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ROVIDITESEK JEGYZEKE

rovidités | kifejtés angolul kifejtés magyarul
3-MC 3-methylcholantrene 3-metilklorantén
anti- cyclic citrullinated peptide ciklikus citrullinalt fehérje elleni
ACPA : .
antibody antitest
ACR American College of Amerikai Reumatoldgus Kollégium
Rheumatology
AHR aryl hydrocarbon receptor aromas szénhidrogén receptor
AHRR nuclear AHR repressor sejtmagi AHR represszor fehérje
AICD Activation-induced cell death aktivacio indukalt sejthalal
AlP AhR Interacting Protein AhR-interakcios fehérje
AIRE autoimmune regulator autoimmun regulator
AQV Analysis of Variance variancianalizis
AP psoriatic arthritis arthritis psoriatica
AP-1 activator protein 1 aktivator fehérje 1
APC antigen presenting cell antigénprezentald sejt
ARNT aryl hydrocarbon receptor nuclear AhR nuklearis transzlokator
translocator
B[a]P Benzo[alpha]pyrene benzo[a]pirén
BCL6 B-cell lymphoma 6 protein B-sejt limfoma 6 fehérje
BCR B cell receptor B-sejt receptor
DMARD Disease-modifying antirheumatic | betegségmodositd antireumatikus
drug szer
bDMARD | biological DMARD biolégiai DMARD
BNC2 basonuclin 2 -
CALCR calcitonin receptor kalcitonin receptor
Classification Criteria for arthritis psoriatica klasszifikacios
CASPAR - = oy
Psoriatic Arthritis kritériumrendszer
CATK catepsin K katepszin K
CCL20 chemokine (C-C motif) ligand 20 | CC kemokin ligand 20
CCR C-C motif chemokine receptor CC kemokin receptor
CD cluster of differentiation differenciacios klaszter
CD40L CDA40 ligand CDA40 ligand
CRP C reactive protein C-reaktiv protein
cytotoxic T-lymphocyte— citotoxikus T-limfocita-asszocialt
CTLA-4 . . .
associated antigen 4 antigén 4
CXCL1 (1:hem0kine (C-X-Cmotif) ligand | ¢~y _~ | emokin ligand 1
CXCR C-X-C motif chemokine receptor | C-X-C kemokin receptor
‘E)SDMAR conventional DMARD konvencionalis DMARD
DAS disease sctivity score betegségaktivitasi pontszam
DC dendritic cells dendritikus sejt
DC- Dendritic Cells (DC)-Specific dendritikus sejt-asszocialt
STAMP Transmembrane Protein transzmembran fehérje
DIM Diindolylmethane diindol-metan
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disease modifying antirheumatic

betegségmaddositod antireumatikus

DMARD
drugs szerek

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA enzyme linked immunosorbent enzim kapcsolt immunszorbens
assay €ssze

ELISPOT | Enzime-linked immunoSpot enzim kapcsolt immunszpot essz¢

EOMES eomesodermin -

ESR erythrocyte sedimentation rate vérsejtsiillyedés

EULAR European_ League Against Europai Reuma Ellenes Liga
Rheumatism

FACS SF(!l:t? rr]zscence-actlvated cell fluoreszcens-aktivalt sejt szortolas

Fas apoptosis antigen-1 apoptdzis antigén 1

FasL Fas ligand Fas ligand

FBS Fetal Bovine Serum fotalis borjusavod

Fc fragment crystallizable -

FcR Fc receptor Fc receptor

FICZ 6-formylindolo(3,2-b)carbazole -

FOX0O4 Forkhead box protein O4 Forkhead box fehérje O4

FOXP3 Forkhead box P3 Forkhead box fehérje P3
Glyceraldehyde 3-phosphate glicerinaldehid-3-foszfat

GAPDH . .
dehydrogenase dehidrogenaz

GATA3 GATA binding protein 3 GATA kot6 fehérje 3

G-CSF ?ggtnourlocyte colony-stimulating granulocita kolonia stimulalé faktor

GM-CSE gr_anuloc;yte—monocyte colony- gr.anulocita-monocita kolonia
stimulating factor stimulalo faktor

HLA human leukocyte antigen human leukocita antigén

HLH helix-loop-helix helix-loop-helix

HPRT-1 Hypoxant_hine hipoxantin foszforibozil
Phosphoribosyltransferase 1 transzferaz-1

HSP90 heat shock protein 90 hdsokk fehérje 90

13C Indole-3-carbinol indol-3-karbinol

13S indoxyl 3-sulfate indoxil 3-szulfat
Intercellular Adhesion intracellularis adhézios

ICAM-1
Molecule 1 molekula 1

IFNy interferon gamma interferon gamma

IFR4 Interferon regulatory factor 4 interferon regulalé faktor 4

Ig immunoglobulin immunglobulin

IKZF2 IKAROS Family Zinc Finger 2 -

IL interleukin interleukin

IL-23R interleukin 23 receptor interleukin 23 receptor

IL2Ra IL-2 receptor alpha IL-2 receptor alfa

IL2RaBy | IL-2 receptor alpha beta gamma IL-2 receptor alfa béta gamma

ILC3 innate lymphoid cells 3 V’elesziiletett limfoid sejtek 3-as

tipusa
IPEX Immune dysregulation, X-hez kotott oroklodési
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polyendocrinopathy, enteropathy,
X-linked

immundiszregulacio,
polyendocrinopatia, enteropathia
szindrOma

IRF-4 interferon-inducible factor-4 interferon indukalt faktor 4
2-(1’H-indole-3’-carbonyl)-
ITE thiazole-4-carboxylic acid methyl -
ester
iTreg induced Treg indukalt Treg-sejtek
KLRB1 killer cell lectin-like receptor B1 -
KYNA kynurenic acid Kinurénsav
LAG-3 Lymphocyte-activation gene 3 leukocita aktivacios gén 3
LDA linear discriminant analysis linearis diszkriminancia analizis
LDL low density lipoprotein alacsony denzitasu lipoprotein
LFA-3 Iymphocyte function-associated limfocita funkcio-asszocialt antigén
antigen 3
MACS Magnetic-Activated Cell Sorting | Immunomagneses sejtszeparalas
MCP-1 Mon(?cyte chemoattractant monocita kemoattraktans fehérje 1
protein-1
M-CSF ]rcggtcgr’)phage colony-stimulating makrofag kononia stimulalé faktor
MG myasthenia gravis miaszténia gravisz
MHC major histocampatibility complex fo, hisztokompatibilitdsi
génkomplex
MMP matrix metalloproteinases matrix metalloproteinazok
MS multiple sclerosis szklerdzis multiplex
NEAT . . aktivalt T-sejt nuklearis
activated T cell nucleic factor .
transzkripcios faktor
NEATCL activated T cell nucleic factor 1 aktivalt T-sejt citoplazmatikus
cytoplasmic 1 nuklearis transzkripcios faktor 1
NF«B nuclear factor k_appa-l ight-chain- | aktivalt B-sejt k konnyiilanc
enhancer of activated B cells nuklearis faktor enhancer
NK natural killer természetes 616
NKT natural killer T természetes 616 T-sejtek
NSAID g?l?gSterOIdal Anti-Inflammatory nemszteroid gyulladasgatlok
nTreg natural Treg természetes Treg-sejtek
OPG Osteoprotegerin oszteoprotegerin
p23 prostaglandin E synthase 3 prosztaglandin E szintaz 3
PAD protein arginine deiminase fehérje arginin deziminaz
PAMP pathogen associated pattern patogen asszocialt molekularis
mintazat
PBMC Eglr Ilfhenal blood mononuclear periférias mononuklearis sejtek
PBS phosphate-buffered saline foszfat-pufferelt sooldat
PCR polimerase chain reaction polimeréz lancreakcid
PFA paraformaldehyde paraformaldehid
pMHC peptide-MHC peptid-MHC
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PRR Pattern recognition receptor mintazatfelismer6 receptorok
Protein tyrosine phosphatase, non- | protein tirozin foszfataz non-
PTPN22
receptor type 22 receptor 22
PU-1 pgrir_le-rich DN_A sequence purin gazdag szekvenciat koto
binding transcription factor 1 transzkripcios faktor 1
RA rheumatoid arthritis rheumatoid arthritis
RANK-L receptor activator of nuclear nukleéris fakor‘ kB receptor
factor kappa-B aktivatoranak ligandja
RES resveratrol rezveratrol
RF rheumatoid factor rheumatoid faktor
Rorc/ retinoic acid-related orphan retinoinsav kapcsolt arvareceptor C
RORC nuclear receptor C variant 2 2 gén
RORy RAR related orphan nuclear i
receptor gamma
RPMI Roswell Park Memorial Institute -
recombinant Staphylococcus rekombinans Staphylococcus A
rSPA . .
Protein A fehérje
RT gqPCR | real time quantitative PCR valos idejii kvantitativ PCR
SE shared epitope k6z0s epitop
SFC spot forming colony kolonia formald egység
SIC soluble immune complex szolubilis immunkomplex
SLE systemic lupus erythematosus szisztémas lupus erythematosus
SMAD small mothers _against i
decapentaplegic homolog
L citokin szignalizaci6 gatlo
SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3 transzkripcios faktor 3
STAT signal transducer and activator of | transzkripcids szignal transzducer
transcription ¢s aktivator
igeé{l' T-box expressed in T cells };ﬁg; ?ziifjtg T-box transzkripcios
EB»;(Z211/ T-box transcription factor TBX21 | T-box transzkripcios faktor TBX21
TC cytotoxic T cell citotoxikus T-sejt
TCDD 2:3,7_,8-tetrachlorodibenzo-p- i
dioxin
TCR T cell receptor T-sejt receptor
Tem T effector memory effetor memoria T-sejt
TGFB transforming grow factor beta tumor novekedési faktor béta
Thl7 T-helper 17 T segitd 17 sejt
Tm memory T cell memoria T-sejtek
TNFRSF4 | TNF receptor superfamily 4 ;I;jl; receptor szupercsaldd 4-es
TNFa tumor necrosis factor alpha tumor nekrozis faktor alfa
Trl type 1 regulatory T 1-es tipusu regulatorikus T-sejt
TRAF TNF associated factor TNF asszocialt faktor
TRAP tartrate resistant acidotic tartarat rezisztens savas foszfataz

phosphatase
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Treg regulatory T cell regulatorikus T-sejt

Trm rezidual memory T cell rezidualis memoria T-sejtek

tsDMARD | targeted synthetic DMARD célzott szintetikus DMARD

TUKEB i Tl‘ldorne’lnyos ¢s Kutatasetikai
Bizottsag

Tukey Tukey’s honest significant i

HSD difference test

XAP2 Bfg&t il:lls B virus X-associated hepatitis virus X-asszocialt fehérje

a-MEM minimal essential medium alpha | mimumim esszencialis médium alfa
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1. BEVEZETES

1.1. A gyulladas immunologiai vonatkozasai

Az immunrendszer egyik alapvetd funkcidja, hogy a ,nem sajat” illetve veszélyes
molekuldkat el tudja kiiloniteni a ,sajat” és veszélytelen strukturaktdl. Szoveti
karosodas, trauma hatdsara vagy veszélyesként felismert molekuldk ¢és koérokozok
megjelenése esetén az immunrendszer mas szervrendszerekkel egyiittmiikodésben egy
Osszetett eseménysorozatot indit el, amelyet gyulladasnak neveziink. A gyulladas olyan
fiziologiai folyamat, amelynek célja, hogy olyan sejteket, enzimeket, molekularis
hirvivoket és mas faktorokat mozgositson, amelyek ezen eseménysorozat
eredményeképpen a szdveti artalom elszigetelésében, a fert6z0 agens elpusztitasaban
vesznek részt és helyreallitjak a szoveti integritast [1, 2].

A gyulladés folyamataban szamos immunsejt részt vesz, amelyek egy része a helyszinen
tartozkodik (pl. makrofagok, hizdsejtek, dendritikus sejtek), masik résziik
szignalmolekuldk segitségével (pl. citokinek, kemokinek), szabalyozott mddon jut a
helyszinre (pl. granulocitak, limfocitak). Az ép kapillarisok falan val6 atjutas folyamata
az Un. extravazacio, amelynek soran a keringésbdl kilépnek a sejtek és az extracellularis
térben vandorolva érik el a gyulladas helyszinét. Az ide jutd sejtek effektor
funkciojuknak megfelelden kiilonb6zé medidtor molekuldkat termelnek, kdlcsonhatasba
1épnek egymassal, fagocitalnak, amely funkciok éltal a gyulladas hatasa kiterjedhet mas
szervekre, szovetekre is. A gyulladés tiineteit mar az i.e 1. szazadban megfigyelték
(Celzus és Galenus), amely tiinet egyiittes a szoveti hdmérséklet emelkedése, az e
teriileten kialakuld értagulat, kapillarisatjarhatosdg novekedése és folyadékkidramlas
kovetkezménye (pir - rubor, duzzadas - tumor, meleg - calor, fajdalom — dolor,
funkcidkarosodas - funtio lasea). A gyulladas kiterjedését tekintve a csak egy szervet
vagy koriilhatarolhaté szovetet érintd (lokalis gyulladas) és a teljes szervezetre kiterjedd
(szisztémas gyulladas) esetekrél beszélhetiink. A folyamat kialakulasat kovet6en
néhany oraval elindul a reakcié megsziintetését eldsegitd aktiv helyreallité folyamat
(gyogyulas), amely altalaban rovid idé elteltével, sikeresen és nyomtalanul lecseng
(akut vagy heveny gyulladas). Ennek eredményeképpen a granulocitak és limfocitdk
apoptotizalnak, majd a makrofagok -eltavolitjdk e sejttormeléket amely anti-
inflammatorikus citokinek (pl. tumor novekedési faktor béta /TGFP/) termelésére

serkenti 6ket, végiil maguk is a nyirokereken keresztiil tivoznak a helyszinrdl [1, 2]. A
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gyulladds  elhtizodhat  (idiilt vagy kréonikus  gyulladas) és  patholdgias
kovetkezményekkel jarhat, ha a szervezet nem képes megsziintetni az azt kivalto
tényezoket. Kronikus gyulladast valthatnak ki sejtfalkomponenseik révén bizonyos
mikroorganizmusok (pl.: Streptococcus és Staphylococcus fajok) és az autoimmun
betegségekben az autoantigének folyamatos jelenléte. A kronikus gyulladasban
foképpen a limfocitdk jatszanak szerepet és bizonyos gyulladasos citokinek (pl. tumor
nekrozis faktor alfa /TNFa/, interferon gamma /IFNy/) termel6dése fokozodik, amely
jelentds szovetkarosodassal jar és a kotészovet degenerativ elvaltozasdhoz vezethet
(fibrozis). Az ilyen jellegii gyulladas masik kovetkezménye a granuloma, amelyben az
aktivalt limfocitak és makrofagok tobbmagvu oOriassejtekké olvadnak Ossze. Ez
barmilyen szervben el6fordulhat, de leggyakrabban a tiidoben alakul ki. Ebben, a
szOovetekben taldlhatd csomoszerii képletben a sejtek apoptotizalhatnak és korokozok
(pl. Mycobacterium tuberculosis) is felhalmozodhatnak. A granuloma belsejében a
baktériumok ,,alvo” vagy ,,dormans” formaban akar évekig is életben maradhatnak,
amelyek kiszabadulasa sulyos kovetkezményekkel jarhat. Hosszi tdvon a kronikus

gyulladas daganatos elvaltozasok kialakulasahoz is vezethet [1, 2].

1.1.1. A természetes és koros autoimmunitas kialakulasa

Az autoimmunitds az immunrendszer fellépése a szervezet sajat antigénjeivel szemben.
A kovetkezd fejezetben az autoimmunitdas kialakuldsdban szerepet jatszo
mechanizmusok és sejtek altaldnos jellemzésére torekszem, a kéros autoimmunitas
esetében az annak hatterében allo folyamatokat az ezt kdveto alfejezetekben fejtem ki
részletesebben (lasd 1.1.1.1 - 1.1.1.3 fejezetekben).Az autoimmunitasban szerepet jatszo
autoreaktiv T- és B-sejtek és a B-sejtek altal termelt antitestek kis mennyiségben ugyan,
de fizologias koriilmények kozott is megtalalhatoak a szervezetben, e sejtek hozzak 1étre
a természetes autoimmunitast. Annak ellenére, hogy a sajat antigénekre specifikusak, a
tobb szintl, preciz szabalyzasi mechanizmusoknak koszonhetden jelenlétiik nem vezet
betegség kialakulasahoz. E sejtek kozos jellemzdje, hogy antigénspecificitasuk és
reakciokészségiik eltér a pathologids folyamatokban szerepet jatszd autoreaktiv
sejtekétdl. Tobbféle, a szervezetben talalhato molekulat tudnak felismerni (lasd
részletesen az 1.2.2. fejezetben és 2. tablazatban), de kisebb affinitassal, ily modon

képesek ezen antigének ,elrejtésére” a patholdgias, nagy affinitassal felismerni képes

10
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receptorral rendelkezé sejtek el6l. Emellett ezek a természetes autoantigének
nagymértékii homoldgidt mutatnak az evoliciosan konzervalddott patogén eredetli
antigénekkel, amelynek koszonhetden készenlétben tarthaté az adaptiv immunvalasz az
ilyen tipust antigénekkel szemben. A természetes autoimmunitas, mint az egészségesen
miikédé immunrendszer nélkiilozhetetlen eleme, fontos szerepet jatszik a szervezet
mikodéséhez sziikséges alapvetd molekuldk védelmében. Az ide sorolhatd polireaktiv,
B-sejtek altal termelt antitestek, immunologiai homunkulusként” egy olyan halozatot
alkotnak, amely szabalyozott moddon egyiittmikddve szolgalja az esszencialis
molekulak védelmét [1, 2].

Koros vagy pathologids autoimmuntas tobb tényezd (genetikai faktorok, kdrnyezeti
tényezoOk) egyiittes hatasa vagy kolcsonhatasa eredményeképpen alakulhat ki. A koros
autoimmunitds kialakuldsdnak elkeriilésében lényeges szerepet jatszanak az
immutolerancia mechanizmusok, amelyeket az 1.1.1.1. fejezetben részletesen kifejtek.
Az antigénprezentacid folyamatdnak megvaltozasa az autoimmunitds kialakuldsanak
elsd 1épése. E folyamatokban bekovetkezett hiba 1étrejohet az immunsejtek kialakulasa
soran, a centralis vagy periférids tolerancia sériilésekor, vagy akar azt kovetden is,
egyeb regulacidés utvonalak miikodését érintd genetikai vagy kornyezeti hatdsok
kovetkeztében. Az autoimmun betegségekben e folyamatok végeredményeképpen a
szervezetben egy vagy tobb autoantigén ,,jelenik meg” €s az erre specifikus receptorral
rendelkez$ autoreaktiv sejtek aktivalodnak. Az autoantigének és autoantitestek
kapcsolodasabol 1étrejové immunkomplexek eltavolitasa Iényeges folyamat a gyulladas
elkeriilésében, amely hozzdjarul az autoimmun folyamatokhoz (lasd részletesen az
1.3.2. fejezetben). Ezekben a komplementrendszer mellett a vorosvérsejtek és a
makrofagok is fontos szerepet jatszanak. Az elpusztult sejtek elégtelen eltavolitasa
esetén az ezekbdl felszabaduld antigének megnovelik T-sejt medialt autoimmun
folyamatok esélyét, igy az apoptézis mikodésével Osszefiiggd gének hibdja is
autoimmunitast indukalhat. Minden olyan tényezd, amely a toleranciat kialakitod
mechanizmusok egyenstlyat megbontja (szuppresszor és regulalo sejtek szamanak vagy
aktivitasanak csokkenése), igy az autoantigének hozzaférhetdségének vagy dozisanak
(pl. fert6zés, gyulladas vagy trauma esetén), illetve a prezentalo sejtek funkcidjanak (pl.
kostimulator molekuldk fokozott expresszidja) valtozasa autoimmun betegség

kialakulasahoz vezethet [1, 2].
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1.1.1.1. A periférias és a centralis tolerancia mechanizmusai

A tolerancia az antigén inger hatdsara bekovetkezd, az adott antigénre nézve fajlagos
valaszképtelenséget jelent. Kialakuldsanak helye alapjan megkiiliinboztetiink kdzponti
vagy centralis toleranciat, amely a kdzponti nyirokszervekben (csontveld és timusz) a T-
¢s B-sejtek érése soran érvényesiil, illetve a periférids toleranciat, amely az érett sejtek
esettben a nem patogén antigénekkel szemben fejezédik ki a periférias
nyirokszervekben (nyirokcsomék ¢és 1€p). A centralis tolerancia mechanizmusai
(klonalis delécio, receptor editing) az elsddleges immunszervekben, a csontveldben (B-
sejtek) és a timuszban (T-sejtek) zajlanak. Emellett ismeriink olyan szabalyozo
folyamatokat (anergia, klonalis ignorancia, immunszuppresszid), amelyek segitségével a
foleg nem patogén (pl. taplalék eredetli) antigénekkel szembeni periférias tolerancia
kialakitasa torténik (1. abra) [1, 2].
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1. abra: A centralis €s periférias tolerancia mechanizmusa.

A T- ¢é B-sejt receptor (BCR ¢és TCR) specificitasa a sejtek ontogenezie soran a kozponti
nyirokszervekben ¢és azt kovetden, az érett sejtek esetében a periférias nyirokszervekben tobbszords
ellenérzésen esik at. A centralis tolerancia mechanizmusa soran a sajat antigénekkel nagy affinitassal
reagald sejtek apoptdzissal elpusztulnak. A sejthalalt receptoruk specificitasanak, illetve affinitasanak
megvaltoztatasaval keriilheti el, amelyet ,,receptor editing”-nek neveziink. A periférias tolerancia soran a
sajat antigénekkel reagald sejtek antigén inger hianyaban szintén apoptdzissal elpusztulhatnak, az antigén
nagy dozisu jelenlétében vagy kostimulacios inger hianyaban anergiaval, illetve nagyon kis antigénddzis
esetén ignoranciaval reagalhatnak. A T-limfocitdk esetében a sajatfelismerés regulator T-sejtek
kialakulasdhoz is vezethet. A nagy antigéndozis és a kostimulaciéo hidnya nem csak anergias sejtek,
hanem a szuppressziot végzo sejtek képzodéséhez is vezetnek mind kdzponti, mind pedig a periférias
nyirokszervekben egyarant (pl. Treg-sejtek). Ezek a sejtfelsziniikon expresszalt és altaluk termelt faktorok
révén gatoljak a tobbi sejt funkcioit. Roviditések: TCR: T-sejt receptor, BCR: B-sejt receptor

Forras: https://www.genscript.com/self-tolerance.html. alapjan

1.1.1.2. Genetikai tényezok szerepe
Az autoimmun betegségekrdl altalaban elmondhatd, hogy kialakulasukban tobb tényezd
jatszik szerepet (multifaktoridlis betegségek). Néhany kivételtdl eltekintve az olyan

autoimmun korképekben mint példaul a rheumatoid arthritis (RA), a szisztémas lupus

erythematosus (SLE), a sclerosis multiplex (MS), vagy a myasthenia gravis (MG), tobb
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gén is érintett a betegség patomechanizmusaban [1-3]. Genetikai tényezOk koziil a
legfontosabbak az antigénprezentacidban szerepet jatsz6 molekulak, a {6
hisztokompatibilitasi génkomplex (MHC) gének, amelyeket emberben human leukocita
antigéneknek (HLA) neveziink, ¢és fOképpen az immuntolerancia ¢és az
immunfolyamatok szabalyozasdban jatszanak szerepet. Valamennyi autoimmun
betegség esetében jellemzd valamilyen mértékiit HLA asszociécio,, hiszen e molekuldk
szabjadk meg, hogy milyen antigének ellen indulhat a T-sejtek altal kozvetitett
immunvalasz [4-6]. A HLA gének mellett tobb, az autoantigének feldolgozasaban részt
vevl vagy a folyamatot szabalyzo molekula génje jatszhat szerepet.. Ilyenek lehetnek az
autoimmun regulator (AIRE) [7, 8], az apoptdzis szignal 1 (Fas) és ligandja (FasL) [9-
11], a TIMI és a TIM3 [12-15], a protein tirozin foszfataz non-receptor 22 (PTPN22)
[16] vagy a citotoxikus T-limfocita-asszocialt antigén 4 (CTLA4) [17-19] molekulak
génjei. A T- és B-limfocitaknak, mint jelfeldolgozd és effektor sejteknek ebben a

folyamatban lényeges funkcidjuk van.

1.1.1.3. Kornyezeti tényez6k szerepe

Az olyan kiils6 kornyezeti faktorok, mint példaul a dohanyzas ismert hajlamositd
tényez6 autoimmun egyes betegségekben (pl.: RA és SLE), amelyet mar kb. az 1980-as
évek vége oOta ismernek [20-22]. Emellett leirtak azt a molekularis hatasmechanizmust,
amely a genetikai és immunologiai tényezdk kapcsolatat jellemzi e jol ismert kdrnyezeti
tényez6vel (2. abra) [23, 24]. A dohanyzas az RA kialakulasanak egyik legfébb
rizikotényezdje és HLA DRBI shared vagy un. ,,k6z06s™ epitop (SE) hordozasa esetén
annak mértéke és kumulativ mennyisége korrelal a ciklikus citrullindlt peptid elleni

antitest (ACPA) titerrel és a betegség progndzisanak sulyossagaval [20, 23-29].

14



DOI:10.14753/SE.2019.2272

©)  sejtvandorlas a tiidébe

2 0

o Citrullinacié

S0 Fal
&
5]
o Sejtaktivicié @ Antigén prezentacio
© Apoptozis indukcio () T-sejt aktivacio
) Apoptazis ACPA
termelés
— o

() PAD aktivacio

% ol

€ PAD enzimek

2. abra: Az ACPA pozitiv RA kialakuldsa dohanyzas hatasara.

A dohanyzas hatasara az immunsejtek a tiidébe vandorolnak (a), ahol dohanyfiist kiillonb6z6 toxikus
komponensei aktivaljak 6ket (b) és apoptozist indukalnak benniik (c-d). Az apoptdzis hatasara a PAD
enzimek aktivalédnak (e) és deziminaljak a tiidében talalhato fehérjéket (f), amelyek prezentalédnak (g)
az autoreaktiv T-sejteknek, igy azok aktivalédnak (h). A T-sejtek a B-sejtekkel kapcsolatba keriilve
autoantitestek (ACPA) termelddését segitik eld (i). Roviditések: PAD: protein ariginin deziminaz, ACPA:
ciklikus citrullinalt fehérje elleni antitest

Forras: Klareskog, L., et al., Annu Rev Immunol, 2008. 26: p. 651-75. alapjan [25].

Kornyezeti tényezOként meg kell emliteni a kiilonbozd fertdzéseket, amelyek az
immunvalasz kivaltasa mellett annak toleranciat érintd6 mechanizmusait is
befolyasolhatjdk Az autoimmun betegségekben a fokozodo szdvetkarosodas
kovetkeztében barriereket attérve szabadulhatnak ki a szovetekbdl autoantigének. A
helyszinen 1évd szamos antigénprezentdlo sejt ezeket az 1Ujonann felszabadult
antigéneket, de akar a mar korabban hozzaférhetd molekuldk tovabbi epitdpjait
prezentalhatjdk  T-sejteknek, amelyek szintén tovabbi B-sejtek aktivalodasat

eredményezhetik. A jelenséget ,.epitop spreadingnek™ vagy ,.epitop terjedésnek”

nevezziik és hozzajarul az autoimmun betegségek progressziv jellegéhez. A molekularis
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mimikri sordn a korokozok altal kivaltott immunvalasz olyan immunsejtek
aktivacigjahoz vezet, amelyek a korokozo epitdpjdhoz hasonld szerkezetl sajat antigént
is fel tudnak ismerni. Ezek a keresztreakcidt kivaltd epitopok a fertdzést kovetden
autoimmun folyamatot indukalhatnak (Streptococcus fertézés altal kivaltott

szivizomgyulladas és poliarthritissel kisért reumas 1az) [30-32].

1.1.1.4. T és B limfocitak szerepe az autoimmunitasban

Az immunhomeosztdzis fenntartdsaban alapvetden két, egymassal szoros 6sszhangban
miik6do rendszer, a velesziiletett vagy természetes €s a szerzett vagy adaptiv immunitas
jatszik szerepet (3. abra). A limfocitaknak, mint az adaptiv immunrendszer elemeinek,
kulcsfontossagli szerepe van az immunvalasz irdnyitasaban, amelynek elsé¢ védelmi
vonalat a természetes immunvalasz sejtjeinek képezik. Az adaptiv immunrendszer
részét képezik a cellularis vagy sejtkozvetitett immunvalaszban szerepet jatszo T-sejtek
¢s a humoralis vagy ellenanyag kozvetitett immunvalaszban kozremikodo B-limfocitak.
E sejtek jellegzetessége, hogy a természetes immunvalasz sejtjeitdl eltéréen a sejtklonok
specifikus receptorral rendelkeznek, amelyek egyedi molekularészleteket Gn. antigén
epitopokat ismernek fel. Az adaptiv immunvalaszra jellemz6, hogy specifikus és
fajlagos (az effektor funkcidk az immunvalszt kivaltd antigén ellen jonnek Iétre),
adaptiv (az immunoldgiailag kompetens sejtek és antitestek recipiensbe torténd atvitele
védettséget biztosit), memoridval rendelkezik (az antigén masodszori bejutasat kovetden
kialakuld szekunder immunvélasz gyorsabb és effektivebb, mint az elsd expoziciot
kovetd primer immunvalasz és szenzitiv (az antigén bekeriilésekor érzékennyé teszi a
szervezetet, amely ¢évek multdn 1s kimutathatd). Az adaptiv immunvélasz
kialakulasdhoz a T- ¢és B-sejtek ativalodasasat kovetd klondlis expanzid sziikséges,

amely néhany hétig tart [1, 2].
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3. abra: A természetes és az adaptiv immunvalasz sejtjei.
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A nativ vagy természetes immunitas sejtjei (makrofagok, dendritikus sejtek, hizosejtek, természetes
616sejtek (NK), komplement rendszer, granulocitak) evolucidsan konzervalt patogén mintazatok (patogén
asszocialt molekularis mintazat, PAMP) felismerésében jatszanak szerepet, amelyeket a sejteken
ugyanazok a receptorok ismernek fel (mintazatfelismeré receptorok, PRR). A szerzett vagy adaptiv
immunitas sejtjei a limfocitak (T és B-sejtek), amelyeken egyedi receptorok segitik a kiilonbozé fehérje
epitopok felismerését és az arra specifikus immunvalasz elinditasat. Antigénfelismerési és funkcionalis
sajatossagaik révén koztes csoportot képviselnek a természetes 616 T-sejtek (NKT) és a gamma-delta T-
sejtek. A két rendszer tagjai szorosan egyiittmiikddnek ¢€s biztositjak az immunhomeosztazist.

