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Bevezetés

A rheumatoid arthritis (RA) a fetit lakossag korilbelll 1%-at éréntkronikus
izUleti gyulladassal jar6, szisztémas autoimmunredsgig. A megfelél kezelés
hianyaban sulyos izileti deformitasokhoz és mozay#siozottsaghoz vezet
betegség esetében kiemelkefbntossdgu a korai terdpia, amely megkezdéséhez
elengedhetetlen az RA patomechanizmusaban szejéfsetd biomarkerek és
patogenetikai tényék ismerete. Munkank soran célunk az volt, hogy reyeék
kozul kiemelve a természetes autoantitesteket, jlEssepitop citrullinaciot és az
tjonnan felfedezett extracellularis vezikuldk spéte vizsgéljuk az RA
patomechanizmusaban.

A természetes autoantitestek a szérumban jeléni¢d, IgG és IgA izotipusd,
polireaktiv, alacsony affinitassal jellemezkhammunglobulinok, amelyeket jelen
ismereteink szerint a Bl B sejtek termelnek. Igeevés irodalmi adat A&ll
rendelkezésiinkre RA-ban a szénhidrat specifikusészetes autoantitestek szerepére
vonatkozoan annak ellenére, hogy a porc alapallyardak jelenis hanyadat
alkotjak glukézaminoglikanok. A szénhidrat speaikautoantitestek autoimmunitas
kialakulasdban betoltdtt szerepét mutatja, hogyRAzegyik egér modelljében, az
aggrekan arthritisben az immunvélasz kivaltasaterzgedhetetlen [épés a porcalkoto
aggrekan molekula kondroitin szulfat (CS) lancairakimatikus emésztése, amelyek
igy ebtelies B sejtes valaszt indukalnak. A doktori dalgmmban bemutatott
kisérleteinkben a természetes szénhidrat specifieugoantitestek kozul a
glikézaminoglikan (GAG) ellenes autoantitestekesgaltuk RA-ban.

Az autoantitestek mellett az epitop citrullinacioA Roatomechanizmusaban
betdltott fontos szerepét mutatja, hogy a diaghiksziban elédleges szerepet
betdl ciklikus citrullinalt protein ellenes autoantitektgyakran mar évtizedekkel
kimutathatéak a tlinetek megjelenéséttelA citrullin az arginin poszttranszlacios
modifikacidjaval létrejoé nem esszencialis aminosav. A folyamatot a Ca2gdflg
peptidil-arginin deiminaz (PAD) enzim katalizaljamelynek 6t, kilonbdz szoveti
expresszioval jellemeztieizoformaja ismert. Ezek kdzul a PAD2 és PAD4 j&dast

az RA-s synovialis membranban és a synovialis tdkesejtjeiben is igazoltak.



Bar a citrullinalt autoantitestek termelése a Beddjez kothdt, szamos human és
allatmodelleket alkalmazo kisérleti rendszgédrarmazo6 adat tAmasztja ala a B sejtek
mellett a T sejtek fontos szerepét az RA patomezharsaban. igy érdekes kérdést
jelent az epitdép citrullinacié T sejtes antigénidelerésben jatszott szerepének a
vizsgalata. Munkam masodik részében az aggrekanritmtten, az RA egy
allatkisérletes modelljében egy immunodominans jT eggtép citrullinacidjanak T
sejtes valaszra kifejtett hatasat elemeztik.

