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1. Roviditésjegyzék

ACPA - anti-citrullinated protein/peptid antibodies / anti-citrullinalt fehérje/peptid antitestek
AMPA - anti-modified protein antibodies

APC - allophycocyanin / allofikocianin

AUC - area under curve / gorbe alatti teriilet

BAFF - B-cell activating factor / B-sejt aktivalo faktor

BSA - bovine serum albumin / marha szérum albumin

CD - cluster of differentiation

CFSE - carboxyfluorescein succinimidyl ester / karboxifluoreszcein-szukcinimidil-észter
CIA - collagen-induced arthritis / kollagén-indukalt artritisz

DAS - disease activity score

DC - dendritic cell / dendritikus sejt

DMARD - disease-modifying anti-rheumatic drugs / betegséglefolyast modositd reumaellenes
szerek

EDTA - etiléndiamin-tetraccetsav

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay / enzimkapcsolt immunszorbens esszé

FACS - fluorescent activated cell sorter / fluoreszcencia aktivalt sejt szorter

FcyR - Fc gamma receptor

FCS - fetal calf serum / fetalis borju szérum

FITC - fluoreszcein-izotiocianat

GM-CSF - granulocyte-macrophage colony-stimulating factor / granulocita-monocita kolonia
stimulalé faktor

HBSS - Hank's buffered salt solution / Hanks’ puffer

KHS - kevert human savo

LPS - lipolopiszacharid

MAA - malonaldehid-acetaldehid

M-CSF -macrophage colony stimulating factor

MHC - major histocompatibility complex / f6 hisztokompabilitasi komplex

MTX - metotrexat

NHS - normal huméan szérum



NSAID - non-steroidal anti-inflammatory drugs / Nem-szteroid gyulladascsokkentd
gyogyszerek

OD - optikai denzités

PAD - peptidil arginin deiminaz

PBMC - peripheral blood mononuclear cell / periférids vér mononukledris sejtjei
PBS - phosphate buffered saline / foszfat pufferes sdoldat

PE - phycoerythrin / fikoeritrin

PLGA - poly lactic-co-glycolic acid / poli tejsav-glikolsav

PMA - phorbol 12-myristate 13-acetate / forbol 12-mirisztat 13-acetat

RA - reumatoid artritisz

RF - rheumatoid factor / reumafaktor

ROC - Receiver Operator Characteristic

SCR - short consensus repeat

SPS - sodium-polyanethol-szulfonsav

TMB - tetrametilbenzidin

TNF - tumornekrozis faktor


https://hu.wikipedia.org/wiki/Nem-szteroid_gyullad%C3%A1scs%C3%B6kkent%C5%91_gy%C3%B3gyszerek
https://hu.wikipedia.org/wiki/Nem-szteroid_gyullad%C3%A1scs%C3%B6kkent%C5%91_gy%C3%B3gyszerek

2. Bevezeto

Az autoimmun betegségek a becslések szerint a populacid 5-8%-at érintik és az eléfordulasok
szama novekvo tendencidt mutat, mig hatékony, kevés mellékhatassal jar6 kezelés sajnos még
sok autoimmun betegségre nem létezik. A jelenlegi terdpias gydégymodok a fijdalom és a
gyulladas csokkentését szolgaljak, és nem alkalmasak arra, hogy az autoreaktiv sejteket

szelektiven gatoljak, ezért nagy sziikség van az ilyen jellegli specifikus terapidk fejlesztésére.

Az antigén specifikus terapidk {6 célja, hogy autoimmun betegségekben az autoreaktiv
sejteket Gjraprogramozzak vagy eliminaljak a szervezetbdl, és hogy kialakuljon a tolerancia a
sajat antigénekkel szemben. Doktori dolgozatomban bemutatom azokat az iranyelveket,
amelyek autoepitopok felderitésére, detektdldsara és autoreaktiv sejtpopulacidk izolalasara,
atprogramozasara iranyulnak, amelyek mentén az antigén specifikus terapidk fejlesztése
torténik. A jelenleg leggyakrabban alkalmazott terapidk nem autoantigén specifikusak, ezért
ezek generalizalt immunszuppresszidoval jarnak, amelynek hatdsara megnd a kockézat a
szervezetet érd fertdzésekre és egyéb sulyos mellékhatdsokkal is jarhatnak. Ezért lenne
elény0s csak a sajat-specifikus B-, illetve T-sejtek eliminalasa a szervezetbdl. Munkam soran
elkezdtik egy lehetséges autoantigén specifikus terapia fejlesztésére alkalmas modszer

kidolgozasat Reumatoid Artritiszben (RA) szenvedd betegek gyogyitasara.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Immunrendszeriink, a kétéli kard

Az immunrendszer azért fejlodott ki az egyedfejlodés soran, hogy kiilonbséget tegyen a sajat
¢s nem sajat kozott, és megvédje a szervezetet a kérokozoktol, ugyanakkor ez a védelmi
rendszer a szervezet sajatjat ne ismerje fel és ne tdmadja meg. A szervezetben eldfordulnak
autoreaktiv sejtek és autoreaktiv ellenanyagok, amelyek nem okoznak autoimmun betegséget.
Ezért a centralis és a periférias tolerancia a felelds, melynek kialakitasaért és fenntartasaért az
immunrendszer tobbféle szabalyoz6é mechanizmusa felel (1). Ugyanakkor, a genetikai,
epigenetikai és kornyezeti tényezok hatdsdra a reguldciés mechanizmusok kiilsé és belsd
szabalyozasi utjai sériilhetnek, melyek a tolerancia attoréséhez, és autoimmun betegségek
kialakulasdhoz vezethetnek. Az autoimun betegségek lehetnek egy vagy tobb szervre vagy

szovetre specifikusak (2), vagy lehetnek szisztémasak (3, 4).

A centralis tolerancia a limfocitdk ontogenezise soran a kozponti nyirokszervekben, a
csontvelében vagy a timuszban alakul ki, a periférids tolerancia pedig a véraramba,
nyirokkeringésbe, szoveti kornyezetbe kikeriilt, kis affinitassal sajatot is felismerd limfocitak

féken tartasaért, illetve eliminalasaért felel (1, 5, 6).

A T-sejt fejlodés soran a timuszban a sajatpeptidhez nagy affinitassal kotédd T-sejt
receptorral (TCR) rendelkezé T-limfocidk elpusztulnak, de a gyengén autoreaktiv T-sejtek
kikertilhetnek a periféridra. A transzformald novekedési faktor f (Transforming growth factor
B, TGF-B), vagy IL-2 citokin jelenlétében a nagy, vagy kozepes intenzitassal sajatot felismerd
T-sejtekbol regulator T-sejtek fejlodhetnek ki, amelyek a periférias tolerancia fenntartdsaban
vesznek részt (7, 8) (1. abra). Gyulladasos kornyezetben a T-sejtek aktivacios kiiszob értéke
alacsonyabb, mint a timuszban és igy aktivalodhatnak az autoreaktiv T-sejtek (9, 10). A
szoveti kornyezetben enzimek altal katalizalt poszt-transzlaciés modosulasok kovetkeztében
létrejohetnek megvaltozott sajat antigének is, mint a - késobbiekben még részletesen
bemutatasra keriild - citrullinacié, valamint a karbamilacié (11), a deamidaciéo (12), a

foszforilacié (13), az acetilacid (14), az ubikvitinacio (15, 16), tovabbd a nem enzimatikus



poszt-transzlaciés modosulasok, mely esetben a fehérje egy oxidans vagy egy elektrofil
hatasanak van kitéve (17, 18). A sajat antigének ilyen formaban nem keriilnek bemutatasra a
timuszban, tolerancia sem alakul ki elleniik, igy az autoreaktiv T-sejtek a periférian a
megvaltozott sajat antigén bemutatdsanak hatasara aktivalodhatnak és a szoveti kornyezetben
elosegithetik az autoimmun folyamatok kialakuldsat (19). Szamos poszt-transzlacios
modosulés, illetve az azt végrehajtd enzim hibds miikddése szerepet jatszik autoimmun
betegségek kialakuldsaban, ilyen a glutaminsav-dekarboxildz az egyes tipusu diabéteszben
(20), a mieloperoxiddz a vaszkulitisz esetén (21), a piruvat-dehidrogendz a primer biliaris

cirrhozisnal (22), vagy a peptidil-arginin deamindz (PAD) az RA esetében (23, 24).

A B-sejtek csontveldi érése folyaman azok a sejtek, amelyeknek B-sejt receptora (BCR) nagy
affinitassal sajat antigént ismer fel, receptor atszerkesztésen mennek keresztiil, ami a receptor
specifitasvaltozasat eredményezi. Amennyiben a receptor atszerkesztés nem vezet jol
mukodo, nem autoreaktiv BCR kialakuldsdhoz, a B-sejt programozott sejthalallal elpusztul. A
sajatot gyengén felismerd B-sejtek megmenekiilhetnek a negativ szelekciotol és kikeriilhetnek
a perifériara, ahol a viralis/bakteridlis fert6zések hatasara keletkezd ko-stimulacios szignalok

jelenlétében ellenanyag termeld plazmasejtekkée differencialodhatnak (1. abra) (25) .
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1. abra. A tolerancia kialakulasinak és fenntartasinak mechanizmusa. Az autoreaktiv B-sejtek receptor
atszerkesztésen mehetnek keresztiil, vagy programozott sejthalallal elpusztulhatnak, vagy a BCR/TCR
kozvetitette jelek leszabalyozasa térténhet meg gatld receptorok és jelatvivé molekulak kdzremikodésével. A
perifériara kikeriilt autoreaktiv limfocitdk a kiilonbozo talélési- és novekedési faktorok hianyaban, illetve a



regulator T- és B-sejtek, valamint a tolerogén DC-k gatld hatasara valhatnak valaszképtelenné. APC: antigén
prezentalo sejt, Treg: regulator T-sejt, Breg: regulator B-sejt, tolDC: tolerogén dentritikus sejt (26).

A Nobel-dijas Paul Erlich a huszadik szazad elején ,horror autotoxicus’-nak nevezte el a
szervezet azon képességét, hogy nem tamadja meg sajat magat, eszerint autoimmun
betegségek nem alakulhatnak ki (27, 28). Az autoimmun betegségek jellemzden
multifaktoridlisak, ¢és kialakulasukban jelentds szerep juthat az oOroklott genetikai
polimorfizmusnak, a muticioknak [AIRE, CTLA-4, Foxp3, FAS, ptpn22 (27)], az
epigenetikai valtozdsoknak, amelyekhez tovabbi kornyezeti rizikofaktorok jarulhatnak, mint a
fertézések (29, 30), a stressz (31, 32), a dohdnyzés (33), a nehézfém szennyezések (34), a
szilikonpor (35, 36) és a kdrnyezetszennyezés (35, 37, 38) (2.4bra).
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Genotipus Betegség
pl. AIRE mutacid pl. APS-1
b
Genetikai tényez6k ~ Kornyezeti tényez6k

‘. pl.patogén kitettseg
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2. abra. Az autoimmun betegségek kialakulhatnak egy gén muticiéja kovetkeztében, vagy oOsszetett
tényez6k kozrejatszasaval. a) A genotipusbol (mutaciobol) egyenesen kovetkezik a betegség. b) A betegség
genetikai, epigenetikai és kdrnyezeti hatdsok kombinacidjabol alakul ki (27).

A patogének és az altaluk okozott gyulladas kiilonb6z6 patoldgids autoimmun valaszokat
generalhat, amelyek eredménye az epitdp kiterjedés, a molekuldris mimikri, a poliklonalis

limfocita aktivacio és a jarulékos, ,,bystander” aktivacié (39).
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Megfigyelték, hogy az autoepitdopok szdma az autoimmun betegség elérehaladtaval ndé. Ez a
folyamat az epitdp kiterjedés, vagy epitope spreading, amelynek kovetkeztében a gyulladasos
kornyezetben a sejtszétesés, a megndvekedett citrullindcio vagy egyéb, példaul proteolitikus
aktivitas révén neo-epitopok keletkeznek, amelyek egyre tobb limfocita klon aktivalasat teszik
lehetévé (29, 40, 41). Molekularis mimikrirdl akkor beszéliink, amikor a kérokozd epitopja
ellen termelt ellenanyag keresztreagal a sajat antigénnel (42, 43). A jarulékos (bystander)
aktivacio sordn a gyulladdsos citokin kornyezetben a nemspecifikus immunsejtek is

aktivalodhatnak (3. 4bra) (39, 42, 43).
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3. dbra. A sajat struktiirakkal szemben kialakulé tolerancia attérésének modjai.
(Erdei: Immunologia 19.16 abra ISBN 978-963-226-370-0,
http://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop425/2011_0001 524 Immunologia/ch19s03.html)

3.2. A tolerancia attorése, a Reumatoid Artritisz (RA) kialakulasa

Az RA egy kronikus gyulladdssal jar6d szisztémdas autoimmun betegség, mely az iziiletek
vissza nem fordithat6 deformitasaval jar. A gyulladast fenntartd6 immunsejtek infiltralédnak az

izlileti résbe és a szinovialis hartydba, ahol a szinoviumot proliferaciora késztetik és igy
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crer

okozza ¢és az iziilet deformaldodasdhoz vezet (44). 1987 o6ta az American College of
Rheumatology (ACR) altal felallitott alabbi kritériumok alpjan allapitjak meg az RA-t, ha
legalabb négy tiinet jellemz0d a betegnél (45):

e reggeli merev iziiletek, mely legalabb egy ora hosszaig nem javul (legalabb 6 hétig
tart6 allapot)

e az iziilet korili szovetek duzzadasa legalabb 3 iziilet esetében (legalabb 6 hétig tartd
allapot)

e a proximalis interphalangealis, metacarpophalangealis vagy csuklo iziiletek duzzanata
(legalabb 6 hétig tarto allapot)

e az iziiletek szimmetrikus duzzanata (legalabb 6 hétig tart6 allapot)

e reumads csomok kialakulasa

e reumafaktor (RF) jelenléte

e radiografikus felvételeken lathatd erdzid és/vagy periartikularis osteopenia a kéz

¢s/vagy csuklo iziiletekben

Ezek a kritériumok a korai betegségre nem jellemzoéek, ezért az ACR/EULAR (European
League Against Rheumatism) 0j rendszert allitott fel, melyben az iziileti érintettség mellett, a
szerologiai eltérések - melyben az anti-citrullinalt fehérje ellenanyag (ACPA) pozitivitas is
fontos diagnosztikai tényezd - és a gyulladadsos paraméterek szerepelnek, amelyeket az 1.
tablazatban foglaltam Gssze. Ha a pontszam eléri a hatos értéket, olyan betegeknél, akiknél
eléfordul legaldbb egy iziiletben klinikailag meghatarozott szinovitisz (duzzanat), illetve a
szinovitisz nem magyarazhato jobban mas korallapottal, akkor RA a diagnézis (1. tablazat)

(46).
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Pontszam
Iziileti érintettség
1 nagyiziilet duzzanata 0
2-10 nagyiziilet duzzanata 1
1-3 kisiziilet duzzanata 2
4-10 kisiziilet duzzanata 3
>10 kisiziilet duzzanata 5
Szerologia
RF és anti-CCP negativ 0
RF+/anti-CCP+ 2
RF+/anti-CCP+ (magas titer, >3x) 3
Synovitis fennallasa
< 6 hét 0
> 6 hét 1
Akutfazis-reakcio
Normal CRP/normal vérsiillyedés 0
Emelkedett CRP/normal vérsiillyedés 1

1. tablazat. Az RA Kklasszifikacios kritériumai az ACR és az EULAR 2010-es ajanldsa alapjan (46).

A betegség prevalencidja 1%-ra tehet6, és a betegek koriilbelil 70%-a n6. Az RA
eléfordulhat kiillonb6z0 mas megbetegedésekkel kapcsoltan, példaul a masodlagos Sjorgen
szindromaval,  tiidordkkal, = oszteoporozissal, = szarkopénidval  (47), interstitialis
tiidobetegséggel (48), valamint kardiovaszkularis szindromakkal egyiitt, mint az
atherosclerosis, az artéridk falanak a megbetegedése, a sztrok, az anémia, vagy a vaszkulitisz
(49-51). A gyulladas iziileteken kiviil is el6fordulhat, igy reumatoid csomok jelenhetnek meg

a borben, belso szervekben: tiidoben, szivben, erekben (52).
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Az RA-s betegek mintegy 80%-nak szérumaban 98%-os specificitassal kimutathatéak olyan
ellenanyagok (anti-citrullindlt fehérje ellenanyagok, angol nyelvli roviditése: ACPA),
amelyek specifikusan kotddnek a citrullin tartalma fehérje epitopokhoz, illetve azokhoz az
epitdp peptidekhez, amelyek ilyen szekvenciaval rendelkeznek (53). Az ACPA ¢és a
reumafaktor (RF) évekkel a betegség kialakuladsa elott kimutathatéak (54, 55). A reumafaktor
az I1gG Fc részét felismerd ellenanyag, mely az immunkomplexek képzddéséhez jarul hozza,
¢és az RA-s betegek 60-86%-nal fordul eld, de kevéssé specifikus a betegségre (56, 57). E
patofiziologids relevanciaval rendelkez6 ellenanyagok kimutatdsa az RA  korai
diagnosztizalasaban alkalmazhaté (58). Az ACPA-pozitiv betegeknél sulyosabb lefolyasu a
betegség. Az ACPA az autoantitestekre jellemzden alacsony aviditasu, valamint Suwannalai
¢s munkatarsai kimutattdk, hogy az alacsonyabb aviditds nagyobb mértékli iziileti
karosodassal jarhat (59). A citrullinacid a szervezetben egy fizioldgidsan lejatszodo poszt-
transzlaciés modosulas, a citrullinalt fehérjékkel szemben autoreaktiv folyamatok indulhatnak
be. RA-nal a periférias tolerancia sériil és az immunrendszer gyulladasos folyamatokkal
reagal ezen fehérjék ellen, melyek legtobbje mddosult iziileti, csont- €és porc szoveti fehérje.
A citrullinalt sajat fehérjék nem eliminalhatéak a szervezetbdl, ezért kronikus gyulladas és
szoveti destrukcid 1ép fel, melyet csak folyamatos gyodgyszeres kezeléssel lehet kordaban

tartani (53).

Az ACPA-pozitiv RA kialakuldsédban a genetikai tényezdk mellett a dohanyzés, vagy egyéb
irritacidonak valo kitettség jatszhat szerepet, mint a légszennyezés, szilikonpor, vagy textilpor.
A genetikai rizikofaktorok, a szerepet jatszo MHC-II gének ¢€s a kornyezeti kitettség hatdsara
a tiidében alakulhatnak ki az elsé koros immunfolyamatok. Az iziileti gyulladds pedig csak
joval késébb, egyéb, még nem ismert, vagy nem specifikus stimulusok (pl. fert6zés) hatasara
torténik meg (60, 61). Tovabbi Gsszefliggéseket fedeztek fel a PTPN22 limfoid protein tirozin
foszfatazt kodold gének polimorfizmusa és az RA-ra (valamint SLE-re, 1-es tipusu
diabéteszre, szklerodermara, juvenilis artritiszre €s artritisz pszoriatikara) vald hajlam kozott
(62). A PTPN22 620-as kodonjanak mutéacidja a fehérje argininjének egy triptofanra térténd
szubsztitaciojat idézi eld6 (R620W), mely a B- ¢és T- sejtek aktivacios kiiszobének
csokkenésével jar, és ezért megemelkedett szdmu autoreaktiv sejt keletkezik (63, 64). A SE ¢és
a PTPN22 R620W allél egyiittes el6forduldsa 20-szorosara noveli az RA kialakuldsanak a

kockazatat azokhoz képest, akik nem hordozzak ezeket az alléleket (63).
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Egyéb genetikai hajlamositd tényezdk az LTA-TNF-et (limfotoxin, tumornekrozis faktor)
kodold gén bizonyos haplotipusai (65), a peptidil-arginin deiminaz (PADI4) polimorfizmus,
amely enzim ellen termelt ellenanyagok aktivaljadk azt és igy nd a citrullindcio mértéke (60,

66), valamint szerepet jatszhat még a CTLA-4, CD40 és a STAT4 polimorfizmusa is (67, 68).

