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1. Előszó 

 

Az elmúlt évtizedben az orvostudomány minden területén 

látványos fejlődésnek lehettünk tanúi, talán nem túlzás, ha az 

immunológiát az egyik leggyorsabban fejlődő tudományágnak 

tekintjük. Az immunológiai alapismeretek, a betegségek 

patomechanizmusának mind részletesebb feltárása, újabb és 

újabb gyógyszerek megjelenése jól tükrözi ezt a rohamos 

fejlődést. A szisztémás autoimmun kórképek osztályozása, 

diagnózisa és terápiája szintén folyamatosan változik. A 

transzlációs szemlélet segítségével megtalálhatók olyan 

összefüggések az alapkutatás, a klinikai kutatás és a 

gyógyszerfejlesztés között, amelyek gyorsabbá teszik a 

kísérletes eredmények hasznosítását a klinikai gyakorlatban. 

Ez a szemlélet jelentősen hozzájárul a biotechnológia és az 

innovatív gyógyszergyártás fejlődéséhez. Az értekezés 

témájaként a rheumatoid arthritist (RA) és a szisztémás lupus 

erythematosust (SLE) választottam, két olyan kórképet, 

amelyekkel klinikusként és kutatóként is foglalkozom. Mindkét 

betegségről rendelkezésre álló ismeretek bővülése jól mutatja 

az immunológia szépségét és páratlanul gyors fejlődését.  
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2. Bevezetés 

 

Az immunrendszer sokrétű feladatai közé tartozik a szervezet 

védelme a fertőzésektől valamint a daganatok növekedésének 

a gátlása. A patogének elleni védelemhez a saját és nem saját 

elkülönítése, a daganatok felismeréséhez pedig a 

megváltozott saját struktúrák azonosítása szükséges. A 

kórokozók vagy a daganatos sejtek nem kellő hatékonysággal 

történő eliminációja betegséghez vezethet. Az egészséges 

saját struktúrák ellen nem alakul ki destruáló immunválasz, ezt 

toleranciának nevezzük. A tolerancia sérülése kóros 

autoimmunitáshoz, autoimmun betegséghez vezethet. 

 

A természetes és az adaptív immunrendszer működése is 

megváltozhat autoimmun betegségekben. Az autoimmun 

betegségek többsége multifaktoriális, kialakulásukban 

alapvető szerepe van genetikai faktoroknak és környezeti 

tényezőknek (például egyes fertőzéseknek). A hajlamosító 

tényezők összessége a kórkép kiváltásához szükséges 

küszöbértéket elérve betegséghez vezet. Effektor tényezők, 

így például citokinek és kemokinek felelősek a gyulladás 

kialakulásáért, mely végül irreverzibilis szöveti károsodáshoz 

vezethet.  

 

A szisztémás autoimmun kórképeket akár évekkel 

megelőzően kialakulhat a kóros autoimmunitásra utaló 
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immunregulációs zavar, mely elsősorban antitestek és/vagy 

specifikus T-lymphocyták megjelenésével jár, és jelenléte 

valószínűsíti az autoimmun betegség kialakulását.  

 

Az RA elsősorban a kéz és a láb kisízületeit érintő kórkép, 

prevalenciája 0,4-0,6 százalék, nők körében háromszor 

gyakrabban fordul elő. Az SLE igen színes klinikai képpel járó 

betegség, szinte minden szervet érinthet, jellemző a bőr-, 

ízületi, vese-, hematológiai, központi idegrendszeri érintettség, 

nőkben kilencszer gyakoribb, mint férfiakban, prevalenciája 

nők körében 1:800-1000 közé tehető. Az RA és az SLE 

szisztémás autoimmun betegségek, melyek patogenezisében, 

klinikai képében és kezelésében markáns különbségek mellett 

számos hasonlóság is található, előfordul mindkét kórkép 

jellemzőit mutató betegség is. 

               dc_796_13



5 

 

3. Célkitűzések 

 

Kísérleteink célja az RA és az SLE patomechanizmusának 

vizsgálata volt. Törekedtünk a mindkét kórkép kialakulásához 

vezető tényezők és az effektor mechanizmusok 

szabályozásának jobb megértését célzó kísérletek 

elvégzésére.  

