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K6SzONTO / INTRODUCTION

Szeretettel koszontjik a MIT 41. Vandorgydlésének résztvevait

és minden kedves Olvasonkat!

Kedves Kollégak!

Nagy szeretettel vdrunk
mindenkit a ,Kalvinista ROma-
ba”, Debrecenbe, hogy 2012. ok-
tober 17-19. kozétt harom re-
mélhetéleg szép és tartalmas na-
pot egyitt toltsink a Magyar
Immunol6giai  Tarsasdg 41.
vandorgydlésén. Az el6addsok
helyszine a Kélcsey Kozpont
balterme lesz.

A kongresszus f6 témaja:
,Terdpids célpontok immunme-
didlt betegségekben”. Ez a cim
talan jol tikrozi, hogy mind az
elméleti, mind az alkalmazott
immunoldgia lequjabb eredmé-
nyeit a jelen és a jové terdpids
lehetéségeinek szintjén igyek-
sziink kozo6s platformra hozni.

A MIT kongresszusok meg-
szokott formdtuma mellett az
elsé napon, a két évvel ezel6tti
szegedi kongresszusunkhoz hasonléan, félnapos, referatu-
mokbol 3ll6 tovabbképzést szerveziink. Az ekkor elhangz6

Széll Marta

Kemény Lajos

el6addsok a fenti f6témahoz il-
leszkednek, formailag pedig az
egy elméleti-egy terdpids el6-
adasparbdl allé ,tandem struk-
turat” kovetik. Reményeink sze-
rint az elsé napi tovdbbképzés a
MIT kongresszusok rendszeres
résztvevéi mellett a hallgatok,
rezidensek, szakorvosjeloltek
érdekl6désére is szamot tarthat
majd.

A kongresszus masodik és
harmadik napjdn, a megszokott formdban és remélhetéleg
szinvonalon, a benyujtott absztraktok alapjan kivélasztott el6-
adasok és poszterek kerilnek bemutatasra.

Reméljik, hogy a MIT 41. vdndorgyGlése minden részt-
vev6 szdmara szakmai feltoltédést jelent majd. Emellett azon
lesziink, hogy kapcsolatok kialakitaséra, apoldsara, kellemes
tarsasagi programokra is sor kerilhessen majd. A j6 hangu-
lathoz egy nyit6 fogadassal és egy tdncbemutatoval tarkitott
vacsordval igyekszink hozzajarulni.

Szekanecz Zoltan

Mindenkit szeretettel varunk Debrecenbe!

Barati idvozlettel:
Kemény Lajos, Széll Marta és Szekanecz Zoltan
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A Magyar Immunologiai Tarsasag 41. Vandorgytlésének

0sszefoglaloi

Az el6addsok és poszterek absztraktjait az elsé szerzé neve alapjan dbécérendben mutatjuk be.

A SLAMF1- ES SLAMF5-RECEPTOROK SZEREPE A CD40-
ES TLR-INDUKALT SZIGNALOK MODULACIOJABAN
HUMAN DENDRITIKUS SEJTEKBEN

AGoD ZsOFIA, BARATH MONIKA, LANYI ARPAD

Debreceni Eqyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
Immunoldgiai Intézet, Debrecen

Bevezetés. A SLAM (signaling lymphocytic activation molecu-
le) receptorcsaldd tagjai myeloid és lymphoid sejteken egya-
rant expresszalodd, homoasszocidciora képes koreceptorok.
Fontos szerepet toltenek be a T-sejtek és myeloid sejtek ci-
tokintermelésének szabalyozésdban, a T-sejt-fliggé humora-
lis immunvalaszban, az NK-sejt-medidlt cytotoxicitasban és
az NKT-sejtek fejl6désében. Az 1923 régioban talalhato SLE-
re hajlamositd l6kusz (Sle1b) magdba foglalja a SLAM csalad
génjeit. A receptorcsaladot érinté nagyfokd polimorfizmus és
alternativ splicing szerepet jatszik az SLE-re val6 fogékony-
sagban. A myeloid dendritikus sejteken (mDC) magasan exp-
resszalodd SLAMF1 és SLAMF5 mDC-funkcidkra kifejtett sze-
repe kevésbé ismert. Jelen munkdnkban a SLAMF1 és a
SLAMF5 TLR-és CD40-receptorokon keresztili jeldtvitelre gya-
korolt hatdsat vizsgaltuk myeloid dendritikus sejtekben.

Mddszerek. Human monocytaeredet(i dendritikus sejte-
ken differencidciéjuk 2. napjdn géncsendesitéssel (SiRNS
tranziens transzfekcidjdval) gatoltuk a SLAMF1- vagy
SLAMF5-receptor expressziéjat. Kontrollként mutans oligo-
nukleotidaval transzfektalt sejteket haszndltunk. A differen-
cidcié 5. napjan kilonbozé Toll-like receptor (TLR) ligandu-
mokkal vagy szolubilis CD40 ligandummal (sCD40L) aktival-
tuk a sejteket, majd aramldsi citometridval, valamint ELISA
segitségével vizsgaltuk a SLAM-receptorok jelenlétében és
hidnydban mérhet6 aktivaciés markerek, valamint proinf-
lammatoricus citokinek mennyiségét. Western-blottal el-
lendriztik az NFkB- és MAPK-dtvonalak tagjainak foszforild-
ciés allapotat, hogy meghatarozzuk, mely jelatviteli utvo-
nalakra hatva képesek a SLAM-receptorok reguldIni a dend-
ritikus sejtek citokintermelését.

Eredmeények. Eredményeink szerint poly(l:C)-, CLO75-
vagy sCD40L-kezelés kovetkeztében a SLAMF1- vagy
SLAMF5-hidnyos dendritikus sejteken magasabb az aktivéci-
6s markerek expresszidja (CD80, (D83, (D86), és tébb pro-
inflammatoricus citokint (TNFa, IL-12) termelnek a kontroll-
hoz viszonyitva. Ezzel ellentétben, LPS-kezelés hatdsara
SLAMF1 vagy SLAMF5 hidanyaban a DC-k kevesebb proinflam-

6

matoricus citokint termelnek. SLAMF1 vagy SLAMF5 hidnya-
ban a p38 MAPK csokkent foszforildciéja figyelheté meg
mind poly(l:C), mind LPS hatdséra.

Kovetkeztetések. Eredményeink arra utalnak, hogy a
SLAMF1- és SLAMF5-receptor hasonléan szabdlyozza a TLR és
(D40 Utvonalakat. Mindkét receptor képes gétolni a poly(l:C)-,
CLO75- és CD40-indukalt DC-aktivacidt, valamint a tobbi TLR li-
gandumtol eltéréen, fokozni a DC-k LPS-indukalt citokinter-
melését. Mind a SLAMF1, mind a SLAMF5 szikséges a
poly(I:0)- valamint LPS-indukalt optimalis p38-aktivaciohoz.

AZ ALLERGENSPECIFIKUS IMMUNTERAPIA
HATEKONYSAGANAK KERDESEI: A RENDSZERBIOLOGIAI
HATASMECHANIZMUSTOL A BETEG-EGYUTTMUKODESIG

ANTAL PETER', MOLNAR VIKTOR?, KozMA T. GERGELY?, NAGY ADRIENNE?,
MILLINGHOFFER ANDRAS', BERTA ANDRAS?, BALINT L. BALINT',
NAGY LAszLG", SzALAl CSABA?

'Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
Debrecen
’Csertex Kft., Debrecen

Az allergénspecifikus immunterdpia (SIT) allergéntél figgé val-
tozé hatdsossdga, és a méqg inkabb valtozd, beteg-egyiitt-
mikodéstél is figgé eredményessége kérdések sordt veti fel
beteg, orvos, kutato és finansziroz6 szdmara is. A SIT hatékony-
saganak vizsgdlatdra irdnyul a DesensIT projekt, amely a bete-
gek genetikai és pszicholdgiai adataira, az éves-hénapos fel-
bontast genomikai, immunoldgiai, klinikai adataikra, napi-6ras
felbontdst gyogyszerhaszndlati, tineti adataikra, illetve pollen-
terhelési, meteoroldgiai és légszennyezettségi adatsorokra is
tamaszkodik. El6adasunkban bemutatjuk a kilonboz6 id6ska-
[3n és absztrakcids szinteken elhelyezkedé adatok kapcsoldda-
sat, kiemelve a szakirodalomban elterjedt klinikai végpontokat.
Az adatok gazdagsaga lehet6vé teszi az immunterdpia hatds-
mechanizmusanak rendszerbiolégiai és oki modellezését, ami-
hez dsszefoglaljuk a felhasznalni kivént statisztikai eszkoztar
fogalmait és annak viszonyat a tobbszords hipotézistesztelés
problematikajaval. Végezetil vézoljuk a komplex adatokra t3-
maszkodo rendszerbioldgiai modell és a szikebb, csak kezelés
el6tti adatokra tdmaszkodé dontéstdmogaté modell kapcsola-
tat, amely kapcsolat megértése tanulsagokkal szolgal a hidny-
26 orokletesség problematikajanak és egy lehetséges felolda-
sanak a megértésében is.
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A 8-0XOGUANIN-DNS-GLIKOZILAZ-1 (0GG1)
KIFEJEZODESENEK GATLASA A LEGUTI HAMSZOVETBEN
CSOKKENTI AZ ALLERGIAS GYULLADAS MERTEKET

BAcsI ATTILA!, AGUILERA-AGUIRRE LEOPOLDO?, BARTOSZ SZCZESNY?,
SUR SANJIVZ, BA XUEQING?, TiszA Akos', RAINAVOLGYI Eva',
BOLDOGH ISTVAN?

'Debreceni Egyetem, Immunoldgiai Intézet, Debrecen
2University of Texas Medical Branch, Department
of Microbiology and Immunology, Galveston, USA

Bevezetés. Az allergids léguti gyulladast a proinflammatori-
cus medidtorok fokozott termel6dése, sejtes infiltracio, a
nyalkahdrtya fokozott szekrécidja és a légutak fokozott va-
laszkészsége jellemzi, tovabba oxidativ DNS-bdzis- és -szdl-
karosodasok, amelyeknek etiologiai szerepe ismeretlen.
Kutatdsunk célja az volt, hogy feltérképezzik a 8-oxoguanin
(8-0x0G), mint a leggyakrabban el6fordulé oxidalédott DNS-
bazis, és javité enzimének, a 8-oxoguanin-DNS-glikozilaz-1
(0GG1) fehérjének szerepét az allergids léguti gyulladdsos
folyamatokban.

Mddszerek. A léguti gyulladdst intranasalisan bejuttatott
parlagf (Ambrosia artemissiifolia) pollenkivonattal véltottuk
ki szenzitizalt BALB/c egerekben. A léguti hamsejtekben
talalhatd 0GG1 expresszidjat siRNS technikdval gatoltuk, a
8-0x0G-szintet és a DNS-szal-torések szamat Comet-esszével
hataroztuk meg. A gyulladasos sejtek infiltraciéjat és az epi-
thelialis sejtek metaplasidjat szovettanilag, a nyak- és cito-
kinszekréciot biokémiai modszerekkel vizsgdltuk, a fokozott
[éguti érzékenységet a Penh-értékkel mértik.

Eredmények. A csokkent 0GG1-expresszid, és ennek ko-
vetkeztében a csokkent 8-oxoG-javitds alacsonyabb gyulla-
ddsos valaszt eredményezett a pollenkivonattal torténd ke-
zelést kovetéen, amit a Th2-citokinek mennyisége, az eosi-
nophfilia, az epitheloid metaplasia és a fokozott [éguti érzé-
kenység meghatdrozdsa alapjan igazoltunk. Ezzel ellentétben
az 0GG1-et expresszdlé hamsejtek esetén a pollenkivonattal
torténd kezelés novelte az egyszali DNS-torések szamat, és
intenziv allergids gyulladast eredményezett.

Kovetkeztetések. A kapott eredmények azt mutatjdk, hogy
a 8-o0xo0G kijavitasakor keletkezé egyszdli DNS-torések fel-
erdsitik az antigén altal kivaltott allergids immunvalaszt. Az
0GG1-expresz-szi6, ill. aktivitds atmeneti megvaltoztatdsa
hasznos lehet az allergids betegségek kezelésében.

A MATRIX METALLOPROTEINAZOK EXPRESSZIOJANAK
ES FUNKCIOINAK VIZSGALATA DENDRITIKUS SEJTEKBEN

BACSKAI ILDIKO", MAZLO ANETT', GOGOLAK PETER', SZATMARI ISTVAN?,
RAJNAVOLGYI EVAT, Kis-TOTH KATALIN'

'Debreceni Egyetem, Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
Immunolégiai Intézet

’Debreceni Egyetem, Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet

Bevezetés. A madtrix metalloproteindzok (MMP-ok) olyan
cinkfiigg6é endopeptidazok, amelyek a kollagéntartalmu szo-
vetek, elsésorban az extracelluldris matrix folyamatos megu-
jitdsaban és atalakitdsdban, valamint a sejtek migraciéjaban
jatszanak szerepet. A széveti MMP-inhibitorok (TIMP-ok) ter-
mészetes gdtloszerei az MMP enzimeknek. Az MMP-TIMP
rendszer finom szabalyozdsaban bekovetkezdé kedvezétlen
valtozdsok patoldgids dllapothoz vezethetnek. A dendritikus
sejtek (DC-k) alapvet6 szerepet jatszanak az immunrendszer
mozqgdsitdsaban, valamint a természetes és szerzett védelmi
rendszerek 6sszehangolt mikodésének irdnyitasaban. Kordb-
bi vizsgélatok igazoltak, hogy a DC-k MMP-ket és TIMP-eket
is termelnek, amelyek szerepet jatszanak ezen sejtek migra-
ci6janak szabalyozasaban.

Madszerek. Kisérleteinkben humdn monocytakbal in vitro
differencidltatott DC-k és alpopuldcioik MMP- és TIMP-exp-
ressziojanak szisztematikus vizsgalatat végeztik el génszin-
ten kvantitativ PCR- és fehérjeszinten ELISA-mddszer segitsé-
gével, valamint a GM6001 szintetikus inhibitor hatdsét vizs-
gdltuk az MMP-k és TIMP-ek kifejez6désére, az enzimek
funkcidira, és az MMP9 szekrécidjara.

Eredmények. Kimutattuk, hogy a monocytdk nem fejez-
nek ki MMP-ket, TIMP1 és TIMP2 géneket viszont nagy meny-
nyiségben. A monocytdkbdl differencidltatott DC-k MMP9- és
MMP12-expressziéja novekszik a differencidlédasi folyamat
soran, és ezzel parhuzamosan a TIMP1- és TIMP2-expresszio
csokken. Az MMP9 gént elsésorban a CD1a- DC alpopuldcid,
mig az MMP12 gént a (D1a+ sejtek fejezik ki. Eredményein-
ket az MMP9 esetében a szekretdlt enzim mennyiségének
vizsgalataival is meger6sitettik. Kimutattuk, hogy a
GM6001-inhibitor nem befolydsolja a DC-k fenotipusat és az
MMP-k és a TIMP-ek expresszigjat, de a szekretdlt MMP-k
inatkivaciojan keresztil gatolja a sejtek migraciojat.

Kévetkeztetés. Eredményeink alapjan az MMP-k és TIMP-
ek expresszidja és szekrécioja eltér a DC-k kiilonb6z6 alpopu-
laciéjaban, és a GM6001 szintetikus inhibitor a DC-k fenotipu-
sanak befolydsolasa nélkil képes az MMP-k funkciéjanak gat-
I3sara. Reményeink szerint eredményeinkkel hozzajarulunk
az MMP-TIMP rendszer jobb megismeréséhez DC-kben, illet-
ve a GM6001 szintetikus inhibitor klinikai felhasznalhat6sa-
ganak részletesebb megismeréséhez.
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A ZEBRADANIO (DANIO RERIO) PRIMER ES SZEKUNDER
NYIROKSZOVETI SEJTJEINEK JELLEMZESE ENZIM-
ES LEKTINHISZTOKEMIAI MODSZEREKKEL

BALASSA TiMEA" 2, ENGELMANN PETER', NEMETH PETER?, SZEKERES GYORGY?

'PTE-KK, Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet, Pécs
*Hisztopatoldgia Kft., Pécs

A zebradanio legjelentdsebb nyirokszovetként funkciondlé szer-
vei a thymus, a (fej)vese és a Iép. Felnétt halakndl a fejvesében
torténik a haematopoesis, tehdt itt képzédnek a velesziiletett im-
munitds sejtjei, a kering6 leukocytak, valamint az adaptiv immu-
nitas effektorsejtjei, a lymphocytdk. Jelen tanulmanyunkban elér-
hetd, a zebradanié lymphoid széveteire specifikus monoklondlis
ellenanyagok hidnyaban enzim- és lektinhisztokémiai médsze-
rekkel vizsgaltuk a haemopoeticus sejtek tulajdonsagait. A vese
és a lép izoldlasat kovetben sejtszuszpenziot készitettiink. Kilon-
boz6 enzimek (nem specifikus észterdz, savas foszfatdz, alkalikus
foszfatdz) aktivitdsat citopreparatumon vizsgaltuk. A nyirokszo-
vetek sejtes Osszetételét dramldsi citometrids mérésekkel anali-
zaltuk. Az izolalt haematopoeticus sejteket PNA- (peanut agglu-
tinin) lektin jeloléssel karakterizaltuk. Lektinhisztokémiai festést
Iépbdl, illetve vesébdl készitett fagyasztott metszeten is végez-
tunk. Mind a vese, mind a Iép vizsgdlata sordn a myeloid sejtek-
nél tapasztaltunk er6teljes savas foszfatdz enzim-aktivitdst.
Aramlasi citometrids mérésekkel sejtpopulaciokat kiloni-
tettlink el méret és granuldltsdg alapjan: erythroid, myeloid és
lymphoid sejteket. PNA-lektinnel elsésorban a myeloid sejtpo-
puldcié mutatott festédést, kisebb mértéki pozitivitast tapasz-
taltunk a lymphoid sejteknél, az erythroid sejtek pedig negati-
vak voltak. A 1ép kriosztdtos metszetén végzett PNA-jel6lés
ergsen pozitiv volt. A myeloid sejtek savas foszfatdz enzimak-
tivitdsa igazolhatja a velesziletett immunitadsban betdltétt sze-
repiket (patogénekkel szembeni védelem, aggregacio). J6vé-
beni célunk a zebradanié lymphoid szoveteire specifikus mo-
noklondlis ellenanyagok el6dllitdsa és a haemopoeticus sejtek
tulajdonsagairél szerzett ismeretek kibévitése.

,OUTLIER” IDO-AKTIVITAS GORBEK KIZARASA
FAGOCITAAKTIVITAS MERESEK ES REGULATORIKUS
T-SEJT (TREG) SEJTTENYESZETEK ESETEBEN

BARATH SANDOR', PAPP BALAZS?, LENGYEL ROBERT', CsipG ISTVAN',
SIPKA SANDOR', ZEHER MARGIT'

'DE OEC, Belgydgyaszati Intézet, Klinikai Immunoldgia
Tanszék, Debrecen

’Evolucios Rendszerbioldgiai Mihely, MTA Szegedi Bioldgiai
Kézpont, Szeged

A természettudomanyok teriiletén szdmos esetben taldlkoz-
hatunk azzal a problémaval, hogy idé-aktivitas gorbékrél kell

megmondanunk, mennyire ,pdrhuzamosak”, vagyis, hogy a
gorbék elég ,kozel” vannak-e egymashoz ahhoz, hogy kije-
lenthessik, statisztikailag egy ,populdciébél” szérmaznak.
llyen eset példaul a sejttenyészetek novekedési gorbéinek
vizsgalata, vagy a laboratériumunkban fagocitaaktivitds mé-
résére alkalmazott kemilumineszcens mddszer gorbéinek
analizise. A gorbe teljes adatsordnak 6sszehasonlitdsa a leg-
tobb esetben nem kivitelezheté a hagyomadnyos statisztikai
modszerekkel. Gyakran egy adott mérési pont, vagy a gorbé-
nek csak egy bizonyos szakasza képezi csupdn az elemzés
targydt. A teljes mérési adatsor 6sszehasonlitdsa soran olyan
statisztikai prébdk lelheték fel az irodalomban, mint a runs-
test vagy a randomizdciés un. ,bootstrap” mddszer, illetve
dozis-hatds gorbék elemzéséhez a hagyomdnyos prébak
(Mann-Whiney, Kolmogorov-Smirnov) altaldnositasai, ame-
lyeket valamilyen randomizacios algoritmusba agyaztak. Fa-
gocitaaktivitds mérések és Treg sejttenyészetek id6-aktivitas
gorbéinek elemzése, pontosabban a parhuzamos mérések
eredményeinek értékelése soran merilt fel az igény, hogy a
mérési eredmények ,parhuzamossdgdnak” meghatarozasa-
hoz olyan mddszert keressiink, amely nem igényli konkrét
fuggvény illesztését a mérési adatokra. Tehat a gorbe alakja-
tol fuggetlen, de a modszer sajatossagaibol adédé hibak is-
meretében segiti a dontéshozatalt. Kidolgoztunk egy algorit-
must, amely az azonos mérési idépontokhoz tartozé mérési
adatok kozelsége, valamint a gorbemeredekségek kilonbsé-
ge és a modszer sz6rdsa alapjan alkalmas lehet az ,outlier”
gorbék kizardsdra. Minthogy a mérési adatok (mint nagyon
sok kutatondl) egy-eqy Excel-fajlban tarolédnak, az algorit-
mus alapjan készitettink egy Excel-bévitményt (add-in),
amellyel elvégezhetd a kijeldlt gorbék dsszehasonlitasa. Ugy
véljik, hogy hasonlé problémaval sok terileten taldlkozha-
tunk, ezért egy olyan algoritmus, illetve alkalmazds, amely
seqiti a fent emlitett esetekben a déntéshozatalt, sok kutaté
szamara nyujthat segitséget.

ARYL HYDROCARBON RECEPTOR AGONISTA ES ANTAGONISTA
ANYAGOK HATASANAK VIZSGALATA LIMFOCITAK
IL-17-TERMELESERE

BARIcza EszTer!, Buzas Eoir', NAGY GYORGY" 2

'Semmelweis Egyetem, Genetikai-, Sejt- és Immunbioldgiai
Intézet, Budapest
*Budai Irgalmasrendi K6rhaz, Budapest

Bevezetés. A dioxinreceptornak is nevezett aryl hydrocarbon
receptor (AHR) citoszolikus helix-loop-helix tipusu transzkrip-
ciés faktor, ami fontos szerepet jatszik a toxikus anyagok me-
tabolizmusaban. Az AHR-t valamennyi CD4+ T-lymphocyta
expresszalja (naiv T-sejtek, memoria T-sejtek, Th1-, Th2-,
Th17- és Treg-sejtek) kis mennyiségben, azonban expresszio-
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janak szignal hatdsara torténd novekedése a Th17-sejtekre
jellem-z6. Az AHR ligandjai kozé tartozik a benzo[a]pyren
(B[a]P) és a 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD),
amelyek a dohanyfist komponensei. Irodalmi adatok szerint
a dohanyzas az un. ,shared epitop” hordozokban jelentésen
emeli a rheumatoid arthritis (RA) kialakuldsanak kockazatat.
Az autoimmunintas kialakuldsaban az IL-17-et termel6 Th17-
sejteknek fontos szerepe van. Ma még nem ismert, hogy a
dohdnyzas miként fejti ki RA-ra hajlamosité hatdsat.

Maodszerek. Vizsgalatunk sordn egészséges kontrollok peri-
férids vérébdl mononukledris sejteket (PBMC) izolaltunk Ficoll-
gradiensen. A sejteket AHR-agonista B[a]P és TCDD, vagy AHR-
antagonista 2-methyl-2H-pyrazole-3-carboxylic acid (2-methyl-
4-0-tolylazo-phenyl)-amide (CH-223191) kezelést kovetéen
anti-CD3 antitesttel aktivaltuk. A sejtek IL-17-termelését IL-17
ELISPOT modszerrel hatdroztuk meg. Az eredményt CTL Im-
munSpot programmal értékeltik ki. A kezelések viabilitasra ki-
fejtett hatasat tripankék festés és dramlasi citometrids Annexin
V-PE kotédés alapjan mértiik. A mérést FACS Calibur késziilék-
kel, a kiértékelést FloJo programmal végeztiik. Az eredménye-
ket GraphPad Prism statisztikai programmal elemeztik, az
eredményeket p <0,05 értéknél tekintettik szignifikdnsnak.

Eredmények. Eredményeink szerint mind az AHR-agonista,
mind az -antagonista anyagok csokkentik a PBMC-sejtek IL-17-
termelését CD3-aktivacié hatasdra. Mindharom AHR ligand kon-
centraci6jatol és az alkalmazott anti-CD3 mennyiségétdl fiiggs
hatdst tapasztaltunk. A sejtek IL-17-termelése 0,75 ug/ml CD3-
koncentracional volt a legmarkdnsabb, amely értéket vala-
mennyi anyag szignifikdnsan csokkentette amellett, hogy az al-
kalmazott koncentracikban egyik sem befolyasolta a sejtek vi-
abilitasét. Kovetkeztetések: Az AHR Th17-differencidciéban be-
toltott szerepét szamos irodalmi adat tdmasztja ald. Eredmé-
nyeink alapjan az AHR szerepet jatszhat az IL-17-termelés sza-
balyzasaban, amely citokin jelenléte RA-ban jellemzéen magas.
Tovabbi célunk az AHR pontosabb funkciéjanak megismerése, a
dohdnyzas, mint epigenetikai tényezd hajlamosité szerepének
tisztdzdsa az RA patomechanizmusdaban.

A KERATINOCYTAK ALTAL TERMELT SZOLUBILIS TL1A CITOKIN
FELHALMOZODASA PIKKELYSOMOROS LAESIOKBAN

Beses ATTILA, VAS KRISZTINA', BATA-CSORGO ZSUZSANNA',
KemENY Lajos’, SzéLL MARTA?, Tusak ViLmos®

'BGrgydgyaszati és Allergologiai Klinika,
Szegedi Tudomanyegyetem, Szeged
’MTA Dermatoldgiai Kutatocsoport,
Szegedi Tudomanyegyetem, Szeged
3Creative Laboratory Kft., Szeged

A tumornekrézisfaktor-alfa- (TNF-alfa-) szerd citokin (TL1A)
és receptora, a death receptor 3 (DR3) meghatdroz¢ szerepet

jatszanak a gyulladasos immunvélasz moduldciéjdban. Sza-
mos sejttipusrol, tobbek koézott endothelsejtekrdl, makrofa-
gokrol és dendritikus sejtekrél ismert, hogy megfelel6 induk-
ciot kovet6en TL1A fehérjét termelnek. A DR3-receptor akti-
valt T-sejteken jelenik meg, a sejtek proliferdciojat és citokin-
termelését szabdlyozza. A TL1A és a DR3 funkcidja a rheuma-
toid arthritis és a gyulladasos bélbetegség patogenezisében
is nagy jelentéségd.

Célunk a TL1A mRNS és fehérje kifejez6désének vizsgala-
ta volt tenyésztett humdn keratinocytakban, valamint a kro-
nikus gyulladassal jaro pikkelysomorben tanulmanyoztuk a
TL1A és a DR3 fehérjék expressziojat.

Eredményeink szerint a TL1TA mRNS TNF-alfa altal indukal-
hato moédon fejezédik ki tenyésztett keratinocytakban. Wes-
tern-blot vizsgalataink alapjan a TL1A fehérje a sejtekben alig
detektalhato, ellenben a keratinocytak feltliszéjaban nagy
mennyiségben halmozodik fel. Egészséges epidermishez ké-
pest jelentésen emelkedett a TL1A gén kifejez6dése pikkely-
somords betegek laesios epidermisében. Nagymértékd TL1A
fehérje felhalmozddas volt jellemz6 pikkelysomaoros laesiés
dermisben, ahol a DR3 receptor expressziojat is szamos sej-
ten megfigyeltuk.

Feltételezésiink szerint az epidermalis keratinocytak fon-
tos szerepet jatszanak a pikkelysomords laesiokban megfi-
gyelt emelkedett TL1A citokin szint kialakitdsdban, amely a T-
sejteken kifejez6d6 DR3-receptoron keresztul hozzdjérulhat a
krénikus gyulladas fenntartdsdhoz.

RETINSAV JELENLETEBEN DIFFERENCIALODO HUMAN
MONOCYTAEREDETU DENDRITIKUS SEJTEK VALASZA

BENE KRISZTIAN', GREGUS ANDREA', Bovko NADIYAZ, RAJNAVOLGYI Eva

'Immunolégiai Intézet, Debreceni Egyetem Orvos-

és Egészségtudomanyi Centrum, Debrecen
’Department of Microbiology, Immunology, Virology
and Aetiology of Infectious Diseases, Medical Faculty,
Uzhorod National University, Uzhorod, Ukraine

Kordbbi eredményeink szerint a monocytakbal in vitro el6al-
litott humdn dendritikus sejtek (moDS) fenotipusos és funk-
ciondlis sajdtsdgaik alapjan CD1a+ proinflammatoricus és
(D1a- antiinflammatoricus sejtekké nevelhet6k és megfelel§
kornyezeti hatasok mellett a bélrendszerre jellemzé CX3CR1+
és (D103+ fenotipust sejtekké differencidltathaték. Azt is
igazoltuk, hogy a bél mikrokérnyezetére jellemz6 all-transz-
retinsav (ATRA) A-vitaminbdl torténé képzGdését elGseqit
enzimeket a moDS-ek kifejezik. Célunk olyan kisérleti rend-
szer bedllitdsa volt, amely alkalmas a bélben m(iko-dé, tole-
rancidt fenntartd, human moDS-ek altal kozvetitett mecha-
nizmusok in vitro vizsqalatara.

A monocyitdk izoldldsa humdn vérkészitménybdl, gradi-
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enscentrifugdlast koveté (D14 antitesthez kotott magneses
gyongy alapu szepardciéval tortént. A monocytakat 100 ng/
ml IL-4, 80 ng/ml GM-CSF jelenlétében differencidltattuk AT-
RA jelenlétében vagy hidnyaban. A 2. napon a moDS-eket
kommenzalis bélbaktériumokkal (E. coli Schaedler, E. coli
058, M. morganii, B. subtilis) vagy PRR-ligandumokkal [250
ng/ml LPS; 10 ug/ml poly(I:C)] aktivaltuk, majd 24 éra utan
a sejtek sajatsdgait FACS-technikaval jellemeztik (CD1a,
(D83, DC-SIGN, 7-AAD). A baktériumok altal kivaltott moDS-
aktivaciéo mértékét a termelt citokinek koncentracidja alapjan
ELISA-médszerrel is meghatdroztuk. Az aktivaciés folyamat-
ban részt vevs gének kifejez6dését ABI StepOnePlus rend-
szerben mértik.

A vizsgdlt kommenzalis baktériumok hatdsdra a moDS-ek
felszinén nétt a CD83 aktivacids marker kifejez6dése és nem
toxikus koncentrdciéju ATRA (10-9M) jelenlétében a differen-
cidlodo (D1a+ moDS-ek ardnya csokkent, amit a bakteridlis
stimulus nem befolydsolt. Az aktivalt moDS-ek altal termel
proinflammatoricus citokinek kozil az IL-1p szekrécidjanak
szintje pozitiv korreldciét mutatott a monocytdkhoz adott
ATRA novekvé koncentrdciéjaval. A human és egér bélflors-
bol izoldlt E. coli torzsek az ATRA jelenlétében differencialt
moDS-ekben erételjes IL-12- és IL-10-termelést véltottak ki,
mig a Gram-pozitiv B. subtilis rendelkezett a legalacsonyabb
proinflammatoricus citokintermelést kivalto hatdssal. Gén-
expresszios eredményeink szerint a virdlis antigéneket érzé-
kel6 RIG-I és MDAS5 helikdzok, a PPARy és RARa ligandindu-
kélt magreceptorok, valamint a NOD2 intracelluldris érzékel6
fehérje a bélbaktériumok jelenlétében aktivalodott. ATRA hatd-
sara a RIG-szer( helikdzok, a PPARy és a RARa, valamint a
NOD2 expresszids szintje csokkent, mig az inflammaszémak
kialakitdsdban szerepet jatszd NLRP12 és NLRC4 expresszidja
nétt.

A human moDS-ek alkalmasak olyan in vitro kisérleti rend-
szer létrehozdsdra, amely modellezi a bélben zajlé moDS-dif-
ferencidlodasi folyamatot, illetve a természetes immunrend-
szer valaszat a kommenzalis bélfléra egyes osszetevéivel
szemben, amit a jelen 1évé retinsav jelentésen mddosit.

A REGULATORIKUS T-SEJTEK GLUKOKORTIKOID HORMON
ERZEKENYSEGENEK VIZSGALATA EGERMODELLEN

BerkI TiIMEA, UGOR EMESE, ENGELMANN PETER, NEMETH PETER,
BoLDIzSAR FERENC

Pécsi Tudomdanyegyetem, Immunoldgiai és Biotechnoldgiai
Intézet, Pécs

A sajat struktarakkal szembeni tolerancia fenntartdsa és az
immunvalasz szabalyozdsa szamos mechanizmus egyuttma-
kodésének eredménye. Ezek kézl a fiziologidsan is termeld-
d6, de terdpidsan is alkalmazott glukokorticoid homon (GC)
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és a regulatorikus T-sejtek (Treg) kolcsonhatdsa kevéssé is-
mert. Munkdnk célja a GC-kezelés szerepének vizsgdlata a
természetes és indukalt Treg-sejtek differencidlédasaban,
tulélésében és miikodésében.