Forras: Dranoff, G., Nat Rev Cancer, 2004. 4(1): p. 11-22. alpjan [33]

A T- ¢és B- limfocitak kiilonféle alcsoportokra oszthatok, az egyes sejt
szubpopulacioknak pedig mas-mas immunologiai funkcioja van. Ebben a fejezetben a B
sejtek roviden, a T sejtek részletesebben keriilnek beutatdsra. Sejtfelszini markereik
alapjan a B-sejteket differencialodasi klaszter (CD) 5% és CD5™ populacidkra, mig a
CD3 molekulat kifejezd T-sejteket CD4'CD8 y5, CD4'CD8 of és CD4CD8" of
populaciokra oszthatjuk (1. tablazat) [1, 2, 34, 35].

A B-sejtek 5-10%-a, amelynek felszinén kifejezodik a CD5 molekula, jellemzden
autoreaktiv. Ezek f6leg immunglobullin (Ig)M izotipusu, alacsony affinitasu, sajat
antigénekre specifikus ellenanyagokat (természetes autoantitestek) termelnek.. Az
autoreaktiv sejtek keletkezése az 1.1.1.2-1.1.1.3. fejezetekben targyalt okokra vezethetd
vissza, amelyhez a B-sejtek kiilonboz6 — foképpen antitestfiiggd — effektorfunkciokkal
jarulnak hozza. A legfontosabbak az autoantitest termelés (lasd részletesen az 1.3.2..
fejezetben), az autoantigének prezentalasa, kiilonb6zé pro- és antiinflammatorikus

citokinek (pl. interleukin /IL/-4, IL-6, IL-10, IL-21, interferon gamma /IFNy/, tumor
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novekedési faktor béta /TGFB/) termelése, a gyulladasos szovet (ektopias germinalis
centrum) és immunkomplexek 1étrehozasa [36-38].

A T- és B-limfocitak alcsoportjai kozott talalhatunk autoimmunitast elésegité vagy
fenntarto, illetve ¢ folyamatokat gatldo alpopulaciokat egyarant. A naiv T-sejtekbdl
antigén inger hatasara memoria T-sejtek (Tm) keletkezhetnek, amelyek szamos effektor
funkciéval rendelkezhetnek. Autoimmun betegségek esetében az antigéninger
folyamatossaga eldsegiti, hogy az ismételt expoziciét kovetdben a Tm sejtek a
célszovetbe migraljanak és effetor funkciojuk legyen [39, 40]. Autoimmun folyamatok
altalaban az autoreaktiv T helper (Th) sejtek kozremiikodésével alakulhatnak ki. Az
antigénnel vald kolcsonhatas eredményeképpen a Th sejtek szamos limfokint termelnek.
Ezek olyan kisméretli glikoproteinek, amelyek szamos sejt differencialodasat és
funkcigjat befolyasolhatjak (pl. B-sejtek, makrofagok). Kemoattraktansok lehetnek,
amelyek a gyulladds soran a granulocitdkat, a makrofagokat és a limfocitakat a
gyulladas helyszinére vonzzak. Serkentik a B-T-sejt interakciot és befolyasolhatjak a B-
sejt autoantitest termelését.

A Thl sejtek foképpen makrofadgokat aktivalo citokineket (IL-2, IFNy, TNFa, makrofag
gyulladasos fehérje /MIP_/-10, MIP-1p, and timusz eredet(i kemotaktikus szer /TCA/-3)
termelnek, amellyel hozzajarulnak a kozponti idegrendszerben zajlé gyulladasos
folyamatokhoz (pl.: sclerosis multiplexben) [41, 42]. A Thl sejtek gyulladast indukald
szerepét mar kollagén indukalt arthritis egérmodellben [43] és gyulladasos
bélbetegségben egyarant [44] igazoltak, melyben a differencialdédasukhoz sziikséges
faktoroknak, a T-sejt eredetli T-box transzkripcios faktor fehérjének (Tbet), és az IL-12-
nek fontos szerepe van.

Mig a Thl sejtek fizologias koriilmeények kozott foleg az intracellularis korokozok
elleni védelemben jatszanak szerepet, addig a Th2 sejtek a humoralis immunvalasz
kozvetitdiként az extracellularis korokozok, férgek és parazitdk elleni immunvédekezés
elosegit6i. Olyan citokineket termelnek (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10) amelyek a B-sejtek
aktivalasat és antitesttermelését befolyasoljak [1]. Ennek imeretében talan nem
meglepd, hogy szerepét olyan autoimmun betegségben igazoltak, ahol a B-sejtek és az
altaluk termelt autoantitestek szerepe szamottevd. Leirtak, hogy SLE-ben az I1L-4-nek
kettds hatdsa van a betegség patomechanizmusaban, hiszen serkenti a B-sejtek

izotipusvaltasat, autoantitest termelését és hozzajarul a gyulladashoz, ugyanakkor
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gatolhatja is az autoimmun folyamatokat (valoszintileg a Th1 sejtek gatlasan keresztiil)
[41, 45].

A Th9 sejtek olyan T-sejt populacid, amely TGFp és IL-4 hatasara differencialodik és
foképpen IL-9-et termel. A Th2 és Treg-sejtekhez hasonloan kisebb mértékben, de I1L-4-
et is termel, valamint a forkhead box P3 (FoxP3)-at expresszal. [46, 47]. A Th2
sejtekhez hasonldan a Th9 sejteknek és az altaluk termelt IL-9-nek is kettés funkcidja
van. Egyfelél az IL-9 timogatja a Treg-sejtek gyulladasgatlo funkcioit, ugyanakkor
SLE-s és RA-s betegek szérumaban a citokin mennyisége nagyobb. [48, 49]. SLE
betegekben a Th9 sejtek mennyisége pozitivan korrelal a betegségaktivitassal. Emellett
a Th9 sejtek és/vagy az 1L-9 szerepe mas autoimmun betegségben is feltételezhetd (pl.
RA, a sclerosis multiplex vagy gyulladasos bélbetegség) [49-51].

Az autoimmunitas kialakulasdban meghatarozo szerepikk van a T helper 17 (Thl7)
sejteknek (lasd részletesen az 1.2. fejezetben) [52],. A Thl7-sejtek és a Treg-sejtek
reciprok kapcsolatat gyakran egy kétkarti mérleggel szoktak abrazolni. A mérleg egyik
karja a gyulladast szimbolizalja, amelyben a Thl7-sejtek szerepe szamottevd. A masik
karon az immunoldgiai tolerancia dbrazolhatd, amelynek mechanizmusédban a szabalyzo
Treg-sejtek jatszanak fontos szerepet, egyensulyt tartva a gyulladasos folyamatokkal.
Kapcsolatuk a differencidlodasukat tekintve is Osszefiigg, hiszen mindkét sejt kdzos
prekurzorbol szarmazik és differencialodasahoz TGFp sziikséges [53]. A regulatorikus
T (Treg) sejtek szerepe igen sokrétii az immunoldgiai tolerancia fenntartasaban. A Treg-
sejtek lehetnek timusz eredetli természetes Treg-sejtek (nTreg) vagy a periférian TGFp
hatdsara differencidlodé indukalt Treg (iTreg) sejtek. Szdmos természetes €s adaptiv
immunsejt funkcidjat szabalyozzak tobbféle modon, mint példaul gatld citokinek (pl.
IL-10, IL-35, TGFpB) termelésével, kozvetlen perforinfiiggd sejtpusztitas révén (pl.
granzimek termelése), anyagcsere Utvonalak gatlasa (pl. CD25 receptoranak IL-2
megkotése ¢és adenozin vagy ciklikus adenozin monofoszfat termelése), vagy a
dendritikus sejtek funcidjanak modulalasa révén (pl. citotoxikus T-limfocita-asszocialt
antigén 4 /CTLA-4/ — gatolja a dendritikus sejt (DC) kostimulator expresszidjat,
FoxP3 gén mutacioi X-hez kotott 6roklodésii immundiszregulaciod, polyendocrinopatia,
enteropathia szindroma (IPEX) kialakulasahoz vezetnek. A Treg-sejtek funkcidjanak

hidnya emellett mar autoimmun betegségekben is kimutathat6é, mint példaul SLE-ben
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[54] vagy autoimmun encephalomyelitisben (sclerosis multiplex allatmodellben igazolt)
[55]. Ugyanakkor megjegyzendd, hogy a Treg-sejtek differencialodasa bizonyos
mértékig reverzibilis, amelynek kdvetkeztében nemcsak elveszthetik immunszupressziv
funkcidjukat, de gyulladast indukalé fenotipusu sejtté is alakulhatnak [56, 57].

Egy masik ugyancsak a CD4" sejtek kozé tartozd szuppressziv funkciéju sejttipus, az
un. 1-es tipusu regulatorikus T-sejt (Trl) [58]. E sejtek TGFp, IL-27 és IL-21 hatasara
differencialodnak és a Treg-sejtekkel ellentétben FOXP3-at nem expresszalnak [41, 59].
T-sejt receptor (TCR) aktivalodast koveten a sejtek 1L-10-t, TGFB-t, IFNy-t termelnek
és kis koncentracioban IL-2-t és IL-4-et [60]. Az IL-10 gatolja a gyulladasos citokinek
termelddést, az antigénprezentaciot valamint a sejtproliferaciot. A CD4" IL-10" T-sejtek
ezen antigénspecifikus szuppressziv szerepét igazoltak arthritis, gyulladasos bélbetegség
és sclerosis multiplex egérmodellekben [58].

A T-sejtek fobb alcsoportjain megtalalhatd sejtfelszini molekuldkat és az egyes
alcsoportokat definidld mester regulator géneket (transzkripcids faktorokat) az 1.

tablazatban foglaltuk dssze.
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1. tablazat: A fobb T-sejt alcsoportok sejtfelszini markerei €s expresszalt transzkripcios
faktorai.

A tablazatban a teljesség igénye nélkiil foglaltuk 6ssze a T-sejtek kiilonb6z6 alcsoportjainak sejtfelszini
markereit és transzkripcios faktorait. Roviditések: Th: helper T-sejt, Tc: citotixikus T-sejt, TCR: T-sejt
receptor, CD: differenciaciés klaszter, CCR: C-C kemokin receptor, CXCR: C-X-C kemokin receptor,
TBX21: T-boksz fehérje 21, STAT: signal transducers and activators of transcription, GATA3: GATA
koto fehérje 3, IFR4: interferon regulald faktor 4, PU-1: purin gazdag szekvenciat kotd transzkripciods
faktor 1, RORC: RAR Related Orphan Receptor C variant 2, BNC2: basonuclin 2, FOXO04: Forkhead box
fehérje O4, AHR: aromas szénhidrogén receptor, BCL6: B-sejt limféma 6 fehérje, FOXP3: forkhead box
fehérje P3, IKZF2: IKAROS Family Zinc Finger 2, EOMES: eomesodermin.

Forras:

https://resources.rndsystems.com/images/site/rnd-systems-tcell-subsets-pm-1728.png
https://lwww.miltenyibiotec.com/_Resources/Persistent/321261780bc5f2b6e4257bd90cfa8c54a9500c10/T
%20Cell%20Quick%20Guide.pdf [34, 35]

Transzkripcios
Sejttipus | Csoport | Alcsoport Sejtfelszini molekula
faktor
minden
) TCRaf, CD2, CD3, CD45, CD28 -
af T-sejt
Th sejtek CD4 -
) TBX21, STAT1,
Th1 sejtek CD94, CXCR3, CCR5
STAT4
Th2 sejtek CCR3, CCR4, CXCR4 GATA3, STAT6
IRF4, GATA3,
Th9 CCR6
STAT6, PU-1
Th1l7 CD161, CCR4, CCR6 RORC, STAT3
BNC2, FOX04,
Th22 CCR4, CCR6, CCR10
STAT3, AHR
Tth CD69, CXCRS5, CCR7 STAT3, BCL6
T CD25 (IL-2Ra), CD152 (CTLA-4), | FOXPS3, IKZF2,
re
| CD127, GITR, STATS
Tc sejtek CD8, CD107a, CD178, CXCR3 TBX21, EOMES
EOMES,
vo T- TCRy3, CD4+/-, CD8+/-, CXCR4,
GATAS3, PLZF,
sejtek CD161
RORC, TBX21

1.2. Th1l7-sejtek jelentésége az autoimmunitasban

1.2.1. A T-sejtek érése és aktivacidja
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1.2.1.1. AT limfocitak kialakulasa

A T-sejtek a magzati maj, késébb csontveldi eredetli limfocita progenitorbol szarmazo
immunsejtek, amelyek a timuszba vandorolva kiilonb6z6 érési folyamatokon mennek
keresztiil (limfopoézis) [61]. A fejlédé T-sejtek (timocitak) a timusz kiilsé kéreg alatti
alloméanyabol indulva, a kéreg (cortex) majd kéreg-veld hatar felé haladva végil a
velében (medulla) fejezik be érési folyamatukat, ahonnan a perifériara keriilnek.
Kezdetben sem T-sejt receptort, sem a T-sejtekre jellemzé egyéb sejtfelszini
szignalizacios vagy koreceptorokat (CD3, CD4, CDS8) nem hordozzak (dupla nagativ
sejtek). Els6ként a gamma-delta és alfa-béta T-sejt receptor lancok fejezédnek ki, majd
az alfa-béta lancokat expresszalo — a CD4'CD8" koreeptorokat is hordozé (dupla
pozitiv) — T-sejtek (a progenitorok kb. 90%-a) koziil az MHCII-t felismerék CD4" (T
helper sejtek, Th), mig az MHCI-t felismerék CD8" sejtekké (T citototoxikus sejtek, Tc)
érnek. A timocitak érése sejt-sejt interakciok révén valdsul meg amelyet timuszban
talalhaté epitélsejtek, makrofagok és dendritikus sejtek biztositanak. A kéregben zajlo
pozitiv szelekcio soran a corticalis epitélsejteken bemutatott MCH-+peptid komplexet
felismeré timocitdk talélnek, ugyanakkor az MHC molekulat nem ismerik fel
apoptdzissal elpusztulnak. A negativ szeleckcio soran a medullaris epitélsejtek és kérgi
dendritikus sejtek altal bemutatott MHC asszocialt sajat epitop felismerésének erdssége
(affinitas) alapjan torténik a szelekcio. Itt a koreceptor (CD4 vagy CD8) MHC-hez val6
kapcsolddasa is sziikséges, ha ez megtorténik (MHCI-CD8 vagy MHCII-CD4) a sejt
taléli a szelekciot, ha a koreceptorok nem ismerik fel az MHC-t vagy ha nagy
affinitassal kotddik a T-sejt receptor, a timocita apoptozissal elpusztul. A medullaris
epitélsejtekre jellemzd egyedi génexpresszids képesség birtokaban valamennyi, a
szervezetre jellemzd sajat antigén prezentalddik az érd timocitdknak. A szelekcids
mechanizmusoknak kdszonhetden, amelyek a centralis tolerancia részét képezik, olyan
T-sejtek keriilnek ki a perifériara, amelyet az MHC molekulén prezentalt idegen eredetli
antigént képesek nagy affinitassal felismerni [61].

A naiv T-sejtekbdl az antigén expoziciot kovetden rovid életii effektor sejtek és hossza
¢letli memoria sejtek keletkeznek. A memoria sejtek kozé tartoznak a szdvetekben
letelepedd effetor memoria (Tem) és a centralis memoria (Tcm) sejtek. A Tcm sejtek
nagyfoku proliferacios kapacitassal rendelkezn €s foleg a masodlagos immunszervekben

talalhatdak meg. Ezzel szemben a rovidebb életli és kisebb proliferacios kapacitassal
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rendelkezé Tem sejtek a célszovetekben talalhatoak, és szamos effektor funkcidjuk
lehet [39, 62]. Valamennyi emlitett T-sejt tipus cirkulal a szervezetben a keringés és a
nyirokrendszer k6zott. Létezik azonban egy kevébé ismert csoport, a rezidualis memoria
T-sejtek (Trm), amelyek nem talalhatéak meg a keringésben, mozgasuk kizarélag a nem
limfoid szovetekre korlatozodik [39, 40].

1.2.1.2. AT limfocita aktivacio folyamata

Az  immunoldgiai  szinapszisok olyan molekularis  kontaktusok, amelyek
antigénprezentalo sejtek és limfocitdk kozott jonnek 1étre és rendkiviil fontos szerepet
jatszanak a T-sejt funkciok iranyitasaban. Ennek kialakitasaban szamos receptor-ligand
komplex, intra- és extracellularis jelatvivd molekula jatszik szerepet. A T-sejtek tm.
kettds felismerést végeznek, csak az antigénprezentald sejtek altal ,,molekuldrisan
feldolgozott” antigének felismerésére képesek [61, 63].

A T-limfocitak folyamatosan aktivan monitorozzak kornyezetiiket, és rovid ideig tartd
kontaktusok révén ,letapogatjdk” az ott taldlhatdé molekularis felszint. Amennyiben
egymassal kolesonhatd molekuldk talalkoznak, egy ilyen kontaktus révén kialakulhat az
immunologiai szinapszis. A T-sejt aktivacidjahoz két szignal sziikséges (5/A abra). Az
els6 szignal az MHC-epitdp egyiittes kapcsolodasa a T sejt receptorhoz, amelynek
hatasara a T-sejten fokozodik az adhéziés molekulak szadma, igy szorosabb
kolcsonhatast tesz lehetévé. A szinapszisban a TCR-MHC+peptid komplex helyezkedik
el kozépen, mig az adhézios molekulak annak szélén stabilizaljak a kapcsolatot. A TCR
ligand kotését kovetben gyors szignalizacids kaszkadot indit be a sejtben, melynek
kovetkezménye a citoplazmatikus kalcium szint emelkedése, egyes fehérjék és lipidek
aktivalodasa és kiillonbozd gének expresszidja. A masodik szignal a kostimulacio,
amelyben a nyugvo T-sejteken is kifejez6d6 CD28 vesz részt, amelynek ligandjai az
APC felszinén a B7.1 (CD80) ¢és a B7.2 (CD86) molekulak. Kostimulacios inger
hianyaban a sejtek anergiasak lehetnek vagy apoptozissal elpusztulhatnak. A CD28 kis
affinitassal képes kotni az aktivalt antigénprezentalo sejt (APC) felszinén atmenetileg
(az aktivaciot kovetdé néhany ora vagy nap elteltével) megjelené B7.1-et és a Kisebb
mértékben (ugyanakkor az aktivacidt kovetden azonnal indukalhatdé mddon)
konstitutivan expresszal6do B7.2-t. Az aktivalt sejtek életképességének fokozasahoz, az

effektor és memoriasejtek kialakulasahoz hozzajarulnak a TNF receptor molekulacsalad
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egyes tagjai (pl.. CD40, CD137, TNF receptor szupercsalad 4-es tagja /TNFRSF4/,
CD27) is. Ezen kolcsonhatasok az APC-k és a T-sejtek kozott (5/B abra) nemcsak a T-
sejt, hanem az APC szamara is lényeges eldnyds funkcionalis kovetkezményekkel
jarnak (pl. B-sejt esetében az antitesttermelés €s az izotipus valtas). A hivatdsos APC-
ken konstitutivan expresszalodé CD40 molekula az aktivalt T-sejteken megjelené CD40
liganddal (CD40L) kapcsolddva fokozza az APC felszinén a B7 expressziojat. A CD28
altal kozvetitett jelatviteli mechanizmus a nagy affinitast IL-2 receptor alfa (IL2Ra) és
T-sejt autokrin modon szabalyozza a sejtfelszini nagy affinitasu IL-2 receptor alfa béta
gamma (IL2Rafy) kifejezddését, amelynek koszonhetéen az aktivalt T-sejtek intenziv
sejtosztodasba kezdenek (klonalis expanzid). A T-sejt aktivacio leallitasaért az aktivalt
T-sejtek felszinén megjelend CTLA-4 koinhibitor felelés. Nyugalmi allapotban a
CTLA-4 egy adapter fehérjéhez kapcsoltan a sejt belsejében talalhatd, majd a TCR altali
aktivaciot kovetd szignalizacionak koszonhetden expresszidja fokozodik, megjelenik a
sejtfelszinen majd a citoszkeleton segitségével a szinapszis teriiletére vandorol. A
CTLA-4 nagyobb affinitassal képes a B7 kotésére, mint a CD28, amely kapcsolodas az
IL-2 termelés gatlasdhoz és a sejtciklus leallitdsdhoz vezet. Az aktivacido megsziinését
kovetden az APC-rdl levald T-sejtek a késObbiek soran még képesek osztodasra, illetve
effektor és memoria sejtté érésre is. Ugyanakkor a sejtek az ismételt sajat antigénnel
valé aktivacio, a magas antigén koncentracio vagy a tul er6s TCR stimulus
kovetkeztében az aktivacio indukalt sejthalal (AICD) folyamataban el is pusztulhatnak,

amely hozzajarul a periférias tolerancia folyamatahoz [1, 64, 65].
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4. abra: A T-sejt aktivaciot szabalyozoé szignalok és molekulak.

A T-sejtek aktivacidjahoz két szignal sziikséges. Az els6é a peptid-MHC komplex (pMHC) és a T-sejt
receptor (TCR) kot6dése, a masodik pedig a kostimulacids receptor ligand komplexek (CD28-B7)
kapcsolosasa. Az ezek altal kivaltott molekuldris szignalizacios utvonalak eredményeképpen felszabaduld

rrrrr

kapcsolodas annak kozepén helyezkedik el, amelyet a koreceptorok (CD4/CDS8, CD28) és az adhézios
molekulék stabilizalnak (LFA-3-ICAM-1, CD2-CD48). APC: antigén prezental6 sejt, Th sejt: T helper
sejt, CD: differenciacios klaszter, MHC: f6 hisztokompatibilitasi génkomplex, LFA-3: limfocita funkcio-
asszocialt antigén, ICAM-1: intracellularis adhéziés molekula 1,

Forras: Boes, M. and H.L. Ploegh, Nature, 2004. 430 (6996): p. 264-71. alapjan [64].

1.2.2. A human Th1l7-sejtek differencialodasa és karakterizalasa

A T limfocita alcsoportok elkiilonitésének kezdete az 1970-es évek végére tehetd,
amelynek sikeréhez nagyban hozzajarult a citokin kutatasok fellendiilése, lehetové téve
a T-sejtek altal termelt citokinek elkiilonitését és hatasanak vizsgalatat [66]. Egérben a
Th17-differencialodasa alapjaiban ugyan hasonldéan zajlik, mint emberben, azonban
Iényeges kiilonbségek vannak a két folyamat kozott (2. tablazat) [67]. Munkank soran a
human Thl7-sejtek differencialodasat vizsgaltuk, igy a kovetkezokben, az e
folyamatban szerepet jatszo legfontosabb citokineket €s azok szerepét foglaljuk ossze.

A human IL-17 termel6 sejtek a killer cell lectin-like receptor B1 (KLRB1) vagy
CD161" CD4" progenitor sejtekbdl keletkeznek, amelyek konstitutivan expresszaljak a
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RAR related orphan nuclear receptor gamma (RORy), az interleukin 23 receptor (IL-
23R) és a (CC kemokin receptor) CCR6 fehérjéket. Az IL-17 termeld sejtféleségek e
progentitorbol IL-1B és IL-23 hatasara differencialodnak [68-70]. A TGFpB szerepe a
human Th17-differencialédasban tobb irodalmi forras alapjan korabban kérdéses volt,
ugyanis azt meger6sitd és cafold adatok is fellelhet6k voltak az irodalomban [71-75]. E.
V. Acosta-Rodriguez és munkacsoportjanak eredményei alapjan a human Th17-
differencialodas elindulasdhoz IL-1p sziikséges, mig a folyamat fenntartasa IL-6 és
TGFB jelenlétét igényli, az 1L-12 pedig gatolja azt. Az IL-1p jelenléte indukalja mind a
RORy ¢és az IL-17, mind pedig az IFNy termelddését, mig az IL-6 az IFNy
termelddésének gatlasa mellett fokozza a sejtek IL-17 termelddését. A munkacsoport
eredményei alapjan a TGFp jelenléte gatolja a human Th17-differencidlodast, a csak IL-
17 termeld sejtek sokkal érzékenyebbek e citokin jelenlétére, mint azok amelyek IFNy-t
is termelnek [71]. N. J. Wilson és munkacsoportja megerdsitette ezt a megfigyelést,
miszerint TGFp ¢és IL-6 fiziologias koncentracioban nem elégségesek 1L-23 hianyaban a
human Thl7-differencialodas indukciojahoz. E két citokin kizardlag IL-23 jelenlétében
indukélja az IL-17A, -F ¢és IL-22 citokinek termelddését, amelynek jelenléte sziikséges
az IL-23R kifejezddéshez, amely az IL-17 termelé memoria sejteken megtalalhatod
molekula [72]. Ellenben L. Yang és munkacsoportja azt talalta, hogy a TGFf és az IL-
21 jelenléte a human naiv T sejtekbdl torténé Thl7-differencialodas elindulasdhoz, mig
az IL-1p és az IL-6 a centralis memoria sejtek 1L-17 termelddéshez sziikséges. Az IL-21
ugyan indukélja a sejtek IFNy termelését is, am azt a jelenlévéd TGFf gatolja, tehat
olyan sejtek alakulnak ki, amelyek IL-17-t igen, de IFNy-t nem termelnek [75]. Késobb
mas irodalmi forrasok is megerdsitették, hogy a TGFpB sziikséges a human Th17-
differencialodashoz [73-76]. A timusz, illetve koldokzsinor vér eredetli CD4" T-sejt
prekurzor sejtek IL1B és IL23 hatasara TGFP hianyaban is termelhetnek IL-17-et,
hiszen e sejtek kozott szamos memoria fenotipusu is talalhato. Ezen prekurzorok
tovabbi Th17 iranyt differencialodasdhoz sziikséges a TGFp, a korabban emlitett IL-13
¢s IL-23 inkabb a sejtek aktivacidjahoz és expanzidjahoz, sem mint a de novo
differencialodashoz sziikségesek [76]. A megfigyelések alapjan a TGFf indirekt moédon
indukalja a Th17-differencialodast, mégpedig a TBET expresszio, azaz a Thl fenotipus
kialakulasadnak gatlasan keresztiil, amelyhez az IL-1B és az IL-23 citokinek jelenléte is

hozzajarul [77].
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Az IL-23-nak 1ényeges szerepe van a human Th17-sejtek expanzidjaban és fenotipusuk
stabilizaciojaban, amely megfigyelést szintén tobb irodalmi adat is megerdsit. Az 1L-23
kezelés hatasara a RORy expresszio fokozodik, amely serkenti a sejtek IL-17 és IL-22
termelését, valamint sajat receptoranak (IL-23R) expresszidjat. [72, 78, 79]. Egerekben
az IL-6 eldsegiti a signal transducers and activators of transcription 3 (Stat3)
aktivaciojat, amely szintén fokozza a Rory expresszidjat, igy ugyancsak fontos szerepet
jatszik a Th17-differencialédasban [53, 80, 81]. A fert6zés, sériilés és gyulladas serkenti
az IL-6 termelddését, amely egérben gatolja a TGFp indukalt Treg differencialodast,
tamogatva ezzel a RORy expresszido gatlasanak gatlasan keresztiil a Thl7-sejtek
kialakulasat [53, 82, 83]. Az IL-6 Thl7-differencialodast indukald hatasat ugyanakkor
human sejtek vizsgalata esetén is leirtak [72-74]. Az IL-6 mellett az egérben az 1L-21 is
stimulalja a Stat3 expressziot, amely TGFp jelenlétében az IL-6-t6] fiiggetleniil serkenti
a Rory expressziot és hozzajarul a Thl7-differencialodashoz [83-86], amely hatast

szintén igazoltak human sejtekben is [73, 75, 87].

