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1. Irodalmi hattér

A Th17-sejtek és osteoclastok fontos szerepet jatszanak a
rheumatoid arthritis (RA) és az arthritis psoriatica (AP)
patogenezisében. A Thl7-sejtek fOképpen IL-17A
termeld sejtpopulacio, amelyre humén sejtekben a RORC
transzkripcios faktor expresszié jellemz6. A Thl7-sejtek
az extracelluldris patogének elleni immunvédekezésben,
¢és egyes autoimmun betegségek kialakulasaban jatszanak
szerepet. Kronikus autoimmun gyulladas soran a Th17-
sejtek  differencialédasa fokozodik ¢és  funkcidjuk
megvaltozhat, amely szamos egyéb sejtre lehet hatassal
az iziiletekben (pl. synoviocytak és osteoclastok) és a
borben (keratinocytak). Az osteoclastok mieloid eredetl,
monocytakbol differencialodo csontbontasra
specializalodott sejtek, amelyek az gyulladds indukélta
iztileti csondestrukcioért feleldsek.

A dohédnyzas bizonyitottan erds kornyezeti hajlamositd
tényez6 RA-ban, amely az aromas szénhidrogén
receptoron  keresztiill  szabalyozhatja a  T-sejtek

differencidlodésat és funkciojat.



Az RA patomechanizmusaban emellett fontos szerepet
jatszanak az immunkomplexek, amelyek szintén
befolyasolhatjak mind a csontfaldsejtek, mind pedig a T-
sejtek érést. A Thl7-sejtek és osteoclastok megvaltozott
illetve fokozott funkcidja hozzajarul az RA és az AP

patomechanizmusahoz.

2. Célkitiizések

2.1. A human in vitro Thl7-differencialodas vizsgalata
egészséges donorok mintaiban.

2.2. A  dohanyfiist komponenseinek és = az
immunkomplexek hatasanak vizsgalata az in vitro
Th17-sejt és az osteoclast differencialodasara.

2.3. Az in vitro Thl7-differencialodas vizsgalata
egészségesekben, RA-s és AP-s betegekben.

3. Modszerek

Donorok: Kisérleteink soran egészséges donor (n=12)
véradokat, RA-s (n=12) és AP-s betegeket (n=12)
vizsgaltunk. Az RA-s betegeket a 2010-es ACR/EULAR
kritériumrendszer alapjan, az AP-s betegeket a CASPAR



klasszifikaci6 alapjan  diagnosztizaltdk a  Budai
Irgalmasrendi Korhazban.

In vitro sejttenyésztés:

Thi7 differencialtatas: a vérmintakbol mononuklearis
sejteket (PBMC) izolaltunk ficoll (Sigma, Darmstadt,
Németorszag) gradiens centrifugalassal. A naiv
CD4'CD45RO™ limfocitikat kétlépéses magneses
szeparacioval (MACS, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Németorszag) kiilonitettiik el. A sejteket 10%
borjasavéoval (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, Egyesiilt Allamok), 1% L-glutaminnal és 1%
Penicillin-Streptomycinnel kiegészitett RPMI
(mindhdrom  Sigma)  tapfolyadékban  10%ml
koncentracioban tenyésztettiik. A naiv T-sejteket anti-
CD3 (lpg/ml; Bio-Techne Ltd, R&D systems,
Abingdon, Egyesiilt Kiralysag), anti-CD28 (1pg/ml;
BioLegend, Inc., San Diego, CA, USA) és egy ezeket
keresztkotd kecske anti-humén IgG F(ab)2 fragmens
antitest (1pg/ml; Jackson ImmunoResearch Inc., West
Grove, PA, US) felhasznalasaval aktivaltuk. A
differencidlodast rekombinans TGFB (2,5ng/ml) IL-6
(25ng/ml), IL-1B (10ng/ml) és IL-23 (10ng/ml) citokin
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(mind ImmunoTools GmbH, Friesoythe; Németrorszag)
és anti-1L-4 neutralizalé antitest (10pg/ml, BioLegend)
kezelésekkel indukaltuk. A  sejteket 10 napig
differencialtattuk; a sejtszuszpenzidokbdl a 0., az 5. és 10.
napon vettlink mintat.