Kisérleteinkhez 4-6 hetes Balb/c egereket kilénbozé ide-
ig (1-4 nap) kezeltink 20 mg/kg GC-analéggal (dexametha-
soneDX), majd vizsgdltuk az allatok vérében, thymusaban,
nyirokcsomaiban, [épében és Peyer-plakkjaiban a természe-
tes és indukalt Treg-sejtek eloszlasat dramldsi citometrids fe-
notipusanalizissel. Ehhez a sejteket anti-CD4, anti-CD25 sejt-
felszini és intracellularis anti-Foxp3 és HELIOS antitestekkel
jeloltuk. A sejtek glukokortikoidreceptor- (GR-) expresszidjat
szintén intracellularis anti-GR-FITC jel6léssel analizaltuk.

Azt tapasztaltuk, hogy a kezeletlen 3llatok thymusdban
GC-kezelés hatdsdra az eredetileg 1-2% természetes Treg-
sejt-ardny akar 9%-ra is emelkedhet. Ez azzal magyardzhato,
hogy a GC-érzékeny kettés pozitiv thymocytadk pusztuldsa mi-
att viszonylagosan né meg a Treg-sejtek ardnya, vagyis azok
nem, vagy sokkal kevésbé érzékenyek a GC-indukalt apoptd-
zisra. A periférids nyirokszervekben, elsésorban a mesenteri-
alis nyirokcsomdkban és Peyer-plakkokban sokkal magasabb
az indukalt Treg-sejtek ardnya, mint a természetes Treg-sej-
teké. A Treg-sejtek GC hormon rezisztencidjanak molekularis
mechanizmusara azok eltér§ GR-expresszidja lehet az egyik
magyarazat.

Munkdankkal adatokat kivanunk gydjteni egy késébbi in
vitro Treg-sejt-expanzids sejtkultdra rendszer kialakitdsdhoz,
amely Uj lehetéséget adhat autoimmun betegségek, transz-
plantacion atesett betegek célzott antigénspecifikus terdpia-
jahoz.

A GALECTIN-1 SZEREPE SZISZTEMAS
LUPUS ERYTHEMATOSUSBAN

Bocskal MARTA", DEAK MAGDOLNA', NovAk JULIANNA?, CziBULA AGNES?,
Fajka-Boja ROBERTAZ, KoVAcs LAszL6', MONOSTORI Eva?

'szegedi Tudomanyegyetem, AOK Szent-Gyorgyi Albert
Klinikai Kdzpont, Reumatoldgiai Klinika

’MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont, Genetikai Intézet,
Szeged

Bevezetés. A galectin-1 (Gal-1) immunszuppressziv hatdsu
fehérje. Fontos szerepet tolt be a T-sejt-homeosztézis fenn-
tartdsdban azéltal, hogy az aktivalt Th1-sejtek citokinterme-
[ését gatolja és azok apoptozisat indukalja. Korabbi eredmé-
nyek igazoltak, hogy az aktivalt T-sejtek maguk is termelik a
Gal-1-et, és ezt dsszefiiggésbe hoztak az immunvalasz effek-
tor fazisanak lecsengésével. A szerz6k el6zetes eredményei
szerint a Gal-1 csokkent expresszidja és a Gal-1-gyel szembe-
ni csokkent apoptotikus érzékenység szerepet jatszhat a
szisztémas lupus erythematosusban (SLE) jelentkezé komp-
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lex T-sejt-diszfunkcié létrejottében. Jelen munkdban a szer-
26k célja az volt, hogy megvizsgaljak a SLE-s betegek aktivalt
T-sejtjeinek (SLEaktT) az extracelluldris Gal-1-szigndl iranti
apoptotikus érzékenységét és ennek dsszefliggését a beteg-
ség aktivitdsdval. Tovabbi céljuk volt keringé anti-Gal1 anti-
testek jelenlétének felmérése SLE-ben.

Madszerek. 12 aktiv SLE-s beteg és 17 kontroll vérébél Fi-
coll-gradiensen periféridgs mononukledris sejteket szeparaltak.
Haromnapos phytohaemagglutin-A-val tortént T-sejt-aktivalds
utan specidlis kokultaras rendszerben (Gal-1-termelé tumorsej-
tek és T-sejtek egyittes tenyésztése) vizsgaltdk az aktivalt T-
sejtek exogén (tumorsejt altal termelt) Gal-1-gyel szemben
mutatott apoptotikus érzékenységét. A 12 aktiv SLE és 17 kont-
roll minta mellé 4 betegnél inaktiv betegség idején levett vér-
mintdkon is elvégezték a méréseket. Tovabbi 34 SLE-s beteg
szérumabol ELISA-val hatdroztdk meg az anti-Gal-1 mennyisé-
gét, és osszevetették a SLEDAI betegségaktivitdsi indexszel.

Eredmények. Aktiv betegség idején (atlagos SLEDAI: 15,3)
az SLE-s betegek T-sejtjei kevésbé reagdltak az exogén Gal-1
altal indukalt apoptotikus szignalokra, mint a kontrolloké (rela-
tiv apoptotikus ardny [RAA]: 4,4 £ 9,3 vs. 17,7 + 10,2, p<0,05),
mig remisszioban (dtlagos SLEDAI: 2) a 4 betegben atlagosan
magasabb RAA-értékeket kaptak, mint az aktiv idészakban
(12,7 £10,1, NS). Az anti-Gal1 ELISA-vizsgalatokban a SLE-s be-
tegekben a negativ kontrollhoz viszonyitott atlagos standardi-
z3lt optikai denzitas érték 1,23 volt, és a 34 beteg kozil 25-
ben a hatdrérték feletti volt az érték. Az anti-Gal1-szint nem
mutatott 6sszefliggést a betegségaktivitasi indexszel.

Kévetkeztetések. SLE-s betegek T-sejtjei aktiv betegség
idején rezisztensek az immunvalaszt fizioldgidsan gétlé Gal-1
apoptotikus hatasaval szemben, ami hozzajarulhat a kérkép-
ben észlelhet6 fokozott T-sejt-aktivitdshoz. A SLE-s betegek
tobbségében anti-Gal-1 ellenanyagok mutathatok ki, melyek
szerepének feltarasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

PAJZSMIRIGYELLENES AUTOANITEST POZITiV,
INFERTILIS/VETELO NOK PERIFERIAS LYMPHOCYTAINAK
VIZSGALATA

B0GAR BARBARA!, MIKO EVA', SzEREDAY LASZLG', MEGGYES MATYAS',
BARAKONYI ALiz', VARNAGY Akos?, BGDIs JOzSEF,
SZEKERES-BARTHO JULIANNA', MEZOSI EMESE®

"Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont,

Orvosi Mikrobiolégia és Immunitastani Intézet, Pécs
?pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont,
Szulészeti és N6gyogydszati Klinika, Pécs

*Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont,

. Sz. Belgyoégyaszati Klinika

Bevezetés. Az autoimmun thyreoiditis (AIT) a pajzsmirigy au-
toimmun betegsége, amely a fertilis kort nék kérében nagy-

mértékben noveli a korai vetélések, illetve a medddség koc-
kazatat. Hatterében szeroldgiai vizsgalattal kimutathat6 thy-
reoideaperoxiddz- és tireoglobulinellenes antitestek (anti-
TPO, anti-TG) dllnak. Ezen autoantitestek jelenléte tobbek ko-
z6tt jelentGs szerepet jatszik a mesterséges megtermékenyi-
tések utdn a terhesség bekovetkezésének elmaraddsaban.
Erdekes az a megfigyelés, hogy a betegek pajzsmirigyhor-
mon-terdpidjdval a vetélések kockazata kivédhetd, illetve a
reprodukcios képesséq is javithatd.

Mddszerek. Jelen kutatds sordn pajzsmirigyellenes auto-
antitest pozitiv, infertilis/vetélé nék (N = 20) periférids lym-
phocytdinak fenotipusos és funkcionalis sajatsdgait vizsqal-
tuk, majd a kapott eredményeket 8sszehasonlitottuk egész-
séges n6k (N = 20) értékeivel. A lymphocytdk fenotipusanak
vizsgalata sordn sejtfelszini, illetve intracelluldris jelolést vé-
geztink fluorokrémmal konjugalt monoklonalis ellenanya-
gokkal. A funkcionalis tesztek sordn a periférias lymphocytak
K562 targetsejttel szemben mutatott citotoxikus aktivitdsat
vizsgaltuk, valamint a TSH-, T3-, T4-kezelt lymphocytdk cito-
kintermelését mértik CBA- (cytometric bead array) technika
segitségével.

Eredmények. A lymphocytdkat dramldsi citométerrel, a
CellQuest szoftverprogram segitségével mértik és analizal-
tuk. Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy az egészsé-
ges donorok és az autoantitest-pozitiv nék periférias lympho-
cytdinak fenotipusa nagymérték( kilénbséget mutat mind a
szubpopulaciék, mind pl. a felszini receptorexpressziét és a
citotxicitast illetéen. Ugyanakkor sem az AIT betegek, sem az
egészséges donorok lymphocytdinak citokintermelése nem
vdltozott a TSH-, T3-, T4-kezelésekre egyik 3ltalunk alkalma-
zott koncentraciéban sem.

Kovetkeztetések. Eredményeink arra engednek kovetkez-
tetni, hogy az AIT betegekben a szisztémas, Th1-orientdlt,
gyulladast eléseqité valtozasok kedvezétlenil befolydsolhat-
jak az implantacié/terhesség sikeres kimenetelét. Ugyanak-
kor az AIT betegek thyroxinterdpidja valdszinileg nem a
szisztémds citokintermelés megvaltoztatasaval fejti ki pro-
tektiv hatasat.

A PIBF FEHERJE EXPRESSZIOJANAK VIZSGALATA EGEREKBEN
A TERHESSEG SORAN

BoGDAN AGNES, PoLGAR BEATA, PANDUR EDINA, SZEKERES-BARTHO Jouia

Pécsi Tudomanyegyetem Altaldanos Orvostudomanyi Kar,
Orvosi Mikrobiolégiai és Immunitastani Intézet, Pécs

Bevezetés. A terhesség sordn a magzat szemiallogén graft-
ként viselkedik, hiszen félig apai eredetd, igy az anyai im-
munrendszer szamara idegen antigéneket hordoz. Mindezek
ellenére a terhességek zomében a magzat mégsem lokédik
ki. Ebben kulcsfontossagu szerepe van a progeszteronnak, il-
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letve a progeszteron immunoldgiai hatasait kozvetité pro-
geszteronindukalt blokkolo faktornak (PIBF-nek). A PIBF-et
progeszteron jelenlétében az anyai lymphocytdk és a terhes-
séghez asszocidlt szovetek termelik. A fehérje Th2 tipusu ci-
tokintermelést indukal, gatolja a citotoxikus NK-sejtek miko-
dését és az arachidonsav-metabolizmust, valamint fokozza
az aszimmetrikus antitestek termel§dését, ezaltal elGsegqiti a
terhesség sikeres kiviselését. A PIBF-molekula kédoldsdért
egérben a 14. kromoszéman taldlhaté PIBF1 gén felel6s. A
génrél atirodé mRNS 18 exonbdl all, amelyrél aktivaciéindu-
kélt alternativ splicing révén kilénboz6 izoformak keletkez-
hetnek, koztik a teljes 13ncd 756 aminosavbol allé, 89 kDa
molekulatomeg( fehérje.

Mddszerek. Kordbban reverz transzkripci-polimeraz lanc-
reakcio segitségével kimutattuk, hogy egérben a terhesség-
hez asszocidlt szovetekben a PIBF génr6l leirddé exonok min-
tazata kismértéki szovetspecificitdst mutat, tovabba eltér a
terhesség kilonboz6 szakaszaiban. Megfigyeléseinket fehér-
jeszinten is szerettik volna igazolni, ezért a mintdkat Wes-
tern-blot segitségével, PIBF-specifikus poliklonalis antitesttel
vizsgaltuk.

Eredmények. Munkdnk sordn igazoltuk, hogy az mRNS-
szinten fenndllé kilonbségek fehérjeszinten is megfigyelhe-
t6k, mind mennyiségi, mind mingségi eltéréseket mutatnak.
Ezen véltozdsok az abortdtumban és a kornyezé méhszovet-
ben voltak a legkifejezettebbek.

Kovetkeztetések. A PIBF jelenléte valamennyi vizsgalt egér-
szdvetben mRNS- és fehérjeszinten is kimutathatd, patoldgi-
as dllapotokban pedig az expressziés mintdzat elszegényedé-
sét figyeltik meg.

EGY PORUSKEPZO TOXIN, A LYSENIN EXPRESSZIOS MINTAZATA
EISENIA FETIDA COELOMASEJTEKEN

BOGNAR ANDRAS', OPPER BALAZS" 2, HEIDT DIANA', NEMETH PETER',
ENGELMANN PETER'

'Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont, Immunoldgiai
és Biotechnoldgiai Intézet, Pécs

2pécsi Tudomanyegyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kar,
Anatémiai Intézet, Pécs

A gilisztdk immunvalaszdban kitintetett szerepet jatszanak a
coelomasejtek alpopuldciéi. Ezen immunsejtek nemcsak a
cellularis effektorfunkciokban vesznek részt, de antimikrobia-
lis és citotoxikus molekuldk termelésével eldsegitik a humo-
ralis immunfolyamatokat is. Az dn. fetidin/lysenin csalddba
tartozo fehérjék az egyik legjobban ismert bioaktiv kompo-
nensei az Eisenia fetida faj coelomafolyadékanak. Membran-
bioldgiai kutatasokbdl jol ismert, hogy a lysenin citotoxikus
hatdsat specifikusan az eukaridta sejtek membranjaban talal-
hato szfingomielinhez kot6dve fejti ki. Kevésbé ismert azon-
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ban a lysenin szdveti lokalizacidja, illetve az, hogy ezen mo-
lekula termel6dése indukélhaté-e mikrobdkkal. Kisérleteink-
ben el6sz6r egy 4j monoklondlis ellenanyagot (a-EFCC5) alli-
tottunk el6 a lysenin ellen, melyet immunhisztokémiai, dram-
Iasi citometriai és immunszerolégiai médszerekben haszndl-
tunk fel.

Eredményeinkbél egyértelm@en ltszik, hogy az izoldlt
coelomasejtek kozil elsésorban az un. eleocitdk vagy mas
néven chloragocitdk termelik a lysenint. A lyseninpozitiv co-
elomasejteket mas, kordbban a coelomasejtekre specifikus
mAt-ekkel (EFCC1-4 markerek) is jel6ltik, hogy a lysenin
pontos expresszi6jat meghatarozzuk. Giliszta kriosztatos ke-
resztmetszeten immunhisztokémiai és immunfluoreszcens
vizsgalataink megerdsitették, hogy a lysenintermelés a tes-
turegi sejtekre korlatozoédik. Az a-EFCC5 mAt festési mintdza-
tat 6sszehasonlitottuk gyari poliklonalis a-lysenin ellenanyag
altal adott reakcidkkal, és hasonlé eredményeket kaptunk
mindkét esetben. Tovabbi kisérleteinkben a coelomasejtek
baktériumkezelésre bekovetkez6 lyseninexpresszids valtoza-
sait kovettik nyomon. HGinaktivalt S. aureus és E. coli tor-
zsekkel inkubaltuk in vitro a coelomasejteket. A sejtek lizatu-
maban megemelkedett a lysenin mennyisége a S. aureus
baktériumtorzs adasat kévetden, illetve a S. aureusszal kezelt
sejtek feliluszéjaban is nagyobb lyseninkoncentraciot mér-
tink a kontroll, illetve az E. coli-kezelt mintakhoz képest.

Munkank alapjan megallapithaté, hogy a coelomasejtek
eqgyik populdcidja, az eleocitdk vesznek részt a lyseninterme-
lésében. A citotoxikus molekuldk termelése Gram-pozitiv
baktériumok hatdsdra megemelkedik a coelomasejtekben,
melyek szekretdljdk is ezen humordlis faktorokat.

A NYUL FcRn KARAKTERIZALASA; AZ FcRn TRANSZGENIKUS
NYULAK IMMUNFENOTIPUSANAK JELLEMZESE

Lemos ANA PauLA CATUNDA, CERVENAK JupiT?, BENDER BALAZS?,
HOFFMANN IVETT ORsOLYA!, BARANYI MARIA?, KEREKES ANDREA',
FARKAS ANITA®, BGsze ZSUzsANNA', HIRIPI LASZLO'

'MezGgazdasdgi Biotechnoldgiai Kutatokozpont, Godollé
“ImmunoGenes Kft., Budakeszi
*E6tvos Lordnd Tudomanyegyetem, Budapest

A neonatdlis Fc-receptor (FcRn) befolydsolja az 1gG és albumin
homeosztazisat, kozvetiti a materndlis IgG-transzportot és részt
vesz az antigénprezentdcios folyamatokban. Korabbi vizsgéla-
tainkkal kimutattuk, hogy az FcRn-kifejez6dés fokozdsa je-
lentésen noveli a humordlis immunvalasz hatékonysdgat
transzgénikus (Tg) egerekben. A nyulakat haszndljék a legelter-
jedtebben a poliklondlis ellenanyagok eldallitaséra, s6t Gjabban
monoklonalis ellenanyagok fejlesztésére is, és ezért az FcRn-ki-
fejez6dés fokozasa ebben a fajban is komoly el6nyéket bizto-
sithat a kutatdsi, diagnosztikai, ill. terdpids reagensek fejleszté-
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se szempontjabdl. Az FcRn Tg nyulak el6dllitasa soran el@szor
klénoztuk és karakterizaltuk a nyul FcRn-t és megallapitottuk,
hogy nemcsak szekvencia szinten hasonlit a mar ismert ortolog
molekuldkhoz, de a tobbi FcRn-hez hasonléan szigord pH-fliggé
kolcsonhatdssal kapcsolodik az 1gG-hez. Immunhisztokémiai
vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy a nyul FcRn a szikzsakban,
placentaban és amnionszovetekben ugyanazokban a sejtekben
fejez6dik ki, mint amelyekben a kordbbi vizsgalatok a materna-
lis IgG-transzport soran felszivédott 1gG-molekuldkat detektal-
tak. Ezt kovet6en bakteridlis mesterséges kromoszéma (BAC)
transzgénikus technolégidval tobb nyul FcRn transzgénikus ala-
pitot is létrehoztunk, és koziluk 1gG katabolizmus vizsgalattal a
#78 vonal egyedeinek immunfenotipusat elemeztik részlete-
sebben. Megdllapitottuk, hogy a bFcRn Tg egerekhez hasonlé-
an a Tg nyulak is fokozott humoralis immunvalasszal reagalnak
kilonféle antigénekkel tortént immunizalasukat kovet6en, az-
az fokozott antigénspecifikus 1gG-titert (ELISA) és tobb anti-
génspecifikus B-sejtet (ELISPOT) mértiink, mint a kontroll &lla-
tok esetén. Megallapithattuk tehdt, hogy az FcRn-t nagyobb
mértékben kifejezé Tg nyulak fokozott immunvalasz-képessé-
ge, azaz 1. a magasabb antigénspecifikus szérum-lgG-titer; 2. a
nagyobb szdmu Ag-specifikus B-sejt és a 3. hatékony immun-
vdlasz gyengén immunogén Ag esetén, Uj lehet6séget kindl a
terdpids, diagnosztikai és kutatdsi poliklonalis és monoklondlis
ellenanyagok eldallitésa terén.

A KOMPLEMENT MASP-1 HATASA AZ ENDOTHELSEJTEK
PERMEABILITASARA

CERVENAK LAszLG", JANI PETER', WALTER FRUZSINA?, MEGYERI MARTON?,
KajpAcst ERIkA', GAL PETER®, DELI MARIA?

'Semmelweis Egyetem, IlI. Sz. Belgy6gydszati Klinika,
Kutatélabor, Budapest

’MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont, Szeged,

*MTA Enzimoldgiai Intézet, Budapest

Bevezetés. A komplementrendszer lektin dtjanak aktivalédasa
soran jol ismert a MASP-2 szerepe, de a rokon MASP-1 funkcié-
ja még nem egyértelm(. Kordbban kimutattuk, hogy az aktiv
MASP-1 kivaltja az endothelsejtek IL-6- és IL-8-expresszidjat,
ami a neutrofil granulocytdk kemotaxisdban fontos szerepet
jatszhat. Kivancsiak voltunk, hogy emellett képes-e a MASP-1
az endothelsejtek permeabilitasat is megvaltoztatni, ami - sok
mas funkcion tal - szintén a mikrobak elleni vé-démechanizmu-
sok egyik eleme. Rdadasul, amennyiben a MASP-1 noveli az
endothelsejtek permeabilitdsét, akkor ez az utvonal szerepet
jatszhat a herediter angioddéma (HANO) kialakulasaban is, ahol
pont a MASP-1 eqyik inhibitora, a C1-inhibitor funkciéja sériilt.

Madszerek. Endothelsejt modellként primer HUVEC tenyé-
szetet haszndltunk. A permeabilitds nyomon kovetését ha-
rom mddszer segitségével végeztik. Els6ként valds idejl

sejtanalizissel (xCELLigence, 96-well E-plate, Roche) mértik a
konfluens tenyészet impedanciavéltozdsat MASP-1 hatdsdra
az id6 fuggvényében, 1 napon keresztil. Ezutdn Transwell te-
nyésztébetétekkel Iétrehozott 2 kompartmentes rendszerben
vizsgéltuk egy kisméretl (4 kDa FITC-dextrdn) és egy koze-
pes méretl (65 kDa Evans-kékkel jelolt albumin) indikdtor-
molekula atjutdsat a 3 mikrométeres pérusméret szrén te-
nyésztett sejtrétegen. Véqil fluoreszcens mikroszképpal vizs-
gdltuk az endothelsejtek kozotti kapcsolatokban fontos VE-
kadherin és Z0-1-molekuldk immunfestédésének mintdzatat.

Eredmények. Kimutattuk, hogy a MASP-1 a trombinhoz
hasonlé médon és hasonlé idékinetikaval csokkenti az endo-
thelsejtek dltal létrehozott impedanciat. Az impedancia mini-
muma 15 és 20 perc kozott volt megfigyelhetd, majd a sejt-
kapcsolatok és az dltaluk Iétrehozott barrier lassan helyreallt.
A reakciét a MASP-1 endogén gétlészerével a C1-inhibitorral
csokkenteni lehetett. Az impedanciaméréssel 6sszhangban
Transwell rendszerben is kimutattuk, hogy a MASP-1 noveli
az endothelsejtek permeabilitdsat. Mind a dextrdn, mind az
albumin &tjutdsa szignifikdnsan megnétt 20 percnél, majd
késébb csokkent. Mig a nyugalomban lévé, tipikusan kockaké
alakot felvevé HUVEC tenyészetben a VE-kadherin és a 70-1
korilrajzolja a sejthatdrokat, addig a MASP-1-kezelés hatdsa-
ra ezen molekuldk lokalizaciéja megvaltozott, a fest6dés
szaggatott lett, és intercellularis rések alakultak ki.

Kovetkeztetések. A MASP-1 kivdltja az endothelsejtek per-
meabilitdsndvekedését. Ez segithet az immunsejteknek a
mikrobak 3ltal fert6zott teriiletekre valé emigraciéjahoz. Mi-
vel a MASP-1 aktivacioja a lektin Gt kaszkadjanak elején, a 2.
lépésben valdsul meg, igy a gyors, 15 perces permeabilitds-
novekedés a nagyon korai immunvalasz fontos eleme lehet.
Masrészt @ MASP-1 permeabilitdsnovel6é hatdsa szerepet
jatszhat a HANO rohamok kivaltasaban.

A NIMROD GEN SZUPERCSALAD SZEREPE A VELESZULETETT
IMMUNITASBAN

CINEGE GYONGYI, ZSAMBOKI JANOS, KuRruCz Eva, HoNTI VIKTOR,
CsORDAS GABOR, ANDO ISTVAN

MTA Szegedi Bioldgiai Kutatékdzpont, Szeged

A Drosophila melanogasterben leirt Nimréd gén szupercsaldd
(Kurucz és mtsi., Current Biol., 2007, Somogyi és mtsi., FEBS
Letters, 2010) fontos evoluciés egységet alkot, ugyanis tagjai-
nak sorrendje 300-350 millio éven keresztiil véltozatlan ma-
radt a kilonbozé izeltldbu fajok genomjban. A szupercsaldd
génjei dltal kdodolt fehérjék és homoldgjaik a velesziletett im-
munitds alapveté komponensei, egyesek expresszidja immu-
nindukciét kovetéen lényegesen emelkedik, masok a baktériu-
mok vagy apoptotikus sejtek bekebelezésében vesznek részt.

Kisérleteink sordn a Nimrod gén szupercsalddnak a vele-
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sziletett immunitasban bet6ltott szerepét vizsgaljuk. Kordb-
ban a NimC1 gén termékét, egy transzmembran fehérjét fa-
gocitézisreceptorként azonositottuk. Ennek nyoman sziszte-
matikus vizsgalatot kezdtiink a régié génjeinek a tanulma-
nyozasara, el6szor a klaszternek nevet adé NimA, NimB és
NimC gének termékeit, majd a kozelmaltban azonositott
vajk-1, vajk-2, vajk-3 és vajk-4 gének termékeinek a bekebe-
lezésben jatszott szerepét analizaltuk.

A Nimrdd és Vajk fehérjék funkciéjanak megismerése érde-
kében olyan plazmidkonstrukciokat allitottunk eld, melyek C-
terminadlis FLAG-taggel, illetve N-termindlis GST-taggel és C-ter-
mindlis FLAG-taggel elldtott rekombindns fehérjéket kodolnak.
A rekombindns fehérjéket bakulovirus alapu expressziés rend-
szert haszndlva Sf9 lepke sejtvonalban fejeztettik ki. A FLAG-
taggel elldtott rekombindns fehérjéket tartalmazd Sf9 sejtlizé-
tumokat FITC-vel jelolt baktériumokkal inkubdltuk és baktéri-
umkaotési kapacitdsukat dramldsi citomeridval vizsgaltuk.

Kisérleteink azt mutatjdk, hogy a Nimrod fehérjék elsé-
sorban Gram-negativ baktériumokhoz két6dnek, mig a Vajk
fehérjék kozul a Vajk-3 kotédik baktériumokhoz. Eredménye-
ink szerint az eddig vizsgdlt Nimrod klaszterbe tartoz6 gének
altal kddolt fehérjék a fagocitézis folyamataban vesznek
részt: a NimA és a NimC mint transzmembran receptorok, a
mikrobak fagocitdhoz kotésében, mig a NimB és a Vajk fe-
hérjék a mikrobak opszonizaldsaban.

A GST- és FLAG-taggel elldtott Vajk rekombindns fehérjéket
Glutathione Sepharose 4B szildrd hordozé segitségével izoldl-
tuk, Western-blot analizissel azonositottuk, és felhasznalasukkal
expresszids vizsgalatokhoz szilkséges reagenseket készitiink.

A HMGB1 FEHERJE SZEREPE ES AZ IZOMREGENERACIO
ERINTETTSEGE IDIOPATHIAS INFLAMMATORICUS
MYOPATHIAKBAN

CseRl KAROLINA", VINCZE JANOS?, VINCZE MELINDA, GRIGER ZOLTAN',
CSERNOCH LAszLO?, KovAcs 1LONA®, DANKG KATALIN'

'Debreceni Egetem Orvos- és Egészségtudomdnyi Centrum,
Belgyoégyaszati Intézet, Klinikai Immunoldgiai Tanszék,
Debrecen

’Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
Elettani Intézet, Debrecen

*Kenézy Korhdz Kozponti Diagnosztikai Laboratdrium,
Patoldgiai Osztaly

Bevezetés. Az idiopathids inflammatoricus myopathidk kézos
jellemzéje a hardntcsikolt izmokat érintd izomgyengeség,
amely feltehetéen autoimmun eredet( gyulladas kovetkezmé-
nye. Az autoimmun betegségek kialakuldsaban szerepet jatszik
a high-mobility group box 1 protein (HMGB1). Ez a nem hiszton
fehérje egy olyan citokin, amely els6dlegesen a sejtmagban ta-
lalhato, de sejtaktivacio vagy a sejt pusztuldsa sordn képes at-
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helyez6dni a citoplazmdba és az extracelluldris térbe. Aktivalt
monocytak és makrofagok termelik, és felszabadulhat még sz3-
mos sejttipusbol, igy vézizomsejtekbél és endothelsejtekbdl is.
Késéi gyulladdsos medidtorként hozzéjarul a szisztémas gyulla-
das fenntartdsahoz. Immunoldgiai aktivitdsa redox allapotétol
flgg. A gyulladas teriletén lévé dssejtekre hatva elésegiti a re-
generdcios folyamatokat. Vizsgalataink célja, hogy megismer-
jik a HMGB1 elhelyezkedését, mennyiségét és funkciojat idio-
pathids inflammatoricus myopathidkban, valamint vizsgéljuk az
izomsejtek in vitro regenerdcids képességét.

Madszerek. A kisérletekhez idiopathids inflammatoricus
myopathidban szenvedd betegektdl szarmazo izombiopsziat,
kontrollként pedig autoimmun betegségben nem szenvedd
paciensek mutéti anyagat hasznéljuk. A vazizombdl szatelli-
tasejteket izoldlva Yaffé-mddszere szerint primer tenyészetet
inditunk, melyen kévetjik a morfometriai véltozdsokat, és
immuncitokémiai festéssel vizsgaljuk a HMGB1 lokalizaciojat.
Az izommintak teljes fehérjetartalmat Western-blot analizis-
sel vizsgaljuk. Az izomregenerdcid jeleit, valamint a HMGB1
lokalizacigjat immunhisztokémiai mddszerrel detektaljuk pa-
raffinba dgyazott metszeteken.

Eredmények. A biopsziabdl inditott tenyészeteken a prolifera-
cié késdbb indul be, alacsonyabb rataval zajlik, valamint a fzids
index is kisebb az adott napon a kontroll tenyészetekkel 6sszeha-
sonlitva. A HMGB1 lokalizaci6ja az izomsejtek kilonbozé fejlédési
stadiumaiban eltér, a mitéti anyagbdl és a biopsziabdl inditott te-
nyészet HMGB1 lokalizacidja is kilonbozik. A betegekbél szarma-
26 izommintdk szignifikansan kevesebb HMGB1-et tartalmaznak,
mint a kontroll izmok. A biopszids mintabol készitett szovetmet-
szeten a kontrollhoz képest t6bb regenerdlédé rost taldlhato, va-
lamint kilonbozik a HMGB1 lokalizacidja és mennyisége.

Kovetkeztetések. Eredményeink alapjan arra kovetkezte-
tink, hogy az inflammatoricus myopathidkban szenvedé be-
tegektdl szarmazo szatellitasejtek proliferaciés képessége sé-
ralt, és differencialédasi képességik is érintett. A HMGB1 el-
helyezkedése hatdssal lehet az izomrostok regenerdciés ké-
pességére és a gyulladds fennmaradasara.

SEJTAUTONOM ES NEM SEJTAUTONOM
VERSEJT-DIFFERENCIALODAS VIZSGALATA DROSOPHILA
MELANOGASTERBEN

CsorRDAS GABOR®, HONTI VIKTOR®, KARI BEATA, VARGA GERGELY ISTVAN,
Kurucz Eva, ANDO ISTVAN

MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont, Genetikai intézet,
Immunoldgiai csoport

* A szerz6k azonos mértékben jarultak hozza az eredményekhez.

Az ecetmuslica immunvédekezése a humordlis és sejtkdzve-
titett immunvélasz szoros egyuttmukdodésére épil. A specia-
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lizalt immunsejtek (hemocitak) eredete egészen a korai
embriondlis stddiumokig vezethetd vissza. A muslica 13rva-
ban a vérsejtek kompartmentumokba (keringés, szesszilis
szévet, kézponti nyirokszerv) rendezédnek, amelyekben a
vérsejteldalakok osztodasa és érése zajlik.

Korabbi kisérleteink ravildgitottak arra, hogy a larva vérsejt-
képz6 kompartmentumai egymastol elkilondlt embriondlis
vérsejtvonalakbdl alakulnak ki. Arra is fény derdlt, hogy a larva
vérsejtkompartmentumai kozésen vesznek részt a parazitoiddal
szembeni immunvdlasz kialakitasaban, illetve az effektorsejtek
(plazmatocitdk, kristalysejtek, lamellocitak) képzésében.

Sejtvonaljeldlés alkalmazdsdval végzett kisérleteinkbél az
is kiderdlt, hogy a korabban terminalisan differencidlédottnak
gondolt fagocitdld sejtek, a plazmatocitak immunindukcié ha-
tasara képesek egy masik effektor sejttipussd, tokképzé la-
mellocitdva differencidlédni. Az immunindukcié hatdsdra
komplex génkifejez6dési valtozasok jatszédnak le, melyek
molekularis hattere nem ismert. Az sem tisztdazott még, hogy
az érés folyamata sejtautondm maddon folyik-e, vagy az egyes
vérsejtek képesek egymasnak szignalokat adni, és ezzel eqy
Iancreakcié-szerd differencidlédasi hulldmot elinditani.

Kisérleteinkben olyan jeldtviteli utakat vizsgaltunk, ame-
lyek ezen differencidlédasi folyamatok kulcsszerepléi. Vizsga-
latainkhoz egy olyan transzgénikus expressziés rendszerre
volt szilkség, amely nem érzékeny a differencialédds sordn
végbemend génkifejez6dés-valtozdsra. Ezért a korabban
hasznalt in vivo sejtvonaljelol6é rendszeriink segitségével
transzkripcios és epigenetikus faktorok génjeit csendesitettik,
illetve fejeztettik ki ektopikusan az egyes vérsejtvonalakban
(alpopulaciékban). Az in vivo vizsgalatok mellett molekularis
markerrendszeriink segitségével jellemeztik a vérsejteket.