 

 

 I: Természetes autoantitestek vizsgálata RA-ban 

II: Genetikai polimorfizmusok tanulmányozása  

III:A citrullináció szerepének vizsgálata a tolerancia 

elvesztésében; citrullinált proteinek elleni antitestek 

specificitásának és antigénkötésének vizsgálata 

IV: C1-inhibitor elleni antitestek SLE-ben 

V: A nitrogén-monoxid (NO) szerepének vizsgálata a T-

lymphocyta-aktivációban 

VI: A CD3-ζ-expresszió szabályozásának vizsgálata 

VII: A glikozidázok szerepének vizsgálata RA-ban 

VIII: Az extracelluláris vesiculák (EV) karakterizálása és 

vizsgálata 
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4. Módszerek 

 

4.1. Biológiai minták 

Munkánk során RA-s, SLE-s, juvenilis idiopathiás arthritisben 

(JIA) szenvedő, tüdőrákos és arthrosisos betegek és 

kontrollok mintáit vizsgáltuk. Az NO és a hisztamin 

immunmoduláns hatását hisztidin-dekarboxiláz génkiütött 

(HDC-KO) egéren és vad típusú egéren vizsgáltuk. Az 

aggrekán immundomináns epitop citrullinációjának 

immunmoduláns hatását BALB/c egéren vizsgáltuk. 

4.2. T-lymphocyta- és fibroblast-szeparálás és sejtkultúra 

A perifériás vérből Ficoll-Histopaque centrifugálással perifériás 

vér mononukleáris sejteket izoláltunk. Mágneses 

sejtszeparálás módszerével tisztítottuk a CD4 T-

lymphocytákat. A synovalis fibroblastokat (SF) térdprotézis-

műtéten vagy térdartroszkópián átesett betegek 

synovialismembrán (SM) -mintáiból nyertük. 

4.3. Nitrogén-monoxid- és reaktív oxigénintermedier-

kezelés és -gátlás 

Az NO és a reaktív oxigénintermedierek (ROI) hatásait NO-

donor, ROI-donor, NO-keláló és szuperoxid-dizmutáz-

mimikáló alkalmazásával vizsgáltuk. 

4.4. Áramlási citometria 

A citoplazmatikus és mitokondriális Ca
2+

-mérés, a 

mitokondriális membránpotenciál és méret meghatározása, az 

NO- és ROI-termelés mérése, sejtfelszíni és intracelluláris 
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fehérjék vizsgálata és az EV-k karakterizálása áramlási 

citometriával történt.  

4.5. Konfokális mikroszkópia 

A CD3-ζ-lánc és az Src-Like Adaptor Protein (SLAP) 

intracelluláris elhelyezkedését konfokális mikroszkópiával 

vizsgáltuk. 

4.6. Transzmissziós elektronmikroszkópia, atomerő 

mikroszkópia 

Transzmissziós elektronmikroszkópia (TEM) és atomerő 

mikroszkópia (AFM) módszerrel tanulmányoztuk az EV-k 

méretét és szerkezetét. A lymphocyták mitokondriumainak 

szerkezetét szintén TEM módszerrel vizsgáltuk.  

4.7. Tömegspektrometria 

A hisztidinkoncentráció mérése, az ízületi folyadékból 

szeparált microvesiculák fehérjetartalmának vizsgálata, és a 

szintetizált peptidek karakterizálása tömegspektrometriával 

történt.  

4.8. Western blot 

A CD3-ζ-lánc, a SLAP, az NO-szintetizáló enzimek (NOS) 

expresszióját Western blot módszerrel mértük. 

