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1. Bevezetés

Az immunrendszer szerteagaz6 feladatai kozé tartozik a sajat és nem sajat
antigének elkiilonitése révén azonositott korokozok eliminacidja, a daganatok
novekedésének megakadalyozasa és a sajat struktarak aktiv védelme. A fert6zések
elleni védelem els6 vonalat képezi a filogenetikailag 6sibb természetes immunrendszer,
amelynek elénye a gyors valaszadas képessége, ugyanakkor nem specifikus médon
reagal a patogénekre, és immunologiai memoria kialakitasara sem képes. Az adaptiv
immunrendszer aktivacidja jollehet id6igényesebb, de specifikus egy adott korokozora,
¢és hosszu életli memoria sejtek képzése révén, immunologiai memoriaval rendelkezik.
A természetes immunitas sejtes elemeihez tartoznak a monocitak, makrofagok,
dendritikus sejtek, hizosejtek, NK sejtek és a granulocitak. A T- és B-limfocitak az
adaptiv immunvélasz sejtjei.

Az immunrendszer fiziologids mukodését az immunsejtek jelatviteli utakon
keresztiil szabalyozott, kiilsé szignalokra adott valasza és e folyamatok O&sszehangolt
egylttmiikodése biztositja. Ha az immunrendszer sszetett halozatanak valamely eleme,
vagy ezek egy csoportja, mitkddésbeli eltéréshez vezetd valtozést szenved el, az koros
folyamatok kialakulasat eredményezheti, ami végs6 soron betegségek kialakulasaban
manifesztalodhat. Ezen miikddésbeli valtozasok kozott elsé helyen szerepel a jelatviteli
utvonalak megvaltozasa, amelyek meghatarozzak a sejtek aktualis allapotat és
mikodését. A sejtek felszinén a kiilonbozé ligandokat kot receptorok, az
intracellularisan rendelkezésre allo jelatvivo fehérjék aranya és mennyisége bonyolult
szabalyozasi rendszerek kozremiikodésével keriil kialakitasra. A transzkripcios
faktorok, az Ujonnan leirt mikroRNS-ek €s a sejtek kornyezetében 1évo citokinek egy-
egy meghatarozo, kombinatorikus szabdlyozasi pontjait képviselik a fent emlitett
folyamatoknak.

Az immunrendszer betegségei kozott megkiilonboztethetiink alul,- illetve
talmiikodéssel jard korképeket. Alulmikodéssel jarnak a velesziiletett és szerzett
immunhidnyos 4llapotok, mig az immunrendszer egyes funkcidinak fokozott
mikodésével jellemezhetd tobbek kozott szamos gyulladassal jaré autoimmun betegség
vagy az asztma. Az autoimmun betegségek kialakulasaban komplex mechanizmusok

jatszanak szerepet, amelyekben nem tehetd egyértelmiien felelossé egy adott sejttipus
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vagy folyamat sem, és mind genetikai, mind kornyezeti faktorok alapvetd Szerepet
jatszanak kialakulasukban. Mégis, a betegséghez vezetd folyamatokban kiemelhetéek
bizonyos, kulcsszerepet betoltd jelatviteli utvonalak, amelyek jellemzdek a koros
valaszokra ¢és kialakitjdk a betegség karakterét. Munkank soran néhany, az
immunrendszer sejtjeinek szabalyozasaban alapvetd szerepet jatszo jelatviteli

folyamatot vizsgaltunk.

1.1 Jelatviteli utvonalak attekintése

A természetes ¢s adaptiv immunrendszer képviseléi a rajuk specifikus
kombinacioban jellemzdé receptor haldzaton keresztiil aktivalodnak, és az arra a
receptorra specifikus jelatviteli utvonallal reagdlnak. A természetes immunrendszer
sejtjei egyrészt altalanosan el6forduld, a patogénekre jellemz6 struktirakat ismernek fel,
tovabba a mar immunglobulin molekuldkkal megjeldlt korokozok azonositdsara is
képesek Fc-receptoraikon keresztiil. Az adaptiv immunrendszerhez tartozd T- és B-
sejtek antigén receptoruk segitségével kiilonboztetik meg a sajat €s nem-sajat
struktarakat. Az antigén receptorok egy adott molekularis motivumot ismernek fel,
amihez kapcsolddva a receptor sejten beliili szerkezeti eleme egy koriilirt valaszprogram

elindulésat valtja ki.

1.1.1 A T-limfocitak

A T-limfocitdk az adaptiv immunrendszer sejtjeihez tartoznak, és nagy
specificitassal ismerik fol a f6 hisztokompatibilitasi komplexszel (MHC) egyiitt
bemutatott epitopokat T-sejt receptorukon (TCR) keresztiil. A TCR-ok Osszetétele
alapjan megkiilonboztethetiink konvencionalis of}, illetve korlatozott specificitassal
rendelkezd yo T-sejteket. Az aff TCR-rel rendelkezd sejtek esetében funkcionalis
szempontbol elkiiloniilnek az CD4 molekulat hordozo helper (segitd, Th) T-sejtek, és a
CD8 koreceptort expresszald citotoxikus (Tc) T-sejtek. Mindkét csoport tagjaibol
kialakulhatnak limfoid és nem limfoid szovet-specifikus memoria sejtek. A Th sejtek,
az altaluk termelt citokinek alapjan tovabbi alcsoportokra oszthatoak, klasszikus

felosztasban: Thl, Th2 és Thl7 sejtekre, azonban legijabb publikaciok szerint tobb
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alcsoport is megkiilonboztethetd: Th3, TR1, Th9, Th22, Tth (follikularis helper T-sejt).
A CDA4+ T-sejtek csoportjaba tartoznak a FoxP3+ regulatorikus T-limfocitak is (Treg),

melyek szuppressziv kapacitasukrol ismertek, és szintén tobb képvisel6jiik ismert (1, 2).

1.1.1.1 A T-sejt receptor

A T-sejtek specificitasat, vagyis azt a képességét, hogy bizonyos
haromdimenzios molekularis mintat képes felismerni, a T-Sejt receptor biztositja.

Az aff T-sejtek esetében TCR komplex kialakitasaban az antigén felismer6 o- és
B-lancok mukodnek kozre, amelyek diszulfid hiddal kapcsolédnak egyméshoz, és
hosszi extracellularis, valamint rdévid, jelatviteli molekuldkat nem tartalmazo,
intracellularis doménnel rendelkeznek. TCR komplexrél beszéliink, ha az ap-lancokhoz
hozzakapcsolodnak a CD3 molekula nem kovalensen &sszekapcsolt invaridns,
heterodimert alkoto ye-, és de-lancai, és az egymassal kovalensen kapcsolodo ({-lancok.
Az Ujonnan szintetizalodott afyede-lancok, a {{-homodimerrel kapcsolodva keriilnek a
sejtfelszinre (3, 4).

A megszintetizalodott afeyd-lancok a szintézist kdvetéen az endoplazmatikus
retikulumban allnak 6ssze, majd a transz-Golgi haldzatban taldlkoznak a ({-dimerrel, €s
komplexet alkotva a sejt felszinére jutnak (5). A sejtfelszinre keriil6 TCR mennyiségét
az elérhetd (-lancok szama hatdrozza meg, mivel ennek hidnyaban a tobbi lanc a transz-
Golgi haldézatbol lizoszomalis lebontasra keriil (6). Az afeyd-lancok 85-95%-a a
szintézist kovetd 4 oOraban lebontasra keriil, mig a (-lancok az endoplazmatikus
retikulumban (ER), illetve a Golgi-vezikulumokban maradnak (7), és 10-20 oras
féléletidével rendelkeznek (5). A teljesen Osszeallt TCR dinamikus expresszioval
rendelkezik: allando internalizacié, majd Gjra sejtfelszinre keriilés jellemzi, amely
meghatarozza a sejt aktualis aktivalhatosagi allapotat (8). Irodalmi adatok alapjan a (-
lancok ©nalld ciklizaciés dinamikéaval rendelkeznek, és a tobbi lanctol fiiggetleniil

expresszalodhatnak, illetve internalizalédhatnak (9, 10).
1.1.1.2 A T-sejt receptor komplex altal kozvetitett jelatviteli folyamatok

A T-sejtek aktivalodasanak feltétele az antigén prezentald sejtek (APC) MHC

molekulaival asszocialt antigén peptid kotédése a T-sejt receptor komplex off lancaval,
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valamint ugyanezen MHC molekula konzervativ, negativ toltésii szakaszanak kotddése
a T-sejten 1évé CD4 vagy CD8 molekulaval (11).

A TCR komplex a sejt felszinén nanoklaszterekbe rendezédve talalhato, ahol az
aktivaciohoz sziikséges molekuldk egy csoportban helyezkednek el, mig az aktivaciot
gatlo molekulak kizarodnak ebbdl (12). A specifikus és hosszantartd kapcsolat a T-
sejtek és az antigén prezentalo sejtek kozott, azaz immunologiai szinapszis kialakulasa,
az adaptiv immunvalasz létrejottének eldfeltétele. A szinapszis kialakuldsanak els6
1épése a T-sejtek antigén receptora és a megfelel6 MHC-antigénpeptid kapcsolddasa,
amely mikroklaszter képzdédéséhez és a jelatvivd molekuldk Osszegylijtéséhez vezet,
masodpercek alatt kialakitva a szignaloszomat (13). A mikroklaszter kialakulasat
kovetden, a kapcsolddasi teriileten egy kiilsd gytirti alakul ki integrinek kozvetitésével,
amelynek kozepén a mar meglévé TCR mikroklaszterek Osszeolvadnak és centralis
szupramolekularis aktivacios klaszter (cCSMAC) képzédményt formalnak (14). Mivel a
cSMAC-ban kevés foszforilacios esemény torténik, azt feltételezik, hogy ez a kdzponti
régid éppen a korabban létrejott mikroklaszterek inaktivacidjanak helye, mikozben az
aktivaciot jelentd foszforilacido inkabb a periférian formalodo 1) mikroklaszterekre
jellemz6 (15).

Az aktivacios folyamat elsé 1épése az Immunreceptor-asszocialt aktivacios
motivumon (ITAM) 1év§ tirozinok foszforilalodasa a p56- és a p59™", Src csaladba
tartozo tirozin-kinazok altal (16). Ezek a kinazok a CD4, illetve CD8 molekulakkal
asszocialtan talalhatok meg (17) és aktiv-inaktiv formajuk dinamikusan valtozik (18).
Konvenciondlis nézet szerint a CD4 és CD8 molekuladk MHC-hez valo kotédése
konformécié valtozast indukal az enzimben, amelynek hatdsira szabaddd valik az
aktivacioval asszocialt tirozin-foszforilacios hely, majd a kindz transz-
autofoszforilalodik (19). Legtjabb kutatasok azonban azt bizonyitjak, hogy
aktivalodasukat nem a TCR-MHC-CD4 kapcsolat soran bekdvetkezd konformaécid
valtozas szabalyozza, hanem a gatlasukért felelds tirozin defoszforilacidjanak
mértékével all kapcsolatban (20, 21), és a koreceptorok szerepe foként a kinazok TCR
kozelébe torténd juttatasa (22).

Az aktiv p56-* tobbek kozott a CD3 lancait foszforilalja (23). A CD3 y-, &- és §-
lancai egy-egy ITAM motivumot tartalmaznak, mig {C-lancai egyenként harmat (24). A
foszforilalt ITAM-ok kapcsolddasi feliiletet biztositanak olyan tovabbi Src homologia
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domén 2-vel (SH2) rendelkez6 molekulaknak, mint a Syk csaladba tartozé protein
tirozin kindz, a (-asszocialt protein 70 (ZAP-70) (25). A ZAP-70 szintén a p56-* ¢és a
p59™"  kinazok segitségével foszforilalodik. Legfontosabb — szubsztratjai  a
membrankotott LAT és a citoplazmatikus adaptor fehérje, az SLP-76 (26).

A LAT kilenc tirozinon foszforilalodik és SH2 doménen at kapcsolddik hozza a
foszfolipaz Cy (PLCYy), a foszfo-inozitol 3 kinaz (PI3K) és két adaptor fehérje: a GRB2
¢és a Gads (27).

Az SLP-76 a Gads-on keresztiill a foszforilalt LAT-hoz ko6tddik, és harom
kiilonb6zé doménjéhez tovabbi molekuldk kapcsolddnak: N-termindlisan elhelyezkedd
foszforilalt tirozinjaihoz kotédik a Vavl guanin nukleotid kicseréld faktor, az Nck
kotédik a PLCy és a Gads; C-terminalis részén pedig SH2 domén talalhato, ami az
adaptor fehérje ADAP-pal és a HPK1 kinazzal 1étesit kapcsolatot (28).

A jeltovabbitas egyik kozponti eleme a PLCy, amelyet az Itk foszforilal (29). Az
aktivalt PLCy hidrolizalja a membran-lipid foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP2),
amely két termékre hasitoédik: diacil-glicerolra (DAG) és inozitol-1,4,5-triszfoszfatra
(IP3) (30). Az IP3 szolubilis molekula, amely az ER membranjaban talalhato
receptorahoz kotddve elbsegiti az intracellularis kalcium (Ca?*) felszabadulasat. A DAG
két folyamat elinditasahoz sziikséges: egyrészt a protein-kindz CO aktivacidjdhoz
(PKCO) (31), amely az NF-xB transzkripcios faktor szabalyozoja; masrészt MAPK—
ERK1, 2 protein kinaz aktivaciot hoz létre, amely a STAT3, az EIk1 és a c-Jun/c-Fos
transzkripcids faktor aktivalodasat indukalja (32). Utobbi példaul az aktivacid soran
legkorabban megjelend, sejtosztodast szabalyoz6 marker, a CD69 sejtfelszini
megjelenését indukalja (33).

A Ca* szignal szdmos folyamat szabalyozoja a T-limfocitdkban. Az
intracellularis Ca®* raktarak Kkiiiriilése, mas tényezokkel egyltt eldidézi a
sejtmembranban talalhatd Ca?* csatornak kinyilsat, igy tovabb ndvekszik a Ca®
mennyisége a sejtben (34). A Ca?* tdbbek kozott kalmodulinhoz kotédik, amely
aktivalja a nitrogén-monoxid szintazt (NOS), igy nitrogén-monoxid (NO) termelddik a
sejtben (35). Az NO a sejtmembranon atjutva, hem-prosztetikus csoportokhoz kotédve
ciklikus guanozin-monofoszfat (CGMP) felszabadulast idéz el6 (36). Az NO szerepét

szamos munkacsoport vizsgalta szisztémds autoimmun betegségekben, kiilondsen
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rheumatoid arthritisben (RA) és szisztémas lupus erythematosusban (SLE) (37). A
monocitdk fokozott NO termelésének munkacsoportunk kordbbi eredményei szerint
szerepe lehet abban, hogy SLE-ben szenved6 betegek T-limfocitaiban igen nagyszamu
mitokondrium mutathaté ki (38). A Ca**~kalmodulin fontos szabéalyozoja tovébba az
NFAT transzkripcios faktornak (39), amelynek hidnyaban alacsonyabb IL-2 és
interferon y (IFNy) termelés figyelhetd meg, ami a Th2 irdnyu differencidlodasnak
kedvez (40, 41). Az NFAT szerepét feltételezik a FoxP3 transzkripcids faktor
szabalyozasaban is, amely a Treg sejtekben magasan expresszalodo transzkripcios
faktor (42).

A transzkripcidos faktorok, mint a gén atirodas szabalyozd egységei,
meghatarozott gének expressziojat iranyitjak, ezéltal befolyasoljak a citokin termelés
meginduldsat és mértékét is. A szolubilis citokinek specifikus receptoraikhoz k&tddve
szamos sejtfunkciot irdnyitanak, tobbek kozott gyulladasi és differencialddasi
folyamatokat, tovabba tulélési szigndlokat kozvetitenek. A Thl sejtek szempontjabol
egyik legfontosabb mediator az IL-2. A megtermelt citokin egyrészt autokrin modon
szabalyozza a sejtek osztodasat és talélését (43), masrészt részt vesz a sejtfelszini
receptor aranyok kialakitasaban (44), tovabba szuppresszalja a Thl7 iranya
differencialodast és az Treg iranyu eltolodasnak kedvez (43).

A TCR jelatvitelt az 1. abra foglalja Ossze.
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1. dbra. A TCR-on keresztiil elinditott jelpdlydk dttekintése.

1.1.1.2.1 A CD3(-lanc

A C-lanc a TCR keresztkotése kovetkeztében mind a hat lehetséges tirozin
molekulan foszforilalodik. A CD3( foszforilacidja jellemzden 21 és 23 kDa (p21, p23)
molekulastlyt formak kialakulasat eredményezi, ahol a p21 esetében a két lanc négy
membrantol disztalisan elhelyezked6 ITAM-ja, mig p23-ndl mind a hat ITAM
foszforilalodik (46). Korabbi megfigyelések szerint a membrankotott (-lancok egy része
konstitutivan foszforilalt a 21 kDa formaban (47) és stabil komplexet alkot az inaktiv
formaban talalhato ZAP-70-nel (46, 48). A konstitutivan foszforilalt lancok szerepe
még nem teljesen tisztazott: egyrészt befolydsolhatja az idegen peptidekre adott valasz
erOsségét (49), masrészt "molekularis szenzorként" is milkodhet azaltal, hogy a

kiilonb6z6 foszforilalt varidnsok ardnyaval "kiilonbséget tesz" az agonista peptidek és
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az alternativ peptid ligandok ko6zott (50, 51), de szerepe lehet a sejtek talélésében (52)
is. Legujabb eredmények szerint a p21 jelenléte p23 hianyaban elGsegiti az autoreaktiv
T-sejtek perifériara keriilését és potencialisan autoreaktivva valasat (53).

A TCR az aktivacioés szignalok kozvetitése utan internalizalodik. Az
internalizacié klatrin medialt endocitozis utjan torténik. Ennek soran a receptor-ligand
komplexek a sejtmembran klatrinnal kitoltott mélyedésébe keriilnek, amelyek betlirédve
¢s Osszezarddva klatrin burokkal ellatott vezikulakat alkotnak. A kotddés a CD3(-1anc
esetében a klatrin, és a (-lanc egy di-leucin valamint a t6le N-terminalis pozicidban 1évo
aszparaginsav oldallanc ko6zott jon létre. A vezikula nem sokkal a lefliz6dése utdn
elvesziti klatrin-burkat, lehet6vé téve a korai endoszomaval valo asszociaciot (54). A C-
lanc a tobbi TCR lanctdl fiiggetleniil is internalizalodhat (9), amelynek mechanizmusa
még nem teljesen ismert, ugyanakkor lehetdséget ad az egyedi szabalyozésra.

A CD3{, mint sejtfelszini receptor, bomldsa elsddlegesen a lizoszoémalis
utvonalon keresztiil torténik irodalmi adatok alapjan (55, 56). Ugyanakkor, Wang és
mtsai kimutattak a CD3( ubiquitinizacidjat és proteaszomalis bomlasat (57), amit mas
munkacsoportok is megfigyeltek (8). Ezek alapjan valdszintinek tiinik, hogy mindkét
utvonal érintett a (-lanc lebontdsdban, és a lebontast befolyasold egyéb tényezok
hatdrozzadk meg az utvonal tipusat. A C-lanc ciklizaciojanak és lebontdsdnak egyik 0

regulatora az src-like adaptor fehérje, a SLAP.

1.1.1.2.2 Az src-like adaptor fehérje (SLAP)

A SLAP adaptor protein nagy hasonlosagot a mutat az src csaladba tartozo
kinazokkal, azonban nem rendelkezik kinaz aktivitdssal. Rovid N-terminalis veégét
kovetéen SH2 ¢és SH3 domént tartalmaz, C-terminalis végén pedig egy ~100
aminosavbol allo szekvencia talalhatd, amelynek pontos funkcidja ma még nem ismert
(58).

A SLAP expresszigjat T-limfocitakban el6észor Tang és mtsai irtak le, akik
keresztiil kapcsolatot 1étesit a ZAP-70-nel, a LAT-tal, a Syk-kel és a CD3C-val (59).
Tobb megfigyelés is bizonyitotta, hogy a SLAP expresszidjanak valtozadsa szamos
folyamat szabalyozasaban részt vesz. In vivo dupla pozitiv (DP) timocitakban magasabb

expressziot mutat, mint érett T-sejtekben, amelynek a pozitiv szelekcid iranyitasaban
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van szerepe, mivel hianyaban a DP sejtek nagyobb szamban keriilnek a perifériara. A
SLAP részt vesz a {-lanc internalizaciojaban, és c-Cbl-lel kdzremiikodve a lancok
ubiquitinizaciojan keresztiil el6segiti azok lebontasat (60). Erre utal, hogy SLAP
génkititott (knock-out, KO) allat érett T-sejtjeiben mind a ciklizdl6 TCR komplexek
szama, mind a (-lanc mennyisége joval magasabb (61), annak kovetkeztében, hogy
gatolt a CD3(-lanc lebontasa, igy a komplexek visszajutnak a sejtfelszinre (62). Az
endoszomalis kompartmenttel bekdvetkezd kolokalizaciojat is leirtak aktivacid hatasara
(63). A SLAP expresszié novelése hatékonyan gatolja a mitogenezist (64), a TCR
keresztkotés indukalta NFAT aktivaciot és IL-2 termelést.. Peterson és mtsai 2011-ben
publikélt cikkiikben kimutattdk, hogy a SLAP hidnya gatolja az autoimmun arthritis
kialakulasat. Munkéjukban olyan KO allatok létrehozasara keriilt sor, amelyek mind a
ZAP-70-re, mind a SLAP-ra nézve mutaciot hordoznak (DSSKO). A ZAP-70 mutans
allatokat (SKG) korabbi megfigyelések alapjan arthritis modellként hasznaljak, mivel
fogékonyak a zymosan-indukalt arthritisre (65). DSSKO allatokban mind a betegség
kialakulasa, mind a lefolyasanak sulyossaga csokkent a SLAP hidnya miatt, tovabba
megnovekedett a periférialis regulatérikus T-limfocitdk aranya (66). Ujabb eredmények
szerint, a SLAP deficienciaja megnoéveli a TCR aviditasat, eltér6 TCR repertoart
létrehozva ezzel, ami a sejtek negativ szelekciojahoz vezet (67).