Vizsgdlatainkbdl kiderdl, hogy egyes transzgének tulter-
meltetése eqy leszdrmazdsi vonalon belil a sejtvonaltél fig-
getlen effektorsejtek megjelenését is okozza (vagyis nem
sejtautondm hatasud), mig vannak olyan faktorok is, amelyek
csak a jelolt sejtvonalon beliil eredményeznek effektordiffe-
rencidlodast sejtautonom modon. Ezen eredmények a sejtek
érése soran hierarchikusan egymadsra épilé szabdlyozdsi
szintekre engednek kovetkeztetni.

A FUNKCIONALIS C1-INHIBITOR-SZINT EMELKEDIK HEREDITER
ANGIOODEMAS BETEGEKBEN ROHAM ALATT

CsukA DOROTTYA, VARGA LILIAN, |TFUST GYORGY|, ZOTTER ZSUZSANNA,

FARKAS HENRIETTE

Semmelweis Egyetem, Ill. Sz. Belgyogydszati Klinika,
Budapest

Bevezetés. A funkcionalis C1-inhibitor (C1-INH) hidnyaban ki-
alakulé herediter angioodémaban (HANO | és Il tipus) a kinin-
rendszer aktivalodik, és a felszabadulé bradikinin roham-

szer(en jelentkez6 6démas tineteket okoz. Mivel a komple-
mentrendszer aktivdlodasa is hozzédjarulhat ahhoz, hogy a
C1-INH-szint csokkenjen, ezért célul tiztik ki a komplemen-
taktivalodas vizsgalatat roham sordn gy(jtott vérmintdkban.

Madszerek. Vizsgdlatunkba 27 HANO-s beteget vontunk
be, akik 65 alkalommal stlyos 6démas rohamot szenvedtek
el, és emiatt C1-INH-koncentrdtum-kezelést igényeltek. A C1-
INH-koncentrdtum beaddsa el6tt levett 65 rohamos, és ugyan-
ezen betegekt6l 39 alkalommal tinetmentes 3llapotban
gy(jtott vérminta éllt rendelkezésiinkre, tovabbd 24 egészsé-
ges egyén vérmintdjat is megvizsgéltuk. A betegek egy része
megel6z6 kezelésként félszintetikus androgén terdpiaban ré-
szesilt. A C4-, antigenikus C1-INH, I-faktor- és B-faktor-szin-
teket RID-mddszerrel, a C1rC1sC1-INH-, C3bBbP-, SC5b-9- és
(1g-szinteket hazi ELISA-médszerekkel, mig a C1-INH-aktivi-
tast és a (4a-, C4d-, (3a-szinteket kereskedelmi kittel (Qui-
del) hataroztuk meg.

Eredmények. A funkcionalis C1-INH-szint emelkedett a ro-
hamok sordn, megkozelitéleg 50%-kal (p = 0,0009), mig a
tobbi nativ komplementfehérje szintje nem valtozott a tiinet-
mentes allapothoz képest. Az antigenikus C1-INH fehérje
szint nem volt magasabb a roham alatt, bar korrelalt a funk-
ciondlis C1-INH-szinttel (r = 0,4786; p = 0,0021). Az ismert
tény, hogy a tinetmentes HANO-s betegek plazmajaban ma-
gasabb a C1rC1sC1-INH-szint az egészséges egyénekhez ké-
pest, és korreldl a betegség sulyossagaval (Csuka et al., Clini-
cal Immunology, 2011), azonban eredményeink szerint en-
nek a paraméternek a szintje nem emelkedik tovébb az an-
gioddémas rohamok sordn. A C4a- és (4d-szintek tekinteté-
ben sem talaltunk kilonbséget a tinetmentes és a rohamos
dllapotok kozott, ugyanakkor a €3a- (p = 0,0048), a (3bBbP-
(p =0,018) és a SC5b-9- (p = 0,044) szintek csokkentek a ro-
hamok sordn a tiinetmentes allapothoz képest. A funkciona-
lis C1-INH-szint emelkedése elsésorban periférids rohamok
sordn, és a folyamatos danazolprofilaxisban részesilé bete-
gek esetében volt jellemzé.

Kovetkeztetések. Eredményeink alapjan a komplementakti-
valadas fokozdddsa mar nem jellemz6 az 6démas tinetek ki-
alakuldsat kévetden. A funkciondlis C1-INH-szint kb. 50%-kal
emelkedett a rohamok sordn, amelynek hatterében egy funk-
ciondlis C1-INH-aktivitast novelé kompenzaciés mechanizmus,
illetve a gdtlas felfliggesztése feltételezhets. A komplement-
kaszkdd (3 |épésétdl tapasztalhatd aktivacio csokkenését a
funkciondlis C1-INH-szint emelkedése magyardzhatja.

Készonetnyilvanitds. A vizsgdlat az OTKA-NKTH 100886
nyilvantartasi szamu pélyazat keretében készilt.
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AZ INFLAMMASZOMA VELESZULETETT ZAVARAI -
AUTOINFLAMMATORICUS SZINDROMA ESETEINK

DERFALVI BEATA', BALOGH Lipia?, BOKAY JANOS?

'Semmelweis Egyetem, Il. Sz. Gyermekgydgydszati Klinika,
Budapest
’Semmelweis Egyetem, I. Sz. Gyermekgyd6gyaszati Klinika,
Budapest

A periodikus 13z szindrémak, illetve helyesebben autoinflam-
matoricus betegségek a természetes immunitashoz tartoz6
falosejtekben talalhaté, a gyulladdst szabalyozé molekula-
komplex, az inflammaszéma zavarabdl erednek. Egy Gjonnan
leirt betegségcsoportrél van sz6, ahol a gyulladds latszélag
ok nélkali, ismeretlen trigger éltal - gyakran szabdlyos id6ko-
zonként - kivaltott; infekcié, autoimmunitds nem all a hattér-
ben. A kifejezetten emelkedett akut fézis laborparamétere-
kért, a [3zért, a szisztémas és a kilonbéz6 szervek gyullada-
sdért a kontrollalatlan IL-1-termelés a felelés. Ezt igazolja,
hogy a korképek nagy része jol kezelhet§ anticitokin, IL-1-
gatlé biolégiai terdpidval (anakinrdval, canakinumabbal).
Tobbnyire csecsemé-, illetve kisgyermekkorban indulé, valto-
zatos klinikai tinetekkel (1az, nyirokcsomé-duzzanat, arthri-
tis, bérkiutés, aphthak, szemtinetek, serositis) jaré betegsé-
gekr6l van sz6. Szamos idiopathids és tobb 6rokl6dé beteg-
ség tartozik ide, utébbiak génmutacioit 1997-tél irtak le.

Az el6addsban betegeink esetbemutatasain keresztil ismer-
tetjok a monogénes autoinflammatoricus betegségek tineteit,
jellegzetességeit és azok kezelési lehetGségeit. Ide tartoznak az
inflammaszéma pyrin domén mutaci6jabol eredd familidris me-
diterran laz (FMF), a hyper-IgD-szindréma (HIDS) vagy szinoni-
madja, a mevalonsavkinaz-hidny, a NLPR3 genetikai hibdja ese-
tén jelentkezé cryopirinasszocidlt periodikus 13z szindromak
(CAPS) kozil a CINCA/NOMID (neonatal onset multiinflamma-
tory disease) szindréma, tumornekrozisfaktorreceptor-asszocidlt
periodikus szindroma (TRAPS) és a CARD domén mutaci6jdbol
fakadé granulomatosus betegség, az infantilis sarcoidosis. Be-
mutatjuk a leggyakoribb, egyel6re ismeretlen genetikai és mo-
lekuldris hatter, szteroidezelésre, illetve tonsillectomiara tobb-
nyire jol reagald periodikus 13z szindromdt, a PFAPA/Marshall-
szindrémat (periodic fever-adenopathy-pharyngitis-aphtae),
valamint a differencidldiagnosztikai nehézségeket is.
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A HEMOFAGOCITAS LYMPHOHYSTIOCYTOSIS DIAGNOZISA
FUNKCIONALIS ARAMLASI CITOMETRIAVAL

DERFALVI BEATA!, ERDELYI DANIEL', KOVACS GABOR', KRIVAN GERGELY?,
FEKETE GYORGY', S7ABO ANDRAS', FALUS ANDRAS®, PALLINGER Eva®

'Semelweis Egyetem II. Sz. Gyermekgydgyaszati Klinika,
Budapest

’Egyesitett Szt. Istvan és Szt. Laszl6 Korhdz, Budapest
3SE Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet, Budapest

A szerz6k eqy fatalis kimenetell familidris hemofagocitas lym-
phohistiocytosisos (FHL) csecsemd esetét mutatjak be. Funkcio-
nalis draml3si citometridval vizsgéltuk a molekuldris hétteret, a
perforin exocitozisaért felel6s vesicularis transzport zavarat,
amely korszer eljards, de egyelére a klinikumban nem terjedt
el. A makrofagaktivaciés szindroma tineteit (13z, splenomega-
lia, borkittés, tudatzavar, vérzések) és jellegzetes laboreltérése-
it (emelkedett ferritin, triglicerid, transzaminazok, pancytopenia,
csokkent fibrinogén, csontvelében hemofagocitozis) jelen eset-
ben infekcié indukalta. A HLH-94-es kezelési protokollja szerint
szteroid, etopozid, ciclosporin-A immunszuppresszié és intravé-
nas immunglobulin addsa utdn atmeneti javulds tortént, majd
egy Ujabb infekcié kapcsan ismét felldangolt betegsége. Myelo-
ablativ elékezelést kovetden HLA-identikus testvért6l haemato-
poieticus 6ssejt transzplantaciot kapott, amely utdn rovid id6vel
a csecsemot egy infekcios szovédményben elvesztettiik. A he-
mofagocitds lymphohistio-cytosis (HLH) a Tc- és az NK-sejtek td-
laktivalddasa és funkciondlis zavara, és a kovetkezményes mak-
rofagaktivécié kovetkeztében kialakuld sulyos, életet veszélyez-
tetd, extrém gyulladassal tarsulé immunhidnyos 3llapot. A be-
tegség hatterében a perforin fehérje mikodését, ill. a molekula
exocitozisat érint6é mutaciok allnak. Az irdnydiagnézis bizonyita-
sara dramldsi citometrids modszerrel meghataroztuk az NK- és a
Tc-sejtek 6l6aktivitasat, megvizsgéltuk a sejtek perforintartal-
mat, és in vitro stimulaciét kovetéen detektdltuk a perforinszek-
récié soran felszinre keril6 CD107a molekula expressziéjat. A
beteg NK- és a Tc-lymphocytdinak dl6aktivitasa csokkent: kevés
K562 célsejtet tudtak elpusztitani, viszont fokozott perforinexp-
resszio volt kimutathaté bennik intracelluldrisan. A perforin-
szekrécio zavardt a lizoszdmaasszocidlt membranfehérje 1
(LAMP1 = (D107a) in vitro stimulaciét (PMA + ionomycin) ko-
vetd gatolt sejtfelszini expresszidjaval igazoltuk. A mérési ered-
ményeket életkorban illesztett, egészséges kontroll gyermek
vizsgdlati eredményeihez hasonlitottuk. A genetikai vizsgdlat is
aldtdmasztotta a FACS-madszerrel feldllitott diagndzisunkat: az
FHL 3-as tipusaval 0Osszefiggésben all6 mutaciot igazolt
(UNC13D gén). Ismertetjik a HLH klinikai felosztasat, a makrofa-
gaktivacios szindroma differencidldiagnosztikdjat. A ritka FLH,
mint primer immunhidnyos kérkép esetbemutatdsdval az dram-
I3si citométerrel végezhetd funkcionalis vizsgalatok jelentGségé-
re kivanjuk felhivni a figyelmet a Tc- és NK-immundeficiens al-
lapotok diagnosztikajaban.
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A TIROZINKINAZ-GATLO DASATINIB HATASANAK VIZSGALATA
KULONBOZO GYULLADASOS FOLYAMATOKBAN

Futost KriszriNA', NEMETH TAMAS', SziGeT! KRISZTIAN?,
MATHE Domokos®, Mocsal ATTILA'

'Semmelweis Eqyetem Elettani Intézet, Budapest
’Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet,
Budapest

*Mediso Kft., Budapest

Bevezetés. A dasatinib egy kis molekulds tirozinkindz-gatlé-
szer, amely hatékonyan és specifikusan gatolja az Bcr-Abl fu-
zi6s fehérjét, az Abl és Src csalddba tartozd kindzokat. A Phi-
ladelphia-kromoszéma-pozitiv leukémids betegek terdpidja-
ban rutinszerGien hasznaljak. Kordbban kimutattuk, hogy az
inhibitor a leukémids betegeknél megfigyelhet§ terdpids
koncentraciotartomdnyban gatolja az érett human neutrofil
granulocytdk Fcy-receptor- és B2-integrin-fiiggé funkcionalis
valaszait, mig az antimikrobidlis sejtvalaszokat nem befolyd-
solja dramai mértékben. Jelen munkdnkban a gydgyszer in
vivo hatdsait vizsgéltuk kilonbozé neutrofil granulocyta me-
dialt gyulladdsos folyamatokban.

Mddszerek. Per os dasatinibkezelést kapott C57BL/6 ege-
rek segitségével vizsgaltuk az 6démaképzddés mértékét re-
verz passziv Arthus-reakcié sordn nanoSPECT-CT segitségével
és az izlleti gyulladds klinikai jeleinek megjelenését és a bo-
ka vastagsagbeli valtozasait a gatldszer napi kétszeri adago-
Idsa mellett az autoantitestek segitségével kivaltott K/BxN
szérum transzfer arthritis modellben, valamint a neutrofil
granulocytdk peritoneumba torténé vandorlasat dramlasi ci-
tometridval tioglikoldtindukalt steril peritonitis modellben.

Eredmények. Az Arthus-reakcid kialakuldsat a szajon at adott
dasatinib nagymértékben gatolta. Az altalunk alkalmazott leg-
nagyobb dézisban (50 mg/kg) mar 60%-kal csokkentette a ko-
vetkezményes 6démaképzédést. Napi kétszeri 20-50 mg/kg
dasatinib hatékonyan gatolta az autoantitest-indukalt arthritis
soran a gyulladas klinikai jeleit, és a bokavastagsdg valtozasat.
A dasatinib nemcsak gdtolta az izileti gyulladas kialakuldsat,
hanem a madr kialakult betegség progresszi6jat is megakada-
lyozta, amennyiben a kezelést a gyulladas indukciojat kovetd 4.
napon kezdtuk. Ezzel szemben a tioglikolatindukalt steril perito-
nitis modellben a neutrofil granulocytak migraciés képességét
a dasatinibkezelés lényegében nem befolydsolta.

Kovetkeztetés. Eredményeink szerint a dasatinib amellett,
hogy a neutrofil granulocytak szamos in vitro funkciéjat képes
gatolni, az dltalunk vizsgalt neutrofil granulocyta medidlt gyulla-
dasos betegségek kialakuldsat is hatékonyan csokkentette az
irodalomban elfogadottan haszndlt dézistartomanyban. A kordb-
bi in vitro és a jelenlegi in vivo eredményeink alapjan felmerl
a dasatinibszarmazékokban rejl6 terdpids lehet6séq a tilzott ne-
utrofil granulocyta aktivaciéval jaré gyulladasos betegségekben
az antimikrobidlis védekezés jelentds befolyasolasa nélkiil.

A HAZI MEH VERSEJTJEINEK HETEROGENITASA

GABOR ERIKA", TOROK TiBOR?, CSORDAS GABOR', HONTI VIKTOR',
Kurucz Eva', ANDO ISTVAN'

'MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont, Genetikai Intézet,
Immunolégiai Csoport, Szeged

’Szegedi Tudomanyegyetem, Természettudomanyi és
Informatikai Kar, Biolégus Tanszékcsoport, Genetika Tanszék

A hazi méh a Hymenoptera rendbe tartoz6 kozmopolita elter-
jedés rovar. Az egyik legfontosabb faj a novények beporza-
saban, ezaltal a biodiverzitas kialakuldsaban, nélkilozhetet-
len a méztermelésben, a kilonboz6 ,méztermékek” eldalli-
tasaban. A haziméh-kolénidkat tébb patogén kérositja, és az
utébbi idében a kolénidk stlyos gazdasagi karokat eredmé-
nyez$ pusztuldsa is dramaian megemelkedett. A patogén-
gazdaszervezet kélcsonhatdsdnak megértéséhez meg kell is-
mernink a hazi méh immunrendszerének mikodését. A ha-
zi méh szocidlis faj, alternativ stratégidkat alkalmaz, mint
példaul a tisztogatas, ,kaptérlaz”, ezért immunrendszere az
eddig részletesen vizsgalt D. melanogaster modellorganiz-
mushoz képest specialis elemeket is tartalmazhat. A tébbi ro-
varfajhoz hasonléan antimikrobialis peptidek termelésével,
sejtkozvetitett immunreakciéval, bekebelezéssel és feltehe-
téen tokképzéssel pusztitja és hatarolja el a mikrébdkat és a
parazitdkat. A sejtkdzvetitett immunreakciok effektorsejtjei-
nek, vérsejteknek jellemzése eddig kizérélag morfoldgiai je-
gyek alapjan tortént, azonban sem a morfoldgiailag egymds-
tol kilonbozé sejttipusok funkcidi, sem a differencidloddsi
vonalak nem ismertek, és mindeddig vérsejtképz6 szovete-
ket sem sikerilt azonositani.

Kisérleteinkben a hazi méh sejtkozvetitett immunitdsa-
nak elemeit, a vérsejteket vizsgdltuk. Immunoldgiai marke-
reket azonositottunk, amelyeket a larva és az adult keringd
vérsejtjein adott reakciomintdzatuk alapjan csoportositot-
tunk. A vérsejtspecifikus markerek alkalmasak lehetnek a ha-
zi méh immunitasdnak, sejtkozvetitett immunvalaszanak a
vizsqdlatara és a vérsejtképz6 szovetek azonositdsara.

CANDIDA ALBICANS ES CANDIDA PARAPSILOSIS GOMBAK
ALTAL INDUKALT T-SEJTES IMMUNVALASZ VIZSGALATA
HUMAN PERIFERIAS VERBOL STARMAZO MONONUKLEARIS
SEJTEK IN VITRO RENDSZEREBEN

GACSER ATTILA, TOTH ADEL
Szegedi Tudomanyegyetem, Mikrobioldgiai Tanszék, Szeged
Bevezetés. Az invaziv candidafert6zések legnagyobb hanya-

daért napjainkban is a C. albicans felelés, am az utébbi évti-
zedek folyamdn a nem albicans fajok, pl. a C. parapsilosis al-
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tal okozott megbetegedések széma folyamatosan ng'. A
gyakran haldlos kimenetel( C. parapsilosis-fert6zés veszélyé-
nek kilonosen az jszilottek vannak kitéve?. Klinikai jelentd-
séqik ellenére azonban a C. parapsilosis okozta megbetege-
dések immunoldgidjarél még mindig keveset tudunk. A jelen
tanulmany célja a C. parapsilosis altal indukdlt T-sejtes im-
munvdlasz in vitro vizsgalata volt.

Mddszerek. Munkank sordn human periférids vérb6l szar-
maz6 mononuklearis sejteket inkubaltunk C. albicans vagy C.
parapsilosis hével eldlt vad tipust torzseivel, majd adott id6
a sejtkulturak felildszoiban enzimkotott immunoszorbens
proba (ELISA) segitségével. Egyes esetekben a candida tor-
zsek hozzdadasa el6tt bizonyos inhibitorokkal elginkubaltuk a
mononukledris sejteket. A szekretdlt TNFa, IL-1f és IL-6 kon-
centraciojdnak mérése 24 6ra, az IFNy és IL-10 48 ora, végdl
az IL-17 és 1L-22 7 nap utan tortént. Az IL-17-et termeld sej-
tek szdmat araml3si citometria segitségével hatdroztuk meg
intracelluldris citokinfestést kovetéen.

Eredmények. A fent emlitett in vitro rendszerben a C. pa-
rapsilosis ugyanolyan hatékonyan indukalta a TNFo, IL-1B és
IL-6 gyulladasos citokinek termelését, mint a C. albicans, a T-
sejtek dltal termelt citokinek szintjében azonban jelentds k-
I6nbség adddott a két fajjal tortént stimuldciot kdvetben. A C.
parapsilosisszal fert6zott sejtek szignifikdnsan tobb IL-10-et
és kevesebb IFNy-t termeltek a C. albicansszal stimuldlt sej-
tekhez viszonyitva, ami a Th1-Th2 egyensuly eltoloddsara
utal. Ugyancsak kilénbséget tapasztaltunk a Th17-sejtek al-
tal termelt citokinek, az IL-17 és IL-22 szintjében: mig a C. al-
bicans jellegzetesen erés Th17-vélaszt indukalt, a C. parapsi-
losis csak joval gyengébb IL-17- és IL-22-termelést valtott ki.
Az alacsonyabb meértékd Th17-differencidciot C. parapsilo-
sisszal stimulalt mintak esetén dramlasi citometridval is meg-
er@sitettiik. Bizonyos receptor-, illetve kindzblokkoldk seqit-
ségével megvizsgaltunk tovédbbd a két candida faj immuno-
l6giai felismerésében és az azt kovetd jelatvitelben szerepet
jatsz6 néhdny lehetséges elemet is. Megallapitottuk, hogy a
Dectin-1 receptor blokkoldsa, valamint a harom klasszikus
MAP-kinaz (p38, ERK, JNK) gatldsa is er6sen csokkenti mind a
Candida albicansszal, mind a Candida parapsilosisszal stimu-
Ialt mononukledris sejtek citokintermelését.

Kovetkeztetések. Eredményeink ramutatnak, hogy a C. pa-
rapsilosis a C. albicanstél eltérd citokinvalaszt valt ki human
mononukledris sejtek in vitro rendszerében. A tény, hogy a C.
parapsilosis hasonlé gyulladdsos valaszt indukal, azonban
nem képes olyan hatékony Th17-differenciaciét kivaltani,
mint a C. albicans, szamos kérdésre adhat vélaszt a két faj el-
téré virulenciajat illetéen.
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A PRINS NEM KODOLO RNS KIFEJEZODESENEK
ES EGYUTT HATO PARTNERENEK TANULMANYOZASA

GOBLOS ANIKO', BACSA SAROLTA!, BATA-CSORGG ZSUZSANNA™?,
KEMENY Lajos" 2, SzELL MARTA?

'Szegedi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar,
B6rgydgyaszati és Allergoldgiai Klinika, Szeged

’MTA Szegedi Tudomanyegyetem Dermatoldgiai
Kutatdcsoport, Szeged

Kutatécsoportunk kordbbi munkdja sordn azonositotta a
PRINS nem kodolé (nc) RNS-t, amely szerepet jatszik a pik-
kelysomorre valé hajlam kialakitdsdban. In vitro kisérleteink
sordn megdllapitast nyert, hogy a PRINS kifejez6dését kor-
nyezeti stressz faktorok indukdljak. Ezt kdvetden sikerilt azo-
nositani a nukleofozmint (NPM), mint a PRINS ncRNS kozvet-
len interakcids partnerét. Az NPM-rél ismert, hogy egy multi-
funkcionalis foszfoprotein, és UV-sugdrzas hatdséra a mag-
vacskdbol a magplazmaba vandorol fibroblastokban és tumo-
ros sejtvonalakban.

Célunk volt megvizsgdlni a PRINS ncRNS sejtbeni és sz6-
veti eloszlasat in situ hibridizacios technikdval, valamint
szandékunkban 3llt a PRINS génspecifikus csendesitésének
hatdsat megvizsgdlni a NPM sejten belili elhelyezkedésére
UV-B-besugarzott humdn keratinocytdkban.

Az in situ vizsgalatok sordn igen eltérd fest6dési mértéket
és mintdzatot tapasztaltunk a kilonbozé szovetekben: a
PRINS ncRNS magas kifejez6dést mutat bél-, bér-, here-,
méh-, nyirok- és tidészovetben, ezzel szemben a kis- és
nagyagyszovetben nem detektdltunk fest6dést. Az epider-
misben és izolalt keratinocytdkban szoveti és sejtfestést ko-
vetben egyardnt kifejezett nukleoldris és perinukledris fes-
tédés lathatd, illetve homogén citoplazmas eloszl3s.

A PRINS ncRNS génspecifikus csendesitését kdvetéen im-
muncitokémiai kisérleteink azt mutattdk, hogy a PRINS-csen-
desités gdtolta a NPM UV-B-sugdrzast kovetd transzlokacio-
jat, amely arra utal, hogy a NPM és a PRINS ncRNS kozott fi-
zikai és funkciondlis kapcsolat egyardnt fennall.

Eredményeink arra utalnak, hogy a PRINS ncRNS kife-
jezédik szémos szovetben, de kifejez6désének mértéke
nagyban eltér. Funkciondlis vizsgdlataink pedig azt sugalljak,
hogy a PRINS szerepet jatszik a sejtek NPM-medidlt stressz-
valaszban.
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MIKROVEZIKULAK MERESET BEFOLYASOLO PREANALITIKAI
TENYEZOK VIZSGALATA

GYORGY BENCE', KovAcs ALEXANDRA', PALOCZI KRISZTINA',
BEKG GABRIELLA?, VARNAGY KATALIN?, FALUS ANDRAS', Buzas EpiT'

'Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai
Intézet
’Semmelweis Egyetem Laboratériumi Medicina Tanszék

Bevezetés. A mikrovezikuldk (MV-k) sejteredetli, membrdan-
nal hatdrolt struktarak, amelyek Uj tipust biomarkerek lehet-
nek kilonboézé betegségekben. Mérésiket ugyanakkor sza-
mos tényezé neheziti, mérésikre nincsenek még standard,
kidolgozott protokollok. Tobbek kozdtt a vérvételi csében, ex
vivo létrejové vezikulaképzddés is jelentGsen modosithatja a
mért MV-szdmot. Munkank célja az volt, hogy vizsgdljuk a
vérvételkor alkalmazott kilonboz6é antikoagulansok MV-mé-
résre gyakorolt hatdsat. Vizsgdltuk tovdbbd, hogy az ex vivo
vérlemezke-aktivaciot és vezikulaképz6dést hogyan befolyd-
solja az alkalmazott antikoagulans.

Mddszerek. Osszesen 50 egészséges személytdl vettiink
vénads veért kilonboz6 antikoaguldnst tartalmazd vérvételi cso-
vekbe (citrat, ACD, CPDA, heparin, CTAD). A vért az ,Internati-
onal Society on Thrombosis and Haemostasis” altal javasolt, Uj
differencidlcentrifugaldsi protokoll alapjan dolgoztuk fel, majd
az MV-szdmot dramlasi citométerrel és Zymuphen protrombi-
nazvizsgalattal hataroztuk meg. Aramldsi citometriaval a vezi-
kuldkat annexin V-FITC és a vérlemezke-specifikus anti-CD42a
segitségével jeloltik meg, mig a Zymuphen assay esetében
az annexin V+ MV-k trombinaktivaciés készségét hataroztuk
meg. Az ex vivo vezikulaképz6dést 1 6rds razassal, illetve 1
6ras 37 °C-on torténé inkubacidval indukaltuk.

Eredmények. A mért MV-szdm a kilénb6zé antikoagulan-
sok alkalmazasa esetében meglepd modon jelentsen eltért
mind dramldsi citométerrel mérve (ANOVA, p <0,001), mind
a Zymuphen assay alkalmazdsa soran (ANOVA, p <0,001). A
legmagasabb MV-szdmot mind az FC, mind a Zymuphen as-
say esetében a heparinnal antikoagulalt mintakban talaltuk,
a legalacsonyabbat draml3si citometridval mérve az ACD cs6-
ben, Zymuphen assay esetén pedig a CPDA mintdkban mér-
tik. A Zymuphen assay-vel és az dramlési citometridval mért
MV-szam koz6tt az ACD cs6 esetében rendkivil erds korreld-
ciot taldltunk (R = 0,872, p = 0,0001), mig mds antikoagu-
ldnstartalmu csovek esetében nem igazolddott korreldcio. Az
ex vivo MV-képzédést az ACD ¢s6 a konvencionalis citratos
cs6vel szemben meglepé moédon gatolta mind a rdzas, mind
a 37 °C-os inkubdcio soran. Az ACD c¢s6 komponenseinek ana-
lizise sordn kiderilt, hogy a savas pH felel6s a vezikulacié
gatlasaért.

Kovetkeztetések. A vérvétel soran alkalmazott, korabban
nem vizsgalt antikoagulacié nagymértékben befolydsolja a
mért MV-szamot. Az ACD csében mért alacsony MV-szdm oka

az alacsonyabb pH-értéken tapasztalhato vérlemezkeaktiva-
i6-gatlds. Az ACD cs6 esetében rendkivil erés korrelaciot ta-
l3ltunk (R = 0,872, p = 0,0001), mig mds antikoagulanstartal-
mu csévek esetében nem igazolddott korreldcid. Az ex vivo
MV-képz6dést az ACD cs6 a konvenciondlis citratos csével
szemben meglepd médon gatolta mind a rdzés, mind a 37 °C-
0s inkubdcié sordn. Az ACD cs6 komponenseinek analizise so-
ran kiderilt, hogy a savas pH felel6s a vezikulacié gatlasaért.

Az ACD cs6 esetében megfigyelhet6 erds korrelacio is ar-
ra utal, hogy ez az alvaddsgatlé rendszer sokkal alkalmasabb
MV-k vizsgalatdra, mint a kordbban szinte kizarélagos médon
alkalmazott Na-citrdtos antikoagul3cio.

ANTIGENSPECIFICITAS ES 1ZOTiPUS EGYIDEJU MEGHATAROZASA
REVERSE FLUOROSPOT ARRAY SEGITSEGEVEL

HERBATH MELINDA", PAPP KRISZTIAN?, PRECHL JOZSEF

'E6tvos Lordnd Tudomanyegyetem, Immunoldgiai Tanszék,
Budapest

’Magyar Tudomanyos Akadémia, Immunoldgiai
Kutatécsoport, Budapest

Az ELISPOT mddszer ritka sejtpopuldciék [pl. ellenanyagter-
mel6é B-sejtek (ETS), citokintermelé T-sejtek] detektaldsara
alkalmas, segitségével az ellenanyag-termelés sejtszinten is
vizsgalhatd. A FluoroSPOT - fluoreszcens detektalasi modsze-
re miatt - még nagyobb érzékenységet és tobb hulldmhosz-
szon torténd eqyideji mérést tesz lehetévé. Célunk egy, az
antitestspecificitdst és izotipust egyszerre, sejtek szintjén
analizdlni képes technika kifejlesztése volt.

A Reverse FluoroSPOT Array modszert nitrocellulézzal fe-
dett tdrgylemezeken teszteltik, amelynek kamrai nagy felu-
letet biztositanak egy-egy minta szdmdra, és fluoreszcens
microarray szkennerrel kdnnyen és gyorsan leolvashatok.
Egyszerre harom hulldmhosszon detektaltunk (antigénspeci-
ficitas és kétféle ellenanyag izotipus). Hibridomak keverékét
és immunizalt dllatok Iépsejtszuszpenziéjat vizsgéltuk, mérve
a kilonbozé izotipust, antigénspecifikus ETS-ek mennyisé-
gét. A 16 alchipes targylemezeket kénny(lanc-specifikus el-
lenanyagokkal fedtiik, majd blokkoldst kovetéen rdmértik a
vizsgalt sejtszuszpenzidt. 37 °C-on torténd inkubacidt (12, 6,
illetve 1 6ra) kévetéen a lemezeket mostuk, fluoreszcensen
jelolt antigénnel és izotipusspecifikus ellenanyagokkal inku-
baltuk, majd Axon GenePix 4200A szkenneren leolvastuk és
Image) szoftverrel értékeltik.

A mddszerrel a tdrgylemezre kimért sejtek nagy szdzalé-
ka visszamérhetd. Az ELISPOT-ndl megszokott 20 6rds inkuba-
ci6 akar 1-6 ordra is csokkenthetd. Az azonos izotipusu, de el-
tér6 specificitdst ETS-ek jol elkilonitheték. A Reverz Fluoro-
SPOT Array mddszerrel kimutathato, hogy egy mintdban hany
sejt termel eqy adott izotipusu ellenanyagot, és ezen ETS-ek
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kozal mennyi az antigénspecifikus sejtek szama. Ez az infor-
macié egyidejlleg két- vagy akdr haromféle izotipusrdl is
megallapithato.

A Reverse FluoroSPOT Array segitségével hatékonyan ki-
mutathaté egyidejileg a mintdban taldlhatd B-sejtek specifi-
citasa és a termelt ellenanyag izotipusa. A kilonbéz6 B-sejt-
populdciok egyidejileg azonosithatok, megszamlalhaték, igy
ezen modszer segitségével részletesebb képet kaphatunk az
immunvalaszrol.

Kutatdsunkat az NKTH-OTKA K68617 palyazata és a Ma-
gyar Tudomdnyos Akadémia tdmogatja.

