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1. Roviditések jegyzéke

AC
ACPA
AFM
AKA
AM
2-APB
APC
APF
ATP
BAFF
BAPTA-AM
BCA
BCR
BLyS
Breg
BSA
cAMP
CFA
CFSE

cGMP
CHI3L1
Cl

CIA
CK7
ConA
C-PTIO
CRP
CTLA-4
CTX

D

DA

apoptotikus sejt

citrullinalt protein ellenes antitest

atomerd mikroszkopia

anti-keratin antitest

acetoxi-metilészter

2-aminoetoxi-difenil boran

antigénprezentalo sejt

anti-perinuklearis faktor

adenozin-trifoszfat

B cell-activating factor/B-sejt-aktivalo faktor
1,2-bisz(o-aminofenoxi)etan-N,N,N',N'-tetraecetsav-AM
bicinchoninic acid/bicinchoninic sav

B cell receptor/B-sejt-receptor

B lymphocyte stimulator/B-lymphocyta-stimulald
szabalyozd/regulatoros B-sejt

bovin szérumalbumin

ciklikus adenozin-monofoszfat

komplett Freund-adjuvans

carboxyfluorescein succinimidyl ester/karboxifluoreszcein-szukcinimidil-
észter

ciklikus guanozin-monofoszfat

chitinase 3 like 1
konfidenciaintervallum/megbizhatosagi tartomany
kollagénindukalt arthritis

citokeratin-7

concavalin A
karboxi-2-fenil-4,4,5,5-tetrametil-imidazolin-1-oxil-3-oxid
C-reaktiv protein

citotoxikus T-lymphocyta antigén 4

koleratoxin

dohanyos

dohanyos asthmas beteg
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DAB diaminobenzidin

DAF-FM 4-amino-5-metilamino-2’,7'-difluorofluoreszcein-diacetat

DAG diacilglicerol

DAS disease activity score/betegségaktivitasi pontszam

DIC/HOBt diizopropilkarbodiimid/1-hidroxi-benzotriazol

diff.adeno: differencialt adenocarcinoma

DiOC6 3,3-dihexiloxakarbocianin-jodid

DK dohanyos kontroll

DLS dynamic light scattering/dinamikus fényszorasmérés

DMARD disease modifying anti-rheumatic drug/betegségmodosité antireumatikus
gyogyszer

DMF dimetilformamid

DNS dezoxiribonukleinsav

dNTP dezoxiribonukleotid-trifoszfat

DS dohanyos sarcoidosisos

dsDNS dupla szalt DNS

DT dohanyos tumoros

EBV Epstein—Barr-virus

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ELISPOT enzyme-linked immunosorbent spot

EV extracellularis vesicula

FBS foetal bovine serum/magzati marhaszérum

FCS foetal calf serum/borjuszérum

Fmoc fluorenilmetiloxi-karbon

GAG gliilkdézaminoglikan

GHI3L1 chitinase 3 like 1/kitindz 3 szert 1

GMCSF granulocyta—macrophag koloniastimulalo faktor

GusB B-D-gliikuronidaz

HCgp-39 human cartilage glycoprotein 39/emberi porc glikoprotein 39

HDC-KO hisztidin-dekarboxilaz knockout/génkiiitott

HE hidroetidin

Hex hexozamonidaz

HGPRT hipoxantin-guanin foszforibozil-transzferaz
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HLA human leukocytaantigén

HWE Hardy—Weinberg-equilibrium

IFN interferon

IL interleukin

IP3 inozitol-1,4,5-trifoszfat

ITAM intracellularis IgR family tyrosine based activation motif

JC1 5,57,6,6’tetrakloro-1,1,3,3’-tetraetil benzimidazolokarbocianin-jodid

JIA juvenilis idiopathiés arthritis

LAMP1 Lysosome-Associated Membrane Protein 1/lizoszéma-asszocialt

membranfehérje 1

LAT linker for activation of T cells

MBHA metilbenzhidrilamin

MHC major histocompatibility complex

MHP mitokondrialis hiperpolarizacio

MiRNS mikroRNS

MMP/Ayn, mitokondrialis membranpotencial

MnTBAP mangan (III) tetrakis (4-benzoesav)porfirin-klorid

MRNS messenger RNS

MTG mitotracker green

MV mikrovesicula

MVB multivesicularis test

N nem dohanyos

NA nem dohanyos asthmas

NAG N-acetil-gliikozaminidaz

NAO nonyl acridine orange

NC nekrotikus sejt

nem diff. adeno differencialatlan adenocarcinoma

nem szekr nem szekretald tumor

NK nem dohanyos kontroll

NO nitrogén-monoxid

NOC-18 NO donor (2)-1-[2-(2-aminoetil)-N-(2-ammonioetil)amino]diazen-1-ium-
1,2-diolat dietiléntriamin

NOS nitronénmonoxid-szintetaz

NS nem dohanyos sarcoidosisos beteg

8



NSCLC
NT
NTA
OR
PAD
PARP
PBMC
PBS
PCR
PFA
PGC-1la
PGIA

PG-TCR TG

PHA

Pl

PLC
PTPN22
RA
RANKL

Rel.f
RF
Rhod-2

RNS
ROI
RP-HPLC

RT
RUNX1
SCLC
SE
SEM
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nem kissejtes tiidorak

nem dohanyos daganatos beteg

nanoparticle traking analysis

odds ratio/esélyhanyados

peptidil-arginin-deiminaz

poli-ADP-riboziltraszferaz

periférids vér mononuklearis sejt

phosphate buffer saline/foszfatpuffer s6

polimeraz-lancreakcid

paraformaldehid

peroxiszoma proliferator A receptor 1o

proteoglikan-indukalt arthritis

proteoglikan aggrekan T-sejt-receptor transzgénikus

phytohaemagglutinin

propidium-jodid

foszfolipaz C

proteintirozinfoszfatdz, nem receptor fajta 22

rheumatoid arthritis

receptor activator of nuclear factor kB ligand/a nuklearis faktor kB ligand
receptoraktivatora

relativ fluoreszcencia

rheumatoid faktor
xanthylium, 9-[4-[bisz[2-[(acetiloxi)metoxi]-2-oxoetil]Jamino]-3-[2-[2-
[bisz[2-[(acetiloxi)metoxi]-2-oxoetilJamino]fenoxi]etoxi]fenil]-3,6-
bisz(dimetilamino)-, bromid

ribonukleinsav

reaktiv oxigén intermedier

reversed phase high performance liquid chromatography/forditott fazisu
nagy teljesitménytli folyadékkromatografia

real time/valos idejii

runt related transcription factor 1

kissejtes tiidorak

shared epitop/kdzos epitop

standard error of the mean/az atlag standard hibaja

9
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SF synovialis fibroblast

SFL synovialis folyadék

SIRNA small interfering RNA/kis interferalo RNS

SLAP Src-like adaptor protein/src-szerti adaptor fehérje

SLE szisztémas lupus erythematosus

SLEDAI systemic lupus erythematosus disease activity index/SLE betegségaktivitasi
index

SM synovialis membran

SNP single nucleotid polymorphism/egyesnukleotid-polimorfizmus

SSC laphamrak

STAT signal transducer and activator of transcription

Tc citotoxikus T-sejt

TCR T-cell receptor/T-sejt-receptor

TEM transzmisszios elektronmikroszkdpia

TGF transforming growth factor/transzformal6 novekedési faktor

Th helper T-sejt

TMA tissue microarray

TMRM tetrametilrhodamin-metilészter-perklorat

TNF tumornekrozis-faktor

TNFAIP3A tumor necrosis factor alpha-induced protein 3/tumornekrozis-faktor alfa

altal indukalt protein 3

Treg szabalyozd/regulatoros T-sejt
uv ultraibolya
ZAP-70 ¢ associated protein 70

10
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2. Eloszo

Az elmult évtizedben az orvostudomany majd minden teriiletén latvanyos fejlodésnek
lehettiink tanui, talan nem tulzés, ha az immunolégiat az egyik leggyorsabban fejl6do
tudomanyagnak  tekintjik. Az  immunolégiai  alapismeretek, a  betegségek
patomechanizmusanak mind részletesebb feltarasa, tijabb és jabb gyogyszerek megjelenése
jol tiikrozi ezt a rohamos fejlodést. Hetente jelennek meg alapvetden fontos megfigyeléseket
bemutato uj kézlemények, sokszor a megdonthetetlennek hitt alapismereteknek adva egészen
uj értelmezést, ugyanakkor szamos jelenség pontos megismerése még varat magara. A nem
immunologiai betegségekrdl gyakran kideriil, hogy immunologiai tényezoknek is szerepiik
lehet kialakuldsukban, igy ma mar az immunologiai szemlélet nem nélkiilozhetd egyik
klinikai szakteriileten sem. A szisztémds autoimmun korképek osztalyozasa, diagnozisa és
terapiaja szintén folyamatosan valtozik. A biologiai terdpidk megjelenése és mind szélesebb
korben megfigyelhetd elterjedése valodi attorést eredményezett tobb immunologiai betegség
kezelésében. Nagyszamu klinikai vizsgalat teszi lehetévé, hogy a leghatékonyabb mddon és a
legbiztonsagosabban kezeljik betegeinket. A transzlacios szemlélet segitségével, amely
kifejezetten jellemzd az immunologiara, megtalalhatok olyan Osszefiiggések az alapkutatas a
klinikai kutatds és a gyogyszerfejlesztés kozott, amelyek gyorsabbd teszik a kisérletes
eredmények hasznositasat a klinikai gyakorlatban. Ez a szemlélet jelentdsen hozzdjarul a
biotechnologia €és az innovativ gyogyszergyartas fejlodéséhez. Az értekezés témajaként a
rheumatoid arthritist (RA) és a szisztémas lupus erythematosust (SLE) valasztottam, két olyan
szisztémas autoimmun korképet, amelyekkel klinikusként és kutatoként is foglalkozom.
Mindkét korképrdl rendelkezésre allo ismeretek bdviilése jol mutatja az immunologia

szEépségét és paratlanul gyors fejlodését.
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3. Irodalmi hattér

3.1. A tolerancia, a természetes és koros autoimmunitas

Immunrendszeriink fiziologids miikodéséhez sziikséges a természetes ¢€s az adaptiv
immunvalasz dsszehangolt miikddése. A filogenetikailag régebbi természetes immunrendszer
a fert6zések elleni védelem elsé vonalat képezi, nem specifikus a szervezetet éré korokozora,
¢s nem rendelkezik immunologiai memoridval. Sejtjei a makrofagok, monocytak,
granulocytak és a dendritikus sejtek. Az adaptiv immunrendszer immunologiai memoriaval
rendelkezik, aktivacioja iddigényesebb, korokozora specifikus, sejtjei a T- és a B-
lymphocytak [1, 2].

Az immunrendszer sokrétli feladatai kozé tartozik a szervezet védelme a fert6zésektdl
valamint a daganatok novekedésének gatlasa. A patogének elleni védelemhez a sajat és nem
sajat elkiilonitése, a daganatok felismeréséhez pedig a megvaltozott sajat struktirak
azonositasa sziikséges. A koérokozok vagy a daganatos sejtek nem kelld hatékonysaggal
torténd eliminacioja betegséghez vezethet. Az egészséges sajat strukturak ellen nem alakul ki
destrualéo immunvélasz, ezt tolerancidnak nevezziik. A nagymértékben konzervalt antigének
(tobbek kozott hésokkproteinek, DNS) ellen a CD5+ Bl-lymphocytak IgM izotipusu, kis
affinitasti, védo funkcidt betoltd antitesteket termelnek, melyek a természetes
autoimmunitas részét képezik. A természetes autoantitestek pontos funkcidja ma még nem
ismert, feltehetden az apoptotikus sejtek felszinéhez kotddve azok eliminécidjat segitik.
Irodalmi adatok szerint a természetes autoantitestek MRL-lpr egérben gatoljak a proteinuriat

¢s a vesében torténd immunkomplex-lerakodast, javitva az allatok talélését [3].

A tolerancia tobb szinten, rendkiviil pontosan szabalyozott moédon miikodik, centralis
toleranciat €s periférids toleranciat kiilonithetiink el. A centrdlis tolerancia az elsddleges
immunszervekben (thymus, csontveld), zajlé folyamat eredményeképpen jon Ilétre, a
potencialisan autoreaktiv lymphocytak felismerését és eltavolitasat jelenti. A periférias
tolerancia biztositasaért felelds: 1. antigén-szegregacio: az immunprivilegizalt helyeken, pl.
agy, here, az immunvalasz jellege eltér; 2. anergia (kostimulaci®6 hianya); 3.
immunszuppressziv hatasu, szabalyoz6 T- lymphocytak ¢és B- lymphocytak; 4.
citokinegyensuly (a gyulladas helyén Th2 tipusu citokinek jelenléte). Az egészséges sajat
struktarakkal szembeni tolerancia sériilése koros autoimmunitashoz, autoimmun
betegséghez vezethet. A tolerancia tehat igen jol szabalyozott, komplex rendszer
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mukodésének eredményeként jon létre, a rendszer sériilése immunreguliciés zavarhoz
vezethet, aminek kovetkeztében specifikus B- és T- lymphocytak alakulhatnak ki. A
természetes ¢és az adaptiv immunrendszer mikodése is megvaltozhat autoimmun
betegségekben. Az autoimmun betegségek tObbsége multifaktorialis, kialakuldsukban
alapvetd szerepe van genetikai faktoroknak, kornyezeti tényezoknek (példaul egyes
fert6zéseknek) és a betegség kialakulasat sokszor évekkel is megel6z6, a tolerancia
sériilésére utalé immunregulacios zavarnak [4, 5]. A hajlamosito tényezOk Osszessége, a
korkép kivaltasahoz sziikséges kiiszobértéket elérve betegséghez vezet. Effektor tényezok, igy
példaul citokinek és kemokinek feleldsek a gyulladds kialakuldsaért, mely végiil

irreverzibilis szoveti karosodashoz vezethet.

A rheumatoid arthritis (RA) els0sorban a kéz ¢és a lab kisiziileteit érintd szisztémas
autoimmun korkép, prevalencidja 0,4-0,6 szazalék, ndk korében haromszor gyakrabban fordul
el6. A szisztémas lupus erythematosus (SLE) igen szines klinikai képpel jard szisztémas
autoimmun korkép, szinte minden szervet érinthet, gyakori a bor-, iziileti, vese-, hematologiai,
kozponti idegrendszeri érintettség, ndkben kilencszer gyakoribb, mint férfiakban,
prevalenciaja nék korében 1:800-1000 kozé tehets. A kovetkezo fejezet az RA és az SLE

példajan keresztiil attekinti az autoimmun betegséghez vezeto tényezoket.

klinikal tinetek kezdeie effekitor tenyezok kronikus gyulladias
klinikai iuneteket betegséget kizvetleniil kiivetkezményel
megelozd szakasz kivilts ok (fertizés, stressz)
|
Genetikal tenyezak Effektor femverak: RA; erosio, destrukeio
RA- HLA-DRBI, FTPNzZ lymphocytik, SLE: glomerulonephritis

SLE:HLADR? | monoeytik, makrofagek

dendritikus sejtek

Eéarmyezeti tényezok, fertozesek
RA: parvovinus B19, dohanyzas
SLE: EBV, UV supdrzas
| proinflammatorikus
citokinek kemokinek
angiogenctikus faktorok

Immunregulicios zavar | antiinflammatcrikus

{autoimmunitas): citokinek (Treg, Breg)
EA: anti CCP, RF

SLE:anti DNS |

—
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1. dbra. A rheumatoid arthritis és a szisztémds lupus erythematosus patomechanizmusa.
Autoimmun betegségek patomechanizmusa (Nagy Gy. kényvfejezet, In: Szekanecz Z.
Reumatologia: egyetemi jegyzet) alapjan [4]. A szisztémds autoimmun betegségek
kialakulasaban szerepet jatszo genetikai tényezok, kornyezeti tényezok és immunregulacios
zavar évekig jelen lehetnek a betegség kialakulasa eldtt. Effektor tényezdk feleldsek a
gvulladas kialakulasaért, a betegségek tartos fennallasa a célszervek strukturalis és

funkcionalis karosodasaval jarhat.

3.2. Kéroki tényezok RA-ban és SLE-ben
3.2.1. Genetikai faktorok

RA-ban jelentds szerepe van genetikai tényezoknek, a betegség konkordancidja egypetéji
ikrekben 30-50 szazalék. Az RA és az MHC gének kapcsolata évtizedek Ota kutatas targyat
képezi, a human leukocitaantigén (HLA) -DRBI1 allél az egyik legtobbet vizsgalt RA-ra
hajlamosité gén. K6zos a HLA-DRBI allélekben a shared epitop (SE) szekvencia, mely a 70-
alanin-alanin szekvencia) [6]. A HLA-DRB1 mellett a PTPN22 a masik legfontosabb

genetikai tényezé RA-ban (ldsd alabb is). Szamos mas gén asszociaciojat is igazoltak [7].

Az SLE konkordancidja egypetéjii ikrekben 40-60 szazalék, a HLA DRB1*1501 (DR2),
DRB1*0301 (DR3) is hajlamosit SLE-re. RA-ban és SLE-ben is fontos szerepe van az MHC
gének mellett szamos mas génnek is [8]. A protein-tirozinfoszfatiz (PTP) enzim
polimorfizmusa tobb autoimmun betegségben ismert, igy tobbek kozott gyulladasos
reumatologiai korképekre (RA, SLE, szisztémas sclerosis), 1-es tipusu diabetes mellitusra és
Graves-korra is hajlamosit. A PTPN22 protein szerepet jatszik a B- és T-lymphocytak
aktivacidjaban, a 620. pozicioban 1évé aminosav cseréje argininrél triptofanra
(PTPN22R620W) a BCR ¢és TCR szignalt gatolja és hozzajarulhat a T- és B-sejt-tolerancia
csokkenéséhez [9]. A PTPN22 tehat tobb autoimmun koérképre hajlamosit és a jelenlévo
egyéb genetikai és kornyezeti tényezOktol fiigg, hogy kialakul-e betegség, és ha igen mely

korkép alakulhat ki a polimorfizmus jelenlétében.
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crer

elhelyezked6 C-reaktiv protein (CRP) gén egyes haplotipusai, az IgG tartalmu
immunkomplexek  receptorainak  (FCGRIIA, FCGRIIB, FCGRIIIA, FCGRIIIB)
elhelyezked6 CA dinukleotid repeat polimorfizmus. Tumornekrozis-faktor (TNF) a-promoter
polimorfizmust leirtak RA-ban és SLE-ben, a felsorolt néhany példan kiviil nagyszamu
polimorfizmust igazoltak mindkét betegségben. Ma mar lehetséges mintanként tobb millio
polimorfizmus egyidejii vizsgalata, és a teljes genom is szekvenalhato, igy az autoimmun
betegségek iranti genetikai fogékonysag jo kozelitéssel meghatarozhat6. A genetika mellett
epigenetikai faktorok (acetilacio, metilacio, foszforilacio, ubiquitinacido és sumoilacid) IS

kozponti szerepet jatszanak az SLE és az RA patomechanizmusaban [10].

3.2.2. Kornyezeti tényezok

A Kkornyezeti tényezOknek is alapvetd szerepe van az autoimmun korképek
patomechanizmusaban, igy fertdzések, dohanyzas, vegyi anyagok is hozzajarulhatnak a
betegségek kialakulasahoz. A dohanyzas és az RA kapcsolata évtizedek ota ismert, ujabb
irodalmi adatok szerint a HLA-DRBI1 hordozasa és a dohanyzas egylittesen hajlamosithat az
anti-citrullinalt protein antitest (ACPA) -pozitiv RA-ra (lasd az ACPA-rol részletesebben a
3.2.3.1. fejezetet is) [11, 12]. Mas megfigyelések szerint a dohanyzas hatasa HLA-DRB1-
hordozas esetén nem jelentds rizikofaktora az ACPA-pozitiv RA-nak [13]. A HLADRBI és a
PTPN22, az RA két legfontosabb genetikai rizikdfaktora, nem egymastol fliggetleniil jarul
hozza a betegséghez. Irodalmi adatok alapjan a PTPN22 foként a HLADRBI jelenléte esetén
rizikofaktor [14] (2. abra). A dohanyzas és a PTPN22 kapcsolatarol eltéré eredményeket
publikaltak, egyes megfigyelések szerint a PTPN22 fiiggetlen a dohanyzastol [14], mig mas
megfigyelések szerint a PTPN22 ACPA-pozitiv RA-ra hajlamosit [15].
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2. dbra. A dohdnyzds és genetikai faktorok RA-ban. Kallber H et al, Am J Hum Genet 2007.
alapjan) [14]. A HLA-DRBI jelenléte és a dohdanyzas ACPA-pozitiv RA-ra hajlamosit,
feltehetden a tiidoben lévé proteinek citrullindciojan keresztiil. PTPN22 foként a HLADRBI

Jjelenléte esetén rizikofaktor és fiiggetlen a dohanyzastol.

RA-ban a dohanyzas szerepe igazoltnak tekinthetd [16, 17]. Ez a betegség jo példat szolgaltat
arra vonatkozoan, hogy genetikai és kornyezeti faktorok egyiittesen hogyan befolyasolhatjak
egy autoimmun korkép kialakuldsat. Ma még nem ismert részleteiben, hogy a dohanyzas
milyen szerepet jatszik az RA patomechanizmuséban, feltehetéen a dohanyfiist stimulalhatja a
tiid6ben is kifejez6d6 2-es tipust peptidil-arginin-deiminaz (PAD, lasd a 3.2.3.1. fejezetben
iS) enzimet, mely a tiidében proteinek citrullinalodasahoz vezethet (2-3. abra) [18]. Az
ACPA-pozitiv és ACPA-negativ RA genetikai hattere jelentdsen kiillonbozik [19], tovabba az
ACPA-pozitivitas rossz prognosztikai tényez6 RA-ban [18].
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3. dbra. A citrullindlt protein ellenes antitest (ACPA)-pozitiv és ACPA-negativ RA
jellemzéi: HLA-DRBI, PTPN22 és a dohdnyzas ACPA-pozitiv RA-ra hajlamosit. Az ACPA-
negativ és az ACPA-pozitiv betegség genetikai hattere jelentésen eltér. A betegség két
alcsoportjianak  klinikai tiinetei hasonloak, ugyanakkor az ACPA-pozitiv csoportban
vdrhatoan nagyobb a betegségaktivitds, nagyobb a mortalitas és nagyobb a cardiovascularis

kockazat, tehat az ACPA-pozitivitas rossz prognosztikai faktornak tekintheté [18].

A napsugarzas SLE-t aktivald szerepe jol ismert, kiilondsen az ultraibolya (UV) B sugarzas
indithatja be, vagy aktivalhatja a betegséget. Az UVB sugarzas a keratinocytak apoptdzisat és
ennek kovetkeztében intracellularis antigének sejtekbdl torténd kijutdsat eredményezheti,
melynek szerepe lehet a koros autoimmunitds kialakuldsdban. Fertdzések szintén
hozzajarulhatnak mind az RA, mind az SLE kialakulasahoz, mindkét betegségben szerepe
lehet szamos virusnak és baktériumnak, néhany példat emlitve: SLE-ben és RA-ban is szerepe
lehet az Epstein—Barr-virusnak (EBV), feltételezhetd a parvovirus B19, a lentivirusok vagy a
rubeola szerepe RA-ban [16, 17].
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3.2.3. Immunregulacios zavar

A szisztémas autoimmun korképeket akar évekkel megel6zden kialakulhat a koéros
autoimmunitasra utald immunregulacios zavar, mely elsdsorban antitestek és/vagy specifikus
T-lymphocytak megjelenésével jar, és jelenléte valdszinlsiti az autoimmun betegség

kialakulasat.

