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Bevezetés

Az immunrendszer fiziologias miikodését az immunsejtek jelatviteli utakon keresztiil
szabalyozott kiilsd szignalokra adott valasza, és e folyamatok Osszehangolt egylittmiikodése
biztositja. Ha az immunrendszer Osszetett hal6zatanak valamely eleme vagy ezek egy csoportja
mukodésbeli eltéréshez vezetd valtozast szenved el, az koros folyamatok kialakulésat
eredményezheti, ami végsd soron betegségek kialakulasaban manifesztalodhat. Az immunrendszer
betegségei kozott megkiilonboztethetiink — alul-, illetve  talmikodéssel jard  korképeket.
Alulmiikddéssel jarnak a velesziiletett €s szerzett immunhidnyos allapotok, mig az immunrendszer
egyes funkcidinak fokozott miikddésével jellemezhetd tobbek kozott szamos gyulladdssal jaro
autoimmun betegség, illetve az asztma. Az autoimmun betegségek kialakulasaban Osszetett
mechanizmusok jatszanak szerepet, amelyekben nem teheté egymagdban feleldssé egy adott
sejttipus vagy folyamat sem, és mind genetikai, mind kornyezeti faktorok alapvetd szerepet
jatszanak kialakulasukban. Mégis, a betegséghez vezetd folyamatokban kiemelhetéek bizonyos
kulcsszerepet betoltd jelatviteli utvonalak, amelyek jellemzdek a koros valaszokra és kialakitjak a
betegség karakterét.

A gyulladasos autoimmun betegségek egyik jo példaja a rheumatoid arthritis (RA). A
rheumatoid arthritis a kisiziiletek gyulladasaval jaré autoimmun betegség. Kialakuldsaban szerepet
jatszanak a HLA-allélek DRB1*04 csoportjaba tartozoé haplotipusok, tovabba a PTPN22
hajlamosité allélvariansok jelenléte, illetve kornyezeti eredetii kockazati tényezok is ismertek, mint
amilyen a dohanyzas. Patomechanizmusaban kulcsszerepet tolt be a megvaltozott citokin kornyezet
¢s az immunsejtek kords miikddése.

A tumor nekrdzis faktor a (TNFa, tovabbiakban TNF) egy rendkiviil sokoldalu
proinflammatérikus citokin, amely helyi és szisztémas hatasokkal egyarant rendelkezik és a
szervezetszintll gyulladasos reakcid kulcsszerepldjeként miikodik. Szolubilis ligandként szamos
sejttipusban kifejez6d6 receptoraihoz (TNFR1, TNFR2) kotédve fejti ki hatasat, de membranhoz
kotott formaja is befolyasolja a sejtfunkciokat. Az RA-ban megfigyelhet6 gyulladas kialakulasanak
egyik kulcseleme a TNF emelkedett jelenléte, - amelyet mind RA-s betegek szérumaban, mind a
szinovialis folyadékabol szarmazo mintakban megfigyeltek-, valamint a T-sejtek megnovekedett
TNFR expresszioja. A TNF felszabaduldsa tovabbi gyulladasos citokinek felszabaduléasat segiti eld,
mint az IL-6, IL-1 és GM-CSF, aminek kovetkeztében kronikus gyulladas alakul ki a szinoviumban.
A TNF elsddleges szerepét a betegség kialakulasaban jol tiikr6zi, hogy napjainkban 6t kereskedelmi
forgalomban kaphat6 TNF gatlé készitmény létezik, amelyek az egyik leghatékonyabb terapias
lehetdséget jelentik RA-ban.

Munkank sordn néhdny az immunrendszer sejtjeinek szabdlyozdsidban alapvetd szerepet

Jjatszo jelatviteli folyamatot vizsgéltunk.