EGY KULONLEGES VERSEJTTIPUS;
A SOKMAGVU ORIASSEJTEK JELLEMZESE

HonTi VIKTOR™", LERNER ZITA™", MARKUS ROBERT!, ZSAMBOKI JANOS',
TAPAI STILVIAT, LUKACSOVICH TAMAS?, PARDUCZ ARPAD?, CSORDAS GABOR',
Kurucz Eva’, ANDG ISTVAN'

'MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont Genetikai Intézet,
Szeged

"University of California Irvine, Irvine

'MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont Biofizikai Intézet,
Szeged

“A szerz6k azonos mértékben jarultak hozza az eredményekhez

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) tobb évtizede
szolgdl modellszervezetként a velesziletett immunitas folya-
matainak tanulmanyozasahoz. Az utébbi idében szamos Dro-
sophila faj teljes genomszekvencidja elérhetévé valt, igy
ezen fajokban is lehet6ség nyilt az immunfolyamatok és a
vérsejtek differencidloddsanak molekuldris és genetikai szin-
t( tanulmanyozasara. Annak eldontésére, hogy a vérsejtekrol
és vérsejtképz6 kompartmentumokrél szerzett ismeretek
mennyiben altaldnosithatok, tipizaltuk a torzsgydjtemények-
ben taldlhato Drosophila fajok vérsejtjeit. Azt tapasztaltuk,
hogy az ananassae alcsoportba tartozé fajok vérképe eltér a
tobbi faj vérképétél; mig ezekben a fajokban is megtalalha-
tok a keringésben a mikrobak bekebelezésére szolgélé plaz-
matocitdk és a melanizaciés enzimeket hordozd kristalysej-
tek, a keringésben immunindukcié hatdsara nem jelennek
meg a D. melanogasterre jellemzd tokképz6 sejtek, a lamel-
locitdk. Helyettik egy eddig ismeretlen sejttipust; sokmagvd,
tokképzd dridssejteket taldltunk (Multinucleated Giant He-
mocyte), melyek nagyfokd hasonlésdgot mutatnak az emld-
sok granulomdiban megtaldlhaté 6rassejtekkel. Az 6éridssej-
tek jellemzésére a Drosophila Genom Projectben is részt ve-
v6é D. ananassae-ban és D. bipectinatdban hasznalhaté mar-
kerrendszert és in vivo vizsgdlatokra alkalmas transzgenikus
riporter konstrukciékat hoztunk létre, melyek lehetévé tették
a plazmatocitdk és az oridssejtek jellemzését és eldalakjainak
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azonositdsdt. A D. melanogasterben megfigyeltekkel szem-
ben, az ananassae alcsoport fajaiban a kozponti nyirokszerv
nem vesz részt a parazitoid elleni immunvalaszban, a sok-
magvu oridssejtek kizarolag a szesszilis szovetben és a kerin-
gésben differencidlédnak, osztédds nélkil, makrofag tipusu
(plazmatocita) sejtek fazijaval jonnek létre. Filopodium ti-
pusu nyulvanyokat fejlesztenek, motilisak, és rendkivil haté-
konyan vesznek részt a parazitoid dardzs petéje korili tok ki-
alakitdsaban és a parazitoid elpusztitdsaban. Mivel az ana-
nassae alcsoportra jellemzé sokmagvu dridssejtek képzédése
és funkciéja nagyon hasonlé az eml6sok makrofagszerd sejt-
jeinek fuzidjaval létrejové sokmagvu oridssejtekéhez, ezek a
sejtek modellként szolgdlhatnak az emldsok krénikus im-
munfolyamatainak alaposabb megismeréséhez.

A MASP-1 HATASA AZ ENDOTHELSEJTEK CITOKINTERMELESERE

JANI PETER", MEGYERI MARTON?, MAKG VERONIKA!, KajDACSI ERIKA”,
GAL PETER?, CERVENAK LAszL0'

'Semmelweis Egyetem, IlI. Sz. Belgyogydszati Klinika,
Kutatélaboratérium, Budapest
’MTA Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A mannézkotd lektinhez (MBL) kapcsolddd szerin-protedzok-
nak (MASP-1, -2, -3) a komplementrendszer aktivaldsan kivil
szamos funkcidjuk lehetséges. A MASP-1-r6l kordbban leir-
tuk, hogy - tobbek kézott - endothelsejt-aktivalé hatdsa is
van. Ennek kovetkezményeként kialakulé citokinvalasz nagy-
saga és iddkinetikaja fontos szerepet jatszhat az immunolé-
giai folyamatok szabalyozésaban.

Kisérleteinkben human kéldokzsinérvéna endothelsejte-
ket (HUVEC) haszndltunk. A rekombindns human MASP-1 a
teljes MASP-1 CCP1-CCP2-szerin-protedz doménjeibdl allt. A
vizsgalt citokinek termelédését ELISA- és xMAP-mddszerek-
kel végeztik a protokollok gyari leirdsa alapjan. A jeldtviteli
utakat specifikus gatlészerekkel blokkoltuk, mig a MASP-1
enzimatikus aktivitdsat C1-inhibitorral gatoltuk. A CREB, illet-
ve a JNK foszforildciéjat Western-blot és fluoreszcens mikro-
szképos technikdkkal mértik.

Korabban leirtuk a MASP-1 Ca** és p38-MAPK-aktivald ha-
tdsat. Ezek mellett a MASP-1-kezelés CREB, valamint JNK-
foszforilaciot is indukdlt. A MASP-1 dézisfiggéen emelte az
IL-6 és IL-8 citokinek termelddését. Az emlitett citokinterme-
I6dés gdtolhato volt 24 6rds inkubacié sordn a p38-MAPK és
C1-inhibitorokkal az IL-6 esetében, mig kizarélag a p38-MAPK-
inhibitornak volt hatdsa az IL-8 termel6désére. Ismert, hogy
az endothelsejtek citokintermelése a raktarozé vezikulumok
kiirulésének kovetkeztében 24 6randl jéval gyorsabban is
megvaldsulhat. Méréseink szerint az IL-6 és IL-8 citokinek
mMRNS-szintje 2 6rds MASP-1-kezelés utdn éri el a maximu-
mat. Ezzel dsszefiigg a citokinek fehérjeszintje is, amely 3




KONGRESSZUSI 0SSZEFOGLALOK / CONGRESS ABSTRACTS

ordnal mutatta a legnagyobb killonbséget a kezeletlen kont-
rollhoz viszonyitva. A 3 6rds MASP-1-kezelés hatdsat mindkét
citokin esetében gatolni lehetett a C1-inhibitorral, a p38-
MAPK-, JNK- és NFkB-inhibitorokkal, mig az ERK1-, -2- és
PI13K-gatloknak nem volt hatdsuk. A MASP-1 dltal indukalt ci-
tokinexpressziok mértéke 6sszehasonlithato erésségd, de ki-
[6nbo6z6 kinetikdval indukaljak a TNF-a,, az IL-6, IL-8 citokinek
termel6dését/kiurilését.

A MASP-1-indukalt endothelsejt-aktivacio a Ca-kozveti-
tett, p38-MAPK, a CREB és a JNK jelatviteli Gtvonalakkal lehet
jellemezni. Ennek eredménye egy olyan gyors és differen-
cidlt citokinexpresszios mintazat, amely leginkabb a neutrofil
granulocytdk aktivaciojat vélthatja ki példaul az IL-8 termelé-
sén keresztul. Ezdltal a komplementrendszer még a (3a és a
(5a keletkezése elétti fazisban képes a MASP-1-en és az en-
dothelsejteken keresztil szabdlyozni az antimikrobidlis im-
munvalaszt.

Tamogatas: OTKA K100684 (CL), Bolyai Janos Kutatasi Osz-
tondij (B0,/00218,/10/8, CL)

ENDOTHELAKTIVACIO HEREDITER ANGIOODEMAS
ROHAMOKBAN

KajpAcsi ERIKA, JaNI PETER KAROLY', Csuka DOROTTVA!, VARGA LILIAN',
FARKAS HENRIETTE', JAN KUNDE?, PROHASZKA ZOLTAN', CERVENAK LAszL0'

'Semmelweis Egyetem, IlI. Sz. Belgy6gydszati Klinika,
Kutatélaboratérium, Budapest

2Department of Global Medical Affairs, BRAHMS GmbH,
Hennigsdorf, Germany

Bevezetés. A C1-inhibitor (C1-INH) hidnya kévetkeztében kia-
lakulé herediter angioneurotikus 6déma (HANO) autoszo-
malis domindns modon 6roklédé betegség, amelyben a ti-
netek kialakuldsdért a bradikinin-tultermel6dés a felel@s. Visz-
szatérd subcutan, hasi, illetve fels6 léguti 6démds rohamok
jellemzik, amelyek soran a folyadék az érpalyat elhagyva ki-
jut a szovetek kozé.

Az endothelsejtek barrierfunkcidjuk révén részt vesznek a
vaszkuldris integritds fenntartdsdban. Ezt a barrierfunkciét a
permeabilitdsuk szabalyozasaval tartjdk fenn, amelyet kilon-
boz6, a szervezetben lezajl6 folyamatok megvaltoztathatnak:
mérsékelhetik vagy fokozhatjak azt.

El6z6 vizsgdlatunkban - melyben 4 endothelsejtekre jel-
lemz6 marker [von Willebrand-faktor (vWF) antigén
(VWF:Ag), VWF kollagénkoté képesség (VWF:CBA), E-szelektin
(E-sel), endotelin-1 (ET-1)] szintjét vizsgaltuk - leirtuk, hogy
rohammentes idészakban valédi endothelaktivdciéot nem
tudtunk kimutatni a HANO-s betegekben. Arrél még egyalta-
Idn nincs adat, hogy mi torténik a betegekben roham alatt,
milyen esetleges eltéréseket figyelhetiink meg az endothel-
sejtek vonatkozasaban.

Mddszerek. 19 HANO-s beteg rohammentes idészakbol
szarmazd mintdit hasonlitottuk 6ssze sajat roham alatt levett
mintdikkal. Az ET-1-szintet BRAHMS KRYPTOR modszerrel ha-
tdroztuk meg EDTA-plazmabdl. Az E-sel-szintet R&D DuoSet
ELISA-val, vVWF:Ag-t hazi ELISA-val, vWF:CBA-t szintén hdzi ELI-
SA-mddszerrel mértik citratos plazmabal.

Eredmények. Mind a négy dltalunk vizsgalt endothelmar-
ker szintje szignifikdnsan megemelkedett (medidn értékek:
g/ml) 82,06-16l 177,8-ra, VWF:CBA (%) 63,1-r6l 435,1-re, E-sel
(ng/ml) mvWF:Ag 17,06-16l 19,13-ra, ET-1 (pM) 35-16l 38-ra
a betegek roham alatt levett mintdiban mérve. Fontos meg-
emliteni, hogy az endothelfunkcié-zavar kifejezettebb a nem
dohanyz6é betegek korében. Egy adott beteg tobb rohamat
vizsgalva az endothelsejt-biomarkerek hasonlé véltozast mu-
tattak. Ezzel szemben kiilonb6z6 betegek rohamaiban a bio-
markermintdzat heterogén volt.

Kovetkeztetések. Az endothelmarkerek emelkedett szintje
endothelaktivaciéra utal a HANO-s rohamok alatt. Az is meg-
dllapithato, hogy a dohanyzé betegekben mar a dohanyzas
miatt kialakult egyfajta endothelium-funkciézavar, amit az
6démas roham mar csak kevéssé sulyosbit, mig a nem do-
hanyzékndl kifejezettebb endothelaktivaciét Idthatunk a ro-
hamok alatt. Az, hogy az egyes betegek rohamai alatt hason-
16 irdnyd és mérték( eltéréseket tapasztalhatunk a mért en-
dothelmarkerekben, arra utalhat, hogy valamilyen (a C1-INH-
tol eltér6) genetikai tényez6 is szerepet jatszhat a rohamok
kialakulasaban.

Tamogatas: OTKA 100886, Bolyai Janos Kutatasi Osztondij
(8B0,/00218,/10/8, CL)

AZ NKX2.3 HOMEODOMEN TRANSZKRIPCIOS FAKTOR SZEREPE
A MUCOSALIS NYIROKSZOVETEK VASZKULARIS ADDRESSZIN
PREFERENCIAJANAK SZABALYOZASABAN

KELLERMAYER ZOLTAN, MIHAL) MARTINA, BALOGH PETER
PTE-KK Immunolégiai és Biotechnoldgiai Intézet, Pécs

Bevezetés. Az Nkx2.3 transzkripcios faktor fontos szerepet
jatszik a mucosalis addresszin sejtadhéziés molekula (MAd-
CAM-1) expresszi6jaban, ezenkivil a gyulladadsos bélbetegsé-
gek eqyik lehetséges szuszceptibilitdsi faktoraként azonosi-
tottak. Az Nkx2.3-/- egerekre jellemz6 endothelialis MAd-
CAM-1-hidny ellenére Peyer-plakkok (PP) és mesenterialis
nyirokcsomék (mLN) is kialakulnak. Mivel a bélasszocidlt nyi-
rokszovetekbe térténd lymphocyta megtelepedéshez a ma-
gas endothell venuldkon (HEV) expresszédlddé MAdCAM-1 je-
lenléte szikséges, feltételezéstnk szerint ennek hidnydban
egy ettdl eltér6 mucosalis nyirokszéveti homing folyamat
zajlik Nkx2.3-/- egerekben.

Madszerek. A PP HEV fenotipust [periférids nyirokcsomé
addresszin (PNAd) és MAdCAM-1 addresszin expresszid, CCL21
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és (XCL13 kemokin termelés] kalonboz6 életkorokban im-
munfluoreszcens eljarassal vizsgaltuk Nkx2.3-/- és vad tipusu
BALB/c egereken. A PNAd vazfehérjék és PNAd szulfogliko-
epitdpot képz6 enzimek RNS-szintjeit qPCR-tesztekkel elemez-
tik. A lymphocyta homing molekuldris mechanizmusat antiad-
resszin antitestekkel vald kezelés utan in vivo beadott, fluo-
reszcensjeldlt lymphocytdk kdvetésével vizsgaltuk. A homing
mértékét dramlasi citometrids mérésekkel allapitottuk meg.

Eredmények. A mutans PP-ben és mLN-ben fokozott lumi-
nalis PNAd fehérje expressziot talaltunk, mely mRNS-szinten
is kimutathato, a médosité enzimek magasabb mRNS-meny-
nyiségével egyitt. A fluoreszcensen jel6lt lymphocytdk meg-
tapadasadt PNAd ellenes MECA-79 antitesttel gdtolni tudtuk
Nkx2.3-/- bélben, az anti-MAdCAM-1 antitestnek nem volt
gétlo hatasa. Ujsziilstt mutans egerek belében ugyan kimu-
tathaté endothelialis MAdCAM-1, viszont egyh6napos korra a
lymphoid kompartmentekben a PNAd a dominans addresz-
szin, mig a bél nem lymphoid részein a PNAd fokoz6dasa
nem figyelhet6 meg. A mutdns PP PNAd-dependencidjat al3-
tdmasztja a megtelepedett lymphoid sejtek L-szelektin/a4b7
integrin homing receptor mintdzata is.

Kovetkeztetések. Eredményeink azt mutatjdk, hogy
Nkx2.3-/- egerekben az érasszocidlt MAACAM-1 hidnydban
megemelkedett a PNAd, ez viszont csak részben felels a
bélasszocidlt nyirokszovetbe térténé lymphocytamegtelepe-
désért. A MAdCAM-1 PNAd 3ltali helyettesitése a mucosalis
HEV jelentékeny plaszticitasara utal.

FUNKCIONYERESES MUTACIOK VIZSGALATA ATiPUSOS
HAEMOLYTICUS URAEMIAS SZINDROMAS BETEGEKBEN

Kiss NORA', SziLAGY! AGNES', VARGA LILIAN', CHRISTINA MITTERBAUER?,
PROHASZKA ZOLTAN'

'Semmelweis Egyetem lIl. Sz. Belgydgyaszati Klinika,
Kutatélaboratérium
Wilhelminenspital der Stadt Wien, Bécs, Ausztria

Bevezetés. Az atipusos haemolyticus uraemids szindroma
(aHUS) a thromboticus microangiopathidk kozé tartozd ritka
kérkép, amely a komplementrendszer alternativ reakciéutja-
nak fokozott makodésére vezethet6 vissza. Ennek lehetséges
oka a komplement reguldtor fehérjék (H-faktor, I-faktor,
MCP) funkciévesztéses (loss of function) vagy a C(3-konvertaz
komponenseinek (B-faktor, (3) funkcionyeréses (gain of
function) mutacioja. Célul tiztik ki a (3 (C3) és a B-faktor
(CFB) gének mutéciéanalizisére alkalmas modszerek beallita-
sat, és ezek alkalmazasat aHUS betegek vizsgalatara.

Maddszerek. A vizsgdlatba 14 aHUS beteget vontunk be. A
komplement gének analizise PCR-t kovetéen kétiranyd szek-
vendlassal tortént. A komplementfehérjék szintjét ELISA és
radidlis immundiffuzié maddszerekkel vizsgaltuk.
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Eredmények. Sikeresen beallitottuk a (3 41 exonjaban és
a BF 18 exonjaban Iév6é mutdciok sz(irésére alkalmas mod-
szereket. A vizsgdlt 14 beteg 84%-3ban taldltunk a komple-
mentaktivacio szabalyzdsanak zavarat okoz6 mutécidkat, ami
megfelel az irodalmi adatoknak (H-faktor 37%, I-faktor 5,3%,
MCP 5,3%, B-faktor 5,3%, C3 5,3%).

Egy beteg esetében két (3-mutdciét (K104E és D1457H)
azonositottunk, amelyeket korabban aHUS-ban nem irtak le,
a fiatal nébeteg HUS-epizddja szilést kovetben alakult ki, és
a szérumkomplement-profil aktiv betegségszakaszban kéros
volt (csokkent klasszikus és alternativ Gt aktivitds, alacsony
(3-, I-faktor- és B-faktor-szint). Eqy masik fiatal né6beteg min-
tajaban B-faktor-mutdciot talaltunk (K323E), amelyet korab-
ban mar azonositottak eqy aHUS betegben. Ez utébbi beteg-
nek eddig 6sszesen 3 HUS-epizddja volt, és szérumkomple-
ment-profilja tartésan kéros (csdkkent klasszikus és alterna-
tiv Ut aktivitds, alacsony C3 és B-faktor szint).

Kovetkeztetések. Egy-egy beteg esetében taldltunk a
(3bBb enzimkomplex kialakitdsaban részt vevé (3 és B-fak-
tor génjében funkcidnyeréses, tartésan koéros komplement-
profilt eredményez6 mutdcidkat. Az azonositott mutdcidkat
hordozé, mddosult fehérjéket tartalmazé komplexek felte-
hetéleg ellendllébbak a DAF és H-faktor fehérjék requlalé ha-
tdsdval szemben, vagy a mutans fehérjék nagyobb affinitds-
sal kotédhetnek egymashoz, ezaltal okozva az alternativ Ut
megndvekedett aktivitdsat.

A genetikai eredményekkel is aldtdmasztott korai komp-
lementdiagnosztikanak nagy jelentésége van aHUS betegek
esetében, mert a terdpidra alkalmazhat6 C5-gatlé monoklo-
nalis antitest (eculizumab) mar hazankban is elérhetd.

AZ ONKOFOTALIS FIBRONEKTIN (EDA+FN) SZEREPENEK
VIZSGALATA A KERATINOCYTA NOVEKEDESI FAKTOR (KGF)
SZABALYOZASABAN NORMAL HUMAN FIBROBLASTOKBAN

KonczNE GUBAN BARBARA, VAS KRISZTINA, BEBES ATTILA, GOBLOS ANIKO,
Korm0s BERNADETT, SzELL MARTA, KEMENY LAJ0S, BATA-CSORGO ZSUZSANNA

Szegedi Tudomanyegyetem, Bérgydgydszati és Allergolégiai
Klinika, Szeged

Mivel a pikkelysomoros betegek tinetmentes dermisében
lév fibroblastok kérosan nagy mennyiségben termelik az
onkofotalis fibronektint (EDA+FN) és a keratinocyta noveke-
dési faktort (KGF), jelen vizsgalatainkban célul tiiztik ki a KGF
és az EDA+FN kozotti lehetséges szabdlyozdsi mechanizmu-
sok vizsgdlatat.

Normal human fibroblastokat kilonb6z6 koncentrdcioju
exogén human rekombindns KGF-fel kezeltiink, majd 24 ¢ra
elteltével vizsgaltuk az EDA+FN gén- és fehérjeszintd kife-
jez6dését valos ideji RT-PCR, immuncitokémia és dramlasi ci-
tometria segitségével. Az EDA+FN mRNS- (n = 4) és fehérje-
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(n = 4) szinten is szignifikdnsan emelkedett 25 ng/ml kon-
centracioju KGF-kezelés hatdsara.

Ezt kdvetéen normadl human fibroblastokban az EDA+FN gén
specifikus csendesitését végeztiik el, amihez az OriGene Trilen-
cer-27 siRNS duplexeit hasznaltuk. Az EDA+FN gén expresszi6ja
a csendesités hatdsara 90%-o0s csokkenést mutatott. A haté-
kony transzfekciét kovetéen 96 6raval az EDA+FN mennyisége
fehérjeszinten '/,-dal csokkent. Az EDA+FN gén csendesitett
mintak feltluszojaban a KGF kifejez6dését fehérjeszinten ELISA-
technikaval vizsgéltuk. A KGF-termelés az EDA+FN-csendesitett
fibroblastokban novekedett a kontrollhoz képest.

Eredményeink arra utalnak, hogy az irodalomban a fibro-
blastokban eddig leirt FGFR-receptor Ilic varidnson kivil a
KGF-specifikus 1lIb varidns is jelen van a sejtek felszinén. A
receptorvarianshoz kotédé exogén rekombindns KGF fokoz-
za a sejtek EDA+FN-termelését. Az EDA+FN-kifejez6dés val-
tozadsa eredményeink szerint hatdssal van a sejtek KGF-kibo-
csatasara.

ACETIL-KOLIN-RECEPTORRAL REAGALO AUTOANTITESTEK
PRIMER ES SZEKUNDER SJOGREN-SZINDROMABAN

KovAcs LAszLG', DEAK MAGDOLNA', SZVETNIK ATTILA?, BALOG ATTILA,
SOHAR NICOLETTE®, VARGA RENATA*, TOTH GABOR®, Kiss MARIA®

'Szegedi TE Altalanos Orvostudomanyi Kar Szent-Gyorgyi Albert
Klinikai Kozpont, Reumatolégiai Klinika, Szeged

’Bay Zoltan Alkalmazott Kutatdsi Alapitvany, Biotechnoldgiai
Intézet, Szeged

3szegedi Tudomdanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kézpont, Szemészeti Klinika,
Szeged

“szegedi Tudomanyegyetem Altalanos Orvotudomanyi Kar
Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kézpont, Arc-, Allcsont-

és Szdjsebészeti Klinika, Szeged

sszegedi Tudoméanyegyetem Altalanos Orvotudomanyi Kar,
Orvosi Vegytani Intézet, Szeged

sszegedi Tudomanyeqgyetem Altalanos Orvotudomanyi Kar
Szent-Gyorgyi Albert Klinikai K6zpont, B6rgydgydaszati

és Allergolégiai Klinika, Szeged

Célkitizések. A muscarinszer( acetil-kolin-receptor 3. altipu-
saval (m3AchR) reagdld autoantitestek tobb munkacsoport
eredményei szerint gyakran fordulnak el6 primer Sjogren-
szindrémaban (pSS). Felmerilt patogenetikai szerepik is
azdltal, hogy a paraszimpatikus ingerek gétldsa révén csok-
kentenék a kdénny- és nydltermelést. Ugyanakkor nem 3ll
rendelkezésre megfelel6 immundiagnosztikai eszkéz a kimu-
tatdsukra, és nem ismert a szerepik szekunder SS-ben (sSS).
A szerz6k célja az volt, hogy tobbféle antigéndeterminans
epitop és antigén-el6allitdsi modszer segitségével ELISA-
modszert dolgozzanak ki az anti-m3AChR antitestek kimuta-

tdsdra, és felmérjék gyakorisdgukat pSS-ban, szisztemas lu-
pus erythematosusban (SLE) és rheumatoid arthritisben (RA).

Madszerek. 65 RA-s (54 né, dtlagéletkor 58 év), 103 SLE-s
(94 nd, 48 év), 76 pSS-es (74 nb, 56 év) és 50 egészséges
kontroll személy mintait vizsqaltak. Szem- és szajszdrazsagra
vonatkozé validalt kérd6iv, valamint a konny- és nyalterme-
|és mérése alapjdn meghatdroztak az SLE-hez és RA-hoz tar-
suld szekunder sicca tiinetcsoport gyakorisagat. Szamitogépes
predikcié seqitségével harom immundominans epitépot azo-
nositottak, amelyeket tobbféle mddszerrel is elallitottak: szi-
lard fazist peptidszintézissel, rekombindns fazios fehérje for-
maban glutation-S-transzferazzal (GST) konjugalva, és multip-
lex mddon bovin szérum albuminhoz (BSA) kapcsolva. Az an-
tigének és a szérumok reakcidjat ELISA-mddszerrel tesztelték.

Eredmények. 14 RA-s betegnél (21,5%) és 27 SLE-s beteg-
nél (26,2%) volt igazolhaté szekunder sicca tinetcsoport je-
lenléte. A predikci6 alapjan a masodik (AGSE) és a harmadik
(YNIP) extracellulris hurkon, valamint egy intracellularisan
(TRIC) elhelyezked6 szekvencidt készitettek el peptid forma-
ban. Peptid formdban mindhdrom antigén szignifikdnsan
gyakrabban reagdlt a betegek szérumaval, mint az egészsé-
ges kontrollokkal, de az egyes betegségcsoportok kozott
nem volt kilénbség az antitestek el6forduldsaban vagy meny-
nyiségében. Ha azonban GST-vel konjugalt formaban prezen-
téltak az antigént, a GST-AGSE és a GST-YNIP elleni autoanti-
testek gyakorisdga pSS-ben (76%, ill. 87%) és SLE-ben (68%,
ill. 40%) is magasabb volt nemcsak a kontrollokndl (42%, ill.
0%), hanem az RA-s betegeknél is (33%, ill. 35%), a GST-
YNIP pedig a pSS-es betegeket is elkilonitette a tobbi beteg-
csoporttol. A BSA-val konjugalt AGSE-szekvencia elleni anti-
testek alapjdn, hasonléan a peptid-ELISA-hoz, nem lehetett
differencidlni a hdrom betegségben szenveddé betegek ko-
76tt. Az egyes anti-m3AChR antitestek azonos aranyban for-
dultak el a sicca szindromaval rendelkezd, illetve nem ren-
delkez6 RA-s és SLE-s betegek kézott.

Kovetkeztetések. m3AChR-rel reagdlé autoantitestek a
pSS-es betegek jelentés hdnyadaban el6fordulnak. A szerz6k
eredményei a médsodik és harmadik extracelluldris hurkon el-
helyezkedé epitépok antigenikus szerepét tamogatjdk. Az
antigének GST-vel fuziés formaban eléallitva hatékonyabb
immunolégiai felismerést eredményeznek, ami felveti, hogy
konformdcios epitopokrol van sz8. Az YNIP peptid elleni au-
toantitestek kimutatasanak differencidldiagnosztikai jelent6-
sége is lehet.
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A MESENCHYMALIS GSSEJTEK ALTAL TERMELT GALEKTIN-1
AZ ERKEPZODES SERKENTESEVEL BEFOLYASOLJA
A TUMORFEJLODEST

KrisToN-PAL Eva™', SzeBeNI GABOR JANOS™", NOVAK JULIANNAZ,
CziBuLA AaNEs?, S2ABO ENIKG?, FAJKA-Boja RoBERTAZ, UHER FERENCS,
KRENACS LAsz16*, MoNosToRI Eva'

'Magyar Tudomanyos Akadémia, Szegedi Bioldgiai
Kutatokozpont, Genetikai Intézet, Szeged

’Magyar Tudomanyos Akadémia, Szegedi Bioldgiai
Kutatékozpont, Genetikai Intézet, Szeged

*0rszdgos Hematoldgiai és Vértranszfuzios Intézet, Budapest
‘Daganatpatoldgiai és Molekularis Diagnosztikai
Laboratérium, Szeged

* Egyenlé mértékben vettek részt a kutatasban

Bevezetés. A szilard tumorok a novekedésiket tdmogaté tu-
morasszocidlt kotészovet jelenlétét igénylik. A kot6szoveti
elemek eredete nem teljesen tisztazott, de eqyik forrdsuk a
csontveldi mesenchymalis Gssejtek (MSC) lehetnek, melyekrél
leirtak, hogy a tumorszovetbe védndorolva tdmogatjdk annak
fejlédését. Eddigi eredményeink alapjan a vad tipusd MSC-k,
amelyek nagy mennyiségben fejezik ki a galektin-1 (Gal-1)
proangiogén és immunszuppressziv fehérjét, tdmogatjdk a
4711 eml6karcindma novekedését és metasztazisképzését. Je-
len munka az MSC-k dltal termelt Gal-1 tumorfejlédésre gya-
korolt hatdsdnak mélyebb megértésére irdnyul.

Madszerek. Vad tipusu (vtMSC) és Gal-1 knockout (MSCGal-
1-/-) MSC sejtvonalakat alapitottunk. QPCR-technikaval dssze-
hasonlitottuk, hogy az MSC sejtvonalak kilonboznek-e az im-
munszuppressziv, ill. a proangiogén faktorok termelésében.
Intravénasan kezeltiink tapinthatd méret(i 4171 eml6karcind-
mas egereket MSC-kel, és mértik a primer tumor novekedé-
sét. Az MSC-k immunszuppressziv hatdsanak tesztelésére
X-SCID egereket oltottunk B16F10 melanoma- és MSC-sejtek-
kel, és vizsgdltuk a tumor térfogatanak valtozasat. Az érkép-
26dés teszteléséhez elvégeztik a tumorok erezettségének
morfometrikus analizisét, valamint in vitro rendszerben
egyltt tenyésztettink MSC-ket H5V endotheliomasejtekkel
TDG (thiodigalaktozid, a Gal-1 ligandja) jelenlétében, és szoft-
veresen mértik a kialakuld kapillarisszer( strukturdk hosszat.

Eredmények. A vtMSC és MSCGal-1-/- a vizsgdlt immun-
szuppressziv (TGF-b, COX2) és érképzddést serkentd (VEGFA,
ANGPT1) faktorokat egyforma mennyiségben expresszéljak.
Annak eldontésére, hogy a Gal-1 immunszuppressziv faktor-
ként hat-e, X-SCID egerekbe B16F10 melanomasejteket oltot-
tunk vtMSC-vel, ill. MSCGal-1-/--vel. A MSCGal-1-/- nem ser-
kentette, mig a vtMSC drdmaian felgyorsitotta a melanoma
novekedését. A vtMSC-vel egyiitt oltott 4T1 emlékarcinéma
erezettsége gazdagabb volt, mint a csak egyedil 4T1-gyel ol-
tott vagy 4T1 és MSCGal-1-/- koinjektalt egerek tumora. In vit-
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ro H5V és MSC kokultara kapilldrisszer( strukturdinak hossza
drasztikusan nagyobb volt a Gal-1-et expresszalé viMSC jelen-
[étében, mint Gal-1 knockout MSC-vel, tovabba H5V és vtMSC
kokulturdban a TDG-kezelést kovetSen szignifikdnsan keve-
sebb strukturat lehetett lemérni, mint a szachardzkezelt kont-
rollban. A tapinthatd 471 eml6tumorral rendelkez6 egerek tu-
mornovekedését az intravénas MSCGal-1-/--kezelés nem be-
folydsolta, mig a vtMSC-kezelés szignifikdnsan serkentette.
Kévetkeztetés. A Gal-1-et termel6 vad tipusi mesenchy-
malis 6ssejtek szignifikdnsan serkentik az emlékarcinéma no-
vekedését fiiggetlendl attdl, hogy intravéndsan adagoljuk a
tumoros egerekbe, vagy a tumorsejtekkel oltjuk egyutt orto-
topikusan. Kimutattuk, hogy az MSC-eredet( Gal-1 nem im-
munszuppresszi6 3ltal, hanem az érképz6dés serkentése ré-
vén tolt be meghatdrozo szerepet a tumorndvekedésben.

VERKEPZO OSSEJT ATULTETES NON-SCID
IMMUNDEFEKTUSOKBAN

KRIVAN GERGELY, BENYO GABOR', Goba VERA', UjHELYI ENIKG',
Kassa CsaBA', SINKO JANOS', MARODI LAszLG?, KALLAY KRISZTIAN'

'Egyesitett Szent Istvan és Szent Laszl6 Korhdz, Budapest
’Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum
Infektoldgiai és Gyermekimmunoldgiai Tanszék

A vérképz6 Gssejt atultetés csaknem fél évszézada alkalma-
zott modszer a velesziiletett sulyos immunhidnyos éllapotok
kezelésében. A stlyos kombindlt immundefektusokon (SCID)
tul szamos olyan primer immundefektus ismert, amelyekben
az évek soran jelentkezd sulyos és visszatérd fertdzések mi-
att a betegek rendszerint nem érik meg a felnéttkort, ezért
transzplantacio indokolt. A szerz6k e heterogén betegségcso-
portban szenved( betegeikben végzett Gssejtatiltetések jel-
lemz6it és eredményeit foglaljdk 6ssze.

Az 1992. 01. 01. és 2012. 09. 01. kozotti id6szakban 31
(17 SCID, 14 non-SCID) primer immundefektusban szenved6
betegnél végeztiink vérképz6 Gssejt dtiltetést a Szent Laszlo
Kérhazban. A non-SCID betegek diagndzis szerinti megoszIa-
sa: 5 Wiskott-Aldrich-szindréma, 2 X-hez kot6étt lymphoproli-
ferativ szindroma (XLP), 2 krénikus granulomatosis (CGD), 1
leukocytaadhéziés defektus, 1 Schwachman-Diamond-szind-
roma, 1 WHIM-szindréma, 1 (D40-ligand-defektus, 1 DOCK8-
defektus. A betegeknél a klinikai diagnézist genetikai vizsga-
latokkal is aldtdmasztottuk. Fit/lany ardny: 11/3. A gyerme-
kek dtlagéletkora a transzplantacié idején median 4,2 (0,88-
17,76) év volt. A beavatkozast 4 esetben csalddi, 10 beteg-
nél HLA-identikus idegen donorral végeztek. Két esetben
graftelégtelenség miatt retranszplantaciora kerdlt sor. A pri-
mer graft megoszlds: 8 csontvel6i, 2 periférids vér, 4 koldok-
vér Gssejt. A transzplantacié soran megfigyelt leggyakoribb
szovédmeény az infekcié volt, grade II-IV. akut graft versus
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host betegség 3 alkalommal fordult el6. Betegeink kozil har-
mat veszitettink el: 1 akut GvH, 1 velesziletett szivfejl6dési
rendellenesség, 1 szepszis. A betegeknél tulnyomorészt do-
noreredetl vérképzést értink el, a hidnyzé immunfunkciék
korrekciojaval. Az oOsszesitett tulélés median 4,02 (0,32-
7,35) év nyomon kovetési idével 75% volt.

