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A csontvel8ben zajlo B-sejt fejlédés alatt a megjelenik a még éretlen B-sejtek membréanjan az
antigén fajlagos megkotésére képes, csak a B-limfocitara jellemz6 membran immunglobulin
molekula, a B-sejt receptor (BCR). A B-sejtek jelentés része mar a fejlédése kezdetén
elpusztul, mert receptoruk nagy affinitassal reagal a csontveldi mikrokérnyezetben a szervezet
sajat strukturéival. A sajat antigént fel nem ismeré B-sejtek kivandorolnak a csontvel6boél, és
betelepitik a masodlagos nyirokszerveket, ahol tovabbi szelekcids 1épések mennek végbe az
autoreaktiv sejtek kisziirésére. A szelekcid soran meghatarozd szerepet jatszanak a B-sejt
receptorok (BCR) mellett a tumor nekrozis faktor (TNF) receptorok csaladjaba tartozo B-sejt
aktivalo faktor receptorok (BAFF-R), a programozott sejthaldlt kivaltd, szintén a TNF
receptor csaladba tartozé Fas/CD95 molekula, valamint -feltehetéen- a Toll-szer(i receptorok,
kiiléndsen az endoszémak membranjan kifejez6dé TLR9, amely bakterialis, vagy apoptotikus
sejtekbol felszabaduld, hipometilalt DNS felismerésére és megkotesere képes. Az emlitett
receptorok altal stimulalt jelpalyak kozott kialakuld kdlcsdnhatasok dsszessége hatarozza meg
a sejt sorsat: azt, hogy a programozott sejthalal (apoptézis), vagy éppen a sejtek tulélése
és/vagy szaporodasa kovetkezik be. Az autoimmun betegségek patogenezise soran egyes
jelpalyak ,kisiklasa” hibas szabalyozashoz, és igy az autoreaktiv sejtek taléléséhez vezethet.

Célunk a BCR, a TLR9, a BAFF receptor 3 (BR3) és Fas egyuttes jelkdzvetitésének
tanulmanyozasa, a jelpalyak kozotti egyiittmiikodés modjanak felderitése volt
egészséges egyének és autoimmun betegek B-sejtjeiben. Vizsgalatunk targyaul olyan
szisztémas autoimmun betegséget, a rheumatoid arthritist (RA) valasztottuk, ahol a B-
sejtek kulcsszerepe és az autoreaktiv ellenanyag termelés bizonyitott, és a betegek
vermintai is rendelkezésre allnak viszonylag nagy mennyiségben.

1. ABCR, BR3 ES A TLR9 ALTAL STIMULALT JELEK HATASA B-SEJTEK
CD95/FAS-INDUKALT APOPTOZISARA

El6szor periférias vérbol tisztitott B-sejteken vizsgaltuk a kiilonb6z6 receptorok expressziojat.
A B-sejteket Easy-Sep technoldgiaval (RosetteSep, StemCells Technology, US) izolaltuk, a
sejtek tisztasaga CD19/CD3 kett6s fluorescenica alapjan aramlasi citométerrel mérve >95%
volt A B-sejtek kb. 90%-an jelen volt a BAFF-R, a CD10 pozitiv tranzicionlis-, és a CD27
pozitiv memdria B-sejteken egyarant. Ezzel szemben a Fas a vérbdl tisztitott B-sejtek
mintegy 5-6 %-an fejez6dik ki, a CD10+ sejtek Fas negativok, mig a memdria B sejtek egy
része Fas pozitiv. A B sejtek 2-3%-a expresszalja egyidejiileg a BAFF-R-t és a Fas molekulat
is. Az eredmények alapjan vildgossa valt, hogy primer B sejteken nehezen vizsgalhaté a Fas
és a BCR, ill. a BAFF-R altal indukalt jelpdlyak kozotti egytittmiikodés, amelynek
valésziniileg a germinalis centrumban zajlo szelekcids folyamatokban lehet szerepe. Ezért
szdmos B-sejtvonal vizsgalata alapjan kivalasztottuk a receptorok egylttmikodésének
vizsgalatéra legalkalmasabb emberi B sejtvonalat, az EBV transzformalt emberi B limfocita,
SKW6.4-t.

A BCR, BAFF-R és Fas receptor egylittmtikodését vizsgalva az SKW6.4 sejteken a kovetkezo
eredmenyeket kaptuk:

- BAFF fehérjével, vagy BAFF specifikus ellenanyaggal 24h-n at elékezelt sejtek
ellenalldbbak a Fas-kozvetitett apoptdzissal szemben, a BAFF - a BCR keresztkotéshez
hasonl6an - megmenti a B-sejteket a Fas-indukalt apoptozistol.

- A BAFF receptor kozvetitette tuléldjel nem szinergisztikus a BCR-en keresztiili,
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- A Fas receptor aktivalasa az apoptézisban is szerepet jatszé JNK és a p38 MAP kinazok
foszforilaciojat valtja ki, melyet a BAFF elékezelés gatolni képes.

(Hancz A, Herincs Z, Neer Zs, Sarmay G, Koncz G. Integration of signals mediated by B-cell
receptor, B-cell activating factor of the tumor necrosis factor family (BAFF) and Fas (CD95).
Imm Letters 116: 211-217 (2008)).