3.3. Egy poszt-transzliaciéos modosulas, a citrullinacié mechanizmusa

A citrullinacié sordn a peptidil-arginin deiminaz enzimek (PAD) az arginint citrullinna
alakitjak, igy egy bazikus aminosavbol egy semleges toltésii aminosav keletkezik (4. abra). Ot
emberi PAD enzimet ismeriink, melyek koziil a PAD2-nek és a PAD4-nek van leginkabb
szerepe RA-ban (69). Vossenar és munkacsoportja kimutatta, hogy a PAD enzimek aktivak
lehetnek RA-s betegek szinovialis folyadékabol izolalt makrofagokban (70). Fiziologias
koriilmények kozott az intracellularis PAD enzimek inaktivak, mert miikddésiikhoz joval
magasabb kélcium-ion koncentraciora van sziikségiik, mint amekkora az intracelluléris térben
jelen van. A gyulladasos kornyezetben gyakori sejtpusztulas hatdsara a sejtek elveszitik
membran integritisukat, ezért az extracellularis térbél bearamlo Ca**-ionok aktivaljak az

enzimeket (69).

3.4. A poszt-transzlacios modosulason atesett fehérjék ellen termelt autoellenanyagok

[Anti-modified protein antibodies (AMPASs)]

Neinhuis és Mandema 1964-ben irtak le a perinukledris faktort az RA-s betegek
szérumfehérjéjének mukoza epitél sejtekhez valod kotddése alapjan, amelyet fluoreszcensen
jelolt anti-human globulin segitségével, specifikus immunfluoreszcens festédés alapjan
mutattak ki (71). Young és kollégai 15 évvel késébb patkany nyeldcsdszoveten kaptak
hasonld festddést, az autoellenanyagot anti-keratinnak nevezték el (72). Husz év mulva
Schellekens és munkacsoportja kimutatta, hogy az anti-perinukleéris faktor és az anti-keratin

ugyanazt a fehérjét ismeri fel, a citrullinalt filaggrint (73). Az RA-s betegek szinoviumaban
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megtalalhat6 tovabba a citrullinalt vimentin (74), a fibrin (75), a tenascin-C (76) és a kollagén
(77), mig a filaggrin fehérje nem expresszalodik a szinovidlis membranban, a citrullinalt
filaggrint keresztreagdld ACPA ellenanyagok ismerik fel (75). Az iziiletben el6forduld
citrullinalt antigének a fibrinogén, a vimentin, a kettes tipust kollagén, az a-enoldz (78), virus

eredetli antigén pedig az Eppstein-Barr virus (EBV) citrullinalt peptidje (VCP) (79).
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4. abra. Poszt-transzlaciés modosulasok az arginin és lizin aminosav oldallincokon. A citrullinacio (A)
soran a PAD enzim az arginint citrullinné alakitja, mig a karbamilacio soran a mieloperoxiddz enzim alakitja at a
lizint a citrullinhez szerkezetileg nagyon hasonlé homocitrullinné. A lizin acetillizinné és MAA-lizinné
(maldonaldehid-acetaldehid) is atalakithato (80).
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3.5. A fibrin szerepe az artritiszben

A fibrin depozicid az iziiletekben artritiszt okoz, de a folyamat pontos mechanizmusa nem
ismert. Az iziileti duzzadas, a gyulladasos reakciok hatdsara a plazmakomponensek, mint a
fibrinogén és zimogének a gyulladdsos mediatorok hasitdsa révén aktivva vélnak. Ez a
fiziologias folyamat része, mig patologids esetben a fibrinrogdk, fibrin lerakddasok
eltavolitdisa nem teljes, és a pannus kialaluldsaban jatszanak szerepet. A gyulladasos
kornyezetben a fibrin rogok eltakaritdisa nem az altalanosabb, plazmin-dependens uton
torténik, hanem az aktiv matrix metalloproteinazok (MMP) hasitasaval. Igy ily médon is
keletkezhetnek neoepitopok, valamint a citrullinacidé révén is, amelyek autoellananyagok

keletkezéséhez vezethetnek, tovabb novelve az iziilet karositasanak mértékét (81).

3.6. Az RA patomechanizmusa

Még ¢évekkel az RA tiineteinek kialakuldsa el6tt a dohanyzasnak vagy egyéb irritalod,
légszennyezd koriilményeknek valé huzamosabb ideig tartd kitettség gyulladdsos
folyamatokat generdlhat a tiidében. Az inflammatorikus kornyezetben emelkedett
sejtpusztulas kovetkezik be, ami a pusztulé6 monocitak, makrofdgok membranintegritadsanak
osszeomlasaval jar. Ennek kovetkeztében a bearamld Ca*"-ionok kedveznek a PAD enzim
aktivalodasanak és igy fokozott mértékii citrullinacié 1ép fel (70, 82). Tovabb ndveli a
kockézatot a citrullin-tartalmi peptideket bemutat6 HLA-DRBI1 (shared epitope-ok, SE)
kifejezddése, igy a gyulladasos kornyezetben megtorténik az autoreaktiv T-sejtek aktivacidja.
A T-sejt aktivacio esélyét a PTPN22 mutécidja tovabb fokozza. Az antigénprezentalo sejtek
(APC) bemutatjak a naiv T-sejteknek a citrullinalt antigént. Az autoreaktiv B-sejtek B-sejt
receptorukkal felismerik a citrullindlt fehérjéket, melyeket internalizalnak, processzalnak és
bemutatjdk az antigént az aktivalt T-sejteknek. A T-helper sejtek felszinén kifejez6do
kostimulator molekuldk valamint a citokinek hatdsara a B-sejtek ACPA-termeld sejtekké
differencidlodnak (60, 83-85) (5. abra). A shared epitope P4-es zsebébe a semleges toltésii
citrullin tokéletesen illeszkedik, mig a pozitiv toltésii arginin nem (86). Ebbdl kifolyolag az

SE allélekkel rendelkezé APC tobb citrullinalt epitdpot is be tud mutatni, igy alakulhat ki az
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epitopok terjedése, melynek kovetkezménye az ACPA-k érése és a kiillonbozo specificitast
ACPA pool kialakulasa, valamint az ACPA titer novekedése (60) (6. abra). A betegség
kialakuldsa akar évekkel az ACPA megjelenése utan is megtorténhet. Ehhez valoszinlileg egy
masodik jelsorozat sziikséges, amely beinditja a kronikus gyulladasi folyamatokat az
izliletekben. Ez lehet egy sériilés, vagy egy iziileti gyulladas, bakterialis vagy viralis fertdzés,
amely esetben az immunrendszer a gyulladdsos reakciokat nem képes megfeleléen

kontrollalni, és autoimmun folyamatok alakulhatnak ki (39).

A Porphyromonas gingivalis szajbaktérium, az inygyulladas egyik korokozoéja rendelkezik
sajat PAD enzimmel, és igy hozzajarulhat a sajat a-enolazanak ¢és a gazdaszervezet
fehérjéinek citrullinacidjdhoz és autoantigének képzddéséhez (87). A gyulladasos kornyezet

beinditja a PAD enzim aktivaciojat és a fehérjék citrullinaciojat.

Egérmodellben kimutattak, hogy a citrullinalt vimentin elleni ellenanyagok aktivaljak az
oszteoklasztokat, hozzajarulva igy az oszteoporézis kialakulasahoz (88). Az ACPA NET-
formalo (neutrophil extracellular traps, azaz extracellularis csapda) képessége hozzajarulhat a
neutrofilek aktivalodasahoz és a gyulladas generalasahoz (89). Az RF kotodése az ACPA IgG
Fc részéhez immunkomplex képzddéssel €s az immunkomplexek lerakodasaval jar, amely
folyamat a gyulladésért felelés immunsejteket a lerakodés helyére toborozva vaszkulitiszhez
vezethet. A gyulladds sordan a szinovialis hartya proliferacidja érképzdédéssel, majd
immunsejtek infiltrdlodasaval jar: a makrofagok a citrullinaciét fokozzdk, a DC-k az
iziiletspecifikus citrullinalt fehérjéket felveszik, a nyirokcsomdban bemutatjak a T-sejteknek,
igy hozzéjarulva az epitop terjedéshez (84, 90). Amara és munkacsoportja kimutatta, hogy az

izliletekbe beszlir6dott és onnan izolalt IgG+ B-sejtek mintegy 25% ACPA-termeld B-sejt
(91).
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5. abra. Az iziiletekben lejatsz6do velesziiletett és adaptiv immunfolyamatok RA-ban. A kostimulécio-
fiiggd kolcsonhatasok a DC-k, T-sejtek és B-sejtek kozott elsddlegesen a nyirokcsomdkban jatszodnak le. Ezek
az események generdljak az autoimmun folyamatokat a citrullin-tartalmu sajat fehérjék ellen. A szinovidlis
membranban az adaptiv és a velesziiletett immunfolyamatok egyiittesen alakitjak ki a szovetkarosodast. A
pozitiv visszacsatolasban, - amely a kronikus folyamatok kialakitasaért felelosek-, részt vesznek mind a
leukocitak, a szinovialis fibroblasztok, a kondrocitdk és az oszteoklasztok. Roviditések: ADAMTS: A
Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs, DAMP: damage-associated molecular pattern,
FGF: fibroblast growth factor, GM-CSF: granulocyte—macrophage colony-stimulating factor, MMP: matrix
metalloproteinase, NLR: nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor, PAMP pathogen-associated
molecular pattern, PAR2: protease-activated receptor 2, PDGF platelet-derived growth factor, RANKL receptor
activator of nuclear factor ¢B ligand, TGF-a transforming growth factor 4, TLR: toll-like receptor, VEGF:
vascular endothelial growth factor (38).

Az iziiletek pusztitasaért a fibroblaszt-szeri szinoviocitdk és a makrofagok az elsddleges
felelosok. Pro-inflammatorikus citokintermelésiik, mint a TNF, IL-1, IL-6, IL-8 és GM-CSF

(granulocita-monocita koldnia stimuldlo faktor), a makrofagokat, a fibroblasztokat, és az
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oszteoklasztokat stimulaljak. Tovabbi pro-inflammatorikus medidtorok a prosztaglandinok, a
leukotriének, amelyek novelik az érpermeabilitast és kemotaktikus agensek. A reaktiv oxigén
gyokok, destruktiv protedzok, matrix metalloproteinazok és kollagendzok a porc kollagén
matrixanak a lebontasaért feleldsek. A szoveti destrukcidhoz az aktiv allapott és nagy

szamban jelenlevo neutrofilek és kondrocitak is hozzajarulnak.

A gyulladasért felelds legfontosabb citokinek a TNF, az IL-1 és az IL-6, melyek autokrin,
parakrin és endokrin hatasaik révén a betegség szisztémas kialakulasaért feleldsek. Hatassal
vannak mas gyulladasi citokinek és medidtorok szintézisére, az adhézidos molekulak
kifejez0désének novekedésére, az oszteoklasztok aktivalasara, az akkut fazis reakciokra,

valamint a szisztémas folyamatokra, mint a 14z, faradtsag, és a B-sejtek aktivacioja (92, 93).

Egyéb, a betegség patomechanizmusaban szerepet jatszo citokinek az IL-15, amely a T-sejt
proliferacidért felelds, az oszteoklasztokat aktivalo IL-17 ¢és az IL-23, mely a Ty-17
sejtpopulacio differencialodasaért felelds. A Ty-17 sejtek a regulator T-sejteket gatld TNF-et
¢s a szinergista hatast IL-17A-t, valamint IL-17F-et, IL-21-et és IL-22 citokineket termelnek.
Az IL-21 a Ty-17 sejteket aktivalja és a regulator T-sejteket gatolja, valamint a B-sejtek
plazmablasztta érését is eldsegiti (94, 95). Az IL-22 a korokozokkal szembeni védelemben
kulcsfontossagu citokin, de RA-ban oszteoklasztogenezist is indukal, melynek a

csontallomany eltavolitdsaban van szerepe (96, 97) (5. abra).
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6. abra. Az RA kialakulasanak egy feltételezett mechanizmusa. A kiilonféle gyulladasi folyamatok hatasai
kumulalédnak és elérnek egy hatart, mely utdn a klinikal korképek alakulnak ki. 1) A velesziiletett
immunrendszer tobbszori stimuldcidja a mieloid sejtek és feltehetéen a kondrocitak aktivacidjahoz vezet (2). 3)
Helyi gyulladas alakul ki a mukdzaval hatarolt szervek mentén, amely ACPA termeléshez vezet. 4) Az ACPA az
exogén- vagy modositott endogén antigénekhez kotédik, ami keringésben megjelend immunkomplexek
képzodését valtja ki, amelyek kapcsolatba keriilnek a szinovialis keringésben és szovetben jelenlévé mieloid

ey

jar. 7) Az ACPA a porc specifikus citrullinalt epitdpjaihoz kotédik, ami a szovet karosodasat vonja maga utan
(8). 99 Az ACPA a szinovium citrullinalt epitopjaihoz is kotddhet, és a klasszikus és alternativ
komplementaktivacios utvonalat is aktivalhatja (10). 11) A szinovialis gyulladas a szoveti makrofagok

s

destrukcidjaval és neoepitopok keletkezésével jar. 12) Az iziilet-specifikus sajat antigénekkel feltoltott DC-k
jelennek meg a szinoviumban és a modositott sajat peptidek feldolgozasa utan a koérnyéki nyirdkcsomoba
vandorolnak (13), ahol a T-sejtek aktivacidja torténik meg (14). 15) Az epitop kiterjedés hatasara kialakul az
autoimmunitas a sajat epitopokkal szemben (16). 17) A citokin hal6zat aktivalodasa eredményeként kronikus
szinovitisz alakul ki (90).

3.7. Kezelési stratégiak alkalmazasa RA-ban szenvedd betegeknél

Az RA kezelésében a gyogyszereket négyféle kategoéridba sorolhatjuk: a nem-szteroid
gyulladasgatlok (NSAID, non-steroidal anti-inflammatory drugs), a gliikokortikoidok, és a
betegség lefolyasat modositd szerek (DMARD, disease-modifying anti-rheumatic drugs),

melyek lehetnek biologiai és nem biologiai szerek.

A nem-szteroid gyulladasgatlokat ¢és a gliikkokortikoidokat alkalmazzak azonnali

gyulladéscsokkentd kezelésként, amig a lassabban hat6 DMARD-ok elkezdenek hatni.

Az egyik leggyakrabban hasznalt és leggyorsabban haté (4-6 hét) nem biolégiai DMARD a
metotrexat (MTX), egy sejtciklus-gatlo folat-analdog, mely hatéanyagot mar 1948-ban is
hasznaltdk a gyermekkori leukémia kezelésére (98). Az elsé folat-antagonista szert, az
aminopterint moédositottak a konnyebben eldallithatd metotrexattd, és a 60-as évek ota
alkalmazzdk az RA gydgyitdsdban (99). A MTX nagy hatékonysaga abban rejlik, hogy a
sejtciklus gatlasa mellett az immunszuppresszans cAMP feldusuldsaval jar, valamint az

apoptozisra is érzékenyit (100).
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4. abra. A biologiai terapiak soran alkalmazott agensek Reumatoid Artritiszben. A TNF inhibitorok kozott
human monoklonalis ellenanyagok az adalimumab és a golimumab, az infliximab egy IgG1 kiméra ellenanyag,
az etanercept egy TNF receptor-Fc rész fuzids fehérje, a certolizumab pegol pedig egy pegilalt humanizalt Fab’
fragmentum. Mas fehérjéket célzo szerek pl az IL-1 receptor antagonista anakinra, a CTLA-4-Fc fuzios fehérje
abatacept, mely a T-sejt kostimulacids utvonalakat gatolja, a humanizalt, IL-6 receptort célzd ellenanyag, a
tocilizumab és a B-sejteket depletald, monoklonalis anti-CD20 kiméra ellenanyag, a rituximab (101).

Az elmult évtizedben a bioldgiai terapidk forradalmasitottadk az RA kezelését. 1998-ban
alkalmaztak RA-ban eldszor biologikumot, az Etanerceptet, mely egy humanizalt TNF
antagonista (102-104). RA kezelésére alkalmazzdk még az abataceptet, mely egy IgG és a
kostimulacios utvonal gatlasat el6idéz6 CTLA-4 fehérje fuziojabol jott 1étre, és mintegy tiz
éve a B-sejt deplécios terapiat is (7. abra) (101). A Rituximab terapia CCP-pozitiv betegeknél

sikeresebb, de a CD20-negativ hosszl ¢letii plazmasejtekre nincs hatéssal. Rituximab hatasara
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a szérum total IgG szintje nem, de az ACPA szintje csokken, ami a rovidéletii plazmasejtek

eliminalodasara utal (8. abra) (105).

A biologiai terapias kezelések jelentds mellékhatasokkal is jarhatnak, valamint a fertézésekre

fogékonyabbak lesznek a betegek (101).

Tregalizumab
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S SAPRIL Effektor Ustekinumab " Recukinumal
o L
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5. abra. Az elérheté és lehetséges jovobeni bioldgiai terapiak és célpontjaik RA-ban és egyéb reumatikus
betegségekben. Rovidités: ACPA: anti-citrullinated peptide antibody (anti-citrullinalt fehérje/peptid antitestek);
APC: antigen-presenting cell (antigén bemutatd sejt); APRIL: a proliferation-inducing ligand (proliferacio
indukal6 ligandum); BAFF: B-cell activating factor (B-sejt aktivalo faktor); BAFFR: BAFF receptor; BCMA:
B-cell maturation protein (B-sejt érést eldsegité fehérje); RANK: receptor activator of nuclear factor kB
(receptoraktivator nuklearis faktor kB); RF: reumafaktor; TACI: transmembrane activator and CAML interactor
(Transzmembran aktivator és. CAML interaktor) (106).

25



4. Célkituzéseim

Doktori munkdm célja a reumatoid artritiszes betegek autoreaktiv B-sejtjeinek szelektiv
elpusztitasara alkalmas modszer kidolgozasa, amely a szervezetet karosito, ¢és a gyulladasi
folyamatokat kivalto ACPA-k termelését csokkenti. Célunk olyan kétfunkcios
peptidkonstrukcidk létrehozéasa volt, amelyek egyrészt kotédnek a peptideket felismerd B-
sejtek receptoraihoz, masrészt olyan effektor funkcidkat aktivalnak, amelyek elpusztitjdk a

peptidet felimerd sejteket.

Elképzeléseink szerint a peptidkonstrukcioban az egyik peptidet (autoantigén epitop)
felismerik azok a sejtek, amelyek a kés6bbiek soran a koros ellenanyagokat termelik, mig a
masodik peptid az autoantigén epitopot megkotd sejt feloldodasat (komplement altal
kozvetitett lizisét), vagy falosejtek altali bekebelezését valtja ki. Tehat mind az irdnyitas, mind
a funkcio kivaltasa szintetikus peptidek segitségével torténik. Ezek altaldban rovid
szekvencidk (10-20 aminosav), amelyek szintézise, tisztasagellendrzése koltséghatékony
modon megvaldsithatd. Komplementaktivald peptidet tudomasunk szerint nem alkalmaztak

eddig iranyitott sejtpusztitasra.

Egy peptidekbdl allo bifunkcionalis konstrukcié azonban dnmagéban nem lehet alkalmas
effektor funkciok aktivalasdra, mivel ennek eldfeltétele a molekula- illetve receptor
komplexek 1étrejotte. Immunkomplexek kialakuldsa, illetve az Fcy receptorok klaszteresedése
sziikséges a komplement kozvetitett sejtlizis, vagy az FcyR fiiggd fagocitozis kialakulaséhoz.
Ezért sziikséges valamilyen keresztkotd agens, vagy nanopartikulum alkalmazasa, amelyhez
hozzakapcsolhatjuk a peptideket. A 9-ik abran bemutatott modell szerint képzeljik el
miikodésiiket. A 1ényege, hogy a B-sejt epitop peptideket nanogydngyok segitségével
Osszekapcsoljuk olyan peptidekkel, amelyek az adott sejt elpusztitdsaért felelos effektor
mechanizmusokat aktivaljak (komplement rendszer, vagy a fagocitozis aktivalasa). A
peptiddel fedett biodegradéabilis nanopartikulumok szerepiik betoltése utan kiiiriilnek a

szervezetbdl. Tovabbi elony, hogy az autoantigén epitdp peptidek nagy specificitast mutatnak,
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igy a bifunkciondlis konstrukciok az azokat meg nem kotd sejteket nem, csupan az epitoép

peptideket felismerd, koros sejteket pusztitjak el.