2. tablazat: A Thl7-differencialodasban szerepet jatszo citokinek indukald szerepe
egérben és emberben.
Roviditések: TGFB: tumor ndvekedési faktor béta, IL: interleukin, IFNy: interferon gamma. A Thl7

differencidodast serkenti (1) vagy gatolja ().
Forras: Tesmer, L.A., et al., Immunological Reviews, 2008. 223: p. 87-113. [67]

Citokinek | TGFp | IL-6 | IL-1p | IL-23 | IL-4 | IFN, | IL-12

1 S I S A A
Ember | L | 10 |1t |t | L L |

K. Ghoreschi ¢és munkatarsai két funkcionalisan eltérd Thl7-sejtpopulaciot
azonositottak egerekben. Az un. konvencionalis Th17-sejtek TGFB és IL-6 hatasara
differencialodnak, CC kemokin ligand 20 (CCL20) valamint C-X-C kemokin receptor 6
(CXCR®6) pozitivak, valamint IL-9, IL-10 mellett IL-17A és —F citokineket termelnek.
A masik az 1L-6, IL23 és IL-1p hatasara differencial6do csoportot 1L-23-indukalt Th17-
sejteknek neveznek. Ezek a sejtek tobb IL-22-t termelnek, hasonlé mértéka IL-17F
mellett, mint a konvencionalis Th17-sejtek, és CCL9-t és CXCR3-at hordoznak [88]. A

legfontosabb kiilonbség azonban a két csoport kozott az az, hogy az IL-23-indukalt
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Th17-sejtek nemcsak RORy, hanem TBET expressziora is képesek. A human IL-17
termeld sejtek CCR6 és CCR4 kemokin receptorokat hordoznak a felsziniikon, mig az
IL17/IFNy termelb sejtek csupan CCR6-ot, CCR4 nélkiil [89]. Egérben a TGFf galtolja
a Tbet indukalta IFNy termelést, az IL-23R expresszidjat, valamint az IL-23 altal
indukalt IL-22 termelést a konvencionalis Th17-sejtekben [88]. E megfigyelés 1ényeges
informaciot hordoz a Thl7-differencialodas plaszticitasanak ¢és szabalyozasanak
megértéséhez, foképpen annak ismeretében, hogy a Thl7-sejtek megismerése elott az
autoimmun betegségek kialakulasaban sok esetben a Thl-sejtek szerepét feltételezték.
Az ilyen kettds fenotipusu sejtek megjelenése sokkal inkabb hozzéjarulhat a kronikus
gyulladas kialakuldsdhoz. C. E. Zielinski munkacsoportja és mas kutatok e kétféle
Thl7-sejtpopulaciét emberben is  megfigyelték, és leirtak, hogy azok
antigénspecificitasa is eltér6 (5. abra). Mindkét populaci6 RORy-t expresszalt és CCR6
molekulat hordozott, valamint IL-17 és IL-22 citokneket termelt, azonban a Candida
albicans antigénnel kezelt sejtek TBET ¢és IFNy pozitivak is voltak, mig a
Staphylococcus aureus antigénnel kezeltek nem. E sejtek kialakulasaban az IL-1B-nak
kiemelked6 szerepe van, hiszen ellensulyozza az 1L-12 citokin gatlasat, igy eldsegiti az

IFNYy és gatolja az IL-10 termelését az 1L-17" sejteknek [88, 90-92].
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5. abra: A Thl7-differencialodas citokinek altali szabalyozasa és plaszticitasa.

Az IL-17 termeld sejtek egy naiv CD4+CD161+IL-1RI+ sejtbdl differencialodnak IL-1 és IL-23 hatasara
egy Th1/Th17 kozos prekurzor sejtté, amelyekbdl citokinkdrnyezettél fiiggéen folytatjak valamely
sejtvonal irdnyaba a differencialodast. TGFp és IL-6 jelenlétében IL-17 és IL-10 termeld Thl7-sejtekké
érnek, amelyek a RORC transzkripcids faktort expresszalnak, és CCR6, CCR4, IL-23R markereket
hordoznak. IL-1p jelenlétében kett6s fenotipustt Th1/Th17-sejtek alakulnak ki, amelyek RORC ¢és TBX21
expressziora is képesek, IL-17 és IFNy termel6k és CCR6, CXCR3, IL-23R valamint IL-12Rp2-t
hordoznak. IL-12 hatasara Thl-sejtekké alakulnak, amelyek csak IFNy-t termelnek és Tbet-et
expresszalnak és a Th1/Thl7-sejtekhez hasonldé markereket hordoznak. Roviditések: CD: differencidcios
klaszter, CCR: C-C motivum kemokin receptor, CXCR: C-X-C motivum kemokin receptor, Tbet: T-sejt
eredeti T-box transzkripcios faktor fehérje, RORC: RAR-asszocialt orphan receptor C, TGFB: tumor
grow factor beta, IFNy: interferon gamma

Forras: Baricza, E., et al., Cell Mol Life Sci, 2016. 73(1): p. 95-117. alapjan [93].

A kovetkezOkben Osszefoglaljuk a Th17-sejtek differencialodasanak transzkripcionalis
szabalyozasaban szerepet jatszoé tényezOket (6. abra). A legfontosabb Thl7-
differencialodast regulald faktorok a RORy, az aromas szénhidrogén receptor (AHR) és
a STAT3. A RORy-t emberben a retinoic acid-related orphan nuclear receptor C variant
2 (RORC) gén kodolja és ez a transzkripcios faktor az un. mester regulatora a Th17-
sejteknek [72, 73, 92, 94]. Emellett egérben leirtak, hogy a Rory fontos szerepet jatszik
a limfoid organogenezisben ¢és a timusz fejlédésében [95].

A Thl7-differencialodas transzkripcionalis szabalyozasanak Ilépései és az azokat

szabalyzo faktorok pontos szerepe dontden egér sejtek vizsgalata alapjan ismert. A
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Th17-differencialodas elsé 1épésében a sejteket koriilvevd citokin milié (IL-6, IL-21 és
IL-23) és a TGFp koncentraciojatol fiiggéen a RORYy felszabadul a FOXP3 gatlasa alol.
Az alacsony TGFB koncentracié, IL-6 jelenlétében egérben fokozza a Thl7-
differencialodast, az IL-21 termel6dést és az IL-23R expressziot [82]. Ezzel ellentétben
a magas TGFp koncentracidé az IL-6 és IL-21 altal indukalt suppressor of cytokine
signaling 3 (SOCS3) gatlasan keresztiil — amely egérben megfigyelt regulator — gatolja
a STAT3 expressziojat [96]. Az alacsony TGFB koncentracio és IL-6 hatasara indukalt
RORy expresszio egérben fokozza a sejtek IL-17A és —F, valamint RORa termel6dését
[87]. Emellett az IL-6, IL-21 és IL-23 altal kivaltott STAT3 aktivacidé ugyancsak
sziikséges a RORC expresszidjahoz. A STAT3 mind egérben mind emberben szamos
Th17 relevans gén funckidjat szabalyozza, mint példdul az IL17A, IL17F, IL21, IL21R
¢és az IL23R [88, 97-100]. A STAT3 szamos egy¢b transzkripcids faktorhoz kotédve
szabalyozza a Thl7-differencialodast, igy emberben mind egérben fontos szerepe van a
Th17-sejtek proliferacidjaban és tulélésében [100, 101]. A RORy az IL-17
promoteréhez kotédik és a STAT3 kozremiikodésével mind egérben, mind emberben
iranyitja a sejtek 1L-17 termelését [87, 100, 101].

A Th1/Th17 koztes fenotipusu sejtek, amelyeket emberben is megfigyeltek,
rendelkeznek mind a Thi1, mind a Th17-sejttipusra jellemz6 tulajdonsagokkal [77]. A
CD161" sejtek mind a Thl, mind pedig a Thi7-sejtek kozos prekurzorai. Mindkét
differencialodasi utvonal indukalddik IL-1B+IL23 hatasara, azonban vannak olyan
citokinek amelyek csak a Thl (pl. IL-12) vagy csak a Th17 iranyu differencialodast (pl.
TGFp) tamogatjak [71, 77, 102]. Az IL-12 az IL-17 termel6dés gatlasan és az IFNy
termelés serkentésén keresztlil tamogatja a Thl differencidlédast, azonban a mindkét
citokint termeld human sejtek szamat nem befolyasolja (5. abra). E ,,dupla pozitiv”
populaciéon beliil ugyanakkor emberben csokkenti az IL-22 és/vagy IL-17F termeld
sejtek szamat [102]. A TGFp ezzel szemben a TBET expressziot gatolja, igy indirekt
modon serkenti a Thl7-differencialodast A STAT3 pedig tigy szabalyozza az 1L-12/IL-
23 egyensulyt, hogy gatolja az IL-12 hatasat, amellyel igy szintén a Thl7 serkentd
faktorok kozé sorolhatd egér és human kisérletek alapjan [77, 103].
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6. abra: A Thl7-differencialodas transzkripcionalis szabalyozasa.

A TGFp serkenti mind a FOXP3 mind pedig a ROR gamma expressziot, igy egyéb gyulladasos citokinek
hianyaban az altala indukalt FOXP3 gétolja a ROR gammat. Proinflammatorikus citokinek (IL-6, IL-21,
és IL-23) jelenlétében a STAT3 foszforilalodik, a ROR gamma felszabadul a FOXP3 gatlasa alol és
indukalja a Thl7-differencialodast. Az IRF4 segiti a STAT3 altali ROR gamma aktivalast, igy e két

cres

srer

kozvetve a ROR gamma expressziot is, az altala regulalt TBET expresszié fokozasa révén. STAT: signal
transducer and activator of transcription; IRF-4: interferon-inducible factor-4; SMAD: mothers against
decapentaplegic homolog, RORg: RAR-asszocialt orphan receptor gamma, IL: interleukin, TGFp: tumor
grow factor beta, IL23R: interleukin 23 receptor, FOXP3: forkhead box P3 fehérje, TBET: T-sejt eredetii
T-box transzkripcios faktor fehérje

Forras: Maddur, M.S., et al., Am J Pathol, 2012. 181(1): p. 8-18. alapjan [104]
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1.2.3. A Th17-sejtek fiziologias és pathologias funkcioja

A Thl7-sejtek a T-limfocitak kozé tartozo, karakterisztikus pro-inflammatorikus
citokintermeléssel jellemezheté sejtcsoport [52]. A sejteket a 2000-es évek elején
azonositottak, a korabban leirt Thl, illetve Th2 szubpopulacioktol -eltéréen
differencialodo, foképpen IL-17 citokint termeld sejtekként definialtak [105-108]. Az
IL-23 felfedezését kovetden megfigyelték, hogy 1étezik egy T-sejt alpopulacio, amely
IL-23 hatasara keletkezik és fontos szerepet tolt be a gyulladasban [67, 106, 109, 110].
A Thl7-sejtek legfontosabb fizololdgias funkcidja az extarcellularis patogének elleni
immunvédelem (pl.: Streptococcus pyogenes vagy Campylobacter jejuni), azonban
Iényeges a gyulladas kialakuldsédban és az autoimunn betegségek patomechanizmusaban
betoltott szerepiik is. Annak megértéséhez, hogy a Thl7-sejtek e szerepiiket pontosan
hogyan toltik be, az altaluk termelt citokinek jellemzésén keresztiil juthatunk el. Ennek
megfefeléen az alabbiakban a Thl17-sejtek altal termelt legfontosabb citokineket
jellemezziik, amelyek az I1L-17, IL-21 és IL-22 [52, 109].
Az IL-17 citokin csaldd evoluciésan konzervalt, az emldsok mellett, mas gerinces
osztadlyokban is megtaldlhatok. A citokincsalad tagjai az IL-17 A, B, C, D, E és F
citokinek, amelyek koziil az IL-17A és —F tipusuakat termelik a Th17-sejtek [111]. Az
IL-17 citokin fontos szerepet jatszik egyéb proinflammatorikus citokinek, (pl.: IL-6,
TNFa és IL-1p), kemokinek (IL-8, C-X-C kemokin ligand 1 /CXCL1)/ és CXCL10)
termelddését. Szintén fokozhatja egyéb faktorok, mint példdul a matrix
metalloproteinazok (MMP) és kolonia stimulald faktorok (granulocyte-monocyte
colony-stimulating factor /GM-CSF)/), granulocyte colony-stimulating factor /G-CSF/)
kifejezddését. Az IL-17 fokozza a neutrofil granulocitak aktivacidjat és kemotaxisat,
valamint a nitrogén monoxid (NO) termelddést. A profinflammatorikus citokinek
(TNFa, IL-6, IL-17) fokozott termelédése RA-ban korreldl az iziiletekben zajlo
destruktiv folyamatokkal. [112-114].
Az IL-22 szerepet jatszik a bor gyulladasos folyamataiban, a pathologias keratinocita
differencialodasban és proliferacioban, a leukocytak aktivaciojaban és az infiltracioban,
amely folyamatok példaul pikkelysomorben is megfigyelhetéek [115]. RA-s betegek
szinovialis folyadékdban megtalalhaté mononuklearis sejtekben az IL-22 expresszidja

crer

fokozza az osteoclastogenezist, amely végsd soron csont destrukcidhoz vezet [116]. Az

32



DOI:10.14753/SE.2019.2272

1.2.2. fejezetben utaltunk ra, hogy az AHR a Thl7-differencialodast regulald
transzkripcids faktorok kozé tartozik. E receptornak fontos szerepe van a Thl7-sejtek
IL-22 termelésének szabalyozasaban, amelyet a kovetkezd fejeztben részletesen is

kifejtiink.

1.2.4. Az aromas szénhidrogén receptor szerepe a Th1l7-sejtekben

Az aromas szénhidrogén vagy dioxin receptor egy citoplazmaban elhelyezkedd,
specialis doménnal rendelkez6 helix-loop-helix tipusu transzkripcios faktor (7. abra)
[117, 118]. Az AHR-hez hasonld szerkezetli transzkripcids faktorok az €lovilagban

2

altalanosan eléforduldé molekuldk, amelyek mint molekuléris ,,tépdzarak” fontos
szerepet jatszanak a cirkadian ora fehérjék (pl. emlésokben a Perl, Per2, Per3, Cryl,
Cry2, Bmal, és Clk) megkotésében [119, 120]

Az AHR ligandjai lehetnek szintetikus vagy természetes eredetiick, mint példaul a
policiklusos aromas szénhidrogének kozé tartozo benzo[alpha]pirén (B[a]p), vagy a
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin ~ (TCDD), amelyek a  dohanyflistben s
megtalalhatoak. Endogén ligandjai kozé tartoznak a kiilonb6z6 triptofan szarmazékok
(pl. indigokarmin és az indirubin) [121], tetrapirrolok (pl. billirubin) [122],
arachidonsav metabolitok (pl. lipoxin A4 és prostaglandin G) [123], az alacsony
denzitasu lipoprotein (LDL) egyes modositott formai [124] és néhany karotinoid [125].
ritmusban ¢€s a neurogenezisben is [126]. Az AHR szamos human szervben és szovetben
expresszalodik (pl. tiido, sziv, vese, maj, nyeldcsd, hasnyadlmirigy, placenta, here,
csecsemOmirigy és retina) [127, 128]. A Thl7-sejtekben fokozott a receptor
expresszioja, Treg-sejtekben kevésbé, mig Thl, illetve Th2 sejtekben nem
expresszalodik [129]. Szamos irodalmi adat utal arra, hogy az AHR szerepe az
immunrendszer fizologias €s pathologias miikodésében is kdzponti szerepet jatszik a
Thl7-sejtek szabalyzasan keresztiil, amelyet a kdvetkezOkben részletesebben is

kifejtiink [129-132].
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sejtmag

proteaszoma

7. abra: Az AHR felépitése (A) és szignalizacidja (B) a sejtekben.

A ligandot nem ko6té AhR a citoplazmaban inaktiv fehérjekomplex formajaban van jelen, egy hdsokk
fehérje 90 (Hsp90) dimerrel, a prostaglandin E szintaz 3 (Ptges3, p23), az immunophilin szeri hepatitis B
virus X-asszocialt protein 2 (XAP2), az AhR-interakcios fehérjével (AIP) molekuldkkal. A molekula
kozépso részén a PAS-A régional kapcsolodik a HsP90, mig a PAS-B régioval a XAP2-hoz. A Hsp90
dimer és a p23 védi a receport a proteolizistdl, megakadalyozza a ligandko6té konformacioé kialakulasat és
az ezt kovetd molekularis kolcsonhatas 1étrejottét. A XAP2 a Hsp90 komplex C-terminalis végéhez
kapcsolodik, és elfedi az AhR nukledris lokalizacidés szignal (NLS)-t képezd molekularészletét,
megakadalyozva annak indokolatlan transzportjat a sejtmagba. A megfeleld ligand kétddésekor a XAP2
felszabadulasaval szabadda valik a NLS hely, amely a sejtmagba valé transzportjat segiti. Ekkor a Hsp90
disszocial a komplexr6l, szabadda valik a receptor két PAS doménje, ami lehet6vé teszi az Ahr nuclear
translocator (ARNT) kotddését. Az aktivalt Ahr/ARNT heterodimer ezt kovetden képes kozvetleniil vagy
kozvetetten kapcsolodni a DNS-en talalhatd dioxin/xenobiotikum érzékeny DNS szakaszokhoz (DRE-
Dioxin/Xenobitic responsive element). A leggyakoribb felismeréhelye az Ahr/ARNT komplexnek az
elobbi gének promoter régidjaban talalhatd 5-T/GNGCGTGA/CG/CA-3' konszenzus szekvencia. Az
altala regulalt gének altal szabalyozott mechanizmusok, példaul a sejtmagi AHR represszor fehérje
(AHRR) segitségével az AHR az aktivaciot kovetden proteaszomalisan lebomlik a sejtben.
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Roviditések: TAD: transzaktivaciés domén, PAS: Per (period circadian protein)-Arnt (aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator protein)-Sim (single-minded protein), HLH: helix-loop-helix

Forras: E.Baricza et. al. Cell. Mol. Life Sci. 2016. [93]

M. Veldhoven és munkacsoportja leirta, hogy az AHR természetes agonista ligandjai
szlikségesek az optimalis Thl7-differencidlodéshoz, hidnyukban az nem megfeleléen
zajlik [133]. AHR agonistak szerepét igazoltdk humian CD4" T sejtek [L-22
termelésének szabalyzasaban [133, 134]. Mig az IL-17 termelést dontéen az RORYy és a
RORa expresszio szabalyozza, az IL-22 termelést kevésbé e transzkripcios faktorok,
sokkal inkabb az AHR ligand fiiggd aktivacidja befolyasoljak. [133, 135]. Az AHR
szabalyozza a STAT molekulak kifejez6dését is, amelyek fontos szerepe van a Thl7-
differencialodasban [136, 137]. A. Kimura és munkatarsai megfigyelték, hogy az IFNy
¢és IL-27 altal regulalt STAT1 szignalizaciot az AHR szelektiven szabéalyozza, amely
Th17 indukalo korilmények kozott (TGFP+IL-6 vagy TGFB+IL-21) gatolja a Thl7-
differencidlodast. Az AHR képes a STATI1-hez ¢és a STATS-hoz is kotddni, de a
STAT3-hoz és a STAT6-hoz nem, igy negativan szabalyozza a Th17-differencialodast
[137]. Az AHR hatasa az azt expresszald sejttl és a receptorhoz kapcsolodd ligand
fajtajatol is fiigg. Mind a Th17, mind pedig a Treg-sejtek kifejezik a receptort, amely
sejtekre a receptornak ligand-specifikus hatasa van. A 6-formylindolo(3,2-b)carbazole
(FICZ) endogén ligand serkenti a Thl7-differencialodast, mig a Treg-sejtekre egy
exogén eredetli ligand, a TCDD van inkabb hatassal [138]. Az AHR-nek ezen funkcidja
szerepet jatszhat a karos anyagok elkeriilésének és metabolizdciojanak szabalyzasaban.
A receptor endogén ligandjai, amelyek keletkezéséhez a mikrobialis tevékenység is
gyakran hozzajarul, a Thl7-sejtekre pozitivan hatnak, indukalva a gyulladast és a
patogének eltavolitasat, mig a kdrnyezetbdl szarmazo exogén ligandok a Treg-sejtekre
hatva gatoljak a koros Thl7-sejtek altal indukalt autoimmunitast. RA-S betegek
synovialis szoveteiben is magas AHR expressziot mutattak ki, amelyet a TNFa szintje
szabalyoz. TCDD hatasara a synovialis sejtekben fokozodik a proinflammatorikus IL-
1B és IL-6 citokinek expresszioja [71, 75, 139]. A TCDD AHR-en keresztiil regulalja
az IL-22 expressziot, gatolja az IL-17 termelést illetve a RORC és IL-23R expressziot
[140, 141]. A receptornak tobb olyan ligandja is ismert tehat, amely valamilyen modon
befolyasolja (indukalja vagy gatolja a Th17-sejtek differencialodasat vagy az altaluk
medialt folyamatokat, igy szerepiik lehet autoimmun betegségek kialakulasaban (3.

tablazat) [93].
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3. tablazat: A Thl7-sejtekre hatd AHR ligandok és hatasuk 6sszefoglalasa autoimmun illetve gyulladasos betegségekben.

Roviditések: RA: rheumatoid arthritis, TCDD: IL: interleukin, B[a]p: Benzo[alpha]pyrene, 3-MC: 3-Methylcholanthrene, CD: differenciacios klaszter, Th17: T helper
17 sejtek, Treg: regulatorikus T-sejtek, FoxP3: Forkhead box P3, ITE: FICZ: 6-Formylindolo(3,2-b) carbazole, KYNA: kinurénsav RES: rezveratrol, 13C: indol-3-

karbinol, DIM: diindol-metan, 13S: indoxil-3-szulfat
Forras: E.Baricza et. al. Cell. Mol. Life Sci. 2016. alajan [93]
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1.3.  Azosteoclastok és azimmunkomplexek szerepe a gyulladasban és
kapcsolatuk a T sejtekkel

A gyulladasban szerepet jatszo T-sejtek mellett egyéb faktorok szerepe is fontos az

gyulladasos iziileti betegségek patomechanizmusédban. A tovabbiakban két olyan

tényez6t fogunk jellemezni, amelyek funkcidja meghatarozé az altalunk vizsgalt

betegségek (RA és AP) kialakulasaban és lefolyasaban.

1.3.1. Az osteoclastok szerepe

A csontszovetet extracellularis matrix és csont-, illetve egyéb sejtek (adipocytdk,
kotdszoveti sztromasejtek, illetve a vérképzés és véredényrendszer sejtjei) épitik fel. A
csontsejtek kozé tartoznak a csont épitéséért felelés osteoblastok, a csontbontast végzo
osteoclastok és a csontmatrixba épiilé osteocytak. E sejtek az egyedfejlédés soran a
csontszovet kialakuldsdban (modelling), ¢és azt kovetden annak megtjulasakor
(remodelling) aktivak. Az osteoclastok, vagy csontfalo sejtek olyan tobbmagvi, csont-
¢és elmeszesedett porcszovet lebontasara specializalodott makrofagok, amelyek fontos
szerepet jatszanak az immunmedialt gyulladasos iziileti betegségekben. A csontszdvet
remodellingje soran az osteoclastok feladata, hogy a lebontani kivant csont mentén
felsorakozva, annak szovetét lebontsak, amelynek helyén az osteoblastok
kozremuikodésével Gj csontszovet képzodik [142-145].

Az osteoclastok hemopoetikus mieloid 6ssejtekbdl alakulnak ki, amelyhez letapadasi
felszin és szolubilis faktorok példaul a makrofag konodnia stimulalo faktor (MCSF) és a
nuklearis fakor kB receptor aktivatoranak ligandja (RANK-L) sziikségesek. A
hemopoetikus 6ssejtekbdl M-CSF hatasara makrofag iranyba kezdenek differencidlodni,
amely folyamatot a RANK-L hatasa iranyitja osteoclast specifikus differencialodasi
iranyba. A RANK-L membrankotott formaban is létezik, amely metalloproteinaz
enzimek segitségével valik le a plazmamembranbol [146]. A RANK-L osteoblastokon,
izliletekben 1évé fibroblasztokon és kotdszoveti immunsejteken (pl. T- és B-sejtek) is
megtalalhato. A RANK-L receptora a RANK, amely az osteoclast prekurzorokon
talalhat6. Ennek intracellularis részéhez TNF asszocialt faktor (TRAF) adaptor fehérjék
kapcsolddnak, amelyek kiilonboz6 transzkripcids faktorokat aktivalva — mint példaul az.
aktivator protein 1 (AP-1), a nuklearis faktor kB (NFxB), vagy az aktivalt T-sejt
nuklearis faktor 1 (NFATcl) — segitik el az osteoclast sejtekre jellemzd fehérjék
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expresszidjat. Ilyenek példaul a katepszin K (CTSK), a tartarat rezisztens savas
foszfataz (TRAP) vagy a kalcitonin receptor (CALCR) [147-150]. Ezen szignalizalios
utvonalak aktivalodasanak hatasara preosteoclastok jonnek 1étre, ezek kemoktaktikus
hatasu kemokinek segitségével (CCL-2,-3,-9, CXCL12) keriilnek koézel egymashoz,
amelyek az el6alakokban osteoclast specifikus gének expresszidjat indukaljak [151-
155]. Ezt kovetden a dendritikus sejt-asszocialt transzmembran fehérje (DC-STAMP) és
avp3 integrinek hatasara fuzionalnak és aktivaloédva érett csontfald sejtekké valnak
[148, 149, 156]. Az osteoblastok a RANK-L mellett egy szolubilis receptort is
termelnek, az oszteoprotegerint (OPG), amely megkotik a RANK-L-ot gatolva ezzel az
osteoclastok differencialodasat [157].

A csontfal6 sejtek mind fejlédésiik, mind funkcidjuk soran szoros kapcsolatban vannak
az immunsejtekkel.. A RANK-L molekula kifejez6dését el6szor T-sejtekben irtak le és
legnagyobb mennyiségben a B-sejtek expresszaljak [157, 158]. A B-sejtek ugyanakkor
OPG-t is termelnek, amely negativ regulatora az osteoclastogenezisnek [158, 159]. A T-
sejteknek 1ényeges szerepiik van a kiilonb6z6 citokinek termelésében, amelyel szamos
ponton modulaljak az osteoclastok aktivitasat (8. abra), emellett RANK-L expresszio
révén kozvetleniil befolyasolhatjak az osteoclastogenezist [160]. A gyulladas soran
termelddo citokinek (TNFa, IL-1, -2, -6, -17A, -23, kdzvetetten az IFNy) és az IL-7
fokozzak az osteoclastok aktivalodasat [149, 160-165]. Ezzel hozzajarulnak a gyulladas
soran fellépd csont- és porc- destrukcidhoz, amely RA-ban megfigyelheté [149, 160,
162]. A Thl7-sejtek IL-17, IL-23 indukalt osteoclastogenezist serkent6 szerepe mellett
a Thl- és Th2-sejtek altal termelt citokinek (IL-4, IL-12, IFN,), és a Treg-sejtek altal
termelt IL-10 gatolja az osteoclastogenezist [160, 163, 164, 166-170].

A T-sejtek altal termelt citokinek hatdsa az osteoclastokra szertedgazo, ugyanakkor az
osteoclastok is hatassal vannak a T-sejtekre. Az MHC I és MHC II-n feliil szamos, a
kostimulacioban szerepet jasztd molekulat expresszalnak (CD80, CD86, CD40), amely
hatékony antigénprezentald sejtté teszi Oket. Allogén antigéneket expresszalnak és
mutatnak be T sejteknek, emellett IL-10, TGFp és TNFa citokineket is szekretalnak, igy

szintén komplex moédon hatnak a T-sejtekre [171].
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| Th17 (és Thl) sejtek | Oszteoblaszt/
aCD3 ® IL-1, IL-6, IL-17 Fibroblaszt
TCR
RANKL RANKL
IL-7

RANKL + M-CSF

Oetcaldasxt GM-CSF, OPG Osateoklasst
EroRpor IL-4, IL-10, IL-13
IFN-y, IFN-B

IL-4, IL-12, "\
IL-23 /' Th1, Th2 és Treg sejtek

8. abra: A T-sejtek altal termelt citokinek hatasa az osteoclastogenezisre.

A T-sejtek altal termelt citokineknek tobbféle hatasa van az osteoclastogenezisre. Egyes citokinek (TNFa,
IL-1, -6, -7, -17A, -23, IFNy) kozvetleniil a T-sejtek, osteoblastok és fibroblasztok RANKL expresszidjat
fokozva vagy kozvetetten mas citokinek termelésén vagy transzkripcids faktorok serkentésén/gatlasan
keresztiil fokozzak az osteoclastogenezist (pl. Th17- és bizonyos mértékben Thl sejtek). Emellett mas
(pl.: Thl, Th2 vagy Treg-sejtek) T-sejtek altal termelt citokinek (IL-4, 1L-12, IL-10, IL-13, IFNy, IFNp,
GM-CSF) szintén a RANK-L illetve OPG expressziojan keresztiil vagy transzkripcids faktorokra
(NFATcL, c-Jun és c-Fos) hatva gatoljak az osteoclastok érését. Roviditések: TNF: tumor nekrozis faktor,
IL: interleukin, IFN: interferon, RANK-L: nukleéris fakor kB receptor aktivatoranak ligandja, GM-CSF:
granulocita-monocita kolonia stimulalé faktor, OPG: oszteoprotegerin, CD: differenciacios klaszter
Forras: Gillespie, M.T., Arthritis Research & Therapy, 2007. 9(2): p. 103-103. alapjan [160].

1.3.2. Az immunkomplexek és autoantitestek szerepe

Az immunkomplexek antigének ¢s antitestek 6sszekapcsolc’>déséval 1étrej6v6 struktarak,
tobb fizikai és kémiai paraméter befolyasol. Az immunkomplexek képzédése
természetes folyamat a szervezetben. A kis mennyiségben jelenlévd antigénekbdl
keletkez6 szolubilis komplexeket optimalis esetben az immunsejtek egy része
(makrofagok, granulocitdk, vorosvértestek) eltavolitja. Ez a folyamat az 1n.
immunkomplex clearence. Amenyiben az antigének mennyisége megnd a szervezetben
(pl. fertdzés vagy autoimmun folyamat) olyan kisebb, mozgékonyabb, stabiliabb
szerkezetli immunkomplexek keletkezhetnek, amelyek igy hosszabb id6t toltenek el a

keringésben ¢s lerakddnak az egyes szervekben és szovetekben, ahol gyulladést
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indukalnak [1, 2]. A legismertebb immunkomplex képzddéssel jardé autoimmun
betegség az SLE, amelyben fOképpen a vesét és az idegrendszert karosithatjdk e
lerakodott komplexek, illletve jol lathatd gyulladast okoznak a hamrétegben, ez az Un.
pillangdé erythema [172]. Az immunkomplexek szerepe a B-sejt fejlédés soran is
lényeges. A folliculusokban talalhat6é follikularis dendritikus sejtek nyulvanyain C3
komplementtel fedett immunkomplexek talalhatok, amelyek a benniik tarolt antigének
révén elOsegitik a B-sejtek szomatikus rekombinaciojat és izotipus valtasat. A
komplementet aktivalod és azt tartalmazé komplexek kisebb dozisban is kivaltjak a B-
Az autoantitestek kiilonb6z6é receptorokhoz vagy receptor ligandokhoz kapcsolodva
fokozzak vagy gatoljak az adott szignalutvonalat (pl. szerv-specifikus autoimmun
(FcR)-ral rendelkez6 APC-kbe (monocita, dendritikus sejtek) pinocitozissal keriilhetnek
be a komplexek, amelyek felvétele ily modon mintegy 10-100-szor effektivebb, mint
annak hianyaban, igy a T-sejt aktivalasahoz kisebb mennyisgii antigén jelenléte is
elegend6 [1, 2]. Rheumatoid arthritisben jellemz6 az autoantitestek kialakulasa,
amelyek autoantigénekkel immunkomplexeket képezhetnek és a fent kifejtett modon
gyulladast indukalnak (4. tablazat).

