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1 Roviditésjegyzek

ACPA

ADI
AF
AFC
AKA
APC
APF
ATP
AUC
BAFF
BCR
Breg
BSA
CAIA
CCP
CD
CFA
CIA
Cll
CMP
CpG
CXCL
CXCR
DAS28
DC

DMARD
DNS
DTH

anti-citrullinated protein/peptide antibody/anti-citrullinalt fehérje/peptid
ellenanyag

arginin-deiminaz

»air-pouch” fluid / folyadék

antibody-forming cell / ellenanyag termeld sejt
anti-keratin antibody / anti-keratin antitest
Allophycocyanin

anti-perinuclear factor / anti-perinuklearis faktor

adenozin trifoszfat

area under curve / gorbe alatti teriilet

B-cell activating factor / B-sejt aktivalo faktor

B cell antigen receptor / B-sejt receptor

regulatory B cell / regulator B-setj

bovine serum albumin / szarvasmarha szérum albumin
collagen-antibody induced arthritis / kollagén antitest indukalt arthritisz
citrulline containing protein/peptide / citrullin tartalmu fehérje/peptid
cluster of differentiation

Complete Freund's Adjuvant / komplett Freund’s adjuvans
collagen-induced arthritis / kollagén-indukalt arthritisz
type Il collagen / 2-es tipust kollagén

Common Myeloid Progenitor / k6z6s mieloid progenitor
CpG-Oligonukleotide

chemokine (C-X-C motif) ligand

chemokine (C-X-C motif) receptor

disease activity score 28

dendritic cell / dendritikus sejt

plasmacytoid dendritic cell

disease-modifying anti-rheumatic drugs

Deoxyribonucleic acid / dezoxiribonukleinsav

Delayed Type Hypersensitivity



EAE
EBNA
ELISA
FACS
FasL
FceRII
FITC
FOB
FOXP3
FSC
GATA3

HLA
HRPO
HSC
ICAM
IFA
IFNy

IL
IL-10
IRF4
IVIG
KD
LPS
MACS
MAPK
MCV
Mf
Mfm
MHC
MMP

Experimental Autoimmune Encephalomyelitis
Epstein—Barr nuclear antigen / Epstein-Bar virus nuklearis antigén
enzyme-linked immunosorbent assay / enzimkapcsolt immunszorbens esszé
fluorescent activated cell sorting / aramlasi citométer
Fas ligand
FC-epsilon-receptor / kis affinitast IgE receptor
fluorescein isothiocyanate
follicular B cell / follikularis B-sejt
forkhead box P3
forward scatter / el6re iranyulé fényszoras
Transcription factor GATA-3
healthy / egészséges
human leukocyte antigen / human leukocita antigén
horse radix peroxidase / tormaperoxidaz
hematopoetic stem cell / hematopoetikus éssejt
intercellular adhesion molecule
Incomplete Freund's Adjuvant / inkomplett Freund’s adjuvans
interferon vy
immunglobulin
interleukin
interleukin 10
Interferon regulatory factor 4
human intravénds immunoglobulin
dissociation constant / disszociacios konstans
lipopoliszacharid
magnetic activated cell sorting

mitogen-activated protein Kinase
mutated citrullinated vimentin
macrophage / makrofag
metallofil macrophage / metallogil makrofag
major histocompatibility complex

matrix metalloprotease


https://en.wikipedia.org/wiki/Fork_head_domain

MPP multipotent progenitor / multipotens progenitor

MZ B marginal zone B cell / marginalis zona B-sejt
MZ marginal zone / marginalis zéna

NFATcl Nuclear factor of activated T-cells 1

NK natural killer cell / természetes 616 sejt

OD index citrullinated peptide OD/ arginin peptid OD

oD optical density/ optikai denzitas

PAD peptidil arginin deiminase / peptidil arginin deiminaz
PALS Periarteriolar lymphoid sheaths / periarteriolaris limfoid hiively
PBS Phosphate-buffered saline

PCR polymerase chain reaction

PD-L1 Programmed death-ligand 1

PE Phycoerythrin

PMA phorbol 12-myristate 13-acetate

Prdm1 PR domain zinc finger protein 1

PTPN22 protein tyrosine phosphatase / protein tirozin foszfataz
RA rheumatoid arthritis / rheumatoid arthritisz

RANKL receptor activator of NFkB ligand

RF rheumatoid faktor / rheuma faktor

RNS Ribonucleic acid / ribonukleinsav

ROC receiver operating characteristic

RORy RAR-related orphan receptor gamma

ROS reactive oxygen species / reaktiv oxigén gyokok

RU resonance unit / rezonancia egység

RUNX1 Runt-related transcription factor 1

S1P szfingozin-1-foszfat

SE shared epitope

SLE szisztémas lupus erythematosus

SNP single-nucleotide polymorphism / egypontos nukleotid poliformizmus
SPR surface plasmon resonance / felszini plazmon rezonancia
SSC side scatter / oldalra iranyul6 fényszoras

STAT signal transducer and activator of transcription



T1/2B transitional 1/2 B-cell / tranzicionalis 1/2 B-sejt

T2-MZpre transitional 2-marginal zone precursor

Thx21 T-box transcription factor 21 / T-bet

TD T-cell dependent / T-sejt fliggd

TGFp Transforming growth factor beta

Th1/2/17 helper T1/2/17 cell / segité T1/2/17 sejtek

TI T-cell independent / T-sejt fiiggetlen

TLR Toll-like receptor / Toll-szeri receptor

T™MB 3,3°,5,5 tetramethylbenidine

TNFa tumor necrosis faktor o / tumor nekrdzis faktor o
Treg regulatory T cell / regulator T-sejt

VCAM vascular cell adhesion molecule

VEGF vascular endothelial growth factor / vaszkularis endothel novekedési faktor

XBP1 X-box binding protein 1



2 Bevezetés

Az immunrendszer feladata, hogy megvédje a szervezetet a kiilsd, idegen behatasoktol, ellentik
fellépjen €és hossza tavu védettséget alakitson ki. Az immunrendszer legfontosabb tulajdonsaga,
hogy kiilonbséget tud tenni sajat és nem sajat strukturadk kozott és azokra eltérden reagal. Nem
csak védelmet biztosit a patogén korokozokkal szemben, hanem az immunsejtek fejlédésiik
soran megtanuljak megkiilonboztetni, tolerdlni a sajat strukturakat, ezekkel szemben
valaszképtelenséget, toleranciat alakitanak ki. Amennyiben sériil az immuntolerancia, példaul
az immunrendszer sajat strukturakat ismer fel pl. egy fehérje poszt-transzlaciés modosulasa
kovetkeztében, autoimmunitds léphet fel. Egészséges szervezetben is kimutathatoak
autoreaktiv B- és T- sejtek, amelyek aktivalddas hianydban mindenféle karos kovetkezmény
nélkiil eliminalodnak a szervezetb6l. Az autoimmun betegségek altalaban multifaktorialisak,
kialakulasukban tobb tényezd is szerepet jatszhat, patomechanizmusuk hatterében genetikai
tényezok, hibas immunregulacios folyamatok, hormonalis és kornyezeti faktorok (dohdnyzas,

stressz, fertdzések) egyarant szerepet jatszanak [1].

A rheumatoid arthritisz (RA) az egyik leggyakoribb szisztémas autoimmun korkép, amely
elsdsorban a kéz ¢és 1ab iziileteit érintd gyulladasi betegség. Prevalencidja vilagszerte 0,5-1 %,
eléfordulasa nék esetében kb. 3-szor gyakoribb. A ma ismert leghatékonyabb, legnagyobb
specificitast laboratoriumi diagnosztikai modszer, a citrullinalt epitopokat felismerd
ellenanyagok (anti-citrullinated protein/peptide antibody - ACPA) kimutatasa betegek szérum
mintaibol. Ezen ellenanyagok kimutathatok akar évekkel a betegség tlineteinek kialakulasa eldtt
¢s a diagnosztizalasban bet6ltott fontos szerepiik mellett, bizonyitottak szerepiiket a betegség
patomechanizmusaban is [2]. Az elmult évtizedekben szamos tesztet fejlesztettek ki az ACPA-
k kimutatasara, és szamos auto-epitopot azonositottak. Mivel az auto-antitestek mar akar
évekkel a tiinetek megjelenése el6tt jelen vannak a betegek vérében, fontos a tesztek
érzékenységének javitasa a betegség minél korabbi diagnosztizalasa és a gyogyszeres kezelés
minél hamarabbi elkezdésének szempontjabol. A betegség korai stddiuméban elkezdett terapia
nagymértékben képes lassitani a betegség kialakuldsat és megeldzhetdk vele az iziileti és a

szoveti karosodasok.

A betegség lefolyasa hullamzo, akut és tiinetmentes szakaszok valtjak egymast, de teljes
gyogyulas — megfeleld terapia nélkiil - sajnos nem érhet6 el a betegeknél [2]. A tiinetmentes,

remisszios idoszakok kialakuldsaban az immunrendszer ugynevezett ,,reguldtor” sejtjeinek,



példaul a regulator T- és B-sejteknek, kulcsfontossagu szerepét irtak le, amelyek szamos
szuppressziv mechanizmus révén képesek szabalyozni a gyulladasi folyamatokat [3]. A
szuppressziv sejtek vizsgalatara iranyuld alapkutatisok nagyon fontosak a betegségek
mechanizmusanak jobb megértéséhez, a patologias folyamatok feltarasahoz. Mivel a
rheumatoid arthritiszben szenvedo betegeknél a remisszié elérése nehézkes és hosszu idot vesz
igénybe ¢s egyénfiiggd, hogy egyaltalan kialakul-e, alternativaként nagyon jol alkalmazhatdak
a betegség modellezésére hasznalt allat kisérletek, mint példaul a mi altalunk hasznalt egér

modell, a kollagén-indukalt arthritisz (collagen-induced arthritis, CIA) [4, 5].

Doktori munkam soran egyrészt célul tiiztiik ki az alatalunk kifejlesztett peptid-alapu rendszer
[6] tovabb fejlesztését, amelyet egy nagyobb érzékenységii és specificitast diagnosztikai teszt
kidolgozasara lehet alkalmazni. Masrészt szerettiik volna a betegség remisszidjaban
feltehetdleg fontos szerepet jatszo tigynevezett regulator B-sejtek (Breg) differencidlodasanak

feltételeit tanulmanyozni, szabalyozo6 funkciojukban fontos molekulakat azonositani.



3 Irodalmi attekintés

3.1 Rheumatoid arthritisz

A rheumatoid arthritisz (RA) egy szisztémas autoimmun betegség, elsésorban a kéz és 1ab kis
iziileteit érint6 iziileti gyulladas, de a betegek nagy részénél iziileten kiviili (extraarticularis)
érintettséggel is jar (pl. ,oreumas csomok™ a bdrben, tiidéfibrozis, érelmeszesedés,
vesekarosodas). A gyulladas folyamata, ha nem kezelik, progressziven halad eldre, iziileti
funkcié karosodéasokat, deformitdsokat alakitva ki. Az immunrendszer sejtjei korosan
mukodnek, a sajat kotészoveti elemeket idegenként azonositjak és elleniik gyulladasos reakciot
inditanak. Az RA a leggyakoribb autoimmun betegségek kozé tartozik, vilagszerte a lakossag
kb. 0,5-1%-t érinti és jellemz0 ra a ndi talsaly, kb. 3-szor annyi nd érintett, mint férfi. Az RA
nem csak egy ¢letmindséget rontd korallapot, megroviditi a varhat6 élettartamot kb. 3-7 évvel,
mert e betegségben szenvedd egyének hajlamosabbak a fertézésekre és a sziv és érrendszeri
betegségekre. A betegség hatterében a genetikai tényezék a legmeghatarozobbak,
ikervizsgalatokkal igazoltan az RA konkordanciaja 15-30 % kozotti, a hajlam atorokithets. A
betegség multifaktorialis, a genetikai hajlam mellett a kornyezeti tényezok is nagyon fontosak,
amelyek koziill a dohanyzas a legjobban kutatott, bizonyitottak, hogy ndveli a betegség
kialakulasanak kockazatat [7, 8]. Iniciacidjaban nagy szerepet tulajdonitanak még a kiilonb6z6
viralis és bakterialis fert6zéseknek [9, 10]. Az RA patogenezisét tekintve, megfigyelhet6 a Thl
és Th17 sejtek, illetve a citokinek koziil a TNFa, IL-1, IL-6, IL-17 dominanciaja. Ezenkiviil
fontos szerepet jatszhat a szervezet sajat - a szervezetben is megtalalhato - fehérjéinek
posztranszlacios modosulasa [2]. A betegek kb. 60-70 %-anak szérumaban kimutathatoak
citrullinalt fehérje/peptidek ellen képz6dé antitestek (anti-citrullinated protein/peptid antibody
— ACPA). Ez annak az eredménye, hogy egy enzim, a peptidilarginin deiminaz, egyes fehérjék
arginin aminosavait deimindlja és citrullinné alakitja. Ezen modosult, az immunrendszer
szamara idegen motivumok ellen immunvalasz alakul ki és autoantitestek termel6dnek. A
citrullinacio fiziologidsan is végbemegy a szervezetben, de rheumatoid arthritisz kialakulasa
soran felételezhetden a modosult fehérjék attorik a toleranciat. Az ACPA-k kimutathatdk az
RA-ban szenvedd betegek szérumabol akar évekkel a tiinetek megjelenése elott [11] és fontos
kapcsolat van a citrullindlt antigének ellen képzddd antitestek megjelenése és a betegség
kialakulasa kozott. RA-ban az anti-citrullinalt fehérje/peptid ellenanyagok kimutatasa a

legfontosabb szerologiai diagnosztikai eszkdzok kozé tartozik [2].
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A rheumatoid arthritis nem gyogyithato, de megfeleld, hatékony kezelésekkel elérhetd, hogy a
betegség visszaszoruljon, a panaszok csokkenjenek, illetve atmeneti tiinetmentes idészakok
alakuljanak ki. A diagnodzis utan a betegek kezelését az igynevezett DMARD szerek, a betegség
lefolyasat modosito reumaellenes szerek (disease-modifying anti-rheumatic drugs — DMARD)
alkalmazaséaval kezdik meg. A hagyomanyos DMARD szerek koziil a legelterjedtebb és a
legtobbet alkalmazott a metotrexat. Csak a metotrexat kezeléssel nagyon hatékony javulas
érhetd el a betegek kb. 25-50 %-anal 6-12 honapon beliil. Ha a hagyomanyos kezelés nem segit,
attérnek a biologiai terapiakra, amelyek koziil a legelterjedtebb a proinflammatorikus citokint,
a TNFa-t célz6 ellenanyag terapia (Infliximab, Adalimumab). Ezen kiviil még célozzak az IL-
1 receptort (Anakinra), az IL-6 receptort (Tocilizumab) és a B-sejteken 1évé CD20 molekulat
(anti-CD20 — Rituximab) [2, 12].

A betegség kezelése és diagnosztizalasa az utdbbi évtizedben nagyon sokat fejlodott, a tiinetek
megjelenése utdn a kezelést azonnal el tudjak kezdeni. Az anti-citrullinat protein/peptid
antitestek, akar évekkel a tiinetek megjelenése el6btti jelenléte a vérben és a detektalasukra

fejlesztett tesztek biztositjak a betegség korai diagnosztizalasat.

3.1.1 Citrullinacio szerepe és kepzodesének jelentosége rheumatoid arthritiszben

Az immunrendszer a sajat struktirakkal szemben immunologiai valaszképtelenséget,
toleranciat alakit ki. A szervezetben végbemend poszt-transzlaciés modosulasok kovetkeztében

1étrej6hetnek olyan auto-antigének, amelyek képesek a tolerancia attorésére [13].

A legfontosabb ilyen poszt-transzlacios modosulas a citrullinacio - fiziologiasan is végbemend
- folyamata, amely soran egy enzim, a peptidil arginin deimindz (PAD), modosit bizonyos
fehérjéket, a benniik 1évo arginint atalakitja citrullinra. E folyamat kovetkeztében megvaltozik
a fehérje toltése (pozitiv—semleges), ennek kovetkeztében modosulhat a fehérje harmadlagos
szerkezete ¢és a funkcioja (1. abra) [14]. A szerkezetvaltozas befolyast gyakorolhat mas
fehérjékkel torténd interakciokra [15, 16]. Az arginin pozitiv toltésti, hidrofil aminosav,
gyakran a fehérje felszinén helyezkedik el, ahol részt vehet ionos kolcsonhatisban mas
aminosav oldallancokkal. A poszttranszlacios modosulas kovetkeztében megvaltozo szerkezet

feltarhat az immunrendszer szamara eddig fedett epitopokat [13].
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- Citrulline

e o0 o o
N—¢—C N—¢—C
l"““q / H cH, OH H oy, OH tnoou..
(l:H2 PAD ICHZ
\ cH, cH,
NH NH

Citrullinalt fehérje
(auto-antigén)
(semleges)

Fehérje
(+toltottség)

1. abra: Citrullindcié folyamata - Kumar és mtsai. alapjan modositva [16]. A citrullinaci6 folyamata sordn
az arginin aminosavrol egy imino csoport tavozik, ezzel megvaltoztatva az aminosav tulajdonsagat, toltése
pozitivrol semlegesre valtozik.

PAD enzimek 5 izotipusa ismert emlds sejtekben (PAD 1, 2, 3, 4, 6). Normalisan az enzim
inaktiv, a citoszolban lokalizalt, aktivitasat megnovekedett Ca?* koncentracio esetén éri el [15].
Az enzim izotipusok szoveti eloszlasa heterogén. A rheumatoid arthritisz szemszogébol a két
legfontosabb izotipus - a PAD2 és a PAD4 - koziil a PAD2 kimutathaté izomban, a kdzponti
idegrendszerben, makrofagokban, monocitdkban, oszteoklasztokban, mig a PAD4
hematopoetikus sejtekben és gyulladt rheumatoid iziiletben expresszalodik [13, 15]. A
citrullinaci6 folyamata fiziologidsan végbemehet gyulladas kovetkeztében, epitél sejtek
keratinizalodasa soran [17], szabalyozza a transzkripciot a hisztonok citrullinacidjaval,
apoptozis soran el6késziti az intracellularis fehérjék lebontasat [11, 18]. Intracellularis és
extracellularis fehérjék egyarant modosulhatnak a PAD enzimek altal. A synovialis membran
normal esetben alig vagy egyaltalan nem tartalmaz citrullinalt fehérjéket, mig a gyulladas
kovetkeztében nagymértéki citrullinacio jellemzi [2]. Az hogy RA betegekben miért nagyobb
az enzim aktivacioja, még feltaratlan, elképzelhetd hogy a gyulladt iziiletre jellemzd oxigén
anyagcsere egyensulyanak eltolodasara vezethetd vissza. Gyulladas kovetkeztében reaktiv
oxigén gyokok (ROS — reactive oxygen species) képzddnek, amelyek aktivaljak a PAD

enzimeket expresszalo sejteket [19].

A modosult, citrullinalt auto-antigének antigénprezentalo sejtek kozremiikddése altal aktivaljak
a T-sejteket, amelynek kovetkezményeként a B-sejtek ellenanyag termelé plazmasejtté
differenciadlodnak. A nagy prediktiv értékkel rendelkezd citrullin tartalmu epitopokat felismerd
ellenanyagok (ACPA) még a patoldgias gyulladas, a tiinetek megjelenése eldtt kimutathatoak a

betegek széruméabodl. A citrullinalt antigének ellen kialakulé immunvélasz és a betegség
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tiineteinek megjelenése kozotti kapcsolatot az ugynevezett szekvencidlis (,,twoo-hit””) modell

magyarazza, miszerint az antitest termelés és a betegség tlineteinek kialakuldsa két kiilon

esemény (2. abra) [2, 20].
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2. abra: Az ACPA porzitiv RA patogenezisének hipotetikus modellje — Klareskog és mtsai alapjan
modositva [2, 20] - Az autoantitestek mar a betegség preklinikai fazisiban jelentkeznek. A kiilonféle kornyezeti
hatasok ¢és a genetikai tényezOk egylittesen jarulnak hozza az ACPA kialakulasahoz (,,first hit”). A masodik
hatas (,,second hit”), ami lehet egy fert6zés, felel az ACPA valasz tovabbi terjedéséért és éréséért. A betegség
elérehaladtaval az ACPA titere nd, kiilonféle izotipusok és rajtuk kiilonféle glikozilaciés mintazatok
figyelhet6k meg [21] - RF=rheuma faktor.

E feltételezés szerint az ACPA pozitiv betegek esetében, a citrullinlt sajat molekuldk elleni
ellenanyagok el6szor még a pre-klinikai fazisban az iziileten kiviil (pl. a tiidében) alakulnak ki
(pl.: dohanyzas és szennyez6 anyagok hatasara — ,,first hit” = els6 inger), majd ezt kdvetden
késébb egy masodik inger (pl. fertdzés, sériilés — ’second hit”) hatasara alakul ki a gyulladas
mas szervekben, példaul az iziiletekben [2, 20-22]. A betegség elérehaladtaval az ellenanyag
koncentracioja és felismerod képességének diverzitasand [7, 21], az antitestek variabilis régidjan

nagymértékii szomatikus hipermutacié mutathato ki [23].
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3.1.2 A rheumatoid arthritisz patogenezise

A rheumatoid arthritiszben szenvedd betegek kronikus, altalaban a 1ab és kéz iziileteket érintd
gyulladasban szenvednek. A gyulladasos folyamat, megfeleld kezelés hidnyaban, progressziven
halad eldre, iziileti funkcid karosodasokat, deformitasokat alakitva ki. A betegség kozponti
eleme az iziileti tokot, az inakat, a szalagokat és a csont iziileti felszineit boritd synovialis
membran gyulladasa. Ez a normal koriilmények kozott 1-2 sejtrétegbdl allo mesenchymalis
eredetli hartya felel az iziileti folyadék termeléséért, amely minimalizalja a porcfeliiletek kozotti
surlodast és lehetdveé teszi az iziilet szabad mozgasat. A gyulladéas soran az iziileti membran
sejtjei tobb osztddason mennek keresztiil, amely soran a megvastagodott sejtréteg rahuzodik a
porc felszinére, kialakul az tgynevezett ,,pannusz”. A gyulladt iziileteknek a 6 sejtes elemei a
T- és B-sejtek, a monocitak, a makrofagok, a dendritikus sejtek és a fibroblasztok (3. abra) [12].
Mint ahogy mar emlitésre keriilt, a modosult, citrullinalt sajat antigének ellen termel6do
antitestek fontos szereppel birnak a betegség patogenezisében, immunkomplex képzodést
kovetden aktivaljak a komplement rendszert és aktivaljak a makrofagok gyulladasi citokin

(TNFa, IL-1, IL-6) termelését. A citokinek a gyulladds kivaltasa mellett, hozzajarulnak a

crer

rrrrr

patogenezisében kulcsfontossagli TNFa serkenti a f6 oszteoklaszt differenciald faktor, a
RANKL (Receptor Activator of NFkB Ligand) expressziojat, tovabba aktivalja a Th17 sejteket.
Az aktivalodott T-sejtek IL-17 citokinen keresztiil szintén serkentik a RANKL megjelenését az
oszteoklasztokon és ezaltal az oszteoklasztogenezist [24, 25]. RA-ra jellemz6 az angiogenezis
folyamatat serkent6 faktorok felszaprodasa. A vaszkularis endothel ndvekedési faktor (VEGF)
mellett, szamos mas novekedési faktor, citokinek (TNFa, IL-1, IL-6, IL-17, IL-18), kemokinek
(CXCL8, CXCL12, CCL12, CXC3L1), proteazok (metalloproteazok - MMP) ¢és adhézios
molekulak (integrinek, VCAM-1, ICAM-1) fontos részt vevoi az angiogenezis folyamatanak

(3. 4bra) [26, 27].
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3. abra: Rheumatoid arthritisz patogenezise — Dolati és mtsai. alapjan modositva [12, 24]. A plazmasejtek
altal termelt rheumatoid faktor (RF) és a citrullinalt antigének ellen képz6dé ellenanyagok (ACPA) fontos
szereppel birnak a betegség patogenezisében, immunkomplex képzddést kdvetden aktivaljak a komplement
rendszert ¢s aktivaljadk a makrofagok gyulladasi citokin (TNFo, IL-1, IL-6) termelését. A citokinek
hozzajarulnak a matrix-metalloproteazok (MMP) felszabadulasahoz és serkentik a RANKL expressziojat az
oszteoklaszt progenitor sejteken. RA-ra jellemz6 az angiogenezis folyamatat serkentd faktorok felszaprodasa,
pédéaul a vaszkularis endothel novekedési faktor (VEGF), citokinek, kemokinek, proteazok és adhézids
molekulak jelenléte. A patologias gyulladas végeredményeként degradaloédik a porc allomanya és ennek
kovetkezményeként karosodik a csontszovet.

3.1.3 A genetikai hattér és a kérnyezeti tényezok szerepe

A rheumatoid arthritisz kialakulasat tobb tényez0 is befolyasolhatja, de a genetikai tényezék a
legmeghatarozobbak. Régodta ismert, hogy a f6 hisztokompatibilitdsi génkomplex II
osztalyahoz (MHCII) tartoz6 human leukocita antigén (HLA) DRBI1 allél asszociaciot mutat az
ACPA pozitiv RA-val (,,shared epitope = SE” elmélet) [22]. Az Ggynevezett ,,shared epitope”
az MHCII molekula B lancan helyezkedik el [17, 28]. A fehérjék modosulédsa, az arginin-

citrullin konverzio noveli a peptid és az MHC kotédésének mértékét [17].

A HLA gén mellett kimutattak egy masik nagyon fontos genetikai tényez6t, a protein tirozin
foszfatdz (PTPN22) génjében rejld ,,single”-nukleotid polimorfizmust (SNP). A génben
bekovetkezd mutacio fokozza a timuszban a T-sejt receptor jelatvitelt, amelynek

kovetkezményeként az auto-reaktiv T-sejtek megmenekiilhetnek a klonalis deléciotol [11]. S6t
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tovabbi kutatdsok kimutattak, hogy a HLA-DRBI ¢s a PTPN22 gén egyiittes jelenléte jobban
hajlamosit az RA kialakulasara [22].

A genetikai tényezOk mellett szamos kornyezeti tényez0 is szerepet jatszik, példaul kb. 30 éve
ismert, hogy a hosszutivi dohdnyzas és egyéb szennyez6 anyagok (pl. szilicium dioxid,
szénpor) citrullinciot okoznak a tiiddben és ezaltal fokozzadk az ACPA pozitiv rheumatoid
arthritisz kialakulasat az arra genetikailag fogékony - ,,shared epitope”-t hordoz6 - egyénekben
[22]. A HLA-DRB1-PTPN22 kapcsolathoz hasonléan, a dohanyzas és a DRBI allél kozott
befolyasolhatja az immunrendszert és segitheti az RA kialakuldsat, példaul fokozhatja a
citrullinaciot a PAD enzimek aktivalasaval [30], a dohanyfiistben 1év6 karos anyagok a sejtek
apoptozisat (sejthalalat) indukélhatjak, a sejtekbdl kiszabaduldo PAD enzimek mddosithatjak a
jelenlévo fehérjéket [22].