Munkamat hazai és nemzetkozi kollaboracidk tdmogatasaval valositottam meg. A peptideket
az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportban Prof. Hudecz Ferenc és Dr. Magyar Anna
iranyitasaval szintetizaltdk, a biodegradabilis nanopartikulumokat az ELTE Kémiai
Intézetében a Hatarfelilleti és Nanoszerkezetek Laboratoriumaban Prof. Kiss Eva

iranyitasaval Dr. Gyulai Gergg allitotta eld.

Biodegradabilis

nanorészecske \
Citrullindlt epitép L

peptid:
Fibrin B 60-74Citt0.72.74

BCR
l

Komplement aktival6
peptid: Komplement

3CNNQTFNGTGPCTNVZ  aktivacio b Sejtlizis

6. abra. A modell: PLGA nanorészecskére kotott autoepitop peptid kapcsolodik a BCR-rel, és az effektor
peptid elpusztitja a B-sejtet.

A  modellben szerepld konstrukcié létrehozdsa elott sziikséges volt a peptidek
alkalmassaganak vizsgalata, illetve optimalizdlasa az effektor funkciok kivaltasa

szempontjabol.
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Ennek soran célkituzéseink a kovetkezok voltak:

1))

2)

3)

4)

Az epitop peptidek az RA patogenezise soran kimutatottan szerepet jatszo citrullinalt
fehérjék citrullin tartalmi szekvencia részleteinek felelnek meg, amelyeket a beteg
szérumaban jelenlévd autoantitestek (ACPA-k) felismernek. Francia kollaboracios
partnereink (Prof. Guy Serre munkacsoportja, University of Toulouse, Hospital Purpan,
Toulouse, Franciaorszag) a citrullinalt fibrin f60-74 epitopot talaltdk az ACPA-k {6
célpontjanak (107, 108). Els6 célkitlizésiink az epitdop peptid jellemzése volt, annak
meghatarozasa, hogy a citrullinalt fibrin f60-74 peptidet a Budai Irgalmasrendi Koérhaz
altal rendelkezésiinkre bocsatott RA beteg kohort szérum ellenanyagai, - 6sszehasonlitva
egészségesek szérummintaival - milyen szenzitivitdssal és specificitassal ismerik fel.
Tovabba, annak vizsgélatat terveztiik, hogy alkalmas-e a peptid az autoreaktiv B-sejtek
kimutatasara, s végiil, hogy a betegekbdl kinyert, in vitro rendszerben stimulalt limfocitak

képesek-e az epitdp peptidre specifikus ellenanyagot termelni.

Az iranyitott fagocitdzis vizsgalatdhoz olyan Fcy receptorokhoz kotoédoé peptideket
terveztiink alkalmazni, amelyek a falosejteken kifejez6dd FcyRIla-hoz, vagy FcyRI-hez
kotddnek. A peptideket eldszor sejtvonalon karakterizaljuk, majd a fagocitdzist aktivalo

hatasukat primer monocitakon is vizsgaljuk.

Egy masik effektor mechanizmust kivalté peptid, a HIV-1 gpl120 burokfehérjébol
szarmaz6 korabban leirt, komplementrendszert aktivalé peptid, mely aktivalja a
klasszikus utvonalat anti-gpl120 ellenanyagok hidnyaban (109). Célunk az ismert
szekvencia optimalizasdsa az adott funkcid kivaltasdhoz. A komplement rendszernek
szamos szabalyozé fehérjéje van, védve a szervezet sejtjeit a spontan lizistdl. Az
autoreaktiv sejteket elpusztitd6 mechanizmus optimalizaldsa érdekében a negativan

szabalyoz6 H-faktor fehérje kiiktatasat tervezzik.

Multimer peptidkonstrukciék létrehozasa:

a) apeptideket avidinnel fedett fluoreszcens mikrogyongyokre kapcsolasaval
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b) a peptidek biodegradabilis nanopartikulumra kotésével: majdani in vivo alkalmazas
soran bioldgiailag leboml6 nanorészecskék alkalmazasara van sziikség. Erre alkalmas
a Poly(lactic-co-glycolic acid) (poli tejsav-glikolsav, PLGA) nanopolimer, amely nem
toxikus, nem reagil az ¢él0 szervezet szoveteivel, sejtjeivel és felszinére nagy
sturiiségben lehet molekulakat felkotni (110). A politejsav (hidroxikarbonsav
poliésztere), olyan monomerekbdl épiil fel, amelyek metabolizalhatoak a testben. A
degradéciokor hidroxisav képzddik, ami biztonsagosséd teszi a polimer in vivo
hasznalatat (111, 112). A gyongydk belsejét fluorescens festékkel toltjik fel, ami

lathatova teszi a gyongyoket megkoto sejteket in vitro kisérleteinkben (10. abra).

PPepag® P60-74Citt072.74

¢33 CNNQK 247 \'H HNXPAPPPISGEGY XAX-NH,
Ac-C{Acm) NNQTENG TEPC(Acm) TNV-K- N,

W ooc @ cO- NH!
NH-CO Coo-
I

7. abra. A PLGA nanopartikulum felszinére kovalensen felkotott autoepitop és effektor peptid.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Betegadatok

Beszereztiik az Egészségligyi Minisztériumtol vizsgélatainkhoz a sziikséges etikai engedélyt,
amelynek alapjan megkezdtiik a vér- és szérummintdk gylijtését RA betegektdl és egészséges
donoroktol irdsos beleegyezd nyilatkozataik utan a Budai Irgalmasrendi Korhaz tobb orvosa
bevonasaval. A sejtes kisérletekhez vért add betegek Osszesitett adatait a 2. tdblazat mutatja.

A szérumok vizsgélatdban 170 RA-s beteg vett részt €s 138 egészséges vérado.
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Beteg- B60-
Kor | ségid6- | CRP RF ACPA ESR : 74Cit
WS e | man | ety || @ty | oy |22 @y | SFFE | @
(ev) index
Paciens 1 | N6 54 |5 8,10264,0 1841 49915 Sal, Afl, Lefl | 10,26
Paciens 2 | N6 55 |6 8,20265,0 1971 4,10|16 Sal, Afl, Lefl | 11,26
Paciens 3 | N6 78 |9 1,84116,2 2410 3,701 10 MTX 15,26
Paciens 4 | N6 82 |12 2,10110,9 Neg. 5,05147 MTX, Med 4,89
Paciens 5 | N6 62 |8 0,411293,6 2403 2,17 |21 Trexan 5,94
Paciens 6 |Férfi |45 |6 0,70147,0 3200 0,632 Del, Trexan 7,74
Paciens 7 | N6 52 |4 3,10 264,1 3200 4,09129 MTX, Med 6,59
Paciens 8 |N§ 71 |7 2,30 (15,0 1759 283119 MTX, Med 7,41
Paciens 9 | N6 39 |6 0,50 (96,2 3073 2,063 MTX 14,81
Paciens 10 | N6 45 |3 1,90 | 394,5 295 1,103 MTX, Med 9,97
Imuran,
Paciens 11 | N6 43 |3 2,50(10,3 952 1,056 Metoject 7,65
Paciens 12 |Férfi |75 |12 37,80|51,5 3200 2,50 [ 4 Med, MTX 6,55
Péaciens 13 |Férfi |74 |19 0,14 360,9 2403 0,845 Roactemrat 13,80
Medrol,
Paciens 14 | N6 45 |5 4,64 74,4 2991 4,019 Trexan 20,97
Paciens 15 | N6 64 |7 3,10[15,6 951 2,22113 Lefl, Med 3,58
Sal,
Paciens 16 | N6 63 |5 6,70 | 673,0 964 2,10(20 Metoject 9,56
MTX, Sal,
Paciens 17 |Férfi |70 |9 9,30 25,0 3200 2,635 Med 14,35
Paciens 18 | N6 76 |24 19,70 ]225,0 2132 7,97 |42 Med, MTX 8,31
Paciens 19 | N6 41 |1 2,30129,0 765 3414 Med 6,98
Med,
Paciens 20 | N& 60 |9 57,861 65,3 349 5,39 (97 Nebivolol 6,35

2. tablazat. Az RA betegek demografiai és klinikai adatai, amelyek vérébél izolalt sejteken vizsgaltuk a
ACPA anti-citrullinated
Afl aflamin, CRP C-reactive protein, DAS28 Disease Activity Score of 28 joints, Del delagil, ESR erythrocyte
sedimentation rate, Lefl leflunomid, Med medrol, MTX methotrexate, RF reumafaktor, Sal salazopyrin

bispecifikus

nanopartikulumok

hatékonysagat.

protein

antibodies,
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5.2. Peptidszintézis

A peptideket az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport munkatarsai szintetizaltak,

tisztitottdk, ¢és amelyik esetben ez sziikséges volt, hosszi-lancu biotinhoz kapcsoltdk (3.

tablazat).
Epitép Szekvencia Hivatkozas
. Ac-AQVNSC(Acm)LLLPNLLGC(Acm)GDDK(biotin-
FcyRI peptid 6-aminohexanoil)-NH, Bonetto (113)
. ADGA(CLRSGRGC)cikloGAAK(biotin-6-
FcyRI B 114
cyRI peptid aminohexanoil)-NH, erntzen (114)
. biotin-6-aminohexanoil- Medgyesi
FcyRII peptid
CYREpept BSRTPEVTC(Acm)VVVDVSHEDPY -NH, (115)
. WAWVWLTETAVK(biotin-6-
FeyRlla peptid aminohexanoil)-NH, Berntzen (116)
CNN33.051 Ac-"*C(Acm)NNKTENGTGPC(Acm)TNVSTVQ™' - Sissal (109)
(CNN/Siisal) NH,

CNNas340 (CNN1) | Ac-*C(Acm)NNKTFNGTGPC(Acm)TNVST**-NH,
CNNa33.047 (CNN2) Ac-"*C(Acm)NNKTFNGTGPC(Acm)TNV**"-NH,

CNNQ233.247 Ac-"’C(Acm)NNQTFNGTGPC(Acm)TNV**-NH,

CNNK33.247 Ac-"*C(Acm)NNKTFNGTGPC(Acm)TNV**-K-NH,
CNNQK 33247 Ac-"*C(Acm)NNQTFNGTGPC(Acm)TNV**-K-NH,

CNNa33.245 (CNN3) Ac-*C(Acm)NNKTFNGTGPC(Acm)T**-NH,
itrullinalt

Citrullina biotin-6-aminohexanoil-XPAPPPISGGGYXAX-NH, | Cornillet (107)
fibrin B 60-74
Fibrin  60-74 biotin-6-aminohexanoil-RPAPPPISGGGYRAR-NH, | Cornillet (107)

Citrullinalt Ac-XPAPPPISGGGY XA XK (biotin-6-
fibrin B 60-74 aminohexanoil)-NH,
Fibrin B 60-74 Ac-RPAPPPISGGGYRARK(biotin-6-aminohexanoil)-

NH,

Citrullinalt Ac-GPXVVEXHQSAC(Acm)KDSK(biotin-6- .
fibrin o 36-50 aminohexanoil)-NH, Cornillet (107)
Fibrin o 36-50 Ac-GPRVVERHQSAC(Acm)KDSK (biotin-6- Cornillet (107)

aminohexanoil)-NH,

3. tablazat. A kisérleteim soran alkalmazott peptidek. Az Fcy receptorhoz kot6dd peptideket a fagocitozis
kisérletekben vizsgaltam. A komplement aktivald peptidek (CNN) koziil kivalasztottam a legalkalmasabbat,
melyet a nanopartikulumokhoz kapcsoltunk. Vizsgaltam tovabba a fibrin o és [ lanc epitopjainak megfeleld
peptideket is.
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Célunk olyan peptid epitdép szarmazékok szintézise volt, melyek alkalmasak a feliiletiikon
karboxyl (-COOH) vagy amino (-NH;) csoportot tartalmazd6 PLGA nanorészecskékhez
torténd kapcsolasra. Amennyiben a szekvencia nem tartalmaz lizint — a peptid szekvencidjat
C-termindlison egy Lys-nel hosszabbitottdk meg, annak oldallancan 1évé e-NH, csoportot
felhasznalva a nanopartikulum feliiletén 1évé -COOH csoporttal torténd kapcsolasra. A
masodik esetben a peptid analég C-termindlisan taldlhatdé karboxil csoportjan keresztiil

torténik a kapcsolas. Minden esetben az peptidek N-terminalisat acetil csoporttal védtiik.

A peptidek szintézisét szilard fazisa peptidszintézissel végezték, Fmoc/Bu stratégiat
alkalmazva az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoporttal egyiittmiikddve. Szilard
hordozoként Rink Amid Chem Matrix gyantat ill. Cl-tritil gyantat hasznaltunk. A peptideket
SYRO (MultiSyntech) automata peptidszintetizator alkalmazasaval alliottuk eld.

A peptidek tisztasdganak ellenérzésére analitikai RP-HPLC-t alkalmaztunk (KNAUER
késziilék, Phenomenex Luna, C18, 250 x 4mm, Smm szilika, 100 A oszlop). Az
elvalasztashoz linedris gradiens elucidt alkalmaztunk. Az elvalasztdsokat szobahdmérsékleten

végeztiik, a folyasi sebesség 1 ml/perc volt. A detektalas abszorbancia mérésével tortént.

A peptidek jellemzésére tomegspektrometrids méréseket (Bruker Esquire 3000+ tipusu

ioncsapdas tomegspektrométer késziilék) és aminosav analizist alkalmaztunk.

5.3. A szérumok és vér gyiijtése

A szérumokat 4 ml-s Vacuette nativ csébe (454204, Greiner Bio-One, Kremsmuenster,
Ausztria) vetettiik le, majd 1 oraig szobahémérsékleten valod inkubdlds utan 1 oraig jégre
tettiik, majd centrifugaltuk 4 °C-on, 15 percig 2000 g-n. A feliiliszot a porcidzas utan -80°C-

on taroltuk.

A sejtszeparalashoz 9 ml-es Vacuette litium-heparinos véralvadasgatlot tartalmazo csoveket
(455084, Greiner Bio-One, Kremsmuenster, Ausztria) hasznaltunk, 6sszesen 30-35 ml-vérbol
izolaltunk PBMC-t (peripheral blood mononuclear cell, periférids vér mononuklearis sejtjei)

vagy B-sejteket.
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5.4. PBMC izolalas vérbol

A vért kétszeresére higitottuk steril 2% FCS-PBS-sel (fetalis borji szérum - phosphate
buffered saline, Gibco,Waltham, Massachusetts). 30 ml vér ala 15 ml szobahémérsekleta
steril fikollt (17-1440-03, GE Haelthcare, Chicago, Illinois) rétegeztiink egy pipettor
segitségével. A centrifugalas 930 g-n tortént 20 percig, szobahdémérsékleten és a ledllas a

centrifuga fékjének kikapcsolasaval tortént.

A PBMC-t leszivtuk a fikoll és a plazma kozotti hatarrétegrdl, majd 2x megmostuk steril 2%
FCS-PBS-ben 324 g-n (1300 rpm) 10 percig és a vérlemezkék eltavolitasahoz 15 percig
fugaltuk 200 g-n 4 °C-on. Ezt kovetden a sejteket megszamoltuk.

5.5. Magneses B-sejt szeparalas negativ szelekcioval (130-091-151, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Németorszag)

A PBMC izolalast kovetden a sejteket steril MACS pufferben [0,5 % BSA (sc-2323, Santa
Cruz Biotechnologie, Dallas, Texas), 2 mM EDTA PBS-ben] vettiik fel, majd 100 ul
ellenanyag koktélt adtunk 10° sejthez, mely a B-sejteket kivéve minden més sejtet megjeldl,
és 10 percig inkubaltuk 4 °C-on. Ezutan 200 pl anti-biotin mikrogyongyét adtunk 10° sejthez
¢és 10 percig inkubaltuk 4 °C-on, majd megmostuk 15 ml MACS pufterrel 324 g-n 10 percig 4
°C-on. Az LS oszlopot a magnesen 2 ml MACS pufferrel nedvesitettik, majd a
sejtszuszpenzidt az oszlopra rétegeztiik. Mostuk az oszlopot 3x1 ml MACS pufferrel, majd az
atfolyot Osszegytjtottiik, lefugaltuk (324 g-n 10 percig 4 °C-on) és megszamoltuk a B-
sejteket. A B-sejt tisztasagot minden alkalommal ellendriztiik: fikoeritrinnel konjugalt anti-
CD19 ellenanyaggal (21260194 ImmunoTools, Friesoythe, Németorszag) jeldltiik a sejteket

¢s aramlasi citofluorimetridval lemértiik. A B-sejt tisztasag minimum 90 % f616tti volt.
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5.6. Magneses monocita szeparalas pozitiv szelekcioval (130-050-201, Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach, Németorszag)

A sejteket felvettik MACS pufferben, majd 20 pl CD14 mikrogydngydt adtunk 107 sejthez,
és 15 percig inkubaltuk 4 °C-on. A mosas 15 ml MACS pufferben tortént 324 g-n 10 percig 4
°C-on. Az LS szeparalod oszlopot ugy készitettiik eld, hogy a magneshez illesztettiik, majd
nedvesitettilk 2 ml MACS pufferrel. A sejt tiledéket felvettiik 500 pl MACS pufferben, majd
az oszlopon ateresztettiik. Ezutan kovetkezett az oszlop moséasa 3x3 ml MACS pufferrel, majd
levettiik az oszlopot a magnesrdl és 5 ml sejtmédiumban elualtuk a sejteket és megszamoltuk.
A monocita tisztasdg 95% folotti volt: FITC-el konjugalt anti-CD14 ellenanyaggal
(212620143, ImmunoTools, Friesoythe, Németorszag) jeloltiik a sejteket és aramlasi

citofluorimetriaval lemértiik.

5.7. A citrullin tartalmu fibrin P60-74 peptidre specifikus ellenanyagok kimutatasa

szérumbol indirekt ELISA modszerrel

A 96 lyuki ELISA mikrotitrdld lemezeket (655001, Greiner bio-one, Kremsmuenster,
Ausztria) fedtiink 5 pug/ml B60-74Cit és B60-74Arg peptidekkel és 4 °C-n inkubaltuk egy
éjszakan at. Otszori mosas (0,05 % Tween 20 / PBS) utan a lemezeket fél 6raig, 37 °C-on
blokkoltuk 200 pl/lyuk blokkolo6 oldattal (2 % BSA / 150 mM NaCl / PBS). A szérumokat
100x higitasban vittiik fel a lemezre (100 pl/lyuk, 2% BSA / 2 M NaCl / PBS-ben oldva),
majd 4 °C-on, razatva inkubaltuk egy éjszakan at. Otszdri mosast kdvetden, a lemezt nyul
anti-human IgG-HRPO (6140-05, Southern Biotech, Birmingham, Alabama) mésodlagos
ellenanyaggal fedtiikk 2000x higitasban, (2 % BSA /150 mM NaCl / PBS-ben oldva, 100
ul/lyuk) 1 6raig, 37° C-on. A szinreakciot TMB szubsztrat (T4319, Sigma-Aldrich, Saint Luis,
Missouri,) (50 ul/lyuk) hozzaadasa utan, 5-15 perc inkubélési id6t kdvetden detektaltuk. Az
enzimreakciot 2 N H,SO4-val allitottuk le (50 pl/lyuk), majd ELISA Reader segitségével 450

nm hulldmhosszon olvastuk le az optikai denzités értékeket (117).
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5.8. A citrullinalt fibrinf60-74 peptid-specifikus ellenanyagok kimutatisa RA-s vérbol

izolalt B-sejtek feliilluszojabol

A B60-74Cit peptidre magasan pozitiv szérumi betegekbdl MACS-sal izolalt B-sejteket
eldaktivaltuk poliklonalis nem specifikus metilalatlan CpG oligonukleotiddal (ODN-2006, 5'-
tcgtegttttgtegttttgtegt'-3’, 7,5 pg/ml, Sigma-Aldrich, Saint Luis, Missouri) és BAFF (B-cell
activating factor, 11343434, ImmunoTools, Friesoythe; Németorszag) citokin (1,5 ng/ml)
stimulusokkal. U alju lemezen lyukanként 10° sejtet 5 napig tartottunk sejtkulturaban, és
ezutan vizsgaltuk 100 pl feliiliszot kettéosztva két parhuzamos mintdhoz. A B-sejtek B60-
74Cit peptidre specifikus IgG izotipusu ellenanyag termelését a fent leirt ELISA modszerrel
(a kiilonbség, hogy szérum helyett a feliiliszéval inkubaltuk a lemezt) vizsgaltuk. A feliiluszo
total IgG szintjét gy vizsgaltuk, hogy kecskében termelt anti-human IgG+M-mel (109-006-
127, Jackson Laboratories, Bar Harbor, Maine) (500 ng/lyuk) fedett lemezen inkubdltuk a
feliiluszot, majd anti-human IgG-HRPO-val (6140-05, Southern Biotech, Birmingham,
Alabama) ¢s a 3.6. fejezetben részletezett TMB szubsztrat segitségével detektaltuk a kapott
jeleket.

