogy gatoljuk a fagocitozist. A DMSO-t
oldoszer kontrollként alkalmaztuk.

A tumor sejtvonalakbdl szarmazo oldott faktorokkal végzett kisérletekben a tisztitott
monocitakat 4 napig tenyésztettiik 1,5 x 108/ml sejtszamban RPMI 1640 médiumban (Merck
KGaA), 10 % borji szérum (Thermo Fisher Scientific) és 1 % antibiotikum/antimikotikum
(Hyclone, Shrewsbury, MA, USA) jelenlétében. A tumor sejtvonalakbdl szarmazo6 kondicionalt
médiumot kapott tenyészetekben az RPMI ¢€s a kondicionalt médiumok ardnya 1:1 volt. A
médium minden esetben tartalmazott 100 ng/ml IL4-et (PeproTech) és 80 ng/ml GM-CSF-et
(Gentaur Molecular Products). Egyes tenyészetekben a monocitakhoz 1,25 uM dexametazont
(Merck KGaA) adtunk ezzel monocita eredetli dexametazon DS-t (dexDS) hoztunk 1étre, amely

szabalyozé DS-nek tekinthetd.

3.4. A tumor sejtvonalak fenntartasa és tumor sejtvonal eredetii kondicionalt médiumok
létrehozdsa
Az MDA-MB231 (humédn mell adenokarcindbma), HeLa (humédn méhnyak

adenokarcinoma), HT29 (humén, vastagbél adenokarcinéma), WM278 (primer melanoma),
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WM1617 (WM278 melanoma metasztatikus megfeleldje), WM983A (primer melanoma) és
WMOI83B (WM9I83A metasztatikus megfeleldje) sejtvonalakat RPMI 1640 médiumban 10 %
borji szérummal és 1 % antibiotikum/antimikotikum oldattal kiegészitve tenyésztettiik.

A feliiluszot eltavolitottuk a sejtvonalakrol és kidobtuk; a sejteket mostuk ¢és friss
médiumot tettiink rajuk. A tenyészeteket 48 6raig allni hagytuk. A kondicionalt médiumokat
Osszegyujtottik és 3000 rpm-en fugaltuk 5 percig. Az igy Osszegyijtott kondicionalt

médiumokat hasznaltuk a monocitak dendritikus sejtekké torténd differenciltatdsa soran.

3.5 Az moDS-ek baktériumok és a beldliik szarmazo PG komponensek altali aktivacioja

Az moDS differenciacio 5. napjan a baktériumokat hideg PBS-sel kétszer mostuk és 1
(moDS): 4 (baktérium) aranyban adtuk a sejtekhez 3, illetve 24 oraig. A kezeletlen moDS-eket
(éretlen — immature dendritic cell [IDC]) alkalmaztuk kontrollként.

A tisztitott bakterialis PG mintakat deionizalt vizben vettiik fel és Branson Sonifier 450
segitségével feltisztulasig szonikaltuk. 10 pg/ml PG fragmentummal aktivaltuk az moDS-eket

24 o6ran keresztiil. Minden kisérletet legalabb 3 fiiggetlen donorbol ismételtiink meg.

3.6. A sejtfelszini markerek expresszidjanak és a sejtek életképességének mérése dramlasi
citometridval

Az moDS-ek 24 6ras bakterialis aktivalasat kovetden a sejteket fluoreszcens festékkel
kojugalt antitestekkel jeloltiik meg: CD83-fluoreszcein-izotiocianat (FITC), CD80-FITC,
CD86-fikoeritrin (phycoerythrin [PE]) és human leukocita antigén (HLA) -DQ-FITC (mind
BioLegend, San Diego, CA, USA). Kontrollként jeloletlen mintat hasznaltunk.

A tumor kondiciondlt médiummal végzett kisérletekben a sejteket anti-huméan CD14-
FITC-cel, CD209/DC-SIGN-PE-vel, CDla-FITC-cel, CD1d-Peridinin-Chlorophyll-Protein
(PerCP)-nel, CD86-PE-vel, PD-L1-PE-vel, HLA-ABC-FITC-cel és HLA-DR-FITC-cel
jeloltiik meg.

A nem specifikus antitest kotés hoinaktivalt egér szérummal akadalyoztuk meg. Az moDS
populécidt az eldre és oldalra szort fény alapjan kapuztuk ki. A fluoreszcencia intenzitast ACEA
NovoCyte 2000R citométer (Agilent, Santa Clara, CA, USA) segitségével detektaltuk. Az
adatok elemzéséhez FlowJo vX.0.7 szoftvert (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA) hasznaltunk.
Az €106 és halott sejteket aramlasi citometriaval véalasztottuk szét, miutan a frissen 6sszegylijtott,

nem fixalt sejteket megjeldltiik 0,5 pg/ml 7-amino-actinomicin D-vel (7-AAD) (Merck KGaA).
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3.7. Citokinek és kemokinek mérése enzim kotott immunszorbens esszével (ELISA)

Az aktivalt moDS-ek feliiluszdjat 24 6ra mulva dsszegytijtottiik és az IL-1B, IL-6, TNFa,
IL-12p70, IL-10, IL-23 ¢és IL-8 koncentraciojat lemértik BD OptEIA ELISA kitek
alkalmazaséaval kovetve a gyartod utasitasait (Beckton Dickinson, BD Biosciences, USA). Az
OD-t 450 nm-en detektaltuk egy Synergy™ HT Multi-Detection Microplate reader-rel (Bio-
Tek Instruments, VT, USA) és KC4 v3.4 szoftverrel. Az adatokat Microsoft Excelben
értékeltiik ki.

3.8. Enzim kotott immunospot (ELISpot) esszé

A baktériummal aktivalt moDS-eket megszamoltuk, mostuk €s autoldg periférias vér
limfocitakkal inkubaltuk egyiitt 1 (moDS) :20 (T-sejt) aranyban 3 napig 37 °C-on AIM-V
médiumban. A negyedik napon a sejteket 0sszegytijtottiik, szdmoltuk és IFNy, [L-17A és IL-4
Ready Set Go ELISpot esszéknek tettiik ki a gyarto utasitasai szerint (eBiosciences, San Diego,
CA, USA). A kezeletlen moDS-ek és T-sejtek szolgaltak negativ kontrollként.

A citokin szekrécio azonositasa biotinalt IFNy, IL-17A és IL-4-specifikus antitestekkel
tortént, torma-peroxidaz enzim konjugalt streptavidin jelenlétében. A 3-amino-9-etilkarbazol
szubsztrat hozzaadasat kovetden a szin fejlddést csapvizzel allitottuk le. A megszaradt plateket
szamitogép vezérelt ELISpot kép analizaloval (Series 1 ImmunoSpot Analyzer, ImmunoSpot
Version 4.0 Software Academic, Cellular Technology Limited, Shaker Heights, OH, USA)
szkenneltiik be és értékeltiik ki.