A dohanyzas mellett a kiilonféle fertézé organizmusokat tartjdk a masik legfontosabb
kornyezeti faktornak. Kimutattdk, hogy szamos kronikus fertézésért felelds mikroorganizmus
(Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli, Proteus mirabilis, retrovirusok) sejtfalaban
megtalalhatoak a ,,shared-epitope” (SE) altal felismert szekvenciara nagymértékben hasonlitd
epitopok. Ezzel magyardzhatd, hogy bizonyos bakteridlis fertdzéseket kovetéen autoimmun
betegség alakulhat ki [31]. Szintén szoros kapcsolat mutathato ki az RA és a periodontitis
betegség kozott, amelynek korokozodja, a Porphyromonas gingivalis (PG), az egyetlen olyan
prokariota, amely rendelkezik PAD enzimmel. El6forduldsa gyakoribb a rheumatoid arthritisz-
ben szenvedd betegeknél, s6t a baktérium okozta gyulladds erdsebb kimeneteli. A mikro-
organizmus az arginin-deiminaz (ADI, eml6snél PAD) enzimet hasznalja anaerob tton vald
energianyerésre, az arginin degradaldsara. Deiminaci6 sordn felszabaduld6 NHsz noveli a
baktérium talélését a parodontélis zsebben, semlegesiti a savas kornyezetet, optimalizalja a
PAD funkciot, inaktivalja a hemaglutinint €s el0segiti az ATP eldallitast. A baktérium nemcsak
a sajat fehérjéit képes citrullinalni, hanem a gazdaszervezet fehérjéit is. A baktérium altal
termelt a-enoldz megtalalhato a betegek iziileteiben, a citrullinalt a-enolédz ellen képzddé auto-
antitestek kimutathatok RA-ban szenved6k 40-60 %-aban. Az enzimbdl az immunologiailag
dominans epitop (citrullinalt a-enolaz peptid-1) ellen képzddo ellenanyagok nem csak az RA-
ra specifikusak, kimutattak szisztémas lupus erythematosus-ban (SLE), Iupus nephritisben és

sclerodermaban is jelenlétiiket [13, 32].

Az elmult évtizedben figyeltek fel az Epstein-Bar virus nuklearis antigénje (EBNA) ellen
képz6dod ellenanyagok jelenlétére RA-ban. Kimutattdk, hogy bizonyos arginin-glicin
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szekvenciakat tartalmazé virdlis antigének is képesek deimindlodni, az igy kialakulo viralis
eredetl citrullinalt epitopok keresztreagalhatnak a szervezetben 1évé ACPA-kal. Rheumatoid
arthritiszben szenvedé betegek kb. 45-50 %-anak szérum mintdiban kimutathatéak az

immunogén epitopot tartalmazé EBNA-1 elleni ellenanyagok [33].

3.1.4 Az ACPA-k fajtdi és a diagnosztikaban betoltott szerepiik

Rheumatoid arthritiszben a modosult sajat fehérjék ellen képzddd, anti-citrullinalt
fehérje/peptid ellenanyagok (ACPA) kimutatasa a legfontosabb diagnosztikai eszk6z [2]. Az
elsé ilyen antitesteket, anti-perinuklearis faktor (anti-perinuclear factor — APF) és anti-keratin
ellenanyag (anti-keratin antibody — AKA) néven detektaltak 1964-ben és 1979-ben. Mindkét, a
nyeldcsé epithél sejtek keratohialin szemcséivel reagald, ellenanyag kimutathato volt RA-sok
kb. 50-70 %-aban [34]. Mindkét ellenanyag célpontjat tévesen azonositottak, 1993-ban
tisztazodott, hogy a keratin helyett a filaggrin az antigén, ami a keratin-filamentumokhoz
aggregaltan helyezkedik el elszarusodd hamsejtekben [17]. Az azonositasukat kovetden arra is
fény deriilt, hogy ezek az ellenanyagok olyan fehérjéket ismernek fel, amelyek az arginin
helyett citrullint tartalmaznak. Ezt a jelenséget mas RA-specifikus antitesteknél is megtigyelték
¢s bar a specificitasuk ¢és citrullinaltsdguk mértéke valtoz6 volt, abban megegyeztek, hogy
mindegyik a citrullindlt auto-antigéneket ismerte fel. Ezért kaptadk az anti-citrullinalt
fehérje/peptid ellenanyag (anti-citrullinated protein/peptid antibody — ACPA) elnevezést [34].
Innen, ahogy az ACPA-k fejlodését dsszefoglald 4. abran is jol lathato, két iranyba indult el a
fejlesztés, parhuzamosan zajlott a citrullinalt fehérje és a citrullinalt peptid alapu tesztek
fejlesztése [15]. A peptid alapu tesztekben a deiminacié folyamata, vagyis a citrullin beépitése
szintézis kozben zajlik, mig a protein alapt teszteknél a citrullindciot a szintézis utan izolalt
PAD enzimek segitségével végzik. Kb. a kétezres évek elejére tehetd, amikor kifejlesztették az
elsd generdcios ciklikus citrullinalt peptidek keverékébdl allo tesztet (cyclic citrullinated
peptide — CCP), amelynek alapjat a human filaggrinbdl szarmazo, szintetikus és ciklizalt
peptidek adtak. A tovabbfejlesztett masodik és harmadik generacios teszteket (CCP2 és CCP3)
mar egy teljesen mas, a filaggrinnal nem homolog, peptid-keverékbdl allitottak 6ssze [15]. E
tesztek igen magas specificitassal (kb. 90-98 %) bar nem tul erds, 60-80 % koriili, szenzitivitas
értekkel rendelkeznek. Egy diagnosztikai teszt specificitdsanak értéke, arrol ad nekiink
informaciot, hogy a teszt az egészséges mintak koziil, hdny mintét talal pozitivnak (fals pozitiv).

Mig egy teszt szenzitivitas értekébdl leszlirhetjiik, a teszt a beteg mintak hany szazalékat talalta
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tényleg pozitivnak. Habar a tesztek érzékenysége (szenzitivitas) csak elfogadhatonak
tekinthetd, manapsag ezek a CCP2 és CCP3 tesztek a leginkabb hasznalt és elfogadott assay-k
a klinikumban [34, 35]. Fontos elénye ezeknek a masodik és harmadik generacios teszteknek,
hogy olyan betegekben is kimutathat6é anti-CCP2 ellenanyag (kb. 20-30 %-ban), amelyek a
masik fontos bio-markerre, a rheumatoid faktorra (RF) negativak voltak [17]. Az RF a human
IgG Fc régidja ellen termelt IgM izotipusu ellenanyag, szenzitivitasa kb. 70 % koriili,
specificitasa alacsonynak mondhatd, sok egészséges, fertdzésen atesett és mas autoimmun

betegségben szenvedd egyénben is kimutathat6 [36].

Anti-Perinukledris Faktor (APF) Anti-Keratin antitestek (AKF)

1964 1979

Anti-Filaggrin Antitestek

l— Anti-Citrullin Szérmazék Antitestek —l

Anti-Citrullindlt Protein Antitestek Anti-Citrullindlt Peptid Antitestek

Mcv Szintetikus Ciklikus Citrullinélt Peptidek

R

CcCP CCP2 CCP3
Tovdbbi auto-antigének:

- |, ll-es tipusa kollagén
- o-enolaz
- fibrin

Uj célpontok:
Virdlis és bakteridlis peptidek
PlL. EBNA-1

4. abra: Anti-citrullindlt fehérje/peptid antitestek (ACPA) felfedezésének folyamata és az
eddig kifejlesztett diagnosztikai tesztek osszefoglaldsa — Suzuki és mtsai alapjan készitett [15].

Ki kell emelniink, a diagnosztikdban hasznalatos masik fontos diagnosztikai eszkozt a
citrullinalt fehérje alapu tesztek koziil, a mutans-citrullinalt vimentin (mutated citrullinated
vimentin — MCV) tesztet (4. abra). A mutans citrullinalt vimentint felismer6 ellenanyagokat
2004-ben azonositottak eldszor. Magas, kb. 92-98 % koriili specificitdsa mellett 65-70 %-0s
érzékenységgel rendelkezik. Az RF, a CCP2 és CCP3 tesztek mellett az MCV a harmadik

legfontosabb szerologiai eszkdz az RA diagnosztizalasaban [17].
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Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a citrullindlt antigének felfedezése és a detektalasukra
alkalmas tesztek kifejlesztése nagy attorést jelentett a rheumatoid arthritisz laboratoriumi
diagnosztikajaban. Mivel az ACPA-knak magas prediktiv és prognosztikai értéke van RA-ban,
fontos a korai diagnosztizalast és a személyre szabott terapidkat segitdé tovabbi antigének
keresése ¢és érzékenyebb tesztek fejlesztése. Emellett nagyon fontos kiemelni, hogy a
kereskedelmi forgalomban kaphat6 és a legaltalanosabban hasznalt tesztekkel a betegek kb.
30%-a negativnak adodik [35], ezért nagyon fontos Uj epitopok keresése, hogy az ugynevezett

»al-negativ” betegek a betegség korai fazisaban kisziirhetok legyenek.

crer

Munkacsoportunk tagjaként részt vettem, a CCP2 tesztek analdgidjara, egy tgynevezett ,, 4-
peptid-panel ” ELISA teszt kidolgozasaban, amelyet ismert auto-antigén fehérjékbdl (filaggrin
5- és 19-mer, kollagén, vimentin) szarmaz6 szintetizalt citrullin tartalma peptid szekvencidk
keverékébdl allitottunk Ossze [6]. A keverékbe kiilon-kiillon mar vizsgalt, a citrullinalt
fehérjéket/peptideket felismerd ellenanyagok célpontjaiként szamon tartott epitdpokat
valasztottunk, amelyeket igy egylitt, ebben az Gsszeallitasban még nem vizsgaltak. A vimentin
egy igéretes molekula, ahogy emlitettem az MCV teszt targyaldsandl, fontos auto-antigénként
tartjadk szamon rheumatoid arthritiszben, megtalalhaté az iziilleti membranban ¢és
extracellularisan is [26, 37]. A filaggrin az epidermisz keratin-filamentumaival asszocialt
fehérje, a terminalis differencialddas soran profilaggrinbodl alakul ki. Szerepe RA-ban még nem
teljesen tisztazott, mivel az iziiletekben nem mutathat6 ki, nagy valoszintiséggel a citrullin
tartalmu filaggrin fehérjét felismerd ellenanyagok esetében keresztreakciordl lehet szo [38]. A
kollagén a kotészovet egyik f6 alkotdjaként az iziilet 6 komponense. A kollagén ellen képzdd
auto-antitestek a betegek kb. 30 szazalékaban jelen vannak [38, 39]. A peptidek szintézisét,
kollaboracios partneriink, az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport munkatarsai - Dr.

Magyar Anna ¢és Prof. Hudecz Ferenc vezetésével - végezték.

A citrullin tartalmu peptidek felismerésén alapuld ELISA teszt szenzitivitas értékei kiilon-kiilon
tesztelve, rogzitett 95 %-0s specificitas érték mellett 40-60 % kozott mozogtak. Amikor a
szérum mintdk eredményeit (Osszes peptiddel tesztelve) dsszesitettiik azt tapasztaltuk, hogy a
betegek 21 %-a nem ismert fel egy, altalunk a tesztben vizsgalt peptidet sem, tehat a betegek
maradék kb. 80 %-a pozitivnak adodott (szenzitivitas érték). A peptid-panel teszt ilyen magas
foku érzékenysége ¢és a teszt multiplex peptid felismerése diagnosztikai értékd, alkalmas lehet
egy kit tovabb fejlesztéséhez. Eredményeinket 0sszevetettiik az anti-CCP tesz, az anti-MCV kit
¢s a DAS28 index (a betegség sulyossagat kifejez6 index) értékeivel. A betegek széruma alatal

felismert peptid epitopok szama korrelaciot mutatott a betegség stulyossagaval. Az itt felsorolt
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eredmények egy, a tarsszerzéségemmel késziilt publikacioban [6] illetve Szarka Eszter doktori

dolgozataban (2014) olvashatoak.

3.1.5 ,, Multi-epitop” peptid

Eddigi eredményeinkbdl kiindulva munkacsoportunk az MTA Peptidkémia Kutatocsoport
munkatarsainak segitségével egy olyan ,,multi-epitop” peptid szekvenciat tervezett, amelyet
feltehetleg nagymértékben felismernek a szérum mintdkban 1év0 anti-citrullinalt
protein/peptid ellenanyagok (ACPA). Az RA betegek szérumaban kimutathaté ACPA-K
felismerd képessége a betegség diagnosztizalasatol eltelt id6 eldrehaladtaval nd, egyre tobb
epitopot képesek felismerni (epitope spreading) [40], azonban ugy tlinik, vannak olyan fontos
ismétlddé szekvencia részletek, amelyek szilikségszerlieck az antitest-antigén kapcsolat

kialakulasahoz.

Egy 2015-6s vizsgalat szerint (Trier és mtsai., [41]) a citrullinalt antigéneket felismeré auto-
antitestek felismerésében a deiminacion (citrullinacio) kiviil nagyon fontos szerepet jatszanak
a citrullin kornyezetében elhelyezkedé aminosavak. Kimutattak, hogy a peptidben 1évo
citrullin-glicin  (Cit-Gly) motivumok elengedhetetlenek a peptid auto-antitest altali
felismerésében. Példaul az EBNA-1 és EBNA-2 peptidek N-terminalis részén szamos Cit-Gly
ismétlédés figyelhetd meg, sOt a tobbi altalunk tesztelt peptid szekvenciaban szintén
megfigyelhetoek ilyen motivumok. Ugyanakkor a felismeréshez fontos a motivumot koriilvevo
semleges aminosavak altal biztositott szerkezet is. Osszehasonlitva az altalunk vizsgalt citrullin
tartalm peptidek szekvencidit, munkacsoportunk megallapitotta, hogy a citrullin-glicin

motivumok mellett az alanin-citrullin motivumok is el6fordulnak a legtobb peptidben (5. abra).

filaggrin 19-mer S HQESTXG XS X GRS GUR S G S
fibrin B X P APPPI S GGGY X X

kollagén A X GLTGXP GDA

vimentin S A VRAXS S VPG VR

a-enolaz K 1 HAXE Il F DS X GNUPTV E

EBNA-2 GQ SXGQS X G X G X6 X @ X @ X G K G

5. abra: Kutatdsaink soran vizsgalt peptidek szekvenciai — kiemelve az ismétléds citrullin-glicin (Cit-
Gly — X-G) és alanin-citrullin (Ala-Cit — A-X) motivumokat.
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Mindezeket figyelembe véve, az eddigi ismereteket Osszesitve — munkacsoportunk
megtervezett egy olyan ,, multi-epitop” peptidszekvenciat, amelyben a citrullin-glicin és az
alanin-citrullin motivumok 2-2 kopiaban vannak jelen semleges aminosavakat tartalmazo

tavtartoval elvalasztva (1. tablazat).

peptid szekvencia

"multi-epitop" Ttds-ARARGSGSGRGRG-NH:
Ttds-AXAXGSGSGXGXG-NH2

1. tablazat: A ,, multi-epitop ” peptid szekvenciaja (R=arginin; X=citrullin).

3.2 Kollagén-indukat arthritisz egér modell

Az autoimmun betegségek patomechanizmusanak jobb megértésére iranyuld kutatasok fontos
jelentdséggel birnak. A fejlettebb nyugati orszagokban az autoimmun megbetegedések a stlyos
egészségligyi kockazatot jelentd betegségek kozé tartoznak, magas egészségligyi koltséget
jelentenek az allamhdztartds szdmara és mivel manapsag egyre tobb fiatal felndttet érintenek, a
tarsadalom és a gazdasag szempontjabol is fontosak a korai diagnosztizalas és a hatékony
terapidk fejlesztésére iranyuld kutatdsok. Az autoimmun betegségek vizsgalata human
szervezetben - az etikussag kérdésén kiviil - tobb nehézségbe iitkozik, a gyulladasi deformitasok
nehezen hozzaférhetdek, a kutatok kénytelenek kdzvetett modon vizsgalni a sejtpopuléciokat,
tovabba tudjuk, hogy a limfocitak koziil csak egy-két klon specifikus egy bizonyos auto-
antigére, ami szintén neheziti megtalalasukat és vizsgalatukat [42]. Az autoimmunitas
jelentéseégének felismerése €s a human vizsgéalatok nehézségeinek realizaldsaval parhuzamosan
egyre gyorsabban fejlodtek a betegségeket megfeleléen reprezentdld allatmodellek
kifejlesztésére iranyulo torekvések [43].

Human autoimmun betegségek patogenezisének in vivo tanulmanyozésara régdta hasznalnak
egér modelleket [4]. A spontan modellekkel ellentétben, ahol a korkép mindenféle behatas
nélkil spontan alakul ki, az indukalt modellek esetében a kutatok mesterségesen alakitjak ki a
betegséget az arra fogékony allatokban. A betegség hatékony indukéaldsdhoz nagyon fontos a

modellben hasznalt egértorzs MHC haplotipusa, az immunizalas médja €s a 1étrejovo citokin

21



kornyezet [44, 45]. Az indukalt modelleken beliill megkiilonboztetiink aktiv és passziv
immunizalast alkalmazé modszereket. A human rheumatoid arthritisz tanulmanyozéséara
hasznalt legelterjedtebb indukalt (aktiv) modell, a kollagén-indukalt arthritisz esetében a
betegséget egy genetikailag fogékony egértorzsben (DBA/L) heterolog, 2-es tipust kollagén
(CII) és adjuvans emulzidjaval valtjak ki [5]. A 2-es tipusu kollagén a porc f6 allomanyat adja
¢s az ellene kialakulo reaktivitast kimutattdk human RA betegek esetében is. Szamos a human
rheumatiod arthritiszre jellemzd tulajdonsadg megtalalhat6 a CIA-ban is, ugyanugy kimutathato
a synovium gyulladasa, kialakul a pannusz (agressziv fibrovaszkularis szovet), csontkarosodas
jelei detektalhatdéak és mindemellett kimutattdk a human RA-ra jellemz6 rheumatoid faktor
(RF) és az anti-citrullinalt fehérje/peptid antitestek jelenlétét is [46]. CIA-ban a Th-17 citokin
medialt immunvalasz - a human betegség patomechanizmusahoz hasonléan — fontos szerepet
tolt be [47, 48]. Az indukalt modellek koziil a Kollagén Antitest-Indukalt Artritisz (collagen-
antibody induced arthritis - CAIA) modell esetében, passziv immunizalast alkalmaznak. Az
immunizalas soran a kollagén tobb epitopja ellen kialakuld ellenanyag-keveréket hasznalnak
[49, 50]. Szamos elénnyel rendelkezik a CIA-val szemben, példaul a betegség kialakulasanak
ideje sokkal rovidebb, akdr mar 8 nap alatt elérheté az akut szakasz csucsa és olyan
egértorzsekben is alkalmazhatdo a modszer, amelyek genetikailag nem fogékonyak. Ezzel
ellentétben viszont a CAIA immunkomplexek kialakulasan alapul és a maga az indukcid T- és
B-sejt fiiggetlen, igy nem alkalmas a human rheumatoid arthritisz soran végbemend reakciok
¢s immunfolyamatok teljeskorii modellezésére [51]. Ebbdl kiindulva valasztottuk in vivo
vizsgalatainkoz, a human RA patogenezisét komplexen modellezd, kollagén-indukalt arthritisz

egérmodellt.

3.3 Regulator B-sejtek jellemzése

A B-sejtek fontos részt vevdi az immunrendszernek, szamos funkcidt latnak el, de elsésorban
ugy tekintiink rajuk, mint a humoralis immun-valaszt pozitivan szabalyozoé sejtekre. Képesek a
terminalis differenciacio soran ellenanyagtermeld plazmasejtté differencialodni [52], hatékony
antigén prezentalo sejtként részt vesznek a T-sejtek aktivacidjaban [53] és szamos citokin

termelésével jarulnak hozza az immunrendszer megfelelé6 mitkodéséhez [54, 55].

Az emldsokben a B-sejtek a hematopoetikus 6ssejtekbdl (HSC) képzddnek (6. abra). A
csontveldben, kiilonb6zo dssejt faktorok hatasara a HSC asszimmetrikus osztodassal 1étrehozza
sajat klonjat és egy a vérképzés irdnyadba elkdtelezett multipotens progenitor sejtet (MPP). E
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progenitor sejtbol (MPP) valik szét a limfoid és a mieloid sejtvonal. A mieloid sejtek a k6zos
mieloid progenitorokbol (CMP), a limfoid sejtek a kdzos limfoid progenitorokbol (CLP)
alakulnak ki. A CLP-bdl differencialodnak az immunrendszer B és T limfocitai, a természetes
016 sejtek (NK), tovabba a plazmacitoid dendritikus sejtek (DCp). A B-sejt fejlodés iranyaba
elkotelezett sejtek tobb stadiumon keresztiil differencialédnak a csontvelében, amelynek soran
eloszor a pre-BCR (pre B sejt receptor), majd az atrendez6dott végleges BCR jelenik meg a
felszinliikon. Azokat a B-sejteket, amelyek képesek a funkciondlisan miikodoképes IgM
izotipusu B-sejt receptor (BCR) sejtfelszini megjelenitésére, éretlen B-sejteknek hivjuk [56]. A
csontveldbdl kilépd éretlen B-limfocitak a keringésen keresztiil a 1épbe vandorolnak, ahol
tranzicionalis B-sejtekké (TB) alakulnak. Az I-es tipust tranzicionalis (T1) B-sejtekbdl a II-es
tipusu tranzicionalis sejteken (T2) keresztiil képzddnek az I-es és a ll-es tipusu follikularis B-
sejtek (FO | B, FO Il B), valamint a marginalis zona B-sejtek (MZ B) egy prekurzor
sejtpopulacion keresztiil (marginalis zona B sejt prekurzor - MZpre) [57, 58] (6. abra).
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6. abra: A konvenciondlis B-sejtek (B2) fejlédésének abrazolasa a csontvelében és a periférian,

a lépben — HSC (hematopoetikus éssejt), MPP (multipotens progenitor), CMP (kdzos mieloid progenitor),
CLP (kozos limfoid progenitor), T1/T2 B (tranzicionalis B-sejt), T2-MZpre B (2-es tipusit MZ prekurzor sejt)
- Matthias és mtsai alapjan modositva [56].
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Hogy a B-sejtek képesek az immunfolyamatokat negativan befolyasolni, eloszor az 1970-es
évek kozepén irtak le. Beteg allatokba vald olyan 1ép sejtszuszpenzié adoptiv transzfere -
amelyekbdl el6zoleg a B-sejteket eltavolitottak - képtelen volt csokkenteni a késleltetett-tipusu
tulérzékenységi borreakciot (DTH) [59, 60]. Husz évvel késébb (1996) az a felfedezés, hogy
B-sejt deficiens (UMT) egerek képtelenek voltak meggyogyulni kisérletes autoimmun
encephalomyelitisb6l (EAE - Experimental Autoimmune Encephalomyelitis) hivta fel a
figyelmet arra, hogy a B-sejtek korlatozhatjdk az autoimmun betegség kimenetelének
stlyossagat [61]. 2002-ben két mérfoldkének tekintheté vizsgalatban kimutattak olyan B-
sejteket amelyek képesek voltak IL-10 citokint termelni. Ma mar tudjuk, hogy a regulator B-
sejetek azonositasara szolgalo legfontosabb marker az IL-10 citokin termelés képessége. Olyan
egerekben, amelyekben a B-sejtek IL-10 deficiensek voltak, az EAE—ben szenvedé allatok
képtelenek voltak remisszidba keriilni, meggyogyulni [62]. Mizoguchi és munkatarsai vezették
be a koztudatba a ,,regulator B-sejt” elnevezést, miutan azonositottak egy IL-10 termel6é B-sejt
populaciot spontan colitis modellben. Ezen CD19 pozitiv CD1d-t magasan expresszalo
populacié mérete folyamatosan ndvekedett a gyulladas tet6zéséig, amellyel egyidében
csokkent a betegség sulyossaganak mértéke. Ok irtak le el6szor, hogy a CDI1d fontos
fenotipusos markere lehet a regulator B-sejtek azonositasanak [63]. 2003-ban Claudia Mauri és
kutatocsoportja kimutatta, hogy kollagén-indukalt arthritiszben (CIA) szenvedd egerekbol
izolalt 1épsejtek in vitro anti-CD40 ellenanyaggal valo stimulalast kovetéen képesek voltak IL-
10 termel6 sejtekké differencialédni. Mindemellett, ha ezeket az indukalt sejteket adoptiv
transzferrel bejuttattdk beteg allatokba, a sejtek csokkentették a Thl valaszt, a betegség

kimenetelét és a gyulladas stulyossagat az iziiletben [64].

3.3.1 Eger regulator B-sejtek

Ezek a kezdeti kisérletek a regulator funkcidval bir6 B-sejtek jelenlétét és fontossagat
bizonyitottdk, de hogy vajon melyik B-sejt populaciobdl keriilnek ki €és milyen Uton
differencialodnak, még feltaratlan volt és ellentmondasos tények 6vezték [65].

A kovetkezd tablazat (2. tablazat) Gsszefoglalja a legfontosabb IL-10 termeld regulator B-
sejteket és fenotipusos markereiket egérben. Ezek koziil kiemelendd harom 1ép B-sejt

populécio, amelyek kozott kozos a CD1d receptor magas szintli expresszalasa (T2-MZpre B;
MZ B; B10 sejtek) [66].
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SZuppressziv

sejt tipus fenotipus mechanizmus
T2-MZpre sejt CD19*CD21"CD23"CD24"IgM"IgD"CD1d"  IL-10

MZ B-sejt CD19*CD21"CD23-CD24"IgM"IgD'CD1d" IL-10

B10 sejt CD19"CD1d"CD5* IL-10

B-1a sejt CD5* IL-10

Plazma sejt CD138"IgM*TACI*CXCR4*CD1d"Tim1™ IL-10, IL-35
Plazmablaszt CD138*CD44" IL-10

Killer B-sejt CD5*CD178* FasL

2. tablazat: Egér regulator B-Sejtek fenotipusos csoportositasa - Mauri és mtsai alapjan médositva
[66] - (hi-high-magas), (lo-low-alacsony), (int-intermediate-kézepes).

2007-ben C. Mauri és munkatarsai human rheumatoid arthritis egérmodelljében, kollagén
indukalt arthritisben (CIA) azonositottak egy szuppressziv funkcidval bird éretlen 1ép B-sejt
populaciot, a tranziciondlis 2-es tipusu marginalis zona prekurzor sejtek csoportjat (T2-MZpre
- CD19*CD21M"CcD23"CcD24 IgM"1gD"CD1d™). In vitro, CIA-s allatokbol izolalt T2-MZpre
sejtek szarvasmarha kollagénnel vald stimulaciora IL-10 citokin termeléssel valaszoltak,
amelyet tovabb novelt a hozzaadott anti-CD40 kezelés. Tovabba, ha ezeket a kezelt sejteket
visszajuttattdk a CIA indukalasaval egy idOben az allatokba, a betegség kisebb mértékben
alakult ki [67]. Tobb kutatds megerdsitette, hogy e kevert, éretlen 1ép sejt populacio
szuppressziv funkcidval bir, amelyet az [L-10 citokin termelésen keresztiil fejt ki. Kimutattak,
hogy a T2-MZpre Breg sejtek képesek szuppresszalni az ovalbumin-indukalt allergias 1éguti
gyulladast FOXP3™ regulator T-sejtek infiltralodasat indukélva a Schistosoma mansoni
fertdzésen atesett tiidében [68]. Egy masik kutatas hasonldé eredményt hozott, a T2-MZpre
sejtek képesek voltak negativan befolyasolni a Helicobacter-indukalt gyomor gyulladés
kimenetelét azaltal, hogy indukaltak az 1-es tipust regulator T-sejtek (Trl) IL-10 termelését
[69].

Az egerek lépében egy masik CDI1d-t magasan expresszalo, és a T2-MZpre sejekkel
fenotipusosan atfedé — és beldliik differencialodd - sejtcsoport a MZ B-sejt populacid
(CD19*CD21M"CD23 CD24"IgMMIgD'°’CD1d™), amely megfeleld stimulacidt kovetden,
szintén képes IL-10 citokint szekretalni és rendelkezik regulator funkcioval [70, 71]. Toll-like
receptoron (TLR) keresztiili és apoptotikus sejtek altal kivaltott jelatvitel hatasara ez a 1ép B-

sejt populacid termel a legnagyobb mértékben 1L-10 citokint [72], s6t apoptotikus sejtekkel
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stimulalt MZ B-sejtek adoptiv transzfere megvédte az egereket az arthritisz kialakulasatol CIA
indukcio soran [73].