Oszteoklaszt differencialtatas: PBMC sejtszuszpenziobol
magneses szeparalassal (EasySep, StemCell
Technologies, Vancouver, Kanada) pozitivan
szelektaltuk a CD14" monocytakat. A sejteket 10% FBS
(Gibco) valamint 1-1% L-glutaminnal és Penicillin-
Streptomycinnel kiegészitett minimal essential medium
alpha (a-MEM; mindharom Sigma) tapban vettiik fel. A
sejteket human rekombinans makrofag koloniastimulald
faktorral (M-CSF), majd 50ng/ml human rekombinans
aktivalt B-sejt k konny(lanc nuklearis faktor enhancerel
(RANKL; mindkett6 PeproTech, London, Egyesiilt
Kiralysag) kezeltiik.

A Thl17 ¢és az osteoclast differencidlédas soran a sejteket
human IgG (Jackson Immunoresearch) és rekombinans
Staphylococcus  Protein  A-bdl  (rSPA; Repligen,
Waltham, MA, Egyesiilt Allamok) eldallitott

immunkomplexekkel kezeltiik.
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Dohanyfiisttel kezelt RPMI médium eléallitasa: Steril,
FBS ¢és antibiotikum/antimikotikum mentes RPMI
médiumot cigaretta fiisttel kezeltiink. Ezt kdvetben az
oldatot 25x-ére higitottuk, majd 10% FBS (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt
Allamok) és 1-1% antibiotikum/antimikotikummal
(Sigma, Darmstadt, Németorszag) egészitettiik ki a sejtek
kezeléséhez.

Viabilitas mérés: Az €16 sejtszamot tripankék exklizids
modszerrel és impedancia mérésen alapuld sejtszamlalod
automataval (CASY-TT, Roche Innovatis, Penzberg,

Németorszag) hataroztuk meg.

Génexpresszios vizsgalatok:

Thl7 differencialtatas: a sejtekbdl totdl RNS-st
izolaltunk a NucleoSpin RNA/Protein kittel
(MACHEREY-NAGEL GmbH & Co., Diiren, Germany),
majd vizsgalandd génenként 25ng RNS-st irtunk at
CDNS-s¢ reverz transzkripcios PCR moddszerrel a
SensiFAST cDNS Synthesis Kit (BioLine Reagents Ltd,
London, Egyesiilt Kirdlysag) felhaszndlasaval. A valos

idejii kvantitativ PCR reakciot SensiFast Hi-Rox PCR



master mix (BioLine) és primerek (HPRT-1, RORC,
TBX21 és AHR, mindegyik Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, Egyesiilt Allamok) felhasznalasaval
végeztiik el ABI Prism 7900ht tipusa PCR késziilékkel.
A kapott eredményeket a komparativ (AACt) mddszerrel
értekeltiik ki, a HPRT-1 haztartdsi gén expresszidjara
vonatkoztatva.

Osteoclast differencidltatas: a sejtekb6l RNeasy Micro
Kit (Quiagen, Venlo, Hollandia) segitségével total RNS-t
izolaltunk. A SensiFAST cDNS Synthesis Kit (BioLine)
felhasznalasaval 200 ng RNS-st irtunk at cDNS-s¢. Az
RT gPCR reakciot Power SYBR Green PCR Master Mix
(Applied BioSystems, Thermo Scientific) és specifikus
primerek (CALCR, C-FOS, CTSK, C-FMS, DC-STAMP,
NFATcl, OSCAR, RANK, TRAP, SLAP-1, SLAP-2; IDT,
San Jose, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) alkalmazasaval
végeztik el. Az eredményeket komparativ (AACY)
modszerrel értékeltiik ki a GAPDH haztartdsi gén

expressziojara vonatkoztatva.