Az SKW6.4 emberi B sejtvonal mérsékelten volt csak érzékeny a Fas-indukalt apoptozisra,
ezeért a jelenség tovabbi vizsgalatat A20 egér B sejtvonalon végeztik. Az A20 sejtek kifejezik
mind a negy receptort és alkalmas modellnek latszanak a BCR, Fas, TLR9 és BAFF-R kozotti
egyuttmiikodés vizsgalatara. Az apoptozissal elpusztult sejtek mennyiséget a subG1l fazis
meghatarozasaval, a 70%-os etanolos fixalast, a Na-citratos mosast és propidium jodid festést
kovetden aramlasi citofluoriméterrel mértiik. A rekombinans egér BAFF fehérjével, a TLR
agonista CpG oligonukleotiddel és algG-vel tortént stimulaciot (1 6ra 37°C) kdvetben anti-
Fas ellenanyaggal valtottuk ki az apoptdzist, amelynek mértékét 2 és fél ora elteltével a sub-
G1 fazisban levo sejtek aranya alapjan hataroztuk meg.
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1. Abra. A BAFF, a TLR9 agonista, CpG, és az anti-IgG dozistol fiiggden gatolja az A20
sejtek Fas-idukalt apoptdzisat. A20 sejteket el6kezeltiink kiilonb6z6 koncentracioban
BAFF-fal, CpG-vel, illetve anti-lIgG-vel, majd 1 6ra elteltével anti-Fas ellenanyaggal
inkubaltuk tovabbi 2 és fél orat. Ot fuggetlen kisérlet atlaga.
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2. Abra. BAFF-fal, CpG-vel és algG-vel torténd kostimulacio hatésa a Fas-kdzvetitett
apoptdzisra. A BAFF, CpG, és a BCR-en keresztuli stimulécié (anti-lgG) egymas
hatasat kolcsondsen erdsitve megmentik az A20 sejteket a Fas-indukalt sejthalaltol. A
sejteket 0.3 uM  CgG, 0.15 pg/ml  BAFF és 0.074 pg/ml anti-1gG el6kezelés utan
Fas-specifikus ellenanyaggal kezeltik, a subGl populaciot 2.5 6dra eltelte utan
hataroztuk meg. Harom fiiggetlen kisérlet atlaga.




A sejthalalbdl vald6 megmentés bekdvetkezhet a kiilonbozé stimulusok altal kivaltott anti-
apoptotikus jelek hatdsara, tobbek kozott az apoptozisért felelés kaszpazok valamelyikének
foszforilacid tjan toérténd inaktivalasaval. Kimutattdk, hogy a kaszpdz 3 és a kaszpaz 9
foszforilacidja gatolja az enzimek aktivitasat (Kurokawa and Kornbluth 2009). Megvizsgaltuk
kilonféle szerin kindzokat kdzvetve vagy kozvetlenil gatld agensek hatasat az A20 B-sejtek
Fas-indukalt apopt6zishol valé megmenekiilésére.
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3. Abra. PI3-K, PKC és p38 inhibitorok hatasa a CpG és algG altal indukalt talélésre.
Az inhibitorokkal (10uM PI3K, 1 uM PKC és 20 uM p38 inhibitor) 1 oraval tortént
elokezelés utan adtuk a sejtekhez a tulélést segité stimulusokat (CpG vagy anti-1gG) ,
majd 1 oraval ezutan az anti-Fas ellenanyagot. Harom fuiggetlen kisérlet atlaga.

A PKC inhibitor gatolta az A20 sejtek Fas-indukalt sejthalalbol valo megmenekilését mind a
CpG-, mind az anti-lgG-kezelt mintdkban, mig a p38 inhibitor csak a CpG éaltal kivaltott, a
P13-K inhibitor csak a BCR éltal kivaltott talélést csokkentette.

A tovabbiakban a kaszpaz aktivitast mintainkban egy altalanos kaszpaz szubsztrat hasitasa
alapjan mértik. A sejtmembran permeabilis D2-R110 szubsztrat hasitasakor a bisz-L-
aszparaginsav-amid-hoz kotott rodamin 110 felszabadul, aminek kdvetkeztében az aktiv
kaszpazzal rendelkezd sejtek fluorescenciaja jelentdsen megnd. A fluorescens jelet ado sejtek
Szama aranyos az apoptdzis mértékével.
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4. Abra. A PI3-K, PKC és p38 gatloszerek hatasa az A20 B-sejtek Fas-indukalt
apoptdzisbol valé megmenekiilésére CpG és anti-IgG stimulaciot kovetéen, az aktiv
kaszpaz enzimekkel rendelkezé sejtek ardnyanak meghatarozasa alapjan. a) Egy




tipikus aramlési citometrids mérés hisztogramja. A kaszpaz pozitiv sejtek szama a
CpG stimulus hatasara csokkent, amit a PKC inhibitor kivédett. b) Harom kisérlet
atlaga, az oszlopok a kaszpéz pozitiv sejtek %-0s aranyat mutatjak.

A fenti dsszesitett eredményeink alapjan (bar az utdbbi kisérlet még tovabbi méréseket
igényel) azt mondhatjuk, hogy a B-sejtek CpG altal kivaltott megmentése a Fas-indukalt
sejthalalbol PKC- és p38 MAPK-fiiggd, de nem fiigg a PI3K aktivitasatol. A BCR dltal
indukalt jel -szemben a CpG-kdzvetitett megmentéssel- mind PKC, mind PI3K gatldkkal
csokkenhetd volt, de a p38 inhibitor hatastalannak bizonyult. A BAFF el6kezelés viszonylag
kevéssé mentette meg a sejteket az apoptozistol, ezért az inhibitorok hatdsat erre nem
vizsgaltuk.

A BCR és a CpG tehat részben atfedé, (PKC) részben eltéré (PI3K vagy p38)
jelpalydk aktivaciojan keresztll fejtheti ki apoptézist gatld hatésat, feltehetéen a
kaszpaz 3 foszforilacioja, és ezt koveté inaktivacidja utjan. A Fas-kozvetitett sejthalal
kulcsszerepet jatszik a potencialisan autoreaktiv sejtek elpusztitasdban. Feltételezzik,
hogy a BCR és TLR9 altal Kivaltott, altalunk leirt mechanizmusnak szerepe van az
autoreaktiv B-sejtek sejthalalbdl val6 megmenekiilésében, igy a tolerancia attérésében.