3.9. Fagocitozis mérése aramldsi citometridaval

A vad tipusu és Lc-p75 mutans L. casei moDS-ek altali felvétele kozotti kiilonbségek
megallapitasdhoz, a sejteket mCherryt expresszalo baktériumokkal inkubaltuk 1:4 aranyban 3,
illetve 24 6raig 37 °C-on, illetve jégen, kontrollként. Az inkubélési periodusok utdn az moDS-
eket allophycocyanin (APC)-konjugalt anti-CD1a antitesttel (BioLegend) jeloltiik meg.

A kiilonb6z6 tumor kondicionalt médiumok jelenlétében differencaltatott moDS-ek
fagocita képességének vizsgalatahoz a sejteket mCherryt expresszald vad tipust L. casei-vel
inkubaltuk egyiitt 1:4 aranyban 4 6ran 4t 37 °C-on és jégen. A nem kezelt moDS-eket és dexDS-
eket tekintettiik kontrollnak.

A fluoreszcencia intenzitdsokat ACEA NovoCyte 3000 RYB aramlési citometridval
(Agilent) mértiik. Az adatok elemzéséhez FlowJo vX.0.7 szoftvert hasznaltunk. Az moDS
populdciét az elére és oldalra szort fény szerint kapuztuk kizarva a nem fagocitalt

baktériumokat. A fagocitald sejtek gyakorisagat vagy az mCherry-pozitiv sejtek szdzalékabol
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vagy az mCherry fluoreszcencia intenzitas median értékeibdl hataroztuk meg. Hasonldképpen,
a baktériumok bekebelezésének aranyat a CDla" és CDla” moDS populaciok esetén az

mCherry-pozitiv sejtek szazalékabdl hataroztuk meg.

3.10. Konfokdlis mikroszkopia

A felvett baktériumok moDS-en beliili helyének azonositasahoz konfokalis mikroszkopids
méréseket végeztiink. Egy 40x immerzidés objektivvel (NA 1.2) ellatott Zeiss LSM 880
konfokalis 1ézer pasztdzd mikroszkopot (Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszag) alkalmaztunk
a tumor faktorok altal kondicionalt moDS-ek vad tipusu L. casei felvételének illusztralasara 4
Ora utan, illetve a vad tipust és Lc-p75 mutans L. casei moDS-ek altali fagocitozisanak
szemléltetésére 24 ora elteltével. A Z-stack képeket 1 pum-enként gytijtottiik a sejt also részétdl
kezdve. A képek, a montazs, valamint az ortogondlis elrendezések az ImageJ 1.53c program

(Wayne Rasband, NIH, USA) segitségével kertiltek elemzésre.

3.11. Bioinformatikai elemzések

A Dbioinformatikai elemzések R (4.1.3-as verzid) és RStudio (1.4.1717-es verzid)
hasznélataval torténtek a tumor feliiliszoval végzett kisérletek sejtfelszini marker expresszios
¢s fagocitdzis adataibol. A heatmap-ek a pheatmap csomag (1.0.12-es verzid) pheatmap
funkcidjaval késziiltek. Az értékek z-score szadmolas segitségével normalizaltak ¢és az
oszlopokra skalazottak. A Kkorrelacios matrixokat a base csomag (4.1.3-as verzid) cor
funkcidjaval szamoltuk. A matrixokbdl korrelogramokat készitettiink a ggcorrplot csomag

(0.1.3-as verzio) ggcorplot funkcidjaval.

3.12. Statisztikai analizisek

Az abrak és a statisztikai analizisek a GraphPad Prism v8.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA) segitségével késziiltek. Két mintat paros, kétszEélli t-teszttel hasonlitottunk
Ossze. Tobb, mint két minta statisztikai analiziséhez egy utas ANOVA-t alkalmaztunk, amelyet
Tukey post-hoc teszt kovetett. Két fiiggetlen valtozo Gsszehasonlitasa két utas ANOVA-val
tortént, amelyet szintén Tukey post-hoc teszt kdvetett. Az eredmények atlagat+ szorasat (SD)
abrazoltuk. A p <0.05 kiilonbségeket vettiik statisztikailag szignifikansnak. A szignifikanciakat
a kovetkezoképpen abrazoltuk: * p <0.05; ** p <0.01, *** p <0.001; **** p <0.0001, valamint
# p <0.05; ## p <0.01, ### p <0.001; #### p <0.0001.
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4. EREDMENYEK
4.1. 1. rész: A human szimbionta baktérium, az L. casei BL23-nak és PG modositisainak
hatasa a human monocita eredetii DS-ek (mMoDS-ek) dltal kiozvetitett gyulladdsos és effektor

T-sejt valaszra

4.1.1. Az L. casei ALc-p75 baktériumok hasonlo CD83 kifejezddést valt ki a moDS-ekben
mint a vad tipusu baktériumok, viszont kevesebb citokin termelddését indukaljak

A bakterialis PG, amely a patogének €s a probiotikus baktériumok 6 sejtfal komponense
DS aktivaciot eredményez. Ezért els6ként a vad tipust és Lc-p75 mutans L. casei moDS
aktivalo képességét vizsgaltuk meg. A CD83 sejtfelszini molekula kifejezddése nagymértékben
Osszefligg az moDS érési allapotaval. In vitro rendszeriinkben mindkét L. casei torzs fokozta a
CD83 sejtfelszini megjelenését az moDS-eken fliggetleniil a bakterialis PGH mutéciotol.

Ezt kdvetden a baktériumoknak kitett moDS-ek gyulladasos citokin és kemokin termelését
vizsgaltuk. Ellentétben a CD83 expresszidval, szignifikans kiilonbségeket talaltunk a vad tipusu
¢s mutans baktériumok altal okozott TNFa, IL-1f és IL-6 koncentraciokban moDS-ekben. A
vad tipust baktériumok jelentdsen nagyobb gyulladasos citokin vélaszt eredményeztek az
moDS-ekben. Erdekes modon az IL-8 gyulladdsos kemokin koncentracidja viszont nem
valtozott, mindkét L. casei torzs ugyanolyan mértékben fokozta az moDS-ek altali 1L-8
termelést.

Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az abnormadlis sejtfalszerkezetli és morfoldgiaju

mutans baktériumok csokkent gyulladasos valaszt okoznak moDS-ekben.