Végul doktori dolgozatom harmadik részében az egthalaris vezikulakkal
(EV), mint Uj tipusu betegség biomarkerekkel kapates eredményeinket mutatom
be. A sejtek kozotti kommunikdcioban fontos szerepetdlt képleteket ketts
foszfolipid membran hatéarolja és a sejté@khyugalmi allapotban, aktivacio illetve
apoptozis soran szabadulnak fel. Az EV-knek szamssportja kuilonithét el,
amelyek kozul a harom legismertebb tipus az exodkpmikrovezikulak (MV) és az
apoptotikus testek csoportja. Az exoszoOmak a dmjteln multivezikularis testek
sejtmembrannal egyesulése réven szabadulnak edgiik 50 és 100nm kozotti. A
mikrovezikuldk ennél nagyobb atnéeel rendelkeé struktarak (100-1000nm),
amelyek az exoszomakkal ellentétben a plazmamembrdiremkedésével
keletkeznek. Az apoptotikus testek attjérl-qum, és apoptozis soratizbdnek le a
sejtmembranbdl. A sejtekb folyamatosan felszabadul6 EV-k jelenléte szamos
biologiai folyadékban (pl. synovialis folyadék, péazma, vizelet) kimutathato.
Jowbeli esetleges biomarkerként valé alkalmazhatés#tgyklzi, hogy egyes
autoimmun megbetegedések soran, illetve egyes dtgarsokban szamuk
emelkedett. Vizsgalataink soran bioldgiai folyadékbzarmazé (RA-s vérplazma és
synovialis folyadék, illetve osteoartristises (O¥g@rplazma és synovialis folyadék
eredet) MV-k és a detektalast neheziproteinkomplexek biofizikai paramétereit
hasonlitottuk dssze, illetve BALB/c thymus eréddflV-k és apoptotikus testek
proteomikai elemzését végeztik el.



Célkitiizések

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

biomarkerek és patogenetikai tén§lezzerepének vizsgalata volt.

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

1.1. RA-ban betegségmarkerként alkalmazhat6 GA&ieHl autoantitestek
azonositasa.

1.2. Az anti-GAG antitestek keresztreaktivitasanakgalata

1.3. RA-specifikus autoantitestek szénhidrat-febsgsi mintazatanak

meghatarozasa.

2. AT sejtes antigénfelismerés vizsgélata BALB/gérben

2.1. Az immunodominans proteoglikan T sejt epit®@{-84) citrullinaciojanak T
sejtes valaszra kifejtett hatasanak elemzése.

2.2. A citrullinacioért felels PAD enzimek génexpresszidjanak kimutatdsa a
thymusban.

2.3. Az epitopspecifikus T sejt receptor transzkgési egerek peptidspecifikus

poliklonalis valaszanak detektalasa.

3. Az extracellularis vezikulak vizsgalata

3.1. A mikrovezikulak (MV) és a proteinkomplexelofizikai paramétereinek
vizsgalata

3.2. Thymus eredé&tMV-k és apoptotikus testek proteomikai elemzése



Modszerek

Egértorzsek és immunizécids protokollok

A T sejtes valaszt vizsgalo egér kisérleteinkhezl@2hetes éstény BALB/c,
valamint az ATEGRVRVNSAYQDK szekvenciara (P70-84TEApeptid) specifikus
TCR transzgénikus (TCR-tg) egereket hasznaltunkT@R-tg &llatokat a Rush
University Medical Center-rel (Chicago, IL, USA) lgaegyuttmikddés keretében
alkalmaztuk.

Peptid immunizacio

A néstény BALB/c egerek ATE peptid oltdsakor a hatdéoldékaiziletébe, szubkutan
5-25ug szintetikus peptidet oltottunk komplett Freud uadinssal (CFA, Sigma)
egyutt. Kontrollként azonos térfogatban PBS/CFA geé¢ alkalmaztunk. A
nyirokcsomosejteket az oltast kéyed. napon izolaltuk, majd a T sejt reaktivitast
ELISPOT kisérletben vizsgaltuk.

Aggrekan arthritis indukcié

Aggrekan arthritis (PGIAproteoglycan induced arthritis) indukcié soran BALB/c
egereket haromszor (0., 21. és 41. napon), gliékaziehzimmel emésztett human
agrekdnnal  oltottuk.  Adjuvansként  dimetil-dioktail@enmadnium-bromidot
alkalmaztunk. A nyirokcsomésejtek izolaldsa az eddtast koved 4. hdnap utan
tortént.