A tovabbiakban az adapter fehérje, a Grb2 associated binder 2 (Gab2) szerepét vizsgaltuk
a BCR altal stimulalt sejtaktivacio és a Fas-indukalt sejthalal soran. Miutan a P13-K gatlasa
csOkkentette a BCR altal a Fas-indukalt sejthalalbdl valé megmentést, megvizsgaltuk, hogy a
PI13-K aktivitasat szabalyoz6 Gab2 adapter fehérje jatszik-e szerepet ebben a folyamatban.
Ismert, hogy a Gab adaptor fehérje csalad tagjai, a Gabl eés a Gab2, tirozinon foszforilalt
motivumai dokkold helyil szolgalnak a foszfatidil inozitol 3-kinaz (P13-K) p85 alegysége és
az SHP-2 foszfataz szamara, amelyek SH2 doménjeiken keresztiil kotddnek az adapterhez
(Gu, Botelho et al. 2003). A Gabl pozitiv visszacsatolassal szabalyozza a PI13-K aktivitasat,
mivel az adapter pleksztrin homoldg (PH) doménje kotédik a PI3-K termékéhez a foszfatidil
inozitol 3,4,5 triszfoszfathoz (PIP3) a sejtmembranban Ez a PI3-K — PDK — Akt Utvonal
aktivalasan keresztiil a sejtek tulélését segiti el6. A Gab adaptor fehérjék szerepet jatszanak az
SHP-2 foszfataz, és ezen keresztill az Erk aktivalédasaban is (Rodrigues, Falasca et al. 2000;
Shi, Yu et al. 2000).

Egér B sejtekben elsdként jellemeztiik a Gab2 funkciojat, megallapitottuk, hogy a Gab2 az
konstitutivan kapcsolddik a BCR Igo/lIgp dimerjéhez, majd a receptor keresztkotését kovetden
az aktivalt Lyn kinaz altal foszforilalodik. A Gab2 Lyn altal foszforilalt motivuma felelés a
p85 kotddésért és ezt kovetden a PI3-K aktivalodasaert. Ezutan PH domeénjével a membranoz
stabilan kot6dd Gab2 egy masik, az SHP-2 foszfatazt kotd motivuma a Syk kindz altal
foszforilalodik. Az eredmenyeink alapjan felallitott modellt az alabbi abra szemlélteti.
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5. Abra. A Gab2 B-sejtekben betdltott sze\repérjlek hipotetikus modellje



Megvizsgaltuk, hogy a Gab2-t nagy mennyiségben kifejez6, Gab2-vel transzfektalt, A20
B-sejtek ellenallobbak-e a Fas-kozvetitett sejthalédlnak. A20 sejteket transzfektaltunk vad
tipusu és PH domen nélkili (APH) Gab2-vel, majd vizsgaltuk az Akt és az Erk aktivalodasat,
valamint a transzfektalt sejtek Fas-indukalt sejthaldlra valo képessegét.

GFP-IRES expression slgG expression

Empty vector
Gab2 WT
Gab2 APH

¥ L 2 ¥
- T e e -

P-Erk

T —— T T S ——— —-— 50 PI3k

5 5 5 20 20 20 60 60 60 min.
anti-Ig

0 WT APH O WT APH 0 WT APH 0 WT APH cells

6. Abra. Akt és Erk foszforilacio az id6 fiiggvényében Gab2-vel transzfektalt A20 B-
sejtekben anti-IgG hatdsara. A fels6 hisztogrammok a vektor bejutisat (GFP-IRES),
illetve a BCR expressziojat mutatjak a transzfektalt sejtekben.

A teljes Gab2-vel transzfektalt A20 sejtek nagyobb mértékii anti-1gG altal kivaltott Akt
foszforilaciot mutattak, a nem transzfektalt sejtekhez képest, mig az Erk aktivacio mértéke
nem valtozott. A PH domen nélkili Gab2-t kifejez6 sejtek a nem transzfektalt sejtekéhez
hasonlé Akt foszforilciét mutattak. A tovabbiakban a Gab2 expresszido Fas-indukalt
apoptozisra kifejtett hatasat néztik meg.
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7. Abra. A vad Gab2 fokozott kifejez6dése a transzfektalt A20 sejtekben megmenti a
sejteket a Fas-indukalt sejthalalbol, és erésiti az anti-lgG talélést fokozd hatasat is,
mig a PH domént nem tartalmaz6 Gab2 hatastalan.



A vad tipust Gab2 jelenlétében jelentésen csokkent az apoptotikus sejtek aranya, mig a
PH domént nem tartalmazé Gab2-vel transzfektalt sejtekben nem. Az anti-lgG stimulus
megmentette a sejtek jelentds részét a sejthalalbol, és ez a fokozott Gab2 kifejezddés mellett
még erdsebbnek bizonyult, mig a PH domeén nelkili Gab2 itt is hatastalan volt. Ez arra utal,
hogy a Gab2 sejtmembranhoz val6é horgonyzésa a PIP3-PH doménen kapcsolaton keresztiil
elengedhetetlen a Gab2 funkciojanak betoltéséhez.

Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy a fokozott Gab2 expresszi6 megmenti
a B-sejteket a Fas-indukalt sejthaléalbol, tovabb4, fokozza a BCR éltal torténé apoptézis
gatlast, ami feltehetleg a Gab2 - P13-K - Akt jelpalya aktivalasanak koszonheté. Ez
egybecseng korabbi eredmeényiinkkel, ami szerint a B-sejtek Fas-indukalt sejthalalbdl vald
megmentése a BCR-en keresztiil torténd stimulacidé hatasara PI13-K géatld jelenlétében nem
megy végbe.