3.2.3.1. Autoantitestek RA-ban

Az antitestek Fc része ellen termel6dé autoantitest a rheumatoid faktor (RF), RA mellett SLE-
ben és mas szisztémas autoimmun koérképekben, fertdézések soran vagy egészséges idds
egyénekben is gyakran kimutathat6. RA-ban az RF rossz prognosztikai faktor, szintje nem
korrelal a betegség aktivitasaval. Az RF azonositasa volt az egyik els6, az RA autoimmun
jellege mellett szol6 érv. RA-ra specifikus, ritkdn mas betegségekben vagy egészségesekben
is el6fordulhatnak a citrullinalt proteinek ellen termel6dd antitestek (ACPA). A betegség
2010-es klasszifikacios [20] kritériumainak is a részét képezi az ACPA. 1964-ben irtak le az
anti-perinuklearis  faktort (APF), mely RA-s betegek szérumaban kimutathato,
szajnyalkahartyasejtek 0,5-0,7 pm méretii perinuklearis keratohialin granulumaival reagalo
antitest [21, 22]. 1979-ben azonositottadk a nyel6csé keratinszerd strukturait felismerd
antitestet (AKA), mely az APF-hez hasonldan indirekt immunfluoreszcenciaval hatarozhatd
meg [23]. Az APF és az AKA hasonl¢ tulajdonsagokkal rendelkezik, mindkett6 specifikusnak
bizonyult RA-ra. 1995-ben igazolodott, hogy az APF és az AKA autoantitestek egyarant az
epithelialis filament-aggregating protein (filaggrin) ellen termelédnek [24]. A filaggrin
hamsejtekben kifejez6do protein, a bor barrier funkcidjanak fenntartasaban alapvetd szerepe
van, ugyanakkor az iziiletekben nem talalhaté meg [25]. Néhany évvel késébb az igazolddott,
hogy a citrullint tartalmazo filaggrin ellen iranyulnak az APF és az AKA antitestek is [26,
27], a filaggrin citrullindlodasa sziikséges az antigenitdsdhoz. A citrullindlt proteinek
polipeptidek modositasaval, poszttranszlaciés modifikacioval szintetizalédnak, nem de novo
proteinszintézis soran (citrullin tRNS-t nem ismeriink). A peptidilarginin deimindz (PAD)
enzimek hatasara a polipeptidekben 1évé arginin citrullinna alakul. Az iziiletekben synovitis
soran citrullint tartalmaz6 proteinek mutathatok ki, citrullinalt fibrin vagy intracellularis
proteinek koziil a citrullinalt vimentin, tovabba a citrullinalt alfa-enolaz indithatja be és

tarthatja fenn az ACPA-termelést [16]. A fibrint a sejtekbdl apoptozis és nekrozis soran kijutd
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PAD enzimek citrullindljak. A citrullinalt proteinek feltehetden alapvetd szerepet jatszanak a

sajat antigénekkel szembeni tolerancia attérésében [16].

3.2.3.2. Autoantitestek SLE-ben

Az SLE-re jellemz6 az intracellularis antigének elleni antitestek (antinuklearis antitestek, anti-
DNS antitest) termelddése [28]. A betegségre jellemz6 fokozott nekrozisnak és apoptozisnak
feltehetéen szerepe van a citoplazmatikus ¢és sejtmagfehérjék és nukleinsavak elleni
antitesteknek a termelddésében. 1957-ben irtak le elsé alkalommal az SLE-re meglehetdsen
specifikus anti-DNS antitestet [29, 30], mely a betegség klasszifikacios kritériumainak részét
képezi [31]. Az anti-DNS antitestek szintje a betegség aktivitasaval tobbnyire valtozik [28,
32], magas anti-DNS szérumszint akar évekkel az SLE diagnozisanak felallitasa el6tt is jelen
lehet a betegek jelentés részében [33, 34]. Korabbi eredményeink alapjan az anti-DNS- és a
neopterinszint egyiittes értékelése jol jelzi a betegség klinikai aktivitasat [32].

A B-sejt-aktivacioé eredményeképpen szamos protein, glikoprotein, szénhidrat és lipid elleni
antitest termelddését is igazoltak SLE-ben [8]. A vizsgalt antitestek kiilonb6z6 mértékben
korreldlnak az SLE klinikai aktivitdsanak mérésére hasznalhatd systemic lupus erythematosus

disease activity index (SLEDAI) értékével.

3.2.4. Effektor tényez6k
3.2.4.1. A klinikai tiinetek kialakulasa, a betegség kezdete

A fent leirt genetikai, kornyezeti faktorok és az immunreguldsidos zavarnak tekinthetd
toleranciasériilés (mely a betegség kialakuldsat évekkel megelézheti) autoimmun betegség
kialakulasdhoz vezethet, ma még nem tudjuk pontosan, melyek azok a tényezOk amelyek
kozvetleniil a klinikai tiinetek megjelenését eredményezik. Fertézések, dohanyzas, pszichés
tényezOk, hormonalis valtozasok szerepet jatszhatnak az RA és az SLE kialakuldsaban. A
kovetkezd fejezetek roviden Osszefoglaljadk a gyulladas kialakuldsdban és szabalyozasaban
szerepet jatszo citokineket, kemokineket, az adaptiv és a természetes immunvalasz
sejttipusait, a 3.2.4.6., 3.2.4.7. é a 3.2.4.8. fejezetek targyaljak az extracellularis
vesiculaknak, a nitrogén-monoxidnak  (NO), a hisztaminnak és a

komplementrendszernek a gyulladas szabalyozasaban betoltott szerepét.
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3.2.4.2. Citokinek, kemokinek

A sejtek kozotti kommunikacioban alapvetd a citokinek és a kemokinek szerepe. A citokinek
egy csoportja gyulladast fokozo vagy proinflammatorikus hatasu, igy a tumornekrézis factor
(TNF)-a, az a-interferon (IFN-a), az interleukin-1 (IL-1), IL-6, IL-15, IL-17, IL-18, IL-32
hozzajarul a gyulladashoz. Az antiinflammatorikus citokinek (IL-10, IL-35) mérséklik a
gyulladast. A citokinek komplex halozata biztositja az immunrendszernek a szervezet aktualis
allapotahoz igazodo aktivacidjat. Szisztémas autoimmun korképekben, igy RA-ban és SLE-
ben is jellemz6é a proinflammatorikus citokinek aranyanak novekedése [16, 28]. A haldzat
minden eleme eltéré mértékben jatszik szerepet a gyulladas kialakulasaban, RA-ban az IL-1,
IL-6, IL-17 és a TNF-a, mig SLE-ben az IL-6, IL-17 és az IFN-o szerepe a leginkabb
meghataroz6. A kemokinek szabalyozzak a lymphoid sejtek érpalyabol torténd kilépését, a
gyulladas helyére torténé vandorlasat és aktivalasat. A cisztein helyzete alapjan
megkiilonboztetiink CC, CXC, XC és CX3C kemokineket.

3.2.4.3. T-lymphocytak

A szisztémas autoimmun betegségek patomechanizmusaban kdzponti szerepet jatszanak a T-
lymphocytak. Az adaptiv immunvalasz sejtjei, felsziniikon antigénprezentald sejtek (APC)
altal feldolgozott és MHC1 vagy MHC2 molekulaval egyiitt bemutatott peptideket felismerd
T-sejt-receptort (TCR) hordoznak. A helper T-lymphocytak (Th, CD4+) szabalyozo
funkciokat toltenek be, a citotoxikus T-lymphocytak (Tc, CD8+) effektor funkcioval
rendelkeznek. Fejlodésiik a thymusban zajlik, ennek soran elpusztulnak azok a sejtek,
amelyek nem tudnak a sajat MHC-vel egyiittmiikodni és azok, amelyek nagy affinitassal
reagalnak a sajat antigénekkel (centralis tolerancia, lasd 3.1 fejezet). A CD4+ T-sejtek
MHCII-vel bemutatott idegen peptideket, a CD8+ T-sejtek MHCI molekulaval bemutatott
sajat peptideket ismernek fel. Megkiilonbozetiink aff és yo T-sejteket a TCR szerkezete
alapjan, a periférias T-lymphocytak mintegy 2 szazaléka yo T-sejt, 98 szazaléka af3 T-sejt.

A Th-sejteket szamos csoportra oszthatjuk. A Thl-sejtek elsdsorban TNF-a-t, IFN-y-t, IL-2-t
és IL-12-t termelnek, transzkripcios faktoruk a T-bet és a STAT4 (signal transducer and
activator of transcription 4) [35, 36]. A Th2-sejtek IL4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 és IL-13
citokineket termelnek, transzkripcios faktoruk a GATA 3 és a STAT 6 [35]. A Th9-sejtek
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jellemz6 citokinje az IL-9, szerepik van a féregfertézések elleni védekezésben [37].
Proinflammatorikus hatast I1L-17 és I1L-22 citokineket termelnek a Th17-sejtek [38], jellemz6
transzkripcios faktoruk a RORyt [35], a fokozott IL-17-termelésnek szerepe van az RA és az
SLE patogenezisében. A Th22-sejteknek foként az epidermalis immunitasban és
remodellingben van szerepe, 1L22 és TNF-a a jellemz6 citokinjiik [39]. A B-lymphocyta-
aktivalasban alapvetd szerepiik van a follicularis Th-sejteknek [40]. Az antigénprezentald sejt
(APC) altal prezentalt peptid/ MHC komplex és a TCR kapcsolodasa T-lymphocyta-
aktivaciohoz vezethet. A T-lymphocytakon kifejez6d6 CD28 és az APC-n kifejez6dé
CD80/CD86 kapcsolodasa (kostimulacio) is sziikséges a T-lymphocyta-aktivaciohoz. A T-
lymphocytak talzott aktivacid esetén citotoxikus T-lymphocyta antigén (CTLA4) -proteint
expresszalnak, mely a CD80/CD86-hoz a CD28-nal nagyobb affinitassal kotédik és gatld
hatasa van a sejtaktivaciora (koinhibici6, 4. abra, T-lymphocyta-aktivacié). Az abatacept
(CTLA4 immunglobulin fuzids protein) az APC CD80/CD86 receptorat elfoglalva gatolja a
kostimulaciot, hatékony immunszuppressziv gyogyszer. In vitro kisérletek soran T-sejtek
stimulalhatoak fitohemagglutinin- (PHA), concavalin A- (ConA) ¢és anti-CD3/CD28-

kezeléssel.
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4. dbra. T-lymphocyta-aktivdacio. Autoimmun betegségek patomechanizmusa (Nagy Gy.
konyvfejezet, In: Szekanecz Z. Reumatologia: egyetemi jegyzet). A TCR kapcsoldddsa az
APC/MHC2/peptid komplexéhez ITAM-szekvenciak foszforilaciojat és protein tirozinkindzok
aktivaciojat eredményezi. A ZAP-70 foszforilalodik, majd a linker for activation of T cells
(LAT) adaptor fehérjén keresztiil a foszfolipaz C-yl (PLC-yl) is aktivalodik. A
foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat inozitol-1,4,5-trifoszfatra (IP3) és diacilglicerolra (DAG)

2+
hasad. Az IP3 a belsé raktarakbol Ca -ot szabadit fel, mely az aktivaciot kovetoen

2+

masodperceken beliil Ca -szignalt eredményez, a DAG proteinkinaz C-t aktival (PKC) [4].

A regulator vagy szabalyoz6 T-sejtek (Treg) immunszuppressziv hatasuak, a Treg sejtek altal

termelt fontosabb antiinflammatorikus citokinek a TGF-f, IL-10 és IL-35, jellemz6

transzkripcios faktoruk a FOXP3 [41]. A tobbi CD4 T-lymphocytatol eltéréen a Treg sejtek

folyamatosan expresszajak a CTLA4-et, gatoljak T-lymphocyta-proliferaciot, alapvetd
22



dc_796_13

szerepiik van a periférias tolerancia fenntartasaban (lasd 3.1. fejezet). SLE-ben [42] és RA-
ban [16] is leirtak a Treg sejtek funkcinalis zavarat, a Th1 és a Th17 lymphocytak altal termelt
proinflammatorikus citokinek koézponti szerepet jatszanak a synovialis gyulladasban RA-ban

[17].

A TCR-hez nem kovalens modon kapcsoldodnak a CD3 komlex yede(C-lancai, a jelatvitelért az
intracellularis IgR family tyrosine based activation motif (ITAM) szekvenciak felelések. A
CD3 v, € és 0 -lancok 1-1, mig a { lancok 3 ITAM szekvenciat tartalmaznak, ez is mutatja a (-
lanc alapvet6 szerepét a T-sejt-jelatvitelben. Az Src-Like Adaptor Protein (SLAP) génkiiitott
allat thymocitainak a (- lanc kifejezodése fokozott, a SLAP degradaciora iranyithatja a CD3-(
lancot [43]. Az aktivacios folyamat els6 1épése ITAM tirozinok foszforilalodasa, ezt koveti
szamos tovabbi intracellularis fehérje foszforilalodasa protein tirozinkinazok és szerinkinazok
aktivaciojan keresztiil, majd a citoplazmatikus Ca®*-szignal, mely T-lymphocyta-aktivaciohoz

és klonalis expanziohoz vezet (4. abra, T-lymphocyta-aktivacio).

A T-lymphocyta-aktivacio soran reaktiv oxigén-intermedier (ROI) és nitrogén-monoxid (NO)
-termelés is torténik. RA-ban és SLE-ben a T-lymphocyta-aktivacié szamos részfolyamatanak
defektusat leirtadk. A human RA-hoz hasonld arthritishez vezet egerekben a T-lymphocyta
jelatvitelben kozponti szerepet jatszo ( associated protein (ZAP-70) spontan pontmutacidja
[44]. A T-lymphocytak RA-ban betoltott szerepét igazolja az abatacept hatékonysaga [16].
SLE-ben az egyik legtobbet vizsgalt eltérés a csokkent (-lanc-expresszio [45]. A
mitokondrialis membranpotencial (MMP/AY,) elengedhetetlen a  mitokondrium
bioenergetikai funkcioihoz, Osszeomldsa utan az apoptdzis folyamata irreverzibilis. A
mitokondrialis potencial Osszeomldsat megel6zi a mitokondridlis hiperpolarizaci6 (MHP)
[46]. Tartosan magasabb mitokondrialis potencial mérheté SLE-s betegek T-lymphocytaiban
[47, 48].

A T-sejtek szerepe alapvetd az aggrekan indukalta arthritis modellben. A chondrocytak altal
termelt porc proteoglikdn aggrekan a II. tipusu kollagén mellett a hyalinporc extracellularis
matrixanak f6 alkotdja. A proteoglikdn aggrekan molekuldk hialuronsavlanchoz kapcsolodva
megkotik a II. tipusi kollagénszadlakat. A proteoglikan indukalt arthritisben (PGIA,
proteoglycan induced arthritis), genetikailag érzékeny egerekben (BALB/c, C3H) human
porc aggrekan proteoglikén oltasaval kronikus, progressziv polyarthritis valthatd ki. A CD4
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T-sejt hibridoma (5/4E8), mely a P70-84 peptidszekvenciaval reagal, BALB/c egérben
arthritist valt ki [49]. A P70-84 epitopra specifikus transzgénikus egér fokozottan érzékeny a
proteoglikan indukalta arthritisre [50]. Igazoltak GP-39 porcproteinre, ll-es tipusa kollagénre,
¢és citrullinalt proteinekre specifikus autoreaktiv T-sejtek jelenlétét is RA-ban [16]. Az
autoreaktiv T-lymphocytdk kozponti szerepet jatszanak az SLE-re jellemzd poliklonalis B-
sejt-aktivacioban [51].

3.2.4.4. B-lymphocytak

A B-lymphocytak az adaptiv immunvalasz sejtjei, receptoruk (BCR) sejtfelszini
immunglobulin (IgD, IgM), ehhez kétddhet specifikusan az antigén, amely felvételt majd
feldolgozast kovetéen MHC II-vel bemutatasra keriil a T-lymphocytaknak. A fent emlitett
follicularis Th- és Th2-sejteknek alapvetd szerepiik van a B-lymphocytak stimulalasaban.
Eltéréen a monocytaktol és a dendritikus sejtekt6l a B-lymphocytak olyan antigéneket
vesznek fel, amelyekre sejtfelszini receptoruk specifikus, ugyanakkor igen alacsony antigén-
koncentraci6é is stimulalhatja a B-sejteket. A B-sejtek jelentds mennyiségii citokint is
termelnek. A B-lymphocytak Treg-sejtekhez hasonld csoportja, a szabalyozo B-sejtek (Breg),
immunszuppressziv  hatasuak, jellemz6 citokinjik az IL-10 [52, 53]. Az RA
patomechanizmusaban a B-sejtek alapvetd szerepét igazolja a CD20 elleni monoklonalis
antitest (rituximab) hatékonysaga. RA-ban és SLE-ben is fokozott a B-lymphocyta-stimulator
(B lymphocyte stimulator, BLyS) termelédése. Magas anti-DNS- és immunkomplexszinttel
jaro lupus szeri betegség alakul ki BLYS transzgenikus allatban [54], a BLyS-gatld
belimumab torzskonyvezett gyogyszer SLE-ben. A B-lymphocytak 90 széazaléka nagy
affinitasti immunglobulinokat termelé B2-sejt, mig koriilbeliil 10 szazaléka a 3.1. fejezetben
emlitett természetes antitesteket termelé CD5+ Bl B-sejt. A BRC-antigénko6todés ITAM-
szekvencidkon keresztiil a T-lymphocytakhoz hasonléan fehérjék tirozinfoszforilaciojat és
Ca’*-szignalt eredményez. RA-ra és SLE-re is jellemz6 az autoantitest-termelés, lasd errél a
3.2.3.1. és a 3.2.3.2. fejezeteket, a legnagyobb szamu autoantigén (proteinek, nukleinsavak,
szénhidratok, lipidek) ellen SLE-ben figyelheté meg autoantitest-termelés. Az autoantitestek
antigénekkel kapcsolodva immunkomplexet képezhetnek, amelyek kozponti szerepet

jatszanak az SLE patomechanizmusaban [8].
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3.2.4.5. Monocytak, dendritikus sejtek

Hatékony APC-k a monocytak, szoveti formaik a makrofagok és a dendritikus sejtek [55].
RA-ban a synovialis makrofagok a gyulladast fokozo6 citokinek egyik f6 forrasat képezik [16,
17]. A dendritikus sejtek monocytakbol differencialodhatnak, granulocyta—macrophag
koloniastimulalé faktor (GM-CSF) és IL-4 jelenlétében [56]. Az IFN-a szérumszintje
magasabb SLE-s betegekben, mint egészséges kontrollokban, az IFN-a fokozza a monocytak
dendritikus sejtté torténd differencialodasat [57]. A dendritikus sejtek autoantigéneket

prezentalhatnak, melynek szerepe lehet a betegség patomechanizmuséban.
3.2.4.6. Az extracellularis vesiculak

Az extracellularis vesiculak (EV) a sejtek ujonnan felfedezett hirvivoi, szdmos fizioldgias és
patologias folyamatban igazoltak szerepiiket. Csak néhany példat emlitve az EV-K
nukleinsavakat, fehérjéket szallithatnak, antigéneket prezentalhatnak, befolyasolhatjak a
daganatok novekedését és a metasztazisképzodést, patogenetikai tényezOk lehetnek
szisztémas autoimmun korképekben [58, 59, 60]. Keletkezésiik mechanizmusa és méretiik
alapjan harom f6 csoportra oszthatoak: exosomak, microparticulak vagy microvesiculak (MV)
¢s apoptotikus testek. Az exosomak a legtobbet vizsgalt EV-csoport, méretiik 50-100 nm, a
multivesicularis testek (MVB) exocytosisaval jonnek Iétre, endoszomalis markereket
hordoznak. Az MV-k mérete 100—1000 nm, felsziniikon az 6ket termeld sejt citoplazmatikus
markereit ¢és jellemzden foszfatidil-szerint hordoznak, de leirtak foszfatidil-szerint nem
hordozo MV-t is. Az apoptotikus testek mérete 1-5 um, a programozott sejthalal soran jonnek
létre, DNS-t tartalmaznak. Kevés az EV-k vizsgalatara beallitott és elfogadott laboratoriumi
modszer, a kiillonb6z6 méretli EV-K mérettartomanya és tulajdonsagai hasonldéak szamos
biologiai mintdkban eléforduld struktirakhoz, példaul immunkomplexekhez, virusokhoz,
baktériumokhoz, mely jelentésen neheziti vizsgalatukat. RA-ban [61, 62] és SLE-ben [63, 64]

is tobb kutatocsoport vizsgalta az EV-k potencialis szerepét.
3.2.4.7. A nitrogén-monoxid és a hisztamin

A nitrogén-monoxid (NO) nagyszamu fiziologias €s patologias folyamatban szerepet jatszo
molekula [65], legjobban ismert funkcidja a napi klinikai gyakorlatban is alkalmazott értonus-

szabalyozd hatdsa, szdmos ¢értagitdé gyogyszer NO-emittdldo. Az NO féléletideje rdvid,
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szuperoxiddal (Oy) erélyes oxidalo hatasu peroxinitritet (ONOQO") képezhet, mely atalakulhat
stabil, az NO-termeléssel aranyos mennyiségben szintetizalodo nitritté (NO-) és nitratta
(NO3-) [66]. NO-szintetaz (NOS) enzimek L-argininbdl NO-t szintetizalnak, NOS izoformak
az endothelialis NOS (eNOS), a neuronalis NOS (nNOS) és az indukalhaté NOS (iNOS).

A gyulladast is szabalyozza az NO szamos mechanizmussal [67], kiilonosen iNOS fejezédik
ki nagy mennyiségben a gyulladasos szovetekben. Az apoptozis folyamata befolyasolhatd
NO-val, amely proapoptotikus és antiapoptotikus hatasokkal is rendelkezik [68] és szamos
ponton szabalyozza a mitokondrium miikodését. Alacsony koncentracioban reverzibilisen (az
oxigénnel versengve) €s specifikusan gatolja a citokrom-oxidazt mely adenozin-trifoszfat-
(ATP) deplécidhoz vezet. A peroxinitrit ugyanakkor irreverzibilisen gatolja a mitokondrialis
légzést, oxidalva a 1égzési lanc komponenseit [69, 70]. Az NO mitokondrium-bioszintézist
indukal ciklikus guanozin-monofoszfat- (cGMP) fliggd peroxiszomaproliferator A receptor
la-n (PGC-la) keresztiil, barna zsirsejtek, U937-sejtek, Hela-sejtek mitokondrium-
bioszintézise indukalhaté NO-val [71]. Mind RA-ban [72, 73], mind SLE-ben [74] jelentésen

fokozott NO-termelésrdl szamoltak be.

A hisztamin (B-imidazolil-etilamin) a gyulladas szabalyozasaban meghatarozé szerepet jatszo
biogén amin, termel6désének helyén noveli a  kapillarisok  permeabilitasat,
proinflammatorikus hat4su. Hatasait H1-, H2-, H3- és H4-receptorokon keresztiil fejti ki, a
jelatvitel a H1-receptor esetében a foszfolipaz C (PLC) -aktivacio €s Ca2+-szignél, mig a H2-,
H3- és H4-receptorok esetén ciklikus AMP (cAMP) szignalutvonalon keresztiil torténik [75,
76, 77], T-lymphocytakon a H1-, H2- és H4-receptor fejezédik ki [78, 79]. A hisztamin L-
hisztidinbdl keletkezik, bioszintézisét a hisztidin-dekarboxilaz enzim (HDC) végzi, a HDC
enzim legnagyobb mértékben a hizosejtekben és bazofil granulocytdkban expresszalodik.
Irodalmi adatok alapjan a hisztaminnak szerepe lehet az RA ¢és az SLE patomechnizmusaban
[80]. Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan a hisztaminhiany a citokinhaztartas Thl

iranyu eltolodasaval jar [81, 82].

3.2.4.8. A komplementrendszer

A komplementrendszer limitalt proteolizissel aktivaloddo molekulak kaszkadja, mely tobb

effektor funkcioval rendelkezik, mint példaul a koérokozé molekuldk lizise, kemotaktikus
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hatas és opszonizacio [83]. A komplementrendszer az alternativ tton, a klasszikus tton és a
lektinindukalt Gton aktivalodhat. A klasszikus utat elsdsorban immunkomplexek, az alternativ
és a lektinindukalt utat baktériumok ¢és virusok aktivalhatjak. SLE-ben a nagy mennyiségben
termelddo antitestek immunkomplexeket alkotnak antigénjeikkel és komplement faktorokkal,
ami a komplementrendszer aktivalodasahoz vezet [84]. Korabbi eredményeink alapjan a C3,
C4 ¢és az Osszhemolitikus aktivitas értékénél az alternativ konvertaz [C3b(Bb)P] jobb
korrelaciot mutat az SLE klinikai aktivitasaval [85]. Fokozott immunkomplex-képzddés és
kovetkezményes komplementaktivacid RA-ban is jellemz6 [86]. A keringé immunkomplexek

citrullindlt fibrinogént tartalmazhatnak és hozzajarulhatnak a synovitis kialakulasdhoz RA-

ban [87].
3.2.5. A gyulladas késéi kovetkezményei

RA-ban ¢és SLE-ben is strukturalis és funkcionalis karosodashoz vezethet a tartdsan fennalld
gyulladas, a karosodas mértéke mindkét betegségben jelentdsen eltér az egyes betegekben, és
korrelal a genetikai, szerologiai és prognosztikai tényezokkel, illetve a betegség aktivitasaval
[16, 17, 28]. RA-ban a synovialis gyulladas osteoclast-differencialédashoz és -aktivaciohoz, a
fokozott osteoclasttevékenység erdziok kialakulasahoz vezet. A betegségre jellemz6 az iziileti
struktardak, a porc, a porckozeli csont kéarosodasa, iziileti deformitdsok és subluxatiok
kialakulasa. Az SLE szinte minden szervet megbetegithet, a gyakori vese- és kozponti

idegrendszeri érintettség miatt funkcionalis és strukturalis karosodas kialakulésa.

