Bevezetés

Bar a tapcsatornat folyamatosan es jelentés mennyiségben terhelik idegen antigének, mégis a
tapcsatornahoz kapcsolt immunvalasz jellemzéje a tolerancia. A szervezet szelektiven eltiiri a
taplalékkal nagy mennyiségben bejutdé fehérje antigéneket vagy a tapcsatorndban
kolonizalédott mikrobékat, ugyanakkor a koros sejtekre, allergénekre, patogén mikrobakra,
virusokra gyulladassal kisért tulérzékenységi reakcioval, esetleg valaszkeptelenséggel reagal.
Immun-exklizids védévalasz soran a patogén mikrobak kolonizaciojat és a makromolekuldk
penetracidjat gatlé szekrécios ellenanyagok termelédnek, mig a helyi és periférialis
talérzékenységi  reakcid elnyomasara toleranciat eredményezé  immun-regulécids
mechanizmus indul. Az immunrendszer éretlen volta vagy kéros miikddése viszont,
ételfert6zéshez, allergiahoz, autoimmun betegsegek, esetleg rak kialakuldsahoz vezethet. A
reakcio mechanizmus megismerése még tudomanyos vitak kereszttizében all.

Az oralis vakcindkkal és a toleranciaval kapcsolatos kutatdsok megndvelték a tapcsatorna
immunitas iranti érdeklédest. Megfigyelték, hogy az oralisan bejuttatott, T-sejt fliggé marker
antigének (pl. évalbumin) immunoldgiai felismerése az antigént prezental6 (AP) sejtek, a T
sejtek, majd az IgA elkotelezett B sejtek aktivaciojaval jar a Peyer-plaque-okban. Az
elkotelezett immunsejtek visszavandorolnak a bejutas helyétél tavoli, tapcsatorna és mas
teruletek vedelmét ellaté nyalkahartyaba, mint pl. a lamina propidba. Itt, egy ujabb antigén
ingerre az elkotelezett IgA™ B sejtek citokin (TGF-B) vezérelt érését kovetéen IgA tipusi
ellenanyagot véalasztanak ki a bélbe. Az immunreguléciéért felelds, aktivalt Th3 sejtek altal
kivélasztott citokinek (TGF-B, IL-10) pedig toleranciat (immun-szupressziot) inditanak a
periféridn (Mayer et al., 2001) Gyulladdsos reakcid esetén az antigén prezentaciot kdvetoen
Th1/Th2 sejt fliggd, aktiv immunvalasz indul, illetve memoria sejtek termelédnek (Kjerrulf et
al., 1998).

Ugyanaz az antigén lehet tolerogén és immunogeén is, attol fliggéen, hogy milyen az antigen
szerkezete és mérete, az adagolt dézis és hol torténik az antigénfelvétel (Garside et al., 1999).
Azt, hogy egy antigen milyen vélaszt indit a periférian, alapvetéen fiigg attol, hogy az AP
sejtektél érkezik-e egy ko-stimulacios szignal a T-sejtek felé. Az oldhatd, monomer
antigenek, egydtt adott adjuvans hianyaban, ismételt antigén adasra immunoldgiai
valaszképtelenséget eredményeznek. Ezzel szemben, egy partikulalt antigén vagy egy
adjuvanssal egydtt adott oldhato antigen, ismételt antigén terhelésre produktiv immunvalaszt
eredményez. Ennek vélhet6 oka az inflamacids citokinek indukcidja és az AP sejtek ko-
stimulacios receptorainak aktivacioja. (Brandtzaeg, 2001) Az éretlen vagy korosan miikodo
AP vagy Th3 sejtek antigén ingerre képtelenek a B sejtek aktivaciojat elinditani, mely a korai
elvalasztasnal sulyos fert6zést eredményezhet (Strobel & Mowat , 1998).

Kutatdsok igazoltdk, hogy az oralis adjuvansok (pl. mitogének, szuperantigének, mint pl.
maga a bélfléra vagy az inaktivalt bakterialis sejtfal antigének) segitik a T-sejt fliggo
antigénnel vagy hapténnel szembeni nyalkahartydhoz kapcsolt védévalasz kialakuldsat
(Garcia & Weiner, 1999). Ismert tény, hogy a Cholera toxin (CT) vagy az Escherichia coli
héstabil enterotoxin (LT), illetve ezek nem toxikus lektin B-alegysége adjuvansként kivaloan
alkalmazhat6 a szisztémas és a nyalkahartydhoz kapcsolt immunvélasz manipulalasaban. Ez
utobbit kihasznalva, erételjes kutatas indult az adjuvanssal egydtt adott vakcina antigenekre,
tolerogén peptidekre kivalthatd specifikus IgA szekrécios valasz stimulalasara. (Rappuoli et
al, 1999).

A noveényi agglutininekkel (ConA, SBA, PHA) folytatott kutatdsok ramutattak arra, hogy a
novényi lektinek is képesek a tdpcsatorna immun-kizard védelmét erésiteni. Bizonyitast nyert,
hogy az oralisan bejuttatott fagyongy (misletoe type-RIP) lektin T-sejt proliferaciot stimulald
citokinek termelését indukalta. (Gelencsér et al., 2000).