Antigének

Glikozidazzal emésztett aggrekan

A glikozidazos enzimemésztést borju (Sigma) és hurfigszilott porc eredét
aggrekdnon végeztik. Az emésztéskor az aggreka®®a)/mg 0,15M citromsav-
foszfat pufferben (pH=4,3p-galaktozidazt (Sigma), illetve 240 U/mg 0,2M NacCl-
ecetsav pufferben (pH=5,0) hialuronidazt adtunkyifi) 24 6ran keresztul 37°C-on,
proteaz inhibitorok jelenlétében.

Szintetikus peptidek

A porcalkotd aggrekan T sejt epitopot hordozo, réddbén peptidszekvencigjanak
egér, human illetve citrullindlt valtozatainak demisét egyuittriikodo partnereink
végezték az E6tvos Lorant Tudomanyegyetem Szereesdl Tanszéken.

Human mintak



A vizsgalatainkhoz az Orszagos Rheumatoldgiai eésoterapids Intézet, a Budai
Irgalmasrendi Kérhaz, a Szegedi Ortopédiai Klinika, Orszagos Traumatoldgiali
Intézet €és a Semmelweis Egyetem Rheumatoldgiaiikej@nak human mintait
hasznaltuk.

Immunsejtek in vitro vizsgalata

Proliferacios assay

ATE peptid specifikus TCR-transzgén Aallatok lépeiijt 33x10/200ul/well
denzitasban 96 lyukd lemezekre helyeztik. A sticioR peptidkoncentraciok a
kovetkedek voltak: 1 és mg/ml huATE-RR, 1, 5 és 2bg/ml huATE-RX, -XR, -XX
vagy 10 és 4Qg/ml mATE-R, -X. 96 6ras inkubaciét koven PH]timidine-t adtunk
a sejtekhez, majd a radioaktivitast 14 oravabkésmertuk.

ELISPOT

Az IFNy szekretaldé nyirokcsomosejteket Mouse JFELISPOT Ready-Set-Go
Systems (eBioscience), valamint steril MultiSc&eiP lemezek (Millipore
Corporation) segitségével mutattuk ki, a gyartGitdsait kovetve.

Génexpresszids vizsgalatok

A BALB/c thymus, csontvél és I[ép mintdkb6l RNeasy® Mini Kit (Qiagen)
segitségével totdl RNS izolaltunk. A preparélt RiN&nhdom primerekkel (Promega)
cDNS-sé irtuk at. A TagMan rendszeren alapulé dtzivt realtime PCR vizsgalatok
az AbiPrism® 7000 PCR készuléken (Applied Biosyserndrténtek. Az alabbi
gének expressziojat vizsgaltuk: Padi2 (Mm00447020_m1), Padi4
(Mm00478087_m1)Hprt (MmM01545399 _m1).

Antigén-antitest kdlcsdnhatason alapulé vizsgalatok

Anti-GAG antitestek kimutatasa CovaLink ELISA-val

A természetes autoantitestek kimutatasahoz Covalini8A rendszerben kondroitin-
szulfat A, B és C, keratan-szulfat, heparan-szulfiiuronsav (Sigma), illetve nativ
és glikozidaz emésztett emberi és borju0 aggrekatigéareket 1 ug/well
koncentraciéban, a szérum és synovialis folyadé® (Bintdkat 1:100 higitasban, a
HRP-konjugalt anti-human IgM és IgG (Sigma) szelamdntitesteket 1:50000 és
1:30000 higitasban hasznaltuk.