A CD3(-lanca harom aktivacios tirozin motivumaval (ITAM) az egyik legfontosabb
jelatvivé lanc a T-limfocita aktivacio soran. A T-sejt receptor (TCR) antigénnel torténd
keresztkotése indukalja az p56"Ck protein tirozin kinaz foszforildciojat, ami a {-lancok
foszforilacigjahoz vezet, lehetévé téve tovabbi molekulak kapcsolodasat. A jelatvitel egyik fontos
mozzanata az intracellularis Ca®* szint emelkedése és a megvaltozott génexpresszios mintazat. A
célgének bekapcsolodasa kovetkeztében tobbek kozott a citokin termelés megindulasa figyelhetd
meg, amelyben az IL-2 kozponti szerepet jatszik. Az aktivacié mértékének szabalyozasa, illetve a
T-sejtek antigén felismerd képessége a sejtfelszinen 1évo (-lanc mennyiségétdl és foszforilaltsagi
allapotatol figg. A (-lanc a tobbi TCR-lanctdl fiiggetleniil is internalizalédhat, és mivel a tobbi
lanchoz viszonyitva hossz( féléletidével rendelkezik, az internalizaciot kovetdéen akar Gjra a
sejtfelszinre keriilhet. A folyamatos internalizacid, tovabba az aktivacié altal indukalt C-lanc
csokkenés fontos szabalyozoja az src-like adaptor fehérje (SLAP). A SLAP SH2 doménen keresztiil
kapcsolodik a konstitutivan foszforilalt, illetve az aktivacido soran foszforilalodé (-lancokhoz. A
lancok sorsa kétfelé agazhat: lebontasra keriilhetnek, vagy ujra Kijuthatnak a sejtfelszinre. A CD3(-
lanc lizoszomalis vagy egyeldre nem teljesen tisztdzott mechanizmus keretében proteaszoémalis uton
is degradalodhat.

Az RA-ban megfigyelhetd koros T-limfocita miikddés jellemzdje a csokkent CD3C-lanc
expresszio €s a sejtek alacsony aktivalhatosaga.

A hizésejtek mind a természetes, mind az adaptiv immunvalaszban fontos szerepet toltenek
szovetekbe torténd bevandorlast kdvetden fejezddik be. Legjobban ismert funkciojuk az allergias
reakciok kialakitdsa, az IgE-t nagy affinitdssal kotd Fc-receptorukon keresztiil kivaltott
degranulacié folytdn. Ugyanakkor hozzijarulnak az RA patomechanizmusidhoz is, amelyet
szinovialis megjelenésiik és Fc-receptor indukalta aktivaciojuk igazol.

A jelatviteli molekulak sejtben fellelhetd aktudlis mennyisége transzkripciondlis és poszt-
transzkripcionalis szabalyozas alatt is all. Utobbi, az egyre nagyobb hangsulyt kapott mikroRNS-ek
kozvetitésével torténhet. Az érett mikroRNS-ek (MIRNS) ~20-26 nukleotid hosszusagh
szekvencidk, amelyek specialis fehérje komplexekkel asszocialtan komplementer ketts szalat
képeznek az mRNS-sekkel, igy gatoljak a transzlaciot vagy eldsegitik a cél MRNS lebomlasat. Egy-
egy mikroRNS altal kozvetitett hatas feltérképezésében nagy jelentdséget kapnak az Un. target
predikcioés eljarasok, amelyek lényege, hogy a szekvencia komplementaritas, konzervaltsag és
egyéb tényezOk alapjan megjosoljak egy-egy mMiRNS lehetséges célpontjait. Szamos miRNS-rél
leirtak, hogy varidnsaik és megvaltozott expresszidjuk asszocialt bizonyos betegségekkel.

A T-sejt aktivacio szabalyozasaban a kozelmultban irtak le a mir-155 mikroRNS szerepét.