A Iépben talalhatoak a szintén CD1d-t magasan expresszalo ugynevezett B10 sejtek, amelyek
a CD1d mellett CD5 pozitivak [74]. Ez a nagyon kis szazalékban jelen levé sejtcsoport a
leginkabb vizsgalt szuppressziv funkcioval biré Breg populacié a 1épben. Kimutattak, hogy
ezek a CD5'CD1d™9* B10 sejtek szamos immunrendszerrel kapcsolatos betegség
szabalyozasara képesek. A sejtek IL-10 citokint termelnek in vitro LPS, phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA), ionomycin and monensin (L+PIM) kezelés hatasara [75]. Normal, vad
tipusu egerek 1ép B-sejtjeinek kb. 0,5-1 %-a mutat citoplazmatikus IL-10 termelést 5 éras PMA,
Ionomycin és monensin kezelés utan, amely kétszeresére tovabb ndvelhetd LPS hozzdadéaséaval
[52].

Egészen a kozelmultig ugy gondoltak, hogy a Breg sejtek még a plazmasejtté vald végso
differencialodas el6tt alakulnak ki [55]. Azonban 1j bizonyitékok vannak arra, hogy a B-sejtek
a fejlodési folyamat késébbi fazisdban is képesek IL-10 termelésre és rendelkeznek
szuppressziv funkcioval. Matsumoto és munkatarsai mutattak ki 2014-ben, hogy EAE-ben
szenvedd egerek nyirokcsomdibol szarmazo IL-10 termeld CD138" B-sejtek fontos szerepet
jatszanak a gyulladds mértékének csokkentésében azaltal, hogy a sejtek gatoltdk a dendritikus
sejtek T-sejt aktivaldo mechanizmusait [76]. Szintén a plazmasejtek regulator funkciodjat
bizonyithatja az az eredmény is, hogy a plazmasejt iranyba torténd differencialodas fontos
génjeinek (IRF4, Prdm1) hianya sokkal er6sebb betegség kialakulasahoz vezetett EAE-ben
[77]. A nyirokcsom6 CD138" plazmablasztokhoz hasonloan, a 1ép CD138" B-sejtjei is képesek
szuppresszalni a gyulladast EAE-ben és a Salmonella fertézést koveté immunvalaszokat IL-10
és IL-35 citokinek termelésén keresztiil [78].

Mig az eddig targyalt Breg sejt csoportok a konvencionalis B2 sejtekbdl eredeztethetdk, leirtak
szuppressziv funkcidval biré Bl sejteket. A Bl setjek a velesziiletett immunrendszerhez
tartozva leginkdbb polireaktiv, tugynevezett természetes IgM izotipusu ellenanyagokat
termelnek, amelyek fontos szereppel birnak a patogének eltavolitasaban. Tovabb oszthatoak két
populaciora a CD5 expresszio alapjan Bla (CD5") és B1b (CD5") sejtekre. A peritoneumban
elhelyezked6 Bla sejtek adjak az IL-10 termel6 B1 setjek f6 populacidjat [79, 80]. Tovabba
azonositottak egy FasL" Bla sejt populaciot, az ugynevezett , killer Breg” sejteket, amelyek IL-
10-fiiggetlen médon képesek negativan szabalyozni az immun valaszt azaltal, hogy apoptdzist

indukalnak CD4" T-sejteknél Schistosoma fert6zést kovetden [81].
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3.3.2 Human regulator B-sejtek

Emberekben, az egér modellekhez hasonloan, a regulator B-sejtek legfébb azonositisara
hasznalatos marker, a sejtek IL-10 termel6 képessége [55]. Mig egerek esetében a Breg sejtek
leginkabb a Iép B-sejt populacioibol differencialddnak, embereknél az IL-10 termel6 B-sejteket
a periférias vérbol azonositottak [66]. Egészséges egyének periférias vérébol azonositottak az
éretlen CD19 pozitiv, CD24-et és CD38-at magasan expresszalo B-sejt csoportot, amely in vitro
CDA40-en keresztiili aktivacio utan a legnagyobb mértékben termelt IL-10 citokint. A Thl vélasz
elnyomasa és a TH17 iranyba torténd differencidlodas gatlasa mellett indukaltdk a CD4™ T-
sejtek regulator T-sejt iranyba valo differencialodasat [82]. Szamos autoimmun betegségben pl.
szisztémas  lupus  erythematosusban  (SLE), RA-ban leirtdk, hogy  ezen
CD19*CD24™M9%CD38M%% Breg populacio csokkent szdmban van jelen és funkcionalisan
miikodésképtelen [82, 83]. SLE-s betegbdl izolalt CD19"CD24M9CD38™M%% Breg sejtek
kevesebb IL-10 citokint termeltek a kontroll, egészséges sejtekhez képest in vitro anti-CD40
stimulaciét kovetéen [83]. Egyesek tgy gondoljak, hogy a Breg sejtek autoimmun
betegségekben leirt funkcionalitasbeli defektje adodhat abbol, hogy ezek a sejtek az erds
gyulladasi stimulusok hatasara ,,tl” aktivalodnak, kimeriilnek és elvesztik szuppressziv
funkcidjukat [55]. Egy nemrégiben késziilt human tanulmany (2014) ugy véli, 1éteznek
regulator funkcidval birdé plazmablasztok is. Ezek a CD27 receptort kdzepesen és CD38-t
magasan expresszald plazmablaszt-fenotipust sejtek CpG, IFNy, IL-6 és IL-2 stimulaciot
kovetden, a Blimpl, IRF4 és XBP1 (plazmasejt differencialodast irdnyitd faktorok) gének
felszabalyozasa mellett érték el a maximalis IL-10 termelést [76]. Munkacsoportunk
eredményei azt tamasztjdk ald, hogy a CDI19'CD27* memoria B-sejtek a regulator
transzformaciora legfogékonyabb Breg populacid, TLR9 és CD40 receptoron keresztiili
egylittes aktivacio hatasara ezek a sejtek termeltek a legnagyobb mennyiségben IL-10 citokint
[84].

3.3.3 Eredetiik és differencidalodasuk folyamata

Mind az egér, mind a human regulator B-sejtek egy rendkiviil heterogén csoportot képeznek ¢€s
a differencidlodasukat segitdé faktorok is nagyon sokfélék. Hogy elkotelezett prekurzor

sejtekbdl képzddnek, vagy barmely B-sejt képes atprogramozni magat megfeleld kornyezetben,

27



még nem feltart teljes mértékben. Egyesek szerint harom hipotetikus modell 1étezik, annak

magyarazasara, hogy a regulator B-sejtek hogyan differencialdédnak (7. abra):

1

,»Multi-linage” (,,tobb vonal/eredet’) modell:

A kiilonb6zo Breg alpopuléaciok egyedi progenitorokbdl fejlddnek ki. Ez a modell az
IL-10 termeld Breg sejtpopulaciok atfedé fenotipusos markerein alapul, a prekurzor
populaciok, mint példaul a B-1a sejtek, az érett MZ B és az éretlen T2-MZpre sejtek
megfeleld stimulusok hatasara képesek IL-10 termeld sejtté differencialodni (7. abra 1)

[52].

,,Single-linage” (,,egy vonal/eredet”) modell:

A 1épben megtaldlhatdo IL-10 termeld ugynevezett B10 sejtek egy Osbdl, a B10
progenitor (B10pro) sejtbdl fejlédnek ki LPS, CD40L vagy BAFF stimulust kdvetéen
(7. abra 2) [52, 74].

,.Indukalt” modell:

Ez a modell Mizoguchi és munkatarsai nevéhez flizédik. Allitasa szerint barmely B-sejt
képes IL-10 citokint termelni a megfelelé kornyezeti faktorok hatasara [66, 85]. Ezt a
hipotézist erésen tdmogatja az a tény, hogy kiilonb6z6 citokinek hatdséara kiilonbozd
Breg alpopulaciok alakulnak ki [86, 87]. Attol fliiggben milyen behatas éri a kiillonb6zo
sejtpopuléciokat, megkiilonboztetiink ,,szerzett” (,,acquired”) ¢és ,velesziiletett”
(,innate”) regulator B-sejteket [85]. A ,,szerzett” tipusi Breg sejtek, ezen elképzelés
szerint, a follikularis B-sejtekbol differencialodnak sajat antigén B-sejt receptoron
keresztiili felismerés és CD40-CD40L keresztkotést kovetden. A masik populécid, a
,,velesziiletett” regulator B-sejtek kialakulasahoz nélkiilozhetetlen a Toll-like és BAFF

Receptorokon keresztiili stimulalas (7. dbra 3).

28



1 MZ B T2-MZpre Bl-a

Q. Q. Q

] ]
®L-10 ® 10 ®L-10
2 B10 pro B10
@ LPS, CDAOL, BAFF
L]
° 10
3 FO B Breg BAFF,
Sajat apoptozis, MZ B
antigén Q fertézés
_TE . —
cD4oL o LPS, CpG
e® Bl-a
IL-10
,szerzett” Jvelesziletett”
tipusu Breg tipusu Breg

7. abra: Regulator B-sejtek differencialoddasanak feltételezett utjai - Bocian és mtsai alapjan

modositva [3] — ,,Tobb eredet” modell (1); ,,egy eredet” modell (2); ,,indukalt” Breg differencialodasi modell
).

Lampropoulou és munkatarsai ugy vélik a regulator funkcido két 1épésben alakul ki a B-
sejteknél, ezt nevezik az ugynevezett ,,szekvencialis” modellnek. A Toll-like Receptorokon
keresztiili inicidtor stimulus beinditja a differencialodasi folyamatot, amely utan a masodik
Iépésben, a BCR — CD40 keresztkotését kovetéen a sejtek IL-10 termeld B-sejtté
differencialodnak [88].

3.3.4 Szuppressziv mechanizmusok

A regulator B-sejtek sokféle modon és szamos sejt tipust képesek szabalyozni, mint példaul
dendritikus sejteket [89], makrofagokat [90], valamint a segitd T1 (Th1) és T2 (Th2) sejteket
[91, 92]. A legjelentbsebb effektor funkciojukat a szuppressziv hatast IL-10 citokin termelésén
keresztiil fejtik ki, de nem csak IL-10 segitségével, hanem mas citokineken (TGF-B-t és IL-35)
keresztiil is szabalyozhatjdk az immunrendszert, illetve a Breg sejtek képesek IL-10 fliggetlen
modon is szuppresszalni a sejteket kozvetlen sejt-sejt kapcsolaton keresztiil. A Breg sejtek 1L-

10 citokinen keresztlil gatoljak az effektor T-sejtek, példaul a Thl és a Thl7 sejtek,
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crcr

monocitdk TNFa termelését és képesek a szintén IL-10 termeld regulator T-sejtek
differencialodasat indukalni [66]. IL-10 fiiggetlen mdédon szabalyozzak a citotoxikus T-sejtek
aktivitasat IL-35 citokinen, ICAM-1/LFA-1 és Fas/FasL kapcsolaton keresztiil [78]. Tovabba
bizonyitékok vannak arra, hogy a regulator B-sejtek felszinén fokozodik a FAS Ligand (FasL)
¢és programozott sejt halal ligand-1 (programed death-ligand 1 — PD-L1) expresszidja, amelyek
a receptorukkal valo kolcsonhatast kdvetden kdzvetleniil apoptozist indukalnak a célsejtben
[81, 93]. Az IL-10 citokinen kiviil a TGFf termelésen keresztiil negativan szabalyozzak a
dendritikus sejtek aktivitasat és indukaljak a Treg sejtek differencialodasat [94, 95].

3.4 Marginalis zona B-sejtek jellemzése egérben

A marginalis zona B-sejtek a legnagyobb masodlagos nyirokszervben, a Iépben helyezkednek
el, amely a nyirok keringéssel ellentétben a véraramhoz csatlakozik. A 1ép legfobb szerepe a
vérbe keriild antigének kiszlirése. Szerkezeti struktiraja jellegzetes, a 1ép limfocita gazdag
struktirakbol all6 része, a fehér pulpa a Iép belsd részében helyezkedik el, amelyet koriilvesz a
Iép teljes allomanyadnak 80 %-at kitevd voOrds pulpa, amely egyediilalld vérsziird
hatékonysaggal rendelkezik a szdveti vazat behdl6zd vénas rendszer miatt és fontos szerepet
jatszik az eloregedett vorosvérsejtek eltavolitasaban. A fehér pulpat, a periarteriolaris limfoid
hiively (PALS), a 1épfollikulusok, tovabba a marginalis zona ,,szovedéke” alkotja. A centralis
arteriola a fehér pulpat kortilvevd marginalis szinusokba nyilik. Ezekben a szinuszokban 1épnek
ki a keringésbdl a limfocitak a 1ép allomanyaba, valamint itt jutnak a 1ép nyirokszovetébe a
vérben talalhato antigének is. A marginalis szinuszt 6vezd nyirokszovet a margindlis zona,
amelynek szerkezeti vazat a retikularis sejtek adjak, amelyek k6zott a MZ B-sejtek, dendritikus
sejtek (DC) és marginalis makrofagok elszortan helyezkednek el. A marginélis szinusz falat
egy réteg vastagsagban endothél sejtek bélelik, amelyeket a fehér pulpa iranyabol makrofagok
(metallofil) hatarolnak. A marginalis zona kiemelt szereppel bir a vérben lelhetd antigének és
korokozok felismerésében, a vérantigének és az immunsejtek képesek atjutni a marginalis

szinusz falat alkoto endothél sejteken, ezzel biztositva a hatékony immunvalaszt (8. abra) [96].
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8. abra: 4 lép margindlis zondjanak szerkezeti felépitése — Morse és mtsai alapjan méodositva [97].

Az egér 1épétdl eltérden az emberi lépben nincs margindlis szinusz és a marginalis zoéna
makrofdgok sem lelhetéek fel. A vérben keringd antigének a 1ép perifollikularis zonédjaban
keriilnek kolcsonhatasba a MZ B-sejtekkel, amelyek az egerekkel ellentétben nemcsak a 1épben
helyezkednek el, hanem mas periférias nyirokszervek, nyirokcsomok, mandulak, Peyer plakkok

kornyékén elhelyezked6 MZ-szerli szovetekben is megtalalhatoak [96, 98].

A marginalis zona B-sejtek egyik legfontosabb sajatsaga, hogy nagyon gyorsan képesek
reagalni a vérbe keriilt antigénekre, képesek kemokin gradiens irdnyitott modon a follikulusba
vandorolni, az antigént prezentalni a FO B-sejteknek és ellenanyag termelé plazmasejtté
differencidlodni. A vérben szallitott, a marginalis zonan athalado, szfingozin-1-foszfat (S1P) és
e molekulanak receptora, a MZ B-sejtek felszinén megjelend S1P receptor felelés a MZ B-
sejtek marginalis zonaba tartasaért. Az ellentétes iranyu, a follikulusok felé torténd, vandorlast
a follikularis dendritikus sejtek altal termelt CXCL13 kemokin és receptora, a CXCRS iranyitja
[96].

A MZ B-sejtek fenotipusara jellemzd, hogy CD19 pozitivak, nagy szdmban fejeznek ki
polireaktiv IgM molekulat, CD21 receptort és CD1d-t, valamint alacsony szinten expresszalnak
IgD-t. Fontos sajatsaguk, hogy a Bl sejtekhez hasonléan képesek spontan, ugynevezett
Ltermészetes” IgM izotipusu ellenanyagot termelni €s részt venni a természetes immunitas

kialakitdsaban. A CD1d molekula, amely modositott lipidek felismerésére és prezentalasara
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hivatott, fontos szerepet tolt be, ezen keresztiil a MZ B-sejtek képesek aktivalni az invarians
,természetes 616”7 T-sejteket (INKT) és részt vesznek egy alternativ T-sejt fliggd immunvalasz
kialakitasaban. Fontos azonositasukra hasznalhat6 marker, hogy a MZ B-sejtek felszinérdl
hianyzik a CD23 (FceRII) molekula (kis affinitasu IgE receptor) [99], ellenben az egér MZ B-
sejtekre jellemzd, hogy nagymértékben expresszalnak Toll-szerti receptorokat (TLR). A MZ B-
sejtek fontos részt vevdi a gyors adaptiv immunvalasznak, BCR/TLR receptoron keresztiili
egyidejii aktivaciot kovetden kis affinitasti ellenanyag termelé plazmasejtté alakulhatnak,
amelyek a FO B-sejtek aktivalodasaig (nagy affinitast ellenanyagok megjelenéséig) biztositjak

a gyors és hatékony immunvalaszt [98].

Ahogy mar emlitettem, a MZ B-sejtek legfobb tulajdonsaga, hogy nagyon gyorsan képesek
reagdlni a vérdrambo6l a margindlis zénaba keriild antigénekre, amelynek kovetkeztében
ellenanyag termeld plazmasejtekké differencidlodhatnak. Az eddigi elképzelésekkel
elllentétben a MZ B-sejtek nem csak, a bakterialis fertdzések ellen iranyuld, T-sejtektol
fiiggetlen (T-cell independent — TI), hanem a T-sejt fiiggé (T-cell dependent — TD)
immunvalaszban is részt vehetnek [98]. Leirtak, hogy a MZ B-sejtek képesek a felsziniikon,
nagymértékben expresszalt komplement receptor 1 (CD21) és receptor 2 (CD35) segitségével
immunkomplexeket a follikulusba szallitani és azokat a FO B-sejteknek bemutatni [100].
Aktivalodasukban részt vesznek a B-sejt receptoron, Toll-szerti receptorokon, CD40/CD40L,
BAFF/BAFFR receptoron keresztiili jelatviteli utak, ezen kiviil a vOrdés pulpaban 1évé
dendritikus sejtek és makrofagok altal termelt citokinek, mint példdul az IFN-y is fontos

szerepet jatszik [98].

A marginalis zona B-sejtek a B1 sejtekkel egylitt az ugynevezett velesziiletett/természetes
(,,innate-like”) B-sejtek koz¢ tartoznak. Polireaktiv B-sejt receptoruk miatt gyorsan képesek
valaszolni a TI antigénekre és nagymértékben termelnek alacsony affinitasa ellenanyagot [72,
101]. Ugynevezett , innate” - TLR4 vagy TLRO receptorokon keresztiili — aktivaciot kovetden

gyors és nagy mennyiségii antitest és IL-10 termeléssel valaszolnak [71].

Kimutattak, hogy a marginalis zona B-sejtek fontos szerepet jatszhatnak a tolerancia
attorésében human rheumatoid arthritisz egérmodelljében, kollagén indukalt arthritiszben
(CIA). A MZ B-sejteknek valosziniileg komoly szerepiik van az immunizalaskor a szervezetbe
nagy mennyiségben bejuttatott 2-es tipusu kollagénnel (CII) szembeni tolerancia attdrésében.
Az immunizacidt kdvetden a MZ B-sejtek egyrészrol bemutatjdk a feldolgozott antigént a
helper T-sejteknek (Th), masrészrél pedig T-sejtektél fliggetlen modon kis affinitasu
ellenanyag termeld plazmasejtté differencidlodnak. Az aktivalodott Th sejtek segitik a FO B-
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sejtek IgM, majd IgG izotipusu, leginkdbb a kollagén indukalt arthritiszre jellemz6 IgG2a
termeld plazmasejtté torténd differencialodasat [102]. Mint ahogy az egér regulator B-sejtek
csoportositasanal (3.3.1 fejezet) targyaltam, fontos csoportjat alkotjak az IL-10 termeld

regulator B-sejteknek [71], amelyeknek fontos szerepet tulajdonitanak a CIA remissziojaban.

3.5 T-bet transzkripciods faktor

A T-box fehérjecsaladba tartozo T-bet (Tbx21) transzkripcids faktor az immunrendszer szamos
sejttipusaban meghatarozo, mind a velesziiletett és az adaptiv immunsejtekben egyarant.
Szerepét legkorabban a segitdé T-sejtek differencialédasaban tartak fel, Ugynevezett
meghataroz6 (master) szabalyozdja a Th-1 iranya polarizacidonak és a sejtvonalra jellemzd
citokin profil kialakitasanak [103]. A Th-1 iranya polarizacio segitése mellett, tobb szinten
képes gatolni a Th-2 irdnyu differencialddast és az effektor funkciok kialakuldsat, ezaltal a T-
bet kulcsfontossagli szabalyozo6 faktora a Th sejtvonalak elvalasanak [104]. Az IFNy mellett
szamos citokin és jelatviteli szabalyozo faktor szabalyozza expresszidjat a CD4" T-sejtekben
¢és szamos célgénjét is feltartak mar [105]. Példaul T-sejt receptoron, IFNy-STAT1 és IL-12R-
STAT4 jelatviteli utakon keresztiili indukcid gyors T-bet aktivaciot eredményez és szabalyozza
a Th-1 iranyba val6 polarizaciot [103, 106]. A Th-1 sejtek effektor funkcidjanak és migracios
képességének szabalyozasaban szamos T-bet altal vezérelt molekula vesz részt, ilyen példaul a
TNF, CCL3, CCL4 kemokin ligandok, CCR5, CXCR3 kemokin receptor [104, 105]. A pozitiv
szabalyozas mellett, a TGF-P citokinen keresztiili szignalok negativan szabalyozzak a T-bet

expresszalddasanak mértékét CD4" T-sejtekben [107, 108].

A T-bet amellett hogy a Th-1 polarizaciot indukalja, a Th-2 és a Th-17 iranyba torténd
differencialodast gatolja. A Th-2 irdnyba torténd differencidlodas negativ szabélyozasat a
polarizacio f6 transzkripcids faktoranak, a GATA3-nak direkt gatlasan keresztiil fejti ki. T-bet
egy poszt-transzlaciés modosulast kovetden kapcesolodik GATA3-hoz, amellyel gatolja annak
kotodését, a polarizaciot iranyito két {6 citokin, az IL-5 és IL-13 promoteréhez. Mindemellett a
Th-1 iranyba vald polarizaciot segiti, hogy a masik Th-2 polarizacioban fontos jelatviteli tt, IL-
4-STAT6, szintén gatlodik T-bet vezérelt modon. A Th-17 sejtvonal meghatarozé
transzkripcios faktora a RORYy (Retionic acid receptor related orphan receptor-yt). A T-bet nem
kozvetleniil gatolja a RORy expresszalodéasat, hanem indirekt médon RUNX1-en keresztiil

szabalyozza a transzkripcios faktor funkciojat [104, 109, 110].
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A regulator T-sejtek (T-reg) dominans transzkripcios faktora a FOXP3 (Forkhead box P3), de
leirtak mar kettdsen pozitiv, CD4"FOXP3"T-bet" regulator T-sejt populaciot [111, 112], s6t
kimutattak mar egyszeresen T-bet pozitiv regulator T-sejteket is (CD4"FOXP3 T-bet") [113].
Kialakuldsuk szintén IFNYR-STAT] jelatviteli utvonalon keresztiil indukalodik. A regulator T-
sejtek esetében a T-bet kulcsfontossagli szerepe, a sejtek migracios képességének fokozasa. A
Th-1 sejtekkel hasonléan a T-bet kdzvetleniil képes szabalyozni a CXCR3 kemokin receptor
expresszidjat [105, 111]. Tobb autoimmun betegségben feltartak jelent6ségét a T-bet és a
CXCR3 pozitiv, a Th-1 sejtvonal két f6 molekuldjat expresszaldo FOXP3* regulator T-sejteknek
[114], pl. az 1-es tipust diabétesz szabalyozasaban, T-bet/CXCR3 hianyaban a betegség
sulyosabb lefolyast volt [112, 115, 116].

3.5.1 T-bet szerepe B-sejtekben

A T-bet aktivitdsat szamos faktor szabdlyozza a B-sejtekben, de az altala szabalyozott
célgénekrdl nagyon keveset tudunk [103, 117]. IFNy-stimulalt B-sejtekben azonositottak T-bet
szabalyozasa alatt all6 molekulakat, példaul kimutattak T-bet kozvetlen kotodését az IFNy, IL-
2RB, RAD5I1, STAT1, CXCR3, CCL3, CALM2 és MAPK1 molekulak promoteréhez [118].
Kiemelendd, hogy az IFNy aktivalo faktorként serkenti a T-bet expresszidjat B-sejtekben,
amely pozitiv visszacsatolasként fokozza annak termelddését [105]. A T-bet transzkripcids
faktor leginkabb feltart szerepe a B-sejtek életében, hogy IFNy citokinen keresztiil serkenti az
IgG2a iranyt izotipus valtast és az ellenanyag termelést [119, 120]. Kimutattak, hogy mind a
T-bet, mind az IFNy nélkiilozhetetlen a B-sejtek izotipusvaltasahoz, in vitro kisérletekben
bizonyitottdk, hogy a két gén egyiittes kilitése esetén nem volt kimutathato 1gG2a expresszio
[119], illetve a T-bet hianya csokkentette az IgG2a izotipusi memoria B-sejtek antigén
specifikus valaszat in vivo [121]. Az B-sejt receptoron (BCR) és IFNy citokinen keresztiili
jelpalyak szinergisztikus és STATI1-fliggd modon képesek ndvelni a T-bet expressziot B-
sejtekben [120]. A TLRO jelatvitel szintén nagyon fontos regulatora a T-bet expresszionak [105,
117, 122]. Munkacsoportunk a B-sejt receptor (BCR) és a Toll-like receptor 9 (TLR9) jelpalyak
kapcsolodasi pontjaként (jonnan azonositotta a T-bet transzkripcios faktor jelentdségét B-
sejtekben. A két jelpalyanak szimultan aktivalasa szinergisztikusan modon névelte mind a T-
bet, mind pedig a T-bet szabalyozasa alatt allo RADS51 kifejezédését [118, 122]. Hasonldan a
Thl sejtekhez, B-sejtekben a CXCR3 kifejez6dése szintén T-bet fiiggd [118]. A CXCR3

crer
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szervezetben. Serre és munkatarsai kimutattdk, hogy a germinalis centrum B-sejtek ¢és az
ellenanyag termeld plazma sejtek (antibody-forming cell — AFC) CXCR3 expresszidja €s
liganduma felé valo migracios képessége T-bet és IFNy fiiggd [123].

Osszességében elmondhatjuk, hogy a T-bet transzkripcios faktor szerepe mind a T-sejtekben,

mind pedig a B-sejtekben sokrétii. Ezen ismereteink alalpjan, vagyis hogy a plazmasejtek és a

memoria B-sejtek effektor funkcidjanak szabalyozasaban fontos szerepet tolt be [120, 121],

crer

mechanizmusai T-bet fiiggbek [114], ugy gondoltuk fontos lenne megvizsgalni, a T-bet

jelentdségét az IL-10 citokint termel6 regulator B-sejtek, legféképpen a MZ B-sejtek életében.
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4 Célkituzések

Doktori munkam soran egyrészt célul tlztiik ki, hogy jellemezziik a rheumatoid arthritiszben
szenvedd betegek szérumaban el6forduld anti-citrullindlt protein/peptid ellenanyagokat
(ACPA) specificitasuk és affinitdsuk szempontjabol, tovabba hogy Osszefiiggést keresiink a
betegség prognodzisa és az ACPA affinitasa kozott (). Masrészt célunk volt kollagén indukalt
arthritiszben, a rheumatoid arthritisz egyik egér modelljében, az IL-10 termelé B-sejtek
differencialodasahoz vezetd aktivalodasi utak jobb megértése, szabalyozo funkcidjukban fontos
molekulak azonositasa. A 1épben elhelyezkedd IL-10 termelésre képes B-sejt populéaciok koziil
figyelmiinket a marginalis zoéna B-sejtek (MZ B) felé forditottuk. Célul tiztik ki, hogy e
sejttipusban megvizsgaljuk, hogy a BCR és a TLRY altal aktivalt jelpalyak kozotti kapcsolodasi
pontként azonositott T-bet transzkripcios faktornak van e szerepe a marginalis zona B-sejtek

regulator funkcidinak kialakulasaban. (II).

