Eredményeink szerint a TNF-kezelés szelektiven, dozisfiiggden és reverzibilisen csokkenti a
CD3-zéte lanc expressziot human T-lymphocytakon, az SRC like adaptor protein (SLAP)
kifejezddésének szabalyozasan keresztiil. A SLAP mRNS szint nem valtozik TNF hatésara,
feltehet6en mikro-RNS szabalyozas alatt all, eredményeink alapjan felmeriil a mirl155; mir146
¢s a mirl81a szerepe a SLAP kifejez6désének szabalyozasaban. Rheumatoid arthritises (RA)
betegek T-lymphocytainak SLAP expresszioja fokozott (p<0,05), ugyanakkor a CD3-zéta
lanc szintje alacsonyabb az egészséges kontrollokénal. A SLAP-nak szerepe van a T-sejt

aktivacio szabalyozasaban (Ersek B et al, J Immunol, 2012).

Vizsgaltuk proinflammatorikus és antiinflammatorikus citokinek hatasat is a CD3-zeta lanc
kifejezddésére. Eredményeink szerint a TNF-hez hasonloan az IL-1; IL-4; IL-6 IL-8 és az IL-

13 is csokkenti a CD3-zeta lanc expressziot.

Vizsgaljuk a human THI17-lymphocytak vitro differencialodasat periférias mononuklearis
sejtekbdl és izolalt CD4+ T-lymphocytakbol. Egészséges donorok periférias vérébdl ficoll
gradiens centrifugalassal mononukleéaris sejteket (PBMC) izolaltunk, majd magneses
szeparacioval (negativ szelekcid) CD4+ T-sejteket nyertiink. A sejteket anti-CD3 (1pg/ml) és
anti-CD28 (1pg/ml) antitestekkel aktivaltuk, TGFg (2,5ng/ml), IL-6 (25ng/ml), IL-1 (10ng/ml)
citokinekkel, valamint anti-IL-4 (10pg/ml) és anti-IFNy (10pg/ml) blokkolo antitestekkel
kezeltiik 5-10 napig. A sejtek RORyt gén és fehérjeexpresszigjat real-time PCR és western
blot, IL-17 és IL-22 termelését ELISPOT és ELISA modszerekkel mértikk. A sejtek
viabilitasat tripan kék festédés €s impedancia valtozas mérésén alapulé mddszer segitségével
mértiik. Eredményeink szerint a citokinkezelés hatasara a differencidlodas 5. napjan nétt a
RORyt expresszid6 mind gén, mind fehérje szinten a kiindulasi, az 5 napos kezeletlen és
aktivalt sejtekhez viszonyitva, amely blokkold antitestek hatasara fokozodott mind 5, mind 10
nap elteltével. Az anti-CD3 és anti-CD28 antitestekkel torténd sejtaktivacio a citokinek é€s
blokkol6 antitestek hidnyéaban is fokozta a sejtek IL-17 és IL-22 termelését, azonban a RORyt
expressziot nem befolyésolta. A blokkol6 antitestek hatisara az IL-22 termelés csokkent. A
sejtek proliferacidja a RORyt expresszid ndvekedésével forditott ardnyban csokkent. A
indukalta Th17 differencidlédast. A nitrogén monoxid (NO) kezelés nem befolyasolta

érdemben a CD4+ T-lymphocytdk Th17 irdnyu differencialodasat.



RA-s betegek CD4+ sejtjeinek IL-17 termelése nem kiilonbozik szignifikansan az egészséges
kontrollokétol, tovabba CD3/CD28 aktivacio, TGFg (2,5ng/ml), IL-6 (25ng/ml), IL-1
(10ng/ml) citokinkezelést kovetéen sem talaltunk kiilonbséget a betegek és kontrollok CD4+
sejtjeinek IL-17 termelése kozott. Ugyanakkor aktivacio, citokinkezelés és blokkold antitest
kezelés [anti-1L-4 (10ug/ml) és anti-IFNy (10ug/ml)] hatasara RA-s betegek Th17 iranyba
differencialod6 CD4+ sejtjei tobb IL-17-et termelnek mint az egészseges kontrollok sejtjei,
ELISA moédszerrel mérve (p<0,05), mig a RORyt expresszio mértékében, és az 1L-22

termelésben nem talaltunk szignifikans kiilonbséget.