(Maus M, Medgyesi D, Koévesdi D, Csuka D, Koncz G, Sarmay G. Grb2 associated binder 2
couples B-cell receptor to cell survival. Cell. Signal. 21:220-227, 2009)

2. A BCR, BAFF-R ES TLR9 ALTAL INDUKALT JELEK INTEGRACIOJA
B-SEJTEKBEN

A munka masodik részében célunk annak feltérképezése volt, hogy a BCR, a BR3 és a TLR9
receptorok altal kivaltott jelek hogyan kooperdlnak emberi B-sejtekben, valamint annak
feltarasa, hogy milyen jelatviteli molekulakon keresztiil megy végbe a szignal integracio?
Elséként a BCR, BR3 ¢és a TLRY 4altal stimulélt ismert jelpalyakat hasonlitottuk 6ssze az
irodalmi adatok alapjan, annak megéllapitasara, hogy mely molekulak lehetnek kdzdsek
ezekben. A mitogén aktivalt protein kindzok (MAPK) jelpalydja valamennyi esetben
aktivalodik, igy ez jo kiinduldpontnak tiint. A foszforilalt MAP kinazokra specifikus fehérje
microarray segitségével mértiik fel a szamitasba veheté molekulakat. El6szor a BJAB, emberi
Burkitt limfoma eredetli sejtvonalon vizsgaltuk a BCR-en, a TLR9-en és a két receptoron
keresztil egyszerre stimulalt sejtek lizadtumaban az aktivalddott (foszforilalt) kinazokat.
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8. Abra. Foszfo-MAPK array (Proteome Profiler Phospho-MAPK array (R&D ARY002-
B). Kezeletlen, anti-lIg-vel, CpG oligonuleotiddal és mindkeét stimulussal egydtt 20
percig aktivalt BJAB sejteket szolubilizaltunk, és a lizatum mintékat hasonlitottuk
0ssze a gyarto utasitasai szerint, a foszfo-kinazokat felismeré ellenanyagokkal fedett
microarray membranon. A membranokat a kemoluminescenciat ado szubsztrat



hozzdadasa utan hivtuk el6, a kapott foltokat denzitometraltuk. A GenePixPro 6.0
program segitségevel éertékeltiik az eredményeket.

A legnagyobb mértékii egylittmitkodést az anti-lg ésa CpG altal stimulélt jelek kozott a INK,
a p38 MAPK és a MSK2-nél talaltuk, és a kett6s aktivacio emelte még a p70S6 kinaz, a p53,
és kissé fokozta az Aktl, valamint az RSK1 foszforilaciojat is. Ismert, hogy az MSK2, a
p70S6 kinaz, és a p53 is a p38 MAPK szabalyozésa alatt allnak, igy a p38 MAPK-nak
kiemelt szerepet tulajdonitunk a jelpalyak kozotti egyiittmiikodésben.

A MAP kinaz kaszkad aktivalasat a MAP3K inditjak el, ezek egyike az MAP3K7, méas
néven TGFp aktivalt kindz, a Takl. Az irodalmi adatok azt mutattak, hogy a Tak1 szerepel a
BCR és a TLR9 jelpalyaban, szerepe van a p38 szabalyozasaban is. Ezért megvizsgaltuk a
Takl aktivacidjat anti-lg, CpG, BAFF és az egyuttesen adott jelek hatdsara, Western blot
technikaval, a foszforilalt kinazokra specifikus ellenanyag alkalmazésaval. Ezekben a
kisérleteben egyészséges véradok vérébdl RosetteSep koktél segitségével (StemCell
Technologies, US) izolalt B-sejteket hasznaltunk, ezek tisztasdga 85-90 % volt.
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9. Abra. a) A Takl és a p38 aktivalodasa a BCR-en , TLR9-en, BR3-on keresztiil érkezé
jelek, és az egyuttes stimulacio hatasara. b) A Takl-re specifikus inhibitor (5Z-7-
oxozeaenol) ill. az inaktiv kontrol inhibitor hatdsa a Takl és a p38 foszforilacidra. A
mintafelvitel egyenletességét az SHP1 el6hivasa mutatja.

A Takl foszforilacigjat az anti-lg és CpG nem, illetve csak gyengén aktivalta, mig a két
szignal egylittesen erés Takl foszforilaciot valtott ki B-sejtekben (9. abra). A BAFF nem
aktivalta ezt az Utvonalat. Az optimalis stimulacios id6 30 perc, de a foszforilacio stabilan
megmarad még 20 h elteltével is. A Takl-nek ismert specifikus inhibitora az 5Z-7-
oxozeaenol. Ennek segitségével bizonyitottuk, hogy valdban a Tak1 a kz6s célpontja mind a
BCR-en mind a TLR9-en keresztiil elindul6 jelpalyanak, raadasul szinergikus egyiittmiikodés
figyelheté meg e receptorok kozott a Takl foszforilaciot tekintve. A modositott szerkezetii
inaktiv inhibitort hasznaltuk kontrollkent, amely valdban hatastalanak bizonyult. A Takl
inhibitor gatolta a p38 MAPK foszforilacidjat is, amely szintén fokozott aktivaciét mutatott a
BCR és a TLR9 egyuttes stimulaciojakor. Ez arra utal, hogy a Tak1-p38 jelpalya kiemelt
szerepet jatszik a BCR és a TLRY egyiittmiikodése soran.



A tovébbiakban megvizsgaltunk egy masik, az Erk- RSK- CREB utvonalat is. Az Erk
foszforilacioja kissé fokozddott az anti-lg - BAFF és az anti-lg — CpG stimulusok hatasara,
mig a BAFF és a CpG magaban gyenge jelet adott. Az Erk a riboszoméalis S6 kindzon
keresztil (RSK1) a CREB transzkripcids faktort aktivalja, amely aktivacios gének atirasat
inditja el. A BJAB sejtekben vizsgalva egylittmiikodést lattunk a BCR és a TLR9 kdzétt, mig
primer B-sejtekben ezt nem tudtuk kimutatni, ezzel szemben itt a BCR és a BR3 egyuttes
stimulécidja utan kisse emelkedett CREB foszforil&cidt talaltunk az egyszeres stimulusokhoz
képest (10. abra).
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10. Abra Az Erk és a CREB foszforilacioja BCR, BAFF, CpG oligonukleotiddel, illetve
kombindlt stimulusok hatéséra. A mintafelvitel egyenletességét az SHP1 el6hivasa
mutatja.