4.1.2. Az L. casei ALc-p75 baktériumok hasonlo fenotipusos valtozdst viltanak ki a moDS-
ekben mint a vad tipusu baktériumok viszont mérsékeltebb T-sejt vilaszt eredményeznek

Az éretlen, szOvetben maradd dendritikus sejtek a patogének felismerése utan erdteljes
antigén prezentald, érett DS-ekké alakulnak, amelyek tulajdonsagai alapvetéek a segité T-
sejtek aktivacidjahoz és kiillonbdzo iranyu polarizacidjahoz. A masodlagos nyirokszervekbe
torténd vandorlas alatt a DS-ek feldolgozzak a patogéneket és emelik a segitdé T-sejtek
aktivaciojahoz sziikséges sejtfelszini MHCII és kostimulator molekulak expressziojat. Emiatt a
HLA-DQ, valamint a CD80 és CD86 kostimulator molekuldk megemelkedett kifejezodése
megfeleléen mutatja az moDS-ek aktivalt, T-sejt aktivaciora képes allapotat. Kisérletes
rendszeriinkben mindkét L. casei torzs emelkedett HLA-DQ, CD80 és CD86 expressziot

okozott az moDS-ek felszinén fiiggetleniil a PGH mutaciojatol.
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Az antigén bemutatas és kostimulacié mellett az moDS-ek oldott faktorokat is termelnek,
amelyek meghatidrozzak a naiv T-sejt polarizacid irdnyat. Hasonloképpen a gyulladasos
citokinekhez, a vad tipusu baktérium fokozott IL-10, IL-12 és IL-23 T-sejt polarizald citokin
termelést eredményezett az moDS-ekben, 6sszehasonlitva a mutans megfeleldjével.

Hogy bepillantast nyerjiink, hogy a sejtfelszini molekulak kifejezédése és a T-sejt
polarizalo citokinek termelése kozti kiilonbség hogyan forditédik le a segitd T-sejt valasz
szintjére, a baktériumoknak kitett moDS-eket autolog T-sejtekkel tenyésztettiik egytitt. Harom
nap mulva a T-sejteket IFNy, IL-17A ¢és IL-4 specifikus ELISpot teszteknek tettiik ki. Azt
talaltuk, hogy mindkét L. casei torzs fokozta az IFNy és IL-17A termel6 T-sejtek megjelenését
Osszehasonlitva a nem kezelt moDS-ekkel. Az moDS-ek Lc-p75 mutans baktériumokkal tortént
elokezelése az IFNy és IL-17A termeld T-sejtek szamanak €s a spotok méretének csokkenését
eredményezte Osszehasonlitva a vad tipusi baktériumoknak Kitett moDS-ekkel. Ezzel
ellentétben az IL-4-termeld T-sejtek szamdban ¢és teriiletilk nagysdgaban jelentds visszaesést
detektaltunk mindkét baktériummal aktivalt moDS-ek altal 6sszehasonlitva a kezeletlen moDS-
ekkel tekintet nélkiil a PGH mutaciora.

Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az Lc-p75 hianyos L. casei mérsékelt Thl és Th17
véalaszt eredményezett az moDS-ek altali csokkent T-sejt polarizald citokin termelés

kovetkeztében.

4.1.3. A vad tipusu és Lc-p75 mutdns L. caseibél szarmazo tisgtitott PG hasonlo moDS
aktivalo tulajdonsdagokat mutat

Az Lc-p75 deficiencia megvaltozott PG 0Osszetételhez ¢€s szerkezethez, valamint
rendellenes bakterialis morfologiahoz vezet az L. caseiben. A fentiekben részletezett
eredmények alapjan feltettiik a kérdést, hogy a vad tipust és Lc-p75 mutans baktériumok eltérd
moDS aktivalo képessége a megvaltozott sejtfal szerkezetbdl ered vagy Osszefiiggésben van az
atalakult, hosszu lancot kialakit6 morfologiaval. Emiatt PG tisztitast végeztiink el a vad tipusu
¢s Lc-p75 hianyos L. caseibsl és vizsgaltuk az moDS aktivalo képességét. Hasonloan
megemelkedett TNFa, IL-1 és IL-6 termelést tapasztaltunk az moDS-ekben fiiggetleniil attol,
hogy melyik baktériumbol szarmazé PG készitménnyel voltak aktivalva. Hasonloképpen, az L.
casei torzsekbdl szarmazo PG fokozott T-sejt polarizald 1L-10, IL-12 és IL-23 szekréciot
indukaltak moDS-ekben tekintet nélkiil a PGH mutaciora.

Tovabba a vad tipust és mutans térzsbél eredé PG fokozott CD83, HLA-DQ, CD8O0 és
CD86 expressziot eredményezett, valamint ndvekedett IL-8 szekrécidt okozott az moDS-ekben

ugyaniigy, mint az él6 baktériumokkal végzett kisérletek soran. Osszefoglalva ezek az
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eredmények azt mutatjak, hogy az Lc-p75 mutacié altali megvaltozott PG szerkezet nem okoz

kiilonbségeket a tisztitott PG moDS aktivalo képességében.

4.1.4. A modosult bakterialis morfologia az moDS-ek dltali rendellenes fagocitozishoz vezet

Mivel a tisztitott PG készitmények hasonld moDS aktivald képességgel rendelkeztek,
feltételeztiik, hogy az ¢l6 mutins baktérium altal okozott csokkent moDS aktivacio a
karosodott, moDS-ek altali felvétel kovetkezménye. Korabban kimutattak, hogy az moDS-ek
képesek bekebelezni a lactobacillusokat. Ezzel egyetértésben az moDS-ek képesek voltak
felvenni az mCherryt expresszald vad tipusu és Lc-p75 mutans L. caseit, amelyet konfokalis
mikroszkdpiaval mutattunk ki.

A fluoreszcens L. casei torzseket 3 oras és 24 oras fagocitdzis esszékben hasznaltuk, amely
soran az moDS-eket egylitt tenyésztettiik veliik. Az inkubacios idétartamok utan az moDS-ek
mindkét baktériumot internalizaltak 37 °C-on, amelyek igy mCherry pozitivva véltak és igy
aramlasi citometridval tudtuk vizsgalni ¢ket. Jelentds kiilonbségeket talaltunk az moDS-ek
fagocita képességében 37 °C-on és jégen, amely egy aktiv, homérsékletfliggd baktérium
felvételt jelent 3 és 24 ora elteltével. Fontos kiemelni, hogy szignifikdns kiilonbségeket
tapasztaltunk a vad tipust és mutans baktérium fagocitdzisa kozt, az moDS-ek nagyobb
mértékben vették fel a vad tipusu baktériumokat, mint a mutansokat 3 és 24 ora elteltével is.

2007-ben Gogolak és mtsai kimutattdk, hogy a CDla* és CDla” moDS populaciok
kiilonb6z6 hatékonysaggal veszik fel az Escherichia coli baktériumot. Ezzel ellentétben a mi
kisérleti rendszeriinkben a CD1a molekula sejtfelszini hidnya nem befolyasolta az moDS-ek
fagocita képességét; a CDla* és CDla” moDS-ek hasonldo mértékben vették fel az L. casei
baktériumokat.

Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az L. casei Lc-p75 célzott mutacidja
megvaltoztatja a baktériumok sorsat a gatolt, moDS-ek altali fagocitozisuk miatt, amely

fiiggetlen a CD1a sejtfelszini kifejezodesétdl. Ez a megfigyelés dsszefiiggést mutathat a mutans

crer

4.1.5. A vad tipusu baktérium gatolt felvétele mérsékli az moDS-ek gyulladdsos és T-Sejt
polarizalo valaszat

Hogy tovabb vizsgaljuk a vad tipust baktériumok felvétele nélkiilozhetetlen az moDS
aktivacidhoz, CyD-vel gatoltuk az aktin polimerizacidt, amely a fagocitozis kezdd lépése.
ElsOként aramlési citometridval és konfokdlis mikroszkopidval vizsgéltuk az mCherryt

expresszalod baktérium felvételét CyD-vel kezelt és nem kezelt moDS-ekben. Eredményeink
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jelentds esést mutattak az mCherry pozitiv, CyD-vel kezelt moDS-ek gyakorisagaban. A
montazs és az ortogonalis nézetek egy Z-stack képben feltarta, hogy a CyD-vel nem kezelt
moDS-ek képesek voltak a vad tipusu baktérium felvételére, mig a CyD-vel elékezelt moDS-
ek nem. Tovabba a CyD kezelés jelentds morfologiai valtozast okozott az moDS-ekben, amely
egyetértést mutat egy korabbi, neutrofil granulocitakkal tortént vizsgalattal.

A kovetkezdkben tanulmanyoztuk, hogy a vad tipust baktérium akadalyozott felvétele
milyen hatast valt ki az moDS-ek funkcionalis vélaszaban. Els6ként az moDS-ek altali
gyulladasos TNFa, IL-1P és IL-6 termelést vizsgaltuk, amely nagymértékben csokkent a CyD-
vel elékezelt moDS-ekben. Hasonloképpen a T-sejt polarizald 1L-10, IL-12 és IL-23 termelése
is jelentésen mérséklodott CyD eldkezelés hatdsara, amely kovetkezésképpen csokkent IFNy
¢s IL17A termeld segitd T-sejt valaszt eredményezett.

Ezek mellett vizsgaltuk a CyD el6kezelés hatasat az moDS-ek sejtfelszini markereinek
kifejez0désére valamint az IL-8 termelésre. El6z6leg nem taldltunk kiilonbségeket ezekben a
funkciokban a vad tipusd ¢és Lc-p75 mutans baktériumokkal kezelt moDS-ekben.
Hasonloképpen a CyD el6kezelés sem valtoztatott a CD83, HLA-DQ, valamint a CD80 ¢és
CD86 kostimulator molekulak kifejezddésén és az IL-8 szekrécion vad tipust baktériummal
aktivalt moDS-ekben. Habar azt érdemes megjegyezni, hogy a CyD kezelés Onalldan is
szignifikansan emelte az IL-8 termelést, amely Osszefiigg korabbi, human retina pigment
epitélsejtekkel végzett eredményekkel.

Osszességében elmondhatd, hogy a baktériumok felvétele kritikus 1épés a vad tipust
baktériumok 4ltal okozott moDS aktivacié sordn, alatdmasztva, hogy az Lc-p75 hidnyos L.
casei baktérium mérsékelt, moDS-ek altali felvétele csokkent moDS aktivaciot és

kovetkezésképpen Thl és Th17 valaszt eredményez.

4.2. II. rész. A kiilonbozo tumor sejtvonal eredetii oldott faktorok hatdsainak tanulmdnyozdsa

az moDS-ek differencidcios programjara és fagocita képességére

4.2.1. A tumor feliiluszok megvialtoztatjak az moDS-ek fenotipusos megjelenését

Koztudott, hogy a kiilonbozd tumor tipusok megvaltoztathatjdk a mieloid sejtek, mint a
DS-ek differenciacios programjat és T-sejt polarizalo aktivitasat. Emiatt vizsgéaltuk az moDS-
ekre jellemz6 differenciaciés markerek beleértve a CD14-et, CD209-et, CDla-t és CD1d-t,
valamint a T-sejt aktivacioban szerepet jatszo molekulak ugy, mint HLA-ABC, HLA-DR,
CD86 ¢és PD-L1 kifejez6dését a tumor feliiliszok jelentlétében differencialtatott moDS-ekben.
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A CD14 kifejezédés folyamatosan csokken az moDS-ek differencidlédasa soran, mig a
CD209/DC-SIGN nd. A kontroll moDS-ek esetén igy is tortént, viszont a dexDS-ek
megtartottak felszinlikon a CD14-et, ¢s CD209-t is expresszaltak. A tumor feliilluszok emelték
a CD14 expressziot, szignifikans kiilonbségeket talaltunk a HT29 és WM278-feliiluszokkal
kezelt moDS-ek esetén Gsszehasonlitva a kontroll moDS-sel. Erdekes modon a WMO983A
feliiluszo jelentésen csOkkentette a CD14 expressziot a dexDS-hez és a masik primer
melanoma, a WM278 feliiliszohoz képest. Emellett a CD209 expresszié altalanosan
mérséklodott a tumor feliiluszok hatdsara, bar nem szignifikdnsan. Két kivételt talaltunk: A
WMOIB3A ¢s WMOIB3B feliiluszok szignifikinsan mérsékelték a CD209 kifejezodését az
moDS-ek felszinén.

A kovetkezokben a CD1a és CDI1d kifejez6dését vizsgaltuk a tumor feliiluszok hatasara
moDS-ekben és azt taldltuk, hogy a feliiluszok és a dexametazon is jelentésen mérsékelték a
CD1a expressziot. Ezzel ellentétben a CD1d expresszidja nem valtozott a feliiluszok hatésara a
kontrollhoz képest. Egyetlen szignifikdns kiilonbséget talaltunk a dexDS és a WM278
feliiluszonak kitett moDS kdozt.

Az antigének T-sejteknek torténé bemutatasahoz, az moDS-ek emelik az MHCI és MHCII
expressziojat a sejtfelszinen. Ezért a kdvetkezd 1épésben vizsgaltuk a HLA-ABC és HLA-DR
molekulak sejtfelszini expresszidjat tumor feliiluszok hatasara. Sem a HLA-ABC, sem a HLA-
DR expresszidja nem valtozott a kontrollhoz képest a tumor feliiluszok hatdsara. Viszont
szignifikans kiilonbséget figyeltink meg a dexDS valamint a WM983A ¢és WM983B
feliiluszokkal kezelt moDS-ek esetén a HLA-ABC expresszioban. Tovabba a dexametazon
moDS-sel és az Gsszes tumor feliiluszoval, kivéve a HT29-et.