A SLAP ugyanakkor nem csak a T-limfocitak aktivacidjaban, hanem a
hizosejtek FceRI-medialt aktivaciojaban is fontos szerepet tolt be. A SLAP expresszidja
koncentraciofiiggéen megnd az IgE-vel torténd keresztktés hatasara, és hianyaban
megnd az FceRI sejtfelszini expresszidja, ami arra enged kovetkeztetni, hogy részt vesz
a FceRI szabalyozasaban (68). Szintén irodalmi adatok szerint, a SLAP fontos szerepet
tolt be B limfocitakban (69), dendritikus sejtek érésében (70) és szerepet jatszik az
oszteoklaszt differencialédasban (71) is. Mindezek bizonyitjak, hogy a SLAP szerepe

sokrétli az immunvalasz szabalyozasaban.

1.1.1.3 Kostimuldcio és adhézios molekulak szerepe T-sejt aktivdacioban

A T-limfocitak aktivaciojaban a TCR komplexen keresztiil érkezo jelek mellett a
kostimulacioban résztvevd receptorok szerepe is alapvetd. A kostimulacid szabalyozza
az aktivacidt; hozzajarul az effektor mechanizmusok beinduldsdhoz, tovabba tuléld

szignalokat biztosithat.
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A T-sejtek felszinén konstitutivan jelen 1évé CD28 az APC felszinén talalhato
CD80/CD86 molekulakkal Iétesit kapcsolatot, amely elsésorban a PI3K aktivalodasahoz
vezet (72). A jelpalya az Akt kinaz aktivalodasat eredményezi, amelynek szubsztratjai
kozott szerepel az NF-«kB transzkripcids faktor, amely ebben a folyamatban a tuléléshez
szilkséges molekulak, példaul a Bcl-x1 expresszidjat segiti eld (73). Az NFAT
transzkripcids faktornak is ismeretes Akt altali szabalyozasa, amely szintén a talélési
szignalokat indukalja, mint amilyen az IL-2 termelés (74). A CD28 jelpalya tovabbi
jellegzetessége a Ca** szignal elinditasa, amely a CD28-hoz kozvetleniil asszocialo Itk
aktivalodasnak a kovetkezménye (75).

Ebbe a molekulacsaladba tartozik az aktivalt T-sejteken megjelend indukalhatd
T-sejt kostimulator (ICOS) és az APC-ken expresszalodo ligandja, az 1COS-L is.
Kapcsolodasuk elsdsorban a T-sejtek differencidlodasat és citokin termelését
befolyasolja: IL-4, IL-10 és IFNy szekréciojat segiti el6 (76).

Hasonlé fontossagu kostimulacios jeleket kozvetit a tumor nekroézis faktor
receptor (TNFR) szupercsaladba tartozo, T-sejteken az aktivacid hatasara megjelend
CDA40L ¢és OX40, amelyek az APC felszinén szintén aktivacio-indukalt expressziot
mutatd CD40-nel és OX40L-dal 1épnek kapcsolatba. A CD40-CD40L kapcsolat tobbek
kozott a helper funkciok és a memoria kialakitasaban jatszik szerepet (77), mig az
OX40-OX40L a TNF receptor-asszocialt faktorokon (TRAFs) keresztiil NF-kB-medialt
tulélési szignalokat biztosit (78).

A sejt-sejt kapcsolat kialakitasaban, stabilizaciojaban és a citoszkeletalis
atrendez6dés elinditasaban az adhézios molekulaknak van fontos szerepe, amelyek
koziil legfontosabb az antigén prezentald sejten talalhatd intracellularis adhézios
molekula (ICAM-1) és liganduma, a T-sejtek felszinén 1évé leukocita funkcionalis
antigén (LFA-1) (79). Az adhézidés molekulak kapcsolata azonban nem csak a fizikai
kontaktusban, hanem a kostimuldcidban is szerepet jatszik: az LFA-1 kotddése pozitiv

visszacsatolast biztosit a TCR keresztkotést kovetd Ras aktivacionak (80).

1.1.1.4 Az aktivaciot gatlo mechanizmusok
A jelatvitel befejezédéseért felelés molekuldk, mint példaul a CDA45, a Csk
tirozin kinaz, a Lyp defoszfataz és a citotoxikus T-limfocita asszocialt antigén 4

(CTLA-4), az aktivacios szignal gatlasan keresztiil fejtik ki hatasukat (81, 82). A Lyp és
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a Csk komplexet alkotva, a p56- defoszforilacidjaban (Lyp), illetve inhibicios
tirozinjanak foszforilalasaban jatszanak szerepet (Csk) (83), de szamos egyéb
szubsztrattal rendelkeznek (84, 85). A CTLA-4 aktivacié hatasara jelenik meg a T-
sejtek felszinén, és a CD28-al verseng a CD80/CD86-hoz vald kotddésben. Affinitasa
egy nagysagrenddel nagyobb, mint a CD28-nak ¢s negativ szignalt kozvetit, amely
végsO soron a stimulacio csOkkentésén keresztiil vezet a jeltovabbitas befejezddéséhez
(86, 87).

Fontos tovabbi résztvevok az ubiquitin molekuldkat kovalensen a jelatvivo
molekulakhoz rogzité E3-tipust ubiquitin ligazok, a c-Cbl és a Chl-b, amelyek ezaltal
degradaciora iranyitjak a megjelolt fehérjéket (88, 89).

1.1.2 Hizosejtek és jelatviteli mechanizmusaik

A hizésejtek az immunrendszer természetes immunvalaszanak 4gahoz tartoznak,
ugyanakkor szerepiik nem valaszthato el az adaptiv immunitastol sem.

Legtobb adat allergias reakciok vonatkozasaban all rendelkezésre, ugyanakkor
szdmos egyéb korképben, tobbek kozott fertézésekben, sebgydgyuldsban, kronikus
gyulladasokban és daganatok novekedésének szabalyozasaban is jol ismert a szerepiik
(90).

A human hizosejtek CD34+/CD117+ csontveléi progenitor sejtekbdl
differencialodnak, és fejlodésiik nagymértékben KIT fiiggé folyamat, amelynek
expressziojat az dssejt faktor (SCF) szabalyozza. Az elkotelezett hizosejt progenitorok a
véraramba keriilnek, ahonnan a periférids szovetekbe vandorolnak, mialatt érésiik
befejezddik, majd a citokin kornyezet altal meghatarozott teljesen differencialodott
hizosejtekké érnek. A szoveti rezidens hizosejtek hossza életliek és tulélésiiket
elsésorban a jelen 1évé SCF biztositja (91).

A hizésejtek aktivaciojanak egyik jellemzé moddja a nagy affinitasi FceRI
aggregacioja a specifikus IgE-vel. Az FceRI a-lanca az IgE-vel torténd kapcsolodasban
jatszik szerepet, transzmembran B-lanca €s a receptor intracellularis részén talalhatd
homodimert alkotd y-lancok f6 feladata pedig az ITAM motivumokon bekdvetkezo
foszforilacion keresztiil a jeltovabbitas (92). A jelatvivé lancok foszforilaciojat a p56="
és a p59™" kinazok biztositjak, eléidézve ezzel a ZAP-70 csaladba tartozé Syk kinaz

kapcsolodasat a yy-homodimerhez. A Syk a membrank6tott LAT foszforilalasat végzi,
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ami eldsegiti a jelatviteli kaszkad tobbi résztvevdjének kapcsolodasat. A sejten beliili
jeltovabbitas f6 iranyitoi az SLP-76, Grb2, PLCy, Gads és a Ras-Raf, amelyek Ca*
felszabadulast, MAPK altal kozvetitett transzkripcios faktor (NF-xB, NFAT) aktivaciot
és degranulaciot idéznek el6 (93).

A citokin kornyezet fiiggvényében azonban tovabbi receptorok is megjelennek a
hizosejtek felszinén, mint az IgG-t koté FcyRI és FcyRIII, amelyek az FceRI-hez
hasonldan degranulaciét indukélnak, valamint nagy mennyis€gii tumor nekrozis faktor o
(TNFo, a tovabbiakban TNF) termelést valtanak ki (94).

A hizoésejtek szerepe a természetes immunvalasz szabdlyozdsdban szamos
vizsgalat targyat képezi. A mikrobidlis motivumok Toll-like receptorokon (TLR)
keresztiil valtjak ki a hizosejtek aktivacidjat, aminek kovetkeztében elsdsorban inkabb
proinflammatorikus citokineket termelnek (95). Az FceRI-en és TLR-eken érkez6 jelek
szinergista modon er6sitik egymast (96).

A hizésejt aktivacio elsd 1épése a citoplazmatikus granulumok exocitdzissal a
sejtek kozotti térbe torténd kitiriilése. Ezen granulumok bioaktiv aminokat, példaul a
hisztamint, proteoglikanokat ¢és 30-50%-ban proteazokat tartalmaznak (97). Az
aktivacio szintén korai kovetkezménye, a proinflammatoérikus lipid-szarmazékok gyors
szintézise, amely a citoplazmatikus foszfolipaiz A, (PLA;) receptor medialt
aktivalodasanak eredménye. A PLA; bizonyos membrankomponensek hidrolizise révén
(arachidonil-tartalmi komponensek) segiti el6 az eikozanoidok, prosztaglandinok és
leukotriének, tovabba a trombocita aktivalé faktor (PAF) termelddését (98). A
hizosejtek szamos citokin és medidtor {6 forrasai, mint példaul a TNFa, GM-CSF, IL-6,
CXCLS8, CCL2, RANTES, valamint az SCF és a VEGF faktorok (99).

A hizosejtek a felsziniikon talalhatdo adhézios molekuldk (ICAM-1, LFA-1),
tovabba az ICOS-L és a TNF/TNFR szupercsalddba tartozd molekulaik (pl. OX40L)
segitségével kapcsolatot létesitenek mind az effektor, mind a regulatérikus T-
limfocitakkal, és kolcsondsen gatolhatjak (Treg), illetve elésegithetik (Teff) egymas
funkciojat (100).
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1.2 A mikroRNS-ek altal kozvetitett poszttranszkripcionalis szabalyozas

A mikroRNS-ek a genom altal kodolt informacid érvényre jutasat, a gének
expresszidjat szabalyozo6 szovevényes rendszer kozelmultban felfedezett részét képezik.
Szerkezetét, méretét €s funkciodjat tekintve is jol koriilirhato, szabalyozo RNS csalad
elsé képvisel6jét a differencialodas vizsgalata soran ismerték fel C. elegansban (101).

A felismerést, hogy rovid, 20-25 nukleotid hosszii RNS-darabok jelennek meg,
sOt esszencidlis szerepet jatszanak a fejlodési program végrehajtdsa soran, szamos 1j,
fehérjét nem kodolo, un. kis RNS kodolasaért felelds gén felfedezése kovette (102). A
mikroRNS-ek el6alakjait kodolo gének tobbségében 6nalld transzkripcids egységekként
mikodnek. Genomi lokalizaciojukra fOleg az intergenikus elhelyezkedés a jellemzd,
expressziojuk sajat promoter altal vezérelt. Ritkdn intronokban, még inkébb elvétve
exonokban helyezkedhetnek el. Igen érdekes, hogy az ismert miRNS-ek mintegy fele
egymas kozelében lokalizalodik, és nem egyszer ezek a klaszterek policisztronikus
egységekként irddnak at (103).

A miRNS génekrdl képz6dd hosszl elsédleges atirat, amelynek szintézisében a
DNS-polimeraz II vesz részt, a primer azaz pri-miRNS, amely mar magaban hordozza
az igen jellemzo hajth struktarat, ugyanakkor rendelkezik 3’°-végi poli-A farokkal és 5°-
végi sapkaval is (104). Az emlitett hajtii, a sejtmagban, a Drosha enzimet is tartalmazo
komplex segitségével vagodik ki, amely felszabaditja a prekurzor, azaz a pre-miRNS-t
(105). A pre-miRNS sejtmagbol torténd kijutasahoz az Expotin-5 fehérjére és a GTP-t
koté Ran G-fehérjére van sziikség (106). A koriilbeliill 70 nukleotid hosszisagu pre-
mMIiRNS-ek citoplazmaba keriilését kovetden, az RNaz III csaladba tartozd Dicer-1
enzim hasitja le a ~22 nukleotid hosszu, érett miRNS-nek megfeleld kettdsszalu
duplexet (107). Ezt kovet6en a duplex hozzakotddik a miRNS csendesité komplexnek
nevezett, miRISC-hez, aminek kovetkeztében a miRNS egyik szala degradaciora kertil.
Az igy felszabaduld érett, egyszali miRNS szekvencia hozzakapcsolodik a Dicer
komplex ,,magjat” alkotd6 Argonauta fehérjéhez (AGO), lehetévé téve a miRNS
meghatarozott mRNS célpontjaival valo szelektiv talalkozast. A mMIRNS a vele
komplementer szakaszokat hordozo6 mRNS szalakhoz kapcsolodik, eldidézve ezzel a

transzlacio és végso soron a géntermék érvényre jutasanak gatlasat (108).
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A miRNS-ek specifikus hatdsat meghatarozo tényezé a komplementaritas
mértéke a miRNS 5’-végi 6-8 bazisa és tipikusan a cél mRNS 3’-végi nem transzlalodo
ritkan figyelhetd meg emldsok esetében, a kovetkezmény endonukleotikus hasitas vagy
deadenilacid, mig kisebb foku, részleges (8mer-6mer), joval tipikusabb kapcsolodasi
forma esetén a transzlacio gatlasa kovetkezik be. A represszalt RNS-ek a
citoplazmatikus térben elkiiloniilé, Gn. P-testekben aggregaldodnak, amely az RNS-
destabilizacio ismert szintere (109).

A miRNS-¢ek jelentéségének felfedezésével kozel egy idében ismerték fel, hogy
a mesterségesen bejuttatott kettdsszala RNS molekuldk (siRNS) az egyetlen szalbol
allokhoz képest hatékonyabban ¢és igen specifikus modon képesek a veliik
komplementer RNS szekvenciakat gatolni. Bejuttatasuk eredményeképpen a célgén
interferenciaként leirt jelenséget kihasznalo RNS-fliggd géncsendesitési mechanizmus
igen nagy népszertségre tett szert a laboratoriumokban. A szekvencia komplementarités
altal Dbiztositottan nagy specificitassal lehetséges egy adott gén termékét
»elcsendesiteni”, ezaltal mesterségesen lehet egy differencidlodott sejt altal termelt
fehérje mennyiségét radikalisan csokkenteni, amely lehetOséget teremt arra, hogy
megvizsgaljuk, milyen hatassal bir annak hianya a sejtben zajlo folyamatokra (111).

A mikroRNS-ekre az RNS kozvetitett poszttranszkripcionalis génexpresszios
szabalyozas endogén kulcsmolekuldiként kell tekinteniink. A tokéletes szekvencia
illeszkedéssel jellemezhetd siRNS—cél RNS kapcsolattal szemben azonban a miRNS-ek
esetében altalanosan tobb célponttal kell szamolnunk. Tehéat egy adott cél MRNS
3’UTR-je jellemzden tobb miRNS szamara tartalmaz kotohelyet, ami a kombinacios
lehetdségek szamat igen jelentésen megnoveli (112).

Jollehet, a miRNS ¢és célpontja kozotti szekvencia komplementaritasi
sajatossagok ismeretében, pusztan bioinformatikai modszerekkel azonositani lehet a
lehetséges célpontok korét, azonban tekintettel arra, hogy a miRNS-ek hatasa fehérje
szinten érvényesiil, a genomszintli célpont azonositasi kisérletek egyeldre korlatozott
szamban allnak rendelkezésre. Az elektronikusan elérhetd target predikcids eljarasok a
mMIiRNS—cél RNS kotéserdsségét, a szekvencia komplementaritast és az evollcios

konzervaltsag mértékét veszik figyelembe (113). Az ezzel kapcsolatos tanulmanyok
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tanusaga szerint a cél MRNS-ek pusztan szekvencia alapjan torténd azonositdsa soran
kapott eredmények sajnos mintegy 2/3-a fals-pozitiv lehet, igy a target predikcios
algoritmusok teljesitOképessége a befolyasolt cellularis folyamatok korének
megbecsléséhez jobban clfogadhatd lehet. Eszerint a miRNS-ek altal szabalyozott
regulacios halozatok kozott viszonylag ritkdk az alapvetd, metabolizmushoz ¢és
energiaellatashoz kapcsolodoak, ugyanakkor feliilreprezentdltak a magasabb rendii
funkciokban, mint amilyen az idegrendszer fejlédésében ¢és a sejtek kozotti
kommunikacioban résztvevo elemek (114).

A miRNS-ek mind az immunrendszer fejlédésében, mind megfeleld
miikodésében betoltott szerepérdl nagyszamu kézlemény latott napviladgot. A kiilonbdzo
funkciokhoz kot6dé miRNS-ek igencsak valtozatos példat szolgaltatnak arra, hogy
milyen pontokon képesek beavatkozni: kondicionalis Dicer KO allatban a B-sejtek pro-
B-, pre-B-sejt atmenete sériil; mig a sokat vizsgalt miR-17~92 klaszter hianyaban tiidé
hipoplazia, kamrai szeptum defektus, alacsony sziiletési suly, a vérképz6 rendszerben
pedig leginkabb fokozott pro-B-sejt apoptézis figyelheté meg (115). A mikroRNS-ek
fontos szabalyozoi a kiilonboz6 T-limfocita populaciok differencidlédasanak és az

effektor sejtek kialakulasanak is (116).

1.2.1 A késébbiekben vizsgalt mikroRNS-ekK jellemzése

Mir-181a. A mir-181a tobbféle sejttipusban is expresszalodik, de funkcioit
leginkabb immun kompetens sejtekben vizsgaltdk. Magas expresszidt mutat a
timuszban, és a T- és B-limfocita fejlédésben is igazoltak szerepét (117). A mir-181la
kifejez0désének mesterséges novelése érett T-sejtekben megnoveli a sejtek
szenzitivitasat a peptid antigénekre, ami lehetdvé teszi a gatlo peptidek agonista, azaz
aktivalo peptidként valo azonositisat. Eretlen T-limfocitakban expresszidjanak
csokkentése csokkenti a sejtek szenzitivitasat, ezéltal befolyasolja a pozitiv €s negativ
szelekciot (118). Mir-181a hianyaban a T-sejt érés soran olyan T-limfocitak is pozitivan
szelektalodnak, amelyek endogén sajat peptidekre adott valasza nagyobb, mint az ehhez
szlikséges kiiszobérték, eldsegitve ezzel autoreaktiv T-sejtek kialakulasat (119). CD4+
memoria T-sejtekben mennyisége nagy mértékben megndvekszik naiv T-sejtekhez
képest, ami hozzajarulhat a memoria sejtek gyors aktivalodasahoz (120). A mir-181a

célpontjai T-limfocitdkban elsésorban az aktivaciot gatldo foszfatazok, mint a Lyp-et

25



doi:10.14753/SE.2013.1834

kodolo PTPN22, a DUSPS és 6, és az SHP-1 és -2 (118). B-sejtes kronikus limfoid
leukémiaban a mir-181a szintje szignifikansan csokkent egészségesekhez viszonyitva,
azonban a sejtek mir-181a és mir-181b szintjének mesterséges visszaallitasa fokozza
sejtek apoptozisat azaltal, hogy az apoptozist gatldé Bcel-xl és MCL-1 expressziojat
csokkentik (121).

Mir-146a. A mir-146a azon kevés mikroRNS-ck egyike, amely eltéréen
expresszalodik a Thl és Th2 populaciok kozott. Hidnydban megndvekszik az IFNy
termeld T-sejtek ardnya, valamint T-limfocita hiperreaktivitidst eredményez mind az
antigénekre adott valaszban, mind kronikus gyulladassal jar6 autoimmun
folyamatokban (122). Naiv T-limfocitakban alacsonyan expresszalodik, azonban
aktivacio hatasara novekszik expresszioja, amely memoria T-sejtekben és Treg-ekben
éri el a legmagasabb szintet (123). A Treg sejtek miikodéséhez esszencialis, hianyaban
sériil az immunolédgiai tolerancia és konstans T-limfocita aktivacié figyelhetd meg
(124). Tobb funkcidja az IRAK1 kindz és a TNF receptor asszocialt faktor (TRAF6)
csendesitésén keresztiil, az NF-kB transzkripciods faktor szabalyozasaban nyilvanul meg
(123). Befolyasolja a T-sejtek aktivacié indukalta sejthalalat és IL-2 termelését is (125).
Emelkedett szintje az NF-xB-t6l fliggetlen moddon csokkenti  bizonyos
proinflammatorikus citokinek, mint példaul az IL-8 és a RANTES termel6dését (126).
Szerepet jatszik hizosejtek talélésében (127), monocitak (128) és dendritikus sejtek
aktivaciojaban, ahol a TLR szignalizacidban is leirtak szerepét (129).

Mir-132. A mir-132 funkcidja legjobban az idegrendszeri fejlédésben ismert,
ugyanakkor miikodésének szamos immunologiai vonatkozasa is van. Mint endotoxin
reszponziv mikroRNS-t irtdk le human monocitdkban TLR indukcio kovetkeztében
(123), ugyanakkor cAMP kozvetitett szabalyozasat is kimutattak (130). Csokkent
szintjét figyelték meg HTLV-1 virus asszocialt T-sejtes leukémiaban (131), de a DNS-
metilacio kovetkeztében kialakulo csendesitése is hozzajarulhat tumorok kialakulasahoz
(prosztata és hasnyalmirigy), mivel szintjének visszadllitidsa elOsegitheti a tumoros
sejtek elpusztulasat (132, 133). Szerepe van az angiogenezisben (134), és a p300
transzkripcids faktor koaktivator csendesitésével szamos gén atirddasanak mértékét
befolyasolja (130).