A BAFF-rol ismert, hogy az NFkB-t mind a klasszikus, NEMO-fiiggé (NKB Essential
MOdulator), mind az alternativ, NEMO-fliggetlen uton (Bossen and Schneider 2006), mig a
BCR a NEMO-IKK-n (Inhibitor B Kindz) keresztil, a klasszikus uton aktivalja.
Megvizsgaltuk az IkB foszforilaciojat is, amely eléfeltétele az NFxB sejtmagba jutidsanak, és
a génatirasi folyamatok elindulasanak. Ezen a szinten a TLR9 és a BAFF-R valamint a TLR9
és a BCR kozott talaltunk egytittmiikodést, amit a fokozott IkB foszforilacié mutatott. Az
egyiittmiikddés szinergikusnak tlinik, az egyszeres stimulusok nem véaltanak ki kimutathato
IxB foszforilaciot (11. abra).
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11. Abra. Az IkB foszforilacidja BCR, BR3 és TLR9, valamint a kombinalt stimulaciok
hatdsara. Az egyenletes mintafelvitelt a gélre a kontrollként alkalmazott SHP1
el6hivasa mutatja.



A BCR, BAFFR (BR3), TLR9 jelpalyak kozotti egyiittmiikodés vizsgalataval kapcsolatos
eredményeinket 0sszegzi a kovetkez6 tablazat.

Takl p38 Erk CREB IkB/

Kostimulacio: NFkB
BCR+BAFFR - - + + -

BAFFR+TLR9 - - +\- - +++

BCR+TLR9 +++ +++ + + +++

Eredményeink szerint a BCR és a TLR9 kozott a TAK1 - p38 utvonalon alakul ki erés
szinergia, mig a TLR9 mind a BAFFR-ral, mind a BCR-rel egyitt stimulalt jelei az
NFkB utvonalon fejtik ki a hatasukat. Ezek a ko-stimulald jelek csokkenthetik a B sejtek
aktivacios kiiszobét, esélyt adva az antigént Kis affinitassal koté B sejteknek a tulélésre,
és a tovabbi fejlodésre, megalapozva ezzel az autoimmun betegségek kialakulasanak
lehetdségét. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a Takl fontos gydgyszercélpont molekula
lehet Uj tipusu terapids eljarasok fejlesztése soran, szisztémas autoimmun betegségekben.

3. ABCR ES A TLR9 EGYUTTMUKODESE RHEUMATOID ARTHRITISES
(RA) BETEGEK B-SEJTJEIBEN

Az eredetileg SLE betegekre tervezett vizsgalatokat RA betegek B-sejtjein végeztik. RA
betegekbdl nagyobb beteganyag allt rendelkezésre, és a vérmintak szallitasanak logisztikaja
kénnyen megoldhato volt. Az RA vilagszerte el6forduld szisztémas autoimmun betegség 1%
korlli prevalenciaval. Bar a betegség hattere még mindig ismeretlen, szamos rizikofaktort
azonositottak mar. Ahogy a legtobb autoimmun betegség, ugy a RA is gyakrabban fordul el
nékben (3:1 ardny), felhiva a figyelmet a nemi hormonok szerepére. A genetikai vizsgalatok
bebizonyitottak, hogy a genetikai hajlam a HLA-DR locuson kddolt. Emelett nyilvanvalo,
hogy bizonyos koOrnyezeti tényezék, tgy mint dohanyzas, stressz, valamint bakteriélis
fert6zések szintén novelik a betegség kialakulasanak valoszintiségét (Gabriel 2001). A RA-t
az izlleti szovet és membran gyulladasa jellemzi. amelyen aktivalt leukociték, neutrofil
granulocitdk, CD4+ T-sejtek, B-sejtek és monocitak jutnak at. Ezek mellett az izlletben
talalhatd fibroblasztok is részt vesznek a betegség kialakitasaban (Firestein and Zvaifler
2002). Ujabban a B-sejteknek fontos szerepet tuljadonitanak a  betegség
patomechanizmusaban, a betegek szérummintai kb. 80 %-&ban a citrullinalt sajat-fehérjek
elleni autoreaktiv ellenanyagokat (ACPA) mutattak ki. Feltételezeésiink szerint a periférian
végbemené hibas negativ szelekcidnak szerepe lehet az autoreaktiv - B-sejtek
életbenmaradasaban, és ezt befolyasolhatja a BCR és a metilalatlan DNS megkdtésére képes
TLR9 kozott kialakuld, az eléz6 fejezetben bemutatott ko-szignalizacio.

Célunk a ko-szignaling 0Osszehasonlitasa volt RA betegek és egeszségesek B-sejtjeiben.
Miutdn a betegek vérmintaibol nem lehetséges a Western blot technikahoz megfeleld
mennyiségii B-sejt izolalasa, vizsgalatainkat periférias mononuklearis sejteken vegeztik
multiparaméteres aramlasi citometrids mérésekkel, a CD20 és CD27 pozitiv sejtekre
(memoria B-sejtek) vagy a CD20 pozitiv, CD27 negativ sejtekre (naiv B-sejtek) kapuzva. Az
el6z6 eredményeink alapjan kivalasztottuk a vizsgélni kivant jelatviteli fehérjéket, igy a p38
MAPK, az Erk és a CREB foszforilacidjat hasonlitottuk 0ssze egészséges egyenek és RA
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betegek naiv és memoria B-sejtjeiben a foszforilalt molekulékra specifikus ellenanyagokat
alkalmazva. Eredményeinket a 12. abra foglalja dssze.

a) b)

pp3s Ig CpG Ig + CpG pp38 lglc CpGlc (Ig+CpG)/lc CpGllg

naive '