3.2.6. Hasonlosagok és kiilonbségek az RA és az SLE patogenezisében, klinikai képében

és kezelésében

Az RA ¢és az SLE szisztémas autoimmun betegségek, melyek patogenezisében, Klinikai
képében és kezelésében markans kiilonbségek mellett szdmos hasonlosadg is taldlhato,
eléfordul mindkét koérkép jellemzdit mutatd betegség is. Ebben a fejezetben a két korképre

jellemzd néhany hasonlosagot €s kiilonbséget targyalunk.
A relapsusokban és remissziok formdjaban zajlo klinikai aktivitas az SLE-re jellemzd. Az

RA-ra és az SLE-re is jellemz6 a n6i dominancia, a né/férfi arany 9/1 SLE-ben, 3/1 RA-ban

[88, 89]. Az SLE gyakorisaga jelentés etnikai kiilonbségeket mutat, az USA-ban végzett
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vizsgalatok alapjan fekete borti nékben gyakrabban alakul ki a betegség, mint fehér bora

nbékben, ugyanakkor az RA gyakorisaga hasonl6 feketékben és fehérekben [90, 91].

A nem MHC gének kozott a STAT 4 gén harmadik intronjanak SNP haplotipusa mindkét
betegséggel asszocial [92]. Szintén mindkét betegségre hajlamosit a PTPN22R620W
polimorfizmus [93] és a tumor necrosis factor alpha-induced protein 3 (TNFAIP3) gén egyes
polimorfizmusai is [94, 95, 96 ]. A ko6z6s genetikai rizikofaktorok mellett szamos kiilonbség
is van a két betegség genectikai hatterében [97, 98]. A HLA gének koziil a DRB1*0101,
DRB1*0401, DRB1*0404, DRB1*0405, DRB1*0901 RA-ra, mig a DRB1*0301,
DRB1*0501, DRB1*0801, DRB1*1501 SLE-re hajlamosit [99, 100, 101]. Epigenetikai
tényezok koziil a DNS-hipometilaciot midkét betegségben leirtak [102, 103, 104].

Az EBV-fert6zés mindkét betegség kialakulasaban szerepet jatszhat [105, 106], a parvovirus
B19-fertézésnek az RA patogenezisében lehet szerepe [107]. A dohanyzas mindkét korképre
hajlamosit [12, 108]. Az UV-fény bér- és szisztémas tiineteket provokalo hatasa jol ismert
SLE-ben [8]. Mindkét betegségre jellemzé a gyulladast fokozo citokinek fokozott
termelddése, kiilonosen a gyulladas helyszinén, amely az egészséges kontrollokéndl magasabb
citokin-szérumszinthez is vezethet. RA-ban kilonosen az IL-1, IL-15; IL-18, IL-32, TNF-q,
RANKUL (receptor activator of nuclear factor kB ligand), GMCSF, lupusban elsésorban az IL-
21, IL-23, BLYS és az a-interferon szerepe meghatarozo, mindkét korképre jellemzé a
fokozott IL-6- és IL-17-termelddés. A TNF-o termelédése mindkét betegségben fokozott [16,
17, 109]. Mig a TNF-a blokkolasa RA-ban hatékony terapias lehetéség, paradox modon a
TNF-a-blokkolo biologiai terapiak SLE-t indukalhatnak.

Az SLE szinte minden szervet megbetegithet, gyakori a bdr-, iziileti, vese-, kdzponti
idegrendszeri és haematologiai érintettség. RA-ban az iziileti gyulladas a legjellegzetesebb, de
a betegség jarhat tobbek kozott méj-, tiido- és szemészeti €rintettséggel i1s. Mindkét betegség
tarsulhat vasculitissel, pericarditisszel, Sjogren-szindromaval és antifoszfolipid szindromaval
[8, 17, 110]. Az iziileti gyulladds RA-ban er6ziok ¢és kovetkezményes destrukcio
kialakulasaval jar, mig SLE-re a nem eroziv arthritis jellemz6. Az SLE-S betegek egy
csoportjaban eroziv arthritis alakul ki, gyakoribb az RF- és ACPA-pozitivitas, mint a nem
eroziv arthritises SLE-s betegekben, és tobbnyire enyhébbek a lupus egyéb szervi
manifesztacioi. Ez a betegcsoport dtmenetet képez a két betegség kozott és rhupusként is

szokas emlegetni [111, 112].
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A B-lymphocytak aktivacioja, autoantitestek termelése, fokozott immunkomplex-képz6dés és
kovetkezményes komplementaktivacio mindkét betegségre jellemzo [85, 113]. Az RF RA-ban
a betegek 60-80 szazalékaban kimutathatd, az SLE-s betegek mintegy 20 szazaléka szintén
RF-pozitiv [114]. Az RF- és anti-ACPA-szintek nem mutatnak Osszefiiggést az RA
aktivitasaval, mig az anti-DNS antitest titere SLE-ben tobbnyire korrelal a betegség
aktivitasaval [8, 17, 32, 85]. A B-lymphocyta-depletald rituximab RA-ban igen hatékony
gyogyszer. SLE-ben a rituximab nem valtotta be a hozza fiizott reményeket, ugyanakkor a
betegek egy részénél hatékony (off label igényelhetd) terapias lehetéség [115]. A BIyS-
blokkol6é belimumab az SLE-ben torzskonyvezett elsé bioldgiai terapia, klinikai vizsgalatok

alapjan RA-ban is hatékony lehet [116].
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4. Célkituzeések

Kisérleteink célja az RA és az SLE patomechanizmusanak vizsgalata volt. Torekedtiink
mindkét szisztémas autoimmun korkép kialakulasdhoz vezetd tényezOk ¢és az effektor

mechanizmusok szabalyozasanak jobb megértését célzo kisérletek elvégzésére.

I: Természetes autoantitestek vizsgalata RA-ban

I1: Genetikai polimorfizmusok tanulmanyozasa

I11: A citrullinaci6 szerepének vizsgalata a tolerancia elvesztésében; citrullinalt proteinek
elleni antitestek specificitasanak és antigénkotésének vizsgalata

IV: Cl-inhibitor elleni antitestek SLE-ben

V: Az NO szerepének vizsgalata a T-lymphocyta-aktivacioban

VI: A CD3-C-expresszi6 szabalyozasanak vizsgalata

VII: A glikozidazok szerepének vizsgalata RA-ban

VIII: Extracellularis vesiculdk karakterizalasa és vizsgalata
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5. Modszerek

Ebben a részben roviden jellemzésre és bemutatasra keriilnek a felhasznalt biologiai mintak és
a kisérletek soran alkalmazott fontosabb moédszerek. Az értekezésben a terjedelmi korlatok
miatt nem részletezett betegadatok, az allatkisérletek soran hasznalt mintdk jellemzoi, a

modszerek és referencidk az egyes kozleményekben megtalalhatoak.
5.1. Betegek és kontrollok

Munkank sordn RA-S, SLE-s, juvenilis idiopathiés arthritisben (JIA) szenvedd, tiidérdkos és
arthrosisos betegek és kontrollok mintait vizsgaltuk, a megfeleld klasszifikacios kritériumokat
alkalmaztuk [20, 117, 118, 119]. A citrullinici6 immunogenitasanak vizsgalata soran
rogzitettiik a betegek dohanyzasi szokdasait (csomagév = napi cigarettaszam x dohanyos évek
szama/20), nem dohanyosnak tekintettiik azokat a betegeket és kontrollokat, akik korabban
sem dohanyoztak [120]. A vizsgalatokhoz sziikséges etikai engedélyekkel rendelkeztiink, a

betegek minden esetben alairtak a vizsgalatokra vonatkozo beleegyez6 nyilatkozatot.

5.2. T-lymphocyta- és fibroblastszeparalas és sejtkultiura

5.2.1. T-lymphocyta

A periférias vérbol Ficoll-Histopaque (Sigma Aldrich St. Louis, USA) centrifugalassal
periférias vér mononuklearis sejteket (PBMC)-t izolaltunk [121, 122, 123, 124]. A sejteket,
sejtvonalakat COj-termosztatban (5% CO,) 37 °C-on tartottuk. Jurkat T-sejteket, frissen
szeparalt PBMC-sejteket és magneses sejtszeparalas modszerével tisztitott (Miltényi Biotech,
Bergisch Gladbach, Németorszag) CD4 T-lymphocytakat vizsgaltunk [124, 125]. A CD4 T-
lymphocyta-szeparalas soran nyert sejtek legalabb 90 szazaléka CD4+ sejt volt, amit aramlasi
citometriaval ellendriztiink (lasd 5.5. fejezet). A Jurkat-sejteket, PBMC-sejteket és a CD4 T-
lymphocytakat (ATCC E6.1, Manassas, Virginia, USA) RPMI 1640 (Sigma), 10% FBS
(foetal bovine szérum, Sigma), 2 mM glutamint tartalmazo6 tapoldatban (PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Austria) tartottuk, a sejtkultarak denzitasa 1x10° sejt/ml volt. A sejtek
életképességét a kisérletek eldtt tripankék-festéssel ellendriztiik (az életképesség
ellenérzésérol 1lasd az 5.5.1. fejezetet is). A sejtek stimulalasa fitohemagglutininnel (PHA,
Sigma), concavalin A-val (ConA, Sigma), anti-CD3/CD28-kezeléssel (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) vagy anti-CD3/CD28-konjugalt gyongyok alkalmazasaval (Life
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Technologies, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) tortént. Egyes kisérletek soran lizoszOmagatlot
(NH4CI, 10 mM, Sigma-Aldrich) vagy proteaszomagatlot (MG-132, 100 nM, Calbiochem,
San Diego, CA, USA) alkalmaztunk. A T-lymphocytakat egérlép-szuszpenziobdl negativ
szelekcioval, magneses gyongyokkel (Miltenyi Biotech) szeparaltuk.

5.2.2. Fibroblast

A synovalis fibroblastokat (SF) térdprotézis-miitéten vagy térdartroszkopidn atesett betegek
synovialismembran (SM) -mintaibol nyertiik. Neidhart et al. altal leirt modon izolaltuk az SF
sejttorzseket [126]. Az 1 mmd3-es darabokra vagott SM szdvetdarabokat, Dispase Il
jelenlétében (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszdg) emésztettiik, az igy kapott
sejtszuszpenziot szlrtiik, majd a sejteket Dulbecco's modified Eagle's medium-ban (DMEM,
Sigma) tenyésztettiik, 10% FCS (foetal calf serum, Gibco-BRL, Paisley, USA) és 2 mM
glutamint tartalmazé tapoldatban. Az SF sejtkulturakat 4-9. passzalasig tenyésztettiik, a
kultarak makrofagmentességét a CD68- (anti-human CD68-FITC, eBioScience Inc, San
Diego, CA, USA) fest6dés hianya igazolta [127, 128, 129].

5.3. NO- és ROlI-kezelés és -gatlas

Az NO hatasainak vizsgalatahoz az NO-donor (Z)-1-[2-(2-aminoetil)-N-(2-ammonioetil)
amino]diazen-1-ium-1,2-diolat dietiléntriamint (NOC-18) (Sigma), az NO-donor natrium-
nitroprusszid (Sigma), a NOS-gatlo szerek (7-nitronidazolid; NG-mono-metil-L-arginin) és az
NO-kelator karboxi-2-fenil-4,4,5,5-tetrametil-imidazolin-1-oxil-3-oxid (C-PTIO) (Sigma)
alkalmazasaval tortént [121, 122, 125]. ROI-donorként hidrogén-peroxidot, a ROI-szignal
gatlasara szuperoxid-dizmutaz-mimikalot (superoxide dismutase mimic manganese 111 tetrakis

4-benzoic acid porphyrin chloride) (MnTBAP) alkalmaztunk.

5.4. Allatmodellek
5.4.1.Hisztidin-dekarboxilaz génkiiitott (HDC-KO) allat

Az NO ¢és a hisztamin immunmodulans hatasat HDC génkiiitott egéren €s vad tipusu egéren

vizsgaltuk [125, 130]. A HDC-KO egértorzset [131] kilenc generacion keresztiil kereszteztiik
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BALB/C egértorzsbe, az allatokat intézetlink allathazaban tartottuk. Kisérletekeinkhez 8-10
hetes HDC-KO ¢s vad tipusu him egerek 1épébdl izolalt sejteket hasznaltunk. Az allatok
hisztaminmentes tapot (Altromin Gmbh., Németorszag) kaptak. Egyes kisérletek soran az

allatokat komplett Freund-adjuvanssal (CFA) oltottuk.

5.4.2. Aggrekan indukalta arthritis

Human porcbdl eléallitott proteoglikan aggrekannal intraperitonealisan immunizaltunk vad
tipusi BALB/c és HDC-KO egereket (0, 21. és a 42. napon) a korabban leirt protokollnak
megfelelden [132]. A masodik vagy a harmadik, aggrekannal torténé immunizaciot kovetéen
10-14 nappal az allatokban progressziv polyarthritis alakul ki [130], amelyet az arthritis-
pontszam (score) alapjan értékeltiink. Az aggrekan immundominans epitop citrullinacidjanak
immunmodulans hatasait BALB/c egéren vizsgaltuk [133]. A proteoglikan aggrekan T-sejt-
receptor transzgenikus (PG-TCR TG) BALB/c egeret [133] a Rush Egyetem allathazaban
(Comparative Research Center, Chicago, IL, USA) tartottuk.

5.5. Aramlasi citometria
5.5.1. A mérésekhez hasznalt késziillékek, a mérések értékelése, a sejtek életképességének

és a sejtproliferacionak a mérése

A méréseket BD FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), BD FACStarPlus és
BD LSRII aramlasi citométerekkel végeztiik, az eredményeket BD CellQuest, FlowJo (Tree
Star, Ashland, OR, USA) és WinMDI (La Jolla, CA, USA) programok alkalmazasaval
értékeltiik [121, 122, 123, 124, 125]. A nem kinetikus, sejteken tortént vizsgalatok soran
10000 sejtet mértiink, a mérések bealltasanal egyes esetekben izotipus kontrollokat
hasznaltunk. Az egyes kisérletek soran hasznalt antitestek részletes adatai az értekezéshez
kapcsolddo kozleményekben megtalalhatoak. A sejtek életképességének meghatarozasa
annexin-fluorokrom ¢és propidium-jodid (PI) fluoreszcens festékekkel tortént. A
sejtproliferaci6  mérése  karboxifluoreszcein-szukcinimidil-észter ~ (CFSE)  festék

alkalmazasaval tortént.
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5.5.2. Citoplazmatikus és mitokondrialis Ca®"-mérés és Ca®*-kelalas

Az intracellularis Ca®*-szint mérése lipidoldékony fluo-3- és fluo-4-acetoximetilészter (AM)
(Molecular Probes, OR, USA) alkalmazasaval tortént, a mérések beallitasahoz ionomicint és
thapsigargint (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) hasznaltunk [121, 122, 123, 124].
[122, 125]. A Ca?*-kelalas 1,2-bisz(o-aminofenoxi)etan-N,N,N',N'-tetraecetsav-AM (BAPTA-
AM) kezeléssel tortént. Egyes kisérletekben IP3-receptor-blokkold 2-aminoetoxi-difenil
borant (2-APB) hasznaltunk. A mitokondrialis Ca®*-szintet xanthylium, 9-[4-[bisz[2-
[(acetiloxi)metoxi]-2-oxoetil] amino]-3-[2-[2-[bisz[2-[(acetiloxi)metoxi]-2-oxoetil Jamino]

fenoxi]etoxi]fenil]-3,6-bisz(dimetilamino)-bromid (Rhod2) felhasznalasaval mértiik.
5.5.3. Mitokondrialis membranpotencial és mitokondriummennyiség mérése

A mitokondridlis membranpotencialt (Ayy) lipidoldékony, kationos, szelektiven a
mitokondriumokhoz ko6t6dé  fluoreszcens festékekkel: tetrametilrhodamin-metilészter-
perklorattal (TMRM), 3,3-dihexiloxakarbocianin-jodiddal (DiOC®6,) ¢és 5,5°,6,6’-tetrakloro-
1,1°,3,3’-tetraetil benzimidazolokarbocianin-jodiddal (JC-1) (Molecular probes) mértiik. A
mitokondriummennyiség mérése nonyl acridine orange (NAO) és mitotracker green (MTG)
(Molecular Probes), membranpotencialtol fiiggetlen fluoreszcens festékekkel tortént [121,
122, 123].

5.5.4. NO- és ROI-mérés

Az NO mérése lipidoldékony 4-amino-5-metilamino-2’,7'-difluorofluoreszcein-diacetat
(DAF-FM) (Molecular probes) alkalmazasaval tortént. A ROIl-termelést az oxidaciora
érzékeny fluoreszcens festék hidroetidinnel (HE) (Molecular Probes) mértiik [121, 122, 123,
125].

5.5.5. Extracellularis vesiculak mérése

Az extracellularis vesiculdk mérése az altalunk beallitott, kiilonb6zd méretl gyongyok

alkalmazaséaval kalibralt aramlasi citometrids modszerrel tortént, a 200-300 nm-nél nagyobb
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méretli struktarak megbizhatoan mérhetdoek ezzel a modszerrel. Azokat a jeleket tekintettiik
vesicularis eredetiinek, amelyek a vesiculakapun beliil talalhatok és markerrel megjelolhetok.
A mérések beallitasanal torekedtiink a legjobb jel/zaj arany elérésére, a bioldgiai mintakat 0,1
um-es filterrel sziirt fiziologias soéoldatban vagy PBS-ben higitottuk. Az immunkomplexek
detektalasa anti-human IgG-FITC (1:300) és anti-human IgM-FITC (1:150) felhasznalasaval
tortént [128, 129, 134, 135].

5.6. Konfokalis mikroszképia

A sejteket mosast kovetden BD Cell-Tak (BD) oldatban vettiik fel és sejttenyészté edényben
(BD) inkubaltuk. Ezt kovetéen Cytofix/Cytoperm (BD) oldattal és a megfelelé primer és
szekunder antitestekkel kezeltiik és mostuk a mintdkat Perm/Wash (BD) oldattal. FluoView
500 konfokalis 1ézerpasztazo mikroszkoppal (Olympus, Hamburg, Németorszag) készitettiik a
felvételeket, magas numerikusapertira-beallitas mellett [124]. Egyes kisérletek soran a
sejtmembrant koleratoxin (CTX) Alexa488-cal (BD), a sejtmagot Drag5 (BD) festéssel
jeloltiik. A mérések értékelése FluoView 5.0 (Olympus, Hamburg, Németorszag) software

alkalmazasaval tortént, a kolokalizacios vizsgalatok soran az ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij)

software-t hasznaltuk. A lizoszomajel6lés LysoTracker (Molecular Probes) vagy lysosome
associated membrane Protein 1-PE (LAMP1-PE) (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA)
alkalmazasaval tortént. A CD3-( festéséhez az antitestet fluoreszcensen jel6ltiik Mix-n-Stain

CF Dye Ab Labeling Kit CF488A (Biotium Inc., Hayward, CA, USA) felhasznalasaval.

5.7. Transzmisszios elektronmikroszképia (TEM), atomeré mikroszkopia (AFM)
571. TEM

A lymphocytdk mitokondriumainak szerkezet¢t TEM modszerrel vizsgaltuk (Tecnai
BioTWIN 12, FEI, Hillsboro, USA) [122]. A vesiculak mértének és szerkezetének vizsgalata
szintén TEM modszerrel Hitachi 7100 (Tokio, Japan) tortént [134]. A TEM vizsgélatok soran
izolaltuk a microvesiculdkat, majd 4%-os paraformaldehidet (PFA) mértiink a mintékra.
Inkubalast kovetdéen kimostuk a PFA-t és 1% ozmium-tetraoxidot (Taab, Berks, Egyesiilt
Kiralysag) adtunk a mintakhoz, majd mosast és dehidralast kovetden a mintakat Taab 812
gyantaba agyaztuk be. Az immunkomplexeket immun-TEM modszerrel vizsgaltuk, melynek

soran a mintakat peroxidazzal konjugalt anti-human IgG és anti-human IgM (Sigma-Aldrich)
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felhasznalasaval jeloltiik meg. Image] képelemzo6 alkalmazésaval analizaltuk a TEM-képeket

(ImageJ 1.42q Wayne Rasband, MA, USA).
5.7.2. AFM

A microvesiculdkat AFM modszerrel is vizsgaltuk, a modszer a vesiculdk méretének és
felszinének vizsgalatara alkalmas. Az AFM-et (PSIA, Liestal, Svajc, sorozatszam: XE-100)
tapping iizemmodban hasznaltuk AFM-tiik alkalmazasaval (NSC15, MikroMasc), a mérések
értékelése XEP1.5 (PSIA, Liestal, Svajc) szoftverrel tortént [134].

5.8. Tomegspektrometria

A hisztidinkoncentraciot tomegspektrométerrel mértiik API 2000 (Applied Biosystems, CA,
USA) [125]. A méréshez a metanolban higitott, izotoppal jeldlt 1-hisztidint (U-13C6, 98%; U-
D5; U-15N3) (Cambridge Isotope Laboratories, Tewksbury, MA, USA) a vizsgalando
szérummal egyiitt szlrtiik Millipore Multiscreen Solvinert (MA, USA). A jeldletlen és jelolt

crer

Az iziileti folyadékbol szeparalt mikrovesiculdk fehérjetartalmanak vizsgéalata szintén
tomegspektrometriaval ~ tortént.  Nanoflow  ultrahatékony  folyadékkromatografia
alkalmazasaval (nanoAcquity, Waters, Milford, MA, USA) valasztottuk el egymastol és Q-
TOF (quadruploe time-of-flight) Premier tomegspektrométerrel (Waters) vizsgaltuk a
triptikus peptideket [135]. A SwissProt 51.6 adatbazisban fellelhet6 fehérjékhez hasonlitottuk
a fragmensek méretét. Azonositottnak abban az esetben tekintettiik a peptideket, ha legalabb
95 szazalékos valosziniiséggel megtalalhatoak voltak a mintaban a Peptide Prophet algoritmus
alapjan [136]. A szintetizalt peptidek (lasd 5.14. fejezet) karakterizalasa szintén
tomegspektrometridval (Bruker Daltonics Esquire 3000+ tomegspektrométer, Bremen,

Németorszag) tortént [137, 138].
5.9. Western blot

A mintakat PBS-ben (phosphate buffered saline, Sigma) mostuk, majd lizalas tortént
foszfataz- ¢és proteazgatlok jelenlétében [121, 124]. A fehérjekoncentraciot Lowry-
modszerrel, (Sigma) vagy bicinchoninic acid (BCA) mikrokittel (Thermo Scientific, Pierce,
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Rockford, IL, USA), vagy Bradford-modszerrel (Bio-Rad, CA, USA) mértiik. A 10-50 pg
fehérjét tartalmazoé mintat redukalé loading pufferrel (Lane Marker Reducing Sample Buffer,
Thermo Scientific, Pierce, Rockford, IL, USA) forraltuk, majd az altalunk 6nt6tt vagy elore
gyartott poliakrilamid gélekben (Lonza, Basel, Svajc) futtatuk. Blottolast kovetéen a
megfeleld antitestekkel inkubaltuk a membranokat, néhany esetben SuperSignal Western blot
Enhancert (Thermo Scientific, Pierce, Rockford, IL, USA) hasznaltunk. Mosast kovetéen a
jelolt fehérjéket enhanced chemiluminescence (ECL, ECL Plus reagent, Amersham
Biosciences, Little Chalfont, Egyesiilt Kiralysag vagy Western Lightning Chemiluminescence
Reagent Plus; PerkinElmer, MA, USA) modszerrel standard rontgenfilmen (Kodak, NY,
USA), vagy Kodak Image Station 440CF alkalmazasaval tettiikk lathatova. A kiértékeléshez
egyes esetekben ImageJ programot (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) vagy
Kodak 1D Image Analysis software-t (Kodak) hasznaltunk. Kontrollként aktin-, tubulin-,

transzaldolaz- vagy Ponceau-festést alkalmaztunk.

5.10. ELISA és ELISPOT modszerek
5.10.1. ELISA

Az IL-2 szintjét sejtkultira-feliiliszoban (BD OptEIA) [124], az ACPA [120, 139, 140],
(Euro-diasgnosztika, Nijmegen, Hollandia), az RF [120, 139], (Autostattmii, Hycor
Biomedical GmbH, Kassel, Németorszag), a PAD4 [120], az 6ssz-IgG ¢és IgM szérumszintjét
[139] a betegek szérummintaiban, a citrullinalt peptidek kotodését ACPA-antitestekhez [120,
137, 138], a szénhidrat-specifikus természetes antitestek szérumszintjét [139], az anti-C1
inhibitor, anti-C1q antitestszintet betegek szérumaban [141], és a C3-komplement szintjét
synovialis folyadékban enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) modszerrel mértiik
[134, 142].