Aramlasi citometrias mérések: A sejteket anti-human
CD196 (CCR6) FITC, anti-humédn CD194 (CCR4) PE,



anti-human CD183 (CXCR3) PerCP Cy5.5, anti-huméan
CD3 APC Cy7, anti-human CD4 PerCP Cy5.5, anti-
human CD45RA FITC, anti-humédn CD45RO PE Cy7,
anti-human CD197 APC antitestekkel vagy izotipus
kontrollokkal (mindegyik BioLegend, Inc., San Diego,
CA, Egyesiilt Allamok) jeloltiik, majd BD FACSCalibur
(BD Biosciences, San Jose, CA, Egyesiilt Allamok)
aramlasi citométerrel mértik le. Az transzkripcios
faktorok intracellularis jeloléshez a sejtfelszini festést
kovetéen Transcription Factor Buffer Set (BD
Pharmingen™, BD Biosciences) kittel permeabilizaltuk a
sejteket, majd anti-human Thet PE CF594 és anti-human
RORy PE antitestekkel vagy izotipus kontrollokkal
jeloltiik. Ezt kovetden a sejteket BD FACS Aria III. (BD
Biosciences) aramlasi citométerrel mértik le. Az
eredményeket FlowJo 10.3 szoftverrel (Tree Star,
Ashland, OR, Egyesiilt Allamok) értékeltiik ki.

ELISA és ELISPOT mérések: A plazma ¢és
sejtfelilusz6 mintakbol human IL-17A /homodimer/
ELISA Ready-SET-Go!™ Kit és IL-22 ELISA Ready-

SET-Go!™ Kit (eBioscience™, Fisher Scientific,



Loughborough, Egyesiilt Kiradlysag) segitségével
citokint termel6 sejtek szamat human IL-17A ELISPOT
Ready-SET-Go!™ (Fisher Scientific) Kittel
kvantifikaltuk.

Konfokalis mikroszkopia: Az aromds szénhidrogén
receptor kimutatasdhoz a naiv és memoria T sejteket
fixaltuk, permeabilizaltuk, majd blokkoltuk az Fc
receptorokat. Az  AHR  jeloléséhez  Spg/ml
koncentracioban monoklonalis egér anti-AHR antitestet
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
hasznaltunk. Ezt kdvetden a masodlagos kecske anti-egér
Alexa488 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Egyesiilt Allamok) antitestet 4pg/ml koncentracidban,
illetve a DRAQS sejtmagfestéket SnM koncentracioban
adtunk a sejtekhez. A felvételeket FluoView 500
konfokalis 1ézerpasztazd6 mikroszkoppal (Olympus,

Hamburg, Germany) készitettiik.

Statisztika: Az adatok statisztikai elemzését GraphPad
Prism V6 (San Diego, CA, US), R ¢és SPSS

programokkal végeztiik.



4. Eredmények

41. A human in vitro Thl7-differencialéodas

vizsgalata egészséges donorok mintaiban

A  TGFB+IL-6+IL-1B citokin kombinacids kezelés
hatdsara a sejtek RORC expresszija mar az 5. napon
nott. A keresztkotd antitest fokozza az anti-CD3 és anti-
CD28 indukalta sejtaktivaciot ¢és IL-2 termelést.
Aktivacié hatasara mind PBMC, mind CD4" sejtek
esetében kb. 50-50% aranyban kétféle méretti (7-9uM és
9-13uM  méretii) populacid6 volt detektalhatd a
szuszpenzioban. Az aktivacio+TGFB+IL-6+IL-1B
kezelés hatasara a T sejtek RORC expresszidja nagyobb
volt (kb. négyszerese), mint PBMC sejtek esetében. Az
IL-4 ¢és IFNy neutralizald antitestek fokozzdk az
aktivacio+TGFB+IL-6+IL-1B kezelés indukalta Thl7-
differencialodast, amely soran a RORC és IL-17A
kifejezédés fokozodik, mig az IL-22 termelddés csokken.
Az aktivacio mind a RORC expressziot, mind a sejtek
citokintermelését fokozza. A RORC kifejezddését
tobbféle citokin kezelés is serkenti, azonban ezek

eltérden szabalyozzak az IL-17A és IL-22 termelddését.
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A Thl7-differencialodast indukald citokinkezelés a Thl

crer

42. A dohanyfiist komponenseinek és az
immunkomplexek hatasanak vizsgalata az in vitro
Th17-sejt és az osteoclast differencialédasara.
Egészséges donorok kezeletlen, CD45RO  naiv és
CD45RO" memoéria T sejtjeiben az AHR gén és fehérje
jelenléte kimutathato és aktivacio hatasara fokozodik. A
naiv ¢és memoria sejtek AHR expressziojaban nem
detektaltunk kiilonbséget.

