OTKA 61030 ZAROJELENTES

A nitrogén monoxid (NO) egy rovid féléletidejli, szamos szabalyozd szabalyoz6 funkciot betdlté molekula,
immunmodulans hatasa jol ismert. Korabbi eredményeink szerint NO befolyasolja a T limfocita aktivaciot
(J Immunol 2003;171:5188-5197; Trends Immunol 2004;25:360-367; Free Radical Biology and Medicine
2007,11:1625-1631; Clinical Immunology 2006,2-3:145-151). (A zarojelentésben az eddig kézolt adatok
szovegesen, az eddig még nem kozolt adatok abrakkal is szerepelnek).

1: Eredményeink szerint a NO szabdlyozza a TNF-alfa T limfocitakra kifejtett sejt aktivalo és apoptdzis
indukalo6 hatasat. 10, 50 és 100 ng/ml rekombinans TNF-a eldkezelést kovetden adott NO donor (60, 120,
300 uM NOC-18) jeletésebben fokozta az apoptozist, mint NO donor 6nmagaban (p>0,001 mindharom
esetben).

Az NO befolyasolja a TNF altal indukalt
apoptozist Jurkat sejteken
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2: TNF kezelés NF-xB aktivaciot indukal limfocitdkban. NF-xB riporter plazmidot tartalmazo Jurkat
sejteken vizsgalatuk az NF-kB aktivaciot. Eredményeink szerint NO hatékonyan gatolja a TNF kezelésre és
CD3 stimulaciora mérheté NF-kappa aktivaciot is.

Az NO gatolja a TNF altal indukalt NF-kB aktivaciot
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3: Vizsgalatuk az NO NF-xB gatlo hatdsdnak mechanizmusat is. Eredményeink szerint az NF-kappa
aktivacio korai Iépéseit képviseld P50, P65, 1-kBa és I-kBe nukledris transzlokacio is fiiggetlen NO donor
elokezeléstdl. Ezen adataink szerint az NF-kappa tutvonal késobbi 1épéseit, igy a transzkripcidt é€s
transzlaciot szabalyozza NO, mig a nuklearis transzlokacié NO-tol fiiggetlen.

NO nem befolyasolja NF-kB nuklearis
transzlokaciot Jurkat sejteken
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4: Eredményeink szerint a TNF altal indukalt P38 aktivacié szintén nem kiilonbozott szignifikansan NO
donor eldkezelést kovetden ¢és annak hidnydban, western blot moddszerrel ¢€s intracellularis flow
citometridval mérve egyarant (p=0,4 és p=0,5).

Irodalmi adatok szerint rheumatoid arthritisben (RA) csokken a T limfocitdk CD-{ lanc expresszdja. A TNF
alapvetd szerepet jatszik az RA pathogenézisében, ezért vizsgalatuk a TNF szerepét a CD-( lanc
expresszojara. Eredményeink szerint TNF (10-50 ng per ml) dozis fliggden csokkenti a CD-{ lanc
expressziot Jurkat sejteken és frissen szeparalt human T limfocitdkon is (p<0,001) dramlasi citometridval és
wetern blot modszerrel mérve egyarant. Ugyanakkor a foszforilalt CD3-{ lanc expresszio fokozodik TNF
kezelés hatasara.

TNF kezelés doézisfiiggé médon csdkkenti a CD3 { lanc
expressziot
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5: NO szabalyozza a TNF altal indukalt NF-xB aktivaciot és apoptozist, tovabbi kisérleteink soran
vizsgaltuk az NO hatasat a TNF altal indukalt CD3-( lanc expressziora. Eredményeink szerint NO donorral
tortend elokezelés (40 umol NOC 18) gatolta a TNF altal okozott CD3-( lanc expressziot csokkentd hatasat,
Jurkat sejteken és frissen szeparalt human limfocitdkon egyarant (p<0,001; p<0,001).

NO donorral torténo elokezelés gatolja a TNF kezelés
hatasara kialakulé ¢ lanc csokkenést
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6: Vizsgaltuk az NO donor és NO termelddést gatld NOS inhibitor hatasat a CD3-( lanc expressziojara.
Eredményeink szerint NO donor, vagy NO gatlds nem befolyasolja a CD3-{ lanc expressziot.

A NO és az LNMMA onmagaban nem befolyasolja
a zéta lanc mennyiségét
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7: Ugyanakkor TNF kezelés nem befolyasolta a CD3-¢ lanc expressziot, mely a CD3-( és CD3-¢ lancok
expressziojanak eltérd szabalyozasara utal.