Szérumok reaktivitasat vizsgaltuk arginint és citrullint tartalmazé filaggrin, kollagén és
vimentin peptidekkel [120, 137, 138]. A peptidszintézis leirasat és a peptidek szerkezetét lasd
az 5.14. fejezetben. A peptideket NeutrAvidinnel (5 pg/mL PBS-ben oldva; Thermo
Scientific, Waltham, USA) ELISA microplate-re (Greiner-Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Németorszag) kotottiik. A lemezeket marha szérumalbuminnal (Sigma) blokkoltuk, ezt
kovetden a vizsgdlandd mintdkkal inkubaltuk, majd tormaperoxiddzzal konjugalt nyul
antihuman poliklonalis IgG antitesttel (Dako, Glostrup, Dania) inkubaltuk a lemezeket. Az

ellenanyag-kotédést tetrametil-benzidinnel (Sigma) tettiik lathatova, az abszorbanciat 450 nm-
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es ¢s 620 nm-es hullimhosszon mértiik (Labsystems Multiskan MS spektrofotométer, Vantaa,

Finnorszag).
5.10.2. ELISPOT

Egyedi sejtek IFN-y-, IL-4-, IL-10- és IL-17-termelését enzyme-linked immunosorbent spot
(ELISPOT) mddszerrel mértiik [125, 133]. A megfeleld antitestekkel kezelt ELISPOT
lemezeken (MultiScreen; Millipore, MA, USA) inkubaltuk a sejteket, a spotszamot ELISPOT
reader (Cellular Technology LTD, Cleveland, OH, USA) alkalmazasaval hataroztuk meg.
RA-s betegek és kontrollok izolalt B-lymphocytait stimulaltuk IL-2- és R848 TLR-
agonistaval, és mértilk az ellenagyag-termelést biotinilalt cirtullint/arginint tartalmazo
peptidekkel fedett lemezeken, ELISPOT (Mabtech, Stockholm, Svédorszag) modszerrel
[138].

5.11. Nitrit/mitrat- és ATP-mérés

A vad tipusi és HDC-KO egerektd]l nyert szérumbdl a nitrat/nitrit meghatarozdsa High-
Sensity Nitrit Assay Kit-t (Molecular probes) alkalmazasaval tortént [125]. Az ATP-mérés
luciferin-luciferaz (Molecular Probes) modszerrel tortént [121].

5.12. PCR, RT PCR, transzfekcio

5.12.1. Polimorfizmus-vizsgalatok

A genomialis DNS-t etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) plazmabdl nyertiik, QlAamp DNA
blood mini kit (QIAGEN Inc, Chatsworth, CA, USA) alkalmazasaval [140, 143]. Az
egyesnukleotid-polimorfizmus (single nucleotid polimorfizmus, SNP) genotipizalashoz
TagMan alléldiszkriminacios modszert alkalmaztunk (Applied Biosystems). A polimeraz-

lancreakcié (PCR) ABI 7000 késziilékkel tortént, SDS v2.3 szoftver és ABI PRISM 7000

szoftver alkalmazasaval (Applied Biosystems).

5.12.2. RT-PCR
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A NOS, az INF-y, hexozaminidaz A (HexA), hexozamonidaz B (HexB), hexozaminidaz D
(HexD) és a CD3-{ mRNS szintet RT-PCR moédszerrel mértiik [124, 125, 128, 129]. A
sejtekb6l RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) alkalmazasaval vontuk ki az
MRNS-t, a mintdk RNS-tartalmat és -mindségét NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) hataroztuk meg. Mintanként 1 pug RNS-t
irtunk at cDNS-sé, a mérések soran 1 mM dezoxiribonukleotidot (dNTP), random hexamer
oligonukleotidot, RNasin RN-az-gatlot és reverz transzkriptazt (valamennyi: Promega,
Madison, WI, USA) hasznaltunk 40 pl végtérfogatban. A cDNS-bdl SensiFast Hi-Rox PCR
master mix-szel (Bioline Reagents Ltd, London, Egyesiilt Kiralysag), a megfelelé primereket
alkalmazva, valés idejii PCR-protokoll alapjan végeztiik a méréseket, ABIPrism 7000 (Foster
City, CA, USA) tipust berendezésen. Valamennyi esetben legalabb harom parhuzamost
mértiink, az eredményt a hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferaz (HGPRT) mRNS-szintre

vonatkoztatva értékeltiik.
5.12.3. Transzfekcio

Cell Line Nucleofector Kit V (Lonza, Basel, Svajc) alkalmazasaval, a gyarto altal eldirt
protokollnak megfeleléen traszfektaltunk Jurkat-sejteket, az Amaxa Nucleofector Device Il
(Lonza) elektroporatorral X-001 programon. A sejteket kontroll eGFP-vektorral vagy
enhanced GFP (eGFP)-SLAP c¢DNS vektorral (mindkett6 10 pg; GeneCopoeia, Rockville,
MD, USA) transzfektaltuk, a transzfekci6 hatékonysagat aramlasi citometridval ellendriztiik.
SLAP small interfering RNA (siRNA) transzfekcioval tanulmanyoztuk a SLAP szerepét a
CD3-( lanc szabalyozasaban [124].

5.13. Enzimhisztokémia és immunhisztokémia

5.13.1. Glikozidazok azonositasa enzimhisztokémiaval

A chamber slide-on (Nunc Inc, Naperville, IL, USA) tartott fibroblastokat ImaGene Green
C1oFDGIcU  B-D-gliikuronidazzal vagy ELF 97 N-acetil-glikézaminid szubsztrattal
(Molecular Probes) inkubaltuk, majd a felesleg kimosasa utan Bio-Rad MRC 1024 konfokalis
lézer scanning mikroszkoppal (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) értékeltiik a méréseket [128].
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5.13.2. Immunhisztokémia

5.13.2.1. Gliikk6zaminoglikan- (GAG) ellenes antitestek vizsgalata

A normal porcbol kriosztat alkalmazasaval készitett metszeteket lemezekre (Super Frost,
Thermo Fischer Scientific, Walthman, MA, USA) vettiink fel. Fixalast kovetéen 5%-0s bovin
szerum albuminnal (BSA, Sigma) blokkoltuk a nem specifikus kétéhelyeket. Ezt kovetden a
higitott vizsgalandé mintakat fluoreszcein-izotiocianattal jelolt anti-human Ig antitesttel
(Sigma) inkubaltuk, majd Bio-Rad MRC 1024 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk a
metszeteket [139].

5.13.2.2. CK7, PAD4 és citrullinalt proteinek szoveti kifejez6désének vizsgalata

4 um vastag TMA (tissue microarray) sorozatmetszeteket készitettiink a tiidédaganatban
szenvedd betegek mintaibol [120]. Minden esetben legalabb két mintat értékeltiink, és az
atlagot hasznaltuk a statisztikai elemzéshez, kontrollként tonsillametszetet ¢és
adenocarcinomas beteg nyirokcsomojabol késziilt metszetet alkalmaztunk. A szoveti
expressziot NovoLink Polymer kit alkalmazasaval (Novocastra/LEICA, Newcastle Upon-
Tyne, Egyesiilt Kiralysadg) jelenitettik meg. A melegitést, blokkolast és Protein Block
(Novocastra/LEICA) reagenssel torténd inkubaciot kovetéen monoklonalis egér antihuman-
CK7 (1:500-as higitas; Novocastra/LEICA), antihuman-PAD4 (1:400-as higitas; Sigma
Aldrich) vagy anticitrullin (1:4000-es higitas; Abnova Corporation, Taipei, Tajvan) antitesttel
jeloltiik a mintakat. A peroxidazaktivitast diaminobenzidin (DAB) -H,0, oldattal jelenitettiik
meg, ezt kovetéen hematoxilinnel festettiik a metszeteket, és Faramounttal rogzitettiik a
lemezen (Dako, Glostrup, Dania). A jelet Pannoramic Scan szoftverrel (3DHISTECH,
Budapest, Magyarorszag) digitalizaltuk. Az immunhisztokémiai pontszdm szamitdsa:
festddési intenzitds (0: negativ festddés, 1: enyhe festddés, 2: kozepes festddés, 3: erds
festddés) X a pozitiv sejtek szazalékos aranya (0: 0%, 1: <10%, 2: 10-49%, 3: 50-80%, 4:
>80%). gy 4 csoportot kiilonitettiink el: 0 pont: nincs expresszio, 0,5-4,4 pont: gyenge
kifejezddés, 4,5-8,4 pont: kozepes kifejezddés, 8,5-12 pont: erds kifejezddés.

5.14. Citrullint tartalmazé peptidek szintézise

A peptidek eléallitasa szilard fazisa peptidszintézissel tortént, Fmoc/'Bu stratégiat

alkalmazva. Az N- és C-terminalis biotinilalas hatasat az ACPA-kotédésre arginint/citrullint
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(X = citrullin) tartalmaz6 filaggrin-epitop peptideken vizsgaltuk [144]. Az 5-aminosavbol alld
CHUTRGRS*™PUTXGRS®™) vagy a 19 aminosavbol allo ((°SHQESTRGRSRGRSGRSGS*#
P®SHQESTXGXSXGRSGRSGS**)  peptidek N- vagy C-terminalison biotinilalt
szarmazékainak szintézise Rink Amid-4-metilbenzhidrilamin (Rink Amide-MBHA) gyantan
tortént [120, 137, 138]. A C-terminalison biotinilalt filaggrin peptidek ““TXGXS™™,
SUTRGXS®®,  vimentin  peptid  ®“SAVRAXSSVPGVR”"  és  kollagén  peptid
BIAXGLTGXPGDA®*® (X=citrullin) szintézise szintén Fmoc/'Bu modszerrel tortént [138].

A 9-fluorenilmetiloxikarbonil (Fmoc) csoporttal védett aminosavak kapcsolasa N,N'-
diizopropilkarbodiimid/1-hidroxibenztriazol (DIC/HOBt) kapcsoloszerekkel —tortént N,N-
dimetilformamidban (DMF), a gyanta kapacitasainak megfeleléen 3-4-szeres felesleget
alkalmazva. Az aminosav-szarmazékokat és gyantakat az IRIS Biotech GmbH (Marktredwitz,
Németorszag) és a Reanal (Budapest, Magyarorszag) cégektdl vasaroltuk meg. A kapcsolas
végbemenetelét ninhidrin-modszerrel ellendriztiik [145]. A peptid N- vagy C-terminalisara
biotinil-6-amino-hexansavat kapcsoltunk. A C-terminalis biotinilalas esetén a peptid
szekvencigjat C-termindlison egy Lys-nel hosszabbitottuk meg. A peptidek C-terminalisa
minden esetben amidéalva volt, mig a szabad N-termindlist acetilezéssel védtiik. A peptidek
tisztitasa forditott fazisu folyadékkromarografiaval (RP-HPLC) (Knauer, Bad Homburg,
Németorszag), karakterizalasa analitikai RP-HPLC (Knauer) és tomegspektrometria (Bruker
Daltonics Esquire 3000+ tomegspektrométer, Bremen, Németorszag) moddszerekkel tortént.

Az ACPA-kotodést ELISA-modszerrel vizsgaltuk 1asd 5.10.1 fejezet.

A citrullint tartalmazé és a citrullint nem tartalmazdo humén és egér aggrekan peptidek
szintézise szintén szilard fazisu peptidszintézissel, Fmoc/tBu-moddszerrel, Rink Amide-
MBHA gyantan tortént [133]. A peptidek tisztitdsara és karakterizalasara RP-HPLC és
tomegspektrometria modszereket alkalmaztunk, a szintetizalt peptidek szekvenciaja megfelelt
a human ¢és egér aggrekan 70-84 aminosav-szekvencidjanak. Human peptidek:
"ATEGRVRVNSAYQDK®*  (hATE-RR), "°ATEGRVCitVNSAYQDK® (hATERX),
"ATEGCIitVRVNSAYQDK?® (hATE-XR), ATEGCIitVCitVNSAYQDK® (hATE-XX);
egér peptidek: ’ATEGQVRVNSIYQDK®* (mATE-R), "°ATEGQVCIitVNSIYQDK?
(MATE-X).
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5.15. Extacellularis vesiculak izolalasa, differencial detergens lizis

5.15.1. EV-K izolalasa

Az EV-K vizsgalatara higitott nativ mintakat (plazma, iziileti folyadék) vagy izolalt
vesiculdkat hasznaltunk. Az izolalas soran a vizsgalandé mintat 800 nm-es sziir6n atsziirtiik,
ezt kovetdéen 20500 g-n 60 percig centrifugaltuk. Az tiledéket PBS-ben (phosphate buffered
saline) vettiik fel, majd a mintdkat ismételten centrifugaltuk 20500 g-n 40 percig. Mosast
kovetden az iiledéket PBS-ben vagy desztillalt vizben vettiik fel. A mintak fehérje tartalmat

microBCA-moddszer alkalmazasaval hataroztuk meg [134, 135].
5.15.2. Differencial detergens lizis

A vesiculak detergensérzékenységét aramlasi citometriaval (lasd az 5.5 fejezetet is)
vizsgaltuk, feltételezve, hogy az EV-k az immunkomplexeknél érzékenyebbek a detergensre.
Vizsgaltuk, hogy az immunkomplexek (IgM — anti-IgM-FITC) és a vesiculak aramlasi
citometrias jelét hogyan befolyasolja a detergens (Triton X-100, Sigma). A detergens lizis

utan is lathato jeleket nem tekintettiik vesicularis eredetiicknek [134, 135].

5.16. Dinamikus fényszorasmérés (DLS) és Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)
5.16.1. DLS

A DLS a szuszpenzioban 1évé partikuldk fényszorasanak mérésére alkalmas modszer, mely az
EV-k méreteloszlasara utal, a méreteloszlast a maximum entropia modszer alkalmazasaval
hataroztuk meg. A nagyobb meéretli részecskék nagyobb fényszordsuk miatt jelentésebben
hozzdjarulnak a fényszorasi képhez, ennek ismeretében értékelhetd a tobbféle méretii

részecskét tartalmazo rendszerek DLS-képe [134].
5.16.2. NTA
A DLS-hez hasonloan az NTA moddszer is az EV-K méreteloszlasanak jellemzésére

hasznalhato, fényszorason alapuld modszer. Az NTA-vizsgélatok sordan NanoSight LM10
moszert alkalmaztunk [146] (NanoSight Ltd., Wiltshire, Egyesiilt Kiralysag) [135].
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5.17. Turbidimetria

A CRP-szintet turbidimetrias modszerrel [139] (Randox laboratories Ltd, Crumlin, County
Antim, Egyesiilt Kiralysag), Olympus AU 600 késziilékkel (Olympus Medical Systems,
Europa GmbH, Hamburg, Németoszag) mértiik.

5.18. Statisztikai modszerek

A statisztikai értékeléshez SPSS 15.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA) és SigmaStat
11.0 (Systat Software, Il, Chicago, USA), STATISTICA 7.1 (StatSoft Inc. Tulsa, OK, USA)
programokat hasznaltunk. A csoportok kozotti kiilonbségeket t-probaval, Mann—Whitney-
teszttel, Kruskal-Wallis-varianciaanalizissel és Fischer-teszttel elemeztiik. A normalitas
vizsgalata Kolmogorov—Smirnov-teszt alkalmazasaval tortént. A Kkorrelacio vizsgalata
Spearman-, Pearson-modszerrel vagy linearis regresszi6szamolassal tortént. Tobb csoport
Osszehasonlitisa  ANOVA-modszerrel tortént, post hoc tesztként Tukey- vagy Mann—
Whitney-tesztet alkalmaztunk Bonferroni-korrekcioval, a 0,05 alatti p-értéket tekintettiik
szignifikansnak. Az SNP-vizsgalatok statisztikai értékelése soran a Cochrane—Armitage-
modszert alkalmaztuk, a Hardy—Weinberg-equilibrium (HWE) értékeld programot hasznaltuk
(http://ing2.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/hw/hwal.pl). Az asszociaciot esélyhanyadossal
(odds ratio, OR), adtuk meg, 95%-os konfidenciaintervallumok (CI) mellett.
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6. Eredmények és megbeszélés

Ebben a részben a célkitiizéseknek megfelelden roviden bemutatasra keriilnek a kisérletes
munka eredményei. Az értekezésben a terjedelmi korlatok miatt nem részletezett kisérleti

eredmények az egyes kozleményekben megtalalhatoak.

6.1. Természetes autoantitestek vizsgalata RA-ban

6.1.1. GAG-antitestek RA-ban

A szérum-IgM jelentés részben a CD5+ Bl B-lymphocytak altal termelt, a természetes
autoimmunitashoz tartozo polireaktiv, Kis affinitasu antitest (lasd a 3.1. fejezetben is). A
természetes autoantitesteknek szerepilik van a sajat antigének irdnti tolerancia fenntartasaban.
A tolerancia sériilése szerepet jatszhat az autoimmun betegségek patomechanizmusaban is,

ezért vizsgaltuk a GAG ellen termeldd6 természetes autoantitesteket RA-ban [139].

Az anti-GAG antitestszint igen alacsony volt a koldokzsinorvérben (1. tablazat). RA-s
betegek szérummintaiban az egészséges kontrollokénal 2-4-szer nagyobb antitestszinteket
mértiink (p<0,001). Az anti-GAG antitestek szintje nagyobb volt a szérumban, mint a
synovialis folyadékban (p<0,001).
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Kidikzsindryér

Kontroll szérum

RA szérum

atlag = SEM itlag = SEM itlag £ SEM
Anti-kondroitin-szulfat A Igh 163 +03 75095 + 3431 122527 + 3542
Anti-kondrmitin-szulfat B IzM 1,36 £02 608,00 = 3023 130061 + 3892
Anti-kondroitin-szulfat C lgh J3+04 673,70 £ 3057 196434 + 4617
Anti-keratin-szulfit Ighl 16302 275,11 + 1845 836,87 £ 3213
Anti-heparin-seullat Igh 227+04 111591 + 383,00 260536 + 5168
Anti-hyaluronsav Ighl 12702 432 +£09 14,18 £4.5
Anti-kondroftin-szulfat A IgG 1.54 04 203,09 £ 891 B72,79 + 310,7
Anti-kondroitin-szulfat B IgG 1,77+ 08 508,07 = 2159 1551,62 £ 4172
Anti-kondroitin-szulfat C lgl: 127 +10,1 241,53 = 176,3 17,86 £2733
Anti-keratin-szulfit IgG 491 £43 187163 + 4811 2704,11 £ 5252
Anti-heparan-szulfat IgG 405+£38 1066,50 + 326,7 268971 £ 5158
Anti-hyaluronsav lgis 1,09 +£40,2 960,93 £ 3653 122782 £ 3793

1. tablazat. IgM és IgG anti-GAG antitestek koncentracioja (ug/ml) koldokzsinorvérben,
egészséges kontrollok és RA-s betegek szérumdban [139].

A szérum és a synovialis folyadék anti-GAG 1gG-szintje nem korrelalt (r=0,13) egymassal,
mig az IgM-szintek k6zott szoros korrelaciot talaltunk (r=0,71, 5. abra). Az anti-kondroitin-
szulfat C IgM antitestszint korrelalt az IgG és IgM RF szintjével (r=0,384 és r=0,388)
ugyanakkor nem korrelalt az ACPA-szinttel (r=0,08). Immunhisztokémiai modszerrel mérve
(1asd 5.13.2.1. fejezet) a kondroitin-szulfat dozisfiiggé modon gatolta az anti-GAG antitestek

hialinporchoz torténd kotodeését.
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5. dbra: A szérum és synovialis folyadék anti-GAG-szintjeinek korreldacidja [139].

6.1.2. Megbeszélés

Szamos virus- és baktériumantigén jelentds hasonlosidgot mutat a sajat antigénekhez. A
természetes autoantitestek jellemzden szénhidratok ellen termelddnek, az immunoldgiai
homunculus részét [147] képezik. A természetes autoantitestek védelmet nyujtanak fertézések
soran a sajat strukturakkal is reagald (potencialisan autoimmun betegséghez vezetd) agressziv

immunvalasz ellen.

GAG-ok jelentds mennyiségben liriilnek a porcszdvetbdl iziileti gyulladas soran, feltehetéen
ez a magyarazata az RAs betegek szérumaban megfigyelheté magas GAG-antitest-szintnek. A
GAG-antitestek kotodve a porchoz gatolhatjak a sajat strukturdk elleni agressziv immunvalasz

kialakulasat, igy védo szerepiik lehet RA-ban.

6.2. Genetikai polimorfizmusok tanulmanyozasa

6.2.1. Galektin-8-polimorfizmus
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A HLA-DRBI1 és a PTPN22 mellett szamos mas genetikai faktor is hozzdjarulhat az RA
kialakulasahoz [4, 16, 17, 18] (lasd a 3.2.1. fejezetben is). Nagyszamu tanulmany vizsgalja az
immunmodulans citokinek, kemokinek szerepét a Dbetegség genetikai hatterének
kialakitasaban. A galektinek immunmodulans hatasa jol ismert, a galektin-8
apoptozisindukal6 és gyulladasfokozo hatassal rendelkezik, szerepet jatszhat tobb autoimmun
betegség patomechanizmusaban is [148]. A galectin-8 RA-s synovialis folyadékban a CD44-
hez kotddve befolyasolja a lymphocytak apoptézisat [149]. SLE-ben és RA-ban is igazoltak
galektin-8 elleni antitestek jelenétét [150]. Vizsgaltuk a galektin-8 genetikai
valtozékonysaganak szerepét RA-ban. Az ismert galektin-8-polimorfizmusokat a
www.ncbi.nlm.nih.gov és a www.Hapmap.org honlapokon elérheté adatbazisok alapjan
azonositottuk. Az aminosavcseréhez vezetd polimorfizmusok koziil az rs2737713 A>T SNP-t
valasztottuk, mely befolyasolhatja a galektin-8 ligandkot6dését. Fehér bori populacioban az
A a gyakori, a T a ritka allél. A T-allél polimorfizmusa a fenilalanin/tirozin cseré¢hez vezetd
galektin-8 F19Y SNP, melynek gyakorisagat vizsgaltuk [140] RA-ban. Eredményeink szerint
a TT genotipus az 50 évesnél idésebb populacioban RA-ra hajlamosit, 6. abra. A genotipusok
eloszlasa az ACPA-pozitiv betegek korében és a teljes RA-s betegpopuldcidban nem

kiilonbozott szignifikdnsan.
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6. dbra. Az RA prevalencidja az életkor fiiggvényében a teljes betegpopuldcioban (A) és a
noi RA-s betegek (B) korében. A TT genotipus az idosebb korban indulo RA-ra hajlamosit
[140].
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6.2.2. HCgp-39-polimorfizmus

A chitinase 3 like 1 (GHI3L1), mas néven human cartilage glycoprotein 39 (HC gp-39)
synovialis fibroblastokban termelddik és szerepe lehet az RA patogenezisében [151]. RA-S
betegek plazmajaban a HC gp-39 szint magasabb, mint az egészséges kontrollokéban [152]. A
HC-GP 39 gén funkcionalis promoter régidjanak polimorfizmusait (rs4950928; rs10399931)
vizsgaltuk RA-ban [143]. A vizsgalt polimorfizmusokban nem talaltuk kiilonbséget az allélok

¢s a genotipusok gyakorisdgaban az RA-s betegek és az egészséges kontrollok kozott.
6.2.3. Megbeszélés

Az SNP- és teljesgenom-vizsgalatok szamos gén asszociaciojat igazoltak RA-val [4, 16, 17].
Munkacsoportunk a galektin 8 és a HC-gp-39 polimorfizmusait vizsgalta. A galektin 8 TT
polimorfizmus RA-ra hajlamosité hatasa az életkorral valtozik, a fiatalabb populacioban védo,
mig idésebb korban hajlamositd szerepe van (antagonisztikus pleiotropia). Mindezek alapjan
az idésebb korban indulé RA genetikaja eltérd lehet a fiatal korban induld betegségétol. A
HC-gp-39-polimorfizmus nem asszocidl RA-val, igy a koradbban leirt fokozott HC-gp-39-

termel6dés [152] feltehetéen nem az oka, hanem inkabb a kovetkezménye a betegségnek.

6.3. A citrullinicié szerepének vizsgalata a tolerancia elvesztésében; citrullinalt

proteinek elleni antitestek specificitisanak és antigénkotésének vizsgalata
6.3.1. Citrullinaciéo immunogenitasanak vizsgalata tiidérakban

Tiidérakban fokozott a daganatos szovet citrullinacioja, gyakori a paraneoplazids szindroma,
mely jelentkezhet polyarthritis formajaban. A dohanyzas kdzponti szerepe jol ismert mind az
RA [16, 17, 153, 154] mind a tiidérak koroktanaban [155], és a dohanyzas fokozza a
citrullinaciot a tiidében. Mindezek miatt vizsgaltuk tiidérakban a daganatos szdvet
citrullinaciojat és az ACPA ¢és RF antitestek termelodését [120]. A 1€gzdszervi betegség és
dohanyzasi szokas alapjan 10 vizsgalati csoportot kiillonboztettiink meg: egészséges kontroll,
asthma bronchialéban, sarcoidosisban, kronikus obstruktiv tiidobetegségben, tiidérakban
szenvedd dohanyos és nem dohinyos egyéneket tartalmaztak a csoportok. Polyarthritis és

szisztémas autoimmun betegség nem fordult el a vizsgalt betegek korében.
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Mindossze két dohanyos, tiidérakban szenvedd betegnél mértiink magas ACPA-szintet (7.A.

abra) [120]. A citrullinalt és a nem citrullinalt filaggrin peptideket felismerd antitestek aranya

1 koriil volt minden betegcsoportban (7.B. abra). Az egészséges nem dohanyos csoportban

mért atlag + kétszeres szorast meghaladdo PADA4-szint nem fordult e¢l6 a nem dohanyos

tiidérakos betegek korében, mig a dohanyos tiidorakos betegek 46 szazalékaban ezt a szintet

meghalado értéket mértiink. Eredményeink szerint a dohanyos tiidérakos betegek szérumaban

a PAD4 szintje szignifikdnsan magasabb a nem dohdnyos egészséges kontrollokénal

(p=0,007, 7.C. abra). A dohanyos tiidérakos betegekben magasabb volt az IgA RF-szintje

mint a nem dohanyos tiidérakos betegekben (7.D. abra p=0,049). Az RA-s betegekbdl

szarmazo6 mintak kontrollként szolgaltak.
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K kontroll, A: asthma bronchiale, S: sarcoidosis, B: kronikus obstruktiv tiidébetegség, T:
tiiddrak [120].