4.9. Enzyme-linked immunosorbent assay és enzyme-

linked immunosorbent spot assay 

Citokinek, antitestek és egyéb fehérjék szintjét sejtkultúra-

felülúszóban, szérumban vagy synovialis folyadékban 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) módszerrel 

mértük. Egyedi sejtek interferon- (IFN) γ-, interleukin- (IL) 10-, 
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IL-4- és IL-17-termelését enzyme-linked immunosorbent spot 

(ELISPOT) módszerrel vizsgáltuk. 

4.10.  Nitrit/nitrát és ATP-mérés 

Vad típusú és HDC-KO egerektől nyert szérumból nitrát/nitrit 

meghatározása High-Sensity Nitrit Assay Kit alkalmazásával 

történt. Az ATP-mérés luciferin-luciferáz módszerrel történt. 

4.11. Polimeráz-láncreakció alapú technikák, transzfekció 

Az egyesnukleotid-polimorfizmus (single nucleotid 

polimorfizmus, SNP) genotipizáláshoz TaqMan 

alléldiszkriminációs módszert alkalmaztunk. A NOS-, az INF-γ-

, hexozaminidáz (Hex) A-, HexB-, HexD- és a CD3-ζ mRNS-

szintet real time PCR módszerrel mértük. SLAP small 

interfering RNA (siRNA) -transzfekcióval tanulmányoztuk a 

SLAP szerepét a CD3-ζ-lánc szabályozásában. 

4.12. Enzimhisztokémia és immunhisztokémia 

A glikozidázokat enzimhisztokémiával azonosítottuk. A 

glükózaminoglikán- (GAG) ellenes antitesteket és a citrullinált 

proteinek szöveti kifejeződését immunhisztokémiával 

vizsgáltuk. 

4.13. Citrullint tartalmazó peptidek szintézise 

A peptidek előállítása szilárd fázisú peptidszintézissel történt, 

Fmoc/
t
Bu stratégiát alkalmazva. 

4.14. Extacelluláris vesiculák izolálása, differenciál 

detergens lízis 

Az EV-k vizsgálatára hígított natív mintákat (plazma, ízületi 

folyadék) vagy izolált vesiculákat használtunk. A vesiculák 
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detergensérzékenységét áramlási citometriával 

tanulmányoztuk. 

4.15. Dinamikus fényszórásmérés és Nanoparticle 

Tracking Analysis  

Dinamikus fényszórásmérés és Nanoparticle Tracking 

Analysis módszerekkel tanulmányoztuk az EV-k méretét. 

4.16. Turbidimetria 

A CRP-szintet turbidimetriás módszerrel határoztuk meg.  
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5. A legfontosabb tudományos eredmények 

összefoglalása, a kísérletes munka potenciális gyakorlati 

jelentősége a célkitűzések szerint: 

 

5.1.: Természetes autoantitestek vizsgálata RA-ban 

● A természetes autoantitestek közé tartozó anti-GAG-

antitestek szintje RA-s betegek szérummintáiban magasabb, 

mint az egészséges kontrollokéban. A természetes 

autoantitestek mérése a természetes immunválasz aktivitását 

tükröző információ lehet RA-ban. 

 

5.2.: Genetikai polimorfizmusok tanulmányozása  

● A galectin 8. rs2737713 TT genotípus az 50 évesnél 

idősebbek körében RA-ra hajlamosít, míg a fiatalabb 

populációban védő szerepe van (antagonisztikus pleiotropia). 

RA-val nem asszociál az rs4950928 és az rs10399931 human 

cartilage glycoprotein (HCgp) -39 polimorfizmus. A galectin 8 

vizsgálata hozzájárulhat a betegség genetikai hátterének 

pontosabb felméréséhez.  

