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A palyazati program megvalositdsa kdzben 2008-2012 kozott hdrom valtoztatas tortént az
eredeti tervhez képest:

a.) Griger Zoltan id6kdzben tortént mas megbizatasai miatt a kisérletek végzésébe 2010-t61
belépett Cziffra Gabriella (DE OEC Elettani Intézet).

b.) Vératlan 0j kutatési eredmények miatt 0j elemként 1épett be a miRNS-146a ¢s a TRAF6
vizsgalatok végzése a Sjogren szindromas betegekben.

c.) Az 1j kutatdsi profil 1étrejotte miatt engedélyt kértiink az OTKA bizottsagtol a pénziigyi
keret felhasznalasdnak megvaltoztatasara az Gjabb kisérletek elvégzésének érdekében 2011-
ben.

A palvazati célok megfogalmazasanak hattere:

1.) A DE OEC IIl. Belgyogyaszati Klinitka Immunoldgiai Tanszékén és Immunologiai
Laboratoriumaban szerencsés modon alltak ossze a kovetkezo feltételek:

a.) a Klinika tobb, mint 4000 poliszisztémds autoimmun beteg gondozasat végzi tobb
évtizede,

b.) itt indult el az orszagban elsének az autolog hemopoetikus Gssejt transzplantacié (AHOT)
az egyéb terapidra rezisztens, poliszisztémas autoimmun betegeken 0j terapids modszereként;
c.) kordbban az Immunoldgiai Laborban az Elettani Intézet kutatoival kollaboracioban
sikerlilt arra az 0j felismerésre jutnom, hogy az SLE-s betegek mononuklearis sejtjeiben
(limfocitaiban, monocitaiban) néhany protein kindz C (PKC) izoenzim expresszidja csokkent,
¢s ez okozhat betegség specifikus zavarokat a mitkodésiikben. Ezért a PKC izoenzim szintek
¢s mikodés gyogyszeres javitasa 01j terapids lehetdséget jelent, jelenthet. Mivel ismert, hogy
az SLE T limfocitdkban fokozott proteoszoma aktivitas van (Jury EC et al. 2003, Arthr.
Rheum), logikusnak ¢és kézenfekvonek latszott az a feltételezés, hogy a csokkent PKC szint a
ennek a kovetkezménye lehet ezekben a sejtekben, és akar a mar jelenleg gyakorlatban
hasznalt proteoszoma gatld gyogyszerekkel emelni lehet a PKC szinteket, javitani tudjuk a
miikodést. A figyelmiink a jol ismert proteoszoma gatld Bortezomib (Velcade) €s a vitdlisan
fontos D3 vitamin irdnyaba fordult, mivel az utdbbival kapcsolatban meg is jelent olyan
kozlés, hogy (legalabb is) bdr sejtekben proteoszoma gatlast okoz (Li XY et al, 1999, Mol
Endocrinol). Ugyanakkor a folyamatos D3 vitamin szupplementacié SLE-ben altaldnosan valt
ajanlottd az utobbi idében (Borba VZ et al, 2009, Osteoporos Int).



2. A palydzatban kitlizott célok teljesitésének, az itt feltett kérdések megvalaszolasanak
jelenlegi helyzete:

A palyéazatban megfogalmazott minden 6 cél elérésre keriilt, minden feltett kérdésre a valasz
kozleményekben lezart formaban elkésziilt, és mar vagy megjelent, vagy kozlés alatt van.
Emellett egy ) szemléletli, Osszefoglald cikket is irtam a sajat kisérleti eredményeinkre
alapozva a PKC enzimek szerepét illetden az SLE tilineteinek patogenezisében, amiben
felhasznaltam ennek a palyazatnak részeredményeit is.A palyazathoz kapcsoltan két
nemzetkdzi konferencian vettem részt. Az egyiken eldadast tartottam, a masikra posztert
vittem.