Az antigén prezentalé molekulak mellett a DS-ek fokozzak a kostimulator és koinhibitor
molekuldk kifejezését a T-sej aktivacid soran. Ezért a kovetkezd 1€pésben elemeztiik a CD86
kostimulator, valamint a PD-L1 koinhibitor molekula kifejezddését tumor feliiluszoknak kitett
moDS-ekben. A CD86 expresszid mérséklodott a dexametazon kezelés hatasara. HT29 és HeLa
adenokarcinoma sejtekbdl szarmazo feliiliszok, valamint a két primer melanoma, WM278 és
WMOI83A sejtek oldott faktorai hatasara fokozott CD86 expressziot detektaltunk az moDS-
ekben mint a dexDS-ekben. Tovabba, a dexametazon kezelés teljesen megakadalyozta a PD-
L1 megjelenését az moDS-ek felszinén. Az adenokarcindmakbol szarmazo feliiluszok ezzel
ellentétben szignifikansan novelték a PD-L1 expressziot a dexDS-ekhez viszonyitva. Erdekes
moédon a két primer melanoma sejtvonal kiilonbozden viselkedett; a WM278 feliiltiszoja

jelentésen emelte a PD-L1 expresszidt Osszehasonlitva a WM983A eredetti feliiluszoval.
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Metasztatikus parjaik hasonlé mintazatot mutattak a PD-L1 expressziot tekintve, mint a primer

melanomak.

4.2.2. A kiilonbozd tumor sejtvonalakbol szarmazo medidatorok befolydsoljak az moDS-ek
fagocita képességét

Szdmos tanulmany tamasztja ald, hogy a probiotikus hatdsu baktériumok, beleértve
kiilonboz6 lactobacillus fajokat elonyds hatassal birnak a tumoros allapotokban ugy, mint a
human papilloma virus altal okozott méhnyakrak, melanoma vagy bélrendszeri tumorok. Bar
arrdl keveset tudunk, hogy a kiilonb6zé tumor eredetli mediatorok hogyan befolyasoljak a
hivatasos fagocitak, mint a DS-ek fagocita aktivitasat. Aramlasi citometridval kimutattuk, hogy
az moDS-ek képesek felvenni a vad tipust L. casei baktériumot 37 °C-on, viszont a fagocitdzis
hatékonysaga csokkent 4 °C-on. Legnagyobb mértékben a dexDS-ek internalizaltdk a
baktériumokat, valamint szignifikans kiilonbségeket taldltunk a kontroll, illetve két melanoma
sejtvonal, a WM278 ¢és metasztatikus parja a WM1617 kozt. Ezzel ellentétben egyik
adenokarcinoma sejtvonalbol szarmazé faktorok sem valtoztattak meg az moDS-ek L. casei
felvevo képességét. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy néhany melanoma sejtvonal
kozvetetten képes megvaltoztatni az moDS-ek fagocita hatékonysagat.

A heatmapek segitségével még részletesebb 0sszefiiggéseket tudtunk feltdrni a markerek
¢s a fagocitdzis kozotti kapcsolatban. A kiilonféle tumor feliiliszokkal kondicionalt moDS-eket
két csoportra osztottuk: adenokarcindmak €s melanomak.

Az adenokarcindmak csoportjaban a marker/fagocitdzis kapcsolat valtozatos mintazatot
mutatott, minden egyes sejtvonalnal egyedi profilt figyeltiink meg. Az MDA feliiltiszot kapott
moDS-eknek pozitiv kapcsolata volt a CD1a kifejezddéssel és a fagocitdzissal, mig erds negativ
korrelacid volt a CD14, HLA-DR ¢és CD86 expressziokkal. A HT29-bdl szarmaz6 feliiliszoval
kezelt moDS-ek pozitivan korrelaltak a HLA-ABC, CD14 és a CD209 expressziokkal és erds
negativ kapcsolatot mutattak a PD-L1-gyel és a fagocitozissal. A HeLa-feliiltiszo jelentlétében
differencialtatott moDS-ek pedig erds pozitiv korrelacidban voltak a HLA-DR expresszioval,
mig negativan korrelaltak a CD1d expresszioval.

A melanoma sejtvonalak koziil a WM278 feliiluszoval kezelt moDS-ek kiilonb6zé mértékii
pozitiv kapcsolatban alltak minden markerrel és a fagocitdzissal, mig a masik primer melanoma
sejtvonal a WM983A oldott faktorai jelenlétében differencialtatott moDS-ek negativan
korrelaltak minden markerrel €s fagocitozissal, kivéve egy enyhe pozitiv korrelaciot a CD86-
tal. Erdekes modon a WM278-bol és metasztatikus parjabol a WM1617-bol szarmazod

feliiluszok teljesen eltérden viselkedtek majdnem minden marker és a fagocitdzis
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viszonylataban; a legerételjesebb kiilonbség a CD1a és a CD86 kifejezddésben adodott. Ezzel
ellentétben a masik melanoma par, a WM983A és WM983B mediatorainak kitett moDS-ek

hasonloképpen viselkedtek minden marker és a fagocitozis tekintetében.

4.2.3. A korrelacios analizisek kiilonbozo iranyu kapcsolatokat tarnak fel a kiilonféle
sejtfelszini marker expressziok és a fagocitozis kozott az adenokarcinoma és a melanoma
eredetii feliiluszokban differencidltatott moDS-ekben

A markerek és fagocita aktivitas kozti korrelaciok kiilonbozé mértékét korrelacios
analizisekkel vizsgaltuk R Studio segitségével. Az adatokat a heatmaphez hasonldan kétfelé
osztottuk: adenokarcindéma és melanoma csoportokra.

Az adenokarcindbma feliiliszéval kondicionalt moDS csoportban erds korrelaciot
fedeztiink fel a fagocita aktivitas, valamint a CD1a és PD-L1 expressziok kozt. Erdekes modon
a fagocitdzis negativan korrelalt a CD14, CD209, HLA-ABC és HLA-DR expressziokkal.
Tovabba pozitiv korrelaciot talaltunk a CD86 és CD14, a CD86, valamint a HLA-DR és HLA-
ABC kozt valamint a CD14, HLA-ABC és CD209 és végiil a CD14 és a CD209 kozott. Ezzel
ellentétben a PD-L1 negativan viszonyult a CD1a-hoz, CD209-hez és a HLA-ABC-hez. A
CD86 és a HLA-DR erdsen negativan korrelalt a CD1a-val és a CD1d-vel. Tovabba a HLA-
ABC antikorrelalt a CD1a-val, a CD1a pedig a CD14-gyel.

Meglep6 moédon a melanoma feliiluszot kapott moDS-ek csoportjdban csak pozitiv
korrelaciot talaltunk a fagocitdzis és a sejtfelszini marker expressziok kozt. A korrelaciok
mértéke kiilonbozd volt, mig a CD86 és a CD1a kozt nem figyeltiink meg korrelaciot.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy eredményeink szerint a kiilonbdzé tumor tipusok
kozvetetten képesek megvaltoztatni az moDS-ek fenotipusat ¢€s fagocita képességét.