5.9. Az autoreaktiv B-sejtek kimutatasa citrullin vagy arginin tartalmu peptidekkel

fedett fluoreszkaléo mikrogyongyok segitségével

A B-sejteket periférias vérbol izolaltuk az 5.5 fejezet szerint. 2,5x10° sejthez 0,5 ul 1 pm-es
neutravidinnel fedett yellow-green fluoreszcens gyongy keriilt (2,5x10" db gyongy). A
kisérlethez kiszamolt gyongymennyiség megmosadsa kovetkezett 1 ml 2% BSA-PBS-ben
eppendorfcsdben asztali centrifugdban 10000 rpm-en 4 percig. Ezutan a feliiluszot leszivtuk,
majd a gyongyoket 2% BSA-PBS-ben vettiik fel. Vortexeltiik, majd 10 pg citrullin vagy
arginin tartalmu peptidet adtunk a gyongyokhoz. A gydngydket 100 ul 2% BSA-PBS-ben
razotermostatban 1 h-ig, 4 “C-on inkubaltuk, majd mostuk 4x1 ml 2% BSA-PBS-ben 10000
rpm-en 4 percig. A feliiluszot leszivtuk és a gyongyoket 20 pl 2% BSA-PBS-ben vettiik fel,
majd a sejtekhez adtuk. A sejteket a gyongyokkel inkubéltuk 1 h-ig, 4 °C-on razdasztalon

FCS (fetal calf serum) mentes médiumban. Mostuk 2x1 ml FCS mentes médiumban 8 percig
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1300 rpm-en, majd FACS pufferben vettik fel a sejteket és lemértik aramlasi

citofluoriméteren.

5.10. U937 monocota sejtvonal kezelése, fenntartasa

Az U937 sejtekbdl tizszeri passzalas utan 0j fagyasztott mintat vettlink fel. A sejtek Penicillin
¢és Streptomycin tartalmi RPMI-1640+10% FCS médiumban tenyésztek. A sejteknek hetente
ellendriztiik az Fey receptoraik expresszidjat, melyek 12-es passzazs szdmnal nem valtoztak

meg (14. ébra).

5.11. Fcy receptor expresszio ellendrzése U937 sejteken

Az FcyRI receptorhoz FITC-cel jelolt egérben termelt anti-human CD64 (558592, BD
Pharmingen, San Jose, Kalifornia), az FcyRII receptorhoz egérben termelt anti-huméan CD32
(21330321, ImmunoTools, Friesoythe; Németorszag) és Alexa647-¢l jelolt kecske anti-egér
IgG-t (A21236, Molecular Probes, Eugene, Oregon), ¢s az FcyRIII receptorhoz FITC-cel
jelolt egérben termelt anti-humén CDI16 (555406, BD Pharmingen, San Jose, Kalifornia)
ellenanyagokat hasznaltunk. 5x10° sejtet inkubaltunk az Fcy receptorokra specifikus
ellenanyagokkal jégen, majd kétszer 1 ml FACS pufferrel (PBS, 0,5% FCS, 0,1% Na-azid)
mostuk a mintakat (1250 rpm, 8 perc, 4 °C). Ezutan FACS pufferben vettiik fel a sejteket és

lemértiik FACSCalibur aramléasi citofluoriméteren.

5.12. FcyRI -hez kot6do peptidek funkcionalis integritasanak vizsgalata

FcyRI és II receptorokhoz kotddd peptid funkciondlis integritasat az érett makrofagokat

modellez6 U937 sejtvonalon vizsgaltuk. A biotinalt peptideket 0,1/1/10/50 pg/ml-es
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koncentracioban inkubaltuk 5x10° sejttel 1 6raig jégen. Az inkubacid 100 ul térfogatban, a
peptid bekebelezés gatlasa céljabol jégen tortént. A nem kotddott peptideket kétszeri mosassal
tavolitottuk el (1250 rpm, 8 perc, 4 °C). A peptid kotdédését 20 pg/ml streptavidin-
DyLighyt488 (21832, Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts) konjugatum
segitségével detektaltuk (1 ora, 4 °C, melyet kétszeri mosas kovetett). A biotinalt peptideket
molarisan 4:1 aranyban Osszekevertiik a fluoreszcens festékkel jelzett streptavidinnel, és 800
rpm-mel razoétermosztatban razattuk 1 6raig 37 “C-on. Molekulasuly alapjan el lehetett volna
valasztani a tetramereket a tobbi konjugatumtol, de ez jelentds anyagveszteséggel jart volna,
ezért nem tettiik meg. {gy nemcsak tetramereket inkubaltuk a sejtekkel, de az egyszerliség
kedvéért tovabbra is igy emlitem a multimereket. A tetramereket 10 pg/ml
peptidkoncentracidban adtuk a sejtekhez a fent leirt protokoll alapjan. A peptidek kotodését
aramlési citometridas modszerrel mértilk. A human IgG-vel valo leszoritds kisérletének
alkalmaval a peptiddel vald inkubaciot és mosast kovetden adtuk a jeldletlen humén IgG-t a
sejtekhez.  Miutan  kimostuk a  folosleget, jeloltik a  biotindlt  peptideket
streptavidinDyLight488-al.

5.13. U937 monocita sejtvonalon végzett Fc peptid kozvetitett fagocitozis vizsgalata

Az 1 pm atmérdjii streptavidinnel fedett yellow-green festékkel feltoltott gyongyoket (107 db/
minta) (F8776, Life Technologies, Waltham, Massachusetts) eldinkubaltuk eppendorf csdben
a biotinalt peptidekkel (5 pg) 100 pul PBS-ben. Pozitiv kontrollként 50 pg biotinalt 1gG-t
adtunk a gyongyokhoz, mig negativ kontrollnak olyan gyongyoket hasznaltunk, melyekhez
nem kotottiink peptidet. Egy oran at razatva 37°C-on, sotétben inkubaltuk a keveréket 800
rpm sebességgel, majd haromszor mostuk a gyongyoket 900 pul PBS-ben (4 perc, 10000 rpm).
A kisérleteinket U937 emberi monocita sejtvonalon végeztiik. A sejtek memranjat neuro-Dil
festekkel (60016, Biotium, Hayward, California) (5 pg/ml) jeloltik 5 mM gliikozt és 1%
BSA-t tartalmaz6 Hanks’ pufferben 10 percig 37 °C-on. A sejteket 2x mostuk 10 ml
médiumban 1250 rpm-en, 8 percig. A sejteket 8 lyuka kamraba tettik ki 10° sejt/lyuk
stiriséggel 100 ul RPMI-I + 10% FCS médiumban mintanként. A gyongyoket 100 pl
médiumban vettiik fel, majd a sejtekhez adtuk. Az inkubécié O/N tortént 37 “C-on. Olympus
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Fluoview 500 konfokalis mikroszképpal (Hamburg, Németorszadg) készitettik el a

felvételeket.

Az aramlasi citofluorimetrids mérésekhez a sejteket a sejttenyésztd lemezrdl attettiik az
inkubéacio lejarta utan FACS csovekbe, majd kétszer mostuk 1ml FACS pufferben (8 perc,
1200 rpm). 200 pul FACS-pufferben vettilk fel a mintakat, és aramlasi citofluoriméterrel

mértiik az FL-1 csatorndban a monocitak altal internalizalt gyongyok mennyiségét.

A fagocita index szamitasa a kovetkezOképen tortént:

gvingy pozitiv sejtek %o-a ¥ pozitiv sejtek atlagos fluoreszeencia intenzitasa (MFET )
kontroll mintabana gyongy pozitiv sejtek %s-a * kontroll mintaban a pozitiv sejtek MFI-je

Fagocita index =

Az 4ramlési citofluorimetrias mérések kiértékelésénél a kontroll mintaval, azaz a sejtek altal
felvett tires gyongyokkel mért aspecifikus jellel elosztottuk a peptidekkel fedett gyongyokre
kapott specifikus jelet, tehat a fagocita index megmutatja, hogy a specifikus gyongyfelvétel

hanyszorosa az aspecifikus fagocitozisnak.

5.14. Makrofag differenciacio

A MACS-sal izolalt primer monocitakat rekombinans human M-CSF-fel (macrophage colony
stimulating factor) (216-MC-005, R&D System, Minneapolis, Minnesota) stimulaltuk, ugy,
hogy 50 ng/ml végkoncentracidban adtuk 10° sejt/ml-hez és sejttenyészté lemezen inkubaltuk
5 napig. Az utolsd 24 ordban 20 ng/ml PMA-t (Phorbol 12-myristate 13-acetate) (P8139,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri) és 100 ng/ml LPS-t (bakterialis lipolopiszacharid)
(L2880 Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri) adtunk a sejtekhez.
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5.15. B-sejtek makrofagak altali internalizaciojanak vizsgalata

Az M-CSF jelenlétében differencialtatott primer human makrofagokkal és MACS-al izolalt 5
uM CFSE-vel (Carboxyfluorescein succinimidyl ester, 21888, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri) feltoltott primer B-sejtekkel végeztiik a kisérletet. A CFSE-s feltoltéshez a
sejtkoncentraciot 2x10° sejt/ml-re allitottuk be 5% FCS-PBS-ben, majd 10 percig inkubaltuk
37 °C-os vizflirddben, ezt kovetden pedig feltoltottiik a falkont PBS-sel és 4 “C-on 30 percig
inkubaltuk. A mosas (324 g-n 10 percig 4 °C-on), majd a blokkolas kovetkezett 10 pg/ml
humén IgG-vel jégen. A Xencor cég elleanyagai: 10 pg/ml az XMab5574 anti-CD19
ellenanyag, mely modositott Fc része révén az Fc receptorhoz joval nagyobb affinitdssal
kotédik és az XMab6184 ellenanyag, melynek az Fc része nem koti az Fey receptort. Az
ellenanyagokat inkubaltuk a CFSE-cel feltoltott B-sejtekkel jégen 1 oraig. A folosleget
kétszer kimostuk (1250 rpm, 10 perc, 4 °C). A makrofagok sejtmagjanak feltdltése 10 uM
Draq5 DNS festékkel és a membranjuk festése pedig 5 pg/ml NeuroDil-al [1 % BSA HBSS
(Hank's buffered salt solution) + 5 mM gliikkéz oldatban] tértént 10 percig 37 °C-on. 10°
Makrofagot 3x10° B sejttel inkubaltuk egyiitt 24 6raig sejttenyésztd koriilmények kozott, (37
°C, 5% COy) majd Olympus Fluoview 500 konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk a sejteket.

5.16. A komplementaktivalo peptid hatasvizsgalata sejtmentes rendszerben

A 96 lyuku lemezt el8szor PBS-ben higitott 5 ng/ml neutravidinnel, majd a 1 pg/ml biotinnal
jelolt peptiddel fedtiik, és BSA-val blokkoltuk. Negativ kontrollként 10-10 pg/ml humén
szérum albumint alkalmaztunk, pozitiv kontrollnak pedig human IgG-t. A késobbiekben
elhagytuk a neutravidint az aspecifikus hattérreakciok miatt, és 5 pg/ml peptiddel fedtiik a kis
molekulakkal is fedhetd (high binding) lemezeket. A lemezeket 5x mostuk PBS és 0,05%
Tween-20 keverékével. A szabad kotdhelyeket egy blokkold pufferrel fedtiik be ( 200 pl/lyuk,
1 h, 37 °C-on, a puffer dsszetétele: 40 mM TRIS-HCI pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% BSA, 0,1%
Tween-20). Ezutan a lemezre PBS-ben oldott 4mM CaCl,+2mM MgCl, oldatban 1:100-ra
higitott friss, egészséges véradoktol gylijtott kevert szérumot adtunk, mint komplement forras,

majd a lemezt egy 6rat inkubaltuk 37°C-on. Kontrollként hdinaktivalt szérumot, vagy 10 mM
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EDTA-val (etiléndiamin-tetraecetsav) eléinkubalt szérumot, valamint C3 és C1q komplement
komponens mentes szérumot alkalmaztunk. A héinaktivacio 56°C-on torténik fél ora alatt, és
e hdhatas biztositja azt, hogy a komplement rendszer komponensei inaktivalodjanak. A
mosast kdvetden a szilard felszinhez kot6dd komplement hasitasi termékeket a komplement
komponens C3-ra specifikus tormaperoxidazzal konjugalt ellenanyaggal mutattuk ki, vagy
nyulban termelt anti-C4 ¢és anti-C9 ellenanyagokkal, melyeket egy anti-nyual-HRPO
masodlagos ellenanyaggal detektaltuk. Az eléhivas 50 pl 3,3.5,5'-
Tetramethylbenzidine (TMB) szubsztrattal tortént, szobahdmérsékleten. A szinreakcio
leallitasa 50ul 2N-os kénsavval (H,SOy) tortént majd a mintak optikai denzitdsanak mérését

ELISA leolvaso késziilék segitségével 405 nm hulldmhosszon végeztiik.

5.17. A CNN peptid altal aktivalt komplement utvonalak meghatarozasa

Annak vizsgalatara, hogy a komplementaktivalas milyen uton torténik, egy klasszikus utat
szelektiven gatlo szer, a sodium-polyanethol-szulfonsav (SPS) (444464, Sigma Aldrich, Saint
Louis, Missouri) jelenlétében is végeztiink kisérleteket. Azokban a mintdkban, melyekben a
komplement rendszer klasszikus utjat gatolni szerettiik volna, az 50-szeresre higitott szérumot

felvitel eldtt 60 percig 37°C-on eldinkubéltuk SPS-sel 10 mg/ml végkoncentracioban.

A komplement rendszert aktivaldo  rovid  peptidek  kozil a @ Ac-
PICNNKTFNGTGPCTNV*Y-NH, (CNN2) szekvenciajt valasztottuk ki, amelyet tovabb
vizsgaltunk az aktivalas mechanizmusanak tovabbi jellemzése céljabol. Osszehasonlitottuk
kiilonféle specifikus inhibitorok hatasat: a lektin utra specifikus MASP1 inhibitort, az SGMI2,
a lektin és az alternativ utat egyarant blokkold szerin protedz inhibitor ecotint, valmint
ugyanezt az inhibitort Mg-EDTA-t tartalmazd pufferben, ez utdobbi a klasszikus nut
aktivalodasat nem teszi lehet6vé. Az NHS-t el6inkubdltuk a gatloszerek kiillonbozo
higitasaival és egyiittesen tettiik a CNN peptiddel fedett lemezre. Az ecotint 10 mM-os, az
SGMI-2-t 5 mM-os koncentracioju oldatbdl felezd higitassal higitottuk tovabb. A Mg**-
EDTA-t 10 mM-ban adtuk az inhibitorokhoz.
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5.18. Modell a komplementaktivalo peptid miikodésének vizsgalatara B-sejteken

A CNN2 peptid mitkodését sejteken eldszor egy modellrendszerben probaltuk ki, olyan
bispecifikus konstrukciot hoztunk 1étre, ahol a bitotinalt CNN2 peptidet €és a szintén biotinalt
FcyRII-h6z kapcsolodni tudo, korabban altalunk azonositott IgG peptidet (RP peptid (115))
DyLight488-al jelolt streptavidinnel kotottiink ossze (10-10-30 pg/ml aranyban). Ennek
konstrukcionak a hatasat vizsgaltuk Raji B-sejtvonal sejtjeire. Ebben a kisérleti rendszerben
az RP peptid az FcyRIl-hez kotddve irdnyitja a komplementaktivald CNN2 peptidet a
sejtekhez, ahol a komplementaktivacio eredményeként sejtlizis kovetkezik be, a sejt elpusztul.
A két peptidbdl 5-5 pg/ml- t hasznéltunk, ezeket 30 pg/ml jelolt streptavidinnel kotottik
Ossze. Komplementforrasként 10%-os kevert huméan szérumot médiumban higitva

hasznaltunk, kontrollnak pedig hdinaktivalt szérumot adtunk.

5.19. A bioldgiailag lebomlé PLGA (poli tejsav-glikolsav) nanopolimerek eléallitasa

A polimerek szintézise az ELTE Kémiai Intézetének Hatarfeliileti- és Nanoszerkezetek

Laboratériumaval valo kollaboracid keretében tortént.

5.20. Peptidek kapcsolasa nanorészecskékhez

A szintetizalt peptid epitopokat kovalens/peptid kotésen keresztiil kapcsoltuk a
nanorészecskék feliiletén 1évo karboxyl- vagy amino-csoportokhoz vizes kdzegben/ pufferben
6-7 pH-n, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropyl)-karbodiimid (EDC) ill. n-hydroxyszukcinimid
(NHS) kapcsoloszerek jelenlétében.

A kapcsolds menete: ~10-100 mg/ml-es nanorészecskéket tartalmazd oldathoz &llando

szonikalas mellett — szobahdmérsékleten - hozzdadtuk a ~10-50 ekvivalens EDC és NHS
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tartalmazd oldatot és 15-20 percig reagaltattuk. Kézben elkészitjiik a ~10-50 ekvivalens 1:1
aranyu peptidkeveréket tartalmazo vizes oldatot és az elobbi reakcid elegyhez adtuk, tovabb
szonikaltatjuk 3-5 oran keresztiil. A reakcioelegyet desztillalt vizzel szemben dializaltuk 24
oran keresztlil, az el nem reagalt komponensek eltavolitdsa céljabol. A kapcsolodas
mértékérél NMR vizsgalat segitségével kaphatunk informaciot. (A peptidkapcsolast Magyar
Anna, az NMR vizsgalatot Schlosser Gitta végezte).

5.21. A PLGA nanopolimerek hatasanak vizsgalata az autoreaktiv B-sejtek

ellenanyagtermelésére ELISPot médszerrel

A MABTECH ELISPOT "™ for Human IgG (3850-2HW, MabTech, Nacka Strand,

Svédorszag) kitet alkalmaztuk.

A PBMC in vitro poliklondlis stimulalasa: a sejteket a TLR7/8 agonista R848-al (1 pg/ml,
SMLO0196, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri) és a rhIL-2 citokinnel (10 ng/ml, 11340023,
ImmunoTools, Friesoythe; Németorszag) aktivaltuk, majd 72 6rdig inkubaltuk sejttenyészto

lemezen, RPMI I-10 % FCS médiumban, 37 °C-on 5 % CO, széndioxid termosztatban.

Lemez eldkezelése: steril flilkében a lemezen a nitrocellulozmembrant benedvesitettiik steril
PBS-sel (50 ul/lyuk), amig a peptidet kihigitottuk, majd eltavolitottuk a PBS-t. A lemezt 5
pg/ml, steril PBS-ben beoldott B60-74Cit peptiddel fedtiik (100 pl/lyuk) és a total IgG
kimutatashoz a mAbs MT91/145 ellenanyaggal (MabTech, Nacka Strand, Svédorszag) (15
ug/ml, steril PBS, pH 7,4-ben oldva) 2 o6raig szobahdémérsékleten inkubaltuk a megfeleld
lyukakat, majd mostuk 5-szor steril PBS-sel (200 pl/lyuk). Ezutdn a lemez blokkolasa
kovetkezett: 200 pl/lyuk RPMI I+ 10 % FCS médiummal, 30 percig, szoba hémérsékleten.