4. tablazat: RA-ban azonositott autoantigének.

Forras: Song, Y.W. and E.H. Kang, QJM: An International Journal of Medicine, 2010. 103(3): p. 139-

146. [173]
Molekula tipusa Példa
Lzuletl pore IL. tipusu kollagén (nativ és denaturalt)
omponens
stresszfehérje mikrobialis Hsp65, immunglobulink6té fehérje (Bip)
enzimek alpha-enolaz, gliik6z-6-foszfat izomeraz, calpastatin
sejtmagi fehérje RA33/hnRNP A2

filaggrin, fibrin, fibrinogén, vimentin, I-es és Il-es tipusu

citrullindlt fehérje kollagén, alfa-enolaz, szintetikus ciklikus citrullinalt fehérjék

A kovetkezOkben ezeket az autoantitesteket jellemezziik. Az RA-ban jellemzd két
leismertebb prognosztikus és diagnsztikus értékii autoantites a rheumatoid faktor (RF)
¢s az anti-CCP vagy ACPA, de egyéb antoantitestek jelenlétét is kimutattdk a
betegségben, melyek szamos autoantigénre lehetnek specifikusak [173, 174]. Az RF
olyan autoantitest, amely 1gG immunglobulinok fragment crystallizable (Fc) részével
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képez komplexet. Legyakrabban IgM izotipusuak, de megfigyeltek mar 1gG, IgA, IgE
és IgD ellenanyagokat is [175-178]. Ez volt az elsé autoantitest, amit 1940-ben
E. Waaler leirt RA-ban [179]. Az RA-s betegek nagyrészében (kb. 60-80%)
megtalalhato ez az autoantitest, mig kisebb hanyaduk szeronegativ, igy ezen autoantitest
nem specifikus de jellemz6 markere a betegségnek. Az RF-nél specifikusabb (a
betegségspecificitas 90-95%), és jobb prognosztikus értéki markerek az ACPA-k.
Annak ellenére, hogy a betegek 70-90%-aban megtalalhatok, hasonléan az RF-hez, az
ACPA-k is eléfordulnak egészségesekben vagy mas betegségekben is, amely esetben
stlyosabb betegséglefolyast prognosztizalnak [26, 180]. A citrullinacio, a fehérjék
olyan enzim Katalizalt poszttranszlacios modosulasa, amely fiziologias koriilmények
kozott is eléfordul, azonban egyes kornyezeti hatdsok (pl.: dohanyzéas) fokozzik a
folyamatot (lasd részletesebben az 1.1.1.2. fejezetben) [20, 25, 27, 181].

Az autoantitestek az iziiletekben tobbféleképpeképpen indukalhatnak destruktiv
gyulladast [182]. Az ACPA-bol és cirullinalt fehérjébol (pl. fibrinogén) allo
immunkomplexek indukalhatjak a makrofagok TNFa termel6dését, amelyek Fcy
receptorukkal kothetik meg e strukturakat [183]. Az ACPA a klasszikus és az alternativ
utvonalon keresztiil is aktivalni tudja a komplement kaszkadot, igy a gyulladas
helyszinén fokozodik a komplement komponensek felhasznalasa [184]. Emellett az
ACPA-k fokozzadk a synovialis fibroblasztok gyulladdsos mediator (IL-6, IL-8) és
adhéziés molekula termelését [185, 186]. Az ACPA-k az osteoclastok felszinéhez
kotoédhetnek és feltételezhetden protein ariginin deziminaz (PAD) enzim-fiiggé modon

az IL-8 termelésén keresztiil serkentik az osteoclastogenezist [187-190].

1.4. A rheumatoid arthritis és arthritis psoriatica

Munkénk sordan rheumatoid arthritises €s arthritis psoriaticas betegekben vizsgaltuk a
kiilonbozd patogenetikat tényezoket, amelyek e betegségek kialakuldsaban szerepet
jatszanak. A kovetkezOkben jellemezziik mindkét betegséget, illetve attekintjiik a két

korkép kozotti kiilonbségeket.

1.4.1. Rheumatoid arthritis
Az RA szisztémas autoimmun betegség, amely féleg a kéz és 1ab kisiziileteit érinti (9..
abra). A korkép az iziiletekben zajlo gyulladas kovetkeztében a csont és porc

destrukcidjahoz és deformitasahoz vezethet, amely az életkmindség jelent6s romlasat
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okozza [191-193]. A betegség a népesség kb. <1%-at érinti, illetve kétszer gyakrabban
fordul elé nékben, mint férfiakban [192, 193]. Kialakulasanak hatterében szamos
genetikai  és kornyezeti tényezOt azonositottak, amelyek egymassal kiilonféle
kolcsonhatasban allva alakitjak ki ezt a multifaktorialis betegséget. A genom
asszociacios vizsgalatoknak koszonhetben mar tobb, mint 100 olyan génlokuszt
azonositottak RA-ban, amely hajlamosit a betegségre, vagy Osszefliggést mutat annak
prognozisaval [194]. Kialakulasanak pontos molekularis hattere csak részben feltart,
azonban néhany hajlamosité faktor szerepe ismert (lasd részletesen az 1.1.1.2.-1.1.1.3.
fejezetekben), mint példaul genetikai tényezok (pl.: az SE allélok, mint a HLA-
DRB1*01:01, DRB1*04:01, *04:04 és 04:05) és kornyezeti tényezOk (dohanyzas,
fertézések /pl.: perodontitis/) [195-197].

9. abra: Az RA stadiumai.

Az abran egy korai (A), egy koztes (B) és egy késoi (C) klinikai stddiumi RA-s kéz lathato.
Forras: http://fadvancedhealth.ca/conditions/arthritis/rheumatoid-arthritis--ra-.html alapjan

A betegség altalaban kétoldalt szimmetrikusan, tobb iziiletet érintve (polyarthritis),
ritkabban asszimetrikusan néhany iziiletet érintve jelentkezik [198]. A gyulladas
kialakulasaban és fenntartasaban a T-sejteknek (IL-1, 1L-17, IL-21, 1L-22, IFNy,
TNFa), a B-limfocitaknak (RF és ACPA termelés), a makrofagoknak (IL-6, IL-8) és a
csontfaldosejteknek (csontbontas) fontos szerepe van [36, 39, 173, 188, 191, 199]. Az
RA Kklasszifikacios kritériumait az 5. tablazat foglalja 6ssze [200].
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5. tablazat: 2010-es ACR és EULAR klasszifikacios kritériumok.

Roviditések: RF: rheumatoid faktor, ACPA: ciklikus citrullinalt peptidek elleni antitest, CRP: C-reaktiv
protein, ACR: American College of Rheumatology, EULAR: European League Against Rheumatism
Forras: Aletaha, D., et al., 2010 Annals of the Rheumatic Diseases, 2010. 69(9): p. 1580. [200]

2010-es ACR és EULAR Kklasszifikacios kritériumok
A) Iziileti érintettség
1 nagyiziilet 0 pont
2-10 nagyiziilet 1 pont
1-3 kisiziilet - nagyiziileti érintettséggel vagy anélkiil 2 pont
4-10 kisiziilet - nagyiziileti érintettséggel vagy anélkiill | 3 pont
>10 izilet - legalabb 1 kisiziilet 5 pont

B) Szerologia: autoantitestek jelenléte
(legalabb 1 teszt kivitelezése sziikséges)

Negativ RF ¢és negativ ACPA 0 pont
Alacsony pozitiv RF vagy ACPA 2 pont
Magas pozitiv ACPA 3 pont
C) Akutfazis-reakcio

Normalis CRP és stillyedés 0 pont
emelkedett CRP vagy siillyedés 1 pont
D) A tiinetek fennallasanak tartama

<6 hét 0 pont
>=6 hét 1 pont

6- 10 pont = RA

Az RA terapidja sordn alkalmazott készitmények lehetnek kortikoszteroidok vagy
betegségmodositdo antireumatikus szerek (disease modifying antirheumatic drugs,
/IDMARD/). A DMARD-okon beliill megkiilonboztetiink szintetikus és biologiai
DMARD-okat (bDMARD). A szintetikus DMARD-ok lehetnek konvencionalis
(csDMARD), mint pl.: a methotrexat, leflunomid, sulfasalazin vagy célzott szintetikus
(tsDMARD) DMARD-ok, mint példaul a Tofacitinib. A bDMARD-ok gyulladasos
citokineket illetve receptorokat blokkolnak, ilyen példaul az Infliximab (anti-TNF,),
vagy a Tocilizumab (anti-1L6) [201-205].

1.4.2. Arthritis psoriatica

Az arthritis psoriatica pikkelysomorrel (psoriasis) tarsuld iziileti gyulladasos betegség.
A pikkelysomor a népesség kb. 0,3-1%-at érinti, a betegek 10-40%-anal alakul ki iziileti
gyulladas. Altaldban fiatalkorban indul, am tobbnyire felnStteket érint (néket és

férfiakat egyarant) igen valtozatos tiinetekkel, amelyek lehetnek kétoldali szimmetrikus
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vagy aszimmetrikus megjelenésiick. Gyakori tiinetei a gerinc merevsége ¢€s deréktaji
fajdalom, az inak és iziileti szalagok gyulladdsa (pl. Achilles in) és az Un. kolbaszujj
(dactylitis), amely az ujjakat hajlito inak gyulladdsa. Az esetek nagyrészében (kb.: 70%)
a betegekben a bortlinetek elébb jelentkeznek (hajlatokban, kérmokon), mint az iziileti
tiinetek. A betegek szeronegativak (RF és ACPA éltaldban nincs jelen), a hajlamosito
genetikai faktorok koziil a HLA-C*06:02 allélnak, a kornyezeti faktorok koziil az egyes
fert6zéseknek (pl. Streptococcus, E. coli, Chlamydia), illetve gyogyszereknek (pl. béta-
blokkoldk, chloroquin) fontos szerepe van a betegség kialakulasaban [206-210]. Az bér
és az iziileti tiinetek mellett jellemz6 a bélrendszer gyulladasa és az uveitis [209, 211].

Az AP diagnosztikus kritériumait a 6. tablazat foglalja dssze.

6. tablazat: Az arthritis psoriatica klasszifikacios kritériumai.

Roviditések: CASPAR: arthritis pszoriatika klasszifikacios kritériumrendszer (Classification Criteria for
Psoriatic Arthritis), RF: rheumatoid faktor

Forras: Gossec, L., et al., Ann Rheum Dis, 2016. 75(3): p. 499-510. és D'Angelo, S., et al., Open Access
Rheumatol, 2017. 9: p. 21-28. [212, 213]

Moll-Wright kritériumok
(diagnozis valdszinli a 3 pont teljesiilése mellett)
- gyulladasos arthritis (periférias arthritis, szakroileitisz és
spondilitisz)
- psoriasis
- szeronegativitas (tobbnyire nincs RF)

a kritériumrendszer specificitasa: 1; szenzitivitasa: 0,858

CASPAR Kkritériumok

(az iziileti gyulladas mellett még legaldbb 3 pont jelenléte sziikséges)
- psoriasis 2 pont
- psoriasis korabbi eléfordulasa 1 pont
- psoriasis a csaladi anamnéziusben 1 pont
- dactilis 1 pont
- juxtaartikularis Gjcsont képzddés 1 pont
- kéromatrofia 1 pont
- RF negativitas 1 pont
a kritériumrendszer specificitasa: 0,992; szenzitivitasa:
0,917

A betegség kialakulasaban fontos szerepet jatszanak a makrofagok, a granulocitdk
illetve a Th (foként a Th1 és Th17 alcsoportok) és Tc sejtek, valamint a yo T-sejtek. Az
IL-17/1L-23 utvonalhoz tartozo citokinek (IL-12, IL-17, IL-22, 1L-23) szerepe AP-ben
igen jelentds [209]. Az IL-17-et a Th17-sejtek mellett a velesziiletett limfoid sejtek 3-as
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tipusa (innate lymphoid cells 3 /ILC3/), a yd T-sejtek és a Tc sejtek is termelik. Az IL-
17 fokozza az osteoclastok differencialodasat (RANK expresszio indukalasa), illetve a
fibroblasztok (IL-6, IL-8, MMP3 termel6désének fokozasa) ¢és keratinocitak
melynek kovetkezménye porc- és csonterdzid, valamint a gyulladasos psoriatikus plakk
kialakulasa, amely szintén az életminéség romlasahoz vezet (10. abra) [135, 209, 214,

215].

10. abra: Arthritis psoriaticas beteg kezei.

Az abran jol lathatéak az AP-ra jellemz6 gyulladas okozta bor (psoriotikus plakkok), kordm tiinetek és az
iziileti deformitas.

Forras: http://www.gcigsh.org/wg-psoriasis/about-psoriasis/the-clinical-picture-of-psoriasis/Psoriatic-
arthritis---Joint-involvement.html alapjan

Az AP kezelése az RA-hoz hasonldan tiineti, a nemszteroid gyulladasgatlok (NSAID),
szteroidok, DMARD-ok és a kiilonboz6 bioldgiai terapidk alkalmazasan alapul [212,
213, 2186].

1.4.3. Rheumatoid arthritis és arthritis psoriatica 6sszehasonlitasa

Mind az RA, mind az AP izileti gyulladidssal jar6 megbetegedés, melyek
kialakulasdban  és  lefolydsdban  vannak ugyan  hasonlésdgok, azonban
patomechanizmusuk tobb szempontbol kiilonbozik. Ezeket a tiineti kiilonbségeket a 7.

tablazat, mig a betegségek biomarkereinek kiilonbségeit a 8. tablazat foglalja 0ssze.
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7. tablazat: Az RA ¢és az AP differencial-diagnosztikaja.

Roviditések: HLA:human leukocita antigén, RF: rheumatoid faktor, RA: rheumatoid arthritis, AP:
arthritis psoriatica
Forras: Mc Ardle, A., et al., Arthritis Research & Therapy, 2015. 17(1): p. 141. [217]

Jellemz6 RA AP
prevalencia o ”
(kaukazusi populdcioban) 1% 0,3-1%
nemek ardnya (n6:ffi) 31 11

betegség leggyakoribb kezdete 40-60 évesen 30-40 évesen

hajlamosito HLA allélok

HLA-DR1*01:01,

*04:01, *04:04, 04:05 HLA-C*06:02

pikkelysomor

- +

izlileti érintettség

szimmetrikus vagy

szimmetrikus : )
asszimetrikus

rheumatoid csomo + R
RF +, a betegek ~70%-a -
ACPA + -

8. tablazat: Az iziileti kdrosodés citokin és kemokin biomarkerei RA-ban és AP-ben.

Roviditések: IL: interleukin, CCL: komikin C-C motivum ligand, CXCL: kemokin C-X-C motivum
ligand, RA: rheumatoid arthritis, AP: arthritis psoriatica
Forras: Mc Ardle, A., et al., Arthritis Research & Therapy, 2015. 17(1): p. 141. [217]

kCel rt‘rcl)(l)(II(?r/I Betegség Szerep
IL-1 AP ind‘ukél‘ja‘ a  keratinocitak, porgsejt@k, osteoclastok
aktivaciojat és fokozza a gyulladasos citokinek termelését
IL-6 RA serkenti a .neu‘troﬁl granulocitdk kemotaxisat ¢és a
gyulladésos citokinek termelddését
IL-13 RA fokozza a B-sejtek autoantitest termelését
fokozza a  T-sejt proliferaciot ¢és a  B-sejtek
IL-15 AP differencialodasat, memoria T-sejteket vonz a synoviumba
¢s serkenti a TNFa termeléstiket
IL-16 RA CD4" T-sejtek, r'nonociték‘ és egzinqﬁl ‘granulociték
kemotaxisat serkenti, modulélja a T-sejt aktivaciot
[L-22 RA a ﬁbfoblasztok proliferacigjat és mpnocita kemoattraktans
fehérje 1 (MCP-1) termelését serkenti
IL-33 RA serkenti a kronikus gyulladast
cCL3 AP limfocita, {nonocita, bazofil és eozinofil granulocita
kemoattraktans
CCL11 AP eozinofil granulocita kemoattraktans
CXCL13 RA B-sejt kemoattraktans
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2. CELKITUZESEK

1. A human in vitro Thl7-differencialodas vizsgalata egészséges donorok

mintaiban.

Célul taztik ki az optimalis differencidlédashoz sziikséges kiindulési

sejtpopulacio és citokinek meghatarozasat.

2. A dohanyfiist komponenseinek és az immunkomplexek hatasanak vizsgalata
az in vitro Thl7-sejt és az osteoclast differencialodasara.
2/a) Aromas szénhidrogén receptor expresszio vizsgalata T sejtekben.
2/b) AHR ligandok hatasa a sejtek IL-17A termelésére.
2/c) Az immunkomplexek hatasa a Th17-differencialodasra.

2/d) Az immunkomplexek hatasa az osteoclastok differencialodasara.

3. Az in vitro Thl7-differencialodas vizsgalata egészségesekben, rheumatoid

arthritises és arthritis psoriaticas betegekben

3/a) Naiv sejtek vizsgalata és 6sszehasonlitasa.

3/b) Differencialodott sejtek vizsgalata és sszehasonlitasa.
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3. MODSZEREK

3.1. Donorok

Kisérleteink soran egészséges (nincs ismert reumatologiai korkép, minimum két hete
nem zajlott semmilyen heveny infekcidzus megbetegedés, a vérvétel idejében
gyogyszert nem szedtek) donor (n=12) véradokat, rheumatoid arthritis (RA) (n=12) és
arthritis psoriatica (AP) betegeket (n=12) vizsgaltunk. Az RA-s betegeket a 2010-es
ACR/EULAR kritériumrendszer (5. tablazat) alapjan, az AP-s betegeket a CASPAR
klasszifikacio (6. tablazat) alapjan diagnosztizaltak a Budai Irgalmasrendi Korhazban
[200, 208]. A betegek a disease activity score (DAS) értékek alapjan atlagosan alacsony
vagy kozepes betegség aktivitassal rendelkeztek, amelyet egyéb klinikai paraméterekkel
és a terapiara vonatkoz6 adataikkal egyiitt az 9-10. tablazatban foglaltunk Ossze.
Kisérleteinket a Helsinki Deklaracioban (1975.) leirtaknak megfeleléen végeztiik,
amelyhez a sziikséges etikai engedély rendelkezésiinkre allt (Tudomanyos és
Kutatésetikai Bizottsag /TUKEB/ engedély tigyiratszam: 23096/2012/EKU 399/P1/12.).

9. tablazat: A felhasznalt betegmintak donorainak nemre, korra és terdpiara vonatkozo
adatai.

Roviditések: RA: rheumatoid arthritis, AP: arthritis psoriatica

Kod | Nem | Sziiletési ido Terapia

RA1 nd 1976 Cimzia

RA2 no 1968 Cimzia

RA3 | férfi 1972 Cimzia

RA4 no 1965 Roactemra

RAS5 nd 1948 Roactemra

RAG no 1976 Roactemra

RAS8 nd 1949 Arava

RA9 no 1957 Arava

RA10 | férfi 1979 Arava

RA13 nd 1950 Arava

RA14 no 1947 frissen diagnosztizalt (kezeletlen)
RA15 nd 1949 frissen diagnosztizalt (kezeletlen)
AP9 nd 1967 metotrexat, Simponi

AP10 | férfi 1973 Sandimmun

AP14 | férfi 1958 Humira

AP15 | férfi 1956 Humira

AP16 | férfi 1958 metotrexat

AP17 | férfi 1984 metotrexat, Salozopirin
AP19 nd 1963 metotrexat, Salozopirin, Medrol
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10. tablazat: A donorok laborparaméterei.

Roviditések: ACPA= ciklikus citrullinalt peptid ellenes antitest, AP= arthritis pszoriatika, CRP= C
reaktiv protein, DAS= betegségaktivitasi pontszam (disease activity score), ESR: vérsejtsiillyedés,
DMARD= betegségmddositd antircumatikus szerek (disease modifying antirheumatic drugs), RA=

rheumatoid arthritis

Forras: E.Baricza et. al. Cell. Mol. Life Sci. 2016. [93]

Egﬁiifﬁﬁ;ﬁ RA betegek | AP betegek
Donorok szama 12 12 7
nok; férfiak 10; 2 10; 2 2;5
Eletkor (év) 45,67 £13,53 53,83+ 12,81 | 48,58 + 11,17
Betegségtartam (év) - 15+ 14,20 11+7.33
Biolégiai DMARD (%) - 50% 43%
Konvencionalis DMARD (%) - 80% 70%
szteroid (%) - 50% 14%
frissen diagnosztizalt
(Eezeletlen) i 17% )
DAS28 atlag - 3,48 +133 3,06+ 1,94
ESR itlag (mm/h) - 22 15
CRP atlag(mg/1) - 7,71 9
RF atlag (IU/ml) - 172,44 -
ACPA itlag (AU/ml) - 466,58 -
ACPA negativ (%) - 8% -

3.2. T limfocita sejtek izolalasa és tenyésztése

A vérmintakat (30-90 ml) a kisérlet 0. napjan etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) tri-
kaliummal alvadasgatolt vérvételi cs6ben gyiijtottiik (Greiner Bio-One, Kremsmiinster,
Ausztria). A vérmintakbodl a periférias mononuklearis sejteket (PBMC) ficoll (Sigma,
Darmstadt, Németorszag) gradiens centrifugilas segitségével izolaltuk. A naiv
CD4"CD45RO" helper T (Th) limfocitakat kétlépéses negativ magneses szeparacioval
kiilonitettiik el a mononuklearis sejtektél immunomagneses sejtszeparalas (MACS)
modszerrel (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Németorszag) a 11. abran

lathaté modon:
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1. Elsé6 jelolés: Biotinilalt CD8a, CD14, CD15, CD16, CD19, CD36, CD56, CD132,
TcRy/5, and CD235a (Glycophorin A) ellenes antitestekkel és anti-biotin/anti-
CD61 antitestekkel konjugalt mikrogyongyokkel.

2. Elsé szeparalas: A nem jeldlt (CD4") T sejtek dsszegytijtése (negativ frakcio).

3. Masodik jelolés: CD45RO ellenes antitestekkel konjugalt mikrogyongyokkel.
4. Masodik szeparalas: A nem jelolt CD4"CD45RO ™ naiv Th sejtek (negatv frakcid)

Osszegyljtése.

5. Elualas: A jelslt CD4'CD45RO" memoria Th sejtek (pozitiv frakcid)

Osszegyljtése.

11. abra: A naiv T sejtek magneses izolalasanak 6sszefoglald abrgja.

Az izolalas tisztasagat CD4, CD45RO valamint CD45RA jelolést kdvetden aramlasi
citometriaval ellendriziik (12. abra). Az €16 sejtszamot tripankék exkltizios modszerrel
Biirker-kamraban mikroszkop segitségével hataroztuk meg. A sejteket 10% fotalis
borjasavéval (fetal bovine serum, /FBS/) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, Egyesiilt Allamok), 1% L-glutaminnal és 1% Penicillin-Streptomycinnel
(mindkett6 Sigma, Darmstadt, Németorszag) kiegészitett Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) médium (Sigma, Darmstadt, Németorszag) tapfolyadékban 10%/ml
koncentracioban vettiik fel és 24 vagy 48 lyuku sejttenyésztd lemezen tenyésztettiik

(Eppendorf Austria GmbH, Bécs, Ausztria)
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A e==PBMC . B = CD4 sejtek
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12. abra: A magneses szeparalas tisztasaganak ellendrzése aramlasi citometridval.

Alvadasgatolt periférias vérbdl gradiens centrifugalassal mononuklearis sejteket szeparaltunk, majd ezek
egy részébdl két egymast kovetd negativ magneses szeparalassal CD4" T- (A) és CD45RO™ naiv T-
sejteket (B) izolaltunk. Mindharom sejtszuszpenziot lecentrifugaltuk és 0,5% BSA 1xPBS-ben mostuk
majd anti-human CD4 PerCP Cy5.5 és anti-human CD45RO PE Cy7 antitestekkel, és pArhuzamosan azok
izotipus kontrolljaval 30 percig, 6-8°C-on, sotétben jeloltiik a sejteket. A jelolést kovetden a sejteket
1xPBS-ben mostuk, majd 3-400ul 1xPBS oldatban vettiik fel és BD FACS Calibur aramlési citométer
segitségével mértiik le. Az eredményeket FlowJo 10.3 szoftverrel értékeltiik ki. Roviditések: CD:
differencidcios klaszter, PBMC: periférias mononuklearis sejtek.

3.3. In vitro Th17 differencialtatas

A naiv T-sejteket anti-CD3 (1ug/ml; Bio-Techne Ltd., R&D systems, Abingdon,
Egyesiilt Kiralysag), anti-CD28 (1pug/ml; BioLegend, Inc., San Diego, CA, Egyesiilt
Allamok) és egy ezeket keresztkoté kecske anti-huméan IgG F(ab)2 fragmens antitest
(lpg/ml;  Jackson ImmunoResearch Inc., West Grove, PA, Egyesiilt Allamok)
segitségével aktivaltuk (13. abra). Az in vitro Thl7-differencialédast rekombinans
TGFB (2,5ng/ml) IL-6 (25ng/ml), IL-1B (10ng/ml) és IL-23 (10ng/ml) citokin (mind
ImmunoTools GmbH, Friesoythe; Németrorszag) kezelésekkel indukaltuk. A kovetkezo
kezelés kombinaciokat alkalmaztuk: TGFB+IL-6, TGFB+IL-6+IL-1p, TGFp+IL-6+IL-
1B+SIC2x (az immunkoplexek eldallitasat 1lasd részletesen 3.5. fejezetben) IL-1B+IL-
23, és IL1P+IL-23+IL-6. A Th2 iranyu differencialédas gatlasanak érdekében anti-1L-4
(és csak a modszerbedllitasnal anti-IFNy) neutralizalo antitestet (10pg/ml, BioLegend,
Inc., San Diego, CA, Egyesiilt Allamok) hasznaltunk valamennyi citokin kezeléssel
egyiitt. A differencialodas 5. napjan a feliiluszo 50%-at lecseréltiik ekvivalens citokin
tartalmu tapfolyadékra. Minden esetben kezeletlen és csak aktivalt sejteket hasznaltunk

kontrollokként. A sejteket 10 napig differencidltattuk; a sejtszuszpenziokbdl a 0., az 5.
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¢s 10. napon vettlink mintat. A mintakbol kiilonvalasztottuk a sejtfeliiliszot, amelyekbdl
a sejtek altal termelt citokinek koncentracidjat hataroztuk meg, illetve magukat a
differencialodott sejteket, amelyekbdl RNS-t és fehérjét izolaltunk génexpresszios

mérésekhez és fehérje analizishez és d&ramlasi citometrias vizsgélathoz.

13. abra: 5 napig differencialtatott kezeletlen (A) és aktivalt (B) T sejtek.

Alvadasgatolt periférias vérbol gradiens centrifugalassal mononukledris sejteket szeparaltunk, negativ
magneses szeparalassal CD4+ T-sejteket izolaltunk. A sejtek egy részét nem kezeltiik (A), masik részét 5
napig anti-CD3 (1pg/ml), anti-CD28 (1pg/ml) és keresztkotd antitest (1pg/ml) felhasznalasaval
aktivaltuk. A sejteket 24 lyuka lemezen tartva Nikon inverz mikroszkoppal és kameraval 20x-0S
nagyitassal fotoztuk. A sejtek az aktivaciot kdvetden lathatdéan sszecsapzodnak, amely neheziti az €16
sejtek szamanak meghatarozasat.

3.4. In vitro osteoclast differencialtatas

Alvadasgatolt EDTA tartalmt vérvételi csovekbe (Greiner Bio-One, Kremsmiinster,
Ausztria) gyijtott vénas vérbol ficoll (Sigma, Darmstadt, Németorszag) gradiens
centrifugdlds segitségével mononukledris sejteket szeparaltunk. Ezt kovetéen a
sejtszuszpenzidbol magneses szepardlassal pozitivan szelektiltuk a CD14" monocita
sejteket a gyartd (EasySep, StemCell Technologies, Vancouver, Kanada) utasitisa
szerint. Aramlasi citometriaval ellendriztik a szuszpenzié tisztasagat, ami 90% felett
volt, majd tripankék festést kovetden megallapitottuk a sejtszamot. A sejteket 10% FBS
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) valamint 1-1% L-glutaminnal és
Penicillin-Streptomycinnel (mindketté Sigma, Darmstadt, Németorszag) kiegészitett
minimal essential medium alpha (a-MEM; Sigma, Darmstadt, Németorszag) tapban

vettik fel. 96 lyukt lemezre vittik fel a sejteket, lyukanként 10° sejt/100ul tap
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denzitasban és térfogatban. Ezutan a sejteket S0ng/ml human rekombinans M-CSF-el
(PeproTech, London, Egyesiilt Kirdlysag) stimuldltuk 24 o6ran at, amely indukdlja a
RANK expresszidjat. Ezt kovetden 50ng/ml human rekombindns RANKL-ot
(PeproTech, London, Egyesiilt Kirdlysag) adtunk a szuszpenzidhoz. A sejteket
elézetesen eldallitott immunkomplex (ezek eldallitasat 1asd részletesen 3.5 fejezetben)
kezeléssel vagy annélkiil differencialtattuk 7 napig. Minden donor esetén technikai
triplikditumban végeztiik el a kisérletet. A kontroll mintdkat ekvivalens térfogata steril
1x szlrt foszfat-pufferelt sooldattal (PBS) kezeltiik, az immunkoplexekbdl pedig 1:100
¢és 1:200 higitasokat alkalmaztunk. 3 nap elteltével lecseréltiik a sejtek tapfolyadékat és
friss, citokineket és a immunkomplexeket tartalmazé tapoldatot mértiink rajuk. A 7.

napon génexpresszios mérésekhez hasznaltuk fel a sejteket.

