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1. Elész6

Az elmult évtizedben az orvostudomany minden teriletén
latvanyos fejlédésnek lehettiink tanui, talan nem talzas, ha az
immunoldgiat az egyik leggyorsabban fejl6dé tudomanyagnak
tekintjuk. Az immunoldgiai alapismeretek, a betegségek
patomechanizmusanak mind részletesebb feltarasa, Gjabb és
Ujabb gyogyszerek megjelenése jol tukrézi ezt a rohamos
fejlédést. A szisztémas autoimmun korképek osztalyozasa,
diagnozisa és terapiaja szintén folyamatosan valtozik. A
transzlaciés szemlélet segitségével megtalalhatok olyan
Osszefliggések az alapkutatas, a klinikai kutatas és a
gyogyszerfejlesztés kozott, amelyek gyorsabba teszik a
kisérletes eredmények hasznositasat a klinikai gyakorlatban.
Ez a szemlélet jelentdsen hozzajarul a biotechnoldgia és az
innovativ gyégyszergyartds fejlédéséhez. Az értekezés
témajaként a rheumatoid arthritist (RA) és a szisztémas lupus
erythematosust (SLE) valasztottam, két olyan kérképet,
amelyekkel klinikusként és kutatoként is foglalkozom. Mindkét
betegségrdl rendelkezésre allé ismeretek bévilése j6l mutatja

az immunolégia szépségét és paratlanul gyors fejl6dését.



dc_796 13

2. Bevezetés

Az immunrendszer sokrétli feladatai kozé tartozik a szervezet
védelme a fert6zésektdl valamint a daganatok névekedésének
a gétlasa. A patogének elleni védelemhez a sajat és nem sajat
elkllonitése, a daganatok felismeréséhez pedig a
megvaltozott sajat struktirak azonositasa szikséges. A
kérokozok vagy a daganatos sejtek nem kell¢ hatékonysaggal
torténdé eliminacidja betegséghez vezethet. Az egészséges
sajat strukturak ellen nem alakul ki destrualé immunvalasz, ezt
tolerancidnak nevezzik. A tolerancia sérulése koéros

autoimmunitashoz, autoimmun betegséghez vezethet.

A természetes és az adaptiv immunrendszer mikodése is
megvaltozhat autoimmun betegségekben. Az autoimmun
betegségek tdbbsége  multifaktorialis,  kialakulasukban
alapvetd szerepe van genetikai faktoroknak és kdrnyezeti
tényez8knek (példaul egyes fert6zéseknek). A hajlamositéd
tényez8k Osszessége a koérkép kivaltdasdhoz szikséges
kiszobértéket elérve betegséghez vezet. Effektor tényezdk,
igy peéldaul citokinek és kemokinek felelések a gyulladas
kialakulasaért, mely végil irreverzibilis szdveti karosodashoz

vezethet.

A szisztémas autoimmun  kérképeket akar  évekkel

megeléz8en kialakulhat a kéros autoimmunitasra utald
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immunregulacios zavar, mely elsdsorban antitestek és/vagy
specifikus T-lymphocytak megjelenésével jar, és jelenléte

valészinUsiti az autoimmun betegség kialakulasat.

Az RA els6sorban a kéz és a lab kisizlleteit érinté korkép,
prevalencidja 0,4-0,6 szézalék, ndk korében haromszor
gyakrabban fordul elé. Az SLE igen szines klinikai képpel jaro
betegség, szinte minden szervet érinthet, jellemzé a bér-,
izlleti, vese-, hematolodgiai, kdzponti idegrendszeri érintettség,
nékben kilencszer gyakoribb, mint férfiakban, prevalenciaja
nék korében 1:800-1000 kozé tehetd. Az RA és az SLE
szisztémas autoimmun betegségek, melyek patogenezisében,
klinikai képében és kezelésében markans kiuldnbségek mellett
szamos hasonlosag is talalhato, el6fordul mindkét korkép

jellemzdit mutato betegség is.
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3. Célkitiizések

Kisérleteink célja az RA és az SLE patomechanizmusanak
vizsgalata volt. Térekedtink a mindkét korkép kialakulasahoz
vezetd tényez6k és az  effektor mechanizmusok
szabdalyozasanak jobb  megértését célzd  kisérletek

elvégzésére.