Megvaltozott expresszidja Osszefiiggésbe hozhatd szdmos betegséggel, koztiik RA-val és atopids



dermatitisszel. Mir-155 knock-out allatokban sériil az immunologiai memoria és a regulatorikus T-
sejt funkcid is, valamint hidnyaban nem alakul ki kollagén-indukalt experimentalis arthritis. A mir-
181a elsdsorban T-sejtek szelekcidjaban és aktivacidjdban tolt be fontos szerepet. Hidnydban
novekszik az autoreaktiv sejtek aranya. A T-limfocita aktivaciod befejez6désében kulcsfontossagu
molekulakat, mint példaul a PTPN22-6t vagy a DUSP6-ot csendesiti. A mir-146a megvaltozott
expresszidja szintén jellemz6 RA-ban szenvedd betegek szinovialis sejtjeiben. Legjobban
tanulmanyozott célpontjai a TNF jelatvitel elemei (TRAF6, IRAK1), de ettdl fiiggetlen, a T-
limfocita aktivacioban részt vevo fehérjék is szerepelnek célpontjainak listajan. A mir-132 legtijabb
eredmények szerint biomarkerként is hasznalhatd lehet RA diagnosztikdjaban, mivel a plazmaban
egészségesekéhez viszonyitva szignifikansabban alacsonyabb szintje mérhetd, ugyanakkor

szinovialis mintakban emelkedett mennyiségben van jelen.



Célkitiizések
A CD3¢-lanc szabdlyozdsdanak vizsgalata humdn T-limfocitikban
1. A TNF hatasanak vizsgalata a CD3(-lanc kifejezodésére:

a. A C-lanc expresszio mérése kiillonbozd koncentracioju és idétartamu TNF kezelés mellett.
b. A (-lanc internalizaci6 vizsgalata.
c. A CD3 komplex egy¢b lancainak vizsgalata TNF hatasara.

d. A {-lanc mRNS expresszidjanak mérése.
e. A (-lanc foszforilacid vizsgalata.
2. A T-limfocita aktivacio vizsgalata TNF jelenlétében:
a. A Ca’'-valasz mérése.
b. Az IL-2 termelés meghatarozasa.
C. A proliferaciéo meghatarozasa.
3. A CD3( lebomlasanak vizsgalata:
a. A bomlés helyszinének meghatarozasa.
b. A SLAP adaptor fehérje expressziojanak vizsgalata TNF hatasara.
c. A SLAP-CD3( kolokalizaciojanak vizsgalata.
d. A SLAP szerepének vizsgalata a CD3 (-lanc bomlasaban.
4. A SLAP vizsgalata RA-s betegekben:
a. A SLAP expresszi6 mérése T-limfocita sejtvonalon ¢és egészséges kontrollok T-
limfocitaiban.
b. A SLAP expresszié mérése RA-ban szenvedd betegek T-limfocitaiban.

5. A SLAP szabalyozasanak vizsgalata.

MikroRNS-ek vizsgdlata human T-sejtekben és hizosejtekben
1. A mir-155, mir-181a és mir-146a vizsgalata TNF hatasara T-limfocitakban.
2. A mir-132 vizsgalata hizosejtekben.



Modszerek

Sejtek, sejtvonalak

Sejtvonalon végzett kisérleteinkhez Jurkat (ATCC, E6.1) human T limféma sejteket hasznaltunk. A
primer sejtekkel torténd kisérletezéshez teljes vérbol izolaltunk mononuklearis sejteket (PBMC)
Ficoll-Histopaque (Sigma-Aldrich) gradiens centrifugalassal.

CD4+ T-sejteket magneses elven torténd negativ szelekcidval (Miltenyi Biotec) szeparaltunk. A T-
limfocitakat RPMI-1640 10% FBS, 2mM glutamin (PAA) jelenlétében tenyésztettiik.

Human hizésejt differencialtatashoz teljes koldokzsindr vérbdl szarmazé PBMC sejtek CD34+
frakciojat szintén magneses elven szeparaltuk, majd 8 hétig tenyésztettiik 1x10° koncentracioban
RPMI-1640 10% FBS, 2mM glutamin, 0,1% nem esszencialis aminosav oldatban (PAA), 100
ng/ml SCF, 50 ng/ml IL-6 (ImmunoTools) és 3uM lizofoszfatidsav (Sigma-Aldrich) jelenlétében.
Betegek, donorok

Az RA-s vérmintdkat a Budai Irgalmasrendi Koérhaz biztositotta. A diagnodzis felallitdsa minden
esetben az American College of Rheumatology kritériumai szerint tortént. A vizsgalt betegek
biologiai terapiaban (TNF-blokkolo) vagy DMARD (Disease-modifying antirheumatic drug)
terapiaban részesiild csoportokra oszthatdéak. Kontrollként minden esetben Onkéntes véradoktol
szarmaz6 mintakat hasznaltunk.