A vérképz6 dssejt transzplantacié biztonsagos és eredmé-
nyesen alkalmazhaté eljdrds a velesziletett immunhidnyos
dllapotok korrekcigjaban. A beavatkozast a transzplantdciés
szovédmeények és a késdi mellékhatasok csokkentése, vala-
mint a jobb életmindség elérése érdekében korai életkorban
- még a tarsbetegségek és a fert6zések miatti irreverzibilis
szervkarosodasok kialakuldsa el6tt - célszer( elvégezni.

A THYMUSEPITHEL OREGEDESENEK MOLEKULARIS
MECHANIZMUSA

KVeLL KRISZTIAN, TALABER GERGELY, VARECZA ZOLTAN, MisKEl GYORGY,
Fees ANIKO, JAN-ERIK WERRY, GAL PETRA, PONGRACZ JuDIT

Pécsi Tudomanyegyetem, Immunoldgiai és Biotechnoldgiai
Intézet

Minden fejlett tdrsadalomban novekszik az id6és emberek
aranya, mely jelentds egészségigyi problémakkal és gazda-
sagi terhekkel jar. Ezért sziikséges az dregedésért felel6s mo-
lekularis mechanizmusok kutatasa. A thymus jelentds szovet-
tani valtozadson megy keresztil az 6regedés sordn, melynek
élettani hatdsa az immunvalasz gyengulése a de novo T-sejt-
szelekcié gatldsa miatt. Munkdnk a thymus éregedéséért fe-
lel6s molekuldris mechanizmusok feltérképezését célozza,
mely hozzdjarulhat az immunrendszer 6regedésének megis-
meréséhez és terdpids célu lassitdsdhoz. A thymusepithel
oregedése folyaman csokken a Wnt, ezen belll a Wnt4 gli-
koprotein szekrécidja, melynek kévetkeztében csokken a
thymusepithelsejtek identitdsa feletti szoros kontroll. Ezzel
parhuzamosan az dregedés folyaman novekszik a LAP2a. fe-
hérje expressziéja, mely fehérje mesenchymalis elemekben
ismerten elGseqiti a zsirsejt irdnyd differencidlédast. A csok-
kené epithelidentitds, illetve a parhuzamosan novekvé zsir-
sejt irdnyu differencialédas, amelynek alapjat az epithelsej-
tek epitheliumbdl mesenchymalis irdnyt dtalakuldsa teremti
meg, egyittesen felel§s az epithelsejt zsirsejt irdnyu transz-
differencidlédasaért, végsé soron pedig a thymus zsirsejtes
embrionalis, felnétt és idGskord thymus epithelsejtjeiben
egyardnt meger6sitést nyertek. A thymusepithelsejtekben
szteroid hatdsara gyorsan lezajlé molekuldris szintd elvalto-
z4sok jelent6s hasonlésdgot mutatnak a fent ismertetett, las-
st dtemben zajlo fiziologids oregedést kiséré molekularis
biolégiai eltérésekkel. Ezek alapjan az egérnek ip. beadott
szteroid felgyorsitott Gtem( thymusepitheléregedés-modellt

kindl, illetve felhivja a figyelmet a farmakoldgiailag relevans
dézisban adott szteroidkezelés kevésbé kozismert thymuse-
pithelre kifejtett mellékhatdsaira. Munkdnk soran transzdiffe-
rencidcios noxa (LAP2c. vagy szteroid) hatdsara kialakulo
génexpresszios lipid signature is meghatarozasra kerilt mo-
lekuldris biolégiai szinten. Kutatdsaink arra is ravilagitottak,
hogy a zsirszovetté alakulds preferencidlisan a corticalis epi-
theliumra jellemz6 a thymusban.

A thymus dregedéséért felel6s molekularis mechanizmu-
sok azonositdsa jelentds kihatdssal bir. Ezen mechanizmusok
gatldsa kozvetlen haszonnal jar felnétt és idés kemoterdpia-
ban és/vagy sugarterdpidban részesuld, illetve csontveld-
transzplantacion dtesé betegek esetében, akikben nehézkes
a thymocytdak megtapadasa, valamint gyakoriak a visszatéré
fert6zések az eléregedett thymusstroma kovetkeztében.

A SEJTADHEZIO ES -MIGRACIO, MINT TUMORTERAPIAS
CELPONTOK - AZ 0T20-W-S-EWS KONJUGATUMOK
SEJTELETTANI HATASAI EGER ES HUMAN SEJTVONALAKON

LANG JULIA ANNA', PomAzI KATALIN', LANG ORsOLYA', BGSZE SziLvia?,
Mez6 GABOR?, KGHIDAI LASzLO'

'Semmelweis Egyetem, Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai
Intézet, Budapest
’MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport, Budapest

A primer tumorok attétképzése soklépcsds folyamat, amely-
nek legfontosabb lépései a tumorsejtek leszakaddsa, bekeri-
lése az érpalydba, megtapadasa, majd kilépése a kornyezd
szovetekbe és kolonizdcidja. A daganatos sejtek primer tu-
morrél vald leszakaddsa bekdvetkezhet a sebészi Uton tor-
ténd tumoreltavolitds sordn is. Az attétképzés megakadalyo-
zdsara klinikai szempontbél a folyamat elsé l1épésének, a tu-
morsejtek leszakadasanak gatldsa a legelénydsebb, amely a
sejtek adhéziojanak fokozdsdval és migracios képességik
csokkentésével valosithatd meg. Az e célra alkalmas terdpids
szerek un. kemotaxis/adhézié ardnya tehat <1. Munkdank cél-
ja a citokinreceptorok extracelluldris doménjében megtaldl-
haté W-S-EWS peptidek, valamint ezek oligotuftsinhoz (0T20)
konjugalt formdinak, mint a potencidlis tumorsejtszérodast
csokkentdé molekuldknak vizsgalata volt. Kisérleteink sordn a
kandidans molekuldk i) sejtmigraciora és ii) adhéziéra kifej-
tett hatdsat vizsgaltuk 10™ M - 10 M koncentréciétarto-
manyban egy egér (J774.2) és két human (MonoMac6 és
THP-1) monocytds leukémia sejtvonalon. A sejtmigraciot két-
kamras rendszerben (NeuroProbe), az adhéziét impedimetri-
as modszerrel (xCELLigence, Roche) mértik. A kandidans mo-
lekulak migraciora és adhézidra kifejtett szimultdn hatdsat a
kemotaxis/adhézi6 arany kiszamitasdval fejeztik ki. Az 0T20
konjugatumok 1, 5, 10, 15, 30, ill. 60 perces inkubaciot ko-
vet6 internalizaciojat karboxifluoreszceines jelolés segitségé-
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vel dramldsi citometridval vizsgdltuk. Eredményeink alapjin
elmondhaté, hogy mig a sejtadhéziét csak az SEWS tetrapep-
tid mddositotta jelentésen (MonoMacé sejteken 107-10" M
csokkentette, 107 M novelte), addig a migraciot a peptidek
és a konjugdtumok egyardant szignifikdnsan befolydsoltdk va-
lamennyi sejtvonalnal. Csékkent migracids valaszt indukdltak
J774.2 sejteknél az EWS, OT20-EWS és az SEWS; illetve a THP-
1 sejteknél a WSEWS és az 0T20-WSEWS. A migracios képes-
séget a J774.2 sejteknél az 0T20-SEWS, mig a THP-1 sejtek-
nél az SEWS és az 0T20-SEWS fokozta jelentésen. A Mono-
Macé sejtek migraciojat mind a 6 vizsgalt molekula fokozta.
A konjugatumok internalizacioja 10 M-os koncentracio és 60
perces inkubdcié mellett volt megfigyelhet6: a negativ kont-
rollhoz viszonyitott dtlagos fluoreszcencia 128-143% volt.
Osszegezve elmondhatjuk, hogy a J774.2 sejteken tapasztalt
jelentés migraciocsokkentd és enyhe adhéziofokozd hatdsa
révén az 0T20-EWS konjugdtum birt egyeddl széles koncent-
raciotartomdanyban 1-nél kisebb kemotaxis/adhézié arany-
nyal. igy optimalis tumorszorddas-csékkenté molekula lehet;
egérben torténd in vivo vizsgdlatdt munkdnk kovetkez6 fa-
zisdban kivanjuk megvalésitani.

MASP-1 KOMPLEMENTFEHERJE TISZTITASA HUMAN SZERUMBOL

MEGYERI MARTON', JANI PETER?, KAJDACSI ERIKA?, SCHWANER ENDRE?,
DEBRECZENI MARTA LiDIA%, STEFFEN THIEL®, ZAvoDszKY PETER',
CERVENAK LAS7LO?, GAL PETER

'MTA, Természettudomanyi Kutatékozpont, Enzimoldgiai
Intézet, Budapest

’Semmelweis Egyetem, IlI. Sz. Belgyogyaszati Klinika,
Kutatélabor, Budapest

*Department of Biomedicine, Aarhus University, Dania

Bevezetés. A komplementrendszer egyes elemeirél dssze-
gy(lt informaci6 egyrészt a kilonb6z6 komplement hidnybe-
tegségek vizsgalatabdl és dllatkisérletekbdl, masrészt a plaz-
mabol/szérumbdl tisztitott, ill. rekombinans formdaban el6al-
litott fehérjékkel végzett kisérletekbél szarmazik. Az MBL-
asszocialt szerin-protedz-1 (MASP-1) mikodésérél, mint a
lektin Utvonal egyik szerin-protedzdrdl a legtobb komple-
mentfehérjéhez képest kevés informacidval rendelkeztiink,
aminek részben az is oka lehet, hogy eddig nem sikerilt
megoldani a nagy mennyiségl aktiv MASP-1 tisztitdsat szé-
rumbol. Célunk volt tehdt a MASP-1 szérumbdl torténé tiszti-
tasanak kidolgozdsa, és a tisztitott MASP-1 tulajdonsagainak
osszehasonlitdsa a rekombindns MASP-1-gyel.

Mddszerek. A szérumot 10 mg/ml rekombinans MBL-lel
inkubdltuk, majd manndn-szefaréz 4B gyantdn, manndz eld-
cioval affinitdskromatogréfidt végeztunk. A frakciok MBL- és
MASP-1-koncentraciéjdnak meghatdrozésara idéfelbontdsos
immunfluorimetridt, az enzimaktivitds meghatarozasahoz

26

Western-blotot és fluoreszcens szubsztrat hasitasi analizist
haszndltunk. Endothelsejtmodellként HUVEC-et hasznaltunk,
a Ca”-mobilizaciot Fluo-4-AM festék segitségével, fluoresz-
cens mikroszképpal mértik.

Eredmények. Az emberi szérumbdl MASP-1-et - annak el-
lenére, hogy atlagosan 11 mg/ml a plazmakoncentraciéja -
csak nagyon kis mennyiségben tudtunk tisztitani (4-8 mg/
100 ml szérum) hagyomdnyos, mannan-szefaréz 4B affinitds
kromatografidval, ahol az oszlophoz az MBL/MASP-1 komp-
lex kotédik ki. Minthogy a MASP-1 mads mintdzatfelismer6
molekuldkkal is komplexet képez, feltehet6 volt, hogy nagy
része nem MBL-lel asszocidlodik. Ezért rekombindns MBL
elézetes hozzdadasdval toltuk el az egyensulyt, és igy 20-
szoros mennyiség MASP-1-et tudtunk tisztitani (160 mg/
100 ml szérum). Az igy tisztitott MASP-1 a folyamat soran ak-
tivalodott. Az aktiv, tisztitott MASP-1-et 6sszehasonlitottuk a
kordbban hasznalt rekombindns MASP-1-gyel endothelsejt
Ca-mobilizacids tesztben. A szérumbal tisztitott MASP-1 szin-
tén képes volt kivaltani Ca-szignalizaciét HUVEC-ben, bar va-
lamivel gyengébben, mint a rekombinans forma.

Kévetkeztetések. Nagy mennyiségli MASP-1-et csak re-
kombindns MBL jelenlétében sikerlt tisztitani. Ez felveti,
hogy a szervezetben a MASP-1 tobbsége fikolinokhoz kap-
csolddik. A tisztitott MASP-1 hasonlé Ca-mobilizaciét valtott ki
endothelsejtekbdl, mint a rekombinans katalitikus fragmen-
tum, ami egyrészt validalja eddigi, rekombindns MASP-1-
gyel végzett kisérleteinket, mdsrészt valdszindsiti, hogy az
enzimatikus tulajdonsdgok modellezésére tovabbra is hasz-
nalhato lesz a rekombindns molekula.

GALECTIN-9/TIM-3 UTVONAL SZEREPENEK VIZSGALATA
PRAEECLAMPSIABAN

MEGGYEs MATYAS', PaLkovics TAMAs', Miko Eva', BoGAR BARBARA',
BARAKONY! ALiz', SZEKERES-BARTHO JULIA', ILLES Zs0LT?, FARKAS BALINT?,
TAMAS PETER®, VARNAGY Akos®, Szerepal LASzLO!

'Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont,
Orvosi Mikroboildgiai és Immunitdstani Intézet
?pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kézpont,
Neuroldgiai Klinika

3pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont,
Szilészeti és N6gydgydszati Klinika

Bevezetés. A praeeclampsia (PE) a humdn terhességek sulyos
komplikaciéja, melynek etioldgidja és patogenezise mindma-
ig csak részben tisztazott. Tekintve, hogy az anyai és magza-
ti morbiditas, illetve mortalitds nagy részéért a PE tehetd fe-
leléssé, napjaink sziilészetének eqyik legnagyobb kihivésat
jelenti, méqg a fejlett orszagokban is. Alapveté tiinetei a hi-
perténia és a proteinuria, melyek az esetek tobbségében a
terhesség harmadik trimeszterében jelennek meg, és a szi-
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|ést kovet6en pdr héten belil visszafejlédnek. A TIM-3-mole-
kula (T cell immunoglobulin domain and mucin domain 3)
jellemzéen a mar differencidlt és elkotelezett proinflamma-
toricus, Th1-polarizalt lymphocytdk felszinén expresszalddik,
mint receptorfehérje. A TIM-3-receptor ligandja a lektinek
csaladjaba tart6zé galectin-9 (Gal-9) molekula. A Gal-9/TIM-
3 kapcsolédds a lymphocytakban a gyulladasos valasz gatls-
sahoz vezet, és periférids tolerancidt indukal. Vizsgalataink
célja annak tisztazasa, hogy az emlitett molekuldknak van-e
szerepiik a praeeclampsia patogenezisében.

Anyagok és modszerek. Korai kezdett (early onset) prae-
eclampsids (n = 27), illetve egészséges terhes nék (36 hetes,
n = 26) periférids vérébdl izolalt lymphocytaszubpopuldciék
TIM-3- és galectin-9-expressziojat vizsgdltuk, és meghatéroz-
tuk a (D8+ T- és NK-sejtek citotoxikus aktivitdsdt. A lym-
phocytakat fluorokrommal konjugalt antitestekkel jeldltiik és
aramldsi citometrids analizist végeztink.

Eredmények. Kimutattuk, hogy a praeeclampsids betegek
(D8+ T-, NK- és NKdim-sejtjei szignifikdnsan csokkent mér-
tékben expresszaljak a TIM-3-molekulat egészséges terhe-
sekhez viszonyitva. A galectin-9-molekula expressziéjdban
szignifikdns emelkedést tapasztaltunk az NK-, CD8+ T-sejtek
esetében a kontroll csoporthoz képest. Az NK- és (D8+ T-sej-
tek citotoxicitasat vizsgdlva megallapithatjuk, hogy csak a
TIM-3-pozitiv NK- és CD8+ T-sejtek mutatnak fokozott aktivi-
tast PE-ben az egészséges terhes csoporthoz képest.

Kovetkeztetés. Eredményeink alapjan feltételezhet6 a
Gal-9/TIM-3 atvonal jelentdsége a terhességi immunrequld-
cioban, illetve a megvaltozott TIM-3- és galektin-9-expresz-
szi6 szerepet jatszhat az immunvalaszok Th1-es irdnyanak el-
toldsaban praeeclampsia soran. Tovabbi vizsgalatokat igé-
nyel a receptor-ligand interakcié funkciondlis kdvetkezmé-
nyeinek pontosabb tisztdzdsa, illetve a molekuldkat szaba-
lyozé utvonalak felderitése. Bizonyitott, hogy a Gal-9/TIM-3
Gtvonal fontos eleme az immuntolerancia kialakuldsanak,
ezert aktivalasa lehetséges terdpids célpont praeeclampsia
soran.
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INFLIXIMAB VALASZKESZSEG PREDIKTALASA PERIFERIAS VER
GENEXPRESSZIOS ELEMZESEVEL RHEUMATOID ARTHRITISBEN
ES CROHN-BETEGSEGBEN

Mesk6 BERTALAN', POLISKA SzILARD', VANCSA ANDREA?, SZEKANECZ ZOLTAN?,
PaLATKA KAROLY?, HoLLO ZsoLt?, ZAHUCZKY GABOR®, PODANI JANOS®,
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’Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
Belgyo6gyadszati Intézet, Reumatoldgiai Tanszék, Debrecen
*Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
Il. Sz. Belgydgydszat, Debrecen

“EGIS Gydgyszergyar Nyrt., Budapest

*UD Genomed Kft.

*Bioldgiai Intézet, ELTE, Budapest

UD Genomed Kft.

A TNF-alfat célz6 biolégiai terdpidk térnyerése a rheumatoid
arthritis és Crohn-betegség kezelésében nyilvanvald volt az
elmult években, viszont a terdpidk sikeressége eltér6, aruk vi-
szont magas. Mivel ezen betegségek esetén a patogenetikai
hattér hasonld, varhatéan ugyanarra a biolégiai terapidra mu-
tatott valaszkészség esetén is hasonld genetikai jegyek fedez-
heték fel, ilyen 6sszehasonlitas eddig viszont nem tortént.

Periféridas vér mononukledris sejtjeinek génexpresszids
mintdzatait elemeztik matematikai mddszerekkel is annak ér-
dekében, hogy olyan génpaneleket azonositsunk, amelyek
egy adott betegpopulaciéban elvalasztjak a vélaszado beteget
a nem vélaszadotol a kezelés megkezdése el6tt, és ezen elva-
laszté erejiket egy figgetlen betegcsoporton is megtartjak.

Bebizonyitottuk, hogy 1. a periférids vér génexpressziés
elemzése alkalmas ennek felderitésére és az eredmények
validaldsara figgetlen mintaszetten; 2. a két betegségben
talalt génpanelek semmilyen atfedést nem mutatnak; illetve
3. tobb mint 5000 olyan génpanel azonosithaté betegségen-
ként, amelyek teljes elvaldst mutatnak.

GYOGYSZERSZALLITOK ALTAL KIVALTOTT KOMPLEMENT-
AKTIVALODAS MERESE HEMOLIZISEN ALAPULO TESZTTEL

MeszAros TAMAS', WEISZHAR Zs6KA?, HERINCS ZOLTAN', ROSIVALL LASZLO®,
SZEBENI JANOS'

'Semmelweis Egyetem, Nanomedicina Kutatdsi

és Oktatasi Kozpont Budapest

2SeroScience Kft., Budapest

*Semmelweis Egyetem, Korélettani Intézet, Budapest

Beverzetés. Az utébbi években egyre inkdbb terjed a nano-
gyogyszerek bevezetése a klinikumba, melyek kozott legis-
mertebbek a liposzomalis és micellaris rakellenes gydgysze-
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rek. A bennik lévé, virus nagysagu és alaku részecskéket az
immunrendszer idegennek ismer fel, és tdmadast intéz a
komplementrendszer aktivaldsan keresztil. A reakci6, me-
lyet komplementaktivaciés pszeudoallergianak (CARPA) ne-
veziink, esetenként sulyos vagy haldlos kimeneteld, ezért la-
boratériumi elérejelzése, ill. megel6zése fontos kutatdsi cél.
In vitro komplementmérések ugyan alkalmasak a nano-
gyogyszerek in vivo reaktogenitdsanak elérejelzésére, a leg-
ismertebb modszer azonban, amelyet C-aktivalds mérésre le-
het alkalmazni (ELISA), jelent6s szérdssal mér, és igen koltsé-
ges. Ennek alternativdja lehet egy hemolizisen alapulé egy-
szer( és olcso teszt, ami képes kimutatni a nanogyogyszer al-
tal okozott komplementvaltozdsokat.

Madszerek. Az adaptdlt hemolitikus esszé a szenzitizdlt
birka-vvs-eket (B-vvs) alkalmazé CH50 teszten alapul,
amelyben a vvs-ek hemolizise inverz mddon korreldl a
gyogyszer dltal okozott komplementaktivaldssal. A teszt so-
ran a B-vvs-t antitesttel szenzitizaljuk, amely medialja a hoz-
zdadatott szérum komplementtartalom-figgé hemolitikus
aktivitdsat. A szérum eldzetes inkubdldsa a vizsgalt gyogy-
szerrel komplementfogydshoz vezet, ennek mértékét adja
meg a B-vvs-bél felszabadulé és kénnyen mérhet§ szabad
hemoglobin mennyisége.

Eredmények. Kisérleteinkben szédmos liposzéma, micell3-
ris gyégyszervivé és egyéb nanogyogyszer komplementakti-
valé képességét mértik a B-vvt-teszttel emberi és éllati szé-
rumokban, amely mérések a gydgyszerek relativ reaktogeni-
tasanak becslésése mellett a kilonbozé allatfajok (tobbek
kozott patkany, kutya, malac, egér) komplementérzékenysé-
gét is megmutattak.

Kovetkeztetések. A bemutatott B-vvt-assay alkalmas a na-
nogyogyszerek komplementaktivald és igy CARPA-kivaltd ké-
pességének kvantitativ jellemzésére. A kisérleti rendszer
egyszeriisége és olcsdsdga lehetévé teszi rutin alkalmazdsat
kérhazi laboratériumokban is. Az eljards egyben alkalmas a
gyogyszerek komplementaktivdlé hatdsanak elemzésére 3l-
lati szérumban.

A TENYESZTETT KULSO GYOKERHUVELY KERATINOCYTA
MODELL ALKALMAZHATOSAGA ATOPIAS DERMATITISBEN

Macsal GABOR', LiszTes ERIKA?, NAGY GEORGINA, BiRO TAMAS?,
SIEGEDI ANDREA'

'Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
B6rgydgyaszati Klinika, Debrecen

’Debreceni Egyetem - MTA ,Lendilet” Sejtélettani
Kutatécsoport

Bevezetés. Az atépids dermatitis (AD) kronikus gyulladdsos
bérbetegség, amelyet egyrészt a velesziletett immunrend-
szer alulm(ikodése, mdsrészt az adaptiv immunrendszer disz-
reguldcidja jellemez. A betegséqg kialakuldsaban fontos szere-
pet jatszik a fizikokémiai bérbarrier kdrosodasa is, amelyben
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kiemelkedé jelentdséq a filaggrin (FLG) fehérje genetikai és
szerzett hidnya. A keratinocytdk szerepének vizsgdlatahoz
eddig féként biopszids mintdkat alkalmaztak, amelyek korl3-
tozott hozzaférhet6ségiik és az izoldlhato sejtek szdma miatt
nem elegendéek a korszer( kutatasokhoz. Az utébbi években
azonban kidolgoztuk a kilsé gyokérhively keratinocytak
(ORSK) tenyésztését; a modszer nagy elé-nye, hogy az ehhez
szikséges mintak fajdalommentesen izolalhaték a betegek
és kontroll személyek hajszalaibol, szemoldokébél és szakal-
Iabdl is. A mintdk tripszines emésztése utan az izolalt kerati-
nocytak fibroblasttapldlé rétegen tenyészthet6k, az igy nyert
sejtek pedig felhaszndlhatok mind immuncitokémiai, mind
egyéb molekuldris bioldgiai vizsgalatokra (qPCR, ELISA, Wes-
tern-blot) is.

Madszerek. Kisérleteinkben egészséges kontrollokbdl és
AD-s betegekbdl nyert ORSK sejteket tenyésztettiink, majd
qPCR segitségével vizsgdltuk a keratinocytak differencidcios
profiljat, valamint egyes AD-re jellemz6 citokinek, kemoki-
nek, antimikrobidlis peptidek és Toll-like receptorok exp-
resszidjanak véltozdsat. Az AD-s betegekbdl izoldlt sejtek az
egészséges kontrollokhoz hasonlé Gtemben fejlédtek, az FLG
genotipustol fiiggetlenil.

Eredmények. Eddigi eredményeink arra utalnak, hogy az
AD-s betegekbdl szdrmazé keratinocytdk mind a differencid-
cioés és proliferacios fehérjék tekintetében, mind a gyulladd-
sos citokinek (TSLP, IL-1) tekintetében eltér6 mRNS-expresz-
szi6s szinteket mutatnak a kontrollokhoz képest.

Kovetkeztetések. Ezek alapjan elmondhaté, hogy az ORSK
sejtek tenyésztése megfeleld alternativdja lehet a biopszias
mintdknak mind keratinocyta, mind keratinocyta-immunsejt
kokulturdk vizsgalataban is.

EMELKEDETT IL-17-SZINTEK KAPCSOLATA AZ OSZTROGEN-
SZINTEKKEL ES SZEREPUK A POSZTMENOPAUZALIS
CSONTVESZTESBEN

MOLNAR ILDIKG', BOHATY ILONAZ, SOMOGYINE VAR Eva'

'EndoMed, Debrecen
’Debreceni Regionalis Vérellaté Kézpont, Debrecen

A posztmenopauzalis osteoporosist a csontdllomany csokke-
nése és szerkezetének karosoddsa jellemzi. Elsésorban a
lumbalis gerinc érintett. Osztrogénhianyban - igy posztmeno-
pauzaban is - feler6sodnek a gyulladadsos kérfolyamatok. Az
IL-17, mint proinflammatoricus citokin stimulalja az IL-6 és
TNFa citokinek gyulladasos reakcioit.

Pre- (n = 22) és posztmenopauzdban (n = 72) lévé n6knél
vizsgdltuk a szérum IL-17 citokinszintek kapcsolatdt az 6szt-
rogénszintekkel és a csontvesztésre jellemzé csontdenzitdsi
(BMD) értékek alakulasaval. Az osztradiol szilard fazisi kemi-
lumineszcens (Immulite 2000) és az IL-17-szintek mérése
enzyme-linked immunosorbent (ELISA, PeproTech) mddsze-
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rekkel tortént. A csontdenzitdsi méréseket Hologic Discovery
Wi, DEXA (dual energy X-ray absorptiometry) készilékkel vé-
geztik: lumbalis, csip6tajék és femurnyak régidkban.

Az IL-17-szintek az 6sztrogénhidnyos csoportban (74,21 +
4,44 pmol/I, n = 78) jelentésen emelkedtek, szemben a nor-
mal osztrogénszinteket (239,44 + 226,17 pmol/l, n = 16)
mutato csoporttal (3,43 = 0,56 ng/ml vs. 3,01 £ 0,38 ng/ml,
P 3,04 ng/ml = premenopauzalis dtlag + 2 SD) alacsonyabb
T-score vagy csontdenzitdsi értékeket mutattak az IL-17-ne-
gativakhoz képest (T-score -1,2 + 1,1 vs -0,3 £ 1, P).

Megdllapithatjuk, hogy a magas IL-17 citokinszintek el6-
forduldsa kapcsolatot mutat az dsztrogénhidnnyal és a csok-
kend csontdenzitdsi értékekkel. Az IL-17-szintek emelkedése
hozzdjérul a posztmenopauzalis csontvesztéshez, kilonésen
a csip6tdjék-femurnyak régidkban.

A SLAP ADAPTOR FEHERJE SZABALYOZZA A CD3Z TNF ALTAL
INDUKALT PROTEASZOMALIS LEBONTASAT

MoLNAR-ERSEK BARBARA!, MOLNAR VIKTOR', BALOGH ANDREA?,
MATKG JANOS?, BuzAs EpiT', FALUS ANDRAS', NAGY GYORGY'

'Semmelweis Egyetem, Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai
Intézet, Budapest

2E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Bioldgiai Intézet,
Immunolégiai Tanszék, Budapest

Bevezetés. A tumornekrézis faktor-o (TNF) kozponti szerepet
jatszik a rheumatoid arthritis (RA) patomechanizmusaban, a
TNF-blokkolds napjainkban az egyik leghatékonyabb terdpias
lehet6ség RA-ban. A CD3T a TCR-komplex egyik jeldtvivé lan-
ca, expressziojanak csokkenését tobbek kozott daganatok-
ban, RA-ban és szisztémas lupus erythematosusban (SLE) is
leirtdk. A CD3T internalizacidjanak és lebontdsdnak egyik f6
szabdlyozdja az src adaptor fehérje (SLAP), szerepe a T-
lymphocytdk szelekcids mechanizmusaiban is ismert. SLAP-
KO egérben a zymosanindukalt arthritis enyhébb lefolydsu. A
génexpresszié szabalyozdsanak djonnan felismert szerepléi a
mikroRNS-ek, a miR-155 kozponti szerepe ismert az immun-
sejtek fejlédésében és mékodésében.

Mddszerek. A CD3-lancok és a SLAP expresszidjat Wes-
tern-blottal vizsgaltuk human T-lymphocytdkban. SLAP csen-
desitéséhez Jurkat-sejteket siRNS-ekkel traszfektaltuk. Az
mRNS-szint( méréseinket valds idejd (RT) PCR-rel végeztik.
A SLAP-CD3C kolokalizacidjat és lizoszomalis bomlasat konfo-
kdlis mikroszkdopidval tanulmanyoztuk. A sejtfelszini fehérjék
mennyiségét és a Ca**-szint intracellularis valtozasat dramla-
si citrometridval mértik. Az IL-2-szintet ELISA-moédszerrel
meértik.

Eredmények. Eredményeink szerint a TNF dozisfiggéen (p
<0,05), szelektiven és reverzibilisen csokkenti a CD3T kife-
jez6dését human T-lymphocytédkban, ezzel egyidében a C-

Idncok fokozott internalizaciéjat figyeltik meg, ami aktival-
hatésaguk kimutathaté csokkenéséhez vezet. A TNF dltal in-
dukadlt ¢-lanc-lebontds proteaszoma-gétldszerrel gatolhato,
ugyanakkor lizoszémainhibitor nem befolydsolja a (D3C le-
bomlasat, tovabba a TNF nem serkenti a CD3Z-1ancok lizosz6-
maban torténé megjelenését. A TNF elGsegiti SLAP expresz-
sziojanak novekedését (p <0,05), valamint CD3Z-val torténd
kolokalizaciojat (p <0,01). A SLAP csendesitésével a TNF ko-
vetkeztében kialakulé T-lanc-csokkenés kivédhetd. RA-ban
szenved6 betegek T-lymphocytdiban kimutattuk a SLAP szig-
nifikdnsan emelkedett szintjét (p <0,05), amelynek expresz-
szidja a terdpia fiiggvényében valtozik TNF jelenlétében. A
miR-155, amelynek valészinGsitett célpontjai kozott elékeld
helyen szerepel a SLAP, expresszidjdnak TNF jelenlétében
torténd csokkenését figyeltik meg.

Kovetkeztetések. A TNF a SLAP fehérjén keresztil szabdlyoz-
za a (D3C mennyiségét, annak proteaszomdlis degraddaciojan
keresztll. A SLAP expresszidja emelkedett RA-ban szenved6
betegek (D4" lymphocytdiban, ami felveti a mechanizmusnak
a betegség patomechanizmusdban betéltétt szerepét is.

A CHLAMYDIA MURIDARUM PLAZMID GENJEINEK KIFEJEZODESE
ES IMMUNOGENITASA KULONBOZO EGERTORZSEKBEN

MosoLyGo Timea, FALUDI ILDIKO, BALOGH EMESE, KARAI ADRIENN,
KERekeS FANNI, ENDRESZ VALERIA, BURIAN KATALIN

Orvosi Mikrobioldgiai és Immunbioldgiai Intézet,
Szegedi Tudomanyegyetem, Szeged

Bevezetés. Chlamydia trachomatis okozta fert6zés az eqyik
leggyakoribb szexudlisan atvihet§ megbetegedés, amely
gyakran kronikus kismedencei gyulladdssal jar egyutt. A C.
trachomatis és a kizérolag egérpatogén Chlamydia murida-
rum hordoz egy 7,5 kb nagysagu plazmidot, amely 7 fehér-
jét kddol. Ezen fehérjék szerepe a krénikus ferté6zésekben
még nem ismert. Kisérleteink soran célunk volt leirni a C. mu-
ridarum plazmidja (pMoPn) &ltal meghatdrozott gének
transzkripciés mintdzatat a fert6zés sordn, és megvizsgalni a
plazmidon koédolt fehérjékre kialakult immunvalaszt BALB/c
és (57BL/6 egértorzsekben.

