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1. BEVEZETES

1.1. RHEUMATOID ARTHRITIS

A rheumatoid arthritis (RA) a feditt lakossag kortlbeltl 1%-at érint kronikus
izUleti gyulladassal jar6, szisztéemas autoimmuredsstg. A klinikai megjelenés és a
betegség lefolyasa egyénenként igen valtozé létestdeti tinetként mindkét oldalon
szimmetrikusan megjelén izileti fijdalmak, duzzanat, fokozddd reggeli étiil
merevseég jelentkeznek. Jelletnaz iziletek és a csontok progressziv radioldgiai
karosodasa, amelyek megféldtezelés hianyaban izuleti deformitasokhoz és sulyo
mozgaskorlatozottsaghoz vezetnek. Az iziletekenulikiérintettség kialakulasi
valésziisége (érrendszer,6h tudd) napjainkra a terapias eljarasok degsével
nagymeértekben csokkent (1). Aokben haromszor gyakrabban kialakuld betegség

multifaktorialis, kialakulasa genetikai és kérnygzdkokra egyarant visszavezethet

1.1.2. A rheumatoid arhritis kialakulasadban szerepejatsz6 tényedk
1.1.2.1. Genetikai tényeik

Az el adatok, amelyek felhivtak a figyelmet az RA résebgenetikai
meghatarozottsagara, a testvérparok, illetve az égy kétpetdj ikrekre iranyuld
vizsgélatokbdl szarmaztak. Mig az RA altalandgaetiulasi valoszitisége 1 % kordili,
addig testvérparok esetében az egyutid@emelulas esélye 2-4 % kozottinek adddott. Ez
a valoszifiség keétpetdj ikrek esetében 3,5 %-ra, egypétédjreknél pedig 12-15 %-ra
nott (2). Az utdébbi adatokon alapuld, Kébiekben is megésitett tanulmanyok alapjan
az RA genetikai meghatéarozottsaga 60% korlli éetédined (2-4).

A legkorabban azonositott, és egyben a legfontogabletikai hajlamosito tény@éz
a HLA lokusz jelenti. A HLA-DRB1 azon allélvariarisamelyek egy 5 aminosavbol
allé konzervativ, ugynevezett kozosslfjared) epitdp (QKRAA, QRRAA, RRRAA)
szekvenciat hordoznak, RA-ra hajlamosito allélokkemertek.

Mara a HLA mellett tdbb mint 30 olyan I6kusz ismpemelyek kilonbdz alléljai
hozzajarulhatnak az RA kialakulasi valés@égéenek novekedéséhez. Néhany
fontosabbat kiemelve ezek kozé sorolhatd a PTPNWZD4, TRAF1-C5, STAT4,
CD28, CD40 fehérjéket kodolo régio (5).
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1.1.2.2. Kérnyezeti tényedk

Eddigi ismereteink szerint az RA kialakuldsaban egfdntosabb kérnyezeti
rizikofaktort a dohanyzas jelenti. Az dsszefligggstigynevezett szeropozitiv (ciklikus
citrullinalt antitest (anti-CCP pozitiv) RA betegeketében irtak le, ahol ez a kapcsolat
er6sen fliggott aharedepitopot hordozé HLA-DRB-1 allélok jelenlétét6-8). Annak
ellenére, hogy a dohanyfustben szamos szovetkass@d gyulladast okozé toxikus
mutagén jelenlétét igazoltak (9), a dohanyzasndset@gség kialakitasaban jatszott
pontos szerepe maig nem ismert. A dohanyzas RAMKitakdban jatszott lehetséges
szerepét megésiti, hogy a dohanyzd paciensek tludejében egyaeémtlkedett a
citrullinaciot végsd peptidil-arginin dezimindz (PAD) 2 enzim, illetve citrullinalt
fehérjeszint is (10). Az anti-CCP pozitiv betegdl®baban van jelen IgA izotipusu
rheumafaktor (RF), amely szintén a mukdzalis fekskiérintettségére utal (11).

A fert6zések autoimmun betegségekre hajlamosité szerepedak oOta a figyelem
kézéppontjaban all (12, 13). Ujabb eredmények sresz anti-CCP pozitiv RA
kialakulasaban szerepe lehet a periodontitisbemvezké paciensek szajliregében
emelkedett ardnyban jelen &&vkorokozo Porphyromonas gingivalisak. A Gram-
negativ baktérium a PAD enzim bakteridlis megtgéel expresszalja. Az enzim
valosziriileg bakterialis és human fehérjéket egyarant timalhat (14, 15). Az igy
létrejow citrullinalt neoepitopok jelenléte mas téngkkel egyiitt hozzajarulhat a sajat
antigénekkel szembeni immuntolerancia mégsséhez.

A fent emlitett két legfontosabb tényezkivil az irodalomban felvéds hipotézisek
kozé tartozik a leveg szennyezettségének és a szilikat tartalmi anyadokan

hozzajarulasa az RA kialakulasahoz (16).

1.2. APATOGENEZISBEN ERINTETT TENYEZ OK ES BIOMARKEREK
RHEUMATOID ARTHRITISBEN

1.2.1. Autoantitestek
1.2.1.1. Reumafaktor
Az RF leggyakrabban az IgM, IgG és IgA immunglobulbsztilyba tartozé

autoantitest, amely az IgG molekulak Fc régidjatas fel (17, 18). Az autoantitestet
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leirAsa Waaler nevéhetizhdik. RA-s betegek szérumaban irta le az autoatdkes
jelenlétét, agglutinacio aktivaldé faktor néven (1%jizsgalata az anti-CCP antitest
szintek mérése mellett RA-ban nagymértékben sagithgnozis megallapitasat.

RA-ra utalo klinikai tinetek megjelenésekor a skgiai vizsgalatok soran élként
gyakran az IgM és/vagy IgG RF szinteket hataroznélg. A betegek 60-80%-aban
kimutathat6 a plazma RF jelenléte, ugyanakkor aaamtitest nem neveztiebetegség-
specifikus markernek. Magas autoantitest titemjeéed meg mas autoimmun korképek
esetében is (pl: Sjogren szindroma), illetve attama alacsonyabb koncentraciéban
jellemz5 lehet mas reumas tiinetekkel jar6 betegségekb&nasthritisben, krénikus
fertozésekben, valamint 10%-0s gyakorisaggal egészdduases.

A prognosztikus markerkeént is fontos szerepet bie®F autoantitestek terntelése
az anti-CCP antitestekkel egyitt évekkéizbleti meg a betegség kialakulasat (20, 21).
Az 1gG, IgM, de szdmos tanulmany szerintéstwban az IgA RF szintje és a
csonterozio kozott pozitiv 6sszefliggés mutathat{@X).

Az RF labordiagnosztikaban bet6ltott kiemelt jeteséige ellenére az antitest
betegség patomechanizmusban bet6ltott szerepenadigeljes egészében feltart (17).
A nem patolégids korulmények kozott, egészségespdithan terméds RF
autoantitestekre jellendza polireaktivitds, az affinitdsérés hianya, IgG rfegiéval
szembeni alacsony reaktivitas (23, 24). Ezzelngdben az RA-s, gyulladt izileti
synovium B sejtjei affinitasérést koven létrejottt, nagy affinitasi RF-t termelnek.
Valoszirileg immunkomplexek (IK) forméalasaval és komplemdragmentumok

kotésével jarulhatnak hozza a gyulladas kialakhiésd&s fenntartasahoz (25, 26).

1.2.1.2. Ciklikus citrullinélt protein ellenes aut@ntitestek

A citrullin az arginin poszttranszlaciés modifikagval 1étrejo¥, nem esszencialis
aminosav. A folyamatot a &afiiggs PAD enzim katalizalja, amelynek 6t, killonb6z
szoveti expresszidval jellemezheroformaja ismert (27-29). Ezek kozul a PAD2 és a
PADA4 jelenlétét irtak le az RA-s synovialis memitya@m (27, 30, 31), a synovialis
folyadék (SF) sejtjeiben (32), és magaban a SHR@34).

A PAD enzimek szadmos fiziolégids folyamat katalés@ban toltenek be
nélkulozhetetlen szerepet. Arben a keratin és filaggrin molekulak citrullingeideszi

,,,,,,
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és keresztkotések létrejottét (35). Arsidsa fo szerkezeti fehérjéje, a trichohyalin, és a
haj kutikulasejtjeinek érésében érintett fehérie,SA00A3, szintén PAD szubsztratok
(36). A kozponti idegrendszerben fiziologids a imiebazikus proteinek (MBP)
citrullinacioja, amely a mielinhiively elektromosgtelését biztositja.

A citrullindcié gyulladasi folyamatokban betdltérerepének vizsgalata az utdbbi
években egyre intenzivebben folyik. Kisérleteseazadtak, hogy a periférias vér
mononuklearis sejtjeinek interfergn{IFNy) stimulaciéjanak kévetkezményeként a
CXCL8 (37) és CXCL10 (38) kemokinek citrullindlodnaA jelenség alapvéen
moédositja e kemokin molekuldk hatasat szamos hilégyamatban.

lgazoltdk, hogy a fibrinogén trombinkdthelyén tortéé citrullinacié hatasara
csokken a trombinfuggfibrinogén polimerizacio (39, 40). Ez utdbbi fildgias szerepe
még nem tisztazott, valostieg a fibrindepozicié negativ szabalyozo folyamétaka
gyulladasi valasz csokkentésében lehet szerepeké&sdgelenség, hogy az RA iziiletben
gyakran kifejezett fibrindepozicié figyelléetneg (41).

RA-ban a citrullinacio valOsziteg az egyes proteinek arthritogenitasanak
megvaltoztatasaval jarulhat hozza a betegség kikls&hoz és fenntartdsahoz. Az
arginintartalma  peptidek gyakran jatszanak kozporgzerepet a fehérjék
térszerkezetének kialakitasaban (42). Az arginenglino csoportjanak pozitiv toltése
révén ionos kolcsdnhatasok, hidrogénhidas szemdezetzubsztratok, kofaktorok
megkotése valik lehété. SHt, az arginin, mint a legpolarosabb aminosav, lelgsdor a
proteinek felszinén, vagy ahhoz kozel, az enzirmnatikmédositashoz eléridet
pozicidban helyezkedik el (42).

Mivel a citrullin semleges toltés aminosavnak tekinth&t a citrullindciénak
koszonheten csbtkken a fehérjék dssztoltése. Az aminosav@selienos interakciok
modosulasa kovetkeztében a haromdimenzids térsatrkaegé soron pedig a funkcio
megvaltozdsdhoz vezethet. A citrullindcié hatasbekovetked haromdimenzios
fehérjeszerkezet valtozasra példaként embthgtatologias mértékMBP citrullinacio.

A fehérje a modositas eredményeként az eredetnygtioftabb” konformaciot vesz fel
(43), igy hozzaférhébbé valik olyan enzimek szamara, amelyek az MBRditani
képesek (44). Az igy felszinre kafillimmunrendszer szamara is hozzéaférhet
citrullinalt neoepitépok kiindulasi Iépést jelenthek az immuntolerancia attoréséhez

vezed folyamatok elinditasaban.

11
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1. &bra Az arginin citrullinacioja soran lejatsz6do, pepiiearginin deziminaz altal

katalizalt entimatikus folyamaf45)

A citrullinaci6 az RA pathomechanizmusaban betblt@ésetleges szerepére
vonatkozo vizsgalatok az anti-CCP antitestek azitéséval kezddtek el. Mivel a RF
faktor nem tekinthét betegségspecifikus markernek, tovabbi kutatdsbkalo olyan
autoantigén kimutatasara, amely jelenléte a begbgzékothet. llyen autoantigénként
azonositottak a citrullinalt proteineket.

Az elss citrullinalt fehérjék kimutatasara alkalmazott zesz anti-perinuklearis
faktor vizsgalat volt. A mdédszer magas RA-speattd és valtozo szenzitivitdssal birt.
A teszt sordn a szérum mintdkat human szijnyalkghdsejttenyészettel egyuitt
inkubaltak, majd a mag kordli granularis struktlkalk reagald antitestek jelenlétét
indirekt fluoreszcenciaval tették lathatéva (46asknioképpen mutattak ki anti-keratin
antitesteket patkany nyals) sejttenyészet felhasznalasaval (47). A kdzelmalthextilt
fény arra, hogy mindkét antitest a mintak citrilinfilaggrin fehérjéivel reagalt (48-
50).

A szenzitivitas fokozasa érdekében napjainkbanjlégetett teszt az anti-CCP
antitestek kimutatdséat célozza. Mar az eleneracios anti-CCP tesztek diagnosztikus
szenzitivitdsa (70%) és specificitasa (96%) jovalgasabbnak adodott a kordbban
alkalmazottakhoz viszonyitva (51). Az &lsesztek alapjat a citrullinalt filaggrinbdl
szarmazo ciklikus szintetikus peptidek jelentetfdR). A ma is hasznalatos masodik
generacios anti-CCP teszteknél véletlenszer képzett aminosavsorrénctiklikus
citrullinalt peptid antigéneket alkalmaznak, amé&btea lehet legnagyobb szenzibilitas

elérését szem @t tartva valasztottak. Az igy kifejlesztett ELISAndszert alkalmazva

12
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82%-0s érzékenység és 98%-nal magasabb specifimibed el (53). Az anti-CCP
antitesteknek a korai diagnosztikaban igen fontesepik van, mivel a klinikai tinetek
megjelenése élt gyakran évekkel pozitivitas mérlkietamely egyben sulyosabb,
erozivabb betegséglefolyast jelez (20, 54, 55).aAd-CCP és a korabbi tesztek jol
alkamazhatdéaknak bizonyultak a diagnosztikdban. adglgkor nem adtak kielégit
vélaszt arra a kérdésre, hogy melyek lehetnels, aafitoantitestek termiését is
kivaltd, a betegség kialakulasdban szerepet jat€m0,egyben az izilletben is
megtalalhaté autoantigének (a keratin és a filaggmcs jelen az iziletben) (56). Az
utébbi évek kutatasi eredményei kdzeé tartozik aekked potencialis autoantigének
azonositasa: citrullinalt fibrinogén/fibrin, cittuldlt vimentin, citrullinalt ll-es tipusu
kollagén és citrullindlta-enolaz. A kovetkeekben a fenti, Gjonnan azonositott

antigéneket mutatom be réviden.

1.2.1.2.1. Citrullinalt fibrinogén ellenes autoantiestek

A fibrin prekurzor fehérjéje, a fibrinogén, RA-baz egyik legjobban jellemzett
autoantigén. Citrullinalt valtozata nagy mennyisgghermeddik a gyulladt iziletben
(57, 58). A citrullindlt fibrinogén ellenes antitek szenzitivitAsa RA-ban kissé
alacsonyabb (66%), de specificitasa az anti-CCReatdkének megfel&l(59). Szamos
in vitro Kisérletet végeztek a fibrinogén immunvalaszt lkivaepitopjainak
feltérképezésére. Sebbag és mtsai 6t immunodomirdinsllint tartalmazé B sejt
epitépot hataroztak meg a fehérjén belll (48). Egzzemben egy masik munka soran a
fibrinogén in vitro citrullindcidjaval az ébbi peptidek kozil csak harom jelenlétét
sikerdlt kimutatni (27). Tovabbi vizsgalatokra vanikség annak eldontésére, hogy a
fenti el6s immunvalaszt indukald peptidek kdzul melyek diimacidja mehet végba
vivo a gyulladt izlletben is.

A citrullindlt fibrinogén gyulladasban betdltottesepének vizsgalatakor fény derlt
arra, hogy az immobilizalt, citrullinalt fehérjékéartalmazé immunkompexek (IK)
FoyRII-n keresztil monocitak TNitermelését indukaljak (60). Indirekt bizonyitékot
talaltak arra, hogy a fenti IK-k komplement komposekkel egyitt megtalalhatéak az
RA izileti pannusban is (61). igy valosisithet, hogy a citrullinalt fibrinogént
tartaimazé IK-k az @&bbi receptorokon keresztll kozvetitett gyulladasos
citokintermelés kivaltdsaval jarulhatnak hozz4 dzgatogeneziséhez (62).

13
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1.2.1.2.2. Citrullinalt vimentin ellenes autoantitstek

A vimentin a citoszkeleton dinamikus szerédéseben szerepet jatszo intermedier
filamentum fehérje. Részt vesz a sejtorganellumaksizportjaban, a sejtmigraciéban és
a sejtosztodasi folyamatokban. A citrullinalt vakot el$ként placenta és lép
sejtlizatumban Sa antigén néven irtak le (63). AzsFbetegek 40%-4ban mutathato ki
az ellene termelt antitest, és jelenléte egybeynsabb betegséglefolyast is valosxii
(64).

A citrullinalt vimentin létrejotte valosziheg apoptotikus folyamatokhoz kothet
Erre utal, hogyin vitro C&* bearamlast (igy apoptdzist)selézs ionoférok hatasara
makrofagokban kimutattak a jelenlétét (32, 65). d3és mtsai szamos, RA szérummal
reagalo citrullinalt és mutans vimentin izoformatitatott ki RA-s betegek synovialis
folyadékabol (66). Tomegspektrometrias analizissshataroztak az izoformak kozotti
kilonbségeket, amelyet eredményeik szerintseldan glicin-arginin mutacio és
bizonyos argininek citrullinacioja okozott.

A fent bemutatott eredményeken alapul az anti-nsutamullinalt vimentin teszt (anti-
MCV) kidolgozdsa, amelyhez rekombinans, harom pontoutalt (16Gly és
59Gly- Arg, 50Arg-His) citrullinalt vimentint alkalmaznak (66). Az ®CCP2
teszthez viszonyitott szenzitivitas tekintetébaéré&tk az irodalmi adatok, de mellettiik
mindenképpen mint alternativ leiség vehéi figyelembe (67-69).

1.2.1.2.3. Citrullindlt ll-es tipusu kollagén ellers autoantitestek

Az izlleti porc & makromolekularis komponensének citrullinalt vadta ellen
irAnyul6 autoantitesteket éleént korai RA-ban mutattak ki. Az immundominans,
kollagén eredét citrullinalt peptid ellenes autoantitestek a beteg0%-aban fordulnak
el (70, 71). A paciensekben 15-25%-0s gyakorisaggatra modositott ll-es tipusu
kollagénnel reagélo antitestek is jelen lehetndk (2). Az utdbbi immunglobulinok
eléforduldsat leirtak mas gyulladasos és autoimmukép@kben is, igy a citrullinélt

valtozattal ellentétben nem tekinttiek betegségspecifikusnak (70, 72, 73).
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1.2.1.2.4. Citrullinalt a-enolaz ellenes autoantitestek

Az enolaz efsen konzervativ felépités széleskdr szoveti expresszioval
jellemezhet homo-, illetve heterodimer fehérje. Harom izotigusmert:a-, - ésy-
enolaz. A (-enolaz izomszovetben, genolaz idegszovetben mutathatdo ki. Ezzel
ellentétben azi-enolaz a szervezet minden sejtjeben expresszahddibfunkcionalis
protein (74). Fontos szerepet jatszik a glikolieisba sejtndvekedés szabalyozasaban, a
hypoxia tolerancidban szerepet jatszo folyamatokbalen van a sejtek felszinén, ahol
a plazminogén aktivaciéjan keresztul hozzajarul iarif degradacidhoz. Az
extracellularis matrix atalakitasaval szerepetzjata sejtmigracio ékegitésében (75).
A human sejtek mellett jelenléte szamos baktéridéiq8), gomba (79) és parazita (80,
81) felszinén egyarant kimutathato.

Az a-enolaz az RA patomechanizmusaban bet6ltott lepessgzerepére utal, hogy a
betegek synovialis membranjaban (45), illetve arsmjtes SF-ben emelkedatenolaz
szint mutathatd ki (34). A citrullinalti-enolaz ellenes autoantitestek jelenléte RA
specifikusnak bizonyult (33). Rekombinans, vitro citrullinalt a-enolaz antigént
hasznalva a betegek korulbelul 70%-a bizonyult antitest pozitivnak (45). A fehérje
aminosav-szekvenciajanak vizsgalatakor Lundberg nésai az aminoterminus
kozelében azonositottak egy olyan immundominans eR sepitopot, amely két
pozicidban is hordozoin vitro citrullindlhaté arginint. Ez a peptid az irodaloamb
citrullinalt a-enoldz peptid-1 (CEP-1) néven szerepel. Az RA deke37%-aban
mutattak ki ezzel a szekvenciaval reagal6 antitestS2).

Valoszirisithet, hogy a citrullinaci6 eredményeként megvaltozhat enolaz
monomer konformacidja, igy a dimer modosult biokdgiktivitassal rendelkezhet. A
poszttranszlaciés modosulés fékelehet a sejtfelszinen megjeleiehérje megvaltozott
plazminogénkdt és aktivalo képességeert, hozzajarulva az RA-{ett®n tapasztalt

csokkent fibrinolizishez, és fibrin lerakddashog)(4

1.2.1.3. Természetes autoantitestek

A szérumban jelenlévigM, 1gG és IgA molekulak déattobbsége jelen ismereteink
szerint B1 B sejtek altal termelt természetes anii@st. A polireaktiv, alacsony
affinitassal jellemezhét immunglobulinok a fefizésekkel szembeni élsvédelmi
vonalat jelentik (83). Cohen és Young a természesegoantitesteket olyan
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.immunoldgiai homonculus” rendszerként jellemezté&melyet a konzervativ, igy
gyakran mikrobakban is @brduld epitépokkal reagald antitestek épitenek(dd). A
rendszer egészsegesekben nagyfoku hasonlésagat enéd zavarai, illetve valtozasa
betegségek korai markerekeént, vagy pedig predikémriahasznalhatok (85, 86).

A szénhidratspecifikus  autoantitestek fontos sadrepjatszhatnak az
autoimmunitashoz vezetatigénprezentaciés folyamatokban. Példaként eetdithz
aggrakan arthritis, az RA egyik egérmodellje, armefy az immunvalasz kivaltasahoz
elengedhetetlen |épés a porcalkotd aggrekan malddandroitin szulfat (CS) lancainak
enzimatikus emésztése. Az igy keletkezett CS cdordteljes B sejt aktivaciot
indukalnak. Az arthritis kialakulasdhoz a szénhidgecifikus B sejtek a
proteoglikanok prezentalasaval jarulhatnak hozza. (8

A Kkilénbod betegségekben megfigyelbettermészetes autoantitest szintekre
vonatkozoan kevés irodalmi adat all rendelkezé®inRolgar és mtsai eredményei
szerint az RA és a szeronegativ spondyloarthritistém emelkedett a porc kis
proteoglikan molekulai, a biglikan és dekorin elisrSF antitestek szintje. RA esetében
kimutattak, hogy a szintén porcalkotd aggrekan idéval €s a biglikannal reagalo
szérum és SF eredetermészetes autoantitest koncentraciok kodzottosz@ozitiv
osszefliggés figyelhetmeg. Ez a korrelacio felteléetn a k6zos, mindkét proteoglikan
molekulaban élforduld glikézaminoglikan (GAG) oldallancok jeletdéek
kdszOnhet (88).

1.2.2. T sejtek

A T limfocitdk RA-ban betoltétt fontos szerepérssgEnt 1975-ben Van Boxel és
mtsai hivtak fel a figyelmet, amikor kimutattak,dyoa T sejtek a gyulladt RA-s
synoviumban nagy mennyiségben vannak jelen (8®Reé®bbi vizsgalatok ezt az €ls
megfigyelést aldtdmasztva az RA-s izlletben mi@D4d+, mind pedig CD8+ T sejtek
jelenlétét igazoltdk. Szintén a CD4+ T sejtek szére utal, hogy a betegségben a
legjelentsebb genetikai rizikofaktort az antigénbemutatafsdedos fehérjeket kddolo
HLA-BRB1 allélok jelentik. Szamos kutatasi eredméisgol amelett, hogy a
gyulladasos citokinek, kemokinek és receptorai&tvie a T sejtek effektor molekulai az
RA pathomechanizmusaban szintén kdzponti szeréjpehék be (90).
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Az RA éllatmodellek szamanakilésével mara olyan kisérleti rendszerek éediet
el, amelyek nagyban hozzajarulhatnak a betegsélgkkiasaban és fenntartdsaban
szerepet jatszo téenyike feltarasahoz. Két nagy betegség modellcsopotiidginkthettink
el: az indukalt és a spontan allatkisérletes mekiell Az ebbbiek esetében az
arthritises tinetek megjelenését genetikailag @mrglallatok alkalmazasaval, antigén
oltasaval idézik él. A spontan modelleknél a genetikailag modositgérerzsekben a
betegség kuits beavatkozas nélkul fédlik ki. A kovetkedekben a T sejtek
betegségben betdltétt lehetséges szerepéisalzan néhany kiemelt, gyakran

alkalmazott spontan és indukalt modellben leirterény alapjan mutatjuk be.

1.2.2.1. CD4+ T sejek

A CD4+ T sejtek meghatarozd szerepe az allatkisdrleizsgalatok alapjan is
igazoldédni latszik. A kollagén induk@lt arthriti€IA, collagen induced arthritlsolyan
autoimmun gyulladassal jaré egér polyarthritis mipdanely szamos jellenégben a
human RA-nak megfeleltettietA modellben a kollagén-specifikus CD4+ T sejtek a
betegség kialakitasaban kulcsfontossaguak (91, E2&)bizonyitja, hogy a kisérletes
arthritis megjelenése megehet) volt a kisérleti allatok anti-T sejt receptor (TCR
(93), illetve anti-CD4 (94) antitest kezelésévek aAntigén-specifikus CD4+ T sejtek
jelenléte a sikeres adoptiv transzfer kisérleti&tiének bizonyult (95).

Szintén a T sejtek fontos szerepe mutathatd kiotepglikan indukalt arthritisben
(PGIA, proteoglycan induced arthrifisAz indukalt modellben a genetikailag érzékeny
egerekben (BALB/c, C3H) a human porc aggrekan pgiilean oltasaval valthato ki a
krénikus, progressziv polyarthritis tiineteinek nedégpése. A betegség kialakuldsakor
az antigénspecifikus T és B sejtek jelenléte éidek bizonyult. Barmely sejtpopulacio
eltavolitdsa megétte az arthritis kialakulasat (96).

A spontan modellek kodzul gyakran alkalmazott K/Bxathritis modellben a
betegség kialakuldsara érzékeny K/BxN egértorzs®NCObD és a glukdz-6-foszfat
izomeraz (GPI) fehérje specifikus TCR-transzgénikgertorzsek (C57B1/6 TCR-tg)
keresztezésével hoztak létre. A szisztémasdforduld GPI specifikus T sejtek
eléosegitik a GPI specifikus B sejtek aktivaciojat,aégoantitest termelését. A patogén
autoantitestek az iztleti felszinhez kétve immueiebrmechanizmusok indukaladsaval

idézik eb a gyulladast (97). A patologias folyamatot elindit sejtek mellett a B sejtek
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fontos szerepére utal, hogy a K/BxN egerekben kidtarthritis az allatok szérumaval
egészséges egyedekbe atvbh&z utdbbi, ugynevezett K/BxN szérumtranszfer nlode
az ebzoekkel ellentétben atmeneti izuleti gyulladassaéipezhei (98).