Szintén ez a felismerés vezetett el a mikrobidlis probiotikumok (él6 mikrobéakat tartalmazé
élelmiszer/takarmany kiegészitok) alkalmazasahoz. A kutatdsok kdzéppontjaban él6 tejsav-
vagy bifidobaktérium kultdraval erjesztett tejfehérje adasa allt. Megfigyelték, hogy
alkalmazast kovetden javult a tdpcsatorna mikrobialis egyensulya. A probiotikumok ugyanis
gatoljak a patogén baktériumok Kkitapadasat és kolonizéciojat, segitik a nem specifikus
immunvédelmet. A tappal bevitt él6 tejsavkultdrak csokkentik a pH-t, a redox potenciélt,
mikroba gatlo anyagokat (szerves savak, hidrogénperoxid, bakteriocinek) termelnek, mellyel
gatoljak a patogének tulélesenek esélyét. Laktaz, illetve galaktoziddz aktiv torzsek laktaz
enzim hianyos egyedben csokkentik a laktdz intolerancia veszélyét. A koleszterint asszimilald
torzsek csokkenthetik a koleszterin akumlaciot a szervezetben. A tdrzsek proteolitikus
aktivitdsa révén a tapfehérje antigenitasa csdkken, konnyen felszivédik. (Sanders, 1993)
Napjainkban a tejipar a tapcsatorna egészseges miikodését fenntartd Un. természet azonos
tejsav baktériumokat (lactic acid bacteria, LAB) forgalmaz. Méas Gram-pozitiv baktériumokat
(Streptococcus thermophillus, S. faecalis) haszonallatok szaméara forgalmaznak. Bar
hivatalosan nem tartjadk probiotikus baktériumnak a sajt és szalami fermentéacidban
alkalmazott starterkultdrakat (S. thermophilus, Staphylococcus carosus), mégis taplalekunk
szerves részét képezik. A Bifidobacterium fajok és a LB tdrzsek a vastagbelet betelepit6
normal flora részét képezik, melyek a patogén mikrobak kitapadasanak gatlasan tul
bakteriocineket is termelnek (Matsuzaki & Chin, 2001). Nem hagyhaté azonban figyelmen
kival, amin-szintetizal6 tulajdonsaguk sem, amelynek eredményekent a fermentalt
élelmiszerek hisztamin-, tiramin illetve biogén amin-koncentracioja jelentésen meghaladja az
ajanlott értéket (Barath et al, 1999).

A probiotikumként adott baktériumok ugyanakkor képesek az immunvélasz moduléléséara is.
Lactobacillus casei torzs Shirota (LcS) etetese a velunk szuletett immunitasban, rakos
megbetegedésekben aktiv szerepet jatszO termeszetes Olosejtek (NK-sejtek) aktivitasat
fokozta. EI6It LcS etetése Thl-es utat inditd citokinek termelését stimulalta egérben. Ez
utobbi, az dvalbuminnal érzékenyitett allatok specifikus IgE ellenanyagszintjét csdkkentve az
allergiat indit6 mechanizmusuit gatlasahoz vezetett. Probiotikus baktériumok etetése, mint
Streptococcus themophillus (St), Lactobacillus fermentum (Lf) és az éleszt6 (Y) kilonb6z6
tipust immunvalasz kivaltasara volt képes. Lf/Y-vel elGetetett és dvalbuminnal érzékenyitett
allatott vakcina antigénre (Ovalbumin) adott ellenanyag és sejtes immunvélasza javult.
Ugyanakkor az el6kezelt allatok immunvalasza ismételt probiotikum adasara szupresszio ala
keriilt. Igy, a probiotikummal egyiitt adott antigénre adott immunvalasz tehat modulalhaté az
aktiv (vakcinalas) és a szupresszios valasz (autoimmunitas, allergia elnyomasa) iranyaba
(Matsuzaki & Chin, 2001; Capurso, 2001; Kirjavainen, 2005).

Célkitzizés

Kutatasi munkank soran, patkany-modell segitségével kivantuk demonstralni, hogy a névényi
és mikrobiologiai eredetti sejtalkotok (lektinek, szelektalt él6 tejsavbaktérium és
fagyasztassal, hével, besugarzassal elpusztitott holt sejtek, valamint ezekbdl és élesztobol
tisztitott sejtfalalkotok és DNS) ordlis adjuvansként torténé alkalmazasa lehetévé teszi a
tapcsatorna immunitds modulalasat, melyet egy T-sejt fliggé marker antigénre (Gvalbumin)
adott sejtes és humoralis immunvalasz vizsgalataval jellemeztiink.



Eredmények ismertetése

LAB torzsek szelekcidja

A tapcsatornaban rezisztens, j6 fermentacios és mikroba gatlo tulajdonsaggal rendelkez6 LAB
torzseket szelektaltunk. A szelekcional természetesen megjelené szempont volt még a
fermentacid soran esetlegesen képzédo biogén aminokat (pl. hisztamin), illetve keseri
peptideket termel6 torzsek kizaréasa (A. Halasz, 2002).