Eredményeink azt is kiemelik, hogy a primer és a metasztatikus melanoma sejtek masképp

rrrrrr
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5. MEGBESZELES

Az emberi test folyamatosan ki van téve kiilsd és belsd stimulusoknak Gigy, mint mikrobidta
tagok és megvaltozott sajat sejtek, amelyek veszélyeztetik a homeosztazis épségét. Az
immunsejtek fontos feladata, hogy a kiilonb6zé behatasokra megfeleléen reagaljanak. A
dendritikus sejtek f6 feladata az immunvalasz megszervezése azaltal, hogy kapcsolatot
Iétesitenek a természetes és szerzett immunitas kozt. A DS-ek folyamatosan mintat vesznek a
mikrokdrnyezetbdl mikropinocitézissal, receptor-medialt endocitozissal és fagocitozissal.
Ezaltal képesek gyulladasos vagy tolerogén valaszokat kozvetiteni a mikrobiota tagok vagy a
megvaltozott sejtekbdl szdrmazoé kiillonbozo faktorok felé.

A PG, mint a baktériumok nélkiilozhetetlen komponense meghatirozd szerepet jatszik a
gazdaszervezet ¢és a mikrobak kozti kolcsonhatasokban. A gazdaszervezet sejtjei
kiilonbozéképpen képesek kapcsolatba keriilni a PG-vel vagy a komponenseivel és valaszolni
rajuk. A PG fragmentumok a PGH-k altal képzddhetnek, amelyek a PG-t meghatarozott
helyeken hasitjak. A kiilonboz6 PGH-k hidnyaban a PG szerkezetében bekdvetkezett
valtozdsok megvaltoztathatjdk a gazdaszervezet PG-re adott valaszat. Munkank soran
létrehoztunk egy olyan L. casei BL23 torzset, amelyben inaktivaltuk az Lc-p75 PGH-t és
vizsgaltuk az moDS és kovetkezésképpen a T-sejt aktivalo képességét.

Kiemelked6 probiotikus hatasuk mellett a tejsavbaktériumok mint pl. a lactobacillusok és
kiilonb6z6 anyagcseretermékeik/komponenseik képesek a DS-ek aktivalasara bar a végkifejlet
valtozo a tanulmanyok kozt. Foligne és mtsai kimutattak, hogy az L. salivarius, L. rhamnosus
¢s L. acidophilus kiilonbozoképpen stimulalta a csontveldi eredetii DS-eket. Egy masik
tanulmanyban a VSL#3 probiotikus koktél (dsszetevéi: Bifidobacterium [B.] longum, B.
infantis, B. breve, L. acidophilus, L. casei, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. plantarum és
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus) hatasait vizsgaltak csontvel6i eredetii DS-eken
kiilonb6z6 baktériumszdmok mellett. Novekvd VSL#3 baktériumszdmok érettebb csontveldi
DS-eket indukaltak, amelyet a fokozottabb MHCII, valamint CD80, CD86 ¢s CD40
kostimulator molekuldk expresszioja jelzett. Christensen €s mtsai szintén megfigyelték, hogy
az L. casei subsp. alactus altal aktivalt csontveldi DS-ek nem termeltek IL-10-et, de szekretaltak
IL-12-t, IL-6-0t és TNFa-t, valamint kifejeztek MHCII-t és CD86-ot. Ezzel 6sszhangban a vad
tipust L. casei BL23 az moDS-ek aktivaciojat okozta, amelyet az emelkedett expresszioju
CD83, MHCII ¢és kostimulator molekuldk jeleztek. Tovabba a vad tipust baktérium altal
aktivalt moDS-ek gyulladasos és T-sejt polarizalo citokineket és kemokineket is termeltek.
Ezen feliil a vad tipusu baktériumoknak kitett moDS-ek az IFNy és IL-17A termel6 T-sejtek

aktivaciojat eredményezték. Ezek a megfigyelések kiemelik a torzs- és kondiciofiiggd
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immunmodulalo sajatsagait a kiilonbozo tejsavbaktériumoknak €s bizonyitja a mikrobidta
kutatas nehézségeit.

A tejsavbaktériumok egyik elényds tulajdonsaga, hogy megakadalyozzak a patogének és
patobiontdk megtapadasat, kolonizaciojat és biofilm képzését. A kolonizacids rezisztencia
sokféleképpen valosulhat meg, beleértve a versenyzést a tapanyagokért €s energiaforrasokért,
mint kiilonb6zé szolubilis faktorok pl. epesavak, antimikrobialis peptidek és fehérjék altal.
Tovabba elézdleg megfigyelték, hogy néhany lactobacillus torzs magas adhézios és
aggregacios képességgel rendelkezik, amely hatékony lehet a patogének biofilm képzése ellen.
Az L. casei Lc-p75 inaktivacidja hosszua lanci, aggregalt fenotipushoz vezetett dsszehasonlitva
a vad tipusu baktériumokkal. Tovabba az Lc-p75 hidnyos baktériumok csokkent Thl és Th17
valaszt eredményeztek az moDS-ek mérsékelt T-sejt polarizald citokin termelése
kovetkeztében. Erdekes modon a CD83, HLA-DQ, CD80 és CD86 molekulak kifejezddését az
Lc-p75 mutécid nem érintette. Egy korabbi tanulmanyban kimutattak, hogy Crohn betegekben
a Nod2fs mutaci6 nem befolyasolta a DS-ek érését, mivel TLR stimulaciot kovetéen emelkedett
CD80 és CD86 expressziot mutattak. Emellett, a DS-ek altali IL-12p70, TNFa és IL-10
termelés sem volt érintett. Ezzel ellentétben a NOD2 ligandnak, az MDP-nek kitett DS-ek nem
voltak képesek kostimulator molekula kifejezésére ¢€s citokin szekréciora. Egy masik
tanulmanyban, amelyben a vad tipust L. reuteri ATCC PTA 6475-nek és annak CmbA, egy
nyak koto fehérje mutansanak moDS moduléld hatasait vizsgaltak ellentétes eredményt kaptak.
Mind a vad tipusu, mind a mutans L. reuteri fokozott CD83, CD80, CD86 és HLA-DR
kifejezddést okozott, mig a vad tipust baktérium nagyobb mértéki TNFa, IL-12 és IL-1P
termelést eredményezett az moDS-ekben, mint a mutans baktérium. Hasonloan a sejtfelszini
molekuldkhoz, az L. casei Lc-p75 mutacié nem érintette az moDS-ek IL-8 termelését. Ezzel
egyetértésben human makrofdgokkal végzett kisérletekben feltartdk, hogy a sejtmagi IxBa
gatolta a TNFa, IL-1B és IL-6 felszabadulasat LPS stimulacié sordn, mig az IL-8 termelés
¢érintetlen volt. Egy masik tanulmany kimutatta, hogy az IL-8 gén kifejezddésének szabalyozasa
kiilonbozik a gyulladasos citokinek szabalyozasatol. Egy vizsgalat soran megfigyelték, hogy az
ERK3 szabalyozza az IL-8 termelést bél hamsejtekben, mig a citokintermelés szabalyozasaban
az ERKS szerepe nem ismert.