A sejteket inkubdltuk 1000x mennyiségli PLGA nanorészecskével, 1 ordig jégen, majd
mostuk 3x 350 g-n 8 percig 4 °C-on. Ezutan 10,5,3,1 %-os aktiv vagy inaktiv szérumban

inkubaltuk egy 6raig 37 °C-os CO; termosztatban, majd mostuk 3x 350 g-n 8 percig.

Sejtek felvitele a lemezre: Total IgG detektalashoz 50 000 sejtet, antigén specifikus IgG

detektalashoz 4x10° sejtet vittiink fel lyukanként, harom parhuzamos mintaval dolgozva, majd
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22 éraig tenyésztettiik 37 °C-on, 5 % CO, termosztatban. A sejtek eltavolitasa utan a lemezt

5-sz6r mostuk 200 pl/lyuk PBS-sel.

Spotok detektalasa (tobbé nincs sziikség steril koriilményekre): a lemezt inkubaltuk mAbs
MT78/145 biotinalt ellenanyaggal (MabTech, Nacka Strand, Svédorszag) (1 pg/ml, PBS-0,5
% FCS-ben oldva, 100 pl/lyuk), 2 oraig, szobahdmérsékleten. Ezutan 6tszér mostuk PBS-sel,
200 pl-el lyukanként. A biotinalt anti-humén IgG-t a tormaperoxiddz enzimmel a streptavidin
segitségével kapcsoltuk dssze (1000x-es higitdsban, PBS-0,5 % FCS-ben oldva, 1 6raig, szoba
hémérsékleten). A nem kotddott ellenanyagokat 6tszori mosassal tavolitottuk el (200 pl/lyuk
PBS-sel), majd a szobahdémérsékleti TMB enzim-szubsztrattal (3651 MabTech, Nacka
Strand, Svédorszag) inkubaltuk 10-15 percig (100 pl/lyuk). A reakciot desztillalt vizzel
allitottuk le, és mostuk at alaposan, majd a nitrocellul6zmembrant sotétben szaritottuk ki. A
lemezt ImmunoScan késziilékkel olvastuk be és az ImmunoSpot (Cellular Technology

Limited, Shaker Heights, Cleveland) programmal értékeltiik ki.

5.22. A bispecifikus PLGA nanopolimerek sejtpusztito hatasanak vizsgalata

A sejtpopuléacio tisztasagat a B-sejtekre specifikus molekuldk (CD19) kimutatasa alapjan
aramlasi citometridval ellendriztiik. A tisztasdg 92-95%-nak bizonyult 4tlagosan. Miutén a
naiv B-sejtek kozott a citrullin tartalmu peptideket felismerd sejtek gyakorisaga igen alacsony
volt, tovabbi kisérleteinkben eldaktivaltuk a B-sejteket poliklonalis nem specifikus stimulusok
(CpG, 1 pg/ml és rhIL-2 citokin 10 ng/ml) jelenlétében. Ennek sordn a sejteket 2 napig
tartottuk sejtkultiraban, és ezutan vizsgaltuk a peptideket felimerd sejtekre gyakorolt B60-
74Cit és CNNQK peptiddel fedett PLGA hatdsat szérum jelenlétében. A sejteket 20 percig
inkubaltuk 7-AAD DNS-festékkel (A1310, Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts), hogy a kulturdban elpuszult sejteket majd kikapuzzuk a mérés soran, majd 2x
mostuk (1300 rpm, 8 perc 4 °C). A PLGA nanopartikulumokat 5000x mennyiségben
inkubaltuk a p60-74Cit peptidre pozitiv szérumu betegek B-sejtjeivel 1 6rdig jégen. A mosast
kovetden (2x, 1300 rpm, 8 perc 4 °C) a sejtek 20 % KHS-sel (kevert human savo) inkubaltuk
37 °C-on CO; termosztatban, majd TO-PRO®-3 (T3605, Thermo Fisher Scientific, Thermo
Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts) DNS-festékkel jeloltiik a komplement aktivacid
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soran elpusztult sejteket. A PLGA-pozitiv elpusztult sejteket az FL1/FL4 duplapozitiv
kvadransban detektalhattuk a FACSCalibur flow cytometer-en (Becton-Dickinson, San Jose,

California), és az adatokat FlowJo software segitségével analizaltuk.

5.23. A komplement-medialt lizis hatékonysaganak fokozasa a hSCR18-20 fehérje

segitségével

A szérumot eldinkubdltam egy oraig szobahOmérsékleten 1,2 mg/ml hSCR18-20 ¢és
kontrollként hSCR16-17 fehérjékkel. A protokoll a tovabbiakban megegyezik a 3.18 ¢és 3.19.
fejezetekben leirtakkal.

5.24. Statisztikai analizis

Az RA-s betegek szérumanak pozitivitdsat a vizsgalt peptidre kapott optikai denzitds (OD)
értekek hanyadosaként, a citrullin/arginin tartalmt peptiddel kapott OD indexként dbrazoltuk.
Az OD indexek diagnosztikus hatékonysagat ROC (Receiver Operator Characteristic) gorbe
analizis segitségével vizsgaltuk meg a GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc., La Jolla,
California) szoftver segitségével, valamint a teszt szenzitivitds- és specificitds értékeit is

kiszamoltattuk.

A hatarérték feletti RA betegek szama szdzalékosan az 6sszes RA beteghez képest adja meg a
szenzitivitas értéket. A specificitds (melyet 95%-nal huztuk meg, mert ez a leggyakrabban
alkalmazott érték a diagnosztikdban) a hatarérték alatti, illetve az Osszes kontroll aranya
szazalékosan kifejezve. A szenzitivitas és specificitas értékeket ugy szamoltuk, hogy az adott
definicid szerint kiszamoltuk a hatarértéket, vagyis az egészséges kontroll csoport atlagdhoz
hozzaadtuk a kétszeres korrigalt tapasztalati szordst (standard deviation, SD). Valamint a
ROC gorbe analizis eredményeinek alapjan az egyes tesztek specificitds értékeit

egységesitettiik, ezaltal szenzitivitasi értékiik egyértelmiien 6sszemérhetove valt.
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A tovabbi kisérletek soran a Mann-Whitney tesztet alkalmaztuk, ha a fiiggetlen mintdk nem
voltak normal eloszlasuak. Ha normal eloszlastiak voltak a mintak, és kiilonb6zo kezelést
kaptak (pl. aktiv/inaktiv szérummal torténd inkubacid), akkor paros t-probat alkalmaztunk.
Kettonél tobb fliggetlen csoport vizsgalata esetén az egyszempontos varianciaanalizis probat
(ANOVA) végeztiik. A teszteket p < 0,05 értéknél tekintettiik szignifikdnsnak. A GraphPad
Prism 4 (GraphPad software, La Jolla, California, USA) programmal szadmoltuk ki a
statisztikai probakat.
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6. Eredmények

Az ACPA-specifikus B-sejtek elpusztitdsdhoz olyan bispecifikus konstrukcid létrehozasat
tliztiik ki a célul, amelynek egyik tagja célzottan az autoreaktiv B-sejtekhez kotddik (6.1.
fejezet), masik tagja pedig a B-sejtet elpusztito Un. effektor funkciot aktivalja. Ez torténhet a
komplementrendszeren keresztiil (6.3. fejezet), amelynek eredménye a B-sejt komplement-
fliggd lizise, vagy olyan Fcy receptortdl (FcyR) fliggd fagocitozis révén, amelynek
eredményeképpen az autoreaktiv B-sejteket fagocita sejtek kebelezik be (6.2. fejezet).
Elozetes kisérleteinkben mind a B-sejt célzdshoz, mind pedig az effektor funkcidk

aktivalasahoz kivalasztottuk a legalkalmasabb peptideket.

6.1. A citrullin tartalmi fibrin p60-74 peptidre specifikus ellenanyagok és periférias
vérbdl izolalt B-sejtek kimutatasa

G. Serre csoportja altal azonositott, a citrullinalt fibrin  ldncaban taldlhaté 15 aminosav
hosszusagu, citrullint tartalmazé szekvencia a XPAPPPISGGGYXAX (107). Munkank soran
eldallitottuk a kivalasztott epitopok arginint ill. citrullint tartalmaz6, N-terminélison biotinalt
szarmazékait (3. tablazat). A peptidek szabad N-terminalisat acetileztiik, C-terminalisat

amidaltuk.

A 170 Reumatoid Artritiszes beteg és 138 egészséges véradd szérumanak reaktivitasat a fibrin
B60-74Cit peptidre indirekt ELISA modszerrel teszteltiik. Az optikai denzitas (OD) értékek
hanyadosat, az ELISA indexet a citrullin és az arginin tartalma peptidre kapott OD érték
hanyadosa adta ki. Rendszeriinkben 95%-os specificitdsnal az N-terminalis végen biotinalt
fibrin B60-74Cit peptidre az RA-s szérumok 52%-a bizonyult pozitivnak (12/A 4bra). A ROC
gorbe analizis sordn a program az Osszes hatarértékhez kiszdmolja a szenzitivitast és
specificitast. Ha a gorbe alatti teriilet 0,5-0s érték alatti, akkor a peptid nem hasznalhato fel

diagnosztikai teszt fejlesztésére. A P60-74Cit peptid gorbe alatti teriilete 0,7661-nek
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bizonyult. A C-termindlisan biotinalt epitop 26,6%-0s szenzitivitds értéket adott 95%-os
jelentdsége van a fibrin f60-74 peptid esetében is (118) (11/B, 12/A. 4bra). Az a fibrin
citrullinalt epitdp 96,72 %-os specificitas értéknél csak 17,76 %-os szenzitivitds értéket

mutatott, ezért ezzel az epitoppal nem foglalkoztunk a késdbbiekben (11/A 4bra).

A - s
Fibrin a - Fibrina ROC gérbéje
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. ® Szenzitivitas: 17,76 %
ﬁ g I
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B o _
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X 10 = Srenzitivitas: 26,61 %
] N 2 75
£ 2
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8. abra. A fibrin a (A) és a C-terminalis végen biotinalt citrullin-tartalmi fibrin p60-74 (B) peptidre
specifikus ellenanyagok kimutatisa RA-s betegek szérumabol

A fibrin B60-74Cit peptidre specifikus ACPA jelenléte a szérumban arra utal, hogy az RA-s
betegek szervezetében ugyanilyen specificitasi BCR-rel rendelkez6 memoria B-sejtek és
plazmasejtek is el6fordulhatnak. Ez utdbbi tulajdonsadgot hasznaljuk fel arra, hogy a kérdéses
epitép peptid illetve mas hasonloan kotddésre képes peptidek, konjugalva az effektor
funkciokat kivalto peptiddel azokat célzottan a B-sejtekhez iranyitsak. A B-sejt receptorukat

elvesztett plazmasejteket nem tudjuk ezzel a mddszerrel célozni.

48



C
1000 KRE 00 £ 64 * = Gydingy
S — | GySngy +CEFlx
& 5+ = Gyangy + ArgRk:
x 1007 ™ 2
@ R & 4
° > =
[ = ] =
= 40 2 50 E 3
2 3
3
o g 24
1+ 25 n
= 14
2
0.1 —1— 0 T T T 1 g o
Egeszseges a % 50 75 100 @ RA Healthy

100% - Sensitivty %

9. abra. Az N-terminalis végen biotinalt citrullin-tartalmu fibrin $60-74 peptidre specifikus ellenanyagok
kimutatasa RA-s betegek szérumabol (A, B) és vérbél izolalt B-sejtekbél (C). A) Az N-terminalisan biotinalt
arginin vagy citrullin tartalmt fibrin B60-74 peptidek pozitivitisa RA-s vagy egészséges szérumokra és ROC
gorbe analizise (A, B). A f60-74Cit peptid ROC gorbe alatti teriilete 0,7661. C) A citrullin vagy arginin tartalmu
peptideket neutravidinnal fedett fluoreszkald mikrogyongyok felszinéhez kapcsoltuk és vérbol izolalt B-
sejtekhez adtuk. A kisérletet 3 egészséges és 3 f60-74Cit peptidre magasan pozitiv (a szérumok 9,8-15,4-es OD
értékek kozott vannak) beteg B-sejtjeivel végeztiik. Statisztika: *: p < 0.05, ***: p <0.001.

A gyulladt iziiletekben feldisulhatnak az ACPA termeld B-sejtek, de mi periférias
vérmintakhoz jutottunk hozza. Eldszor a teljes periférids mononukleéris sejtpopulacioban
(PBMC) vizsgaltuk a CD19+ és CD27+ (memoria sejtek), valamint a CD19+ CD27- (naiv B-
sejtek) populaciokra kapuzva a fibrin [ lancabol szarmazo peptid kotodését.
Osszahasonlitottuk a citrullint és az arginint tartalmazé peptidek sejtekhez vald kotddését.
Specifikus kotddést eldszor nem tudtunk kimutatni, ami lehetett az autoreaktiv B-sejtek
nagyon alacsony gyakorisaga miatt a periférids vérben. A kovetkezd kisérletekben izolalt B-
sejtekkel dolgoztunk. Mivel nanopartikulumokhoz kotve szerettiik volna a célzd és a pusztito
peptidet alkalmazni, ezért a citrullin és az arginin tartalmi biotindlt fibrin peptidet
fluoreszkalo, streptavidinnel fedett gyongyhoz kapcsoltuk és igy mutattuk ki a periférids
vérbdl az autoreaktiv B-sejteket. A B60-74Cit peptidre pozitiv betegek vérébol izolalt B-
sejteket stimulaltuk 48 oraig a TLR9 receptor agonista CpG oligonukleotidokkal és TNF
csaladbol vald B-sejt aktivalo faktorral (BAFF), mely stimulus az irodalmi adatok szerint
feldusitja a memoria B-sejteket, valamint az alacsonyabb aktivacids kiiszobbel rendelkezd
autoreaktiv B-sejteket (119). A CpG in vivo koriilmények kozott bakteridlis fertézés utjan,
vagy apoptotikus sejtekbdl keriilhet a B-sejtekbe. Az irodalmi adatok szerint autoimmun
betegek szérumaban kimutatott magas BAFF szint hozzdjarul az autoreaktiv B-sejtek

tuléléséhez (120). A mikrogydngyhoz kotés noveli a stimulalt sejtek altali kotés aviditasat, igy
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a megfeleld kontrollok alkalmazasa mellett a 4-5 %-os volt a P60-74Cit peptidre pozitiv B-
sejtek aranya (12/C ébra).

* %
0.6+

* K K

0.5

10. abra. IgG+M termelés 3 egészséges vérado B-sejtjeinek feliiliiszojabol. Statisztika: **: p < 0.01, ***: p <
0.001.

A tovabbiakban a tisztitott B-sejtek in vitro sejtkultraban torténd peptid-specifikus
ellenanyagtermelését vizsgaltuk. Az 13. abra a CpG és BAFF stimulusokra adott 1gG+M

ellenanyagtermelés mértékét mutatja 5 napos feliiliszobol egészséges véradok mintaibol.

Az ACPA-t kimutatdé ELISA rendszerben negativ kontrollként az arginin-tartalma peptidet
alkalmaztuk, valamint egészséges véradok B-sejt kultirajanak a feliiluszojat is vizsgaltuk. Az
RA-s betegek autoreaktiv B-sejtjei szignifikansan tobb (60-74Cit ellenanyagot termeltek,
mint B60-74Arg ellenanyagot, valamint az elleananyagtermelés a stimuldlatlan mintdkban
spontan is eléfordult, de a mértéke jelentdsen emelkedett a stimulusok hatisara (14. dbra). Az
egészséges donorok B-sejtjei nem termeltek ACPA-t. Feltehetden az arginin tartalmt peptidre
specifikus IgG temelés azzal magyarazhatd, hogy az er6s, nem antigén-specifikus in vitro
stimulus hatdsara olyan potencialisan autoreaktivitassal rendelkez6 B-sejtek s
stimulalodhatnak, amelyek az arginin tartalmt peptidre specifikusak. Ezek a sejtek a n. ,,alvo
autoreaktiv” sejtek lehetnek (121), amelyek a szervezetet nem kdrositjdk. Az arginin
deaminalasa citrullinna a sajatfehérjét megvaltoztatja, ami altal azt a BCR felismeri. Ugyanez
az erds, nem specifikus stimulus az ,,alvd” autoreaktiv sejteket is aktivalhatja, igy mindkét

esetben az aktivalt B-sejt ellenanyagtermeld plazmasejtté differencialodik.

50



0.7 = *E *Wx *H* FH* :I ﬁ()l)—?-fl- Arg
=l @ I 360-74 Cit
..
L 1
o e < H
® [ ]
- @
8 0.4 - 'l"
0.3 ol %o °cr-‘
o o s —
024 o g & o
A -l
0.1
e — ke o &
0'0'__1-_"‘:## ‘? T ? T ? T ? T
— [ —
o F 2 8 5 & 2 2
] m O (&) = m (&) 0]
5 + s +
2 S 2 5
(11] m
Egészséges RA

11. abra. RA-s (n=5) és egészséges (n=3) véradok B-sejt kultirajanak feliiliisz6jabél mért peptid-
specifikus ellenanyagtermelés. Az RA-s betegek szérumabdl mért ELISA OD indexek értéke 6-13,8-ig terjedt
(**:p<0.01, ***: p <0.001).

6.2. FcyRI-hez kotodo peptidek funkcionalis integritasanak vizsgalata

A kovetkezokben az Fc receptortdl fiiggd effektor funkcid kivaltasara alkalmas peptideket
vizsgaltuk. Szakirodalmi adatok alapjan kivalasztottunk két FcyRI-hez ¢és két FcyRII-hoz
kotédo peptidet (3. tablazat), amelyek a monocitdk aktivald Fcy receptorahoz kotddve

fagocitozist valthatnak ki.

Medgyesi David és munkatérsai azonositottak az IgG Fc részén taldlhato CH2 domén egy
szakaszat, amely kotodik a B sejtek és a monocitak II tipusti Fc receptorahoz is (115). Ez a
peptid a tovabbiakban RP peptid néven szerepel. Az RP peptid (3. tdblazat) mellett
Osszehasonlitottuk még tovabbi IgG Fc peptidek fagocitozis kivaltd képességét is. Stefan
Bonetto fagszelekcioval azonositott peptidje az [gG1 molekula Fc részével kompetal az FcyR-
koté helyért, és mikrogydongyhoz kotott formaban képes fagocitozist és oxidativ robbanast
kivaltani U937 sejtekben (113). Bernzten és munkatarsai is fagkonyvtarbol izolaltak egy
FcyRI-hez és FcyRIIA-hoz k6tddd peptidet, mely mikrogydngyhoz kapcsolva képes receptor-

medialt internalizacidra és a savas kompartmenben degradacidéra U937, illetve a kronikus
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mieloid leukémia eredetti K562 sejtvonalon végzett kisérletekben (114, 116). Az FcyRI-hez

kotédo peptidszakasz tartalmaz két ciszteint is, melyek ciklizalasaval egy 0j peptidet is

megvizsgalhattunk.