Mddszerek. BALB/c és (57BL/6 egereket intranasalisan
fert6ztink C. muridarummal, majd kilénboz6 idépontokban
feldldoztuk 6ket. A tidékbél visszatenyésztheté Chlamydia
mennyiségét immunfluoreszcens mddszerrel hatdroztuk
meg. A pMoPn gének expressziéjanak meghatarozasara a ti-
débél teljes RNS-t vontunk ki, majd reverz transzkripciét ko-
vet6en qPCR-t végeztiink specifikus primereket hasznalva.
Rekombindns eljardssal eléallitott plazmid fehérjékre az ege-
rekben kialakult humordlis immunvalaszt Western-blottal,
mig a cellularis valaszt lymphocytaproliferaciés teszttel hata-
roztuk meg.
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Eredmények. Infektiv C. muridarumot a fertézést kévetd 1.
naptél a 28. napig tudtunk visszatenyészteni a fertézott
BALB/c egerek tidejébdl, C57BL/6 egerek tiidejébél a fertd-
zést kovetd 28. napon mar nem tudtunk él6 Chlamydiat ki-
mutatni. A pMoPn gének kifejez6désének mintdzata eltéré
volt a 2 egértorzsben. BALB/c egerek esetében emelkedett
pMoPn génkifejez6dést mértiink a 7. napon, 5 gén esetében
a kifejez6désiik fokozodott a 14. napig. Két gén, a TCA04 és
TCAO5 expresszidja konstans maradt a fert6zés soran. Ezzel
szemben (57BL/6 egerek esetében a pMoPn gének kifejez6-
désének emelkedése a fertGzést kovetd 14. napra tehetd, és
az expresszionovekedés mértéke joval kifejezettebb volt. A
plazmidfehérjékre specifikus immunvalasz is eltérének bizo-
nyult a két egértérzsben. BALB/c egerek esetében nem ala-
kult ki specifikus humordlis és celluldris immunvalasz a plaz-
midfehérjékkel szemben, még haromszori C. muridarummal
valo fertézést kovetéen sem. A TCA04 dltal kodolt pGP3 fe-
hérjére a (57BL/6 egerek specifikus ellenanyag-termeléssel
reagdltak egyszeri C. muridarummal valo fert6zést kovetéen.
A TCAO5 3dltal kédolt pGP4 fehérjére immunvalasz csak hd-
romszori C. muridarummal valé fert6zés hatasara alakult ki.

Kovetkeztetések. Kisérleteink alapjan a plazmid altal ko-
dolt fehérjéknek szerepe lehet a Chlamydidk indukalta gyul-
ladasos immunvalasz patomechanizmusdban, és a kialakult
immunvalasz fiigg a gazda genetikai hatterétél.

palyazati témogatas: TAMOP-4.2.2/B; OTKA PD 100442

SZIGNALUTVONALAK JELENTOSEGE AZ IMMUNOLOGIABAN
ES A GYULLADASBAN

NEMETH TAMAS, JAKUS ZOLTAN, MOCSAI ATTILA
Semmelweis Egyetem, Elettani Intézet, Budapest

Az immunrendszer 4ltaldnos mikodésének alapkdve a felis-
merés, amely bonyolult tobblépcsés mechanizmuson keresz-
til szabalyozza az immunsejtek kimeneti vdlaszat, leggyak-
rabban a kivdlté ok megsziintetését eredményezve. A felis-
merés zavarai sulyos fertézésekhez, illetve krénikus autoim-
mun kérképekhez vezethetnek. Ezen eltérések kontrolljahoz
fontos szempont a felismerés és a vélaszreakcié kozott elhe-
lyezked6 eseménysor ismerete, mely terdpids célpontok azo-
nositasat teszi lehet6vé. A magas energiaszinti molekuldk,
igy az ATP foszfatcsoportjanak transzferét medidlni képes en-
zimek, a kindzok szdmos immunoldgiai folyamatban fontos
szerepl6k. A kindzok részben elterjedtséguk révén idedlis te-
rapids tdmaddspontoknak tekinthet6k. Emellett aktivitdsuk
viszonylag kénnyen gétolhatd, valamint inhibitoraik toxicitd-
sa vizonylag alacsony. Ezeken tilmenden a kindzgatlék kis
molekuldjud inhibitorok, ez olcsé el6allitast és oralis adagolha-
tosdgot jelent. Kindzgdtlokat mar a klinikai gyakorlatban is
hasznalnak, az egyik sikertorténet a krénikus mieloid leuké-
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mia gydgyitdsdban haszndlt imatinib. A tirozin aminosavon
foszforilalé tirozinkindzok az immunoldgiai jeldtvitel nélki-
|6zhetetlen elemei, jelentds terdpids potenciallal. A lehetsé-
ges terdpids tamaddaspontok azonositasaban az eqyik lehet6-
ség a farmakoldgiai megkézelités, amely metodika egyik
legnagyobb hatranya a sokszor nem egyértelmd targetspeci-
ficitds. Ezt képes potolni a transzgénikus megkozelités. A gé-
tolhato intracellularis tirozinkindzok kozil autoimmun kérké-
pekben a Syk az egyik legigéretesebb kandidans. A Syk tobb
immunreceptor, igy mind a B-sejt receptor, mind az Fc-recep-
torok jelatvitelének esszencidlis eleme immunsejtekben. La-
borunk kisérletei alapjan elmondhatd, hogy a Syk nélkiloz-
hetelen résztvevéje az autoantitest-medidlt kisérleti autoim-
mun arthritisnek: genetikai hianyaban nem alakul ki az izile-
ti gyulladds és a kévetkezményes izileti funkciézavar. Ezzel
6sszhangban a hatdsat részben a molekula gatlasan kifejté
inhibitor, a fostamatinib human rheumatoid arthritisben ha-
tékonynak bizonyult.

Osszefoglaladsként elmondhatd, hogy a tirozinkinaz-gatlok
hematoonkoldgiai alkalmazasa mellett hatarozottan felmerdl
egyes kis molekuldju szerek terapids felhasznaldsa egyes hu-
man autoimmun betegségekben, igy a viszonylag megoldat-
lan terdpidval rendelkezé human autoimmun betegségek-
ben, koztik humdn autoimmun arthritisekben. A potencialis
célpontok azonositdsdban a farmakolégiai mellett a geneti-
kai megkozelités is jelentds.

GM1-GANGLIOZID-SZABALYZOTT A TUMORSEJT ALTAL
KOZVETITETT GAL-1-INDUKALT LCK-SZEGREGACIO
ES APOPTOZIS T-SEJTEKBEN

NovAk JULIANNA', DEAk MAGDOLNA?, KRisTON-PAL Eva', KovAcs LAszL0?,
MonosTorl Eva', Fajka-Boja ROBERTA'

'Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont, Genetika Intézet, Szeged
2szegedi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Reumatoldgiai Klinika, Szeged

Bevezetés. Szigndlmolekula kot6désekor a membranban térben
és id6ben jol ortientalt dinamikus folyamatok zajlanak: szignali-
zacios komplexek, raftok alakulnak ki modulok bevételével, il-
letve kiesésével. Az irodalomban létezik egy koncepcid, misze-
rint az elemek mozgatdsaban nagy szerepe van beliilrél az ak-
tinhdlozatnak, extracelluldrisan pedig a raftok egyik f6 kompo-
nenséhez, a GM1 gangliozidhoz koté galektin-1-nek (Gal-1).

Munkdnban vizsgdltuk, hogy a Gal-1 altal elinditott T-sejt
apoptotikus utvonalban eddig azonositott proximalis elemek
(fokuszalva az Lck tirozinkinazra és a GM1 gangliozidra) ho-
gyan illeszthet6k a fent emlitett koncepcidba, illetve hogyan
befolyasoljak az apoptotikus végkimenetelt.

Madszerek. Az Lck, a Y505-6n foszforildlt Lck (Lek inaktiv
forma), illetve a tirozinon foszforildlt fehérjék lokalizacidjat
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immuncitokémiai festéssel, konfokalis mikroszkép képfelvé-
tellel analizaltuk Jurkat T-sejtvonalon, és human aktivalt T-
sejteken. A kilénb6z6 mennyiség( sejtfelszini GM1 ganglio-
zidot hordozd sejteket koleratoxin-biotin-streptavidin-kap-
csolt magneses gyongyokkel vélogattuk szét. A raftok jelen-
t6ségét eldonté kisérletekben p-ciklodextrint alkalmaztunk,
az apoptozisteszteket pedig egy dltalunk kifejlesztett tumor-
sejt-T-sejt kokultdrds rendszerben végeztik, ahol tumorsejt
kozvetiti a Gal-1-et.

Eredmények és kovetkeztetés. A tumorsejt felszinén lévé
Gal-1 az Lck tirozinkindz kizarédasat indukalja a sejt-sejt kon-
taktusbdl, vagyis a szinapszisban kialakulé mikrodomén struk-
turabal (Lck szegregdcio). Az inaktiv formdaban Iévé Lck azonos
lokalizaciét mutat az 6sszes Lck-val, az id6kinetikai elemzések
pedig azt tukrozik, hogy az Lck a sejt-sejt kapcsolddast kovetd
30-60 percben inaktivalédik és kizérodik a sejtszinapszisbél.
Ezzel 6sszhangban, a kezdeti intervallumban tirozinon foszfori-
131t fehérjék a sejt-sejt kapcsolatban mutatnak feldusuldst, iga-
zolva az dltalunk kordbban kozolt eredményeket, melyben ko-
rai tirozinfoszforilaciés eseményekrél szdmoltunk be. A GM1
gangliozid szerepét az Lck irdnyitott membrdn mozgdsaban a
kovetkez6 mddon igazoltuk: Jurkat-, illetve human aktivalt T-
sejteket GM1 sejtfelszini mennyiség alapjan alacsony (aGM1),
illetve magas GM1 (mGM1) populdciokra valogattuk szét. Az
aGM1 Jurkat- és aT-sejtekben az Lck-szegregécid és az apopto-
zis alacsonyabb mértékd volt, mint az mGM1 T-sejtekben. Ezek
az eredmények mutatjak, hogy a Gal-1-k6t6 GM1 szerepet jt-
szik a lektin altal indukalt korai sejtmembranban torténd dina-
mikus molekulamozgdsokban és ennek kévetkezményeként a
Gal-1 3ltal kivéltott T-sejt-apoptozisban.

A HERPES SIMPLEX-1 (HSV-1) ES -2 (HSV-2) AUTOFAGIAT
KIVALTO HATASANAK VIZSGALATA SIRC CORNEALIS
SEJTVONALON

0ROz LAszL0", PAszTor KATA!, PETROVSKI GORAN?, FACSKO ANDREA®,
MeGYERI KLARA™ *

'Szegedi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Orvosi Mikrobioldgiai és Immunbioldgiai Intézet, Szeged
’Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Szemklinika, Debrecen
3szegedi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Szemészeti Klinika, Szeged

*Cornell University, College of Veterinary Medicine,
Department of Microbiology and Immunology, Ithaca, NY,
USA

Bevezetés. Az autofdgia evoluciésan konzervalt intracellularis
degraddciés folyamat, amely lehetévé teszi a tapanyagok uj-
rahasznositdsat és a sérilt vagy veszélyes citoplazmatikus or-
ganellumok, molekuldk, illetve patogén dgensek autofago-

szomak 3dltali eltdvolitdsat. Ezaltal az autofagia a természetes
és az adaptiv immunitdsban is jelentds szerepet jatszik. A
HSV-1- és -2-infekcié kovetkezményeként leirtdk az autofa-
goszomak képzddését egyes sejttipusokban. Azonban a HSV-
k altal okozott szemfert6zések esetében az autofdgia kiala-
kuldsat és ezen betegségek patomechanizmusdban betoltott
szerepét eddig még nem vizsgaltak.

Maddszerek. SIRC nydl cornealis sejtvonal sejtjeit fert6ztik
HSV-1 és HSV-2 virustorzsekkel kilonbézé multiplicitasokkal
és eltér ideig. A bekovetkezé autofagoszoma-képzddést
transzmisszios elektronmikroszkopidval és ATG-5-specifikus
immunfluoreszcens festéssel detektdltuk. Western-blot-ana-
lizis seqitségével hatdroztuk meg az Atg-5 expressziojat, va-
lamint az LC-3-B-1/LC-3-B-1l ardnyt. A sejteket kilonboz6, az
autofagidt gatld szerekkel (klorokvinnal és bafilomycinnel) is
kezeltik, és igy mértik az autofdgids fluxust.

Eredmények. Az elektronmikroszkopos felvételeken mind a
virionokat, mind pedig a kettds fald autofagoszémakat észleltik.
A HSV-1 és a HSV-2 dltal fert6zott sejtekben detektaltuk az ATG-
5-pozitiv autofagoszémak jelenlétét immunfluoreszcens festés
segitségével. A Western-blot-analizis szintén igazolta az ATG-5
szintjének emelkedését a fert6zott sejtekben a kontrollhoz ké-
pest. Az LC-3-B-1/LC-3-B-Il ardny csokkenését is észleltik mind a
HSV-1-gyel, mind pedig a HSV-2-vel fert6zétt SIRC sejtekben
Western-blot-analizis segitségével. A klorokvin és a bafilomycin
gatlészerek hatdsara az LC-3-B-Il szintje jelentdsen emelkedett.

Kovetkeztetések. Kisérleteink igazoltak, hogy a HSV-1 és a HSV-
2 hatékonyan szaporodik a SIRC cornealis sejtvonalon. Adataink
alapjan a HSV-k replikacigjuk sordn autofagoszéma-képzédést, il-
letve ATG-5- és LC-3-B-lI-szint-emelkedést valtottak ki. A gatlosze-
res kezelések bizonyitottak az autofagids fluxus meglétét is. Ered-
ményeink tehat arra engednek kovetkeztetni, hogy mind a HSV-
1, mind @ HSV-2 autofagiadt indukdl a SIRC cornealis sejtvonalon.
Ezek az adatok hozzdjdrulhatnak a HSV-k dltal okozott szemészeti
kérképek immunpatogenezisének jobb megértéséhez.

A FOTOFEREZISTERAPIA HATASA AZ IMMUNREGULACIORA
ES LYMPHOCYTAAKTIVACIORA SZISZTEMAS SCLEROSISBAN

PaPP GABOR', BARATH SANDOR', GYIMESI EDIT', SZEGEDI ANDREA?,
SZODORAY PETER?, ZEHER MARGIT'

'Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
Belgyogyaszati Intézet, Klinikai Immunoldgiai Tanszék,
Debrecen

*Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
BGrgydgyaszati Klinika, Debrecen

3University of Oslo, Institute of Immunology, Oslo

Bevezetés. Korabbi vizsgalataink aldtdmasztottak az extracor-

poralis fotoferézis- (ECP-) terdpia klinikai hatékonysagat dif-
flz cutan szisztémas sclerosisban (dcSSc), tovabba kimutat-
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tuk a kezelések szerepét a proinflammatoricus és profibroti-
cus folyamatok csokkentésében, és a betegség progresszio-
janak gatldséban. Jelen tanulmanyunkban kutatasainkat foly-
tatva, nagyobb beteganyagon vizsgaltuk a terdpia hatésait a
periférids lymphocytaaktivaciéra és sejthalalra betegkben,
kilonos tekintettel e folyamatok és az immunreguldciés pro-
filban megfigyelt vdltozasok kapcsolatéra.

Madszerek. Vizsgalatainkba 19 dcSSc-ben szenved6 bete-
get vontunk be, akik egyénenként dsszesen 12 ECP-kezelés-
ben részesiltek tanulmanyunk id6tartama alatt. A vérmintak
levétele a terdpids ciklusok el6tti napokon tortént, az eljards
korai biolégiai hatdsainak kikiszobolésének céljgbdl. Kont-
rollként 16 egészséges személy vérmintdja szolgalt. Kutata-
saink sordn dramldsi citometridval meghatdroztuk a perifé-
rids T- és B-sejtek CD95-, annexin-V-, (D69- és HLA-DR-exp-
ressziojat, illetve a periférids (D4+CD25+ Treg-sejtek értéke-
it a betegekben. A CD4+CD25+ Treg-sejtek szuppresszor md-
kodését in vitro funkcionalis teszttel vizsgaltuk.

Eredmények. Az ECP-terdpia megkezdése el6tt a betegekben
a (D95+ T-sejtek szama és ardnya szignifikdnsan magasabbnak
adddott a kontrollhoz képest, azonban a kezelések hatdsara az
értékek fokozatos csékkenést mutattak. A T- és B-sejtek annexin
V-expressziéja nem valtozott a terdpia sordn. Egyértelm( nega-
tiv korreldciot tapasztaltunk a CD95+ T-sejtek és a (D4+(D25+
Treg-sejtek szazalékos aranydnak valtozasa kozott. Bar a kezelé-
sek hatdsara sem a korai ((D69+), sem a kés6i (HLA-DR+) akti-
valt T-lymphocytdk szdma nem valtozott szignifikansan, a keze-
lés befejeztével erds negativ korreldcié alakult ki kéztik és a
(D4+(D25+ Treg-sejtek szuppresszor aktivitdsa kozott.

Kovetkeztetések. Eredményeink alapjan a T-sejtek kezdeti fo-
kozott (D95-expresszidja dcSSc-ben részét képezheti a szervezet
dltal az autoimmun folyamatokra adott fizioldgids valaszreakcio-
nak. Az autoreaktiv folyamatok mérséklédésével a CD95+ T-sej-
tek értékei szintén csokkennek, amelynek hatterében az ECP-te-
rapia dltal felerdsddott immunregulaciés miikodések éllhatnak.

PARLAGF( SZUBPOLLEN PARTIKULAK NAD(P)H-0XIDAZ
ENZIMEI ALTAL TERMELT REAKTIV OXIGENGYOKOK
HATASAINAK VIZSGALATA HUMAN DENDRITIKUS SEJTEKEN

PAzMANDI KiTTi", BRAHMA V. KuMAR', SzABO KRISZTINA', BOLDOGH ISTVAN?,
S106R ARPAD®, VEREB GYORGY®, RAJNAVOLGYI EVA', BACSI ATTILA'

"Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
Immunoldgiai Intézet, Debrecen

University of Texas Medical Branch, Department

of Microbiology and Immunology, Galveston, USA
*Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen

Bevezetés. Kordbbi vizsgdlatok eredményei alapjan elmond-
hato, hogy a pollenszemekbdl hidratacié soran kiszabadulé
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szubpollen partikulak (SPP) megérzik az intakt pollenszemek-
re jellemzé allergén komponenseket, illetve reaktiv oxigén-
gyokok termelésére képes NAD(P)H-oxiddz enzimeket, ezal-
tal fontos szerepet jatszanak az allergids tinetek kivaltasa-
ban. A belégzett SPP-k méretiiknél fogva (0,5-4,5 pm) képe-
sek az alsébb légutakba is lejutni, ahol kézvetlen kapcsolat-
ba keriilhetnek a dendritikus sejtekkel.

Mddszerek. Munkank sordn a leggyakoribb aeroallergén-
nek szamit6 parlagf( intakt pollenszemeinek hidrataciojaval
nyert SPP-izoldtumokkal kezeltink humdn monocytaeredet(
dendritikus sejteket (moDC), majd vizsgaltuk a sejtek fenoti-
pusos és funkcionalis valaszat.

Eredmények. Kisérleteink soran azt taldltuk, hogy a keze-
Iés hatdsara az moDC-kben megemelkedett az intracellularis
reaktiv oxigéngyok koncentracio, fokozddott a sejtfelszini fe-
hérjék (CD40, (D8O, (D86, HLA-DQ) expresszidja, nétt a sej-
tek citokin- (IL-6, TNF-a,, IL-10), illetve kemokin- (IL-8) szek-
récidja. Konfokalis mikroszkdép segitségével kimutattuk az
SPP-k intracelluldris lokalizaciojat, amely az moDC-k nagy-
mérték SPP fagocitézisara utal. Megallapitottuk tovabba,
hogy az SPP-vel kezelt moDC-k fokozzdk a naiv T-sejtek pro-
liferaciojat. Allogén D3+ pan-T-sejtekkel torténd kokultiva-
ciot kovetéen elmondhatd, hogy az SPP-vel kezelt moDC-k
aktivaljdk az IFN-y-, illetve IL-17-szekretdlo T-sejteket, fug-
getlendl a donor atépids statusdtél. Ugyanakkor az IL-4 cito-
kint termeld T-sejtek aktivaciojat kizarélag parlagfire aller-
gids egyének mintdiban tudtuk detektalni. Ezen kisérletein-
ket az SPP NAD(P)H-oxiddzdnak szubsztrdtja, azaz exogén
NADPH jelenlétében megismételve nagyobb mértékd moDC-
aktivaciot tapasztaltunk. Ezzel szemben az SPP-k héinaktiva-
I3sa, illetve specifikus NAD(P)H-oxiddz-inhibitor (diphenyle-
neiodinium) jelenléte gdtolta az moDC-k fenotipusos, illetve
funkcionalis érését, amely arra enged kovetkeztetni, hogy az
SPP NAD(P)H-oxiddza dltal termelt reaktiv oxigéngyokoknek
részben szerepe lehet a dendritikus sejtek aktivaciéjaban.

Kovetkeztetések. Eredményeinket dsszegezve elmondha-
to, hogy a belégzett parlagfi SPP-k az alsé légutakba jutva
képesek a léguti dendritikus sejtek aktivaldsdra, ezaltal meg-
hataroz6 szerepik lehet a pollenindukalt allergids reakciok
szenzitizacios fazisaban is.
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STABIL IMMUNOLOGIAI PROFIL TOBBSZOROSEN KIUJULO
METASZTATIKUS MELANOMABAN

Pos ZoLTAN', TARA L. Spivev?, Hur Liv?, JINGuo CHEN®, JoHN R. WUNDERLICH?,
GiuLia Parisi®, PauL F. RogBINS®, Licia RivoLTiNt, MICHELE MAIOS,
Lotri CHoucHANE®, ENA WANG?, FRANCESCO M. MARINCOLA®

'MTA-Semmelweis Egyetem ,Lendiilet” Kisérletes

és Transzlacids Immunomikai Kutatocsoport, Budapest
Rush University Medical Center, Department of General
Surgery, Chicago, IL, USA
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Department of Transfusion Medicine, Clinical Center,
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‘Infectious Disease and Immunogenetics Section,
Department of Transfusion Medicine, Clinical Center,
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*Surgery Branch, National Cancer Institute, National Institutes
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SCancer Bioimmunotherapy Unit, Centro di Riferimento
oncologico, Aviano, Olaszorszag

Unit of Immunotherapy of Human Tumors, Fondazione IRCCS,
Istituto Nazionale Tumori, Milan, Olaszorszag

sweill Cornell Medical College in Qatar, Education City, Doha,
Katar

Bevezetés. Jelen program célja a daganatos mikroevollcié ge-
nomi léptékd vizsgdlata volt attétes, végstadiumu melanomds
betegekben annak felmérésére, hogy milyen egyedi, egyes
betegekre jellemzé, és ezzel szemben milyen k6z6s, szdmos
betegben konzekvensen végbemend események, véltozasok
torténnek genomi szinten a betegség e nehezen vizsgalhato,
de orvosilag kilondsen relevans, terminalis szakaban.

Maodszerek. A programban nyolc ritka, kilonleges melano-
mas pacienst vizsgdltunk, akik a betegség végstadiumat ext-
rém hosszt id6én at talélve nagyszamu visszatérd (rekurrens)
melanomadttétet éltek tul, és akiknek idében egymast ko-
vet( attétes mintdi igy betekintést engedtek a betegség ge-
nomi fejlédésének folyamataba. A folyamatot teljes genomi
analizisben, mind a DNS-szint(, kopiaszambeli aberracidkat,
mind az RNS-szintl, génexpressziés markerek viselkedését,
stabilitasat kovetve elemeztik.

Eredmények. A melanoma végstddiumaban a genomi fej-
|6dést mar nem trendszer(, azaz mikroevolucidsan feltehet6-
en adaptiv, hanem sztochasztikus valtozdsok dominaljak. Et-
t6l fuggetlentl, még egy ilyen intenziven véltozé genomi
kornyezetben is, az egyes paciensekre egyedileg jellemz6
genomi aberrdciok, génexpresszios torzuldsok tovabbra is t-
Ut6 er6vel birnak. Kulondsen érdekes, hogy az egyénileg
legstabilabb daganatmarkerek kézott feliilreprezentaltak az
immunoldgiai értelemben kozponti jelentdséqli cancer-testis
antigének, mint a MAGE-A4, -B2, -(2, BAGE-2, az antigénpre-
zentdcioban fontos molekuldk, vagy a KIT protoonkogén,

amik bevett, vagy bevezetés alatt 4ll6 célzott daganatterd-
pidk kritikus célpontjai.

Kovetkeztetések. Adataink szerint egy tetsz6leges méret(i
betegcsoportban megfigyelt melanomads attéteket, mint kli-
nikai eseteket, egyértelmden elsésorban a paciens személye,
és nem az egyes attétek teszik kilénbozévé, amiben stabil,
egyedi immunoldgiai profiljuknak is komoly szerepe lehet.

A CR3 ES (R4 ELTERO SZEREPET JATSZIK AZ IC3B
KOMPLEMENT FRAGMENTUM MEDIALT FAGOCITOZIS SORAN

SANDOR NOEMI", PARE) KATALIN?, KRISTOF KATALIN?®, PAP DomonKos?,
ERDEI ANNA®, BAJTAY Zsuzsa®

'MTA-Eotvos Lorand Tudomédnyegyetem Immunoldgiai
Kutatécsoport, Budapest

’MTA Enzimoldgiai Intézet, Budapest

3ELTE Természettudomanyi Kar, Bioldgiai Intézet,
Immunolégiai Tanszék, Budapest

‘Semmelweis Egyetem Altaldanos Orvostudomanyi Kar,
I. Sz. Gyermekgydgydszati Klinika, Budapest

Az opszonizalt fagocitézis az immunrendszer egyik hatékony
effektorfunkcidja a patogének eltavolitdsa sordn, tovdbbd a
fagocitézis fontos lépése az antigénbemutatdsnak. A 3
komplementkomponens-eredet(i fragmentumok a patogének
felszinén lerakodva opszonikus fagocitézist indukalnak. A CR3
(CD11b/CD18) és (R4 (CD11c/CD18) komplementreceptorok-
rol régota ismert, hogy az iC3b-vel opszonizalt antigének fa-
gocitézisat kozvetitik. Mindkét receptor a p2-integrinek csa-
ladjaba tartozik, és mivel ligandumspecificitdsuk atfedd, igy
funkcidikat is hasonlénak tartottak. Eqyre tobb adat utal azon-
ban arra, hogy a (R3 és (R4 kilonboz6 feladatot is ellathat.
Munkdnk sordn a CR3- és CR4-receptorokat egyardnt nagy
mennyiségben kifejezé dendritikus sejtek esetében az iC3b-
vel opszonizdlt partikulumok felvételét tanulmanyoztuk. Az
iC3b-vel opszonizdlt gomba és baktérium fagocitézisat hu-
man monocytaeredet( dendritikus sejtek (MDC-k) esetében
elemerztiik. A két receptor részvételét a folyamatban recep-
torspecifikus ellenanyaggal torténdé gatlds és RNS-silencing
technika alkalmazasaval vizsgaltuk dramldsi citofluorimetria
és konfokdlis 1ézerpdsztazé mikroszkopia segitségével.
Kimutattuk, hogy MDC-k esetében az iC3b kotésére mind-
két receptor egyarant képes. Adataink alapjan az MDC-k
mind az iC3b-vel opszonizélt éleszté-, mind az iC3b-vel op-
szonizalt baktériumpartikulumokat hatékonyan felvették. Ezt
a folyamatot az anti-CD11b gétolta, de az anti-CD11c nem. Az
MDC-k csdkkent mértéki CD11b-expresszidja az iC3b-kozve-
titett fagocitozist gétolta, mig a CD11c géncsendesitése nem
befolyasolta annak mértékét. Bizonyitottuk, hogy a CR3- és
(R4-medialt fagocitézisban az Fc-receptorok és mintdzatfelsi-
merd receptorok nem vesznek részt. A komplementrceptorok
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mozgdasat az iC3b-mediadlt fagocitozis soran konfokalis mikro-
szkdpidval is nyomon koévettik. Funkciondlis tesztekben ki-
mutattuk, hogy az iC3b-vel térténd opszonizacio elsédleges
szerepe a fagocitozis el6segitése, mig az MDC-k differencia-
ciéja, gyulladasos citokintermelése és T-sejt-aktivalo képes-
sége nem valtozott.

Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az iC3b-
medidlt fagocitézist elsésorban a CR3 kozvetiti, a CR4 csak ta-
mogatja ezt a folyamatot. Kisérleteink ravilagitanak a két re-
ceptor kordbban nem jellemzett funkcionalis kilénboz6ségére.
A folyamat részleteinek feltarasa tovabbi vizsgélatokat igényel.

A B-SEJTEK ES A PLAZMASEJTEK IMMUNOLOGIAI SZEREPE
SARMAY GABRIELLA
ELTE Immunolégiai Tanszék, Budapest

A B-sejtek szerepe az immunvdélaszban sokrétl: nemcsak az
ellenanyag-szekretdld plazmasejtek el6alakjai, hanem részt
vesznek az antigénbemutatasban, citokineket (limfotoxin-p,
IL-1B, TNFa, IL-6, IL-10) termelnek, ektopikus nyirokszovet ki-
alakitasdra képesek, és fontos szerepiik van mind a humora-
lis, mind a sejtes immunvélaszt szabdlyozd folyamatokban.
Ujabban leirt csoportjuk, a requlator B-sejtek vagy B10 sej-
tek, IL-10-t6l fugg6 és figgetlen modon is részt vehetnek a
gyulladas szabdlyozasaban. El6addsomban a legujabb adato-
kat foglalom 6ssze a B-sejtek funkciojardl.

A LYMPHOCYAK MEMBRAN-OSZTROGENRECEPTORA:
KAPCSOLAT A GENOMIALIS ES NEM GENOMIALIS JELATVITELI
UTVONALAK KOZOTT

SCHNEIDER ANDREA, SCHUSZTER KiTTl, LASZLO GLORIA, MATKO JANOS

E6tvod Lordnd Tudomanyegyetem Természettudomayi Kar,
Immunolégia Tanszék, Budapest

A nemi hormonként mdr jél ismert 8sztrogén (17p-6sztradiol,
E2) az immunvalasz kimenetelét is képes befolyasolni. A tob-
bi szteroidhoz hasonléan transzkripciés faktorként mdikodé
magi receptorain (ERa, ERB) keresztil fejti ki hatdsat. Ez az
Un. klasszikus vagy genomidlis Utvonal. Az E2 feltehetéen
plazmamembran-receptoron (mER) keresztil is hathat (nem
genomialis ut), gyors jelatviteli események moduldldsa ré-
vén. A genomidlis Ut a célsejt komplex funkcidjat szabalyoz-
za, mig a nem genomiglis Ut lehetdséget adhat a dinamikus
kornyezeti valtozasokhoz val6 alkalmazkoddshoz és a szaba-
lyozds finomhangoldsahoz.

Az mER vizsgalatdhoz a membran-impermeabilis E2-
BSA(-FITC) konjugatumot haszndltuk. Az ER-ek lokalizaciéja-
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nak feltérképezéséhez konfokdlis mikroszképiat, az mER di-
namikdjanak és sejtpopulaciok kézotti eloszldsanak feltardsa-
hoz dramldsi citofluorimetridt alkalmaztunk. E2 in vitro proli-
ferdciora kifejtett hatdsat H3-timidin-beépuléssel mértik. A
plazmamembran-szepardtumokat Western-blot-modszerrel
vizsgaltuk.

A mER 3ltal megkotott E2-BSA-FITC gyorsan (<30 min) in-
ternalizalodik, majd a lizoszomakba keriil. Kimutattuk tovab-
b3, hogy a plazmamembran mER-szintje viszonylag hamar
helyreall (60 perc utan teljes a receptorreciklizacio); s6t ma-
gasabb mER-szint mérhetd, mint a kiindulasi sejtallapotban.
Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a sejtnek van egy intracel-
luldris ,mER készlete”, melyet a kérnyezet E2-szintjét érzé-
kelve felszabadit. Elképzelhetd, hogy az mER 3ltal megkotott
E2 a nem genomidlis valaszok elinditdsa utan az mER kozve-
titésével keril a sejt belsejébe, és mint egy hordozo, dtadja
ligandumat a citoplazmatikus osztrogénreceptoroknak. Erre
vonatkozéan még nincsenek adataink. A genomidlis és nem
genomidlis ut kozotti kapcsolatra azonban vannak bizonyité-
kaink. Ha a sejteket E2-BSA-val el6kezeljik, azaz kozvetlendl
az mER-t célozzuk meg, akkor megné a klasszikus ER GPR30
membrdnlokalizdltsdga. Tehdt az mER dltal kozvetitett jel a
membranhoz ,toborozza” a citoplazmatikus receptorokat. Ezt
aldtdmasztja, hogy plazmamembran és GPR30 jelenlétét
egyardnt ki tudtuk mutatni. Eredményeink alapjan elmond-
hatjuk, hogy a kilonb6z6 lym-phocyta-sejtpopuldcioknak el-
tér6 a mER-expressziés szintje, s6t a thymocytdkon belli ku-
lonbségeket elnézve feltételezhetjiik, hogy akar a sejtek éré-
si folyamataban is szerepet jatszik valamilyen mddon. Ered-
ményeink szerint az 6sztrogén a citoplazmatikus és memb-
ran-receptorain keresztil eltér6 modon szabdlyozza a lym-
phocytak proliferaciojat. Az E2 jelenlétében térténd aktivalds
dltaldban gétlé, mig az E2-BSA jelenléte minden esetben po-
zitiv hatdsu a sejtek proliferdciéjara. Az mEeR a sejtek szdma-
ra tehat nagy valdszintiséggel aktival jelet kozvetit.