Mir-155. KO allatokban tett megfigyelések alapjan a mir-155 esszencialis

szerepet tolt be az immunrendszer normalis immunfejlédésben és szerepe meghatarozo
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a germinalis centrumok kialakitasaban is. Hianya csokkenti a germinalis centrumok B-
FoxP3 transzkripcios faktor csendesitésén keresztiil elsddleges szerepe van a Treg sejtek
kialakuldsédban, mivel génkiiitott allatokban alacsonyabb mennyiségli Treg jelenik meg
a periférian. Ugyanakkor nincs hatdssal sem a Treg sejtek életképességére, sem
szuppresszios kapacitasukra (137). Expresszioja megnovekszik T-sejt aktivacido soran
mind Treg sejtekben, mind Th sejtekben, amelynek funkcionalis szerepe feltehetéen a
Treg medialt szuppresszidban van. Mesterséges csendesitése mind humén, mind egér
sejtekben a szuppresszidt erdsiti, mesterséges novelése viszont ezzel ellentétes reakciot
valt ki (138). A FoxP3 gén kilitése CAMP-fiiggd modon megsziinteti az aktivacio soran
bekovetkezd mir-155 emelkedést, amely egy pozitiv visszacsatolast eredményez sajat
atirodasaban (139). A sejtaktivaciot gatlo TGFp (transforming growth factor ) citokin
hatasara szintje emelkedik, és az Itk csendesitésén keresztiil szabalyozza az IL-2
expressziot (140). Ugyanakkor a sejtaktivacio elésegitéséhez is hozzajarul, mivel
szamos, az aktivacié gatlasaban fontos gén csendesitését végzi. llyen példaul a foszfataz
SHIP-1 (141), amely az IFNy termelés gatlasaban jatszik szerepet (142), vagy a
PIK3R1, amely a PI3K-Akt Gtvonal egyik inhibitora (143). A sejtek talélésére gyakorolt

hatasat a mir-125b-vel kozosen, a Bcl-2 csendesitésével szabalyozza (144).

1.3 A TNFa és jelatvitele

A gyulladéas kialakitasdban elsddleges szerepe van a kiilonb6zd sejtek altal
termelt citokineknek, amelyek hatasukat autokrin, parakrin és endokrin modon Kifejtve
hatdrozzak meg a sejtek viselkedését. A gyulladasos citokinek koziil is kiemelkedik az
IL-1B, az IL-6 és a TNFa, mivel elséként jelennek meg az akut gyulladas folyaman,
folyamatosan jelen vannak a gyulladasos kornyezetben és részt vesznek annak
fenntartasaban.

A TNFa egy rendkiviil sokoldali proinflammatérikus citokin, amely helyi és
szervezetszintli hatdsokkal egyarant rendelkezik. A szdveti kornyezetben nagy
mennyiségben szabadul fel bakterialis fertdzés kovetkeztében bakterialis komponensek,

példaul lipopoliszacharidok (LPS) hatiasara. Nevét a daganatsejtekre kifejtett gatlo
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hatasarol kapta (145). Makrofagok, hizosejtek, limfoid sejtek (T és NK), endotelsejtek,
fibroblasztok termelik, de el6fordul az idegszovetekben is (146). A neutrofil
granulocitdk fontos kemoattraktansa, az endotelsejtek adhéziés molekulainak
megjelenését kivaltva eldsegiti az érfalon vald atjutast, valamint fokozza a makrofagok
fagocita-tevékenységét (147). Mas citokinekkel egylitt, mint az IL-6 és az IL-1, a
hipotalamuszban endogén pirogénként, a méjban az akut-fazis reakcid jellemezte
program induktoraként, a szervezetszintii gyulladdsos reakcié kulcsszerepléjeként
miikodik kozre (148). A gyulladast el6segitd funkcidja bizonyos koriilmények kozott
nélkiilozhetetlen (pl. bakteridlis fertdzések elleni védekezés), ugyanakkor éppen ezen
tulajdonsaga miatt szamos akut vagy kronikus gyulladassal jard betegséggel asszocialt,
mint az autoimmun folyamatok okozta betegségek vagy a szepszis.

A TNF elsddlegesen mint 2-es tipusu transzmembran fehérje termelddik és
szintézise utan trimerizalodik (149). A membran-integralt forma foszforilalodik (150),
majd a TNFa konvertdlo metalloprotedz (TACE) hasitja, amelynek kovetkeztében
felszabadul a szolubilis TNF (151). A TNF membranko6tott formaban és szolubilis
ligandként is szamos folyamatra és sejttipusra fejti ki hatasat (147). A TNF-et kot6
receptorok a TNF receptor 1 és 2 (TNFR1, TNFR2), amelyek a plazmamembranban
szintén trimereket alkotnak (152). Mindkett6 kothet szolubilis és a membranhoz kotott
TNF-et is (153).

A TNFR1 altal kozvetitett jelek alapvetden két irdnyba &4gaznak el: a
sejtaktivacio, és az apoptozis felé. A TNFR1 intracellularis részén halal doménnel (DD)
rendelkezik. A TNF kotédése utan a TNFR1 DD-jéhez homofil interakcioval
kapcsolodik a TRADD, amivel kotddési feliiletet biztosit tovabbi proteinek szamara.
Ezek koziil az egyik legfontosabb a TNF receptor asszocialt faktor 2 (TRAF2), illetve
egy szerin/treonin kindz, a RIP. A TRAF2 RIP-en keresztiil aktivéalja az inhibitor-xB
kinazt (IKK), aminek kovetkezménye, hogy az NF-«kB transzkripcids faktor felszabadul
a gatlas alol és a PKC( altal végzett foszforilacidja utan a sejtmagba jutva segiti eld
bizonyos gének atirodasat. A TRAF2-hoz tovabbi kinazok is kapcsolodnak, amelyek a
MAPK csaladba tartozo6 kindzokat, példaul a c-Jun N-terminalis kinazt (JNK) aktivaljak
tirozin és treonin oldallancok foszforilalasaval (154, 155). A JNK a sejtmagba jutva a c-
Jun vagy az ATF2 transzkripcios faktorok atirasat fokozza. Ennek hatasara

megndvekszik a kollagenaz, az E-szelektin és az MCP-1 gének kifejez6dése, tovabba
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szamos fehérje termelédése fokozodik, mint példaul az anti-apoptotikus Bcl-2, Bcl-xl,
valamint az IL-2,-1,-6, IFNy és a RANTES (156).

A TNF altal kozvetitett apoptozis els6 1épése a FADD kapcsolodasa a TNFR1-
hez TRADD-on keresztil. A FADD egy citoplazmatikus protein, amely a
plazmamembran citoszolikus oldalan talalhaté kaszpaz-8-cal létesit kapcsolatot. A
kaszpaz-8 aktivacidjanak kovetkeztében egy proapoptotikus molekula szabadul fel, ami
a mitokondrium kiils6 membranjaban helyet foglaldé Bak oligomerizaciojat segiti elo,
amely ezaltal egy poruskomplexet hoz Iétre, igy citokrom c szabadul fel a
mitokondriumbdl. A citokrém c elésegiti az apoptotikus protedz aktivald faktor 1
(Apaf-1) oligomerizacidjat, és adenozin-trifoszfat, valamint kaszpaz-9 jelenlétében
létrejon a funkcionalis apoptoszoma. Az apoptoszoma komplex a prokaszpaz-3/-6/-7
hasitasa révén létrehozza az effektor kaszpazok aktiv formajat (157, 158). A folyamat
végeredményben sejthalalhoz vezet.

A TNFR2-t maximalisan a membran kotott TNF aktivalja (159), és
intracellularis részén nem tartalmaz DD-t. A receptorhoz kozvetleniil kapcsolodik a
TRAF2, és a jelatviteli folyamat ebben az esetben is NF-xB, tovabba AP-1 aktivaciot
idéz el6 (160). TNFR2 génkilitott allatokban folytatott kisérletek ravilagitottak a
receptor esszencialis szerepére az antigén indukalta T-sejt differenciacioban és
tulélésben (161, 162), adhézios molekulak expresszidjanak szabalyozasaban (163) és a
sejtmigracioban (164). Protektiv szerepét igazoltak tobb betegségben (165, 166), de
megvaltozott expresszidja Osszefliggésbe hozhato példaul familiaris (csaladi
halmozodast mutatd) rheumatoid arthritisszel (167) és  szisztémas lupus
erythematosusszal (SLE) is (168). Szolubilis formajanak vérben 1évé mennyiségét
prediktiv markerként hasznaljak bizonyos tumorokban (169) és gyulladasos
betegségekben (170). CD4+ T-sejteken a TNFR2 magas expresszidja gatolja a sejtek
fogékonysagat a Treg medialt szuppressziora (171). A TNFR2 szerepe egyre jobban
ismert a Treg sejtek mitkodésében. Nagy mennyiségben van jelen felsziniikon (172), és
a Treg sejtek TNFR2 kornyezetbe bocsatasa révén gatoljak a TNF hatéasait (173).
Ugyanakkor a TNF TNFR2-fliggé modon eldsegiti a Treg sejtek aktivalodasat (174) és

crer

gatolja szuppressziv kapacitasukat (176). A TNF hatasara bekovetkezd apoptozis vagy
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aktivaci6 a TNFR1 és TNFR2 aranyatol, a citokin kornyezettdl, a reaktiv oxigén
intermedierek termel6désétol és a sejt aktualis allapotatol figg (177).
A TNEFR jelatvitelt a 2. abra foglalja 6ssze.

Cell surface

Complex |
DD | RIP-1

\
\

Human tumour necrosis factor: physiological and pathological roles in
placenta and endometrium. 2009 Haider S, Knofler M. Placenta 30(2):111-
23. Review. PMID: 19027157 (178)

2. abra. A TNFR dltal kozvetitett fobb jelatviteli folyamatok dsszefoglaldsa.

1.4 A rheumatoid arthritis

A rheumatoid arthritis (RA) egy kronikus, foként a kéz és a lab kisiziileteit
érintd szisztémas autoimmun betegség. Progressziv porc- és csontkarosodast okozhat,
az iziiletek fajdalmaval és duzzanatdval, valamit iziileti deformécidval jarhat. Az RA
etiologiaja pontosan nem ismert, kialakuldsahoz genetikai és kornyezeti tényezdok

egyarant hozzajarulnak.
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A genetikai tényezOk kozott elsd helyen emlitendok a hajlamosité human
leukocita antigén (HLA) haplotipusok. A HLA-DRB1*04 klaszter egy vagy tobb
alléljanak jelenléte szoros Osszefiiggést mutat a betegség kialakulasaval (179), de
napjainkban a nagy atereszté képességli genetikai vizsgéalatok segitségével ujabb
régiokat sikeriilt azonositani, amelyek bizonyos polimorfizmusai szintén hajlamosito
tényezok lehetnek (HLA-C lokusz variansok, ZNF311 lokusz, DQA2 lokusz, és HLA-
DPB1) (180, 181). Tovabbi fontos hajlamositdé polimorfizmusokat irtak le a fehérjék
citrullinaciojat végz6 PADI4 enzim génjében (182), illetve a T-limfocita aktivacio
terminacidjaban fontos Lyp-et kodold6 PTPN22 génben (183).

A kornyezeti tényezO kozott legtobbet a dohdnyzas szerepét vizsgaltdk a
betegség kialakulasaban (184). A betegségre jellemz6 citrullinalt proteinek (ACPA) és
az immunglobulinok Fc része ellen termel6dé antitestek (rheumatoid faktor, RF)

jelenléte rossz prognosztikus faktornak tekinthet6 (185).

1.4.1 A TNF szerepe RA-ban

A gyulladas kialakulasanak egyik kulcseleme az emelkedett TNF, - amelyet
mind RA-s betegek szérumaban, mind a szinovialis folyadékbdl szarmazé mintakban
megfigyeltek (186)-, valamint a T-sejtek megnovekedett TNFR expresszioja (187). A
TNFa felszabadulasa tovabbi gyulladdsos citokinek felszabadulasat okozza, mint
példaul IL-6, IL-1 és GM-CSF, aminek kovetkeztében kronikus gyulladas alakul ki a
szinoviumban (188). A TNF hatasara akar szub-oszteoklasztogenikus mennyiségii
RANKL jelenlétében is megindul az oszteoklaszt differencidlodas és aktivacio,
amelynek kovetkezménye a betegségben megfigyelhet6 iziileti destrukcio (189).

A TNF elsédleges szerepét a betegség kialakulasaban jol mutatja, hogy
napjainkban o6t kereskedelmi forgalomban kaphato TNF gatlo készitmény létezik,
amelyek ma az egyik leghatékonyabb terapias lehetdséget jelentik RA-ban. A betegség
korai stadiuméban alkalmazott TNF blokkolok megeldzhetik a gyulladas €s az iziileti
destrukciok kialakulasat. Ezen hatéanyagok (infliximab, etanercept, adalimumab,
golimumab és certolizumab pegol) a szekretalt, illetve a sejtfelszini TNF-et kotik meg
nagy affinitassal, megakadalyozva annak a receptorahoz vald kotédését (190). RA-s

betegekben a TNF blokkolasa visszaallitja a fiziologias T-sejt valaszt (191, 192).
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1.4.2 A T-sejtek szerepe RA-ban

Az RA gyulladasos szoveti kdrnyezete nagyban kiilonbozik a nem autoimmun
eredetii gyulladasoktol: modosult pH viszonyok és oxidativ statusz jellemzi (193),
tovabba dominans a makrofagok altal termelt citokin kornyezet (194). RA szinovialis
szovetekben a Thl tipust T-sejt differencialodas van tulsalyban, amelynek eredménye a
citokin termelés proinflammatérikus iranyba torténd eltolodasa (195, 196). A Thl-es
polarizacié ellenére azonban nem figyelhetd meg konstitutiv citokin termelés, példaul
IL-2 felszabadulast vizsgalva (197), emellett a sejtek kevéssé reaktivak mitogén, antigén
vagy anti-CD3 stimulaciora (198). RA-bol szarmazo szinovialis T-sejtek fenotipusara
jellemz6 a csokkent valaszkészség (199), a CD3(-lanc alacsonyabb kifejezédése (200)
és Dbizonyos sejtfelszini antigének (CD69, RANK, p-integrinek) megvaltozott
megjelenése (201). RA szinovidlis szoveteiben szignifikansan ndvekedett a
CD4+CD28- T-sejtek szama, amelyek in vitro autoreaktiv potenciallal rendelkeznek
(202). Csokkent a p36 foszfo-LAT mennyisége (203), alacsonyabb Ca?*-valasz
figyelhet6 meg (204), ugyanakkor konstitutiv NF-kB ¢s MAPK aktivacio jellemzi 6ket
(205, 206).

A redox egyensulyban tapasztalhato eltérések tovabbi fontos tényez6i az RA-ban
szenved6 betegek T-limfocitainak alacsony valaszkészségének: a  glutation
intracellularis szintje szignifikansan csokkent szinovialis T-sejtekben (207), ugyanakkor
a tioredoxin (208) és a nitrogén monoxid (209) szintje emelkedést mutat. A T-
bizonyulnak a T-sejt valasz gatlasan alapuld készitmények, mint példaul a forgalomban
1év6 rekombinans CTLA-4-1gG1l fuzids protein (abatacept) (210) vagy a klinikai
kisérleti stadiumban 1év6 anti-ICAM-1, anti-CD80/86 és az LFA-3-1gG1 fuzids fehérje
(211). A T-sejtek megnovekedett TNFR expresszidja, amely ligandjaval
kolokalizalodva mutathatd ki (212), illetve, hogy TNF transzgenikus egérben sulyos
destruktiv polyarthritis alakul ki (213), arra enged kovetkeztetni, hogy a TNF kozponti
szerepet tolt be a koros T-limfocita aktivacioban.

Kisérletes allatmodellekben a szinovialis T-sejtekben megfigyelhetd eltérések
hasonldak a primer sejteken és a sejtvonalakon in vitro TNF kezelés hatasara kialakulo

eltérésekhez (214).
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1.4.3 A hizosejtek szerepe RA-ban

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a hizdsejt funkciok is érintettek az RA
patomechanizmusaban (215). Mind human mintakban elemezve (216, 217), mind
experimentalis egérmodellben (218) szamuk jelentdsen emelkedett a szinovialis
szovetekben. Felhalmozdodasuk madjardl tobb elképzelés is 1étezik, amelyek feltehetéen
kiegészitik egymast: egyrészt a gyulladds helyszinén a membranrdl felszabadulo SCF
korrelal a hizodsejt hiperplaziaval (219), masrészt az RA-S Sszinoviumban magasan
expresszalodik a CXCL9 és a CXCL10, amelyek a hizosejteken RA-ban megjelend
CXCR3 ligandjai (220). Bizonyitottan bekovetkezik aktivaciojuk és degranulaciojuk is
(221, 222), mivel RA szinovialis folyadékban, oszteoarthritishez (OA) viszonyitva,
mind a triptaz (223), mind a hisztamin (224) szintje emelkedett, bar ez utébbi nem
minden esetben figyelhetd meg.

Az RA-s szinovialis hizosejtek nagy mennyiségben expresszaljak a nagy
affinitastt FceRI-et és megjelenik rajtuk az aktivald tipusi FcyRlIla is, azonban nem
talaltak rajtuk FcyRI-et és Ill-at (225). A hizosejtek aktivacioja széles korben
tanulmanyozott allergias folyamatokban, azonban kevésbé tisztazott RA-ban. Egyik
lehetséges mechanizmusként az allergidhoz hasonld, FceRI-en keresztiili aktivaciod
meriil fel. Az IgE izotipusu kollagén ellenes antitestek, valamint az ezek ellen
termel6dott RF jelen vannak (226, 227) a betegek egy részében. Ezen antitestek
hizosejtekre gyakorolt degranulacios hatasat is bizonyitottak in vitro, szérummal torténd
szenzitizacié utan (228, 229). Mindezek ellenére kollagén indukalt experimentalis
egérmodellben nem sikeriilt 6sszefliggést taldlni a betegség aktivitasa €s ezen antitestek
jelenléte kozott, sOt a hizosejtek altal termelt 1L-4-et inkabb a remisszio kialakulasaval
hoztak Osszefuiggésbe (230). Felmeriilt az FcyRIIa-n, TLR-okon ¢s C5a receptoron
keresztiili aktivacio lehetdsége is, azonban ezeket kevéssé vizsgaltdk. Szerepiiket
hangstilyozza azonban, hogy az RA patomechanizmusaban meghatarozo szerepet jatszo
proinflammatorikus citokinek (IL-17, IL-1B és TNFa) jelentds része hizosejt aktivacio
soran szabadul fel (221, 231).

1.4.4 A mikroRNS-ek szerepe RA-ban

A mikroRNS-ek, mint legujabban felfedezett szabalyoz6 molekulak szerepét
egyre tobb publikacioban vizsgaljak RA-val Osszefiiggésben (1. tablazat, (232)). Tobb
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Osszefliggést talaltak az RA patomechanizmusa és a megvaltozott miRNS expresszio
kozott (232), tovabba terapias célpontként és diagnosztikus markerként valo
felhasznalasuk lehet6sége is felmeriilt (233). A legjobban tanulmanyozott RA-ban

résztvevo miRNS-eket a 1. tdblazat foglalja dssze.

i Valtozas
MikroRNS Forras L Hatas/Célpont
iranya
CD4+ T-limfocita, _
. magasabb TNF szekrécio,
) Th17 sejt, PBMC, e .
mir-146a S emelkedett apoptozis csokkenése;
szinovialis szovet,
. TRAF6, IRAK1
szérum, plazma
PBMC,
) szinovialis szovet, gyulladas befolyasolasa,
mir-155 o . emelkedett . .
szinovialis folyadék, MMP szekrécio novekedés
szérum, plazma
PBMC, szinovialis
. szovet, szinovialis emelkedett
mir-132 , HB-EGF, DUSP9, TIMM3
folyadék
szérum, plazma csokkent

CD4+ T-sejt, PBMC,
. szinovialis szovet,

mir-223 S emelkedett E2F1, CEBP
szinovialis folyadék,

szérum, plazma

) fibroblaszt-szerti
mir-203 L emelkedett MMP1, IL-6
szinoviocita
PBMC, szinovialis

szovet, szinovialis

mir-16 ) ) emelkedett apoptozis, proliferacio
folyadék, szérum,
plazma
. fibroblaszt-szerti .
mir-124a L csokkent CDK-2, MCP-1, IxBC
szinoviocita

1. tablazat: RA-ban érintett mikroRNS-ek dsszefoglaldsa (232).
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A mir-146a expresszidja szignifikansan novekedett RA-S betegek szinovialis
fibroblasztjaiban, ami tovabb fokozhato LPS ¢és IL-1P hozzaadasaval (234), illetve
TNFa kezeléssel (235). Szintje emelkedett az RA-s szinovialis szovetben is, elsésorban
makrofagokban, CD3+ sejtekben és B sejtekben (235), de ugyanez figyelheté meg RA-S
betegek periférias vérébol izolalt mononuklearis sejtekben (PBMC) is (236). Szinovialis
szovet eredeti CD4+ T-sejteket vizsgdlva szintén emelkedett mir-146a expresszid
figyelheté meg, ami pozitivan korrelal a TNFa mennyiségével. Az emelkedett mir-146a
nem korreldl a célpontjai kozott szereplé TRAF6 ¢és IRAK-1 expressziojaval, mivel
ezek a kontrollokhoz hasonlé kifejez6dést mutatnak. Azonban az IRAK-1 3’UTR
csendesitése csokkenti a TNF termelését (236).