A fenti szempontokat figyelembe veve a Perugia Egyetem torzstenyészetébol elszelektalt,
autentikus LAB torzsek novekedését vizsgaltuk a tapkdzeg dsszetétel hatdsara. A szamottevod
novekedest produkalo tapkozegek (MRS, pepton viz + élesztékivonat, pepton viz +
élesztékivonat + gliikdz) kozil az MRS eredményezte a legjobb szaporodast és mar 27 6ras
inkubacios id6 utan mar kedvez6 ndvekedést biztositott (1. tablazat).

1. tdblazat: A vizsgélt LAB torzsek ndvekedése MRS tapoldatban

Torzs/Inkubacioés idd 19 éra 27 Ora 43 6ra 67 Ora
Lb. Plantarium 2142 0,512 1,873 2,287 2,215
Lb. Casei subsp. 0.598 2,045 2,369 2,331
casei 2752
Lb. Curvatus 2770 0,513 2,006 2,334 2,304

A fermentaciés aktivitast a tejsavtermeléssel, a relativ pH-csokkenési sebességgel
jellemeztik. A tejsav-szintézisben figyelmet forditottunk a D/L-tejsav aranyra is élettani
szempontok alapjan. A tejsavtermelést Boringer Mannheim enzim teszttel vizsgaltuk.

A mikrobagatlasra torténd szelekcional a bakteriocin képzesre vizsgalt LAB torzsek kozul,
elsésorban azokat tartottuk érdekesnek, amelyek tobb teszt baktérium ellen is gatlo hatést
mutattak (Halasz et al., 2004).

A tesztorganizmusokkal szembeni gatlo hatdst kilonb6z6 Osszetételti tapkdzegben inkubalt
LAB torzsek 24 oras tenyészetének szirletébdl (nyers bakteriocin oldat) vizsgaltuk agar-
diffuziods teszttel. A bakteriocin titer meghatarozast tovafutd higitasi sorral mikrotiter lemezen
torténd vizsgalattal vegeztik.

A bakteriocin hatast Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Aspergillus penésztorzsekre,
valamint Candida galbrata CBS 138 és Saccharomyces cerevisiae 2880 éleszté torzsekre
ellendriztiik. Megallapitottuk, hogy a gatlé hatas az erdsen fiigg a termeld torzstsl. Eleszto
gatolhatosagat vizsgalva, a tapkdzeg dsszetétel befolyasa itt is megjelent (Zalan & Barath,
2003).

Az LAB torzsek altal termelt H,O, antimikrobidlis szempontbol elényds, de nagyobb
koncentraciéban a termelé sejtet, valamint a human bélsejteket is kérosithatja. A
tejsavbaktériumok H,O, termelését MRS taptalajon vizsgalva, 24 6ras sejtekkel hataroztuk
meg, melyet a taplétdl centrifugalassal elkllonitve, foszfat pufferes mosast kovetéen
kilénbdz6 inkubalési periddusban hataroztunk meg (Zalan et al., 2005). A H,0, képzodés
torzs és szubsztratfliggé volt. A legnagyobb H,0O, koncentraciét az L. plantarum 2142
képezte, a torsz altal 24-48 ora alatt termelt H,O, L. monocytogenes és B. cereus tesz
organizmusokra gatlé hatast fejtett ki, mig E. coli-val szemben nem.




A szelekcional fontos szempontként tartottuk szem el6tt az 6sszbiogénamin termelést, mivel
egészségugyi szempontbdl kedvezoétlen a nagy 6sszamin es ezen belul is a hisztamin és
tiramin kivalasztds. A vizsgalt autentikus 28 LAB egyike sem termelt hisztamint, de egy
kivetelével, mindegyik szintetizalt tiramint, noha eltéré mértékben.

A hisztamint nem képzé és 10 mg/l alatti 6sszamin termelok kozil tébb olyan LAB torzset is
talaltunk, amely legaldbb 3 romlast okozo illetve patogén baktérium ellen mutatott gatlo
hatast és ezek kozul néhanynak éleszté illetve penészgatld aktivitasat is igazoltuk. A biogén
amin  képzédést MRS tdpoldatra a szaporitott LAB torzsek fellluszojabdl
oszlopkromatografiasan hataroztuk meg (Haldsz, 2002). A mért koncentracio értékek jo
Osszefliggést mutattak a szubsztat koncentracio, hoémérséklet és pH 6sszefliggéseben
bekdvetkezé az aminosav dekarboxildz és diaminoxidaz enzimek aktivitasanak valtozasaval,
melyet elsédlegesen a hozzaférheté szubsztratum (aminosav), és a mikroorganizmus
aminosav dekarboxilaz, valamint aminooxidaz aktivitasa befolyasolt. A hisztidin dekarboxilaz
negativ térzsek nem termeltek detektalhatd mennyiségben hisztamint (2. tablazat).