Szintén spontan arthritis kialakulasaval jelleméglze SKG egértérzs. Az allatok a
T sejt jelatvitelben fontos szerepet beiOlZAP70 fehérjét kdédolé gén mutans
variaciojat hordozzak. Az autoimmunitas kialakuldsalésziileg a mutacio
kovetkeztében megvaltozott thymus T sejt szelek&idszob kdvetkezménye (99).
Adoptiv transzfer kisérletekben a CD4+ T sejteketa@bnek bizonyultak az antitestek
jelenléte nélkdl is az arthritis indukciéjahoz. dgykkor az SKG egerekben patogén-
mentes kornyezetben nem alakul ki a betegség, aum sejtek szerepe mellett a
természetes immunrendszer altal biztositott szagntdntossagara (100). A modellben
észlelt spontan autoimmunitas kialakulasanak edneté®ges magyarazata, hogy a
csokkent TCR szignalizacio kovetkeztében a thymushem szelektédlodnak ki az
autoreaktiv klénok. Ugyanakkor a regulatoros T akftvitds, a szignalizaciés utvonal
mukodésében bekdvetkezett valtozasnak kdszéahgelenbsen csdkkent. Ez pedig az
immunvalasz szabalyozasi zavarahoz vezethet (101).

Az Gjonnan leirt TS1xHAIl egér modellben a spontthritis olyan egerekben
alakul ki, amelyek hemagglutininra specifikus TGBnszgén mellett MHCII promoter
irdnyitasa alatt all6 hemagglutinin fehérje gémjétdozzak. A betegség megjelenését
ebben az esetben is az antigén specifikus CD4+t@ksaktivacioja, €s a szisztémas
gyulladasos citokinek termt@ése idézi €l (102).

A fenti modellekben leirt eredmények alapjan valdszithet, hogy a B sejtek
mellett a T sejteknek dohtszerepik lehet az arthritis patomehanizmusabasortia
kovetkeztetés vonhatd le az aldbbiakban bemut&ibd+ T sejtek alpopulacidinak
(Thl, Tv2, Thl7, Ty vizsgalatakor.

1.2.2.1.1. )1 sejtek

A Tyl sejteknek a kisérletes arthritis patomechanizbrarsébetoltdtt szerepére
vonatkozo ismereteink nagy része a CIA és K/BxNrmgéellek vizsgalatabadl
szarmaznak.

ClA-ban a Tl sejtek Altal termelt 6f citokin, az IFN antitesttel tortéh

neutralizacioja felgyorsitotta a betegseg lefolydsatasara a gyulladt iziletekben és a

18



DOI:10.14753/SE.2014.1864

synoviumban magasabb IL-17 értékek voltak méeie(103). Ezt az eredménybsiti
meg, hogy Frey és mtsai kimutattak, hogy HRIgénkiltott egerekben a CIA szintén
sulyosabb tunetekkel jelentkezik. Ugyanakkor a ifdahulmanyban leirtak, hogy
K/BxN arthritisben az IFNFRR hianyos egerekben a betegség lefolyasa a CIA libede
leirtakkal ellentétben enyhébbnek bizonyult (104).

Erdekes modon CIA esetében az immunizalast kd&ehapig mutathaté ki az IFN
jelenléte a nyirokcsomokban (105). AnTl sejtek tdlsulya a modellben ennek
megfeleben szintén csak az arthritis kialakulasat mégfein volt kifejezett (106).
Tovabbi vizsgélatokkal igazolddott, hogy az NMatdsanak szempontjabdl fontos
figyelembe venni a betegség stadiumat. Korai ClA-8a IFN neutralizacié megétte
a betegség kialakulasat, kbbi stadiumban pedig ezzel ellentétben sulyoshitatt
tiineteket (107). igy felteh&t hogy ebben a modellben &srban a betegség
kialakitAsaban és a kezdeti szakaszaban tolten&nbms szerepet az IRNermelésért
jelents részben felék Tyl sejtek (94).

Az IFNy-nak a két egérmodellben betdltétt ellentmondagesepére magyarazatot
jelenthet a spontan fell8@K/BxN arthritisben hianyzé, de CIA esetében alkaait,
adjuvans immunmodulalé hatasa.

Az egérmodelles kisérleti eredmények mellett szanoakslmi adat utal a J1 sejtek
fontos szerepére a human betegségben is. Az RAevisynban az IFNtermeb CD4+
T sejtek jelenlétének kimutatasa megdti azt a hipotézist, hogy a betegséget émt
Tyl citokin talsuly hatarozza meg (108-110).

1.2.2.1.2. T\17 sejtek

Az elmult évek kutatasi eredményei alTsejtek mellett a J17 sejtek szerepére
hivtak fel a figyelmet. Allatkisérletes rendszerbenegtobb F17 sejtek szerepére
vonatkoz6 irodalmi adat szintén a CIA modell esetébdll rendelkezéstinkre.
Yamaguchi és mtsai igazoltdk, hogy @efy e sejtek altal termelt IL-17A mellett a
citokincsalad két masik tagjanak, az IL-17B és NCinek is fontos szerepe lehet az
arthritis pathomechanizmusaban (111).

Az IL-17 fontossagara utalé eredmények kozé sotdllaa a megfigyelés, hogy a
genetikailag IL-17A deficiens egerek esetében a Qd&al enyhébb tlinetekkel
jelentkezik (112). &, a betegség kialakulasa utan kozvetlenll alkabthalt-17-et
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célz6 antitestkezeléssel a betegség progresszio aéssonterdzid jelefisen
csokkentheinek bizonyult (113).

Az elobbiekkel ellentétben a genetikailag I1L-17 deficiegerekben a PGIA, mind a
klinikai, mind a szOvettani paramétereket tekintaekontroll allatokéval megegyéz
sulyossagu formaban jelentkezett (114). UgyanakkorIFNy deficiens allatokban
(melyekben a PGIA késleltetetten jelenik meg), d tipusu egerekhez viszonyitva
tizszeres IL-17 szint emelkedéssel jar a PGIA kidlsa. Mindkét citokinre deficiens
egerekben az arthritis jelésen enyhébb tinetekkel, k&b alakul ki (115).

A spontan arthritis kialakulasaval jar6 SKG modeletében Hirota és mtsai szintén
kimutattak, hogy az arthritis kialakulasayIl7 - valamint e populacio fégiését
eléseqit IL-6 citokin fugg - moédon torténik (116).

A human betegségben a1I7 sejtek jelerdtségét jelzi, hogy a gyulladt synoviumban
jelen léw IL-17 citokin mennyisége €és a betegség sulyosskgzitt pozitiv
0sszefliggés mutathatd kn vitro human kisérletes eredmények igazoltadk, hogy az IL-
17-nek szerepe van az RA synoviocyta aktivaciogréwios és tulélési, apoptozist gatlo
folyamatainak disegitésében. Az IL-17 betegség kialakulasaban tbat@&lzerepenek
feltirasa lehéwé tette olyan Uj, az IL-17A citokint célzo,gétlGathsu terdpias
monoklonalis antitestek kifejlesztését, amelyekikki vizsgalata jelenleg fazis | és Il
szinten zajlik (117).

1.2.2.1.3. T,2 sejtek

A Ty2 vélaszban alapuetszerepet jatszé IL-4-et kiemelve elmondhatjuk, yhag
citokint elgsorban aktivalt T sejtek, hizosejtek, NKT sejtelozinofil és bazofil
gatolja az IFN termebdést és a J1 valaszt, illetve élseqiti a B sejtek 1gG és IgE
izotipus valtasat.

Erdekes modon, az allatkisérletes modelleket te&jntn genetikai hétteriiknek
koszonheten elgsorban T2 citokin profillal jellemezhdt egértérzsekben (pl:
BALB/c), a kisérletes arthritis sokkal sulyosablndiekkel jelentkezik, mint a 4L
citokin profillal jellemezhet &llatokban. Ugyanakkor az IL-4 szerepének vizsgtla
célzo kisérleti eredmények ellentmondasosnak biziery.
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ClA-ban az IL-4 gatldé hatasat szamos irodalmi ddatasztja alq (94, 103, 118). A
betegség stadiumat is figyelembe &édisérletekben az egerek IL-4 kezelése a betegség
kialakulasat megékéen a tinetek megjelenésének késleltetésével, agdegte
kialakulasat koveéten pedig a tinetek enyhulésével jart (119, 120)yadgkkor mas
szerdk a betegség sulyossadganak csokkentésében az Hzdlékt nem talaltdk
hatdsosnak (121).

PGIA-ban az IL-4 citokin kezelés hatasara hasonl@®aBlA modellhez a tinetek
enyhulése volt megfigyelhet(122). Ezzel ellentétben a spontan K/BxN arthritis
modellben leirtak, hogy a CD4+T sejtek altal tetnfleld a betegség kialakitasaban tolt
be fontos szerepet (123).

Az RA betegek SF és szérum KH-Ns IL-4 koncentracidinak vizsgalatakor g2T
citokinekkel (IL-4) szemben egyértelien a {1l citokinek (IFN) dominancija
jellemzs. S6t, a Ty2 citokin dominanciat ékegit allapotokban (pl. terhesség), az RA-s
tinetek egyértelhjavuld tendenciat mutatnak (124, 125). Ennek éllera T2 valasz
RA-ban betoltott pontos szerepének tovabbi vizsgalandokoltta teszi, hogy a
betegség korai stddiumat tekintve, meglepddon, az IFN hidanya mellett IL-4 és IL-
13, tehat a #2 sejtes valasz dominancidja mutathatd ki (90).z&s=ésképpen
elmondhato, hogy mind a human kérképben, mind padigllatkisérletes modellekben
az IL-4 patomechanizmusban betoltdtt pontos szeedpémeghatarozasa tovabbi

vizsgalatokat igényel.

1.2.2.1.4. Teq Sejtek

A regulatoros T (&g sejtek a {17 sejtekhez hasonldéan a T sejtek kdzelmultban
azonositott tipusat keépviselik. A§ sejtek betegségszabalyoz6 szerepét szamos
allatkisérletes modellben igazoltak.

CIA modellben a &g sejtek kimutathatéak az SF-ben és a nyirokcsomokbél 26,
127). Az arthritises allatokdy sejtjei a kontrollhoz viszonyitva csokkent effakiosejt
szupresszios aktivitassal rendelkeztek (126). 4 3ejtek adoptiv transzferével az
arthritises egerekben késleltethretk bizonyult a kollagén specifikus T és B sejtek
megjelenése, valamint a betegség kialakulasa (K&ikhtermaier és mtsai munkaja

szerint az IFNR deficiens egerekben a CIA sulyosabb megjelené&sgben a receptor
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altal kozvetitett folyamatok érintettsége miattdsodott Teg SZupresszios aktivitasnak
tulajdonithato (128).

A spontan arthritisszel jar6 modellek kozul az SK®dellben leirtak, hogy «dy
sejtek szama és aktivitasa is csokkent ebben aergben (101).

A NOD-Foxp3' egerekben aFoxp3 gén mutécidja eredményeként szisztémas
autoimmun betegség alakul ki (129). Ha a K/BxN nilbé® az arthritis kivaltasara
erzékeny egeértorzs léetrehozasakor keresztezésnepként Foxp3 deficiens (NOD)
egereket alkalmazunk, olyan rendszert kapunk, aholT.ey sejtek hianyanak
koszonhaten az eredeti modellhez képest joval sulyosablritstralakul ki (130).
Monte és munkatarsai kimutattak, hogy az arthstiegerek8l izolalt Ty Sejtek az
egeszséges egerékbizolalt anergias &y sejtekkel ellentetben képesek ugyan
proliferalni, de az apoptozisra jéval fogékonyabbBkl).

A T sejtek szerepét a human autoimmunitas kialakuddsdnegedzésében is
szamos irodalmi adat &siti meg. A betegség kialakulasdhoz, fenntartadsébazajarul
a Teg sejtek funkcionalis deficiencidja. Ehrenstein édssan RA paciensek
CD4+CD25+ T Sejtjeit vizsgalva a gatlo funkcio seruléset ntataki. A paciensekd
szarmaz6 sejtek a kontroll sejtekkel ellentétbem medtak befolyasolni az anti-CD3
antitesttel, illetve LPS-sel stimulalt T sejtek ésakrofdgok gyulladdsos citokin
termelését (132). A Jdy sejtek diferencialédasahoz nélkulozhetetlen Foxp3
transzkripciés faktor hidanya esetében sulyos gs#isas autoimmun betegség
kialakulasat irtak le mind az emberben, mind peaitgallatkisérletes modellekben
(133).

1.2.2.2. CD8+ T sejtek

A CD4+ T sejtekkel Osszevetve a CD8+ T sejtek sEaéé mind az RA
allatkisérletes modelljeiben, mind pedig a humé&edsegben joval kevesebbet tudunk.
Az RA modellekben az irodalmi adatok egyarant besttdak az arthritis kialakulasét
elésegit és gatld funkciojukrol.

CD8+ T sejt deficiens egerekbervideézett CIA-ben a sejtek hianya nem okozott
véltozast a betegseég lefolyasaban (134). Egy nmsikka szerint a citotoxikus T sejtek
eliminacidja abban az esetben volt hatassal a eé&gedgalakulasara, ha a CD8+ sejteket

az ebimmunizaldé kollagén oltast kouetmasodik héten tavolitottak el. Ekkor az
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arthritis kialakulasi valosziisége csokkent, ugyanakkor a betegség sulyossagéban
tortént valtozas (135).

PGIA-ban a CD8+ T sejtek eliminacidjat kogeh az adoptiv transzfer kisérlet
sugarkezelt egerekben nem volt sikeres (96), amaely sejt populacio betegség
kialakitasaban betolt6tt fontos szerepét jelzi. &rgakkor ennek ellentmondo6 eredmény,
hogy az immunizalt allatokban a CD8+ T sejtek dliétioja az arthritis
sulyosbodaséaval jart (136).

Az RA-s SF-ben kimutathaté a CD8+ limfocitak jeletiel. Kang és mtsai eredményei
szerint a CD8+ T sejtek az RA-s synoviumban kidl@dksirakézpontok funkcionalis és
strukturdlis  egységének fenntartdsaval jarulhatnakozza a  betegség
pathomechanizmusahoz (137), igy szerepik pontosabbgalata fontos részét
képezheti a kébbi kutatasoknak.

1.2.2.3. T sejt homeosztazis RA-ban

A RA pathomechanizmuséanak feltarasat célzé kutktaskaig elésorban a gyulladt
izUletben megtalalhato, betegségspecifikus  sajat tigéan  azonositasara
dsszpontositottak, amellyel szemben mégséztolerancia a betegség kialakulasat
eredményezheti. Ugyanakkor az eddigi eredményepjéalakoérvonalazodni latszik,
hogy az RA-t nem sorolhatjuk a klasszikus, szemifijgas autoimmun betegségek
k6zé. Minden stadiumat tekintve szisztémasnak tekih A diagnosztikaban
alkalmazott, a betegség kialakulaséttehkar egy évtizeddel kordbban kimutathaté RF
és az anti-CCP autoantitestek sem specifikusan cdzditetben megtalalhatd
antigénekkel reagalnak.

Az utébbi évtizedben egyre tobb vizsgalati eredmétay arra, hogy az RA-s betegek
nem csupan egy adott sajat antigénnel szemben adivak valaszt, hanem ennél
sokkal altalanosabb immunrendszeri defektussal eleadhetnek. Az RA-s betegek
biologiai életkora egyes jellertik szerint érdekes modon akéar 20 évvel meghaladhatja
val6sagos életkort (138).

Az RA-ban medgfigyelhét T sejt jellemdk kozé tartozik az életkornak nem
megfeleb mértéki hematopoetikugssejtszam csokkenes, illetve a hematopoetikus és T
sejt telomérainak nagymérigkovidilése (139). Koetz és mtsai kimutattak, h&gy-s

paciensekben a periférian csdkkent az ugyneveZesejt excizicios koérrel” (TRECT
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cell excision circlg rendelke# T sejtek szama (140). A TREC a TCR atreidési
folyamatok soran keletkéz DNS fragmentum, amely a sejt osztdodasaval nem
replikalodik (141, 142). A csokkent TREC+ T sejtakanya olyan periférias T sejt
veszteségre utalhat, amelyet a thymugkddése nem tud kompenzalni (143). Ennek
kovetkezményeként jelentkezhet a homeosztatikugfgrérid nbvekedése (144).

A kromoszdma végeket védeloméra szekvencia rovidulését a replikacidé s@an
limfocitdkban, a hematopoetikus sejtekben és spenmkban a telomeraz enzim
kompenzalja. Fujii és mtsai szerint a telomerawafis az enzim katalitikus alegységét
kodol6é human telomeraz reverz transzkriptaz (hTREéN transzkripcidés géatlasanak
koszonheten az RA T sejtek esetében csokkent. Ez a kisérnetimény magyarazatot
jelenthet a rendellenes T sejt teloméra hosszugadty. Ugyanebben a tanulmanyban
kimutattak, hogy a csokkent telomeraz aktivitaelarnéra régiotol fuggetlen modon
novelte a proliferdld T sejtek apoptdzis- érzékéggs. Az RA-s beteg eredel sejtek
megnovekedett apoptozishajlamdhoz asblelek mellett hozzajarul tébb DNS
javitasban érintett enzim expresszidjanak csoklee ().

A fentiek alapjan szamos kisérleti eredmény utal R&-s paciensek T sejt
homeosztazis defektusara. Mindezek ellenére natazistt, hogyan okozhatnak ezek a
rendellenességek autoimmunitast. A betegség kilsnak magyaradzatara harom
kilénbdz mechanizmus is elképzelbiet

1. A fokozott T sejt apoptozis kovetkeztében megh@dett homeosztatikus
proliferacio olyan T sejtek tulélését segitheti alperiférian, melyek affinitasa
nagyobb a sajat antigénekkel szemben. Ez a higotéagyarazatul szolgalhat
arra a jelenségre, hogy az RA-ban megjelantoantitestek gyakran ubikviter
autoantigénekre specifikusak (138, 147).

2. A megndvekedett homeosztatikus proliferaciésefjitheti az effektor T sejt
differenciaciot. Az ilyen sejtek gyakran CD28 ndgak, és olyan szabalyozo
molekuldkkal rendelkeznek, amelyek lehat teszik, hogy a sejtek ne csak a
professziondlis antigén prezentald sefieltapjak a kostimulacios szignalt a
gyulladt szévetekben (148-151).

3. Singh és mtsai RA-s pacienseknél a T sejt a&ids kiiszob szabalyozasaban
fontos szerepet jatszé Raf-Mek-ERK jelatviteli titabmegvaltozott ritkodését

irtdak le (152). Az uatvonalhoz kotott megnovekededlaszképesség citokin
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kezelés hatasara normdl T sejtek esetén is kivétihk bizonyult. Az Gtvonal
miikddésében bekodvetkezett valtozas eredményekénhazTRsejtek aktivacids
kisz6bének csokkenését mutattak ki (152).
Az RA-s pacienseknél igen valésizjnhogy a fent felsorolt mechanizmusok
egylttesen lehetnek jelen, és valthatjak ki az imwlerancia bizonyos antigénekkel
szembeni megsnését, végssoron pedig a betegség kialakulasat.

1.2.3. Extracellularis vezikulak, mint Uj tipusu baegség biomarkerek
1.2.3.1. Extracelluléris vezikula tipusok

Az extracellularis vezikulak (EV) az extracelluiriér evollcidosan konzervalt
modon keletkez komponensei, amelyek a sejtékimyugalmi allapotban, aktivacioé
illetve apoptdzis soran szabadulnak fel. A fergjiedk koz6tti kommunikacidban fontos
szerepet betdlt képleteket ketis foszfolipid membran hatarolja. Az EV kutatés
napjaink egyik legforrongébb orvosbioldgiai kutat&stlete. A téma Gjszésége miatt
egységes terminolégia napjainkban van kialakulébak. kovetkedekben a
vezikulatipusok bemutatasakor néhany kisebb vatagsal a Thery és mtsai altal
bevezetett nevezéktant alkalmaztuk (153). Biokénsiajatsagaik és a keletkezési
mechanizmusuk alapjan az utébbi évek vizsgalataim@n szamos EV csoportot
kilénboztethetiink meg (153). Az aldbbiakban a hdemismertebb EV tipust mutatjuk

be részletesen.

1.2.3.1.1. Exoszémak

0 Az exoszomak, mint ektoenzim aktivitadssal rendelkezzikulak leirasa Trams
és mtsai nevéhe#Zodik (154).

O A foszfolipid membrannal kortlvett képletek atiér50-100nm kozotti, igy a
virusok mérettartomanyaval dsszevethet

O A sejtek®l folyamatosan és/vagy indukcio soran (153), a ivedikularis testek
sejtmembrannal torténdsszeolvadasa réven szabadulnak fel (155).

O A legtbbb irodalmi adat az immun- (T sejt, B sajiakrofag) és tumorsejt
eredett exoszomak funkcioival kapcsolatban all rendelkezés

0 Az exoszoOméknak szerepet jatszanak az onkogén toeckp(156), HIV
partikulak horizontalis transzferében (157), amilggmutatasban (153, 158),
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immunstimulaciés és géatlé folyamatokban (153) awaht a mRNS és miRNS
molekulak transzferében (159).

O A klls6 membranrétegben foszfatidil-szerin (PS) mutatka{@60). Exoszoéma
markereknek tekinthéek a CD63, CD81, CD9, LAMP1 és TSG101 molekulak
(161, 162).

O Az izolalasi és detektalasi technikai kozé tartozak szukréz gradiens
ultracentrifugalas (163), transzmisszios elektramoszképia (TEM), Western

blot és a tomegspektrometria.

1.2.3.1.2. Mikrovezikulak

O A mikrovezikulakat (MV) eléként Chargaff és West emliti 1946-ban, mint a
vérlemezkementes plazmabdl szarmazo, kille@itheétombinképs faktort
(164).

O A MV-k foszfolipid membrannal kérilvett, 100-1000natmebja struktarak
(153). Veérplazmaban, sajat eredményeink szerintADWhm koérdli atméivel
jellemezhetek. A mérettartomanyuk atfed az IK-kéval és a baktéokéval
(165).

O A plazmamembrén kitiremkedéseével szabadulnakdejtakisl.

O A sejtek nyugalmi allapotaban altaladban kismértakMV felszabadulas (166),
mig a tumorsejtek esetében jetentehet (167).

O A MV-felszabadulas intracellularis &a koncentraciéemelkedéssel jaré
sejtfelszini receptoraktivacio, illetve apoptozis/ktkezménye (168, 169).

0 Nagy mennyiségben termelnek MV-t a vérlemezkék,0ebsvértestek és az
endothel sejtek (az irodalmi adatok tébbsége ikreaeonatkozik.).

O MV-k altal kbzvetitett folyamatok tartozik:

a véralvadas étegitése (170)

az IL-1 szekrécio (171)

a tumoros transzformacio, a tumorok terjedésénékegitése, illetve
szerepik lehet az RA pathogenezisében (172-174)

az anya és magzat kozti kommunikaciésebitése (175)
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PS talalhato a kibsmembranrétegben, de néhany tanulmanyban leirian ol
MV-ket, amelyek esetében a PS nem helgért at a kil mebranrétegbe
(176).

Az izolaciés és analitikai médszerei kozé tartoaildifferencial-centrifugalas
(177), az aramlasi citometria, és az antigén-attiteapcsoldédason alapuld
modszerek (178).

1.2.3.1.3. Apoptotikus testek

0

Az apoptotikus test elnevezés Kerr nevehiddik (1972) (179). Az apoptdzis
kutatasaban mérfoldkek tekinthet Robert Horvitz és mtsai munkaja,
amelyben a Nematod&aenorhabditis elegansejtjeinek leszarmazasi sorat
vizsgaltak (180, 181).

Az apoptotikus testek 1 és Bn kozotti atmésjiek. Ez nagyjabol megfelel a

vérlemezkéek mérettartomanyanak (182).

0 Apoptdzis soran, membrén tetidéssel keletkeznek

PS externalizacié és a vezikuldkon belul fragmeridNS jelenléte jellemi
(183)
Funkcioi:
- horizontalis DNS (184) és onkogén transzfer (185)
- makrofagokon keresztili T sejtes epitdpprezentabisegitése (186)
- B sejtes autoantigén-prezentacio (187)
- immunszuppressziv hatas kivaltasa (apoptotikstshiekebelezésén
keresztil) (188)
Az apoptotikus testek, az apoptozis hatasdnakrteanylozasara az irodalomban

legtdbbsz6r apoptotikus €s mas sejtek kokulturalttik.
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EXTRACELLULARIS TER

o @
c®_ @
O
O O °
© O
O
O 0 O
ﬂ
Exoszémak Mikrovezikulak Apoptotikus testek
Nyugvoé vagy aktivalt Aktivalt vagy tumor Apoptotikus

2. dbra: A harom o EV tipus, az exoszomak, MV-k és az apoptotikusetes
keletkezési mechanizmusaAz exoszomak nyugvl, vagy aktivalt sejfekia
multivezikularis test sejtmembrannal valo dsszetdgaval szabadulnak fel. A MV-ket
és az apoptotikus testeket a plazmamembran kiti@déskvel, aktivalt, tumor, illetve
apoptotikus sejtek bocsathatjak ki.

1.2.3.2. Biomarkerként alkalmazott extracellularisvezikula tipusok

Mivel a bioldgiai folyadékokban a folyamatosan teffné EV-k kimutathatéak,
érdekes kérdés a j6beli diagnosztikus, illetve prognosztikus felhadasék. A
vérplazma és/vagy a vizelet eradeixoszomak esetében leirtak, hogy vizsgalatukkal
tumor jelenlétére lehet kovetkeztetni (189, 190).nAgyobb, igy az exoszémaknal
konnyebben detektalhaté MV-k szintén szamos ily@myil kutatds alapjat képezik.
Kiemelhett a vérben legnagyobb mennyiségben kimutathato, légyntenzivebben

vizsgalt két EV tipus, az endothel és a vérlemezkdett MV-k jelentosége.

1.2.3.2.1. Endothel eredéit mikrovezikulak (eMV)
Az endothel sejtekid felszabadulhatnak exoszémak, MV-k és apoptotitestek
egyarant (162). Az eMV-kn vitro képzdése lipopoliszaharid (LPS), citokin, reaktiv

oxigén gyokkel tortéh stimulacio hatasara kovetkezett be (162). Arandisimetriaval

28



DOI:10.14753/SE.2014.1864

eMV markereket (CD54, CD62E, CD62P, CD31, CS106,101) CD144, CD146)
alkalmazva szintjuk meghatédrozhat6 a human veérd&?2)( Kisérletesen igazoltak,
hogy az eMV-k a gyulladas, az endothelialis funkaiarok, sériilések fontos markerei
(191-193).