A koldokzsinor véreket a Semmelweis Egyetem I. Szadmu Sziilészeti- és Nogyogyaszati Klinikaja
biztositotta.

Sejt aktivacio, kezelés

T-limfocita aktivalashoz 1pg/ml PHA-t (Sigma-Aldrich) vagy anti-CD3/CD28-al konjugalt
gyongyoket (Invitrogen) hasznaltunk 4-24 6ran at. A megfelelé csoportokban 2 6ras TNF (40
ng/ml, BD Biosciences) el6kezelést alkalmaztunk az aktivacio el6tt, PBMC sejtek esetében pedig 2
oOra el6zetes aktivacio volt sziikséges a TNF hozzaadasa el6tt. A sejteket altalaban 40 ng/ml TNF-fel
4-24 oran at kezeltiik. A lizoszoémalis degradaciot ammonium-kloriddal (10 mM, Sigma-Aldrich), a
proteaszomalis lebontast pedig MG-132-vel (100 nM, Calbiochem) gatoltuk, amit a 24 6ras TNF
kezelés kovetett.

Hizosejt aktivaciohoz a sejteket egy éjszakan at mieloma eredetii IgE-vel (Serotec) szenzitizaltuk,
majd mosas utan anti-human IgE-vel (Dako) keresztkotottiik 2 oran keresztil.

Western blot

A Western blotra felhasznalt mintakat 1% NP-40-nel, proteaz- és foszfatazgatlokkal (Sigma-
Aldrich) kiegészitett gyari oldatban (Fermentas) lizaltuk jégen, majd centrifugalast (14000 xg, 4°C)
kovetden a feliiluszokkal dolgoztunk. Az dsszfehérje mennyiséget Lowry micro modszerrel (Sigma-

Aldrich) hataroztuk meg. A mintakat 12% gélen valasztottuk szét, majd PVDF membranra



(BioRad) vittiik at. A megfelelé antitestekkel torténd inkubacio utan, a vizualizaciot ECL oldat
(Amersham) hasznalatat kovetden standard rontgen-filmen végeztiik.

A denzitometriat ImageJ programmal (National Institutes of Health) végeztiikk, majd a bemérési
kontrollra (B-aktin, y-tubulin vagy Ponceau festés), illetve a kezeletlen kontrollra normalizaltunk.
Aramlasi citometria

A sejteket 4°C-on jeloltiik a megfeleld antitestekkel 0,5% BSA/PBS oldatban. A méréseket BD
FACS Calibur berendezésen végeztiik, és az eredményeket FlowJo (Tree Star) program segitségével
értékeltiik ki. A Ca?* valasz méréshez Fluo-4 AM-mel, a proliferacié méréséhez CFSE festékkel
(mindkettd Invitrogen) toltottiik fel a sejteket.

Transzfekcio

Egyes kisérletekben a SLAP csendesitésére specifikus siRNS-eket (Life Technology) és kontroll
SIRNS-eket; a konfokalis mikroszkopiahoz pedig GFP-vel ellatott teljes SLAP cDNS vektort
vittiink a sejtekbe Amaxa nukleofektor (Lonza) berendezés segitségével.

Konfokalis mikroszkopia

A letapasztas utan a sejteket permeabilizaltuk, és a megfeleld antitestekkel (CD3(, LAMP1, Golgi
58K) vagy festékekkel (Lysotracker, Draq5, Kkolera toxin) jeloltik. Négy optikai csatornaval
folszerelt FluoView 500 konfokalis lézerpasztazd mikroszkopot hasznaltunk (NA:1.45) 60X
immerzios objektivvel (Olympus). A kolokalizaci6 mértékét Imagel] szoftver GSCD plugin
csomagja segitségével, mintanként ~100 sejtet egységként (ROI) definialva hataroztuk meg, a
Pearson-féle korrelacios koefficienseket megadva. Az integralt intenzitas értékeket Fluoview 5.0
szoftver (Olympus) segitségével adtuk meg, szintén sejtenként atlagolva.