2. tdblazat: Az elszelektalt LAB térzsek biogén amin képzése MRS tapoldatban (ug amin/ml
feluliszo)

PUT HIST | CAD SPED | AGM |SPER | TYRM
Lb. Plantarium 2142 * ** * 0,45 ** 0,38 0,54
Lb. Casei subsp. * ** * 0,26 ** 0,20 0,98
casei 2752
Lb. Curvatus 2770 0,70 ** * 0,33 0,38 0,67 6,20

* nyomokban
** nem kimutathaté

PUT- putresszin, HIST - histamin, CAD - kadaverin, SPED — spermidin, AGM — agmatin,
SPER - spermin, TYRM - tiramin

Az MRS téptalaj mar 0,1 % hisztidinnel térténé kiegészitése is a hisztamin képzést novelte.
Az a korulmeny, hogy az aminosav 0sszetétel meghatarozé volt a hisztamin képzes
szempontjabol arra mutat,hogy a pepdid kotésben Iévé aminosav esetében a proteaz aktivitas
a meghataroz6 az amin képzédés szempontjabdl. A LAB torzsek proteolitikus aktivitasat
pasztérozott tej beoltdsaval végeztik. A proteindz aktivitidssal (1. &bra) valo korrelaciot
mutatott az egyes torzsek 0ssz amin képzése és kazeinaz aktivitasa is. A hidrolizatumok
tejfehérje allergias betegszérumokkal szembeni IgG rekativitasa mérhet6 csokkenést mutatott
(2. &bra), mely a proteolitikus enzimaktivitassal jo korrellacidban volt (Barath et al., 2004 ).

A tejsavbaktériumok a bélhdmfalhoz tapadva fontos szerepet jatszanak a bélcsatorna védelmi
funkciojanak kialakitasdban. A heterofermentativ térzsek metabolizmusuk soran szerves
savakat, bakteriocineket és hidrogén-peroxidot (H,O,) termelnek. Ezek az antimikrobidlis
tulajdonsadgu komponensek visszaszoritjak, vagy megakadalyozzak a korokozo ill. patogén
mikroorganizmusok ndvekedést. Ezért az elészelektalt LB torzsekbol a tapcsatorndban jol
kitapadd és kolonizalodo, bélnedvekkel és epesavakkal szemben ellenallo, megfelelé enzim
aktivitast LB torzseket szelektalunk (Németh et al., 2006).




1. dbra: Szelektalt LAB torzsekkel bontott alfa-kazein peptidek Urea-PAGE elvalasztasi képe
(1 - Lb. curvatus, 2 - Lb. acidiphilus, 3 - Lb. casei-casei, 4 - Lb. plantaium, 5 - Lb. casei —
speudoplantarum)

Lb. plantarum térzsek

g/100g minta

2739 2741 2142 2108

2. abra: Lb. Plantarum toérzzsel bontott tejfehérjebdl keletkezé immunreaktiv peptidek
részaranya a referencia (tej) fehérjében (g - tejfehérje, gg - immunreaktiv peptidek)

A tejsavbaktériumok tapadasat human vastagbél adenocarcinoma Caco-2 sejteken vizsgaltuk
(Németh et al., 2003; Németh et al., 2004a; Németh et al., 2004b ), ami mind funkcionélis,
mind strukturalis tulajdonsagaiban hasonldésagot mutat a normal vékonybél epitélialis
sejtekhez.

A kitapadas vizsgalat soran 24 oras L. plantarum 2142 és L. curvatus 2775 tejsavbaktérium
tenyészeteket (~10° CFU/mI) 10x -ra higitottunk (~10® CFU/mI) és a differencialédott Caco-2
sejteket 1 oran at inkubaltuk tejsavbaktériumokkal, majd mosast és fixalast kévetéen Gram
festéssel vizsgaltuk a tapado baktériumokat (3. &bra).

Mivel L. plantarum 2142 jobb Kitapadast mutatott kdvetkezé vizsgalatainkat ezzel a torzzsel
folytattuk. Kulonbdz6 koncentraciojd L. plantarum 2142-vel inkubaltuk a polikarbonat
membranon tenyésztett Caco-2 sejteket és a transzepitélialis elektromos rezisztencia (TER)
valtozasat kovettiik nyomon, ami a bélhamsejtek membranjanak atereszthetéségére adott
informécidt, tovabba DAPI festéssel néztlik a Caco-2 sejtekben bekdvetkezett nekrozist.