IL-2 ELISA



A P70-84 (huATE-RR) petidepitop-specifikus TCR-rthaz6 5/4 T sejtes hybriddma
peptidspecifitisanak teszteléséhez 2xb@bridéma sejtet tenyésztettiink egyiitt
2x10 A20 myeloma sejtvonallal, szintetikus peptidvasidk jelenlétében, 24 6éran
keresztil. A fellliszébdl IL-2 ELISA modszerrel (R&Systems) meghataroztuk a
hibridomék altal termelt citokinszinteket.

Anti-komplement komponens 3 (C3) ELISA

A polisztirén lemezek aljat 0,2g9/well anti-human C3 antitesttel (Sigma) vontuk be,
majd a human SF mintakat 1:100 higitasban vittlikDetektal6 antitestként anti-
humén IgM-HRP-t, és anti-human IgG-HRP-t (Sigm&gakhaztunk.

Anti-CCP antitest-koncentracié meghatarozasa

Az anti-CCP antitestek szintjet Immunoscan RA &P teszt kit (EURO-
Diagnostica) segitségével hataroztuk meg.

Reumafaktor kimutatasa (RF)

Az RA-s betegek és egészséges kontrollok szérumdghgG RF koncentracidinak
meghatarozasdhoz AUTOSTATTMII RF IgM és IgG kitékaémaztunk (Hycor
Biomedical GmbH.

C-reaktiv protein (CRP) meghatérozasa

A human mintdk CRP koncentracioit teljes spektru@BP turbidimetrids esszé
segitségével hataroztuk meg (Randox Laboratoires).L& kiértekelést Olympus
AUG00 biokémiai analizatorral (Olympus Medical Syst) veégeztik.

Szénhidrat chip

A human szérum és SF mintadk IgG molekulait Alexa-Bstékkel jelzett anti-human
IgG-vel jeloltik. (Zenon Human IgG Labeling Kits, décular Probes Inc.
Invitrogen) A jel6lt IgG molekulakat szénhidrat pre vittik fel (Glycominds Ltd.,),
a fluoreszcenciat Perkin Elmer Victor Il spektraituméterrel mértik le.
Immunhisztokémia

A normal felrbtt porc metszeteket az RA-s szérum 1:25 higitaséwad anti-human
Ig-FITC antitesttel (Sigma) inkubaltuk és Bio-Rad R 1024 konfokalis
mikroszkoppal vizsgéltuk.

Aramléasi citometrias vizsgéalatok



Az aramlési citometrids vizsgélataink soran a mekiész és az adatok elemzéséhez
minden esetben FACSCalibur aramlasi citométert ([BiDscience) és CellQuest
programot (3.2 verzid, BD Bioscience) alkalmaztunk.

Peptid-MHC képdési vizsgalatok

A vad tipusu és a citrullinélt peptidvariansok Mi@t6désének 6sszehasonlitdsahoz
2x10° A20 sejtet inkubaltunk 60 percen keresztiil 5, 20@,vagy 40ug/ml human
illetve 1, 5, 25ug/ml egér peptidekkel. Majd a sejtekhez dgml biotinilalt huATE-
RR peptidet adtunk, 120 percen keresztll 37°C-dwbalva. Blokkolasi lépést
kovetben a mintakat 1:20 higitasban fikoeritrin (PE) kaydlt sztreptavidinnel 1%
BSA/PBS-ben festettik.

Immunkomplex és membranvezikula kimutatas

A MV kapun belil az MV és IK preparatumok eseméayszaneghatarozasahoz az
alabbi antitesteket hasznéltuk: AnnV-flureszcemtiacianat (FITC), AnnV-PE, anti-
CD41a-FITC, anti-CD42a-peridinin-klorofill fehérjanti-CD68-FITC és anti-CD45-
peridinin-klorofill fehérje-cianin 5.5 (Cy5.5) (BIBiosciences), anti-human IgM-
FITC (1:150), anti-human IgG-FITC (1:300, Sigma).