Vizsgaltuk a citrullindlt fehérjék, a cytokeratin-7 (CK7) és a PAD4 kifejezddését
immunhisztokémiaval (8. abra). A granulocytak sejtmagja, a tumoros sejtek citoplazmaja és a
tumor kornyezetében 1évé monocytak, makrofagok magja intenzviv PAD4-fest6dést mutatott.
A tumoros sejtekben a citoplazma, mig a kdrnyezé makrofagokban a sejtmag citrullinacioja
abrazolodott. A CK7-festés a tumoros szovet elkiilonitésére szolgalt. A PAD4 és a CK7-festés
igen jol korrelalt egymassal (p<0,0001), ugyanakkor a citrullinalt proteinek kifejez6dése nem
volt specifikus a tumoros szdvetre, a tumor korili szovetekben is festédtek citrullinalt

fehérjék.
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8. dbra. A citrullindlt fehérjék, a CK7 és a PAD4 immunhisgtokémiai vizsgdlata.
A: tonsilla PAD4-festése, negativ kontroll, a granulocytik magja kornyékén festédés lathato,
B: a tonsilla kdvetkezd metszete, citrullindltfehérje-festés, kifejezett  citrullinacio

dbrazolodott; C: tumoros betegbdl szarmazo nyirokcsomé PAD4-jeldlése, a granulocyta
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sejtmagok intenziv festodése figyelheté meg; D: a nyirokcsomé kovetkezé metszete, citrullinadlt
fehérjék jelolése; E: PADA kifejezddése adenocarcinomdban, Citoplazmatikus festodés
figyelheto meg a tumoros sejtekben, mig a mag festodott a tumort koriilvevé monocytakban,
makrofiagokban, F. az adenocarcinoma kévekezd metszete, a tumoros Sejtekben
Citoplazmatikus citrullindcio figyelheté meg, mig a kornyezd macrophagokban magfestés
lathato; G: nem dohanyzo adenocarcinOmds betegbol szarmazo minta CK7-festése, a CK7
elkiiloniti a tumoros és a nem tumoros szovetet; a G, I és K metszetek egy mintabol
szarmaznak; H: dohdnyzo adenocarcinomas betegbdl szarmazé minta CK7-festése, a CK7 az
elozo metszethez hasonloan jol elkiiloniti a tumoros és a nem tumoros szovetet; H, J és L
metszetek egy mintabol szarmaznak; |: nem dohanyzo adenocarcinOmas beteg mintajabol
készitett kovetkezo metszet, a PADA4-jelolés kolokalizalodik a CKT-festéssel és jol elkiiloniti a
tumoros szovetet; J. dohdanyzo adenocarcinOmads beteg mintdajabol készitett kévetkezo metszet,
a PADA4-jelolés kolokalizalodik a CK7-festéssel és elkiiloniti a tumoros szovetet; K: nem
dohanyzo adenocarcinomas beteg mintdajabol készitett kovetkezé metszet, Citrullindltprotein-
jelolés, a citrullinacio nem specifikus a tumorszovetre, a kdrnyezé nem tumoros szovet is
festodeést mutat; L: a dohdnyos adenocarcinomas beteg mintdjabol készitett kovetkezé metszet,
citrullinaltprotein-jelolés, a citrullinacio nem specifikus a tumorszovetre;, M: PAD4
kifejezddése laphamrakban, az adenocarcinomdhoz hasonlo festddés lathato,; N: citrullinacio
laphamrakban, az adenocarcinomahoz hasonlo festodes lathato, nagyitas A-F:40X; G-N:10X
[120].

A CK7, PAD4 é¢s citrullinalt fehérjékre vonatkoz6 immunhisztokémiai pontszamok értékeit a
9. abra tartalmazza. Magasabb volt a kissejtes tiidordkban a nem kissejtes tiidérakhoz
(p=0,0232), az adenocarcinomdhoz (p=0,0291) és a laphdmrakhoz (p=0,0159) képest a
PAD4-kifejez6dés meértéke. Magasabb volt tovabba a citrullindlt fehérjék expresszidja
kissejtes tiidorakban a nem kissejtes tiidérakhoz (p=0,0230) és az adenocarcinomahoz
(p=0,0175) képest. A CK7 ¢és a citrullindci6 immunhisztokémiai pontszamai (score)
korrelaltak egymassal (p<0,0021), ugyanakkor a PAD4 ¢és a citrullinacié pontszamai nem
mutattak korrelaciot. A dohanyos és a nem dohanyos betegek kozott nem taldltunk

kiilonbséget a CK7, PAD4 és a citrullinalt fehérjék kifejezédésében.
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9. abra. CK7, PAD4 és citrullinalt fehérjék immunhisztokémiai pontszama. Roviditések:
diff.adeno: differencialt adenocarcinoma; nem diff.adeno: nem differencialt adenocarcinoma;
SCLC: kissejtes tiidorak;, NSCLC: nem kissejtes tiidérak, mucin: mucintermeld daganat; nem
szekr: nem szekretdlo tumor;, SSC: laphdamrdk; D: dohdanyos,; N: nem dohdanyos [120].

52



dc_796_13

6.3.2. Immundominans T-lymphocyta-epitop citrullinaciéjanak vizsgalata kisérletes

arthritisben

Aggrekan immundominéns epitop peptidek alkalmazaséval vizsgaltuk a citrullinaci6 szerepét
a tolerancia attorésében [133]. Citrullinalt és nem citrullinalt egér aggrekan peptidekkel [lasd
5.14. fejezet] tortént immunizaciot kovetéen nyirokcsomosejteket izolaltunk és mértik az
IFN-y termelést az aggrekan peptidekkel tortént in vitro restimulaciot kovetéen (10. abra).
Alacsonynak adodott az IFN-y-termeld sejtek szama ELISPOT-moédszerrel mérve,
ugyanakkor a mATE-X immunizalt egerekbdl izolalt sejtek, mMATE-X peptiddel torténd
restimulaciot kovetden szignifikansan tobb IFN-y-t termeltek, mint a vad tipusa (mATE-R)

peptiddel tortént immunizacid esetén.

Vizsgaltuk egér ¢és human aggrekan peptidek kotédését MHC 11 molekulahoz [133].
Eredményeink szerint a hATEXX peptid, melyben mindét arginint citrullinra cseréltiik,
kotédik a leger6sebben az MHC II-molekulahoz. PG-TCR TG egér (lasd 5.4.2 fejezet)
Iépsejtjeit hatékonyan stimulaljak a hATE-RR, hATE-XR és hATE-XX peptidek, az
egéreredetii peptidek (mATE-X és MATE-R) nem indukaltak T-sejt-proliferaciot [133].
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10. dbra. Sajat peptiddel immunizalt egerek nyirokcsomdosejtjeinek IFN-y-termelése.
ELISPOT-rendszerben mértiik BALB/c egerek sajat peptiddel tortént immunizaciojat kéveto 9.
napon a nyirokcsomosejtek IFN-y-termelését. Egér ATE-peptiddel (mATE-R/mATE-X vagy
adjuvanssal) immunizalt egerekbdl szeparalt sejteket 15 ug/ml mATE-R vagy mATE-X
peptiddel restimulaltunk in vitro. Az y-tengelyen jelolt értékek a stimulalt és nem stimulalt
IFN-y-termeld sejtek szamanak kiilonbségét mutatjak, az X-tengelyen az immunizalo peptidek
illetve peptidkombindciok vannak feltiintetve. ***: p<0,001 (egyutas ANOVA, Tukey post hoc
teszt) [133].

6.3.3.Citrullint tartalmazé filaggrin peptidek antigenitasanak vizsgalata

6.3.3.1. Az N- és C-terminalis biotinilacié szerepének vizsgalata az antigenitasban

Az N- és C-termindlis biotinilaci6 hatasat az ACPA kotddésére citrullint tartalmazo filaggrin
epitop peptideken vizsgaltuk. 5 aminosavbol allo (**TRGRS**FMTXGRS®™) vagy 19
aminosavbol all6 ((®*SHQESTRGRSRGRSGRSGS*/ *®*SHQESTXGXSXGRSGRSGS*)
filaggrin peptidek N- vagy C-terminalison biotinilalt szarmazékainak antitest-kot6dését
indirekt ELISA modszerrel mértiik (11. abra) [137]. Az avidin-biotin kotés az egyik

legerésebb nem kovalens interakcio, a biotinilalas lehetévé teszi peptidek stabil kotését
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avidinnal fedett ELISA lemezhez. Altaldban az N terminalis peptideket biotinilaljak, kevés
irodalmi adat all rendelkezésre arrdl, hogy az N- és C-terminalis biotinildcié hogyan
befolyasolja a peptidek antigenitasat. Eredményeink szerint a 19 aminosavbol allo peptid
esetében az N- vagy C-terminalis biotinilaci6 nem befolyasolja érdemben az antitest
kotodését, feltehetden azért, mert az antitest altal felismert szekvencia (TXGRS) a peptid
kbézepén, az N- és a C-termindlistol megkozelitden egyenld tavolsadgra helyezkedik el. Az 5
aminosavbol allo peptid N-terminalis biotinilacioja ugyanakkor meggatolta az antitest-
kotoédést, mig a C-termindlis biotinildci6 nem akadadlyozza az antitest kotodését.
Eredményeink arra utalnak, hogy a 19 aminosavbol allo peptid esetén az elsédleges szerkezet,
mig az 5 aminosavbol allo peptid esetén az elsédleges és a masodlagos szerkezet is

alapvetden befolyasolja az antitest kotddését.
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11. dabra. 5 aminosavbdl dallo vagy 19 aminosavbél dllo filaggrin peptidek N- vagy C-
termindlison biotinilalt szarmazékainak antitest-kotédése. Az 5 aminosavbol allo peptid N-
terminalis biotinildacioja gatolja az antitest-kotédést, mig a C-terminalis biotinildcio esetén az
antitest kotédése zavartalan. 19 aminosavbol allo peptid N- vagy C-termindlis biotinildcio

nem befolydsolja az antitest kotédését [137].
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6.3.3.2. Filaggrin, vimentin és kollagén peptidek antigenitasanak vizsgalata

Vizsgaltuk RA-s betegek autoantitestjeinek a kotddését citrullinalt filaggrin, vimentin és
kollagén peptidekhez [138]. Az altalunk szintetizalt peptidek kotédését a betegek
antitestjeihez, tovabba az ACPA-, anti-MCV- és RF-szinteket ELISA modszerrel mértiik. A
peptidekkel reagdld betegmintak tobbsége magas koncentracioban tartalmazott ACPA- és
anti-MCV-antitesteket [138]. A felismert peptidepitopok szama és a CRP, vagy a betegség
klinikai aktivitasdnak mérésére hasznalt disease actitivity score (DAS) 28 érték kozott nem
talaltunk Osszefliggést. Az altalunk vizsgalt betegmintak 11,78 szazaléka (31 minta) ACPA-
vagy anti-MCV- vagy RF-negativ volt. A 6 anti-MCV-negativ betegbdl 5, a 12 ACPA-
negativ betegbdl 9 és a 13 RF-negativ betegbdl 9 mintéi pozitiv eredményt adtak az altalunk
szintetizalt antitestekkel (12. abra). 7 beteg mintaja mindharom moédszerrel negativnak
bizonyult, ezekbdl 3 beteg mintdja adott pozitiv reakcidt legaldbb egy, altalunk szintetizalt
peptiddel. 18 ACPA-negativ SLE-s beteg mintainak reaktivitasat is vizsgaltuk a filaggrin,
vimentin és kollagén peptidekkel, minden SLE-s betegt6l szarmazd minta negativ eredményt

adott.
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o Filaggrin 19 ams +

A Filaggrin 5 ams +
B Vimentin +
* Kollagén +

12. dbra. Citrullindlt peptidekkel reagdlo szérumok. Citrullinalt, 19 és 5 aminosavbol dallo
filaggrin, vimentin és kollagén peptidekkel reagdlo, RA-s betegekbdl szarmazo szérumok. 7
beteg volt ACPA-, anti-MCV- és RF-negativ, koziiliik 2 beteg reagalt a 19 aminosavbol dllo
filaggrin peptiddel, és 1-1 beteg az dltalunk szintetizalt madsik harom peptiddel [138].

6.3.4. Megbeszélés

A citrullinalt proteinek ellen termel6dd antitestek az RA-s betegek jelentds részében
megtalalhatoak, diagnosztikus szerepiikon til a betegség patogenézisében is szerepiik lehet.
Az osteoclastok aktivaciojat és differencialodasat fokozzak [156], igy hozzajarulhatnak az
erosiok kialakuldsahoz. Az ACPA az RA koéroktanaban betoltott szerepének vizsgalata ma a

reumatoldgidban a kisérletes és klinikai kutatasok egyik legérdekesebb és leggyorsabban
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fejlédo teriilete. Munkank soran vizsgaltuk a citrullindcid szerepét a tolerancia attérésében
tiidoérakban szenvedd betegeken ¢és allatkisérletek alkalmazéasaval. Vizsgéltuk tovabba a
peptidbiotinilacié hatasat a citrullinalt proteinek antitestkotésében €s tanulmanyoztuk uj,

altalunk szintetizalt citrullint tartalmazo peptidek ACPA-kotését.

Eredményeink szerint a PAD4- és a CK7-festddés igen jol korreldlt, igy a PAD4-festés
alkalmas lehet a tumoros szdvetek elkiilonitésére. Erdekes moédon, immunhisztokémiai
modszerrel vizsgalva, a citrullinacio mértéke nem tért el érdemlegesen a dohényos és a nem
dohdnyos betegek mintaiban. Citrullinalt fehérjék jelentds mennyiségben voltak jelen a
tumoros szovetekben és azok kornyezetében is. A citrullinalt peptidek jelenléte dnmagaban
nem elegendd a tolerancia attoréséhez ¢és a citrullinalt proteinek elleni antitestek
termelddéséhez, hiszen a tlidérdkos betegekben jelentés mennyiségben mutattunk ki
citrullinalt proteineket, de magas ACPA-szintet csak 2 beteg mintaiban mértiink [120].
Befolyasolhatja ugyanakkor az ACPA-antitestek termelddését a genetikai hattér (nem
vizsgaltuk ebben a munkdban), a tlidérakban alkalmazott gyogyszeres kezelés €s a citrullinalt
peptidek megjelenésének ideje és a kisérleteink céljabodl tortént mintavétel kozott eltelt ido.
Allatkisérletekben is vizsgaltuk a citrullinci6 szerepét a tolerancia attorésében. Az aggrekan
immundominans epitop peptidek vizsgalata soran a citrullindlt peptidekkel torténd
immunizalas majd in vitro restimulacié nagyobb mértékii T-lymhocyta-aktivaciot okozott,
mint a nem citrullinalt peptidek esetében, BALB/c egérben [133]. Ez a megfigyelésiink arra
utal, hogy a citrullinicionak ebben a modellben alapvet szerepe van a tolerancia attorésében.
A human ¢és az allatkisérletes adataink alapjan feltételezhetd, hogy a citrullinicid
hozzéjarulhat a tolerancia attoréséhez, de oOnmagaban nem feltétleniil vezet ACPA-

termelddéséhez és autoimmun betegséghez.

A citrullindlt proteinek ellen termel6dd antitestek mérése ELISA-moddszerrel torténik a napi
gyakorlatban. Mivel RA-s betegek jelentds része ACPA-negativ (egy résziik alnegativ), (ijabb
peptideket tartalmaz6 tesztekre van sziikség, igy az ACPA-negativ betegek nem
elhanyagolhat6d részében kimutathatéak citrullindlt proteinek elleni antitestek. A citrullinalt
peptidek biotinilacigja eredményeink szerint alapvetéen befolyasolhatja az antitestkotédést,
amit érdemes figyelembe venni Gj modszerek beallitasanal [137]. Az j diagnosztikus tesztek
fejlesztésénél sziikséges mind az N- mind a C-terminalis biotinilacio hatasat felmérni
kiilonb6zé hosszusagh linker régidok alkalmazéasaval, az antitest-kotddés optimalizalasa

érdekében. A napi gyakorlatban alkalmazott ACPA-, anti-MCV- és RF-tesztekkel negativ
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eredményt ado mintak kozel fele pozitiv reakciot adott az altalunk szintetizalt peptidekkel, igy
ezek a peptidek alkalmasak lehetnek a citrullinalt proteinekkel reagald antitesteket tartalmazo,
de a rutin diagnosztikai moddszerekkel dalnegativ eredményt add mintdk pontosabb

azonositasara [138].

6.4. Cl-inhibitor elleni autoantitestek SLE-ben
6.4.1. Fokozott C1-inhibitor elleni antitest-termelés SLE-ben

SLE-ben, kiilondsen a betegség aktiv szakaszaban jellemz6 a komplementrendszer aktivacioja
[84] (1asd a 3.2.4.8. fejezetet is), a Cl-inhibitor szintje jelentésen magasabb SLE-ben mint
egészséges kontrollokban [85]. A poliklonalis B-sejt-aktivacidé szintén jellemz6 lupusban
(lasd a 3.2.3.2. fejezetet is) és a kovetkezményes antitest-termelddés illetve immunkomplex-
képzddés hozzajarul a komplementrendszer aktivaciojadhoz. Mindezek miatt vizsgaltuk a C1-
inhibitor ellen termel6dé antitestek szintjét. Az anti C1l-inhibitor szérumszintje magasabb volt
az SLE-s betegek mintaiban, mint az egészséges kontrollokéban (p=0,034) [141]. A
kontrollok atlag + kétszeres szoras értékét meghaladd C1-inhibitor-szint (0,4 U/ml) az SLE-s
betegek 17,3 szazalékaban fordult el6 (p=0,0003, a kontrollcsoporthoz képest) (13. abra). Az
anti-C1Q szérumszint nem tért el szignifikansan a 0,4 U/ml értéket meghaladd és az ennél
kevesebb anti-C1-inhibitort tartalmazé SLE-s mintak k6zott. A SLEDAI-index alapjan mért
betegségaktivitas nagyobb volt, a betegségtartam hosszabb volt azokban a betegekben, akik
szérummintaiban 0,4 U/ml értéket meghalad6 anti-Cl-inhibitor-szintet mértiink (p=0,048 és
p=0,0004). Az anti-C1-inhibitor-szint nem mutatott 6sszefliggést az anti-DNS-antitest-szinttel

és a bor, iziileti vagy kdzponti idegrendszeri érintettséggel.
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13. abra. A: Az dtlag + kétszeres szordst meghalado anti CI-inhibitor-szint a kontrollok és
az SLE-s betegek kirében [141].

6.4.2. Megbeszélés

A megfigyelt fokozott anti-C1 inhibitor antitest-szint nem jart a Cl-inhibitor hiany klinikai
tiineteivel, a vizsgalt betegek korében. A fokozott komplement aktivacio a Cl-inhibitoron

neoepitop kialakulasahoz vezethet, hozzajarulva az antitest termelédéshez.

6.5. Az NO szerepének vizsgalata a T-lymphocyta-aktivaciéban

6.5.1. Az NO mitokondrialis hiperpolarizaciot indukal human T-lymphocytakban

Az NO szamos ponton szabalyozza a gyulladast, termelése fokozott SLE-ben és RA-ban is
(lasd a 3.2.4.7. fejezetet is) [65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74], szerepe a T-lymphocyta
aktivacioban nem ismert részleteiben. A mitokondridlis membranpotencidl értéke fokozodik
az apoptozis soran (lasd a 3.2.4.3. fejezetet is) [46]. Feltételezhetonek tiint 2002-ben, az NO-
val végzett kisérleteink kezdetén, hogy az NO hozzajarul a T-sejt-aktivaciohoz és a
mitokondrialis hiperpolarizacidhoz, ezért tanulmanyoztuk a NO szerepét mindkét

folyamatban.
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A T-lymphocytak CD3/CD28-stimulcidja aramlasi citometriaval mérve a citoplazmatikus
Ca®"-koncentracio-emelkedés mellett a mitokondriélis membranpotencial ndvekedésével, és
NO-termeléssel jart (p<0,001) (14. abra) [121]. A mitokondridlis membranpotencialt az
elektromos gradiens valtozasara érzékeny fluoreszcens festékekkel (DiOC6, JC-1 és TMRM)
mértiik (lasd az 5.5.3. fejezetet is). Az NO-szignal hasonlo volt a CD45RA- és a CD45RO-
sejtekben. A szuperoxid-diszmutazt mimikalo MnTBAP (300 pM) gatolta a CD3/CD28-
stimulaciéra mérhetd ROI-, NO- és Ca**-szignalt, de nem befolyasolta a mitokondrialis

membranpotencidl ndvekedését.

Kontroll CD3/CD328 jora CD3/CD28 34012

'e @ |&#
- 1= 1 =

Fluo3 “Fiuod g
catolpazmatikus Ca cc. 1 Cace citolpezmatikus Ca cc.
NITROGEN MONOXID NITROGEN MONOXID NITROGEN MONOXID
30

14. dabra. Periférias lymphocytikon 4 ords és 24 oras CD3/CD28-stimuldciora mérheté

citoplazmatikus és mitokondridlis Ca2+-szigndl és NO-termelés [121].

A membranpermeabilis [P3-blokkolo 2-APB (100 uM) gatolta a citoplazmatikus Ca?*-, NO-,
ROI-szignalt és a mitokondrialis hiperpolarizaciot. Az NO-kelator C-PTIO (500 uM) igen
hatékonyan gatolta a CD3/CD28-stimulaciora mérhet6 NO-, ROI- (p=0,01), citoplazmatikus
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(p<0,001) ¢és mitokondrialis Ca2+-szignélt (p=0,005) ¢és mitokondrialis hiperpolarizaciét

(p=0,008) (15. abra).
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15. dbra. Az NO-keldtor C-PTIO hatdsa a T-sejt-aktivicidra mérhetd citoplazmatikus Ca®'-

és mitokondridlis membranpotencidl-szigndlra [121].

A Ca?* -ionofor ionomycin (2 uM, 16. abra) és az endoplazmatikus retikulum Ca?*-ATP-az

gatlo thapsigargin (1 puM, 17. abra) nem befolyasolta a lymphocytak mitokondrialis

membranpotencialjat és NO-termelését.
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16. dbra. A ionomycin hatdsa a lymphocytik mitokondridlis membranpotencidaljdra és az

NO-termelésre [121] .
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17. abra. A thapsigargin hatdsa lymphocytik mitokondridalis membrdanpotencidljdara és az

NO-termelésre [121] .
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Az NO-donor NOC-18 600 uM/l koncentracioban alkalmazva jelentésen fokozta
mitokondrium-membranpotencialt (p=0,002), a citoplazmatikus és mitokondrialis Ca®" -
szintet (18. abra), csokkentette a luciferin-luciferaz modszerrel mért intracellularis ATP-

koncentraciot és nem befolyasolta a sejtek viabilitasat.
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18. abra. A NOC-18 hatdsa a mitokondridlis membrdnpotencidlra és a citoplazmatikus
Ca**-szintre [121] .

A kovetkezd kisérletek sordn tanulmanyoztuk az NO-szintetizald6 NOS (lasd a 3.2.4.7.
fejezetet is) enzimek kifejezddését lymphocytakban. Western blot modszerrel mérve human
T-lymphocytakban eNOS és nNOS expresszalodik, a T-sejt-aktivacio az eNOS- és nNOS-
fehérjeszinteket 15-szordsére noveli (19. abra), a mérésnél kontrollként aktint alkalmaztunk.
100 uM H,0,-kezelés fokozta, mig ionomycin és thapsigargin nem befolyasolta az eNOS és
az nNOS kifejezddését.
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19. abra. T-lymphocytik nNOS- és eNOS-expresszioja 4 oras és 24 oras CD3/CD28-
stimuldciora vagy 100 uM H,O,-kezelés hatdasdra, az aktinra normalizdlt denzitometrids

értékek feltiintetésével [121].

Az iNOS izoforma eredményeink szerint nem expresszalodott lymphocytakban (20. abra).
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20. dbra. T-lymphocytik iINOS-expresszioja humdn periférias T-sejtek iINOS-protein-
expresszioja. P porcsejt (pozitiv kontroll), K: nem stimulalt sejtek, s: 24 oéras CD3/CD28§-
stimuldcio [121].