Hogy tovabb tanulmanyozzuk a vad tipust és Lc-p75 mutans baktériumok gyulladas
indukal6 képességének kiilonbségét moDS-ekben, tisztitott PG komponenseket alkalmaztunk.
Eredményeink alapjan azt a megallapitast tettiilk, hogy a mutans bakteridlis PG ugyanolyan
hatasfokkal aktivalta a receptorait, mint a vad tipusu baktériumbol szarmazé PG. Valdjaban

korabban mar kimutattdk, hogy a patogén baktériumbdl és az L. acidophilusbol szarmazo
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diszacharid egységek fliggetleniil a peptid egységek szamatdl képes természetes immunvalaszt
indukalni.

A PG szerkezeti valtozasain kiviil, az Lc-p75 hianyos L. casei jelentds morfologiai
kiilonbségekkel rendelkezik, amely hosszi lancok képzésében nyilvanul meg. Ezért tgy
gondoltuk, hogy a mutians baktériumok alacsony/kdzepes DS aktivalo képessége
Osszefiiggésben all a karosodott moDS altali felvételiikkel.

Szamos tanulmany Kimutatta, hogy a DS-ek kiilonféle lactobacillus térzseket képesek
felvenni. Sertés APS-ekkel végzett tanulmanyban kimutattak, hogy az L. jensenii TL2937
hatékonyan felvételre keriilt az moDS-ek altal, amely IL-1B, IL-12p70 és IL-10 termel6dést
valtott ki a sejtekb6l. Egy masik vizsgalat soran az L. rhamnosus JB-1 baktériumot
internalizaltdk a human moDS-ek gyenge kostimulator molekula expressziot és citokin
szekréciot okozva. Osszefiiggésben ezekkel az eredményekkel az moDS-ek képesek voltak
felvenni az L. casei BL23-at, habar a hossza lancokat formald, Lc-p75 mutans torzset jelentdsen
kisebb mértékben. Hasonldan ehhez, egy masik vizsgalatban hasznalt vad tipust L. reuteri
ATCC PTA 6475 és ATCC 53608 torzseket aktivan kebelezték be az moDS-ek, viszont ezek
nyak koto fehérjékben hianyos megfeleliket csak kisebb hatékonysaggal.

A fagocitézis folyamata szdmos faktortol fiigg, beleértve a résztvevd receptorokat, az
id6tartamot, a kotés erdsségét és a célpont fizikai tulajdonsagait igy, mint méret és alak. Emiatt,
a fagocitozis folyamata meghatarozhatja a kialakuld6 immunvalaszokat. A kisérleti
rendszerlinkben a hosszu ldncu mutans baktériumok korlatozott gyulladasos és T-sejt polarizald
citokin termelést valtottak ki az moDS-ekbdl a vad tipusu L. casei baktériumokhoz képest. A
fagocitozis fontossagat az is alatdmasztotta, hogy a CyD altali gatlds erdteljes visszaesést
eredményezett az moDS-ekben, hasonldéan az Lc-p75 hianyos baktériumokkal aktivalt moDS-
ekhez. Ez a megfigyelés Osszhangban van egy human monocitakkal végzett kisérlettel,
amelyeket Candida albicans-szal és Saccharomyces cerevisiae-vel aktivaltak. A CyD ebben a
kisérletben is a gyulladasos citokinek és az IL-10 erdteljes csokkenését okozta a monocitak
altal.

Eredményeink és az elérhetd irodalom alapjan, megfigyeléseinket a kovetkez6képpen
értelmezhetjiik, amelyek in vivo helyzetekben is relevansak: 1) Az moDS-ek és az L. caseli
kozvetlen kolcsonhatdsa gyulladasos valaszt eredményez, amely elegendd az adaptiv, memoria
Thl és Th17 valaszok eldsegitéséhez. Ezzel parhuzamosan a baktériumok jelenléte 1L-10
szekréciot is kivalt az moDS-ekbdl, amely kozponti szerepet jatszik a mutualista mikrobak
elleni tolerancia fenntartasaban. 2) Az aggregalodott, fonalas szerkezeti L. casei BL23 az

moDS-ek 4ltali fagocitdzisanak sikeres kivédése kovetkeztében mérsékelt gyulladast és szerzett
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immunvalaszokat eredményezett, elkeriilve a nagymértékli immun sejt aktivaciot és igy az
egészséges szovetekkel szembeni artalmas reakciokat.

Osszefoglalva, ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az L. casei BL23 4ltal kivaltott
immunmodulalé mechanizmusok nagymértékben fliggenek az moDS-ek altali felvételtdl. Az
internalizacié meghatarozza az moDS-ek citokin termelését, amely a gyulladasos valaszban és
a Th1/Th17 sejtek altal vezérelt szerzett immunvalaszban nyilvanul meg. A hosszu lanct Le-
p75 mutans L. casei baktériumok, amelyek kevésbé fagocitalodnak az moDS-ek altal, mérsékelt
moDS ¢és T-sejt valaszt okoznak, hasonldéan a CyD-vel eldkezelt, fagocitozisra képtelen moDS-
ekhez.

A mikrobidta — gazdaszervezet kdlcsonhatdsaban jatszott sokrétli szerepe mellett, a DS
alpopulaciok a tumor mikrokdrnyezetnek is fontos részét képezik és jelentésen hozzajarulnak
a tumorellenes vagy tumor novekedést eldsegité valaszokhoz, mivel APS-ekként a T-sejtek
aktivitasat vezérlik. Munkank sordn a monocitdkat kiilonb6z6 tumor sejtvonalbol szérmazo
feliiluszok jelenlétében differencidltattuk és 6sszehasonlitottuk az moDS-ek sejtfelszini marker
expressziojara és fagocita képességére kifejtett hatasaikat.

A CD14" monocitakbdl térténd differenciacios program soran a DS-ek elkezdenek CD209-
et/DC-SIGN-t expresszalni, mikozben elveszitik a CD14-et a sejtfelszinrél epigenetikai
valtozasokon keresztiil. Ennek ellenére CD14" DS-ek megtalalhatok a dermiszben normal
kortilmények kozt is, illetve kiilonbozo betegségekben beleértve a reumatoid és pszoriazisos
artritist és szamos tumor tipust. Ezzel 6sszhangban a melanoma és adenokarcindma eredetii
szolubilis faktorok CD14 expressziot indukaltak kiilonbozé mértékben, mig a CD209 érintetlen
maradt kivéve a WM983 A €s metasztatikus parja a WM983B feliiluszokban differencialtatott
moDS-ek esetében.