Vezikularis annexinV kimutatas

Az MV-ket és apoptotikus testeket tartalmazé miatédk:300 higitasban festettik
anti-AnnV antitesttel (Sigma). A vezikulak kitlegée utan (20 500g 20 perc) a
mintakat 1:300 higitasban FITC-el konjugalt antifnymmunglobulinnal (Becton
Dickinson) 30 percig festettik.

Az extracellularis vezikulakkal kapcsolatos egyébizsgalatok

Thymus eredaf mikrovezikula és apoptotikus test izolacio

A thymus eredéit MV-k és apoptotikus testek tomegspektrometriasgatatahoz 2
hetes BALB/c egér csecsémirigy sejteket izolaltunk. 1,4x20thymussejtet
helyeztiink CELLine bioreaktorba (Integra Bioscies)ce24 Ora elteltével a
thymussejteket eltavolitottuk a bioreaktor sejttessap kompartmentjédl. A sejteket
300g 20 perces centrifugalassal Ulepitettik ki. iyg nyert vezikula tartalmu
sejtfeltiliszot hm porusatméja sziron (Millipore), gravitacio segitségével, nyomas

alkalmazasa nélkil értik at. Ezutan az apoptotikus testek kitilepité8e0g 20



perces centrifugaldssal tortént. Majd Qudn-es (Millipore) gravitacids szést
koveben a filtrdtumot 12 200g-vel 40 percen keresztitriegaltuk.

Human synovialis folyadek és vérplazma eraflatikrovezikula izolalas

Az SF mintakat 30 percen keresztul, 37°C-on, 10 |Udirkahere hialuronidazzal
(Sigma) emeésztettiik. A vérlemezkeéket, sejttormeléde az apoptotikus testeket
3000g 10 perces centrifugalassal killepitettik,dnajfelilisz6t 800nm-es gt
(Millipore) alkalmazva, gravitacidésan ®tik. Az MV-k izolalasa ezt kovéen
20 500g-n, 60 percig tartd centrifugalassal tortént

Transzmisszios elektronmikroszképia

Az apoptotikus test és az MV preparatumaink tiggases a vezikuldk morfoldgiajat
HITACHI 7100 elektronmikroszképpal analizaltuk.

Immun-elektronmikroszkoépia

Az immunkomplexek (IK-k) lathatova tételéhez a rékdt anti-human 1gG-vel,
illetve anti-human IgM-el inkubaltuk, majd pedig TFHCHI 7100
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

Atomeré mikroszkoépia

Az atomed mikroszképiés kisérleteket az MTA SZBK-val és @IE TTIK Optikai
és Kvantumelektronikai Tanszékkel vagyuttmikodés keretében végeztik el.
Fluoreszcens mikroszképia

RA-s és OA-s SF mintakbal izolalt IK-kat Zeiss LSMO Meta pasztazo konfokalis
lézermikroszkdppal (Carl Zeiss) vizsgaltuk.

Dinamikus fényszéras elemzés

A mintak elemzését a Semmelweis Egyetem Biofiz8ésaBSugarbioldgiai Intézetében
val6 egyuttmikodes keretében végeztik el.

Természetes immunkomplex izolalas

RA-ban szenvetl betegek SF sejtmentes mintaibdl anti-human lg@réshuman
IgM agardz oszlop segitségével izolaltunk IK-kat.

Mesterséges immunkomplexd@llitasa

A mesterséges immunkomplexekodlitdsakor antigénként human laktoferrint,

ovalbumint és egér IgM-et (HFPG-847 hybriddma tém)élletve antitestként anti-



human laktoferrint-t, anti-human ovalbumint és ayér IgM-FITC-et (Sigma)
alkalmaztunk, valtozé aranyban dsszekeverve.

Mikrovezikulak €és immunkomplexek detergens lizise

Az IK és MV tartalmu mintakhoz az alabbi detergdwmseiilonb6sd koncentracioban
adtuk: Triton-X-100, Tween 20, SDSoflium dodecyl sulphate) és Igepal-CA630
(Sigma), sejtlizis puffer. (BD Biosciences).