3.5. Immunkomplexek eléallitisa

A citokin kezelések mellett szolubilis immunkomplex (SIC) kezelés hatdsat is
vizsgaltuk az in vitro Thl7-differencialodasra. Az immunkomplexeket human IgG
(Jackson Immunoresearch, Baltimore Pike, PA, Egyesiilt Allamok) és rekombinans
Staphylococcus A fehérje (rSPA; Repligen, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok)
felhasznalasaval alitottuk el0 a kezelésekhez, L.M. McLellan és munkatarsai altal
leirtak alapjan [218]. A human IgG késztménybdl az aggregalodott immunglobulinokat
5 perc 13 000 RPM-en torténd centrifugalas segitségével tavolitottuk el. Az igy
megtisztitott oldatbol 150 uM IgG-t osszekevertiink 1xPBS-sel és 37,5 uM rSPA-val.
Ezt kovetden az oldatot 1 o6ran keresztiil inkubaltuk 37°C-n. A SIC készitményeket
1:100 (SICIx) ¢és 1:200 higitasban (SIC 2x) frissen elkészitve adtuk a sejtek

tapoldatahoz a Th17 és osteoclast differencialodas soran.

3.6. Dohanyfiist elnyeletése RPMI médiumban

Steril, FBS és antibiotikum/antimikotikum mentes RPMI médiumot specidlis lombikba
mértiink, majd ezt egy 37°C-os vizfiirdébe helyeztiik. A lombik zart csiszolatos tetdvel
¢és két kivezetd nyilassal rendelkezett, amelyek koziil az egyik egy a médiumba meriild
ivegesod. Ennek végére €go cigarettat helyeztiink, majd a masik kivezetd nyilasra, amely
nem a médiumba keriild ilivegesd volt, egy vakumpumpat erdsitettiink. Egyenletes
erdsséggel rovod 1dokozonként ismételve szivoerdt fejtettiink ki az oldatra, amelynek

kodszonhetden a cigarettabol a flistszlirdn at a médiumon buborek formajaban vandorolt
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keresztiil a dohanyfiist. A fiist optimalis elnyelédését az oldat magneses keverésével
segitettiik eld, amelyet ezid6 alatt 37°C-on tartottuk. Az elnyeletést kdvetden az
elegybdl a kiilonb6zé policiklusos aromas szénhidrogének (TCDD és benzo[a]pirén)
jelenlétét az ELTE Kémiai Intézetben Karpati Eszter vizsgélta géazkromatograf-
tomegspektrometrométer segitségével [219]. Az oldatot 25x-re higitottuk, majd 10%
FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) ¢és 1-1%
antibiotikum/antimikotikum mixel (Sigma, Darmstadt, Németorszag) egészitettiik ki a

sejtek kezeléséhez.

3.7. Viabilitas mérés

A differencidlodés 0., 5. és 10. napjdn a mintavételek mellett a sejtek viabilitasat is
megmértiik, 0. napon tripankék (Sigma, Darmstadt, Németorszag) festés kdvetden
Biirker kamraval, az 5. és 10. napokon pedig impedancia mérésen alapul6 sejtszamlalo
automata segitségével (CASY-TT, Roche Innovatis, Penzberg, Németorszag).

A CASY-TT egy impedimetria elvén miikodd késziilék, amely a sejtszam €s a sejtméret
eloszlas pontos meghatarozasara is alkalmas (14. abra). A méréseink soran 50 pl
sejtszuszpenziot 4,95 ml specialis elektrolit oldatban (CASY ton, Roche Innovatis,
Penzberg, Németorszag) szuszpendaltunk, amelybdl a késziilék 3 x 200 pl mintat vesz
és egy 60 pum porusatmérdjii mérd kapillaris elektrodjai kozott allandd sebességgel
aramoltat keresztiil. Az ¢l6 sejtek, amelyek membranja intakt, jol szigeteld struktardk,
igy a Kkapillarisban elhelyezett elektrodok kozott torténd athaladasuk soran
ellenallasként detektalhatok, amelynek mértéke a sejtek méretével aranyos. Az él6
sejteket lemérve, azokban egy etanol tartalmu specialis oldattal (Casy blue) apoptozis
indukalhato, majd a mérést ismét elvégezve megadhatjuk az apoptotizalt sejtek jellemz6
mérettartomanyat. Az elpusztult sejtek membranja, igy az elektromos erdtérben azok
barrier funkcidja is sériilt, ezért ezeket a sejteket jellemzden sejtmag méretiinek

detektalja a késziilék (“Pulse Area Analysis” modszer).
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14. abra: A CASY-TT késziilékkel torténd viabilitas és sejtméret eloszlas mérés
kiértékelése.

Alvadasgatolt periférias vérbol gradiens centrifugaldssal mononuklearis sejteket, majd ebbdl negativ
magneses szeparalassal CD4+ T-sejteket izolaltunk. 50 pl sejtszuszpenzidt 4,95 ml specialis elektrolit
oldatban (CASY ton) szuszpendaltunk, amelybdl a késziilék 3 x 200 pl mintat egy 60 pm porusatmérdjii
méro kapillaris elektrodjai kozott allandd sebességgel aramoltat keresztiil. A sejtekben Casy blue oldattal
apoptozist indukaltunk, majd megismételtiik a mérést. Roviditések: CD: differenciacios klaszter, Tly: T-
limfocita

3.8. MRNS génexpresszios vizsgalatok kvantitativ valés ideji PCR-el

A Th17 differencidltatds esetén a kiilonboz0 kezeléseket kovetden a sejteket
lecentrifugaltuk, majd totall RNS-t és  fehérjét  izolaltunk  beldlik
NucleoSpin RNA/Protein kit (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co., Diiren,
Németorszag) segitségével a gyartd utasitasai szerint. Az RNS mintakat 20ul RNaz
mentes vizben vettiik fel, koncentraciojukat NanoDrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE, Egyesiilt Allamok) késziilékkel hatiroztuk meg
figyelembe véve az 1,8 emisszids arany megtartasat a mintak tisztasdgara vonatkozoan.
Vizsgalando génenként legalabb 25 ng RNS-st (az altalunk alkalmazott kontroll,
konstitutivan expresszaldédd haztartasi gén expressziojahoz igazitva) irtunk &t
SensiFAST cDNS Synthesis Kit (BioLine Reagents Ltd, London, UK) segitségével

CDNS-sé reverz transzkripcidos polimeraz lancreakcié6 (PCR) modszerrel 20 pl

végtérfogatban a gyartd utasitasa szerint. A hémérsékleti program a gyartd utasitasa
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szerint a kovetkezdé volt: 10 perc 25°C (primerek bekotddése), 15 perc 42°C (reverz
transzkripcid), 5 perc 85°C (enzim inaktivacid), 4°C-on tartva a program végéig. A
valds idejii kvantitativ PCR (RT gPCR) reakciot 96 vagy 384 lyuka lemezen, 8ul
végtérfogatban a SensiFast Hi-Rox PCR master mix-el (Bioline Reagents Ltd, London,
UK) ¢és a kovetkezé6 primerek felhasznalasaval végeztik el: HPRT-1
(Hs02800695_m1), RORC (Hs01076122_m1), TBX21 (Hs00203436_m1l) és AHR
(Hs00169233_m1) (mindegyik Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A
reakcidkat standard valds idejii protokoll szerint ABIPrism 7900ht tipusi PCR késziilék
segitségével viteleztiik ki. A kapott eredményeket a komparativ (AACt) moddszerrel
értékeltiik ki, amely valamennyi esetben a hipoxantin foszforibozil transzferaz-1
(HPRT-1) haztartasi gén mRNS expresszidjara vonatkoztatva tortént.

Az osteoclast differencialtatas 7. napjan a sejtekbél RNeasy Micro Kit (Quiagen, Venlo,
NanoDrop ND-1000 késziilékkel (Thermo Scientific Software ND-1000 V3.8.1)
ellendriztiik, majd a SensiFAST cDNS Synthesis Kit (BioLine, London, UK)
felhasznalasaval mintanként legalabb 200 ng RNS-st irtunk 4t cDNS-s¢ a gyarto leirasa
alapjan. Az RT qPCR reakciot 384 lyuka PCR lemezen, 5 ng/minta cDNS-b6l végeztiik
el Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied BioSystems, Thermo Scientific) és
specifikus primerek alkalmazasaval. A méréshez a kovetkezd primereket alkalmaztuk:
CALCR (GC07M093424), C-FOS (GC14P075278), CTSK (GC01M150768), C-FMS
(GCO05M150053), DC-STAMP (GC08P104339), NFATcl (GC18P079395), OSCAR
(GC19M054094), RANK (GC18P062325), TRAP (GCO0U923131), SLAP-1
(GCO8M133040), és SLAP-2 (GC20M036613) (IDT, San Jose, Kalifornia, Egyesiilt
Allamok). Az eredményeket komparativ (AACt) modszerrel értékeltiik ki, amely
valamennyi esetben a glierinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) (GC12P006533)

haztartasi gén mRNS expresszidjara vonatkoztatva tortént.

3.9. Aramlisi citometriis mérések

A frissen izolalt vagy a differencialtatott sejteket lecentrifugaltuk és hideg 0,5% BSA 1x
PBS-ben mostuk majd egyes esetekben (az alkalmazott antitestek gyartdi ajanlasai
szerint) az Fc receptorokat egér szérummal blokkoltuk 15 percig szobahémérsékleten.

Az Fc receptor blokkolas az aspecifikus bekotddések csokkentése céljabol sziikséges,
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amely altalaban az alkalmazott specifikusan k6tddo antitesttel azonos organizmusban
termel6dd, de nem specifikusan kotédé antitestekkel torténik. A kisérleteink soran
alkalmazott antitestek egér eredetiiek, igy alternativaként a gyartd ajanlasa alapjan egér
szérum alkalmazhatd blokkolasra ebben az esetben. A sejteket a sejtfelszini jelolés
soran a 12. tablazatban felsorolt antitestekkel 30 percig, 6-8°C-on, sotétben jeloltik. A
jelolést kovetden a sejteket 1xPBS-ben mostuk, majd 3-400ul 1xPBS oldatban vettiik
fel, és BD FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, Egyesiilt Allamok) aramlasi
citométer segitségével mértiik le. Az eredményeket FlowJo 10.3 szoftverrel (Tree Star,

Ashland, OR, Egyesiilt Allamok) értékeltiik ki.

11. tablazat: A sejtfeszini jeloléshez hasznalt antitestek és izotipus kontrollok.

Primer antitest/fluorokréom Gyarté

anti-human CD196 (CCR6) FITC BioLegend
anti-human CD194 (CCR4) PE BioLegend
anti-human CD183 (CXCR3) PerCP Cy5.5 BioLegend
anti-human CD3 APC Cy7 BioLegend
anti-human CD4 PerCP Cy5.5 BioLegend
anti-human CD45RA FITC BioLegend
anti-human CD45RO PE Cy7 BioLegend
anti-human CD197 APC BioLegend
egér IgG kappa PE izotipus kontroll BiolLegend
egér [gG2b kappa FITC izotipus kontroll BioLegend
egér [gG1 PerCP Cy5.5 izotipus kontroll BioLegend
egér [gG2b kappa FITC izotipus kontroll BiolLegend
egér [gG2a kappa PE Cy7 izotipus kontroll BioLegend
egér [gG2a kappa APC izotipus kontroll BioLegend

Az transzkripcioés faktorok intracellularis jeloléséhez a 12. tablazatban felsorolt
antitesteket hasznaltuk a gyarté eldirasainak megfelelden. A donorokbol ficoll gradiens
centrifugalassal izolalt PBMC sejteket centrifugalassal iilepitettiik, majd a fent leirt
metoddust kovetve jeloltik meg a CD3, CD4, CD45RO, CD45RA ¢és CD197

molekuldkat. Ezt kovetden a transzkripcios faktorok jeloléséhez Transcription Factor
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Buffer Set (BD Pharmingen™, BD Biosciences, San Jose, California, Egyesiilt
Allamok) Kit-et alkalmaztunk, amely tartalmazta a megfelelé puffereket. A sejtfelszin
jelolését kovetdéen a sejteket centrifugalassal iilepitettik, majd 2 ml 1xFix/Perm
pufferben vettiik fel és a vortexelést kovetden 40-50 percig inkubaltuk 6-8°C-on. A
sejtek permeabilizalasa utan azokat cetrifugéalassal ismét iilepitettiik majd két egymast
kovetd 1épésben mostuk 1-1 ml 1x Perm/Wash oldatban. A sejteket lecentrifugaltuk,
majd 100 ul Perm/Wash oldatban vettiik fel, amely tartalmazta az antitesteket vagy
izotipus kontrollokat. A sejteket vortexel Gsszekevertiik és 40-50 percig, 6-8°C-on
sOtétben inkubaltuk. A jelolést kdvetden a sejteket két egymast kovetd 1épésben mostuk
1-1 ml 1x Perm/Wash oldatban, majd 3-400 pul 1xPBS oldatban vettiik fel és BD FACS
Aria 1ll. (BD Biosciences, San Jose, CA, Egyesiilt Allamok) aramlasi citométer
segitségével mértiik le. Az eredményeket FlowJo 10.3 szoftverrel (Tree Star, Ashland,
OR, Egyesiilt Allamok) értékeltiik ki.

12. tablazat: Az intracellularis jeloléshez hasznalt antitestek és izotipus kontrollok.

Primer antitest/fluorokréom Gyarté

anti-human TBET PE CF594 BD Biosciences
anti-human RORy PE BD Biosciences
egér IgG2b kappa PE izotipus kontroll BD Biosciences
egér IgG1 kappa PE CF594 izotipus kontroll BD Biosciences

3.10. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) és Enzime-linked
immunoSpot (ELISPOT) mérések

Az egyes donoroktdl a PBMC szeparalast kovetden a plazma frakciobol és az in vitro
differencialodas 5. és 10. napjan gytjtott sejtfeliiluszokbol I1L-17A és 1L-22 ELISA
mérésekhez vettlink mintat. A begy(ijtott mintdkat -65°C-on taroltuk azok
17A  /homodimer/ ELISA Ready-SET-Go!™ Kit, Fisher Scientific UK Ltd,
Loughborough, Egyesiilt Kiralysag) és IL-22 (eBioscience™ Human IL-22 ELISA
Ready-SET-Go!™ Kit, Fisher Scientific UK Ltd, Loughborough, Egyesiilt Kiralysag)
ELISA Kkit-eket hasznaltunk a gyartd eléirasainak megfeleléen. Az oldatok pontos IL-

crcr
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Systems Group Pty Ltd, Kilsyth, Victoria, Ausztralia) 405 nm-en mérve, az ELISA
kitek sajat standard gorbéje alapjan, pg/ml-ben hataroztuk meg.

Az IL17A citokint termeld sejtek szamat ELISPOT modszerrel hataroztuk meg
(Invitrogen™ eBioscience™ Human IL-17A ELISPOT Ready-SET-Go!™, Fisher
Scientific UK Ltd, Loughborough, Egyesiilt Kiralysag) a gyartd -eldirasainak
megfelelden. A differencialédas 0. napjan a frissen izolalt PBMC vagy a naiv illetve a
memoria T sejteket technikai triplikdtumban vittiik fel (1-2x10° sejt/lyuk) vittiik fel az
antitesttel fedett ELISPOT lemezre (Merck KGaA, Darmstadt, Németrorszag), majd
1pg/ml anti-CD3 antitesttel aktivaltuk 24 o6raig. A lemezeket el6hivtuk, majd ELISPOT
olvasdval bescanneltiik (CTL - Europe GmbH, Bonn, Németorszag) és CTL szoftver
(CTL analysers LLC., Shaker Heights, OH, USA) segitségével kvantifikaltuk a citokint
termeld sejtkoloniak szamat, melyet koloniaformald egységben adtunk meg (spot

forming colony, SFC).

3.11. Konfokalis mikroszkdpia

A citoplazmaban lokalizalt aromés szénhidrogén receptor kimutatdsdhoz a frissen
szeparalt naiv és memoria T sejteket kétszer mostuk 1xPBS-ben, majd 2%-o0s
paraformaldehid (PFA) oldatban 20 percig szobahémérsékleten fixaltuk. 1xPBS-ben
mostuk a sejteket, és permeabilizald oldatban (0,1% szaponin, 1% BSA, PBS-ben) 15
percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. E 1épéstdl kezdve a sejteket a jelolés alatt
mindvégig a permeabilizald oldatban tartottuk. Fc receptorok blokkolasat egér szérum
segitségével végeztik, amelyet az elsddleges antitest hozzaadisa elétt adtunk a
sejtszuszpenziohoz. Az AHR jel6léséhez 5 pg/ml koncentracioban monoklonalis egér
anti-AHR antitestet (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, Egyesiilt Allamok)
hasznaltunk. A sejteket a primer antitest oldatban egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk,
majd kétszer mostuk a permeabilizdlo oldatban. A masodlagos kecske anti-egér
Alexa488 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) antitestet 4 pg/ml
koncentracioban adtuk a sejtekhez a permeabilizald oldatban. A masodlagos antitest
mellett 5 nM koncentracioban DRAQ5 sejtmagfestéket is adtunk a sejtekhez, majd 30
percig szobahdmeérsékleten inkubaltuk a szuszpenziot. 1xPBS-ben mostuk a sejteket és
jégen tartottuk a mérés kezdetéig. A mérés elétt 8 kamras ibidi lemezre vittiik fel a

sejtszuszpenziokat (ibidi GmbH, Planegg, Németorszag) A felvételeket négy optikai
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csatornaval folszerelt FluoView 500 konfokalis 1ézerpasztazo mikroszkopon (Olympus,
Hamburg, Germany) 60x-0s olaj-immerzios objektiven és NA:1,45 magas numerikus

apertara beallitassal készitettiik.

3.12. Statisztika

Az adatok statisztikai elemzését GraphPad Prism V6 (San Diego, CA, US), R [220] és
SPSS 15.0 (IBM, Armonk, New York, Egyesiilt Allamok) programokkal végeztiik. Az
egy valtozos analizis soran két fiiggd minta Gsszehasonlitasahoz Wilcoxon-signed rank
tesztet, fliggetlen mintdk Osszehasonlitasahoz Mann-Whitney-tesztet hasznaltunk.
Harom vagy annal t6bb csoport 6sszehasonlitdsahoz Friedman-tesztet illetve Dunn-post
hoc-teszet hasznaltunk. Amennyiben a csoportok kozotti kiilonbség indokolta, tobb
csoport Osszehasonlitdsa esetén paronkénti dsszehasonlitasokat is végeztiik a két fenti
tesztet alkalmazva. Korrelacidé analizis soran az adatsorok kozott linearis Pearson-
korrelaciot vizsgaltunk. Tobb valtozds analizis esetében a kiilonbozd szempontok
szerint (kezelések, beteg és egészséges csoportok) alkotott csoportokat varianciaanalizis
(ANOVA) és Tukey’s honest significant difference (Tukey HSD) tesztek segitségével
elemeztiik. A vizsgalt csoportok esetében minden mért adatot felhasznalva végeztiik el a
linearis diszkriminancia analizist (LDA). Ennek lényege, hogy a mért paraméterek
szamértékei definialjak a térben az egyes donorokat. Az emlitett tér az adattipusoknak
megfeleld szamu sikot tartalmaz, amelyet két dimenzioban abrazoltunk. E modszer
alkalmas arra, hogy megbecsiiljiik a csoportositasunk (beteg és egészséges) helyességét
¢s meghatarozzuk azon tényezoket, amelyek megkiilonboztetik a csoportokat, valamint
definialjuk, hogy az adott csoporthoz valo tartozas hany %-ban becsiilhetd az adott
valtozoval. Ez alapjan szemléltethetd, hogy mennyire valaszthatdo el egymadstol az

egészségesek €s a betegek csoportja, kizarolag a mért adatok alapjan.
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4. EREDMENYEK

41 A human in vitro Thl7-differencialodas vizsgalata egészséges donorok
mintaiban
Kisérleteinket azoknak az optimalis koriilményeknek és faktoroknak a beéllitasaval
kezdtiik, amelyek ismeretében jol vizsgalhatova valik in vitro a human Thl7-
differencialodas folyamata. Ekkor még nem alltak rendelkezésre olyan Osszetett
sejtizolald rendszerek, amelyek lehetdvé tették volna a kis mennyiségben jelenlévo,
tobb marker alapjan elkiilonitett primer sejtpopulacio vizsgalatat. A kiilonboz6é Thl7-
differencidlodast  befolyasolo tényezok (pL mikroorganizmusok  vagy
szennyezdanyagok) hatasa a sejtek fenotipusdra még ma sem ismert minden részletében.
Igyekeztiink olyan citokineket alkalmazni a kisérleteink soran, amelyek esetében tobb
irodalmi adat utal azok relevans szerepére a Thl7-differencialodasban. Célunk az volt,
Kiindulasi sejtpopulacié tipusat, és hogy vizsgaljuk a sejtek aktivaciojat valamint a
Th1/Th2 irdnya differencidlodést eldsegité anti-IFNy/anti-IL4 neutralizalasdnak a
hatasat a differenciadlodasra egészségesekben.
Az irodalmi adatok alapjan kivalasztott IL-1B, IL-6 és TGFP citokineket kiilonb6zd
kombinacioban kaptak a szeparalt mononuklearis sejtek az aktivacié (anti-CD3 és anti-
CD28) mellett. Az alkalmazott harom kialakitott citokin kombinacio: a TGFp+IL-6, IL-
6+IL-1p és a TGFB+IL-6+IL-1B volt, amelyekben mindegyik citokin esetén
alkalmaztunk egy alacsonyabb és egy magasabb koncentraciot (O0sszesen 12 féle
kezelés), valamint kontroll kezeléseket (kezeletlen és csak aktivalt). A sejtek RORC
expresszidjata 0., 5., 7. és 9. napokon vizsgaltuk.
A TGFB+IL-6+IL-1p citokin kombinécios kezelés hatasara a sejtek RORC expresszidja
mar az 5. napon nétt €s ez a 9. napig szamottevéen nem valtozott. Ez az expresszids
valtozas abban az esetben volt tapasztalhato, amikor a TGF-nak egy alacsonyabb (2,5
ng/ml), mig az IL-6 és IL-1B citokineknek a magasabb (30 ng/ml és 10 ng/ml)
késébbiekben, amelyet az irodalmi adatok is megerésitettek.
Vizsgaltuk a T-sejt specifikus anti-CD3 és anti-CD28 antitestek és egy harmadik, ezeket

keresztkotd antitest (kecske anti-egér Fab fragmentum) altal indukélt sejtaktivacio
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citokin termelésre kifejtett hatasat. Azt tapasztaltuk, hogy a keresztkotd antitest
alkalmazasa nagyobb mértékben aktivalja a sejteket, mint ha csupéan az anti-CD ¢és anti-
CD28 antitesteket alkalmaznank. A hatést a sejtek IL-2 termelésének mérésén keresztiil
igazoltuk. Az in vitro Thl7-differencialodas soran valamennyi ezt kovetd kisérletben a
sejteket mindig anti-CD3+anti-CD28+keresztk6td antitestek (mindharmat 1 pg/ml
koncentraciéban hasznalva) kombinacidjaval aktivaltuk. Mind PBMC, mind CD4"
sejtek esetében megfigyeltiik, hogy az aktivacid hatasara a sejtek egy részének mérete
megnovekszik, amely mikroszképban és az impendancia mérés alapti viabilitas
vizsgalatok alkalmaval is detektalhato volt (15. abra). A PBMC sejtek esetében a fekete
¢s piros vonalakkal dbrazoltuk az €16 sejteket, ezen lathatd, hogy a 48 orés aktivaciot
kovetden az €16 sejtek méretében a gorbe kétcsticsu, azaz kortilbeliil 50-50% aranyban
kétféle (7-9uM és 9-13uM méretil) méretli €16 sejt volt megfigyelhetd a mintaban. A
CD4" sejtek esetében az abra az in vitro Thl7-differencialéodas 5. napjan mutatja a
sejtek viabilitasat. A fekete vonallal jeldlt aktivalatlan sejtek esetében azonos méretiieck
a sejtek, azonban a piros, és kék vonallal abrazolt, csak aktivalt és citokinkezelt sejtek
esetén, a gorbe szintén kétcsucsu, azaz kiilonbozd ardnyban taldlunk eltéré méretii
sejteket. A aktivacio és citokinkezelés mellett a neutralizald antitestek egyiittes
alkalmazasa esetén foként a kisebb mereti sejtek figyelhetéek meg a mintaban (15.

abra).
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15. 4bra: Az aktivaci6 hatdsa a PBMC (A) és CD4" T sejtek (B) méretére.

A: Egészségesek alvadasgatolt periférias vérébdl gradiens centrifugalassal mononukledris sejteket
(PBMC) izolaltunk, majd 24 6ran at anti-CD3-al (1 pg/ml), anti-CD28-al (1 pg/ml) és keresztkotd
antitesttel (1 pg/ml) aktivaltuk azokat. 50 pl sejtszuszpenzidt 4,95 ml specialis elektrolit oldatban (CASY
ton) szuszpendaltunk, amelybdl a késziilék 3 x 200 pl mintat egy 60 pm podrusatmérdji mérd kapillaris
elektrodjai kozott allandod sebességgel aramoltat keresztiil. A sejtekben Casy blue oldattal apoptdzist
indukaltunk, majd megismételtik a mérést. B: A kordbban leirt médon eléallitott PBMC sejtekbol
magneses szeparalassal CD4" T-sejteket izolaltunk. A sejtek egy részét nem kezeltiik (nem akt), mas
részét kiilonboz6 kezeléseknek vetettilk ala: csak aktivalt sejtek (anti-CD3+anti-CD28-+keresztkotd
antitest), cito: anti-CD3+anti-CD28+keresztkoté antitest+TGFB+IL-6+IL-1B kezelés, blokk.: anti-
CD3+anti-CD28+keresztk6t6 antitest+TGFB+IL-6+1L-1p+anti-IL4+anti-IFNy. Az alkalmazott antitest és
citokinkoncentraciok a kovetkezok voltak: anti-CD3, anti-CD28, keresztkot antitest: 1 pg/ml, TGFB: 2,5
pg/ml, IL-1B, anti-IL-4, anti-IFNy: 10 pg/ml, IL-6: 25 pg/ml. Roviditések: elo-1, -2: é16 sejtek, dead-1, -
2: halott sejtek.

Kisérleteink beallitdsdhoz sziikségesnek tartottuk meghatarozni azt a kiindulasi
sejtpopulaciot, amelybdl a Th17 iranyu differencialodas elindithato (irodalmi adatok
szerint mind PBMC, mind pedig CD4" T sejtekbél elindithato). Egészséges donorok
PBMC és CD4" T sejtjeit 5 napig, aktivacio+TGFB+IL-6+IL-1p kezeléssel stimulaltuk,
majd mindkét frakcioban vizsgaltuk a Th17 specifikus RORC gén expresszidjat.
Eredményeink szerint CD4" T sejtek kezelését kovetéen nagyobb mértéki
transzkripcios faktor génexpresszido novekedés érhetd el, mint PBMC sejtek kezelését
kovetden. Mig el6bbi esetben aktivacio+TGFB+IL-6+IL-1 kezelés hatasara csak
masfélszeres RORC expresszido emelkedést tapasztaltunk a csak aktivalt sejtekhez
viszonyitva, addig ez a valtozds CD4" sejtek kezelésekor koriilbeliil négyszeres volt (16.

abra).
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16. abra: A RORC expresszid valtozasa PBMC (A) és CD4+ T sejtekben (B) citokin

kezelés hatasara.

Egészségesek alvadasgatolt periférias vérébdl gradiens centrifugalassal mononuklearis sejteket (PBMC)
izolaltunk (n=6) (A) majd azokbdl méagneses szeparalassal CD4" T-sejteket kiilonitettiink el (n=6) (B). A
PBMC ¢és CD4+ T-sejteket 5 napig anti-CD3-al, anti-CD28-al és keresztkot6 —antitestekkel
(aCD3+aCD28+kk) stimulaltuk vagy az aktivacio mellett citokinekkel (stm.+TGFB+IL6+IL1p) kezetiik
azokat. Ezt kovetden a sejtekb6l RNS-t izolaltunk, majd c¢cDNS-t irtunk a mintakbol és RT qPCR
elvégzését kovetden elemeztilk a HPRT-1 haztartasi gén expresszidjara normalizalt RORC expressziot.
Az oszlopdiagramon atlag + SEM értékeket abrazoltunk, ***p<0,001. Roviditések: CD: differenciacios
klaszter, TGFp: tumor grow factor beta, IL: interleukin, stm.: aktivacio, RORC: RAR Related Orphan
Receptor C, kk: keresztkdtd antitest

Irodalmi forrasok alapjan a Thl ¢és Th2 iranya differencialodas blokkolasakor
optimalisabb lehet az in vitro Thl7-differencialodas [221]. Ez alapjan vizsgaltuk az
anti-IL-4, mint Th2 sejtek altal termelt IL-4, és az anti-IFNy, mint a Thl sejtek altal
termelt IFN, citokineket neutralizalo antitestek hatasat. Kisérletiinkben a felsorolt
neutralizdl6 antitestekkel kezeltik a CD4" T sejteket a fent Kkifejtett
aktivacio+TGFB+IL-6+IL-1p kezelést kiegészitendd. Kontrollként, ahogy korabban is,
kezeletlen, csak aktivalt és csak citokinekkel kezelt sejteket hasznaltuk. A
differencidlodas 5. és 10. napjan mértiik a sejtek transzkripcids faktor expressziojat €s
citokin termelését. A neutralizalo antitestek hatdsara a RORC transzkripcids faktor
kifejez6dése és a sejtek IL-17A termelése fokozodott, ugyanakkor az 1L-22 termelésiik
csokkent. Eredményeink alapjan a sejtaktivacio nemcsak a RORC expressziojat, hanem
az IL-17A és IL-22 citokinek termelddését is fokozta a CD4" T sejtekben. Felmeriilt a
kérdés, hogy a T-sejtek kozott 1évé memoriasejtek okozhatjak-e a megfigyelt értékeket,

igy a tovabbiakban a CD4" T sejtek izoldldsit kdvetéen egy mdsodik magneses
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szeparalassal elkiilonitettiik a naiv (CD45RO ") sejtektdl a memoria sejteket (CD45RO™)
¢és kizéarolag a naiv sejtekbdl inditottuk a differencialédast. Megvizsgéalva a naiv és a
memoria sejtek IL-17A termelését is egyértelmiien lathato volt, hogy a memoriasejtek

jelenléte jelentésen befolyasolja az in vitro differencialddast (17. abra).
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17. abra: IL-17A termel6 sejtek szdma a naiv és @ memoria T sejtek aktivacio hatdsara.