3. A palyazatban eredetileg nem szerepld, varatlan felismerésen alapuld 0j téma belépése:

A PKC izoenzim regulacié tdgabb tanulmanyozasa érdekében vizsgalni kezdtiik az SLE-s €s
Sjogren szindromds betegek periféridas mononuklearis sejtjeiben a mikroRNS-146
a/b(miRNS-146), tovabba az ehhez kapcsolodd regulacidos gének, az IRAK1, IRAK4 és
TRAF6 expressziojat. Az SLE-sekben azt talaltuk, amit mar kordbban masok is leirtak, hogy
inaktiv betegekben csokkent a miRNS-146a és emelkedett az IRAK1 gén szintje, mig a
TRAF6 nem valtozott. A Sjogren-es betegekben viszont az emelkedett miRNS-146a mellett
az ,elvart” IRAK1 csokkenést, mig a ,meglepetést jelent6” TRAF6 szint emelkedést
talaltunk. Az utobbi masfél évben ennek a jelenségnek a hatterét és okat kezdtiik vizsgélni a
munkatdrsaimmal.

4. EREDMENYEK

a.) A CD8+ T limfocitak szamanak valtozasa a periférias vérben kiilonbozo autoimmun
betegségekben autolég haematopoetikus Jssejt transzplantacié (AHOT) utdn, és ezek
prognosztikus értéke

A hagyomanyos terdpiara rezisztens 14 (11 nd, 3 férfi) autoimmun (SLE 3, szisztémas
sclerosis 3, rheumatoid arthritis 2, sclerosis multiplex 2, ,,overlap” 4) beteg vérében vizsgaltuk
AHOT eldtt, majd 30 és 60 nappal ezutdn a limfocitdk kiilonbdzd alosztalyaiba (CD3+,
CD4+, CD8+, CD56+) tartozd sejtjeinek szam valtozésait, tovabba az ezeket kisérd citokin
(IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-15, IL-16) szint valtozasokat, és ezek kapcsolatat a két éves tulélés
adataival. Azt taldltuk, hogy a periférids vérben a citotoxikus CD8+ T sejtek szama
fokozatosan ¢és legnagyobb mértékben emelkedik a transzplantacio utdni els6 két honapban.
Annal a négy betegnél, aki nem élt két évet az AHOT utan, a CD8+ sejtek szama a 30. napon
nem érte el a 150 sejt/ul értéket. Ez azt mutatja, hogy a CD8+ sejt szdm mérésnek
prognosztikus értéke van, és alkalmasnak latszik az AHOT utdni limfocita regeneracids
folyamatok monitorozasara. A vizsgalt citokinek koziil egyediil az IL-6 szérum szintjének
emelkedése mutatott pArhuzamossagot a CD8+ sejtszammal.

(A kézirat biralat alatt van az Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis-ban)

b.) A Bortezomib eltéré hatasa a PKC izoenzimek expressziojara SLE-s betegek T sejtjeiben
és Jurkat sejteken

A proteoszoma inhibitor Bortezomib (BZ) hatasat tanulmanyoztuk 24 oras T limfocita €s
Jurkat sejt (humdn T sejtvonal) tenyészetekben 10 SLE-s beteg ¢és 9 egészséges kontroll
személynél a PKC izoenzimek expressziojara, a sejtek proliferacids ratdjara €s apoptozisara.
A BZ eltér6 modon hatott a kontrollok, a betegek sejtjein €s a sejtvonalon. Mig a Jurkat
sejteken szignifikdnsan emelte a PKCO, J, és & szintjeit, ezt nem hozta létre a ,lupus”
sejtekben. Emellett a Jurkat sejtekben még gétolta a proliferaciot és fokozta az apoptdzist. Az
apoptozis fokozd hatds megvolt mind a betegek, mind a kontrollok sejtjeinél. A vizsgalataink



ravilagitanak arra, hogy lényeges szignalizacios kiillonbségek vannak az emberi T sejtek €s a
Jurkat sejtek kozott. (Ezt sokan figyelmen kiviil hagyjak!) Fontos felismerés, hogy a BZ
alkalmazasa uj, kiegészitd terapids szerként az SLE-ben csak korlatozott lehet mas
autoimmun korképekhez vagy kisérletes allat modellekhez  képest, mivel nem tudja
megemelni a PKC izoenzim szinteket a T sejtekben, bar az apoptozist fokozo hatasa kedvezd
lehet az autoreaktiv T sejtek eliminindciojaban.