I: Természetes autoantitestek vizsgalata RA-ban

II: Genetikai polimorfizmusok tanulmanyozasa

llI:A citrullinaci6 szerepének vizsgalata a tolerancia
elvesztésében; citrullindlt  proteinek  elleni  antitestek
specificitasanak és antigénkoétésének vizsgalata

IV: Cl-inhibitor elleni antitestek SLE-ben

V: A nitrogén-monoxid (NO) szerepének vizsgalata a T-
lymphocyta-aktivaciéban

VI: A CD3-C-expresszié szabalyozasanak vizsgalata

VII: A glikozidadzok szerepének vizsgalata RA-ban

VIIl: Az extracellularis vesiculak (EV) karakterizalasa és

vizsgalata
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4. Médszerek

4.1. Biolégiai mintak

Munkank soran RA-s, SLE-s, juvenilis idiopathias arthritisben
(JIA) szenvedd, tudbrakos és arthrosisos betegek és
kontrollok mintait vizsgéltuk. Az NO és a hisztamin
immunmodulans hatasat hisztidin-dekarboxilaz  génkiltott
(HDC-KO) egéren és vad tipusi egéren vizsgaltuk. Az
aggrekan immundominans epitop citrullinaciojanak
immunmodulans hatasat BALB/c egéren vizsgaltuk.

4.2. T-lymphocyta- és fibroblast-szeparalas és sejtkultara

A periférias vérbdl Ficoll-Histopaque centrifugalassal periférias
vér  mononuklearis  sejteket izolaltunk. Magneses
sejtszeparalas modszerével tisztitottuk a CD4 T-
lymphocytakat. A synovalis fibroblastokat (SF) térdprotézis-
mitéten vagy térdartroszkopian atesett betegek
synovialismembran (SM) -mintaibdl nyertik.

4.3. Nitrogén-monoxid- és reaktiv oxigénintermedier-
kezelés és -gatlas

Az NO és a reaktiv oxigénintermedierek (ROI) hatasait NO-
donor, ROI-donor, NO-kelal6 és szuperoxid-dizmutaz-
mimikalé alkalmazasaval vizsgaltuk.

4.4, Aramlasi citometria

A citoplazmatikus és  mitokondrialis Caz+-mérés, a
mitokondrialis membranpotencial és méret meghatarozasa, az

NO- és ROlI-termelés mérése, sejtfelszini és intracellularis
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fehérjék vizsgalata és az EV-k karakterizalasa aramlasi
citometriaval tortént.

4.5. Konfokalis mikroszkopia

A CD3-C-lanc és az Src-Like Adaptor Protein (SLAP)
intracellularis  elhelyezkedését konfokalis mikroszkopiaval
vizsgaltuk.

4.6. Transzmisszios elektronmikroszkopia, atomerd
mikroszkopia

Transzmissziés elektronmikroszképia (TEM) és atomerd
mikroszkopia (AFM) modszerrel tanulmanyoztuk az EV-k
méretét és szerkezetét. A lymphocytak mitokondriumainak
szerkezetét szintén TEM maddszerrel vizsgaltuk.

4.7. Tomegspektrometria

A hisztidinkoncentraci6 mérése, az izlleti folyadékbol
szeparalt microvesiculak fehérjetartalmanak vizsgalata, és a
szintetizalt peptidek karakterizalasa tdmegspektrometriaval
tortént.

4.8. Western blot

A CD3-C-lanc, a SLAP, az NO-szintetizal6 enzimek (NOS)
expressziojat Western blot modszerrel mértik.

4.9. Enzyme-linked immunosorbent assay és enzyme-
linked immunosorbent spot assay

Citokinek, antitestek és egyéb fehérjék szintjét sejtkultura-
feliluszéban, szérumban vagy synovialis folyadékban
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) moddszerrel

mértik. Egyedi sejtek interferon- (IFN) y-, interleukin- (IL) 10-,
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IL-4- és IL-17-termelését enzyme-linked immunosorbent spot
(ELISPOT) modszerrel vizsgaltuk.