A CD209 mellett a CD1la expresszioja is folyamatosan né az moDS-ek felszinén a
differenciacié soran. Mivel a CDla lipid és glikolipid antigéneket mutat be a T-sejteknek, a
tumor sejtek eldszeretettel csokkentik a DS-ek altali CDla expresszidt kikeriilve a tumor
antigének bemutatasat. Mindegyik vizsgalt tumor kondicionalt médium korlatozta a CDla
moDS-ek altali kifejezddését.

Ismert, hogy a tumorok és a tumor eredetli molekuldk gatoljak a peptid antigének
bemutatasat és a kostimulaciot a DS-ekben. In vitro kisérleti rendszeriinkben sem a HLA-ABC,
sem a HLA-DR, sem pedig a CD86 expresszido nem valtozott szignifikdnsan a tumor eredetli
faktorokra oOsszehasonlitva a nem kezelt kontroll sejtekkel jelezve, hogy az moDS-ek

megtartottak T-sejt aktivald képességiiket.
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Az antigének APS-ek altali feldolgozasahoz sziikséges az antigének felvétele valamilyen
endocitotikus utvonalon keresztiil. A nagymértékben kifejez6do ,,ne egyél meg” szignaloknak
koszonhetden a tumorsejtek sikeresen kivédik a fagocitédzist és kovetkezésképpen a tumor
antigének bemutatasat az APS-ek altal. Klinikai megkozelitésben ezek a fagocitozis gatlo jelek,
mint a CD47/SIRPa és a PD-1/PD-L1 fagocitézis ,.checkpoint” terapiaként szolgal kiilonféle
tumor tipusok ellen beleértve a szolid tumorokat és limfomakat. Kisérleti rendszeriinkben az L.
casei BL23 felvételét nem gatoltak az adenokarcindma és melanoma sejtvonalakbol szarmazo
faktorok és parhuzamosan emelték a PD-L1M9" moDS-ek gyakorisagat, kivételt képezett a
WMOI83A. Annak ellenére, hogy a PD-L1 negativan befolyasolja a fagocitozist, pozitiv
korrelaciét talaltunk az moDS altali fagocitézis és a PD-L1 kifejez6dése kozt mind az
adenokarcinoma, mind a melanoma sejtvonalakbol szarmazo oldott faktorok hatasara.

Sok tanulmany szemléltette mar, hogy szdmos mikrobiotdhoz tartozd baktérium torzs
beleértve a B. longum, Enterococcus faecium, Faecalibacterium fajok, valamint az Akkermansia
muciniphila 6sszekottetésben allt az anti-PD-1-PD-L1 terapia fokozott hatékonysagaval
melanomaban szenvedd betegekben és egér kisérletekben is. Tovabba mostanaban deriilt fény
arra is, hogy négy Bifidobacterium faj, a B. bifidum, B. longum, B. lactis és B. breve
megtalalhaté volt a vastagbél tumoros szoveteiben és fokozta az anti-CD47 immunterapia
hatékonysagat. Mindkét esetben a DS-ek voltak a mikrobidta tagok célpontjai, bar a pontos
kolesonhatasok még rejtve maradtak.

Osszefoglalva, egy olyan atfogé elemzést sikeriilt véghez vinni a tumor eredetii szolubilis

faktoroknak kitett moDS-ek differenciacidjarol és funkcidirdl, amely segitheti a tumorok altal

------

------

gyakorolt hatast mutattak. A kivaltott immunmodulal6 folyamatok fiiggetlenek bizonyultak a

szoveti eredettdl és a tumor ndovekedés fazisatol.
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6. AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

“Minden betegség a belekben kezdddik” mondta tobb mint 2000 évvel ezel6tt Hippokratész. A
kijelentés igaza mostandban kezd tisztdzodni koszonhetéen annak a rengeteg tanulmanynak,
amelyek a szamos eldnyOs tulajdonsaggal rendelkezd mikrobidta €s a gazdaszervezet
kolcsonhatasaival foglalkoznak. A mikrobidta és a gazdaszervezet kényes egyensulyanak
felbomléasa sulyos allapotok kialakuldsanak kedvez igy, mint gyulladdsos megbetegedések,
autoimmun betegségek és tumoros allapotok.

Tekintve a kiilonféle dendritikus sejt (DS) alpopuléaciok komplex szabalyozd szerepét,
ezek a sejtek kitling jeloltek arra, hogy nyomon kdvessiik a kiilonféle mikrobidta tagok altal
kivaltott immunmoduldlé hatdsokat, amelyek nem egyszer kornyezet- és fajspecifikusak.
Munkank soran célul thiztiik ki, hogy beallitsunk egy olyan in vitro rendszert, amelyben a vad
tipust és PG-modositott L. casei BL23 baktériumnak a monocita-eredetii DS-eket (moDS)
szabalyozé hatasait tudjuk vizsgalni. Eredményeink azt mutattak, hogy a vad tipusu L. casei-
vel kezelt moDS-ek gyulladdsos, valamint Thl és Thl7 polarizaldo valaszai sokkal
kifejezettebbek voltak, mint a mutans baktériumoknak kitett moDS-eké. Ennek hatterében a
baktériumok kozotti morfoldgiai kiilonbségek allnak. A hossza lancokat alkotdé mutans
baktériumokat a moDS-ek nem képesek hatékonyan felvenni, hasonléan ahhoz, ahogy az aktin
polimerizaciéban gatolt moDS-ek sem tudjak hatékonyan bekebelezni a vad tipust L. casei
sejteket.

A fagocitdzis folyamata nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a megvaltozott tumoros sejtek
¢és immunsejtek kozotti kdlcsonhatasban is. A tumoros sejtek sikeresen képesek kivédeni az
immunsejtek altali felismerést €s felvételt, amelyet kdzvetlen €s kozvetett immunmodulacidval
érnek el tumor- és kornyezetspecifikus modon. A megvaltozott sejtek képesek befolydsolni a
tdmogatja a szuppressziv mikrokdrnyezet kialakuldsat és fenntartdsat. Munkank soran
Osszehasonlitottunk azokat a szabalyozo folyamatokat, amelyeket adenokarcinoma és
fagocitozis képességében. Eredményeink szerint, a tumorok kozvetett hatdsai nagyon
heterogének, fliggetlenek a szoveti eredettdl és a metasztatikus allapottol.

Osszefoglalva elmondhat6, hogy az olyan kiilsd faktorok, mint megvéltozott mikrobiota
tagok, illetve kiilonb6z6 tumor tipusokbol szarmaz6 faktorok alapjaiban véve valtoztatjak meg
az moDS-ek altal kivaltott immunvalaszokat. Remélhetéleg a megfigyeléseink hozzéjarulnak
azon komplex kdlcsonhatasok jobb megismeréséhez, amelyek az artalmatlan mikrobiota tagok

és a DS-ek, valamint a veszélyes transzformalodott sejtek és a DS-ek kdzott zajlanak.
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