Valos idejii RT PCR

Az mRNS-t RNeasy kit (Quigen), mig a mikroRNS-t miRNeasy kit (Quigen) segitségével vontuk
ki. MikroRNS esetében a reverz transzkripciohoz specifikus primereket (Life Technologies), mig
mRNS esetében random primereket (Promega) hasznaltunk. A valds idejii PCR-t specifikus
primerek jelenlétében ABI 9700 (Life Technologies) berendezésen mértiik, és a HGPRT-hez vagy
RNUG6B-hez viszonyitott relativ expresszidkat vettiik figyelembe.

ELISA

Meéréseink soran a feliiluszokbol szendvics ELISA technikaval (BD Biosciences) tortént a citokinek
meghatarozasa.

MikroRNS target predikcio

Az online elérhetd target predikcid pontossaganak ndvelése céljabdl, a kiillonbozd algoritmusokat
hasznaloé programokkal (PicTar, MiRBase, TargetScan) azonositott targetekbdl Osszesitett listat
allitottunk fel. A kiilonb6z6 kapcsolodasi valdszintiséget meghatarozd pontokbol rangsort

allitottunk fel.



Statisztika
A kovetkez6 modszereket hasznaltuk: Student-féle t-teszt, Mann—Whitney U rank-sum teszt,
Wilcoxon matched pairs teszt és ANOVA.



Eredmények

Munkank kezdetén arra a kérdésre kerestiik a vélaszt, hogy Osszefiiggésbe hozhato-e egymassal az
autoimmun betegségekben megfigyelhetd alacsony T-limfocita valaszkészség, illetve a sejtek
kornyezetében nagy koncentracioban jelen 1évo TNF.

Elséként megvizsgaltuk, hogy a TNF direkt mdédon befolydsolja-e a CD3 jelatvivd lancainak
mennyiségét. Western blottal végzett méréseinkbdl kideriil, hogy a TNF dozisfiiggd (5-80 ng/ml)
modon csokkenti a CD3( jelatvivd lancanak mennyiségét mind Jurkat (p<0,05), mind primer
sejteken (p<0,05) vizsgalva. Ezen megfigyelésiinket konfokalis mikroszkopiaval is alatamasztottuk,
ahol a TNF-fel (40 ng/ml, 24 o6ra) kezelt sejtekben talalhatdo (-lanc integralt pixel intenzitasat
hasonlitottuk dssze a kezeletlen sejtekével (p<0,00002). Kimutattuk tovabba, hogy mindaddig, amig
a TNF jelen van a rendszerben (24-72 6ra) a (-lanc csokkenés megfigyelhetd; valamint azt is, hogy
a TNF eltavolitasaval az expresszio szintje helyredll. Képalkoto eljarassal kimutattuk, hogy a TNF
elsdsorban a sejtfelszini lancok csokkenését segiti elo.

Mivel a CD3({ szoros asszociacioban all a tobbi TCR lanccal, kivancsiak voltunk arra, hogy
tapasztalhat6-e a csokkenés mas lancok esetében is. Western blottal vizsgéltuk a CD3g és y-lanc
Osszfehérje szintjét, valamint megvizsgaltuk az e-lanc sejtfelszini érintettségét is aramlasi
citometriaval. Eredményeink szerint esetiikben nem torténik valtozas az expresszioban TNF
hatdsara. Tovabbi vizsgalatainkban a mechanizmus feltardsara torekedtiink, amelynek soran
megvizsgaltuk, hogy a TNF mRNS szinten szabalyozza-e a CD3( mennyiségét, az atirodas
csokkentésével. Valos ideji RT PCR-rel (4 ora-15 nap, 2,5-80 ng/ml TNF) mértiik az mRNS
expressziot €s azt tapasztaltuk, hogy sem az id0, sem a koncentracié nem befolyasolja az mRNS
mennyiségét, tehat a szabalyozas poszttranszkripcionalis szinten érvényestil.