1.2.3.2.2. Vérlemezke eredétmikrovetikulak ( plateletMV, pMV)

A vérplazmaban kerifg EV-k tulnyomé tobbsége pMV. Ezek a vezikulak
elsssorban vérlemezke aktivacio soran szabadulnak del,a legfrissebb kutatasi
eredmények szerint nagy részik inkabb megakarycengdel lehet (194).In vitro
korilmények kozott a vérlemezkéib kollagén, trombin, illetve ADP hatdséara
szabadulnak fel pMV-k. Aramlasi citometriaval CD4ID42, CD61 és CD62 felszini
markerek alapjan azonosithatdak. Szamos betegséigben (sziv-érrendszeri és
autoimmun betegségekben) emelkedett pMV szint inatatki a szervezetben (183). A
pMV-k foszfatidil-szerinen kivil szoveti fakort iexpresszélnak a felszinikon. Az
ezaltal magas trombinkéfppotenciadllal rendelkézvezikularis struktarak ilyen modon
is hozzajarulhatnak a sziv-érrendszeri betegségddkklasahoz. RA esetében nemcsak
a vérplazma pMV-k, hanem az SBHszarmazo vezikuldk szintje is emelkedett (172).
Ez utébbi EV-k IL-1 tartalmuk révén az RA pathomaaizmusaban kdzponti szerepet
jatsz6 synovialis fibroblasztokat aktivalni képesek

A pMV-k felszinén szamos olyan molekula megtal@hamelyek disegithetik a
vezikuladk endothel sejtekhez, leukocitakhoz és imrawlekulakhoz kaidését (195). Az
igy kodo vezikulak GPIIb/Illa molekulakat tudnak mas sejtek, koztik a neutrophil
granulocytaknak atadni, hozzgjarulva a sejtaktdgbéolyamatok kivaltdsahoz (196).
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X , ; EV rendszer valtozédsa a
Betegseg Vezikula tipus ] .
betegség hataséra

i Vérplazmaban emelkedett pMV
SLE pMV és eMV i )
es eMV szint
Vérplazmaban emelkedett pMV
APS pMV és eMV i ]
es eMV szint
Vérplazmaban emelkedett pMV
és AnnV+ MV szint.
RA pMV o ,
Synovialis folyadékban pMV
szint
. ) Vérplazmaban emelkedett pMV
Szisztémas sklerosis  pMV, eMV ] _
es eMV szint
Akut vasculitisben emelkedett
N pMV szint
Vasculitis pMV, eMV o N
Szisztémas vasculitisben
emelkedett pMV és eMV szintek
Emelkedett eMV és pMV szintek
1-es tipusu diabetes  pMV, eMV Megndvekedett MV
prokoagulécios aktivitas
Emelkedett pMV és eMV szintek

SM pMV, eMV i .
az aktiv betegség fazisok alatt

1. tablazat: Endothel és vérlemezke eredetMV-k szerepe az autoimmun
betegségekben (197A tablazatban alkalmazott roviditések: SLE: sgisé#s lupus
erythematosus, APS: antifoszfolipid-szindroma, RAumatoid arthritis SM: sclerosis

multiplex, pMV: vérlemezke mikrovezikuldk, eMV:athdl eredef mikrovezikuldk

1.2.3.3. Az extracellularis vezikulak vizsgalata
Az EV vizsgalata az alkalmazott modsaertfiggoen torténhet biologiai

folyadékokbdl, sejtfeliiliszobdl, illetve vezikulaparatumbol.
1.2.3.3.1. Az EV vizsgalatanak ,buktatoi”

A vezikulapreparatumok készitése ultracentrifugahsvaldsithatd meg. Az

exoszOmak esetében széles korben elfogadott mdbdszerszukrozgradiens
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ultracentrifugalas alkalmazasa (163). Ugyanakkor ¥ és az apoptotikus test
preparatumok készitésénél nem all rendelkezéstirtendard protokoll. Az
irodalomban MV-ket tartalmazé Uledéeket leggyakrabbd8 000g 30 perces
elécentrifugalasi lépés utan 100 000g 60 perces eittaifugalassal allitjak é1(198).
Az apoptotikus testek esetében az ilyen témajlekdehyek hidnyoznak.

Az egyes vezikulapopulaciok egymastol vald elkitésgt neheziti a kilonbdz
tipusu vezikulak méretbeli atfedése. Exoszéma-Bgesi markerekkel affinitasizolalt
vezikuldk atméije 100nm-nél kisebbnek bizonyult. A MV-ket tekintaz eddigi
eredmények alapjan viszont a 100nm-es hatéart (MUna() kelb korultekintéssel kell
értelmeznink (199). Booth és mtsai munkajukbatéleithogy a sejt plazmambranjabdl
100nm és annal kisebb atrégr vezikulak is lefizédhetnek (200).

AZ EV izolalas kapcsan nem hagyhato figyelmen kagiblabbi néhany tény&z

O A differencial-centrifugalasi lépések alkalmazasaejt( é€s vérlemezke
mentesités) soran a ceélpopulacidba tartozé vekkgiEamaban is jelebd
csokkenés kovetkezhet be (201).

O A mintak vérlemezke-mentesitésére alkalmazott dagélasi idt és
fordulatszamot tekintve nem létezik konszenzusaghait, igy az irodalomban
kdzolt adatok az eltérmetodikanak kdszonh@n nehezen Gsszevetbek.

O A vérlemezkék teljes eltdvolitasdra 800nm-es fillkalmazédsa ajanlott.
Ugyanakkor a dmési folyamat soran a vezikulak fragmentalodhatrigl, a
gravitacios sirés javasolhat6 (202).

0 Differenciélcentrifugaldssal a populéciok teljekidbnitése a vezikulak atféd
mérettartomanya miatt valoés#iag nem lehetséges. Ez alol kivételt képez a

szukrézgradiens ultracentrifugalassal kiegészitaiszdma izolalasi protokoll.

1.2.3.3.3. Az EV-k méretének meghatarozasara alkakmott modszerek

Az EV-k méretének meghatarozasara szamos moddzegndélelkezésiinkre, bar a
vezikuldak kis méretének koszonbeh tobbségik csak bizonyos Kkorlatokkal
alkalmazhato.

Az aramlasi citometria a legelterjedtebb, szélegkbrelérhet modszer. Komoly
hatranya viszont, hogy csak 200nm-nél nagyobb &jinéstruktirak detektalasara

alkalmas (160). Az ennél kisebb struktirakat a wsiénéattérzajtol nem lehet
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biztonsdggal elkuloniteni. Szdmos kordbbi tanulrbany a MV szamot e tény
figyelembe vétele nélkil hoztak dsszefliggésbe ebpesgségekkel. Napjainkban az
aramlasi citometrias mérések standardizaciéjara saakkves figyelhét meg, amely a
jovébeli diagnosztikus alkalmazas otdltétele (203, 204). A diagnosztikus célu
felhasznalds tekintetében legintenzivebben vizslgiltk azonositasara kordbban a
vezikulak kul$ membréanjdban taldlhatd PS-hez &itt annexinV (AnnV) szolgalt.
Napjainkra azonban fény derilt arra, hogy a vérlengdé vérlemezke eredét
vezikuldk akar 80%-a is AnnV negativ lehet (176)temativ leheiséget jelent a
vezikuldknak PKH67 fluoreszcens, memranba begfgstékkel valo jeldlése (205).

Transzmisszios elektronmikroszképia (TEM) haszid&kt mar a kisebb métet
vezikulatipusok is vizsgalhatéak. A TEM tanulmanyok a vezikulat tartalmazo
folyadékok koncentralasa, fixalasa, dehidratalagdikséges, amely folyamatok
hogy a kodzelmultban, a cryo-EM (fagyasztassal €xatechnika alkalmazasanak
elterjedésével kiderllt, hogy az exoszomaknak dolaitott jellegzetes ,csésze-alak”
csupan a fixalasi folyamatokkal 6sszeftiggellekterméknek tekinth@(163).

Atomers mikroszkopias (AFM) technikaval a szilard felszatkotott vezikuldk 3D
szerkezete rekonstrudlhatdo. Az AFM mérések sorarEdk magassaga (z érték)
érdekes modon joval alacsonyabbnak mutatkozik akrkéstérbeli kiterjedést jellendz
paraméterhez (X, y) képest (177). Yuana és mtsali félallitott hipotézis szerint ez a
membranvezikulak allandé térfogatanak kdvetkezméNgan zarhatd ki azonban az a
leheth'ség sem, hogy mérés sordn a strukturak ,letapagatadasznalt AFM hegy
deformalja a vezikuldkat (165).

Az EV meéretmeghatarozasra alternativ. moédszert tielen ebbbiek mellett a
dinamikus fényszéras meérés, valamint a fluoreszd¢arsoparticle tracking analysis

(NTA) modszer. Az utébbi polidiszperz rendszerekiseigen jél alkalmazhato (206).

1.2.3.3.4. Bioldégiai mintakbol szarmazo extracelld@ris vezikula kimutatast
befolyasolo preanalitikai tényesk

A mintakban kimutathaté6 MV szamot szamos preakalitiényes befolyasolhatja.
A sejtek, kulondsen a vérlemezkék a kulonféle kémayi hatdsokra igen érzékenyen,

vezikula kibocsatassal reagalhatnak, modositva ataki eredeti MV szamat.
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Kimutattdk, hogy mechanikai stressznek kitett wédekéek vezikuldkat bocsatanak ki
(201, 207). Vérlemezkéket tartalmazé plazmaban et@rMV szdm a kilonbdz
tarolasi idvel és thimérseklettel, a higitasra hasznalt puffer fajtdjitggéen valtozott
(201). A fentiekldl kovetkeden az MV szam diagnosztikus alkalmazasanélekétele
a vizsgalat preciz standardizacidja, kezdve a véitsEegészen az adatfeldolgozasig.
Az exoszomaszam preanalitikai tén§ledl fliggd alakulasardl jéval kevesebb adat
all rendelkezésiinkre. Vizelet erefietxoszomak vizsgalatakor irtak le, hogy jebsnt
vezikulavesztéshez vezet a membranvezikulak Tammsfedb proteinkomplexhez
kotodése (208). Szamos gazdaszerveétetiarmazo fehérje kimutathaté a virionok
felszinén is (pl: MHCII), amely a szintén MHCII-txgresszalo, a virusok

mérettartomanyaba @exoszomak vizsgalatat neheziti (209).
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2. CELKIT UZESEK

A doktori dolgozat célkiizése az autoantitestek, T sejtek és EV-k, mint RA

biomarkerek és patogenezisben érintett téflyszerepének vizsgalata volt.

1. Természetes, glik6zaminoglikan (GAG)-ellenes andntitestek vizsgalata

1.1. RA-ban betegségmarkerként alkalmazhatdo GA&ieH autoantitestek
azonositasa.

1.2. Az anti-GAG antitestek keresztreaktivitasanakgalata

1.3. RA-specifikus autoantitestek szénhidrat-feésdsi mintdzatanak meghatarozasa.

2. AT sejtes antigénfelismerés vizsgélata BALB/gérben

2.1. Az immunodominans proteoglikdn T sejt epit®¥{-84) citrullinaciéjanak T
sejtes valaszra kifejtett hatasanak elemzése.

2.2. A citrullinaciéért felels PAD enzimek génexpresszidjanak kimutatasa a
thymusban.

2.3. Epitépspecifikus T sejt receptor transzgénikegerek peptidspecifikus

poliklonalis valaszanak detektalasa.

3. Az extracellularis vezikulak vizsgalata
3.1. A mikrovezikulak (MV) és a proteinkomplexelofizikai paramétereinek
vizsgalata

3.2. Thymus ered&tMV-k és apoptotikus testek proteomikai elemzése
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. EGERTORZSEK ES IMMUNIZACIOS PROTOKOLLOK

3.1.1. Felhasznalt egértdrzsek

A T sejtes valaszt vizsgalo egér kisérleteinkhezl@2hetes éstény BALB/c,
valamint az ATEGRVRVNSAYQDK szekvenciara (P70-84)pesifikus TCR
transzgénikus (TCR-tg) egereket hasznaltunk (2A0BALB/c térzset a Semmelweis
Egyetem Genetikai-, Sejt- és Immunbioldgiai Intében SPFdpecific patogen frge
korilmények kozott tenyésztettiik (szarmazasi hélarles River Laboratoires,
Kingston Colony). A TCR-tg allatokat a Rush UnivgrdMedical Center-rel (Chicago,
IL, USA) valé egyuttnikddés keretében alkalmaztuk.

3.1.2. Peptid immunizacio

A néstény BALB/c egerek ATE peptid olthsakor a hatsé Bokaizlletébe,
szubkutan 5-25g szintetikus peptidet oltottunk komplett Freunduaénssal (CFA,
Sigma-Aldrich) egyutt. Kontrollként azonos térfdgat PBS/CFA eleggyel
immunizaltuk az allatokat. A nyirokcsomosejteketadtéAst koved 9. napon izolaltuk,
majd a T sejt reaktivitdst ELISPOT kisérletben gatuk.

3.1.3. Aggrekén arthritis indukcio

Aggrekan arthritis (PGIA) indukciot Hanyecz és mtdhal leirt modszer szerint
veégeztuk (211). Az eljarast roviden 6sszefoglalve.B/c egereket haromszor (0., 21.
és 41. napon), glikozidaz enzimmel emésztett hu@rnvel (aggrekannal) oltottuk.
Adjuvansként dimetil-dioktadecil-ammaodnium-bromidadlkalmaztunk. A kontroll
egerek esetében a PG-t PBS-sel helyettesitettikimizunizalt allatok esetében a
masodik, illetve a harmadik oltast ko§et0-14. napon jelentkeztek az é@larthritisre

utal6 tiinetek. A nyirokcsomaésejtek izolalasa a# eltast koved 4. hdnapban tortént.
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3.2. ANTIGENEK

3.2.1. Glikozidazzal emésztett aggrekan

A glikozidazos enzimemésztést borju (Sigma-Aldrigdly human (Ujszulétt porc
eredel) aggrekdnon végeztik a Semmelweis Egyetem Etik@#otBBaganak
Engedélyével. A huméan aggrekAnmonomerek izolac&jaorabban leirtak szerint
tortént (212). Az emeésztéskor az aggrekanhoz 10@igud,15M citromsav-foszfat
pufferben (pH=4,3)B-galaktozidazt (Sigma-Aldrich), illetve 240 U/mg2® NaCl-
ecetsav pufferben (pH=5,0) hialuronidazt adtunkgif®i-Aldrich) 24 6éran keresztil
37°C-on, protedz inhibitorok jelenlétében (10mM BEDT2mM PMSF, 2mM
jodoacetamid és fug/ml pepstatinA; Sigma-Aldrich). Az emésztett pamjkkant

felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

3.2.2. Szintetikus peptidek

A munkank soran vizsgaltuk a porcalkotd aggrekay €gsejt epitopot hordozo,
BALB/c egérben arthritogén peptidszekvencigjat. idedris human és egér peptid,
valamint citrullindlt valtozatainak szintézisét égynikodé partnereink végezték az
E6tvos Lorant Tudomanyegyetem Szerves Kémiai Tdészé

A szintézis soran a szilard fazisu metodologidhazk RAmide MBHA gyantan
alapulé6 Fmoc/tBu stratégiat hasznaltak. A folyasatan eballitott ,nyers termeéket”
szemi-preparativ, reverz-fazisi, magas teljesititiéolyadék kromatografiaval (RP-
HPLC, reverse-phase high-performance liquid chromatogydptisztitottdk ki. A
tisztitott termékeket aminosav analizis, analitiR&®-HPLC és elektronspray ionizacios
tomegspektrometriai  technikakkal karakterizaltdk. Rovetked gyantakat és
reagenseket hasznaltak a szintézishez:

A Rink Amide MBHA gyantéat (0,69 mmol/g) és aaffluorenil-metiloxi-karbonil-
védett aminosav szarmazékokat a Bach&m(Bubendorf, Switzerland) vagy a
NovaBiochem-il (Laufelfingen, Switzerland) rendelték. A scavengk (tioanizol, 1,
2-etaneditiol, coupling reagensek (N,N’-diizoprekélrbdiimid, 1-hidroxibenzotriazol,
N-diisopropil-etilamin), és hasitasi reagensek €pitin, 1,8-diazabiciklo(5.4.0)-undek-
7-én)) a Fluka (Buchs, Switzerland) termékei valték szintézishez (N,N-dimetil-

formamid, diklormetan, N-metil-pirrolidon), és asititashoz (dietiléter, acetonitril és
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trifludér ecetsav) hasznalt oldészerek a Reanal @padt, Hungary) cégjt szarmaztak.
A peptidek nativ és citrullinalt valtozatainak seekciait és kodjait a 2. tdblazatban

foglaltuk dssze.

Human huATE-RR ATERVRVNSAYQDK

huATE-XR ATECCitVRVNSAYQDK
huATE-RX ATEGRVCIitVNSAYQDK
huATE-XX ATEGCIitVCitVNSAYQDK
Eger MATE-R ATEGQWRVNSIYQDK
MATE-X ATEGQVCIitVNSIYQDK

2. tdblazat A szintetikus peptidek szekvencidgaz aggrekan kozponti protein G1
domeénjén talalhatd arthritogén, T sejt epitdp seeikva human és egér megfélel

valamint citrullinalt variansai ,Hu” révidités huma@, ,m” rovidités egér aggrekan
peptidszekvencia eredetre utal. Az ,Cit” kdd az iang (R) aminosav modositasaval
létrehozott citrullint jeldli.

3.3. HUMAN MINTAK

3.2.1. Atermészetes autoantitestek vizsgalatdhadtiasznalt mintak

A természetes autoantitestek vizsgalatakor 66 RiAdzanved beteg (atlag életkor:
62,5+/-9,13 év, 52 & 14 férfi) szérumat vizsgaltuk. Ot paciens eseatéaeszérum
mellett synovialis folyadék (SF) mintédkat is eleniek. A betegeket a Budai
Irgalamsrendi Koérhdz Reumatoldgiai Ambulancigjan, (Yalamint az Orszagos
Rheumatoldgiai és Fizikoterapias Intézetben kezehékontroll mintak (atlagéletkor -
atlagelterés: 59,7+/-11,6, 436,n11 ferfi) az Orszagos Traumatoldgiai Intésétb
szarmaztak, a 11 koldokzsinor vérmintat pedig a r8elweis Egyetem |. szamu
N6gyogyaszati Klinikgjan gijtottik.

A sejtmentesités utan (2000g 20 perc) az 6sszegatfielhasznalasig -20°C-on
taroltuk. A szérum mintakban meghataroztuk a Rife&ktiv protein (CRP) és az anti-
CCP ellenes antitest szinteket. A betegeket a bétp@gktivitasat jellentz DAS28
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(disease activity score of 28 joingxték alapjan harom csoportba soroltuk, és élitsés
statisztikai elemzéseket ezen beosztas figyeleréteével végeztik el:

1. Alacsony betegségaktivitast mutato csoport (D&AS3,2)

2. Kbzepes betegségaktivitast mutato csoport (DAS28 < 5,1)

3. Magas betegségaktivitast mutatd csoport {IIAS28)

3.2.2. A mikrovezikulak vizsgalatahoz felhasznalt imtak

A MV szepardlasi technika vizsgalatahoz 5 egésaségeortdl, 11 RA-ban és 10
osteoarthritisben (OA) szenuethetegbl gyijtéttiink vérplazmat. Az RA-s és az OA-s
paciensek esetében 12-12 SF mintat hasznaltunkAfe24 beteg a Semmelweis
Egyetem Rheumatologiai Klinikajan, az Orszagos Riedoldgiai és Fizikoterapias
Kdzpontban, valamint a Szegedi Tudomanyegyetemp®diai Klinikajan allt kezelés
alatt. A betegek paramétereit a 3. tdblazatbanakodd 6ssze. A SF és a vérplazma
izolaldsakor a mintakat 10 percen keresztil 250qwad 20 percen keresztul 650g-n
centrifugaltuk, majd felhasznalasig -20 °C-on téurkl

_ _ Eletkor Eletkor
Minta No6k Férfiak
) Betegseg ) ) evekben tartomany
tipus szama szama ) o )
(atlag+ széras) (években)
Plazma egészséges 4 1 38,2+13,6 25-50
RA 9 2 58,4 + 14,7 35-75
OA 10 0 61,8 £11,7 38-76
SF RA 11 1 56,2 + 15,4 25-74
OA 10 2 61,7 £6,4 50-64

3. tablazat Az MV-k vizsgalatahoz felhasznalt RA-s és OA-s petdwl szarmazo

mintak és a paciensek demografiai adatai

Mindkét vizsgalatsorozat esetében a betegek méiglelez ACR (American Collage

of Rheumatism) RA-ra vonatkozo kritériumrendszekérigl3). A human mintak
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felhasznalhatésagara vonatkozé etikai engedélmtielkeztiink, a vizsgalatban részt
vew paciensek irasbeli beleegyazyilatkozatot tettek.

3.4. IMMUNSEJTEK IN VITRO VIZSGALATA

3.4.1. Proliferacios esszé

Az ATE szekvencia specifikus, naiv TCR-tg egefk@kkpsejteket izolaltunk. A
sejteket 3x1920Qul/lyuk denzitasban, 96 lyukl lemezekre helyeztiiknstaldo ATE
peptid jelenlétében, illetve peptid nélkil. Az dabantigén koncentracidkat
alkalmaztuk: 1 és hg/ml huATE-RR, 1, 5 és 2pg/ml huATE-RX, -XR, -XX vagy 10
eés 40 ug/ml mATE-R, -X. 96 Oras tenyésztést kdat minden lyukhoz O}ECi
[*H]timidint adtunk. A radioaktivitdst 14 6raval Kédsb mértik. Az eredményeket
stimulaciés indexben (peptid stimulalt lyukakban rimé&pm érék/stimulalatlan
lyukakban mért cpm érték) hataroztuk meg.

3.4.3. ELISPOT

Az IFNy szekretdldo nyirokcsomosejteket Mouse J#FHRLISPOT Ready-Set-Go
Systems (eBioscience, Inc., San Diego, CA), valastieril MultiSceefM-IP lemezek
(Millipore Corporation) segitségével mutattuk ki gyarté utasitasi szerint. A
lemezekhez 1Q0 primer antitestet adtunk lyukanként, majd egyz&jsn at 4°C-on
inkubaltuk. Ezt koveéten 20QuU PBS-sel kétszer mostuk a lemezeket. Majd 1200
térfogatban, 5% FCS-t (Gibco) tartalmaz6 DMEM-be2x1C® frissen izolalt
nyirokcsomosejtet helyeztink a lyukakba, 15-3-Oy@/ml szintetikus peptid
jelenlétében, vagy anélkil. Ezutan 36 oras inkusaciépés kovetkezett (GO
inkubatorban, 37°C-on). Haromszor ELISPOT moso6 gquél mostuk a lemezeket,
majd 10Qu biotinildlt detektalé antitestet adtunk a lyukakh 90 perces 37°C-on
tortérd inkubacié és Ujabb mosasi |épések utan az ELISP&Iszerhez torma
peroxidazzal (HRP) konjugalt sztreptavidint adtuAk kotodést sotétben, 45 perces
inkubacidval segitettik @l Az enzimreakciot a 1Q0 frissen preparalt AEC
szubsztratoldat3tamino-9-etilkarbazolAEC staining kit, Sigma-Aldrich) hozzdadasét
koveen, fél Ords inkub&cidé utan, desztillalt vizzelitéttuk le. A lemezeket
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kiszaritottuk, majd az spotok szamat Immuno3¢ai&LISPOT reader (Cellular
Technology Ltd. Cleveland, OH, USA) segitségévéhitetuk meg.

3.4.4. Génexpresszios vizsgalatok

Elss Iépésként BALB/c egerekbthymust, 1épet és csontéglizolaltunk. A szbvetek
roncsolasat kévéen vorosvértest lizist végeztink, majd az igy kiapejtszuszpenziot
kétszer PBS-ben mostuk.

A total RNS izolalast RNeasy® Mini Kit (Qiagen, alcia, CA, USA) segitségével
végeztik, a gyartdé &rdsai szerint. Az RNS integritAst és koncentraciot
spektrofotometriasan (Nanodrop ND-1000 spektrofa@timm NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA), UV 260/280 nm-es abszorpcidéssel hataroztuk meg.

A reverz transzkripcié soranug totdl RNS-t cDNS-sé irtunk at 45 perces 42°C-on
(denaturacid), majd 5 perces 99°C-on (transzkr)pcigzett inkubacidval. A
reakciohoz 5mM MgGH, 1mM dNTP-t, random hexamer primert, RNasin RN-&
gatlét és reverz transzkriptazt (Promega, Madis@A, USA) hasznaltunk 40
végtérfogatban.

Az igy é&tirt cDNS-ek felhasznéldsaval real-time PCRégeztink. A Tagman
rendszeren alapuld realtime PCR vizsgalatokat Adi® 7900 PCR készilékkel
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a gyadfasitasait betartva végeztik. A
kovetked gének expresszids szintjét vizsgaltuk Tagman UsalePCR Master Mix
segitségével: Padi2 (MmO00447020_m1l), Padi4 (MmO00478087_m1l). Betls
housekeeping kontrollként hipoxantin-guanin-fositfozil-transzferaz Kprt) prébét
(azonosit6:MmO01545399 m1) alkalmaztunk. A PCR reakcidkat 96kily lemezen
végeztiuk. A realtime PCR-protokollt templat nélkakegativ kontrollok esetében is
elvégeztik. Valamennyi mintabdl két paralellt mekil A kapott eredményeket
komparativ CT ACT)-modszer segitségével értékeltik ki, az eredimanyegfele
housekeeping mMRNS-szintre vonatkoztatva.
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3.5. ANTIGEN-ANTITEST KOLCSONHATASON ALAPULO VIZSGA LATOK

3.5.1. ELISA rendszerek
3.5.1.1. Anti-GAG antitestek kimutatasa CovalLink ELUSA-val

A Covalink ELISA segitségével a kodvetkepglik6zaminoglikdn (GAG)-ellenes
természetes autoantitesteket vizsgaltuk: kondrsitiifat A (CSA), kondroitin-szulfat
B (CSB), kondroitin-szulfat C (CSC), keratan-szulf&S), alacsony molekulasulyud
heparan-szulfat (HS), hialuronsav A (HA) (Sigma-+#dt Ltd. St. Louis, MO). Mivel a
szénhidratok a polisztirén felszinhez gyengéndédkiék, modositott, ugynevezett
Covalink ELISA rendszert (Nunc, Wiesbaden, Germaniiglmaztunk. Az antigéneket
1 pg/ml koncentracioban, 1% 1-(3-dimetilaminopropitethilkarbodiimidben (Merck
Whitehouse Station, NJ) oldottuk és juttattuk a deskre, amelyeket ezt kdven
37°C-on 2 Orat, majd szob@hérsékleten, egy éjszakan at inkubaltunk. Két 6ras
blokkolas utan (1%-os PBS/BSA-Na azid) a szérunSEganintédkat 1:100 higitasban
vittik a Covalink lemezekre. &hivd antitestként HRP-vel jelzett anti-human IgM-t
(1:50 000) és anti-human IgG-t (1:30 000) hasznéltuOrto-fenilén-diamin (OPD,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) és 0,33%-0s hidrogearoxid hozzaadasat koveh az
optikai denzitas értékeket (OD) 492nm-en detektaltu

A GAG-specifikus antitestkétlés-géatlasi kisérleteknél a mintéksiekubacidja
bakterialis peptidoglikannal, gomba erdde@bliszahariddal (zimozannal) és gyengén

anionos gyantaval tortént.