L. plantarum 2142 tapadasa L.curvatus 2775 tapadasa

3. abra: L. plantarum 2142, L. curvatus 2775 tapadasa Caco-2 sejtekhez

Kilonb6z6 koncentrcioju L. plantarum 2142-vel kezelve a sejteket, a TER nem véltozott,
10° CFU/mI baktérium esetén a mosast kovetden is visszaéllt az eredeti értékhez kozel (4.-5.
&bra). Ugyanakkor 10® és 10° CFU/mI baktériummal kezelve a Caco-2 sejteket nekrozis
kovetkezett be, ami valésziniileg a tejsavbaktérium hatasara a sejttenyészetben bekovetkezett
savanyodas okozott (6.-7. &bra.)
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4. dbra: TER véltozas L. plantarum 2142 hatéséra (60 perc kezelés)
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5. &bra: TER valtozés L. plantarum 2142 hatasara 60 perc kezelést kdvetéen



Nomarsky DAPI festés

L. plantarum 2142 10" CFU/mll

L. plantarum 2142 10° CFU/ml

L. plantarum 2142 10° CFU/mll

6. abra L. plantarum 2142 hatasa Caco-2 sejtek nekrozisara
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7. abra: L. plantarum 2142 hatasa Caco-2 sejtek nekrozisara

A szelekcidés szempontok szerint valasztott torzseket a modell-kisérletekre alkalmas
sejtszamra felszaporitottuk.

Sejtalkotok izolaldsa

Szelektalt LAB torzsekbol és élesztobol feltart sejt Uledéket, illetve fagyasztassal, hével,
besugarzassal elpusztitott holt sejteket, tovabba tisztitott DNS-t a kisérletekhez sziikséges
mennyiségben izolaltuk.

Az el6z6 évi sokoldalu vizsgalatok alapjan mind tejsavtermelés, mind pedig mikroba géatlo
aktivitds alapjan a Lb. plantarum 2142 toérzset (LB) vélasztottuk ki a tovabbi
allatkisérletekhez. A sejteket MRS-tapkozegben szaporitottuk és stacioner fazisban levé
sejttdmegbdl készitettiik hokezeléssel a holt sejteket (LBHD), valamint nativ sejtekbdl térténd
feltardssal a sejtfal Uledéket (LBSF). Az éleszt6 minta Candida glabrata CBS38
(élelmiszerromlast okozé torzs) TGE-tapkdzegben elszaporitott sejttomege volt (CG). Az
éleszté a LB altal termelt bakteriocin oldattal szemben érzékeny. A CTAB- modszerrel
tisztitott DNS-t a kisérletekhez sziikséges mennyiségben nativ LB sejtekbél izolaltunk
(LBDNS).

Marker antigén (OVA) felvétel és transzlokacid kinetikaja

Az adjuvan dozisok beéllitasa céljabodl elokisérleteket végeztink.

Novényi lektinek. Az oralis adjuvanskent hasznalt lektinek kozil a tervezettel (Soybean
Agglutinin, SBA) szemben egy erésebb mitogén lektint, a Phaseolus vulgaris eredeti
fitohemagglutint (Phytoheamagglutinin, PHA-L) hasznaltuk fel a kisérletekben (Gelencsér et
al., 2004). Az adjuvds dozis meghatarozasara patkdny modell helyett egér modellt
hasznaltunk a témavezeté Rowett Research Institute (UK) szerzett metodikai tapasztalatai
alapjan. Az immun-modulécids kisérletek egy részét, az MTA és a LTA kozotti kétoldald
egyuttmiikodés keretében (No22”Immunomodulative properties of food (2002-2004)”, illetve



az EU Centre of Excellence (Institute of Animal Reproduction and Food Research the Polish
Academy of Sciences, Olsztyn) nyilt lehetéséglink elvégezni, a partnerek szintén az egér modellt
részesitették elényben. Megéllapitottuk, hogy az antigén felvétel méar 15 perc malva mérhet6
és 60 perc mulva éri el a maximalis mértéket. Az alkalmazott orélis adjuvans (PHA-L)
dozisfuggoéen novelte az antigén felvétel mértékét. Az immun-moduléciés vizsgalatokban
ezert min. 100ug PHA-L adjuvans adasat terveztuk.

Mikrobidlis adjuvansok. Az OVA felvétel és transzlokécid kinetikajat a tovéabbiakban
mikrobialis adjuvansokkal vizsgaltuk (Nagy et al., 2005). OVA-mentes diétan tartott, him
ivart, 6-8 hetes, Wistar torzsii patkanyok (9 allat/csoport) 0.3 mL fiziol6gias oldatban
gyomorszondéan at 100mg OVA-t, vagy 100mg OVA és kiilénbozé dézist adjuvanst (10 sejt
CG; 10° - 10"%ejt LB10™ sejt LBHD, 10" sejt LBDNS, 10 sejt LBSF) kaptak. A kontrol
allatok soéoldatos kezelést kaptak. Csoportonként 3-3 allathol az intubaciot koveto 0, 30, 60 és
120 perc mulva monitoroztuk a vékonybél lumenbdl fizioldgids séoldattal kimosott, tulélé
OVA-t, illetve 1 %-0s heparinos verszérumbol vizsgaltuk az OVA felvételt kompetitiv
indirekt ELISA-val, illetve 4-12 % Bis-Tris SDS PAGE gradiens gélben (NOVEX, NUPAGE)
végzett elektroforezist kdvetd, enzimjelzéses jelzéses immunoblott (WesternBreeze, NOVEX)
analizissel. Megallapitottuk, hogy az OVA immunreaktiv forméban megtalalhaté a patkany
vékonybélben (6). Hasonl6 modon, de kisebb intenzitassal kimutathaté az oralis adjuvanssal
adott OVA (1, 2, 7,8) vékonybélben és ez nyomokban még 120 perc mulva is fennmarad (9).

