SZENT ISTVAN EGYETEM E # /& '
ALLATORVOS-TUDOMANYI DOKTORI ISKOLA

A korokozoé és a gazdaszervezet
kolcsonhatasanak immunologiai
befolyasolasa

Doktori értekezés tézisei

Készitette:

Dr. Szathmary Zsuzsanna,

Témavezeto:

Dr. Stipkovits Laszl6

Budapest
2005



Irodalmi attekintés

A természetes €s a szerzett immunitds meginditisdban a
’kérokoz6 felismerd receptor’- ok, (Pathogen recognition
receptors = PRR) nagyos fontos szerepet jitszanak. Ezek
ismerik fel a koérokozé mikrobdk konzervalt molekula
mintdzatait (pathogen-associated molecular patterns =
PAMPs). Ezek a receptorok szamos sejttipuson megtaldlhatok.
A dendrikus sejteken (DS) 1évé PRR-ok kulcsszerepet
jatszanak a szerzett immunvdlasz kialakitdsaban. Rajtuk
keresztiil a DS-ek aktivdlédnak, ,(felszabdlyozzdk™ a
hisztokompatibilis komplex (MHC) és egyéb molekuldk
termelddését majd a periféridlis szovetekbdl a limfoid
szervekbe vandorolnak. Az antigén prezentédlds kovetkeztében
a naiv T sejtek koérokozd-specifikus T (,,Th1”, ,,Th2”, ill. ,,T
regulator”) sejtekké differencidlédnak. A Th1-Th2 egyensulyt
a DS-ek eredete, az érési folyamat stimulusa és a fertdzés
helyén keletkezd gyulladdsos mediadtorok szabjdk meg. Ettdl
fligg az, hogy a gazdaszervezet le tudja-e gydzi a fertdzést vagy
sem.

A kutatdsaink célja az immunrendszer befolydsolasa volt,
amelyet kétféle médon kozelitettink meg: a PRR stimuldlé
anyagok eltdvolitasaval, valamint egy korokozét utdnzé
rendszer elddllitdsaval. Ez utébbiban a kérokozokra jellemzd
molekuldris mintdzatokat, mint példaul TLR 2, 3, 4, 9 és Nod2
aktivdlé molekuldkat valamint M. gallisepticum-bdl tisztitott
antigént kotottiink egy bakteridlis méretli részecskére. Ezeket
hasznaltuk csirkékben M. gallisepticum fert6zési kisérletben, és
in vitro dendritikus sejtekkel végzett kutatdsokban.



Sajat vizsgalatok

Az els6 Kisérletben elvégeztik egy TLR4 agonista
molekuldnak, az endotoxinnak az affinitds kromatografids
eltdvolitasat kiilonb6zd oldatokbdl. Az endotoxin koncentraciot
LAL teszttel mértiik. Bemutattuk az endotoxin Kkotést
kiillonbozd oldatokbdl, mint példdul vizbdl, sdéoldatbdl, és
Pseudomonas maltophila tenyészet szlrletébdl. Megvizsgéltuk
a rezin Ujrafelhaszndlhatésagét és azt, hogy a rezin a folyadék
kémiai Osszetételét nem vdltoztatja-e meg. A kisérlet
eredményeként azt lattuk, hogy 4tlagosan 37 EU/ml endotoxint
tartalmaz6 oldatot a rezin oszlopon atengedve az endotoxin
szintet 0.011 EU/ml szint ala csokkent. A rezin igy tobb mint
20,000 EU-t kotott meg ml-ként. A rezin nem valtoztatta meg
az oldatok iondsszetételét €s ijrahasznalhaté volt.

A 2. kisérlet soran bemutattuk a TLR agonista molekuldkat,
mint példaul, endotoxin (TLR4), peptidoglikdn (TLR2/Nod2),
lipopeptid (TLR2) és bakteridlis DNS (TLR9) eltavolitdsat
plazmdbodl és vérbdl. Az endotoxin eltavolitasit LAL teszttel
kovettiikk, mig az egyéb TLR aktivdlé6 molekuldk eltavolitasat
monocita aktivicids teszttel, amelyben TNF-a termelésének
csokkenését mértiik ELISA mddszerrel. Az eredményeink
igazoltdk, hogy ezen molekulédk szintjének jelentOs csokkentése
mellett a vér alvaddsi paraméterei nem valtoztak. A vérben a
sejtszam nem valtozott, hemolizis nem tortént és a komplement
rendszer nem aktivalédott jelentds mértékben.