Tomegspektrometrias elemzés

A tomegspektrometrias meéréseket Kozponti Kémiai akaihtézettel valo
egyuttmikddés keretében végeztik.

Statisztikai elemzés

A késibbiekben bemutatott adatok, eredmények statisztil@dolgozasat a
STATISTICA 7.1 (StatSoft Inc. Tulsa, OK, USA) és & (LEAD Technologies,
Charlotte, NC, USA) szoftvercsomag segitségévetzitix el.

A GAG-ellenes antitest vizsgalatok soran a kovetkestatisztikai analiziseket
hajtottuk vegre: Az ELISA eredmények értékeléseasoegy haromparaméteres
logisztikus gorbét hoztunk létre az adatok kaliédsahak céljabol, majd az ismeretlen
GAG-ellenes antitest-koncentraciokat a kalibragosbe alapjan hataroztuk meg. A
betegek szérumanak a kontroll és kdldokzsinér sadral vald dsszehasonlitasahoz
h&romfaktoros varianciaanalizist végeztinkree-Factor One Way ANOVA).

A statisztikai tesztek elvégzésedtel normalitasi vizsgalatot hajtottunk végre. A
mintacsoportok kozotti kiulonbségeket 0,05-0s hilsakb alatti p-értekek esetén

tekintettiik szignifikansnak.



Eredmények
Munkank sordn a szénhidratellenes autoantitestekilkéa GAG-ellenes

immunglobulinokat vizsgaltuk. Az Gjszulottelbhianyzo, vagy kismértékben jelen
levé GAG-ellenes autoantitesteket a fiin populaciéban nagy mennyiségben
mutattuk ki. Erdekes médon, az RA-s betegek esetébdgM izotipusi és bizonyos
IgG izotipust anti-GAG antitestek szintje a kortrokoporttal 6sszehasonlitva
emelkedettnek bizonyult. Az autoantitestek skiiék a porc alapallomanyahoz is.
Kovetked |épésként azt elemeztik, hogy az anti-GAG antkestentraciok
valtozasai 0Osszefliggésbe hozhatéak-e a betegségitéaslaval. ToObblépds
statisztikai elemzést végezve megallapitottuk, hagkondroitin szulfat C (CSC)-
specifikus IgM antitest szintek és az RA aktivitigflemz DAS28 értékek kozott
ers forditott korrelacié mutathatd ki. Hasonlé dsspglest mutattunk ki az ismert
betegségaktivitas-marker fehérje, a CRP és azCG81@-IgM koncentracidok kozott.
gy az anti-CSC IgM szint az RA betegségaktivitanarkerének tekinthét
Eredményeink alapjan feltételezzik, hogy az anti@Gézintek cstkkenése az RA
aktiv fazisdban annak tulajdonithatd, hogy az estiék a fokoz6do gyulladas soran a
porcbdl egyre nagyobb mennyiségben felszabaduldé GadgBkulakhoz kdtdnek,
amely jelenség egyuttal az anti-GAG antitestek kstik synovialis folyadék
koncentraciéjahoz vezet.

Az autoimmun megbetegedésekben az autoantiteserketb B sejtek mellett a
T sejtek fontossagara is szamos irodalmi adat uAalB sejtek altal termelt
természetes autoantitestek elemzését Kéwet munkank folytatdsaként a
citrullinacionak (az RA-val ismert mobdon dsszeféiggposzttranszlaciés
fehérjemodosulasnak) a T sejtes valaszra gyakdnmalhsat vizsgaltuk PGIA
allatmodellben. Kisérleteinkben &kent azt vizsgaltuk, hogy a citrullinaciot
katalizal6 Pad2 és Pad4 enzimeket kdédol6 génekesspioja kimutathaté-e az
aggrekén arthritisre (PGIA) érzékeny BALB/c egerskrokszerveiben. A két gén
expresszios mintazata a kulonbBézervekben jeletisen eltért, amely felveti annak
lehetségét, hogy eltérszubsztratpreferencia esetében a thymusben é@neetben
mas-mas peptidrepertoar citrullinalédik. Az ealeEm mobdositott autoantigén-
készletlbl szarmazo6 peptidek eltsgn befolyasolhatjak a thymusban zajlé T sejt és a