3.5.1.2. Ossz IgM és IgG szintek meghatarozasa

Az RA-s pacienseld szarmazo és az egészséges kontroll mintak tgiess IgM
szintjeinek meghatarozasahoz Covalink ELISA rendszalkalmaztunk. A
standardsorhoz ismert koncentraci6ju human IgG &V |immunglobulin
preparatumokat hasznaltunk.

3.5.1.3. IL-2 ELISA

A P70-84 petidepitop-specifikus TCR-t hordoz6 5/4 Jejtes hibriddbma
peptidspecifitisanak teszteléséhez 2xiybridoma sejtet tenyésztettiink egyiitt 2x10
A20 myeloma (ATCC, Manassas, VA, USA) sejtvonalkintetikus peptidvariansok

41



DOI:10.14753/SE.2014.1864

jelenlétében, 24 6ran keresztul, g0B% FCS tartaimu DMEM-berDulbecco’s Eagle
Medium). A fellliszobadl (100l) IL-2 ELISA mdédszerrel (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) meghataroztuk a hibridomak altal termeitokinszinteket. A modszer
alkalmazasa soran végig a gyartd utasitasait kidue#z abszorbancia értékeket
492nm-en detektaltuk.

3.5.1.4. Anti-komplement komponens 3 (C3) ELISA

Az IK-k kimutatasaban a standard médszerek kdzézikra C3 protein jelenlétének
igazoldsa ELISA mddszerrel (214). A polisztirén éaek aljat 0,21g/lyuk anti-human
C3 antitesttel (Sigma-Aldrich) vontuk be. A humdn r@intakat 1:100 higitasban vittik
fel. Detektalo antitestként HRP-vel konjugalt amtiman IgM-et, valamint anti-human
IgG-t (Sigma-Aldrich) alkalmaztunk 1:50000, illetvé:30000 higitasban. Az
abszorbancidt az enzimszubsztrat OPD és a hidrpgeoxid lemezekhez adasét
koveen, 492nm-en mértik.

3.5.1.5. Anti-GAG antitestek kotdése glikozidaz-emeésztett aggrekanhoz

Nativ, illetve glikozidaz-emésztett borja és humaggrekant 0,2 pug/ml
koncentraciéban vittik fel az ELISA lemezekre (Nuvexisorp, Nunc, Wiesbaden,
Germany), majd két 6ran keresztil 37°C-on inkulb&ldumintak felvitele, a blokkolasi
lépés, primer és szekunder antitestek alkalmazasab5d.l. pontban leirtakkal

megegyeéen tortént.

3.5.1.6. Anti-CCP antitest-koncentracié meghataroza

Az anti-CCP antitestek szintjet Immunoscan RA &P teszt kit (EURO-
Diagnostica, Malmd, Sweden) segitségével hataroatag. A koncentraciokat U/ml-
ben adtuk meg a gyartd utasitasainak megfetel Az 5,5 U/ml-es koncentraciot
tekintettiik az anti-CCP pozitivitds alsé hataranak.

3.5.1.7. Reumafaktor kimutatasa
Az RA-s betegek és az egészséges kontrollok szérght és 1gG RF
koncentricidinak meghatarozasahoz AUTOSTATTMII RBMI és IgG kitet

alkalmaztunk (Hycor Biomedical GmbH, Kassel, Gerg)an
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3.5.1.8. C-reaktiv protein (CRP) meghatarozasa

A human mintak CRP koncentracioit teljes spektru@RP turbidimetrias esszé
segitségével hataroztuk meg (Full Range CRP Tumattic assay, Randox
Laboratoires Ltd. Crumlin, County Antrim, UK). A ditékelést Olympus AU600
biokémiai analizatorral (Olympus Medical Systemsurdpa GmbH, Hamburg,

Germany) a gyart6 utasitasainak megtalelvégeztik.

3.5.2. Szénhidrat chip

A human szérum és SF mintak IgG molekuléit a gyatésitasai szerint Alexa-350
festékkel jelzett anti-human IgG-vel (Fab fragmemtyeldltik. (Zenon Human 1gG
Labeling Kits, Molecular Probes Inc. Invitrogen, riShad, CA) A jelolt 1gG
molekulakat szénhidrat chipre vittik fel (Glycoméndtd., Lod, Israel), és a gyartd
utasitasainak megfeteinkubéaciés id és mosasok utan a fluoreszcenciat Perkin Elmer

Victor Il spektrofluoriméterrel mertik le.

3.5.3. Immunhisztokémia

A GAG-ellenes autoantitestek porcmatrixhoz d&iitsét immunhisztokémiaval
hataroztuk meg. A normal, human porcot kriosztatesszes utan (SuperFrost, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA) alkohol és acetdegyében 5 percig fixaltuk. Az
aspecifikus kdthelyeket 5%-0s BSA-valbpvine serum albumjnSigma-Aldrich) 45
percig, nedves kamraban blokkoltuk. A metszetekettéan PBS-sel mostuk és 1:25
aranyban higitott RA-s szérummal, vagy pedig 2 éngiml CSC-vel dinkubalt
szérummal 60 percig, szoldmhérsékleten inkubaltuk. Mosasi lépéseket kdsetl:100
higitdsban FITC-jel6lt anti-human immunoglobulidiink a metszetekhez, amelyeket
ezutdn 45 percen keresztll, szaimaBrsékleten inkubaltunk. Haromszor PBS-sel
mostuk a mintadkat, majd PBS és glicerin 1:1 ar&lggyével lefedtik a fétbmezeket.
A lefedést kovdéten a metszetek elemzését Bio-Rad MRC 1024 kon®okali
lézermikroszkoppal (Nikon Instruments Inc. MelvjlleNY) végeztik el. A
fluoreszcencia intenzitds normalizélasa a negatiirkllok figyelembevételével tortént.

(Ezek elhanyagolhat6 hattér-fluoreszcenciat mkgtta
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3.5.4. Aramléasi citometrias vizsgéalatok
Az &ramlasi citometrias vizsgélataink soran a nedész és az adatok elemzéséhez
minden esetben FACSCalibur aramlasi citométert (BDscience) és CellQuest

programot (3.2 verzid, BD Bioscience) alkalmaztunk.

3.5.4.1. Peptid-MHC koé6dési vizsgalatok

A szintetikus ATE peptidek MHC kétlési vizsgalatahoz A20 myeloma sejtvonalat
hasznaltunk. Az A20 sejtek, a kisérleteinkben halsZBALB/c egér tbrzs sejtjeinek
megfeleben, szintén I-A antigénprezentalé molekulakat expresszélnak. A/aegliat
5% FCS-t tartalmaz6 DMEM-ben, antibiotikum és atkimtikum (Sigma-Aldrich)
jelenlétében tenyésztettuk.

A vad tipusu és a citrullinalt peptidvariansok MHGt6désének 6sszehasonlitasahoz
2x10° A20 sejtet inkubéltunk 60 percen keresztiil, 37#C&% CQ jelenlétében, 5, 10,
20 vagy 40ug/ml human (huATE-RR, -RX, -XR, -XX), illetve 1, 25 ug/ml egér
peptiddel (MATE-R, -X). Az igy ékezelt sejtekhez 1,hg/ml biotinilalt huATE-RR
peptidet adtunk, majd 120 percen keresztil inkukéb7°C-on. Az optimalis kezelési
koncentraciét ékisérletekben hatdroztuk meg. A mintédkat ezt kéeetl% BSA
tartalmi PBS-sel mostuk, és 1:20 higitasban fikaerfPE) konjugélt sztreptavidinnel
1% BSA/PBS-ben festettilk. Mosast kdart aramlasi citometriaval hataroztuk meg a
kotodott biotinilalt huATE-RR peptidek aranyat.

3.4.5.2. Immunkomplex és membranvezikula kimutatas

Az IK-k kimutatdsahoz alkalmazott aramlési citoriéetrbeallitasokat és az MV
detektalasra alkalmas mérési kapukat korabbi mumkapjan allitottuk be (172, 178,
215). Az adatg§jtési mérettartomany meghatarozasahoz kulohbaameén;i
mikrogydngyoket hasznaltunk (#h, 400nm (Invitrogen), 530nm (Spherotech), 100nm
és um (Sigma-Aldrich) atméiji gyongyok). A kaput ugy allitottuk be, hogy agni
atmenji mikrogyongyok a jobb fetssarokban jelenjenek meg. Az als6 mérési hatart
elokisérletekben meghatarozott optimalis jel/zaj aréhw alapjan hataroztuk meg. A
hattérzaj csokkentése érdekében a mintakatuOdorusatméiji sziron (Millipore)
atszirt PBS-ben, illetve NaCl-ban higitva (1:30) mértik. MV kapun beldl

meghataroztuk a MV és IK preparatumok esemeényszandy és IK kimutatashoz az
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alabbi fluoreszcensen jeldlt antitesteket haszkaltnnV-flureszcein izotiocianat
(FITC), AnnV-PE, anti-CD41a-FITC, anti-CD42a-peridhi-klorofill fehérje, anti-
CDG68-FITC és anti-CD45-peridinin-klorofill fehérmanin 5.5 (Cy5.5) (valamennyi a
BD Biosciences terméke), anti-human IgM-FITC (1)1 %Mti-human IgG-FITC (1:300,
Sigma-Aldrich). Az AnnV festést 2,5mM €ajelenlétében végeztik. A hattérzaj
megallapitasahoz ez utébbi esetbemM etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) tartalmu
0,9%-0s NaCl oldatot hasznaltunk.

Az azonos térfogatu mintakrél egységesen 30 masodpgyijtottiink adatokat. A
fluoreszcencia-intenzitasndvekedést izotipuskohntrolantitestek hasznalataval
korrigaltuk.

3.6.2.4. Vezikularis annexinV kimutatas

A BALB/c egér thymus ered@étMV-khez és apoptotikus testekhez asszocialt AnnV
molekulak kimutatdsahoz az IK-k és human plazmadedie membranvezikulak
aramlasi citometrias mérése soran alkalmazott ibesdkat hasznaltuk. A mintakat
1:300 higitasban festettik anti-AnnV antitesttaif@-Aldrich), 0,0hm-es s#rovel
(Millipore) elészirt PBS-ben. A 10 perces inkub&cié utan a vezikuld4pa
Killepitettiik (20 500g 20 perc), majd szintén 1:B0gitdsban FITC-el konjugalt anti-
nyal immunglobulinnal (Becton Dickinson, Franklinakes, NJ, USA) 30 percig
festettik. Mosasi lépést koveih aramlasi citometridval az egyes mintakrol 30

masodpercig gyjtottik az adatokat.

3.6. AZ EXTRACELLULARIS VEZIKULAKKAL KAPCSOLATOSEG YEB
VIZSGALATOK

3.6.1. Extracellularis vezikulak izolalasa
3.6.1.1. Thymus ereddt mikrovezikula és apoptotikus test izolacio

A thymuseredédit MV-k és apoptotikus testek tdmegspektrometriasgaratahoz 2
hetes BALB/c egér csecsémirigyeket izolaltunk. A szovetdarabokat 37°C-on 2
mg/ml koncentraciéju kollagendz D-vel (Roche Apgli€cience, Indianapolis, IN,
USA) fél oran keresztil emésztettik. A szuszperidhz egyedi sejteket az

enzimreakcio ledllitasa utan, szobatersékleten ismételt pipettazassal, valamint

45



DOI:10.14753/SE.2014.1864

gravitaciés stréssel (porusatmér 5um; Millipore Corporation, Bedford, MA, USA)
nyertik. Ezt koveéten 300g 10 perc centrifugalassal killepitettik peket, majd
vorosveértestlizist végeztik. Az Uledékhez 10 mbgdertest lizispuffert adtunk (0,15M
NH,4CI, 10mM KCGQ;, 0,1mM NaEDTA desztillalt vizben), majd egy perces inkubacio
utan 40ml PBS hozzaadasaval allitottuk le a reakéidem lizalt sejtek killlepitése és
moséasa utan 1,4x16hymussejtet helyeztiink a CELLine bioreaktor aksgjitenyés#t
kompartmentjébe (Integra Biosciences, Chur, SvAjcejteket 24 6ran keresztil 15ml-
es térfogatban, 10% vezikulamentes FCS-t (Gibco, BMISA), 400mM glutamint
(Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA) és 4,5 gllikpzt tartalmazé DMEM-ben
tenyésztettik. A bioreaktor félskompartmentjébe 350ml szérummentes DMEM-et
toltottink.

24 Ora elteltével a thymussejteket eltavolitottuk baoreaktor sejttenyeset
kompartmentjébl. A viabilitas ellerfrzése utan (tripAnkék, Sigma, AnnV-FITC festés,
BD Biosciences) a sejteket 300g 20 perces cen#iisgal Ulepitettik ki. Az igy nyert
vezikulatartalmu sejtfeltlUszét ubn  porusatméija  sziréon  (Millipore), gravitacio
segitségével, nyomas alkalmazasa nelkdirtgk at. Ezutan az apoptotikus testek
Kitlepitése 2000g 20 perces centrifugalassal tortétajd 0,8 um-es (Millipore)
gravitacios sirést koveben a filtratumot 12 200g-vel 40 percen keresztil
centrifugaltuk. Az igy nyert MV mintakat, hasonléan apoptotikus testeket tartalmazo
mintakhoz, kétszer mostuk PBS-ben. Az Uledékhed 86sztillalt vizet adtunk, majd
felhasznalasig -80°C-on taroltuk. Az esetleges@mijéw fehérjekomplexek jelenlétét
0,05% Triton-X-100 (Sigma-Aldrich) lizis segitségévaramlasi citometriaval zartuk
Ki.

3.6.1.2. Human synovialis folyadék és vérplazma atetic mikrovezikula izolalas

Az SF mintdkat 30 percen keresztul, 37°C-on, 10 IWirkahere hialuronidazzal
(Sigma-Aldrich) emésztettiik. A vérlemezkéket, $ejtteléket és az apoptotikus
testeket 3000g 10 perces centrifugalassal killepkte majd a feliliszét 800nm-es
szirét (Millipore) alkalmazva, gravitaciésanstrik. Az MV-k izolalasa ezt kévéen

20 500g-n, 60 percig tartd centrifugalassal tortént
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3.6.2. Az extracellularis vezikulak vizsgalati modzerei
3.6.2.1. Mikroszkopos vizsgéalatok
3.6.2.1.1. Transzmisszios elektronmikroszképia

Az apoptotikus test és az MV preparatumaink tismgas illetve a vezikulak
Kutatéintézettel tortéh egyuttmikodés keretében. A differencialcentrifugalassal
kitlepitett membranvezikulakat tartalmazo Eppendsivekiél ovatosan eltavolitottuk
a felllaszot, majd az tledéket 60 percen keresgzridbalimersekleten fixaltuk 2%-os
paraformaldehid és 2% glutaraldehid (0,01M PBS-bkiva, pH=7,4) elegyében. Az
utéfixaldst mosés (PBS) utan, 1% Qdfan (Taab, Aldermaston, Berks, UK) 30 percig
végeztik. Ezt kovéen a fixalt mintakat desztillalt vizben mostuk, thdplszalld
alkoholsorban viztelenitettik. A mintakat 2%-osnytaacetattal (70%-os alkoholban)
30 percig kontrasztositottuk, majd Taab 812 (Tapfntaba agyaztuk. 60 °C-on, egy
éjszakan at tartd polimerizaciot ko$eh az ultravékony metszeteket HITACHI 7100
elektronmikroszkoppal analizaltuk. Az elektronmikz&opos felvételeket Megaview Il

digitalis kamera segitségével készitettiik (Softgimg System, Munster, Germany).

3.6.2.1.2. Immun-elektronmikroszkopia

Immun-elektronmikroszkopia esetében a mintdkatxaldszer dvatos eltavolitasat
kovetben PBS-ben oldott 4%-0os BSA-val blokkoltuk 60 perceeresztil,
szobaldmeérsekleten. Majd az lledéket egy éjszakan at 4f,Ct600-szeres higitasu
HRP konjugalt anti-human IgG-vel, illetve anti-humdgM-el inkubaltuk (Sigma-
Aldrich). Mosasi lépéseket kovetn az IK-k lathatéva tételéhez 3,3-diaminobenzidint
adtunk (Vector Laboratoires). Az ozmiumos utofisali@pés ditt a mintakat 5 percen
keresztll desztillalt vizben mostuk. A dehidratal&entrasztozas és beagyzas az
3.6.2.1.1. pontban leirtakkal megegyeaddon tértént. A mintékrél készilt felvételeket
ImageJ szoftver (Imaged 1,42q Wayne Rasband) égégitsl értékeltik.
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3.6.2.1.3. Atomeé mikroszkopia

Az atome6é mikroszkopias kisérleteket az MTA SZBK-val és @Z1B TTIK Optikai
és Kvantumelektronikai Tanszekkel vadgyuttmikodés keretében végeztik el. Az
eljaras soran kétsugaras interferencia modszealna#izva racsokat készitettiink egy
polikarbonattal bevont Si szeletre forgotarcsapin-coating technikéaval. Az igy
létrehozott rdcsmintdzatra helyeztik a huméan vémpddol és SFd izolalt MV
preparatumokat. Egy Oras 37°C-on toétémkubacio utan a lemezeket razogép
segitségével haromszor mostuk desztillalt vizzedjdnszobatimérsékleten hagytuk
megszaradni.

Az IK tartalmi preparatumokat frissen hasitott |&gilpala fellleten oszlattuk el,
majd 30 perces szaradasbh ieételte utan a lemezeket dévatosan desztillaltelinzostuk,
vizsgélatat kopogtaté tizemmoddban végeztik el (PREL100) specidlis TM AFMitk
alkalmazasaval (NSC15 tipus, MikroMasch).iAdllemzi a kdvetkedek voltak: 10
nm-es névleges gorbileti sugéar, és 325 kHz rezaafagkvencia, illetve 40 N/m
tipikus eballandé. Mind a topografiai, mind pedig az arnyékopografiai felvételeket
XEP1,5 (PSIA) softver segitségével jelenitettik m&gképek feldolgozasa XEI 1,6
(PSIA) szoftverrel, az agynevezett ,Sobel Edge Exkaent” modszer szerint tortént.

3.6.2.1.4. Fluoreszcens mikroszkoépia

Fluoreszcens mikroszkopiaval vizsgaltuk az RA-©éss SF mintakbdl izolalt IK-
kat. A mintakbdl differenciél-centrifugalassal ldfitett IK tartalmu tledékhez 1010
PBS-ben, anti-human IgM-FITC-et, illetve anti-humdgG-FITC-et adtunk (1:50
higitasban). HUsz perces inkubacio utan a megfdktédat Gjra kitlepitettiik (20 5009
60 perc), majd 4%-os paraformaldehides fixalas tdégylemezre vittik. A fetdlemez
rogzitése utdn a fluoreszcenciat Zeiss LSM 510 Metsztazd konfokalis
lézermikroszkdppal (Carl Zeiss) vizsgaltuk. 488nmAsrgon |ézerrel gerjesztettik a

festékeket, majd a fluoreszcenciat BRrézalkalmazva 505-570nm kdzo6tt detektaltuk.
3.6.2.2. Dinamikus fényszoras elemzés (DLS)

A méréseket didda-pumpalt szilardtest lézerrelikiad ALV goniométerrel,
457,5nm-en végeztik (58 BLD 301 tipus). A 90°-badrédott fény intenzitasat
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detektaltuk. Az autokorrelaci6 szamolasdhoz a Sdweie Egyetem Biofizikai és
Sugarbiologiai  Intézetében fejlesztett IBM PC alapdlat elemzési rendszert
alkalmaztunk. A részecskeeloszlast a maximalis 6pidr moédszer segitségével
hataroztuk meg. Megallapitottuk, hogy a kulénboméreti részecskék miként
befolyasoljak az autokorrelaciés flggvényt. Az g fizikai adottsagai miatt mar
kisszdmu nagymeérgtrészecske is torzithatja a mérést, ezért a mésziédst nem a
szazalékos aranyokkal, hanem a pontosabb eredméat autokorrelacids
egyutthatoval jellemeztik. A méretmeghatarozaskor részecskéket szabalyos

gomboknek tekintettik.

3.6.2.3. Az extracellularis vezikulak és az immunkaplexek elkilonitése
3.6.2.3.1. Természetes immunkomplex izolalas

RA-ban szenveil betegek SF mintaibdl IK-kat izolaltunk. 2ml sejmies mintat
vittiink fel anti-human IgG és anti-huméan IgM agaaszlopra, 0,01M Na-foszfat és
0,15M NaCl oldat (pH=7) jelenlétében. Két éras, mdmersekleten torténinkubacio
utdn az oszlopokat a mintafelviteli térfogat oOtwaresével mostuk. A kédott
fehérjéket 4M MgClpufferrel (pH=5,5) eludltuk, majd az igy nyert Ikatkegy éjszakan
at PBS-ben dializaltuk. A mintdkat ezt ksen a kovetkez fluorescens festékekkel
konjugalt antitestekkel inkubdltuk: anti-human I§G-C (Sigma), anti-human IgM-
FITC (Sigma-Aldrich) valamint AnnV-FITC (BD Biocsiees).

3.6.2.3.2.2. Mesterséges immunkomplexgéllitasa

Antigén és antigénspecifikus antitestek kulortbéranyu keverékével mesterséges
IK-kat allitottunk eb. Antigénként human laktoferrint és ovalbumint, reggM-et
(HFPG-847 hybriddma terméke) illetve antitestkénti-auman laktoferrint-t, anti-
humén ovalbumint és anti-egér IgM-FITC-et (SigmahAdh) alkalmaztunk. Az
antigéneket a megfetelantitestekkel 50 térfogatban, valtoz6 aranyban (1: 10 000-
10 000: 1) inkubaltuk. Majd a térfogatot 300e egeészitettiik ki, és az igy kapott
mintakat aramlasi citometriaval, DLS-sel és AFM-ralemeztik.

A biotin-sztreptavidin komplexek vizsgalatahoz bidélt anti-egér IgM antitestet
(Sigma-Aldrich) és streptavidin-PE-t (PE, R&D Syste Minneapolis, MN, USA)

kilonbd® aranyban kevertink 6ssze.
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3.6.2.3.3. Mikrovezikulak és immunkomplexek deterges lizise

Az K és MV tartalmi mintakhoz az aladbbi detergdmte kilénbosd
koncentraciéban adtunk: Triton-X-100, Tween 20, SI33gepal-CA630 (valamennyi a
Sigma-Aldrich terméke), sejtlizis puffer. (BD Bidseces). Ezt kbvéen a mintakat
aramlasi citometridval és DLS maddszerrel vizsgalfliEM esetében a detergens és a
mintak Osszekeverése utan centrifugalasi lépés tkéxett (20 5009, 60 perc). A
mikroszkopos elemzeést 2%-o0s paraformaldehid és Riargldehid (0,01M PBS-ben
oldva, pH=7,4) elegyében fixalas utan végeztik el.

3.6.2.4. Tomegspektrometrias elemzés

A tbmegspektrometrids meéréseket Kozponti Keémiai akaihtézettel valo
egyuttmikddés keretében végeztik. Az izolalt vezikulakav/(hérjetartalom: 0,42-
6,96.9, apoptotikus test fehérjetartalom: 6,56-14pismeételt fagyasztasi és olvasztasi
ciklusokkal tartuk fel. A fagyasztas soran a miatalB0 masodpercig folyékony
nitrogénben téaroltuk, majd vizfisden, 10 perces szonikélassal olvasztottuk fel.
Otszori ismétlés utan a hatodik és hetedik faggaszP0°C-on 60 percen keresztill
tortént. Bel$ standardként 8 mintdhoz 2pmol beta-laktoglobulint (Sigma) adtusk
minték fehérjetartalmanak feldolgozasa a kovetképpen tortént: A redukciohoz {110
mintahoz (&l vezikula + 2pmol beta-laktoglobulin uP térfogatban) 1,6 0,2%
RapiGest SF (Waters, Milford, MA, USA) és pl5200mM ditiotreitol (Sigma)
oldatokat adtunk, majd a mintdkat 60°C-on, 30 per&eresztil inkubaltunk. Ezt
koveten Jul 200mM NHHCOs-al és 0,pl 200mM iodoacetamiddal sotétben 30
percen keresztll alkilaltuk a mintakat. A tripsanemésztést 37°C-on, 90 percen
keresztul, 4pmol tripszin (Sigma) oldattal végeztidk reakciét 21 hangyasavval
allitottuk le (30perc 37°C). 17 000g 10 perc cdagydlds utan a vezikulapopulciok
fehérjetartalmat tomegspektrometriaval vizsgaltuklébbiak szerint:

A méréseket UPLC rendszerrel (nanoAcquity, Watkisyészitett Q-TOF Premier
tomegspekrométerrel (Waters) végeztik. A triptikpesptideket tartalmazo oldatot
Symmetry C18 oszlopon (186m x 20 mm, Waters) tisztitottuk, majd a peptideket
tartalmazé elegyll a peptidszeparacio forditottfazisa analitikai loppn tortént (C18,

75 um x 150 mm, 1,7um atmééja BEH partikulumok, Waters). Az eltcidhoz 150
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percig, percenként 400nl folyadékaramot alkalmaztuBluald oldatként emelkéd
koncentrciéban (10-40%), 0,1%-0s hangyasavban ttoldeetonitril oldatokat
hasznaltunk.