Ebbdl kiindulva feltételeztiik, hogy a TNF a (-lancok internalizacidjat és lebomlasat segiti eld.
Ennek igazolasara, a TNF kezelés elott gatoltuk a lizoszémalis, illetve a proteaszomalis lebontést,
majd a mintakat Western blottal elemeztiik. A lizoszoma szelektiv gatlasa nem akadalyozta meg a
{-lanc csokkenést, azonban a proteaszoma gatlasa kivédte a TNF altal indukalt CD3( csokkenést
(p<0,05). Eredményiinket konfokalis mikroszkopiaval erdsitettiik meg, ahol a CD3( és a LAMP-1
lizoszoma asszocialt fehérje kolokalizacidjat vizsgaltuk. Egyértelmiien lathatd, hogy szemben a
pozitiv kontrollként hasznalt anti-CD3 kezeléssel kivaltott aktivacioval, a TNF kezelt csoportban
nem mutathat6 ki kolokalizacio a két molekula kozott. Kisérleteink kovetkez6 szakaszaban azokra a
molekuldkra koncentraltuk, amelyek részt vesznek a CD3( szabalyozasaban. A SLAP irodalmi
adatok szerint kapcsolddik a CD3({-lanchoz és részt vesz annak ciklizacidjaban. Western blot
rendszerben kimutattuk, hogy a SLAP fehérje mennyisége novelhetd TNF hozzaadasaval (p<0,05),
igy lehetséges, hogy részt vesz a {-lanc TNF altal elésegitett szabalyozasaban. Ennek igazolasara

konfokalis mikroszkopidval vizsgaltuk, hogy létrejon-e asszocidcid a két molekula kozott a TNF



hatasara. A sejteket SLAP-GFP fuzios cDNS vektorral transzfektaltuk, majd TNF-fel kezeltiik és a
CD3(-lancot antitestekkel jeloltiikk. A kezeletlen sejtekhez viszonyitva, ahol a két molekula a sejt
eltérd régidiban helyezkedik el, a TNF kezelés hatdsara kolokalizacio6 jon 1étre kozottiik (p<0,01). A
kovetkezo 1épésben Jurkat sejteket transzfektaltunk a SLAP-ot specifikusan csendesitdé siRNS-
sekkel illetve kontroll siRNS-sekkel, majd TNF-fel kezeltilk 6ket és Western blot rendszerben
vizsgaltuk a (-lanc expresszidjat. A kontroll siRNS-sel transzfektalt mintakban a vartnak
megfelelden lathatd volt a TNF (-lancot csokkentd hatasa, azonban a SLAP-ot nem expresszald
sejtekben ez a hatas elmaradt.

A SLAP a foszforilalt (-lancokhoz kotddik, amelyek aranyaban eredményeink szerint ndvekedés
kovetkezik be TNF jelenlétében (p<0,05).

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a tapasztalt C-lanc csokkenéssel Osszefliggésben
megfigyelheté-e valtozas a sejtek valaszkészségében. TNF kezeléssel csokkentettik a CD3(
expresszidjat, majd anti-CD3 aktivaltuk Oket (6, 24,7 2 oraig) és a feliiliszobdl 1L-2-t mértiink
ELISA rendszerben. Megfigyelésiink szerint a TNF-fel elékezelt csoportban minden idépontban
szignifikdnsan alacsonyabb (246 p<0,01) IL-2 termelés figyelheté meg, mint a TNF-fel nem kezelt
csoportokban. A Ca?* valaszban szintén tapasztaltunk eltéréseket: mind a valasz amplitadojat, mind
lefutasanak idejét csokkent mértékiinek talaltuk a TNF hatasara. A sejtek in vitro proliferacios
kapacitasat ugyanakkor nem befolyasolja a TNF.