Vizsgaljuk a steril koriilmények kozott dohanyfiisttel kezelt médium immunmodulans hatasat.
A dohanyfiist gatolja a CD3/CD28 stimulaciora mérheté 1L-17 termelést (p<0,05), de nem
befolyasolja a CD4+ T-lymphocytak Th-17 iranya differencialodasat. A dohanyfiist
dozisfiiggéen fokozza a tumor necrosis factor receptor-1 (TNF-R1) ¢és a TNF-R2
kifejez6dését. AHR receptor agonistak benzo[a]pyrene (B[a]P) és 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-
p-dioxin (amelyek a dohanyfiist komponensei) gatoltdk a CD3/CD28 kezelés altal indukalt
IL-17 termelést. Hasonloképpen az AHR receptor antagonista CH-223191 (2-methyl-2H-
pyrazole-3-carboxylic sav) is gatolja a CD3/CD28 altal indukalt IL-17 termelést.

Az egér iTreg-sejtek in vitro differencialtatasat is tanulmanyoztuk. Magneses szeparacidval
els6ként a CD4+, majd ezekbdl a CD25- sejtek keriiltek kivalasztasra a 1épbdl kinyert
vordsvérsejt-mentesitett sejtszuszpenzidbol. Ezen sejtek egy jelentds része anti-CD3 ¢€s anti-
CD28 antitestekkel aktivalva TGF-beta ¢és IL-2 jelenlétében 4-5 nap alatt
CD4+CD25+FoxP3+ fenotipust mutatott. A szuppressziv funkcid vizsgalatat CFSE-assay
segitségével aramlési citometriaval tortént. Kiilonb6zd proinflammatorikus citokinek (IL-1
beta, IL-6, IL-17, IL-18) illetve NO-donor (NOC-18) vagy NOS-gatloszer (L-NMMA)
hozzdadasaval vizsgaltuk ezek modositdo hatasat az iTreg differencidlodasra és funkciora.
Nem talaltunk kiilonbséget sem a szuppresszids kapacitds tekintetében, sem a
differencidlodast illetden a kiilonbozd citokinek és az NO hatdsara. A pozitivan szelektalt
CD4+CD25+ sejtek ¢és CFSE-festett Iépsejtek egyiitt tenyésztésével, azokat kiilonbozo
citokinek hozzaadasaval anti-CD3-mal aktivalva az nTreg-ek funkcidjara gyakorolt hatast
vizsgaltuk. A proinflammatorikus citokinek csokkentették a Treg szuppresszios képességét

(legnagyobb mértékben az 1L.-18), amely NO-val gatolhato volt.



Vizsgaljuk miktopartikulak ¢és exoszomék human osteoclast differencidlédasra kifejtett
hatasat. Eredményeink szerint frissen szeparalt mikropartikulak fokozzak (p<0,05), exosoma
kezelés jelentdsen gatolja az osteoclast differencialodast (p<0,001), ugyanakkor nem
befolyasolja a sejtek viabilitasat. Exosoma kezelés mellett a differencialodd osteoclastok

mérete €s alakja is megvaltozik.

Vizsgaljuk, hogy RA-s betegek széruma hogyan reagal citrullint és arginint tartalmazo
filaggrin, vimentin ¢és kollagén peptidekkel. A citrullindt peptidek felismerik a rutin
diagnosztikdban alkalmazott anti-citrullinalt protein antitest (anti-CCP) negativ, anti-mutalt
citrullin vimentin (anti-MCV) és rheumatoid faktor (RF) negativ szérumok 30 szazalékat, igy
a jovoben diagnosztikus szerepiik is lehet. Az RA-s betegek autoantitestjei a kereskedelmi
forgalomban elérhetd ACPA ELISA-kitekhez hasonldan reagalnak citrullindlt filaggrin,
vimentin és kollagén peptidekkel (Szarka E et al, Immunology, 2014).