Tlegled =sles Tidz a0 =8 B
lgé léé léé lg % .% % % — S % E%

PERK c Ig CpG Ig + CpG PERK Iglc CpGlc (Ig+CpG)/c CpGllg

naive

ctladisrpr Tlolesizers

"ladledlesled "Bl =d[TE

PCREB pCREB lg/c CpGlc (Ig+CpG)/c CpGllg

naive .

memory

o9 £ bei=x

JEEERCER Cl=R =l

12. Abra. ,Foszfo-flow” vizsgalat egészségesek és RA betegek B-sejtjein. A p38, Erk és
CREB foszforilacié mértékének 6sszehasonlitasa anti-1g-, CpG- és anti-lg+CpG-
stimulalt mintdkon. Az a) oszlop az atlag fluorescencia értékek 6sszehasonlitasat
mutatja, a b) oszlopban a jel6élt mintak (alg/control, CpG/control, alg+CpG/control,
CpG/alg atlag fluorescencia értékeinek hanyadosat abrazoltuk.

A vizsgalat 10 RA beteg ¢és korban, nemben hozzaillé 10 egészséges egyén B-
sejtjeinek 6sszehasonlitasa, a statisztikai elemzést Mann-Whitney prébaval végeztik.
A narancsszinli keretek a szignifikéans kiilonbségeket jelzik (*:p<0.05, **:p<0.01).

Az éatlag fluorescencia 6sszehasonlitasa azt mutatta, hogy az anti-1g és anti-lg+CpG stimulalt
mintakban a CREB foszforilacioja szignifikansan magasabb RA betegek naiv B-sejtjeiben
mint az egészségesekében. A hanyadosok dsszehasonlitasa azt mutatta, hogy a CpG-stimulalt
p38 és Erk foszforilacio a betegek memoria B-sejtjeiben alacsonyabb a kontrol, egészséges
mintakéhoz képest.

A mintak viszonylag alacsony szama miatt messzemené kovetkeztetést mindebbdl még nem
tudunk levonni, de azt mondhatjuk, hogy a betegek naiv B-sejtjei kissé jobban stimulalodnak
BCR-en keresztiil érkez6 jelekre, a CREB aktivaciot tekintve, tehat alacsonyabb a naiv B-
sejtek aktivacios kiszobérteke. Ezzel szemben CpG stimulusra a p38 és az Erk az RA
betegek memoria B-sejtjeiben mind az alapallapothoz, mind az anti-lg —vel stimulalt
mintdkhoz képest kevésbé aktivalhato.
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4. A BCR, BR3 ES TLR9 RECEPTOROKON TORTENO SIMULACIO
HATASARA  KIALAKULO B-SEJT  PROLIFERACIO  VIZSGALATA
EGESZSEGES EGYENEK B-SEJTJEIN

A kiilonbozé jelpalyak kozott egylttmiikodés funkcionalis kovetkezményét a B-sejtek
szaporodasanak 0Osszahasonlitdsa alapjan vizsgaltuk egészséges véraddk B-sejtjein. A B-
sejteket RossetteSep segitségével (StemCell Technology, US) tisztitotuk, a sejtek tisztasaga
>85% volt. A stimuléciot anti-lgG-vel (2.5 pg/ml), emberi rekombinans BAFF fehérjével
(100 ng/ml) és emberi TLR9-hez kot6dé CpG oligonukleotiddal (4 pg/ml) végeztik. A Takl
inhibitort és az inaktiv, kontrol inhibitort 50 pmol/ml koncentracioban alkalmaztuk. A sejteket
CFSE festékkel (carboxifluoreszcein szukcinimidil észter) toltottik fel és a sejtek
osztodasaval 1étrejové fluorescencia csokkenést mértik &ramlasi citometridval. Az
eredményeket a Flow-Joe szoftverrel értékeltik. Az abra egy tipikus Kisérlet eredményét
mutatja 3 vizsgalatbol. A megfelelé stimulusok jelenlétében 5 napig tenyésztett sejtek
fluorescencia intenzitasa jellegzetesen valtozott. A kontrol, a BAFF-fal kezelt és az anti-1g-vel
kezelt mintakban elenyész6 mennyiségban talaltunk osztédo sejteket, mig a CpG kezelt
mintak kis mértékli sejtsproliferaciot mutattak. Az anti-lg-vel és CpG-vel egylttesen
tenyesztett sejtek ezzel szemben jelent6s proliferaciot adtak, amit a BAFF jelenléte nem
befolyasolt. A CpG és BAFF egyiittes jelenlétében sem tapasztaltunk jelentés valtozast, a
csak CpG-vel kezelt mintakkal dsszehasonlitva. A Takl inhibitorral kezelt mintak elemzése
azt mutatta, hogy a Takl szikseges a BCR és TLR9 kozotti egyiittmiikddés eredményeként
kialakuld, fokozott proliferaciohoz, az inhibitor csdkkentette az 0sztodo sejtek szamaranyat
(13. &bra).

Meg kell jegyezni, hogy vizsgalatainkban ezen a szinten nem vettik figyelembe mas
receptorok (pl. CD40) és a citokinek proliferaciora gyakorolt hatasat.

Eredmeényeink azt igazoljdk, hogy a TLR9-en keresztiill érkezé jelek, ami in vivo
korilmények kozott bakterialis DNS vagy az apoptotikus sejtekbol felszabadulo
metilalatlan DNS darabok lehetnek, a Tak1-tél fiiggé modon valtjak ki a szuboptimalis
BCR jelet kapott sejtek elszaporodaséat. Ez elésegitheti az antigén altal irdnyitott pozitiv
szelekcios folyamatokat. Korabbi eredményeinkkel dsszhangban ezek az adatok is a
Tak1l potencialis gydgyszercélpont szerepére hivjak fel a figyelmet.
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13. Abra. Tisztitott B-sejtek proliferacidja BAFF, anti-lg, CpG és a kombinalt stimulusok
hatdsara. CFSE —vel feltoltott sejtek 0sztddd populacidinak mean fluorescencia
valtozasa az in vitro sejtkultdra 5. napjan.
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5. A BAFF-R ES A TLR9 EGYUTTMUKODESE AZ ELLENANYAG VALASZ
KIVALTASABAN.