A mir-155 emelkedett expresszidjat igazoltak RA szinovialis szovetekben, Szinovialis
fibroblasztokban, szérum és plazma mintakban ¢s PBMC sejtekben (234, 236). RA-s
szinovialis eredetli és periférias CD14+ sejtekben a magasabb mir-155 expresszio
korrelal a gyulladasi citokinek termelésével és a célpontjaként ismert SHP-1 foszfataz
alacsonyabb szintjével, amelyet a gyulladas kialakuldsat gatldé molekulaként tartanak
szamon (238). Mir-155 génkiiitott allatban nem fejlodik ki kollagén indukalt
experimentalis arthrits (239), valamint K/BxN szérum-transzfer arthritis modellben a
mir-155 kiiitése csokkent csont destrukciot és oszteoklaszt generaciot eredményez
(239). RA-s betegek PBMC sejtjeiben és szinovialis folyadék mintaiban a mir-132
szintje emelkedett, azonban a plazmaban talalhaté mennyisége szignifikdnsan kevesebb,

ami markerként is hasznalhato lehet a betegség kovetésében (236, 240).
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2. Célkituzések

A CD3(-lanc szabalyozasanak vizsgalata human T-limfocitakban

1. A TNF hatdasanak vizsgalata a CD3{-lanc kifejezodésére:
a. A (-lanc expresszid mérése kiillonboz6 koncentracioji és iddtartami TNF
kezelés mellett.
b. A (-lanc internalizacio vizsgalata.
c. A CD3 komplex egyéb lancainak vizsgalata TNF hatdsara.
d. A {-lanc mRNS expresszidjanak mérése.
e. A (-lanc foszforilacio vizsgalata.
2. A T-limfocita aktivacio vizsgdlata TNF jelenlétében:
a. A Ca’'-valasz mérése.
b. Az IL-2 termelés meghatarozasa.
c. Proliferacid vizsgalata
3. A CD3¢ lebomlasdanak vizsgalata:
a. A bomlas helyszinének meghatarozasa.
b. A SLAP fehérje expressziojanak vizsgalata TNF hatasara.
c. A SLAP-CD3( kolokalizaciojanak vizsgalata.
d. A SLAP szerepének vizsgalata a CD3 -lanc bomlasaban.
4. A SLAP vizsgdlata RA-s betegekben:
a. A SLAP expresszio mérése RA-s betegek és egészséges kontrollok T-
limfocitaiban.
b. A SLAP expresszié mérése RA-ban szenvedd betegek T-limfocitaiban
TNF hatésara.
5. A SLAP szabdlyozdsanak vizsgdlata.

MikroRNS-ek vizsgalata human T-sejtekben és hizosejtekben

1. A mir-155, mir-181a és mir-146a vizsgalata TNF hatasdra T-limfocitikban.

2. A mir-132 vizsgdlata hizosejtekben.
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3. Modszerek

3.1 Sejtkulturak

3.1.1 Jurkat human T-sejtes limfoma fenntartdsa

A Jurkat T-sejteket (ATCC E6.1) gyarilag elokészitett RPMI 1640, 10% FBS (foetal
bovine serum), 2 mM glutamint tartalmazo tapoldatban (PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Austria) tartottuk fenn. A sejtkultirak denzitasat 1x10° sejt/ml-re allitottuk
be, és a tapoldatot minden masodik napon cseréltiink. A sejtek viabilitasat a kisérletek
elott tripankék festéssel vagy annexinV/propidium jodid (PI) jeldléssel, aramlési

citometriaval ellen6riztik.

3.1.2 Periférias mononukledaris sejtek izoldlasa, fenntartdsa

A K;EDTA tartalma vérvételi csdvekben (BD Vacutainer, BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ USA) levett, térfogatanak az altalanosan hasznalt HBSS (Hank’s Buffered
Salt Solution) oldattal kétszeresére higitott vért Ficoll-Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) oldatra rétegeztiik, majd 30 percig 400xg nehézségi erével, 25°C-
on centrifugaltuk. Ezt kovetden a mononuklearis sejteket (PBMC) szérummentes RPMI
1640 folyadékban mostuk, és a vorosvértesteket ACK pufferrel (0,15 M NH,CI, 10 mM
KHCO;, 0,1 mM NaEDTA desztillalt vizben oldva) lizaltuk, végiil a fehérvérsejt
szuszpenziot PBS oldattal mostuk. Az igy kinyert sejteket hasznalatra kész RPMI 1640,
10% FBS, 2 mM glutamint tartalmazé tapoldatban (PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Austria) tenyésztettiik.

3.1.3 CD4+ T-limfocitdk szeparalasa

A CDA4+ T-limfocitakat negativ szelekcioval, magneses elven (MACS, Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach, Germany) torténd izolalasi technika segitségével nyertiik
ki. Ehhez a frissen izolalt PBMC sejteket a gyarto altal ajanlott pufferben (MACS
puffer: 0,5% BSA, 2 mM EDTA PBS-ben oldva) szuszpendaltuk fel €s a gyarto altal
javasolt protokoll szerint dolgoztunk. A sejteket hasznalatra kész RPMI 1640, 10%
FBS, 2 mM glutamint tartalmazé tapoldatban (PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Austria) tenyésztettiik.
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A kisérletek soran >90% tisztasagli populaciokat hasznaltunk, amit aramlasi

citometridval igazoltunk.

3.1.4 Human hizosejtek differencialtatasa és fenntartasa

A ko6ldokzsinorbol szarmazo, RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
médiummal kétszeres térfogatra higitott vérbdl gradiens centrifugéaldssal nyertiik ki a
mononuklearis sejteket Ficoll-Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
oldat felhasznaldasaval. A megmaradt vordsvérsejteket hipotonikus lizissel tavolitottuk
el. A MACS-pufferben felszuszpendalt sejteket magneses gyongyokkel konjugalt anti-
CD34 antitesttel (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Germany) torténé
inkubaciot kovetden két egymast kovetd alkalommal LS-oszlopon (Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach, Germany) atengedve szeparaltuk. Az igy nyert sejtek
tenyésztése 10% FBS-t, 2 mM L-glutamint és 0,1 mM nem esszencialis aminosav
oldatot (Invitrogen, Gibco, Paisley, USA) tartalmazé6 DMEM-ben (Dulbecco's modified
Eagle's medium, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) tortént, 1x10° sejt/ml
koncentracioban, 100 ng/ml SCF, 50 ng/ml IL-6 (ImmunoTools GmbH, Friesoythe,
Germany) és 3 uM lizofoszfatidsav (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) jelenlétében.
8 hetet kovetoen, a differencialodas mértékét aramlasi citometriaval ellenoriztiik, és a
CD34+, FceRI+, CD117+ populaciot tekintettiik az éretlen hizodsejteket reprezentalod
populacionak (241) (3. abra).
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3. dbra: Hizosejt differencidcio ellendrzése. A sejteket CD34-FITC, FceRI-PE és
CD117-APC (c-kit) festékkel jeloltiik, majd aramlasi citometriaval mértiik.

3.2 Human mintak

3.2.1 Rheumatoid arthritses betegek

Az RA diagnozisanak felallitaisa az American College of Rheumatology altal
meghatarozott klasszifikacios kritériumok (242) alapjan tortént. A vérmintakat (n=10) a
Budai Irgalmasrendi Korhazban gondozott betegektdl nyertiik az etikai engedélyeknek
megfelelden, miutdn minden beteg aldirta a vizsgalatra vonatkozod beleegyezd
nyilatkozatot. A betegek egy része TNF-blokkolo, mig masik része a betegség lefolyasat
modositd terapidban (DMARD) részesiilt. Korban és nemben illesztett egészséges

donorok (n=7) mintait hasznaltunk kontrollként (2. tablazat).
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2. tablazat: A felhaszndlt betegmintik és kontrollok nemre, korra és terdpidra

sorszam nem sziiletési ido terapia

1 No6 1955 etanercept

2 N6 1986 certolizumab pegol

3 No6 1947 etanercept

4 N6 1975 certolizumab pegol

5 N6 1979 certolizumab pegol

6 Noé 1951 DMARD, gliikokortikoid
7 Né 1969 DMARD, gliikokortikoid
8 N6 1946 DMARD

9 Férfi 1957 DMARD

10 Feérfi 1951 DMARD, gliikokortikoid

vonatkozo adatai. Atlagéletkor: 459+474,2, 13/17 nd.

3.2.2 Human koldokzsinorver mintak

A mintagylijtés a Semmelweis Egyetem 1. szamu Sziilészeti- és NOgyogyaszati
klinikajan tortént egészséges anyak ujsziilott gyermekeibdl szarmazd koldokzsindrvér

mintainak felhasznéldsaval, a megfelel etikai szabdlyok és engedélyek mellett a

paciensek beleegyezésével.

A mikroRNS mérésekhez egészséges, Onkéntes donoroktdl szarmazd vérmintakat

hasznaltunk fel (n=4).
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3.3 Sejtek aktivalasa, kezelése

3.3.1 T-limfocitak

Jurkat T-sejtvonal: a sejteket 1x10° sejt/lyuk (24 lyukda tenyésztbedény, 2 cm?)
kiiléon nincs jelolve) rekombinans human TNFa-val (BD Biosciences, San Jose,
California, USA) kezeltiik 6ket meghatarozott ideig (4-24 o6ra). Gatloszeres kisérleteink
esetében mind a lizoszoma- (NH4CIl, 10 mM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
mind a proteaszoma (MG-132, 100 nM, Calbiochem, San Diego, CA, USA) inhibitorral
2 oras elokezelést alkalmaztunk.

Munkank soran az NF-kB aktivitds mérésére hasznalhatd [B-galaktozidaz riporter
enzimet tartalmazé Jurkat sejteket is hasznaltunk (243). A galaktozidaz enzim
szubsztratjanak  hasitasa  (chlorophenol red-p-D-galactopyranoside, Boehringer
Mannheim, Indianapolis, USA), amely spektrofotometriaval meghatarozhat6, aranyos
az NF-«B aktivacioval (244). Ezekbe a sejtekbe az NF-xB transzkrpicios faktort gatlo
NBD peptidet (NEMO-Binding Domain Binding Peptide, Merck Millipore, New York,
NJ, USA) juttatunk be (100, 200 uM) bizonyos kisérletekben. Az NBD peptid a sejtek
membranjan szabadon atjut, majd az NF-xB aktivaciojaban résztvevo regulator fehérje,
a NEMO (NF-xB essential modulator) IxkK komplexhez valé kotédésének
megakadalyozasaval gatolja a citokinek altal indukalt NF-kB aktivaciot és az altala

kozvetitett génatirodast (245).

PBMC sejtek esetén a TNF kezelést 2 oras leukoagglutinin (PHA-L, 1 pg/ml, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) elokezelés elézte meg a TNFR1 expresszidjanak
indukélédsa érdekében (emelkedés: 41%; 4A abra). A TNFR2 expressziojat is
meghataroztuk a CD4+ sejteken a kezelések elott (4B édbra; ellenanyagok jellemzdi: 4.
tablazat).

A mikroRNS-ek expressziojanak meghatarozasahoz a primer CD4+ limfocitakat TNF-
fel kezeltiink 2 oran at, majd aktivalasukhoz anti-CD3/CD28-al konjugalt gyongyoket
(Life Technologies, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) alkalmaztunk.
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4. dabra: PBMC sejtek TNFR expressziojanak mérése. (A) A sejteket 2 oras PHA
stimulaciot kéovetéen TNFRI-FITC festékkel jeloltik. (B) A sejteket TNFRII-PE

konjugalt festékkel jeloltiik. Mindkét eSetben aramlasi citometriaval mértiink.

3.3.2 Hizosejtek
A hizosejtek aktivaciojahoz a sejteket egy éjszakan at mieloma eredetii IgE-vel (1pug/ml,

Serotec, Diisseldorf, Germany) eldszenzitizaltuk, majd tapfolyadékkal torténd mosast
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kovetéen anti-human IgE antitesttel (1,5 pg/ml, Dako Corp., Glostrup, Denmark)
keresztkotottikk 2 oran keresztil 0.5% BSA DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) tapoldatban.

3.4 Western blot

A kisérletek befejeztével a sejteket centrifugaltuk (400xg, 10 perc) és jéghideg PBS-ben
(phosphate buffered saline, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) kétszer mostuk, majd
30-100 pl jéghideg lizis pufferben (20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM
Na,EDTA, 1 mM EGTA, 1% NP-40 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), foszfataz-
és proteaz gatld jelenlétében (Sigma-Aldrich) 30 percig jégen lizaltuk. Ezutan a
lizaitumot 14000xg-vel 4°C-on centrifugaltuk és a feliiliszoval dolgoztunk tovabb. A
mintak Osszfehérje tartalmat Lowry modszerrel mértiik (Lowry micro protein Kkit,
Peterson’s modification, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) vagy BCA micro Kkit-tel
(Thermo Scientific, Pierce, Rockford, IL, USA) hataroztuk meg. A futtatashoz 10-50 pg
fehérjét tartalmazo lizatumot egészitettiink ki vizzel, valamint redukalé loading
pufferrel (Lane Marker Reducing Sample Buffer, Thermo Scientific, Pierce, Rockford,
IL, USA), majd az igy elkészitett mintat 10 percig 100°C-on, majd jégen inkubaltuk. A
futtatashoz 12%-os gyari géleket (Lonza, Basel, Switzerland) hasznaltunk és az
elektroforézist 35 mA-en végeztiik, majd polivinil-difluorid membranra (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) blottoltunk. A membran blokkolasahoz 5% zsirmentes tejpor TBS
0,05% Tween-20 oldatat hasznaltunk szobahdn 1 oran at, majd a megfeleld antitesttel
torténd inkubaciohoz (1 6ra szobahén vagy egy éjszakan at 4°C-on) az oldatot 1%-osra
higitottuk. Egyes esetekben SuperSignal Western blot Enhancer-t (Thermo Scientific,
Pierce, Rockford, IL, USA) hasznaltunk a jelek felerésitése céljabol. A membran
mosasa (TBS 0,05% Tween-20, 5x10 perc) utan, a membrant a kivalasztott
tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt szekunder antitesttel 1 Ordn at szobahdn
inkubaltunk. A mosasi Iépéseket kdvetden, a fehérjéket enhanced chemiluminescence
(ECL, ECL Plus reagent, Amersham Biosciences, Little Chalfont, U.K.) modszerrel
standard rontgen filmen (Kodak) tettiikk lathatova. A jelek optikai denzitas értékét
ImageJ program (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) segitségével
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hatdroztuk meg. A diagramokon a specifikus savok héztartasi kontrollra (aktin vagy
tubulin vagy Ponceau-festés (246)) és kezeletlen mintara normalizalt értékei keriiltek
abrazolasra.

A hasznalt antitesteket az 3. tablazat foglalja 6ssze.

Célfehérje Primer antitest Szekunder antitest
egér anti-human CD3( (6B10.2) kecske anti-egér 1I9G HRP
CD3G (Santa Cruz Biotechnology, Santa (Dako, Copenhagen,
Cruz, CA, USA) Denmark)
egér anti-human SLAP (2A1) kecske anti-egér IgG HRP
SLAP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Dako)
egér anti—p-aktin kecske anti-egér IgG HRP
p-aktin ] )
(Sigma-Aldrich) (Dako)
CD3s egér anti-humén CD3g (A-1) kecske anti-egér 19G HRP
(Santa Cruz Biotechnology) (Dako)
wtubulin patkany anti—o-tubulin kecske anti-patkany k és A
(AbD Serotec, Diisseldorf, Germany) | lanc HRP (Sigma-Aldrich)
foszfo- egér anti-p-CD3{ (C415.9A) kecske anti-egér 19G HRP
CD3¢ (Santa Cruz Biotechnology) (Dako)
nyul anti-human CD3y (H-80) kecske anti-nyul IgG HRP
D3y (Santa Cruz Biotechnology) (Sigma-Aldrich)

3. tablazat: Western blot-hoz haszndlt antitestek osszefoglaldsa.

3.5 Aramlasi citometria

A sejteket hideg 0,5% BSA PBS oldatban mostuk, majd 4°C-on jeloltiik a megfeleld
antitestekkel 30 percig. Egyszeri mosast kovetden, a méréseket BD FACSCalibur (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) aramlasi citométerrel végeztik. Az eredményeket
FlowJo (Tree Star, Ashland, OR, USA) program segitségével értékeltik ki. A

hisztogramokon a kiilonb6z6 eseményszamok eloszlasanak egyiittes megjelenitéséhez a
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méréshez tartozd az egyes rekesztartomanyokban detektalt események szamat, a
legmagasabb eseményszamot (azaz a legtobb elemet) tartalmazo intervallumban
talalhaté elemszammal osztjuk el, igy fluoreszcencia-intenzitas eloszlasai a "maximum"
szazalékaban kifejezve abrazolhatdoak (maximum %-a). Az aramlasi citometria soran

felhasznalt reagenseket a 4. tablazat foglalja dssze.

3.5.1 Eletképesség meghatirozdsa

A sejteket annexin-koté pufferben mostuk két alkalommal, majd Annexin V FITC
festékkel jeloltiik 30 percig szobahdn, szintén annexin-kotd pufferben. Mosas utan a
sejteket annexin-koté pufferben mértikk és a mérés elott 5 perccel PI-ot adtunk a

csovekhez.

3.5.2 Intracellularis Ca®* szint mérése

A sejteket RPMI 10% FBS-t tartalmazoé tapoldatban egyszer mostuk, majd 1x10%/ml
koncentracidban osztottuk szét és 1 uM Fluo-4 AM jelenlétében 30 percig inkubaltuk
37°C-on. A feltoltott sejteket két alkalommal mostuk és tomény FBS oldatban tovabbi
20 percig 37°C-on tartottuk. Ujabb két mosasi 1épést kovetden tapoldatban vettiik fel a
sejteket. A mérés soran az alapvonal rogzitését kovetéen 1-5 ug/ml anti-CD3-at adtunk
a sejtekhez, végiil a maximalis valasz meghatarozasadhoz 0,5 pg/ml ionomicint (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) adagoltunk a csévekhez.

3.5.3 Sejt proliferdacio mérése

PBMC sejteket 0,1% BSA-t tartalmazé PBS oldatban szuszpendaltunk fel, és a
sejtmembranon atjutni képes CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester) festéket (5
uM) adtunk hozzdjuk. Fél 6ra 37°C-os inkubacid utin a sejteket centrifugaltuk és
kétszer mostuk RPMI 10% FBS oldatban. Ezutan tomény FBS oldatban tartottuk a
sejteket tovabbi fél 6ran at 37°C-on, majd jbol megmostuk 6ket RPMI 10% FBS
tartalmu tapban. 40 ng/ml TNF jelenlétében 2 o6ran at inkubaltuk a sejteket, ezutan 5
pg/ml anti-CD3-mal aktivaluk dket.
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Primer antitest/festék Gyarto

BD Biosciences (San Jose,
California, USA)
anti-human CD4 PerCP (SK3) BD Biosciences

egér anti-CD3¢ FITC (HIT3a)

Santa Cruz Biotechnology

anti-human TNFRI FITC (55R-170)
(Santa Cruz, CA, USA)

anti-human TNFRII-PE BD Biosciences
anti-human CD34-FITC BD Biosciences
anti-human FceRI-PE BD Biosciences
anti-human CD117 APC (c-kit) BD Biosciences
Annexin V FITC BD Biosciences
Eluod AM Invitrogen, Molecular Probes
(Carlsbad, CA, USA)
CFSE Invitrogen, Molecular Probes

4, tablazat: Az aramlasi citometriahoz hasznalt antitestek dttekintése.

3.6 Transzfekcio

A Jurkat sejteket a gyarto altal eldirt protokollnak megfeleléen traszfektaltuk Cell Line
Nucleofector Kit V (Lonza, Basel, Switzerland) segitségével, Amaxa Nucleofector
Device 1l (Lonza, Basel, Switzerland) elektroporatorral X-001 programon, majd

¢jszakan at 20% savot tartalmazo tapoldatban tartottuk dket a kezelések elott.

3.6.1 Kis interferalo RNS (SIRNS)

A SLAP csendesitéséhez a sejteket tranziensen transzfektaltuk vagy két kiilonbozo
random szekvenciat tartalmazé siRNS-sel (300-300 nM) vagy két kiilonbozé a SLAP-ra
specifikus siRNS-sel (300-300 nM) (mindegyik Life Technologies, Applied
Biosciences, Carlsbad, CA, USA). A csendesités hatékonysagat valds idejii RT PCR-rel
¢és Western blottal is igazoltuk (5. abra).
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5. dbra: A transzfekcio hatékonysdagdnak ellendrzése. (A) Jurkat sejteket két random
szekvenciaju, két a GAPDH-ra, vagy két a SLAP-ra specifikus siRNS-sel transzfektaltuk,
és éjszakan at 37°C-on pihentettiik Sket. Ezutan RNS-t izoldltunk és valos idejii PCR-rel
vizsgadltuk a SLAP illetve a GAPDH expresszidjat. (B) Jurkat sejteket vagy két random
szekvenciaju vagy két a SLAP-ra specifikus siRNS-sel transzfektaltuk. Kontrollként nem
transzfektalt sejteket is vizsgalatunk. Az éjszakan at torténo inkubaciot kévetoen fehérjét

izolaltuk és Western blot rendszerben néztiik a SLAP fehérje expressziojat.

3.6.2 DNS Vektorok
A sejteket vagy enhanced GFP (eGFP)-SLAP felhasznalasra kész, teljes hosszusagu,
nyitott leolvasési keretli cDNS vektorral vagy kontroll eGFP vektorral (mindketté 10

47



doi:10.14753/SE.2013.1834

ng; GeneCopoeia, Rockville, MD, USA) transzfektaltuk, majd éjszakan at pihentettiik

Oket. Az transzfekcid hatékonysagat aramlasi citometriaval ellendriztiik.

3.7 Konfokalis mikroszképia

A Jurkat sejteket a kisérleteket kovetéen PBS-sel mostuk, majd BD Cell-Tak® (BD
Biosciences, San Jose, California, USA) oldatban reszuszpendaltuk és 8 kamras sejt
tenyészté edény (BD Biosciences, San Jose, California, USA) lyukaiba vittiik fel
0,5%x10%1yuk koncentracioban, majd 1 éran 4t inkubaltuk 37°C-on. A lyukakat egyszer
mostuk hideg PBS-sel, majd Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, San Jose, California,
USA) oldatot mértiink rajuk és fél 6ran at tartottuk jégen. A mosasokat minden esetben
Perm/Wash (BD Biosciences, San Jose, California, USA) oldattal végeztiik, és a
festéseket (1% BSA Perm/Wash oldatban) kovetden 10% FBS 0,01% natrium-azid PBS
pufferben mértiik a sejteket. A felvételeket négy optikai csatornaval folszerelt FluoView
500 konfokalis 1ézerpasztazd6 mikroszkopon (Olympus, Hamburg, Germany)
készitettiik, 60%-0s olaj-immerzids objektiven, magas numerikus apertura (NA:1,45)
beallitassal. A kolokalizacios vizsgalatok sordn Pearson-féle korrelacios koefficienst
(CI) kalkulaltunk. Cl=-1 esetében a két jelolt objektum a térben egymast kizaré6 modon
helyezkedik el, mig CI=0-nal elhelyezkedésiik egymastol fiiggetlen. CI=1 a két jelolés
teljes atfedését jelenti. Az modszernél alkalmazott jelolések az 5. tablazatban

talalhatoak.