Egészséges donorokbdl (n=6) a 16. abranal ismertetett moédon naiv és memoria sejteket izolaltunk. A
sejteket anti-CD3 antitest segitségével 24 oran at aktivaltuk, majd ELISPOT modszerrel megallapitottuk
az IL-17A termelé sejtek szamat, amelyet koloniaformald egység (SFC)/10° sejtre vonatkoztatva adtunk
meg. Az oszlopdiagrammon atlag + SEM értékeket abrazoltunk,*p<0,5. Roviditések: IL: interleukin

Irodalmi adatok utalnak arra, hogy az egérben leirtakhoz hasonléan emberben is
jellemz6 a Th17-sejtek differencialodéasara egy bizonyos mértéki “rugalmassag” mas T-
sejt szubpopulaciok kialakulasanak iranyaba. Leirtak olyan Thl és a Thl7-sejtek
kozotti, atmeneti fenotipusi sejteket, amelyek mindkét sejttipusra jellemz6 mester
regulator transzkripcios faktor géneket (Thl: human: TBX21, egér: Tbx21; Thl7:
human: RORC, egér: Rorc) kifejezik és mindkét sejtre jellemz6 citokineket termelnek
(Thl: IFNy; Th17: IL-17) [90]. Ez a fenotipus feltehetden fontosabb szerepet t6lt be az
autoimmun betegségek kialakulasaban, mint azok a Th17-sejtek, amelyek féként IL-17-
et termelnek. A fent kifejtett atmeneti fenotipus kialakuldsanak hatterében az egyik
lényeges tényezd a sejteket korlilvevé citokinkdrnyezet. Ennek vizsgéalatdhoz
kiilonb6z6, a Thl7-differencialodasban szerepet jatszd, de kiilonboz6 hatasu
citokinekkel kezeltiik naiv T sejteket (TGFB+IL-6 valamint IL-1B+IL-6+IL-23).
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Irodalmi adatok alapjén a korabbiakban vizsgalt TGFp+IL-6+IL-1p hat4sa az optimalis
fiziologias fenotipusi Thl7-sejtek kialakulasat segiti eld, mig IL-23 hatdsara
pathologias funkcidju sejtek keletkezhetnek [88, 90]. Eredményeink alapjan a Th17-
specifikus RORC transzkripcids faktor expressziora tobbféle citokin is indukalo hatassal
van, azonban a sejtek citokintermelése eltéréen regulalédik. A Thl7-differencialodast
indukald citokinkornyezet érdekes modon a Thl specifikus TBX21 transzkripcids faktor
expressziora is hatdssal volt (18. abra). Annak eldontéséhez, hogy pathologias
koriilmények kozott megtalalhatdoak-e mindkét transzkripeids faktort expresszalo sejtek,

tovabbi kisérleteket végeztiink el (1asd részletesen a 4.3.1. fejezetben).
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18. abra: RORC (A), TBX21 (B), IL-17A (C) és IL-22 termelés (D) vizsgalata

egészségesek CD4+ T sejtjeiben kiilonbozo kezelések hatdséra.
A naiv sejteket a 16. abranal ismeretett modon izolaltuk, majd 10 napig kiilonb6z6 kezeléseknek vetettiik
ala. Ennek soran anti-CD3-al (1 ug/ml), anti-CD28-al (1 pg/ml) és keresztkotd (1 pg/ml) antitestekkel
(aktivalt), illetve az aktivacio mellett TGFB (2,5 ng/ml), IL-6 (25 ng/ml) (stm.+TGFB+IL6), vagy IL-1B
(10 ng/ml), IL-6 és IL-23 (10 ng/ml) citokin (stm.+IL1B+IL6+IL23) kezeléseket alkalmaztunk. Ezt
kovetben a sejtekbdl RNS-t izolaltunk, majd cDNS-t irtunk a mintakbol és RT qPCR elvégzését kdvetden
elemeztilk a HPRT-1 haztartasi gén szintjére normalizalt RORC (n=8) és TBX21 (n=8) expressziot. A
sejtek IL-17A (n=6) és IL-22 (n=4) termelését ELISA modszerrel vizsgaltuk. A dobozdiagramok a 10-es
és 90-es kvartiliseket és az atlag £+ SEM értékeket abrazoljak, *p<0,05, **p<0,01. Roviditések: stm. =
aktivalas

4.2. AHR ligandok és immunkomplexek hatasanak vizsgalata a Th17-sejtek és az
osteoclastok differencialodasara

Kisérleteink soran a dohanyzas, mint kiils6 kornyezeti tényez6 és az immunkoplexek T
sejtekre kifejtett hatasat vizsgaltuk. Az AHR-nek szamos ligandja 1étezik, amelyek
koziil néhany a dohényfiistben illetve egyes gydgyszerekben is megtalalhatod, igy
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szerepe lehet a dohanyfiist hatasanak kozvetitésében kiilonboz6 gének expresszidjanak

szabalyozasan keresztiil.

4.2.1. Aromas szénhidrogén receptor expresszio vizsgalata T-sejtekben

Jelen kisérletiink soran Kimutattuk az AHR-t egészséges donorok kezeletlen, frissen
szeparalt CD45RO™ naiv és CD45RO" memoria T sejtjeiben és vizsgaltuk annak
kifejez6dését aktivacio (anti-CD3+anti-CD28+keresztkotd antitest) hatasara. Periférias
vérbol két egymast koveté magneses szeparalassal naiv és memoria sejteket izolaltunk,
amelyekbdl mind gén (19. abra), mind pedig fehérje szinten (20. abra) meghataroztuk
az AHR kifejezddését. A génexpresszids méréseket kvantitativ valds idejii PCR, mig az

AHR fehérje jelenlétét konfokalis 1ézer pasztazo elektronmikroszkopiaval vizsgéltuk.
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19. abra: AHR génexpresszid Osszehasonlitasa egészséges donorok naiv és memoria
sejtjeiben (A) és aktivacio altal indukalt expresszio valtozas vizsgalata naiv sejtekben
(B).

A 16. abranal ismertetett modon naiv és memoria sejteket izolaltunk. A sejteket anti-CD3, anti-CD28 és
keresztkoté antitest (aktivalt) alkalmazasaval 5 napig aktivaltuk. Ezt kovet6en a 18. abranal leirt médon,
génexpresszios analizist végeztiink, mely soran a HPRT-1 haztartasi gén szintjére normalizalt AHR
génexpressziot a 0. napon (n=12) a kezeletlen naiv és memoria sejtekben (A) €és az 5. napon (n=10) az
aktivalt naiv sejtekben (B). A dobozdiagramok a 10-es és 90-es kvartiliseket és az atlag = SEM értékeket

abrazoljak, **p<0,01. Roviditések: AHR: aromas szénhidrogén receptor, RO : naiv T-sejtek.

Egészséges donorok naiv és memoria sejtjeiben az AHR expresszioja hasonld mértékii

¢s aktivacio hatasara fokozodik (20-21. abrak).
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20. abra: Az AHR expresszidjanak vizsgalata egészséges donorok kezeletlen naiv (A),
aktivalt naiv (B), kezeletlen memoria (C) és aktivalt memoria (D) sejtjeiben.

Egészséges donorokbol (n=3) a 16. abranal leirt médon naiv és memoria sejteket izolaltunk. A sejteket
fixaltuk, majd blokkoltuk az Fc receptorokat. A permeabilizalast kovetden anti-AHR antitestettel és
Alexad88-al konjugalt szekunder antitesttel, valamint DRAQS sejtmagfestékkel jeloltik. A felvételeket
FluoView 500 konfokalis 1ézerpasztazoé mikroszkdoppal készitettiik

4.2.2. AHR ligandok hatisa a sejtek IL-17A termelésére.

A dohanyfiistnek tobb mint 4000 Osszetevdje koziil néhany esetében, mint példaul a
dioxin (TCDD) vagy a benzo[a]pirén leirtak, hogy hatassal van a T-sejtek
differencidlodasara és/vagy funkcidjara. Kisérletiinkben a dohanyfiist komplex hatasét
vizsgaltuk PBMC sejtek IL-17A termelésére. Mind a benzo[a]pirén, mind a TCDD, az
AHR agonista hatasu ligandja, amelyek irodalmi adatok alapjan gatoljak (TCDD) vagy
elosegitik (B[a]P) a Thl7-sejtek kialakulasat és/vagy funkciojat [93, 222]. Ezen
anyagokkal kezeltiik a sejteket, mindkét esetében egy kisebb és egy nagyobb

koncentraciét alkalmazva. Osszehasonlitasképpen steril koriilmények kozott probalunk

71



DOI:10.14753/SE.2019.2272

eléallitani olyan sejtmédiumot, amelyben dohanyfiistt nyelettiink el annak komplex
hatasanak vizsgalatdhoz. Az igy eldallitott médiumbdl, tomegspektrometrids analizist
kovetden Karpati Eszter és munkatarsai sikeresen azonositottak a benzo[a]pirént, mint
policiklusos aromas szénhidrogén molekulat [219]. A sejtkezelés soran a dohanyfiistos
médiumot 25x-0s higitasban alkalmaztuk. A mérés sordn a kezelt PBMC-t 24 6raig
aktivaltuk anti-CD3 antitesttel (0,75ug/ml), majd ELISPOT moédszerrel vizsgaltuk az
IL-17A termel6 sejtkoloniak szamat. Kontrollként csak aktivalt sejteket hasznaltunk és
valamennyi kezelés esetében aramlasi citometriaval és Biirker kamraval vizsgaltuk a
sejtek viabilitdsat. Eredményeink szerint, egészséges donorok PBMC sejtjeiben az
aktivacio altal kivaltott IL-17A termelést gatolja mindkét AHR agonista és a
dohanyfiisttel kezelt médium is. Emellett a kezelések szignifikdnsan nem befolyasoltak
a sejtek viabilitasat (21. abra)

Th17-differencialédas betegekben torténd vizsgalata soran a betegek terapiaja szerinti
kiilonbségeket is szamba vettik a fentiek ismeretében. A leflunomid terapiaban
részesiild betegek sejtjeire kisebb mértékii IL-22 termelés volt jellemzd a bioldgiai
terapias betegekhez viszonyitva (p<0,01), amely a Thl7-differencialédas indukalasa
mellett (stm.+TGFp+IL-6+IL-1p+anti-IL4) fokozottabba valt (p<0,01), mint a biologiai
terapids kezelésben részesilé RA-S betegek esetében. A kiilonb6zé Thl17 indukalo
kezelések koziil csupan a fent emlitett esetben figyeltik meg ezt a kiilonbséget a

0.naphoz viszonyitott IL-22 termelés mértékének valtozasaban.
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21. abra: IL-17A termel6 sejtek szdmanak vizsgalata kiilonb6zé AHR ligandok és
dohanyfiisttel kezelt sejtmédium hatasara.

Egészséges donorokbdl (n=3) a 16. abranal leirt médon mononuklearis sejteket izolaltunk, majd a 17.
abranal leirt médon ELISPOT modszerrel megallapitottuk az IL-17A termeld sejtek szdmat, amelyet
koloniaformald egység (SFC)/10°sejtre vonatkoztatva adtunk meg. A dobozdiagramok a 10-es és 90-es
kvartiliseket és az atlag = SEM értékeket abrazoljak, *p<0,5, **p<0,01. Roviditések: B[a]P:
benzo[a]pirén, TCDD: 2,3,7,8-tetraklor-dibenzo-p-dioxin.

4.2.3. Az immunkomplexek hatasa a Th17-differencialodasra

Az immunkomplexek szamos autoimmun betegségben (pl.. RA, SLE) szerepet,
jatszanak a gyulladas kialakulasaban és fenntartdsaban. Munkdnk sordn vizsgaltuk,
hogy a rekombinans Staphylococcus A fehérjéb6l és human IgG-bdl allo
immunkomplex (L.M. McLellan és munkatarsainak cikke alapjan 1:200 szoros
higitasban alkalmazva [218]) jelenléte hogyan befolyasolja a Thl7-differencialodast
egészségesekben és AP-s betegekben. A Thl7-sejtek kialakulasat indukalo
citokinkezelés (stm.+TGFg+IL-6+IL-1g+anti-IL4) hatdsara, szolubilis immunkomplex
jelenlétében és hianyaban vizsgaltuk a sejtek RORC és TBX21 expresszidjat, valamint

IL-17A és IL-22 termelést.
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22. abra: Immunkomplexek hatdsanak vizsgalata a human in vitro Th17-
differencialodésra egészséges donorokban.

Egészségesekbdl a 16. abranal leirt modon naiv T-sejteket izolaltunk. A sejteket 5 napig kiilonbozd
kezeléseknek vetettiik ald, mely soran anti-CD3-al (1 pg/ml), anti-CD28-al (1 pg/ml) és keresztkotd (1
pg/ml) antitestekkel aktivaltuk, illetve aktivacié mellett TGFp (2,5 ng/ml), IL-6 (25 ng/ml), IL-1B (10
ng/ml) citokinekkel és anti-IL4 (10 ng/ml) antitesttel kezeltiik. A citokinkezelés mellett a sejtek egy
részének 1:200 higitasban szolubilis immunkomplexet (SIC 2x) adtunk. Ezt kdvetéen a 18. abranal leirt
modon, génexpresszios analizist végeztlink, amely soran a HPRT-1 gén szintjére normalizalt RORC (n=6)
és TBX21 (n=6) expressziot elemeztiik. A sejtek IL-17A (n=6) és IL-22 (n=5) termelését ELISA
modszerrel hatdroztuk meg. A dobozdiagramok a 10-es és 90-es kvartiliseket és az atlag + SEM
értékeket abrazoljak, *p<0,05. Roviditések: ND: nem determinalhat6.
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Az immunkomplexekkel kezelt egészséges donorokbol szarmazoé sejtekben a RORC
expresszid a tobbi kezeléshez hasonléan nét, azonban nem kiilonbozott a csak aktivalt,
illetve citokinkezelt sejtekétol. Emellett a TBX21 expresszidot mind az aktivalt, mind
pedig a citokinkezelt sejtekhez viszonyitva csokkentette az immunkomplexek jelenléte.
A sejtek IL-17A termelésére pozitiv hatassal volt az immunkomplex kezelés, mig az IL-
22 termelést nem befolyasolta (22. abra). AP-s betegekben a citokint+SIC kezelés az
aktivaciohoz és a citokinkezeléshez hasonld mértékben fokozta az IL-17A termelését,
ezen kiviil kezelések kozott egyéb kiillonbséget nem tapasztaltunk egyik paraméter

esetében sem.

4.2.4. Az immunkomplexek hatasa az osteoclastok differencialodasara

Kisérletiinkben, egészségesekben valamint RA-s és AP-s betegekben vizsgaltuk az
immunkomplexek hatasat az osteoclastok in vitro differencialédasara. L.M. McLellan és
munkatarsai leirtdk, hogy az rekombinans Staphylococcus A fehérjébol és human IgG-
bél allé immunkomplexek gatoljak az osteoclastogenezist [218], amely megfigyelést
sajat kisérleteink sordn is megerdsitettiink. Az altaluk alkalmazott mdodon eldallitott
immunkomplexekkel 1:100 (SIC1x) és 1:200 (SIC2x) higitasokban kezeltiik az in vitro
differencialtatott osteoclastokat. A differencialédas 8. napjan vizsgaltuk az osteoclast
érés molekularis szabalyozasaban szerepet jatsz6 molekulak (kalcitonin receptor -
CALCR, retroviralis onkogén v-fos homoldgja - C-FOS, katepszin K - CTSK, makrofag
koloniastimulalo faktor receptora - C-FMS, dendritikus sejt asszocialt transzmembran
fehérje - DC-STAMP, aktivalt T-sejt nuklearis faktor 1 - NFATcL, osteoclast-asszocialt
immunglobulin-szeri receptor - OSCAR, nuklearis faktor kB receptor aktivatora -
RANK, tartarat rezisztens acidotikus foszfataz — TRAP, Src-szeri adaptor fehérje -
SLAP-1 és SLAP-2) expressziojat. Az egészségesekban mindkét SIC koncentracio
csokkentette az osteoclast sejtek CTSK ¢és RANK epresszojat, amely a két
betegpopulacioban nem volt megfigyelhet6. A CTSK és RANK kifejezddésen kiviil, mas
génekben nem talaltunk kiilonbséget az egyes csoportokban a SIC és a kontroll
kezelések kozott sem egészséges donorokban, sem RA-s vagy AP-s betegekben (23.

abra).
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23. abra: Immunkomplexek hatasa az osteoclast differencialodasra egészségesekben,
RA-s és AP-s betegekben.

Egészséges donorok (n=6), RA-s (n=6) és AP-s (n=6) betegek alvadasgatolt periférias vérébol masneses
szeparalassal CD14" sejteket izolaltunk, majd M-CSF és RANKL felhasznalasaval osteoclastokat
differencidltattunk. A sejteket 1:100 (SIC 1x) és 1:200 (SIC 2x) koncentracioju SIC-el kezeltiik. A
kontroll mintak a differencialodas alatt a kezelésekkel ekvivalens térfogatu steril sziirt PBS-t kaptak. A
differencialédas 7. napjan a sejteket lizaltuk, majd a 18. abranal leirt médon génexpresszids analizist
végeztiink, mely soran elemeztiik a GAPDH haztartasi gén szintjére normalizalt CALCR, CTSK és RANK
expressziot. Az oszlopdiagramon az atlag = SEM értékeket abrazoltuk, *p<0,05. Roviditések: CALCR:
kalcitonin receptor, CTSK: katepszin K, RANK: nuklearis faktor kB receptor aktivatora, RA: rheumatoid
arthritis, AP: arthritis psoriatica.

Forras: Marton, N., et al., Cellular and Molecular Life Sciences, 2017. 74(19): p. 3599-3611.[224] alapjan
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4.3. A Thl7-differencialodas vizsgalata egészségesekben, rheumatoid arthritises és
arthritis psoriaticas betegekben
A Thl7-differencialodast iranyitéd citokinek szerepe tobbnyire jol jellemzett fiziologias
koriilmények kozott, azonban ezek atfogo szerepére utalo irodalmi adat RA-s vagy AP-s
betegekben nem all rendelkezésre. Jelen vizsgélat soran kisérleteink célja az volt, hogy
Osszehasonlitsuk az egészséges donorok, illetve az RA-s és AP-s betegek naiv T sejtjeit,
azok sejtfelszini markereinek, a benniik talalhaté gén és fehérje expresszidonak, valamint
az altaluk termelt citokineknek a tekintetében. Emellett célul tiiztiik ki ugyanezen
jellemzok vizsgalatat az in vitro Thl7-differencialédas soran az emlitett csoportokban.
Vizsgaltuk és Osszehasonlitottuk az egyes Thl7-indukélod citokinek kombinacidinak
hatasat a differencialodasra, és az ennek hatasara kialakulo effektor sejtek fenotipusat a

két betegségben az egészséges donorokhoz viszonyitva.

4.3.1. Naiv sejtek vizsgalata és dsszehasonlitasa
Egészséges, RA-s ¢és AP-s donorok periférids vérébdl magnesesen izolalt
CD4'CD45RO™ naiv T-sejteket hasonlitottunk Ossze génexpresszid és sejtfelszini
markermolekulak tekintetében. A Thl és Thl7-sejtekre jellemzé TBX21 és RORC
transzkripcios faktorok mellett, az ezeknek a sejtpopulacioknak a definialasara szolgalo
kemokin receptor markereket (CCR6, CCR4, CXCR3) vizsgaltunk. Megallapitottuk,
hogy egészségesekben a CD4"CD45RO" memoéria T sejtek magasabb RORC és TBX21
expresszioval jellemezhetok (24/A abra), azonban az RA-s (24/B abra) és AP-s (24/C

abra) betegek naiv és memoria sejtjei ebben a tekintetben nem kiilonboznek egymastol.
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24. abra: RORC és TBX21 expresszio vizsgalata egészséges (A), RA-s (B) és AP-s (C)
betegek naiv €s memoria T sejtjeiben.

Egészséges donorokbol (n=12), valamint RA-s (n=12) és AP-s (n=7) betegekbdl a 17. abranal leirt moédon

naiv és memoria T-sejteket izolaltunk. Ezt kdveten a 18. abranal leirt modon génexpresszios analizist

végeztiink, amely soran a HPRT-1 haztartasi gén szintjére normalizalt RORC és TBX21 expressziot

vizsgaltuk. A dobozdiagramok a 10-es és 90-es kvartiliseket és az atlag £ SEM értékeket abrazoljak, *-

*p<0,01, ***p<0,001. Roviditések: TBX21: T-boksz transzkripcios faktor, RORC: RAR Related Orphan

Receptor C, RA: rheumatoid arthritis, AP: arthritis psoriatica

Forras: E. Baricza et. al. Front. Immunol. 2018.[225].

A naiv és memoria sejtek RORC és TBX21 transzkripcios faktor expresszids értékei
eltér6 mértéki korrelaciot mutattak. Megfigyeltiik, hogy a naiv és memoria sejtek

TBX21 expresszids értékei mindharom vizsgalt csoportban korrelaltak egymassal (r =
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0.9, p <0,0001), ugyanakkor a RORC értékek (r = 0,18, p = 0,17) esetén nem talaltunk

linearis korrelaciot (25/A, B abra).
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25. abra: Linedris korrelacid vizsgalata naiv és memoria T sejtek RORC (A) és TBX21
(B) expresszios értékei kozott

A 24. abranal kifejtett vizsgalatokat elvégeztiik, majd a naiv és a memoria sejtek RORC (A) és TBX21 (B)
expresszios értékei kozotti Pearson korrelaciot vizsgaltuk. Roviditések: TBX21: T-boksz transzkripciods
faktor, RORC: RAR Related Orphan Receptor C.

Forras: E. Baricza et. al. Front. Immunol. 2018.[225].

Az egészségesekhez képest a betegekben magasabb RORC transzkripcios faktor
expresszios értékeket mértiink, mig a TBX21 paraméterekben nem tapasztaltunk
kiilonbséget (26. abra/A, B és 27. abra/A, B panel). Megvizsgaltuk, hogy a fent leirt
kiilonbségek fehérje szinten is detektalhatdak-e a betegekben és hasonloképpen azt
tapasztaltuk, hogy mind az RA-s, mind az AP-s betegekben a RORy fehérje mennyisége
fokozodott, amely csak a naiv sejtekben volt detektalhatd. Aramlasi citometriaval
vizsgaltuk a RORy és TBET fehérjék kifejez6dését a naiv és memoria T-sejtekben (26.
abra/C, D és 27. abra/C, D panel). A betegek naiv T-sejtjeiben a RORy fehérje esetén
lathatd gorbe az egészségesektdl eltéréen egy magasabb RORy kifejezddéssel
jellemezhetd sejtpopulacid jelenlétére utal. Az egészséges donorokbol és a betegekbdl
szarmazd memoria sejtekben a RORy gorbék atfednek, amely a TBET eredmények
esetén ehhez hasonloan sejttipustol fiiggetleniil megfigyelhetd. Ez alapjan az
egészségesek memoriasejtjei egyik transzkripcios faktor tekintetében sem, mig a naiv

sejtjei csak a TBX21 értékekben nem kiilonboznek a betegekétol.
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26. abra: Naiv T-sejtek RORC gén és RORy fehérje, valamint TBX21 gén és TBET
fehérje expressziojanak dsszehasonlitasa egészséges, RA-s és AP-s betegcsoportokban.

Egészséges donorokbél (n=12), valamint RA-s (n=12) és AP-s (n=7) betegekbdl a 16. abranal leirt
moédon naiv (CD45RO") és memoria (CD45RO") T-sejteket izolaltunk. Ezt kovetden a 18. abrandl
kifejtett modon génexpresszidanalizist végeztiink, amely soran a HPRT-1 haztartdsi gén szintjére
normalizalt RORC és TBX21 expressziot vizsgaltuk. A dobozdiagramok a 10-es és 90-es kvartiliseket és
az atlag = SEM értékeket abrazoljak, **p<0,01. (A, B). A sejtek transzkripcioés faktor fehérje
expresszidjat egészséges donorok (n=6), valamint RA-s (n=5) és AP-s (n=5) betegek PBMC sejteiben
vizsgaltuk. A sejteken blokkoltuk az Fc receptorokat, majd ezt kovetéen anti-human CD3 APC Cy7, anti-
human CD4 PerCP Cy5.5, anti-human CD45RA FITC, anti-human CD45RO PE Cy7 és anti-human
CD197 APC antitestekkel jeloltik a szuszpenziokat. A jelolést kovetden a sejteket fixaltuk és
permeabilizaltuk és anti-human TBET PE CF594 és anti-human RORy PE antitestekkel jeloltik. A
mérést BD FACS Aria III aramlasi citométer segitségével végeztiik el és az eredményeket FlowJo 10.3
szoftverrel értékeltiik ki. A hisztogrammokon az egyes csoportokban 1évé valamennyi donor egyesitett
hisztogrammyjait abrazolja (C, D). Roviditések: TBX21: T-boksz transzkripcidés faktor, TBET: T-sejt
eredetli T-box transzkripcios faktor fehérje, RORC: RAR Related Orphan Receptor C, RORy: RAR
Related Orphan Receptor gamma, RA: rheumatoid arthritis, AP: arthritis psoriatica.

Forras: E. Baricza et. al. Front. Immunol. 2018. alapjan [225].
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27. abra: Memoria T-sejtek RORC gén és RORy fehérje, valamint TBX21 gén és TBET
fehérje expressziojanak dsszehasonlitasa egészséges, RA-s és AP-s betegcsoportokban.

A 26. abranal kifejtett médon meghataroztuk a memoria T-sejtek gén és fehérjeexpresszids paramétereit.
A dobozdiagramok a 10-es és 90-es kvartiliseket és az atlag + SEM értékeket abrazoljak. (A, B). A
hisztogrammokon az egyes csoportokban 1év6 valamennyi donor egyesitett hisztogrammjait abrazolja (C,
D).

Forras: E. Baricza et. al. Front. Immunol. 2018. alapjan [225].

Intracellularis aramlasi citometrias méréseink soran valaszt kerestiink arra a kérdésre is,
hogy mely sejtek kozott vannak olyanok, amelyek mind a TBET, mind pedig a RORy
transzkripcids faktorokat expresszaljak, és van-e kiilonbség ezen sejtek kozott a
betegekben ¢és egészségesekben. Mindhdrom populacioban kiilonbozd sejtfelszini
markerek alapjan definialtuk a naiv (CD3'CD4'CD45RO CD45RA'CD197%) és a
memoria sejteket (CD3"CD4"'CD45RO'CD45RA"). A CD197 vagy CCR7 molekulat a

naiv és centralis memoria sejtek IS hordozzak, mig az effektor sejtek nem, igy ez alapjan
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definialni tudtuk a memoria sejtek e két tipusat is. Mind az egészségesekben, mind
pedig a betegekben jellemzéen a memoria sejtek nagyobb része centralis, mig kisebb
része effektor memoriasejt volt (28/A abra). A transzkripcios faktor expressziot
tekintve ugyanakkor az effektor memoriasejtek esetében tapasztaltunk magasabb
értékeket mind a TBET+, a RORy+ és a TBET+RORy+ kifejez6dés tekintetében (28.
abra/B, C és D panel). Egyéb tekintetben nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az
egészségesek ¢s a betegek kozott, meg kell azonban emliteniink, hogy a betegek

génexpresszios paraméterei nagy varianciat mutattak.
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28. abra: Memoria T-sejt populaciok RORy és TBET fehérje expresszidja.
Egészséges donorokbodl (n=6), valamint RA-s (n=5) és AP-s (n=5) betegekbdl a 26. abranal leirtak alapjan
meghataroztuk a memoria T-sejt alcsoportokban a RORy és TBET transzkripcios faktor fehérjék
kifejez6dését. A dobozdiagramok a 10-es és 90-es kvartiliseket és az atlag £+ SEM értékeket abrazoljak,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Roviditések: Tem: effektor memoria sejt, Tem: centralis memoria sejt,
TBET: T-sejt eredetli T-box transzkripcios faktor fehérje, RORy: RAR Related Orphan Receptor gamma
fehérje.

Annak érdekében, hogy a sejtek fenotipusat még konkrétabban meghatarozzuk, néhany
Thil, illetve Th1l7 specifikus kemokin receptor molekulat vizsgaltunk meg a sejtek
felszinén, amelyek kiilonb6zé kombinacioban jellemzbéek az adott sejtpopulaciokra. A
klasszikus Th17-sejtek ismert markerei a CCR6 ¢s CCR4, mig a Thl sejteké a CXCR3.