Zymosan-indukalt experimentalis arthritisre fogékony allatban, SLAP kiiitése jelentdésen csokkenti
mind a betegség kialakuldsdnak gyakorisagat, mind lefoly4sanak stlyossagat, ezért megvizsgaltuk,
hogy van-e eltérés a SLAP expresszioban RA-s betegek T-limfocitaiban. Ehhez RA-s (n=10),
illetve kor és nem asszocialt egészséges kontrollok (n=6) periférias CD4+ T sejtjeit izolaltuk, és
Western blot rendszerben vizsgaltuk SLAP expresszidjat. A betegekben ~4x magasabb SLAP
expressziot taldltunk (p<0,05), mint az egészségesekben, aminek jelentdsége lehet a betegség
patomechanizmusa szempontjabol.

Arra is kivancsiak voltunk, hogy van-e kiillonbség az RA-s és egészséges T-sejtek TNF-re adott
valaszanak tekintetében SLAP expresszid szempontjabol. A betegcsoportokbdl, illetve az
egészségesekbdl szarmazd CD4+ T limfocitdkat TNF jelenlétében aktivaltuk és Western blottal
hataroztuk meg SLAP expresszidjat. Az egészségesekbdl és a DMARD-dal kezelt betegbdl (n=5)
szarmaz6 mintakban SLAP expresszi6 az iddig megfigyeltekkel megegyezéen megndvekedett TNF
hatasara (p<0,05), azonban ez a valasz érdekes modon elmaradt a TNF-blokkoloban részesiilé
betegek (n=5) mintaiban.

A SLAP TNF kezelésre bekovetkez6 emelkedésének magyarazatara valos idejii RT PCR-rel
vizsgaltuk expressziojat TNF jelenlétében, amiben meglepé modon nem talaltunk valtozast. fgy

feltehetéen a SLAP degradacioja lehet érintett a folyamat soran. Ebben a poszttranszkripcionalis



szabalyozasban a miRNS-ek altal kozvetitett hatast valoszinisitjik. A target predikcids adatok
alapjan, amelyben 12 algoritmust vettiink figyelembe, elsé helyen szerepel a mir-155 ¢és
megtalalhato a mir-181a is.

Kisérleteink kovetkezd szakaszaban annak felderitése volt a cél, hogy bizonyos miRNS-ek
hogyan befolyasoljak a sejtek aktivacidjat, illetve az RA-ban relevans miRNS-ek expresszidja
hogyan valtozik.

A mir-155, mint a SLAP-ot legvaloszinlibben csendesitd és az RA-ban is relevans szerepet
betoltd miRNS expresszidjat TNF jelenlétében, anti-CD3/CD28-al aktivalt human CD4+ T-
limfocitadkban RT-PCR-rel vizsgaltuk. Eredményeink szerint, az aktivacid soran jelentds emelkedést
mutatd mir-155 expresszid6 TNF jelenlétében kevésbé nyilvanul meg (p<0,05). A mir-155-re
elvégzett target predikcios eljaras segitségével meghataroztuk valdszinii célpontjait, amelyek kozott
megjelenik SLAP is, a jelatvitelben fontos molekulak mellett. A mir-181a vizsgalata soran az
irodalmi adatoknak megfelelden, expresszié csokkenést tapasztaltunk az anti-CD3/CD28 altal
kivaltott aktivacié hatasara RT PCR-rel vizsgalva. Abban az esetben azonban ha TNF-et is adtunk a
rendszerhez, nem kovetkezik be ez a csokkenés. Valtozast figyeltink meg a mir-146a
expresszidjaban is TNF jelenlétében. Az anti-CD3/CD28 hatasara 1étrejovo expresszids maximuma
2 oras aktivacio utan figyelhetd meg, mig ugyanez TNF jelenlétében csak 6 6ranal kovetkezik be.
Emellett, tendencidozusan magasabb mir-146a expresszid detektalhatdo ugyanezen feltételek mellett,
a legtobb vizsgalt idépontban (1, 2, 6, 10, 24, 72 6ra). Human koldokzsinorvérbél differencialtatott
hizosejtekben vizsgaltuk az RA-S szinovialis folyadékban, nagy mennyiségben jelen 1évé mir-132
expressziojat. Az aktivacidé modellezésére IgE-vel torténd szenzitizacid utdn a kotédott IgE
molekuldkat anti-lIgE-vel keresztkotottik, majd valds ideji RT-PCR-rel vizsgaltuk a mir-132

szintjét. Szignifikans novekedés tapasztalhatd (p<<0,05) a specifikus aktivacio hatdsara.
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Kovetkeztetések

1. A TNF szelektiven és reverzibilisen csokkenti a T-sejtben taldlhatdé CD3C-lancok mennyiségét,
amely kozvetleniil hozzéjarul a sejtek alacsonyabb aktivalhatosagi allapotahoz.