3.7.1 A CD3{-lanc lokalizaciojanak és mennyiségének meghatarozasa

A sejteket 40 ng/ml TNF-fel kezeltiik (4, 24 o6ra), majd fixalas el6tt a sejtmembrant
CTX Alexa488-al jeloltik. Primer antitestként anti-CD3( antitestet vagy izotipus
kontrollt hasznéltunk, amellyel 2 o6ran at jeldltikk szobahén a sejteket. Anti-egér IgG
Alexa555 antitesttel, illetve a sejtmag vizualizalasara Draq5 festéssel folytattuk a
jeldlést 1 oran at.

A (-lanc relativ mennyiségének meghatarozasahoz, az integralt fluoreszcencia

intenzitast FluoView 5.0 (Olympus, Hamburg, Germany) software segitségével mértiik

48



doi:10.14753/SE.2013.1834

a kezeletlen és a TNF-fel kezelt sejtek kozott, ahol az egyedi sejtek voltak egységként
(ROJ) definialva.

3.7.2 A CD3(-lanc és a SLAP kolokalizdcidjanak meghatdarozdsa

Az el6z6 napon a SLAP-GFP vektorral, illetve kontroll vektorral transzfektalt sejteket
TNF-fel kezeltik (40 ng/ml, 4 6ra), majd a 3.7.1 alpontban leirtaknak megfeleléen
jeloltiik, azonban ebben az esetben CTX festést nem alkalmaztunk. A kolokalizacid

mértékének meghatarozasahoz az Imagel (http://rsbweb.nih.gov/ij) software CDA

plugin-jét hasznaltunk és ebben az esetben is egyedi sejtek keriiltek ROI-ként

definialasra a kiértékelés soran.

3.7.3 A CD3{ és a lizoszoma kolokalizaciojanak vizsgalata

A kisérletek egy részében a lizoszoéma jelolését oly modon végeztiik, hogy 3 6ras TNF
(40 ng/ml) kezelés utan a sejtekhez LysoTracker festéket (75 nM) adtunk, és tovabbi 1
oran at inkubaltuk 8ket 37°C-on. Mas esetben LAMP1-PE festést alkalmaztunk (2 6ra,
szobahd). A CD3( festéséhez az antitestet direkt fluoreszcensen jeldltik Mix-n-Stain CF
Dye Ab Labeling Kit CF488A (Biotium Inc., Hayward, CA, USA) segitségével (2 o6ra
szobahd). A sejtmagot itt is Draq5 festékkel tettiikk lathatéva. Pozitiv kontrollként a
sejteket anti-CD3 antitesttel aktivaltuk, amely indukalja a CD3-lizoszoémaba keriilését.

A kiértékelés soran CI-t kalkulaltunk, és ezt abrazoltuk.
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Célfehérje Kl::(;‘(;;;as Primer antitest | Szekunder antitest Absl;l}lzlolt
. . , kecske anti-egér 1gG
| e || Mewross |
antitest (Santa Cruz (L!feTechnoIogles, piros
A Invitrogen, Carlsbad,
Biotechnology)
CD3( — - CA, USA)
horesog anti-
human/egér CD3(
antitest CF488A (H146-968; _ piros
Acris Antibodies,
Herford, Germany)
SLAP GFP-tag _ _ zold
egér anti-Golgi 58K | kecske anti-egér IgG
Golgi antitest marker fehérje AlexaFluor647 61d
(Abcam, Cambridge,| (LifeTechnologies,
UK) Invitrogen)
LysoTracker
(Life .
Technologies, - - piros
lizoszoma Invitrogen)
egér anti-human
. LAMP1-PE (H4A3, .
antitest Santa Cruz _ piros
Biotechnology)
kolera toxin
(CTX)
AlexaFluor488,
. . vagy zold vagy
sejtmembran| | aFluors55 E - kék
(Life
Technologies,
Invitrogen)
Drag5
i (Biostatus, .
sejtmag Leicestershire, - - kek
U.K.)

S. tablazat: Konfokadlis mikroszkopiahoz haszndlt jelolések.
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3.8 Kvantitativ valos idejiit RT PCR

3.8.1 mRNS expresszio mérése

sejtekb6l RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével vontuk ki az
MRNS-t. Az mintdk RNS tartalmat ¢és mindségét NanoDrop ND-1000
spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) hataroztuk meg,
¢s 260/280 nm emisszids ardny >1.8 esetében dolgoztunk vele, egyébként a mintdkat
tisztitottuk. Mintanként 1 pg RNS-t irtunk at cDNS-sé 55 perces 42°C-on torténd
reakcios id6, majd 5 perces 95°C-on végzett enzim inaktivalas soran. A reakcidohoz 5
mM MgCl,-t, 1 mM dNTP-t, random hexamer oligonukleotidot, RNasin RN-az gatlot
¢és reverz transzkriptdzt (valamennyi: Promega, Madison, WI, USA) hasznaltunk 40 pl
végtérfogatban. Az igy kapott cDNS-b6l 2 pl-t SensiFast Hi-Rox PCR master mix-el
(Bioline Reagents Ltd, London, UK) és a specifikus primerekkel (CD247
(Hs00609515_m1); SLAP (Hs00277129 ml); HGPRT (Hs99999909 ml)) elegyitve,
(mindegyik Life Technologies, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) standard
valés idejii PCR protokollal futtattunk ABIPrism 7000 tipust berendezésen. A PCR
reakciokat 96 lyuku lemezen végeztik. A teljes térfogat 25 pl/lyuk volt. A PCR
protokollt templat nélkiili negativ kontrollok esetében is elvégeztiik. Valamennyi
mintdbdl harom parhuzamost mértiink. A kapott eredményeket a komparativ CT
(AACT) modszer segitségével értékeltiik ki, az eredményt minden esetben a megfeleld

haztartasi gén MRNS (HGPRT) szintre vonatkoztatva.

3.8.2 MikroRNS expresszio mérése

Total RNS izolalasahoz a sejteket Qiazol lizalo oldatban vettiik fel és a gyartd
utasitasait betartva miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével
izolaltuk, majd szintén NanoDrop-pal mértiik az RNS tartalmat és mindséget. 10 ng
RNS-sel dolgoztunk tovabb, amit eldszér TagMan mikroRNS reagensek segitségével
(TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit, Life Technologies, Applied
Biosystems), specifikus RT primerekkel reverz transzkripcionak (RT) vetettiik ala
(16°C 30 perc, 42°C 30 perc, 85°C 5 perc). Ebbdl a reakciobdl szarmazo 1,33 ul
térfogattal végeztiik a PCR amplifikéciot, az mRNS modszernél leirtaknak megfelelden,
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15 pl végtérfogatban. A kdvetkezd specifikus assay-ket hasznaltuk: hsa-miR-181a, hsa-
miR-155, hsa-mir-146a, hsa-miR-132; az expresszios értékeket hsa-RNUGB kontrollhoz

viszonyitottuk.

3.9 MikroRNS target predikcio

Az online elérhetd target predikcid pontossaganak novelése céljabol a kiilonb6zo
algoritmusokat hasznéalé programokkal (pl. PicTar, MiRBase, TargetScan) azonositott
valoszinli targetekb6l vagy miRNS-ekbdl listat allitottunk fel. A listan kiilonb6z6
azonositokkal szerepld cél mRNS-ek kozds rendszerbe konvertdldsa a BioMART
adatbazis segitségével tortént, de a mirDIP fizids adatbézis hasznalatara is sor keriilt. A

kiilonb6z6 kapcsolodasi valdszinliséget meghatarozo pontokbol rangsort allitottunk fel.

3.10 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

A PBMC sejtek izolalasat kovetden a sejteket két részre osztottuk: egyik résziikhoz
PHA-t adtunk 26 orara, masik résziikh6z pedig 2 6ra PHA el6-aktivaciot kovetden
TNF-et adtunk 24 o6rara. Masnap a sejteket kétszer mostuk hideg PBS-ben, majd a csak
PHA-val kezelt csoportot ujbol kétfelé vettiik: egyik felét kezeletleniil hagytuk, masik
felét pedig 5 pg/ml anti-human CD3-mal (UCHT1, BD Biosciences) aktivaltuk. A TNF-
fel is kezelt sejteket szintén megfeleztiik, és egyik résziiket az eléz6nek megfelelden
aktivaltuk. Az aktivacid 6, 24, 72 oraig tartott. Ezt kdvetden a sejteket centrifugaltuk és
a feliiluszokbol IL-2 ELISA-t (BD OptEIA Human IL-2 ELISA Kit, BD Biosciences)
készitettiink a gyartd cég eldirdsainak megfelelden. A mintak pontos IL-2 tartalmat
Multiskan Transmit MS microplate olvason (Laboratory Systems Group Pty Ltd,
Kilsyth, Victoria, Australia) 405 nm-en mérve, az ELISA kit sajat standard gorbéjével
Osszehasonlitasban allapitottuk meg. Az IL-2 mennyiségét a teljes felilluszéban 1 ml-re

vonatkoztatva pg-ban adtuk meg.
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3.11 Statisztika
A statisztikai modszerek a kisérleti koriilmények figyelembevételével alkalmaztuk. A

kovetkez6 modszereket hasznaltuk: Student-féle t-teszt, Mann—Whitney U rank-sum

teszt, Wilcoxon matched pairs teszt és ANOVA.
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4. Eredmények

4.1 A CD3C-lanc szabalyozasa T-limfocitakban

4.1.1 A TNF szabalyozza a CD3(-lanc expresszidjat.

Munkank kezdetekor arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a bizonyos autoimmun
betegségekben megfigyelhet6 koros T-limfocita funkcid, illetve a sejtek kdrnyezetében
nagy koncentracioban jelen 1évé TNFa Osszefliggésbe hozhatd-e egymassal, valamint,

hogy a jelatvivo lancok érintettsége relevans-e ilyen koriillmények kdzott.

4.1.1.1 TNF hatasa a (-lanc mennyiségére

Els6ként megvizsgaltuk, hogy a TNF direkt mddon befolyasolja-e a CD3 jelatvivd
lancainak mennyiségét Jurkat sejteken. Ahogyan a 6A abran jol lathatd, a kiillonb6z6
ng/ml koncentracional éri el maximumat, azonban mar 15 ng/ml-nél szignifikdns
kiilonbséget eredményez. Tekintettel arra, hogy a sejtvonalak, habar sok esetben jol
reprezentaljak az in vivo lezajlo eseményeket, szamos szempontbol kiilonboznek a
primer sejtekt6l, megvizsgaltuk a jelenséget PBMC sejteken is. Mig a Jurkat sejtek
konstans mdédon expresszaljak mindkét tipusi TNF receptort, primer sejtek esetében
eltérd irodalmi adatok éallnak errdl rendelkezésre, ezért PHA-val ndveltiik a receptorok
expresszidjat (4. abra). PBMC sejtek esetében is lathato (6B abra), hogy a TNF szintén

szignifikansan csokkenti a CD3( mennyiségét, sOt a hatas kifejezettebbnek mutatkozik.
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6. abra: A TNFa dozisfiiggden csokkenti a CD3{ expressziojat humdan T-
limfocitakon. Reprezentativ Westen blot és az aktinra normalizalt optikai denzitds
ertékek (atlag£SEM) (A) Jurkat, (B) PBMC sejtek kiilonbozé koncentracioju TNF-fel
torténd 24 ords kezelését kovetéen. A diagramok hdarom fiiggetlen kisérlet eredményeit

abrazoljdk (*p<0,05).

4.1.1.2 A TNF {-lancra gyakorolt hatasanak idobeli vizsgadlata

Figyelembe véve, hogy a (-lancok in vivo ciklikus expressziot mutatnak és kiilonb6zo
hatasok kovetkeztében internalizdlodhatnak, majd tjra a sejtfelszinre keriilhetnek,
kivancsiak voltunk arra, hogy a TNF hatésa csak az ismételt sejtfelszinre torténd kertilés
iddtartamaig befolydsolja-e az expressziot, vagy hosszt tdvon csokkenti a lancok
mennyiségét. Western blot rendszerben kiilonb6z6 idejii TNF kezelésnek kitéve a
sejteket, meggydzddtiink rola, hogy amig a TNF jelen van a sejtek kornyezetében ez a
hatas fenntartott (7A abra). Azt a kérdést is szerettliik volna tisztdzni, hogy abban az
esetben, ha eltavolitjuk a TNF-et a rendszerbdl, mi torténik a C-lanc expresszioval.
Eredményeink szerint a TNF kezelésre mérheté (-lanc csokkenés teljesen reverzibilis

(7B abra).
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7. abra: A TNFa hatdasanak idébeli vizsgalata. (A) Jurkat sejteket kezeltiink kiilonbozd
idétartamig 40 ng/ml TNF-fel, majd Western blot rendszerben vizsgaltuk CD3({
expressziojat. (B) Jurkat sejteket 24 oras 40 ng/ml TNF kezelésnek vettiink ald vagy
kezeletleniil hagytuk, majd a sejtek egy részét fehérje lizis pufferben lizaltuk, masik felét
pedig kétszeri PBS mosas utan tovabbi 24 oran at tenyésztettiik. Reprezentativ Western

blot, mindkét kisérletet ket fiiggetlen alkalommal végeztiik el.

4.1.1.3 4 CD3{ sejtfelszini csokkenésének és internalizaciojanak vizsgalata

Annak céljabol, hogy ezen kiindulasi eredményiinket tovabb igazoljuk, illetve, hogy a
sejtben lezajlo folyamatokra jobb ralatadsunk legyen, konfokalis mikroszkopidval is
lathatova tettiik a TNF hatasat. A 8A abran megfigyelhetd, hogy 4 oraval a TNF
sejtekhez valdé hozzaadasat kovetdéen a (-lancok internalizalédnak. A kezeletlen
mintahoz képest, ahol a lancok legféképpen a sejtmembran belsé részéhez asszocialtan
helyezkednek el, a TNF-fel kezelt sejtekben inkabb citoplazmatikus lokalizaciot
mutatnak. Megvizsgaltuk a sejtekben talalhatdé Osszes (-lanc mennyiségét is ezzel a
modszerrel. Eredményeink szerint a kezeletlen csoporthoz viszonyitva szignifikdnsan
alacsonyabb (-lanc festddési intenzitas értékek mérhetéek az erre specifikusan
alkalmazhat6é software segitségével mérve (8B é4bra), ami megerdsiti az elézdekben

kapott Western blot eredményeinket.
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8. dbra: A TNF elosegiti a (-lancok internalizdaciojat. Jurkat sejteket konfokdlis
mikroszkopiahoz a kévetkezo modon jeloltiik: sejtmembran CTX (zold), CD3( (piros),
sejtmag (kék). (A) Reprezentativ konfokalis mikroszkopia felvétel 4 oras 40 ng/ml TNF
kezelést kovetden. Eredeti nagyitds: x6348. (B) 24 oras 40 ng/ml TNF kezelést kovetden
ugy hasonlitottuk ossze a kezeletlen sejtek és a TNF-et kapott sejtek integralt pixel
intenzitds értékeit, hogy egyedi sejteket (>100 sejt/csoport) definidltunk ROI-ként. A
diagramon a pixel intenzitas atlaga (£SEM) lathato (***p=0,00002).
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4.1.1.4 Az intracellularisan elhelyezkedd {-lancoK vizsgalata

Abbol kiindulva, hogy a CD3C-lanc egy jelentds része az intracellularis raktarakban
foglal helyet felmeriilt, hogy a 8A abran megfigyelhet6 internalizacio és sejtfelszini
megjelenés csokkenése mellett, esetleg a Golgi-vezikulumokban talalhaté (7) lancok
mennyisége is csokkenhet. Ennek lehetdségét konfokalis mikroszkdpiaval vizsgaltuk
TNF kezelést kovetéen, Jurkat sejteken (9. abra). A felvételekbdl lathatd, hogy az
irodalmi adatoknak megfelelden, a (-lancok egy jelentés hdnyada megtalalhatd a Golgi
membranrendszerével asszocialtan, azonban a TNF kezelés nem érinti az itt raktarozott

lancok mennyiségét.
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9. dbra: A TNF nem csékkenti a Golgi appardatusban lévé CD3{ mennyiségét. (A)
Jurkat sejtek 24 oras TNF (40 ng/ml) kezelését koveton a sejteket konfokdlis
mikroszkopiaval vizsgaltuk, ahol a sejtmembrant (CTX, kék), a Golgi markereként
hasznalt 58K fehérjét (Golgi 58K, zold) és a CD3(-lancot (piros) jeloltiik
(kolokalizacio: sarga). (B) A kolokalizacio mértékének szamszeriisitése (>100 sejtet

vizsgalva, CI értékek abrdzolva).
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4.1.2 A TNF nem befolyasolja a CD3 komplex egyéb lancainak mennyiségét.

Tekintve, hogy a CD3 molekula komplex lancai funkcionalis egységet alkotnak és az
irodalomban tobb, eltérd adat ismeretes arrol, hogy a CD3 lancok egyiitt vagy kiilon-
kiilén internalizalodnak-e, megvizsgaltuk, hogy a CD3eg €s y-lanc expressziojat hogyan
befolyasolja TNF. Els6ként Osszfehérje szinten hataroztuk meg a CD3e mennyiségét
Western blot rendszerben, Jurkat sejteken, 24 6ras TNF kezelést kovetden (10A éabra).
Lathato, hogy a TNF hatasara nem valtozik az e-lanc mennyisége a sejtben. Tovabbi
fontos kérdés a sejtfelszini expresszido valtozasa, amely az e-lanc esetében direkt
kezelés befolyasolja-e a CD3e sejtfelszini expressziojat (10B abra). Az osszfehérje
szinten tapasztaltakkal megegyezden, itt sem kovetkezett be valtozas a TNF hatasara. A
fliggetlen szabalyozas megerdsitésére tovabbi vizsgalatokat végeztink a CD3y-lanc
esetében szintén Western blottal (10C dbra), ami igazolta a feltevést, hogy a mi kisérleti
rendszeriinkben (-lanc kiilon szabalyozodik a tobbi CD3 lanctol. Eredményeink arra

utalnak, hogy a TNF szelektiven szabalyozza a CD3( expresszigjat.
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10. dbra: A TNF nem befolydsolja CD3¢ és y-lanc expresszidgjat. (A) Jurkat sejtek 24
oras TNF (40 ng/ml) kezelését kovetien fehérjét izoldltunk és Western blottal vizsgaltuk
a CD3e mennyiségét teljes sejt lizatumokbol. A diagramon az aktinra, majd kontrollra
normalizalt optikai denzitas értékek lathatoak (£SD) hdarom fiiggetlen kisérlet
eredményekent, mig alatta egy reprezentativ Western blot taldlhaté. (B) PBMC sejtek
reprezentativ (két fiiggetlen kisérlet alapjan) FACS analizise 5 és 40 ng/ml (abran
feltiintetett koncentrdcio) TNF kezelést kovetden. (C) A CD3y-lanc mennyiségének
meghatarozasa Western blot modszerrel 5, 40 ng/ml TNF kezelést (24 ora) kovetien.

4.1.3 A TNF befolyasolja a sejtek aktivalhatéosagat, de nincs hatassal

proliferacios kapacitasukra.

Tekintettel arra, hogy a CD3({ harom ITAM motivumaval az egyik legfontosabb
jelatvivé lanc T-limfocita aktivacid soran, kivancsiak voltunk arra, hogy a TNF
kornyezetében 1étrejové alacsonyabb (-lanc szint befolyasolja-e a sejtek

aktivalhatosagat.

4.1.3.1 Az IL-2 termelés merése

Az IL-2 az egyik legfontosabb Thl-es citokin, amely a sejtek proliferacios és tulélési
szignalja. PBMC sejteket TNF-fel kezeltiink, hogy csokkentsiik a {-lanc mennyiségét
(ennek visszamérése minden kisérletben megtortént Western blot mddszerrel), majd
anti-CD3 segitségével aktivaltuk éket (6, 24, 72 6ra) és a feliiluszobol mértiik az 1L-2
szintjét. Minden esetben a TNF-fel eldkezelt csoportokban az IL-2 szintje joval

alulmarad a csak aktivalt csoportokhoz képest (11. abra), ami legkifejezettebben a 24
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oras aktivaciot kovetdéen nyilvanul meg. A megfigyelés arra utal, hogy a sejtek

aktivacioja is érintett a TNF kezelés kovetkeztében.
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11. abra: A TNF csokkenti a sejtek IL-2 termelését. Frissen izolalt PBMC sejtek egy
csoportja 2 ora PHA (1 ug/ml) kezelést kévetéen TNF-et is kapott tovabbi 24 ordra, a
masik csoportot pedig csak PHA-val stimulaltuk 26 ordn at. Masnap a sejteket 2%
mostuk, majd kiilonbozo idotartamig anti-CD3-al (5 ug/ml) aktivaltuk oket vagy
kezeletleniil hagytuk. A feliiluszokbol ELISA rendszerben IL-2-t mértiink és ket fiiggetlen
kisérlet eredményeit (£SEM) dabrdzoltuk (¥*p<0,05; **p<0,01).