Munkank soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

l. - Novelhet6-e a korabban kidolgozott peptid alapt teszt (,,4-citrullin-peptid-panel”)
diagnosztikai érzékenysége - az RA-val bizonyitottan asszocialt - tovabbi peptidek
(EBNA1/2, a-enoléz, fibrin-B) bevonasaval?

- Felismernek-e az egyedi citrullin tartalmt peptidek segitségével affinitas tisztitott
ellenanyagok mas citrullin tartalmu peptideket is, vagyis kimutathato-e keresztreakcio

az affinitas-tisztitott ellenanyagok ¢€s a peptidek kozott?

- Alkalmazhato-e diagnosztikai célokra a munkacsoport altal tervezett, tobb citrullinalt

epitopot tartalmazo, igynevezett ,,multi-epitdop” peptid?

- Arra a kérdésre szeretnénk valaszt talalni, hogy van-e dsszefiiggés az ACPA affinitasa
¢s az RA stlyossagi foka kozott, vagyis hogy az ACPA affinitasa befolyasolja-e a

patolégias folyamatokat?

Il. - Invivo, kollagén-indukalt arthritisz lefolyasa soran, hogyan valtozik az IL-10, a T-bet
és a T-bet szabalyozasa alatt 4ll6 CXCR3 kemokin receptor expresszidja MZ B-

sejtekben?
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- In vitro, BCR/TLRY/IFNYR receptorokon val6 aktivalast kovetoen, kialakulnak-e IL-
10 és T-bet kettésen pozitiv MZ B-sejtek?

- A T-bet szabalyozasa alatt all6 CXCR3 kemokin receptor milyen szerepet jatszik a
MZ B-setjek életében, képesek a sejtek a receptor liganduma — a gyulladasi teriileteken

is megtalalhaté kemokin — iranyaba vandorolni?

- Milyen hatassal van a BCR/TLRY9/IFNYR receptorokon keresztiil pre-aktivalt T-
bet'/CXCR3* MZ B-sejtek IL-10 termelésére, ha ujra aktivalédnak, ,.gyulladasi

kornyezetet” modellez6 kozegbe keriilnek?
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5 Anyagok és mddszerek

5.1 Anyagok és reagensek

Ellenanyagok és reagensek

Anti-egér IgM-Alexa647 (BD), anti-egér CD19-FITC (BD), anti-egér CD21-PE (BD), anti-
egér B220-PerCpCy5.5 (BD), anti-egér CD5-APC (BD), anti-egér CXCR3-APC (BD), anti-
egér T-bet-PE-Alexa647 (BD), anti-egér IL-10-APC (BD); HRP-konjugalt anti-egér 1gG2a
(Southern Biotechnology), anti-lgM F(ab’)2 (Jackson Immunoresearch), CpG-ODN1826
(InvivoGen), rekombinans egér IFNy (R&D System), anti-CD40 (R&D), Phorbol 12-mirisztat
13-acetat (PMA; Sigma Aldrich), lonomycin (Sigma Aldrich), Monensin (GolgiStop; Beckton
Dickinson), Cytofix/Cytoperm kit (Beckton Dickinson), OptEIA mouse IL-10 ELLISA set
(Beckton Dickinson), TRIzol (Life Technologies — Ambion), TagMan Gene Expression Assay
(ThermoFisher), TagMan Universal PCR MasterMix (ThermoFisher), RNase free DNase
(ThermosFisher), dNTP (ThermoFisher), Superscript Il enzim (ThermoFisher), A-karragén
(carrageenan) (Sigma Aldrich).

Meédiumok, pufferek

RPMI-1640 (10% FCS, 50 uM B-merkaptoetanol, 2 mM glutamin, 100 U/mL penicillin és 100
ug/mL streptomycin); HANK’s puffer (NaCl; 0,5M Na2S0O4; 1M KCI; 1M NaH2PO4; 1M
gliikéz; 1M HEPES; H20), FACS puffer (PBS, 1% FCS, 0,09% Na-azid), PBS, Coating Buffer
(kot6 puffer) — IL-10 ELISA (0,2 M Sodium Phospate,pH 6,5); MACS puffer (0,5% BSA-PBS,
pH7), Superscript puffer (InvitroGen-ThermoFisher).

5.2 Vizsgalt peptidek

Vizsgalataink soran szintetikus peptid parokat teszteltiink, az eredeti szekvencia arginint (R), a
modositott citrullint (X) tartalmazott. A peptidek szintézisét az MTA Peptidkémia Tanszék
Kutatocsoportja végezte, azirodalomban leirt szekvenciak alapjan. Osszehasonlitottuk a viralis
(Eppstein Barr virus nukleéris antigén — EBNA-1 és EBNA-2) és a bakteridlis antigénbdl
szarmazo (o-enolaz), valamint a fibrin-f lanc legfontosabb epitdpjanak megfeleld, illetve az

altalunk tervezett ,,multi-epitop” peptidek felismerését ELISA modszerrel (3. tablazat).
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szekvencia

peptid szekvencia . hivatkozas
PO0Z1C10
Ac-GGDNHGRGRGRGRGRGGGRPGAPG-
EBNA-1 NH2 35-58  Pratesi 2011
Ac-GGDNHGXGXGXGXGXGGGXPGAPG-
NH2
EBNA-2 Ac-GQSRGQSRGRGRGRGRGRGKG-NH2 341 -361 Pratesi 2011

Ac-GQSXGQRSXGXGXGXGXGXGKG-NH2

Lundberg
a-enolaz Ac-KIHAREIFDSRGNPTVE-NH2 6-32 2008
Ac-KIHAXEIFDSXGNPTVE-NH2
Sebbag
fibrin-B H-RPAPPPISGGGYRAR-NH2 60 - 74 2006

H-XPAPPPISGGGY XAX-NH2

"multi-epitop"  Ttds-ARARGSGSGRGRG-NH2
Ttds-AXAXGSGSGXGXG-NH2

3. tablazat: ELISA esszékben vizsgalt peptidek szekvenciai — Vizsgaltuk a peptidek mddositott,

citrullint tartalmazé és kontrollként a vad tipust, arginint tartalmazé szekvencidit (Arginin- R; cutrullin- X)
(EBNA-1/2 - [124]; a-enolaz - [125]; fibrin-p - [126]).

5.3 Citrullin tartalmt peptidekre specifikus ellenanyagok affinitas tisztitasa
betegek szérum mintaibol

Rheumatoid arthritiszben szenved$ egyének szérum mintaibol az IgG izotipusit ACPA-k
kinyerése céljabol a higitott mintakat Protein G oszlopra vittiik (30’). A nem kot6dd fehérjék
eltavolitasa utan az oszlopra kik6t6dott IgG ellenanyagokat HCI-glicin pufferrel (0,1M, pH 2,5)
eludltuk az oszloprol és NanoDrop késziilék segitségével megmértik a szirlet 1gG
szuszpenziot - az el6zdleg citrullin tartalmu peptidekkel telitett (5 mg/ml) — oszlopokra (GE;
NHS HiTrap 1ml) injektaltuk és kot6 pufferben (0,1 M NaH2POs, 0.15 M NaCl, pH=7) harom
napon keresztiil aramoltattuk az oszlopon. Mosasi 1épést kovetéen a citrullin tartalma
peptidekre (filaggrin-19mer, vimentin, fibrin, oa-enolaz, ,multi-epitop”) specifikus IgG
izotipusu ACPA-kat gilicin pufferrel (1M) elualtuk az oszloprol. A kapott citrullin tartalma
peptid specifikus, affinitas tisztitott IgG ellenanyagokat az SPR vizsgalatok beallitasara és a
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crer

Mindemellett vizsgaltuk a peptid-specifikus ACPA-k keresztreakcidjat mas peptidekre nézve.

5.4 Felszini plazmon rezonancia vizsgélatok

A citrullinalt peptidek ¢és a specifikus ellenanyagok interakcidjat felszini plazmon rezonancia
(SPR — Surface Plasmon Resonance) bioszenzor ProteOn XPR36 (Bio-Rad) késziilékkel, a kis

molekuldk detektalasara alkalmas kovalens GLH szenzor chipen vizsgaltuk.

Az SPR mérés soran a kdlcsonhato partnerek egyikét egy chip felszinén immobilizaljuk, majd
folotte aramoltatva a masik partnert vagy puffert, a kotddés illetve a disszocidcid sebességi
allandoja (kon és koff) meghatarozhato. A felszinhez kotdd6 anyagot (tomeget) spektroszkopiai
uton méri a késziilék. A chip tulajdonképpen egy iliveglemez, amelynek felszinét vékony
fémréteggel, altalaban arannyal vonjék be. Ezt egy olyan ,,fedélemez” fedi, amiben csatornak
vannak kialakitva, lehetévé téve, hogy a felszin folott folyadékot aramoltassunk (9. abra). A
chip a késziilékben egy prizman helyezkedik el. A mérés sordn a chipet 1ézerfénnyel vilagitjak
meg, majd a visszavert sugar egy detektorra vetddik. Ha a chip felszinére kiko6tédik az
aramoltatott oldatbol molekula, akkor a feliilet menti folyadékréteg torésmutatoja megvaltozik,
a felszinhez kot6dé molekukak eltoljak a beesési szoget, ami SPR valaszként detektalhato. Ez
az eltolodas fehérjék esetében egyenesen aranyos a felszinen megkotddd anyagmennyiséggel.
Ertékét szarmaztatott mennyiségben, rezonancia egységben (resonance unit — RU) adjak meg
(1 RU =1 pg/mm?). Az SPR jel idébeni véltozasat kdvetve — ugynevezett ,,szenzogram”-0n
abrazolva (10. abra) - meghatarozhato a kotédéshez tartozo asszociacio sebességi allandoja,
vagyls mas néven a kon vagy ,on-rate”. Majd a felszin folott ligandummentes puffer
aramoltatasaval a disszociacio sebességi allandojat, az ,,off-rate”-t is mérhetjiik. A kettd
hanyadosa a Kp, a disszociads konstans a kotés erdsségérél ad informaciot [127]

(elte.prompt.hu).
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9. abra: 4 ProteOn XPR36 miikodési elve — Bal oldalon lathato, hogy a vertikalis csatornakon torténik a
Lligand” immobilizacidja, amire merdlegesen, a horizontalis csatornakon aramoltatjuk az ,analitot”, az
interakcios partnert (kozépen). A csatornak keresztezodésében kialakuld igynevezett ,,interakcios foktokban™
jon 1étre a ligand és az analit k6zotti interakcio (jobbra) (www.bio-rad.com).

- N

disszociacio

asszociacio
regeneralas

megkotott anyag
koncentracioja

Rezonancia szignal (RU)

1d8 (s)

10. abra: Egy ,,szenzogram” sematikus dbrdzoldsa - Cooper és misai alapjan médositva
[127] (elte.promt.hu).

Eldkisérleteink soran kivalasztottuk az egyes peptidek optimalis kotddését biztositod, megfeleld
pH értekli puffereket. Az ELISA vizsgalatokban vizsgélt 0sszes peptid kotddési erdsségét
szerettiik volna megvizsgalni, de a kovalens chip (GLH) felszinére csak harom peptidet sikertilt
kikotniink az altalunk vizsgalt koriilmények kozott. A citrullin tartalmi filaggrint (10 pg/ml)
acetat pufferben (pH=4), a vimentint (10 pg/ml) pH=9-es, mig a ,,multi-epitdp” peptidet (100
pg/ml) pH=9,5-6s TRIS pufferben kotottik fel. A chip felszin, 400 mM EDAC ¢és
100mMSulfo-NHS 1:1 aranya keverékével valo (30 ul/perc, 5°) aktivalasat kovetéen az adott
ph tartomanyu pufferben és adott koncentracioban kikotottiik a felszinre a peptideket (30
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ul/perc, 5°). A felszin 1M Ethanol-Amin-HCI oldattal valo deaktivalasat kovetéen (30 ul/perc,
5”), 50ul/perc dramlési sebességgel mértiik a szérum, az affinitastisztitott [gG vagy kontrollként
A szérumokat 6tszoros kiinduldsi higitasban, majd onnantol felez6 higitasi sorban vittiik fel a
chipre. Az egyes mérések kozott 10 mM-os glicinnel (pH2) regeneraltuk a chipet. A chip
felszinének mosasat 0,005% PBS-Tween20 pufferrel (pH7,4) végeztiik (90ul/perc, 2,5’). A hat
csatornabdl 5 csatornaban a mintdkat 5 higitdsi sorban, a 6. csatornaban pedig vak mintaként

csak PBS-Tween20-t aramoltattunk.

Kiértékelés soran a Langmuir-modellt alkalmaztuk, mely az 1:1 aranyl kotodést tételezi fel az

antigén ¢€s az antitest kozott [128].

5.5 Betegcsoportok / vizsgalt allatok

Human betegcsoportok

A vizsgalatokhoz 177 RA beteg szérum és vérmintait hasznaltuk fel, melyet Dr. Nagy Gyorgy
¢s Dr. Rojkovich Bernadette bocsatott rendelkezéslinkre a Budai Irgalmasrendi Korhazbol. A
betegek koziil 147 nd és 30 férfi volt, atlagéletkoruk (£SD) 57 + 14 év (tartomany: 22-83 év)
volt. Osszehasonlitasul kontrollként 104 egészséges (H) személy (ezeket Dr. Prohaszka Zoltan,
a Semmelweis Egyetem III. sz. Belgydgyaszati Klinika munkatirsa bocsatotta
rendelkezésiinkre) szérum mintait vizsgaltuk meg. Az etikai engedély szama: 376/P1/10, 5257-
0/2010-1018EKU.

Kiserleti allatok

Vizsgalataink soran DBA/1 (H-2% MHC haplotipus) egértorzset hasznaltunk, amelyet széles
korben hasznalnak a human rheumatoid arthritis modellezésére [5]. Ezekben az allatokban 2-
es tipust kollagén és komplett Freund adjuvans emulzidjaval valé immunizalast kdvetden kb.
80 %-os hatékonysaggal kialakul az autoimmun betegség, a sulyos arthritisz. Az allatok a
Charles River Laboratories International cégtél szarmaztak és az ELTE Immunologiai
Tanszékének allathazaban tartottuk meghatarozott korokozoktol mentes (SPF-patoghen-free)

koriilmények kozott.
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Az allatkisérletek a hatalyos allatvédelmi jogszabalyokkal 6sszhangban keriiltek elvégzésre, a
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsig engedélye alapjan és az egyetem allatkisérleti

szabalyzataban foglaltaknak megfeleléen.

5.6 Kollagén-indukat arthritisz indukcidja, a betegség nyomon kovetése

8-10 hetes ndstény DBA/1 egereket immunizaltunk szarvasmarhabol szarmazé Il-tipusu
kollagénnel (CII, Chondrex, USA). Az elsé oltas (0. nap) allatonként 100 ug CII és komplett
Freund adjuvans (CFA) szubkutan, faroktébe torténd injektalasaval tortént, amelyet a 21. napon
100 pg CII és inkomplett Freund adjuvans (IFA) emulzidjanak raoltasa kovetett. A CII el6z6leg
0,05 M ecetsavban keriilt beoldasra. A kontroll csoportban 1évé éllatok CII helyett PBS és
adjuvans keverékével lettek oltva ugyanazon protokoll szerint. A betegség eldrehaladtat
egyedileg kovettiikk nyomon az allatoknal, a betegség kialakulasanak mértékét a lathato klinikai
tiinetek alapjan hetente jellemeztiik egy vizualis standard pontozasi rendszer segitségével. Az
allatok végtagjait a duzzadtsagtol, a borpirtdl és a deformaltsagtol fiiggden 0-4 pontig
értekeltiik. A pontozés a kovetkezo skala alapjan tortént: 0: normal, borpir és duzzadas mentes;
1: a boka iziileteket érinté enyhe duzzanat; 2: enyhe duzzadds a metatarzalis/metakarpalis
izliletekben; 3: kozepes duzzanat az ujjakra is kiterjedve; 4: stilyosan duzzadt végtag, beleértve
az ujjak duzzanatat és a stlyos deformitast is. Egy végtagra maximalisan 4 és egy allatra
maximalisan 16 betegség stlyossagat jellemz6 pontszam volt adhato (11. abra) [5, 129]. Az
allatokbol kisérletenként vért vettiink, amibdl a szérum mintakat -20 fokon taroltuk
felhasznalasig. Az in vitro vizsgéalatokhoz a B-sejt populacidkat a tulaltatott allatok 1épébdl a

betegség akut és remisszio fazisabol izolaltuk.

11. abra: Cll-vel immunizalt allat hatso végtagjai. A képek jo1 demonstraljdk, hogy a gyulladas hogyan
er0sodik a betegség elérehaladtaval (,,e” abratol az ,,a” felé haladva: ,,e” — 0 pont; ,,d” — 1 pont; ,,c” — 2 pont;
,b” — 3 pont; ,,a” — 4 pont) [5].
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5.7 Egér 1ép B-sejt alpopulaciok izolalasa

5.7.1 Madgneses sejtszepardlds

Az egerek 1épébol a B-sejteket anti-B220 magneses gyongyok, mig a Marginalis zéna és
Follikularis B-sejteket a,,MZ and FO B cell isolation kit” segitségével a gyarto leirasat kovetve
szeparaltuk (magnetic activated cell sorting, MACS, Miltenyi Biotec GmbH).

Marginalis zona és Follikularis B-sejt izolalas

Az egerek 1épébdl készitett sejtszuszpenzidban beallitottuk a sejtszamot MACS pufferben (108
sejt/minta - 0,5% BSA-PBS, pH7). 100u1/10® sejt Biotin-Antibody koktéllal valé inkubéciot
kovetden (negativ B-sejt szelekcio; anti-egér-CD43/CD4/CD93/Ter119 - 15 perc, 4°C) a
sejteket magneses gyongyokhoz konjugalt anti-biotin ellenanyagok (15 perc, 4°C) jelenlétében
inkubaltuk. A sejtszuszpenziot MACS szeparald oszlopra vittiik, az oszlopot magneses térbe
helyeztiik ¢és az atfolyd sejteket Osszegyiijtottik. A sejtszuszpenzid mosasa utdn a sejteket
inkubaltuk az anti-CD23 gyongyokkel (15 perc, 4°C), majd ismét szeparaltuk a sejteket MACS
oszlop segitségével. Az atfolyo frakcio tartalmazta a MZ B-sejteket, mig az oszlopra kétddve
maradt a FO B-sejt populacio, amelyeket a magnes eltavolitasa utan gyijtottiink ossze az oszlop
atmosasaval. A sejtek sejttenyészté médiumban valo felvétele utan - fluoreszcensen jelolt
ellenanyagok hasznalataval (antiCD23-FITC, antiCD21-PE, antiB220-PerCpCy5.5, antiCD5-
APC) - ellendriztiik a sejtpopulaciok tisztasagat FlowCytometer segitségével (FACS Calibur).
A MZ B-sejtek tisztasaga kb. 80-85 %, mig a FO B-sejteké 90-95 % volt.

B220™ B-sejt izoldlds

A 1ép B-sejtek izolalasat anti-B220 magneses gyongy (MACS) jeloléssel végeztiik. A protokoll
megegyezik a MZ és FO B-sejt izolalasnal leirtakkal, azzal a kiilonbséggel, hogy ebben az
esetben kimarad az elsd, negativ szelekcios 1€pés. Esetlinkben, a jelolt, az oszlopra kotddott,

pozitivan szelektalt B220" B-sejt populéciot izolaljuk az oszloprol.
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5.7.2 Sejtszeparalas fluoreszcens jelolés alapjan

Az aramlasi citometria egy specialis felhasznalasi lehet6sége a sejtszeparalas (fluorescent
activated cell sorting - FACS). A miiszerhez kapcsolt flow sorter, az Gigynevezett valogato

egység képes szétvalogatni a sejteket méretiik és a fluoreszcens jel alapjan.

Az egerek 1épébol készitett sejtszuszpenzioban (10° sejt/ 1ép) jeldltiik a sejteket fluoreszcensen
jelolt anti-1IgM, anti-CD21, anti-CD23 ¢s anti-B220 ellenanyagokkal (2%FCS-PBS; 20’; 4°C).
Mosasi 1épést kovetden a sejteket Hank’s pufferben vettiik fel és a fluoreszcens sejtszeparator
(FACS Aria III cell sorter) segitségével, sejtfelszini receptoraik és irodalmi adatok alapjan
izolaltuk a sejtpopulaciokat. Két 1épéses kapuzasi stratégiank Claudia Mauri és mitsai.

publikaciojan alapult (12. abra) [67].

MZ B-sejtek jellemzoi: B220" CD23" IgM™293s CD2]madas
FO B-sejtek jellemzéi: B220" CD23kozepes |g\jalacsony Cp2qkozepes
T2-MZpre sejtek jellemz6i: B220" CD23Ma9% |g\Mad2s CD2]1Magas

A 5] T2-MZpre

"1 FO Beell

2 3 4 5
0 10 10 10 10

Y 4

MZ Bcel

CD21

2 3 4 5
0 10 10 10 10

IgM ————»

12. abra: A B-sejt populdciok izolalasdhoz hasznalt kapuzasi stratégia — Claudia Mauri és mtsa-i
alapjan modositva [67] — A sejteket el6szor elkiilonitettitk a B220 és a CD23 expresszio alapjan, majd pedig
a két populaciobol kivalasztottuk az IgM és a CD21 expresszié alapjan a vizsgalni kivant harom B-sejt
populaciot, a MZ B (MZ Bcell), a FO B (FO Bcell) és a T2-MZpre sejteket.
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5.8 Izolalt 1ép B-sejtek in vitro vizsgalata

Az izolalt 1ép B-sejt populaciok szuszpenzidjaban beallitottuk a sejtszamot 2x10°sejt/100ul-re,
majd aktivaltuk a sejteket a kovetkezokkel: anti-IgM (10 pg/ml), CpG-ODN (1 uM), IFNy (50
ng/ml), anti-CD40 (10 pg/ml) és a karragén-indukalt zsakbol izolalt folyadék feles higitasaval
(,,air-pouch” fluid). A mintakat kiilonb6z6 ideig inkubaltuk (6-48h), majd a sejtek iilepitését
kovetden a sejtkultira feliiluszot leszivtuk és feldolgozasig -20°C-on taroltuk. A sejtekkel a
kisérlettdl fiiggden tovabb dolgoztunk, vagy génexpresszids vizsgalatokhoz RNS-t izolaltunk,
vagy mértiik a felszini receptorok és az intracellularis molekulak jelenlétét aramlasi citometria

segitségével.

5.9 ELISA vizsgalatok

5.9.1 RA betegek szérummintdibol citrullin tartalmu peptidekre specifikus
ellenanyagok kimutatdsa indirekt ELISA modszerrel

Eléz6leg neutravidinnel telitett (5 pg/ml; PBS; 4 °C, ON) 96 lyukt ELISA ,microtiter”
lemezeket fedtiink arginin és citrullin tartalmu peptidekkel (1 pg/ml; PBS; 37 °C, 1 6ra). Fél
6ra blokkolas (2 % BSA-150 mM NaCl-PBS; 37 °C) utan a szérumokat 1:100 higitasban ko6té
pufferben (2% BSA-2 M NaClI-PBS) 4 °C-on, egy ¢jszakan at inkubaltuk a lemezeken. 0,05 %
Tween-PBS moséas utdn, a jelen levé ellenanyagok detektaldsanak érdekében, fedtiik a
lemezeket 1 6raig, 37 °C-on nyul anti-human IgG-HRPO (Dako) masodlagos ellenanyaggal
1:2000-szeres higitasban (2 % BSA-150 mM NaCl-PBS). A szinreakciot TMB (3°3’5-5-
Tetrametil-benzidine) enzim szubsztrat hozzaadasa utan detektaltuk ELISA Reader

segitségével (450 nm). Az enzimreakciot 2 N kénsavval allitottuk le.

crer

crer

crer

leirt indirekt ELISA protokollal, azzal a kiilonbséggel, hogy a lemez aljara a peptidek 2,5 ug/ml

cre

koncentracioban keriiltek fedésre. Az ismert koncentracioji ACPA-kat 50 ug/ml
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koncentraciobol kiindulva 8 pontos felezd higitasban hasznéltuk standard-ként, a szérum
mintakat 100x higitasban alkalmaztuk. A kapott standard OD (optikai denzitas) értékekre

illesztett gorbe egyenesét hasznalva hataroztuk meg a szérumok citrullinalt peptid specifikus

crcr

5.9.2 Eger kollagén specifikus 10G2a izotipusu ellenanyagok kimutatasa indirekt
ELISA modszerrel

Az immunizalt és a kontroll allatok szérum mintaibol az egér kollagén specifikus 1gG2a titert
indirekt ELISA moddszerrel hatdroztuk meg. A specifikus ellenanyag detektdldsdhoz a
lemezeket fedtiik 5 ug/ml egér Il-es tipusu kollagénnel (Chondrex) a gyarto altal mellékelt
pufferben (egy éjszakan at, 4°C). A blokkolas 1% BSA-PBS pufferben (1 6ra), a szérum mintak
és a detektalo ellenanyagok higitasa sziirt PBS-ben tortént. A felvitt szérumokat 1:200 kiinduld
higitasban, majd négyszeres higitasi sorban alkalmaztuk (2 6ra). Mosast (0,05%Tween-PBS)
kovetden a lemezeket HRP konjugalt 1gG2a ellenanyagokkal (4000x, 16ra) hivtuk elé, majd
mosasi 1épéseket koveten a lemezre szobahOmérsékletli TMB-t (3,3',5,5'- Tetrametilbenzidin)
mértiink ra. A reakciot 2N kénsavval allitottuk le, majd az abszorbanciat 450 nm-en olvastuk
le ELISA Reader segitségével. Az egyes higitasi pontokbdl végpont-titert szamoltunk
GraphPad5 (Prism) program segitségével.

5.9.3 Egér lép B-sejtkulturak feliiluszajabol IL-10 citokin detektdldsa szendvics
ELISA modszerrel

Az aktivalt sejtek altal termelt IL-10 mennyiségét OptEIA IL-10 ELISA Kit (BD) segitségével
hataroztuk meg a gyarto leirasat kovetve. A 96 lyukt mikrotiter lemezek feliiletét fedtiik egy
¢jszakan at (4°C) anti-1L-10 specifikus ellenanyagot (,,capture antibody”) tartalmazé pufferrel
(kot6 puffer — 0,2M sodium phosphate, pH 6,5). Mosas (0,05%Tween-PBS) utan a lemezeket
blokkoltuk a minta pufferrel (10 % FCS-PBS) szobahdmérsékleten 1 oraig. A lemezek mosasa
utan felvittiik a minta pufferben kétszeresre higitott feliilisz6 mintdkat és az ismert
standard sort. 2 ora, szobahdmérsékleten torténo inkubalas és mosas utan a lemezeket fedtiik a

higitott detektaldo ellenanyag koktéllal (1:250). Mosast kovetden a lemezekre
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szobah6émérsékletii TMB (3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin) szubsztratot mértiink ra és a reakciot
2N kénsavval allitottuk le. Az abszorbancidt ELISA Reader segitségével 450 nm-en
detektaltuk. A szekretalt IL-10 mennyiségét GraphPad5 (Prism) szoftver segitségével

szamoltuk ki és abrazoltuk.

5.10 Sejtfelszini és intracellularis molekulak detektalasa dramlési citometriaval

A sejtek feltarasat és az intracellularis molekulak detektalasat a Beckton Dickinson

Cytofix/Cytoperm Kit segitségével végeztiik.