1. 2. 3. 4 5 6. 7. 8 9. 10

1. LBsejtuledék+OVA/30 min
2. HDLB+OVA/30 min

3. MW standard

4. Ovalbumin (Sigma)

5. Fizs6/30 min

6. OVA/30 min

7. LB+OVA/30 min

8. LB+OVA/60 min

9. LB+OVA/120 min

10. MW standard

Bélmosd mintak (1-2, 5-9)

8. abra: Mikrobialis oralis adjuvansok hatasa OVA patkany vékonybélben tortené taléléseére.
SDS PAGE elvalasztast kdveté immunblottal torténé azonositas anti-OVA nydl 1gG
ellenanyag felhasznalasaval

Az OVA transzlokaciot vizsgalva megallapitottuk, hogy az antigén felvétel a patkany
szérumban mér 30 perc mualva mérhet6 volt, mely dozisfliggéen novekedett. A vizsgalatba
vont 5 LAB torzshsl a LAB 2770 torzs mar 10° sejtszam mellett is jelentdsen megndvelte a
verszérumban mérheté marker antigén szintjét (80ug/ml OVA) az OVA mentes kontrollal és
a vizsgalt tobbi térzzsel szemben (< 10ug/ml OVA).

Mig a LB eseteben az OVA felvétel 60 perc mualva érte el a maximumot, addig a
sejtfalalkotdk esetében a maximalis felvétel mar 30 perc mulva jelentkezett (9-10. abrék). Az
immun-modulécids vizsgalatokban ezért a magasabb sejtszamu dozisu adjuvans kezeléssel a
kisérleteket megismételtlk.
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1. LB+OVA/120 min
2. LB+OVA/60 min
3. LB+OVA/30 min
4. OVA/30 min.

5. Fizs6/30 min

6. MW standard

7. Ovalbumin (Sigma)

Szérum minték (1-5)

-z

9. 4bra: Mikrobialis eredetii oralis adjuvansok (LB 10™ sejt) hatasa az OVA transzlokacidjara.
SDS PAGE elvalasztast kdveté immunblottal torténé azonositas anti-OVA nydl 1gG
ellenanyag felhasznalasaval

1. 2 3. 4. S. 6. 7.

1. LBSF+OVA/30 min
2. HDLB+OVA/30 min
v 3. LB+OVA/30 min

4. OVA/30 min.

- 5. Fizs6/30 min

6. MW standard

7. Ovalbumin (Sigma)

Szérum minték (1-5)

HD: hékezelés: 15 perc, 100 °C

10. &bra: Mikrobialis eredetii orélis adjuvansok (LBSF10% sejt, HDLB 10 sejt) hatasa az
OVA transzlokaciojara. SDS PAGE elvélasztast kdéveté immunblottal torténo
azonositas anti-OVA nyul IgG ellenanyag felhasznalasaval

In vivo patkdnymodell

Orélis tolerancia kivaltasa. Patkdny modellben tanulmanyoztuk a T-sejt fuggé marker
antigenre (OVA) adott tolerancia valasz minésegét oralis adjuvansok (PHA, szelektalt LAB
torzsek és sejtalkotok) adasa mellett és nélkiile.

PHA oréalis adjuvansként toérténé felhasznalasakor OVA mentes diétan tartott BALB/c
egereket erzékenyitettiink, mig a kontrol A&llatokat fiziologias sooldattal kezeltik. Az
érzékenyitést koveté 7. és 14. napon az allatokat CFA adjuvans és OVA vakciantigén
subcutan adasaval immunizélva vizsgaltuk (ELISA) a tolerancia kialakuldsat vagy attoresét a
kering6 specifikus ellenanyagok (IgG) szintjének monitorozasaval (Gelencsér et al., 2004).
Megaéllapithatd volt hogy a vakcina antigénnel tortént immunizalast kdveté napokon mért
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OVA-IgG szintje jelent6ésen lecsokkent, amikor az érzékenyitést adjuvans adasa mellett
végeztik az OVA csoporttal mérheté szinttel szemben, mig a kontrol csoportban jelent6s
OVA-IgG szintndvekedést tapasztaltunk. A PHA adjuvans adasa igy jelentdsen megnovelte a
tolerancia valasz kialakulasat BALB/c egerekben, mig a kontrol csoportban az ismételt
immunizaclas er6s OVA-specifikus vakcina antigénre adott immunvalaszt indukalt.