Az adatokat a tomegspektrometrias mérés soran édpésces ciklusonként DDA
(data dependent acquisition m@dézemmaodban ditottik, a feldolgozas pedig
ProteinLynx Global Server v2.3 (Waters) segitsépédetént. Az 0sszes minta
vizsgalatdhoz Mascot (Matrix Science, London, UR,2)y és X! Tandem (The GPM,
thegpm.org, 2007.01.01.1 verzio) szoftvert hasmnélt Az adatok X! Tandem és
Mascot segitségeével torterelemzése soran SwissProt_51,6 adatbéazist (taxas M
musculus) alkalmaztunk, a tripszines emésztést eliggbe véve. A fehérje
meghatarozaskor csak egy hasitasi termék hianyzélsatettik megengedettnek. A
peptid és protein meghatarozas validalashoz Sdaffamgramot hasznaltunk (Scaffold
3_00_07, Proteome Software Inc., Portland, OR). figptid jelenlétét akkor tekintettiik
elfogadottnak, ha a Peptide Prophet algoritmustr@ga ennek valdszisége 95%,
fehérje esetében pedig 99,0% feletti volt, valamaat utdbbi esetében legalabb 2

fehérjealkotd peptidet sikerdlt kimutatni.

3.7. STATISZTIKAI ELEMZES

A kégbbiekben bemutatott adatok, eredmények statisztiledilolgozasat a
STATISTICA 7.1 (StatSoft Inc. Tulsa, OK, USA) és & (LEAD Technologies,
Charlotte, NC, USA) szoftvercsomag segitségévetxitix el.

A GAG-ellenes antitest vizsgalatok soran a koveiketatisztikai analiziseket
hajtottuk végre: Az ELISA eredmények értékeléseasoegy haromparaméteres
logisztikus gorbét hoztunk létre az adatok kalésahak céljabol, majd az ismeretlen
GAG-ellenes antitest-koncentraciokat a kalibragydsbe alapjan hataroztuk meg. A
betegek szérumanak a kontroll és koldokzsinér saéral valé 6sszehasonlitdsahoz
haromfaktoros varianciaanalizist végeztiifkree-Factor One Way ANOVYA

A statisztikai tesztek elvégzésestel normalitasi vizsgalatot hajtottunk végre. A
mintacsoportok kozotti kilénbségeket 0,05-0s hilsakb alatti p-értékek esetén

tekintettlik szignifikansnak.

51



DOI:10.14753/SE.2014.1864

Abban a munkankban, amelyben a citrullinacié szdrepzsgaltuk a T sejtes
felismerésben, a kapott eredményeket ANOVA analims&amint t préba segitségével
értékeltik ki.

A membranvezikulak kimutatasi problémaival fogladkanunkank soran az RA-s és
OA-s mintdk elemzéséhez Mann-Whitney tesztet végdztKorrelacid analizishez
Spearman tesztet hasznaltunk.
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4. EREDMENYEK

4.1. A GLUKOZAMINOGLIKAN-ELLENES TERMESZETES
AUTOANTITESTEK VIZSGALATA RHEUMATOID ARTHRITISBEN

4.1.1. GAG-ellenes antitestek kimutatasa szérum niiakbol

A 4. téblazatban foglaltuk 6ssze az uUjszulottek,-RAetegek €s az egészseges
felnott kontrollok szérumdébdl kimutatott GAG-ellenes itdtek koncentracioit. A
koldokzsinorvérben mind az IgM, mind pedig az Ig@i-&AG antitestek szintje igen
alacsonynak bizonyult,6§ bizonyos esetekben a detektalasi kiiszobot séen ebr
Ezzel ellentétben a faltt egészséges kontrollok és az RA-s betegek esejélants
GAG-ellenes antitestszinteket detektaltunk. Ezetitemtek szintie az RA-s betegek
szérumaban szignifikAnsan emelkedettnek bizonj##110,70; DF=1,77; p<0,001) (F-
statisztika; DF: szabadsagi folegree of freedojn Haromszor-négyszer magasabb
atlag- antitestkoncentraciét mutattunk ki a betbgek a kontroll csoporttal
0sszehasonlitva. Ez azésen szignifikdns eredmény (F=30,17; DF=1,11; p<D,00
nemcsak az antigéiitbizonyult fliggetlennek, hanem az antitest tipdisat

Az RA-s betegcsoportban az anti-CSC és az 6sszsigM aranya 4,68% + 3,15%-
nak (tartomany: 0,17-21,33%), mig az anti-CSC é&z &gG arany®,83 + 0,73%-nak
(tartomény: 0,1-14,29%) bizonyult. A kontroll csof@n ugyanezen aranyok
6,59+3,03% (1,77-22,97%), 1,57+1,36% (tartomany30,58%) voltak.
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Antitest (pg/ml)

Koldokzsinorvér

Kontroll szérum

RA-s beteg szérum

szérum (n=11) (n=55) (n=66)
Atlag+SEM Atlag+SEM Atlag+SEM

Anti-CSA IgM 1,63+0,3 750,95 + 343,1 1225,27 + 354,2
Anti-CSB IgM 1,36 £0,2 608 + 302,3 1300,61 + 389,2
Anti-CSC IgM 1,73x0,4 673,7 £ 305,7 1964,34 + 461,7
Anti-KS IgM 1,63+0,2 275,11 £184,5 836,87 + 321,3
Anti-HS IgM 2,27+0/4 1115,91 + 383 2605,36 +516,6
Anti-HA IgM 1,27 +£0,2 4,32+0,9 14,18 £4,5
Anti-CSA IgG 1,54+04 203,09 £ 89,1 872,79 + 310,7
Anti-CSB 1gG 1,77+£0,8 508,07 + 215,9 1551,62 +417,2
Anti-CSC IgG 1,27+ 0,1 241,53 +176,3 717,86 £ 273,3
Anti-KS IgG 491+4,3 1871,63 +£481,1 2704,11 £525,2
Anti-HS 1gG 4,05+ 3,8 1066,59 + 326,7 2689,71 £515,8
Anti-HA IgG 1,09 £0,2 960,93 + 365,3 1227,82 + 379,3

4. tablazat: Szérum anti-GAG antitest-koncentraciola tablazatban alkalmazott
roviditések: CSA, kondroitin-szulfat A; CSB, komaneszulfat B; CSC, kondroitin -

szulfat C; KS, keratan-szulfat, HS, heparan- sguHé\, hialuronsav

4.1.2. A synovialis folyadék anti-GAG antitest-konentraciéja
Vizsgélataink soran a szérumban az anti-GAG amgikeskoncentracidjat
St-l{@<0,001).

szignifikans pozitiv 6sszefliggést mutattunk ki @&sm és az SF IgM izotipusu antitest-

szignifikdnsan magasabbnak talaltuk, mint az Hasonl6an
koncentracioi kozott (korrelacids egydtthato (r)&0, p<0,001). Ugyanakkor az 1gG
antitestek esetében nem sikerilt korrelaciot kitmutak (r=0,13)(3. abra).

Az SF és szérum anti-GAG IgM antitest aranyok aéBlazatban bemutatott médon
alakultak.
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SF és szérum anti-GAG IgM | SF és szérum IgG anti-GAG

antitest aranyok (Atlag+tSEM) | antites aranyok (Atlag+SEM)
anti-CSA 0,15+ 0,04 4,22 +6,5
anti-CSB 0,23 £ 0,06 1,75+2,34
anti-CSC 0,37 £0,19 19,4 + 30,84
anti-KS 0,25+0,1 4,34 + 6,46
anti-HS 0,26 £ 0,13 8,10 £ 9,40
anti-HA 0,75+0,3 1,32 +1,63

5. tablazat RA-s SF és szérum eredéeanti-GAG IgM és IgG antitest aranyok (n =5)

I9G IgM
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3. dbra: Az RA-s zérum és a SF anti-GAG szintjeinek korrelacios gakata. Erds
szignifikans korrelaciot talaltunk az RA-s betegekrum és SF anti-GAG IgM szintjei
kozott. Ugyanakkor nem mutattunk ki hasonlé 6sggéfit a szérum és SF anti-GAG
IgG szintjei kozott. (r: korrelacidés egydtthatd, :SBynovialis folyadék, GAG:

glikoézaminoglikan)
4.1.3. Anti-GAG antitestszint, mint betegség-aktitasi marker

Az el6z6 pontokban 6sszefoglalt eredményeink alapjan azGhG antitestek RA-

ban igéretes potencialis biomarker-molekulaknakorymltak. Tovabbi kisérleteink
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célja annak eldontése volt, hogy a szénhidratedleantitestek koncentraciojanak
valtozasa 0Osszeflggésbe hozhaté-e a betegség taddal. A  kérdés
megvalaszolasahoz az eddigi vizsgalataink soran ogémmek tekintett RA
betegcsoportot a betegségaktivitast jelléemRAS28 érték alapjan alcsoportokra
osztottuk. Az alcsoportok anti-GAG koncentracidinelemzése soran a kulonléoz
specifitdst antitestcsoportok kozoétt pozitiv kaxogbt mutattunk ki, amely kiléndsen
erss volt az IgM anti-GAG antitestszintek kozott (10:8; 4. abra). Igy indokoltta valt
olyan anti-GAG antitest(ek) kivalasztasa, amely(ed)centraciovaltozasa hordozza az

dsszes altalunk vizsgalt (12 féle) antitestre jalé& 6sszes bioldgiai informacioét.
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4. 4bra RA-s szérum eredé#tanti-GAG IgM és IgG antitestkoncentraciok korrel&c
analizise Az abran lathatd matrixban tintettik fel az egga-GAG antitesttipusok
koncentracidjanakqg/ml) logaritmusat, egymas fuggvényében. Kiemadtéa pozitiv

korrelaciot mutattunk ki az IgM izotipusu anti-GAGtitestek kozott. (r >0,86)

ElsS lépésként stepweisklogisztikai regresszio segitségével 6t anti-GAGIeRulat

jeloéltiink ki, mint potencialis betegség-aktivitasiarkert: az anti-KS IgG-t, anti-HS
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lgG-t, anti-CSC IgM-t, anti-CSB IgM-t és az anti-HBM-t. A statisztikai analizis
befejed 1épése utan a feltételeknek méar csak egyetleneatifpus, az anti-CSC IgM
felelt meg.

A hipotézisiinket, mely szerint az anti-CSC IgM s$zikkel az egész adathalmaz
véltozasai jellemezhétk, mas statisztikai eljarassal is mégettik (ANOVA,
Tukey’s post hoc teszt, 5/a dbra). Az RA-s mintdékhaontroll mintakhoz viszonyitva
szignifikansan emelkedettnek talaltuk az anti-CS§d1 I koncentracidjat (F=6,17,
DF=1,93, p<0,02; 5/a abra). Az RA aktivithsa alapfisszeadllitott alcsoportokat is
figyelembe véve, azon péciensek esetében bizongalt anti-CSC IgM szint
emelkedettnek a kontroll csoporthoz és az aktiv sRA&lcsoportokhoz képest,
amelyeknél a DAS érték kisebbnek bizonyult 3,2-ré#az a betegség aktivitasa
alacsony volt (ANOVA, p<0,05). A kontroll csopors @z aktiv betegek anti-CSC
értékei kozott nem taléltunk szignifikas eltérégb(abra).

A DAS értékek mellett megvizsgaltuk az anti-CSC damtraciok osszefliggését a
betegség-aktivitas kovetésére klinikumban is alkalott CRP proteinszintekkel. A
CRP koncentraciok a vart médon, a betegség aldaiak flggvényeben valtoztak
(F=4,64, DF=2,34, p<0,02; 5/c abra). Tovabbi elesheé a betegeket a CRP értékeik
alapjan hasonl6 egyedszamu ,alacsony”, ,k6zepes’nésgas” értéld csoportokba
soroltuk. Inverz korrelacio allt fenn az anti-C8€ CRP szintek kdzott, de szignifikans
kulonbséget csak az ,alacsony” és ,kézepes” CRPcdwimacioval jellemezhét
csoportok esetén mutattunk ki (F=3,65, DF=2,45, @505/d abra).

Uj eredményeink fényében dsszehasonlitottuk azegsamti-GAG antitest szintet a
kontroll és a DAS értékek szerint csoportositott-RAetegek kozott. Haromutas (3
Way) ANOVA modell alkalmazasaval @en szignifikans kildnbséget mutattunk ki az
.alacsony” (F=3,65, DF=2,45, p<0,001; 5. abra) éka@zepes” (F=33,35, DF=1,91)
DAS értéki csoportok kozott, de nem taldltunk kilonbségetoatrolicsoport és a
.magas” DAS érték (>5,1) betegcsoport kdzott (F=0,22, DF=1,79).
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5. abra Anti-CSC antitest-koncentracio, RA és betegség-akdisi markerek
korrelacios analizis€A): Anti-CSC IgM koncentracio a konroll- és a betsgmortban.

Az antitestkoncentraciotug/ml) logaritmikusan abrazoltuk. A szirke téglalkpo
bellli vizszintes vonal jel6li a median értékeketéglalapok also és felthatara a 25

és 75%-os kvartiliseket jelzi. A flifijgges vonalak végeivel a maximum és a minimum
értékeket jeloltik, a kiugrd értékeket pontokkababltuk. A kontroll (n=55) és az RA-s
(n=66) mintak kozo6tt szignifikans kilénbséget mutdt ki ( p<0,02, F teszt).

(B): Az anti-CSC IgM koncentraci@g/ml) logaritmusa a kontroll és a DAS28 értékek
alapjan osztalyozott RA-s betegcsoportokban. A DAI$46) csoportba tartozé
paciensek IgM koncentracidit szignifikansan magasak talaltuk (p<0,05, Tukey's
post hoc teszt) a kontroll és a (DAS)2 (n=12), wald a (DAS)3 (n=18) csoportba
tartozokénal. Az eredmény alapjan az anti-CSC Ighitestszinteket betegség-aktivitasi
markerként jellemezhetjik.

(C): A DAS28 erték alapjan csoportositott betegek GRIg/ml) vizsgalata. A CRP
szintek szignifikans kulonhfs&ge a DAS1 és 3 csoportok kozott allt fenn (p<0,05

Tukey’s poszt hoc teszt).
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(D) Anti-CSC IgM koncentracidu@/ml)) a kontroll és a CRP szintek alapjan harom
csoportba (p=17, =16, rs=16) sorolt RA-s betegekben. Az antitestkoncertdra&ci
CRP szint novekedésével csokkaendenciat mutatott. Az anti-CSC szintek az
"alacsony” és ,magas” CRP értékkel jellemezlietcsoportokban tértek el

szignifikansan (p<0,05, Tukey’s post hoc teszt).

4.1.4. A reumafaktor és az anti-GAG antitestek kapgolata

Munkank soran a vartnak megféleh emelkedettnek talaltuk az RA-s beteg eredet
szérum IgM és IgG izotipust RF koncentraciokat athkadicsoporttal dsszehasonlitva.
Az irodalmi adatoknak megfetign ez a kilénbségdaen szignifikdns volt (paratlan t-
teszt, p<0,001).A betegekben meért anti-GAG és anti-CCP antitestsiziet,
vorosveértest-sillyedési és CRP értékekkel valoaisest kovéen az anti-CSC IgM
és RF koncentraciok kozott talaltuk a legmbb korrelaciot (e rr-anti-csc 1gv=0,384, r

IgM RF-anti-csc Igm=0,388).

4.1.5. Az anti-CCP és az anti-CSC IgM antitestsziek kozotti 6sszefiiggés

Az RA-ban prognosztikus és diagnosztikus biomatderet szolgalé anti-CCP
szintek vizsgalatakor mas irodalmi adatokkal Ossghan (216) nem talaltunk
Osszefliggést az anti-CCP és D8I rtekek kozott (ANOVA, F=1,24, DF=2,34, NS).
Hasonldéan nem talaltunk korrelaciot az anti-CCRrésCSC-IgM koncentraciok kozott
sem (r=0,08, NS).

4.1.6. Anti-GAG antitestek keresztreaktivitdsanak izsgalata

A szérum anti-GAG antitestek keresztreaktivitasanasgalatakor az antitestek
kotodeseétin vitro kulonbdd GAG molekulakkal, peptidoglikanokkal valamint goanb
poliszacharidokkal gatoltuk. Az antitestédést jelenisen gatolta szamos GAG
molekula, illetve &. subtilispeptidoglikan. A szérum antigénkdés (GAG) az alabbi
mértékben volt gatolhat6 Oy/ml, 5ug/ml és 5Qug/ml B. subtilispeptidoglikéannal: az
RA-s szérum IgM kdtdése 3,1%, 23%, 32,3%-ban, az RA-s szérum lg@dkse
9,3%, 20,6%, 39,4%-ban, a kontroll szérum IgMokigise 1,4%, 9,7%, 12,5%-ban, a
kontroll szérum 1IgG k&dése 22,1%, 22,1%, 33,8%-ban. Hasonléan a
peptidoglikdnhoz, a zimozan (gomba erédebliszacharid) alkalmazaséaval is magas
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gatlasi ardnyokat tudtunk kimutatni. Az anti-CSAiestek kobdését a zimozan (0,5
ug/ml, 5ug/ml és 50ug/ml) 2,9, 10,7 és 36,4%-ban, anti-CSB antitestitkdést 11,8,
19,7 és 40,5 %-ban, anti-CSC antitesteko#tést 12,6, 17,5 és 48,3 %-ban, anti-KS
antitest kaéddést 11, 23,5 és 50,6%-ban, anti-HS antitesidést 4,5, 11,7 és 22,2%-
ban valamint anti-HA antitest kédést 15, 20,7 és 33%-ban gatolta.

4.1.7. Anti-GAG antitest kotodeési gatlas anionos gyantaval

Az anti-GAG antitestek kdtési kapacitasanak drasztikus csokkenését észlattik
antitestek gyengén anionos toltégyantaval tortéh elsinkubaciojakor. Az RA-s
szérum IgM antitestjeinek CSA, CSB, CSC, KS, HS H& molekulakhoz valo
kotodesét a fent emlitett kezeléssel megkddelit a felére tudtuk csdkkenteni (CSA:
58,98% + 0,88%, CSB: 59,56% + 1,53%, CSC: 60,771¥% 2S: 59,93% + 0,14%, HS:
64,80% + 1,76%, HA: 45,95% * 181,42%,). A leggydrgd@atlast a legalacsonyabb
negativ toltéssel rendelkeZHA esetében, mig a le@gsebb gatlast a legmagasabb
negativ 0ssztbltéssel rendelkeanolekula, a HS esetében észleltik. A gyanta
alkalmazasaval az IgG izotipusu anti-CSA, -CSB,CC&KS, -HS és -HA molekulak
kotodését egyarant sikertlt gatolnunk (70,85 + 0,05865B% + 1,57, 61,84% + 0,6%,
64,49% + 1,19%, 63,25% + 2,1%, 62,60% + 0,66%).

4.1.8. Az anti-GAG antitestek kobdése glikozidaz-emeésztett human porc
aggrekanhoz

Irodalmi adatok szerint a glikoziddz enzimek akésa gyulladasos korilmények
kozott emelkedett lehet (217). Az RA-s autoimmunulipdas egyik potecialis
célantigénjét, a human porc aggrekant kilodbglikozidaz enzimekkel emeésztettik,
majd az igy dlkezelt mintakban vizsgaltuk a szérum és SF angitestbtdesi
képességét (6. abra). Bkent hialuronidaz emésztést alkalmaztunk, mely d#ath a
szérum IgM antitest-reaktivitas 28%-kal (p<0,055RIgM antitest-reaktivitds 22%-kal
noétt (p<0,001). Hasonlo reaktivitasnovekedést muikettlai f-galaktozidazos emésztés
hatasara is. A szérum IgM 21%-kal (p<0,05), SF B@%o-kal (p<0,01) k@dott jobban
a glikozidadzzal emésztett aggrekédnhoz.

Ezzel ellentétben egyik glikozidazos kezelés seedraenyezte a kontroll szérum
eredett IgM antitestek kdidésének fokozodasat. Az 1gG izotipusu ellenanydgakil
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egyedil a SF 1gG esetében mutattunk ki hialuronet@zsztést kovéen emelkedett
reaktivitdst (31%, p<0,05). Ugyanakkor a kontrollinthkbol szérmazé IgM
antitestekkel ellentétben, a kontroll mintakboll&#blgG antitestek esetében a ddést
emelkedettnek talaltuk hialuronidaz emeésztést Kiret (28%, p<0,05). Ezt a
kilonbséget nem észleltkgalaktozidaz emésztés utan.

RA SE IgM RA SF IgM kontroll IgM
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6. abra: Az anti-GAG antitestek kdtlése glikoziddzzal emésztett human porc
aggrekanhoz Az emésztetlen, nativ aggrekannal szembeni aritiesherést
tekintettik 100%-nak.egewsebb reaktivitasndvekedést az RA-s szérum és ghbF |
molekuldi mutattak a hialuronidaz gsgalaktozidaz emeésztett aggrekannal szemben.

* = p <0,05; *=p<0,01

4.1.9. Szérum és SF antitestek szénhidrat-felismeiénintazatanak vizsgalata

Az egyéni szénhidrat-felismerési mintdzatok elem@kéz Glycochip rendszert
alkalmaztunk. A vizsgélat soran 5 RA-s szérum, 5R8F és 5 egészséges kontroll
szérum mintait teszteltik. Annak ellenére, hogyamghszénhidrattal szemben (Gal(a),
Man(a), GIcA, Gal(b1-3), [GIcNAc(bl-6)]GalNAc(a)),emelkedett reaktivitast
mutattunk ki az RA-s mintdkban, nem sikerllt RAefkus szénhidratfelismerési
mintazatot talalnunk.
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4.1.10. Szénhidrat-specifikus antitestek kétése a porcmatrixhoz

Végul az anti-GAG antitestek hyalinporc-matrixhoalds kétdését vizsgéltuk. A
szérum eredét antitestek kdidését immunhisztokémiai eljarassal jellemeztik .(7/a
abra). Az antitestek kétését CSC-tal torténeldinkubacidjaval, koncentraciofigg

mabdon gatolni tudtuk (7/b,c 4bra).

7. dbra. Anti-GAG molekulak kot 6dése a hyalinporc extracellularis allomanyahoz
Az immunfluoreszcens technikaval, 100x-os nagwitdeszilt képek az RA-s szérum
eredefi antitestek human porchoz valdé &bését mutatjgak (a). A reaktivitas
csokkenthének bizonyult a szérum mintak CSC-vel tortédinkubaciojaval: (b) 2

mg/ml inhibitor koncentracio, (c): 4 mg/ml inhibitkoncetracio.
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4.2. A CITRULLINACIO T SEJTES ANTIGENFELISMERESRE G YAKOROLT
HATASA

4.2.1. A kulonbo® helyen citrullinalt human ATE peptidek altal kival tott T sejtes
vélasz

A T sejtes valasz vizsgalatahoz BALB/c egereketbkatan oltottunk human
aggrekannal vagy pedig az immundominans ATE peeljdtletve annak kilonbdz
pozicidkban citrullinalt human és egér valtozathivahuman epitop (P70-84) MHC-
vel és TCR-rel kapcsolatot létéséminosavai a 8/a abran lathatéak. A p2-es poZicioj
arginin a TCR-rel létesit kapcsolatot, a p4-es @ofi pedig MHC-horgony funkciot
télt be (218). Kisérleteinkhez a human szekvensetében a vad tipusu, két arginint
tartalmazé peptid mellett annak kilénBozpozicibban citrullinalt  szintetikus
peptidvaltozatait alkalmaztunk. A szekvencia egégfelebje egyetlen pozicibban (p4)

tartalmaz citrullinra cserélhgtirginint (8/b abra).

A TCR kontakt aminosavak
R \% A
[ I |
[ | | [ I I
G Vv Nl |s Y
| I '_| R I—l — I
B MHC kontakt aminosavak

Human  ATEGRVRVNSAYQDK
ATEGRVXVNSAYQDK
ATEGXVRVNSAYQDK
ATEGXVXVNSAYQDK

Egér ATEGQVRVNSIYQDK
ATEGQVXVNSIYQDK

8. abra: Human és egér szintetikus peptidszekvenci@. Human ATE peptidepitop
kordbban azonositott funkciéju aminosavd) A kisérletekben hasznalt

peptidszekvenciak. X=citrullin
A peptiddel immunizalt allatokbdl szarmazé, nyireemo-eredét T sejtek

aktivacigjatin vitro peptidrestimulacioval végeztik, és N-iermelés kimutatasaval,

ELISPOT rendszerben vizsgéltuk. A poliklondlis Tjt sealasz mértékét jeletsen
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befolyasolta a citrullinacio peptiden bellli hely®. abra). A legnagyobb mérigk
valaszt a vad tipusu (huATE-RR) peptiddel immuniz&gerekbl szarmazo
nyirokcsomosejtek adtak, mig a kulonbolzelyen citrullinalt petidekkel immunizalt

egereklBl szarmazo sejtek joval alacsonyabb valaszt a@ailqra).

A huATE-RR oltott egerek B huATE-RX oltott egerek
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9. abra: Peptiddel immunizalt allatok (n=6) nyirokcsomésejijek IFNy termelése in
vitro peptidrestimulacié hatasarad nyirokcsomosejteket az immunizalast kvt
napon izolaltuk. Az in vitro peptidstimulacio ut&hISPOT rendszerben hataroztuk
meg az IFN termeb sejtek szamat. Az immunizald antigének a kovitkemltak:(A )
huATE-RR, (B) huATE-RX, (C) huATE-XR, (D) huATE-XX. Az(E) &bran az
aggrekdnnal egyszer immuniza{E) abran a hiperimmunizalt, aggrekan arthritises
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allatokra vonatkoz6 adatok lathaték. Az y tengelgenpeptiddel stimulalt és a
stimulalatlan IFN termeb sejtek lyukankénti szdménak kulonbségét tintétildz x
tengelyen a stimulalé peptidek lathatok. Az os#opokilonbdd koncentracidju
peptiddel tortént stimulaciot jelolik (fekete: dml; szirke: gdg/ml; fehér: 0,ag/ml).

A statisztikai elemzés (egyutas ANOVA, Tukey pmst-teszt) eredményét a
legmagasabb koncentraciok esetében jel6ltik. *:,p50**: p<0,01; ***: p<0,001

4.2.2. Az 5/4E8 T sejtes hybridoma peptidspecifitasnak tesztelése

Munkank folytatasaként a citrullinacié szerepétesiyT sejt klon esetében, az 5/4
E8 (P70-84 epitdpspecifikus TCR-t hordozd) T sejtadbriddma segitségével is
megvizsgaltuk. Eredményeink szerint IL-2 termelégyedil a vad tipusq,

citrullinalatlan peptidszekvenciaval tértem vitro stimulacié hatasara volt észlelbiet

(10. abra).