6.5.2. Az NO altal indukalt mitokondrium-bioszintézis befolyasolja a Ca’" szignalt SLE-s
betegek T-lymphocytaiban

A mitokondrium-hiperpolarizaci6é a T-lymphocyta-aktivacié soran megfigyelhetd, NO-fiiggd
folyamat [121]. Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan SLE-s betegek T-sejtjeiben
tartos MHP mérhet6 [47], ezért tanulmanyoztuk az NO szerepét SLE-ben [122]. Az SLE-s
betegek és egészséges kontrollok T-lymphocytanak nyugalmi NO-szintjében nem taldltunk
kiilonbséget (21. abra, A-C panel), ugyanakkor a sejtek citoplazmatikus €s a mitokondrialis
Ca**-szintje magasabb volt SLE-ben (p=0,026 és p=0,016) [122]. A 4 6éra CD3/CD28-
stimuldciora mérhetd NO- ¢és Ca2+-szignél kisebb mértékii volt lupusban (p=0,006 ¢&s
p=0,005). Négyoras T-lymphocyta-aktivacio hatasara kontroll T-sejtek esetében megjelent
egy magas mitokondriumpotencidllal ¢és mitokondrialis Ca®*-szinttel jellemezhetd,
annexinnegativ sejtpopulacio (21. abra, D panel), az SLE-s betegek esetében ez a

sejtpopulacio joval kevesebb sejtet tartalmazott.
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21. abra. SLE-s betegek és egészséges kontrollok T-lymphocytdinak aramldsi citometridaval
mért, CD3/CD28-stimuldciéra mérheté NO- (DAF-FM), citoplazmatikus Ca?* (Fluo-3)- és
mitokondridglis Ca** (Rhod-2)- szigndlja [122].

Eredményeink szerint tehat a nyugalmi citoplazmatikus és mitokondrialis Ca?*-szint és a

stimulaciéra mérheté fenntartott Ca®'-jel eltér SLE-s betegek T-sejtjein, a tovabbi
] g 14

kisérleteinkben vizsgaltuk a gyors Ca’*-szignalt. A fenntartott Ca®*-szignallal ellentétben a
g gy g g

CD3/CD28-stimulaciot kdvetd percekben a citoplazmatikus Ca®*-szint gyorsabban novekszik
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SLE-s betegek T-lymphocytaiban, mint a kontrollsejtekben (22. abra, lasd az 5.5.2. fejezetet

IS).
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22. dbra. SLE-s betegek és egészséges kontrollok T-lymphocytdinak CD3/CD28-

stimuldciéra mérhetd gyors citoplazmatikus Ca?*-szigndlja [122].

A mitokondriumok mennyiségét a membranpotencialra nem érzékeny MTG- és NAO-
festékekkel mértiik (lasd az 5.5.3. fejezetet is). A mitokondriumok mennyisége
(mitokondrialis massza) SLE-s betegek T-sejtjeiben lényegesen tobb (p=0,00017), a

membranpotencial pedig magasabb (p=0,006), mint egészséges kontrollokéban (23. abra).
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23. dbra. A mitokondrium membrdnpotencidljinak és méretének viltozasa SLE-s betegek

és egészséges kontrollok T-lymphocytainak CD3/CD28-Stimuldcidjdra [122].

A tovébbiakban elektronmikroszkopiaval vizsgaltuk a mitokondriumok szerkezetét ¢&s
mennyiségét T-sejtekben (lasd az 5.7.1. fejezetet is). Az SLE-s betegek T-lymphocytaiban

szignifikdnsan tobb és nagyobb mitokondrium volt, mint az egészséges kontrollokéban
(p=0,0009) (24. abra).
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kontroll

24. dabra. SLE-s betegek és egészséges kontrollok T-lymphocytdinak elektronmikroszkopos
képe. A zold nyilak normal meéretii mitokondriumokra, a piros nyilak nagy méretii

mitokondriumokra mutatnak. NC: nekrotikus sejt, AC: apoptotikus sejt [122].

Kisérleteink soran nem taldltunk eltérést a vizsgalt betegek és kontrollok lymphocytainak
nyugalmi NO-termelésében, ugyanakkor a fokozott mitokondriummennyiség és magasabb
mitokondrium-membranpotencial mas sejtbél szarmazé NO kovetkezménye is lehet. B-
lymphocytak, CD3™- és CD14-sejtek NO-termelése nem tért el SLE-ben, a CD14"-monocytak
ugyanakkor nagyobb mennyiségii NO-t termeltek mint a kontroll sejtek (25. abra). SLE-s
betegek monocytait egészséges kontrollok T-lymphocytaival egyiitt inkubalva a lymphocytak
cytoplazmatikus Ca2+-szintjének ¢s mitokondridlis membranpotencialjanak ndvekedését
figyeltiik meg. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy a monocytdkban fokozott mértékben
termel6d6 NO a kornyezé T-lymphocytakba diffundal, szabalyozva a mitokondrium-

bioszintézist és -potencialt.
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25. dbra. SLE-s betegek és egészséges kontrollok CD14"-monocytdinak NO-termelése [122].

Az NO-emittaldo NOC-18 (100-800 uM) dozisfiiggben emelte a T-sejtek citoplazmatikus
Ca2+-szintjét, a mitokondridlis membranpotencidlt €és a ndvelte a mitokondriumok
mennyiségét (26. abra, A panel). 600 uM NOC-18 a kontroll t6bb mit kétszeresére novelte
24 ¢6ra alatt a mitokondriumok mennyiségét (p=0,0009). A kovetkezOkben azt
tanulmanyoztuk, hogy a fokozott NO-szintézis hozzajarulhat-e az SLE-s betegek T-
lymphocytain megfigyelt, az egészséges kontrollokétol eltérd Ca®* -valaszhoz. A 200 uM
NOC-18-el8kezelést kovetd NO- és Ca**-szignalt és a 26. abra B és C panel mutatja. A
NOC-18-el8kezelést kovetd percekben a Ca?*-szint-emelkedés gyorsabb volt, hasonléan az

SLE-s betegek lymphocytain megfigyeltekhez (22. abra).
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26. dbra. NO-kezelés hatisa a mitokondridlis membrdnpotenciilra (TMRM), a
mitokondriummennyiségre (MTG) és a citoplazmatikus Ca®*-szigndlra (Fluo-3). Az NO-
termelést DAF-FM fluoreszcens festékkel mértiik [122].
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6.5.3. A T-lymphocytak NO-termelése fokozott RA-ban

RA-ban az egészséges kontrollokénal magasabb a szérumnitrit- és nitratszint [72, 73], mely
fokozott NO-szintézisre utal. Az RA patogenezisében kdzponti szerepet jatszo T-lymphocytak
[16, 17] aktivacidjat korabbi eredményeink alapjan az NO szabalyozza [121, 122], ezért
vizsgaltuk a T-sejtek NO-termelését [123]. Eredményeink szerint az RA-S betegek T-
lymphocytai altal termelt NO tobb mint kétszerese az egészséges kontrollokénak (p<0,001,
27. abra, A panel). Az NO a mitokondrium-bioszintézis egyik f6 szabalyozoja, ezért mértiik
a mitokondriummennyiséget. Az RA-s betegek és az egészséges kontrollok T-sejtjeinek
mitokondriummennyiségében nem talaltunk eltérést (27. abra, B panel, p=0,65). Az SLE-ben
megfigyeltekhez hasonldan [122] az RA-s betegek T-sejteinek nyugalmi Ca®*-szintje is
magasabb az egészséges kontrollokénal (p<0,0001; 27. abra, C panel). A betegségaktivitas
nem korrelalt a T-sejtek fokozott NO-szintézisével és fokozott nyugalmi Ca**-szintjével. Az
in vitro TNF-a-kezelés dozisfiiggéen fokozta a lymphocytdk NO-termelését.
Infliximabkezelésben  részesiil6 RA-s  betegek  T-lymphocytainak ~ NO-termelését
tanulmanyoztuk a kovetkezOkben (27. abra D panel). Két héttel az elsé infuzidt kovetden
nem talaltunk érdemleges valtozast a lymphocytak NO-termelésében, a vizsgalt 6t betegbdl
két esetben novekedett az NO-termelés. Ugyanakkor hat héttel az elsé infuziot kdvetéen az

NO-termelés csokkent minden vizsgalt mintaban (p=0,005).
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27. dbra. RA-s betegek és kontrollok T-lymphocytiinak NO-termelése (A); a
mitokondriumok mennyisége (B); a citoplazmatikus Ca?*-koncentrdcié (C); NO-termelés
TNF-a-blokkolo infliximabkezelés sordan [123].
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6.5.4. Az NO szabalyozza a HDC-KO egér T-sejtjeinek citokintermelését

RA-ban a synovialis memranban jelentds mennyiségli hizosejt talalhato [16, 17]. Mivel a
hizosejtek vazoaktiv anyagokat, igy tobbek kozott hisztamint tartalmaznak, hozzéajarulhatnak
a synovialis gyulladashoz. A hisztamintermelésért felelés egyetlen enzim a HDC. A
hisztaminmentes diétan tartott HDC-KO egerekben vizsgalhatbak a hisztaminhiany
immunrendszerre gyakorolt hatdsai. A hisztamin szerepét a synovitis kialakuldsaban aggrekan
indukalta arthritis modellen, (lasd az 5.4.1. és 5.4.2. fejezetet is ) HDC-KO egéren vizsgaltuk
[130]. A kisérletes arthritis sulyosabb volt a HDC-KO egéren, mint a vad tipusu allatban 10
héttel az aggrekannal torténd els6 immunizacids oltast kovetden (a végtagvorosség és -
duzzanat alapjan szamitott kumulativ akut arthritis score 1,2+1,5 és 0+0, p=0,001), a tobbi
idépontot is figyelembe véve az arthritis stlyossdga hasonléan alakult a vizsgalt
csoportokban. Ezen eredményeink alapjan a hisztaminhiany nem véd az aggrekan indukalta
arthritist6l, tovabbi kisérleteinkben vizsgaltuk a hisztaminhiany hatasat lymphocytak NO- és

citokintermelésére.

Mivel kordbbi publikaciok alapjan a hisztaminhiany a citokinhaztartds Thl-irdnyu
eltolodasaval jar [81, 82], vizsgaltuk HDC-KO ¢és vad tipust egerek lépsejtjeinek INF-y-
termelését [125]. RT-PCR modszerrel mérve (5.12.2. fejezet) a HDC-KO allatok 1épsejtjeinek
INF-y mRNS-szintje nagyobb volt, mint a vad tipust allatok esetében (p<0,001, 28. abra).
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28. abra. HDC-KO és vad tipusu egér lépsejtjeinek IFN-y-termelése, reprezentativ RT-RCR
[125].

ELISPOT modszerrel (5.10.2. fejezet) mérve a Con-A-val stimulalt HDC-KO Iépsejtek TFN-
y-termelése szintén magasabb volt (p=0,001, 29. abra), mint a vad tipust allatbdl szeparalt
Iépsejteké. A hisztaminhianyos és kontroll allatok 1épsejtjeinek ELISPOT modszerrel mért IL-
4- ¢és IL-10-termelése kozott nem talaltunk kiilonbséget (p=0,23 és p=0,4).
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29. abra. Con-A-val stimulalt HDC-KO és vad tipusu egér lépsejtjeinek IFN-y-termelése
ELISPOT mddszerrel mérve [125].

A tovéabbiakban vizsgadltuk RT-PCR modszerrel a magnetikus szepardlassal tisztitott T-
lymphocytdk iNOS-, eNOS- és nNOS-expressziojat (30. abra). Legnagyobb mennyiségben
az nNOS fejezd8dott ki, kisebb mértékben az eNOS és az iNOS, nem taldltunk szignifikans
kiilonbséget a NOS enzimek kifejezddésében a vad tipust és a HDC-KO allatokbdl szeparalt
sejtek kozott.
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30. dabra. Magnetikus szepardldssal tisztitott T-lymphocytik iNOS-, eNOS- és nNOS-

expresszidja, RT-PCR mddszerrel mérve [125].

HDC-KO allat T-lymphocytai nagyobb mennyiségli NO-t termelnek és a Con-A stimuléciora
nagyobb ezekben a sejtekben a Ca®*-szignal, mint a vad tipusa allatbol szeparalt sejtekben
(p=0,0009; 31. abra, és p=0,00024, 32. abra).

78



dc_796_13

p=0,0009

L]

HDC-RO

5
.

31. abra. HDC-KO és vad tipusu egér T-lymphocytdinak NO-termelése, aramlasi

citometriaval mérve. Az datlag + SEM értékek dbrdzolva [125].
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32. abra. HDC-KO és vad tipusu egér T-lymphocytdinak Con-A-stimuldciora mérheté NO-
termelése [125].
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Ezt kovetden vizsgaltuk hisztamin hatdsat Con-A-val stimulalt sejtek NO termelésére. A
HDC-KO ¢és a vad tipusu allatok T-lymphocytdinak Con-A indukélta NO-termelése gatolhatd
volt 10® M hisztaminkezeléssel (33. abra). A szérumnitrat- és nitritszintben (5.11. fejezet)

nem volt kiilonbség a HDC-KO ¢s a vad tipusu allat kozott.
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33. abra. HDC-KO (A) és vad tipusu (B) egér T-lymphocytdinak Con-A-stimuldciora
mérhetd NO-termelése. Az datlag + SEM értékek abrazolva [125].

A citoplazmatikus Ca®*-koncentraci6 nagyobb volt HDC-KO egér T-sejtjeiben, mig a Con-A-
stimuldciora mérhetd Ca2+-SZigné1 hasonl6 volt a hisztaminhianyos egér €s a vad tipusu egér

sejtjeiben (34. abra).
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34. abra. HDC-KO és vad tipusu egér T-lymphocytdaiban Con-A-stimuldciora mérhetd Ca*'-
szigndl [125].

A Con-A-kezelés altal indukalt IFN-y-termelés gatolhatdé volt 10uM membranpermeabilis
BAPTA-AM-elékezeléssel. Lépsejteket 600 uM NOC-18-cal 24 6ran at kezelve fokozodott a
Con-A indukalta IFN-y-termelés (p=0,0002). HDC-KO Iépsejtek NO-gatldo nitronidazol
(600uM) és N€ monometil L arginin (100 uM) -kezelése gatolta az ELISPOT modszerrel
mért [FN-y-termelést (p=0,01; p=0,002, 35. abra). Ugyanakkor 1épsejtek hisztaminkezelése

nem befolyasolta az IFN-y-termelést.

§=0.002
CotA stumulacio ConA ~ 600 uM 7- ConA + 100 uM N“-
nromdazols samuwlacio Monomethyl-L-arguune

stimuiacio

35. dbra. Nitronidazol és N°-monometil-L-arginin hatisa HDC-KO Iépsejtek IFN-y-

termelésére [125].
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A szérum L-hisztidin-szintjében nem talaltunk kiilonbséget a HDC-KO és a vad tipusu allat
kozott tomegspektrometriaval mérve (p=0,39, 5.8. fejezet). Korabbi adataink szerint az NO
szabalyozza a lymphocytak mitokondrium-bioszintézisét. A HDC-KO ¢és a vad tipust egerek
T-sejteinek mitokondriummennyiségében és ROI-termelésében nem taldltunk szignifikdns
kiilonbséget, 24 oras Con-A-stimuldciét kovetéen a ROI-szignidl a vad tipust egerek

lymphocytaiban nagyobb mértéki volt (p=0,016).

6.5.5. Megbeszélés

Az NO alapvetd szerepet jatszik a gyulladasos folyamatok szabalyozasaban, szisztémads
autoimmun betegségekben, igy SLE-ben és RA-ban is fokozott NO-termelésrdl szamoltak be
[72, 73, 74, 157, 158, 159]. Az NO tobb ponton szabalyozza a mitokondriummiikodést:
gatolja a citokrom-oxidazt [69], fokozza a mitokondrium-bioszintézist [71], sejttipustol, és
koncentracidjatol fliggéen gatolhatja és serkentheti is az apoptozist [68, 160]. Munkank soran
tanulmanyoztuk az NO szerepét a T-lymphocyta-aktivacioban fiziologias koriilmények
kozott, SLE-ben, RA-ban és HDC-KO egérben [121, 122, 123, 125].

A nagy energidju foszfatot tartalmazdé ATP az emlds sejtek legfontosabb energiaforrasa. A
citoplazmaban torténik a glikolizis, mig az ATP-szintézis joval hatékonyabb formdja, az
oxidativ foszforilacid a mitokondriumban zajlik. A sejtek altal felhasznalt energia koriilbeliil
95 szazalékat a mitokondrium szolgaltatja. A T-lymphocytaaktivacio soran ndé a sejt
energiafelhasznalasa, amit jelent6s részben a mitokondriumok fokozott ATP-termelése tesz
lehetévé. A mitokondrium belsé membranjanak két oldaldn az energia atmeneti tarolasara
szolgalo elektrokémiai gradiens alakul ki, mely megkdzelitéen 180 mV. Az elektrokémiai
gradiens hatdsara a protoncsatornan keresztiil protonok keriilnek a martixba, a folyamat soran
ATP szintetizalodik [69, 70]. A citoplazmatikus Ca®*-oszcillaciokoz hasonld Ca2+-szignélok
hatdséra a szuszpenzidban tartott mitokondriumok Ca®*-ot akkumulalnak, a mitokondrialis
Ca®* az oxidativ foszforilaciot serkenti [161, 162, 163]. IP3-agonistaval jelentds
mitokondrialis Ca**-szint-emelkedés valthato ki, kismértékii citoplazmatikus Ca**-szignal
mellett is. A mitokondriumok az endoplazmatikus retikulum szomszédsagaban helyezkednek
el elektronmikroszkopos vizsgalatok alapjan, igy a Ca®*-raktarak iiriilése mitokondrialis Ca®*-

akkumulaciot eredményezhet, befolyasolva ezzel a citoplazmatikus Ca®*-szignalt [164, 165].
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A T-sejt-stimulacié citoplazmatikus Ca*-, NO-, ROl-szignalt és mitokondriélis
hiperpolarizaciot indukal. Az IP3 az endoplazmatikus retikulumon 1év6 receptordhoz kotédve
a belsd raktarakbol Ca*-iiriilést eredményez. A membranpermeabilis IP3-receptor-
antagonista 2-APB és az NO-kelator C-PTIO gatolja a T-sejt-aktivaciora mérhet6 NO-
szignalt, Ca**-szignalt és mitokondrialis hiperpolarizaciot. Eredményeink alapjan az NO

hozzajarul a T-lymphocyta-aktivaciéhoz [121].

Az apoptozis késoéi fazisara jellemzd a membranpotenciadl Osszeomldsa, amit dtmenetileg
fokozott MMP el6z meg [46]. Az IL-10, IL-3, TGF-B1, IFN-y és az anti-Fas antitestek altal
indukalt apoptozist megelézéen szintén mitokondridlis hiperpolarizacié alakul ki [46, 166,
167, 168, 169]. Erdekes médon SLE-s betegek T-sejteiben tartdsan magasabb MMP és ATP-
deplécio mérhet6 [47]. SLE-s betegek T-sejtjein a sejthalalt indukald hatasokra az apoptdzis
helyett jellemz6en nekrozis alakul ki, amely Osszefiiggésben lehet a csokkent ATP-szinttel.
Az oxidativ foszforilacio soran keletkezhetnek ROI-k, a mitokondriumok a ROI-k {6 forrasat
képezik. A ROI-k intracelluléris hatasai koz¢é tartozik a lipidperoxidécio, karosithatjadk a DNS-
t, @ membranokat, igy a mitokondriumokat is. Az MMP és a mitokondridlis Ca?*-szint
szabalyozza a mitokondrialis ROI-termelést. SLE-ben a T-sejtek ROI-termelése fokozott az
egészséges kontrollokéhoz képest [47]. Az SLE-s betegek T-sejtjein megfigyelhetd
mitokondrialis hiperpolarizacié és ATP-deplécid a mitokondrialis Ca?*-homeosztazis zavarara
utal. Eredményeink szerint SLE-s betegekbdl szeparalt T-lymphocytdk mitokondrialis Ca*-

szintje magasabb, mint az egészséges kontrollokbol szeparalt sejteké.

Vassilopoulos és munkatarsai megfigyelései szerint SLE-s betegekbdl szeparalt T-sejtekben
az aktivaciéra nagyobb mértékii és gyorsabb Ca2+-szignél mérhetd az aktivaciot kovetd
percekben, mint egészséges kontrollok mintaiban. Megfigyeléseik szerint a Ca?*-szignal-
eltérés nem mutatott korrelaciot a betegség aktivitasaval vagy szervi érintettséggel [170]. Az
SLE-s betegek T-sejtjein megfigyelt ATP-deplécioban, mitokondrialis hiperpolarizacioban, a
fokozott gyors ¢és csokkent fenntartott Ca2+-szignélban szerepe lehet a magasabb

mitokondrialis Ca?*-szintnek [122].

Szamos korabbi megfigyelés utal az NO patologias szerepére SLE-ben és RA-ban. SLE-s
betegek szérumdban a nitritszint magasabb, mint egészséges kontrollokéban, a

szérumnitratszint korrelal az anti-DNS-szinttel és a betegség aktivitasaval [171]. IFN-y és
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LPS hatasara in vitro az MRL/Ipr egér 1épsejtjei és peritonealis sejtjei tobb NO-t termelnek,
mint a kontroll 4llatok sejtjei. A nem specifikus NOS-inhibitor N®-monometil-L-arginin és az
INOS-specifikus inhibitor L-N6-1-iminoetil-lizin gatolta a glomerulonephritist és az arthritist
MRL-Ipr/lpr egéren [172]. Az MRL/Ipr iNOS génkiiitott egérben ugyanakkor hasonld
veseérintettség alakul ki, mint a vad tipusu allatban [173]. RA-ban szintén magasabb a
szérumnitritszint a kontrollokénal, egyes megfigyelések szerint a nitritszint korrelal a
betegség aktivitasaval és a radiologiai progresszidval, mig masok hasonlo korrelaciét nem
talaltak [73, 174]. A mycophenolat mofetil részben az NO-termelés gatlasan keresztiil fejti ki
immunszuppressziv hatasat [175, 176]. A synovitis soran szamos sejttipus, igy osteoclastok,
osteoblastok, makrofagok, fibroblastok, neutrophil granulocitdk és endothelidlis sejtek is
termelhetnek NO-t [177]. Eredményeink szerint RA-S betegek T-lymphocytainak az
egészséges kontrollokénal magasabb az NO-termelése, TNF-a-blokkol6 kezelés soran az NO-
termelés csokken [123]. A mitokondrialis membranpotencial tartésan magas SLE-s betegek

T-sejteiben, mig RA-s betegek T-lymphocytaiban az egészséges kontrollokéhoz hasonlo [47].

Korabbi megfigyelésekhez hasonléoan a mi eredményeink alapjan is hisztamin hianyaban
fokozott IFN-y-szintézis figyelhet6 meg [81, 82, 125]. A HDC-KO T-lymphocytakban
magasabb nyugalmi Ca**-szintet mértiink, mint a vad tipusu allatbol szeparalt sejtekben [125],
hasonloképpen az SLE-ben és RA-ban leirtakkal [122, 123], a fokozott NO-termelés
hozz4jarulhat a magasabb nyugalmi Ca**-szinthez. Ugyanakkor a HDC-KO T-sejtek fokozott
NO-termelése az RA-s betegeken megfigyeltekhez hasonléan nem jar megndvekedett
mitokondrium-bioszintézissel [125]. Az SLE-ben tapasztalt nagyobb mitokondriummennyiség
feltehetéen a monocytakbol szarmazo nagyobb mennyiségii NO kovetkezménye [122]. T-
lymphocytak NO-termelése SLE-ben hasonlé volt a kontroll sejtekéhez, ugyanakkor RA-ban
¢s a HDC-KO egér T-sejtjeiben a kontrollokéhoz képest fokozott NO-termelést figyeltiink
meg [122, 123, 125]. Az iNOS enzim monocytakban jelentds mennyiségben expresszalodik,
nagyobb mennyiségii NO-t termel, mint a lymphocytakban kifejez6dé eNOS és nNOS, ez
lehet a magyarazata a fokozott NO-termelés mellett tapasztalt eltér6 mitokondrium-
bioszintézisnek. A Ca?* felvételére, raktarozasara és iiritésére képes mitokondriumok
mennyisége befolyasolhatja a citoplazmatikus Ca**-szignalt, az SLE-ben megfigyelt fokozott
gyors ¢és  csOkkent  fenntartott Ca2+-szignél elsésorban a  megnovekedett

mitokondriummennyiség kovetkezménye lehet [178].
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Eredményeink alapjan az NO szabalyozza a T-lymphocyta-aktivaciot, az NO-termelés
mennyisége szabja meg az NO-apoptézisra, a mitokondriummiikodésre, Ca®*- és ROI-
szignalokra kifejtett hatdsait. Az SLE-ben és RA-ban is megfigyelhet6 fokozott NO-
termelésnek eltérd hatasai vannak a T-lymphocytakra [179, 180, 181].