Eddigi eredményeink alapjan a BAFF tehat nem befolyasolja a proliferacios jeleket, ezzel
szemben segiti a sejtek talélé képességét a halalreceptor, CD95/Fas-indukalt apoptotikus
jelekkel szemben. A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy eldsegiti-e a BAFF a CpG altal TLR9-
en keresztll kivaltott ellenanyagtermelést in vitro sejtkulttréban.

A RosetteSep-eljarassal tisztitott B sejteket BAFF (100ng/ml) és CpG (4 pg/ml) jelenlétében
tenyésztettiik, majd a hetedik napon mértiik az 1gG és IgM ellenanyagtermelést ELISA
segitségével. A CpG egymagaban stimulalta az ellenanyag szintézist és ezt kis mértékben
fokozta a BAFF jelenléte (14. abra). Hasonld eredményeket kaptunk RA betegek B-sejtjeinek
vizsgalatakor is.

p<0,05
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_p<0,01 .
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14. Abra. In vitro 1gG+IgM szintézis TLR9-en keresztiil torténé stimulacié hatasara és
BAFF jelenlétében.

Eredményeink 6sszesitve azt mutatjak, hogy a TLR9-en keresztiil érkezé jelek kivaltjak az
emberi B sejtek aktivalodasat, proliferaciojat és ellenanyag termelését is, és az elsé két
esetben szinergikus egyiittmiikodésben allnak a BCR altal kivaltott jelekkel, ami arra
utal, hogy a természetes immunvalasz TLR9-en keresztiil torténé aktivalasa az antigénre
nem specifikus modon sejtproliferaciot és ellenanyag termelést valthat ki. Ez fokozott
védelmet biztosithat a fert6z6 agensekkel szemben, de fokozhatja az autoreaktiv
ellenanyagok termelésének veszélyét is.

A paélyazat beadasakor terveink kozott szerepeltek a ko-szignalizacio Altal Kkivaltott
génexpressziot célzo vizsgalatok is, ezek id6kozben okafogyotta valtak, mivel tobb
kozleményben beszamoltak mas szerzok a BAFF és a TLR9 altal indukélt génekrél. Ezek
kdzott szerepelnek a B-sejtek aktivalodasat és szaporodasat szabalyozo gének, a MAPK és az
NFkB utvonal sz&mos molekulaja (Klaschik, Tross et al.; Klinman, Klaschik et al.).

6. VIZSGALATOK AZ RA EGER MODELLJEN: A KOLLAGEN INDUKALT
ARTRITISZ-BEN (CIA), AZ IGG FC RECEPTOROK SZEREPE

A CIA jo modell az RA-ban lezajlé folyamatok tanulményozasara, miutan autoantitest
termeléssel és gyulladasos izileti betegseggel jar, és az immunkomplexek kulcsszerepet
jatszanak a betegség patomechanizmuséban, amit az is igazol, hogy ellenanyagokkal ill.
immunkomplexekkel a betegség atvihet6 egyik allatbol a masikba. Munkank soran az Fc
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receptorok és immunkomplexek szerepét vizsgaltuk az autoantitest termelésre,
proinflammatorikus citokinek termelésére és a CIA soran kialakul6 gyulladasi folyamatokra
kollagénnel immunizalt DBA/1 egerekben.

Mesterségesen kialakitott komplexek hatasat vizsgaltuk a CIA kialakulasara, az ellenanyag,
citokin és kemokin termelésre. Korabbi eredményeink szerint a BCR-hez és a FcyRII/111-hoz
kot6dé komplexek fokozzak és a varttal ellentétben, nem gatoljak a haptén-specifikus
ellenanyag termelést (Angyal, Szekeres et al.). Feltételezéseink szerint ennek magyarézata, az
hogy az aktivaldo FcyR mitkodése dominal a gatlo, FcyRIl-vel szemben a humoralis valasz
immunkomplexek altal torténé regulaciojaban.

Jelen vizsgalatainkban alkalmazott komplexek az FcyRIl/llla specifikus monoklonalis
antitest, a 2.4G2 monoklondlis ellenanyag egylancu variabilis fragmentjéb6l (scFv) valamint a
kollagén maodositott artritogén epitopjabdl alltak. Az 2.4G2 scFv-t monobiotinilalt formaban
allitottuk eld, a kollagén epitop peptidet biotinilaltuk, majd a két molekulat extravidin
segitségével kapcsoltuk ossze. A megfelel6 (1:4) molekularis aranynél igy 2.4G2 scFv
tetramereket, Cll-peptid tetramereket, vagy 1:2:2 aranynal az antigén- és Fc-receptorokat
felismer6, bispecifikus komplexeket kaptunk. A CIA-t suboptimalis koérilmények kozott
valtottuk ki, egyszeri bovin kollagén (CII) oltassal. Egy hénap elteltével rdoltast végeztiink a
fennt leirt molekulakonstrukciokkal, és néhany nap mualva vizsgaltuk a betegség kialakulasat,
és az ellenanyag termelést. Az eredmények azt mutatjak, hogy a tetramer peptiddel, vagy
2.4G2 scFv-vel valo oltas szignifikdnsan gyorsitotta a betegség megjelenését, és a tiinetek
sulyossagat, amit a labak kisizuleteinek gyulladasara adott 6sszesitett pontok alapjan mértink.
A komplexek szintén emelték a betegségre jellemzd pontértékeket.