2. Megfigyeléseink szerint a TNF megnoveli a {-lanc szabalyozasaban kulcsszerepet jatszo SLAP
fehérje mennyiségét, és eldsegiti a SLAP és a CD3( kozotti kolokalizaciot. A TNF altal indukalt -
lanc csokkenés kivédhetd a SLAP csendesitésével.

3. A CD3(-lanc lebomlési folyamatainak vizsgalatai rdmutatnak, hogy mig a TCR kozvetitésével
érkezd jelek hatasdra a lizoszomalis degradacié talstlya jellemzd, addig TNF jelenlétében a
lebontasban a proteaszomak szerepe hangsulyos. Mindezt eldsegitheti a SLAP-asszocialt ubiquitin
4. Tovabbi eredményeink szerint RA-ban szenvedd betegek T-limfocitaiban emelkedett a SLAP
expresszidja. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a SLAP-nak szerepe lehet a betegség
patomechanizmuséban.

5. A target predikcios eljarasok eredménye alapjan valoszinlinek latszik, hogy a SLAP aktualis
mennyiségének szabalyozasaban a mMiRNS-ek altal kozvetitett gatlas is szerepet jatszhat.

6. Az RA-val Osszefiiggésben leirt, megvaltozott expressziot mutatdé miRNS-ek rendre eltérd
kifejez6dést mutatnak TNF jelenlétében. Egyik képviseldjiik, a mir-132 kifejez6dése fokozodik a
hizosejtek aktivacioja soran. A mir-155 és a mir-181a TNF jelenlétében bekdvetkezd eltérd

regulacidja a TNF T-limfocita aktivaciot szabalyozoé szerepiik mellett szol.

Osszességében eredményeink szerint a TNF emelkedett szintje a T-limfocitdk kornyezetében

megvaltoztatja azok miikodését, és igy befolydsolhatja az immunvalasz kimenetelét.

11



Sajat publikaciok jegyzéke

Az értekezés témajaban megjelent kozlemények:

Az értekezésben felhasznalt kozlemények:

1. Ersek B, Molnar V, Balogh A, Matko J, Cope AP, Buzas EI, Falus A, and Nagy G. (2012)

CD3zeta-chain expression of human T lymphocytes is regulated by TNF via Src-like adaptor
protein-dependent proteasomal degradation. J Immunol, 189:1602-1610.
IF: 5,788

2. Molnar V, Ersek B, Wiener Z, Tombol Z, Szabo PM, Igaz P, and Falus A. (2012) MicroRNA-
132 targets HB-EGF upon IgE-mediated activation in murine and human mast cells. Cell Mol Life
Sci, 69:793-808.

IF: 6,570

Az értekezésben felhasznalt kozlemények kumulativ impakt faktora: 12,385

Az értekezésben fel nem hasznalt kozleménvek:

3. Nagy G, Koncz A, Telarico T, Fernandez D, Ersek B, Buzas E, and Perl A. (2010) Central role
of nitric oxide in the pathogenesis of rheumatoid arthritis and systemic lupus erythematosus.
Arthritis Res Ther, 12:210.

IF: 4,689

Osszes publikacio kumulativ impakt faktora: 17,047

12



Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani Falus Andras Professzor Urnak, hogy TDK-, majd PhD hallgatoként
lehetdséget adott, hogy az Intézetben dolgozhassak, és olyan légkdrt teremtett, amelyre mindig
szeretettel gondolhatok.

Szeretném megkoszonni Buzas Edit Professzor Asszonynak, hogy mar elsé taldlkozasunk
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