Citrullin tartalmazo filaggrin peptidek N és C termindlis biotinilacidjanak hatasat vizsgaljuk
az antitest kotédésre. Az N- vagy C-termindlis biotinildcid nem befolyasolja érdemben az
ACPA antitest kotddését 19 aminosavbol allo citrullinalt peptid esetében, mig az 5
aminosavbol allo peptid N-terminalis biotinilacioja gatolta az antitest kotodését (Babos F et

al., Bioconjug Chem 2013).

A galectin 8 rs2737713 TT genotipus az 50 évesnél idosebbek korében RA-ra hajlamosit, mig
a fiatalabb populaciéban védd szerepe van (antagonisztikus pleiotropia). RA-val nem
asszocial az rs4950928 és rs10399931 HCgp-39 polimorfizmus. (Pdl Z et al. Biochimica et
Biophysica Acta, 2012, Srivastava SK et al, Rheumatol Int, 2010).

TiidOrakos betegek mintainak vizsgalata alapjan a citrullindlt proteinek és a PAD4 enzim
jelenléte nem feltétleniil vezet citrullindlt proteinek elleni antitestek termelddéséhez és
autoimmun betegség kialakuldsdhoz. A citrullindcié mértéke nem tért el a dohanyos és a nem
dohdnyos betegek mintaiban. Tumoros szovetek PAD4- és a CK7-festddése igen jol korrelalt

(Baka Z et al, Int Immunol, 2011).



Citrullinalt aggrekdn immundominans epitop peptiddel tortént immunizaciét majd a
citrullinalt peptiddel torténd in vitro restimulaciot kovetden a nyirokcsomosejtek IFN-y-
termelése magasabb a nem citrullinalt peptiddel torténd restimulacidhoz képest.

(Misjak P et al, Immunology letters, 2013).

A HCgp-39, a HexA ¢és a HexB is expresszalodik a synovialis fibroblastokban. TGF-f, TNF-
a, IL-1B, IL-17 és NO-donor NOC-18 gatolja vagy érdemben nem befolyasolja RA-s és
arthrosisos betegek térdiziiletébdl izolalt fibroblastok Hc-gp 39-, HexA-, HexB- és GusB-
expresszidjat. A nem hdérzékeny HexD enzim a felelds a synovialis mintdkban mérhetd
galaktozaminidaz-aktivitas jelentds részéért. RA-s és arthrosisos betegek synovialis fibroblast
eredeti mikrovesiculaiban GusB- és HexD-enzimaktivitds mérhet6 (Pasztoi M et al,

Arthritis Res Ther. 2009, Pasztoi M et al, Immunology letters, 2013).

Szignifikansan tobb T limfocita (CD3; pozitiv p=0,001), B limfocita (CD 19 pozitiv; p=0,01]
¢s monocita (CD14 pozitiv; p=0,006) eredetli mikropartikulumot taldltunk a polymyositises
betegek vérplazmajaban az egészséges kontrollokkal Osszehasonlitva. A mikropartikulak
ultracentrifugalassal torténd izolalasat kovetden a reszuszpendalt oldatban csak nyomokban
mérhetd CK aktivitds. Az elektronmikroszkopidval amorf struktiraji mikropartikulumokat

talaltunk polymyositisben (Baka Z et al, Immunology letters 2010).

Triton X-100-kezelést kdvetden az annexinpozitiv és a CD41-pozitiv események szama (MV-
k) jelentdsen csokken, mig az IgG- ¢és IgM-jeloléssel 4&brazolodo — strukturak
(immunkomplexek) mennyisége nem valtozott. Az RA-s betegek synovialis mintdiban
nagyobb mennyiségben taldlhat6 CD8* MV, mint az arthrosisos betegek esetében,
ugyanakkor a CD4" MV-k szdmaban nem talaltunk kiilonbséget a két betegcsoport kdzott
(Gyorgy B et al Blood, 2011; Gyorgy B et al, Cell Mol Life Sci., 2011; Gyorgy B et al, PLoS
One, 2013; Buzas El et al, Nat Rev Rheumatol., 2014).

Az anti Cl-inhibitor szérumszintje magasabb volt az SLE-s betegek mintaiban, mint az
egészséges kontrollokéban. Az SLE-s betegek 17,3 szazalékaban mértiink a kontrollok atlag +

kétszeres szoras értékét meghaladd Cl-inhibitor-szintet (Mészdros T et al, Lupus, 2010).