6.2.1. Az U937 sejtvonal karakterizalasa

FcyR-hoz kot6dd peptidek funkcionalis integritdsat a monocitdkat modellez6 U937
sejtvonalon vizsgaltuk. Az U937 sejteknek hetente ellendriztem az Fcy receptorok

expressziojat, melyek 12-es passzazs szdmnal még nem valtoztak meg, azutdn Uj sejtvonalat

vettem fel (15.4bra).
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12. abra. U937 monocita sejtvonal Fcy receptor expressziéja. a) FcyRIIl b) FcyRII c¢) FcyRI receptor
expresszidja. A piros gorbe a sejtek autofluoreszcencidjat mutatja (a,c), a kék gorbe pedig az izotipus kontrollt,
vagy a masodlagos jeldlt ellenanyag aspecifikus kotodését (b).
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6.2.2. A peptidek kotodése U937 sejtek Fc receptorahoz

Az Fc peptidek kotddését eldszor dozisfiiggd modon, szekvencidlisan vizsgaltuk meg. A
kiilonb6z6é koncentracioji biotinalt peptideket egyiitt inkubaltuk a sejtekkel, majd a mosast
kovetéen DyLight488 festékkel konjugalt streptavidinnel tettiik a kotddés mértékét lathatova
(16.4bra).

a Sample Name C Sample Nama
78, USAT AvF 20 ug/ml 78 UG3T AvF 20 ua/ml
65 UG3T RP 0_1+AvF 73. US3T cB 0.1+AvF
64 US3T RP mm; 72 USRT cB 1+AvF
-g 63, US3T RP 50 AvF = 71. U937 cB 10+AvE
] = 70. US37 cB 50+AvF
S 62, USGT RP 10 AVF 3
o TTTTT T—T—TTTTT] o I— .
o
b FL1-H d FL1-H
T —
Sample Name Sample Name
L3 o S Mo 78 U937 AvF 20 ugimi
56, USST WW 1;Avr 49 L1337 Bon 0 1+AVF
= 55. U937 WW 10+AvF "'E—; 48. U937 Bon 1+AvF
= 3. U937 WW S0+AVE =3 47, U937 Bon 10+AvF
= S 46, U937 Bon 50+AvF
-
FLi-H — —————
o - o T ™
10
FL1-H FL1-H

13. abra. A peptidek dozidfiiggd kotédése U937 sejtekhez. a) RTPEVTCVVVDVSHEDP b)
WAWVWLTETAVK ¢) ADGA(CLRSGRGC);,GAAK d) AQVNSCLLLPNLLGCGDDK

Az avidin és a biotin rendkiviil stabil, nagy affinitasu kotéssel kapcsolédnak egymashoz
(Kd=10"* M ) (122). Egy avidin molekulanak négy biotin molekulat kotd helye van, igy a
mono-biotinilalt peptidekbdl tetramer peptideket alakithatunk ki, mellyel a peptidkotddés
mértékének novelését probaltuk elérni. A 10 pg/ml-es peptidkoncentracid tetramerizalt
forméaban jobban ko6tédott, mint szekvencialisan, de nem hozta az elvart eredményeket. A

peptideket 4:1 aranyban eldinkubaltuk streptavidinDyLight488-al, majd a sejtekhez adtuk
(17.abra).
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14. abra. A tetramerizalt Fc peptidek. kotodése U937 sejtekhez. a) RTPEVTCVVVDVSHEDP b)

WAWVWLTETAVK c¢) ADGA(CLRSGRGC),jx,GAAK d) AQVNSCLLLPNLLGCGDDK biotinalt peptidek
kotodése.

6.2.3. Az Fc receptorokhoz kotodo peptidek leszoritasa human IgG-vel

Azért, hogy megnézzilk, a ADGACLRSGRGCGAAK peptid az Fcy receptorhoz kotddik-e,
kiilonb6zé koncentracioji human IgG mellett adtuk a sejtekhez. Az IgG Fc része
hatékkonyabban kotdédott az Fcy receptorhoz, mert moldrisan joval kisebb aranyban is

hatékonyan leszoritotta a peptidet (18.4bra).
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15. abra. Az ADGACLRSGRGCGAAK-biotin peptid kotédése U937 sejtekhez és IgG-vel valo leszoritasa.
Egy tipikus, aramlasi citometrias mérés. Az a) abran a peptid dozidfiiggd kotddése lathato, a b) abran pedig az
alkalmazott legnagyobb peptidkoncentracio kotddését mutatom be human IgG-vel egyiitt inkubalva.

6.2.4. A peptidek fagocitozist kivalté hatasanak vizsgalata

Yellow-green fluorescens festékkel feltoltott, neutravidinnel fedett 1 pm atmérdjii polisztirén
alapti mikrogyongyokhoz kotottiik a biotindlt IgG Fe peptideket. A fagocitdzis mértékét egy
fagocita index bevezetésével szamszerUsitettilk (123). A szamitdshoz az aldbbi képletet

hasznaltuk:

gvongy pozitiv sejtek %-a * pozitiv sejtek atlagos fluoreszeencia intenzitasa (MFI )
kontroll mintabana gyGngy pozitiv sejtek %s-a * kontroll mintaban a pozitiv sejtelc MFI-je

Fagocita mndex =

Az édramlasi citofluorimetrids mérések kiértékelésénél a kontroll mintaval, azaz a sejtek altal
felvett tires gyongyok atlagos fluoreszcencia intenzitas értékével elosztottuk az Fcy
receptorokhoz ko6tddo peptidekkel fedett gyongyok atlagos fluoreszcencia intenzitas értékét
(19. abra). Tehat a fagocita index megmutatja, hogy a specifikus gyongyfelvétel hanyszorosa

az aspecifikus fagocitozisnak (20. ébra).
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Pozitiv kontrollként biotinalt human IgG-vel fedett gyongyoket alkalmaztunk, ennek fagocita
indexe 20-30 kozotti értékre tehetd, mig a peptiddel fedett gyongyoké joval alacsonyabb, 3-5
kozotti értéknek mutatkozott (20. dbra). Ez valosziniileg a rovid peptidekkel fedett gyongyok
kotddésének alacsony aviditasaval magyarazhat6, ami nem teszi lehetdvé a megfelelé mértéki

fagocita funkci6 kivaltasat.
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granulaltsag alapjan. A b,c és d alabrakon a bal oldali dot plotokon a gyongyot felvett sejtek 1athatdak. A sejtek
fluoreszcencia intenzitasa a felvett gyongyok szamaval nd. A jobboldali hisztogrammokon a gyongyot felvett
sejtek fluoreszcencia intenzitasa lathato. b) Kontroll mintank az iires gyongy. c) WAWVWLTETAVK-biotinnal
fedett gyongy. d) Biotinalt I[gG-vel fedett gyongydk fagocitdzisa.
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Peptiddel fedett gyongyok fagocitozisa

U937 sejtek altal
30- - .
E 204 FeyRI FeyRII
£ )
[
= 5-;
S 7 T I
b= |
LI- -
0«

17. abra. Az Fcy receptor peptidekkel fedett gyongyok fagocitézisa U937 sejtek altal. YG: 1 pm atméroji
yellow-green festékkel feltoltott streptavidinnel fedett gyongy, RP: RTPEVICVVVDVSHEDP, WW:
WAWVWLTETAVK-biotin. Ot kisérlet 6sszegzése (**: p < 0.01, ***: p < 0.001).

Az 4ramlési citofluorimetrias méréseknél nem tudtuk elkiiloniteni az internalizalt és
membrankotott gyongyok altal kapott jelet, mert olyan intenziven vilagitott a gyongy, hogy a
jel kioltasa tripankékkel nem volt tokéletes. Ezért konfokalis mikroszkoppal is megvizsgaltuk,
hogy a membrankotott gyongyoket O/N (over night, éjszakan at tartd inkubacid) sejttenyésztd
koriilményekkel inkubdlva bekebelezik-e a sejtek. Megallapitottuk, hogy az Fc peptiddel
fedett gyongyoket az U937 sejtek internalizaltak (21. abra).
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18. abra. Mikroszképos felvételek a sejtek altali fagocitézisrol. a) Kontroll minta b) WAWVWLTETAVK
peptiddel fedett gyongyok c) IgG-vel fedett gyongyok. Pirossal a membranfestés (NeuroDil festék), zolddel
pedig a fluoreszcens gyongyok lathatoak.

6.2.5. Modositott Fc résszel rendelkezd anti-CD19 ellenanyaggal fedett B-sejtek

makrofagok altali fagocitozisa

Feltételeztiik, hogy az autoepitdop peptiden keresztlil az autoreaktiv B-sejtekhez kotddo
bifunkcionalis nanopartikulum a fagocita funkciokat kivaltd peptid segitségével kapcsolodik a

makrofagok Fcy receptorahoz, majd megtorténik a B-sejt internalizacidja.

Annak eldontésére, hogy a hipotetikus modell alapjan a makrofagok képesek-e a B-
sejteket internalizalni, tovabbi eldkisérletként megvizsgaltuk, hogy a Xencor cég altal

eldallitott, B-sejtekhez kotédd anti-CD19 ellenanyaggal valo kezelést kovetden, melynek a
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modositott Fc része joval nagyobb affinitdssal kotddik az aktivald FcyRIla és FcyRIII
receptorokhoz, képesek-e bekebelezni primer makrofagok a B-sejteket. A makrofagokat
vérbdl izolalt primer monocitakbol a fent leirt protokoll alapjan differenciltattuk, majd PMA-
val és LPS-sel aktivaltuk. Kontrollként egy olyan moddositott Fc résszel rendelkezd anti-
CD19-et hasznaltunk, mely 400-szor nagyobb affinitdssal kotédik a gatlo FcyRIIb

receptorhoz.

A 22-ik 4bran lathato, hogy a makrofagok bekebelezik az aktivalo receptorhoz kotédd Fe
résszel rendelkez6 CD19 ellenanyaggal fedett B-sejteket. A folyamat FcyRI/III fiiggd, a gatld

Fc receptorhoz kotddo ellenanyag nem valtja ki a sejtes fagocitdzist.

o .-. r

19. abra. A primer B-sejtek differencialtatott makrofagok altali fagocitézisa. Az XmAb 5574 anti-CD19
ellenanyag modositott Fc része nagyobb affinitdssal kotddik az FeyRIla és az FeyRIII receptorokhoz. A
NeuroDil membranfestékkel (piros) jelolt makrofagok bekebelezték a CFSE-vel feltoltott (zold) B-sejteket. Az
XmAb 5871 anti-CD19 ellenanyag modositott Fc része a gatldé FcyRIIb receptorhoz 400-szor nagyobb
affinitassal kotddik. Itt nem tortént fagocitozis.

zbld: CFSE-vel jelslt piros: NeuroDil-al
primer B sejt jelolt makrofiag
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6.3. A komplement rendszert aktivalo peptidek

6.3.1. A peptidek funkcionalis vizsgalata ELISA modszerrel

A humén immundeficiencia virus (HIV) gp120 burokfehérjéjérél kimutattak, hogy
anti-gp120 ellenanyag jelenlététol fliggetleniil aktivalja a komplementrendszer klasszikus
utjat, ami hozzajarul a virussal fert6zott sejtek elpusztitdsahoz. Kideriilt, hogy e hatés
kivéltasahoz nem sziikséges a teljes fehérje, hanem elegendd annak egy szakasza is (109). A
Stisal és munkatarsai altal leirt HIV-1 gp120 burokfehérje komplement rendszert aktivalod
tablazat), és tanulmanyoztuk e peptidek komplementaktivalo hatasat. A révidebb szekvenciajua
komplementaktivald  CNN peptidek a komplement rendszert aktivaljak, igy alkalmassa
valhatnak arra, hogy a bifunkcionalis konstrukcié részeként annak az effektor funkciot
aktivalo tagjat alkossak (10. dbra). A nanopartikulumokhoz kovalens kotéssel egy beépitett
lizin &€ amino csoportjan keresztiil kotottiik fel a késdbbiekben a peptideket, ezért a CNNK
felkotés kizarolag a peptid C termindlis, lizinnel meghosszabbitott végén torténjen meg

(CNNQK).

A peptidek komplement aktivald képességét ELISA rendszerben vizsgaltuk. A kezdeti
kisérletekben a biotinalt peptideket neutravidinnel fedett lemezre kotottiik ki, majd a kevert
human szérumbol a C3 depoziciét mértiik. Azt tapasztaltuk, hogy a neutravidinnal fedett
kontroll mintaban is tortént komplement aktivacio, €s ezt kiilonb6zé blokkolasi protokolokkal
sem tudtuk kikiiszobdlni (23. abra). Erre a jelenségre lehet magyardzat az avidin elleni
ellenanyagok jelenléte a szérumban (124), ezért a késdbbiekben csak a peptidekkel fedtiik be
az ELISA lemezt (24.4bra).
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20. abra. Komlement fragmens 3 depozicié detektilasa neutravidinnel fedett lemezen kevert normal
human szérum (NHS) és hdinaktivalt normal human szérum jelentlétében. Biotinalt human IgG-t és a CNN
peptidet vizsgaltuk, negativ kontrollnak pedig a neutravidint hasznaltuk. ***: p <0.001

Arrdl is szerettiink volna megbizonyosodni, hogy a szérumban valdban a komplement

crer

crer

nem tortént C3 depozicio (24. abra).
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21. abra. A komplement rendszert aktivalo peptid és annak roviditett valtozatainak vizsgalata sejt-mentes
rendszerben. A mért OD érték aranyos a komplementaktivald képességgel. Pozitiv kontrollként human IgG-t,
negativ kontrollként BSA-t alkalmaztunk. A C3 depozicio mértékét 2%-os kevert normal human szérumban
(NHS) és héinaktivalt szérumban detektaltuk. *: p < 0.05 ***: p < 0.001

61



A komplement rendszert aktivald rovid peptidek kozil a CNNKTFNGTGPCT
(CNN2) szekvenciajut valasztottuk ki, amelyet tovabb vizsgaltunk az aktivalas
mechanizmusénak szélesebb korti jellemzése céljabol. Annak feltérképezésére, hogy a
peptidjeink altal indukalt komplementaktivicid6 mely komplement tutvonalon torténik,
kiilonboz6 szelektiv gatloszereket alkalmaztunk kisérleteink soran. Osszehasonlitottuk
kiilonféle specifikus inhibitorok hatasat: egy, a klasszikus utat szelektiven gatlé szert, a
sodium-polyanethol-szulfonsavat (SPS), a lektin utra specifikus MASP1 inhibitort, az
SGMI2-t, a lektin és az alternativ utat egyarant blokkold szerin protedz inhibitor ecotint,
valmint mindharom utvonal blokkoldsdhoz ugyanezt az inhibitort Mg-EDTA-t tartalmazé
pufferben alkalmaztuk, mely utébbi a klasszikus ut aktivalodasat akadalyozza meg. A normal
humén szérumot (NHS) eldinkubaltuk a gatloszerek kiilonbozd higitasaival és egyiittesen
tettilk a CNN peptiddel fedett lemezre (25.b) dbra). Az 25/a. dbra mutatja, hogy a HIV-1
gp120 burokfehérje aminosav-szekvencidja alapjan tervezett rovid peptidek (CNNI1-3) a
human IgG Fc részével dsszemérhetd mértékben aktivaljak a komplement rendszert, valamint
azt, hogy az aktivacié az un. klasszikus aktivacios uton torténik, mivel SPS-sel gatolhat6 volt.
Eredményeink szerint a CNN2 peptid hatdsara elsdsorban a klasszikus, és kisebb mértékben

az alternativ ut is aktivalodik (25.a,b 4bra).

A klasszikus ut enzimkaszkadja a C1q molekuldn keresztiil indul el. Ezért Clg- és C3-
depletalt szérummal is vizsgéltuk a C3 depoziciot a CCN2 peptiddel és IgG-vel fedett
lemezen. Sem a Clq-, sem a C3-depletalt szérumban, sem az EDTA-val kezelt normal human
szérumban, mely az aktivaciohoz nélkiil6zhetetlen Ca*"-ot kelalja, nem tortént komplement

aktivacié (26/B abra).
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22. abra. A komplement aktivalé peptidek a komplement rendszert a klasszikus és az alternativ titon
keresztiil aktivaljak. a) A szérumot a kalsszikus utat gatld sodium-polyanethol-szulfonsavval (SPS), illetve
SGMI-2 lektin utat gatld inhibitorral és ecotin lektin- és alternativ utat gatld inhibitorral inkubaltuk el6 (b). A
gatloszereket felezo higitasi sorban alkalmaztuk, 10 mM (ecotin) és 5 mM (SGMI-2) koncentraciobol kiindulva
a CNN2 peptiddel fedett lemezen. ***: p <(0.001

A komplement aktivalas sordn a proteolitikus hasitds eredményeként kiilonb6zo
komplementfragmensek keletkeznek, amelyek egy része lerakddik a komplementaktivald
felszinre, kialakitva a termindlis membrankarositdé komplexet (MAC), amely a lizishez a
sejtmembranon C9 alegységekbdl all6 porusokat hoz létre. A kovetkezd kisérlet bizonyitja,
hogy a CNN peptid képes a komplement rendszert a terminalis komplex kialakuldsaig
aktivalni. A C9 lerakodasat erre a komponensre specifikus ellenanyag segitségével vizsgaltuk.
Az 26/A abran lathat6, hogy a CNNK peptid alkalmas a C3, C4 és C9 depozicidjat eldidézni

az aktivalo felszinen, tehat alkalmas a membrankarosité komplex kialakitasara.
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23. abra. Komplement aktivaci6 CNN peptiddel vagy IgG-vel fedett ELISA lemezen. (A) Komplement
komponens C3, C4 és C9 depozicio aktiv és hdinaktivalt szérumbdl. (B) C3 depozicidaktiv, valamint hével vagy
EDTA-val inaktivalt kevert human szérumbdl, valamint C3- és Clq-deficiens szérumbodl. (C) A CNNK peptid
lizinjének glutaminra torténé aminosavcseréje nem valtoztatott szignifikansan a komplement rendszert aktivalo
képességen. (*:p <0.05 **:p<0.01, ***: p<0.001)

Tovabba megallapitottuk, hogy a CNNK és a CNNQ peptidek komplement rendszert aktivalo
hatasa kozott nincs szignifikans kiilonbség (26/C abra). Kisérleteink alapjan megallapitottuk,
hogy az eredeti Siisal-féle peptid roviditésével és modositasaval altalunk elséként szintetizalt
CNNQ peptid a B sejtekhez iranyitva alkalmas lehet a komplement-aktivalason keresztiil

sejtpusztulast kivaltani.

6.3.2. A CNN2 peptidet és Fcy-receptorhoz kotédo peptidet tartalmazé bifunkcionalis

konstrukcio vizsgalata ,,in vitro” primer B-sejteken

A peptidek koziil a CNN2-t valasztottuk ki tovabbi vizsgalatainkhoz. A CNN2 peptid
miikodését sejteken eldszor egy modellrendszerben probaltuk ki. Olyan bifunkcionalis

konstrukciot hoztunk létre, ahol a bitotindlt CNN2 peptidet és a szintén biotinalt FcyRII-hoz
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kapcsolodni tudd, korabban altalunk azonositott IgG peptidet (RP) Alexa488-al jelolt
streptavidinnel kotottiink 0ssze 2:2:1 aranyban. Ennek a konstrukcionak a hatasat vizsgaltuk

Raji B-sejtvonal sejtjein.

Ebben a kisérleti rendszerben az RP peptid a CD32 molekulahoz kotddve iranyitja a
komplementaktival6 CNN2 peptidet a sejtekhez, ahol a komplementaktivacio eredményeként
setjlizis kovetkezik be, és a sejt elpusztul. A komplement medialt lizis kovetkeztében a sejtek
memranja atjarhatova valik a SYTOX Red DNS-festék szdmara, mig az €16 sejtek intakt
membranjan nem tud atdiffundélni a festék. A 27. dbran lathatd, hogy normal human szérum
jelenlétében az Alexa488-pozitiv sejtek 74,6%-a elpusztult, mig inaktivalt szérum

jelenlétében ez nem kovetkezett be.
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24. abra. Raji sejtek CNN2-RP bifunkcionalis peptidkonstrukci6 altal kivaltott komplement-fiiggé lizise.
A) Raji sejtek autofluoreszceniaja. A sejttormelék kikapuzasaval vizsgaltuk a pusztulds mértékét. B)
StreptavidinA488 normal human szérum jelenlétében. A bifunkciondlis tetramerek altal kivaltott sejtpusztulas
aktiv (C) és inaktiv (D) szérum hatasara. A két jobb oldali kvadransban (Q2,Q3) a streptavidinAlexa488- pozitiv
sejtek, a két fels6 kvadransban (Q1,Q2) pedig a SytoxRed festéket felvett elpusztult sejtek lathatoak.
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Megallapithatjuk, hogy a CNN2 jeli peptid a terminalis komplex kialakulasaig aktivalja a
komplementrendszert és a B sejtekhez iranyitva képes kivaltani a komplement—fiiggd

citotoxicitast.