Egészséges donorok PBMC sejtjeiben az aktivacio
indukélta IL-17A termelést mindkét AHR agonista
(benzo[a]pirén és TCDD) és a dohanyfiisttel kezelt RPMI
médium is gatolja. Az AHR agonista leflunomid
terapiaban részesiil6 RA-s betegek naiv T-sejtjei
kevesebb IL-22  termeltek  (p<0,01), amely
aktivacio+TGFB+IL-6+IL-1B+anti-IL4 kezelés hatdsara
jobban fokozoddott (p<0,01), mint a bioldgiai terapias
betegek sejtjeiben.

Az immunkomplexek jelenléte mas kezelésekhez

hasonléan  fokozta sejtek RORC  Kkifejezodését,
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ugyanakkor a tobbi kezeléshez viszonyitva gatolta a
TBX21 expressziot. Az immunkomplexek a kezeletlen
sejtekhez képest serkentették az IL-17A, de nem
befolyasoltak az IL-22 termelddését.

Az egészségesekben az immunkomplexek mindkét
alkalmazott koncentracidja csokkentette az osteoclastok
CTSK és RANK kifejezpdését, amely sem RA-s, sem AP-

s betegekben nem volt megfigyelhetd.

4.3. A Th17-differencialodas vizsgalata
egészségesekben, RA-s és AP-s betegekben

Megéllapitottuk, hogy egészségesekben a
CD4"CD45RO" memoéria T sejtek magasabb RORC és
TBX21 expresszioval jellemezhetéek, azonban az RA-s
és AP-s betegek naiv és memoria sejtjei nem
kiilonboznek egymastol. Megfigyeltiik, hogy a naiv és
memoria sejtek TBX21 kifejezddése mindharom
csoportban erés linearis korrelaciot mutatott (r = 0,9,
p <0,0001), ugyanakkor a RORC értékek (r = 0,18, p =
0,17) esetén ez nem detektalhatd. Az egészségesekhez
képest az RA-s ¢és AP-s betegek naiv T-sejtjeiben
fokozodott a RORC gén és RORy fehérje kifejez6dés

12



detektalhatd, mig a TBX21 génben és TBET fehérjében
nincs kiilonbség sem a naiv sem a memoria sejtek kozott.
Az RA-s ¢és AP-s Dbetegek naiv  T-sejtjeiben
megfigyelheté  egy  nagyobb  RORy  tartalmu
sejtpopulaciot. A memoria sejtek nagyobb része centralis,
kisebb résziik effektor sejt mindharom csoportban. Az
effektor memoriasejtek kozott nagyobb aranyban voltak
jelen TBET', RORy" vagy TBET'RORy" sejtek, mint a
centralis memoria sejtekben. Egészségesek memoria
sejtjei kozott tobb az CCR6'CCR4" és a CCR6'CXCR3”
sejt, mint a naiv sejtek kozt, azonban a
betegcsoportokban ezek k6zott nincs kiillonbséget. A csak
CXCR3" naiv és memoria sejtek szama egyik csoportban
sem tért el egymastol. A vérsejtsiillyedés (ESR) és a C-
reaktiv protein (CRP) paraméterek korrelaciot (r=0,7213;
p=0,0093 ¢és 1=0,7743; p=0,0043) mutattak a betegek
CCR4" memoria T-sejtjeinek aranyaval. A transzkripcios
faktorok expresszidja alapjan az egészségesek ¢és a
betegcsoportok 61%-os pontossaggal valaszthatok el
egymastol, mig kemokin receptor expresszio tekintetében
mar 81,3%-ban elkulonithetdk, azonban minden

paramétert figyelembe véve ez 100%-0s, azaz minél tobb
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paraméter alapjan definialtunk egy-egy személyt, annal
pontosabban elvalaszthato a betegek és az egészségesek
csoportja. A naiv sejtetk RORC kifejez6dése és a
CCR4'CXCR3" memoria sejtek szama befolyasolta
leginkabb a fenti csoportositast.