A GYULLADASGATLO FLAVONOIDOK
HATASMECHANIZMUSANAK VIZSGALATA ENDOTHELSEJTEKEN

SCHWANER ENDRE, DEBRECZENI MARTA LipIA, JANI PETER KAROLY,
CERVENAK LAS7LO

Semmelweis Egyetem, Ill. Sz. Belgydgydszati Klinika,
Kutatélaboratérium, Budapest

Bevezetés. Az ereket belilrél borité endothelsejt-halézat a
szelektiv barrierfunkcié ellatdsa mellett szamos folyamat re-
gulatora. Az endothelsejt funkcidi kozil a gyulladas szabalyo-
73sa kozponti szerepet tolt be. Kordbbi munkdank sordn leir-
tuk, hogy a kvercetinnel rokon flavonoidok eltér6 médon be-
folydsoljdk az endothelsejtek gyulladasos citokin valaszat (IL-
6, IL-8, MCP-1). Minthogy az egyik legfontosabb komponens
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a hidroxietil-kvercetin eddig nem 3llt rendelkezésinkre, igy
célunk volt ennek a gyégyszerhatéanyag flavonoidnak az
dsszehasonlitdsa a tobbi eddig vizsgalt komponenssel, vala-
mint annak felderitése, hogy milyen jelatviteli folyamat(ok)
adllhatnak a flavonoidok citokintermelésre kifejtett gatlé hata-
sanak hatterében.

Mddszerek. Endothelsejtmodellként HUVEC-tenyészetet
96 lyuku sejttenyészt§ lemezre szélesztettink. Ezutdn a sej-
teket flavonoidokkal (kvercetin, rutin, hidroxietil-kvercetin,
hidroxietil-rutozid, izoramnetin) kezeltiik IL.-1-béta jelenlété-
ben vagy hidnyaban. A citotoxicitast mikroszképos morfold-
giai pontozas, ill. Sybr-Green fluoreszcencia alapjan vizsgal-
tuk. Az NFkB nukledris transzlokacigjat nyul antihuman NFkB
p65 ellenanyaggal, Olympus I1X-81 tipust inverz fluoreszcens
mikroszképpal elemeztiik. A flavonoidok oxidaciojat specifi-
kus abszorpciés spektrumuk meqvéltozdsaval detektaltuk.

Eredmények. Az altalunk vizsgalt flavonoidok nem mutat-
tak szamottevd citotoxicitdst még magas (50 uM) koncent-
racioban sem. Ezutdn az IL-6, IL-8 és MCP-1 egyik kozos
transzkripcios regulatorat vizsgaltuk, az NFkB-t. Onmagaban
egyik flavonoid sem aktivalta az NFkB nukledris transzloka-
ciéjat, azonban a kvercetin gdatolta az IL-1-béta-indukalt
NFkB-aktivaciét. A cukoroldalldncot hordoz6 flavonoidok re-
zisztensek voltak a hidrogén-peroxid altali oxidaciéra, azon-
ban az aglikon formdk oxidalédtak. Legerésebben a kverce-
tin oxidalédott, de a hidroxietil-kvercetin is j6 gydkfogonak
bizonyult.

Kovetkeztetések. Ervédé qyogyszerként az altalunk vizs-
galt flavonoidok kozil a rutint és a hidroxietil-rutozidokat al-
kalmazzék. Ellentmonddsnak tinhet, hogy miért az aglikon
kvercetin és hidroxietil-kvercetin jobb gyokfogd, és miért a
kvercetin a legerésebb gyulladdsgatlo tulajdonsagu. Ismert
azonban, hogy a flavonoidok felszivoddsa soran a bélfalban
lehasad a cukor oldallanc, igy az aglikon formdk jelentik az
igazi hatéanyagot. A cukor oldalldnc viszont segithet a gy6gy-
szerek stabilizaldséban a felhasznaldst megeldzéen.

Tamogatas: OTKA K100684 (CL), Bolyai Janos Kutatasi Osz-
tondij (B0,/00218,/10/8, CL)

A HISZTAMIN A H,-HISZTAMINRECEPTORON (H2R) KERESZTUL
SZABALYOZZA A MONOCYTAEREDETU DENDRITIKUS SEJTEK
MUKODESET

SimoN TUNDE', Kis-TOTH KATALIN?, JELINEK IVETT', LASZLO VALERIA',

RAINAVOLGYI EvA?, GOGOLAK PETER?

'Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai
Intézet, Budapest
’Debreceni Egyetem Immunoldgiai Intézet, Debrecen

A humdn monocytaeredetl dendritikus sejtek (DS) (D1a fe-
hérje expresszioja funkciondlisan eltéré altipusokat hataroz

meg. A gyulladdsos medidtornak szamit6 hisztamin szamos
sejtben termelddik, koztik a DS-ekben is, és szertedgazé bio-
l6giai hatdsait G-fehérjékhez kapcsolt receptorokon keresztil
fejti ki, melyek képesek szabdlyozni az egyes DS altipusok
mUkodését.

In vitro kisérleteinkben 6sszehasonlitottuk a hisztaminre-
ceptorok expresszidjat és aktivitdsdt monocytabol differenci-
altatott CD1a- és CD1a+ DS-ekben, illetve a hisztamin ezen
jatsdqaira kifejtett hatasait vizsgaltuk.

Eredményeink alapjan a hisztamin szabalyoz6 szerepet
tolt be a DS altipusok differencidlédasaban, elésegitve a
(D1a- sejtek fejlédését. Ezt a hatdst a H2R-nak tulajdonitjuk,
mivel csak ezen hisztaminreceptor specifikus inhibitora tudja
visszaallitani a CD1a+ sejtek képzddését. Kimutattuk tovab-
ba, hogy a H2R magasan expresszalodik mindkét DS altipus-
ban, mig a H1R és H4R DS altipusspecifikus kifejez6dést mu-
tat. A hisztamin a CD1a+ DS-ek differencidléddséra kifejtett
gdtlé hatasan keresztil szabalyozza a DS-ek aktivaciéjat, fo-
kozva a (D83+(D1a- sejtek képzédését, mikozben a hiszta-
min altal kivéltott CD1a+ sejtszamcsokkenés eredményekép-
pen né az IL-6 és IL-10 citokinek szekréciéja. A hisztamin a
H2R-en keresztil, altipusspecifikus mdédon szabalyozza bizo-
nyos migraciohoz kapcsolodé gének expresszidjat, mindkét
altipusban fokozza a DS-ek spontdn és kemokinkdzvetitett
migraciojat, és szabdlyozza az MMP-9 és MMP-12 enzimek
termel6dését, melyek szintén szerepet jatszanak a DS-ek
vandorlasanak irdnyitasaban.

Mivel a H2R magasan expresszalodik mindkét altipusban,
azt feltételezziik, hogy ez a receptor szamos DS funkci6 sza-
bdlyozdsdban domindns szerepet tolt be. Ezzel szemben a
H1R és H4R eltérd altipusspecifikus expresszidval finom regu-
1316 szerepet télthet be a hisztamin altal kivéltott DS mUko-
désbeli valtozasokban.

GLIKOZIDAZOK ES SZULFATAZOK VIZSGALATA REUMATOLOGIAI
MEGBETEGEDESEKBEN

SODAR BARBARA, PASzTOI MARIA, PALOCZI KRISZTINA, FALUS ANDRAS,
BuzAs Eoit

Semmelweis Egyetem, Genetikai, Sejt- és Immunbiolégiai
Intézet, Budapest

Bevezetés. Munkacsoportunk kordbban igazolta, hogy az
exoglikoziddzok a matrix metalloproteindzokhoz hasonléan
képesek a hialinporc alapallomanydnak jelentds karositasara,
azonban izileti kifejez6désiiket a lokalisan termel6dé citoki-
nek negativan szabdlyozzak.

Mivel ez utébbi sajat eredményiinktél eltekintve alig ta-
ldlhaté adat az irodalomban a glikozidazok kifejez6désére
vonatkozdéan, mostandig még nem vizsgalt exoglikozidazok
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[fukoziddz (FUCA1 és 2); heparandz (HPSE1, 2); neuraminiddz
(NEU1-4); hexdzaminiddz D (HexDC) és szulfatdz (SULF1, 2)]
kifejez6dését vizsgaltuk rheumatoid arthritises (RA) és osteo-
arthritises (OA) synovialis fibroblastokban és synovialis
membranmintakban. Arra kerestink vélaszt, hogy az RA-ra
jellemz6, aktivalt fenotipusd synovialis fibroblastok milyen
mértékben jarulhatnak hozzd a synovialis glikoziddzok ter-
meléséhez.

Madszerek. A primer synovialis fibroblastok és synovialis
membranmintdk glikoziddzainak génexpresszidjat Fast Tag-
Man Real-Time PCR segitségével hataroztuk meg. A sejtliza-
tumok és az extracellularis vezikuldk enzimaktivitdsat kromo-
gén szubsztrdt hozzdaddsdval mértik meg. A fibroblastokat
IL-1B, IL-17, TNFa, és TGFp citokinekkel kezeltik.

Eredmények. A vizsgalt glikozidazok kozil a synovialis fib-
roblastok FUCA2 és NEU1 kifejez6dése bizonyult a legerétel-
jesebbnek. Meglepetésiinkre a SULF1 és SULF2 szulfatazok ki-
emelkedd expressziot mutattak a sejtekben. A HexDC génrél
elséként szolgdltattunk human, illetve betegség vonatkozdasu
adatokat. A citokinkezelések hatdsara a FUCA1, HPSE1, NEU1
és NEU3 gének kifejez6dése TGFp hatdsara jelents mérték-
ben csokkent (p <0,05). Ugyanez a kezelés a SULF1 gén ese-
tében génexpresszio-novekedést valtott ki.

Kovetkeztetések. Kordbban nem vizsgalt, synoviumban ki-
fejez6d6 glikozidazokrdl igazoltuk, hogy lokalisan termel6dé
citokinek negativ szabdlyozasa alatt allnak, amely hangsu-
lyozza az enzimcsaldd szabdlyozasanak jelentdségét és felté-
telezhet6 szerepét az extracelluldris métrix homeosztdzisa-
nak fenntartadsaban. A proteoglikdnok és glikézaminoglika-
nok negativ toltésének kialakitasaért alapvetéen felelds szul-
fatdzok synovialis fibroblastokban tapasztalt igen erés exp-
resszidja az RA patomechanizmusdban bet6ltott lehetséges
szerepUkre hivja fel a figyelmet.

A FIZIKAI AKTIVITAS HATASA PATKANY BELGYULLADASOS
MODELLBEN

STRIFLER GERDA', BOROS EVA', SzAsz ANDRAS', VARGA CsABAZ, NAGY ISTVAN'

'MTA Szegedi Bioldgiai Kozpont, Biokémia Intézet, Szeged
2S7TE Természettudomanyi és Informatikai Kar, Elettani,
Szervezettani és Idegtudomanyi Tanszék, Szeged

A szervezetiinket ér6 kilonboz6 karos hatdsokkal szemben
az immunrendszer rendszerint gyulladdsos vélaszreakcioval
veszi fel a harcot. A gyulladas folyamatdnak lezajldsa szigoru
szabalyozas alatt all, hiszen ez a folyamat akut fazisbol kro-
nikusba Iépve sulyos szovédményeket okozhat. A krénikus
gyulladdsos betegségek kozott a mar fiatalkorban is kialaku-
16, a tdpcsatorna eqy részét vagy egészét érinté gyulladdsos
bélbetegségek (1BD), mint példaul a Crohn-betegséq és a co-
litis ulcerosa, a népesség egyre nagyobb szézalékat érintik. A
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szakirodalomban igen csekély szamu és ellentmondasos adat
talalhato arra nézve, hogy a fizikai aktivitds hogyan, milyen
irdnyban befolyasolja az IBD-s betegek egészséqi dllapotat.

Szamos molekuldnak tulajdonitanak fontos szerepet a
gyulladdssal jar6 immunfolyamatok negativ szabdlyozdsa-
ban, mely segitségével a gyulladdskelté aktivitas kontrollal-
hatd. llyen molekuldk tobbek kézott a TAM-receptor-csalad,
valamint az NLR géncsaldd tagjai. Habar az NLR géncsalddba
tartozé NOD2 polimorfizmusokat szamos tanulmany egyenes
osszefiiggésbe hozta a Crohn-betegséggel, mind a TAM,
mind az NLR-csaldd tagjainak kifejez6dése gyulladasos bél-
betegségekben nagyrészt ismeretlen.

Munkacsoportunk patkanyokon végzett TNBS-indukalt
IBD-modell segitségével a TAM- és NLR-csalad egyes tagjai-
nak (pl. Axl, Tyro3, ProS, NLRP3, NLRP6), valamint gyulladas-
kelté citokinek/kemokinek (pl. TNF-a, IL-1B, IL-8) génexp-
resszios mintdzatat kovette nyomon rekreativ jellegi mozga-
so0s tevékenység soran, és hasonlitotta dssze fizikai aktivitdst
nem végzé dllatok génexpresszids értékeivel. Kvantitativ
real-time PCR-rel kapott eredményeink azt mutatjdk, hogy
amig a rekreativ jelleg( fizikai aktivitds 6nmagaban csokken-
ti a vérbdl izolalt mononukledris sejtekben a gyulladaskelté
effektorok kifejez6dését, addig ez gyulladads esetén mar nem
kovetkezik be. A bélszakaszokat vizsgalva megallapitottuk,
hogy a gyulladt régiokban jelentésen megnovekszik az 6sz-
szes vizsgalt gyulladaskelt6 effektormolekula expresszidja,
ezzel szemben a negativ szabdlyozé molekuldk kifejezédése
nem mutat egységes képet. Amig ugyanis az Axl, a ProS és
az NLPR3 expresszidja jelentésen megemelkedik, addig a
Tyro3 és a NLRP6 kifejez6dése csokken.

Eddigi megfigyeléseink arra utalnak, hogy a gyulladasos
teriileteken a rekreativ jelleqgu fizikai aktivitasnak nincs hatd-
sa a vizsgdlt gének kifejez6désére. Ugyanakkor az egyes ne-
gativ szabalyozé molekuldk kifejez6désének csokkenése el6-
idézheti a gyulladaskelté effektormolekuldk folyamatos és
magas szint{ expressziojat.

TLR3/MDAS5-INDUKALT KEMOKIN- ES INTERFERONVALASZ
HUMAN MELANOMASEJTEKBEN

SzABO ATTILA, ROLAH M. OSMAN, BACSKAI ILDIKO, BRAHMA V. KUMAR,
Acop Zs6FIA, LANYI ARPAD, GOGOLAK PETER, RAJNAVOLGYI EVA

Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomdnyi Centrum,
Immunoldgiai Intézet, Debrecen

Bevezetés. A melanoma a bértumorok egyik legagresszivabb
formaja, melynek incidencidja az elmult harom évtized sordn
folyamatosan nétt. Ismert, hogy a transz-retinsav (ATRA) és
a szintetikus polyl:C erés aktivatorai a TLR3 és MDA5 gének
expressziojanak és polyl:C-kezelés hatdsara in vitro TLR3-
MDA5-figg6 sejthaldl idézhetd el6 melanomasejtekben.
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Munkdnk sordn az ATRA-el6kezelést kévetd polyl:C aktivalas
hatasait vizsgaltuk humdan melanomasejtekre.

Mddszerek. Kisérleteinkhez WM35 és WM983A (ATCC)
sejtvonalakat haszndltunk, a transwell migraciés vizsqalato-
kat emberi monocytaeredetl dendritikus sejtek (moDC) és
macrophagok (moMAC) jelenlétében hajtottuk végre. A
(D1a+ és (D1a- moDC alpopulacidk elvdlasztdsadt FACS DiVa
készilékkel végeztik. A gén- és fehérjeszintl kifejez6dést
QPCR (MRNS), Western-blot (fehérje) és ELISA (citokin) mod-
szerrel mértik. RNS-interferencia kisérleteink soran elektro-
pordcids technikat alkalmaztunk.

Eredmények. A kombindlt ATRA + polyl:C kezelés hatdsara
a TLR3 és MDA5 gének és fehérjék expresszioja, illetve az
IFNB, CXCL1, CXCL8/IL-8, CXCL9 és CXCL10 citokinek szekrécio-
ja szignifikdnsan magasabb volt, mint az ATRA- vagy polyl:C-
kezelés esetén. Az MDA5 gén csendesitése mérsékelten
csokkentette a sejtek IFNB-termelését, mig a TLR3 gén kife-
jez6désének gatldsa mind az IFNB, mind a CXCL kemokinek
szintjét jelentdsen csokkentette. Az ATRA + polyl:C altal akti-
valt melanomasejt-kultirdk feliliszé mintdi - TLR3-figg6
maodon - szignifikdnsan erésebben fokoztdk a CD1a+ moDC-k
és a moMAC-k migraciéjat, mint az ATRA-val vagy polyl:C-vel
kilon-kilon kezelt sejtkultdrakbol nyert mintak.

Kovetkeztetések. Az egymast kdvet§ ATRA- és polyl:C ke-
zelések erds, TLR3- és MDA5-fiiggé kemokin- és interferon-
vdlaszt valtanak ki human melanomasejtekben, mely jelen-
t6sen fokozza a professziondlis antigénprezentdld sejtek mig-
raciojat. Ez az 0j tipusu, kombindlt kezelés hatékony alterna-
tivat jelenthet a melanomaterapiaban.

KLONALIS HETEROGENITAS AZ EGER CSONTVELOI
MESENCHYMALIS GSSEJT-POPULACIOBAN

S7a80 ENIKG', CziBuLA AGNES', KRISTON-PAL EVA', FAjkA-BoJA ROBERTA!,
UHER FERENC?, MONOSTORI Eva'

'MTA Szegedi Bioldgiai K6zpont, Genetikai Intézet, Szeged
’0rszagos Hematoldgiai és Vértranszfuzios Intézet, Budapest

A csontvel6i mesenchymalis Gssejtek (BMMSC) multipotens
stromasejtek, amelyek a csontvel6ben haematopoeticus ni-
che kialakitadsarél gondoskodnak, rendelkeznek mesodermalis
differencidlodasi képességgel, tdmogatjdk az angiopoesist és
immunmoduldlé hatasdak. Ezen képességeik alapjan alkalma-
sak regenerativ terdpids felhasznalasra, mely napjainkban in-
tenziv kutatdsi terilet. Eddig kevés tanulmany sziletett arrdl,
hogy ezekben a tulajdonsdgokban a BMMSC-populdcié mutat
e valddi funkcionalis heterogenitast. A BMMSC-t definidlé tu-
lajdonsagai kozé tartozik, hogy in vitro adipocyta, chondrocy-
ta és osteoblast irdnyba differencidltathatéak legyenek. Ko-
rabbi kisérletek tanulsaga szerint differencidlodasi potencial
tekintetében, klonalis szinten a BMMSC-populdcié mutat hete-

rogenitast, a klonok legfeljebb 50%-a képes mindharom
irdnyba differencialédni. A BMMSC-k a csontvel6ben a sinusoi-
dok fejl6dését iranyitjak. Ennek in vitro modellje, hogy az en-
dothelsejtekkel kapillarisszerd struktdrdkat képeznek. Fel-
vetddik a kérdés, hogy a BMMSC angiopoeticus funkcijaban
is heterogén-e, és ez milyen kapcsolatban 3ll a differencialo-
dasi képességben tapasztalt heterogenitassal. Ezeknek a kér-
déseknek a megvalaszolasdra egér-BMMSC-b6l monoklonalis
sejtvonalakat alapitottunk, és vizsgéltuk differencidlodasi ké-
pességiiket adipocyta és osteoblast irdnyba, illetve endothel-
sejtekkel egyttt tenyésztve a kapilldrisszer(i struktdra kialaki-
tasukat. A BMMSC-klénok mindegyike a BMMSC-hez hasonlé
modon differencidlddott adipocyta irdnyba a differencidlodast
indukdlé faktorok jelenlétében. AdipoReddel (LONZA) a sej-
tekben lévé zsircseppek lipidmolekul3it fluoreszcensen festet-
tik, és dramldsi citometridval mértik a fluoreszcencia inten-
zitdsat. Ezzel a médszerrel meghatérozhaté a differencalédas
sordn az adipocytdk ardnya, és a monoklonalis sejtvonalakban
felhalmozott lipidek mennyisége is dsszevethet6. A differen-
cidlédas sordn a sejtvonalak sejtjeiben felhalmozott lipidek
mennyiségében és az adipocytak ardnydban sem kaptunk lé-
nyeges kilonbségeket a BMMSC-hez képest. A monoklonalis
sejtvonalak in vitro osteoblast irdnyu differencidlédasa eqy
klon kivételével kivalthatd volt indukdlé faktorok jelenlété-
ben. A monoklonalis sejtvonalak mindegyike egérsziv endo-
thel sejtvonallal kokultirdban tenyésztve a BMMSC-hez ha-
sonl6an kapillarisszerd strukturdkat alakitott ki, melyek hosz-
szaban nem figyeltink meg Iényeges kiilénbségeket. Ered-
ményeinkbdl az latszik, hogy az éltalunk létrehozott egér-
csontvel6i mesenchymalis monoklondlis sejtvonalak differen-
cidlodasi képesség és endothelsejtekkel kapilldrisszerd struk-
tura képzés tekintetében egyenértékiinek tekinthet a kiindu-
I3si heterogén BMMSC-vel.

SEJTVONAL-EREDET() EXTRACELLULARIS VEZIKULATIPUSOK
BIOMARKEREINEK OSSZEHASONLITO ELEMZESE

SzABO G. TAMAS', SzABO-TAYLOR KATALIN', PALOCZI KRISZTINA',
KitreL AGNEs?, FALUS ANDRAS', Buzas Eoit'

'Semmelweis Egyetem, Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai
Intézet, Budapest
MTA Kisérleti Orvostudomdnyi Kutatointézet, Budapest

Bevezetés. Egyre tobb adat utal a sejteredetii extracellularis
vezikuldk immunmodulaciés szerepére. Az extracellularis ve-
zikulak tobbféle tipusa kilonithetd el; legismertebb tipusaik
az exoszomak és a mikrovezikuldk. Mig e két vezikulatipus jol
ismert modon eltéré mechanizmussal keletkezik, a kozottik
fellelhetd funkciondlis kilénbségek igen kevéssé ismertek.
Ennek felderitését hatraltatja az is, hogy igen nehéz tisztan
izolalni az egyik vagy mdsik vezikulatipust. El6zetes, in silico
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vizsgalataink rdadasul arra is utaltak, hogy az extracellularis
vezikuldk prepardtumai gyakran szennyezédhetnek a sejtek-
bél kiszabaduld sejtszervecskékkel is. Munkank sordn meg-
probaltunk tehat nagy tisztasdgu mikrovezikula mintat el6al-
litani, és ezt az exoszdmakkal 6sszehasonlitani.

Mddszerek. A mikrovezikuldk (100-1000 nm) és az exo-
szomak (30-150 nm) elkilonitéséhez differencidlcentrifuga-
I3st alkalmaztunk. A mindkét vezikulatipust nagy mennyiség-
ben termeld Bv2 egér mikroglia sejtvonal feltluszéjara kidol-
gozott optimalis beallitdsokat a kilonbozé méreti vezikulak
koncentraciovaltozasanak mérésével ellendriztiik (1ZON qNa-
no). Ezekkel a beallitdsokkal tovabbi hdrom sejtvonalbdl (re-
ticulocyta, hizdsejt és T-sejt) izolaltunk apoptotikus test, mik-
rovezikula, exoszéma és kevert frakciokat. Ismert, illet6leg
kandidans markerek jelenlétét a killonboz6 vezikulaprepara-
tumokon Western-blot-vizsgélattal mutattuk ki. Az RNS-profi-
lokat Bioanalyzer Nano chip segitségével hataroztuk meg. Az
izolalt vezikuldk morfoldgidjat elektronmikroszképiaval el-
lendriztik.

Eredmények. Kimutattuk, hogy a mikrovezikulak izol3l3sa-
ra 3ltaldanosan hasznalt médszerekkel exoszémak is kerilnek
a mintdba. Az 3ltalunk tovabbfejlesztett protokollal (a centri-
fugdlds idejének jelentds csokkentésével) ennek a ,szennye-
z6désnek” a mértéke a korabbiakhoz képest jelentGsen mér-
sékelhetd, és igy nagy tisztasdgud mikrovezikula-prepardtum
allithatd eld. Az exoszomdk alacsony ardnyat jelzi az exosz6-
mak markereként haszndlatos CD63 alacsony expresszidja a
révid ideig centrifugdlt Gledékben. A Bv2-eredeti mikrovezi-
kuldk és az exoszomdak RNS-profilja kilénbozé, és ez a kii-
I6nbség mas sejtvonalak esetében is megfigyelhetd.

Kovetkeztetések. A mikrovezikulak és az exoszomdk funk-
cionalis kilonbségeinek vizsgalatdhoz elengedhetetlen, hogy
a fenti vezikulapopuldcidkat elkilénitve tudjuk izoldlni. Ered-
ményeink alapjan ez a centrifugdlasi id6k és er6k megfelelé
megvalasztasdval nagyban eldsegithetd. Az eltérd vezikulati-
pusokra jellemz6é RNS-profilok kilonbozésége a mikroveziku-
I3k és az exoszomak kozotti jelentds funkcionalis kilonbség-
re utalhat.

EXTRACELLULARIS VEZIKULAK ES CITOKINEK KOMBINATORIKUS
HATASA HUMAN MONOCYTA SEJTVONAL GENEXPRESSZIOJARA

S7ABO GEzA TAMAS', SzABG-TAYLOR KATALIN', EDER KATALIN',
PALOczI KRiszTINA', GYorGyY BENCE', KiTTeL AGNEs?, Buzas Eorr

'Semmelwei Egyetem, Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai
Intézet, Budapest
TMTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézet, Budapest

Bevezetés. Szamos példa ismert az extracelluldris vezikulak

(EV) monocytdkra gyakorolt immunmodulalé hatdséra. Min-
deddig azonban nem végeztek olyan kisérletet, ahol az EV-k
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és citokinek immunsejtekre gyakorolt egyittes hatasat vizs-
gadltdk, holott az EV-k fizioldgids korilmények kozott is citoki-
nekkel egyutt fordulnak eld. Azt feltételeztik, hogy az EV-k
citokinekkel kombinaciéban eltéré valaszt indukdlhatnak mo-
nocytdk esetében, mint az EV-k és citokinek kilon-kalon.

Mddszerek. CCRF humadn T-sejt-lymphoma sejtek 24 6rds
szérummentes feliiliszojat haszndltuk extracelluldris veziku-
13k forrasaul. A feltliszdt 300 g-vel centrifugaltuk 10 percig,
és az igy sejtmentesitett, teljes EV frakciét (apoptotikus tes-
tek, mikrovezikuldk, exoszomadk) hasznéltuk a késébbi kisér-
letek sordn. Kontrollként vezikulamentesitett feliliszot hasz-
ndltunk. U937 human monocytakat inkubaltunk 24 6ran ke-
resztll EV-kal, TNF£-val, IL-17-tel, illetve ezek kombinaciéja-
val. Ezt kévetéen a monocytdakbdl RNS-t izolaltunk, majd
génexpressziés (44K) microarray analizist, illetve Tagman
real-time PCR assay-ket végeztink.

Eredmények. Az EV-k és citokinek kombinacidja eltérd
génexpressziés mintdzatot indukalt GeneSpring hierarchikus
klaszterezés alapjan, mint a kétféle kezelés kilon-kilén. Gene
set enrichment analysis szerint az EV-k 3ltal indukalt gének je-
lentds része az IL-8-hoz kapcsolddott. Elsésorban a gyullada-
sos, stressz, fagocitézis és sejtmigracios gének indukalodtak.
Kivalasztott gének, igy az IL-8, (D36, CCL-2, cannabinoid re-
ceptor 2, chitinase 3-like protein 1, peroxiredoxin 1, béta-he-
x6zaminiddz, tissue és plazma alfa-fukoziddz expressziéjanak
megvaltozadsat Tagman assay-kel is sikeresen igazoltuk.

Kovetkeztetések. Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a citoki-
nek és EV-k kombinatorikus parakrin hatdsa bizonyos gének
esetében egymastdl figgetlen, mds esetben additiv, sziner-
gisztikus vagy ellentétes. Az extracelluldris vezikulak és cito-
kinek egyuttes vizsgdlata a kordbbiaknal teljesebben model-
lezheti a sejtek in vivo kornyezetébdl érkezé hatdsokat.

A PERIFERIAN TALALHATO FOLLICULARIS T-HELPER-SEJTEK
PATOLOGIAS SZEREPE PRIMER SJOGREN-SZINDROMA
KOLONBOZ6 FENOTiPUSAI ESETEN

SzABO KRISZTINA, PAPP GABOR, BARATH SANDOR, GYIMESI EDIT,
SZANTO ANTONIA, ZEHER MARGIT

Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomdnyi Centrum,
Belgyo6gyaszati Intézet, Klinikai Immunoldgiai Tanszék,
Debrecen

Bevezetés. A primer Sjogren-szindréma (pSS) patogenezisé-
ben fontos szerepet jatszik a humoralis immunvalasz mako-
désének zavara, mely a B-sejtek fokozott aktivaciojaban és
autoantitestek termelédésében nyilvanul meg. Az elmdlt
évek egyik legintenzivebben tanulmanyozott sejttipusa a fol-
licularis T-helper-sejt (TFH), amelynek kiemelt szerepet tulaj-
donitanak a B-sejtek proliferdciéjaban, meméria-, ill. plazma-
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TFH sejteknek a pSS patogenezisében betoltott szerepét vizs-
gdltuk, kulonos tekintettel az extraglandularis tinetekkel
(EGM) valo 6sszefiiggésekre.

Mddszerek. Vizsgdlatainkba 50 pSS-es beteget (25 csak
glandularis tinetekkel és 25 EGM-mel), illetve 16 kontroll
személyt vontunk be. Periférids vérben aramldsi citométer
segitségével meghatdroztuk a CD4+CXCR5+ICOS+PD-1+ TFH-
sejtek és szamos lymphocyta alpopuldci6 szazalékos aranyat,
illetve ELISA-mddszerrel megmértik a szolubilis citokinek
szintjét és az autoantitestek titerét. A statisztikai vizsgalato-
kat GraphPad Prism 5 és SPSS v16.0. program segitségével
végeztik.

Eredmények. A teljes betegpopuldcio eredményeinek ki-
értékelése sordn emelkedett periférids TFH sejtaranyt tapasz-
taltunk. Miutdn két kilén betegalcsoportot képeztiink az EGM
jelenléte, illetve hidnya alapjan, érdekes moddon csak az
EGM-et mutatok esetében addédott szignifikdns kilonbség,
mig a glandularis tineteket mutaté betegek értékei az
egészséges kontrollokénak feleltek meg. Szignifikans pozitiv
korrelaciot talaltunk az aktivalt T- és TFH-sejtek, valamint a
Tr1- és TFH-sejtek kozott, mig az IgM memoria B- és TFH-sej-
tek, tovabba az 1IgG memdria B- és TFH-sejtek kozott szignifi-
kdns negativ korreldciét tapasztaltunk. Az anti-SSA-pozitiv
betegcsoportban a TFH-sejtek ardnya szignifikdnsan maga-
sabb volt az anti-SSA-negativ és a kontroll csoportokhoz ké-
pest. Tovabbd azoknal a betegeknél, akiknél magasabb IL-12
és IL-21 szérumcitokinszinteket mértink, a TFH-sejtek aranya
is szignifikdnsan magasabbnak bizonyult.

Kévetkeztetések. Eredményeink szerint pSS-ben a meg-
emelkedett TFH-sejtardny dsszefiiggést mutat a B-sejtek ard-
nydval és az autoantitestek titerével, amely aldhlzza a TFH-
sejtek jelent6ségét a betegség patogenezisében.

BIOMARKERVIZSGALAT ES DONTESTAMOGATO RENDSZER
KIALAKITASA AZ IMMUNTERAPIAS KEZELES
HATEKONYSAGANAK NOVELESERE ALLERGIABAN:

A DESENSIT PROJEKT BEMUTATASA

SzALAI CsABA', MOLNAR VIKTOR', KozMA T GERGELY', NAGY ADRIENNE',
BERTA ANDRAS', ANTAL PETER?, BALINT L. BALINT?, NAGY LAszLG?,
TAMASI LiLLA®, GALFFY GABRIELLA®, BOCSKEI RENATA®, CZALLER 1BOLYA®

'Csertex Kft., Debrecen

’Debreceni Egyetem, Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
Debrecen

*Semmelweis Egyetem, Pulmonoldgiai Klinka, Budapest

Magyarorszdgon az allergids betegek széma évrél évre no-
vekszik. Jelenleg minden 4-5. magyar lakos allergids, tobbsé-
guk parlagft okozta szénandthaban szenved, amely életmi-
néségiket, munkabirdsukat is stlyosan rontja, Gjabb allergi-
ak kialakuldsara, ill. a betegség asztmaba val6 progresszidja-

ra hajlamosithatja 6ket. Az egyetlen oki terapia - az aller-
génspecifikus immunterapia - az allergéntolerancia kiépité-
sével a tiineteket jelentésen csokkenti mar az elsé szezon-
ban, hosszu tadvon koltséghatékony, hasznélataval a betegek
életmingsége gyorsan javul, ugyanakkor megel6zheté Gjabb
allergiak kialakuldsa, ill. a betegség progresszidja. Az aller-
génspecifikus immunterapidban (SIT) részesilé betegek egy
része, nem pontosan tisztdzott okok miatt, nem reagdl az el-
vart mértékben a kezelésre, részben ennek koszénhetéen a
terdpids adherencia gyenge, és nagymértéki a lemorzsolo-
das. A feltételezett okok kozott szerepelnek genetikai ténye-
26k, klinikai és pszicholdgiai jellemzdk, a kezelés magas ara,
a hosszU kezelési id6. Eddig nemzetkdzi szinten sem tortént
erre irdnyuld vizsgalat, ezért nem ismertek még olyan bio-
markerek, amelyek megfelel6 szinten tdmogatni tudndk az
orvosok dontését az allergénspecifikus immunterdpia indita-
saban meglev6 indikaciok esetén sem.