6.6. A CD3-(-expresszio szabalyozasanak vizsgalata

6.6.1. A TNF-a szabalyozza a CD3-{ kifejezodését human T-lymphocytakon

A CD3-(-lanc alapvetd szerepet jatszik a T-sejt-jelatvitelben (lasd a 3.2.4.3. fejezetet), a
rendelkezésre 4ll6 (-lanc mennyisége szabalyozza a sejt aktivalhatdésagat. A
proinflammatorikus hatasi TNF-o fokozott termelését és a T-sejt (-lanc csokkent
expresszidjat megfigyelték SLE-ben [45] és RA-ban is [182], a {-lanc hidnya a TCR/CD3
komplex instabilitdsdval jar. A TNF-a kozponti szerepe jol ismert autoimmun betegségek
mellett fert6zd betegségekben, tumorokban, gyulladdsos bélbetegségekben és sclerosis
multiplexben is [183]. A kronikus TNF-a kezelés csokkenti az egér T-lymhocytak (-lanc-
mennyiségét [184]. Tanulmanyoztuk a human TNF-a T-lymphocyta (-lanc kifejezOdésére
kifejtett hatasat [124].

Western blot modszerrel vizsgalva a TNF-o dozisfiiggé modon csokkenti a CD3-(-lanc
kifejez6dését human T-sejteken (36. abra). Jurkat-sejteken 40 ng/ml TNF-a 24 6ra alatt 55
szazalékkal (p=0,018), mig PBMC mintak esetén 90 szazalékkal (p=0,034) csokkentette a
CD3-{-lanc-expressziot. A PBMC-hez hasonld CD3-{-lanc-csokkentdé hatast mértiink

magnetikus szeparélassal tisztitott CD4" T-sejteken is.
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36. dabra. A 5-40 ng/ml TNF-a hatisa a humdan T-lymphocytik CD3-{-expresszidjara. Az
aktinra normalizalt datlag £ SEM optikaidenzitds-értékeket dabrazoltuk, (A) Jurkat-, (B) PBMC
sejtek [124].

A TNF-a alkalmazasat megel6z6en PHA-elékezeléssel noveltiik a frissen szeparalt T-sejteken
a TNF-a-receptor kifejezddését. A TNF-a CD3-(-1anc-expressziot csokkentd hatdsa 72 ords
kezelés soran valtozatlanul fennallt (37. abra, A panel), tapfolyadékcserét kovetden a C-lanc-

szint a kontroll értékre ndvekedett (37. abra, B panel).
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37. abra. A TNF-a hatdsa a human T-lymphocytak CD3-{-expresszidjdara. (A) Jurkat-sejtek
24-72 oras kezelése 40 ng/ml TNF-a-val; (B) Jurkat-sejtek 24 oras 40 ng/ml TNF-o. kezelését
kévetden Western blot modszerrel vizsgaltuk a CD3-( kifejezédését (-), vagy két alkalommal
mostuk a mintakat PBS-ben, sejttenyésztoben inkubaltuk 24-oran at a sejteket, a Western

blottot megelézden (+) [124].

Konfokalis mikroszkdpiaval (lasd az 5.6. fejezetben is) vizsgaltuk a TNF-a hatdsat a (-lanc

crer

a (-lanc elhelyezkedését. TNF-a-kezelést kovetden a (-lanc-mennyiség csokkent, és az
internalizacié fokozddott (38. abra, A panel). 24 6ran 4t tartdé 40 ng/ml TNF-a-kezelés a (-
lanc-mennyiség jelentés csokkenésével jart (38. abra, B panel, p=0,00002).
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38. dabra. A TNF-a hatisa a human T-lymphocytik CD3-{-lokalizdacidjara. (A) Jurkat-
sejtek, konfokalis mikroszkopia, a sejtmembrant CTX (z6ld), a sejtmagot Draq5 (kék) festékkel
jeloltiik, a CD3-{ piros szinnel lathato, eredeti nagyitas: x6348. (B) 24 oras 40 ng/ml TNF-

a-kezelés hatisa a CD3-( kifejezodeésére. A relativ pixelintenzitas-értékeket abrazoltuk

(ESEM), az ép sejteket definialtuk ,,region of interest "-ként [124].

Ugyanakkor a TNF-a nem befolyasolta a CD3-¢-lanc kifejez6dését Western blot modszerrel

(39. abra, A panel) és aramlasi citometriaval (39. abra, B panel) vizsgalva.
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39. dabra. A TNF-a hatdisa a CD3-¢-lanc kifejezodésére. (A) Jurkat-sejteket 24 oran at TNF-
a-val kezeltiink (40 ng/ml), majd Western blottal vizsgaltuk a CD3-¢ kifejezodését. A
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diagramon az aktinra normalizdlt optikaidenzitds-értékek lathatoak (£SD). (B) a CD3-¢

kifejezodése daramlasi citometriaval vizsgalva TNF-a-kezelést kovetden és kontroll sejteken

[124].

A TNF-a szintén nem befolyasolta a CD3-y lanc kifejez6dését. A fenti eredményeink szerint a
TNF-a dézisfiiggéen, reverzibilisen és szelektiven csokkenti a (-lanc-expressziot. Ujabb
kisérleti eredményeink szerint az IL-6, 8, 10, 13 és 17 is csokkenti a CD3-(-lanc
kifejez6dését, a TNF-a-hoz hasonloan (p<0,05, nem kozolt adatok).

A (-lanc alapvetd szerepet jatszik a T-sejt-aktivacioban, ezért a kdvetkezo kisérletek soran azt
tanulmanyoztuk, hogy a TNF-a-kezelés hogyan befolyasolja a Ca?*-szignalt és az IL-2-
termelést. Eredményeink szerint a TNF-a-el0kezelés csokkentette az anti-CD3-antitest-
stimulaciéra mérheté Ca®'-szignalt (40. abra) és a 6, 24 és 72 6ra anti-CD3-antitest-
aktivaciora mérhetd IL-2-termelést (41. abra, p<0,05, p<0,01 és p<0,05 ), igy a (-lanc-

csokkenés funkcionalis kovetkezményekkel jar.
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40. dbra. A TNF-a hatisa a T-lymphocyta Ca?*-szigndlra. Jurkat- vagy periférids
mononuklearis sejteket 24 oran at kezeltiik TNF-a-val (40 ng/ml). Az anti-CD3-kezelés dltal
indukalt Ca2+-szigndlt daramlasi citometriaval mértiik, Fluo-4 AM festék alkalmazasaval, az

ionomycin pozitiv kontrollként szolgalt [124].
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41. abra. A TNF-a-kezelés hatasa az IL-2 termelésre. Frissen izolalt mononukleadris sejteket
26 oran at PHA-val (1 ug/ml) vagy 2 oran at PHA-val, majd 24 éran at PHA+TNF-a-val
kezeltiink. Mosast kévetoen a mintak egy része anti-CD3 (5 ug/ml) -kezelést kapott 6, 24 vagy

72 orara. Ezt kévetéen ELISA modszerrel mértiik a feliiluszoban az IL-2-Szintet, az

atlagértékeket (|SEM) dbrazoltuk (*p<0,05; **p<0,01) [124].

A tovabbi kisérleteink sordn tanulmdnyoztuk a TNF-o C-lanc-csokkentd hatdsdnak
mechanizmusat. Kiillonb6z6 koncentracidban és kiilonb6zd iddtartamig alkalmazott TNF-a-

kezelés nem befolyasolta a CD3-{-lanc mRNS-szintet (42. abra), ezek alapjan feltételezheto,

hogy a TNF-a befolyasolja a {-lanc lebomlasat.
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42. dbra. A TNF-a hatisa a CD3-¢ mRNS-expresszio’ra. (A) Jurkat-sejteket kiilonbozo

alkalmaztunk kiilonbozé ideig, majd RT-PCR mddszerrel mértiik a CD3-(-lanc mRNS-szintet
[124].

A lizoszémalis degradaciot a CD3-C-lanc és a lizoszomalis LAMP-1 kolokalizdcio mérése

alapjan tanulmanyoztuk, konfokalis mikroszkdpia modszerével (43. abra).
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43. abra. A CD3-{ és a LAMPI kolokalizdcio vizsgdlata. Jurkat-sejteket 4 oran at TNF-a-val
(40 ng/ml) vagy anti-CD3-mal (5 ug/ml) kezeltiink, a LAMPI1 (zold), a CTX (kék), a CD3-{
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(piros), a kolokalizacié sdrga szinnel dbrdzolodott, eredeti nagyitas: *x2280. (B) A
kolokalizacio mértéke [Pearson-féle korreldcios koefficiens (***p<0,001)] [124].

A TNF-a-kezelés mellett nem alakult ki kolokalizacio a CD3-(-lanc és LAMP-1 koz6tt, mig
az anti-CD3-kezelés kolokalizacioval jart (p<0,001). A tovabbiakban a proteaszomalis
degradaciot is vizsgaltuk. A proteaszomainhibitor MG-132 gatolta (p<0,05), mig a
lizoszomagatlo NH,Cl nem befolyasolta a TNF-a altal kivaltott a CD3-(-lanc-csokkenést (44.

abra). Mindezek alapjan a TNF-o fokozza a CD3-(-lanc proteaszomalis lebomlasat.
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44. abra. Lizoszomagdtlds és proteaszomagitlds vizsgdlata a TNF-a CD3-{-lanc-csokkentd
hatasdra. Jurkat-sejteket 2 oran at NH,Cl-dal vagy MG-132-vel kezeltiink, majd 24 ordn dat
inkubaltuk a sejteket, ezt kévetéen Western blot modszerrel mértiik a (-lanc-expressziot. A

normalizalt optikaidenzitas-értékeket (£SEM) abrazoltuk (*p<0,05) [124].
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A SLAP irodalmi adatok alapjan CD3-(-degradaciot okozhat [43], igy felmeriilt a szerepe a
TNF-a altal kivaltott CD3-(-lanc-csokkenésben is. A TNF-a-kezelés fokozza a Jurkat-sejtek
SLAP-kifejez6dését (45. abra A-B, p<0,05) Western blot modszerrel vizsgalva. Hasonldan
periféridas mononuklearis sejtek és magnetikus szeparalassal izolalt CD4 T-lymphocytak
SLAP-expresszidja is fokozhato TNF-a-kezeléssel. Ugyanakkor a TNF-o-kezelés nem
befolyasolja a SLAP mRNS mennyiségét. Konfokalis mikroszkopiaval igazoltuk, hogy TNF-
a-kezelés hatasara a SLAP és a CD3-(-1anc kolokalizacio mértéke fokozodik (45. abra C-D,
p<0,01). A Jurkat-sejteket ezekhez a kisérletekhez eGFP-SLAP cDNS-vektorral
transzfektaltuk (lasd az 5.12.3. fejezetet is), az eredményeket Imagel software

alkalmazasaval értékeltiik (lasd 5.6. fejezet).
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45. dabra. A TNF-a hatisa a SLAP kifejezddésére, a CD3-¢ és a SLAP kolokalizdcidjanak
vizsgalata. A-B 40 ng/ml TNF-a (4 oras és 24 ords kezelés) hatasa a Jurkat-sejtek SLAP-
kifejezodésére Western blot modszerrel vizsgalva. Az aktinra normalizalt optikaidenzitas-
ertékeket abrazoltuk (£SD). C-D: konfokalis mikroszkopia a CD3-{ és a SLAP
kolokalizdciojanak vizsgadlatara. Jurkat-sejtek 4 ordas 40 ng/ml TNF-a kezelését kovetben
tortént a mikroszkopos vizsgalat. SLAP-GFP (zold), CD3-{ (piros), sejtmag (kék), eredeti
nagyitas: x4560. A kolokalizacio mértékét a Pearson-féle korrelacios koefficiens alapjan
ertékeltiik (**p<0,01) [124].
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A SLAP CD3-(-lancra kifejtett hatasanak tovabbi vizsgalatara Jurkat-sejteket SIRNS-sel
transzfektaltunk. SLAP siRNS jelenlétében Iényegesen csokkent a TNF-a altal indukalt CD3-
(-lanc-csokkentd hatas (46. abra), a kezeletlen sejtek CD3-(-kifejez6dése ugyanakkor
fokozodott.

random szekv. SLAP
siRNS siRNS

1.6 1

14 4

1.0 A
08 A

06 4

CD3C optikai denzitas tubulinra normaizalva

e — =
ﬁ
I
46. dabra. A SLAP siRNS hatisa a TNF-a dltal kivdltott (-lanc-csokkenésre. Random
szekvenciaju vagy SLAP-specifikus siRNS-sel Jurkat-sejteket transzfektaltunk, ezt kovetden a

sejteket 40 ng/ml TNF-a-val kezeltiik, majd CD3-{ Western blotot készitettiink, az abran az
optikaidenzitds-értékek lathatoak (**p<0,01, £SEM) [124].
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Mivel az RA-s betegek T-lymphocytaiban a CD3-(-lanc kifejez6dése csokkent [182],
irodalmi adatok [43] és a sajat eredményeink alapjan a SLAP szabalyozza a T-
lymphocytakban a CD3-(-lanc kifejez6dését, vizsgaltuk a SLAP-expressziot RA-ban (47.
abra, A-B panel). RA-s betegek T-sejtjeinek SLAP-expresszidja 2,5-szerese volt az
egészséges kontrollokénak (p<0,05). Egészséges kontrollok és nem biologiai DMARD-
kezelésben (disease modifying anti-rheumatic drug) részesiilé RA-s betegek CD4 T-
lymphocytdinak SLAP-expresszidja hasonld mértékben fokozhato TNF-a-kezeléssel,
ugyanakkor a TNF-a-blokkold kezelésben részesiilé betegek CD4 T-lymphcytainak TNF-a-
kezelése nem novelte a SLAP kifejez6dését (47. abra, C panel).
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47. abra. A T-lymphocytik SLAP-expresszidja fokozott RA-ban. A-B: CD4 T-sejtekben a
SLAP-szintet Western blot mddszerrel mértiik, a kontrollként hasznalt Ponceau-festésre
normalizalt optikaidenzitas-értékeket dbrazoltuk (:SEM) (*p<0,05). C: PHA- és TNF-a-
kezelés hatasa egészséges kontrollok (n=5), nem biologiai betegségmodosito gyogyszerrel
kezelt (n=5) és TNF-a-blokkolo biologiai terdpiaval kezelt (n=35, harom beteg certolizumab
pegolt, két beteg etanerceptet kapott) betegek T-lymphocytdinak SLAP-kifejezédésére. A CD4
T-sejteket 2 orat PHA-val kezeltiik (PHA és PHA+TNF mintak), majd tovibbi 24 ordig 40
ng/ml TNF-a-val kezeltiik a sejteket (TNF és PHA+TNF mintdk). A SLAP-szintet Western blot
modszerrel mértiik, a kontrollként hasznalt Ponceau-festésre normalizalt optikaidenzitds-

ertékeket abrazoltuk (:SEM) (¥p<0,05) [124].
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6.6.2. Megbeszélés

A synovialis gyulladas helyszinén jelentésen megné a proinflammatorikus citokinek, igy a
TNF-o mennyisége. Munkank alapjan a TNF-a altal indukalt szelektiv, specifikus ¢és
reverzibilis csokkenés a (-lanc kifejezodésében funkcionalis kovetkezményekkel is jar,
csokkenti az aktivaciora mérhetd Ca”-szignalt és az IL-2-termelést, igy a csokkent (-lanc-
kifejez6dés T-lymphocyta-anergiahoz vezethet. A TNF-a és mas proinflammatorikus ¢és

antiinflammatorikus citokinek szabalyozzak a T-lymphocytak aktivalhatosagat.

A TCR/CD3 receptorkomplexen keresztiil aktivalodik a T-sejt, a sejtfelszini komplex
mennyisége megszabja a sejt aktivalhatosagat. A TCR/CD3 aktivacio a komplex sejtfelszini
mennyiségét csokkenti [185]. Irodalmi adatok alapjan a CD3-(-lanc a tobbi CD3-lanctol
fiiggetlentil internalizalédhat és reciklizalédhat a plazmamembranba [186, 187, 188]. A mi
eredményeink szintén azt tdmasztjdk ald, hogy a (-lanc a tobbi lanctol fliggetleniil is
szabalyozodhat, hiszen a TNF-a hatasa a (-lanc kifejez6désére szelektivnek bizonyult [124].
A CD3-lancok a komplex szintéziséhez sziikségesnél 1ényegesen nagyobb mennyiségben
szintetizalddnak ¢€s jelentds résziik degradalodik, mieldtt a receptorkomplex része lehetne
[189]. A (-lanc a tobbi CD3-lancnal kisebb mennyiségben szintetizalodik, igy a termelédé C-
lancok mennyisége megszabja a TCR/CD3 komplex mennyiségét. A C-lanc csokkenti a
TCR/CD3 komplex internalizacidjanak mértékét, igy stabilizalja a receptorkomplexet a
sejtfelszinen [190].

A SLAP a T-lymphocyta-aktivacié szabalyozoja, szamos sejtféleségben igy T- és B-
lymphocytakban is kifejezédik [43]. A SLAP c-Cbl-fliggé mechanizmussal, a {-lanc
ubiquitinizacidjan keresztiil eldsegiti annak lebontasat [191]. A SLAP knockout egerek
CD4+/CD8+ T-sejtjein a TCR-expresszio és -szignal fokozott [192]. Eredményeink alapjan a
TNF-o fokozza a T-sejtekben a SLAP kifejezodését, a SLAP pedig a {-lancot proteaszomalis
degradaciora iranyitja. A TNF-a-kezelés nem befolyasolja a SLAP mRNS mennyiségét, igy a
fokozott fehérjeszintézisért posttranszkripcios szabalyozas, tobbek kozott mikroRNS-ek
lehetnek felelések [193, 194]. Mas munkacsoportok altal publikalt megfigyelésekhez

hasonldan [43] a mi kisérleti eredményeink alapjan is a SLAP CD3-(-lanc-degradaciot
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okozhat. Mas vizsgalokhoz hasonléan mi is azt talaltuk, hogy a CD3- {-lanc a lizoszémaban
¢s a proteaszomaban is degradalodhat, eredményeink alapjan a TNF-o elsOsorban a

proteaszomalis degradaciét fokozza, mig az anti-CD3-antitest-kezelés a CD3-(-lanc

crer

A ZAP-70 protein spontan mutacidja (SKG modell) megvaltoztatva a thymusban zajlo T-sejt-
szelekcids folyamatokat, a human RA-hoz hasonl6 progressziv szimmetrikus polyarthritishez
vezet [195]. A zymozanindukalta arthritis Iényegesen enyhébb formaban zajlik le a SLAP
knockout SKG egérben, mint a kontroll SKG egérben [196]. A SLAP-hianyos allatban a
szabalyoz6 T-lymphocytak fokozott szama és a Th17-sejtek csokkent szama hozzajarulhat a

lényegesen enyhébb lefolyasu arthritishez.

Kisérleteink eredménye szerint a TNF-a-blokkolo biologiai terdpiaval kezelt betegek CD4 T-
lymphocytaiban a TNF-a-kezelés nem fokozta a SLAP kifejez6dését, szemben a nem
bioldgiai betegségmodositd szerrel kezelt betegekkel és az egészséges kontrollokkal. Ezt
magyarazhatja az, hogy a biologiai terapids készitmények (etanercept és certolizumab pegol)
a sejtfelszini TNF-a-hoz kotddve meggatoltak a tovabbi TNF-a-kotddést/jelatvitelt. A

bioldgiai terapias gyogyszerek sejtfelszini jelenlétét nem vizsgaltuk.

A SLAP tehat szerepet jatszik a T-sejt-aktivacid szabalyozasaban a CD3-(-lanc

crer

expresszion keresztiil jelentésen befolyasolhatja a T-lymphocyta aktivalhatosagat. A CD3-C-
lanc SLAP altal indukalt csokkent kifejezédésének szerepe lehet a T-lymphocyta {-lanc SLE-
ben és RA-ban leirt csdkkent expressziojaban [45, 182].

6.7. Glikozidazok szerepének vizsgalata RA-ban
6.7.1. Glikozidazok kifejezddése synovialis mintakban
A poszttranszlacios proteinmodosuldsok kozdl a citrullinacio a legtobbet tanulmanyozott RA-

ban [16, 17]. A leggyakoribb poszttranszlacios modosulas a glikozilacio, ugyanakkor a

szerepe ma még kevéssé tisztazott arthritisekben. Korabbi publikaciok alapjan a glikozidazok
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szintje magasabb RA-ban, mint arthrosisban [197, 198, 199]. Munkacsoportunk korabbi
eredményeinek értelmében a matrix metalloproteinazokhoz hasonléan a glikozidazok szerepe
IS meghatar6z6 lehet az RA-ban megfigyelheté porcdegadacioban [200]. Irodalmi adatok
alapjan a 2-es tipusu kollagénre specifikus antitestek arthritogenitasa glikozidazkezeléssel
gatolhato [201]. A Hc-gp 39 a glikozidazokhoz hasonld protein, a kitinazszerti fehérjék 18
csoportjaba tartozik, enzimatikus aktivitassal nem rendelkezik [151, 202].

Mindezek alapjan tanulmanyoztuk a glikozidazok (GusB: pB-D-glucuronidase/p-D-
glitkuronidaz; HexA: hexozaminidaz A alegység és HexB: hex6zaminidaz B alegység) és a
Hc-gp-39 kifejezddését arthritisben [128]. RA-s és arthrosisos betegek térdiziileti synovialis
mintaibol fibroblastokat nyertiink az 5.2.2. fejezetben leirtaknak megfeleléen, és mértiik RT-
PCR médszerrel a glikozidazok és a Hc-GP-39 expresszidjat. Eredményeink szerint a He-gp-
39 fejez6dott ki a legnagyobb mennyiségben synovialis fibroblastokban. Mas vizsgalokhoz
hasonloan [203] a mi eredményeink szerint is & HexA és a HexB jelentés mennyiségben

expresszalodik a synovialis gyulladas helyszinén RA-ban.

A GusB-enzimaktivitas az RA-s synovialis folyadékban magasabb volt az arthrosisos
mintakon mért értékeknél, ugyanakkor a synovialis membranban és a fibroblastokban nem
talaltunk kiilonbséget a két vizsgalt betegcsoport kozott. Enzimhisztokémiai modszerrel
vizsgalva (lasd 5.13.1. fejezet) synovialis fibroblastokban a GusB-enzim a lysosomakban
helyezkedik el. Arthrosisos betegek fibroblastjaiban a GusB-szubsztrat nagyobb intenzitast

fluoreszcens jelet adott, mint az RA-s betegek esetében.

A TGEFp gatolta a Hc-gp 39, HexA, HexB és GusB mMRNS kifejez6dését fibroblastokon RT-
PCR modszerrel mérve, a gatlas mértéke nagyobb volt az RA-s betegek mintain, mint az
arthrosisos betegek esetében (48-49. abra). A legnagyobb mértékii gatlast a He-gp 39 gén
kifejezodésében mértiink RA-s mintdkon. A TNF-a gatolta a HCgp-39, HexB, GusB; az IL-1-
B gatolta a HexA, HexB, GusB; az IL-17 gatolta a HexB és a GusB kifejez6dését, mig a
NOC-18 nem befolyasolta a glikozidazok mRNS-szintjét RA-s betegek fibroblastjain.
Arthrosisos betegek mintain az RA-ban szenvedd betegek mintaihoz képest a
proinflammatorikus TNF-a, IL-1B és IL-17 kisebb mértékben gatolta a glikozidazexpressziot.
Kontrollként RA-s betegekb6l szarmazd fibroblastokon vizsgaltuk a proinflammatorikus
citokinek hatdsat a matrix metalloproteinaz-3 kifejezddésére, ami négyszeres értéket

meghaladd volt RT-PCR modszerrel mérve. Arthrosisos betegek synovialis fibroblast eredetii
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mikrovesiculaiban (lasd 6.8.3 fejezet) nagyobb mennyiségii GusB-enzim-aktivitast mértiink,

mint az RA-s betegek mintaiban.
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48. dbra. RA-s betegekbdl izolalt fibroblastok glikoziddazexpresszidja. RA-S betegek
térdiziiletebdl izolalt fibroblastok Hc-gp 39-, HexA-, HexB- és GusB-expressziojat vizsgaltuk.
A sejteket 24 ordan keresztiil stimuldltuk citokin vagy NO donor NOC-18-kezeléssel, ezt

kovetéen meértiik RT-PCR mddszerrel a glikozidazok génexpressziojat (HGPRT-hez
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viszonyitva). A kezeletlen mintan mért génexpressziot tekintettiik 100%-nak. A: TGF-p1; B:
TNF-a; C: IL-1p; D: IL-17-stimulacio, E: NOC-18-kezelés. *P <0,05, **P <0,01, ***P
<0,0015 [128].
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49. dbra. Arthrosisos betegekbdl izolalt fibroblastok glikoziddazexpresszidja.
Arthrosisos betegek térdiziiletébdl izoldlt fibroblastok Hce-gp 39-, HexA-, HexB- és GusB-
expressziojat vizsgaltuk. A sejteket 24 oran keresztiil stimulaltuk citokin-, vagy NO-donor

NOC-18-kezeléssel, ezt kovetoen mértiik RT-PCR modszerrel a glikozidazok génexpressziojat
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(HGPRT-hez viszonyitva). A kezeletlen mintan mért génexpressziot tekintettiik 100%-nak. A:
TGF-p1; B: TNF-a;, C: IL-1B; D: IL-17-stimuldcio, E: NOC-18-kezelés. *P <0,05, **P
<0,01, [128]

6.7.2. Hexozaminidaz D vizsgalata

Korabbi eredményeink és irodalmi adatok alapjan a glikozidazoknak szerepe lehet az RA-ban
zajlo porcdegradacioban. 2009-ben egy 0ij hexozaminidaz enzimet irtak le, amely a HEXDC
gén terméke és a hexozaminidaz D (HexD) nevet kapta [204]. A HexD enzim a HexA és
HexB enzimmel ellentétben nukleocitoplazmatikus elhelyezkedésti és nem hdérzékeny.