Day 35 Day 40 Day 55
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-
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15. Abra. A CII peptid tetramer és a 2.4G2 scFv tetramer és a ketté komplexe jelentdsen
gyorsitja a CIA tuneteinek megjelenését, és a betegség sulyossagat. A score értekek az
allatok l&baira adott pontok oOsszesitett értékét jelentik, a gyulladas erésségének
megfeleléen 1-3ig pontoztunk labanként.

Az ellenanyag termelés 0sszehasonlitasa a kilonféleképen kezelt egerekben azt mutatta, hogy
a komplexekkel tortént oltas jelentdsen emelte a peptid-specifikus, de nem valtoztatta a
kollagén-specifikus 1gG szintet. A komplexekkel oltott allatokban jelentds peptid-specifikus
ellenanyag termelést tudtunk kimutatni, ami valdsziniileg fokozott antigénbemutatas, és/vagy
emelkedett citokin termelés eredménye lehet (16. dbra). A peptid-specifikus IgG megjelenése
olyan komplexek kialakulasat eredményezheti a peptiddel oltott allatokban, amelyek
valamennyi Fcgamma receptorhoz képesek kotddni.
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16. Abra  Kollagén-specifikus és CIl peptid specifikus ellenanyag termelés a
komplexekkel vagy tetramerekkel oltott &llatokban. ELISA mérés eredménye, az

abran 6-8 allat atlagértékeit lathatjuk.
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17. Abra. A komplexek és a teramer konstrukciok kotddése kollagénnel immunizalt, majd
a megfelel6 konstrukciokkal oltott allatok lépsejtjeihez az oltas utan 30 perccel.
Immunhisztokémiai vizsgélat, piros szinnel az egyes markerek festddését, z6ld szinnel
a komplexek ill. tetramer konstrukciok kotésését mutatjuk. A kolokalizacional sarga

szin jelenik meg.
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Megvizsgaltuk a molekula konstrukciok 1épsejtekhez valo kotodo képességét in vitro és in
vivo tesztekben. Legjobban a komplexek kotddtek: kimutattuk jelenlétiiket B-sejteken,
granulocitdkon, dendritikus sejteken és makrofagokon (az d&ramlasi citometrids abrékat itt hely
hidnydban nem mutatjuk), tovabba in vivo ko-lokalizacidjukat dendritikus sejtekkel
(CR1/CR2), a marginalis zona makrofagokkal (MARCO), és granulocitékkal (Grl) (17. &bra).
Ezekhez a sejtekhez kotddve a komplexek fokozhatjak az antigén bemutatasat, miutan mind a
B-sejtek, mind a makrofagok, dendritikus sejtek és granulocitdk professzionalis
antigénbemutato sejtek, és rendelkeznek MHCII-vel és FcyRII/ITI-mal is.

Igy az altalunk létrehozott komplexek és molekulakonstrukciok hatasat befolyasolhatja az is,
hogy az in vivo termel6dott peptid-specifikus IgG kotédhet a komplexben levé peptidhez, igy
lehetévé téve nagyobb komplexek létrejottét, amelyek mar nem csak yRAIHEI -hoz,
hanem az FcyRI-hez, vagy akar az FGRIV -hez is k6tddhetnek. A komplexek FcyR-hez vald
kotddése stimulalhatja kiilonféle citokinek és kemokinek felszabaduldsat is. Megvizsgaltuk,
hogy milyen citokinek ¢és kemokinek termelddhetnek a komplexek hatdsara in vitro és in vivo
kortlmények kozott az egerekben. Az eredmények azt mutattdk, hogy a komplexek IFNy,
TNFa, IL17, IL-10 termelést indukalnak egér lépsejtekbdl in vitro, és tovabbi citokinek
(G-CSF, IL-1, IL-3, IL-6, IL-12, IL-23) és kemokinek (CXCL13, MIP1 and MIP-2) termelését
valthatjak ki in vivo kérilmények kdzott (18. abra).
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18. Abra. Citokinek és kemokinek termelése a komplexekkel (csikos oszlop) peptid
tetramerekkel (nem Kitoltott oszlop) és scFv tetramerekkel (sziirke oszlop) oltott,
kollagénnel immunizalt egerekben. Citokin fehérje microarray vizsgalat eredmenye.
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A TNFa és az IL-17 termel6dését a 2.4G2 scFv tetramer hatdsara FcyRIII KO &
Iépsejtkulturdiban nem tudtuk kimutatni (19. abra), amig az FyRI KO egerek ese€ben igen,
ami arra utal, hogy az FcyRIIl tehkefleldssé e két fontos proinflammatikus citokin
termeléséért. Mindez az immunkomplexek és az RRIII kulcsszerepére utal a CIA és
feltehetden az RA patomechanizmuséban.
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19. Abra. Az FcyRIII (CD16) és FcyRI (CD64) KO egerek TNFa és 1L-17 termelésének
0sszehasonlitdsa 2.4G2 scFv tetramerek hatdsara.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy modell immunkomplexeink, a 2.4G2 scFv-ClII peptid
tetramer — mint feltehet6leg in vivo korllmények kozott az 1IgG immunkomplexek is - a
betegseg korai fazisaban az antigén-specifikus ellenanyag termelés mértékét novelhetik, a
fokozott antigén bemutatas kovetkeztében, a betegség késobbi szakaszaban pedig gyulladasos
mediatorok felszabadulasat valtjak ki, ezeken keresztul hozzajarulnak a patoldgias folyamatok
sulyosbodasahoz.

Utobbi eredmeényeinket bekuldtik kdzlésre az Arthritis Research and Therapy c. folyoiratba.
(Eszter Szarka, Zsuzsa Neer, Monika Adori, Adrienn Angyal, Jozsef Prechl, Endre Kiss,
Zsuzsa Barad, Dorottya Kévesdi, Péter Balogh, and Gabriella Sarmay:

Modulation of collagen-induced arthritis by extravidin-linked complexes of the arthritogenic
peptide epitope of collagen and the single chain Fv fragment of an Fcy receptor II/I1I-specific
monoclonal antibody).
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