1.5

D (492nm)

© 0.57

0! _ mmm [ B
hATE-RR hATE-RX hATE-XR hATE-XX

in vitro peptidstimulacio

10. abra 5/4 E8 T sejtes hybriddma peptidspecifitAsanakvitro teszteléseA P70-84
epitoépspecifikus T sejt receptort hordoz6 5/4 EA Thybridoma peptidspecifitasat
antigénprezentacios esszével, A20 myeloma sejtekste@alasaval, az IL-2 termelés
ELISA redszerben valé kimutatasaval végeztik efgrafikonon az x tengelyen a
stimulalé peptideket, y tengelyen pedig a megfalptikai denzitas értékeket tlntettik
fel. A grafikonon harom fuggetlen kisérlet erednegrtyintetttik fel.
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4.2.2.Padi génexpresszioé kimutatdsa egér thymusban

A citrulliniciéért felebs Pad2 és Pad4 enzimeket kddolé gérreadi, Padid)
expressziojat BALB/c egér nyirokszerveiben: a thgban, a Iépben és a csondln
vizsgaltuk. Eredményeink szerintPadi2 génexpresszio kimutathato volt a thymusban
és a lépben, illetve kisebb mértékben a csobiberl is (11. abra). Ezzel ellentétben a
legkifejezettebtPadi4 génexpressziot a csontében detektaltuk. Ennél szignifikansan
alacsonyabb expresszidt észleltiink a lépben, aublyan pedig ugyannek a génnek a

kifejezodése nem volt kimutathato.

80 " i
70
P 60 W Padi2
o [ Padi4
& 50
T
% 40
Q
o 30
o
20
o .

Thymus Csontvel6 Lep

11. abra: Pad izoenzimek relativ génexpressziofaPadenzimeket kodold Padi gének
expressziojat 4 hetes BALB/c egewkixolalt thymus, lép és csontdekeredefi
sejtekben vizsgaltuk (n=6). A fekete szinnel jelzstlopok jeldlik a Padi2, a szlrke
oszlopok pedig a Padi4 expressziot. A relativ g@resszios éertékek a Hprt gén
expressziojara vonatkoznak. *:p<0,05; **:p<0,01; ** p<0,001 (egyutas ANOVA,
Tukey post hoc teszt)

4.2.3. A sajat (egér) porc aggrekan-eredétpeptidekkel szembeni T sejt valasz
Miutdn kimutattuk, hogy a sajat peptidek citrullin@ahoz szikségeBadi gének
expresszaldodnak az egér thymusban, megvizsgalagyam reagalnak a nyirokcsomoé-
eredell T sejtek a sajat, vad tipusu ATE szekvenciavargsk citrullinalt valtozataval

tortérd stimulaciora. A peptidekkel végzett immunizalast ig vitro restimulaciét
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kévebten az IFN-termeb sejtek szama igen alacsonynak adédott (12/a abrdgkes
moédon az mATE-X immunizalt egerekbszarmazo sejtek vizsgalatakor az mATE-X
peptiddel tortéh restimulacié hatasra szignifikansan magasabb ztakeptunk a vad
tipust (MATE-R) peptiddel 6sszehasonlitva.

A citokintermeb sejtek alacsony szamat magyarazhatja az autoanpggtidek
hatasara esetlegesenm vivo indukalédo Tey valasz. Ezért kovetkézlépéskéent a
huATE-RR, illetve mATE-R vagy mATE-X egylttes olédmk hatasat elemeztik a T
sejtes valasz alakulaséara. Feltételezésink szennénnyiben a peptidoltas hatasara
epitopspecifikus kg sejtek aktivalodnak, akkor ezek a sejtek varhawsikkentik az
immundominans huATE peptid altal kivaltott immurasit.

Az egereket szubkutdn immunizéltuk a peptidparokkalATE-RR/mATE-X;
huATE-RR/mATE-R) illetve kilon a huATE peptiddelLESPOT rendszerben az 12/b
abran lathatd modon a peptidkombinacioval tdrtégyuttes immunizacio hatasara nem
tapasztaltunk csokkenést a peptidspecifikusytEdmeb sejtek szamaban. A fentieket
erssiti meg az az itt be nem mutatott eredményink,yhamy oltas hatasara sem a
nyirokcsomok sejtszamaban, sem pedig a @OB25M"Foxp3 nyirokcsomdsejtek

szamaban nem tortént valtozas.
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12. 4bra: Sajat peptiddel immunizalt allatok nyirokcsomosejtiek IFNy valasza A
BALB/c egerek (n=6) sajat peptiddel tortént imménigjat kéved 9. napon a
nyirokcsomosejtek IFNvalaszat ELISPOT rendszerben vizsgalt(k): Egér ATE
peptiddel (MATE-R/MATE-X és adjuvanssal) oltotreddmsl izolalt sejteket 15.g/ml
MATE-R vagy mATE-X peptiddel restimulaltunk inoviB): Human ATE-RR peptiddel
illetve peptidkombin&cidval oltott egerek nyirokesisejtjeit 15ug/ml huATE-RR
peptiddel restimulaltuk. Az y tengelyen jel6lt kelé a stimuldlt és stimulalatlan IFN
termeb sejtek szamanak kiulénbségét mutatjak. Az x tesrgaly immunizald peptideket
illetve peptidkombinacidkat tlintettik fel. *:p<0;0%:p<0,01; ***:p<0,001 (egyutas
ANOVA, Tukey post hoc teszt)
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4.2.5. A P70-84 specifikus TCR-tg egér eredetépsejtek proliferativ valasza
peptidstimulacio hataséara

A human ATE peptid szekvenciara (P70-84) specifikGR-tg egerek Iépsejtjeinek
reaktivitasat JH]timidin beépiilésen alapulé proliferaciés essagitségével vizsgaltuk
a kulonbo6# humén és egér peptidvaridnsokkal szemben. A TCRdgrtorzs
egyedeiben a CD4+ T sejtek 90%-a hordozza a P&Ep&dfikus TCR-t (219).

A tg egerek lépsejtjei a vartnak megfélehddon essen proliferaltak a huATE-RR
peptiddel tortént stimulacié hatasara (13. abrd)ér& meértéki poliklonalis T sejt
aktivaciot mértink a tébbi peptidvarianssal szemBehuman peptidvaltozatok kozul a
huATE-RX peptiddel tortént stimulacié eredményeztegalacsonyabb, mig a huATE-
XX peptiddel végzett stimulacio a legnagyobb méité&psejt proliferaciot. Ezzel
ellentétben sem a vad tipusu, sem pedig a modosgét peptid nem idézetbdEpsejt-
proliferaciot (be nem mutatott adat).

! ok * ! otk Peptidkoncentraciok:

35 : s : W 25 pg/ml
5 85
% 1 pg/m
£ 25
8 20
o
T 15
3
£ 10
’ : ‘il:l

0 ND

huATE-RR huATE-RX huATE-XR huATE-XX

in vitro peptidstimulacio

13. abra: TCR-tg egér eredét lépsejtek proliferacios valasz#\z egerek (n=6)
lépsejtjeit kiulénb&z koncentracibban ATE peptidvaltozatokkal inkubaltdk sejtek
proliferacios valaszat3H]timidin beépiilés mérésével kovettik. A stimukaidexet a
peptiddel stimulalt sejtek és a stimuldlatlan dejtg®H]timidin beépiilésének
hanyadosaként definialtuk. ND=nem meghatarozothuATE-RR peptid esetében a
legmagasabb stimulaciés koncentraciot nem alkalokazinivel ez a sejtek aktivacio
indukalta halaldhoz vezetett (210). Az alkalmazazihtetikus peptidkoncentraciok a
kovetkedk voltak: 2%g/ml (fekete oszlop),&/ml (szirke oszlop), ufy/ml (fehér
oszlop). *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001 (egyutasANOVA, Tukey post hoc teszt)
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4.2.6. A szintetikus peptidek MHC-kotidésének vizsgalata

Végul elemeztik a kilénbézszintetikus peptidvariansok MHC-Kiatési keépességeét.
A proliferacios kisérletsorozat soran kapott adeabksszhangban a huATE-RX peptid
mutatta a legalacsonyabb, a huATE-XX varians pediggmagasabb MHC-kédési
tendenciat (a legalacsonyabb illetve a legnagyabtinidalt huATE-RR kotdés gatlas
kivaltasaval, 14. abra). Az egér szekvenciak tészdor mindkét varians (mATE-R,
MATE-X) esetében hasonléan igen alacsony MHGdést detektaltunk (be nem
bemutatott adat).

50

40
—] B hATE-RR

30 E hATE-RX

[ hATE-XR

[ hATE-XX
20
10
0

Koncentramo (pg/ml)

Gatlasi %

14. abra: A szintetikus peptivariansok MHC kdtleéseA biotinilalt human huATE-RR
peptid I-A kotsdését aramlési citometriaval vizsgaltuk. Az A20 lopa sejteket
kilénb6z koncentracioju citrullindlt peptidekkel @hkubaltuk (1, 5 és 2/ml). A
gatlasi % értéket a gatld peptid nélkil, csak a hEARR-t tartalmazé mintdkban meért
(maximalis) fluoreszcencia aranyaban fejeztik ki.kilonboz szini oszlopok a
kilbnbdz peptidstimulaciot jelolik. (fekete: hu-ATE-RR, &stirke: huATE-RX,
szirke: huATE-XR, fehér: huATE-XX) Az abran harogyétlen kisérlet reprezentativ
eredményeit mutatjuk be.
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4.3. MV-K ES PROTEINKOMPLEXEK BIOFIZIKAl PARAMETERE INEK
VIZSGALATA

4.3.1. MV mérettartomany meghatarozas

Bioldgiai mintakbdl szarmazd EV-k vizsgélata, ésretéloszlasuk meghatarozasa
céljabol TEM, AFM és DLS mdbdszereket alkalmaztuhk.izolalt vezikuldk tébbnyire
kozepesen elektrondenz, kerek atmetszatuktiraknak bizonyultak (15/a,b abra).
ImageJ program (1.42qg verzid) segitségével 180 élplazma eredét vezikularis
struktura figyelembe vételével, az atlagos vezikdeet TEM és AFM alapjan 182 + 92
nm-nek adodott (dtlagos méret + szords). Az RA-anfiftak esetében a kovetkez
atlagos atmeéeértékeket allapitottuk meg az: 234 + 92 nm (TEMgtve 181 £ 71 nm
(AFM) (15/c abra).

A TEM és AFM maddszerek alkalmazéasakor a mintak gafata Kitlepitett, fixalt
formdban lehetséges, igy nem Kkerie&t meg olyan mintagkészitési lépések,
amelyek esetlegesen befolyasolhatjak az altalunknimévant paramétereket. Ezért
mérési eredményeinket egy harmadik modszer segitskégs elledriztik. Az MV-k
vizsgélatat szuszpenzidéban is lévet tewb DLS hasznalataval a kontroll szérum
eredett mintdkban 176 + 20 nm, RA-s SF mintadk esetén 173®im-t atlagatmét
allapitottunk meg (15/d abra).

A vezikulapreparatumok &hllitasakor hasznalt centrifugalasi édiresi lépések
szintén hatassal lehetnek a detektadlhatd MV méretiz@nyra. A fenti |épések
vizsgélatara trombocitamentes plazmat és sejtm&#est izolaltunk. Az igy éAllitott
mintakban taldlhatd MV-k atlagatnégét is meghatéroztuk DLS modszerrel, majd
0sszehasonlitottuk a MV preparatumok esetén nyktokkal. A mérés eredménye a
15/d 4bran bemutatott 1.-4. diagrammokon lathatémiAtak 160-180nm-es atnéérek
megfeleb, korulbelil  80-90nm-es  sugarértékeknél megjelencsucsokkal
jellemezhetek. A nativ mintdkban kimutathaté volt egy kiselimé&obvel rendelkeé
vezikulapopulacio6 is (15/d abra, 3. és 4. diagrajranmelyet a preparatumok esetében
nem észleltiink (15/d abra, 1. és 2. diagramm).

Osszegzésképpen elmondhatjuk, hogy TEM, AFM és Di@&lIszer segitségével
egybecseng atlagatmés értékeket kaptunk. Az altalunk vizsgalt biol6giintakban a

vezikula mérettartomany atnége a 80 és 400 nm-es hatarok kdz6tt mozgott.
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15. abra: MV méretmeghatarozas (AKontroll vérplazmabdl és az RA-s SBHixolalt
MV preparatum TEM képe. A bemutatott nagyitas adetr 50 000-szerese. Az

abrakon 500 nm-es méretskalat tintettink(&). Kontroll plazma és RA-s SF erefiet

differencial-centrifugalassal

izolalt MV preparatokrol készilt AFM felvételek

topografikus abrazolasmaod alkalmazasavél): MV méreteloszlas, n=180 mind a négy
hisztogramm esetébe(D): Differencial-centrifugalassal izolalt és nativ ndk DLS

analizise. Az x tengelyeken logaritmikus skalaglaelkztunk. Az y tengelyeken az
autokorrelacios koefficienst tintettik fel. A nlijal6lik a nativ mintak esetében azokat

a csucsokat, amelyek a MV preparatumokban is magtabk.

4.3.2. Immunkomplexek méretének meghatarozasa

Az IK-k méretének meghatarozasahoz DLS és AFM merdgkel mesterségesen
létrehozott, illetve biologiai mintdkbol izolalt Hbt vizsgaltunk. A laktoferrin-anti-
laktoferrin komplexek AFM analizisekor a felvétedekszabalytalan partikulumokként
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megjeled komplexek az 50-250nm-es mérettartmanyba estepamikuldk atlagos
atmébje 138 + 46 nm volt (n=180) (16/a,b 4bra). Ugyamementa DLS elemzésekor
12, 160 és 2000 nm atné&et (6, 80, 1000nm-es sugarnak megtglgldlé pontoknal
mutattunk ki csucsokat (16/c abra). Az ovalbumiti-amalbumin, valamint IgM/anti-
IgM 1:1 ardnyd komplexeinél az atmiéertékek a kovetkéképpen alakultak: 6, 180,
2000nm (a sugar értékében kifejezve 3, 90 és 10P0BMOONmM (a sugar értékében
kifejezve 4 és 45nm) (16/c abra). Mindharom meétgsen éhllitott IK tipus
vizsgalatakor 10nm-nél kisebb atrdgr tartomanyban is kimutattunk csucsokat, ezek
felteheten a szolubilis IK-knak feleltek meg. Eredményealéipjdn a nem szolubilis
IK-k &tméibje a 100-200nm-ig terjédtartomanyban atfed a MV-k mérettartomanyaval.
Az 1000nm feletti csucsok feltelten az IK precipitacionak kodvetkeztében johettek
létre.

Az RA-s SF-Ibl izolalt, természetes IK-k mérettartomanyat DLSdsgerrel szintén
meghataroztuk (16/d &bra). Az IgG tartalmu IK-KR40, és 2000nm atm@rél (a sugar
ertékeben kifejezve 2, 105 és 1000 nm-nél), mitpkktartalmuak 12, 40 és 2100nm
atmenerteknél (a sugar értekében kifejezve 6, 20, 1050am érteknél) adtak jelet. A
nem szolubilis IK-knak megfel@l koézepes atmével jellemezhet frakcio a
természetes IK esetében is atfedett a MV-k métettamyaval.
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16. abra IK méretmeghatarozas. (A):Laktoferrin-anti-laktoferrin (LF-anti-LF)
mesterséges IK-rél készilt topografikus (bal para)arnyékolt topografikus (jobb
panel) AFM képek. A bal panelen a skalaninek, a nagyitott terileten 250nm-nek, a
jobb oldali panel esetében pedig 250nm-nek felg. (fB: A hisztogrammok a fehérje
komplexek méreteloszlasat mutatjak AlRMpjan (C): LF-anti-LF, ovalbumin-anti-
ovalbumin (OVA-anti-OVA) és IgM-anti-IgM IK-k DL8aizise.(D): RA-s SF eredét
IK-ek DLS képeA nyilak azokra a csucsokra mutatnak, amelyek adieda MV
prepardtumokéval (15. abra). Az x tengelyen az kékeét logaritmikus skalan
abrazoltuk, y tengelyen az autokorrelacios koedffist mutatjuk
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4.3.3. Immunkomplexek kimutatasa aramlasi citometraval

DLS, AFM és TEM segitségével kimutattuk, hogy aldméai mintdkban jelen
lehetnek a MV-kel azonos fényszérasu, atfeterettartomanyba é4K-k. Kovetke
lepésként arra kerestiink valaszt, hogy az MV-k gélsa soran széleskoérben
alkalmazott aramlasi citometrias mérési eredmértyekegyan befolyasolja a
fehérjekomplexek jelenléte. Kisérleteinkben azlé@ttasan hasznalt MV-kapukon belil
hataroztuk meg az események szamat. A MV detekt@asvezikulak AnnV kédéesét
(externalizalt PS kimutatast), illetve az anti-CD@2rlemezke ered@&tMV marker)
fluoreszcens festést alkalmaztunk. dkisnt a mesterséges IK-kat vizsgéltuk. A 17/c
abran jol lathatd, hogy a festetlen IK-k a MV kapelll igen efs jelet adtak. Eis
fluoreszcens jelet detektaltunk ugyanitt az IK-kiofleszcens jeldlésekor. (anti-egér
IgM-FITC alkalmazasakor; 17/d abra). Az MV kapudlibenérhet események szama
az IK kulénbdsd antigén-antitest aranyai esetén a 17/e abranakfetalég mdodon
véltozott.

A természetes IK-k vizsgalata soran a preparatuitlnokeszcensen jeldlt anti-human
IgM illetve anti-human IgG festése utan azzékekkel megegyer eredményeket
kaptunk (18. éabra).
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17. abra: MV kapun bellli IK kimutatas aramlasi citometriavglA) A plotokon a PBS
eredeti mérési hattérzaj lathatd. A nyilak agn-es kalibracidés gyongyoket jel6lik. R1
jelzi az MV kaput. (B) Normal vérplazma AnnV-FITG €D42a-FITC pozitiv
eseményei. A ploton két kulondestdesi MV populacio figyelhétmeg: egy AnnV-
/CD42+ populacio (vérlemezke ereddV-k) és egy AnnV+/CD42- populacidé (nem
vérlemezke eredétMV-k. C) LF-anti-LF IK-k (antigén és antitest 1:10 aranyu
keveréke) és OVA-anti-OVA IK-ek (1:1) aramlésiroietrias fényszoérasi képe. A nyilak
az Jum-es kalibracios gyongyoket jeldlik. R1: MV kafdd): IgM-anti-egér IgM-FITC
(1:1) IK-k fluoreszcencia intenzitas értékei. Azrményeket az R1 kapun belll
abrazoltuk. E): A hisztogrammok az IK-k kéfdesét mutatjak kulonbdzantigén-
antitest arany alkalmazasa esetén. Az y tengelRlaMV kapun belili eseményeket

mutatja.
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19G IK-k _ IgM K-k

18. &bra: Az RA-s SF minta ereddi IK-k aramlasi citometrias képe. Az
eseményeket a MV kapun belll abréazoltuk. Felhasamditestek: anti-human 1gG-
FITC, anti-huméan IgM-FITC.

4.3.4. Az IK-k hatasa az extracellularis vezikulakaramlasi citometrias mérésére
4.3.4.1. A kimutatasi modszer fejlesztése

A biolégiai mintdkban egyidéjeg jelenlév MV-k és IK-k vizsgalatara és
megkulonbozetésére élent fejlesztettink ki egy kdonnyen hasznéalhato, segki
modszert. Az eljaras lényege, hogy a lipid dstbteggel korilvett extracellularis
vezikulak detergenssel lizalhatok, mig az IK-k kehé érzékenyek a detergens altali
lizisre. Igy aramlasi citometrias méréskor az alagskoncentracioban alkalmazott
detergens hatasara az MV-ket jélésemények a detergens kezelést kKiareeltinnek,
mig az IK-kat jelébek nem valtoznak. Kiulénbdzkoncentracioju detergensek hatasat
vizsgaltuk (pl. Triton X-100, Igepal-CA630, TweefN;2 SDS $odium dodecyl
sulphatg). Triton-X-100 (0,05%) alkalmazasakor a MV-kel6jé csaknem Osszes
AnnV+ vagy CD4la+ esemény it (19/a abra). Hasonlé eredményt kaptunk anti-
CD42a festék hasznalata soran is. Tobbféle TritekBB koncentraciot alkalmazva,
mint az a 18. abran lathatd, a MV kapun belll dseié jelek hozzavéilegesen azonos
detergenskoncentracié mellettiiszek meg. Mivel az anti-CD41 és az anti-CD42
antitestek kilénbdz mechanizmus szerint lditnek a célmolekuldkhoz, valosiiten,
hogy az eseményszam jelénicsokkenése az antitesibaés tritonaltali gatlasanak volt

koszonhat. Az IK-k festése esetében a mintdkban 0,05%-o0ArK-100 kezelés
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ellenére is jelerds festdést tapasztaltunk (19/b &bra). TEM moddszerrel itetsz
felvételekkel bizonyitottuk, hogy Triton-X hatas&avV-k lizise valéban végbement.
(19/c abra). A Triton-kezelés utan a mintaban as@knbranfragmentumokat sikerult
kimutatnunk. A detergenssel kezelt mintdk DLS elésez soran az MV-k
tartomanyaban alacsonyabb jelet észleltiink. Ugykoralt kisebb mérettartomanyban,
20nm atmés alatt (sugér értékben: 10nm) észlethetics valdsziileg a Triton-X-100
hatasara fragmentaldédott MV populacionak felel m@g/d abra). Az IK mintak
esetében DLS vizsgalat soran sem tapasztaltuk ek jekamottey valtozasat

detergenskezelés hatdsara.

4.3.4.2. IK-k MV felszini kdtodésének vizsgalata

Az IK—kat tartalmaz6 SF mintdkat anti-human IgM-EFEl és AnnV-PE-nel
inkubaltuk. Minimalis ketis festdést tapasztaltunk, amely azt mutatja, hogy az B&k
a MV-k elkilondlve voltak jelen az RA-s SF mintdbanrAz immun-

elektronmikroszkopos felvételek megsitették ezt a hipotézist (19/e abra).

4.3.4.3. Az immunkomplexek jelenlétének hatdsa a tim &ramlasi citometrias MV
fenotipizalasra

RA-s és OA-s betegek higitott vérplazméjat és Saitianti-human IgG-FITC-el
és anti-human IgM-FITC-el festettiik. A plazmamintédak kismértékben feégitek,
ugyanakkor az RA-s SF mintdk esetében az OA-s Shtakkal ©6sszehasonlitva
kiemelkeden magas IgG és IgM pozitivitast mutattunk ki (1&fa). Az 19G illetve az
IgM események szama 0,05%-0s Triton X-100 lizis &$@ta sem valtozott

szamottegen.
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19. abra: MV és IK tartalmu mintak FACS analizis¢A): RA-s és OA-s plazma MV-k
AnnV-FITC illetve CD41la-FITC fesdése 0,05%-0s Triton-X-100 lizisiel és utan.
Bemutatjuk az AnnV festéshez hasznalt EDTA pufigerbt, valamint a festések
kontrolljaként anti-egér izotipus kontroll antitektalkalmazasa esetében nyert képet.
Az RA-s és OA-s SF mintakat anti-lgG-FITC-el vagty-l|gM-FITC-el festettik, majd
detergenslizist végeztiink. Az dsszes plot a MVnkiagliili eseményeket mutatj&){(
TEM felvételek MV prepardtumrol 0,05%-0s Triton-00%l kezelés éit és utan.
Nagyitas: eredeti felvétel x 20 000. A skala = 4Q0rD): MV preparatum DLS
analizise detergenskezeléstees utan. Az x tengelyt logaritmikus skalaratattuk, az

y tengelyen az autokorrelacios értékek talalhatghy: RA-s SF AnnV-PE és anti-IgG-
FITC vagy anti-IgM-FITC (n=3) FACS festése. A ddbtpn az R1 kapun belli
eseményeket jelenitettik medr): ( MV kapun belldli 1gG+, IgM+, AnnV+ és
0sszeseményszam RA-s és OA-s SF mintakban. Ateizszinalak az atlagertékeket
jelzik. A p értékeket Mann-Whitney teszt alapjdapddottuk meg (n=21).
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20. &bra: Triton-X-100 detergens hatdsara az aramlasi citonét mérés soran az
MV kapuban megjelei események szama a MV-ket és IK-kat tartalmaz6 élban.
Az y tengelyen a detergenst nem tartalmazé mintakiszonyitott relativ
eseményszamot tuntettik fel. Az X tengelyen ageéetoncentraciok lathatéak. A
vertikalis vonal azt a Triton-X-100 koncentraci@dli, amelyet a tovabbiakban a
vizsgélataink soran alkalmaztunk.

Az SF mintdkban a proteinkomplexek jelenlét&@nvencionalis IK detektalo
modszerrel, ELISA rendszerben, C3 komplement fehdlgnes antitest alkalmazasaval
is megeébsitettiik. Az aramlasi citometriaval és ELISA segfjsvel mért IgM tartalmu
IK-kra vonatkoz6 adatokat 6sszehasonlitués grozitiv korrelaciét kaptunk (egymintas
Spearman korrelacioé, n=2270,48, p<0,01; 21. abra). Az IgG tartalml IK-k &en
valbszirileg a mintaknak a detektald antitesthezoldtlgG RF tartalma miatt nem

tudtunk ilyen 6sszefliggést kimutatni.
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21. abra: Korrelacio az IK-k aramlasi citometriaval és ELIS#al tortény kimutatasa
soran nyert eredmények kdzott (n=23lkalmazott antitestek: anti-human IgG-FITC,
anti-huméan 1gG-HRP, illetve anti-human IgM-FITC, tehuman IgM-HRP. A p

ertékeket Spearman korrelaciés vizsgalattal szarkolt

43.4.5. Magas IK tartalmd mintdkban a MV szam kvanitativ meghatarozasa

Aramlasi citometridas mérést alkalmazva a magas dkalmu mintakban igen
jelentékeny lehet az IK-k jelenlétének tulajdonithalpozitivitas. OA-s és RA-s SF
mintakat elemeztink annak érdekében, hogy megg@idpi milyen mértekben
befolyasolhatja ez a jelenség a mérési eredményi\A kapu O0sszeseményszama
vizsgélataink szerint korrelalt az AnnV-, IgG-, Ié8/1-pozitiv események szamaval (6.
tablazat). Az OA-s mintdkban mért 6sszeseményszaaz AnnV pozitiv eseményszam
kozott ebs pozitiv 6sszefiggést mutattunk ki. Fontos kiemelogy ugyanakkor az
RA-s SF mintakban az 6sszeseményszam nem is Koael&AnnV pozitiv (azaz MV)
események szamaval, ugyanakkor egylUtt mozgott azk IEsemeényszamaval.
Kisérleteink alapjan kimondhatd, hogy az RA-s Shtékban az 6sszeseményszam
nagyobb mértékben fliggott az IK eseményszamtolt aiV szamtaol.

gy ha csak az 6sszeményszamot vesszik figyelermbéK&at is tartalmazé
biologiai mintak MV tartalmanak aramlasi citomesriavizsgalatakor, félrevezet

eredményt kaphatunk.
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Ossz- AnnV”* IgG" IgM™ AnnV*+IgG'+IigM”
eseményszam események események események események
RA+OA 0,634* 0,716t 0,515* 0,848t
OA 0,883* 0,383 -0,510 0,867*
RA 0,154 0,930t 0,720* 0,748*

6. tablazat: Bioldgiai mintak (n=21) aramlasi citometrids mérésmran megallapitott
dsszesemeényszam és AnnV+/IgG+/IgM+ eseményszanelémitjanak vizsgalataA
tablazatban megjelenitett értékek Spearman tesmel&oids koefficienseit jeldlik.
*p<0,01; 1<0,001

4.3.5.6. Aramlasi citometrias festés soran a MV kam beliili észlelhes alpozitiv
esemanyek

A biolégiai mintakban éfforduld IK-kon kivil az indirekt immunfestési el@g
soran alkalmazott primer és szekunder antitest&dd€¢pesek olyan mesterséges IK-kat
létrehozni, amelyek zavarhatjdk a MV detektalas?. (2bra). A sztreptavidin és a
biotinilalt antitestek is létrehozhatnak nagymeérefiehérjekomplexeket. &, az
antitestek maguk is aggregaldodhatnak (22/a abrdgh&rjeaggregatumok kéfuresét
tobb tényeé segitheti €, igy a pH, a koncentrcid, @émérséklet, az ionésség és a
fizikai hatasok. Ez utdbbit kiemelve kimutattuk,gyoaz aramlasi citometrias mérés
soran 30 masodperces intenziv keverés hatasamo@edizcensen jelzett anti-human
CD41 (BD Biosciences) PBS-ben oldva és normal wzmphban is Uj,

detergensrezisztens jelek megjelenését indukalkd\akapun belil (22/b abra).
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22. abra: IK-k, biotinilalt antitest-sztrepatvidin-PE komplek, antitest-aggregatumok
altal l1étrehozott pozitiv események a MV kapun b€l): az anti-HFPG-846 és anti-
egér IgGAM antitestek végkoncentracioja Oi4/ml és 0,3 ug/ml volt. A
biotin/sztreptavidin komplex esetében az esemé&nggka a két komponens aranyanak
megfeladien valtozott. A biotinilalt anti-egér IgM-et és regtatvidin-PE-t Ll/0,1ul és
0,01 ul/1ul aranyban vizsgaltuk. Az eseményeket a MV kaplin timtettik fel.(B):

5ul anti-CD41-PE-nel festett, higitott vérplazmabaérhett eseményszamok intenziv

keverés és 0,05%-0s Triton-X-100 kezelés utan. kanaaz 6sszeseményszamot

abrazoltuk.