Ismert, hogy a nem klasszikus Th1l vagy Th1/Th17 atmeneti fenotipusu sejtek mind a
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Thl specifikus CXCR3-at, mind pedig a Thl7-sejtekre jellemz6 CCR6 molekulat
hordozzak [88, 89]. A CCR6'CCR4" és a CCR6'CXCR3" sejtek szamaban csak az
egészséges donoroknal volt kiilonbség a naiv és a memoria T sejtek kozott, mig RA-s és
AP-s betegekben nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. Frdekes médon a csak

+ . , oK . ’ r r 4
CXCR3" naiv és memoria sejtek szdma sem az egészségesek, sem a betegek esetében

nem tért el egymastol (29. abra).
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29. abra: CCR6, CCR4 és CXCR3 kemokin receptor expresszio vizsgalata
egészségesek (A), RA-s betegek (B) és AP-s betegek (C) naiv és memoria T sejtjeiben.

Egészséges donorokban (n=6), valamint RA-s (n=5) és AP-s (n=5) betegekben a 16. abranal leirt moédon
naiv és memori T-sejteket izolaltunk. A sejtszuszpenzidkban blokkoltuk az Fc receptorokat, majd anti-
human CD3 APC Cy7, anti-human CD196 (CCR6) FITC, anti-human CD194 (CCR4) PE és anti-human
CD183 (CXCR3) PerCP CyS5.5 antitestekkel jeldltiik a sejteket. A megjeldlt sejteket BD FACS Calibur
aramlasi citométer segitségével mértiik le. Az eredményeket FlowJo 10.3 szoftverrel értékeltiik ki. A
dobozdiagramok a 10-es és 90-es kvartiliseket és az atlag + SEM értékeket abrazoljak, *p<0,05.

Roviditések: CCR: C-C kemokin receptor, CXCR: C-X-C kemokin receptor, RA: rheumatoid arthritis,
AP: arthritis psoriatica.

Forras: E. Baricza et. al. Front. Immunol. 2018. alapjan [225].
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Ebben az esetben is dsszehasonlitottuk az egyes csoportokban a naiv és memoria sejtek
kemokin receptor (CCR6, CCR4, CXCR3) expressziojat, de azok k6zott nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget egyik esetben sem.

A betegekben megvizsgaltuk a klinikai adatok és az egyes 0. napon mért paraméterek
(RORC ¢és TBX21 expresszid, valamint CCR6, CCR4 és CXCR3 kifejez6dés) kozotti
korrelacid6 mértékét is. A vérsejtsiillyedés (ESR) és a C-reaktiv protein (CRP)
paraméterek kozepesen erds korrelaciot (r=0,7213; p=0,0093 ¢és r=0,7743; p=0,0043)

mutattak a CCR4+ memoria T-sejtek aranyaval (30. abra).
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30. abra: A betegek laborparamétereinek és a CCR4+ memoria sejtek aranyanak
korrelécioja.

A korrelacio analizishez a betegek (RA-s /n=5/ és AP-s /n=5/) klinikai adatait és a kisérletek soran mért
kemokin receptor expresszos (CCR4) paramétereket hasznaltuk. Az abran Pearson féle korrelacié analizis
eredménye lathato, az r annak mértékét, a p a korrelacid szignifikanciajat mutatjat. Roviditések: CCR: C-
C kemokin receptor, RA: rheumatoid arthritis, AP: arthritis psoriatica, ESR: vérsejtsiillyedés, CRP: C
reaktiv protein.

Forras: E. Baricza et. al. Front. Immunol. 2018. alapjan [225].

A vizsgalatokat kiegészitendd, mindharom csoport Osszes mért adatat felhasznalva
linearis diszkriminancia analizist végeztiink, amelynek alkamazasaval a betegcsoportok
és az egészséges donorok csoportja jellemezhetd és Osszehasonlithaté. Ha csak a
transzkripcids faktorok értékeit felhaszndlva végezziik el az analizist, az egészségesek
és a betegcsoportok csekély, matematikailag mindossze 61%-0S pontossaggal
valaszthatok el egymastol (31/A abra), azonban a kemokin receptor expresszio

tekintetében vizsgalva ez csoportositas mar 81,3%-ban bizonyul helyesnek (31/B abra).
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31. abra: A differencialodas 0.napjan mért transzkripcios faktor és kemokin receptor
expresszio elemzése linearis diszkriminécio analizissel.

Az analizishez a korabban egészségesekben (n=12), RA-s (n=8) és AP-s (n=5) betegekben elemzett
RORC ¢s TBX21 transzkripcios faktor értékeit (A), tovabba az egészségesekben (n=6), RA-s (n=5) és AP-
s (n=5) betegekben jellemzett CCR6, CCR4 és CXCR3 kemokin receptor expresszios paramétereket (B)
hasznaltuk fel. Roviditések: RA: rheumatoid arthritis, AP: arthritis psoriatica.

Forras: E. Baricza et. al. Front. Immunol. 2018.[225].
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Abban az esetben, ha mindkét mérésbdl szarmazo eredményeket vessziik alapul, a
csoportositds matematikailag 100%-ban pontos, azaz minél tobb paraméter alapjan
definidltunk egy-egy személyt az adott csoportban, annal pontosabban elvalaszthato a
betegek ¢és az egészségesek csoportja egymastdl. Az analizis sordan meghataroztuk
azokat a paramétereket, amelyek a leginkabb befolyasoltdk az adott csoportositast, azaz
azt hogy az egészségesek vagy a betegek csoportjaba tartozik-e az adott személy. Ez a
paraméter a transzkripcids faktorok esetén a naiv sejtek RORC expresszidja, mig a
kemokin receptor kifejezddés esetén a CCR4'CXCR3" memoria sejtek szama volt,
amelyeket az Un. Wilks lambda érték definialt a statisztikai analizis soran az

egyénekben.

4.3.2. Differencialédott sejtek vizsgalata és osszehasonlitasa

A naiv sejtek vizsgalatat kovetden azokbdl indulva kiilonb6z6 kezelések hatasara
vizsgaltuk az in vitro Th17-sejt differencialodast egészségesekben, illetve RA-s és AP-s
betegekben. Kordbbi eredményeink és irodalmi adatok alapjan a vizsgalt kezelések a
kovetkezOk voltak: kezeletlen, csak aktivalt (anti-CD3-al, anti-CD28-al és keresztkotod
antitesttel), aktivacio.+TGFB+IL-6, aktivacio+TGFp+IL-6+IL-1p, aktivacio+IL-1p+IL-
23 és aktivacio+IL-1p+1L-23+IL-6. Korabbi vizsgalatainknak megfelelden neutralizalo
antitestet is alkalmaztunk a citokin kezelések sordn, azonban csak a Th2 irdnyl
differencialodas gatlasanak érdekében, mert a Th1/Th17 kettds fenotipus kialakuldsat is
tanulmanyozni kivantuk, igy minden citokinkezelést anti-IL4 antitesttel egészitettiink
ki. A differencialodas 5. és 10. napjan vizsgaltuk a sejtek viabilitasat, valamint sejt és
felillusz6 mintakat vettiink. A mintakbol meghataroztuk a sejtek RORC, TBX21
transzkripcids faktorok kifejezédését, a CCR6, CCR4 é¢s CXCR3 sejtfelszini molekuldk
expresszidjat, valamint IL-17A és IL-22 citokin termelését. A mért adatokat egy- és
tobbvaltozos statisztikai analizis segitségével hasonlitottuk Gssze a  vizsgalt
csoportokban. A sejtek RORC és TBX21 expressziojat RT qPCR segitségével vizsgaltuk
(32. abra).
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32. abra: Transzkripcids faktorok expresszidja egészségesekben, RA és AP betegekben
az in vitro Th17-differencialodas 5. napjan.

Egészséges donorokbol (n=10), valamint RA-s (n=10) és AP-s (n=6) betegekbdl a 16. abranal leirt moédon
naiv (CD45R0O") T-sejteket izolaltunk. A sejteket 5 napig a 23. abranal kifejtett antitesttel kezeltiik, majd
a 18. abranal leirt modon génexpresszids analizist végeztlink, amely soran a HPRT haztartasi gén
szintjére normalizalt RORC és TBX21 expressziot vizsgaltuk. A dobozdiagramok a 10-es és 90-es
kvartiliseket és az atlag + SEM értékeket abrazoljak a 0.napos génexpresszidhoz viszonyitva, *p<0,05,
**p<0,01. Roviditések: TBX21: T-boksz transzkripcios faktor, RORC: RAR Related Orphan Receptor C,
RA: rheumatoid arthritis, AP: arthritis psoriatica, kk AT: keresztk6t6 antitest

Forras: E. Baricza et. al. Front. Immunol. 2018. [225].
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Mindhérom csoportban megfigyeltiik, hogy a korabbi kisérleteink eredményeihez
hasonloan a aktivacio+TGFB+IL-6+IL-1B+anti-IL4 kezelés novelte a sejtek RORC
expressziojat, mig a TBX21 expressziot egyik vizsgalt csoportban sem. Az IL-23 ¢és IL-
1B tartalmu kezelések ugyanakkor fokoztdk a sejtek TBX21 expressziojat, de ez
legkifejezettebben az egészségesekben (33/A abra), kevésbé az RA-sokban (33/B abra)
és egyaltalan nem volt megfigyelhetdé az AP-s betegekben (33/C abra). Az
egészségesek csak aktivalt sejtjeiben mindkét traszkripcios faktor szintje emelkedett,
ellenben ez az RA-s csoportban egyaltalan nem volt jellemz6, mig AP-s betegekben az
aktivacio kizarolag a RORC expresszidjat indukalta. Az AP-s betegekben a sejtek
TBX21 expresszioja egyik kezelés hatasara sem valtozott meg szignifikdnsan. RA-S
betegekben az aktivacio+TGFB+IL-1B+IL-6+anti-IL4 és az aktivacio+IL-1B+IL-
23+anti-IL4  (p<0,01 mindkét esetben) kezelések, mig AP-s betegekben az
aktivacio+TGFB+IL-6+anti-IL4 és az aktivacio+TGFB+IL-1p+ IL-6+anti-1L4 (p<0,05
mindkét esetben) kezelések hatasara nétt a T sejtek RORC kifejez6dése (33. abra).

A sejtek CCR6, CCR4 ¢és CXCR3 kemokin receptor expresszidjat aramlasi

citometriaval hataroztuk meg a Th17-differencialodas 5. (33. abra) és 10. napjan.
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33. abra: CCR6, CCR4 és CXCR3 kemokin receptor expressziod vizsgalata az in vitro
Th17-differencialodas 5. napjan.

Egészséges donorokbol (n=6), valamint RA-s (n=5) és AP-s (n=5) betegekbol a 17. abranal kifejtett
modon naiv (CD45R0O") T-sejteket izolaltunk. A sejteket 5 napig a 23. abranal leirt protokoll alapjan
citokinekkel és neutralizalo antitesttel kezeltiik, majd a 30.-as abrannal talalhato leiras szerint vizsgaltuk
az egészséges donor eredetii (A), illetve az RA-s (B) és AP betegekbdl (C) szarmazoé sejtek CCR6, CCR4
és CXCR3 expreszidjat. A dobozdiagramok a 10-es és 90-es kvartiliseket és az atlag = SEM értékeket
abrazoljak a 0. napon mért értékekhez viszonyitva, *p<0,05. Roviditések: CCR: C-C kemokin receptor,
CXCR: C-X-C kemokin receptor, RA: rheumatoid arthritis, AP: arthritis psoriatica, kk AT: keresztkoté
antitest, IL: interleukin.

Forras: E. Baricza et. al. Front. Immunol. 2018. [225].

Az aktivacio+TGFp+IL-6+anti-1L-4 citokin kezelés kivételével valamennyi kezelés
befolyasolta a CCR6'CCR4" sejtek szamat, azonban kizarolag az egészséges donorok
esetében. A betegcsoportokban ugyanakkor a kemokin receptor expressziot illetéen nem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a kezelések kozott (33. abra).

A sejtek IL-17A és IL-22 citokin termelését ELISA moddszerrel vizsgaltuk a

differencialodas 5. és 10. napjan a sejtek feliilusz6jabol (34. abra).
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34. abra: IL-17A és IL-22 termelés vizsgélata egészségesekben, RA és AP betegekben

Egészséges donorokbdl (n=12), valamint RA-s (n=9) és AP-s (n=7) betegekbdl a 17. abranal leirt modon
naiv (CD45RO") T-sejteket izolaltunk, majd a 23. abranal kifejtett citokin s neutralizald antitest
kezeléseket alkalmaztuk 5. napig. A sejtek felillisz6jaboél human IL-17A és IL-22 ELISA kit
ben). A dobozdiagramok a 10-es és 90-es kvartiliseket és az atlag + SEM értékeket abrazoljak a
kezeletlen minta értékeihez viszonyitva, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Roviditések: RA: rheumatoid

az in vitro Th17-differencialodas soran.

arthritis, AP: arthritis psoriatica, kk AT: keresztkoto antitest.

Forras: E. Baricza et. al. Front. Immunol. 2018.[225].
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A kezeletlen sejtekhez viszonyitva valamennyi kezelés indukélta az IL-17A és IL-22
termelést mindharom csoportban (34. abra). Az 32. abra alapjan megallapithato, hogy
habar az aktivacié a betegekben nem indukalta a transzkripcids faktorok expresszidjat,
azonban mind az IL-17A, mind pedig az IL-22 termelésiiket fokozta nem csak a
betegekben, de az egészséges donorokban is. Az aktivacio+TGFp+IL-6+anti-1L-4
kezelés egészségesekben és AP betegekben csokkentette a sejtek 1L-22 és az IL-17
termelését (p<0,5 és 0,01), azonban RA betegekben nem (34. abra). Annak érdekében,
hogy a sejtek citokintermelését a harom vizsgalt csoportban 6ssze tudjuk hasonlitani,
lineéris diszkriminancia analizist végeztliink valamennyi mért adat bevonasaval (35.

abra).

Citokin termelés S.nap
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35. abra: A differencialodas 5. napjan a sejtek citokin termelésének elemzése linearis

diszkriminancia analizissel.
Az LDA analizishez a korabban egészségesekben (n=5), RA-s (n=9) és AP-s (n=7) betegekben elemzett
IL17-A és IL-22 termelés értékeket hasznaltuk fel. Roviditések: RA: rheumatoid arthritis, AP: arthritis
psoriatica
Forras: E. Baricza et. al. Front. Immunol. 2018. [225].

A sejtek citokintermelése alapjan 81%-o0s matematikai pontossaggal valaszthatok el az
egészséges donorok és a betegcsoportok egymastol (35. abra). E csoportositast az
analizis eredménye alapjan a leginkabb az aktivacio+IL-1p+IL-23+IL-6+anti-1L4

kezelés altal indukalt IL-22 termelés hatdrozza meg. A sejtek transzkripcios faktor
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expresszidja szamottevéen nem valtozott az 5. napot kdvetéen. Az IL-17A és 1L-22
termelés az 5. napot kdvetden csokkent, emellett a 10. napon a CCR6+CCR4+ sejtek
aranya az aktivacio+IL-1B+IL-23+IL-6+anti-IL4 kezelés hatasara nétt, de kizarolag a
betegcsoportokban.

Komplex statisztikai analizissel Osszehasonlitottuk a csoportokban 1évo egyének
citokintermelését. Eredményeink szerint a Th17-differencialodas soran a sejtek 1L-17A
termelése egészségesekben mind az RA-s (p = 0.0000026), mind AP-s betegektdl (p =
0.0001) eltér6 (36/A abra). Az IL-22 termelés az AP-s betegekben és egészségesekben
hasonld (p= 0.58), mig egészségesek és RA-sok csoportjat Osszehasonlitva szintén
kiilonb6z6 (p = 0.000006) volt (36/B abra). A kezelések hatasara, meglepd mdodon a
betegcsoportokban az IL-17A termelése hasonld (p =0,85), mig IL-22 termelésiik
kiillonb6zé (p = 0.001) volt (36. abra/A, B panel). Az egyes citokin kezelés
kombinaciok kiilonbozéképpen hatottak az egészséges donor- az RA-s beteg-, és az AP-
s betegekbdl szarmazo sejtekre, amely a 37-es abra C és D részén kezelésekre bontva
lathato. A betegekb6l szarmazo sejtek IL-17A  termelése az anti-CD3+anti-
CD28+keresztk6té antitest indukalta stimulacio és az aktivacio+lL-1B+IL-23+anti-1L4
valamint az aktivacio+IL-1B+IL-23+IL-6+anti-IL4 kezelések hatarasa markansabban
novekedett mint az egészségesekbdl szarmazo sejteké (36/C abra). Emellett a
aktivacio+IL-1B+IL-23+anti-IL4  és  az  aktivacio+lL-1B+IL-23+IL-6+anti-1L4
kezeléseket tekintve hasonld mértékii kiillonbség figyelhetd meg a kiillonb6zd eredetii

sejtek kozott az IL-22 termelésben (36/D abra).
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36. abra: Az IL-17 és IL-22 termelés 0sszehasonlitasa az egészséges, RA-s és AP-s
betegcsoportokban.

Az analizishez a korabban egészségesekben (n=12), RA-s (n=9) és AP-s (n=7) betegekben elemzett 1L17-
A (A és C) és IL-22 (B és D) termelés értékeket hasznaltuk fel. Roviditések: akt. = aktivacio: anti-

CD3+anti-CD28+keresztkot6 antitest, RA: rheumatoid arthritis, AP: arthritis psoriatica
Forras: E. Baricza et. al. Front. Immunol. 2018. [225].
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5. MEGBESZELES

Ph.D. munkam soran kiilonb6z6 patogenetikai tényezék szerepét vizsgaltam a
Th17-sejtek és osteoclastok differencidlodasara, amelyek szerepet jatszanak a
gyulladasos reumatologiai  korképek kialakulasaban. A  dolgozatban kifejtett
eredmények harom témakornek felelnek meg. A disszertacio elsé felében a Th17-sejtek
differencidlodésat és az arra hato kdrnyezeti tényezok szerepét fejtem ki, amely témat a
Cellular and Molecular Life Sciences cimii folyoiratban egy Osszefoglaldo kozlemény
formajaban publikaltuk [93]. Az oszteokasztok differencialodasaval kapcsolatos
részeredmények, melyek a dolgozat masodik részében keriilnek kifejtésre, szintén a
Cellular and Molecular Life Sciences cimii folyoiratban jelentek meg eredeti
kozleményként, hallgatotarsammal k6z6s munka eredményeképpen [224]. A dolgozat
harmadik felében kifejtett eredményeket, amelyek a Th17-sejtek differencialoédasanak
egészségesekben és RA-s valamint AP-s betegekben torténd Gsszehasonlitasarol szol a
Frontiers in Immunology cimt folyoiratban eredeti k6zleményként publikaltuk [225].
Vizsgalataink soran foképpen a Thl7-sejtek differencialodasat és részben az
osteoclastok érését hasolitottuk Ossze egészséges donorokban ¢és két, gyulladasos
reumatologiai betegségben. A Thl7-sejtekrdl az elmult kb. 15 év irodalma alapjan
bebizonyosodott, hogy kulcsszerepet jatszanak az autoimmun betegségek és gyulladasos
reumatologiai korképek patomechanizmusaban [41, 52, 68, 72, 88, 92, 102, 105, 107-
110, 141, 164]. A sejtek differencialodasanak tanulmanyozasa soran tobb relevans
citokin szerepét is vizsgaltuk, amelyeknek eltéré szerepe van az egér és a human
szervezetben (lasd 2. tablazat, 27. oldal). Irodalmi adatokat alapul véve, els6ként a
human Th17-differencialodas folyamatat vizsgaltuk egészségesekben. Komplex
sejtizolald rendszerek hianyaban, néhany olyan fontos kérdésre kerestiink valaszt, mely
alapjan a késObbiekben felépithetd egy jol reprodukalhatd rendszer, amelyben vizsgalni
tudjuk a differencialodast. A TGFp, IL-6 és IL-1PB citokinek szerepét tanulmanyozva
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a legoptimalisabb Th17 indukalé koriilmény az
magasabb 1L-6 (25 ng/ml) illetve IL-1B (10 ng/ml) koncentracio. Az irodalmi adatok
egy része meger6siti, hogy tovabbi proinflammatorikus citokinek (IL-6 és IL-1P)
jelenlétében a TGFp indukalja a Thl7-differencialodast [73, 74, 81, 226], ugyanakkor
mas adatok szerint gatlo hatasu [71, 72, 89]. A TGFp Thl7-differencialodast indukalo
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funkcidja emberi sejtek esetében tovabbra is ellentmondasos [227, 228]. Sajat
kisérleteink soran a differencialodast a Thl7-sejtekre jellemzé RORC transzkripcios
faktor expressziojanak mérésével ellendriztiik, amelynek a leginkabb a TGFp, IL-6 ¢és
IL-1B citokin kombinacioval vald kezelést kovetden fokozddott az expresszidja €s a
differencialodas 5. napjat kovetden sem valtozott szamottevoen.

A kiindulési sejtpopulacid kérdésének vizsgalatakor Osszehasonlitottuk a periférids
CD4" sejteket és az e populacion beliili naiv (CD45RO") sejteket, amelyekben szintén a
differencialodast kovetéen mért RORC expresszio tekintetében lényeges kiilonbség
mutatkozott. Az in vitro differencialodas folyamata a naiv sejtekbdl kiindulva jobban
tanulmanyozhatd, hiszen a CD4" memdria sejtek jelenléte és aktivacidja lényegesen
befolyasolja az eredmények értékelését, amelyek jelenlétét a RORC ¢és TBX21
expresszioja (24. abra, 78. oldal) és IL-17A termelése (17. abra, 67. oldal) valamint a
kemokin receptor expresszidé kimutatasaval (29. abra, 84. oldal) igazoltunk. A Th17-
differencidlodés vizsgalata az irodalmi adatok alapjan is naiv Th sejtekbdl sziikségszerii
[71, 74, 75, 89]. A sejtaktivacio vizsgalata soran a legtobb protokoll altal javasolt [71,
74, 89] anti-CD3 és anti-CD28 altali stimulaciot valasztottuk, amely a sejtek IL-2
termelése alapjan fokozottabb, ha egy mindkét antitestet kotd harmadik antitest
alkalmazunk. Ez a rendszer az in vivo koriilmények kozott lezajloé antigénprezentald
sejtek altali T-sejt aktivacid folyamatat modellezi, amelynek alternativija a
kereskedelmi forgalomban kaphatd és széles korben hasznalt CD3/CD28 konjugalt
gyongy (Dynabead) [229]. A sejtek aktivacioja soran azok mérete megnovekedett,
amelyet mikroszkopban és sejtszamlalé automataban is megfigyeltiink. PBMC sejteken
alkalmazva a T-sejt specifikus aktivaciot (anti-CD3+anti-CD28+keresztkotd antitest)
lathato, hogy csupan a sejtek egy részének mérete megndvekszik meg (15/A abra, 65.
oldal). A kiilonbozé kezelések, beleértve az aktivaciot is, nemcsak a sejtfunkciot,
hanem a sejtek méretét (15/B abra, 65. oldal) és a sejtdenzitast is befolyasoltak. A T-
sejt aktivacidhoz a CD3 mellett a CD28 altal kozvetitett szignal is sziikséges a
sejtproliferaciohoz és a citokintermeléshez [230, 231], ugyanakkor CD4" T-sejtek
CD3+CD28 altali aktivacidja mas irodalmi adatok alapjan a sejtek csokkent IL-17
termeléséhez vezet [229]. A T-sejt aktivacid intenzitasa a Thl7-differencialodas
lényeges mozzanata, habar ennek elemzésénél is kardinalis kérdés, hogy azt csak naiv

vagy naiv és memoriasejteket is tartalmazd sejtpopulécid esetében vizsgaljuk. Tobb
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tanulmany felvetette, hogy a megfeleld citokinkdrnyezet (IL-1p, IL-23, TGFB) mellett a
CD28 stimulacido nem sziikséges, sot esetleg gatldo hatasu a Thl7-differencialodasra
[229, 232-234], ellenben a CD28 stimulacié hatasara a naiv CD4" CD25" FOXP3"
Treg-sejtekbdl is differencialodhatnak Th17-sejtek [235].

RA-ban ismert, hogy a CD4" T-sejtek TCR/CD3-on keresztiili aktivalhatosaga csdkken,
amelyet a CD3 & lancanak expresszidja szabalyoz [236-238]. Vizsgalatunk soran
egészséges donorokbol szarmazé differencialodott T-sejtekben az anti-CD3, anti-CD28
és keresztkoto antitest indukalt aktivacié a transzkripcios faktorok (RORC és TBX21)
expresszidjat és a sejtek citokin termelését (IL-17A, IL-22) is serkentette. RA-ban és
AP-ben csak a citokintermelés fokozodott (34. abra, 91. oldal) a transzkripcios
faktorok expresszidja nem (RA), vagy csak részben ndvekedett (AP) (32. abra, 88.
oldal). Ez a megfigyelés alatamaszthatja a betegek T-sejtjeiben jellemz6 magasabb
transzkripcios faktor expresszid és a Thl7-sejt iranya elkotelezédés meglétét, amelynek
koszonhetéen Th17 indukald koriilmények hianyaban, csupan aktivacid hatasara is
képesek a Th17-sejtekre jellemz6 citokinek (IL-17A, IL-22) szekrécidjara.

A Thl7 diferencialodas soran az anti-IL4 és anti-IFNy antitestek alkalmazasa — az
irodalmi adatokkal megeggyezd modon — egészségesekben fokoztak a RORC™ IL-17A"
sejtek kialakulasat, azonban e szuszpenzidban detektaltuk a legkisebb sejtdenzitast [53,
105, 107]. A neutralizal6 antitestek alkalmazasasaval valoban kikiiszobolhetévé valhat
az egyéb Th sejtvonalak irdnyaba torténd differencidlodés, amelyet a kiilonboz6 aktivalt
sejtklonok altal termelt citokinek (pl. nagy mennyiségli IL-2 Treg vagy Thl indukald
hatasa) kivaltananak. A sejtek IL-2 termelését sajat kisérleteink alkalmaval is
ellendriztiik néhany esetben, és azt tapasztaltuk, hogy neutralizal6 antitestek hidnyaban,
a sejtaktivacio altal kivaltott IL-2 termelés fokozottabb volt, mint azok alkalmazasa
esetén, Th17-indukal6é koriilmények hatasara. Feltételezhetd, hogy jelenlétiik mellett
csak a Th17 iranyba differencialodo sejtek szaporodnak, amely magyarazatot nyujthat
az alacsony sejtdenzitas mellett mért magasabb RORC expressziora ezeknél a
kezeléseknél.

A Thl7-sejt differencialodas folyamatarol ismert, hogy a prekurzorsejtek a
citokinkdrnyezettdl fliggden nem klasszikus Thl vagy Th1/Thl7 koztes fenotipust
sejtekké is differencialodhatnak, amelyben epigenetikai folyamatok (/FNy gén csokkent
metilacioja) is szerepet jatszanak [239-241]. A Thl7-differencialodas folyamatanak
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altalanos tanulméanyozasa mellett, a folyamat Thl irdnyl rugalmassagaban Szerepet
jatsz6 citokinek szerepét is vizsgalni kivantuk, igy kiilonb6zé, a Thl7-
sejtdifferencialodasban szerepet jatszé citokinek kombinacidjaval kezeltik a naiv T-
sejteket. Neutralizal6 antitestek alkalmazasa nélkiil vizsgalva az aktivacio+TGFp+IL-6
¢és az aktivacio+IL-1p+IL-6+IL-23 kezelések hatasat, lathato volt, hogy a naiv T-sejtek
RORC, TBX21 expresszidja eltéréen valtozik (22. abra, 74. oldal), ami felvetette annak
lehetéségét, hogy valoban megfigyelhetd bizonyos mértékli kontinuitds a kétféle
fenotipus kozott. A kezelések a sejtek citokintermelésére is eltérd hatassal voltak, mig
az IL-17A termelésre valamennyi kezelés hasonloan serkentdleg hatott, az IL-22
produkciot foképpen az aktivacio+IL-1p+ IL-23+1L-6 citokinkombinacio fokozta és a
TGEFp gatolta (22. abra, 74. oldal). Ez a megfigyelés az irodalmi adatokkal egyiitt
alatdmasztja, hogy a Th17 relevans citokinek optimalis kombinécidja fontos tényezd,
amely nemcsak a Th17 specifikus, hanem mas, példaul a Thl iranyu differencialodast is
serkentheti, 1étrehozva ezzel a korabban emlitett kettds fenotipustt Th1/Th17-sejteket. A
Th17-sejtek altal termelt citokinek koziil az IL-17A és 1L-22 szerepe szamottevé azok
patogenitasa szempontjabol [52, 67, 72, 112, 135, 239]. Megfigyelésiink alapjan a két
citokin termelése eltéréen regulalodik a differencialodas soran (19. és 33/A abra, 70. és
90. oldalak), amely megfigyelésnek 1ényeges szerepe lehet a patogén funkcioja Thl7
fenotipus kialakuldsdnak megismerésében.