Az  aktivacio+TGFB+IL-6+IL-1B+anti-1L4  kezelés
minden csoportban novelte a RORC, mig a TBX21
expressziot egyik csoportban sem. Az IL-23 és IL-1pB
kezelések fokoztak a TBX21 expressziot, amely
legkifejezettebb az egészségesekben, kevésbe az RA-S és
egyaltalan nem volt megfigyelheté az AP-s betegekben.
Az aktivacid egészségesekben mindkét traszkripcios
faktor kifejezodését serkentette, ellenben ez az RA-s
csoportban egyiket sem, mig AP-s betegekben kizarolag
a RORC expresszigjat indukalta. A TBX21 expressziot
AP-s betegekben egyik kezelés sem befolyasolta. RA-S
betegekben az aktivacio+TGFB+IL1pB+IL6+anti-1L4 és
az aktivacio+ IL1B+IL23+anti-IL4 (p<0,01 mindkét
esetben) kezelések, mig AP-s betegekben az
aktivacio+TGFp +IL6+anti-IL4 és az aktivacio+TGFp+
IL1B+IL6+anti-IL4 (p<0,05 mindkét esetben) kezelések
fokoztak a RORC kifejez6dését. A TGFB+IL-6+anti-1L-4
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kivételével — egészségesekben  valamennyi  kezelés
befolyasolta a CCR6'CCR4" sejtek szamdt. Valamennyi
kezelés indukalta a sejtek citokintermelését mindhdrom
csoportban. Az aktivaciéo a betegekben a transzkripciods
faktorok expresszidjat nem, azonban mindkét citokin
termelést fokozta. Az aktivacio+TGFB+IL-6+anti-1L-4
kezelés egészségesek-ben (p<0,05) és AP betegekben
csokkentette (p<0,01 ¢és p<0,5), azonban RA-s
betegekben nem befolyasolta a sejtek citokintermelését.
A sejtek transzkripcios faktor expresszidja nem valtozott,
azonban citokintermelésiik csokkent 5 nap utan. A 10.
napon a betegcsoportokban az aktivacio+IL-1B+IL-
23+IL6+anit-IL4 kezelés hatisara nétt a CCR6'CCR4"
sejtek aranya. A citokintermelés alapjan 81%-ban
kiiloniilnek el az egészségesek ¢és a betegcsoportok,
amely csoportositast az IL1B+IL23+IL-6+anti-1L4
kezelés indukalta |L-22 termelés befolyasol. A
differencialodéas soran az IL-17A termel6dés mintizata
az egészségesekben mind az RA-s (p = 0,0000026), mind
AP-s Dbetegektél (p= 0,0001) eltérd, ugyanakkor a
betegcsoportokban hasonlo (p =0,85) volt. Az IL-22

termelédése azonban az AP-s betegekben ¢és az
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egészségesekben hasonlo (p = 0,58), mig az RA-S csoport
mind az egészségesektdl (p = 0,000006), mind az AP-s
betegekt6l (p = 0,001) eltéré volt.

4., Kovetkeztetések

41. A huméan Thl7 in vitro differencialodas a
CD4'CD45RO™  naiv  T-sejtekbdl  inditva  a
legoptimalisabb. Az anti-CD3, anti-CD28 és keresztkotd
antitest fokozza a sejtaktivaciot. Az IL-4 és IFNy
neutralizald  antitestek  hozzajarulnak a  Thl7-
differencialodashoz.

4.2. Az AHR fontos szerepet jatszhat a kornyezeti
faktorok (pl. dohanyfiistben talalhato TCDD és
benzo[a]pirén)  vagy  gyogyszermolekuldk  (pl.
leflunomid) altal kozvetitett hatasok molekularis
szignalizaciojaban. Az AHR kimutathaté a kezeletlen
human naiv és memoria T-sejtekben, kifejez6dése
aktivacio hatasara fokozodik. A TCDD, benzo[a]pirén és
leflunomid AHR agonista ligandok befolyasoljak a
limfocitdk  IL-17A  ¢és IL-22  termelését. Az

immunkomplexek egészségesekben a Thi7-
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differencialodas soran gatoljak a sejtek TBX21
expresszidjat, ugyanakkor serkentik az IL-17A termelést.
Az immunkomplexek egészségesekben gatoljak, RA-S és
AP-s betegek osteoclastjaiban nem befolyasolja a
RANKL és CTSK kifejezddését.

4.3. RA-s és AP-s betegek naiv T-sejtjeiben Thl7
iranya elkotelez6dés figyelheté meg. Az in vitro Thl7-
differencialodas folyamata és a sejtek citokintermelési
mintazata egészségesekben és RA-s illetve AP-s
betegekben eltéréen szabalyozott.
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