 

5.3.: A citrullináció szerepének vizsgálata a tolerancia 

elvesztésében; citrullinált proteinek elleni antitestek 

specificitásának és antigénkötésének vizsgálata 

● Tüdőrákos betegek mintáinak vizsgálata alapján a 

citrullinált proteinek és a peptidil-arginin-deimináz- (PAD) 4 

enzim jelenléte nem feltétlenül vezet citrullinált proteinek elleni 
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antitestek termelődéséhez és autoimmun betegség 

kialakulásához. A citrullináció mértéke nem tért el a dohányos 

és a nem dohányos betegek mintáiban. Tumoros szövetek 

PAD4- és a (citokeratin-7) CK7-festődése igen jól korrelált.  

 

● A PAD4-festés alkalmas lehet a tumoros szövetek 

elkülönítésére. 

 

● Citrullinált aggrekán immundomináns epitop 

peptidekkel történt immunizációt, majd a citrullinált peptiddel 

történő in vitro restimulációt követően a nyirokcsomósejtek 

IFN-γ-termelése magasabb a nem citrullinált peptiddel történő 

restimulációhoz képest.  

 

● Az N- vagy C-terminális biotiniláció nem befolyásolja 

érdemben a citrullinált protein ellenes antitest (ACPA) 

kötődését 19 aminosavból álló citrullinált peptid esetében, míg 

az 5 aminosavból álló peptid N-terminális biotinilációja gátolta 

az antitest kötődését. 

 

● Az N- és a C-terminális biotiniláció hatását is érdemes 

vizsgálni különböző hosszúságú linkerek alkalmazása mellett, 

különösen rövid peptidek elleni antitestek mérésére szolgáló új 

ACPA ELISA tesztek fejlesztése során, az antitestkötődés 

optimalizálása érdekében. 
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● Az általunk szintetizált peptidek alkalmasak lehetnek a 

citrullinált proteinekkel reagáló antitesteket tartalmazó, de a 

rutin diagnosztikai módszerekkel álnegatív eredményt adó 

minták azonosítására. 

 

● Az RA-s betegek autoantitestjei a kereskedelmi 

forgalomban elérhető ACPA ELISA-kitekhez hasonlóan 

reagálnak citrullinált filaggrin, vimentin és kollagén 

peptidekkel. 

 

● A citrullinációnak a tolerancia áttörésében játszott 

szerepére irányuló munkánk eredményei hozzájárulhatnak az 

utóbbi időben egyre inkább vizsgált, a betegség megelőzését 

szolgáló terápiás lehetőségek kifejlesztéséhez.  

  

5.4.: C1-inhibitor elleni antitestek SLE-ben 

● Az anti C1-inhibitor szérumszintje magasabb az SLE-s 

betegek mintáiban, mint az egészséges kontrollokéban. Az 

SLE-s betegek 17,3 százalékában mértünk a kontrollok 

átlag+kétszeres szórás értékét meghaladó C1-inhibitor-szintet. 

 

5.5.: Az NO szerepének vizsgálata a T-lymphocyta-

aktivációban 

● Humán T-lymphocytákban az eNOS és az nNOS 

expresszálódik, a T-lymphocyta-aktiváció az eNOS- és nNOS-

protein-szinteket többszörösére növeli.  
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● A T-lymphocyta-aktiváció során termelődő NO 

hozzájárul a sejtaktivációhoz és a mitokondriális 

membránpotenciál növekedéséhez. 

 

● Több és nagyobb mitokondriumot tartalmaznak az 

SLE-s betegek T-lymphocytái, mint az egészséges 

kontrollokból nyert sejtek. 

 

● Az SLE-s betegek monocytái lényegesen több NO-t 

termelnek, míg a T-sejtek NO-termelése nem fokozott 

lupusban az egészséges kontrollokéhoz képest. 

 

● A gyors Ca
2+

-szignál nagyobb, a fenntartott Ca
2+

-

szignál kisebb SLE-s betegek T-lymphocytáin. A Ca
2+

-szignál 

megváltozásához hozzájárul a monocytákból származó NO-

termelés és a következményes mitokondrium-bioszintézis. 