4.1.3.2 A Ca**-valasz vizsgalata

A sejtek valaszat az aktivacios szignalokra a Ca* ionok intracellularis raktarakbol valé
gyors felszabadulasa jellemzi, ezért specifikus Ca®" festékkel mértiik, hogy a 24 6réan at

TNF-fel kezelt sejtekben hogyan valtozik ez a folyamat. A reprezentativ felvételen
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lathatd (12. abra), hogy Jurkat sejtek esetében alacsonyabb amplituddji, gyorsabban
lecsengd valasz figyelhetd meg, ami egyrészt lehetséges az intracellularis raktarakban
alacsonyabb mennyiségii Ca** miatt, masrészt magyarazhatja a felszabadulés
mértékének gatlasa is. PBMC sejtekben az aktivacid szintén nem éri el ugyanazt a
szintet, mint a TNF-mentes sejtek esetén, tehat itt is amplitddd csokkenésrol
beszélhetlink, amit azonban ebben az esetben nem kovet egy hamarabb lezajlo valasz.
PBMC-ben tovabba, az ionomicin sem valt ki ugyan olyan mértékii Ca®" felszabadulast,
mint a TNF-fel nem kezelt csoportban. A két sejttipus viselkedése kozotti kiilonbséget

magyarazhatja, hogy PBMC sejtek esetében dsszetett sejtkultirardl van szo.
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12. dbra: A TNF befolyasolja a Ca®* vilaszt. Jurkat vagy PBMC sejteket 24 oran at
TNF-fel kezeltiink (40 ng/ml), majd Fluo-4 AM festékkel toltottiik fel Sket. Aramldsi
citometriaval mértiik a felszabadulo Ca* mennyiséget, alapvonal felvétele utan, a
hozzdadott anti-CD3, illetve ionomicin hatasdra. Reprezentativ felvétel, amely hdrom

filiggetlen kisérlet eredményét tiikrozi.
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4.1.3.3 A sejt proliferacio vizsgalata

Tovabbi funkcionalis eltérést keresve megvizsgaltuk a sejtek proliferacids kapacitasat is
TNF jelenlétében. A PBMC sejteket CFSE festékkel toltottiik fel, és 2 oras TNF
elokezelés utan, anti-CD3 hozzaadasaval aktivaltuk oOket 24 oran at. Az osztodasi
indexbdl lathato (13. dbra), hogy szemben az eldzdekkel, nem talaltunk kiilonbséget az

osztddas mértékét illetéen a TNF hatasara.
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13. d@bra: A TNF nem befolydsolja a sejtek proliferdcios kapacitdsdt. A sejteket CFSE
jelolés utan TNF-el kezeltiil 2 oran at, majd 5 pg/ml anti-CD3-mat adtunk hozzajuk. A
méreést aramlasi citometriaval végeztiik, ahol az FL-1 csatorndn mérheto értékeket a
FlowJo program , proliferation "eszkozével elemeztiik és az osztodasi index értékeit

abrazoltuk (atlag=SEM).
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4.1.4 Az mMRNS expresszié valtozasa és az NF-kB jelpilya nem jatszik

szerepet a TNF (-lanc csokkentd hatasaban

4.1.4.1 Az mRNS expresszio vizsgalata

Az elézoekben leirtak alapjan a TNF szelektiven szabalyozza a CD3(-lanc expresszidjat
¢s befolyasolja a sejtek miikddését. Annak kideritése céljabol, hogy milyen
mechanizmus all a jelenség hatterében megvizsgaltuk, hogy ez a fehérjeszinten
tapasztalhatd csokkenés dsszhangban van-e az mRNS expresszid csokkenésével. Ennek
vizsgélatahoz Jurkat sejtek TNF kezelését kdvetden valos idejii PCR-rel vizsgaltuk a
CD3( kifejezddését (14A és B abra). Egyik esetben sem tapasztaltunk eltérést mRNS
szinten. Korabbi egér kisérleteken alapuld publikacio (214) alapjan felmeriilt annak a
lehetdsége, hogy mRNS szinten hosszabb idotartam sziikséges a TNF CD3{ mRNS-re
kifejtett hatdsdhoz. Ennek vizsgalatara primer human CD4+ T-limfocitdkon
megvizsgaltuk, hogy kronikus TNF kezelés hatasara hogyan valtozik a CD3(
expresszidja. Mint azt a 14C dbra is jol mutatja, nem talaltunk szignifikans kiilonbséget
ebben az esetben sem, igy eredményeink alapjan a TNF fehérje szinten befolyasolja a (-
lanc expresszigjat és a jelenség nem magyarazhatd az mRNS szinten bekovetkezett

expresszid valtozassal.
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14. abra: A TNF nem befolydsolia CD3{ mRNS expressziojat. Jurkat sejtek 24 oras
(A) kiilonbozd koncentracioju és (B) kiilonbozd ideig tarto 40 ng/ml TNF kezelése utdin
RNS-t izolaltunk és valos idejii PCR-rel mértiik (-lanc expressziojat. (C) 9, illetve 15
napos 40 ng/ml-es TNF kezelést kovetéen CD4+ T-limfocitak CD3{ expresszidja. A

diagramok harom fiiggetlen kisérlet eredményébdl szarmaznak.

4.1.4.2 Az NF-kB szerepének vizsgalata

A fehérje szintli valtozasok hatterében allhat, a TNF jelatviteli utvonal soran aktivalodo,
NF-kB transzkripcidos faktor 4ltal befolyasolt fehérje, amely expresszidjanak
megvaltozasa indirekt modon vezethet a (-lanc csokkenéséhez. Ennek a feltevésnek a
vizsgalatara NF-kB deficienssé tett Jurkat sejtekben hataroztuk meg a (-lanc
mennyiségét TNF jelenlétében. A sejtekbe NBD peptidet (100, 200 pM) vittiink be,
Oket. A Western blot vizsgalatbol kidertil (15. dbra), hogy az NF-xB gatldsa nem védi ki
a TNF altal el8segitett {-lanc csokkenést, s6t meglepé modon, inkabb fokozza azt. Igy

feltehetéen mas utvonalak allnak a jelenség hatterében.
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15. dbra: Az NF-xB szelektiv gdatlasa nem csokkenti a TNF (-lancra kifejtett
expresszio csokkentd hatdsat. (A) Az NBD peptid hatékonysaganak meghatdarozasa. Az
abran az NBD peptid és a TNF kezelést kovetd NF-kB aktivacié lathato. (B) Jurkat
sejtek 1 oras 100 illetve 200 uM NBD peptiddel torténd eldkezelését kovetéen TNF-fel

kezeltiink (24 ora), majd a (-lanc expressziot vizsgaltuk Western blot rendszerben.

4.1.5 A TNF a proteaszomalis degradacio elésegitésével csokkenti a CD3(-

lancot.

4.1.5.1 Feherje lebontasi folyamatok gatlasanak vizsgalata

El6z6 kisérleteinkbdl kidertil, hogy a TNF nem transzkripciondlis Gton szabélyozza a (-
lanc mennyiségét, illetve lattuk, hogy eldsegiti a lancok internalizaciojat, ezért
megvizsgaltuk a lebontdsi folyamatok érintettségét. Irodalmi adatok szerint a (-lanc
mind lizoszoémalis, mind proteaszomalis Uton degradalodhat, ezért mindkét folyamatot
gatoltuk Jurkat sejtekben, majd a TNF hatasat vizsgaltuk Western blot rendszerben. A
lizoszoma inhibitor NH4Cl nem okozott valtozdst a TNF altal indukalt C-lanc

csokkenésben, mig a szelektiv proteaszoma gatlészer MG-132 megakadalyozta ezt a
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folyamatot (16. abra). Mindebbdl tgy tiinik, hogy a TNF a lebontason keresztiil fejti ki

{-lanc csokkentd hatasat, amelyben a proteaszomalis degradacié dominal.
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16. dbra: A TNF (-lanc csokkentd hatdsa a proteaszoma gatldsdval kivédhetd. Jurkat
sejteket NH4Cl-al (lizoszoma gatlasa) vagy MG-132-vel (proteaszoma gatlasa) 2 ordan
keresztiil elokezeltiink, majd a TNF hozzdadasa utin 24 orat tenyésztettiik. A fehérje
izoldlast kovetéen Western blottot készitettiink, ahol a (-lanc expressziot vizsgaltuk. A
grafikonon a normalizalt optikai denzitas értékek (XSEM) latszanak harom fiiggetlen

meérest kovetoen (*p<0,05).

4.1.5.2 A CD3{ lizoszomalis lokalizaciojanak vizsgalata

Annak érdekében, hogy megerdsitsiik fenti eredményiinket, konfokalis mikroszkopiaval
vizsgaltuk a {-lancok bomlasat. Indirekt médon, a lizoszomdba keriilés kizardsaval
igazoltuk eredménylinket. A vizsgalat soran a CD3( és a LAMP1 lizoszéma asszocialt
fehérje kolokalizacigjat  vizsgaltuk. Pozitiv  kontrollként anti-CD3  kezelést
alkalmaztunk, amely az in vivo T-sejt aktivacidhoz hasonléan biztosan el6idézi a lancok

internalizacidjat és lizoszomalis bomlasat (55). Az el6zéeknek megfelelen, lathato
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(17A abra), hogy mig az anti-CD3 hatasara erds kolokalizacio figyelhetd meg a
lizoszoéma és a {-lancok kozott, addig a TNF kezelés esetében nem lathatd ilyen iranya
valtozas. Mivel a degradacio bekovetkezik, tovabb erdsodik azon feltevésiink, hogy a
TNF hatasara proteaszomalis uton torténik a bomlés. Az eredmény szamszerlsitése a
kolokalizacié mértékének meghatarozasaval szintén szignifikans eredményt mutat anti-
CD3-ra, mig nincs kiilonbség a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva TNF esetében (17B

abra).
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17. dbra: TNF hatisiara a (-lainc nem keriil a lizoszomdba. (A) Reprezentativ
konfokalis mikroszkopia kép, eredeti nagyitdas: x2280. Jurkat sejtek 4 ordas TNF (40
ng/ml) vagy anti-CD3 (5 ug/ml) kezelése utin a kévetkezé jeldléseket hasznaltuk:
LAMPI (zold), CTX (kék), CD3{ (piros); kolokalizacio: sarga. (B) Négy fiiggetlen
kisérletbol szarmazo (>100 sejtet analizdlva/kisérlet), a kolokalizacio mértékét

Pearson-féle korreldcios koefficiensben kifejezo diagram (***p<0,001).

4.1.6 Az src-like adaptor protein (SLAP) felelés a TNF indukalt {-lanc

csokkenéseért.

Eredményeink szerint & TNF a proteaszomalis bomlas eldsegitésével vesz részt a CD3(
mennyiségének csOkkentésében, ezért szamba vettiik azon fehérjéket, amelyek a C-lénc
sejt aktivacio soran bekovetkez6 CD3( internalizaciojaban, valamint a c-Chl E3
ubiquitin  ligazzal egyiittmiilkédve azok lebontasaban (62). Ebbdl kiindulva
megvizsgaltuk, hogy a SLAP szerepet jatszik-e a TNF altal indukalt (-lanc

szabalyozasban.
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4.1.6.1 A SLAP expressziojanak vizsgalata TNF hatdasara

Kisérleteink soran kiilonb6z6 ideig (4-24 6ra) TNF-fel (40 ng/ml) kezeltiink Jurkat,
PBMC ¢és CD4+ T-limfocitdkat, majd Western blot rendszerben vizsgaltuk, hogy
bekovetkezik-e valtozas a SLAP expresszidjaban. Eredményeink szerint a TNF kezelés

hatasara a SLAP fehérje szintje tobb mint 4-szeresére emelkedik (18A abra).

>
*
oo

aktinra normalizalva

SLAP optikai denzitas

18. dbra: A SLAP expresszioja nivekszik TNF hatdasdra. (A) Jurkat sejtek SLAP
expresszioja 24 ora TNF kezelést kovetéen Western blot rendszerben vizsgalva. A
diagramon az aktinra normalizalt optikai denzitas értékek ldathatoak (£SD) négy

fiiggetlen kisérlet eredményeként (*p<0,05). Reprezentativ Western blot kép a SLAP

sejteken, (D) primer CD4+ T-sejteken.
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4.1.6.2 A SLAP-CD3{ kolokalizaciojanak vizsgalata

Mivel azt tapasztaltuk, hogy a TNF befolyasolja a SLAP expresszidjat, kivancsiak
voltunk ra, hogy létrejon-e fizikai asszociacid a két molekula kozott TNF hatasara.
Ennek érdekében konfokalis mikroszkopia felvételeket készitettiink. Varakozasainknak
megfelelden azt tapasztaltuk, hogy mig a kezeletlen mintaban a SLAP és a {-lanc a sejt
kiilonb6z6 szegmenseiben foglal helyet, addig a TNF-fel kezelt mintaban kolokalizacio
figyelhetd meg (19A abra). Ennek szamszeriisitése szintén alatdmasztja a felvételeken
lathatoakat (19B abra). Erdekes tovabba, hogy az eddigi megfigyelésekkel 6sszhangban
a TNF kezelés hatasara mindkét molekula sejten beliili elhelyezkedése megvaltozik: a (-
lancok diffuz eloszlasa helyett egy un. sapka formalodast lathatunk, mig a SLAP-ot a
citoplazmatikus megjelenéssel ellentétben, sokkal inkdbb a membran belsé felén

figyelhetjiik meg (19A abra).
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19. a@bra: A TNF indukdlja SLAP-CD3{ kolokalizdcidjat. (A) Jurkat sejtek SLAP-GFP
(z6ld) cDNS vektorral torténd transzfekcioja utan a sejteket 40 ng/ml TNF-fel kezeltiik 4

Pearson-féle korrelacids
koefficiens
(=]
)

TNF

oran at, majd a kovetkezoket festettiik: CD3{ (piros), sejtmag (kék). A sejteket
konfokalis mikroszkopiaval vizualizaltuk, eredeti nagyitas: x4560, reprezentativ dabra.
(B) Harom fiiggetlen kisérletbdl szarmazo > 100 sejtet/kisérlet elemeztiink ImageJ CDA
plugin segitségeével, és a (-SLAP kolokalizaciojanak mértékét Pearson-féle korreldcios

koefficiens formdjaban adtuk meg (**p<0,01).
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4.1.6.3 A SLAP csendesitése siRNS-sel

Korabbi kisérleti eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a SLAP szerepe fontos lehet
a TNF okozta {-lanc csokkentésben. Ennek tovabbi vizsgalatara siRNS-ek segitségével
csendesitettiik a SLAP expresszidjat és vizsgaltuk, hogy ilyen kondiciok mellett
érvényesiil-e a TNF hatdsa. A 20. &bran lathat6, hogy azokban a sejtekben ahol nem
expresszalodik a SLAP, nem jut érvényre a TNF (-lanc csokkentd hatasa, ez pedig a
SLAP kulcsszerepét igazolja a TNF altal kivaltott {-lanc csokkenésben. Az irodalmi
adatokkal Osszhangban (62), a SLAP-ot nem expresszald sejtekben a CD3( szintje

enyhe emelkedést mutat.
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20. dbra: A SLAP csendesitése kivédi TNF-indukdlt {-lanc csokkenést. Jurkat sejteket
transzfektaltunk két kiilonbozé random szekvenciaju vagy a SLAP-ra specifikus siRNS-

el, majd 24 oran keresztiil TNF-el (40 ng/ml) kezeltiik oket. A fehérje izolalast kévetoen
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Western blot-ot futtattunk a mintikbol, amelybdl egy reprezentativ dbra lathato. Négy
fliggetlen kisérletbol szarmazo adatokbol a CD3( optikai denzitas értékeit tubulinra

torténd normalizalast kovetéen dbrazoltuk (**p<0,01).

4.1.7 A SLAP mennyisége emelkedett RA-s betegekben.

Mind kisérletes, mind klinikai adatok alapjan a T-limfocitdk kozponti szerepet jatszanak
az RA patogenezisében. A kozlemultban publikalt kozlemény alapjan az RA-ra
hajlamosité ZAP-70 mutéciot hordozd egerekben zymosan indukalt arthrits esetén a
SLAP kiiitése mind a betegség kifejlodésének gyakorisagat csokkenti, mind annak
lefolyasat enyhiti (66). Igy RA-s betegek T-limfocitdiban vizsgaltuk a SLAP
kifejezodését. Kisérleteinkhez DMARD vagy anti-TNF terdpiaban részesiild betegek

mintait vizsgaltunk egészséges kontrollokhoz viszonyitva.

4.1.7.1 A SLAP expresszioja emelkedett RA-S betegek T-limfocitaiban

Elséként arra voltunk kivancsiak, hogy talalunk-e eltérést a betegek €s egészségesek
kozott a SLAP expresszidjaban. Ehhez terapiatol fiiggetleniil, a betegek és kontrollok
frissen izolalt T-limfocidit azonnal lizaltuk, majd Western blotot készitettiink beldle. Az
abran (21A abra) lathato, hogy a kontrollok (n=7), illetve a betegek (n=10) SLAP
expresszidjat osszehasonlitva (habar nagy az egyedi variancia) jelent6sen emelkedett
szintet talalunk RA-ban (21B abra).
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21. dbra: A SLAP szintje emelkedett RA-sok T-sejtjeiben. RA-val diagnosztizalt
betegek, valamint egészséges kontrollok frissen izolalt primer CD4+ T-limfocitait
fehérje lizispufferben vettiik fel és Western blot rendszerben vizsgaltuk a SLAP
expressziojat. (A) A Western blot felvétel eredménye. (B) A Ponceau festésre
normalizalt SLAP értékek dtlaga (£:SEM) statisztikai analizise (*p<0,05).

4.1.7.2 A TNF hatasanak vizsgadlata RA-s betegekben

Korabbi eredményeink szerint a SLAP expresszidja fokozodik TNF hatasara, illetve
RA-ban magasabb SLAP expresszid figyelhetd meg, ezért megvizsgaltuk, hogy a
betegben is tovabb fokozhato-e a SLAP expresszidja TNF kezelés hatasara. Az
eddigieknek megfelelden a kontroll mintdkban a SLAP emelkedett expresszidja volt
megfigyelhetd, azonban kiilonbséget talaltunk az eltérd terdpiaban részesiilé betegek T-
limfocitainak reakcidjdban. DMARD kezeltek esetében az egészségesekhez hasonldan
emelkedik a SLAP szintje, azonban TNF-blokkold bioldgiai terapia mellett ez a

jelenség elmarad (22. dbra).
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22. dbra: A TNF eltéréen indukdlja a SLAP expressziojat a terdpidatol fiiggden.
Egészséges kontrollok (n=5), DMARD terdpidaban (n=5), illetve TNF-blokkolo
kezelésben (n=5) részesiilé betegek frissen izolalt T-limfocitait 2 orat PHA-val
eléaktivaltuk, majd a megfelelé csoporthoz TNF-et is adtunk tovabbi 24 ordig. Ezt
kovetéen feherjét izolaltunk és Western blottal vizsgaltuk a SLAP kifejezodeését. Az
abran a betegcsoportok Ponceau-ra normalizalt SLAP expresszios dtlaga (£SD) lathato
(*p<0,05).

4.1.8 A TNF elésegiti a C-l1ancok foszforilaciojat

A CD3C-lancok egy része a sejtekben 21 kDa (p21) formaban konstitutivan
foszforilaltan talalhatd meg, amelynek a sejtek talélésében ¢és a patogének
azonositasaban feltételeznek szerepet (47, 52). A SLAP in vivo T-sejt aktivacido soran
SH2 doménen keresztiil a foszforilalt {-lancokhoz kotddik, igy vizsgaltuk, hogy a mi
rendszeriinkben milyen ardnyban van jelen a p21 forma. Erdekes modon azt talaltuk,

hogy a TNF kezelés hatasara novekszik p21 lancok aranya (23. abra).
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21 kDa pCD3{ mennyiségét. Reprezentativ Western blot, illetve két fiiggetlen kisérletbol

szdarmazo eredmény dsszesitése (¥p<0,05; **p<0,01).

4.1.9 A SLAP szabalyozasanak vizsgalata

Annak vizsgdlatara, hogy milyen mechanizmus all a SLAP fehérje expresszid
novekedés (18A, B, C, D abra) hatterében TNF kezelés hatasara, valos-idejii RT PCR-
rel vizsgaltuk, hogy a TNF az mRNS szintézis fokozasaval noveli-e a SLAP
mennyiségét. Meglepd modon, nem kaptunk szignifikans kiilonbséget a kezelés hatasara

a SLAP mRNS mennyiségében (24. abra).
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24. dbra: A TNF nem befolyasolja SLAP mRNS mennyiségét. Jurkat sejtek kiilonbozd
idejii TNF (40 ng/ml) kezelését kovetéen mRNS-t izolaltunk, majd valos idejii RT PCR-

SLAP
HGPRT-re vonatkoztatott relativ expresszio

2

rel vizsgaltuk a SLAP expresszidjat. A diagramon hdrom fiiggetlen kisérlet eredménye

lathaté (Gtlag+SD).

Ebbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy feltehetéen a SLAP bomlasa érintett
ebben a folyamatban. Ennek egyik lehetséges mechanizmusa a miRNS-ek altal
szabalyozott poszttraszkripcionalis modositas, ezért megvizsgaltuk, hogy mely miRNS-
ek jatszhatnak szerepet SLAP szabélyozasadban. Tizenkét target predikcids adatbazis
altal rangsorolt miRNS-ek figyelembevételével, a sajat Gsszehasonlitdsi mddszeriink
alapjan allitottuk fel a 25. abran lathat6 rangsort, amely a legmagasabb pontokat kapott
miRNS-eket tartalmazza. Erdekes modon, a tablazatban két, a tovabbi vizsgalatinakra

mas szempontok alapjan is kivalasztott miRNS is talalhato.
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25. dbra: A SLAP-ot szabadlyozo lehetséges mikroRNS-ek listija. Az dabran a 12
adatbazis segitségevel gyijtott, legalabb négy target predikcios algoritmus altal
valosziniisitett, a SLAP 3'UTR-jében kotéhellyel rendelkez6 miRNS-ek vannak
feltiintetve. A szinek (vildagostol a sététig, a kevésbé valoszinitol a leginkabb

valosziniiig) a prediktalt listakban valo viszonylagos helyzetre utalnak.

4.2 MikroRNS-ek szerepének vizsgalata sejtaktivacios

mechanizmusokban

A mikroRNS-ek szamos jelatviteli folyamat finomszabalyozojaként mitkodnek, és
szdmos betegségben megfigyelhetd expressziojuk megvaltozasa. Kordbbi eredmények
szerint tobb képviseldjiik jelentds szerepet tolt be RA patomechanizmusaban, tovabba
felvetodott diagnosztikus markerként valdo hasznalatuk is. Ebbol kiindulva
megvizsgaltuk a legfé6bb RA-val asszocialt, valamint aktivacioban kulcsszerepet jatszo

mikroRNS viselkedését sejtaktivacioban, illetve TNF jelenlétében.