A 5.8 fejezetben leirtak alapjan aktivalt sejteket a megfeleld iddinkubaciot kovetden
lecentrifugaltuk (1500 rpm, 4°C, 7 perc), a sejtkultira feliiliszojat eltavolitottuk. A sejteket
még tovabbi 6 ordig inkubaltuk médiumban oldott PIM koktélban (50 ng/ml PMA,500 ng/ml
Ionomycin, 2 uM Monensin/GolgiStop). Mosast kovetden (1500 rpm, 4°C, 7 perc) a sejteket
fluoreszcensen jelolt - a sejtfelszini molekulakra specifikus - ellenanyagokkal jeloltiik pl. anti-
CD19-FITC vagy anti-CXCR3-APC vagy anti-B220-PerCpCy5.5 (20 perc, sotétben, 4°C).
Cytofix oldattal valo fixalas (20 perc, sotét, 4°C) utan mostuk a mintakat Perm/Wash pufferrel,
majd intracellularisan jeloltiik a sejteket fluoreszcensen jeldlt anti-1L-10-APC és anti-T-bet-PE
ellenanyagokkal (30 perc, sotét, 4°C). A mérést FACS Calibur késziilék segitségével végeztiik,
az adatok kiértékelését FlowJo (FLOWIJO LLC) szoftverrel hajtottuk végre. A pozitiv sejteket
az FSC/SSC alapjan megallapitott limfocita kapubol detektaltuk.

5.11 Génexpresszios vizsgalatok valos idejii PCR segitségével

Az aktivalt és a nem aktivalt sejteket TRIzol (Life Technologies — Ambion) reagensben vettiik
fel és felhasznalasig -80°C-on taroltuk. Az RNS-t izopropanol-etanol kicsapassal nyertiik ki,
amelynek els6é 1épéseként a mintakhoz 200 ul kloroformot mértiink, majd az elegyet
faziselvalasztd gyantat tartalmazo csovekben lecentrifugaltuk (11000g, 4°C, 15 perc). A vizes
fazisban glikogén, valamint izopropanol jelenlétében szobahdmérsékleten precipitaltattuk a
nukleinsav allomanyt (10 perc), majd lecentrifugaltuk a mintakat (11000g, 4°C, 15 perc). A
feliiltszo eltavolitasa utan a precipitatumot kétszer mostuk 70%-0s etanollal (5200g, 4°C, 15

perc), majd a csoveket hagytuk szobahOmérsékeleten szaradni 20 percig. A mintakat
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DNaz/RNaz mentes vizben oldottuk fel (3 perc, 65°C). NanoDrop késziilékkel ellenériztiik az
RNS mindségét (NanoDrop3300). A mintakat -20°C-on taroltuk a felhasznalasig.

A reverz transzkripcidhoz elsOként eltavolitottuk az esetleges genomialis DNS
szennyezddéseket DNaz enzim jelenlétében (30 perces 25°C), amelynek aktivacidjat 10 perces
70°C-on valo6 inkubécioval allitottuk le. Ezt kdvetden elvégeztiik a cDNS szintézist random
hexamerek, dNTP, valamint Superscript II enzim hozzaadasaval (InvitroGen - ThermoFisher
Scientific). Az atirashoz a Thermo Electron Corporation — PCR Express késziilékét hasznaltuk
¢s minden esetben a gyartd protokolljdnak megfelelden jartunk el. A mintakat RNaz és DNaz

mentes vizben vettiik fel és -20°C-on taroltuk.

A real-time PCR-hez a ThermoFisher Scientific TagMan Assay On Demand termékeit
hasznaltuk a gyartd altal megadott protokollt kovetve. Az IL-10, a T-bet és a CXCR3 mRNS
mennyiségének mérését 20 ul végtérfogatban TagMan Gene Expression Assay (20X)
(ThermoFisher Scientific) és TagMan Universal PCR MasterMix (2X) (ThermoFisher
Scientific) felhasznalasaval végeztiik ThermoFisher Scientific StepOnePlus™ real-time PCR
System késziilék segitségével (ThermoFisher Scientific). A génexpresszid relativ értékének
normalizalasdhoz a B2 mikroglobulin (ThermoFisher Scientific) gént hasznaltuk bels6
kontrollként. A génexpresszids szintek relativ valtozasat a stimuldlatlan mintdkhoz képest

komparativ Ct mddszerrel (comparative Ct 2 24T method) szamoltuk ki [130].

5.12 Karragén-indukalt gyulladasi modell

Az akut iziileti gyulladds modellezésére a nemzetkozileg elfogadott, karragénnel kivaltott
gyulladasi modellt, az Gn. ,,air-pouch” modellt, alkalmaztuk, ami azon alapul, hogy az allat bére
ald injektalt steril levegd altal kialakitott liregben egy fibroblasztokbol és makrofag-szerii
sejtekbdl allo vékony réteg alakul ki, ami nagyon hasonlit a szinovialis membranra. Immunogén
anyag, mint jelen esetiinkben a karragén (carrageenan) - egy tengeri hinarbol (vords moszat)
eléallitott linearis poliszacharid - beadasa az iiregbe, az iziileti gyulladdsra nagyon hasonlitd
reakciot idéz el6. A kialakult zsakban (,,pouch-ban”) megnovekedett sejtinfiltralodas és citokin

koncentraci6 emelkedés detektalhato [131, 132].

A 0. napon felnétt, egészséges DBA/1 egerek hatan steril Sml levegd a bor ala injektalasaval
kialakitottuk a zsakokat (13. abra). A 3. napon a zsakokat feltoltottiik ijabb 3ml steril levegével,
amelyekbe a 6. napon 1 ml fizsoban oldott 1% A-karragén (Sigma-Aldrich) szuszpenziot

49



injektaltunk. Két nap mulva az allatok talaltatasa utan a zsakokat atmostuk 1ml steril PBS-sel,
majd ezt a zsakbol leszivott folyadékot (,,air-pouch fluid”) lecentrigaltuk (5000rpm, 10 perc,
4°C), a feliiluszot 6sszegytijtottiik és felhasznalasig -80°C-on taroltuk (13. abra). A leszivott
folyadékot kisérleteink soran a ,,gyulladasi kornyezet” modellezésére hasznaltuk fel a 5.8

fejezetben leirtak alapjan.

8. nap
,,air-pouch” folyadék
leszivéasa

NN
oS SNy Ak

0. nap 3. nap 6. nap

5 ml steril 3 ml steril 1% karragén

levegd bor ala levegd bor ala oldat injektalas

injektalasa injektalasa a kialakult
,.zsak”-ba

13. abra: Karragén-indukalt ,,air-pouch” modell kivitelezésének sematikus dabrdzolasa — Egy
indukcid soran késziilt reprezentativ kép — forras: Jonathan D. Finn; Academic Medical Center Amsterdam
(A); a kisérlet menete (B).

5.13 A sejtek migracios képességének vizsgalata

A MZ B-sejtek migracios képességének vizsgalatira egy un. ,transwell-migration assay”-t

alkalmaztuk.

Az izolalt MZ B-sejt populacd szuszpenzidjiban beallitottuk a sejtszamot 2x10%/ml-re
sejttenyésztd médiumban (RPMI-1640), majd aktivaltuk a sejteket a kovetkezokkel: anti-lgM
(10 pg/ml), CpG-ODN1826 (1 uM), IFNy (50 ng/ml). A kisérlet soran kontrollként nem
stimulalt MZ B-sejteket hasznaltunk. 48 6ra elteltével a sejteket mostuk haromszor médiummal,
majd bedllitottuk a sejtszamot 6x10°sejt/100ul 1% BSA-t tartalmazé médiumban. 100 ul
sejtszuszpenzidt vittiink a 6,5-mm atmérdji, Sum podrust polikarbonat TransWell culture betét

(Corning Sigma-Aldrich) fels6 kamrajaba. Az als6 kamraba 600 ul médiumban oldott 100nM
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CXCL9 kemokin kertilt. Kontrollként csak médiumot haszndltunk az als¢ kamriban. 2 6ra
inkubéciot (37°C, 5% CO2) kdvetden a felsd és alsdé kamrabdl a sejteket 6sszegyljtottik és
megszamoltuk a sejteket aramlasi citometria segitségével. Minden mintabol a sejteket azonos
térfogatban vettiik fel, azonos ideig és azonos sebességgel mértiik le. A migracids indexet az
als6 kamraba migralt sejtek szamanak ¢és a bevitt (,,input”) sejtszam hanyadosabol szamoltuk.
A kapott eredményeket normalizaltuk a kontroll mintdban kapott értékkel, ahol a sejtek nem

specifikusan, kertiltek at az als6, kemokin mentes médiumot tartalmazo, kamraba [133].

5.14 Statisztikai analizisek

A kiilonb6z6 peptidekre kapott OD (optikai denzités) értékek hanyadosat, az ugynevezett OD
index-et abrazoltuk (citrullin tartalmt peptid OD/arginin tartalmt peptid OD) grafikonban. A
szérumcsoportok peptid felismerésének eltérését és az in-vitro kisréletekben a kiilonb6zo
stimulusok hatasanak Osszehasonlitasat egyvaltozos ANOVA analizissel és Kruskal-Wallis
teszttel vagy t teszttel vizsgaltuk. A peptidek diagnosztikai hatékonysagat ROC (Receiver
Operator Characteristic) gorbe analizis segitségével analizaltuk [37]. A peptidek szenzitivitas
¢s specificitas értékeinek meghatarozasdhoz, eldszor meghataroztuk a hatarértéket (,,cut-oft”),
amely az egészséges kontroll csoport értékeibdl szamolando, miszerint vessziik a csoport
atlagat €s a szoras (SD) kétszeresét. A szenzitivitds érték a hatarértek feletti RA betegek szama
szazalékosan az Osszes RA beteghez képest. A specificitds a hatarérték alatti, illetve az dsszes
kontroll minta aranya szazalékosan kifejezve. Mi azt a megkozelitést valasztottuk, hogy a ROC
gorbe analizis eredményeinek alapjan az egyes tesztek specificitas értékeit egységesitettiik,
mialtal szenzitivitas értékeik egyértelmiien Osszemérhetévé valtak. Auto-ellenanyagok
esetében a 90 %-os specificitas altalanosan elfogadott diagnosztikailag optimalizalt érték. A
betegség (CIA) kiilonboz6 szakaszaibdl izolalt mintdk génexpresszidos eredményeinek és az
auto-antitestek disszociacios konstansainak és a betegség stulyossagat jelz6 DAS28 indexek
kapcsolatat Pearson-féle korrelacio analizissel vizsgaltuk.

Minden statisztikai analizis elvégzéséhez a GraphPad5 (Prism) programot hasznaltuk.
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6 Eredmények

6.1 RA szérum mintak sziirése citrullinalt peptid epitopokkal

A citrullin tartalmt epitopok ACPA altal valo felismerését indirekt ELISA modszerrel
vizsgaltuk. A vad tipusu (arginint tartalmazo) és a citrullinalt peptideket mikrotiter lemezre
kotottiik ki. A szérum mintakat (1:100) 4 °C-on, egy éjszakan at inkubaltuk a lemezeken, majd
a kotodott ellenanyagokat enzim kapcsolt IgG-HRP ellenanyaggal és az enzim szubsztratjanak
hozzdadasaval detektaltuk. A kiilonbozé peptidekre kapott OD (optikai denzitas) értékek
hanyadosat, OD index-ét (OD citrullinalt peptid/OD arginin tartalmu peptid) diagramban
abrazoltuk. Az RA-s betegek szérumainak peptid-felismerése minden peptid esetében
szignifikdnsan magasabbnak adodott az egészséges kontroll (H) csoporthoz képest (14. abra bal
oldala).

A citrullin tartalmt peptidek (EBNA-1 és 2; a-enolaz; fibrin-B; ,,multi-epitop”) diagnosztikai
hatékonysaganak 0Osszehasonlitasa céljabol ROC gorbe analizist végeztink GraphPad5
program segitségével. A ROC gorbe az 1-diagnosztikai specificitas fliggvényében az egyes
hatarértékek alapjan fejezi ki a diagnosztikai szenzitivitast. A hatarértéket (,,cut-off”) az
egészséges kontroll csoport OD index értékeibdl szamoljuk (csoport atlag + kétszeres szoras).
A diagnosztikai hatékonysag annal a tesztnél a legjobb, amelynek a diagnosztikai szenzitivitas
és specificitas értéke is a legmagasabb, ekkor a ROC gorbe a négyzet bal felsé sarkan keresztiil
a jobb felsObe tart. Ha a gorbe alatti teriilet (area under curve = AUC) maximalis (=1), akkor a
betegek ¢és az egészségesek teljesen elkiiloniilnek, a teszt hatékonyan hasznalhat6
dignosztizalasra. Abban az esetben, ha a gorbe alatti tertilet pl. 0,5 vagy annal kevesebb, akkor
a két csoport kozott egyaltalan nincs kiilonbség, a teszt alkalmatlan a beteg €s egészséges
csoport elkiilonitésére. Az 14. 4bra jobb oldalan lathatoak az altalunk vizsgalt peptidek ROC
gorbe analizisének eredményei és a program altal szdmolt ROC gorbe alatti teriiletek. A
legnagyobb értéket a fibrin-f3 (0,8173) és a ,,multi-epitop” (0,7726) peptid esetében kaptuk, mig
a tobbi peptidnél a ROC gorbe alatti terililetek alacsonyabbnak adoédtak (EBNA-1 — 0,5707,
EBNA-2 - 0,7192; a-enolaz — 0,6597). A ROC analizis eredményeinek alapjan, az egyes
peptidek specificitas értékeinek egységesitésével a peptidek szenzitivitasi értékei egyértelmiien
Osszehasonlithatova valtak. Auto-antitestek esetében a 90 %-os specificitas altalanosan
elfogadott diagnosztikailag optimalizalt érték. A ROC gorbe alatti teriilethez hasonldan, a
fibrin-B és a ,,multi-epitdp” peptid esetében kaptuk a legmagasabb, 69 és 64 %-os szenzitivitas
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értékeket, ami annak a valdsziniisége, hogy a teszt egy beteg mintat pozitivnak (betegnek) talal.

A tobbi vizsgalt peptid esetében a szenzitivitas értékek 10-50 % kozott mozogtak (EBNA-1 —
18 %; EBNA-2 — 48 %; a-enolaz — 27 %).
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14. abra: Citrullin tartalmu peptidek osszehasonlitisa a dianosztikai teszt szenzitivitdasa

alapjan — bal oldalon a peptidekre kapott OD indexek lathatoak dsszehasonlitva a beteg (RA) és az
egészséges (H) csoport kozott - EBNA-1 p=0,0478 (A); EBNA-2 p<0,0001 (B); a-enolaz p<0,0001 (C);
Fibrin-p p<0,0001 (D); ,,multi-epitop” p<0,0001 (E); az abra jobb oldalan a ROC gorbe analizis eredményei
lathatak, minden peptid esetében feltlintetésre keriilt a gorbe alatti teriilet értéke (area= area under curve =
AUC).

Az altalunk vizsgalt 5 peptid koziil az EBNA-1 peptid bizonyult a leggyengébbnek, a tobbi
négy peptidet (EBNA-2, a-enoldz, fibrin-f3, ,,multi-epitdp”) kozepesen erds diagnosztikai
hatékonysag, 0,65-0,85 kozotti ROC gorbe alatti teriilet érték (AUC) jellemezte. Két peptid
esetében kozepesen magas szenzitivitas értéket kaptunk (fibrin-f3 — 69 %, ,,multi-epitop” — 64
%). Osszességében elmondhatjuk, hogy a négy 0j peptid-epitop (EBNA-2, a-enolaz, fibrin-p,
,,multi-epitop””) a munkacsoport altal korabban kifejlesztett ,,4-peptid-panel”-ben [6] (3.1.4
fejezet) vizsgalt peptidekkel egyiitt alkalmazva hozzajarulhat egy érzékenyebb diagnosztikai

teszt fejlesztéséhez.

Ha a szérumonkénti peptid poztivitast jelz6 OD indexeket Osszesitettiik a ,,4-peptid panel”
értékeivel azt kaptuk, hogy a 4 peptiddel béviilt, immar 8 citrullinalt peptidet tartalmazo panel

(filaggrin 5- és 19-mer, vimentin, kollagén, EBNA-2, a-enolaz, fibrin-f, ,,multi-epitdp”)
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Osszesitett szenzitivitas értéke javult, 85 % lett, vagyis a betegek 15 %-a nem ismert fel egy
altalunk a tesztben vizsgalt peptidet sem, mig a betegek maradék 85 %-a pozitivnak adodott a

teszt valamelyik peptidjére nézve.

Mar tobb munkacsoport vizsgalta a citrullinalt peptideket felismerd ellenanyagok (ACPA)
diverzitasat, miszerint az ACPA-k képesek keresztreagalni kiilonbozo citrullinalt epitopokkal
[23, 134]. Ezért a vizsgalatunkba bevont peptideket felismeré ellenanyagok
keresztreakcidjanak mértékét megvizsgaltuk ELISA mddszerrel. Kivancsiak voltunk, hogy az
egyes peptidekre specifikus tisztitott IgG izotipusu ellenanyagok csak a cél peptidet ismerik fel,
vagy képesek keresztreagalni a tobbi citrullinalt peptid szekvenciaval. A peptidekkel ( 1 és 2,5
ellenanyaggal inkubaltuk, majd anti-lgG-HRP-vel és az enzim szubsztratjaval detektaltuk a
reakciot. Az arginin €s a citrullin tartalmu peptidekre kapott OD értékek hanyadosat abrazoltuk.
Az 15. abran lathato, hogy az immobilizalt peptideken tisztitott IgG ellenanyagok nem csak az
adott peptidre voltak specifikusak, hanem igen magas keresztreakciot mutattak a tobbi vizsgalt
peptiddel is. Nagyfokt heterogenitast tapasztaltunk, példaul a kollagén peptiddel affinitas
tisztitott IgG ellenanyag reagalt mindegyik peptiddel, de legnagyobb mértékben a tisztitasnak
megfelelden a kollagén peptidet ismerte fel. Ezzel ellentétben a vimentin peptiddel tisztitott
IgG nagy mértékben reagalt az Gsszes peptiddel, de a vimentinnel csak kis mértékben. A fibrin-
B specifikus ellenanyagok ismerték fel a tobbi peptidet a legkisebb mértékben. Nem meglepd
moddon a tobb immunogén epitdpot tartalmazé ,,multi-epitdp” peptiddel affinités tisztitott IgG
ellenanyagok esetében kaptuk a legnagyobb OD index értékeket €s a legnagyobb heterogenitast

a peptidekkel valo keresztreakcid tekintetében.
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15. abra: Az affinitas tisztitott, citrullinalt peptidekre specifikus, 1gG ellenanyagok

keresztreakciojanak vizsgalata ELISA modszerrel — a filaggrin, a kollagén, a fibrin-B, a vimentin,
az EBNA-2, az a-enolaz és a ,,multi-epitop” peptidekkel fedett lemezeket a citrullinalt peptidekre (filaggrin,
kollagén, fibrin-p, vimentin, ,,multi-epitop”) specifikus IgG ellenanyagokkal inkubaltuk és analizaltuk
keresztreagalo képességiiket.

6.2 Affinitas vizsgalat felszini plazmon rezonancia késziilék segitségével

Kevés adat all rendelkezésre az auto-antitestek, kivaltképpen az anti-citrullinalt protein/peptid
ellenanyagok (ACPA) affinitasarol. Egy ellenanyag egy kotOhelye és az antigén egy epitopja
kozott 1étrejovo kapcsolat erdsségét az ellenanyag affinitdsanak nevezziik, amely a
disszociacios konstanssal (Kp) jellemezhets. Ertéke annak az antigén koncentracionak
(molban) felel meg, ahol az oldatban 1év0 ellenanyagok fele van telitve az antigénnel. A kisebb
Kb érték nagyobb kotési erdsséget jelent, mivel kevesebb antigén kell az interakcidban 1évo
ellenanyag kétohelyeinek telitéséhez. Az ellenanyagokra atlagosan 107-101t M kozott affinitas
érték jellemz6 de auto-antitestek esetében ez az érték Kisebb lehet. Egy ellenanyag és az antigén

tobb epitdpja kozott kialakuld kotések erdsségét aviditasnak nevezziik [135].
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Az ACPA-k sajatsagainak jobb megértése céljabol megvizsgaltuk, hogy a betegek (RA)
szérumdban 1évd citrullindlt peptid epitopokat felismerd ellenanyagok (ACPA) milyen
affinitassal képesek kotddni a citrullinalt vimentin, a filaggrin (19-mer) és az altalunk tervezett
»multi-epitép” peptidekhez. Az ELISA vizsgalatokban szerepld Osszes peptid kotodési
erosségét szerettilk volna megvizsgalni, de a kovalens szenzor chip (GLH) felszinére csak 3

peptidet tudtunk kikotni az altalunk vizsgalt koriilmények kozott (4. tablazat).

peptid szekvencia hivatkozas
vimentin Ac-SAVRAXSSVPGVRK-NH? Bang 2007
filaggrin Ac-SHQESTXGXSXGXSGXSGSK-NH; Schellekens 1998

"multi-epitop" H- Ttds-AXAXGSGSGXGXG-NH:2

4. tablazat: Felszini plazmon rezonancia bioszenzor (SPR) vizsgadlatainkban sikerrel a chip
felszinére kotott és vizsgalt peptidek szekvenciai — vimentin [136]; filaggrin [137].

Vizsgalatainkba olyan szérum mintakat (n=60) vontunk be, amelyeket mar elétte
leellendriztiink ELISA teszttel, mindegyik szérum minta pozitiv volt a vizsgalt peptidekre.
Negativ kontrollként egészséges emberek vérébdl tisztitott IgG ellenanyagok keverékét (human
intravénas immunoglobulin — 1VIg) alkalmaztuk. A filaggrin 19-mer peptiddel fedett kovalens
chip vizsgalatai soran kapott reprezentativ szenzogrammokon lathat6 (16. abra), hogy a negativ
kontrollként alkalmazott IVIg esetében, nem kaptunk kotédést, a kotddési gorbék egyaltalan
nem tértek el a 6-os csatornaban (pl. L2A6 — sarga) aramoltatott PBS-Tween-hez képest (16.
abra A). A beteg (RA) szérum minta (16. abra B) és a filaggrin-19-mer peptid specifikus
affinitas tisztitott IgG (16. abra C) aramoltatdsa esetén lathatjuk a koncentraciotol fliggd
kotédés valtozasat, elkiiloniil az asszociacid (100. masodpercig) és a disszociacid (100.

masodperctdl) fazisa egyarant.
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16. abra: Filaggrin (19-mer) peptiddel fedett GLH szenzor-chip vizsgdlati sordn kapott

reprezentativ szenzogrammok — IVIg esetében 500ug/ml-bdl kiindulva (A); szérum minta esetében
5xbdl kiindulva (B); ACPA esetében 500ug/ml-bél kiindulva (C) 5 pontos felezé higitasbn aramoltattuk a
chip felszine felett — PBST=PBS-0,005% Tween20.

Az affinitds erdsségének jellemzéséhez, a Kp meghatirozadsdhoz sziikséges ismerniink a
résztvevo partnerek koncentraciojat, ezért hogy a kiértékelést el tudjuk végezni, meghataroztuk

az adott szérumok citrullinalt peptidekre (vimentin; filaggrin; ,,multi-epitop”) specifikus IgG

kalibracios gorbe alapjan, ELISA modszerrel hataroztunk meg. A kapott kotddési gorbéket a
késziilék (BioRad ProteOn) sajat programjaval (ProteOn Manager) és a Langmuir-modell

segitsegével értékeltiik ki.

A filaggrin-19-mer peptiddel fedett szenzor chip esetében a vizsgalt szérum mintak 59
szazalékdban nem tapasztaltunk kotdédést, mig a maradék szérum mintdk vizsgéalatanal a
disszocidcios konstans (Kp) értékek koriilbeliil egyenld ardnyban, 107 és 10° M kozott,
oszlottak el. Egy minta esetében tapasztaltunk nagyon gyenge kotddést (Kp=10" M) (17. dbra
A).

A chip felszinére kotott vimentin peptid €s az ellenanyagok interakcidjanak vizsgalatanal az
Osszes szérum minta esetében detektaltunk kotddést, amelynek legnagyobb hanyadaban, 37 %-

ban, 10® M-os Kp értékeket tapasztaltunk. A 107" M (20 %), 10° M (20 %), 10* M (19 %)
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disszociacids konstanssal rendelkezé szérum mintak koriilbeliil egyenld ardnyban oszlottak el,

néhany kiugré érték volt tapasztalhaté (2 % Kp=10% M, 2 % Kp=10"° M) (17. abra B).

A ,,multi-epitdp” peptiddel fedett chipen végzett vizsgalatokndl rogton latszik, hogy a mintak
csak 10 szazalékaban nem volt kotddés kimutathatd és hogy a ,,multi-epitdp” peptidet felismerd
ellenanyagok affinitsa kisebb tartomanyban (107-10° M) mozog a masik két peptiddel
Osszevetve, de ezzel ellentétben a szérum mintak tébb mint felében a specifikus ellenanyagok
kotddési erdssége 10 M-os affinitas értéket adott. A maradék szérum mintak esetében 107" M-

0s (13 %) és 10 M-0s (23 %) disszociacids konstans értékeket kaptunk (17. 4bra C).

Nincs kotédés

17. abra: Az SPR bio-szenzor analizis segitségével mért ACPA affinitisanak eloszlasa
filaggrin-19-mer (4), vimentin (B) és ,, multi-epitop” peptiddel (C) fedett kovalens GLH
chipen.

A jobb szemléltetés céljabol, a szérumokban 1évé citrullinalt peptideket (filaggrin, vimentin,
»-multi-epitop”) felismerd ellananyagok disszociacios konstans értékeit egyesével is dbrazoltuk
egy ugynevezett izo-affinitas diagramban, amellyel jol lathatéva valt, hogy az egyes vizsgalt
szérum mintak milyen Kp tartomanyba esnek (18. abra). A peptid specifikus ACPA affinitas
értékeinek eloszlasa a filaggrin esetében 100 nmol/L-100 umol/L (18. dbra A), a vimentin
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esetében 100 nmol/L-100 umol/L (18. dbra B) és a ,,multi-epitdp” peptid esetében 1 pmol/L-10
umol/L (18. abra C) kozott volt detektalhato.

18.
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abra: A felszini plazmon rezonancia vizsgadlat sordn detektdlt affinitas értékek ka/kd
eloszlasa izo-affinitas diagramban abrdzolva. — A filaggrin 19-mer (A), a vimentin (B) és a ,,multi-
epitop” (C) peptidre specifikus ACPA affinitas értékeinek eloszlasa.

Az egyes mintak eloszlasabol jol latszik, hogy a citrullinalt filaggrin-19-mer €s a vimentin

peptideket felismerd ellenanyagok affinités értékei heterogénebb eloszlast mutatnak az altalunk

tervezett ,,multi-epitop” peptiddel ellentétben, amelynek Kp értékei egy sziikebb tartomanyban

helyezkednek el.

A citrullinalt peptidekkel affinitas tisztitott IgG ellenanyagok keresztreagdlo képességét

megvizsgaltuk az ELISA modszer utan felszini plazmon rezonancia bio-szenzor késziilékkel is.

A chip felszinére kotott citrullinalt peptidek felett az affinitds tisztitott ellenanyagokat

aramoltattuk és a kapott disszociacids konstansokat abrazoltuk diagramban (19. dbra). Az
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ELISA modszerrel kapott eredményekhez hasonloan, nagyfoku heterogenitast tapasztaltunk,
habar bizonyos esetben az ELISA tesztben pozitiv eredményt adott szérumbol tisztitott peptid
specifikus ellenanyagok nem mutattak kotédést az SPR mérés soran a chip felszinére kotott
peptid ellen. Példaul a vimentin peptiddel tisztitott IgG ellenanyag ELISA-ban felismerte a
vimentin, a kollagén és a ,,multi-epitop” peptidet (15. abra), de a felszini plazmon rezonancia
(SPR) vizsgalatokban az ellenanyagok egyaltalan nem mutattak kotddést. Ez esetleg betudhato
annak, hogy mig egy ELISA mérés sordn hosszabb ideig inkubaljuk egyiitt a két kdtOpartnert,
addig az SPR vizsgélatokban a kikotott egyik partner felett a masik partnert rovid ideig

aramloltatjuk, amely soran a kotddés nem képes kialakulni.