4.3.4.7. Az MV preparatumokat IK-k szennyezhetik

Az eldbbiekben bemutattuk, hogy a biologiai mintakbaralkeltd 1K-k jelendsen
befolyasolhatjak az MV-kre vonatkoz6 aramlasi cietrids eredményeket. Kovetkez
kérdésink az volt, az IK-k jelen vannak-e a biadgnintakbdl jelenleg altalanosan
alkalmazott eljarasokkal izolalt MV prepardtumokbaR220, 221). A kérdés
megvalaszolasa érdekében OA-s és RA-s SF mintdkléket izolaltunk (20 500g 60
perc ultracentrifugalassal), majd a preparatumatraman IgM-FITC-el illetve anti-
humén IgG-FITC-el inkubaltuk. A fesdést fluoreszcens mikroszkdppal vizsgéltuk. Az
RA-s SF mintabdl szarmazé MV preparatum esetébeal jésebb fluoreszcenciat

eszleltink, mint az OA-s minta esetében (23/a abkg) aramlasi citometrias
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eredményeink fényében feltételeztik, hogy a fokofastbidés az RA-s SF mintdkban
nagyobb mennyiségben jelentéiK-knak koszonhét Az MV-k felszinéhez k&ido
anti-human IgM és anti-human IgG jelenlétét kiZartdazon immun-
elektronmikroszkopos felvételeink, amelyeken azakhtMV-k felszinén nem volt
kimutathat6 antitestek kédése (23/b abra). A 23/b abran lathatdé immunpozitiorf
strukturak feltehéleg az MV-kel egyitt kitlepedett IK-knak felelnekeqn DLS és
aramlasi citometrias modszerrel szintén alatdmtsktoaz ebbbieket: a 20 5009

Uledékben kimutathato volt az IK-k jelenléte (231@bra).

A RA SF, anti-lgG OA SF, anti-IgG c Uledék Feluliszo
O] N- 3
D 2y g 23
o O Tl e T M Tl O
SSC
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23. abra: Izolalt MV preparatum IK tartalmanak vizsgalatéA): OA-s vagy RA-s SF
mintakbol 20 500g-vel killepitett, anti-human IgG-€-el illetve anti-huméan IgM-
FITC-el festett MV-k fluoreszcens mikroszképos kK&)eRA-s SF-bl izolalt 20 500g-
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n izolalt tledék immun-elektronmikroszképos képahdsznalt detektald antitestek:
anti-huméan 1gG-HRP, anti-human IgM-HRP. A nyilak jelolgdott részletekre
mutatnak. C): IK-k aramlasi citometrias kimutatasa az uledékies a feltliszobol.
(D): RA-s SF-bdl izolalt IgG illetve IgM tartalmi IK-DLS analizise. Az x tengelyen
logaritmikus skélat alkalmaztunk, y tengelyen atlorrelacios egyutthatot tintettik
fel.

4.4. THYMUS EREDETU MIKROVEZIKULAK TOMEGSPEKTROMETRIAS
ELEMZESE

4.4.1. Thymus eredsdi MV-k és apoptotikus testek egyuttes izolalasa

Munkank soran egér thymusbdl tobblégdifferencial-centrifugalasi és s2si
eljarassal egyidéjeg allitottunk eb MV és apoptotikus test preparatumokat. Az
apoptotikus testekt készult transzmisszios elektronmikroszkopos képenfigyelhed
a vezikulatipusra jellenézkondenzalt kromatin jelenléte (24/a abra). Az aptikus
test preparatum membranvezikulai az 500nmbg terjed mérettartomanyba estek.
Ezzel ellentétben az MV-k 200-800nm méretmegkozeliblleg kerek, illetve
szabdlytalan atmetszetstruktirdknak bizonyultak (24/b abra). Az TEM-eép&k
alapjan mindkét tipusu vezikulapreparatum ép, évadg meérettartomanyba &s

membranvezikula populaciokat tartalmazott.

85



DOI:10.14753/SE.2014.1864

24. abra: Egér thymusbdl izolalt apoptotikus testekrés mikrovezikulakrol készilt
TEM felvételek (A): Apoptotikus test preparatum, kondenzalt kromaliomadnyt
tartalmazé membranvezikulakkéB): 200-800nm-es mérettartomanybd &4V-ak.

4.4.2. A mikrovezikulak és apoptotikus testek fehgetartalmanak meghatarozasa

Az MV és apoptotikus test preparatumokbdl szarmatzinszinnel emésztett
peptideket nanoLC-MS/MS segitségével elemeztik niRdiers és mtsai altal leirt
kritériumokat alkalmazva (222). Akkor tekintettigyefehérje jelenlétét igazoltnak, ha a
tomegspektrometrias elemzéssel legalabb két, tetwitje eredét peptidfragmentumot
egyidefileg sikerult kimutatnunk.

A fent leirt modszerrel az apoptotikus testekbeB-14z MV-kben pedig 195-féle
fehérjét irtunk le. A populécidspecifikus és a nkigidvezikulapopulacidoban egyarant
megtalalhato fehérjekomponenseket a 25. branlfoglassze. Meglgfen magasnak
bizonyult a mindkét vezikulapopulaciéban egyarangégtalalhaté fehérjék aranya
(47%). Ennél kissé alacsonyabb volt a csak MV-ktzdd@lhatd fehérjék aranya (38%),
mig az apoptotikus testekre specifikus proteinekinautatott fehérjéknek mindossze
15%-at tették ki
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25. A&bra: Egér thymus eredét apoptotikus testekben és MV-kben
tomegspektrometriaval azonositott fehérjékz O6sszes azonositott fehérje 14,8%-a
bizonyult apoptotikus test, 38%-a pedig MV spagsittak. A mindkét populacidban
megtalalhatd fehérjek aranya 47,2% volt. A fehérgkevezésének roviditése a

SwissProt-UniProt adatbéazis altal alkalmazott rGvédeknek felel meg.

4.4.3. Vezikulakkal asszocialt annexinV kimutatasaramlasi citometriaval

Tomegspektrometrias fehérjemeghatarozas segitdégémel a MV-kben, mind
pedig az apoptotikus test preparatumokban azongitaz AnnV proteint (26. abra). A
fehérje jelenlétének medesitésére aramlasi citometrias méréseket végeztimik a
AnnV antitest segitségével. A tomegspektrometridatakat megésitve mindkét
vezikulapopulacié esetén kimutattuk az AnnV jeledtlé Az apoptotikus testek és a
thymocytak felszinén magasabb, mig a MV-k felszinén ebbbi kettvel
dsszehasonlitva alacsonyabb AnnV jédigist észleltlink.
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26. abra: Thymocytak, MV-k és apoptotikus testek aramlasoaitetrias analizis¢A):

A MV-kre és apoptotikus testekre vonatkozé mémgsikat 1 €s 4m-es kalibracios
gyongyok segitségével allitottuk (®): Hattér fluoreszcencia inzenzitas: vezikulat nem
tartalmaz6 minta (PBS) festése anti-AnnV és antl-RyTC festékekkelC): festetlen
MV (E): festetlen apoptotikus tefB): festetlen thymocytédkD, F, H): anti—AnnV és
anti-nyual-FITC jelélt MV-k, apoptotikus testek, eive thymocytak. A sejtek

vizsgalatakor a konvencionalisan hasznalt mérésilitésokat alkalmaztuk

4.4.5. Vezikularis fehérjék csoportositasa lokalizao és funkcio szerint

A vezikularis fehérjetartalom elemzésének kovetkkEpéseként megvizsgaltuk az
extracellularis vezikula populaciokban kimutatotbteinek sejten bellli lokalizaciojat.
Eredményeink szerint az apoptotikus testekbenopleizmatikus €s a membranfehérjék
aranya 3,82-nek, MV-kben 2,47-nek adddott. Ez utéldrsonyabb érték feltelden a
MV-k mérethez viszonyitott nagyobb membranfelszékekoszonhét A fehérjek
cellularis lokalizaciojat, illetve a kilénbézZkompartmenumokban detektalt proteinek
aranyat a 27/a,b abran foglaltuk 6ssze.

A funkcidra vonatkoz6 analizis soran az altalunkiatott fehérjék kozott talaltunk
enzimeket (koztik kinazokat, peptiddzokat), transtgpeket, citokineket, ioncsatorna
proteineket, transzkripcids, transzlacids regutitat €s transzmembran receptorokat is
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(27/c, d abra). Mindkét vezikulapopuléacidban kintwtak citoszkeletalis fehérjéket (pl.
aktin, tubulin), citoszkeleton-asszocialt fehérgekéezrin, kofilin-1, moezin),
sejtanyagcserében szerepet jatsz0 proteineket (GAPL-enolaz, almasav
dehidrogenaz, tejsav dehidrogenaz A és B), valardajkafehérjéket (T komplex
fehérje alegység, hsp 90). Ez utébbi molekuladkafliloan mar exoszémak esetében is
leirtédk (223-225), igy elképzelliethogy e fehérjék a kilénbézezikulatipusok kdzos
alkotorészei.

A Apoptotikus testek C Apoptotikus testek
0.7% 2% 28%28%; 0,

a Citokin

18,3% O Citoplazma 8,5% 32,4%
2.8 | Transzlaciés regulator
,O070
B Sejtmag 0 Kinaz
12.0% O Sejtmembran 0O Mas enzim
| Egyéb

O Extracellularis .
tér g Transzmembran
, recoptor
B Egyéb 43.0% m G proteinhez kotott

receptor

69,0%

B Mikrovezikulak D Mikrovezikulak
o

1,0% a2 2% 26%, o,

22,6% B Citoplazma 6,2% @ Transzlacios regulator

0,5%

B Sejtmag 4,6%

O Citokin

O Kinaz
O M4 .
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O Extracellularis
tér
B Egyéb
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27. abra: Apoptotikus testekkel és mikrovezikulakkal asszttd@hérjek sejten belli

lokalizacioja és funkcionalis megoszlasa

Meglep mddon nemcsak az apoptotikus testekben, hanem &« is tobbféle
hisztontipust mutattunk ki. A hisztoneretigteptidek szama alapjan meghataroztuk a
valoszinisithet relativ fehérjemennyiségeket: apoptotikus testedtében ez 20,3%-
nak, MV-k esetében 6,1%-nak adddott. Az azonositbtsztonokat hiszton
fehérjecsaladokba sorolva a 7. tdbldzatban mutaguk
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Apoptotikus test MV
Fehérje csaladok % %
Hiszton 20,3 6,1
Hiszton H1 1,8 0,6
Hiszton H2A 54 1,2
Hiszton H2B 5,2 1,6
Hiszton H3 3,9 1,5
Hiszton H4 4,0 11

7. tablazat: Thymus eredef apoptotikus testekben és MV-kben azonositott hiszto

fehérjék relativ mennyisége.

4.4.6. Mikrovezikularis fehérjék funkcidjanak vizsgalata Ingenuity
utvonalelemzéssel

Ingenuity Udtvonalelemzéssel meghataroztuk azokatféa biologiai  funkcio-
csoportokat, amelyekbe a vezikularis fehérjék tébbs besorolhattuk (8. tablazat).
Szamos olyan fehérjét talaltunk, amely 6sszefiggésizhaté a Rho altal szabalyozott,
aktin alapu sejtmotilitasi Utvonalakkal, az apopéal €s a kulonb®z jelatviteli
kaszkadokkal.
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Sejt funkcio p-érték Fehérjék szama
Sejtmozgéas 6,40E-18 — 7,14E-03 51
Sejthalal 9,97E-12 — 8,15E-03 58
Szignalizacios utvonalak 3,61E-10 — 7,34E-03 33
Sejt anyagcsere 8,54E-09 — 5,20E-03 38

Szignalizécios dtvonal p-érték Fehérjék szama
Leukocita extravazacio 2,61E-11 15
Rho szabalyozott aktin alapu
, . 8,52E-11 11
sejtmotilitas
Aktin alapu citoszkeletas
1,58E-10 15

szignalizacié

8. tablazat: Thymus sejtekdil izolalt MV-k fehérjéihez kéthef biologiai funkciok. Az

MV-kbsl  kimutatott fehérjékhez kotldet funkcidkat

hataroztuk meg.

Ingenuity Utvonalelemzéssel

4.4.7. Az altalunk azonositott mikrovezikularis ésapoptotikus test fehérjék

0sszevetése az Exocarta adatbazisban talalhat6 feékel
Az altalunk azonositott fehérjéket munkank sorarszésgetettik az Exocarta
adatbazissal (Exocarta Database 2.2), amely aalootdban leirt exoszomalis fehérjeket

foglalja magaba. Szamos olyan proteint mutattuné két vezikulatipusban, amelyeket

az adatbazisban nem talaltunk meg: munkank soranagéptotikus test, 45

mikrovezikularis, és 32 mindkét populacioban jdie Uj fehérjét azonositottunk.
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5. MEGBESZELES

Az RA rendkivil 6sszetett patomechanizmussal jediemed, szisztémas autoimmun
megbetegedés. Kialakulasanak pontos mechanizmugpfelt@ratlan annak ellenére,
hogy a betegséggel kapcsolatos ismereteink az uthdlzedekben egyre gyorsulé
utemben bvilnek. Szamos irodalmi adat utal a természetesatitestek, EV-k ésa T
sejtek szerepére a betegség kialakitasaban, udy@nakz altaluk szabalyozott
folyamatokra vonatkoz6 tudasunk korantsem telpankank soran az immunitds e

biomarkerként is alkalmazhaté komponenseit vizeggdRA-ban.

I. A szénhidrat-specifikus antitestek létezése szmtiinkben évtizedek oOta ismert
tény. Példaként emlithetjik a legjobban ismert Bii#Fat-specifikus antitestek kdzé
tartozo, a vércsoport-antigéneket felistnenmunoglobulinokat, amelyek leirdsa Karl
LandsteinerneveheziZodik (226). Az autoimmun betegségekben jatszottepigare
1998-ban Adderson és mtsai munkaja hivta fel aefiggt. Kimutattak, hogy a rheumas
lazban szenveéd paciensekll szarmazo lymphocytdk tobbek kozétt N-acetyl-b-D-
glikézaminnal disen keresztreagaldé anti-miozin antitesteket terekel(227). Az
izUleti hyalinporc és SF nagy mennyigégzéenhidratot (HA, CS és KS) tartalmaz.
Kronikus arthritises gyulladasos folyamatok sorarp@c degradalddik, amelynek
kovetkezménye -tobbek kzott- a fenti szénhidraghonensek felszabadulasa az izileti
porc alapallomanyabdl, ezaltal hozzafééhét valva az immunredszer szamara (228,
229). Meglep modon a szénhidratellenes antitestek RA-ban ligtokzerepére
vonatkozoan igen kevés az irodalmi adat.

Munkank sordn RA-ban a szénhidratellenes autoatekekozil a GAG-ellenes
immunoglobulinokat vizsgéltuk. Eredményeink szeanGAG-ellenes antitestek nagy
mennyiségben voltak jelen a féth populacidban, mig Ujszllottek esetében teljesen
hianyoztak. Ez a jelenség, valamint a GAG molekulaétbdd alegységeket
tartalmazo jellegzetes szerkezete arra utal, hogwlekuldk a T sejt independens (TI)
antigének kdzé sorolhatok (230, 231). Mindemellettszirisithet, hogy az altalunk
kimutatott autoantitestek forrasa a 2-es tipus@jT isdependens valaszt (TI2) kivaltd

antigénekkel reagald B1 B sejt populacio lehet.
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Erdekes médon az IgM és IgG izotipusi autoantitesrérumkoncentracioi kozott
pozitiv 6sszefliggést detektaltunk. A kérdést tovaldsgalva az immunreaktivitasra
vonatkozo vizsgalataink soran azt talaltuk, hogyakdunk vizsgélt autoantitestek a
kilonbdd GAG molekulakkal jelerits keresztreakcidét mutatnak, amely az IgM és IgG
molekulak természetes autoantitest jellegére ltglianakkor fontos kiemelni, hogy a
szérumkoncentraciok kozotti pozitiv 6sszefiiggéskabkevésbé volt kifejezett az 19G
izotipusu autoantitestek esetében. A két GAG-edlerrditest-populacid kozott (IgG és
IgM) kimutatott kilénbség az 1gG izotipusu fehérgte eredetére utalhat. A vizsgalt
IgG populécié létrejéttében fontos szerepet toitaktbe az izotipusvaltastosegit T
sejtek. Ezt a hipotézist@siti meg a GAG felismerésére képes T sejtek jelerde RA-
ban szenvetl paciensekben és az arthritis allatmodellekben )(222 kézelmult
eredményei tikrében a T sejtek mellett feélddt a neutrophil granulocytak szerepe a
klasszikusan T sejt independensnek (TI) tartotigénekkel szembeni B sejt valasz
kialakitasaban (233). Azonban a fentiekben ismetttddisérleteink idejében ezek az
Ujabb adatok még nem altak rendelkezésunkre.

Az RA szérum mintak GAG-specifikus autoantitestainat az egészségesékb
szarmazd kontroll mintdkkal 6sszevetve az anti-G8M és bizonyos anti-GAG IgG
antitestek szintjének emelkedését észleltik. Amamiitestek nemcsak a periférids
keringésben és a SF-ban voltak jelen, hanem egkbpasek voltak kédni a porc
alapallomanyahoz is. A szérumban és a SF-ben |élénGAG-specifikus antitestek
aranyat vizsgalva az IgM antitestek esetében azhlggsviszonyitva kisebb értéket
kaptunk. Azaz IgM esetében az SF-ben mértink kiskdhcentracidértékeket a
szérummal 6sszehasonlitva, IgG esetében pedig dppHtva. Ez az eredmény ellene
szol annak, hogy a szénhidrat-specifikus IgM auitestek lokalisan, a synovialis
membranban keletkeznének. Ugyanakkor feltételézlneigy RA-ban az autoantitest-
szintekben mért emelkedés a gyulladas kovetkeztébparcb6l nagy mennyiségben
felszabadulé GAG molekulak jelenlétében aktivalédiitb limfocitaknak készénhét
Ezt thmasztja ala az az irodalomban leirt korabdgfigyelés, amely szerint mig a Bla
(CD5+) B sejtek folyamatosan alacsony aktivitasttatnak, addig a TI2 antigén
vélaszért feldéls B1lb (CD5-) B sejtek aktivacidés foka stimulacidésara jelerdisen
novekedhet (234, 235).
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Kbvetke® lépésként azt elemeztik, hogy az anti-GAG antkestentraciok
valtozasai Osszefliggésbe hozhatdk-e a betegséagtaddval. Tobblépds statisztikali
elemzést végezve megallapitottuk, hogy a CSC-skesifgM antitest szintek és az RA
aktivitasa kozott és inverz korrelacié volt kimutathatd. Hasonldé 0$8ggést
mutattunk ki az ismert betegségaktivitds-markeéfgh a CRP és az anti-CSC IgM
koncetraciok kozott. igy az anti-CSC IgM szint a& Bktivitasi markerének tekinthiet
Eredményeink alapjan feltételezzik, hogy az anti@3%intek csokkenése az RA aktiv
fazisdban annak tulajdonithatd, hogy az antitestdkkozddd gyulladasi folyamatok
soran a porchdl egyre nagyobb mennyiségben feldmébhaGAG molekulakhoz
kotodnek, és ennek kdszonbeh a periférias vérben kimutathaté szabad auteantit
szint csokken.

Az Gjszulottekben a GAG-ellenes antitestek hianigtye a felrbttekben kimutatott
autoantitestek ésen keresztreaktiv jellege miatt felmeril a 16kég, hogy az antitest-
termebdés kivaltasaban szerepe lehet a kornyezeti mikdisbszénhidratoknak és
glikozilalt antigéneknek. Vizsgalataink szerinta#i-GAG immunoglobulinok valéban
felismerték a bakterialis peptidoglikanokat és anga poliszaharidot, a zimozant. Az
antitestek mikrobialis szenzitizaciés eredeténeketisége segithet értelmezni a
szénhidratellenes autoantitestek hianyat Ujszidoee, valamint utalhat a féuo
agensek RA kialakulasaban betoltott szerepére.

A kérdest tovabb vizsgalva, a szérumerédamtitestek glikozidazokkal emeésztett
aggrekan molekulakkal szembeni immunreaktivitasdlemeztik. Az aggrekan a
hyalinporc egyik & makromolekulaja, és nagyszamu GAG-oldallanccatletezik.
Enzimatikus emésztés hatdsara az antitest-redgivéizignifikansan nagyobbnak
bizonyult mind 3-galaktozidaz, mind pedig hialuronidaz esetébenhi@luronidaz a
Staphilococcus aureuStreptococcupyrogenesragy Clostridium perfrigensirulencia
faktoraként ismert (236-238), mig [rgalaktozidaz expresszidjat kimutattdk tobbek
kozott a szeleskorbensébrduld Escherichia colibar(239). Elképzelhét hogy ferbzés
hatasara, a fdit6 agensek glikozidaz enzimjeinek koszoweet a szervezetben
szénhidrdt  neoepitopok johetnek létre. Ugyanakkorz ammunrendszer
antigénfelismerése szempontjabol nemcsak az egy€s @olekuldk jelenléte lehet
dont: a sajat/idegen antigen megkulonboztetésében dJorszerepet jatszhat a

sejtfelszini szénhidratmintazat (83).
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Mivel a glikozidazok - eredményeink szerint - mdtyAathatjdk a proteoglikdnok
szerkezetét, hasonld hatast fejthetnek ki mindlagddomanyban, mind a sejtfelszini
proteoglikan molekulak esetében, tehat alajmret megvaltoztathatjdk a szoveti
glikozilaciés mintazatot. Szénhidrat array-t alkaima megkiséreltik meghatarozni a
szérum és SF IgG autoantitestek szénhidrat-anttiémierési mintazatat RA-s beteg és
egészséges kontroll mintdkban. Ugyan a kisérléinsnem tudtunk betegség-specifikus
antigén-felismerési mintazatot meghatarozni, deeknoka lehetett az a technikai
nehézség, hogy az aktualisan elélsgénhidrat array-k nem rendelkeztek a sziikséges
komplexitassal.

Erdekes modon, a magas anti-GAG antitest szintekdt® stlyos RA megjelenési
formaval asszocialnak. Lehetséges magyarazatottige hogy a természetes anti-
GAG antitestek vétl funkciot latnak el a sajat molekulak immunrendsztivald
hatdsaval szemben. Hozzaditetnek a degradalédé porcbdl felszabaduld
szénhidrattartalmi molekulakomplexekhez, igy g@okzok kaidését az olyan
aktivalo receptorokhoz, mint példaul a Toll-likeceptorok (TLR). Mind a HA és HS
molekula fragmentumok, mind pedig a proteoglikangkert TLR ligandok (83). A
GAG-epitépok immunrendszer dl ,elrejtésével” a természetes autoantitestek
hozzajarulhatnak az autoimmun folyamatok kialakamék megélzéséhez.

[I. Az autoimmun megbetegedésekben a B sejtek mell@ttsajtek fontossagara
szamos adat utal (240). A B sejtek altal termainészetes autoantitestek elemzését
kovetben, munkank folytatdsaként, a citrullindcionak (RA-val ismert modon
Osszeflig§ poszttranszlacidos fehérjemodosulasnak) a T sejidaszra gyakorolt
hatasat vizsgaltuk PGIA allatmodellben. Szamosnetat arra, hogy a RA-hoz veéet
immunregulacié-zavar €s immuntolerancia-hiany mékkel/évtizedekkel a klinikali
tlinetek megjelenésedt kialakulhat a szervezetben. A betegségre spesifanti-CCP
autoantitestek megjelenése a human betegségbeh €24PGIA-ban (242) gyakran
evekkel megéizi a diagnozist, ramutatva a citrullinacionak az Rialakulasaban
betdltott alapvet szerepére.

Kisérleteinkben elként azt vizsgaltuk, hogy a citrullinaciéért félelPad2 és Pad4
enzimeket kodol6 gének expresszidja kimutathato-@GlA-ra érzékeny BALB/c

egerek nyirokszerveiben. A két gén expresszids anat a kulonbdz szervekben
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jelenbsen eltért. Erdekes kérdést jelenthet a két Padendm szubsztrat
preferenciajanak 6sszehasonlitasa. Eltérés esetfitimrzelhet, hogy a thymusban és a
csontvebben mas-mas peptidrepertoar citrullinalédik. Az é#kn modositott
autoantigén-készletb szarmazo peptidek eltegn befolyasolhatjak a thymusban zajlo
T sejt, és a csontu#@l B sejt szelekcios mechanizmusokat. Ennek kdszdehea
periférian az antigénfelismerés szempontjabdl egyald nem teljes egészében
megfeleltethet autoantigén-specifitassal jellemezhégmphocytapopulaciok lehetnek
jelen.