4.10. Nitrit/nitrat és ATP-mérés

Vad tipusu és HDC-KO egerektdl nyert szérumbal nitrat/nitrit
meghatdrozdsa High-Sensity Nitrit Assay Kit alkalmazasaval
tortént. Az ATP-mérés luciferin-luciferaz médszerrel tortént.
4.11. Polimeraz-lancreakcié alapu technikak, transzfekcio
Az egyesnukleotid-polimorfizmus (single nucleotid
polimorfizmus, SNP) genotipizalashoz TaqgMan
alléldiszkriminacios modszert alkalmaztunk. A NOS-, az INF-y-
, hexozaminidaz (Hex) A-, HexB-, HexD- és a CD3- mRNS-
szintet real time PCR maddszerrel mértik. SLAP small
interfering RNA (siRNA) -transzfekciéval tanulmanyoztuk a
SLAP szerepét a CD3-(-lanc szabalyozasaban.

4.12. Enzimhisztokémia és immunhisztokémia

A (glikozidazokat enzimhisztokémiaval azonositottuk. A
glikézaminoglikan- (GAG) ellenes antitesteket és a citrullinalt
proteinek  szoveti  kifejez6dését  immunhisztokémiaval
vizsgaltuk.

4.13. Citrullint tartalmazé peptidek szintézise

A peptidek el6allitasa szilard fazisu peptidszintézissel tortént,
Fmoc/'Bu stratégiat alkalmazva.

4.14. Extacellularis vesiculak izolalasa, differencial
detergens lizis

Az EV-k vizsgalatara higitott nativ mintakat (plazma, izuleti

folyadék) vagy izolalt vesiculdkat hasznaltunk. A vesiculak
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detergensérzékenységét aramlasi citometriaval
tanulmanyoztuk.

4.15. Dinamikus fényszérasmérés és Nanoparticle
Tracking Analysis

Dinamikus fényszérasmérés és Nanoparticle Tracking
Analysis modszerekkel tanulmanyoztuk az EV-k méretét.

4.16. Turbidimetria

A CRP-szintet turbidimetrias modszerrel hataroztuk meg.
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5. A legfontosabb tudomanyos eredmények
Osszefoglalasa, a kisérletes munka potencialis gyakorlati

jelentésége a célkitlizések szerint:

5.1.: Természetes autoantitestek vizsgalata RA-ban

° A természetes autoantitestek k6zé tartozé anti-GAG-
antitestek szintje RA-s betegek szérummintaiban magasabb,
mint az egészséges kontrollokéban. A természetes
autoantitestek mérése a természetes immunvalasz aktivitasat

tikrozo informacio lehet RA-ban.

5.2.: Genetikai polimorfizmusok tanulmanyozasa

° A galectin 8. rs2737713 TT genotipus az 50 évesnél
idésebbek korében RA-ra hajlamosit, mig a fiatalabb
populaciéban vedd szerepe van (antagonisztikus pleiotropia).
RA-val nem asszocial az rs4950928 és az rs10399931 human
cartilage glycoprotein (HCgp) -39 polimorfizmus. A galectin 8
vizsgélata hozzajarulhat a betegség genetikai hatterének

pontosabb felméréséhez.

5.3.: A citrullinacié szerepének vizsgalata a tolerancia
elvesztésében; citrullinalt proteinek elleni antitestek
specificitasanak és antigénkotésének vizsgalata

° Tudérakos betegek mintainak vizsgalata alapjan a
citrullinalt proteinek és a peptidil-arginin-deiminaz- (PAD) 4

enzim jelenléte nem feltétlendl vezet citrullinalt proteinek elleni

10
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antitestek  termelédéséhez és  autoimmun  betegség
kialakulasahoz. A citrullinacié mértéke nem tért el a dohanyos
€és a nem dohanyos betegek mintaiban. Tumoros szdvetek

PADA4- és a (citokeratin-7) CK7-fest6dése igen jol korrelalt.

° A PADA4-festés alkalmas lehet a tumoros szovetek

elkllonitésére.

° Citrullinalt aggrekan immundominans epitop
peptidekkel tértént immunizaciét, majd a citrullinalt peptiddel
torténd in vitro restimulaciot kdvetéen a nyirokcsomosejtek
IFN-y-termelése magasabb a nem citrullinalt peptiddel térténé

restimulaciéhoz képest.

° Az N- vagy C-termindlis biotinilacié nem befolyasolja
érdemben a citrullinalt protein ellenes antitest (ACPA)
kotédését 19 aminosavbdl 4lld citrullinélt peptid esetében, mig
az 5 aminosavbdl allé peptid N-terminalis biotinilaciéja géatolta

az antitest kotddését.