6.4. Iranyitott lizis PLGA nanopartikulmhoz kapcsolt komplement rendszer aktivalo

peptiddel és autoepitoppal

A polimer nanorészecskék alapanyaga politejsav/glikolsav kopolimer (PLGA) mely az €16
szervezetben nem toxikus, metabolizalhaté vegyiiletekké bomlik enzim-katalizalt hidrolizis

altal (125).

6.4.1 PLGA nanopolimerek vizsgalata

Az éltalunk alkalmazott PLGA nanopartikulumok mérete koriilbeliil 130 nm-re tehetd. Az
aramlasi citofluorimetrids vizsgéalatokhoz fluorszceinnel toltottikk fel, mely az FL-1

csatorndban vilagit. A mérések soran kideriilt, hogy nem képez aggregdtumokat (28. abra).
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25. abra. PLGA nanopartikulumok vizsgalata aramlasi citofluorimetriaval. A bal oldali panelen a festékkel
nem felt6ltétt nanopolimerek, a jobb oldali panelen pedig a fluoreszceinnel felt6ltott, vilagito PLGA-k lathatdak.

6.4.2. A CNNQK peptiddel fedett biodegradabilis PLGA komplement aktivalo

képességének vizsgalata

A CNNQK peptid komplement aktivald képességét a szolubilis C5b-9 komplex
formacidjdnak mérésével vizsgaltuk huméan szérumbol. 50 %-os szérumhigitasnal
szignifikansan tobb termindlis komplex képzdédott a peptiddel konjugélt nanopartikulumok

alkalmazaséaval, mint a fedetlen polimerek esetében (29. abra).
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26. abra. A CNNQK és a B60-74Cit peptidekkel kapcsolt PLGA nanopolimer aktivialja a komplement

s

szolubilis C5b-9 komplexet mértem a feliiluszobol a kit protokollja alapjan (*: p < 0.05 **: p <0.01).

6.4.3. A PLGA nanorészecskékhez kotodé bifunkcionalis peptidkonstrukciok hatisa a

RA B-sejtek in vitro ellenanyag termelésére.

Az RA B-sejtek in vitro sejtkulturaban CpG stimulus hatdsara citrullin tartalmu fibrin B peptid
specifikus ellenanyagot termelnek, amelyet ELISA modszerrel mutattunk ki (13. abra).
Kovetkezd 1épésként bedllitottuk az ellenanyagtermeld sejtek ELISpot moédszerrel torténd
detektaldsat, amely lehetdséget ad az ellenanyagtermeld sejtek szdmanak meghatdrozésara.
Ehhez kiilonb6zd szérumhigitdsok jelenlétében vizsgaltuk a biologiailag lebomlé PLGA
nanorészecskékhez kotott fibrin B peptid és a komplement aktivaldé CNNQK peptid komplex

hatasat a peptid-specifikus ellenanyagot termel6 sejtekre.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a p60-74Cit-CNNQK-PLGA nanorészecske konstrukcio,
amely B-sejtekhez iranyito fibrin peptidet €s a komplementet aktivald peptidet is tartalmazza,
szérum jelenlétében szignifikansan csdkkenti a peptid-specifikus ellenanyagot termeld sejtek
szamat, feltehetdleg a P60-74Cit specifikus sejtek iranyitott, komplement-kozvetitett

elpusztitasa miatt, €s a pusztulas mértéke né a szérum koncentracié emelésével (30. abra).
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27. abra. A B60-74Cit és CNNQK peptidekkel fedett bifunkcionilis nanopolimer gatolja a f60-74Cit-
specifikus ellenanyagok szintézisét komplement forras jelenlétében. A) RA betegek (n=17) és B) egészséges
véradok (n=5) PBMC kultarai TLR7/8 agonista R848-al és IL-2-vel voltak stimuldlva 72 o6raig, majd a
bifunkcionalis nanopartikulumokkal és aktiv (NHS) vagy inaktiv (iNHS) szérummal voltak inkubalva. A B60-
74Cit-specifikus IgG-pozitiv plazmasejtek szamat ELISPot modszerrel hataroztuk meg. C) A 10% NHS-ben
torténd inkubacio hatasara a betegek B60-74Cit-specifikus B-sejtejeinek szama szignifikansan csokkent. D) Egy
reprezentativ ELISPot abra. Statisztika: parositott t-proba, kdzépértéktstandard deviaciot abrazoltuk (**p <0.01,
***p <0.001). ACPA anti-citrullinated protein antibody (anti-citrullinalt fehérje/peptid
antitestek), PBMC peripheral blood mononuclear cell (periférids vér mononukledris sejtjei), R4 reumatoid
artritisz.
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6.4.4. A PLGA nanorészecskékhez kotodé bifunkcionalis peptidkonstrukciok B-sejt

pusztité hatasanak kimutatasa

A kisérletben olyan RA-s betegek periférids vérébol izolalt tisztitott, aktivalt B-sejteket
vizsgaltuk, amelyeknek a szérumdbdl kimutattuk a citrullindlt fibrin epitopra specifikus
ellenanyagok jelenlétét. Negativ kontrollként egészséges vérbol szeparalt B-limfocitakat
alkalmaztunk. A fluoreszceinnel feltoltott bifunkcionalis nanorészecskéket jégen inkubaltuk a
B-sejtekkel, majd a mosast kovetden aktiv vagy hoéinaktivalt kevert human szérumot adtunk a
mintdkhoz. Az aramlasi citofluorimetrids mérés sordn a kultiraban elpusztult B-sejteket 7-
AAD sejtmagfestékkel kapuztuk ki, mig a terminalis komplex altal kivaltott pusztitast TO-
PRO-3 DNS festékkel mutattuk ki. A nanorészecskéket felismerd B-sejtek az FL-1-es
csatornaban vilagitanak, az elpusztult sejtek pedig az FL-4-es csatornaban. A kiértékelés
soran az elpusztitott autoreaktiv B-sejt populdcio a mindkét fluoreszcens festékre pozitiv jobb
fels6 kvadransban detektalhatd. Az inaktivalt szérumhoz képest aktiv szérum jelenlétében
szignifikansan emelkedik az elpusztult, f60-74Cit-specifikus autoreaktiv B-sejtek szama
(31/B ébra). Az egészséges vérbol izolalt B-sejtek kozott nem mutathatdak ki autoreaktiv B-

sejtek (31/A.4bra).

Eddigi eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy sikeriilt olyan bifunkcionalis
peptidkonstrukcidt 1étrehoznunk, amely bioldgiailag lebomlo nanogyongyokhoz kotve in vitro
rendszerben szérum jelenlététben iranyitottan elpusztitja a citrullindlt peptid specifikus

autoreaktiv B-sejteket.

70



A BOO-T4Cit-PLGA-CNMQK + NHS i BEO-T4CI-PLGA-CNNGQK + NHS B

ANt 11.07% 152% 0,029%
ek
. : 0.75= —_—
Egeszseges
)
-0
w
=
7
o ¢ 0.50+
= o
o 5
O w
= m
= 0.542% +  0.254
é [&]
-T
Y
[=
RA b
0.00 T T
iNHS NHS
0,241%
- 1
10 10

FL-1: Fluoresceinnel teltaliott PLGA nanopartikulmnok

28. abra. A Kkomplement-aktivalo peptiddel és autoepitop peptiddel fedett bifunkcionalis PLGA
nanopartikulumok citotoxikus hatassal vannak szérum jelenlétében a B60-74Cit-specifikus B-sejtekre. A)
A fels6é panelben egy reprezentativ abra lathatd egy egészséges donor B-sejtjeirdl, az alsd panelben pedig egy
RA-s beteg B-sejtjeirél. A P60-74Cit-specifikus elpusztitott B-sejtek a dot plot jobb felsé kvadransaban
detektalhatoak. B) 5 RA-s beteg adatai lathatoak Osszesitve. Statisztika: parositott t-proba, kozépérték+standard
deviacio van abrazolva (**p <0.01).

6.4.5. A komplement aktivacié fokozasa a H-faktorral kompetalo6 SCR18-20 doménnel

Elokisérleteket végeztiink a bifunkciondlis konstrukcionk hatékonyabba tételéhez, amit ugy
kozelitettiink meg, hogy a komplement rendszer egyik gatlo fehérjéjének, a H-faktornak a
tartalmazé SCR18-20 rekombinans fehérjével. Az SCR18-20 hatasara a f60-74Cit peptidre
specifikus ellenanyagtermeld B-sejtek szdma tovabb csokkent, mig a kontrollként alkalmazott

SCR16-17 nem befolyasolta a komplement rendszer miikdésést (32. abra).
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29. abra. A H-faktor sejtfelszinhez valo kotodésének gatlasa novelte a komplement-medialt lizis
hatékonysagat. A kisérletet soran 13 RA-s beteg PBMC-jét hasznaltam fel. *p <0.05,**p <0.01)

72



7. Diszkusszio

Doktori munkam célja a reumatoid artritiszben patogén autoantitesteket termeld B-sejtek
alkalmazott B-sejt deplécids terapidk jotékony hatdsa igazolja, hogy a B-sejteknek kulcs
szerepe van a betegség lefolyasaban (126-128). A rituximab terdpia az autoellenanyag titert
csak kis mértékben csokkenti, ellenben a betegek immunszuppresszalt allapotba keriilnek,
ezért megnd a fertézések esélye (126, 129, 130). A specifikus, autoreaktiv sejteket célzo

terapidkkal lehetne kikiisz6bolni ezt a problémat.

Ehhez egyfeldl az RA B- sejteket célzd, a BCR hez specifikusan kétddo citrullin tartalmu
peptidet kerestiink, masfeldl FcyR-fliggd fagocitdzist, illetve a komplement rendszer
aktivaldsan keresztiil sejt lizist kivaltd peptideket vizsgéaltunk meg, majd a megfeleld

peptideket optimalizaltuk a bifunkcionalis, B- sejteket pusztitd konstrukcid 1étrehozasahoz.

Az epitop peptid vizsgalata sordn a Budai Irgalmasrendi korhdz RA-s betegei
szérummintdinak pozitivitdsat teszteltik az ismert, citrullint tartalmazé 15mer fibrin B
autoepitop peptiddel szemben (75). Eredményeink szerint az RA-s betegek mintegy 52 %-a
bizonyult pozitivnak, amennyiben az N-terminalison biotindlt fibrin peptiddel szemben
vizsgaltuk. A C-termindlison biotinalt fibrin B epitop nem volt hasznalhaté diagnosztikai
vizsgélatra, ami azt sugallja, hogy a C-termindlis végen elhelyezkedd citrullineknek
kitlintetett szerepe van a felismerésben, €s az autoantitestek szdmara sztérikusan nehezebben

hozzaférhetd ez az epitdp, ha ezen keresztiil torténik a lemezre kotés.

Kovetkezd kérdésiink az volt, hogy a szeropozitiv RA betegek in vitro sejtkultirdban stimulalt
B-sejtjei termelnek-e a 15mer citrullindlt B fibrin peptidre specifikus ellenanyagot. Az
autoreaktiv B-sejtek szama nagyon alacsony (131), és az autoellenanyagok a citrullinalt

peptidekre alacsony affinitastak, (132, 133) ezért stimulaltuk a memoria sejteket (134).

A kultardk feliiluszojabol készitett ELISA mérések alapjan megallapitottuk, hogy
szignifikdnsan tobb ellenanyagot termelnek az autoreaktiv B-sejtek a citrullin-, mint az

arginin-tartalma peptid ellen, és a citrullin-tartalmu fibrin B peptid alkalmas a peptid-
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specifikus ellenanyagtermelés kimutatdsara. Az egészségesekbdl szarmazd B-sejtek nem
termeltek egyik peptid ellen sem ellenanyagot. A nem-specifikus stimulusok jelenléte, mint a
TLRY agonista CPG oligodeoxi nukleotid, és a B-sejt aktivalo faktor (BAFF) jelentdsen

novelték a ellenanyag termelés mértékét.

A citrullindlt peptid kotdédése aviditasanak novelésére, az N-termindlison biotinalt 15mer
fibrin P autoepitop peptid FITC-cel jeldlt streptavidinnel konjugélt mikrogydngyhoz
kapcsolva specifikusan kotddott a peptidre szeropozitivitdst mutatd RA betegek B-sejtjeinek
2-3 %-éhoz, amelyek feltehetden a betegekben a citrullindlt fehérjét felismerd B-sejteket

reprezentaljak, igy megallapitottuk, hogy ez a peptid alkalmas a B-sejtek célzésara.

Az effektor peptidek vizsgalata soran eldszor a kiilonb6z6 Fey receptorokhoz kétddd peptidek
fagocitozist kivaltdo képességét teszteltilk, valamint beallitottuk az ellenanyaggal fedett B-
sejtek makrofagok altali fagocitdzisanak kisérletes rendszerét. Az Fcy receptorokhoz kotdédo
peptidekkel fedett fluoreszkalé mikrogydngyok a kontroll, csupasz gyongyokhoz képest alig
valtottak ki nagyobb fagocita aktivitast az U937 sejtekbdl, annak ellenére, hogy a sejtek
fagocitald képessége jol miikodott, hiszen a human IgG-vel fedett gyongyoket nagymértékben
bekebelezték. Egy modell rendszerben bemutattuk, hogy a primer makrofagok képesek
bekebelezni az aktivaldo Fc receptorhoz kotddé modositott Fc résszel rendelkezé CD19
ellenanyaggal fedett, vérbdl izolalt B-sejteket, de ezeket a kisérleteket nem folytattuk. A kis
mértékben fagocitozist aktivald Fc peptidekkel kapott eredményeink alapjan megallapitottuk,
hogy ezek a peptidek nem alkalmasnak céljaink elérésére, a célzott, citrullinalt fehérje-

specifikus B-sejtek Fe-fliggd fagocitdzissal valo elpusztitasara.

Ezért a tovabbiakban attértiink egy masik sejtpusztitd effektor mechanizmus, a komplement-
medialt lizis vizsgéalatara. A kordbban leirt, HIV-1 gpl120 fehérjébdl szarmazo peptid
roviditett, szubsztitudlt szekvencidit hasznaltuk, amelyek koziil kivalasztottuk az optimalis
szekvenciat, amellyel B-sejtek lizisét lehet majd kivaltani. Szérum jelenlétében a peptid
hatasara a komplement kaszkad egészen a terminalis komplex kialalkulasaig végigmegy. A
komplement Utvonalak szelektiv gatlasa alapjan elmondhat6, hogy a peptid a klasszikus ¢és az

alternativ Uton keresztiil inditja el a komplement kaszkadot.

A PLGA nanopartikulumok felszinére kapcsolva a CNNQK peptid humdn szérumban
inkubalva eldsegitette a szolubilis C5b-9 terminalis komplex képzdodését, igy feltételezhetden

a bifunkcionalis részecskék képesek lesznek sejtlizist kivaltani.
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A célzds kivitelezéséhez ¢és az aviditds mértékének noveléséért kapcsoltuk
nanopartikulumokhoz a peptideket, amelyek biodegradabilisak, nem immunogének ¢és nem
toxikusak, ezért in vivo alkalmazhatéak (135). A bifunkciondlis nanopartikulumok gétoltidk a
szeropozitiv RA-s betegek vérébdl izolalt autoreaktiv B-sejtek fibrin P60-74Cit peptidre
specifikus ellenanyagtermelését. Az dramlasi citofluorimetrids mérések pedig bizonyitottak,
hogy a P60-74Cit-specifikus B-sejt populacid a bispecifikus konstrukcidé hatasara szérum

jelenlétében elpusztult.

A komplement-medialt lizis fokozéasa céljabol a C3 inaktivacidjaért felelds szérumfehérje, a
H-faktor funkciojat gatoltuk, ugy, hogy a sejtfelszinhez vald kotddésért versengenie kell a
csak ezért a funkcioért felelés doménjeivel. A kisérletekbdl kideriilt, hogy bifunkcionalis
konstrukcio altal kivaltott komplement fliggd sejtpusztulds valoban szignifikdnsan novekedett,

bizonyitva, hogy a kombinalt terapia esetleg hatékonyan miitkodhetne in vivo is.

Sikeriilt tehat eldallitanunk egy biodegradabilis nanopartikulumokhoz kapcsolt, kettds funkcid
kivaltasara alkalmas peptid konstrukciot, amely in vitro rendszerben szelektiven képes
elpusztitani azokat a B-sejteket, amelyekhez hozzékotodik. Ez alapja lehet tovabbi
konstrukciok eldallitasanak, melyekben a szérumok ACPA jelenléte alapjan lehetne szlirni,
hogy a beteg mely autoepitdp peptidekre pozitiv és igy a jovOben, 0j, személyreszabott terapia
fejlesztése valhatna lehetdvé. Bar csak egy autoepitoppal végeztik el kisérleteinket,
feltételezziik, hogy a bispecifikus konstrukcié mitkddne mas epitop peptiddel is. A betegség
elérehaladtaval n6 az autoantigének szama (41), ezért egy eldzetes szérumtesztelést kovetden
tobbféle epitdp peptiddel fedett nanopartikulumbol késziilt keveréket is lehetne alkalmazi egy

személyre szabott terapia soran.

Munkénkban uUjdonsagnak szamit, hogy peptidekbdl alakitottuk ki a bifunkcionalis
konstrukciot, és az is hogy biodegradabilis (biologiai uton lebomld) nanopartikulumokhoz
kotottiik azokat. A B-sejtek elpusztitdsara irdnyuld, RA-ban jelenleg alkalmazott bioldgiai
terapia soran a B-sejteken jelenlevd CD20 molekuldkat specifikusan felismerd kiméra
monoklondlis ellenanyagot (Rituximab, MabThera) alkalmazzak. Ez a terapia a keringésben
levé valamennyi B-sejtre kifejtett hatdsa kovetkeztében atmenetileg immunszuppresszalt
allapotot hozhat létre, amely alatt a beteg védtelen a kiilonféle fertézésekkel szemben. A
hatasmechanizmust tekintve az anti-CD20 terapia tobbek kozott fagocitézis indukcid, €s

ellenanyagtol fiiggd citotoxikus reakcid Utjan valdsulhat meg (136).
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Korabbi szabadalmak ¢és tudomanyos szakfolyoiratokban megjelent kozlemények is ismertek,
amelyekben célul tiizték ki bisecifikus konstrukciok készitését autoreaktiv B-sejtek szelektiv
eltavolitasa céljabol (WO00216414A2, WOO03068822A2), mig mdasok tumor sejtek

eltavolitasara alkalmaztak bifunkcionalis ellenanyag konstrukcidkat (137).

Mindezektdél az altalunk alkalmazott konstrukcid tobb szempontbol is eltér. Mi szintetikus
peptideket alkalmazunk mind a célzasra, mind az effektor funkciok aktivaldséra, ezzel joval
nagyobb szelektivitast biztositva. A peptidek nagy elénye, hogy kis méretiik miatt joval
kisebb az immunogenitasuk, mint a fehérjéknek. Ezek altaldban rovid szekvencidk (10-15
aminosav), amelyek szintézise, tisztasadgellendrzése koltséghatékony modon megvalosithato.
Tovabbi elény, hogy a peptidek nagy specificitdst mutatnak, a bifunkciondlis konstrukcidk az
azt nem megkotd sejteket nem, csupan a peptideket felismerd, koros sejteket pusztitjak el.
Tovabba 1ényeges, hogy kapcsold agensként bioldgiailag lebomlod nanopartikulumokat
alkalmazunk, melyek egyben biztositjadk a megfeleld felszint és denzitast a peptidek szamara

¢€s nagyobb aviditasu kotodést tesznek lehetové.

A PLGA nanopolimerek eldnyos tulajdonsdga, hogy felszinlikre nagy surliségben lehet
molekulékat kapcsolni. A nano- ill. mikrogyongyoket tobbféle célra alkalmazzak: legtobbszor
valamilyen hatéanyag célzott sejtbejuttatasara (111). Ebben az esetben a nanopartikulumok
belsejében van a hatéanyag, a felszinen pedig az irdnyitast végzé molekula, amely az adott
célsejthez viszi a mikrogyongyot. Iranyitdsra mindeddig valamilyen fehérje molekulat, vagy

ellenanyagot alkalmaztak (36. ébra).