Szamos olyan genetikai vagy kiilsé kornyezeti hatds ismert, amely autoimmun
betegségek kialakuldsat segiti eld, ezen tényezOk pontos kapcsolata részleteiben
mindmaig nem ismert. Az altalunk vizsgalt két, sok tekintetben kiilonb6z6 gyulladasos
reumatologiai betegségben a Th17-sejtek mellett az osteoclastok szerepe is szamottevo
[191, 206, 209]. A dohanyzas, mint kornyezeti tényezé autoimmun betegségekre
hajlamosit6 szerepe jol ismert [20, 25]. A dohanyzas hatasa nehezen vizsgalhato, hiszen
a dohanyfiistben talalhato kiilonb6z6 anyagok egyiittesen hatasan keresztiil érvényesiil.
Ezen anyagok jelenléte ugyanakor detektalhatd azok fizikai, kémiai tulajdonsagai
alapjan [219]. Vizsgalatainkban két ilyen, a dohanyfiistben azonositott anyag mellett,
annak komplex hatdsat is tanulmanyozva megfigyeltiik, hogy azok hatdssal vannak
PBMC sejtek IL-17A termelésére. Mind a TCDD, mind a benzo[a]pirén, amelyek az
AHR agonista ligandjai, mind pedig a dohanyfiist6t elnyelt sejtmédium csokkentette a

sejtek CD3 indukalta IL-17A termelését, amely az irodalmi adatokkal Osszefiiggd
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megfigyelés (3. tablazat, 36-38. oldal) [242, 243]. Az irodalmi adatok szerint ezek az
anyagok a sejtek 1L-22 termelését fokozzak, igy a Th22 fenotipus kialakulasat segitik
el6, amely sejtekre nem jellemz6 az IL-17 termeld képesség [141, 244]. Egérben
ugyanakkor kimutattak, hogy az Ahr a RORy-val kapcsolatba 1épve annak sejtmagba
torténd lokalizacidjat indukalja és igy kozvetve serkenti az 1117a promoteréhez vald
kotodését és atirasat [245]. Az AHR expresszidja szamos human szovetben, koztik az
immunsejtek egy részében is megfigyelhetd és az utdbbi évek irodalmi adatai szerint
Iényeges szerepe van annak kialakulasaban is. Az immunologiai barrierek (bér,
nyalkahartyak) a kiils6 kornyezetbdl szarmazé anyagokkal (dohanyzas, taplalkozas,
gyogyszerek) viszonylag gyakrak keriilnek kapcsolatba és az AHR-nek, mint
xenoszenzornak ezen anyagok megkotésében és feldogozasadban fontos funkcidja van
[127-129, 246]. Kimutattuk, hogy human naiv (CD4'CD45RO) és memoria
(CD4'CD45") T-sejtek AHR expresszidja hasonld mértékii és az anti-CD3, anti-CD28
és keresztkoto antitest altali sejtaktivaciora fokozodik (19-20. abra, 70-71. oldalak). Az
AHR ligandoknak bizonyitott szerepe van a Th17-Th22-Treg-sejtek érésében (lasd
részletesen az 1.2.4. fejezetben), differencialédasaban és funkcidjaban. Az irodalmi
adatok alapjan lehetséges, hogy e sejtek aranyéara és immunologiai egyensulyara olyan
anyagok gyakorolnak dont6 hatast az AHR altali szignalizacid révén, amelyekkel a
mindennapi életiink soran érintkeziink. Ezek a megfigyelések kozelebb vihetnek az
immunologiai betegségek kialakulasanak megértéséhez, amely j immunologiai terapias
célpontok megtalalasat teszi lehetdveé.

Az altalunk vizsgalt betegségek koziil RA-ban a tiinetek kialakuldsdhoz hozzajarul az
immunkomplexek fokozott jelenléte, amelyek gyulladasindukal6d hatasa jol ismert [173,
174]. A betegség patomechanizmusaban szerepet jatszo Th17-sejtek és osteoclastok in
vitro differencialodasara e komplexek hatassal lehetnek, amelyet a sejtek
differencidlodasaban szerepet jatsz6 gének ¢és citokinek expressziojan keresztiil
kovettink nyomon egészségesekben ¢és a betegcsoportokban. A SIC kezelés
egészségesekben az osteoclastok érésében szerepet jatszo gének (CTSK és RANKL)
expresszidjat gatolta, azonban a Th17 eredetli RORC transzkripcids faktor expressziot
nem befolyasolta és az IL-17A termelést fokozta (22-23. abra, 74. és 76. oldalak). RA-
s és AP-s betegekben, az immunkomplexek jelenléte sem az osteoclastok, sem a Th17-

sejtek differencialodasat nem befolyasolta. E molekulak megkotésében a tobbek kozott
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antigénprezentald sejteken (pl. DC) és az osteoclastokon is expresszaloddo Fcy
receptorok jatszanak szerepet. Bakteridlis antigénekbdl kialakuld immunkomplexek
megkotése fokozza DC-k érését és antigénprezentalasat, amelynek kovetkeztében olyan
gyulladasos citokinek (IL-1pB, IL-23) szabadulhatnak fel, amelyek a Th17-sejtek érését
indukaljak [247]. Az FcR-ok mellett a Staphylococcus aureus antigéneket tartalmazo
immunkomplexek — amelyekkel kisérleteink soran mi is dolgoztunk — Toll like
receptorokon keresztiil is stimulalhatjat az APC-ket, amelyek attol fiiggben hogy
monocita eredetli makrofagok-e, gatoljak (IL-10 termelés révén), vagy dendritikus
sejtek-e fokozzak (IL-12 és IL-23 termelés altal) a Th1/Th17 iranyt differencialodast
[248]. L.M. McLellan és munkatarsainak eredményeihez hasonloan az S. aureus peptid
tartalmi immunkomplexek az 4altalunk végzett kisérletekben 1is gatoltak az
osteoclastogenikus gének expresszidjat egészségesekben, azonban a betegekben ez a
hatas nem volt megfigyelhetd. Egyes RA-ban relevans immunkomplexek (pl.ACPA)
ugyanakkor ismert modon fokozzak az osteoclastogenezist, amelyben szintén szerepet
jatszhatnak a sejteken expresszalodo FcR-ok [189, 190, 249]. A SIC molekulak, habar
egészséges szervezetben az osteoblastok gatlasan keresztiil indirekt modon serkentik az
osteoclastogenezist [250], ugyanakkor RA-ban az autoantigén indukalt gyulladas
mérséklésére hasznalt terapias molekulak [251]. Megfigyeléseink alapjan feltételezhetd,
hogy a betegekben mind a Th17, mind az osteoclast differencialodas egészségesektol
eltéréen szabalyozddik, igy a SIC kezelésre adott valasz is eltérd lehet.

A Thl7-differencialodasban szerepet jatszo fobb citokinek szerepe ma mar jol ismert és
jellemzett (2. tablazat és 5-6. abra, 27, 29. és 31. oldal) [53, 71-86, 92], ugyanakkor az
optimalis differencialodéasi koriilmények (citokinek koncentracidja, kombinécidja,
kezelési id6) még kérdéseket vethetnek fel. Annak ellenére, hogy szamos adat talalhato
az irodalomban az IL-17A termelésre és a Thl7-sejtek mennyiségére vonatkozoan,
periférias T-sejtek Th17 irdnyu differencialodasi folyamatanak szabalyozasat tekintve
kevés adat all rendelkezésre a kiilonb6z6é betegségekben [226, 252-259]. Gyulladasos
arthropathiak esetében csupan néhany tanulmany foglalkozik ennek vizsgalataval [255,
257-259], amelyekben az RA és AP esetében leirtakat sajat kisérleteink is megerdsitik.
Periférias CD4 CD45RO™ naiv és CD4'CD45RO" memoria sejtek vizsgalata soran
kimutattuk, hogy azok fenotipusa eltér6 egészségesekben ¢s gyulladasos

arthopathidkban, amelyekben e naiv T-sejtek Thl7 irdnyl elkotelezOdése figyelhetd
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meg. E kovetkeztetéseket a sejtek RORC (emelkedett a naiv sejtekben) és TBX21 (nincs
szignifikans kiilonbség) expresszidjanak mRNS, fehérje és kemokin receptorok (CCR6,
CCR4, CXCR3) mérési eredményei erdsitik meg (24, 26 és 29. abra, 78, 80. és 84.
oldalak). A vizsgalt csoportokban a naiv és memoria T-sejtek TBX21 expresszidja erds
pozitiv linedris korrelaciét mutatott, mig a RORC expresszid esetében semmilyen
linearis Osszefiiggést nem volt kimutathaté, amely a betegek sejtjeiben megfigyelt
fokozott expresszid6 kovetkezménye (25/A, B abra, 79. oldal). Mind az
egészségesekben, mind a két betegcsoportban megfigyelhetk ugyanakkor a kettds
fenotipusu (RORyt'/TBET") memériasejtek (28. abra, 83. oldal), amelyek az irodalmi
adatoknak megfelelden dontéen az effektor memoriasejtek kozott jelentek meg [39, 62].
Kimutattuk, hogy a sejtek mért paraméterei alapjan (transzkripcids faktor és kemokin
receptor expresszid) a betegek az egészségesektdl €s egymastdl elkiiloniild csoportokat
alkotnak (31. abra, 86. oldal).

Eredményeink alapjan az in vitro Th17-differencialédas folyamata eltéréen szabalyozott
mind egészségesekben, mind pedig RA-s és AP-s betegekben. Annak ellenére, hogy az
IL-1B, IL-6, IL-21, IL-23 ¢s TGFB Thl7-differencialodast indukaldé szerepe
feltételezhetd RA-ban és AP-ben is [53, 258, 260], eredményeink kozlését megeldzden
nem volt olyan komplex &sszefoglald kisérleti munka az irodalomban, amely a Th17
indukalo6 citokinek kombinacidjanak szerepét hasonlitja 0ssze ezekben a koérképekben.
A TGFp pontos szerepe a Thl7-differencialodashan szamos tényezo6tol fiigg, mint
példaul mas citokinek (IL-1B, IL-6, IL-23) jelenléte, a kiindulési sejtpopulécid és
szoveti kornyezet (periférias vér, koldokzsinor vér vagy példaul iziileti folyadek). A
kiilonboz6 irodalmi forrasokban szerepld adatokat, sokszor az eltérd kisérleti elrendezés
miatt korlatozottan lehetséges dsszehasonlitani.

Eredményeink az irodalmi adatokat megerésitve igazolak, hogy a TGFpB szerepe a
klasszikus Th17 fenotipus kialakitasaban szamottevé [73-77], azonban az IL-1p, IL-6 és
IL-23 citokin kombinacionak van a legmarkansabb fokozo hatasa a sejtek IL-17A és IL-
22 termelésére (32-34. abrak, 88, és 90-91. oldalak) [71, 83, 106, 233, 257, 260]. A
sejtek citokin termelési mintazata eltérd egészségesekben és RA-s, illetve AP-s
betegekben, amely kiilonbség foképpen a sejtaktivacio és az IL-1p illetve IL-23 + IL-6
kezelések hatasara jelenik meg a sejtek fokozottabb IL-17A és IL-22 termelésében. Az

IL-17A termelés profilja az egészségesekben mindkét betegcsoporttdl szignifikansan

101



DOI:10.14753/SE.2019.2272

eltérének mutatkozott, azonban az IL-22 tekintetében az egészségesek csak az RA-S
csoporttol tértek el. (35. abra, 92. oldal). Ezek a megfigyelések alatamasztjak, hogy a
Th17-differencialodas folyamata mindkét betegségben eltéréen szabalyzott.

A human Thl7-sejtekre jellemz6 kemokin receptor markerck a CCR6 és CCR4 [89,
92], amelyek expressziojat vizsgalataink soran a naiv és a differencialodott sejtekben mi
is nyomonkdvettilk. E markerek expresszidja a Th22 sejtere is jellemz6, amelyek ezen
kiviil a CCR10 expresszioval is jellemezhetbek [141, 244, 261]. A Th22 sejtek
foképpen IL-22 termelnek, és a Thl7sejtekhez hasonléan fontos szerepet jatszanak
mind a borbetegségek (pl. psoriasis), mind pedig az RA, illetve mas reumatologiai
betegségek kialakulasaban [135, 261-265]. A Th17-sejtektdl eltéréen a Th22 sejtek igen
kis mértékben vagy egyaltalan nem expresszalnak RORC vagy TBX21 transzkripcios
faktorokat, ugyanakkor kialakulasukban az AHR kulcsszerepet jatszik és TNFa illetve
IL-6 hatasara differencialodnak [141, 261, 263, 266]. Habar az IL-22 fontos szerepet
jatszik az arthritis és a psorias patogenezisében, mind RA-ban mind AP-ben leirtak,
hogy a Th17-sejtek szerepe fliggetlen a Th22 sejtekét6l, mennyiségiik ugyan pozitivan
korrelal, de a Th17-sejtek szerepe mindkét korképben ismert [265, 267-269]. Az IL-17A
és IL-22 citokinek termelddésének eltérd szabalyozasat sajat kiséleteink sordn is
megfigyeltik és a vizsgalt citokin kombinaciok az irodalmi adatok szerint nem
indukaljak a Th22 sejtek termelddését. A CCR10 termelddését ugyan nem vizsgaltuk,
de a RORC ¢és/vagy TBX21 expressziojanak mértéke alapjan feltételezhetd, hogy a
termelt IL-22 a Th17-sejtekb6l szarmazik. Az RA-s betegek egy része leflunomid
terapiaban részesiilt a mintavételkor, amelyrdl ismert, hogy az AHR agonista ligandja
[223]. Ezekben a betegekben a differencialédas 0.napjan kisebb 1L-22 szintet mértiink,
ugyanakkor a Thl7-differencialodast indukalo aktivacio+TGFB+IL-6+IL-1B+anti-1L4
kezelés hatasara fokozottabb IL-22 termelést figyeltiink meg, mint a bioldgiai terapiat
kapo betegekben. E megfigyelésiinket megerdsiti az a kozelmultban publikalt
megfigyelés, amely szerint leflunomid és metotrexat terapiaban részesiildé RAS
betegekben a plazma IL-22 szintje csokkent, amely pozitivan korrelalt a
betegségaktivitas csokkenésével is [270]. A leflunomid aktiv metabolitja (A771626) az
RA-s betegekben a hosszan tartd gyulladas soran a synoviumban fokozottan termel6do
mediatorok (IL1B, TNFa, NO, and MMP-3) produkcidjat is gatolja, amelyet human

synovium sejtvonalon végzett kisérletek igazolnak [271]. Ezen irodalmi adatok €s sajat
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eredményeink is megerdsitik, hogy az AHR ¢és ligandjai altal kdzvetitett szignalizacids
folyamatok [IL-22 termel6é sejtpopulaciokban betoltott szerepiiknek koszonhetden
rendkiviil fontosak a gyulladdsos reumatoldgiai betegségek patomechanizmusaban.

A betegekben mért klinikai adatokat a mérési adatainkkal Gsszevetve megfigyeltiik,
hogy a CD4"CD45RO*CCR4" memoria T-sejtek szama a gyulladést jelzd CRP és ESR
paraméterekkel linearis pozitiv korrelaciot mutat. Irodalmi adatok szerint lupus
nephritisben a vesét infiltrdlé memoéria T-sejtek nagyrésze CCR4", amelyek aranya
pozitiv korrelaciot mutat a komplement aktivitassal [272]. Statisztikai analizisiink soran
kimutattuk, hogy a CCR4"CXCR3" sejtek aranya a legfontosabb olyan paraméter,
amely alapjan kiilon csoportokba sorolhatok a betegek és az egészséges donorok. E
Th1-Th2 markereket egyarant kifejez sejtek, amelyek feltételezhetéen atmeneti
fenotipusi memoriasejtek [273], meglepéen nagy mennyiségben talalhatbak meg az
AP-s betegek synovialis folyadékaban [274]. Ezek a megfigyelések ravilagitanak arra,
hogy az egyes Th alpopulaciok differencialodasa egy nem irreverzibilis, flexibilis és
tobb ponton még manipuldlhaté folyamat, amely szdmos mdar ismert vagy még nem
ismert tényezd befolydsa révén patogén funkcidju sejtek kialakuldsdhoz vezethet.

A kisérletek soran vizsgalt két, gyulladdsos reumatoldgiai betegség habar klinikailag
hasonld6 megjelenésti lehet, azok patomechanizmusa sok tekintetben eltéré (5-6.
tablazat, 45-46. oldal). Egyes citokinek (TNFa, IL-1f, IL-17A, 1L-22, and 1L-23)
illetve a Th17-sejtek és osteoclastok szerepe mindkét korképben nagy jelentéségii. Az
altalunk elvégzett kisérletek eredményei alapjan lathat6, hogy RA-ban és AP-ben az
egészséges donoroktdl eltéréen regulalodik a Thl7-sejtek differencialodasa és a naiv
sejtek mar rendelkeznek bizonyos mértekli Thl7 irdny( elkotelezOdéssel, amely
gyulladas fenntartasahoz hozzajarulhat (24, 26 és 29. abrak, 78, 80. és 84. oldalak). A
Thl7-sejtek differencialodasanak folyamata soran alkalmazott citokinkezelések
kiilonboz6 hatassal voltak a beteg- és egészséges donor eredetli sejtek transzkripcios
faktor (RORC és TBX21), citokin (IL-17A és IL-22) és kemokin receptor expresszidjara
(CCR6, CCR4, CXCR3), amely alapjan feltételezhetd, hogy a Thl7-differencialodas
folyamata is eltéréen regulalodik a betegségekben (32-34 és 35-36. abrak, 88, 90-92. és
94. oldalak). Az egészségesekben és mindkét betegcsoportban mas citokintermelddési
profil figyelhetd meg, amely a kiilonb6z6é patomechanizmusra hivja fel a figyelmet, és

amelynek jellemzésére elsoként kutatocsoportunk alkalmazott komplex statisztikai
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adataelemzési modszert (36. abra, 94. oldal). Els6kként alkalmaztunk tovabba
tobbvaltozos adatelemzési mddszereket annak igazoldsara, hogy a Thl7 relevans és
altalunk mért paraméterek koziil melyek azok, amelyeknek vizsgalata kulcsfontossagu
az RA ¢és az AP betegségek viszgalata szempontjabol.

A gyulladasban szintén szerepet jatszo T-sejt populacié kialakulasanak vizsgalata, mint
példaul a Thl, a Th9 vagy a Th22 sejtek lehetdséget teremtene a betegekben kialakult
komplex patofiziologias rendszer megismerésére [48, 267, 275-277]. Reményeink
szerint eredményeink eldsegitik a gyulladdasos arthopathiak patomechanizmusanak
megértését és 0j és/vagy hatékonyabb terapias célpontok felfedezését, amelyhez a

jovOben a kutatas folytatasaval és kiterjesztésével is hozza szeretnénk jarulni.
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37. abra: A Thl7 differen-
cidlodas folyamatanak Ossze-
hasonlitdsa egészséges dono-
illetve RA ¢és AP
betegekben.

rokban,

Az abran Osszefoglalva lathatdak a
differencialédas 0. napjan a naiv és
memoria T-sejtek kozotti, valamint

a  kiilonbdzé  citokinkezelések
hatasara  differencialott  sejtek

kozotti kiilonbségek a sejtek RORy
expresszidjaban, CCR6, CCR4 és
CXCR3 kemokin receptor
expressziodjaban, valamint IL-17A
és IL-22  citokintermelésében.
Roviditések: RORy: RAR-
asszocialt orphan receptor gamma,
RA: rheumatoid arthritis,
AP:arthritis psoriatica

Forras: E. Baricza et. al. Front.
Immunol. 2018. [225]
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KOVETKEZTETESEK

A human Th17 in vitro differencialodds legoptimalisabban CD4"CD45RO™ naiv T-
sejtekbdl indithato, az egyéb mononukledris és memoria T-sejtek jelenlétébdl adodo,
a differencialodast befolyasold hatasok elkeriilése érdekében. A sejtaktivacid soran
alkalmazott anti-CD3, anti-CD28 és keresztkotd antitest, valamint az anti-1L4 és
anti-IFNy neutralizalo antitestek jelenléte hozzajarul a sejtek megfeleld
differencidlodésahoz.

Az AHR fontos szerepet jatszik a kornyezeti faktorok, mint példaul a dohanyfiistben
talalhatdo policiklusos aromas szénhidrogének (TCDD és benzo[a]pirén) vagy
gyogyszermolekuldk  (leflunomid)  altal  kozvetitett hatdsok  molekularis
szignalizaciojaban. Expresszioja kimutathatd a kezeletlen human naiv és memoria
T-sejtekben sejtekben, és expresszidja fokozodik aktivacié hatasara. A TCDD,
benzo[a]pirén és leflunomid AHR agonista ligandok hatassal vannak a T-sejtek IL-
17A és IL-22 termelésére, igy hozzédjarulhatnak a rheumatoid arthritis és arthritis
psoriatica patomechanizmusahoz. A rekombinans Staphylococcus Protein A és
human IgG-bdl all6 immunkomplexek egészségesekben gatoljak a T-sejtek TBX21
expresszidjat, ugyanakkor Th17 indukalo koriilmények mellett serkentik azok IL-
17A termelését.

Az immunkomplexek gatoljak az osteoclast sejtek RANKL és CTSK kifejezddését.
RA és AP betegek naiv T-sejtjeiben Thl7 iranyl elkotelez6dés figyelhetd meg,
amelyet a sejtek fokozott RORC gén és RORy fehérje kifejez6dése jellemez,
valamint a naiv és memoria sejtek kozotti CCR6 és CCR4 kemokinreceptor
expresszios kiilonbség hianya tamaszt ald. Az aktivacid6 az RA és AP betegekbdl
szarmazd sejtekben fokozza az IL-17A és IL-22 citokintermelést, ugyanakkor a
transzkripcios faktorokra nincs hatassal. Az in vitro differencialodas folyamata és a
sejtek citokintermelése eltéréen szabalyozodik egészségesekben és RA-s, illetve
AP-s betegekben. Az egészséges donorokat és a betegcsoportokat megkiilonboztetd
legfontosabb paraméterek a differencialodast megelézéen a naiv T-sejtek RORC
expresszidja, és CCR4'CXCR3" memoéria sejtek ardnya, a differencialodast
kovetden pedig az aktivacio+IL1p+IL23+IL-6+anti-1L4 kezelés altal indukalt 1L-22

termelés mértéke.
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7.  OSSZEFOGLALAS

A Th17-sejtek és osteoclastok fontos szerepet jatszanak a rheumatoid arthritisben és
az arthritis psoriaticaban. A Thl7-sejtek egy olyan, foképpen IL-17A termeld
sejtpopulacid, amelyre human sejtekben RORC transzkripcios faktor expresszio
jellemzd ¢és az extracellularis patogének elleni immunvédekezésben, illetve az
autoimmun gyulladas kialakuldsaban jatszik szerepet. Az osteoclastok mieloid eredetd,
monocitakbol differencialédo csontbontasra specializalddott sejtek, amelyek a gyulladas
indukalta iziileti csondestrukcioért feleldsek. Az olyan kiilsé kornyezeti hatasok, példaul
a dohanyzas, amely bizonyitottan erés kornyezeti hajlamosité tényezé RA-ban, az
aromas szénhidrogén receptoron keresztiil regulalhatjak a T-sejtek differencialédasat és
funkciojat. Az rheumatoid arthritis patomechanizmusaban szintén fontos szerepet
jatszanak az autoantitestekbOdl és autoantigénekbdl kialakulo immunkomplexek,
amelyek szintén befolyasolhatjak mind a csontfaldsejtek, mind pedig a T-sejtek érését.

Az AHR expresszio indukalhaté a human T-sejtekben, amely lehetévé teszi a
kiilonb6zé kornyezeti hatdsok kozvetitését a sejtek felé, ezaltal szerepet jatszhat a
rheumatoid arthritis és az arthritis psoriatica patomechanizmusaban is.

Eredményeink alapjan elmondhatdé, hogy a Thl7-differencialodas folyamata
eltéréen regulalodik egészségesekben és rheumatoid arthritises illetve arthritis
psoriaticas betegekben, amely betegségek patomechanizmusaban a Thl7-sejteknek
fontos szerepe van. A betegek naiv sejtjei Th17 iranyt elkotelez6dést mutatnak, amely
hozzajarulhat a betegekben a jellemz6 kronikus gyulladas és az abbdl adodo iziileti és
bértiinetek kialakulasahoz. A sejtek in vitro differencialodasa soran jellemzo6 IL-17A és
IL-22 citokinprofil eltér6 mind az egészséges, mind pedig a betegcsoportokban
egymashoz képest, amely ramutat e sejtek kiilonbozd szerepének jelentdségére a
betegségek patomechanizmuséban. Kutatocsoportunk els6ként hasonlitotta dssze ezen
sejtek differencidlodasat komplex tobbvaltozos statisztikai elemzés segitségével,
amellyel reményeink szerint nagyban hozzajrulhatunk a rheumatoid arthritis és az
arthritis psoriatica kialakulasanak megértéséhez, és 1j vagy hatékonyabb terapias

célpontok azonositasahoz.
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8. SUMMARY

The Thl7 cells and osteoclasts have a prominent role in inflammatory
arthopathies. The Th17 cells mainly produce IL-17A and characterized by RORC
expression and they take part in the immundefence against extracellular pathogens,
furthermore in the developement of autoimmune inflammation. Osteoclasts are myeloid
derived cells, differentiated from monocytes and specialized to breakdown the bone
tissue in addition to the role they have in the inflammation induced bone and joint
destruction. The environmental effects, like the smoking which is a known strong
predisposing factor for RA, may regulate the T cell differentiation and function via aryl
hydrocarbon receptors. The immuncomplexes which consist of autoantigens and
autoantibodies also mediate the differentiation of both T-cells and osteoclasts.

The inducible expression of AHR may transfer the environmental effects to the
cells; this receptor may take part in the pathogenesis of RA an PsA.

According to our results, the Th17 cell differentiation is differently regulated in
healthy donors and RA or PsA patients in which diseases the Th1l7 cells have a
prominent role. The patient derived naive T cells are comitted to Th17, this commitment
may contribute the development of chronic inflammation and consequently to joint
destruction and skin symptoms. The IL-17A and IL-22 production during differentiation
were altered both in healthy donors and in patinets, pointing to the different role of the
Th17 cells in the pathomechanism of diseases. The complex comparison of the Thl7
differentiation development carried out multivariate statistic analysis was first used by
our research group for analyse these parameters. We hope that these results will
contribute to the understanding of the development and pathogenesis of rheumatoid
arthritis and psoriatic arthritis and help to find new and/or more efficient therapeutic

targets.
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ujszeri téman dolgozhassak. Koszondm, hogy a munkdmhoz ¢és fejlodésemhez
szlikséges lehet6ségeket megteremtette, illetve tanacsaival és meglatasaival hozzajarult
a disszertaciom elkésziiléséhez.

Szeretném megkdszonni Dr. Buzas Edit professzor asszonynak ¢és Dr. Falus Andrés
professzor trnak, hogy a Genetikai- Sejt és Immunbioldgiai Intézetben kutathattam,
ahol a kezdetekkor és az oOta is szeretettel tdmogatnak. Dr. Buzas Editnek kiilon
koszondm, hogy lehetdvé tette, hogy az intézetben folytathassam a kutatasaimat.
Koszonetemet szeretném kifejezni a Kisérletes Reumatoldgiai Munkacsoport korabbi és
jelenlegi munkatarsainak, kiilondsen, Dr. Molnar-Ersek Barbardnak az immunoldgiai
modszerek elsajatitdsaban nyujtott segitségét és Dr. Marton Nikolettnek a kozos munka
lehetdségét. Koszonom Kirdlyhidi Pannanak, hogy tapasztalataimat atadhattam szamara.
Halamat szeretném kifejezni a Genetikai- Sejt és Immunbiologiai Intézet valamennyi
korabbi és jelenlegi munkatarsanak, kiilondsen Dr. Baka Zsuzsannanak, Dr. Gyorgy
Bencének és Orban Andreanak, hogy munkdm kezdetén segitettek elsajatitani az
immunologiai modszereket és a sejttenyésztést, Dr. Kohidai Léaszlonak és Dr. Lajkéd
Eszternek hogy méréseim egy részének elvégzéséhez segitséget és lehetdséget
biztositottak és Dr. Téth Saranak, hogy a disszertdciom tartalmi és formai ellendrzését
elvallalta.

Halaval tartozom a Budai Irgalmasrendi Korhdz Rheumatologiai osztalyain dolgozo
orvosoknak, névéreknek és aszisztenseknek, kiilonosen Dr. Rojkovich Bernadette
osztalyvezeté féorvosasszonynak, valamint Kosan Agnes, Kosané Csontos Erzsébet és
Ban Zoltanné ndvéreknek és aszisztenseknek a betegmintak begyiijtésében nyujtott
készséges segitségiikért. Koszonom tovabba Dr. Nagy Eszter ¢€s az Orszagos
Reumatologiai és Fizikoterapids Intézet Kozponti Laboratérium dolgozoinak
kozremiikddését az egészséges donormintdk gytijtésében.

Szeretném megkdszonni a munkdmban valo segitségét az ELTE Immunoldgiai Tanszék
korabbi és jelenlegi dolgozoinak, kiilon kdszonetet szeretnék mondani a mikroszkopos

felvételek elkészitésében vald tdmogatasért Dr. Matkd Janos professzor Urnak, Dr.
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Balogh Andreanak és Dr. Osteikoetxea-Molnar Anikonak, az aramlési citometrias
mérésekben nyujtott segitségéért pedig Szikora Bencének. Halasan kdszonom Sarmay
Gabriella professzor asszony és munkatarsainak tamogatasat a dohanyfiistos kisérletek
kivitelezésében.

Szamomra rendkiviil tanulsidgos volt, hogy Ilehetdségem nyilt megismerkedni a
tobbvaltozos statisztikai modszertannal, melyet ezlton is halasan koszonok Dr. Kovacs
Jozsetnek, Kovacsné Dr. Székely Ilondnak és Kovacs Soltnak.

Ko6szonom az ELTE Elvélasztastechnikai Kutatdé és Oktatd laboratorium kordbbi és
jelenlegi munkatérsainak, kiilonosen Dr. Eke Zsuzsannank és Karpati Eszternek a kozos
munka lehetdségét és hogy otleteikkel, meglatasikkal munkam kezdetén tdmogattak.
Végiil, de nem utols6 sorban kdszondm csaladomnak a szeretetét €s megértését, amelyel
a mindennapokban tamogattak és tamogatnak a mai napig, kiilonosen férjemnek, Joo
Nobertnek, hogy mindig megérté volt a munkaidém elhtizodasakor, higomnak, Dr.
Baricza Agnesnek, hogy sorstiramként mindvégig batoritott. Kiilon koszonom
édesapamnak és édesanyanak, hogy lehetové tették, hogy tanulhassak és eljuthassak

idaig. Disszertaciom elkészitésével édesanyam emléke eldtt szeretnék tisztelegni.

143


https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/profile.php?id=818288388&ref=br_rs
https://www.facebook.com/search/top/?q=anik%C3%B3%20osteikoetxea-moln%C3%A1r
https://www.facebook.com/search/top/?q=anik%C3%B3%20osteikoetxea-moln%C3%A1r