csontvebi B sejt szelekciés mechanizmusokat. A kovetiebkben a T sejtes
felismerés molekularis elemzése céljabdl kisémétti egy koradbban részletesen
jellemzett modellrendszerben (aggrekan arthritiS)A) folytattuk. Kivalasztottunk
egy betegségben relevans immunodominans, argirianal porc aggrekan T sejt
epitépot (huATE-RR), majd annak kuloniozitrullinalt valtozatait allitottuk él
szintetikusan. A vad tipusu és a citrullinalt peeki hatasat a PGIA-ra genetiai
hajlamot mutat6 BALB/c, és a huATE-RR-specifikus R-@ egértdrzsekben
vizsgaltuk. Kisérleteink soran a periférias T sefiertoarban citrullinalt epitopokat is
felisme6 T sejteket mutattunk ki. Az arthritogén fajidegehuman)
peptidszekvencidk mellett vizsgaltuk a megfelekajat (egér) szekvenciak
immunogenitasat is. A sajat peptiddel tértént immacio nem meglgpmaodon jéval
kisebb mérték primer immunvalaszt indukalt, mint a fajidegenyiéan szekvencia.
Ugyanakkor a nativ és citrullinalt sajat peptidéas (mMATE-R és mATE-X) altal
kivaltott valaszt 6sszehasonlitva elmondhato, reogitrullinalt valtozat, az mATE-X
szignifikansan nagyobb immunvalaszt valtott ki naférbe oltva. Ez arra utalhat,
hogy bizonyos citrullinélt epitopspecifikus T séjtonok elkerilhetik a centralis
tolerancia mechanizmus révén tofiéliminéciot és a periféridn hozzajarulhatnak az
autoimmun betegségek kialakulasahoz.

A disszertacid6 harmadik részében bemutatott murnkaE¥-k témakoérében
szlletett. Munkankban arra kerestink valaszt, hagyologiai folyadékokban az
MV-k mellett jelen 1é¥ proteinkomplexek hogyan befolyasoljak az MV-kre
vonatkoz6 mérési eredményeket. Megvizsgaltuk adgial mintdkban gyakran jelen
lévé immunkomplexek (IK-k méreteloszlasat). Aramlasitonietria és DLS
alkalmazasaval megallapitottuk, hogy az oldhatatldki-k fényszérodasi
tulajdonsagaik alapjan sem kulonitbet el az MV populaciétol. Tovabba, a
mintakban egyidéjeg jelen 1é%¥ MV-k és IK-k elkulonitésére kifejlesztettiink egy
egyszeti, gyors, 0j modszert. Detergens lizist alkalmazvakéd populaciobol
szarmaz6 fényszorddasi jelek egymastol jol elkihiatiek az IK-k detergenssel
szembeni kisebb érzékenységének koszdehet

A doktori dolgozatom utolsé részében egér thymeslefi MV-k és apoptotikus
testek proteomikai elemzését végeztik el. A thyrteoeyedat vezikuldkban szamos