(Ez a cikk megjelent 2011-ben a Scand. J. Immunol.-ban)

c. Az alacsony és nagy dozisu D; vitamin in vitro hatasa a T limfocitak PKC izoenzimeinek
expressziojara és citokin termelésére SLE-s betegekben és egészséges  kontrollokban
Alacsony (InM) és magas (100 nM) D3 (1a-25 dihidroxi) vitamin jelenlétében 48 6rén at in
vitro vizsgaltuk 13 SLE-s beteg ¢€s 13 egészséges kontroll T sejtjeit. ,,Western blot” analizissel
értékeltiik a PKC a,f3,0,¢ és & izoenzimek expresszidjat, tovabba mértiik a képzddott citokinek
( IL-2, IL-6, IL-10, IFNy és TNFa) mennyiségét ELISA kitekkel. Sem az alacsony (1nM),
sem a magas (100 nM) D3 vitamin nem tudta emelni a PKC izoenzim szinteket sem a betegek,
sem a kontrollok sejtjeiben, a citokin szintekben azonban torténtek valtozasok. Az
egeészségesekben mar a kis adag Ds vitamin is szignifikansan csokkentette az IL-2 ¢és IFNy
termelést. A magas dozis az egészségesekben szignifikdnsan csokkentette —az  IL-10
kivételével - mindegyik proinflammatorikus citokin termelését, mig az anti-inflammatorikus
IL-10 termelést szignifikdnsan fokozta.Ez egy jelentdsen ,,gyulladds-gatolt” allapot
kialakitasat jelenti. Ugyanakkor ez a hatds csokkentebb mértékben jelent meg a betegek
sejtjeiben. Naluk a kis dozist vitamin Iényegében hatastalan, bar az alacsony IL-2 szintet
tovabb csokkenti, ha nem is szignifikdnsan. A nagy do6zist vitamin IL-10 emeld hatasa
megvan, de nem szignifikans, és csak az IL-2 és az IFNy gatlasa szignifikdns. Az IL-2
,kérdés” kiilon figyelmet érdemel. Ismert, hogy az SLE-s T sejtek korosan csokkent 1L-2
termelése a betegség egyik legfobb jellemzdje €s patogenetikai faktora. A kisérleteinkben ezt
mar az 1nM Djs vitamin is tovabb csokkentette, mig a 100nM pedig csaknem megsziintette a
termelését. Ezért az SLE-s betegek utobbi iddben javasolt folyamatos D3 vitamin
szupplementacidjaban  azt javasoljuk a klinikusoknak, hogy ne az egyeb esetekben
altalanosan ajanlott 25 nM-nak megfelelé (2000 NE/nap) adagnak megfeleldé mennyiséggel
kezdjenek, hanem joval kisebbel, €s az egyéni, az egyes beteg szamara optimalis dozis
megtaldlasara, kialakitasara torekedjenek.

(Ez a kézirat frissen lett elkiildve a Rheumatology International részére).

d. Fokozott miRNS-146a/b, TRAF6 és IRAKI gén expresszio a Sjogren szindromas

betegek periférias mononuklearis sejtjeiben
A miRNS-146a/b, TRAF6,IRAK1 és IRAK4 gének expresszidjat 21 Sjogren szindromas
beteg és 10 egészséges kontroll mononukledris sejtjein vizsgaltuk ,,quantitative reverse
transcription PCR” modszerrel. A betegekben szignifikdnsan emelkedett miRNS-146a,
TRAF6 és szignifikansan csokkent IRAKI expressziot talaltunk. Ugy véljiik, hogy a magas
miRNS-146a mellett megfigyelhet6 magas TRAF6 szint a Sjogren szindromara jellemz6
diagnosztikus, laboratoriumi marker lehet, ami tovabbi vizsgalatra érdemes.

(Ez a cikk 2012 januérjaban jelent meg az Immunology Letters-ben).

e. A monocitdk arachidonsav termelésének szabalyozasa egészséges és SLE-s

személyekben. Egy, a PKC enzimekhez kapcsolt modell.

Ebben a modellben az SLE-s sejtek monocitaiban &ltalunk korabban leirtcsokkent
arachidonsav termelést a PKCd izoenzim csokkent expressziojara vezetjik vissza, minek
kovetkeznénye, -tobbek kozott- csokkent a PGE, termelés, aminek altalanos gyulladasgatlo



hatasa lenne. Emellett kevésbé érvényesiil a CD4+CD25+FoxP3 pozitiv szuppresszor,
regulald T sejtekbdl felszabaduld az adenozin gatld hatdsa sem az IL-1P citokin teremelésre.
Mindezek kovetkezménye egy generalizalt proinflammatoriukus allapot ebben a betegségben
(Ez a cikk 2011-ben jelent meg a TheScientificWorldJournal-ben)
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