Vizsgaltuk a HexD enzim expresszidjat synovialis mintakon [129].

A vizsgalt RA-s és arthrosisos betegek synovialisfibroblast- és synovialismembran-mintaiban
az N-acetil-galaktozaminidaz enzim aktivitasaért mintegy 50 szazalékban; ugyanakkor a
synovialisfolyadék-mintakban 80-90 szazalékban a HexD enzim volt felelds (nem héérzékeny
frakcio, 50. abra). Az RA-s és az arthrosisos betegekbdl szarmazo synovialis fibroblastokban
egyarant nagyobb volt a hdérzékeny galaktoziddz enzim aktivitasa, mint a synovialis
folyadékban (p<0,01; p<0,01). RA-s betegek fibroblastjai nagyobb hdéérzékeny
galaktozidazaktivitast mutattak, mint a synovialismembran-mintak (p<0,05). Tovabba RA-s
betegek synovialis folyadékaban a nem hdérzékeny frakcié (HexD) aktivitasa nagyobb volt,

mint az arthrosisos betegek mintai esetén mért értékek (p<0,01).

RT-PCR modszerrel mérve az RA-s és arthrosisos betegek synovialismembran- és
synovialisfibroblast-mintainak ~ HEXDC-expresszidjaban nem  talaltunk  érdemleges
kiilonbséget. A tovabbiakban vizsgaltuk a TGF-B1; TNF-a; IL-1p; IL-17 és NO-donor NOC-
18 hatasat a HEXDC mRNS expressziora. A TGF-B1 (10 és 50ng/ml) csokkentette, mig TNF-
a; IL-1B; IL-17 és NOC-18 nem befolyasolta az RA-s és arthrosisos betegekb6l szarmazo
fibroblastokban a HEXDC mRNS-szintet.

Jelentés HexD-aktivitast mértiink az RA-s és az arthrosisos betegek synovialisfibroblast-
eredetli microvesiculaiban (lasd 6.8.3 fejezet). RA-s és arthrosisos betegek synovialis

folyadékabol izolalt extracellularisvesicula-frakcioban szintén HexD-aktivitast mértiink.
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50. abra. Galaktézaminiddz-aktivitas mérése synovialis mintikon. A héérzékeny és a nem
héérzékeny  frakciok — enzimaktivitasanak — mérése  RA-s és  arthrosisos  betegek
synovialismembran- és synovialisfibroblast-mintain. SF:synovialis fibroblast; SFL: synovialis

folyadék; SM synovialis membran. A nem héérzékeny frakcio a HexD-enzim aktivitasanak

felel meg (*p < 0,05; **p < 0,01) [129].

6.7.3. Megbeszélés

A synovialis fibroblastok jelentds mennyiségli citokint, kemokint és matrix
metalloproteinazokat termelnek, alapvetd szerepiik van a hyalinporc destrukciojaban és
potencialis terapias célpontot képeznek RA-ban [16, 17, 205, 206, 207]. Munkacsoportunk

korabbi eredményei alapjan a matrix metalloproteinazok mellett a glikozidazok is
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megtalalhatéak a synovialis gyulladas helyszinén, és szerepiik lehet a kronikus gyulladas
soran kialakuld porckarosodasban [200]. Az RA-s betegek synovialis folyadékaban az N-
acetil-glikozaminidaz- (NAG) és a GusB-aktivitas magasabb volt, mint arthrosisos betegek
esetében, ugyanakkor az o-D-mannozidaz és a B-D-galaktozidaz enzim aktivitasa egyarant
alacsony volt az RA-s és az arthrosisos betegek synovialis folyadékaban. A NAG és a GusB

egyiitt és kiilon-kiilon is hatékonyan bontottak a hyalinporcot [200].

Els6ként vizsgaltuk a kdzelmultban leirt HexD enzimet human betegségben [129]. Jelent6s
mennyiségben talalhatd eredményeink alapjan a HexD enzim RA-s és arthrosisos betegek
fibroblastjaiban, kisebb mértékben a synovialis membranban. A synovialis mintakban
mérhetd galaktozaminidaz-aktivitasért jelentés mértékben a nem héérzékeny HexD enzim a

felelOs.

Erdekes modon arthrosisban és RA-ban az altalunk vizsgalt citokinek gatoljak vagy jelentésen
nem befolyasoljak a synovialis fibroblastok glikozidaztermelését. Eredményeink alapjan a
glikozidazok szerepe feltehetéen Snmagaban nem meghatarozo RA-ban és OA-ban, de mas, a
porcdegradacioban szerepet jatszo enzimekkel egyiitt hozzdjarulhatnak az iziileti porc
karosodasahoz mindkét betegségben. A glikozidazok igen szorosan szabalyozott expresszioja

az iziileti porc homeosztazisaban betoltott kozponti szerepiikre utal [128, 129].

6.8. Extracellularis vesiculak karakterizalasa és vizsgalata

6.8.1. Preanalitikai tényezék szerepe az extracellularis vesiculak mérésében

Az utobbi évek egyik legizgalmasabb kutatasi teriilete az extracellularis vesiculak (EV)
vizsgalata. Az EV-k membrannal hatarolt, a sejteknél nagysagrenddel kisebb méreti
struktarak [208], alapvetd szerepet jatszanak a sejtek kozotti kommunikacioban. Az MV-k
100-1000 nm-es EV-k (lasd a 3.2.4.6. fejezetet is), vizsgalatukat neheziti, hogy méretiik
hasonl6 az immunkomplexek méretéhez, ezért tanulmanyoztuk elkiilonitésik modjat az

immunkomplexektdl és vizsgaltuk az MVk pontos méretét [134].
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TEM és AFM modszerekkel (lasd az 5.7.1. és az 5.7.2. fejezeteket is) vizsgalva az EV-K
valtozatos nagysagu, membrannal hatarolt struktirak. A DLS (lasd az 5.16.1. fejezetet is) az
EV-k méretének vizsgalatara alkalmas modszer, egészséges egyének plazmajaban 176+20
nm, RA-s betegek synovialis folyadékaban 176+30 nm volt az MV-k atméréje DLS
modszerrel mérve. AFM ¢és DLS modszerrel mérve az oldhatatlan immunkomplexek mérete

hasonld volt az MV-k méteréhez.

Aramlasi citometriaval vizsgaltuk az EV-ket és az immunkomplex/protein aggregatumokat.
Eredményeink szerint 0,05% Triton X-100 alkalmazasa mellett az annexinpozitiv és a CD41-
pozitiv események szama jelentdsen csokkent synovialis folyadékban és plazmaban mérve
(51. abra, A panel). Az IgG- és IgM-jeloléssel abrazoldodd struktarak mennyisége nem
valtozott jelentsen 0,05% Triton X-100 hatasara (51. abra, B panel). Az annexin és a CD-41
az altalunk alkalmazott modszerrel (lasd az 5.5.5. fejezetet is) az EV-ket, mig az IgG és az
IgM foként az immunkomplexeket jeloli. Az alkalmazott Triton X-100 lizalja a
mikrovesiculakat, de nem befolyasolja az immunkomplex-eredetii jeleket. A TEM-felvételen
szintén jol lathato (51. abra, C panel), hogy a Triton-kezelést kovetden eltiinnek az MV-K,
csupan membranfrangmentumok abrazolodtak. Immunglobulint és annexint is tartalmazo
struktarak igen kis aranyban fordultak el6. Az IgG- és IgM-tartalmti immunkomplexek szama
nagyobb volt RA-s betegek synovialis folyadékaban, mint az arthrosisos betegekében
(p<0,001; p<0,001). Az immunkomplexek C3-komplement faktor ELISA moédszerrel mért
érteke jo korrelaciot mutatott az aramlasi citometriaval mért IgM-immunkomplex-szinttel.
RA-s betegek synovialis folyadékaban az MV-kapuban mérhet6 Gsszes eseményszam (EV +
immunkomplexek) nem korrelalt a detergens kezelés utan mérhetd események szamdaval
(EVK), de jol korrelalt az immunkomplexek mennyiségével. Ez a megfigyelésiink is igazolja,
hogy a magas immunkomplexszam jelentés részét képezi az aramlasi citometriaval az EV-

kapuban mérhet6 Gsszes eseményszamnak RA-s betegek synovialis mintain.
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51. abra. EV-k és immunkomplexek detergensérzékenységének vizsgalata. A: RA-s
betegek synovialis folyadéka (annexinjel6lés) és arthrosisos beteg plazmamintainak (CD41-

djelolés) vizsgalata 0,05% Triton-kezelést megelézden €s azt kovetden. B: RA-s betegek
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synovialis mintainak IgG- és IgM-jelolés-vizsgalata 0,05% Triton-kezelés el6tt és utan
(molgG: izotipuskontroll). C: TEM 0,05% Triton alkalmazasa el6tt es utan [134].

6.8.2. Extracellularis vesiculak rheumatoid arthritisben

A detergens lizis alkalmazédsaval eredményeink alapjan meghatarozhatd a bioldgiai mintak
(plazma, synovialis folyadék) MV-koncentracidja. A tovabbi kisérleteink soran vizsgaltuk az
arthrosisos, RA-s és JIA-s betegek synovialis folyadékaban megtalalhatdo MV-ket [135] A JIA
valtozatos klinikai képpel jaro, kronikus gyermekkori iziileti gyulladés, az altalunk vizsgélt

mintak oligoarticularis érintettségli betegektdl szarmaztak.

NTA modszerrel (lasd az 5.16.2. fejezetet is) vizsgalva az MV-k mérete 150-200 nm volt,
hasonléan a mas moddszerrel mért korabbi eredményeinkhez [134]. Az MV-k Osszetételét a
20500 g pelletekben (lasd az 5.15.1. fejezetet is) tomegspektrometriaval vizsgaltuk (lasd az
5.8. fejezetet is). Az arthrosisos, RA-s és JIA-s mintdkban 105, 98 és 88 fehérjét
azonositottunk. Minden vizsgalt mintaban megtalalhato volt tobbek kozott aktin, myosin,
tubulin, HLA-antigének és Na/K ATP-az. Szintén azonositottunk plazmaproteineket, igy
fibrinogént, transzferrint, albumint, komplementproteineket és immunglobulinokat is a
pelletekben. Erdekes modon nem taldltunk érdemleges kiilonbséget a vizsgalt proteinek

mennyiségében a betegcsoportok kozott.

Aramlasi citometriaval vizsgdlva a CD3* MV-k sziama nagyobb volt az RA-s mint az
arthrosisos mintidkban (52. abra, p<0,05). Erdekes modon az RA-s betegek synovialis
mintaiban lényegesen tobb CD8* MV-t mértiink, mint az arthrosisos betegek esetében,
ugyanakkor a CD4" MV-k szdaméban nem talaltunk kiilonbséget a vizsgalt betegcsoportok
kozott. RA-ban és arthrosisban nagyobb volt a CD19" MV-k szdma, mint JIA-ban. Nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget az annexin, CD14", CD41a", RANK" és RANKL" MV-k
szamaban a vizsgalt betegcsoportok kozott. Arthrosisos €s RA-s betegek plazmamintaiban a
mérési kiiszob alatt volt a CD3" és CD8" MV-k szdma, ami arra utal, hogy az MV-k
els6sorban a synovialis gyulladas helyszinén termelédnek. Az RF szintje szoros korrelaciot

mutatott a T- és a B-lymphocyta-eredetit MV-k szamaval (p=0,002; p=0,001).
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52. abra. Arthrosisos, RA-s és JIA-s betegek iziileti folyadékaban megtalalhato

mikrovesiculak vizsgalata, differencial detergens lizis alkalmazasaval. *p<0,05, **p<0,01

[135].
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6.8.3. Megbeszélés

Az EVk részleteiben ma még nem ismert fiziologids funkcidikon kiviil hozzéjarulhatnak
tumorok [209], hematoldgiai betegségek [210], cardiovascularis betegségek [211] és
szisztémas autoimmun koérképek [64, 212, 213, 214] patogeneziséhez is. Tobb vizsgald is
torekedett az EV-k mérésének standardizalasara [215, 216], ennek ellenére még ma is
szamottevd kiilonbségek vannak az EV-k kutatdsaval foglalkozé munkacsoportok kozott a
standard modszerek kivitelezésében, szamos modszertani kérdés var még megoldasra.
Vizsgalataink alapjan a TEM, AFM és DLS modszerek kozil az EV-k méretének
meghatarozasara a DLS a leginkabb alkalmas modszer. Mas vizsgalokhoz hasonloan [217,
218] eredményeink szerint az MV-k atmérje koriilbeliil 176 nm. Az MV-k méteréhez
hasonl6 az oldhatatlan immunkomplexek mérete kisérleteink alapjan és korabbi publikaciok
alapjan egyarant [219, 220], elkiilonitésiik alapvetéen fontos az EV-k és a vesiculak pontos
méréséhez. Az immunkomplexek jelentds mennyiségii antitestet tartalmaznak [219].
Erdeményeink szerint a detergenskezelés lényegében elimindlja az EV-ket, mig nem

befolyasolja az immunkomplexek mérését [134].

Szdmos kordbban publikalt megfigyelés értelmezésében okozhat problémat az
immunkomplexek és az MP-k parhuzamos mérése. Egy holland munkacsoport 2007-ben
kozolt eredményei szerint [221] az RA-s betegek synovialis folyadékaban talalhato MV-k
IgG-t, IgM-et, C3, C4 komplementfaktorokat és CRP-t tartalmazhatnak. A szerzok aramlasi
citometriaval az MV-kapun belill abrazolodd jeleket vizsgaltak, nem alkalmaztak
annexinfestést, igy feltehetéen jelentés részben immunkomplexeket vizsgaltak. Az
immunkomplexek szamanak vizsgalata detergensmodszerrel minden olyan esetben hasznos
lehet, amikor a vizsgalandd minta EV-k mellett immunkomplexeket is tartalmazhat (pl.

szérum vagy synovialis folyadék vizsgalata esetén).

Sajat korabbi eredményeinket is ujraértékeltik az MV-k detergensérzékenységének
ismeretében. SLE-s és kontroll személyekbdl szarmazé vérplazma-eredetii mikrovesiculak
aramlasi citometrias vizsgalata alapjan igen magas szamu extracellularis vesiculat talaltunk.
KésObbi vizsgalataink alapjan azonban kideriilt, hogy ezek a strukturak jelentds részben
immunkomplexek voltak, amelyek mikrovesicula szer(i jelet adtak aramlasi citometriaval

vizsgalva [222]. Kiilondsen fontos a detergensmodszer alkalmazasa szisztémas autoimmun
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betegek mintainak vizsgalata soran, igy SLE-ben és RA-ban, hiszen mindkét betegségben

ismert a fokozott immunkomplex-képzodés.

A CD4 T-sejtek meghatarozo szerepe jol ismert RA-ban (lasd a 3.2.4.3. fejezetet is),
ugyanakkor CD8 T-lymphocytdk jelentds szamban megtalalhatoak az RA-s betegek
synovialis folyadékaban [16, 223, 224]. Korabbi megfigyelések alapjan a CD8 T-sejteknek az
ektopias germinalis centrumok kialakulasaban meghatarozé szerepiik van [225]. A CD8 MV-
k jelentés CD8 T-lymphocyta-aktivaciora utalnak. A JIA-ban mért alacsony CD19" MV-szam
az alkalmazott gyodgyszeres kezeléssel lehet Osszefliggésben, a B-lymphocytdk alapvetd
szerepet jatszanak a JIA patogenezisében [226]. Korabbi megfigyelések szerint a
polyarticularis formdban jelentésebb a B-sejt aktivacid, mint az altalunk tanulmanyozott

oligoarticularis formaban [227].

RA-s és arthrosisos betegek synovialis fibroblast eredetti mikrovesiculaiban (lasd 6.7. fejezet)
GusB- [128] és HexD- [129] enzim-aktivitast mértiink. Ez a megfigyelés igazolja, hogy az
EV-k jelentés mennyiségi enzimet tartalmazhatnak, igy szerepiik lehet az RA-ban

megfigyelhetd porcdestrukcidban.
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7. Az ij tudomanyos eredmények osszefoglalasa, gyakorlati jelentosége

7.1. A tudomanyos eredmények osszefoglalasa

Az értekezésben bemutatott kisérletes munka fontosabb 01j eredményei, a célkitlizések szerint:

I: Természetes autoantitestek vizsgdlata RA-ban
) A természetes autoantitestek kozé tartozo anti-GAG antitestek szintje RA-s betegek

szérummintdiban magasabb, mint az egészséges kontrollokéban.

I1: Genetikai polimorfizmusok tanulmanyozdasa
° A galectin 8 rs2737713 TT genotipus az 50 évesnél idésebbek korében RA-ra
hajlamosit, mig a fiatalabb populacioban védo szerepe van (antagonisztikus pleiotropia). RA-

val nem asszocial az rs4950928 és rs10399931 HCgp-39 polimorfizmus.

I11: A citrullindcio szerepének vizsgadlata a tolerancia elvesztésében; citrullinalt proteinek
elleni antitestek specificitisanak és antigénkditésének vizsgdlata

° Tiidérdkos betegek mintdinak vizsgéalata alapjan a citrullinalt proteinek és a PAD4
enzim jelenléte nem feltétleniil vezet citrullinalt proteinek elleni antitestek termelddéséhez €s
autoimmun betegség kialakulasahoz. A citrullinaci6 mértéke nem tért el a dohanyos €s a nem

dohényos betegek mintaiban. Tumoros szovetek PAD4- és a CK7-festddése igen jol korrelalt.

° Citrullinalt aggrekan immundominans epitop peptiddel tortént immunizaciét majd a
citrullinalt peptiddel torténé in vitro restimulaciot kovetden a nyirokcsomosejtek IFN-y-

termelése magasabb a nem citrullinalt peptiddel torténd restimulaciohoz képest.
° Az N- vagy C-terminalis biotinilacio nem befolyasolja érdemben az ACPA antitest
kotoédését 19 aminosavbol allo citrullinalt peptid esetében, mig az 5 aminosavbol allo peptid

N-terminalis biotinilacidja gatolta az antitest kotddését.

) Az RA-s betegek autoantitestjei a kereskedelmi forgalomban elérhet6 ACPA ELISA-

kitekhez hasonldan reagalnak citrullinalt filaggrin, vimentin és kollagén peptidekkel.
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IV: Cl-inhibitor elleni antitestek SLE-ben
° Az anti Cl-inhibitor szérumszintje magasabb volt az SLE-s betegek mintaiban, mint
az egészséges kontrollokéban. Az SLE-s betegek 17,3 szazalékaban mértiink a kontrollok

atlag + kétszeres szoras értékét meghalado C1-inhibitor-szintet.

V: Az NO szerepének vizsgalata a T-lymphocyta-aktivacioban
° Human T-lymphocytakban az eNOS és az nNOS expresszalodik, a T-lymphocyta-

aktivacio az eNOS- és nNOS-protein-szinteket tobbszorosére noveli.

° A T-lymphocyta-aktivacio soran termelédd NO hozzdjarul a sejtaktivaciohoz és a

mitokondrialis membranpotencial ndvekedéséhez.

° T6bb és nagyobb mitokondriumot tartalmaznak az SLE-s betegek T-lymphocytai, mint

az egészséges kontrollokbol nyert sejtek.

° Az SLE-s betegek monocytai lényegesen tobb NO-t termelnek, mig a T-sejtek NO

termelése nem fokozott lupusban az egészséges kontrollokéhoz képest.

. A gyors Ca?*-szignal nagyobb, a fenntartott Ca®*-szignal kisebb SLE-s betegek T-
lymphocytaiban. A Ca2+-szignél megvaltozasdhoz hozzdjarul a monocytakbol szdrmazd NO-

termelés €s a kovetkezményes mitokondrium-bioszintézis.

° Az RA-s betegek T-lymphocytainak NO-termelése fokozott az egészséges
kontrollokbol szeparalt T-lymphocytakhoz képest.

) TNF-a-blokkold kezelés mellett az RA-s betegek T-lymphocytainak NO-termelése

csokken.

° Hisztamin hidnyaban a HDC-KO egerek 1épsejtjeinek IFN-y termelése mind protein,
mind MRNS-szinten nagyobb mértékii, mint a vad tipusu allat 1épsejtjeinek az IFN-y-

termelése.

° A hisztamin az NO-termelés szabalyozasa révén is hatassal van a T-lymphocytak

citokintermelésére és jelatviteli folyamataira.

114



dc_796_13

VI: A CD3-{-expresszio szabadlyozdsdnak vizsgdlata

° A TNF-a dozisfliggd modon, szelektiven és reverzibilisen csokkenti a CD3-C-lanc
kifejezodését human CD4 T-sejteken.

° A TNF-o-kezelés csokkenti az anti-CD3 antitest-stimulaciora mérhetd Ca2+-szignélt és
IL-2-termelést.

° A TNF-o-kezelés fokozza a SLAP mennyiségét és a CD3-(-lanc proteaszomalis
lebomlasat.

° RA-s betegek T-sejtjeiben a SLAP expresszidja nagyobb az egészséges
kontrollokénal. A TNF-a-blokkold kezelésben részesiilé betegek CD4 T-lymphocytainak
TNF-a-kezelése nem fokozza a SLAP kifejezodését.

VII: A glikozidazok szerepének vizsgdlata RA-ban

° A HCgp-39, a HexA és a HexB is expresszalodott a synovialis fibroblastokban.

° TGF-B, TNF-a, IL-1B, IL-17 és NOC-18 gatolja vagy érdemben nem befolyasolja RA-
s és arthrosisos betegek térdiziiletébol izolalt fibroblastok He-gp 39-, HexA-, HexB- és GusB-
expressziojat.

° A nem hoéérzékeny HexD enzim a felelos a synovialis mintdkban mérhetd
galakt6zaminidaz-aktivitas jelentds részéért.

° RA-s és arthrosisos betegek synovialis fibroblast eredetii mikrovesiculaiban GusB- és

HexD-enzimaktivitas mérheto.

VIII: Extracellularis vesiculak karakterizdldsa és vizsgalata

° Triton X-100-kezelést kdvetden az annexinpozitiv és a CD41-pozitiv események
szama (MV-k) jelentdsen csokken, mig az IgG- és IgM-jeldléssel abrazolodod struktarak
(immunkomplexek) mennyisége nem valtozott.

) Az RA-s betegek synovialis mintaiban nagyobb mennyiségben talalhatdé CD8* MV,
mint az arthrosisos betegek esetében, ugyanakkor a CD4" MV-k szaméaban nem talaltunk

kiilonbséget a két betegcsoport kdzott.
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7.2. A tudomanyos eredmények potenciailis gyakorlati jelentosége

° A természetes autoantitestek mérése a természetes immunvalasz aktivitasat tiikr6zo

informécid lehet RA-ban.

° A galectin 8 vizsgalata hozzajarulhat a betegség genetikai hatterének pontosabb
felméréséhez.
° A citrullinacionak a tolerancia attérésében jatszott szerepére iranyuld munkank

eredményei hozzajarulhatnak az utobbi idében egyre inkabb vizsgalt, a betegség megeldzését

szolgalo terdpias lehetdségek kifejlesztéséhez.

° A PAD4-festés alkalmas lehet a tumoros szévetek elkiilonitésére.

° Az N- ¢és a C-termindlis biotinilacié hatasat is érdemes vizsgalni kiilonb6zo
hossztsagu linkerek alkalmazasa mellett, kiilonosen rovid peptidek elleni antitestek mérésére
szolgalo j ACPA ELISA tesztek fejlesztése soran, az antitestk6tddés optimalizalasa
érdekében.

° Az altalunk szintetizalt peptidek alkalmasak lehetnek a citrullinalt proteinekkel reagalo
antitesteket tartalmazo, de a rutin diagnosztikai modszerekkel alnegativ eredményt add mintak

azonositasara.

° Az NO-termelés mérése potencialis biomarker, mig az NO-gatlas potencialis terapias

célpont RA-ban és SLE-ben.

° A SLAP terapias célpont lehet RA-ban.

° A detergens modszer alkalmas biologiai mintakban (iziileti folyadék, szérum) az

immunkomplexek és az EV-k mennyiségének mérésére.

) Az MV-k mint biomarkerek alkalmasak lehetnek a synovialis sejtaktivacid

vizsgalatara.
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8.3. Tudomanymetriai adatok
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