A kovetkedekben a T sejtes felismerés molekularis elemzégghéékisérleteinket
egy korabban részletesen jellemzett modellrendsmreftlytattuk. Kivalasztottunk egy
betegségben relevans immundominans, arginintart@lond aggrekan T sejt epitopot
(huATE-RR), majd annak kulénbézitrullinalt valtozatait allitottuk &l szintetikusan.
A vad tipusu és citrullindlt peptidek hatasat a @l genetikai hajlamot mutat6
BALB/c, és a huATE-RR-specifikus TCR-tg egértordsek vizsgaltuk. Kisérleteink
soran a periférias T sejt repertoarban citrullingitopokat is felismér T sejteket
mutattunk ki. Ez alapjan is valds#githet, hogy a thymusban zajl6 poszttranszlaciés
mobdosulasok hatassal lehetnek a periférias T eyagirtoar kialakitdsara.

A T sejtes antigénfelismerés feltétele, hogy a igbpmutatds MHC molekulak
segitségével torténjen. Erdekes kérdést jelent midem belil kilonbdz helyeken
tortérd citrullinacio hatasanak vizsgalata a peptidek Mkitodésének szempontjabal.
A citrullinacié eredményeink szerint poziciéfitgghodon cstkkentette vagy novelte a
peptidepitopok kdtdését az MHC molekuldkhoz. A kisérleteinkben alkedait
huATE-RX peptid (mely esetében a citrullinacio aH® horgonypozicibban tortént)
mutatta a leggyengébb MHC-Kdest, mig a legésebbet a huATE-XX, amely
esetében a TCR-rel kapcsolatot léteséiminosav is citrullinalt volt. Ez utdbbi
jelenségre magyarazatot jelenthet az MHC molekwdatigkdoth zsebében fellép
.register shift” mechanizmus (243, 244).

Az arhritogén fajidegen (human) peptidszekvenciallett vizsgaltuk a megfelél
sajat (egeér) szekvenciak immunogenitasat is. A paatiddel tértént immunizacié nem
megle@ maodon joval kisebb mértékprimer immunvalaszt indukalt, mint a fajidegen,
humén szekvencia. Ugyanakkor a nativ és citrutlisdjat peptidvarianst (mMATE-R és

MATE-X) 0sszehasonlitva elmondhato, hogy a ciméall valtozat, az mATE-X
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szignifikansan nagyobb immunvélaszt valtott ki ne@érbe oltva. Ez arra utalhat, hogy
bizonyos citrullinalt epitépspecifikus T sejt kldn@lkerllhetik a centralis tolerancia
mechanizmus révén tori@reliminaciot. Ugyanakkor sem a PGIA-ban szerdvesgtm a
TCR-tg allatokban nem tapasztaltuk a citrullinalTEA peptidek megkllénboztetett
felismerését a vad tipusu peptiddel 6sszehasonMiradez az ellen sz6l, hogy a fenti
allatmodellben az ATE szekvencia citrullinaciojaldaszerepet jatszik az arthritis
kialakitAsaban. Ennek ellenére az a jelenség, logytrullinélt sajat epitép a vad
tipushoz képest &ebb autoimmun valasz kivaltasara képes, felhivjagyelmet a
citrullinacié a T sejt epitop immunogenitast befdplé szerepére. Eredményeink
alapjan a jogben a citrullinaciot érdemes lenne a T sejt epégitpezést célz6 munkak
soran is figyelembe venni. Citrullindlt fajidegesyést peptid szekvenciakbol allo
konyvtarak létrehozasaval meghatarozhatd lenne seji epitdphierarchia és az a
szekvencia, amely bizonyos RA-s folyamatokban alpgias T sejt valasz kivaltasaért
felelss lehet.

[ll. A disszertacio harmadik részében bemutatott murke&EW-k témakorében
szlletett. Napjainkban robbanassesr 6 azon kodzlemények szama, amelyek az
intracellularis kommunikacié ezen uUjonnan felfedezészvevinek, az EV-knek és
kilonb6d betegségeknek a lehetséges kapcsolatat kutagaknd® tanulmany targyat
képezik olyan vizsgalatok, amelyek a MV (korabbivére mikropartikula) szam
valtozasait biomarkerként kulonhHz betegségekkel hozzak o6sszefliggésbe. Az
elsssorban &ramlasi citometrias méréseket alkalmazé kéakoan leirt MV-kre
vonatkoz6 informéacidkat sajat eredményeink alapigen koriltekinben érdemes
mérlegelni.

Az MV-k tulajdonsagainak elemzésehez alapestkét ut all rendelkezésiinkre. Az
egyik a mintdbdl valo killepités, a masik pedigeaedeti bioldgiai kdzegben torig&n
vizsgélat. Munkankban mindkét megkozelités alkabwsaral, kulonféle modszerekkel
elemeztik a human vérplazma és SF efteddV-k méreteloszlasat. A bioldgiai
mintakbol izolalt MV preparatumok vizsgalatakor &M, AFM és DLS analizis
eredményeképpen igen hasonl6 eredményeket kapiuplezma és az SF mintdkban a
MV-k atlagatmédje 80 és 400nm kozottinek adodott. Mivel ezt azerényt az MV
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prepardtumok felhasznaldsaval kaptuk, kovetkiEpésként a nativ mintakban DLS
segitségével mérkieMV atlagatmést allapitottuk meg.

A biolégiai folyadékokban a preparatumokbdl szarneadatokkal Osszevetve
enyhén alacsonyabb atlagatidiéat észleltink, amely valésZileg a MV izolalas soran
alkalmazott centrifugalasi lépések kovetkezmeénydbetiett. A nativ mintakban
kimutattunk egy, az izolatumokbdl hianyzé, 100nnh-atacsonyabb atlagatniéel
jellemezhet populaciot. A kismérét képletek megfelelhettek exoszomaknak,
lipoproteineknek illetve kisebb fehérjekomplexekn@klipoproteinek atlagatméje az
irodalom szerint LDL lpw-density lipoproteih esetén 25-27nm (245), HDLhigh
density lipoproteinh esetében 10nm (246), ugyanakkor a trigliceridbgarzdag
partikulumoké 40-80nm kozotti (247). Mivel a MV-Kagatmééje sajat eredményeink
€s mas irodalmi adatok szerint is ennél magasabtonianyba esik (202), a
lipoproteinek a MV-ék mérését valdsiieg nem zavarjak.

Munkank folytatdsaként a bioldégiai mintdkban gyakragelenléw K-k
méreteloszlasat hataroztuk meg. A DLS és AFM mdadgkel kapott eredményeink
szerint a kbzepes métietoldhatatlan IK-k atméje nagymérték atfedést mutatott a
MV-kével. Ezt az eredménylinket megsitik azok az IK méretre vonatkoz6 munkak is,
amelyekben az atm#r00-440 nm-nek adodott (248, 249). Aramlasi citoraes DLS
alkalmazasaval megallapitottuk, hogy az oldhatatak fényszorédasi tulajdonsagaik
alapjan sem kulonithétk el a MV populaciotdl. Ezzel ellentétben az olddé-k
illetve a precipitatumok a MV-k mérettartomanyati¢ssze, vagy a joval alacsonyabb,
vagy pedig a jéval magasabb atth&artomanyba estek.

Mivel a kilénbosd betegségekben a MV-k vizsgélata az eddigiekberyraazgt
aramlasi citometriaval tortént, az IK-k zavaro pdége a biologiai mintakban végzett
méréseket komolyan befolyasolhatta. Példaként ketliegy kdzelmultban megjelent
kozlemény, amelyben a székzRA SF-Hl szarmazé MV-k felszinén IgM-t, 1gG-t,
komplement proteineket, szérum amiloid proteinC&P-t mutattak ki (250). Aramlasi
citometria segitségével, AnnV festés alkalmazasiaihimegallapitottak, hogy a SFb
szarmaz0 vezikula preparatumokban emelkedett a k&hs valamint a vezikulakkal
asszocialt IgM, 1gG, Cl1qg, C3, C4, CRP és szérumlagnprotein szint a kontroll
mintakkal 6sszehasonlitva. Az 6sszes emlitett fehémert komponense az IK-knak

(251), amely alapjan elképzeligthogy a munka soran nem MV-ket, hanem IK-kat
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detektaltak. Hasonl6képpen, egy kézelmultban megjelSLE-s betegek plazmajaban
MV-ket vizsgaléd munka sem vetette fel annak a k&déét, hogy a betegségre jellémz
IK-k MV-szerii jelet adhatnak aramlasi citometrias merések S@%2).

Munkank soran kifejlesztettiink egy egyszenodszert az IK-k és MV-k egymastol
valé egyszdr és gyors elkilonitésére. Detergens lizist alkaltaaz két populéciobol
szarmazé fényszorodasi jelek egymastol jol elkihitik, az IK-k detergenssel
szembeni kisebb érzékenységének koszéehetModszerinket a kézelmultban egy, a
Blood folydiratba érkezett ,Letter to the Editor” niverzalisan alkalmazando
kontrollnak javasolja az aramlasi citometrias mékégz (253).

Az aramlasi citometrids MV mérések soran tovabbgténeszd, MV-szeli jeleket
idézhet eb az alkalmazott antitestek, reagensek komplexképtasa, aggregacioja. Ez
elsssorban indirekt immunofluoreszcens jeldlés, illetewidin-biotin  komplexek
alkalmazasa esetében vezethet a MV kapun bellilsaményszdm MV-fluggetlen
emelkedéséhez.

Az elébbiek mellett kimutattuk, hogy az IK-k és MV-k méeek egyezése nemcsak
az aramlasi citometrias méréseket érinti, haneragwz MV preparatumok tisztasagat
is megkérdjelezi. Mind a mesterséges, mind pedig a biolégiaitdkbol izolalt 1K-k
szennyezhetik az ultracentrifugalassééélitott MV preparatumokat. Az IK-k jelenléte
jol ismert médon az immunrendszer nagyfoku aktidjtieredményezheti. Az IK-kkal
szennyezett MV preparatumokkal végzett funkciontdisulmanyok eredménye ezért
igen félrevezét lehet. Megoldast jelenthet a MV-k AnnV vagy magfekszini marker
alapjan tortéa affinitasizolalasa (163, 254).

A fentieket 6sszegezve, munkankssnt hivta fel a figyelmet arra, hogy a biolégiai
mintakban esetenként jelentéiK-k és az immunfluoreszcens jel6lés soran alkaltta
antitestekBl 1étrejows IK-k jelentdsen befolyasolhatjak/zavarhatjak a MV-k méréseét.
Kisérleteink  nagymértékben hozzgjarultak az MV-k etieges jodbel
betegségspecifikus biomarkerként valé alkalmazazataré analitikai tényék

feltarasahoz és kikliszdboléséhez.
IV. A thymus az autoimmunitds kialakulasat megakaddly centrélis

immuntolerancia kialakulasanak egyikgzintere. A centralis tolerancia kialakulasaban

az EV-k (a szoveti antigének ektopias expressziojatatd sejtek altal termelt, MHC
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molekulakat is hordoz6, 6nmagukban is antigénbet@sia képes szubcellularis
képletek (197) feltehékeg igen fontosak lehetnek, azonban erre vonatkoztem
allnak rendelkezésre irodalmi adatok. A fentiek tmianunkank soran egér
thymuseredéit MV-k és apoptotikus testek proteomikai elemzégeétik ki célul. Az
exoszomakkal ellentétben a MV-k és az apoptotikestek fehérjetartalméara
vonatkozéan kevés irodalmi adat éthetl. Mivel a thymusban bemutatott sajat
peptidek ismert médon alapveszerepet jatszanak a T sejt szelekcids folyamatok
irdnyitasaban, felvét6tt, hogy a thymus MV-k és apoptotikus testek alekcios
mechanizmusban részt eweptidek szélesebb Kbrmegjelenését segithetik éel
Kisérletes munkank soran nem detektaltunk sem akkBY-sem pedig az apoptotikus
testekkel asszocialt, jellegzetesen thymuson kiszdiveti expresszioval jellemezbet
fehérjét. Ez azonban nem zéarja ki annak a tefégfét, hogy ezek az ektopidsan
expresszalo fehérjék igen kis koncentracioban méggs voltak a vezikuldkban, de a
mennyiségik nem haladta meg a tomegspektrometiektdtasi kiiszobét. Ugyanakkor
a thymocyta eredétvezikulakban szamos fehérjét azonositottunk, askelghebtvé
tehetik a membran vezikulak thymusban lejatszodygafoatokban vald részvételének
jobb megértését.

Az azonositott proteinek egyik csoportja huméan iautaun betegségekben
azonositott autoantigénként ismert. Mind a thymuosdeti MV-k, mind pedig az
apoptotikus testek tartalmaztakenolazt. A tébbek kozott glikolizisben fontos sqeat
jatszo6 fehérjéil ismert, hogy autoimmun felismerése (kiléndserullibalt formaban)
szerepet jatszhat az RA-ban (82, 255). Emelletthgmtiseredét vezikuldkban
azonositottuk az atherosclerosisban autoantigénkéagjeleié hésokk fehérjék
jelenlétét is (256, 257). A tovabbi autoantigénéké sorolhatjuk a szintén mindkét
vezikula populacidban kimutatott hiszton proteirteke1-H4). A nukleoszoma 6f
komponenseiként a DNS-kbtehérjéket jelenleg az SLE autoantigénjeiként ismerjik
(258). A kulénb6a autoimmun betegségekkel dsszefliggésbe hozhatéraigiének
jelenléte a thymusvezikuldkban kiemelten érdekedenggg. A vezikularis
fehérjetartalom alapjan elképzetiehogy az EV-k szerepet jatszhatnak a centralis
toleranciat kialakitd folyamatokban, amelyben [éwé defektusok a patolégias

autoimmunitas kialakitdsahoz vezethetnek.
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Az apoptotikus testekben a hisztonfehérjék jeleniétigyelembe véve a vezikulak
keletkezési mechanizmusat - nem meglepA tdmegspektrometrias elemzés
eredményeképpen azonban nemcsak az apoptotikuekkiest hanem a MV
populaciéban is nagy mennyiségben mutattunk ki ttwsdkat. A hisztonfehérjék
jelenlétét figyelembe véve valds#irhogy a thymuseredetMV-k nagy része szintén
apoptotikus folyamatok soran jon létre.

Az ismert autoantigének mellett a vezikuldkban rike szamos szabalyozo
folymatban és jelatviteli itvonalban szerepet jatézhérjét azonositanunk. Példaként
néhany fontosabbat emellink ki a kovetidmen.

Kimutattuk az E2F transzkripcios faktor fehérjévezikulakban. A transzkripcios
faktor csalad tagjai részt vesznek a sejtciklub&y@zasaban, az edsl sejtek DNS
szintézisében, tumorigenezisben, apoptotikus égjtdifferenciacios folyamatokban
(259). Tovabbi a thymusvezikuldkban azonositotbakaz6 fehérjék kozé tartozik az
Lck, a galektin-1 és a kalmodulin. A tirozin kindzkdzé tartozé Lck a T sejtek TCR
altal kozvetitett jelatviteli folyamataiban alap§efontossagu, igy szerepe a T sejt
szelekcios mechanizmusokban szamdéttévgalektin-1 az apoptézis indukcidjdban, T
sejtek esetében a sejthalal szabalyozasaban j&tsaikpet (260, 261). A kalmodulin a
cd* kots proteinek kozé sorolhatd, amelyek szamos folyatrstmbalyoznak, koztik a
lymphocyta aktivaciot és érést. Az azonositott bdvdmolekuldk kozé tartoznak az
antigénbemutato sejt és T sejtek kozott létréjdwapcsolatban érintett sejtfelszini
proteinek is. A MHCI, MHCII, CD5 és CD97 molekul@enlétét kimutattuk MV-ben,
mig a CDA45 jelenlétét mindkét vezikula populaciomaroltuk.

Az elbzéekben roviden jellemzett molekulak vezikularis llikécidja az EV-knek a
T sejt differenciaciés és antigénfelismerési folgaokban bet6ltott esetleges
funkcigjara utalhatnak. A thymusban igen intenzialik apoptozis (262), amely
egyben extracellularis vezikulak nagy mennyiségban keletkezéséhez vezethet. Igy
ezek a struktirdk nagyban hozzajarulhatnak a thymmeiss mikrokérnyezetében
lejatsz6dd mechanizmusok médositasahoz, szababloazas

Végul a vezikuldkban kimutatott fehérjgkbosszeallitott adatbazis segitségével
Gtvonalelemzést végeztink. Szamos vezikularis, pekseaktin alapd mozgasi
folyamataiban szerepet jatszé fehérjét azonositbttude sorolhatdé a kis GTPaz
fehérjék kozé tartozd RhoA, amely a MV-kben és apitus testekben egyarant jelen
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volt. Crespin és mtsai kimutattak, hogy a fehérzékéthet Racl/Cdc42/PAK utvonal
az aktin Ojraszervédését iranyitia, amely szikséges a vérlemezke MV
felszabadulashoz (263). A Cdc42/Racl/Rho utvonaimeinek vezikularis jelenléte
utalhat a thymocyta eredietezikulak keletkezési mechanizmusara.

A fentiek mellett szdmos olyan fehérjét azonogittit a vezikuldkban, melyek a
leukocytak érfalon val6 atjutdsat szabalyozzak.ofakban emlitett RhoA molekulardl
ismert, hogy fiziologias korulmények kozott az etadréteg altal kialakitott barrier
integritasanak megzésében jatszik szerepet. Az endothelsejtek tnontiatasara
bekdvetke# aktivaciojakor ugyanakkor szerepe ezzel éppemtélles: az endothelidlis
barrier funkcié karosodasahoz jarul hozza. A thympishelréteg és annak integritasa a
vér-thymus gat, illetve a thymus megfélehiikodésének alapfeltétele. Ezek alapjan
valoszirileg a RhoA fehérje tovabbi feladatai kdzé tartozhatranszendothelialis
thymocyta transzport leh@té tétele és szabalyozasa.

Eredményeink szerint a vezikuldknak szerepik lehéhymus homeosztazisanak
fenntartasdban, de a pontos mechanizmus feltaragara fentebb emlitett

mechanizmusokhoz hasonléan) meég tovabbi kiséritiékségesek.
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6. KOVETKEZTETESEK

1. Glukézaminoglikdn (GAG)-ellenes természetes autoaitestek vizsgalata
rheumatoid arthritisben (RA)

A betegségben eredményeink alapjan a szérum énaaislys folyadék anti-GAG
természetes autoantitestek szintje emelkedett. éhhsdratellenes antitestek kozil az
anti-kondroitin szulfat C (anti-CSC) antitestek rsmgkoncentracioja, illetve az RA
betegség-aktivitasa kozott inverz korrelaciot taldk. igy eredményeink alapjan az

anti-CSC antitest-koncentraciot betegség-aktivivdmmnarkernek tekinthetjik.

2. A peptidcitrullin&cio szerepe a T sejtek altalantigén-felismerésben

Munkank soran az RA egy egérmodelljében, az aggrekdhritisben (PGIA)
vizsgaltuk a peptidcitrullinacio T sejt felismeréskifejtett hatasat. Kisérleteink soran
azt tapasztaltuk, hogy egy adott immunodominansgrekgn eredét T sejt
epitépszekvencia (P70-84), és ennek citrullinalitozatai jelenés IFNy-valaszt
indukaltak peptiddel immunizalt mind a BALB/c, miadpeptidepitop-specifikus T sejt
receptor transzgénikus egerekben. Kimutattuk, hagyegér thymusban és egyéb
nyirokszervekben egyarant expresszalodnak a aitagioért felebs ezimeket kédolo
Padi2 ésPadi4 gének, felvetve a poszttranszlaciés modositagdépes hatasat a T €s
B sejt szelekciés mechanizmusokra. A perifériagji\&lasz vizsgalatakor azt talaltuk,
hogy a citrullinalt sajat (egér) peptidvaltozatgsifikansan efsebb valaszt valtott ki a
vad tipustval ©sszehasonlitva. igy eredményeinkpjana feltételezzilk, hogy a

citrullinacio jelendsen befolyasolhatja a kialakulo T sejtes valaszt.

3. A sejteredeti mikrovezikulak (MV) és proteinkomplexek biofizikai
paramétereinek vizsgalata

Szamos aramlasi citometrias vizsgalat irt le Osgggfst a biologiai mintakban
jelenléw extracellularis vezikuldk szdma és a kuloribdzetegségtipusok kozott.
Eredményeink felhivjAk a figyelmet a vezikulaszameghmatarozasat befolydsold
analitikai tényeékre. Kimutattuk, hogy a mintakban jelenédéimmunkomplexek és az
aramlasi citometria soran alkalmazott antitestetal dtépzett antitest-aggregatumok

jelensen befolyasolhatjak a mérési eredményeket. Kegjigtiink egy egyszer az
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aramlasi citometrias vizsgalatok soran széleskoddesimazhaté modszert a MV-k és
fehérjekomplexek elkilonitésére. Eredményeinksegjithetik a membran vezikulak

biomarkerként valo alkalmazasa esetében elengahimeteddszertani standardizaciot.

4. A thymuseredeti MV-k és apoptotikus testek proteomikai elemzése BAB/c
egérben

Az MV-k és apoptotikus testek fehérje-0sszetétddariemzését célzé6 munkankban
nagyfokd hasonlosagot mutattunk ki a thymuseleddV-k és az apoptotikus testek
fehérjetartalmaban. Szamos, altalunk azonositb#rfe jelenléte arra utal, hogy a két
vezikulatipus a thymusban ésorban apoptdzis sordn keletkezhet. Eredményeink
alapjan valoésziisithetjuk, hogy mind az MV-knek, mind pedig az dptigus
testeknek Osszetett szerepik lehet az immunoldgigamatok, igy vegs soron a

thymus niikddésének szabalyozasaban.
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7. OSSZEFOGLALAS

A rheumatoid arthritis (RA) patomechanizmuséaban é1B sejtek egyarant fontos
szerepet toltenek be. Munkank soran RA-s pécienssietében emelkedett
glikézaminoglikdn (GAG)-ellenes autoantitest-sZiate mértiink, és bizonyitottuk,
hogy e természetes autoantitestekotiek a human porc alapallomanyahoz. Az anti-
GAG antitestek kozul a kondroitin szulfat C (CS@gmes IgM immunglobulinrol
igazoltuk, hogy szintje a betegség aktivitasasémalitott arAnyossagot mutat, igy az
anti-CSC autoantitestek betegségaktivitas-spedfikamarkereknek tekinthiak.

Szamos irodalmi adat utal a B sejtek mellett a TJtekeszerepére az RA
kialakithsaban. Vizsgalataink soran elemeztik dig@pullinacio hatasat a T sejtes
antigénfelismerésre. Kimutattuk, hogy aggrekanraishmodellben és T sejt receptor
transzgénikus egerekben a T sejtek képesek a kit6mmzicioban citrullinélt peptidek
megkulonboztetésére. Eredményeink szerint a BAL&gér thymusban, lépben és
csontvebben kifejeddnek a citrullinacioért felék izoenzimeket kodolBadi gének. A
periférian a citrullinalt sajat epitdp a vad tipusiarianssal 0sszehasonlitva
szignifikansan magasabb Iiermeb T sejt valaszt indukalt, bizonyitva a citrullindci
fontos szerepét a T sejt felismerési folyamatokban.

Harmadik biomarker kategoriaként az extracellularezikulakat vizsgaltuk. A
human synovialis folyadéek eredetmikrovezikulak (MV) vizsgalata kapcsan
bizonyitottuk, hogy az MV-k és a fehérjekomplexelarmos biofizikai paraméteriket
tekintve megegyeznek. A vezikuldk aramlasi citorastmérését megneheztényesk
jelenlétének kizaraséara detergenslizist alkalmaadszert fejlesztettiink Ki.

Az MV-k vizsgalatara széleskorben alkalmazott aéamintitometrias meresi eljaras
tovabbfejlesztése mellett vizsgaltuk, hogy szergftsizhatnak-e a centralis tolerancia
kialakitAsaban a thymuseretldéflV-k és apoptotikus testek. A proteomikai vizsgala
szamos korabban autoantigénként azonositott felfjgkjei-enolaz, ksokk fehérjék)
jelenlétét igazolta a vizsgalt vezikulapopulaciakbBredményeink arra utalnak, hogy a
thymocyta eredét extracellularis vezikulapopulaciok fontos szerefidthetnek be a
thymus niikddésének szabalyozasaban, és szerepet jatszhatnaktoantigénekkel
szembeni tolerancia kialakitdsaban.
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8. SUMMARY

Increasing number of evidences support the hypthieat both T and B cells play
an important role in the pathogenesis of rheumasottritis (RA). In our work we
showed that the levels of glycosaminoglycan (GAGpantibodies were increased in
the sera and synovial fluid samples of patient$iRA. Moreover, these anti-GAG
antibodies were reactive to the matrix of humarcaldr cartilage. Among the anti-
GAG antibodies, anti-CSC IgM levels showed a cleaerse correlation with the
activity of the disease. Our results suggest thatlével of anti-CSC antibodies is a
disease-state biomarker in RA, and may serve asexipensive diagnostic tool in the
future.

Besides B cells, T lymphocytes are also known teehan instrumental role in the
development of RA. In our study we studied the ctffef peptide citrullination on
antigen recognition by T cells. In aggrecan aithiian animal model of RA) and in T
cell receptor transgenic mice we found that pepticleullinated in different positions,
are distinguished by lymph node T cells. Assessmmgune tissues, we found thRadi
genes which encode for the isoenzymes respongbleitfullination are expressed in
the thymus, spleen and bone marrow of BALB/c mite.the periphery we measured
an increased IFNT cell response to the citrullinated self-epitopmmpared to the
uncitrullinated self determinant, suggesting thartain citrullinated self-epitope-
specific T cells may escape central tolerance itidoc

As the third potential biomarker category, we assdsextracellular membrane
vesicles. We showed that microvesicles (MVs) deriyeom human synovial fluid
shared several biophysical parameters with pratemplexes. To distinguish the flow
cytometry signals representing MVs and protein dewxgs, we have developed a
simple new method based on detergent lysis.

We also tested whether MVs and apoptotic bodieklqaay a key role in the central
T cell selection processes. Assessing the protemposition of thymocyte vesicle
populations we have detected several proteins quely implicated as autoantigens in
human autoimmun diseases (e.g. alpha-enolasesimeekt proteins). Our data may shed
light on the possible novel role of membrane vesichaintaining thymus homeostasis

and regulating central selection processes.
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