A nanopolimerek felszinén kialakitott bifunkcionalis peptidkonstrukcid a szervezet sajat
effektor mechanizmusait aktivalva, kétféle sejt, vagy a célsejt és komplement fehérjék
Osszekapcsolasat valthatja ki, ami a koros sejtek célzott elpusztitdsat eredményezi, mikozben
mas sejtek nem sériilnek. Tudomasunk szerint egyik funkcié kivaltasara sem alkalmaztak

eddig szintetikus peptideket, sem ezek kombinaciojat biologiailag lebomld gyongyokkel.

Az autoantigén-specifikus immunterapidk fejlesztéséhez elsd 1épésként az autoreaktiv B- és
T-sejtek altal felismert autoepitopok azonositasara van sziikség amelyekkel célozni lehet
ezeket a koros folyamatokért felelés immunsejteket. Az autoreaktiv sejteket nehéz kimutatni
alacsony eldfordulasuk miatt. Ezen kisérletek nagy részét allatmodellekben vagy in vitro

rendszerekben dolgoztik eddig ki.
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Autoreaktiv B-sejtek kimutatasaban uttdré volt Diamond és munkacsoportja, akik anti-dsDNS
ellenanyagokat felismerd duplaszala DNS mimotop peptideket szintetizaltak fag bemutato
technikéaval (138). A biotinilalt DWEYSVWLSN epitopot tetramerizaltdk és flurokrommal
jelolték, igy az SLE egérmodelljében és lupusos betegek periférias vérébdl is ki tudtak
mutatni a dsSDNS-specifikus B-sejteket (139, 140) (33.4bra).

ACPA" B-sejteket elészor Kerkman és munkacsoportja mutatott ki és karakterizalt RA
betegek periférids vérébdl flureszcensen jelolt, streptavidinnel tetramerizalt CCP2 peptiddel.
A kultaraba kitett izolalt B-sejtek ACPA-termeld képessége alapjan bizonyitottak, hogy az
autoreaktiv B-sejteknek felelnek meg (131) (33. abra).

Az autoepitopokkal csak a BCR-rel rendelkezd B-sejteket lehet célozni. Az érett plazmasejtek
felszinén a BCR expresszidja nem kimutathaté, mivel az a B-sejt receptorral megegyezo
specificitasi ellenanyagot szekretal. A plazmasejtek célzdsahoz egy plazmasejt-specifikus
ellenanyag F(ab), fragmentuma, mint a CDI38, és az antigén vagy autoantigén epitop
konjugacioja lehet egy megoldas (141). Taddeo €s munkatarsai kifejlesztettek egy stratégiat,
melyben a plazmasejtek felszinéhez szelektiven k6todd komplexben az antigénhez kétodo
szekretalt elleneanyag a sejt komplement-medialt lizisét valthatja ki (142). Az autoreaktiv
plazmasejtek igy a tobbi, védelmi funkcidt ellatd plazmasejt deplécidja nélkiil eliminalhatéoak

(143) (33 &bra).
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30. abra. Stratégiak az autorektiv B-sejtek vagy autoellenanyagok kimutatisira és/elpusztitasira vagy
elcsendesitésére. Az autoreaktiv B-sejtek detektalasa fluoreszcensen jellt avidin €s a biotinilalt autoepitopok
tertamerjein keresztiil. Az autorektiv B-sejtek szelektiv depléciéja nanopartikulumokhoz (NP) kapcsolt
komplement rendszert aktivalo és autoepitop peptiddel. A NP kapcsolodik a BCR-hez és a komplement kaszkad
lizalja a sejtet. Egy autoepitop peptid és egy anti-CD32 ellenanyag keresztkoti a BCR-t és a gatld FcyRIlb
receptort, ezaltal csendesiti az autoreaktiv B-sejteket (26).

Az autoreaktiv sejteket kozvetleniil el lehet pusztitani, ahogy azt mi is kidolgoztuk, vagy a
regulator B-sejtek, regulator T-sejtek, tolerogén dendritikus sejteken keresztiil
immuntoleranciat is lehet indukalni, mely gétlo hatassal bir a karos sejtekre. Az autolog DC-
ket in vitro fel lehet tdlteni az autoepitopokkal és visszajuttatni a szervezetbe, vagy az
autoepitopot egy plazmiddal is be lehet juttatni a szervezetbe a DNS-alapu vakcina terapia

soran (144) (34. abra).
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31. abra. A tolerogén DC-k indukcidja és feltdltése autoantigénnel vagy autoantigénnel fedett
nanopartikulummal toleranciét Vélthat ki az autoraektiv T- sejtektc’il A DNS-alapu vakcina terapia soran egy

V4

T-sejt aktivitasa gatlodik vagy a T-sejt Treg-sejtté alakul (26).

Az autoantigén-specifikus célzasnal azt is figyelembe kell venni, hogy az RA-betegek B- és
T-sejtjei kiilonbozd citrullinalt epitdpokat ismerhetnek fel és ezeknek a szama a betegség
elérehaladtaval tovabb ndéhet (41). Ennek a problémanak a kikiiszobolésére Gertel ¢és
munkatarsai tobb citrullinalt autoantigén epitopjaibol szintetizalt egy citrullinalt multi-epitdp
peptidet, tolerancia kivaltasa céljabol. A multi-epitop peptidet adjuvans indukalta artritisz
allatmodellen vizsgalta patkanyokban, ahol a betegség javulasa a megnovekedett regulator T-
sejt populacid és a Tyl7 populacié emelkedett mértékli apoptdzisaval volt Osszefiiggésbe

hozhaté (145, 146).

A tolerogén DC-k (tolDC) a sajat-antigén bemutatdssal egyidében immunszuppressziv
citokineket is termelnek, igy egyszerre gatoljak az autoraktiv T-sejteket, valamint stimuldljak
a regulator T-sejteket és RA-ban a Ty2-es immunvalaszt is erdsitik. A tolDC-ket IL-4 ¢és
retinolsav vagy IL-10 és TGF-B jelenlétében lehet generalni. Az RA allatmodelljeiben a
tolDC-k TGF-B-t termeltek, Treg és Ty2 valaszt stimulaltak, melyek hatasara csokkent a
betegség kialakulasanak mértéke (147) (1. &bra). Egy nyilt jelolésti (open-label) klinikai
kisérlet alkalmaval (Rheumavax) 18 HLA-DR shared epitdp-pozitiv RA-s betegbdl
differencialtattak autoldog tolDC-t, majd citrullinalt peptidekkel feltdltve juttattdk vissza a
szervezetiikbe. A kezelés a Trpg sejtek indukciojat, ugyanakkor az effektor T-sejtek
szamanak, valamint gyulladasi citokinek mennyiségének csokkenését eredményezte (148).
Egy masik klinikai kiprobalas sordan, (AuToDeCRA) a szinovidlis folyadék antigénjeivel
toltotték fel az autolog DC-ket és ezt adtdk vissza a betegnek, ami utdn a gyulladas
mértékének csékkenése volt megfigyelhetd (149) (34. ébra).

79



A timuszban termelddo regulator T-sejteknek fontos szerepiik van a tolerancia fenntartasaban.
A Trgg-sejtek homeosztazisat érintd rendelleneségek okozhatjdk az artritisz vagy egyéb
autoimmun betegségek kialakulasat (150). Leavenworth és munkatirsai az RA egyik
allatmodelljében, a kollagén indukalt artritiszes egerekben Treg sejteket indukéltak, mely a
gyulladds mértékének, valamint a kollagén-specifikus ellenanyagok termelddésének
csokkenésével jart. A tetramerizalt, MHC Ib molekulacsalddba tartozd Qa-1 fehérjét
kapcsoltdk a HSP60p216 hdsokkfehérjéhez, mely CD8+ Trgg-sejtek aktivaciojat és
expanzidjat indukalta, amely a patogenikus follikularis T-helper sejtek és a Tyl7-sejtek
funkcigjat gatoltdk ¢és ennek kovetkeztében a gyulladds és az autoellenanyagok
termelddésének csokkenése mérhetd volt (151) (35. abra). Ez arra utal, hogy a regulator T-
sejtek indukalasa, - akér autoepitdp peptidekkel - szintén egy lehetséges jovObeni terdpias

lehetdséggé valhat.

Clement-Casares és munkatarsai a FOXP3—CD4+CD25—, IL-10 és IL-21 citokineket termel6
Tr1 regulator T-sejt populacié indukcidjat nanorészecskék felszinére kapcsolt MHC II -
autoepitop peptid komplexekkel érték el kiillonbdzd autoimmun betegségek egérmodelljeiben.
Ezen nanorészecskék hatdsara az autoreaktiv T-sejtek Tr1-sejtekké differencialdodtak, melyek
gatoltak az antigénprezentaciot és serkentették a gyulladdscsokkentd regulator B-sejtek
keletkezését anélkiil, hogy az immunrendszer egyéb mechanizmusai modosultak volna. Az
egyes tipust diabétesz non-obese diabetic (NOD) egérmodelljében, a szkler6zis multiplex
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) egérmodelljében ¢és az RA CIA (collagen
induced arthritis) modelljében is képesek voltak a betegségre specifikus peptid-MHC 11
komplexekkel fedett nanorészecskék segitségével Trl-szerli helper T-sejteket 1étrehozni,
melyek enyhitették a betegségek tiineteit (152). Tehat a peptid-MHC-komplexen alapuld
nanomedicina is egy lehetséges terapids megkozelités, amely képes a komplex autoimmun

valaszt betegség- €s szervspecifikusan gatolni (35. dbra).
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32. abra. Stratégiak az autoreaktiv T-sejtek neutralizalasahoz vagy jraprogramozasaahoz. Az autoreaktiv
T-sejteket fluoreszcens festékkel kapcsolt MHC-peptid tetramerekkel lehet detektalni, illetve MHC-peptid
tetramerek toxinnal konjugdlva a peptid-specifikus T-sejteket pusztitjdk el. Ha az MHC-vel feltoltott
autoepitopokat apoptotikus testhez kapcsoljuk, akkor az anergiat fog kivaltani az epitopot felismerd T-sejtnél. A
tolerogén DC-k indukcidja és feltdltése autoantigénnel fedett vagy feltoltdtt nanopartikulummal T-sejtes
toleranciat indukalhat. A tetramerizalt, vagy nanopartikulumokhoz kapcsolt MHC-peptid komplexek direkt
mddon is indukalhatnak toleranciat (26).

A jelenleg alkalmazott terapidk autoimmun betegségekre nem nyujtanak végsd megoldast,
inkdbb a tiineteket enyhitik és - mellékhatdsként - az immunrendszert gyengitik. Az
antigénspecifikus terapidk nagy elénye, hogy csak az autoreaktiv sejteket célozzak. Ehhez a
megkozelitéshez a legnagyobb kihivas, hogy az autoantigének pontos ismerete sziikséges
egyénenként. A mar ismert epitopok alkalmazasaval a kozeljovoben is varhatoak 1,

autoantigén-specifikus terapiak fejlesztése autoimmun kérképekre.

81



8. Uj tudomanyos eredmények

e RA-s betegek periférids vérébdl kimutattuk a 15mer citrullinalt fibrin B peptidre

pozitiv autoreaktiv B-sejteket.

e Az in vitro aktivalt RA B-sejtek sejtkultirdjadban kimutattuk a citrullinalt fibrin

peptidre specifikus autoellenanyag-termelést.

e Szintetizaltunk és optimalizaltunk egy mddositott, a komplement rendszert aktivalo
peptidet (CNNQK, **CNNQTFNGTGPCTNV?*Y-K ¢és kimutattuk, hogy szérum
jelenlétében kialakul a komplementaktivacio terminalis komplexe, igy a moédositott
peptid alkalmas a komplement fiiggd sejt lizis kivaltasara. (A szintézis az MTA-ELTE
Peptidkémiai munkacsoportban professzor Hudecz Ferenc és dr. Magyar Anna

iranyitasaval tortént)

e Eléallitottunk bifunkcionalis, biodegradébilis, nem immunogén és nem toxikus PLGA
nanopartikulumokat (kollaboraciéban Dr. Kiss Eva professzorasszonnyal, Kémiai
Intézet, Hatarfeliileti- és Nanoszerkezetek Laboratériuma), melyek felszinéhez
kapcsolva a citrullindlt fibrin B epitdp peptid €s a komplement aktivalo peptid szérum
jelenlétében in vitro képes szelektiven elpusztitani a fibrin [ peptid-specifikus

autoreaktiv B-sejteket.
e A fenti rendszerben a komplement-medialt lizis hatékonysagat noveltiik az SCR18-20

rekombinans fehérje segitségével, mely megakadalyozta a H-faktor sejtekhez vald

kotodését.
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9. Osszefoglalas

Doktori munkdm sordn egy szisztémdas autoimmun betegség, a Reumatoid Artritisz
gyogyitasara kerestem a ma elérhetd terapidknal kedvezObb, autoantigén-specifikus
megkozelitést. Célunk az volt, hogy ne immunszuppressziv allapot révén csokkenjen a
gyulladas ¢és a fajdalom az iziiletekben, - mert igy az immunrendszer védekezdképessége is
romlik -, hanem specifikusan az autoimmun folyamatokban résztvevd autoreaktiv B-sejteket
tavolitsuk el. Ha ezek a koros B-sejtek elpusztulnak, akkor ez csdkkenti az autoellenanyagok
mennyiségét, amelyek az immunkomplex lerakdédasok révén folyamatos gyulladast

generalnak az iziiletekben.

A BCR-rel rendelkezd autoreaktiv B-sejteket egy autoepitop peptidet és egy komplement
rendszert aktivaldé  peptidet tobb  kdépidban tartalmazé  biodegradabilis PLGA
nanopartikulummal céloztuk in vitro. Az alkalmazott peptideket optimalizaltuk. A
komplement aktivald peptid egy roviditett, modositott szekvencidjat hasznaltuk, amelyrdl az
elokisérletekben bizonyitottuk, hogy nem-sejtes rendszerben hatékonyan aktivalja a

komplement rendszert.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a p60-74Cit-CNNQK-PLGA nanorészecske konstrukcio,
amely B-sejtekhez iranyit6 citrullinalt fibrin B peptidet és a komplementet aktivalo CNNQK
peptidet is tartalmazza, szérum jelenlétében csokkenti a peptid-specifikus ellenanyagtermeld
sejtek szdmat oly modon, hogy a komplement aktivalds hatidsara a sejtmembranra lerakodo

komplementhasitasi termékek a sejtmembrant kilyukasztjak és ezaltal a sejt elpusztul.

A bifunkcionalis nanopartikulomok altal iranyitottan aktivalt komplement rendszer
sejtpusztitd mechanizmusat sikeriilt tovabb tokéletesiteni oly mdédon, hogy a sejtmembranhoz
kotddd, a C3 kozponti fehérjét inaktivaldé H-faktor sejtekhez vald kotddését gatoltuk az
SCR18-20 H-faktor doménekkel, melyek csak a sejtmemranhoz kotddtek regulator funkciod

nélkdil.

In vitro kisérletek soran kimutattam, hogy ez a konstrukcié hatékonyan mikodik. A jovében
ez a mddszer alapul szolgalhat a kéros B-sejtek elpusztitasat célzd személyre szabott terapia

kifejlesztéséhez.
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10. Summary

During my PhD I investigated a new more specific and more efficient therapeutic approach in
Rheumatoid Arthritis instead of the resent used treatments. I projected to omit the suppression
of the immune system which is now accompanied with the reduction of pain and
inflammation in the joints under the treatments therefore I aimed specifically the autoreactive
B cells. The selective depletion of these abnormal B lymphocytes leads to the decreasment of
the autoantibody production which cause via the immuncomplex deposition a persistent

inflammation in the joints.

I targeted autoreactive B cells through their BCR with biodegradable poli lactic-co-glycolic
acid (PLGA) nanoparticles covered with several copies of an autoepitope peptide (the fibrin
B60-74Cit epitope) and a complement activating peptide in vitro. We used a shortened and
modified form of the described complement activating peptide which effectively activated the

complement system in the non-cellular experiments.

Based on our results, the B60-74Cit-CNNQK-PLGA nanoparticle construction which contain
the citrullinated fibrin B peptide to target the autoreactive B cells and the CNNQK
complement activating peptide in the presence of normal human serum the number of fibrin
peptide specific antibody secreting cells decrease due to the pores formed by the complement

fragments onto the surface of the cell membrane causing lysis of the autoreactive cell.

I improved the killing mechanism of the complement system with the inhibition of the cell
surface binding complement regulator factor H which inactivates the complement component

C3 with the SCR18-20 surface recognition domains without the regulator of factor H.

I demonstrated in the in vitro experiments that our bifunctional construction is effective. After
screening RA patients’ sera for ACPAs, the corresponding autoepitope peptides could be
coupled to the surface of the nanoparticles with the complement activating peptide thus our
invention might be suitable for future development of personalized autoantigen-specific

depletion therapy.
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	NSAID - non-steroidal anti-inflammatory drugs / Nem-szteroid gyulladáscsökkentő gyógyszerek
	2. ábra. Az autoimmun betegségek kialakulhatnak egy gén mutációja következtében, vagy összetett tényezők közrejátszásával. a) A genotípusból (mutációból) egyenesen következik a betegség. b) A betegség genetikai, epigenetikai és környezeti hatások kombinációjából alakul ki (27). 
	5. ábra. Az ízületekben lejátszódó veleszületett és adaptív immunfolyamatok RA-ban. A kostimuláció-függő kölcsönhatások a DC-k, T-sejtek és B-sejtek között elsődlegesen a nyirokcsomókban játszódnak le. Ezek az események generálják az autoimmun folyamatokat a citrullin-tartalmú saját fehérjék ellen. A szinoviális membránban az adaptív és a veleszületett immunfolyamatok együttesen alakítják ki a szövetkárosodást. A pozitív visszacsatolásban, - amely a krónikus folyamatok kialakításáért felelősek-, részt vesznek mind a leukociták, a szinoviális fibroblasztok, a kondrociták és az oszteoklasztok. Rövidítések: ADAMTS: A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs, DAMP: damage-associated molecular pattern, FGF: fibroblast growth factor, GM-CSF: granulocyte–macrophage colony-stimulating factor, MMP: matrix metalloproteinase, NLR: nucleotide-binding oligomerization domain–like receptor, PAMP pathogen-associated molecular pattern, PAR2: protease-activated receptor 2, PDGF platelet-derived growth factor, RANKL receptor activator of nuclear factor ęB ligand, TGF-â transforming growth factor â, TLR: toll-like receptor, VEGF: vascular endothelial growth factor (38).  
	A kísérletben olyan RA-s betegek perifériás véréből izolált tisztított, aktivált B-sejteket vizsgáltuk, amelyeknek a szérumából kimutattuk a citrullinált fibrin epitópra specifikus ellenanyagok jelenlétét. Negatív kontrollként egészséges vérből szeparált B-limfocitákat alkalmaztunk. A fluoreszceinnel feltöltött bifunkcionális nanorészecskéket jégen inkubáltuk a B-sejtekkel, majd a mosást követően aktív vagy hőinaktivált kevert humán szérumot adtunk a mintákhoz. Az áramlási citofluorimetriás mérés során a kultúrában elpusztult B-sejteket 7-AAD sejtmagfestékkel kapuztuk ki, míg a terminális komplex által kiváltott pusztítást TO-PRO-3 DNS festékkel mutattuk ki. A nanorészecskéket felismerő B-sejtek az FL-1-es csatornában világítanak, az elpusztult sejtek pedig az FL-4-es csatornában. A kiértékelés során az elpusztított autoreaktív B-sejt populáció a mindkét fluoreszcens festékre pozitív jobb felső kvadránsban detektálható. Az inaktivált szérumhoz képest aktív szérum jelenlétében szignifikánsan emelkedik az elpusztult, β60-74Cit-specifikus autoreaktív B-sejtek száma (31/B ábra). Az egészséges vérből izolált B-sejtek között nem mutathatóak ki autoreaktív B- sejtek (31/A.ábra). 
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