A jo fermentacids es mikroba gatld tulajdonsaggal rendelkezé szelektalt LB torzsek (2142,
2745, 2756, 2770, 2775) felhasznaldsaval végzett kisérleteinkben vizsgéltuk (Baréath et al.,
2004; Nagy et al., 2005), hogy a probiotikus LAB torzsek kepesek-e az oralisan stimulalt T-
sejtek vakcina antigénre (OVA) adott valaszat tolerancia iranyaba visszaforditani. Az oralis
tolerancia kivaltasara OVA-mentes diétat fogyaszté him ivara, Wistar torzsi, 4-6 hetes
patkanyokat (5 allat/csoport) LB adasa (szazmillio sejt 0,3 mL fizioldgias sdoldat) mellet
vagy nélkile 10 mg OVA-val oralisan érzékenyitettiik, mig a kontroll allatokat fizioldgias
sooldattal kezeltlk. Az érzékenyitést koveté 7. és 14. napon az Aallatokat subcutan
immunizaltuk 50pug CFA adjuvans 500 pg OVA egyittes adasaval. Egy héttel késobb a
tolerancia kialakulasat vagy attorését vizsgaltuk (ELISA) a keringé specifikus ellenanyagok
(OVA-1gG, OVA-IgG;) szintjenek monitorozasaval. Az eredmenyeket ANOVA
multivariancia analizissel értékeltik. Megallapitottuk, hogy a kontrol allatok (K) vakcina
antigenre adott OVA-IgG véalasza a masodik immunizalast kdvetéen kismertékben nétt, mig
az OVA és LB torzsekkel érzékenyitett csoportok esetében ez a ndvekedés jelentés volt. A
kontrol, nem stimulalt allatok (K) esetében a masodik immunizalast kdvetéen Kismértéki
ndvekedést tapasztaltunk az OVA-IgG; vélaszban, mig az OVA-val érzékenyitett allatokban a
vakcina antigénnel szembeni OVA-IgG; a méasodik immunizalast kdvetéen szignifikansan
megnott. A LB torzsekkel érzékenyitett csoportokban a vakcina antigénnel szembeni OVA-
IgG; mérteke csokken, amit a tolerancia visszadllitdsdnak és a TH, Gt elnyomasanak
tulajdonitottunk). A legkedvezébb eredmények a LB 2745 és LB 2775 tdrzsek esetében
mutatkoztak (11. abra).

OVA-lgG1 valasz a kontrol és OVA/LAB
patkdnycsoportban csoportban

ELISA OD (450 nm)

control
OVA
OVA+2142
OVA+2745
OVA+2756
OVA+2770
OVA+2775

11. abra: Oralis tolerancia kivaltasa. OVA-mentes diétat fogyasztd valasztasi patkanyokat
adjuvans (LB) adasa mellet vagy nélkille OVA-val orélisan érzékenyitettiik, mig a
kontroll allatokat fiziologias soéoldattal kezeltik. Az erzékenyitést kovetsd 7. és 14.
napon az allatokat CFA adjuvans mellett OVA vakcina antigennel immunizaltuk.
Egy héttel késobb a tolerancia kialakulasat vagy attorését vizsgaltuk (ELISA
titergérbe maximalis lekotésének 75%-nal mért abszorbancia értékek) a keringé
specifikus ellenanyagok (1gG;) szintjének monitorozasaval.
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A legkedvezobb eredményt add LB 2775 torzsbol hokezeléssel holt sejteket (LBHD 2775),
illetve valamint a nativ sejtekkel torténé feltarassal sejtfal Uledéket (LBSF 2775)
preparaltunk. Kisérleteink a fentiekhez hasonlé trendeket mutattak. A LBHD-val érzékenyitett
csoportokban a vakcina antigénnel szembeni OVA-1gG; mértéke csokkent a legnagyobb
mértékben, amit a tolerancia visszaallitasanak és a TH, Ut elnyoméséanak tulajdonitottunk, mig
a SF-csoprt gyengébb eredményeket adott, mint a nativ LB(12. abra).

——fizs6 14.nap

lgG1
2,500 —l—fizs6 21.nap
OVA 21.nap
2,000 - LB2775 7.nap
—¥— LB2775 14.nap
1,500 1 —@— LB2775 21.nap

—+—LBHD2775 7.nap

1,000 \ \
——— LBHD2775 14.nap
LBHD2775 21.nap
0,500
LBSF2775 7.nap
,‘\\A\A - - \ LBSF2775 14.nap

0,000 +—--—= T T T T T EES
10x 20x 40x 80x 160x 320x 640x 1280x LBSF2775 21 nap

12. abra: Oralis tolerancia kivaltasa. OVA-mentes diétat fogyasztd valasztasi patkanyokat
adjuvans (LB sejtalkotok) adasa mellet vagy nélkile OVA-val orélisan
érzékenyitettik, mig a kontroll allatokat fizioldgias sooldattal kezeltik. Az
érzékenyitést koveté 7. és 14. napon az allatokat CFA adjuvans mellett OVA
vakcina antigénnel immunizaltuk. Egy héttel késébb a tolerancia kialakulasat vagy
attorését vizsgaltuk (ELISA titergorbe) a keringé specifikus ellenanyagok (1gG;)
szintjének monitorozésaval.