TNF kezelés hatasara nem valtozik a
CD3 € lanc mennyisége
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8: SRC adaptor (SAP) protein irodalmi adatok szerint csokkenti a CD3-( expressziot, sajat adataink
szerint TNF kezeles SAP expresszio novekedéssel jar, melynek szerepe lehet a TNF CD3-{ csokento
hataséaban is.

TNF hatasara megno SLAP src adaptor
protein expresszidja
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9: Vizsgaltuk a TNF altal indukalt CD3( expresszid csokkenés mechanizmusat is. Eredményeink szerint
lizoszéma gatlé NH4Cl nem befolyasolja a TNF CD3{ expressziot csokkentd hatasat. Tovabba szelektiv
NF-«B gatlo NBD peptid szintén nem védi ki a TNF CD3( lanc csokkento hatasat.

Lizoszémagatlas hatasa a TNF altal indukalt { lanc expressziora
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10: A NO TNF hatéasait modosithatja receptoranak expresszidjan keresztiil is, ezért megvizsgaltuk az NO
szerepét 1 és II tipusi TNF receptorok kifejezodésére. Eredményeink szerint NO nem befolyasolja
szignifikansan az I és II tipusu TNF receptor expressziot.

NO nem befolyasolja a TNF receptor expressziot
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11: Microarray eredményeink alapjan a NO szamos TNF 4&ltal indukalt protein expresszidjat szabalyozza,
igy tobbek kozott gatolja a relB protein expresszidt human T limfocitdkon. Eredményeink az NO szdmos, a
TNF altal aktivalt gén expresszojat gatolja. Mindezek az eredmények aldtdmasztjdk a NO TNF hatasait
befolyasolo szerepét.

NO befolyasolja a TNF altal indukalt génexpressziot

12: Eredményeink szerint szénhidrat antigének processzalasat szignifikdnsan nem befolyasolja NO donor
¢s NOS inhibitor kezelés.

13: Eredményeink szerint NO szabalyozza T limfocitdk citokin termelését és differencialodasat. Hisztidin
dekarboxilaz hianyos (HDC-KO) egér T sejtjeinek IFN-gamma termelése fokozott mRNS ¢€s protein szinten
(p>0,001, p>0,001) (Koncz A et al J Immunol 2007,10:6613-6619). HDC-KO T limfocitdk NO termelése
szintén fokozott vad tipust kontrollokéhoz képest (p<0,01) és hisztamin szabalyozza az NO szintézist,
HDC-KO ¢és vad tipust T limfocitdkban egyarant. Eredményeink szerint NO donor kezelés INF-gamma
termeléssel jar, mig NOS inhibitorok az IFN-gamma szintézist szignifikansan gatoltadk. Hisztamin a NO
termelésen keresztiil szabalyozza az IFN-gamma szintézist. Hisztamin hidny nem véd az aggrekéan indukalta
artritist6l, melynek oka a Th1 citokinek nagyobb aranyt termelése.

14: Eredményeink szerint TNF szabalyozza T limfocitak nitrogén monoxid (NO) termelését in vivo €s in
vitro, tovabba NO szabalyozza a T limfocitdk NF-Kappa aktivaciojat. Rheumatoid arthritises (RA) betegek
T limfocitainak NO termelése fokozott (p<0,001) és TNF blokkolo kezelés mellett az NO termelés csékken
(p=0,01). (Nagy G et al. Immunol Lett. 2008 Jun 15,;118(1):55-8). Ugyanakkor RA-es betegek T
limfocitainak NO termelése nem korrelal a betegség aktivitasaval. RA-es betegek szinovidlis mintaibol
szeparalt fibroblasztok és makrofagok NO termelése nem kiilonbdzott arthrosisban szenvedd betegek
szinovialis mintaibdl szeparalt fibroblasztok ¢s makrofagok NO termelésétol.

15: RA-es betegek szérum nitrit €és nitrat szintje hasonld egészséges kontrollokéhoz és nem korrelal a
betegség aktivitasaval és a rheumatoid faktor szintjével.



16: 100nm 1000nm méretli mikropartikulumok egér iziiletbe juttatva szinovitist okoznak. B limfocita es
monocita eredetli partikulumok mennyisége magasabb SLE-ben es polymyositisben, mig a T limfocita
eredeti mikropartikulumok szintje jelentésen emelkedett polymyotitisben de SLE ben az egészseges
kontrollokéhoz hasonlo.

Mikropartikulak SLE-ben
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CD14, CD19 hordoz6 (monocita és B limfocita eredetli) mikropartikulak mennyisége korrelal egymassal.
Tovabba a CD14 és a CD19 hordozé partikuldk mennyisége is szignifikdnsan korreldl az SLE aktivitasat
mutaté SLEDAI index értékével.
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