A 3. kisérlet sordn bemutattuk a mycoplasmak kotodését
kiilonboz6 affinitds kromatogréfias rezinekhez a
membréanjukban taldlhaté zsir €s cukor molekuldkon keresztiil.
A Mycoplasma koncentraci6 csokkenését tenyésztéssel
kovettik. Ezzel a technolégidgval 10° -10° CFU/ml
Mycoplasmat lehetett eltdvolitani a foetédlis borjusavobol
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anélkiil, hogy a savé mindsége, a szdvettenyészetben vald
novekedést serkentd hatdsa, megvaltozott volna.

A 4. Kkisérletben igazoltuk, hogy a peptidoglikin és a
bakteridlis DNS egyiittes jelenléte 1ényegesen jobban stimulalja
a monocitdk TNF-o és Tissue Faktor termelését, melyek
szintjét ELISA modszerrel mértiik. Az eredményeink azt
mutattdk, hogy amikor a peptidoglikinhoz (0.3-1.0ug)
bakteridlis DNS-t (5-15 pg) adtunk a szinergikus hatds 10-15-
szOrosére emelkedett.

Az 5. Kisérlet soran mesterséges ,,Mycoplasma mimikal6”
részecskét elddllitottunk eld. Vivo anyagként baktérium
nagysdgu (1-5 um) poliszacharid részecskéket vélasztottunk,
amelyek feliiletére tobb, Mycoplasmara jellemzd, affinitéds
kromatogréifidval tisztitott antigént és annak kémiailag
modositott (ConcanavalinA, Endoglikoziddz H, perjodat)
valtozatait, valamint kiilonb6z6 PRR agonistdkat (TLR2, 3, 4,
9 és Nod2) kotottiink. Az igy eldallitott anyagot fert6zési,
valamint in vitro kisérletekben hasznéltuk.

A 6. Kisérlet keretében tobb fertézési kisérlet végeztiink
csirkéken. Csoportonként 10 haromnapos csirkét szdjon at
kezeltiink, vagy az els6 napon (fertdzés elott) vagy a 15-ik
napon (fertdz€s utan). A csirkéket a 14 napon M. gallisepticum
Rlow virulens torzs levestenyészetével fertdztiink. A 28. napon
az allatokat kiirtottuk és korbonctanilag vizsgéltuk, valamint a
belsd szervekbdl Mycoplasmat kiséreltiink meg visszaizoldlni.
A részecskék oOnmagukban semmiféle védelmet nem
eredményeztek. A PRR ligandokkal ellatott részecskék antigén
nélkiil kb. 30% kal csokkentették a kérbonctani elvéaltozdsokat
és a Mycoplasma visszaizoldlast a belsd szervekbdl. Az
affinitds kromatografidval el6édllitott nativ antigén 10ug
mennyiségben kb. 50-60%-os védettséget eredményezett. A
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nativ antigén 50ug koncentrdciéban 30-40%-0s, a membran a
kontrollhoz képest viszont rosszabb eredményt adott. Ha a
nativ antigénhez PRR ligandokat tettiink, akkor a védettség kb.
70-80%-o0s volt. Amennyiben a Mycoplasma antigént kezeltiik
ConA-val, vagy endoH enzimmel, vagy perjodattal és PRR
ligandokat is kotottiink a részecskékre, a védettség 90-100%
volt és antigén doézisfiiggd védettséget kaptunk. Az
eredményeink hasonléan jok voltak mind a fert6zés eldtt mind
a fert6z¢€s utan kezelt csoportokban.

A 7. kisérletben monocita, illetve IL-4 és GM-CSF kezeléssel
eldallitott DS tenyészetekben a ,Mycoplasma utdnz6”
részecskék hatasara torténo citokinek termelését vizsgaltuk. A
TNF-a és IL-10 citokinek szintjét ELISA mddszerrel mértiik.
A részecskéket fluoresceinnel jeloltik és a MHCII, valamint
CD86 molekulédk szintjének megemelkedésével igazoltuk, hogy
a részecskék a dendritikus sejtekkel kolcsonhatnak. A
részecskéken 1évé ConA-val kezelt antigén 30 pg TNF-o és 15
pg IL-10 termelését valtotta ki. Ezzel szemben a ConA-val
kezelt antigén, PRR stimulédldkkal egyiitt 150 pg TNF-a és 7
pg IL-10 termelését eredményezte. A TNF-a és IL-10 ardnya a
ConA-val kezelt antigén PRR stimuldl6kkal kombinélva volt a
legmagasabb. Ez az eredmény igazolta az in vivo kisérletekben
latott pozitiv eredményekkel.



Kovetkeztetések

A vizsgélataink elsd részében kimutattuk, hogy a bakteridlis
komponensek, mint példdul az endotoxin, peptidoglikan,
bakteridlis DNS, eltdvolitdsdval a gyulladdsos citokinek (TNF-
a) és egyéb faktorok (Tissue factor) szintje a vérben és
plazmdban jelentOsen csokkent. Ezzel kedvezden befolydsoltuk
a természetes immunrendszer dltal kivaltott védekezési
folyamatot. Ezen molekuldk affinitds kromatografias
eltavolitdsa egy ij megkozelitése ennek a problémanak.