KD
2,50E-06
2,00E-06
1,50E-06
1,00E-06 .
! fibrin-p
"multi-epitop"
5,00E-07 filaggrin-19
vimentin
0.00E+00 g kollagén
\‘é)’ \‘35Q \Qg:) \"ﬁ*gD \Q{:D
& & & & &
3 X NS NS &
& & & & P
\"5\' l\q ,(\'% N &
?5\0 & & 6}«5‘?0 6‘?9
& _gz,eg" < NG &

19. abra: Az affinitas tisztitott, citrullinalt peptidekre specifikus 19G ellenanyagok
keresztreakciojanak vizsgalata felszini plazmon rezonancia bio-szenzor késziilékkel.

Annak tisztazasara, hogy lehet-e 0sszefiiggés a citrullinalt epitopokat felismerd ellenanyagok
affinitadsanak mértéke és a betegség sulyossaga kozott korrelacid analizist végeztiink, amely
soran megvizsgaltuk a Kp értékek és a 28 iziilet vizsgalatabol nyert DAS28 index (disease
activating score) osszefiiggését (20. abra). Ez az index arrdl ad nekiink informaciot, hogy

milyen aktiv éppen a betegség allapota. 3,2 alatt mérsékelt, 3,2 és 5,1 kozott kozepes, mig 5,1
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felett kifejezett gyulladasi aktivitasrol beszélhetiink. A korrelacié analiz soran a filaggrin-19-
mer peptid esetében forditott korrelaciot kaptunk, miszerint annak a betegnek, akinek nagyobb
volt a betegség sulyossagat jelzo6 DAS indexe, alacsonyabb volt a szérumaban 1évo filaggrin

19-mer peptidet felismer6 ellenanyaganak kotodési erdssége (affinitasa).

DAS 28

[ ] Pearson r = 0,8389
C L T T 1

-7 -6 -5 -4 -3
log KD

20. abra: Filaggrin-19-mer peptidet felismerd ellenanyagok Kp és a betegség sulyossdgat jelzé
DAS28 indexek értékeinek dsszefiiggése.
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6.3 A kollagén-indukalt arthritisz nyomon kovetése

A rheumatoid arthritisz in vivo modellezésére az egyik legelterjedtebb modszert, a kollagén-
indukalt arthritisz (CIA) egérmodellt alkalmaztuk.

A betegség kialakitisdhoz DBA/1 [5] egértérzset hasznaltunk. Az allatok heterolog
(szarvasmarha) I1-es tipusu kollagénnel és Freund adjuvanssal tortén6 oltast kovetéen kb. a 35-
42. napon az arthritiszes fenotipus kiils6leg is azonosithato tiineteit mutatjak. Emlékeztetd oltast
kovetden (21. nap) az egerekben kb. 80-100 % hatékonysaggal kialakul a betegség. A 21. abran
a betegség sulyossagat jelzd pontok lathatok az id6 fliggvényében (t6bb indukcid Gsszesitett
eredménye). Hetente pontoztuk az allatokat a 5.6 fejezetben leirt skala alapjan [5],
végtagonként a maximalis pontok szdma 4, tehat egy allat maximalisan 16 pontot kaphatott a 4
végtagjara 0sszesen. Nyomon kovethetd a betegség kinetikaja, 1athat6 a betegség felszallo aga
a 7-8. hétig, onnantdl pedig a betegség eléri maximumat, dllandosul. Ezt a szakaszt hivjuk akut
szakasznak, ami kb. a 7-17. hétig tart és az allatok pontja 7 és 16 pont k6zott mozog. Kb. a 18.
héten elindul a betegség remisszio fazisa, a teljes ,,gydgyulds” (tiinetmentesség) kb. a 24-33.
héten valosul meg. Vizsgalatainkhoz izolaltunk MZ B-sejteket a betegség akut (8-16 pont) és

remisszio (< 6 pont) szakaszabol.

akut remisszio
164 VYN GREEALAW ¢ © ¢ AV
A * HEAWO 0 000 Vv
® XYY TS X @80 AbA 1
D o A * GBEEAAWOO O ¢ v
S0 12+ SocOmEAAW oo vv * )
80 SOGEERML 900046 0.is ®
z% VVOOOOHN A VVONNOONSG 4 Vv ?
P E HEAAVIV ¢ OOHEE A VVOOGNOS — WY A
o Q 84 AVWERCOHE AVV O 0 00@DLLYVENAAL ? vl
B o EE A YVe® ¢ EN G0OG0OLAYY B Al I
gﬂ HAAWYONGN H A VOO O O AMd EEAA ? ** 1 ) ) [ ]
<2 (TR XY 0000 4is ENAAIR *x . — 0 0O OO
m 44 A VIV 400 G0 ¢ O A VVEEIAAL Q x ., 111000 @ © CODED O [ ]
H MYV & ® A HEAAQ? x 11/ | coo@D O — — — W
V"4 [ ] ** . 11l 0000 0O T & N
. A ? *x . 0000 0 O aw
() hoagsnmegeessmmss s B e TR uamespessanimss st sssss prssspssspessssasssagessss Quarssssas pessaipnes @ees@ose @ ss @pmcssperanigess @@ sssgooes fos

ONAUB B0 DOONNOPFOENPPRDP DR RA PP D

1. 2. immunizalas ota eltelt hetek szama
oltas oltas

21. abra: A betegség sulyossagat jelz6 pontok az ido fiiggvényében — tobb indukcio ésszesitett

eredménye.
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Az akut és remisszio fazisabol kivalasztott allatokbdl kisérletenként szérum mintat gytijtottiink,
amibdl megmértiilk a CIA domindns ellenanyag izotipusat, az egér kollagén specifikus IgG2a
szintet indirekt ELISA moddszer segitségével. A szérum mintakban 1évé ellenanyagok végpont
titerét GraphPad5 (Prism) program segitségével hataroztuk meg. A remisszid fazisabol vizsgalt
allatok szérum mintaiban jelentésen csokkent az autoantitest (IgG2a) koncentracio, amely
bizonyitja, hogy az allatokat ténylegesen a remisszio fazisabol valasztottuk, a két csoportot

(akut és remisszio) jol kiilonitettiik el (22. &bra).
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22. abra: Egér kollagén specifikus 1gG2a végpont titere CIA és kontroll allatokbol -
n=7,8,20 (kontroll, akut, remisszio); t-teszt - *** p<0,0001.

6.4 B-sejt populaciok in vitro IL-10 termelésének karakterizalasa

Munkénk soran célul tliztiikk ki, hogy a BCR és a TLR9 receptorokon keresztiili jelpalyak
kozotti egyiittmiikodés jelentdségét vizsgaljuk a regulator B-sejtek, legfoképpen a MZ B-sejtek
IL-10 termeld funkcidjara fokuszalva. Szerettiik volna megvizsgalni, hogy a BCR/TLR9
receptoron keresztiili stimulusra aktivalodd T-bet transzkripcids faktornak van-e Szerepe a
sejtek IL-10 termelésében.

A Kkisérletek beallitasahoz, elészor az egerek 1épébdl izolalt B220* B-sejteket stimulaltunk
BCR, TLR9 ¢és CDA40 receptorokon keresztiil kiilonb6z6 ideig. Szerettiik volna megtalalni azt
az idopillanatot, amelynél a legnagyobb mértékben képzddnek IL-10 termeld sejtek. Az
alkalmzott stimulusok (anti-IgM, CpG) koncentracioit el6zetes eredményeink alapjan
valasztottuk meg [122].
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DBA/1 egerek 1épébdl anti-B220 magneses gyongyok (Miltenyi Biotec Gmbh, MACYS)
segitségével B-sejteket izoldltunk és 6-72 oraig stimulaltuk dket BCR (anti-IgM; 10pg/ml),
TLR9 (CpG-ODN1826; 1uM) és CD40 (anti-CD40; 10ug/ml) receptorokon keresztiil, majd
megmértiik az intracellularis IL-10 citokin expressziojat a sejtekben aramlasi citometria
segitségével. Bar célunk a BCR és a TLRY szignalok hatasanak vizsgalata volt, figyelmet
forditottunk egy masik fontos indukalo faktorra, a CD40 receptorokon keresztiili jelatvitelre is.
Ahogy mar emlitettem, Claudia Mauri és munkacsoportja ugy véli, a T2-MZpre sejtek a
legpotencialisabb Breg sejt populacio a 1épben, és esetiikben a CD40 receptoron keresztiili
jelatvitelnek fontos jelent6sége van a regulator funkcié kialakulasanal [67]. Munkacsoportunk
human regulator B-sejtek vizsgalatanak eredményei szerint a TLR9 (CpG) és a CD40
receptorokon (CD40L) keresztiili egyiittes aktivacio fokozta leginkabb a CD19*CD27*
memoria B-sejtek 1L-10 termelését [84].

A 23. abra A paneljén lathatd a sejtek felszini CD19 jelolése melletti intracellularis IL-10
expressziojanak valtozasa a kiillonbozé stimulusokra. A 23. dbra B paneljén az IL-10" sejtek
szamanak valtozasat tudjuk nyomon kovetni az id6 fiiggvényében. Lathatjuk, hogy mindharom
altalunk alkalmazott stimulus maximalis hatasat 24 6ranal érte el. A TLR9 (CpG) receptoron
keresztiili szignal volt a leghatasosabb, amelynek mértéket mar a hozzaadott anti-lgM (BCR)

stimulus nem volt képes tovabb ndvelni (23. abra).
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23. abra: B220" B-sejtek intracellularis |L-10 expresszioja BCR (anti-IlgM-10ug/mi), TLR9
(CpG-1uM) és CD40 (anti-CD40-10ug/ml) receptorokon keresztiili stimulaldst kévetéen -

Reprezentativ aramlasi citometrai abra (A); IL-10* sejtek szama — egy reprezentativ kisérlet eredménye (B).

A sejtekben intracellularisan detektalhato €s a szekretalt IL-10 6sszehasonlitasanak érdekében,
megmértiik a sejtkultarak feliiluszojaban az IL-10 citokin koncentraciojat BD OptEIA IL-10
ELISA kit segitségével (24. abra). A sejtkulturak feliilluszjat az intracellularis jelolést

megeldzd 6 oras PMA, Tonomicyn és Monensin/GolgiStop, roviden ,,PIM koktél” hozzaadésa
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el6tt vettiik le és -20 C°-n taroltuk felhasznalasig. A 24. abran lathato, hogy a szekretalt 1L-10
mennyisége 12 és 24 6ra kozott emelkedik a legnagyobb mértékben, ami még plusz 24 ora alatt
kis mértékben emelkedik ugyan, de nem szamottevéen. Ha viszont az IL-10" sejtek szamat
vessziik figyelembe az el6z6 abran (23. abra B), akkor ott 24-48 6ra kozott egy nagyon nagy
sejtszam csokkenést tapasztalhatunk. A CD40 stimulus esetében azt tapasztaltuk, hogy
megndvelte ugyan az IL-10" sejtek szamat valamennyire, de a sejtkultara feliiliszojaban nem
volt detektalhatd6 mennyiségti 1L-10 citokin. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy mivel a ,,PIM
koktél” plusz 6 orara valo hozzaadasa elétt a sejtek nem szekretaltak IL-10 citokint (negativ
ELISA eredmény, 24. abra), az anti-CD40 kezelésre kapott intracellularis IL-10 pozitivitas

aspecifikus, vagyis a PMA/lonomicyn stimulus eredménye.
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24. abra: B220" B-sejtek IL-10 termelése — B220* sejtek altal szekretalt IL-10 citokin kimutatasa ELISA
modszerrel - anti-lgM-10pg/ml, CpG-1uM, anti-CD40-10ug/ml, n=2.

A teljes 1ép B-sejtes kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy a sejtek 24 6ra CpG (1uM);
CpG (1uM) és anti-IgM (10pg/ml) stimulusra termeltek a legnagyobb mennyiségben 1L-10
citokint, tehat tovabbi kisérleteinkben ezeket a koriilményeket alkalmaztuk és az anti-CD40
kezelést elhagytuk.

Habar vizsgalataink kdzéppontjaban a MZ B-sejtek regulator funkcidjanak jobb feltarasa all,
fontosnak talaltuk a l1épben fellelhetd - potencialis Breg populacioként jellemzett - B-sejt
csoportok vizsgalatat is. Szerettiik volna alatamasztani, hogy a vizsgélatainkhoz vélasztott MZ
B-sejtek a mi vizsgalati rendszeriinkben a leginkabb regulator transzformaciora képes B-sejt
populacié a lépben. Egerek 1épébol BD FACS ARIAIII sejt-szortirozo aramlasi citométer

segitségével harom, az egér B sejtfejlodés kiillonbozo szakaszait reprezentald B-sejt populaciot
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izolaltunk, amelyek az irodalmi adatok alapjan potencialis forrdsai lehetnek a regulator B-
sejteknek [67, 73, 85]. Izolaltuk, a 5.7.2 fejezetben leirt kapuzasi stratégiat kovetve, a 1épben
fellelhetd két érett B-sejt populaciot, a MZ B-sejteket és a FO B-sejteket és a 1épben jelen 1évo
éretlen, a MZ B-sejtek el6alakjainak szamitd, T2-MZpre sejteket [67]. A sejteket az altalunk
beallitott koriilmények k6zott stimulaltuk 24 6raig (anti-IgM-10ug/ml; CpG-1uM). Megmértiik
a sejtek intracellularis IL-10 expresszidjat (25. abra) és a sejtek altal szekretalt 1L-10 citokin
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25. abra: Lép B-sejt populaciok intracellularis IL-10 expresszioja BCR (anti-1gM-10ug/ml) és
TLRY (CpG-1uM) receptorokon Kkeresztiili stimuldlast kovetéen - Reprezentativ dramlési
citometrai abra (A); IL-10" sejtek szama (B) (n=6; *** p < 0,0001).
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26. abra: Lép B-sejt populaciok IL-10 termelése (ELISA) — anti-IgM (10ug/ml), CpG (1uM) (n=6;
*%% ) < 0,0001; ** p < 0,01).

Fontos eredményként elmondhat6, hogy a vizsgalataink kézéppontjaban allo MZ B-sejtek a
Iépben jelenlévO masik érett B-sejt populacioval, a FO B-sejtekkel 6sszehasonlitva, sokkal
robosztusabb IL-10 termeléssel valaszoltak a CpG és az anti-lgM+CpG stimulusra. Mig a FO
B-sejtek kb. 1 %-a adodott IL-10 pozitivnak, addig a MZ B-sejtek kb. 15 %-aban volt
intracellularis citokin expresszié kimutathato CpG stimulalast kovetéen. Az anti-IgM kezelés
onmagaban nem fokozta jelentdsen az IL-10 expresszidt, vagyis szinergia, a két stimulus
egyiittes alkalmazasaval, sem az IL-10" sejtek szamaban, sem a szekretalt citokin
mennyiségében nem volt tapasztalhatd. A T2-MZpre sejtek termeltek ugyan IL-10 citokint, de
a MZ B-sejtekkel 6sszehasonlitva sokkal kisebb mértékben. Habar ennek a kis éretlen, kevert
T2-MZpre populéacionak a vizsgalata is érdekes lenne, célunk tovabbra is a MZ B-sejtek IL-10

termelésének jellemzése volt, ezért a tovabbi kisérleteinkben a MZ B-sejtekre fokuszaltunk.

6.5 MZ B-sejtek IL-10 és T-bet expresszojanak in vivo vizsgalata kollagén-
indukalt arthritisz indukcidja sordn

Hogy az IL-10 citokin és a figyelmiink kozéppontjaban all6 masik molekula, a T-bet
transzkripcios faktor biologiai jelentségét vizsgaljuk MZ B-sejtekben, kollagén-indukalt
arthritiszt  indukaltunk  egerekben majd izoldltuk a MZ B-sejt populaciot
(B220*CD23 IgM™M3CD21M%%) BD FACS ARIAIII sejt-szortirozd késziilék segitségével, a
betegség akut és remisszid fazisabol. A sejtekbdl RNS-t izolaltunk és real-time (valos idejii)
PCR segitségével elvégeztiik a génexpresszios vizsgalatokat (27. abra). Az IL-10 mRNS szintje
ugyan nem szignifikdnsan, de megnovekedett a remisszio fazisdban. Ezzel ellentétben ujszert
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eredményként azt tapasztaltuk, hogy a T-bet mRNS expresszioja mind a kontroll, mind pedig

az akut csoporthoz képest szignifikdnsan emelkedett szintet mutatott a remisszidban. Hogy

crer

crer

kemokin receptornak [105, 111, 118], megmértiik a molekula mRNS valtozasat a betegség
kiilonbozé fazisaiban. Azt tapasztaltuk, hogy a T-bet-hez hasonloan, a CXCR3 mRNS
expresszidja szintén szignifikans emelkedést mutatott a remisszioban mind a kontroll, mind

pedig az akut csoporthoz képest (27. abra).
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27. abra: A T-bet, az IL-10 és a CXCR3 mRNS expresszio vailtozasa in vivo MZ B-sejtekben a
ClA indukcidja soran — n=7,8,20 - kontroll, akut, remisszi6; **p <0.01; *p <0.05.

Hogy az in vivo - a betegség remisszio fazisaban - emelkedett szintet mutaté molekulak kozotti
Osszefiiggéseket vizsgaljuk, elvégeztik a T-bet - CXCR3, és a T-bet - IL-10 mRNS
expressziojanak Pearson féle korrelacié analizisét (28. abra). Elvarasainknak megfelelden, a
T-bet és a szabalyozasa alatt 4ll6 receptor, a CXCR3 esetében rendkiviil erds korrelacio értéket

kaptunk (r=0,95; p<0,0001). Ezzel ellentétben a T-bet és az IL-10 korrelacié analizisének
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eredménye gyengének adodott (r=0,41), habar a 28. abra jobb oldali grafikonjan egy par kiugrod

értéken kiviil felismerhetd a kapcsolat a két molekula kozott.
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28. abra: A T-bet-CXCR3 és T-bet-1L-10 mRNS expressziojanak Pearson féle korrelacio
analizise MZ B-sejtekben.

6.6 Marginalis Zona B-sejtek IL-10 és T-bet expressziojanak in vitro vizsgalata

Szerettiik volna az altalunk kapott ujszerii eredményt, hogy MZ B-sejtekben a T-bet és az IL-
10 mRNS expresszioja emelkedett szintet mutatott a CIA remisszi6 fazisaban, in vitro tovabb
vizsgalni, kivancsiak voltunk, van-e kapcsolat MZ B-sejtekben a T-bet transzkripcios faktor
expresszidja és az IL-10 termelés kozott. Erett B-sejtekben a T-bet transzkripcios faktort
elsésorban az IFNy aktivélja, de mint ahogy mi is kimutattuk, a BCR és a TLR9 ligandok
szintén novelik expresszidjat [117, 122, 138]. Lupuszra hajlamos egerek IFNy kezelése és
DBA/1 egerekbdl szarmazé B-sejtek TLR9 és IFNy receptorokon (CpG+IFNy) valé aktivalasa
fokozta az IL-10 expressziojat, mig a csak B-sejt receptoron keresztiili szignal nem volt hatassal
a citokin termelésre [139]. Hogy a betegség soran végbemend gyulladasi miliét megfelelden
modellezziik, és hogy a vizsgalni kivant molekulak aktivaciojat vizsgalni tudjuk, az eddig in
vitro alkalmazott stimulusok (anti-IgM, CpG) mell¢ bevontuk vizsgalatainkba az IFNy citokint,
amely a T-bet szabalyozasanak elsOdleges faktora [105] és a gyulladasi folyamatok
elengedhetetlen komponense [140]. Szamos gyulladasi és autoimmun betegség modell
rendszerében leirtak jelentdségét az IFNy citokinnek, tdbbek kozott inzulin-fliggd
diabéteszben[141], myasthenia gravis-ben [142] és vesegyulladasban [143] mutattak ki

jelentésegét.
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Izolalt MZ B-sejtek 24 6ras BCR/TLRY/IFNYR receptorokon vald aktivalasat (anti-lgM-
10pg/ml; CpG-1uM; IFNy-50ng/ml) kdvetéen megmértiik az Gjonnan bevezetett [FNy hatasat
az IL-10 termelésre, a sejtkultirak feliiluszojabol megmértiik a szekretalt IL-10 citokin
mennyiségét ELISA modszer segitségével. A hozzaadott IFNy (50 ng/ml) stimulus
szignifikdnsan megnovelte a MZ B-sejtek altal termelt IL-10 citokin mennyiségét mind az

egyes, CpG stimulushoz, mind pedig a dupla, anti-IgM-+CpG stimulushoz képest (29. abra).
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= Ll O aigM
# 40004 &3 CpG
‘© * B8 «lgV+CpG
& 30001 O PNy
= 33 algM+IFNy
?Em 2000- CpG+IFNy
2 Bl oigV+CpG+FNy
= 10004
=

0 — [ s |

29. abra: MZ B-sejtek dltal szekretdlt 1L-10 mennyisége ,,gyulladasi szignalokra” 24 oéra
aktivaciot kovetden (anti-IgM - 10ug/ml, CpG - 1uM, IFNy — 50ng/ml) (n=7; ** p <0,01; * p <0,05).

6.6.1 Az IL-10 és T-bet génexpresszojanak valtozasa az ido fiiggvényében

In vivo vizsgalatainkat kovetden, hogy lassuk milyen kinetikat kovet az IL-10 és a T-bet
molekulak génexpresszalodasanak mértéke a ,,gyulladasi szignalokra” (anti-IgM, CpG, IFNy),
megvizsgaltuk in vitro mindkét molekula mRNS expressziojanak valtozasat kiilonbozo
idopillanatokban. Aktivaltuk az izolalt MZ B-sejteket BCR-TLR9-IFNyR (anti-lgM-10pg/ml;
CpG-1uM; IFNy-50ng/ml) receptoron keresztiil, majd az IL-10 és a T-bet gének expresszid

valtozasat analizaltuk Real-Time PCR segitségével (30. abra).
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30. abra: In vitro aktivalt MZ B-sejtek génexpresszio (IL-10, T-bet) valtozdsanak vizsgalata -
anti-lgM (10pg/ml), CpG (1uM) és IFNy (50ng/ml) stimuléciot kovetden az id6 fiiggvényében - n=2 (négy
parhuzamos érték két fiiggetlen kisérletbol).

Kissé eltéré mintazatot kaptunk az egyes (IFNy) €s a dupla stimulusok esetében, de a T-bet és
az IL-10 gének expresszioja hasonlo kinetikat mutatott a harmas stimulusra (anti-IgM, CpG és
IFNy), a maximumot kb. 3-6 6ranal érte el mindkét esetben, madj pedig 24 6randl az expresszio
lecsengése figyelheté meg (30. abra). Az IL-10 citokin mRNS expresszzidjaban megfigyelhetd,
hogy 48 oranal yjra feler6sodik a gén expresszidja, ami akar lehet annak a kdvetkezménye,
hogy a sejtek olyan faktorokat szekretalnak, amelyek autokrin médon visszahatva tjra
felszabalyozzak a gén expresszidjat. Ennek tisztazasara mi nem folytattunk vizsgalatokat, de az
a feltételezés fogalmazodott meg benniink, hogy akar a sejtek altal termelt IL-10 citokin, akar
a sejtek altal szekretalt mas citokinek visszahathatnak a sejtekre és befolyasolhatja a

génexpressziot.
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6.6.2 IL-10 és T-bet kettésen pozitiv MZ B-sejtek detektilasa

Az IL-10 és a T-bet molekulak lehetséges kapcsolatanak vizsgalatara aktivaltunk izolalt MZ B-
sejteket in vitro BCR-TLR9-IFNyR (anti-lgM-10pg/ml; CpG-1uM; IFNy-50ng/ml) receptoron
keresztiil (24h), majd megmértiik az intracellularis expresszidjat a két molekulanak aramlasi
citometridval. Lathatdo a 31. dbra reprezentativ abrdjan (A panel), hogy habar kiilonb6zo
mértékben, de az Gsszes stimulus megnovelte a T-bet expresszidjat, ami maximumat a harmas
stimulus hatasara érte el. Ezen kiviil a MZ B-sejtek kb. 16 %-a dupla pozitivnak adodott a
harmas stimulus (anti-IgM+CpG+IFNy) hatdsara, vagyis képzodott egy kis alpopulécio a T-
bet" MZ B-sejtek kozott, aki expresszalta az IL-10 citokint. Az dbra B és C paneljén tobb
kisérlet dsszesitett sejtszam adatait abrazoltuk (egyszeresen és dupla pozitiv sejtek szama), ahol
szintén lathat6, hogy a harmas stimulus, az anti-IgM+CpG+IFNy stimulus hatasara képz6dott

a legtobb IL-10", T-bet™ és a két molekulat egylittesen expresszalo, IL-107/T-bet" MZ B-sejt.

Az adatok egyértelmiien mutatjak (31. abra B és C), hogy a harmas stimulus (anti-
IgM+CpG+IFNy) hatasara a T-bet*/IL-10" sejtek szama (31. dbra C) nem kiilonbozott
szignifikansan az egyszeresen IL-10" sejtek szamatol (31. abra B panel felsé diagram), vagyis
az osszes IL-10 pozitiv sejt T-bet pozitivnak is adodott, és nem volt kimutathato olyan IL-10"
sejt, aki T-bet negativ lett volna. Azt hogy a T-bet és az IL-10 k6zott van-e direkt szabalyozas,
nem tudjuk megmondani, de adataink arra engednek kovetkeztetni, hogy az altalunk vizsgalt
receptorokon keresztiili szignalok hatasara, amelyek in vivo a CIA progresszidjdban is

fontosak, a T-bet kifejezése valamilyen elényt biztosithat az IL-10" MZ B-sejtek szamara.
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31. abra: IL-10* és a T-bet™ MZ B-sejtek intracelluldris jelolést kovetd detektdalasa aramldsi
citometria segitségével — reprezentativ FACS 4bra (A); 1L-10 és T-bet pozitiv sejtek szdma (B); T-
bet*/IL-10* sejtek szama (C) - anti-IgM (10pg/ml), CpG (1uM) és IFNy (50ng/ml) (n=7).