 

● Az RA-s betegek T-lymphocytáinak az NO-termelése 

fokozott az egészséges kontrollokból szeparált T-

lymphocytákhoz képest.  

 

● Tumornekrózis-faktor- (TNF) blokkoló kezelés mellett 

az RA-s betegek T-lymphocytáinak az NO-termelése csökken. 

 

               dc_796_13



14 

 

● Hisztamin hiányában a HDC-KO egerek lépsejtjeinek 

IFN-γ-termelése mind protein-, mind mRNS-szinten nagyobb 

mértékű, mint a vad típusú állat lépsejtjeinek az IFN-γ-

termelése. 

 

● A hisztamin az NO-termelés szabályozása révén is 

hatással van a T-lymphocyták citokintermelésére és jelátviteli 

folyamataira. 

 

● Az NO-termelés mérése potenciális biomarker, míg az 

NO-gátlás potenciális terápiás célpont RA-ban és SLE-ben. 

 

5.6.: A CD3-ζ-expresszió szabályozásának vizsgálata 

● A TNF-α dózisfüggő módon, szelektíven és 

reverzíbilisen csökkenti a CD3-ζ-lánc kifejeződését humán 

CD4 T-sejteken. 

 

● A TNF-α-kezelés csökkenti az anti-CD3-antitest-

stimulációra mérhető Ca
2+

-szignált és IL-2-termelést. 

 

● A TNF-α-kezelés fokozza a SLAP mennyiségét és a 

CD3-ζ-lánc proteaszómális lebomlását. 

 

● RA-s betegek T-sejtjeiben a SLAP expressziója 

nagyobb az egészséges kontrollokénál. A TNF-blokkoló 
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kezelésben részesülő betegek CD4 T-lymphocytáinak TNF-α-

kezelése nem fokozza a SLAP kifejeződését. 

 

● A SLAP terápiás célpont lehet RA-ban. 

 

 

5.7.: A glikozidázok szerepének vizsgálata RA-ban 

● A human HCgp-39, a hexozamonidáz (Hex) A és a 

HexB is expresszálódott a synovialis fibroblastokban. 

 

● A transzformáló növekedési factor- (TGF) β, TNF-α, 

IL-1β, IL-17 és az NO-donor NOC-18 gátolja, vagy érdemben 

nem befolyásolja az RA-s és arthrosisos betegek 

térdízületéből izolált fibroblastok Hcgp-39-, HexA-, HexB- és 

β-D-glükuronidáz-expresszióját. 

 

● A nem hőérzékeny HexD enzim a felelős a synovialis 

mintákban mérhető galaktózaminidáz-aktivitás jelentős 

részéért. 

 

● RA-s és arthrosisos betegek synovialis fibroblast 

eredetű microvesiculáiban β-D-glükuronidáz- és HexD-

enzimaktivitás mérhető. 
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5.8.: Az extracelluláris vesiculák karakterizálása és 

vizsgálata  

● Triton X-100-kezelést követően jelentősen csökken az 

annexinpozitív és a CD41-pozitív események száma 

(mikrovesiculák/MVk), míg az IgG- és IgM-jelöléssel 

ábrázolódó struktúrák (immunkomplexek) mennyisége nem 

változik. 

 

● Az RA-s betegek synovialis mintáiban nagyobb 

mennyiségben található CD8
+
 MV, mint az arthrosisos betegek 

esetében, ugyanakkor a CD4
+
 MV-k számában nem találtunk 

különbséget a két betegcsoport között. 

 

● A detergens módszer alkalmas biológiai mintákban 

(ízületi folyadék, szérum) az immunkomplexek és az EV-k 

mennyiségének mérésére. 

 

● Az MV-k mint biomarkerek alkalmasak lehetnek a 

synovialis sejtaktiváció vizsgálatára.   
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