Oralis érzékenyitést kovets immunvélasz kivaltdsa. OVA-mentes diétat fogyaszto kifejlett
immunrendszerti, him BALB/c egereket (16 allat/csoport) 100ug adjuvans (PHA) adasa
mellet vagy nélkile, harom alkalommal (1,2,7 napon) 1 mg OVA-val oralisan erzékenyitlnk,
mig kontrollcsoport &llatait fizioldgids sdoldattal kezeljik. A Kkisérletet a 21. napon zértuk.
Minden kisérleti csoportbol 4-4 allatot szelektaltunk (0 kontrol), a 3., 8., 14., és a 21. napon
(teszt csoportok) megoltik. A Kisérletbdl nyert biologiai mintdkbdl (vér és béltartalom)
monitoroztuk (ELISA) a specifikus lokalis (IgA) és humoralis (IgG /esetleg 1gG alosztalyok)
ellenanyagvalaszt. A sejtes immunvalaszt az immunszervekbdl (1ép, bélfodri nyirokcsomo)
izolalt mononuklearis sejtek spontan és mitogén stimulusra adott ellenanyag vélaszaval
jellemeztiik (ELISA, ELISPOT). A PHA adjuvanssal egyutt adott OVA csoportok esetében a
tapcsatornaban mérheté OVA-IgG szintjében jelentds elvaltozast nem tapasztaltunk. Asejtes
valasz minéségében nem tapasztaltunk lényeges eltérést a kontrol és adjuvanssal egyiitt adott
OVA tesztcsoport esetében. Az eredmenyek alapjan megallapithatd, hogy PHA adjuvans
adasa esetében az antigén-specifikus valaszban er6sodott az antigén kizarassal egydttjaro,
lokalis immunvédelem.
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LTA-MTA egyuttmitkddésben végzett kutatdsokban, oralis érzékenyitést kdveté immunvélasz
kivaltasahoz az OVA-mentes diétat fogyasztd him ivard, 8 hetes, BALB/c egereket (10
allat/csoport) hasznaltunk LB torzsek (Lb. salivarus AWH, LS; Lb. casei LcY, LC; Lb.
plantarum 2142, LB) orélis adjuvanskent torténé felhasznalasaval (Nagy et al., 2002; Nagy et
al., 2005). Az allatokat a kisérlet megkezdese elétt négy alkalommal LB adésa (szézmillio sejt
100 ul fizioldgias sdoldat) mellet vagy nélkile kezeltiik. A kiséerlet indulé napjan az allatokat
25 mg OVA-val vagy 25 mg OVA és LB (szazmillié sejt 100 pl fiziologias séoldat) egyuttes
adasaval oralisan érzékenyitettilk, mig kontrollcsoport allatait fiziologias sdoldattal kezeltik.
A Kisérlet 7 és 14. napjan az allatokat subcutan immunizaltuk (100 ul FCA+ 100 ug OVA). A
kisérletbol nyert (22 nap) bioldgiai mintakbol (vér és béltartalom) monitoroztuk (ELISA) a
specifikus lokdlis (OVA-IgA) és humorélis (OVA-1gG, OVA-IgA) ellenanyagvalaszt. A
sejtes immunvalaszt a 1épbél izolalt mononuklearis sejtek spontan és mitogén stimulusra adott
ellenanyag (OVA-IgG, OVA-IgA) vélaszaval jellemeztik (ELISA, ELISPOT).
Megallapitottuk, hogy az OVA-val érzékenyitett allatok, melyeket a kiserlet el6tt LB torzzsel
kezeltlink jobban vélaszoltak a vakcia antigénre, mint amelyek nem kaptak elékezelést. Az
vakcina antigenre kivalthatd, antigén kizarast segit6é lokalis 1gA valaszok szintje azokban az
allatokban megemelkedett, ahol az allatokat mind a kisérlet el6tt, mind pedig az OVA
érzékenyitésnél is elokezeltiik LB torzzsel.

A kutatas eredményeképpen a tapcsatorna immunitas vizsgalatara alkalmas patkany-modell
kifejlesztése valosult meg. Megallapitast nyert, hogy a ndvényi és mikrobiologiai eredetii
sejtalkotok oralis adjuvansként torténd alkalmazasaval a tapcsatorna immunitas moduléalasara
nyilik lehetéseg. A Kiserleti eredmények alapjan 6sszeallitott publikacio/k referalt
folyoiratban torténé kozlése részben megtortent, illetve folyamatban van.

A téma kidolgozasaban harom, nemzetkozileg elismert és megfelelé modszertani jartassaggal
rendelkezé kutatd, valamint harom PhD hallgatd vett részt. A KEKI biztositotta a
torzsszelekcids, szaporitasi, izolalasi, sejtes, immunanalitikai és DNS munkakhoz sziikséges
laboratoriumi eszkdzoket és berendezéseket (pl. hiitheté centrifuga, razo-termosztat, UV/VIS
fotometer, automatikus mikrotiter rendszeric ELISA meérérendszer, széndioxid termosztat,
laminar flow, stb.).
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