° Az N- és a C-terminalis biotinilacié hatasat is érdemes
vizsgalni kildnb6z6 hosszusagu linkerek alkalmazasa mellett,
kildndsen rovid peptidek elleni antitestek mérésére szolgalo Uj
ACPA ELISA tesztek fejlesztése soran, az antitestk6tédés

optimalizalasa érdekében.

11
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° Az altalunk szintetizalt peptidek alkalmasak lehetnek a
citrullinalt proteinekkel reagalé antitesteket tartalmazoé, de a
rutin diagnosztikai modszerekkel alnegativ eredményt adé

mintak azonositasara.

° Az RA-s betegek autoantitestjei a kereskedelmi
forgalomban elérhetd§ ACPA ELISA-kitekhez hasonléan
reagalnak citrullinalt filaggrin, vimentin és kollagén
peptidekkel.

° A citrullinaciénak a tolerancia attdrésében jatszott
szerepére iranyuld munkank eredményei hozzajarulhatnak az
utébbi id6ben egyre inkabb vizsgalt, a betegség megel6zését

szolgalé terapias lehet6ségek kifejlesztéséhez.

5.4.: Cl-inhibitor elleni antitestek SLE-ben

° Az anti C1-inhibitor szérumszintje magasabb az SLE-s
betegek mintaiban, mint az egészséges kontrollokéban. Az
SLE-s betegek 17,3 szazalékaban mértink a kontrollok

atlag+kétszeres szoéras értékét meghaladé C1-inhibitor-szintet.

5.5.: Az NO szerepének vizsgalata a T-lymphocyta-
aktivaciéban

° Human T-lymphocytdkban az eNOS és az nNOS
expresszalodik, a T-lymphocyta-aktivaciéo az eNOS- és nNOS-

protein-szinteket tdbbszdrdsére ndveli.

12
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° A T-lymphocyta-aktivaci6 soran termel6dé NO
hozzajarul a  sejtaktivacibhoz és a  mitokondridlis

membranpotencial ndvekedéséhez.

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

kontrollokbdl nyert sejtek.

° Az SLE-s betegek monocytai Iényegesen 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-lymphocytain. A Ca**-szignal
megvaltozasahoz hozzajarul a monocytakbdl szarmazé NO-

termelés és a kdvetkezményes mitokondrium-bioszintézis.
° Az RA-s betegek T-lymphocytainak az NO-termelése
fokozott az egészséges kontrollokbdl szeparalt T-

lymphocytakhoz képest.

° Tumornekrozis-faktor- (TNF) blokkolé kezelés mellett

az RA-s betegek T-lymphocytainak az NO-termelése csokken.

13
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° Hisztamin hianyaban a HDC-KO egerek Iépsejtjeinek
IFN-y-termelése mind protein-, mind mRNS-szinten nagyobb
meérték{i, mint a vad tipusu allat Iépsejtieinek az IFN-y-

termelése.

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

folyamataira.

° Az NO-termelés mérése potencialis biomarker, mig az

NO-gatlas potencialis terapias célpont RA-ban és SLE-ben.

5.6.: A CD3--expresszio szabalyozasanak vizsgalata

° A TNF-a doézisfliggd modon, szelektiven és
reverzibilisen csOkkenti a CD3-(-lanc kifejez6dését human
CD4 T-sejteken.

° A TNF-a-kezelés csokkenti az anti-CD3-antitest-

stimulaciéra mérhetd Ca”-szignélt és IL-2-termelést.

° A TNF-a-kezelés fokozza a SLAP mennyiségét és a

CD3-C-lanc proteaszémalis lebomlasat.

° RA-s betegek T-sejtieciben a SLAP expresszidja

nagyobb az egészséges kontrollokénal. A TNF-blokkold

14
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kezelésben részesilé betegek CD4 T-lymphocytainak TNF-a-

kezelése nem fokozza a SLAP kifejez6dését.

° A SLAP terapias célpont lehet RA-ban.

5.7.: A glikozidazok szerepének vizsgalata RA-ban
° A human HCgp-39, a hexozamonidaz (Hex) A és a

HexB is expresszalddott a synovialis fibroblastokban.