A kutatdsok madsodik részében igazoltuk, hogy a M.
gallisepticum antigénnek és PRR agonistdknak a koérokozé
utdnzé részecskére torténd kémiai kotésével és ennek
csirkékben valé alkalmazédsaval a M. gallisepticum okozta
kérbonctani elvéaltozdsokat €s a belsd szervek kolonizaciéjat
jelentds mértékben csokkenteni lehetett. Azt is bizonyitottuk,
hogy ezeknek a részecskéknek az adagoldsa kedvezden
befolyésolja az immunrendszert nemcsak fert6zés eldtt hanem
a fert6zés utdn adva is. Ennek a részecskének a haszndlata egy
Uj médszer az immunrendszer befolyasolasara.

Az irodalomban eddig ismertetett részecskéket (chitisan, Poly-
DL-lactic acid, polyacryamide keményité vagy dextdn,
ISCOM, liposoma, stb.). Ezeknek egy részét kicsapdsos
modszerrel készitették és igy a koriilmények korlatozzak, hogy
milyen antigén €s egyéb molekuldk csapodnak ki egyiittesen a
hordozéval. Az antigén molekuldk az igy képzddott részecske
belsejében vannak és a részecske sejt dltali lebontdsa sziikséges
az antigénekhez valé hozzdjutdshoz. A PRR molekuldkat nem
lehet a részecske felszinére juttatni. A milanyag alapu dextran
vagy keményitd részecskék sejten beliili lebomldsa és igy a
biokompatibilitas kérdéses.



Az altalunk hasznalt részecskék természetes polysaccharidbdl
késziiltek igy konnyen lebonthaték és biokompatibilisek. A
kiillonboz6 antigének é€s PRR molekuldk az altalunk hasznalt
részecskének a felszinén taldlhatok. A kémiai kotés amit
hasznaltunk lehetdvé teszi szdmos antigén és egyébb molekula
egyideji kotését, igy biztositja, hogy ugyanaz az antigén
prezentdl6 sejt vegye fel mind az antigént mind a PRR
stimuldlé molekulét.

A részecskék bioldgiai hatdsidt nem csupdn éllatkisérletekben,
hanem jdl jellemzett in vitro rendszerekben is, mint példaul
monocita és dendritikus sejt tenyészetekben is.



Uj kutatasi eredmények

Sikeresen jelentds mennyiségli TLR4 agonistit (endotoxint)
csokkentettiik le oldatokban a mérhetd hatar szintje ald affinités
kromatografids modszerrel.

Sikeresen tdvolitottuk el a TLR 2, 4, 9 és Nod2 agonista
molekuldkat (lipoproteint, endotoxint, bakteridlis DNS-t és
peptidoglikant) vérbdl és plazmabdl affinitds kromatografids
modszerrel, anélkiil, hogy negativan befolyasoltuk volna a vér
egyéb paramétereit.

Elsének alkalmaztuk az affinitds kromatogréfids eljardst
mycoplasmdk savobol és egyéb folyadékokbdl vald
eltdvolitdsara. Bemutattuk, hogy ez az eljards nem befolydsolta
a savd mindségét.

Elséként irtuk le a peptidoglikédn €s bakteridlis DNS szinergista

hatdsdt a monocita tenyészetek TNF-o és Tissue faktor
termelésére.

M. gallisepticum antigének és kiilonbozd kombindciéji PRR
agonistdk (TLR3,4,9, Nod2) felhaszndldsaval, elsOként egy
olyan koérokozét mimikdlé részecskét allitottunk eld, amely
csirkében M. gallisepticum fertdzési modellben tesztelve
jelentdsen csokkentette a mycoplasmdk okozta kdérbonctani
elvaltozasokat és a belsd szervek fert6zottségét.

Els6ként mutattuk ki, hogy az M. gallisepticum antigén post-
transcriptiondlis  modositdsainak  eltdvolitdisdval (ConA-,
EndoH-, perjodat-kezelés, deacyldlds) kedvezden tudtuk
befolydsolni az immunvélaszt. A kedvez0 immunvalasz
nemcsak akkor jelentkezett, ha a részecskéket fertdzés elott
adagoltuk, hanem a fert6zés utan adva is.
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Bemutattuk ezeknek az 1j részecskéknek a monocitdkkal és
dendritikus sejtekkel val6é kolcsonhatdsét, valamint azt hogy a
PRR agonistdk kiillonb6z6 kombinécidja eltérd citkine
termelést valt ki.
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