6.7 A Tbet'/CXCR3" Marginalis Zéna B-sejtek migraciojanak vizsgalata in
vitro

A T-bet, a T-box transzkripcids faktor csalad tagjaként, szabalyozza a CXCR3 kemokin
receptor megjelenését az 1L-10 termeld regulator T-sejteknél, s6t eldsegiti migracidjukat a
gyulladasi teriiletekre [111]. Tovabba a CXCR3 expresszalo ellenanyag-termeld plazmasejtek
gyulladasi teriiletekre vald vandorlasaban szintén fontos szerepet tolt be a T-bet [123]. Annak

tisztazasara, hogy mi lehet funkcionalis relevancidja a MZ B-sejtek életében, hogy in vivo a
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CIA remisszio fazisaban megnovekszik a CXCR3 kemokin receptor expresszioja, elvégeztiink
egy migracié analizist, amelynek elsé 1épéseként megmértiik a T-bet ¢s a CXCR3 receptor
expresszidjanak mértékét MZ B-sejtekben a vizsgalt harom stimulus hatasara. Aktivaltuk a
sejteket in vitro BCR/TLRY/IFNYR receptoron keresztiil 48 oraig (anti-lgM-10ug/ml; CpG-
1uM; IFNy-50ng/ml), majd megmértiik az intracellularis expresszidjat a T-bet transzkripcios
faktornak és a felszini expressziojat a CXCR3 receptornak aramlasi citometriaval (32. abra C).
A 48 oras inkubalési id6t elokisérleteink alapjan valasztottuk meg, megmértiik a sejtek CXCR3
expressziojat mRNS és fehérje szinten. A 32. abra A paneljén a CXCR3 mRNS expressziojanak
valtozasa kovethetd nyomon 1-48 6ran keresztiil, mig a B panelen a sejtek felszini receptor
expresszidja lathatd 24 és 48 6ra BCR/TLRY/IFNy receptorokon vald stimuldciot kdvetden.
Eredményeink egyértelmiien mutatjak, hogy a sejteken 24 6ra aktivalas (anti-lgM, CpG, IFNYy)
utan kis mértékben megnovekszik a receptor expresszidja, de maximumat — az adott kisérletben
- 48 oranal éri el. Ezt kovetéen megvizsgaltuk a két vizsgalt molekula, a T-bet és a CXCR3
egylittes expresszalodasanak mértékét 48 ora, anti-IgM, CpG ¢és IFNy kezelést kdvetden és azt
tapasztaltuk, hogy a sejtek kb. 70 %-a kettsen pozitiv (T-bet”/CXCR3") lett a harom stimulus
egylittes alkalmazasa soran (32. abra C és D panel).
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32. édbra: MZ B-sejtek T-bet és CXCR3 expresszidjanak valtozasa anti-IgM/CpG/INFy

stimulacio hatdasdra — CXCR3 mRNS expressziojanak valtozasa 1-48 ora inkubaciot kovetéen (A);
CXCRS3 felszini expresszidjanak aramlasi citometria vizsgalata 24 és 48h utan (B); MZ B-sejtek felszini
CXCR3 expresszidjanak valtozasat bemutatd reprezentativ FACS abra 48 ora aktivaciot kovetéen (C); T-
bet'/CXCR3* MZ B-sejtek szamanak valtozasa (D) - anti-IgM (10pg/ml), CpG (1puM) és IFNy (50ng/ml)
n=6.

Annak tisztazasara, hogy vajon mi a funkcionalis relevanciaja, hogy in vitro az altalunk vizsgalt
stimulusokra (anti-IgM, CpG, IFNy) nagymértékben képzddnek T-bet és CXCR3 kettdsen
pozitiv. MZ B-sejtek, Osszeallitottunk a sejtek migracios képességének vizsgalatara egy
kisérletet (33. abra). Szerettiik volna ténylegesen bizonyitani, hogy a sejtek képesek a CXCR3
liganduma felé (CXCL9) vandorolni. El6szor egészséges egerekbdl izolalt MZ B-sejtekben
indukaltuk a T-bet és a CXCR3 receptor egyidejii expressziojat, stimulaltuk a sejteket a
BCR/TLRY/IFNYR receptoron keresztiil 48 oraig (anti-lgM-10ug/ml; CpG-1uM; IFNy-
50ng/ml). Az indukcio hatasara a sejtek kb. 70 %-a T-bet és CXCR3 pozitiv lett, az
intracellularis T-bet és a sejt felszini CXCR3 jelolés eredménye lathatdo a kisérlet menetét

vazolo6 abran (33. dbra). Ezt kdvetden az indukalt és — kontrollként - a nem indukalt sejteket az
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un. ,.trans-well” kamra felsé rekeszébe helyeztiik, melynek alsé rekeszébe a receptor liganduma
keriilt médiumban oldott formaban (CXCL9 kemokin) [144]. 2 6ra inkubaciot (37°C, 5% CO2)
kovetden a felsd €s alsd kamrabol a sejteket 0sszegytijtottiik, majd megszamoltuk a sejteket
aramlasi citometria segitségével. A migracios indexet az als6 kamraba migralt sejtek szamanak
€s a bevitt (,,input”) sejtszam hanyadosabol szamoltuk. A kapott eredményeket normalizaltuk a
kontroll mintaban kapott értékkel, ahol a sejtek nem specifikusan keriiltek at az also, kemokin

mentes médiumot tartalmazo kamraba [133].
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33. abra: |, Transwell Migration assay” — A T-bet'/CXCR3" MZ B-sejtek migracios

képességének vizsgalatara osszedllitott kisérlet menete — Az indukalt, T-bet'/CXCR3* MZ B-
sejteket kemokin (CXCL9) vagy médiumot tartalmaz6 migracids kamraba helyeztiik, majd 2 6ra inkubaciot
kovetden megszamoltuk a membranon aktivan atvandorolt sejtek szamat aramlasi citometria segitségével.

Kisérletiink soran bizonyitottuk funkcionalis jelentdségét a MZ B-sejtek felszinén a harom
gyulladasi stimulus hatasara megjelend - a T-bet szabalyozasa alatt allo6 — kemokin receptornak.
Azt tapasztaltuk, hogy azok a T-bet®™ MZ B-sejtek, akik kifejezték felsziniikon a CXCR3
receptort kb. tizszer nagyobb mértékben voltak képesek vandorolni a receptor kotdpartnere

(CXCL9 kemokin) fel¢, mint a kontrollként vizsgélt nem indukalt sejtek (34. abra). Ez az
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eredmény bizonyitja, hogy a T-bet transzkripcids faktort és a célgénjét, a CXCR3 receptort

expresszalo MZ B-sejtek képesek in vitro kemokinek altal iranyitott médon migralni.
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34. abra: MZ B-sejtek CXCL9 kemokin felé valo vandorlasi képességét bemutaté migrdcios
index — Indukalt, T-bet'/CXCR3* MZ B-sejtek (anti-IgM+CpG-+IFNy) és kontrollként nem indukalt
(médium) MZ B-sejtek migrald képességét vizsgaltuk CXCL9 kemokin iranyaban - anti-IgM (10pg/ml),
CpG (1uM) és IFNy (50ng/ml) (n=3; *** p<0,0001).

6.8 A Thet'/CXCR3" MZ B-sejtek IL-10 termelésének vizsgalata ”gyulladasi
kornyezet” modellezését kovetden

Eddigi eredményeinkbdl kideriil, hogy a MZ B-sejtek a BCR/TLRY/IFNyR receptorokon
keresztiili aktivaciot kovetoen fokozott IL-10 termeléssel valaszolnak, in vivo a CIA remisszio
fazisaban megemelkedik a T-bet, az IL-10 és a T-bet szabalyozasa alatt all6 CXCR3 receptor
mRNS expresszidja. A harmas gyulladési stimulus kombinaciora (24h) képzddik egy kis
alpopulacio a T-bet pozitiv sejteken beliil, akik IL-10 pozitivak (kb. 16%). Ugyanezen
stimulusokra 48 ora elteltével kialakul egy T-bet és CXCR3 pozitiv alpopulacio (kb. 70%),
amelyek kemokin gradiens vezérelt modon képesek vandorolni. Hogy mi lehet ennek a
jelentéseége a MZ B-sejtek életében, még nem tisztazott. Feltételezéseink szerint ezek a harmas
»gyulladasi koktéllal” pre-aktivalt sejtek, amellyekben nem mellesleg meg van a potencidl,
hogy migréljanak gyulladasi kemokinek iranyéaba, ha ujra aktivalodnak - akar ha gyulladasi
terliletre érve Ujra taladlkoznak a ,.gyulladési stimulusokkal” — képesek még hatékonyabban
kifejteni szuppressziv funkciojukat €s robosztusabb IL-10 termeléssel valaszolnak. Hogy
modellezziik a gyulladasi kornyezetet az akut iziileti gyulladds modellezésére hasznalt,
nemzetkozileg elfogadott, karragénnel kivaltott gyulladasi modellt, az un. ,,air-pouch” modellt

alkalmaztuk. A moddszer azon alapul, hogy az allat bore ala injektalt levegd altal kialakult
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iiregbe juttatott immunogén anyag (karragén) az iziileti gyulladasra nagyon hasonlit6 reakciot
mutathat6 ki a zsakban (,,pouch”) [131, 132]. A karragan indukalta zsakbol izolalt folyadékot
(,;air-pouch” folyadék) hasznaltuk a gyulladési kdrnyezet modellezésére. Habar vizsgalatink
soran a MZ B-sejtekre fokuszaltunk, kisérleteinkbdl tudjuk, hogy a 1ép masik érett B-sejt
IFNy-50ng/ml) szintén megemelkedik a T-bet és a CXCR3 expresszidja, de a sejtek nem
valaszolnak IL-10 termeléssel (nem bemutatott eredmény). A kemokin receptor funkcionalis
jelentdségét esetiikben - hogy képesek-e a receptor liganduma felé vandorolni nem vizsgaltuk
- de feltételezziik, hogy ha mar megjelenik felszinlikon a receptor, akkor funkcionalisan aktiv.
Mivel a két B-sejt populacio az IL-10 termelés képességén kiviil hasonldan reagalt az altalunk
vizsgalt stimulusokra (anti-IgM, CpG, IFNy), fontosnak talaltuk a FO B-sejtek vizsgéalatba

vonasat a kovetkez kisérletben.

Stimulaltunk MZ B- és FO B-sejteket a BCR/TLR9/IFNYyR receptoron keresztiil 48 oraig (anti-
IgM-10pg/ml; CpG-1uM; IFNy-50ng/ml). Az indukcio hatasara a MZ B-sejtek kb. 70 %-a, mig
a FO B-sejtek kb. 60 %-a T-bet és CXCR3 pozitiv lett. Kisérleteinkbdl tudjuk, hogy 48 utan
mar lecseng az IL-10 pozitiv sejtek képzddése (23. abra), ezért az Gjrastimulalt sejtek 1L-10
termelése mar biztosan csak a gyulladési kdrnyezet (,,air-pouch” folyadék) kdvetkezménye. Az
indukalt sejteket egy mosasi 1épés utan athelyeztiik tovabbi 24 és 48 6rara a médiummal felére
higitott ,,air-pouch” zsdkbol izolalt, iziileti folyadékot modellezd milidbe, majd pedig

detektaltuk a sejtek altal szekretalt IL-10 mennyiségét ELISA moddszerrel (35. abra A panel).
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35. abra: “Gyulladasi kérnyezet” modellezésésének hatasa a sejtek IL-10 termelésére - T-
bet*/CXCR3* B sejtek IL-10 termelésének vizsgalata ,,gyulladasi stimulus” hatasara — a kisérlet menete (air-
pouch folyadék = iziileti folyadék” modellezése) (A); Az indukalt és nem indukalt MZ B (B) és FO B-sejtek
(C) IL-10 citokin termelése “air-pouch” zsakokbol izolalt folyadékkal valéd stimulalast kovetéen (AF="Air-

pouch” Folyadék) - *** p<0,0001; ** p<0,01.

Feltételezésiink, miszerint ha a pre-aktivalt T-bet”/CXCR3" sejtek “gyulladasi kérnyezetet”

modellez6 kozegbe keriilnek, robosztus IL-10 citokin termeléssel valaszolnak, a MZ B-sejtek

esetében bebizonyosodni latszik (35. abra B). Azt tapasztaltuk, hogy az indukalt, harom
receptoron — BCR/TLRY/IFNyYR — keresztiil eld-stimulalt (anti-lgM-10pg/ml; CpG-1pM;
IFNy-50ng/ml), T-bet és CXCR3 pozitiv MZ B-sejtek nagymértékben termeltek IL-10 citokint,

miutan athelyeztiik 6ket a gyulladasi kornyezetet imitald kozegbe (“air-pouch” folyadék=AF).

Fontos eredmény, hogy habar a FO B sejtekben ezen stimulusokra ugyanugy megné a T-bet és

a CXCR3 expresszioja, a sejtek I1L-10 termelését nem volt képes megndvelni az “air-pouch”

folyadékkal valo kezelés (35. abra C).
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7 Diszkusszid

A rheumatoid arthritisz (RA) az egyik leggyakoribb elsdsorban a kéz és 1ab iziileteit érintd
autoimmun betegség. A szervezet sajat fehérjéinek bizonyos poszt-transzlaciés modosulasai
(pl. citrullinacid) attérhetik az immuntoleranciat, a megvaltozott sajat motivumok ellen
immunvalasz alakul ki, amelynek kovetkeztében auto-antitestek termelddnek. Rheumatoid
arthritiszben a citrullinalt fehérjék/peptidek ellen képz6dd ellenanyagok (ACPA) kimutatasa a
legfontosabb szerologiai diagnosztikai eszk6zok kozé tartozik, tovabba fontos szerepiiket irtak
le a betegség patomechanizmusaban [2]. Manapsag ciklikus citrullinalt peptid szekvenciakbol
Osszedllitott CCP2 és CCP3 (cyclic citrullinated peptide — CCP) tesztek hasznélata a
legelfogadottabb eszk6z a betegség szerologiai diagnosztizalasara [34, 35]. Mivel azonban a
betegek kb. 30 %-at ezek a tesztek negativnak talaljak, fontos tovabbi epitopok keresése a
diagnosztizalasra alkalmas tesztek tovabb fejlesztése érdekében, tovabba az ellenanyagok

részletesebb megismerése a betegség patomechanizmusanak jobb feltarasa céljabol.

A munkacsoportunk korabban kidolgozott egy ismert fehérjékbdl szarmazo, szintetizalt
citrullin tartalmt peptid szekvencidk felhasznalasaval (filaggrin 5- és 19-mer, kollagén,
vimentin) Osszeallitott ELISA tesztet (,,4-peptid-panel”) [6]. Az egyes peptidek egyedi
szenzitivitas értékei, rogzitett 90 %-os diagnosztikai specificitas érték mellett 40-60 % kozott
mozogtak. Ha azonban eredményeinket az Osszes peptidre vetitve analizaltuk a ,,4-peptid-
panel” szenzitivitas értéke kb. 80 %-nak adodott, ami azt jelentette, hogy a betegek kb. 20 %-a
nem ismert fel egyetlen vizsgalt peptidet sem, tehat a betegek maradék kb. 80%-a pozitivnak
adddott. A teszt tovabbfejlesztése érdekében bevontunk a vizsgalatokba tobbek kozott olyan
viralis és bakterialis eredetii peptideket, amelyek bizonyos fertdzések soran szerepet jatszhatnak
az immuntolerancia attdrésében. Az RA kialakuldsaban - a hajlamosité genetikai hattér mellett
- a kornyezeti faktorok koziil talan a legfontosabb a kiilonféle virusos vagy bakteridlis
fertdzések hatasa. A korokozokbol szarmazo antigén epitopok ellen képzddd ellenanyagok
felismerhetik a gazda szervezet egyes sajat fehérjéit is, vagyis a keresztreakcid kovetkeztében
fokozzak a gyulladasi folyamatokat [31]. Az Epstein-Bar virus nuklearis antigénje (EBNA-1,
2) [124] és a bakterialis eredetli a-enolaz enzim [125] immunologiailag dominans citrullinalt
epitopja mellett vizsgalatainkba vontuk a fibrin fehérje f lancanak legfontosabb szekvenciajat
is [126]. Az altalunk eddig vizsgalt peptid szekvencidk Osszehasonlitasa és Trier
munkacsoportjanak [41] megfigyelései alapjan, miszerint a citrullin-glicin motivumok

elengedhetetlenek az antigén auto-antitest altali felismeréséhez, munkacsoportunk az MTA-
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ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport munkatarsaival egyiitt tervezett egy olyan citrullin tartalmu
peptid szekvenciat (,,multi-epitop” peptid), amelyben a citrullin-glicin (cit-gly) és a szintén tobb
peptidben eléfordulé alanin—citrullin (ala-cit) motivumok 2-2 kopiaban vannak jelen semleges
aminosavakat tartalmazé tavtartoval elvalasztva. Eddigi kisérleteink alapjan ez a peptid
szekvencia nagyon igéretesnek bizonyult, az RA szérummintak legnagyobb része (ELISA 60
%, SPR 90 %) felismerte, mig egyetlen egészséges szérumot sem detektalt pozitivnak, igy a
teszt specificitasa felillmulja a kordbbi tesztekét. Az altalunk vizsgalt 5 peptid koziil az EBNA-
1 bizonyult a leggyengébbnek, szenzitivitas értéke (18 %) és a ROC analizis soran kapott gérbe
alatti teriilet érték egyértelmiien bizonyitja, hogy nem hasznalhaté diagnosztikai célra. Habar
a fibrin-P és a ,,multi-epitop” peptidek kdzepesen magas szenzitivitas (69% ¢és 64%) és ROC
gorbe alatti teriilet (0,8173 és 0,7726) értékeihez képest az EBNA-2 és az a-enoldz peptidek
mindkét paraméter tekintetében gyengébbnek adodtak, tigy véljiik alkalmasak az altalunk
kidolgozott ,.4-peptid-panel” teszt bévitéséhez. A bdéviilt, citrullin tartalma peptideket
tartalmazé panelben 1évé 8 peptidet (filaggrin 5- és 19-mer, vimentin, kollagén, EBNA-2, a-
enolaz, fibrin-B, ,,multi-epitdp”) igy egyiitt, ilyen kombinacioban még nem vizsgaltak. Az 1j
teszt 0sszesitett érzékenysége javult az j peptidek bevonasaval, 85 %-os szenzitivitas értéke a
kereskedelmi forgalomban kaphatd, elfogadott diagnosztikai tesztek szenzitivitdsat kissé
meghaladta, tehat novelni tudtuk a teszt diagnosztikai hatékonysagat. Mivel az egyes betegek
anti-citrullinalt fehérje/peptid ellenanyagai eltéré epitop kombinaciokat ismernek fel, egy
heterogén peptid szekvencidkbol Osszedllitott teszt segitségével pontosabbd tehetd az RA
szerologiai diagnosztizalasa. Miutdn az ACPA jelenléte évekkel a betegség kialakuldsa elott
kimutathatd, ennek prognosztikai jelentdsége lehet a pre-klinikai RA vagy a rizik6 csoportban

levd betegek esetében, ahol a korai terapia elkezdése 1ényeges szempont.

Szamos munkacsoport felfigyelt mar a citrullinalt fehérje/peptid ellenanyagok (ACPA) azon
sajatsagara, hogy nem csak egy bizonyos epitopot képesek felismerni, hanem tobb citrullinalt
szekvenciaval képesek keresztreagalni [23, 134]. Az altalunk vizsgalt peptidek koziil - amellyek
kozott eddig még nem vizsgaltak a keresztreakcid mértékét - 5 peptiddel (filaggrin 19-mer,
kollagén, fibrin-B, vimentin, ,,multi-epitop”) affinitds tisztitott IgG ellenanyagok (ACPA)
esetében mi is nagyfoku keresztreaktivitast tapasztaltunk. A fibrin-pf peptidet felismerd
ellenanyagok bizonyultak a legspecifikusabbnak, esetiikben volt a legkisebb a keresztreakcio,
legnagyobb mértékben a tisztitdsnak megfelelden a fibrin-f peptiddel reagaltak. Ezzel
ellentétben nem meglepd modon - a tobb immunogén epitdpot tartalmazo - a ,,multi-epitdp”

peptiddel affinités tisztitott ellenanyagok esetében volt kimutathatdo a legnagyobb mértékii
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keresztreakcid mas citrullin tartalmt peptidekkel. A ,,multi-epitop” peptid ilyen magas foka
keresztreagald képessége bizonyitja a tervezés sikerességét, sikeriilt heterogén ACPA

populacidval reagald peptid szekvenciat eléallitani.

Az évek soran néhany beteg esetében lehetdségiink volt tobbszori vérvételbdl szarmazo szérum
mintakat ismételten megvizsgalni, vagyis nyomon tudtuk kdvetni a betegek ACPA valaszanak
valtozasat. Azt tapasztaltuk, hogy néhany beteg esetében a kiilonboz6 idépontokban vizsgalt
szérum mintdk egyre tobb peptidet ismertek fel, vagyis megfigyelhetd volt az ,.epitope
spreading”, a kezdeti egy vagy né¢hany epitdp felimerésének kiboviilése tobb epitdpra az ido

elorehaladtaval [40].

Az anti-citrullinalt protein/peptid ellenanyagok (ACPA) jelenléte a legjobb prediktiv faktor
rheumatoid arthritiszben, a betegség tiineteinek kialakulasa el6tt évekkel kimutathatoak. Az
ACPA-k célpontjai viszonylag jol feltartak, szdmos auto-antigént jellemeztek mar, tovabba
kimutattdk, hogy ezen ellenanyagok - Osszehasonlitva a ,,nem auto-antigén” specifikus
ellenanyagokkal - alacsonyabb aviditassal rendelkeznek [135, 145]. A szerz6k CCP2 ELISA
lemezrél NaSCN-nel torténd elaciot kovetden kalkulaltak az ,,aviditas indexet” a maradék
kotodott ACPA és az elucid nélkiil kotddott ACPA mennyiségi aranyabol. Az ACPA affinitasa
¢és az RA sulyossagi stadiuma kozotti osszefiiggés jelenleg kevésbé feltart. Ezért célul tiiztiik ki
az ACPA-k affinitasanak felszini plazmonrezonancia mérésen alapuld 6sszehasonlitasat. Az
altalunk vizsgalt harom peptidet, a filaggrin-19-mer, a vimentin és a ,,multi-epitop” peptidet
felismerd ellenanyagok az auto-antitestekre jellemzd alacsony affinitas értéket (Kp) mutattik.
A citrullinalt filaggrin és vimentin peptideket felismer6 ellenanyagok (ACPA) disszocidcios
konstans értékei, néhdny kiugré értéktol eltekintve 10#-107 M kozott oszlottak el. Habar az
értékek a ,,multi-epitop” peptiddel reagélo ellenanyagok esetében kicsit sziikebb tartomanyban
mozogtak, a szérumok ugyanligy az auto-antitestekre jellemzd alacsonyabb affinitas értéket
mutattak (10°-107 M). A filaggrin-19-mer peptid esetében a lemért szérumok (n=60) 59 %-
andl a felszini bioszenzor késziilékkel nem volt detektalhaté kotddés, habar a vizsgalt
szérumokat el6zdleg teszteltik ELISA moddszerrel és mind pozitiv eredményt adtak. Ennek
talan az lehet az oka, hogy a felszini bioszenzor vizsgélatndl folyamatosan aramoltatjuk
meghatéarozott ideig az interakcid partnereket, kevesebb 1d6 van a kdlcsonhatas kialakulasara,
igy a nagyon alacsony affinitassal rendelkezd ellenanyagok nem képesek kikotddni és ezért
azokat nem tudjuk detektalni. Egy masik megkdzelitésként az is magyarazatként szolgalhat,

hogy ezekben a szérum mintadkban alacsonyabb koncentracioban volt jelen a filaggrin-19-mer
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specifikus ellenanyag, amit mar az SPR rendszer a mi koriilményeink kozott nem volt képes

jeler6sités hianyaban detektalni.

Suwannalai és munkatéarsai Gsszefliggést talaltak az alacsony aviditdsu auto-antitestek és a
betegség sulyossaga kozott. Ugy talaltdk, hogy az ellenanyagok alacsony aviditisa
befolyasolhatja az ACPA-k bioldgia aktivitasat és ezaltal stilyosabb betegség kialakulasahoz
vezethetnek. Kimutattak, hogy alacsonyabb aviditas értékkel jellemezheté ACPA-k jelenléte
fokozott csont erdzioval jart egyiitt [135]. Annak tisztazasara, hogy az altalunk vizsgalt
peptidekre (filaggrin, vimentin, ,,multi-epitop”) specifikus ellenanyagok alacsony affinitas
értékei Osszefliggésbe hozhatok a betegség sulyossagat jelz6 DAS 28 index-szel, korrelacio
analizist végeztiink, amely soran megvizsgaltuk a Kp értékek és a DAS28 index Osszefiiggését.
A betegség aktivitdsanak megallapitdsara az Amerikai Reumatologus Tarsasag altal is
elfogadott tobb tényezObdl dsszeallo DAS (disease activating score) indexet hasznaljak [146].
3,2 alatt mérsékelt, 3,2 és 5,1 kozott kozepes, mig 5,1 felett kifejezett gyulladasi aktivitasrol
beszélhetlink. A vizsgalt harom peptid koziil, a filagrrin 19-mer peptid esetében forditott
korrelacio allt fenn, vagyis annél a betegnél, akinél nagyobb volt a betegség sulyossagat jelzd
DAS index, alacsonyabb volt a szérumaban jelen 1évé citrullinalt filaggrin specifikus
ellenanyagok affinitdsanak mértéke. Hogy mi lehet az Osszefliggés oka, arra Suwannalai és
munkacsoportja allitott fel egy hipotézist, miszerint a nagyobb aviditast ellenanyagok gyorsan
¢s erdsen hozzdkotnek a célpontjukhoz, ugymond ,,csapddzédnak™, mig a kisebb aviditasu
ellenanyagok, mélyebbre képesek hatolni a szovetekben mikozben gyenge kotési
képességlikkel ,,pasztazzdk” a szoveti kornyezetet. Ugyanez a munkacsoport azt is
alatamasztotta, amire sokan masok is felfigyeltek mar, hogy az anti-citrullinalt fehérje/peptid
ellenanyagok tobb citrullinalt peptid epitop felismerésére is képesek [135]. Ezt az eredményt
mi is al4 tudtuk tdmasztani, az altalunk vizsgalt peptideket felismerd ellenanyagok nagyfoku és
heterogén keresztreakciot mutattak mind az ELISA vizsgélatokban, mind pedig a felszini
plazmon bio-szenzorral végzett vizsgalatok soran. Vizsgalataink soran alkalmunk adodott tobb
betegbdl szarmazo peptid specifikus ellenanyag keresztreagald képességének mértekét
analizalni, amely sordn azt tapasztaltuk, hogy egyénenként eltért a keresztreaktivitas mértéke,

vagyis az egyedek ellenanyagai eltérd epitdp kombinacidkat ismerhetnek fel.

Ezeket az adatokat Osszegezve elmondhatjuk, hogy sikeriilt ndvelniink a munkacsoport atlal
korabban kidolgozott ELISA teszt (,,4-peptid-panel” - [6]) diagnosztikai hatékonysagat a teszt
tovabb fejlesztésével, tovabbi auto-epitopok (EBNA-2, a-enolaz, fibrin-f, ,,multi-epitop”)

vizsgélatokba vondsaval. Az immar 8 peptidbdl 4ll6 teszt Gsszesitett szenzitivitas értéke — a ,,4-
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peptid-panel” értékéhez képest — javult, 85 %-nak adodott, ami mutatja magas érzékenységét.
Fontos kiemelni, hogy munkacsoport altal tervezett ,,multi-epitop” peptid felimerése
Onmagaban is magas szenzitiviast €s igan magas specificitast mutatott és ezaltal nagyban
hozzajarult a boviilt panel érzékenységének javulasdhoz. Mindemellett bizonyitottuk, hogy az
egyedek citrullinalt epitopokat felismerd ellenanyagainak affinitdsa alacsony, eltérd epitop-
kombinacidkat ismernek fel, képesek keresztreagilni. Ugy véljiik egy heterogén peptid
szekvencia keveréket, sOt meghatdrozott epitdpokat tartalmazd tervezett szekvencidkat
tartalmazo diagnosztikai teszttel hatékonyabban lehet diagnosztizalni a kiilonb6z6 ACPA-

profillal rendelkez6 beteg csoportokat.