fehérjét azonositottunk, amelyek lehat tehetik a membran vezikuldk thymusban
lejatsz6d6 folyamatokban vald részvételének jobbgértését. Az azonositott
proteinek egyik csoportia human autoimmun beteddssge azonositott
autoantigénként ismert. Mind a thymus eréditV-k, mind pedig az apoptotikus
testek tartalmaztak-enolazt, bsokk fehérjéket illetve hisztonproteineket (H1-H4).
Az apoptotikus testekben a hisztonfehérjék jelentétigyelembe véve a vezikulak
keletkezési mechanizmusat - nem meglefA tomegspektrometrias elemzés
eredményeképpen azonban nemcsak az apoptotikuskdest hanem az MV
populaciéban is nagy mennyiségben mutattunk kittwsxkat. A hisztonfehérjék
jelenlétét figyelembe véve valds#irhogy a thymuseredetMV-k nagy része szintén
apoptotikus folyamatok soran jon létre. Az ismemitoantigének mellett a
vezikuldkban sikerllt szamos szabalyoz6 folyamatiésn jelatviteli Utvonalban
szerepet jatsz6 fehérjét azonositanunk. Eredméngearint a vezikuldknak szerepik
lehet a thymus homeosztazisanak fenntartasdban,a dgontos mechanizmus

feltarasara meég tovabbi kisérletek sziikségesek.

Kovetkeztetések

1. A természetes autoantitestekre vonatkozé munkatkivie a figyelmet a
glikézaminoglikan (GAG)-ellenes természetes auttemték rheumatoid arthririsben
(RA) betoltott fontos szerepérA. betegségben eredményeink alapjan a szérum és a
synovialis folyadék anti-GAG természetes autoasiiiie szintie emelkedett. A
szénhidratellenes antitestek kozll az anti-konara@tulfat C (anti-CSC) antitestek
szérumkoncentracioja, illetve az RA betegség-aié@a kozott inverz korrelaciot
talaltunk. igy eredményeink alapjan az anti-CSCitesttkoncentraciot betegség-

aktivitasi biomarkernek tekinthetjuk.

2. A disszertacid6 masodik felében az RA egy egérmothelijé az aggrekan
arthritisben (PGIA) vizsgaltuk a peptidcitrullinact sejt felismerésre kifejtett hatasat.

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy egy adwothunodominans, aggrekan



eredell T sejt epitopszekvencia (P70-84/huATE), és enngkillnalt valtozatai
jelents IFNy-valaszt indukaltak a peptiddel immunizalt BALB/s & peptidepitop-
specifikus T sejt receptor transzgénikus egerekb€@mutattuk, hogy az egér
thymusban és egyéb nyirokszervekben egyarant esg@iésinak a citrullinicidért
felelos ezimeket kodol®adi2 esPadi4 gének, felvetve a poszttranszlacios modositas
lehetséges hatasat a T és B sejt szelekcios meamasokra. A periférias T sejt
valasz vizsgalatakor azt talaltuk, hogy a citrdlinsajat (egér) peptidvéaltozat
szignifikansan disebb valaszt valtott ki a vad tipustval Osszehésanl gy
eredményeink alapjan feltételezzik, hogy a cimakiio jelenisen befolyasolhatja a

kialakulo T sejtes valaszt.

3. Kimutattuk, hogy a mintdkban jeleni@&vimmunkomplexek és az aramlasi
citometria soran alkalmazott antitestek altal kéfpaptitest-aggregatumok jelésen
befolyasolhatjak a mérési eredményeket. Kifejlasn egy egyszér aramlasi
citometrias vizsgélatok soran széleskorben alkdhat#z modszert a MV-k és
fehérjekomplexek elkilonitésére.

4. Az MV-k és apoptotikus testek fehérje-Osszetétddermlemzesét célzd
munkankban nagyfokd hasonlésdgot mutattunk ki amtiseredét MV-k és
apoptotikus testek fehérjetartalmaban. Szamoduakaazonositott fehérje jelenléte
arra utal, hogy a két vezikulatipus a thymusbarbselban apoptdzis soran
keletkezhet. Eredményeink alapjan valoégithetjik, hogy mind az MV-knek, mind
pedig az apoptotikus testeknek komplex szerepidt lah immunoldgiai folyamatok,
igy vég$ soron a thymus tikodésének szabalyozasaban.
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