° A transzformalé novekedési factor- (TGF) B, TNF-q,
IL-1B, IL-17 és az NO-donor NOC-18 gatolja, vagy érdemben
nem befolyasolia az RA-s és arthrosisos betegek
térdizuletébdl izolalt fibroblastok Hcgp-39-, HexA-, HexB- és
B-D-glikuronidaz-expresszidjat.

° A nem héérzékeny HexD enzim a felel6s a synovialis
mintakban mérhet§ galaktézaminidaz-aktivitas jelentds

részéért.
° RA-s és arthrosisos betegek synovialis fibroblast

eredeti microvesiculdiban (-D-glikuronidaz- és HexD-

enzimaktivitas mérheto.

15
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5.8.: Az extracellularis vesiculdak karakterizalasa és
vizsgalata

° Triton X-100-kezelést kdvetben jelentésen csOkken az
annexinpozitiv. és a CD41-pozitiv események szama
(mikrovesiculdk/MVk), mig az IgG- és IgM-jeldléssel
abrazol6dd strukturak (immunkomplexek) mennyisége nem

valtozik.

° Az RA-s betegek synovialis mintaiban nagyobb
mennyiségben talalhaté CD8" MV, mint az arthrosisos betegek
esetében, ugyanakkor a CD4" MV-k szamaban nem talaltunk

kildnbséget a két betegcsoport kdzott.
° A detergens mddszer alkalmas biolégiai mintdkban
(izUleti folyadék, szérum) az immunkomplexek és az EV-k

mennyiségének mérésére.

° Az MV-k mint biomarkerek alkalmasak lehetnek a

synovialis sejtaktivacio vizsgalatara.

16
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kdzlemények: 129,85
A PhD-dolgozatban nem
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kézlemények: 8,22
Osszesen: 182,6

Hivatkozasok szama
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Hirsch index
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9. Készoénetnyilvanitas

Els6ként Buzas Edit professzor asszonynak, a Semmelweis
Egyetem, Genetikai, Sejt- és Immunbiolégia Intézet
igazgatdjanak tartozom kdszdnettel, akinek tudomanyos
eredményeimben, kutatéva valasomban meghatarozé szerepe
volt, és az elmult tébb mint egy évtizedes kéz6s munkank
soran iranyitotta és mindenben segitette tudomanyos

tevékenységemet.
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lehetévé tette és tamogatta kutatomunkam folytatasat. Perl
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syracuse-i egyetemen dolgozhattam. Kdszéndm Bender

Tamas és Gomor Béla professzor urak tamogatasat.

A kutatast az Elettani Intézet diakkdrdseként szerettem meg,
halas vagyok Rohacs Tibor és Spat Andras
professzoroknak, akik tudomanyos palydm inditasaban sokat
segitettek. Szeretnék kdszonetet mondani Ligeti Erzsébet
professzor  asszonynak tanacsaiért, tamogatasaért.

Kdszonettel tartozom korabbi tanaraimnak, Gergely Péter és
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Karadi Istvan professzornak tudomanyos és klinikai
ambiciéim megvalositasaban nyujtott folyamatos

tamogatasukért.

Készdnettel tartozom korabbi és jelenlegi PhD hallgatéimnak:
Baka Zsuzsannanak, Baricza Eszternek, Ersek Barbaranak
és Marton Nikolettnek. Halas vagyok Magyar Anna és
Sarmay Gabriella professzor asszonynak az elmult
években végzett kd6zds munka lehetéségéért. Kdszdndm
Andrew P Cope, lain B. Mclnnes és Steffen Gay
professzornak, hogy lehetéséget biztositottak nemzetkdzi
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Immunbiolégiai Intézetben dolgozé minden munkatarsamnak,
hogy turelmikkel és megértésiukkel tdmogattak munkamat.
Kdszonettel tartozom Fiist Gyorgy professzor urnak és
Kelemen Judit féorvos asszonynak, akik tamogattak,
segitették kutatasaimat, de sajnos a doktori munkam

elkészultét mar nem érhették meg.

Szeretnék koszonetet mondani  szileimnek, akiknek
palyavalasztasomban, orvossa valdsomban meghatarozé

szerepuk volt és ma is félt§ szemmel kovetik karrieremet.
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