Hogy a B-sejtek az antigén prezentacid és az antitest termelés mellett masképpen is részt
vesznek az immunrendszer szabalyozasaban, az elmult két évtizedben valt vilagossa. Szamtalan
kutatast folytattak a B-sejtek szuppressziv funkcidjanak jobb feltarasa céljabol. Habar a B-
sejtek altal termelt IL-10 citokin kapta a legnagyobb figyelmet, a B-sejtek szamos IL-10-
fiiggetlen modon képesek szabalyozni a gyulladasi folyamatokat [78]. Leirtak szerepiiket
szamos autoimmun ¢és gyulladasi betegségben, példaul EAE-ben, I-es tipust diabéteszben és
rheumatoid arthritiszben [61, 64]. Habar a B-sejtek szabalyozo szerepe jol feltart, még sok
nyitott kérdés van funkcidjukkal, fenotipusukkal és eredetiikkel kapcsolatban. A kiilonféle
fenotipussal és kiilonbozdé szabalyoz6é mechanizmussal rendelkezd, eltérd elhelyezkedést
szuppressziv képességii B-sejtek 1éte azt sugallja, hogy a regulator T-sejtektdl eltérden a Breg
sejtek nem kdthetdek egy bizonyos progenitor sejt populacidhoz. Attol fiiggden, hogy milyen
stimulusok, kornyezeti hatasok érik, barmelyik B-sejt populacid képes atmenetileg vagy
tartosan szuppressziv funkciot betdlteni az immunrendszerben [52, 85, 147, 148]. Bar
differencidcidjukat irdnyitd szamos tényezOt azonositottak mar, nagyon fontos a
kialakuldsukban és a funkcidjukban fontos IL-10 citokin termelddésében szerepet jatszo
molekuldk tovabbi kutatisa annak érdekében, hogy megkdnnyitsiik e sejtpopulacid direkt

aktivalasat célzo terapiak fejlesztését.

Human autoimmun betegségek patogenezisének in vivo tanulméanyozésara régota hasznalnak
egér modelleket [4]. Munkank soran elsddleges célként tliztiik ki human rheumatoid arthritisz
egér modellejében, kollagén-indukalt arthritiszben (CIA) - az irodalmi adatok alapjan
potencialis Breg populacionak szamito — MZ B-sejtek [70, 71] regulator funkcidjanak
jellemzését, szabalyozasukban fontos molekulak azonositasat. Az IL-10 citokin
expresszalodasa mellett vizsgalatainkba vontuk a Th-sejtek  differencidlédasdban

kulcsfontossagii T-bet transzkripcios faktort [103], amelynek a masik regulator limfocita
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populacid, a regulator T-sejtek életében mar leirtak fontos szerepét [111, 113, 114]. T-sejtekben
betoltott szerepe jol feltart, de hogy B-sejtekben milyen molekuldkat szabélyoz jelenleg
kevésbé ismert. Munkacsoportunk a BCR és a TLRO jelpalyak kapcsolddasi pontjaként ijonnan
azonositotta a T-bet transzkripcios faktor jelentdségét B-sejtekben. A két jelpalyanak szimultan
aktivalasa szinergisztikusan modon volt képes novelni mind a T-bet, mind pedig a T-bet
szabalyozasa alatt 4ll6 RADS1 kifejezodését [118, 122]. Es mivel tudjuk, hogy ezen szignalok
(BCR/TLRY) a regulator B-sejtek differencialédasanak fontos indukald faktorai [71, 88] - és
szuppressziv funkcidjanak szabalyozasaban fontos szerepept t6lt be [113] - kivancsiak voltunk,
hogy ezeken a receptorokon keresztiili jelek hatasara aktivalodo T-bet-nek van-e szerepe a Breg
sejtek, legfoképpen a MZ B-sejtek IL-10 termelésében. Mindemellett hogy tudjuk, érett B-
sejtekben — a BCR és TLRY szignalok mellett — a T-bet transzkripcids faktort els6sorban az
IFNy aktivalja [105, 138], és a CIA soran végbement6 gyulladasi folyamatok f6 komponense
[140], az altalunk vizsgalt stimulusok mellett megvizsgaltuk a pro-inflammatorikus IFNy

citokin hatasat is a MZ B-sejtek regulator funkcidjanak jellemzése soran.

Figyelmiinket azért forditottuk a MZ B-sejtek felé, mert a 1épben elhelyezkedd IL-10 termelésre
képes B-sejt populaciok koziil, a MZ B-sejtek fontos szerepét irtak le a kollagén-indukalt
arthritisz iniciacidjaban [102], nagymértékben expresszalnak Toll-szer(i receptorokat (TLR),
beleértve a TLR9 receptort [98]. A BCR/TLRY szignalokra, a gyors adaptiv immunvalasz
résztvevojeként, érzékenyen reagalnak, nagy mennyiségli antitest és IL-10 termeléssel
valaszolnak [71, 98] és nem mellesleg viszonylag nagyobb mennyiségben nyerhetdk ki a 1épbdl
in vitro vizsgalatokhoz, a 1ép B-sejt populéacio kb. 15 %-t teszik ki, mig a B1-a és a B10 sejtek
alig kb. 1 %-ban vannak jelen [149].

Hogy megtamogassuk a MZ B-sejtek valasztasat, 6sszehasonlitottuk a Iépben 1évé harom —
irodalmi adatok szerint potencialis regulator B-sejt populacidot — a normalis B-sejt fejlodés
kiilonboz6 szakaszait reprezentald MZ és FO B-sejteket és az éretlen kevert T2-MZ prekurzor
populaciot [52, 73, 85, 88]. BCR és TLRY receptorokon valé aktivalast kovetéen mértiik a B-
sejt populaciok intracellularis IL-10 expresszidjat €s a szekretalt citokin mennyiségét ELISA
modszerrel. Eredményeink alatdmasztottdk elvarasainkat, 24 o6ras CpG (TLR9) stimulusra a
MZ B-sejtek valaszoltak a leginkabb, ez a sejtcsoport termelt a legnagyobb mennyiségben IL-
10 citokint. A 24 6ras idéintervallumot elézetes kisérleteink alapjan hataroztuk meg, amelyet
teljes 1ép B-sejt (B220" B-sejtek) populacion végeztink. A BCR/TLRY szignalok hatasat

vizsgaltuk az IL-10 termelésre az id6 fliggvényében, amelynek soran megallapitottuk, hogy
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habar a szekretalt citokin mennyisége 24 6ra utan kis mértékben emelkedett ugyan, de az IL-
10" sejtek szama 48 6Ora utan olyan drasztikus mértékben lecsokkent, hogy kisérleteinkhez a 24
oras inkubacios 1dot talaltuk a legmegfelelobbnek. Fontos eredményként azt tapasztaltuk, hogy
a MZ B-sejtek a Iépben talalhatd masik érett B-sejt populacidval 6sszehasonlitva (FO B) sokkal
robosztusabb IL-10 termeléssel valaszoltak, mig a FO B-sejtek csupan kb. 1 %-a adodott IL-10
pozitivnak, addig a MZ B-sejtek kb. 15 %-aban volt detektalhato IL-10 citokin. Lampropouluo
¢s mtsai. ugy vélik a naiv FO B-sejtekbdl képzddnek a regulator funkcioval bird B-sejtek az
ugynevezett szekvencialis modellt kovetve, vagyis az iniciator TLR szignal utin a BCR/CD40
keresztkotés alakitja ki a szuppressziv fenotipust [88]. Ez egy nagyon érdekes modell, habar
nagyon nehéz dsszeegyeztetni masok altal kapott eredményekkel, ahol ugy tartjak a FO B-
sejtek a legkevésbé indukalhato Breg populacio a Iépben [55, 67]. Tovabba Gai2 deficiens
egerekben, amelyekbdl hianyzik a T2-MZpre és a MZ B-sejt populacio, de a FO B-sejtek
érintetlenek, spontan vastagbélgyulladas alakul ki, ami szintén arra utal, hogy a kevert T2-MZ
prekurzor és a MZ B-sejt populacidonak inkabb tulajdonithaté védelmi szerepkor, mint a FO B-
sejteknek [150]. Mi is ala tudtuk tdmasztani ezeket az eredményeket, a harom populaciobol, a
mi altalunk alkalmazott kortilmények kozott, leginkabb a MZ B-sejt — és kisebb mértékben a

T2-MZpre - populacié mutatott regulator transzformaciot.

Hogy in vivo az IL-10 és T-bet molekulak biologiai jelentdségét analizaljuk MZ B-sejtekben,
kollagén indukalt arthritisz sordn, a betegség kiilonb6zd szakaszaiban megvizsgaltuk a két
molekula expresszalodasanak mértékét. Ujszerti eredményként azt kaptuk, hogy mind az IL-
10, mind pedig a T-bet mRNS szintje emelkedést mutatott a betegség remisszidjaban a kontroll
¢s az akut csoporthoz képest. Habar az IL-10 esetében az emelkedés statisztikailag nem lett
szignifikans, de eltekintve az egyedek kozotti nagy szorastdl, a tendencia hatarozottan lathato
aremisszio fazisaban. In vitro eredményeinkbdl is lathato, hogy direkt célzott szignalokra a MZ
B-sejt populéacié csak egy kis szédzaléka valaszol IL-10 termeléssel, egy igen heterogén
populaciordl beszélhetiink, amelyben in vivo megtalalni azokat a sejteket, amelyek
hajlandosagot mutatnak a regulator transzformaciora, nehéz feladat. Hogy mintaink mindségét
szabalyozasaban fontos szerepét tartak fel a T-bet szabalyoza alatt all6 CXCR3 kemokin
receptornak [105, 111, 118], megmértiik a molekula mRNS valtozasat a betegség kiilonb6z6
fazisaiban. Elvarasainknak megfelelden a receptor expressziodja—a T-bethez hasonldan - szintén

szignifikans eltérést mutatott a remisszidban az akut csoporthoz képest. A T-bet transzkripcids

crcr
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[111] de hogy vajon mi lehet a remisszidban a MZ B-sejtek esetében a jelentOsége, arra késobb

térnék vissza.

In vivo eredményeink utdn, miszerint az IL-10 és a T-bet génexpresszidja emelkedett szintet
mutatott a CIA remisszié fazisaban, in vitro tovabb vizsgaltuk a két molakula lehetséges
kapcsolatat, célunk volt a két molekula egyiittes kifejez0désének kimutatasa egy sejtben.
Megvizsgaltuk a BCR/TLR9/IFNyR receptorokon (anti-IgM/CpG/IFNYy) keresztiil aktivalt MZ
B-sejtek IL-10 és T-bet expresszio valtozasat gén és fehérje szinten. A két gén expresszidjanak
valtozasa hasonlo kinetikat kovetett, az expresszio 6 oranal érte el maximumat, amelyet 24
Orara az expresszid lecsengése kovetett. Ugyanezen stimulusok hatasat megmértiik fehérje
szinten is, a sejtekben 24 oras aktivalast kovetden detektaltuk az intracellularis IL-10 és a T-bet
jelenlétét. Habar kiilonb6z6 mértékben, de az Osszes alkalmazott stimulus aktivalta a T-bet
expresszidjat, ami maximumat a harmas stimulusra (anti-IgM/CpG/IFNYy) érte el. Tovabba
ugyanezen stimulus kombinaciora a T-bet® MZ B-sejt populacion beliil képzédott egy kis
alpopulacio, a sejtek kb. 16 %-a dupla pozitivnak (T-bet™/IL-10%) addédott. Nagyon fontos
eredmény, hogy az IL-10" sejtek mindegyike expresszalta a T-bet transzkripcios faktort is, tehat
sikeriilt a T-bet® MZ B-sejtek kozott egy kis IL-10 citokint expresszald alpopulaciot
kimutatnunk. Hogy van-e kozvetlen kapcsolat a T-bet és az IL-10 termelés kozott, nem tudjuk,
de az az eredményiink, hogy a CIA progressziojaban is fontos szignalok hatasara képz6do IL-
10" MZ B-sejtek T-bet pozitivak is, arra enged kovetkeztetni, hogy a T-bet faktornak fontos
szerepe lehet a sejtek életében, a transzkripcids faktor kifejez6dése valamilyen modon eldnyt
biztosithat a sejtek szamara. A T-bet és az IL-10 pozitivitas ilyen szint{i kapcsolatat CD4"
FOXP3/Thet" regulator T-sejtek esetében Jankovic és munkatarsai is kimutattak, intracellularis
protozoa fertdzést kovetden 7 nappal nagymértékben megnétt az IFNy és IL-10 termeld
CD4"/Thet" sejtek szama mind a 1épben, mind a peritoneumban, s6t az dsszes IL-10* CD4" T-

sejt expresszalta a T-bet transzkripcios faktort is [113].

Annak tisztazasara, hogy mi lehet a funkcionalis jelentdsége annak, hogy a T-bet, IL-10
molekulak expresszalodasa mellett, a CXCR3 kemokin receptor mRNS expresszidja szintén
emelkedett szintet mutat a CIA remisszidjaban, megmértiik indukalt MZ B-sejtek migracios
képességét. A regulator T-sejtek életében mar leirtdk a T-bet szerepét, szabalyozza a migraciot
iranyité kemokin receptor, a CXCR3 megjelenését a sejteken [111], de MZ B-sejtek esetében
limfomaékkal, beleértve a kronikus limfocita leukémiat (CLL), a kis limfocita limfomat (SLL)

¢s a 1ép margindlis zona limfomat (SMZL), amelyekben feltételezik a CXCR3 receptor szerepét

89



amalignus migracioban [151]. Hogy in vitro modellezni tudjuk a sejteket - a betegség folyaman
- ér6 hatasokat, indukaltuk izolalt MZ B-sejtekben a T-bet és a CXCR3 expresszidjat, amely
soran azt tapasztaltuk, hogy a harmas stimulus kombinaciora (anti-IgM/CpG/IFNy — 48h) a
sejtek majd 70 %-a dupla pozitiv lett, expresszalta mind a T-bet, mind a CXCR3 molekulat.
Miutéan ezeket a dupla pozitiv sejteket egy migracido vizsgalatokban hasznalt ugynevezett
Htranswell” kamraba helyeztiik és mértiik a sejtek migracios hajlandosagat a receptor egyik
ligandjaval (CXCL9) szemben [144] azt tapasztaltuk, hogy a sejtek, akik expresszaltak a
transzkripcios faktort és a kemokin receptort, sokkal nagyobb mértékben voltak képesek
aktivan migralni a kamrakat elvalasztdé membranon keresztiil, mint azok a sejtek, amelyek T-
bet és CXCR3 negativak voltak. Eredményeink megfeleltek az elvarasainknak, a sejtek,
amelyek maga szinten expresszaltdk a kemokin receptort, képesek voltak in vitro aktivan
vandorolni a receptor liganduma felé. Bizonyitottuk ujszeri eredményként, hogy a T-bet
transzkripcios faktort és a célgénjét, a CXCR3 receptort expresszald MZ B-sejtek képesek in
vitro kimokinek (CXCL9) éltal iranyitott modon migralni.

Doktori munkdm sordn elsddleges célunk volt a T-bet és az IL-10 termelés lehetséges
kapcsolatanak tanulmanyozésa MZ B-sejtekben. Eredményeinkbdl kiindulva, miutdn in vivo a
CIA remisszio fazisaban a T-bet, az IL-10 és a CXCR3 receptor mRNS expresszidja emelkedett
szintet mutatott, in vitro sikeriilt kimutatnunk a BCR/TLRY9/IFNyR receptorokon keresztiili
aktivaciot kovetSen a T-bet* sejtek kozott egy kis IL-10" alpopulaciot (16 %) 24 oranal és egy
nagy CXCR3" sejtcsoportot (70 %) 48 Ora utan, szerettiik volna ennek a bioldgiai jelentGségét
jobban feltarni. Azt a hipotézist allitottuk fel, hogy ha ezek a harmas ,,gyulladasi koktéllal” pre-
aktivalt sejtek, amellyekben meg van a potencial, hogy migraljanak gyulladasi kemokinek
iranyaba, ujra aktivalodnak - példaul ha gyulladasi teriiletre érve Gjra talalkoznak ,,gyulladasi
stimulusokkal” — képesek még hatékonyabban kifejteni szuppressziv funkcidjukat és
robosztusabb IL-10 termeléssel valaszolnak. A gyulladasi kornyezet modellezésére az akut
iziileti gyulladds modellezésére hasznalt - nemzetkozileg elfogadott - karragénnel kivaltott
gyulladasi modellt, az tn. ,,air-pouch” modellt alkalmaztuk [132, 152], amely azon alapul, hogy
miutdn az allat bore ald injektalt levegd altal kialakitott iregbe immunogén anyagot, karragént
juttatunk, az iziileti gyulladdsra nagyon hasonlité reakcio alakul ki. Megnovekedett
sejtinfiltralodas (leukocitak, neutrofilek) és szadmos citokin, pl. IL-6, IFNy, TNFa
zsékokbol izolalt folyadékot hasznaltuk a gyulladasi kornyezetet modellezésére.

Hipotézistinknek megfeleléen, miutan az el6-aktivalt (anti-IgM/CpG/IFNy — 48h) T-bet és
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CXCR3 pozitiv MZ B-sejteket — akikben, eredményeink alapjan tudjuk, 48 ora utan lecseng az
IL-10 expresszido — ujra aktivaltuk, vagyis az ,,air-pouch”-bdl izolalt folyadékba helyeztiik,
robosztus IL-10 termeléssel valaszoltak. Habar célunk a MZ B-sejtek IL-10 termelésének
jellemzése volt, fontosnak lattuk megvizsgalni hogyan valaszolnak a FO B-sejtek ugyanezen
koriilmények kozott. Hiszen eredményeinkbdl tudjuk (nem bemutatott eredmény), benniik a
harmas ,,gyulladasi” stimulusra ugyantiigy megemelkedik a T-bet és a CXCR3 expresszidja, de
ezekre a szignalokra nem valaszolnak IL-10 termeléssel. Habar funkcionalis jelentdségét nem
vizsgaltuk a kemokin receptor expresszidjanak, de feltételezziik a FO B-sejtek is képesek
lennének a ligand felé vandorolni. Az aktivalt T-bet”/CXCR3* follikularis B-sejtek esetében az
ujra aktivalas, a ,,gyulladasi kdrnyezet” modellezése sem volt képes a sejtek IL-10 termelésének
nagymértékii fokozédsara, ami arra utal, hogy az az eredményiink, miszerint miutan a
BCR/TLRY/IFNYR receptorokon keresztiili eld-aktivalt MZ B-sejtek Ujra aktivalodnak - a
»gyulladasi kornyezetet” modellezé kozegbe keriilnek - sokkal robosztusabb IL-10 citokin

termeléssel valaszolnak, a MZ B-sejtek sajatsaga.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a T-bet transzkripcios faktor eddig ismert szerepe mellett,

crer

cres

setjek IL-10 termelésében. In vivo és in vitro eredményeink alapjan ugy véljiik a T-bet szerepet
jatszhat a MZ B-sejtek regulator funkcidinak szabalyozasdban. Eredményeink alapjan, miutan
in vivo kollagén indukalt arthritsz remissziojadban, ahol a reguldtor B-sejtek funkcidjukat
ellatjak, a MZ B-setjekben emelkedett szintjét tapasztaltuk a T-bet, az IL-10 és a CXCR3
receptornak; hogy in vitro BCR/TLRY/IFNYR receptorokon keresztiili stimulusokra a
nagymértékben kialakuld T-bet" sejtek kozott képzodott egy kis IL-10" alpopulacio; hogy
ugyanezen szignalokra képz6dd T-bet”/CXCR3" sejtek hajlandésigot mutattak gyulladasi
teriileteken megtalalhaté kemokinek [153] iranyaba valdé vandorlasra és hogy ,.gyulladasi
kornyezetet” reprezentald kozegbe (,air-pouch” folyadék) keriilést kovetden fokozott IL-10
termeléssel valaszoltak, ugy véljiik a T-bet transzkripcios faktor hozzajarulhat a kollagén-
indukalt arthritisz sulyossaganak csokkentéséhez, azaltal hogy tamogatja a MZ B-sejtek
szuppressziv funkcidjukat, fokozottabban termeljenek IL-10 citokint. Ezen eredményeink
hozzéjarulhatnak a regulator B-sejtek kialakulasat és funkcidjukat iranyité mechanizmusok

jobb megértéséhez.
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8 Uj tudomanyos eredmények

= Tovabbfejlesztettiik a kordbban altalunk beallitott, ACPA kimutatasara alkalmas ELISA
rendszert (,,4-citrullin-peptid-panel” [6]), tovabbi citullin tartalmt peptidek bevonasaval. A
bévitett, nyolc peptides panelt (filaggrin 5- és 19-mer, vimentin, kollagén, EBNA-2, a-
enolaz, fibrin-f, ,,multi-epitop”) ebben a kombinacidban korabban nem vizsgaltak. Az 1j
teszt 0sszesitett érzékenysége javult az Gjabb peptidek bevonasaval, igen magas szenzitivitas
értékkel (85%) rendelkezik.

= Citrullinalt peptidekkel affinitas tisztitott ellenanyagokkal (ACPA) folytatott vizsgéalataink
megerdsitették, hogy a citrullinalt peptideket felismerd auto-antitestek nem egy epitdp
felismerésére képesek, hanem nagymértékben keresztreagilnak tobb citrullin tartamu
epitoppal és SPR bioszenzor mérések alapjan meghatarozott affinitasuk az auto-antitestekre
jellemzden alacsony.

= Forditott korrelaciot figyeltiink meg a filaggrin -19-mer peptiden mért affinitas és a DAS28
index kozott.

= Els6ként mutattuk ki, hogy in vivo a kollagén-indukalt arthritisz remisszi6 fazisaban MZ B-
sejtekben az 1L-10, a T-bet és a CXCR3 mRNS szintje emelkedett szintet mutat.

= Detektaltunk a MZ B-sejtek kozott in vitro BCR/TLRY/IFNYR receptorokon keresztiili
szignalokra egy T-bet és IL-10 kettésen pozitiv alpopulaciot.

= Bizonyitottuk, hogy a T-bet transzkripcios faktort és a célgénjét, a CXCR3 receptort
expresszalo MZ B-sejtek képesek in vitro kimokinek (CXCL9) altal iranyitott modon
migralni.

= A BCR/TLRY/IFNYR receptorokon keresztiil eld-aktivalt - migracidos képességgel is
rendelkezd - T-bet”/CXCR3" MZ B-sejtek ,,gyulladasi kornyezetet” modellezé kozegbe
keriilve robosztus |L-10 termeléssel valaszolnak.

» Eredményeink alapjan a T-bet transzkripcios faktornak fontos szerepe lehet a MZ B-sejtek

regulator funkcidjanak segitésében.
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9 Osszefoglalas

Osszességében elmondhatjuk, vizsgalatainkkal novelni tudtuk a rheumatoid arthritisz
szerologiai diagnosztizalasara kidolgozott teszt hatékonysagat ¢és kollagén indukalt
arthritiszben, a MZ B-sejtek IL-10 termelésének jellemzésével kozelebb kertiltiink a regulator
B-sejtek kialakuldsat ¢és funkcidjukat irdnyitdé mechanizmusok jobb megértéséhez.
Tovéabbfejlesztettiik a munkacsoportunk altal korabban bedllitott, citrullin tartalmt epitopokat
felismer6 ellenanyagok (ACPA) kimutatasara alkalmas ELISA tesztet tovabbi - ilyen
kombinacioban még nem vizsgalt — citrullin tartalmu peptidek vizsgalatokba vald bevonasaval.
A bovitett, nyolc citrullin-peptidet tartalmazo ELISA teszt (filaggrin 5 és 19 mer, vimentin,
kollagén, EBNA-2, a-enoldz, fibrin-f, ,multi-epitop”) 85 %-o0s szenzitivitds értéke a
kereskedelmi forgalomban kaphatd, elfogadott diagnosztikai tesztek szenzitivitdsat kissé
meghaladta, tehat novelni tudtuk a korabban kidolgozott teszt diagnosztikai hatékonysagat.
Mivel az egyes betegek anti-citrullinalt fehérje/peptid ellenanyagai eltéré epitop kombinacidkat
ismernek fel, egy heterogén peptid szekvencidkbol dsszedllitott teszt segitségével pontosabba
tehetd6 az RA szeroldgiai diagnosztizdldsa. Mindemellett bizonyitottuk, hogy az egyedek
citrullindlt epitopokat felismerd ellenanyagainak affinitdsa az auto-antitestekre jellemzden
alacsony (10#-107 M/1), eltérd epitop-kombinaciokat ismernek fel, képesek keresztreagalni,
ugy véljiik egy heterogén peptid szekvencia keveréket, sot meghatarozott epitopokbol alld
tervezett szekvencidkat tartalmazo diagnosztikai teszttel hatékonyabban lehet diagnosztizalni a
kiilonbozé ACPA-profillal rendelkez6 beteg csoportokat.

A patomechanizmus jobb megértése céljabol vizsgalatokat folytattunk a betegség
allatmodelljében, kollagén-indukalt arthritiszben, jellemeztik a MZ B-sejtek regulator
funkciojat. In vivo és in vitro eredményeink alapjan a T-bet transzkripcids faktor egy 0j szerepét
sikeriilt feltarnunk az IL-10 termel6 MZ B-sejtek életében. Hipotézisiink szerint, az hogy a
remisszioban megemelkedik az IL-10, a T-bet és a CXCR3 receptor expresszidja, hogy in vitro
BCR/TLRY/IFNYR receptorokon keresztiili szigndlokra képzO6dnek T-bet™/IL-10% és T-
bet’/CXCR3* MZ B-sejtek, amelyek migracios hajlandosaggal is rendelkeznek, és hogy
gyulladasi kdrnyezetet modellez6 milidben robosztus IL-10 termeléssel valaszolnak arra enged
kovetkeztetni, hogy a T-bet faktor hozzajarulhat a kollagén indukalt arthritisz remissziojahoz
funkciojukat. Hissziik, hogy ezen eredményeink hozzajarulhatnak a regulator B-sejtek
funkcigjat iranyit6 mechanizmusok jobb megértéséhez és végsd soron a reumatoid arthritisz
gyogyitasat segitd terapiak fejlesztéséhez.
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10 Summary

On the whole, it can be stated that we were able to use our examinations to increase the
efficiency of the test developed for the serological diagnosis of rheumatoid arthritis; and by
characterizing the IL-10 production of MZ B cells in collagen-induced arthritis, we got closer
to a better understanding of mechanisms controlling B cell development and functions. We
further improved the ELISA test — set up earlier by our group and suitable for identifying
antibodies recognizing epitopes with citrulline content (ACPA) — by involving peptides with
citrulline content not yet examined in such combination. The extended ELISA test including
eight peptides with citrulline content (filaggrin 5 and 19 mer, vimentin, collagen, EBNA-2, a-
enolase, fibrine-p, “multi-epitope”) slightly exceeded the sensitivity of approved, commercially
available diagnostic tests by its 85% sensitivity value, so we managed to increase the diagnostic
efficiency of the test. As the anti-citrullinated protein/peptide antibodies of each patient
recognize different epitope combinations, the immunological diagnostics of RA can be made
more accurate by using a test compiled from heterogeneous peptide sequences. In addition, we
proved that the affinity of individual’s antibodies recognizing citrullinated epitopes is low (10
4.10"" M/1), they recognize different epitope combinations, they are capable of cross-reaction,
and they can recognize more than one epitope; therefore, we believe that patient groups with
different ACPA profiles can be diagnosed more effectively by a diagnostic test containing a
mix of heterogeneous peptide sequences, even designed sequences consisting of specific
epitopes. In order to better understand the mechanism of rheumatoid arthritis, we conducted
investigations in the animal model of the disease — collagen-induced arthritis, and characterized
the 1L-10 production capability of MZ B cells. Based on our in vivo and in vitro results, we
managed to reveal a new role of the T-bet transcription factor in the case of 1L-10 producing
MZ B cells. According to our hypothesis, the fact that the expression of IL-10, T-bet and the
CXCR3 receptor increases in remission; that in vitro “inflammation” signals trigger the
production of T-bet*/IL-10* and T-bet"/CXCR3* MZ B cells with a migration tendency; and
that they respond to a milieu modelling an inflamed environment by robust IL-10 production,
leads us to conclude that the T-bet transcription factor can contribute to the remission of
collagen-induced arthritis by supporting the migration of MZ B cells and promoting their more
efficient suppressive function. We believe that these results of ours can contribute to a better
understanding of the mechanisms controlling the function of regulatory B cells, and finally, to

the improvement of therapies to help cure rheumatoid arthritis.
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