4.2.1 A TNF hatasa a mikroRNS expressziora T-limfocitakban

4.2.1.1 A mir-155 vizsgalata

A mir-155 el6z6 eredményeink alapjan potencidlisan részt vesz a SLAP
szabalyozasaban, tovabba plazma, szinovialis folyadék szintje (240) és PBMC-kben
mért expresszidja emelkedett RA-ban (236). Ezeknek megfeleléen arra voltunk
kivancsiak, hogy gyulladdsos kornyezetben, TNF jelenlétében, hogyan alakul
expresszioja. A 26. abran lathato, hogy a korabbi publikacioknak megfelelden, aktivacio
hatdsara a mir-155 expresszioja emelkedik. Abban az esetben, ha sejtek kornyezetében
TNF is jelen van, ez a novekedés kozel egy nagysagrenddel kisebb, mint a TNF

hianyaban. Fontos megjegyezni, hogy a SLAP-ot TNF jelenlétében csendesité miRNS

81



doi:10.14753/SE.2013.1834

valtozasaban ehhez hasonld csokkenést varnank, és a mir-155 elsd helyen jelenik meg a

predikcids listaban (25. abra).

%
1000 1 %k
1
|
B
S 100 -
gko -
SN
o
n 8=
ELz
M=
O O
% - 1 T T T 1
& |
TNF+
K CD3/CD28 CD3/CD28
0.1-

26. abra: A TNF csokkenti @ mir-155 aktivacio indukadlt emelkedését. Humdan CD4+
T-limfocitikat 2 éra TNF (40 ng/ml) elékezelés utdan, anti-CD3/CD28-al aktivailtuk 24
oran at. A mintakbol totdl RNS-t izoldltunk és valos-idejii RT PCR-rel vizsgadltuk a mir-

155 expressziojat. A diagramon négy kiilonbozo donortol szarmazo mintakbol futtatott

eredmény dtlaga (:SEM) lathato (*p<0,05).

Ezen kisérletbdl kiindulva kivancsiak voltunk arra, hogy aktivacié sordn melyek
lehetnek azok a fehérjék amik az expresszi6 emelkedés elmaraddsa miatt esetleg
eltérden szabalyozodnak, ezért a mirDIP fuzids adatbazis segitségével megkerestiik mir-
155 lehetséges célpontjait (27. abra). A SLAP koriilbeliil a génlista kdzepén szerepel,

igy ez az elemzés is megerdsiti, hogy a SLAP a mir-155 szabalyozasa alatt all.
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1 JARIDIB '3 3 3 2 3 3
2 RNF123 3 1 3 3 3 3
3 ELMOD1 3 3 2 3 2 2
4 TSHZ3 3 3 2 3 2 2
5 CARHSP1 3 2 2 3 3 2
6 SP1 3 1 3 3 2 3
7ACTA1 3 3 2 3 2 2
8 ZNF652 3 3 4 2 3
ORREBL 3 2 2 2 2 3
10 BACH1 4 3 3 2 1 1
11 CLCN5 3 3 2 3 3
12 TP53INP1 3 3 3 3 2
13 RBMS3 3 3 2 3 3
14 PIK3CA 3 3 2 3 3
15 DET1 3 2 3 3 2
16 KIAA1715 3 2 2 3 1 2
17 SOCS1 3 2 2 2 2 2
18 LSM14A 3 2 2 3 3
19 RAC1 3 2 3 3 2
20 CDC73 3 3 3 3 1
89 SLA 3 2 2 2 1

27. abra: A mir-155 elsdé 20 helyen talalhato lehetséges célpontjainak listaja. 12 target
SLAP elhelyezkedését (89.) feltiinteté génlista. Az elemzés soran azokat a célpontokat
vettiik csak figyelembe, amelyek legalabb ot adatbazisban szerepelnek (0sszes gén:225).
A szamertékek az adott algoritmus eredmeénylistajaban valo relativ elhelyezkedésre

utalnak: 1-also harmad, 2-kézépsé harmad, 3-felsé harmad, 4-legvalosziniibb 1%.
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Az Osszeallitott célpontok listajat génontologiai elemzésnek vetettik ald, és a
szignifikansan feliilreprezentalt GO-kategoridkat a Cytoscape szoftvercsomag BiNGO
plugin-jével abrazoltuk (28. abra). Ebbdl kitiinik, hogy a mir-155 szerepe rendkiviil

sokrétli, mivel a sejtfunkcidkban résztvevd gének széles skalajat szabalyozza.
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28. dbra: A mir-155 célpontjainak génontolégiai reprezenticioja. A miR-155
célpontjai kozott a véletlennél statisztikailag szignifikansan nagyobb eséllyel fordulnak
eld olyan gének, amelyek az dbran lathato (A) bioldgiai folyamat, (B) cellularis
komponens, (C) molekuldris funkcio kategoridak kozé sorolhatoak be. A grdfok
csomopontjainak mérete a benne talalhato annotalt elemek szamaval, a szin sotét
tonusa a szignifikanciaval aranyos, ugyanakkor élei az ontologiak hierarchidaban

elfoglalt relaciokra utalnak.
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4.2.1.2 A mir-181a vizsgalata

A mir-181a szintén szerepel a SLAP-ot csendesitd lehetséges miRNS-ek listajan (25.
abra), valamint rendkiviil fontos szerepet tolt be a T-sejt aktivacié szabalyozasaban
1évén, hogy olyan célpontokat csendesit, mint a PTPN22, SHP-2 és DUSP5, amelynek
mindegyike az aktivacio indukalta foszforilacios kaszkad defoszforilaciojaban jatszik
szerepet (118). Ezekbdl kiindulva megvizsgaltuk, hogy expresszidjat befolyasolja-e a
TNF jelenléte. A 29. abran lathatd, hogy az irodalmi adatoknak megfeleléen (247) a
mir-181a expresszidja csokken az aktivacio soran, azonban TNF mellett ez a csokkenés

nem kovetkezik be.
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29. dabra: A TNF meggdtolja a mir-181a expresszio csokkenését aktivdcio sordn.
Primer humdn CD4+ T-limfocitak 2 oras TNF eldkezelését kovetéen 24 oran at
aktivaltuk a sejteket CD3/CD28-al konjugalt gyongyokkel, majd total RNS-t izolaltunk.
A valos-idejii RT PCR-bol szarmazo, négy mintabol kalkulalt értekek atlagat (£SD)

abrazoltuk.
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4.2.1.3 A mir-146a vizsgdlata

A mir-146a szintje emelkedett RA-s betegek T-limfocitaiban (248) és plazmajaban,
amely a disease activity score (DAS) 28 értékekkel jol korrelal (240), tovabba terapias
jelentdsége is lehet a betegség kezelésében (249). Primer human T-limfocitakat
aktivaltunk a T-sejt receptor keresztkotésével TNF jelenlétében, illetve hianyaban, majd
valos-idejiit RT PCR-rel vizsgaltuk a mikroRNS-ek expresszidjat. A mir-146a esetében
talan a legfontosabb kiilonbség, hogy aktivacid soran a legmagasabb expresszids érték
két oraval a kezelés utan kovetkezik be, viszont TNF jelenlétében ugyanez hat o6ranal
jelentkezik (30. abra). Tovabbi kiilonbség, hogy a TNF hatasara a mir-146a
tendenciézusan magasabban expresszalodik, mint TNF hidnydban, amit mas

sejttipusokban, példaul monocitakban végzett kisérletek is alatamasztanak (250).
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30. dbra: A TNF befolydsolja a mir-146a expresszidjdat. Frissen izoldlt humdan CD4+
T-limfocitikat 2 oras TNF elbkezelést kovetéen kiilonbozé iddtartamig (0,5-72 ora),
TNF jelenlétében aktivaltunk anti-CD3/CD28-al konjugdlt gyongydkkel, majd total
RNS-t izoldltunk beldliik. A mir-146a expressziojat valos-idejii RT PCR-rel vizsgaltuk,

és a négy kiilonbozo donortol szarmazo eredmények atlagait (£SD) dabrazoltuk.
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4.2.2 A mir-132 expresszioja megnévekszik human hizoésejt aktivacioban

A mir-132 szintje emelkedett RA-s betegek PBMC sejtjeiben (236) és szinovialis
szoveti felilluszojaban (240), mig szintje csokkent RA-ban és arthrosisban szenvedd
betegek plazmajaban, amely korrelaciét mutat a betegség aktivitasaval (240). Tovabbi
adatok szerint a mir-132 bizonyos polimorfizmusai hajlamosité tényezok lehetnek az
RA kialakulasaban (232). Az irodalomban talalhat6 adatok alapjan, a mir-132 szintje
nem valtozik RA-s betegek T-sejtjeiben (248) a kontrollhoz viszonyitva. Sem T-
limfocitakban (251), sem B-limfocitakban (252) nem valtozik szintje aktivacio hatasara.
A fent leirtakbdl kiindulva, primer humén differencialtatott hizdsejtekben vizsgéltuk
mir-132 expressziojat. Eredményeink szerint a mir-132 expresszidja tobb mint
hatszorosara novekszik IgE-medidlt az aktivacioé soran (31. ébra). Hat 6raval az IgE
keresztkotése utdn mérhetd a legnagyobb valtozas, azonban mar harom oOraval az

aktivacio utan is emelkedés tapasztalhato.
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31. dbra: A mir-132 szintje emelkedik hizosejt aktivdacio soran. A hizosejtek IgE-vel
torténd 2 oras szenzitizacioja utan anti-human IgE-vel kétottiik keresztbe a molekulakat
és 6 oran at aktivaltuk oket. A sejtekbdl ezutan totdl RNS-t izoldltunk és valos-idejii RT

PCR-rel hataroztuk meg a mir-132 szintjét (atlag=SD) (*p<0,05).
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A Kkisérleteink soran a vizsgalt miRNS-ek kiilonbozo jelpalyakban jatszott szerepét is
vizsgaltuk KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) analizissel. A négy
miRNS altal befolyasolt utvonalak kozott 6todik helyen szerepel a T-sejt receptor
jelatvitel és a 32. abran megfigyelhetd, hogy a Véletlenszerli eloszlashoz képest ezen

mIRNS-ek célpontjai meglehetdsen feliilreprezentaltak ebben az titvonalban.
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32. abra: A vizsgalt miRNS-ek célpontjainak eloszlasa a T-sejt receptor jelatvitlei
utvonalban. A vizsgalt mikroRNS-ek DIANA-microT (v.4.0) target predikcios program
altal valosziniisitett célpontok a KEGG |, T-sejt receptor jelatviteli utvonal”
kategoriajara (hsa04660) vetitve (mirPath, DIANA Lab).
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5. Megbeszélés

Az immunsejtek aktivacids utvonalait, fiziologids és patoldgias koriilmények
kozott egyarant széles korben tanulmanyoztak az elmult évtizedekben, ugyanakkor
naprol napra ujabb jelentds felfedezések sziiletnek. A génexpresszid szabdlyozasaban
mara kétségtelentil kulcsszerepet betoltd mikroRNS-ek mellett, a ma mar klasszikusnak
nevezhetd jelpalydk, mint amilyen az T-sejtek antigén receptora altal kozvetitett
szignalizacio, egyiittesen alakitjdk a sejt sorsat. Munkank sordan az aktivacid
szabalyozasat tanulmanyoztuk, amelyben a mikroRNS-ek szerepét is vizsgaltuk.

Munkank egyik f6 kérdése, hogy milyen mechanizmus 4allhat a kiilonb6zd
autoimmun korképekben, mint példaul RA-ban (253) és SLE-ben (254) megfigyelhetd
alacsonyabb T-limfocita valaszkészség mogott. Az irodalomban szamos publikacid
olvashato, amelyek szerint az alacsony valaszkészség elsdsorban az alacsonyabb IL-2
termelésben (200, 255), valamint a csdkkent Ca?* valaszban (199, 256) nyilvanul meg,
ugyanakkor a koros T-sejt valasz csokkent CD3(-lanc expresszioval (257, 258) is tarsul.

A kérdés megvalaszolasara iranyuld kozlemények p56"Ck

szerepét hangstlyozzak,
amelynek megvaltozott konformacids valtozasait hozzak dsszefliggésbe elsdsorban RA
patomechanizmusaval (259). Mindezek mellett, jelentés szerepet kapnak bizonyos
mikroRNS-ek, mint példaul a mir-155 (238), a mirl46a (236) és a mir-132 (240),
amelyek szintén megvaltozott expressziot mutatnak RA-ban. Az itt felsoroltak koziil
proximalis helyen all a CD3( csokkent kifejezddése, mivel ez kdzvetleniil befolyasolja a
TCR-en keresztiil inditott jelatvitelt, ami az mRNS-szintli valtozasok induktora, illetve a
citokin termelés meghatarozoja is. Elsédleges céljaink kozott szerepelt, hogy feltarjuk a
csokkent (-lanc expresszio okait, és feltételeztiik, hogy ehhez a sejtek kornyezete
nagyban hozz4jarulhat.

A citokinek kozponti szerepet toltenek be a gyulladdsos betegségek
kialakulasaban, és olyan folyamatokat szabalyoznak mint az autoimmunitas, a krénikus
gyulladas és a szoveti destrukci6 (260). Ezek kozott is az egyik legjelentésebb a TNFa,
amelynek szerepe széles korben vizsgalt autoimmun ¢€s fert6z6 betegségekben, valamint
tumorokban (261), tovabba emelkedett szintet mutat RA-s betegek szinovialis
folyadékban (262). Napjainkban a TNF-blokkolok alkalmazasa az egyik
leghatékonyabb terapias eljaras autoimmun betegségekben (263), koztiik RA-ban (264).
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5.1 A TNF T-sejt aktivaciora kifejtett hatasa

Az irodalomban eddig nem keriilt sor annak vizsgalatara human rendszerben,
hogy a gyulladasos autoimmun betegségekben megfigyelheté koros T-limfocita
fenotipus és miikodés milyen Gsszefliggésben all a megnovekedett TNF jelenlétével a
gyulladas helyszinén. Egér T-limfocitakbol szarmaz6 adatok szerint, kronikus TNF
kezelés hatasara csokken a CD3( expresszidja (214), és az igy bekovetkezé koros
mikodés nem allithaté helyre a lancok mesterséges potlasaval (265). Ezek alapjan
megvizsgaltuk, hogy human T-limfocitdkban milyen hatidssal van a TNF a (-lanc
expresszidjara. Eredményeink szerint a TNF doézisfiiggben ¢€s reverzibilisen
csOkkentette a lancok expresszidjat, amit képalkotd eljarassal is megerdsitettiink. A
CD3¢ és y-lancat vizsgéalva, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a TNF-indukalt -
lanc csokkenés szelektiv, mivel sem az g-, sem a y-lanc esetében nem tapasztaltuk TNF
kezelésre mérhetd csokkenést. Ezek a megfigyelések korabbi irodalmi adatokhoz
hasonloan azt igazoljak, hogy a (-lanc a tobbi TCR lanctél fliggetleniil is képes
internalizalodni (9). A jelenség tekintetében a vélemények megoszlanak, mivel a
komplextdl vald disszociaciora eddig nem sziilettek minden kétséget kizaro kisérletes
eredmények. A TCR komplex 0Osszeszerelddésével kapcsolatos eddigi vizsgaltok
ugyanakkor igazoljak, hogy bizonyos komponensek, példdul {-lanc, egyedi szabalyozas
alatt allnak. Eredményeink, habar a disszociaciot konkrétan nem, de a TNF jelenlétében
bekovetkezd szelektiv (-lanc hianyt igazoljak.

A C(-lanc szerepe az aktivacid tovabbitasan kiviil bizonyitottnak latszik az
agonista peptidekre adott valasz mértékében, illetve az antigén agonista €s antagonista
(példaul sajat-peptid) mivoltanak megkiilonboztetésében (266, 267), igy hianya
hozzajarulhat az antigénfelismerés koros lefolyasahoz is.

Tobb publikacioban, amelyekben (- €s e-lanc deficiens sejteket alkalmaztak,
eltéré foszforilaciés mintazat kialakulasat és az aktivacio eltérd lefolyasat figyelték
meg, attol fiiggden, hogy mely lancok hiadnyoztak (268, 269). Az CD3 lancokhoz
kapcsolodo jelatviteli molekulak, és azok foszforilacidja kiillonbozd a két lancon
kapcsolodik az Nck adaptor fehérje, amelynek elmaradasa, e-lanc mutansokon

vizsgalva, defektiv T-sejt aktivacidhoz és alacsonyabb IL-2 termeléshez vezet (270).
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Mis publikaciok szerint, barmely CD3 lanc muticidja megnoveli a Ca®* szignal
elinditasahoz sziikséges szignal erdsségét (269), tovabba felvetik annak lehetdségét,
hogy a rendelkezésre all6 ITAM-ok szdma hatdrozza meg az aktivacidohoz sziikséges jel
erdsségét (271). A CD3y-lanc szerepe elsGsorban az aktivacios szignal fenntartasaban
fontos, hidnyaban alacsonyabb mértékii ICAM-1 medialt kitapadas figyelheté meg
human modellben, amelynek lehetséges oka a defektiv aktin-polimerizacio (272).
Egérbenmodellben hianya elsésorban megkésett 1L-2 termeléshez vezet (273). Ezek
alapjan, az egyik lanc szelektiv hianya befolyasolja a sejtekben kozvetitett jelatvitelt.
Eredményeink szerint, a TNF 4ltal szabalyozott szelektiv {-lanc hiany csdkkenti a sejtek
vélaszkészségét, amely alacsonyabb IL-2 termelésben, illetve csokkent Ca?*
mobilizacidban nyilvanul meg, ugyanakkor nem figyelhetd meg valtozas a proliferacios
kapacitasban, ami arra utal, hogy a jelatvitel bizonyos részei érintettek, azonban vannak,
amelyek kevesebb (-lanc esetében is lezajlanak. Ez 6sszhangban van a fentebb emlitett
CD3-lancok funkcionalis megoszlasaval.

A szelektiv (-lanc hidnyt jol magyardznd transzkripcidjanak csokkenése,
azonban vizsgalataink sordn nem talaltunk kiilonbséget az mRNS-szintli expresszidban
degradacios folyamatokra iranyult. Kisérleti rendszeriinkben lizoszomalis inhibitorral
nem védhetd ki a tapasztalt (-lanc csokkenés, tovabba nem tapasztalhato kolokalizacio
sem a lizoszoma és a (-lanc kozott. Ugyanakkor, a proteaszomalis lebontés szelektiv
inhibitora meggatolja a TNF altal indukalt C-lanc csokkenést, igy ez esetben a
proteaszoma a lebontas szintere. Mindezek alatdmasztjak azon publikaciok eredményeit,
amelyek szerint a CD3{ mind lizoszémalis tton (55, 56), mind proteaszomalis uton
lebontasra kertilhet (8, 57). Ez a két nézépont tobb publikacio alapjan latszolag szemben
all egymassal. A sejtfelszini receptorok mivel membrannal koériilvett vezikuldkban
fliz6dnek le, az endo-lizoszomalis rendszerrel fuzionalva keriilnek lebontasra klasszikus
nézet szerint. EzZ az Gtvonal bizonyosan megfigyelhetd a TCR komplex/C-lanc esetében
is. Ha azonban a (-lanc kiilon szabalyozasi egységet alkot mind a szintézis, mind az
internalizacié soran (9, 10), akkor a lebomlasi titvonal eltéré mechanizmusaban is
jelentkezhet. Eredményeinket is figyelembe véve, mindkét degradacios utvonal €rintett
C-lanc szabalyozasaban, a sejtek kornyezetének fliggvényében. Munkank sordn

elsésorban a sejtfelszini {-lanc mennyiségében taldltunk kiilonbséget, de a {-lancok egy
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jelentés része a szintézis utan visszatartva marad a Golgi-apparatusban és az ER
rendszerében (4, 7), ahonnan a sejtfelszinre keriilés helyett lebomlasra is keriilhetnek
(274, 275). A Golgi apparatusban raktarozott (-linc mennyiségét vizsgalva nem
talaltunk kiilonbséget TNF jelenlétében, ennek ellenére nem zarhatd annak lehetdsége,
hogy a sejtfelszini mennyiség csokkenése mellett az ER-ben talalhato (-lancok is
degradalodnak.

A sejtfelszini CD3({ szabalyozasaban szamos fehérje vesz részt, amelyek kozott
kulcsfontossagh a SLAP (276). Eredményeink szerint a SLAP expresszidja
szignifikansan megndvekszik TNF kezelés hatasara. Kimutattuk, hogy a SLAP
kolokalizaloédik a CD3(-1anccal TNF hatdsara, és a TNF altal okozott {-lanc csokkenés
kivédheté a SLAP siRNS-sel torténd csendesitésével, ami bizonyitja, hogy szabalyozo
fehérjék kozvetlen kapcsolodasat idézi elé a CD3C-val, mint példaul a Cbl csaladba
tartozd E3 ubiquitin ligazokét (c-Cbl, Cbl-b), amelyek a degradacios folyamatok
iranyitoi. A c-Cbl elsGsorban éretlen, mig a Cbl-b periférialis T-sejtekben fejezddik ki
(277). Kisérletes bizonyiték eddig csak a SLAP—c-Cbl asszociacidjardl sziiletett dupla
pozitiv timocitakban (60), azonban mind a szerkezeti, mind a funkcionalis homoldgia
miatt (277), feltehetéen az értett T-sejtekben a Cbl-b a SLAP asszociacios partnere. Az
E3-tipust ubiquitin ligazoknak rendkiviil fontos szerepe van nemcsak a T-sejt
fejlodésben (278) és aktivacioban (279, 280), hanem a regulatorikus T-sejtek altal
kozvetitett szabalyozasban is (281) azaltal, hogy kovalensen ubiquitin molekulakat
kapcsolnak szamos szubsztrathoz, ezzel elésegitve proteaszomalis bomlasukat (282). T-
limfocita fejlédés soran a c-Cbl a SLAP-pal kozremikodve csokkenti a sejtfelszini C-
lanc expresszidjat, ahol utdbbi ubiquitinizacidja is megfigyelheté (60). Tobb
publikacioban is vizsgaltak a CD3( ubiquitinizacidjat érett T-limfocitakban is:
egyrészr6l Hou és mitsai, aktivacidé hatasara (283), masrészt Huang és mtsai, akik az
ubiquitinizaci6 mellett a CD3( fokozott foszforilaciojat is megfigyelték Cbl-b KO
allatokban (284). Erett T-sejtekben, KO egerekben végezett tanulmanyokban leirtak
szerint, a Cbl-b hianya hiperproliferaciot és megnovekedett IL-2 termelést okoz
kostimulacios szignalok hidnyaban is (285). Mivel a TNF hatasara a SLAP-pal egyiitt a
Cbl is (-lanc kozelébe keriil, ubiquitin szignal kerlilhet rd, ami alatamasztja a

proteaszomalis lebontasra vonatkozd megfigyeléseinket.
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Korabbi megfigyelések szerint a membrankotott C-lancok egy része konstitutivan
foszforilaltan van jelen (p21) (47), és stabil komplexet alkot az inaktiv formaban
talalhato ZAP70-nel (46, 48). Eredményeink szerint a TNF hatidsara megndé a
foszforilalt C{-lancok mennyisége, elsdsorban a 21 kDa molekulasulynal. A
megnovekedett foszforilalt lancok aranya potencialisan tobb kotodési felszint biztosit a
SLAP szamara, igy tobb (-lanc keriilhet internalizaciéra. Ezen eredménylinkkel
Osszhangban irodalmi adatok szerint a TNF serkenti p56"°k foszforilaciojat (286),
aminek kovetkezménye lehet az altalunk tapasztalt p21 {-lanc arany novekedése. A p21-
(-lanc jelenléte a 23 kDa-os forma nélkiil autoreaktiv T-sejtek perifériara keriilését teszi
lehetévé (53). A kisérleteink soran kapott eredmények alapjan, TNF hatasara szelektiv
p21 novekedés kovetkezik be, amely hozzajarulhat az autoreaktiv sejtek tuléléséhez in
Vivo.

A SLAP KO allatok kevésbé fogékonyak az experimentalis arthritis
kialakulasara és a betegség enyhébb lefolyast mutat (66). Human RA-s betegekben
magasabbnak talaltuk SLAP alap-expresszidjat egészségesekhez viszonyitva. A jelenség
terapiatol fliggetleniil jelen volt, habar a bioldgiai terapidban részesiilok kozott nem
minden betegben nyilvanult meg. Ebbdl kovetkezhet, hogy a SLAP in vivo is
hozzéajarulhat az RA-ban megfigyelhetd koros T-sejt aktivacié szabalyozashoz.
Kiilonbséget talaltunk a terdpia szempontjabol akkor, ha a TNF-re adott valaszt
vizsgaltuk: a DMARD-dal kezelt betegekben az egészségesekhez hasonloan emelkedett
SLAP mennyisége a TNF kezelés hatdsara, azonban a TNF-blokkoloban részesiiloknél
ez a hatas elmaradt. Az anti-TNF terapiaban részesiilok egy része etanercept-et kapott,
amely egy TNFRII-IgG1 Fc-régiét tartalmazd fazids protein, mig a betegek masik
csoportjanal certolizumab pegol kezelést alkalmaznak, amely egy humanizalt
monoklonalis anti-TNF antitest. Mindkét hatéanyag instabil komplexet képez a TNFa-
val (287, 288). Elképzelhetd, hogy az altalunk szeparalt T-sejtek felszinén 1évé TNF-
hez kdtve maradtak ezek a hatdanyagok és igy megakadalyoztak annak sejtekhez valo
kotodesét. Terveink kozt szerepel nagyobb beteganyag vizsgdlata, valamint ezen
érdekes mechanizmus pontosabb feltarasa.

A vizsgalt folyamatok egyik kulcskérdése, hogy miként, illetve milyen
utvonalon keresztiil fejti ki a TNF hatasat. Egyrészt kérdés, hogy dominal-e valamelyik

receptoron kozvetitett jel, vagy mindkét receptor érintett a folyamatban. Ennek
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eldontése tovabbi vizsgalatok targyat képezi, azonban azon megfigyeléseink, miszerint
a TNFRII blokkolasan alapuld antitest terapiaban részesiiloknél nem tapasztaltunk
SLAP expresszio emelkedést, a TNFRII szerepét hangsulyozzidk. A szabalyozas
pontosabb mechanizmusara egy kézenfekvé magyarazat, hogy mind az aktivacié soran,
mind a TNF hatdsara aktivaloddé NF-xB jelatviteli utvonal, olyan molekulak
aktivalodasat illetve gatlasat indukalja, amely az altalunk megfigyelt jelenségekben
nyilvanul meg. Vizsgalataink sordn ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy az NF-xB
szelektiv gatlasa nem kiiszoboli ki a TNF altal kozvetitett C-lanc csokkenést, sot, inkabb
még jobban felerdsitette azt. Ezen eredménylink felveti egy eddig kevéssé tisztazott,
TNF jelatvitelben relevans szabalyozasi utvonal jelenlétét.

Tovabbi vizsgalataink soran meglepd modon azt talaltuk, hogy a SLAP fehérje-
szintli emelkedése nem az mRNS expresszido novekedésének eredménye, mivel a TNF
kezelés hatasara nem valtozott szignifikdnsan a transzkripcid mértéke. Ennek egyik
lehetséges magyarazata a degradacidé csokkenése. Ez bekdvetkezhet valamely a SLAP
lebontasahoz esszencialis fehérje szintjének valtozasaval, valamint a transzlacios
inhibicio gatlasan keresztiil, amiben mikroRNS-eknek lehet szerepe. Ez utdbbi feltevés
vizsgalatara megkerestiik, hogy mely miRNS-ek befolyasolhatjak a SLAP expresszigjat,
¢s érdekes modon, tobb a T-sejt jelatvitelben fontos reguldld miRNS eldkeld helyet
foglal el. Ilyen példaul az els6 helyen talalhato mir-155, vagy a mir-181a.

5.2 MikroRNS-ek szerepe sejtek aktivaciéjaban

Adataink szerint a mir-155 aktivacio soran bekovetkez6 expresszido novekedése
gatolhato TNF elOkezeléssel. Tovabbi vizsgalataink targyat képezi az a megfigyelés,
hogy a SLAP expresszi6 emelkedése Osszhangban van a mir-155 TNF hatarara
bekovetkezd csokkenésével, ami ezaltal egy lehetséges kiindulasi pontja és magyarazata
lehet a TNF altal kivaltott (-lanc csokkenésnek, illetve SLAP expresszié emelkedésnek.
Ennek esélyét tovabb noveli az in silico megvizsgalt mir-155 lehetséges célpontjainak
listaja, amelyen SLAP is megtalalhat6. Mivel a mir-155 célpontjai, - az irodalmi adatok

¢s az elvégzett GO ontoldgiai elemzés adatai alapjan -, legféképpen a jelatvitelben
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résztvevl fehérjék, megvaltozott viselkedése éppen e folyamatok befolyasolasat
eredményezheti, ami TNF jelenlétében mas jelatviteli utak tilsulyat hozhatja 1étre.

Méréseink soran human T-limfocitdkban kimutattuk, hogy a mir-181a aktivacio-
indukalt csokkenése nem kovetkezik be TNF jelenlétében. Az expresszioban
bekovetkezd csokkenésnek a jeltovabbitas lefolydsaban van elsOsorban szerepe. Az
aktivacios lépések befejezésében ¢és a sejtek valaszreakcidinak szabalyozasaban
legfontosabb szerepet a foszfatazok jatsszak, amelyek az aktivacios kaszkad elemeinek
defoszforilaldsa révén jarulnak hozzd a folyamathoz. Az, hogy ezek a foszfatazok
milyen mennyiségben vannak jelen eldonthetik egy folyamat sorsat, illetve a reakciok
idobeli lefutasat. A mir-181a csokkenése elGsegiti € molekuldk nagyobb szamban
torténd megjelenését, az aktivacido befejezddését eldsegitve ezzel. Ilyen molekula
példaul a Lyp-et kodold6 PTPN22 (118), amelynek tobb polimorfizmusa is hajlamosit
RA-ra (183). TNF jelenlétében mir-181a fiziologias csokkenése nem kdvetkezik be, ami
tobbek kozott a Lyp alacsonyabb expresszidjahoz vezethet, amely elnyujtottabb
sejtvalasz kialakulasat eredményezheti. Ezt alatimasztja, hogy mir-181a megnovekedett
expresszidja fokozza a T-limfocitak szenzitivitasat (289), ami gyulladasos kornyezetben
akdr a sajat peptidekre adott valaszadasban is megnyilvanulhat. A CD3C-lanc
defoszforildlasa is érintett lehet a mir-181a egy tovabbi célpontjan, a C-lanc
defoszforilacioban kozremiikodé SHP-1 csokkenésén keresztiil (290), amit alatamaszt a
vizsgalataink soran tapasztalt magasabb aranyt foszforilalt {-lancok jelenléte.

RA-s T-sejtekben emelkedett a mir-146a szintje, amely egy fontos iranyitdja a
T-sejt differencialodasnak és aktivalodasnak. Egyik célpontja a TRAF6, a TNF receptor
szupercsalad molekuldin érkez6 jelek hatasara az NF-kB sejtmag-lokalizaciojat segiti
eld, szabalyozva ezzel bizonyos proinflammatorikus citokinek, példaul az IFNy és az
IL-2 termel6dését (291). Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a mir-146a expresszioja
megvaltozik TNF jelenlétében: az aktivacidhoz viszonyitva expresszidjanak csucsa
négy oraval késobb kovetkezik be. Mivel a mir-146a hianyaban fokozott IFNy termelés
figyelhetd meg, lehetséges, hogy a késleltetett expresszid ndvekedés elnyujtottabb IFNy
valaszt indukal. A mir-146a a TRAF6 csendesitésén keresztiil negativ visszacsatolast
hoz 1étre az aktivacid processzalasdban. Eredményeink alapjan, az aktivacio késdbbi
fazisaiban (>6h) a mir-146a expresszioja fokozodik TNF jelenlétében az aktivaciohoz

viszonyitva. Mivel magas szintje a Thl tipust differencialodasnak kedvez (292), az

95



doi:10.14753/SE.2013.1834

aktivacié e szakaszaiban szamolni kell azzal a lehetdséggel, hogy a primer valasz
lecsengése utdn az emelkedett mir-146a expresszi6 fokozott Thl-tipusi valasz
kialakitasaban jatszik szerepet.

Mivel a hizésejtek bizonyitottan hozzajarulnak RA patomechanizmusahoz (293,
294), igy a mir-132 vizsgalatara human hizosejtekben keriilt sor. Igazoltuk, hogy a mir-
132 expresszidja megnd az IgE-vel torténd keresztkotés hatasdra. Ez a megfigyelés
felveti a mir-132 szerepét a hizosejt aktivacid szabalyozasaban, tovabba az RA-ban
megfigyelhetd hizosejt aktivacio (295) kovetkezménye lehet a fentebb emlitett mir-132
expresszio novekedés a szinovialis szovetekben.

A SLAP a hizdsejt aktivacio szabalyozasaban is fontos szerepet jatszik FceRI-el,
emlitett molekuldk expresszidjat (68). A megfigyelt mir-132 expresszid valtozasanak
iddbeli lefutdsa koveti a hizosejtekben megfigyelhetdé SLAP mRNS expresszid
valtozast, amely az aktivaciot kovetéen harom oOrdval mutat csokkenést (68). Igy
felvetettiik annak lehet6ségét, hogy a SLAP-ot befolyasolja a mir-132 expresszio
emelkedése. Tobb target predikcids adatbdzis haszndlatdval megvizsgaltuk, hogy
szerepel-e a SLAP a mir-132 potencialis célpontjai kozott. Varakozasainkkal ellentétben
egyik program sem hatarozta meg SLAP-ot, mint varhaté célpontot. Ennek ellenére
tovabbi vizsgalatokat végeztlink, amelyek sordn a szekvencia-komplementaritast és a
kotés erdsséget vettiik figyelembe. A szekvencia Osszehasonlitdson alapuld program
alapjan a SLAP tartalmaz magas komplementaritasi (8mer) mir-132 kotéhelyet,
amelynek kotéserdssége lehetdve teszi az interakcidt, azonban feltehetden a szakasz
konzervaltsaganak hianyadban nem eredményez pozitiv predikciot.

Munkacsoportunk a mir-132 egyik célpontjaként validalta a HB-EGF-et
(Heparin-binding EGF-like Growth Factor), amely a fibroblasztok mitkodésének egyik
szabalyozodja, tovabba szerepet jatszik a foszfolipaz A,, mint RA-ban fontos regulator,
IL-1B-an keresztiili indukciojaban (296).

Hipotézisiink szerint, a T-sejtek kdrnyezetében megnovekedett TNF mennyisége
potencidlisan mir-155-fliggé folyamat révén gatolja a SLAP lebontdsat, aminek
kovetkeztében tobb C-lanc keriil proteaszomalis lebontasra. Az aktivacid hatdsara

csokkend mir-181a TNF jelenlétében magasabb expresszids szinten marad, igy a

96



doi:10.14753/SE.2013.1834

jelatvitel befejezddésében szerepet jatszo foszfatdzok mitkodése csokkent mértéki lehet.
Ez emelkedett p21 CD3( foszforilacidhoz vezethet, ami eldsegitheti a SLAP kotddését.
A csokkent (-lanc expresszid, amely nem tarsul a tobbi CD3-lanc csokkenésével,
modosult aktivaciot eredményez, csokkent Ca®" valasszal és IL-2 termeléssel, de
valtozatlan sejt proliferacioval. Mindez kedvezhet egy gyulladassal Osszefiiggé T-

limfocita fenotipus kialakitdsanak.

Munkéank soran elséként irtuk le a TNF jelenlétében bekovetkezd (-lanc
csokkenés mechanizmusat, és els6ként szolgaltattunk kisérletes bizonyitékot az RA-ban
megfigyelheté megvaltozott T-limfocita viselkedés €s a megnovekedett TNF termelés
Osszefliggése kozott. RA-s betegekben elsOként irtuk le SLAP megnovekedett
expressziojat, utalva ezzel lehetséges szerepére, amely késObbi kutatdsok soran
potencialis terapias célpontként vald felhasznalasara is lehet6séget adhat. A T-sejt
aktivacio hatasara bekovetkezdO miRNS mintdzat TNF altal szabalyozott
megvaltozasarol szintén elséként szamolunk be, amely komplex hatdsmechanizmusok

megismerését teszi lehetdveé.

Munkankat a 33. abra foglalja dssze.
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6. Kovetkeztetések

Munkéank soran a TNF, mint kozponti szerepet betolté gyulladasi citokin T-sejt receptor
jelatvitelt modositd hatasat vizsgaltuk. A TNF receptorahoz vald kotédése szelektiven
csokkenti a sejtfelszinen talalhatdé CD3(-lancok mennyiségét, amely kozvetleniil
hozzéjérul a sejtek alacsonyabb aktivalhatdsagi allapotdhoz. Lévén, hogy a TNF szamos
jelpalya aktivalasaval hozza létre elsdsorban proinflammatérikus hatédsait, a vizsgalt
jelenség mogott 4ll6 mechanizmus feltardsa is nagyon szertedgazd. Egyrészt,
megfigyeléseink szerint a8 TNF megndveli a {-lanc szabdlyozdsiban kulcsszerepet jatszo
SLAP fehérje mennyiségét, ami tovabbi eredményeink szerint megfigyelhetd RA-S
betegek T-limfocitaiban is. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a SLAP-nak szerepe
lehet a betegség patomechanizmusaban. A CD3C-lanc lebomlasi folyamatainak
vizsgalatai ramutatnak, hogy mig a TCR-en keresztiill érkezd jelek hatdsdra a
lizoszomalis degradacid tulsulya jellemz6, addig TNF jelenlétében a proteaszémak
szerepe hangsulyos. Mindezt eldsegitheti a SLAP-pal asszocialt ubiquitin szignalt
hat4dsanak pontos mechanizmusa tovabbra sem teljesen tisztazott, eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy az NF-kB-t6l fiiggetlen modon érvényesiil, és valoszintinek latszik,

hogy a transzlaci6 miRNS-ek altal szabalyozott gatlasa is szerepet jatszik benne.

A miRNS-ek, amelyek az aktivaciés folyamatok rendkiviil hatékony szabalyozoi,
eredményeink szerint fontos szerepet jatszhatnak a jelpalydk szabalyozasdban. Az RA-
ban megvaltozott expressziot mutatdé miRNS-ek, rendre eltéré kifejezodést mutatnak in
vitro TNF jelenlétében. A mir-155 és a mir-181a TNF hatasara bekovetkezd eltérd

szabalyozasa, a TNF T-limfocita aktivaciot szabalyozo szerepe mellett szol.
Osszességében, eredményeink szerint a TNF emelkedett szintje a T-limfocitk

kornyezetében megvaltoztatja azok mukodését, €s igy befolyasolhatja az immunvalasz

kimenetelét.
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7. Osszefoglalas

Munkéank soran a gyulladassal jaro folyamatokban jelentkez6 koros T-limfocita
valaszhoz vezetdé mechanizmusok ¢és mikroRNS-ek vizsgalatat thztik ki célul.
Kimutattuk, hogy a TNFa dozisfiiggéen és reverzibilisen csokkenti a CD3{-lanc
mennyiségét human T-limfocitakon. lgazoltuk, hogy a tobbi CD3-lanc érintetlen marad
a folyamat soran, ami a (-lanc szelektiv szabalyozasat igazolja. A sejtfelszinen jelen
1évé C-lanc csokkenése funkcionalis kovetkezményekkel jar, amely eredményeink
alapjan az IL-2 termelés és a Ca?*-valasz csokkenésében nyilvanul meg. Eredményeink
szerint TNF hatdsdra nem valtozik a C-lianc mRNS expresszidja, ami igy nem
magyarazhatja a fehérje szintli csokkenést sem. A degradacidés folyamatok
tanulmanyozasa soran tobb modszert alkalmazva kimutattuk, hogy TNF hatdsara a (-
lancok lebomlasa a proteaszomalis Gitvonalara terelddik. Ebben a folyamatban kozponti
szerepet jatszik a SLAP, amelynek expresszidja emelkedik a TNF hatasara és siRNS-sel
torténd gatlasa kivédi a TNF altal kivaltott C-lanc csokkenést. A p21( foszforilalt
formdjat magasabbnak talaltuk TNF jelenlétében, amely a SLAP kotddését eldsegitve
tovabb fokozhatja a (-lanc csokkentd hatast. Kimutattuk, hogy a SLAP expresszidja
magasabb RA-s betegek periférias T-limfocitaiban, valamint a kiilonb6z6 terapiaban
részesiilok kozott eltérden viselkedik TNF hatdsara. A SLAP TNF hatasara bekovetkezo
emelkedése nem magyarazhat6 a transzkripci6 fokozodasaval, igy feltehetden a bomlasa
gatolt a vizsgalt folyamatokban. Igazoltuk, hogy a TNF csokkenti a mir-155 aktivacio
indukalt expresszid novekedését, és felvetettiik annak lehetdségét, hogy szerepet jatszik
a SLAP szabalyozasaban, amit a target predikcios elemzéseink is alatimasztanak.
Kimutattuk, hogy a mir-181a expressziojanak csokkenése elmarad TNF jelenlétében,
ami tovabbi vizsgélatok targyat képezheti a T-sejt aktivacio gatlasanak tanulmanyozasa
soran. Eredményeink szerint a regulatorikus T-sejt homeosztazisban és a TNF jelatviteli
utvonal szabalyozdsdban fontos mir-146a expresszidja megvaltozott lefutdst mutat a
TNF hatasara T-limfocitakban, valamint, hogy az RA asszocialt mir-132 expresszidja
fokozodik hizosejt aktivacioban. Mindezek tiikrében munkank hozzajarulhat a koros T-
limfocita aktivacioval tarsult gyulladasos folyamatok patomechanizmusanak jobb

megismeréséhez.

100



doi:10.14753/SE.2013.1834

8. Summary

In the present study we investigated the mechanism underlies the altered T-
lymphocyte function associated with the inflammatory disorders and the possible role of
microRNASs in these processes. We confirmed that TNF downregulates CD3{-chain on
human T-lymphocyte reversibly and dose-dependently. Other TCR-chains are not
affected under these conditions, which support the idea that {-chain is regulated in a
distinct manner and may dissociate from other TCR subunits. The selective absence of
CD3( leads to an altered T-cell activation, which can be characterized with decreased
IL-2 production and Ca?*-response. According to our findings this observation cannot
be explained by the altered gene expression, hence TNF does not affect the mRNA
level. According to our observations the degradation mechanisms involved in the
control of (-chain. A shift was obtained in the degradation process with the
predominance of the proteasomal pathway, which was proved by two different methods.
SLAP plays a key role in this mechanism since its expression is increased after TNF
treatment and colocalization can also been observed between CD3( and SLAP.
Furthermore, the downregulation of {-chain is inhibited by silencing of SLAP with
siRNAs. We found that p21 phosphorylated form of { is elevated in the presence of
TNF, which may contribute to the downregulation by ensuring more docking site for
SLAP. An enhanced SLAP expression was identified in patients with rheumatoid
arthritis, while TNF induced SLAP upregulation was altered among the different types
of the disease treatment. Because the gene expression of SLAP was unaffected by TNF,
we suggest that the degradation process is responsible for the upregulation. We
measured a decreased mir-155 transcription in the presence TNF in case of activation of
T-cells, and we propose that this may contribute to the elevated SLAP expression,
which was confirmed by the target prediction analysis as well. The activation-induced
downregulation of mir-181a is attenuated by TNF, which might modify the termination
of signaling events. We detected an altered kinetics in the expression of the Treg
function and TNF signaling regulator mir-146a upon TNF treatment, while the RA
associated mir-132 shows an elevation due to mast cell activation. Taken together, our
data may provide a better insight in the exploration of pathological T-lymphocyte

activation associated with inflammatory disorders.
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