A fent vézolt kérdések megvalaszolasara inditottuk el a
DesensIT projektet, amelyben a Csertex Kft. és a Debreceni
Egyetem egyuttmU(kadésével biologusok, informatikusok, kli-
nikusok, pszicholdgusok és laboratériumi munkatdrsak, az al-
kalmazott allergénspecifikus immunterdpidra megfelel6en és
arra gyengén reagdlok csoportjai kozott kilénbozé genomi-
kai, immunoldgiai, klinikai, pszicholdgiai jellemzék szerepét
vizsgaljdk. A tervezett Bayes-hdlos alapi matematikai mo-
dell alkalmazasa az éridsi tomegi adatok elemzésében is Uj-
donsagnak szamit. El6addsunkban ismertetjik a projekt el-
méleti hatterét, céljait és eddigi eredményeit.

RHEUMATOID ARTHRITISES BETEGEK B-SEJTJEI
CITRULLINTARTALMU FILAGGRIN, VIMENTIN ES KOLLAGEN
PEPTID SPECIFIKUS ELLENANYAGOKAT TERMELNEK MIND
IN VIVO, MIND IN VITRO KORULMENYEK KOZOTT

SzarkA EszTer', HuBer KRISZTINA', PozsGAy Jupit', Kovespr DoroTTva’,
BABOS FRUZSINA?, BAKA ZSUZSANNA®, GATI TAMAS', MAGYAR ANNA?,
Huoecz FEReN, NAGY GYORGY* *, RojkovicH BERNADETTE?,

SARMAY GABRIELLA'

'Eotvos Lorand Tudomanyegyetem, Immunoldgiai Tanszék,
Budapest

’MTA-EGtvos Lordnd Tudomanyegyetem, Peptidkémiai
Kutatécsoport, Budapest

’semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai
Intézet, Budapest

“Budai Irgalmasrendi Kérhaz, Budapest

Bevezetés. A rheumatoid arthritis (RA) szisztémds, autoim-
mun betegség, amelyre a sokizileti gyulladds jellemzé. A be-
tegek ~70 szazalékdban jelen vannak az anti-citrullindlt pro-
tein/peptid specifikus antitestek (ACPA), amelyek érzékeny
és szenzitiv markerek a kér diagnézisaban és progndzisaban.
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Egyes fehérjék (filaggrin, fibrin, vimentin, kollagén, a-eno-
13z) az RA kialakuldsat megel6zéen a peptidil-arginin-deimi-
ndz enzim (PAD) aktivdloddsa kovetkeztében citrullindléd-
nak, és a citrullinacié kovetkeztében autoantigénné valnak,
igy az ACPA-termelés célfehérjéi lehetnek.

Maodszerek. Citrullin/arginin tartalmu filaggrin, kollagén
és vimentin epitép peptideket vizsgaltunk indirekt ELISA-
modszerrel RA-s és egészséges szérummintakon, illetve izo-
I3t B-sejtek feliluszéjaban vizsgaltuk a peptidspecifikus el-
lenanyag-termelést.

Eredmények. Az RA-s betegek szérummintdi csoportokba
sorolhatdk bizonyos citrullintartalmd peptidek, illetve ezek
kombindcidjanak felismerése szerint. A felismert peptidek szé-
ma korreldlt a betegség sulyossagdval, valamint az anti-CCP- és
anti-MCV-titerrel. Sikerilt kimutatnunk RA-s B-sejtek in vitro te-
nyészetének fellilisz6jabdl citrullintartalmd peptidekre specifi-
kus ellenanyagokat. Kompetitiv ELISA-mérésekben az adott
peptidre specifikus ACPA-k nem ismerték fel a masik peptidet.

Kovetkeztetés. Sikertlt azonositanunk egy olyan peptid-
kombinaciot, amely alkalmazdsa javitand a jelenlegi diag-
nosztikai lehetdségeket. A CCP2-, MCV- és RF-negativ mintak
~20%-a a peptidkombindaciok alkalmazasaval ACPA-pozitiv-
nak bizonyult. Az egyes peptidek nem gatoljdk egymas felis-
merését, ez az ACPA-valasz poliklonalitdséra utal.

KOMPLEMENTAKTIVACIOS PSZEUDOALLERGIA: A MODERN
FARMAKOTERAPIA KISZAMITHATATLAN IMMUNBARRIERE

SzEBENI JANOS', BEDGCS PETER!, WEISZHAR ZSOKA?, MILOSEVITS GERGELY',
MeszARos TAMAS', BENEDEK KALMAN', RosIVALL LAszL6!, URBANICS RUDOLF?

'Semmelweis Egyetem, Kdrélettani Intézet, Budapest
Seroscience Kft.

Bevezetés. Az intravéndsan adott, 20-100 nm 4tmérdjd lipo-
szomakat, micellakat vagy eqgyéb gyogyszerszallité nanoré-
szecskéket tartalmazo Un. ,nanogydgyszerek” nagy részét az
immunrendszer idegenként ismeri fel és egy akut vélaszre-
akciot generdl, melynek fontos eleme a komplement- (C)
rendszer aktivalédasa. Az ilyen ,reaktogén” nanogydgysze-
reknek legismertebb példai a liposzomalis gydgyszerek (Do-
xil/Caelyx, AmBisome), antitest- és mas fehérjealapu gyogy-
szerek (biologikumok), polimerek, polimer konjugalt fehérjék
és rontgenkontrasztanyagok. A C-aktivalas kovetkezménye-
ként felszabadulé anafilatoxinok (C3a, C5a), neviiknek meg-
feleléen eqgy tobbé-kevésbé sulyos anafilaktoid reakciot
okoznak, melyet hiperszenzitivitdsos, infuzios, ill. C-aktiva-
ci6s pszeudoallergidnak (C activation-related pseudoallergy,
CARPA) is neveznek. A CARPA az I-es tipusu hiperszenzitivitds
egy nem IgE-medidlt Gj alosztalydnak tekinthet§, melynek
klinikai jelent6ségét az adja, hogy a betegek egy kis szdzalé-
kdban sulyos vagy haldlos is lehet, mindazonaltal jelenleg
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nincs mddszer, amellyel a reakciét prognosztizdlni, meg-
elézni vagy specifikusan kezelni lehetne. Kisérleteink célja a
fenti hidnyok pétldsa volt, igy vizsgdltuk a nanomedicina
struktdra-C-aktivalds és CARPA-reaktivitdas dsszefiiggéseit, a
CARPA mechanizmusaban a C5 és tromboxan A2 szerepét, a
CARPA laboratoriumi predikciéjanak és megel6zésének né-
hany lehet6ségét.

Mddszerek. Komplementaktivaciéos termékek mérése
reaktogén nanogyogyszerekkel kezelt rdkbetegek vérében
és in vitro, emberi és dllati szérumokban reaktogén gyogy-
szerrel torténd inkubalds sordn ELISA (C3a, C5a, C4d, Bb,
SC5b-9) és a birka-vvt hemolizis assay (CH50) alkalmazdsa-
val, draml3si citometria a bazofil leukocytdk aktivalédasanak
mérésére, hemodindmids és eqgyéb fiziologids valtozdsok
mérése reaktogén nanogydgyszerekkel kezelt malacokban.

Eredmények. 1. A liposzémdk alakja, nagysaga, homoge-
nitdsa, valamint gydgyszertartalma hatassal vannak a C-akti-
vaciora. 2. A C-aktivacio oki vagy kiegészit6, de nem rate-li-
mitalé szerepet tolt be a CARPA tiinetek létrejottében. 3.
Aggregacié hozzdjarulhat a C-activalashoz és CARPA kialaku-
ldsahoz Doxil és feltehet6en mas nanopartikulumok esetén.
4. A malacokban tapasztalhatd fiziologids elvaltozdsok onki-
oltéak lehetnek (tachifilaxis); 5. A CARPA megelézhet6 place-
bo (,tres”), onliposzomdkkal torténd deszenzitizalassal.

Kovetkeztetések. 1. A nanogyogyszerek és biologikumok
terjedésével a CARPA-predikcid és -prevencié novekvéen
fontos szerepet kap a gydgyszerterapidban. 2. Komplement-
és bazofil leukocyta aktivalas mérések és a malac CARPA-mo-
dell felhaszndlasa lehetévé teszik a nanogyogyszerek reakti-
vitdsdnak predikci6jdt 3ltaldban és egy adott gydgy-
szer/adott individuum esetében. 3. A reakciok bizonyos ese-
tekben megelézheték a leirt deszenzitizalassal.

A SZEMELYRE SZABOTT CELZOTT TERAPIA LEHETOSEGEI
AUTOIMMUN BETEGSEGEKBEN

SZEKANECZ ZOLTAN

Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
Reumatoldgiai Tanszék, Debrecen

A gyulladasos autoimmun reumatoldgiai kérképekben, pl.
rheumatoid arthritisben (RA) a betegek nem egyforman rea-
gdlnak a kalonbdz6 gydgyszeres kezelésekre. Nagy szikség
van olyan biomarkerekre, melyek alapjan a terdpids hatds
vagy ineffektivitas el6re jelezhet6 lenne. Az ilyen markerek
kozott vannak klinikai-életmddi tényez6k. Dohdnyosokban
példaul egyes biologikumok hatdsa csékkent. A sejtes-immu-
noldgiai markerek kozul a periférids vagy synovialis B-sejt-
szam, a makrofaginfiltracio mértéke fiigghet 6ssze a gyogy-
szerhatdssal. A szeroldégiai biomarkerek kézil RA-ban a leg-
nagyobb jelentdsége az anti-citrullindlt fehérje autoantites-
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teknek (ACPA) van. Az ACPA-szeropozitivak és -szeronegati-
vak eltérd valaszt adnak a bioldgiai terdpidra. Talan a legtébb
kutatds a farmakogenetika és farmakogenomika teriletén
zajlik. 1tt egyes gének (pl. TNF, FCGR, IL-6) polimorfizmusai
(SNP) vagy tobb génbdl all6 expressziés mintdzatok mutat-
nak dsszefiggést a klasszikus immunszuppressziv szerek (pl.
methotrexat, szulfaszalazin) vagy a biologikumok (pl. TNF-
gatlok, rituximab, tocilizumab) hatékonysadgdval. Az el6adds-
ban &ttekintjik az ezen témara vonatkozé irodalmi ismerete-
ket néhany sajat vizsgalatot is beépitve.

GENETIKAI ES FARMAKOGENOMIKAI VIZSGALATOK
KRONIKUS RHINOSINUSITISBEN

SzELL MARTA", SzABO KORNELIA', KIRIcSI AGNES?, REVESZ MONIKAZ,
VONA IDA°, SzABO ZsoLT, BELLA ZsOLT?, POLYANKA HiLpa'

'MTA-Szegedi Tutomanyegyetem Dermatoldgiai
Kutatécsoport, Szeged

’Fil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika,
Szegedi Tudomanyegyetem, Szeged
*Fl-0rr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika,
Pécsi Tudomanyegyetem, Pécs
‘Borsod-Abatj-Zemplén Megyei Kérhaz és Egyetemi
Oktato Korhaz, Miskolc

Kronikus rhinosinusitis orrpolipdzis nélkiili (CRSNP-) és orrpo-
lipdzissal jaré (CRSNP+) kéréllapotainak tiineteit6l szenvedd
betegeink kérében genetikai vizsgélatokat végziink, melyek
két célt szolgdltak: egyrészt olyan 6rokl6dé faktorokat szeret-
nénk azonositani, amelyek hozzajarulnak ezen multifaktoria-
lisan meghatdrozott korképek kialakitdsdhoz, masrészt cé-
lunk olyan marker azonositasa, amely dsszefiiggést mutat az
orrpolipézis kezelésére munkacsoportunk altal bevezetett
rhinofototerdpias valaszkészséggel.

A CRS patogenezisében kdzponti szerepet tolt be a gyul-
laddsos folyamatok szabdlyozdsanak egyik kulcsmolekuldja,
a tumornekrozis faktor o (TNFa). Munkdnk sordn ezért eset-
kontroll vizsgalatokat végeztiink annak felderitésére, hogy a
TNFA gén kifejez6dését meghatdrozd eqyik varians, a -308
G>A egynukleotidos polimorfizmus (SNP) hozzdjarul-e a be-
tegség kialakitdsahoz. Sem genotipuseloszlasban, sem allél-
frekvencia tekintetében nem taldltunk kilonbséget az egész-
séges kontroll populdcié és a (RS betegek kozott, ugyanak-
kor a betegek klinikai tinetei alapjan tértént alcsopoportok-
ra valé bontdsa megmutatta, hogy az aszpirinszenzitiv
(ASA+), orrpolipézisban szenvedd betegek korében a ritka
,A” allél hordozasa szignifikdnsan (p = 0,02) magasabb ara-
nyU. Eredményeink arra utalnak, hogy a CRSNP+ASA+ bete-
gek klinikailag igen jol elkilonilé csoportja esetében a TNFA
gén -308 G>A SNP-je genetikai predisponald faktorként jarul
hozzd a betegség patogeneziséhez.

Egy masik kisérletben azt vizsgaltuk, hogy a TNFA gén -
863 C>A polimorfizmusa - melyrél ismert, hogy szerepet jat-
szik a bér immunfunkcidinak szabalyozasaban - befolyasolja-
e a rhinofototerdpids valaszkészséget az orrpolipézisban szen-
ved6 betegek korében. A vizsgalatokat 46 beteg bevondsaval
végertik, tineteik javuldsat pontozasi rendszerrel kovettik.
Eredményeink szerint azok az orrpolipézisban szenvedé bete-
nifikdnsan (p <0,003) jobb eséllyel reagdlnak a rhinofototera-
pids kezelésre, mint a vad tipusra homozig6ta betegtarsaik.
Eredményeinkkel remélhetéleg hozzdjarulunk egy igen gya-
kori betegség, a kronikus rhinusinusitis patogenezisének
megismeréséhez, és eqy igéretes terdpias eljaras, a rhinofo-
toterapia orrpolipdzis kezelésére valé bevezetéséhez.

KOMPLEMENTDEFEKTUS GYANUJA ESETEN VEGZETT
VIZSGALATOK BEMUTATASA EGY IMMUNDEFICIENCIA MIATT
GONDOZOTT BETEG KIVIZSGALASA KAPCSAN

SzLAGYI AGNES', VARGA LILIAN', PROHASZKA ZOLTAN', DERFALVI BEATA?

'Semmelweis Egyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kar,
. Sz. Belgyogydszati Klinika, Budapest
2Semmelweis Egyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kar,
Il. Sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, Budapest

A velesziiletett komplementdefektusok legtobb esetben hal-
moz6dé infekciokkal tarsulnak, és gyakori a szisztémas auto-
immun betegség megjelenése is. El6addsunkban egy féléves
kora 6ta ritkul6 tendencidval beteges kisgyermek kivizsgala-
sanak ismertetésével bemutatjuk, hogy a komplementdefek-
tusok gyanuja esetén milyen vizsgdlatok indokoltak, és érté-
kelésikkel hogyan lehet azonositani a hidnyzé komplement-
faktort.

A beteg elsd életéveiben atlagosan évi 10-14 alkalommal
részesilt antibiotikus kezelésben féként felsé léguti megbe-
tegedések miatt. Infekcidi rendre felszinesek maradtak, és
szovédménymentesen gydgyultak 5-14 nap alatt. 5 éves ko-
raban alacsony IgA- és 1gG-szintet észleltek. Csalddi anamné-
zisében nem szerepel immunhidny, szisztémds autoimmun
betegség vagy reumatoldgiai korkép. Tovabbi kivizsgaldsa
sordn végzett komplementmérések (funkciondlis sz(irétesz-
tek, komplementfaktorok analizise) normal C4- és (3-szint
mellett a klasszikus Gt és a lektin ut aktivitas hianyara utal-
tak, melynek hatterében C2-deficienciat észleltink. A mole-
kularis genetikai vizsgdlatok (PCR, szekvenadlds) aldtdmasz-
tottak a C2-deficiencidt, a beteg a (2 génjében homozigéta
formaban hordoz egy 28 bp-t érintd deléciot, amelyet kordb-
ban az I-es tipust (2-deficiencia hatterében azonositottak.

A csaldd kivizsgaldsa sordn bebizonyosodott, hogy a szi-
I6k heterozigéta (2-delécio-hordozok, esetiikben szintén
csokkent (de nem deficiens) komplementaktivitast észleltink.
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Igazolt komplementdeficiencia esetén Iényeges tobbszor
Ujraoltani a beteget a kotelez6 és javasolt oltasokkal, és el-
lendrizni az oltdsok hatékonysagat, mivel az antigénprezen-
tacio sérulése miatt ezekben a betegekben rendre alacsony
szinten vagy hidnyosan alakul ki a vart immunvélasz. Az im-
munkomplex-clearance-mechanizmus sérilése miatt indo-
kolt a klasszikus reakciout komponenseinek deficiencidja
esetén rendszeresen ellendrizni az szisztémas autoimmun
korkép esetleges kialakuldsat is. Betegiinknek 9 éves kora-
ban pillangéerythemanak megfelel6 elvéltozas jelent meg az
arcan, azonban egyéb SLE-re utald klinikai vagy laboratériu-
mi eltérést nem észleltink.

SEJTEK ALKALMAZASA IMMUNOLOGIAI REAKTIVITAS
ANTIGENMATRIXOKON TORTENG VIZSGALATARA

SZITTNER ZOLTAN" 2, PAPP KRISZTIAN® 3, SANDOR NOEMI®, BAJTAY ZsuzsA'
PRECHL JOzSEF*

'EGtvos Lordnd Tudomanyegyetem Természettudomanyi Kar,
Immunoldgiai Tanszék, Budapest,

’Diagnosticum Zrt., Budapest

*MTA-EGtvos Lordnd Tudomanyegyetem Immunoldgiai
Kutatdcsoport, Budapest

Mikromatrixba rendezett antigének segitségével szérummin-
tak antigénspecifikus reaktivitdsa megallapithat, melynek
eredményeként nagyszamd antigén egyidej( vizsgalata im-
munprofil-meghatdrozast tesz lehetévé. A szérummal torté-
nd inkubdcid soran képz6dé immunkomplexek egyes kompo-
nenseit masodlagos ellenanyagokkal azonosithatjuk. Mun-
kdnk sordn azt vizsgaltuk, hogyan helyettesithet6ek ezek az
ellenanyagok fluoreszcensen jelolt sejtekkel. Szervezetiink-
ben az immunkomplexek feldolgozésa a csontveli eredet(
fagocitak, tobbek kozott a monocitdk feladata.

A mikromatrix elkészitése sordn nitrocelluloz felszinre
nyomtattuk a vizsgalni kivdnt antigéneket és kontroll anya-
gokat. Felhaszndlaskor a fehérjéket rehidrataltuk, majd szé-
rumkezelést kovetéen vagy anélkl, floureszcensen jeldlt sej-
tekkel vagy masodlagos ellenanyagokkal végeztik el az el6-
hivast. Munkank sordn els6sorban az U937 monocitoid sejt-
vonallal dolgoztunk, dramlasi citofluoriméterrel ellendriztik
az immunkomplexek felismeréséhez sziikséges receptorok
jelenlétét és beadllitottuk a sejtek fluoreszcens jelélését.

Jellemeztik a sejtek kitapaddsét IgG alosztalyokhoz, ami
hasonlésdgot mutat és részint kovetkeztethet az Fey-recep-
toroknal megfigyelhetd, egyes alosztdlyokkal szembeni affi-
nitdskilonbségekbdl (1gG3>1gG1>1gG4>1gG2). A receptorok
adhézioban betdltott szerepét blokkoldsos kisérletekkel is
meger@sitettik. Ezek alapjan az U937 sejtek IgG alosztalyok-
hoz térténd kitapadasa teljes mértékben az IgG nehéz lanc és
az Fcy-receptorok interakcidjanak kévetkezménye, melyet
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befolyasol az IgG nehéz lancok szerkezete és azok glikozilalt-
sdga is. Bemutattuk tovdbba miként alkalmazhaté a rendszer
SLE-s és egészséges donoroktdl szarmazé szérummintak vizs-
gélatara.

Eredményeink alapjan azt gondoljuk, hogy a sejtekkel
torténd antigén microarray el6hivds fontos eleme lehet egy
funkcionalis immunprofil megdllapitasat célzé rendszernek.

ERBB2-POZITIV TUMOROK IMMUNTERAPIAJA A MOLEKULARIS
KOLCSONHATASOK TUKREBEN

Sz0LL6s1 JANOS, NAGY PETER, VEREB GYORGY

Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomdnyi Centrum,
Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen

Bevezetés. Az eml6karcinomak 30-40%-3aban kimutathato az
overexpresszalt ErbB2 receptor tirozinkindz, amely specifikus
humanizalt monoklonalis antitest, a trastuzumab (TR, Her-
ceptin) terdpids célpontja. Az ilyen tumorok ~60%-aban
azonban eleve trastuzumabrezisztencia figyelhet6 meg, vagy
alakul ki egy éven bel(l, és a prognozis igen rossz.

Anyagok és modszerek. A rezisztencia okainak feltdrdsa,
lekizdése, terapids stratégidk tervezése a sejtszint(i moleku-
laris kélcsonhatdsok megértését célzé biofizikai vizsgélato-
kon tul in vivo verifikdciot is igényel. A kisérletekben az is-
mert TR-szenzitiv sejtvonalak mellett kdzponti szerepe van a
klinikailag trastuzumabrezisztens ductalis karcindmabél izo-
[3lt JIMT-1 sejtvonalnak.

Eredmények. A hasonld mennyiségl ErbB2-t kifejez6
szenzitiv sejtekkel dsszevetve a JIMT-1 sejteken jelentésen
gyengébb a TR kotédése, amivel 6sszhangban 4ll, hogy a
JIMT-1 sejtek szolubilis TR-rel torténé kezelése nem vdltoztat-
pedig egyébként is alacsony szintl autofoszforildcidjat.
Ugyanakkor TR-rel boritott mikrogydngydkkel hatékonyan le-
het aktivalni a JIMT-1-sejtek ErbB2-molekuldit, ami felveteti a
sztérikus gatlas lehetdségét. Ebben a sejtcortex molekulak
szerepét aldtdmasztja, hogy a TR kotédését a MUC4 sialomu-
cin komplex elleni interferdlé RNS jelentésen fokozza, vala-
mint az, hogy a hialuronsav-receptor (D44-et nagymérték-
ben kifejez6 sejteket xenograftként hordozé SCID egerek hi-
alurnsav-szintézisét 4-metil-umbelliferonnal gatolva az in vi-
vo TR-rezisztencia megszintethetd. A (D44-expresszi6 klini-
kai mintakban is korreldl a TR kotédésével. Az ECM reziszten-
ciabeli szerepét tovabb erdsiti, hogy a frissen tripszinezett
sejtek inokulaciéjdval parhuzamosan kezdett TR-kezelés SCID
egérben hosszabb ideig gatolja a tumor novekedését, ellen-
tétben a késéi terdpidval, mely az eredetil szolgdlé human
daganat esetéhez hasonléan ineffektiv. Mi tébb, a viszonylag
fejletlen sejtkortexszel rendelkezé keringé és disszeminalt
tumorsejtek még akkor is eliminalasra kertlnek, amikor a pri-
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mer tumor mar rezisztenssé valik. A hatds hatterében ADCC
mechanizmus azonosithatd, mivel az in vitro azonos hatasu
TR (Fab)2 in vivo hatdstalan. A TR-kezelést pertuzumabbal
(PR, Omnitarg), egy ErbB dimerizaciét gatlé humanizalt anti-
testtel kombinalva az ADCC-hatés jelentésen fokozhato, fel-
tehet6leg azért, mert az azonos molekuldhoz a sejtmemb-
rantdl tdvolabb kétédé PR fokozza az immunszinapszis den-
zitdsat és stabilitasat.

Kovetkeztetés. Az immunterdpids célpontok molekuldris
kolcsonhatdsainak feltérképezése lehet6vé teszi hatéko-
nyabb, kombinalt kezelések tervezését, a terdpiarezisztencia
megértését és lekizdését.

A KERATINOCYTAK ES A PROPIONIBACTERIUM ACNES
BAKTERIUM KOLCSONHATASANAK SZEREPE AZ ACNE
PATOGENEZISEBEN

Tax GABOR', BoLLA BEATA SziLvia”, EroEl LiLta, URBAN Eoit?,
Kemeny Lajos™ 3, SzaBo KorNELIA®

'Szegedi Tudomanyegyetem, Szent-Gyorgyi Albert Klinikai
Kozpont, Bérgyogyaszati és Allergolégiai Klinika, Szeged
2Szegedi Tudomanyegyetem, Szent-Gyorgyi Albert Klinikai
Kézpont, Klinikai Mikrobiolégiai Diagnosztikai Intézet,

Szeged
SMTA-SZTE Dermatoldgiai Kutatécsoport, Szeged

Az acne a serdilékori populdcié nagy szdzalékat érinté gyulla-
ddsos boérbetegség, amelynek kialakuldsaban az epidermalis
keratinocytdk abnormdlis mikodése kozponti szerepet jatszik.

Laboratériumunk korabbi munkai alapjan ismert, hogy az
acne patogenezisében szerepet jatsz6 Propionibacterium ac-
nes (P. acnes) baktérium egyes torzsei megvaltoztatjdk az in
vitro tenyésztett immortalizalt humdan keratinocytak (HPV-
ker) proliferaciés viszonyait és életképességét. Ezzel parhu-
zamosan olyan molekularis valtozdsok indulnak, amelyek ha-
tasara a bérsejtek aktivalt allapotba keriilnek, mely folyama-
toknak fontos szerepe lehet az acnés laesiok kialakitdsaban.

Munkank sordn célunk a P. acnes hatdsara bekévetkezd
sejtbiolégiai valtozasok pontos nyomon kovetése, és az ezek
hatterében 3116 molekularis folyamatok részletes megismerése.

Kisérleteinkben harom kilénboz6 P. acnes torzs (889,
6609, ATCC 11828) hatdsat vizsgaltuk a HPV-ker sejtek proli-
feraciojara és életképességére valos idejl, impedancia méré-
sének elvén alapul6 technoldgia felhasznalasaval, amely ki-
sérletekben a sejteket ot killonboz6 sejt-baktérium ardnyban
(1:25, 50, 100, 200 és 300 multiplicity of infection; MOI = 25,
50, 100, 200, 300) kezeltiik.

A P. acnes 889 jell izolatum esetén emelkedett sejtin-
dex- (CI) értékeket figyeltink meq a kezeletlen kontroll sej-
tekhez képest 24-36 o6rdval a baktériumkezelést kovetéen,
magas MOl alkalmazdsa esetén (200, 300). Hemocitométer-

rel torténd szamolassal igazoltuk, hogy a megfigyelt CI-vélto-
zdsokat a HPV-ker sejtek fokozott proliferaciéja eredményez-
te, mellyel parhuzamosan a Ki67 keratinocyta proliferacios
marker mRNS-szint(i kifejez6dése is novekedett. Késébb, 36-
72 6radval a P. acnes 889 és ATCC 11828 kezelést kévetéen
(MOl 200, 300) a Cl-értékek jelentds csokkenést mutattak a
HPV-ker sejtek pusztuldsa kovetkeztében. A P. acnes 6609
izoldtum az alkalmazott kisérleti paraméterek mellett sem a
HPV-ker sejtek proliferaciés folyamataira, sem az életképes-
ségére nem volt hatdssal.

Molekulris vizsgalataink sordn az eltéré dozisban alkal-
mazott kulonféle P. acnes torzsek hatdsat is vizsgaljuk a HPV-
ker sejtek aktivacios folyamataiban szerepet jitszé gének
(TNFA, IL-1A) kifejez6désére valds idej RT-PCR modszer al-
kalmazdsaval. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a fenti gé-
nek expressziés kulonbségeinek hatterében torzs- és dozis-
specifikus eltérések allhatnak.

Eredményeink hozzdjarulhatnak az egyik leggyakoribb
bérbetegség molekularis patogenezisének jobb megismeré-
séhez.

HUMAN DEFENZINEK TERMELODESE OPPORTUNISTA CANDIDA
ALBICANS, C. KRUSEI, C. TROPICALIS ES C. PARAPSILOSIS
HATASARA

TiszLAvIcZ ZOLTAN', GACSER ATTILA®, NEMETH TIBOR?, SEPRENYI GYORGY?,
MANDI YVETTE'

'Szegedi Tudomanyegyetem, Orvosi Mikrobioldgiai

és Immunbiolégiai Intézet, Szeged

2Szegedi Tudomanyegyetem, Mikrobioldgiai Tanszék, Szeged
*szegedi Tudomanyegyetem, Orvosi Bioldgiai Intézet, Szeged

Bevezetés. Az opportunista patogén sarjadzé gombak képe-
sek a gazdaszervezet immunvdélaszat befolydsolni azaltal,
hogy természetes antimikrobidlis peptidek, a defenzinek ter-
mel6dését indukaljak. Célunk az in vitro Candida albicans-, C.
krusei-, C. tropicalis- és C. parapsilosis-fertézés hatdsanak
vizsgalata a human béta-defenzin-2 (HBD2) termel&désére
Caco-2 intestinalis epithel eredet(i sejteken, illetve az alfa-
defenzin (human neutrophil peptide, HNP1-3) felszabadulds-
ra periférids vérben.

Mddszerek. A szekretalt HBD2-szintet ELISA kit segitségé-
vel hatdroztuk meg a sejtkulturdk felGldszéiban, a sejten be-
[Uli peptidet Western-blot-analizissel és immunfluorescens
festéssel vizsgaltuk. Az inducibilis HBD2 mRNS relativ exp-
resszidjat valds idej kvantitativ PCR-rel hatdroztuk meg. A
candida fajokkal indukalt periférids vérben ELISA-val detek-
taltuk a HNP1-3-at.

Eredmények. A HBD2 mRNS expresszidja fokozddott Caco-
2 sejtekben candidafert6zés hatdsdra, legnagyobb mérték-
ben a C. albicanst kovetéen. Hasonléképpen, a HBD2 peptid
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szekrécio szignifikdnsan magasabb volt az in vitro C. albicans-
fertézés hatasara (13,5 + 5 pg/ml), mint a C. krusei-, a C. tro-
picalis- vagy a C. parapsilosis-fertézést kovetéen. A legna-
gyobb intracelluldris HBD2-mennyiséget szintén a C. albi-
cansszal fert6zott sejtekben mértiink Western-blottal, illetve
immunfluoreszcens festéssel. Mind a C. albicans-, mind a C.
parapsilosis-fertézés szignifikdnsan nagyobb mennyiség(
HNP1-3 peptid szekréciét eredményezett periférids vérben,
dsszehasonlitva a Staphylococcus aureusszal torténd in vitro
fertézés eredményével (600 + 50 ng/ml, 300 + 25 ng/ml vs.
150 + 25 ng/ml).

Kovetkeztetések. Vizsgdlataink bizonyithatjdk az intestina-
lis epithelsejtek kiemelt szerepét a candidainfekciék elleni
antifungdlis védelemben. A candidafertézések szintén koz-
ponti szerepet jatszhatnak a neutrofil granulocytak alfa-de-
fenzin szekréciojanak kivaltasaban.

JOBB-E EGY TERAPIAS ANTITEST, MINT KETT(?
A TRASTUZUMAB-PERTUZUMAB KOMBINACIO ELSGSORBAN
ADCC-N KERESZTUL FEJTI KI SZINERGISZTIKUS HATASAT

TOTH GABOR, SIMON LAszLO, Sz0LLGSI JANOS, VEREB GYORGY

Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen

Bevezetés. A trastuzumab olyan, tumorterapidban alkalma-
zott ErbB2 célpontt humanizalt monoklonalis antitest, mely-
re egyszerre jellemz6 a terdpias siker és a magas reziszten-
ciaardny. Mig a trastuzumab az ErbB2 leszabdlyozasat fokoz-
z7a, eqy masik antitest, a pertuzumab az ErbB2 dimerizaciés
karjahoz kot6dve annak heterodimerizéciojat gatolja. Allatki-
sérletek alapjan kombinacidéjuk javithatja a kezelés kimene-
telét, akar molekularis szintl folyamatok miatt (pl. hiperke-
resztkotés alapu ErbB2 internalizacié fokozddas), akar sztéri-
kusan komplementer kot6helyeket kindlva NK-sejtek szama-
ra az ADCC folyamatdban. Ezen bioldgiai utak elkilonitésére
nyilhat méd az antitestek Fc-rész nélkili, F(ab), fragmentu-
mainak vizsgalataval.

Anyagok és mddszerek. A kisérletek els¢ fazisaban létre-
hoztuk ezeket a fragmenteket, és 6sszehasonlitast végeztink
intakt parjaikkal in vitro. A trastuzumab és pertuzumab
F(ab),-t pepszin-agar6z emésztéssel és gélsziréssel nyertik.
Az antitestek kot6képességét és az Fc-rész hidnyadt immun-
fluoreszcens jeloléssel dramldsi citométeren vizsgéltuk. Az
EC50 értékeket in vitro MTT-alapu proliferacios kisérletekben
hatdroztuk meg. Az ADCC vizsgdlatat frissen izoldlt human
mononukledris sejtekkel, valds ideji sejtadhéziés esszével
végeztik. Ezutdn az antitestek és kombindcidik SCID egérbe
subcutan inoculdlt xenograft emlétumorok ndvekedésére
gyakorolt hatdsat vizsgalatuk.

Eredmények. Mivel a protein A és protein G a varakozas-
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sal ellentétben a F(ab),-t is megkototték, méretre és ion-
ergsségre optimalizdlt gélkromatografidt hasznaltunk a meg-
felel6 méretd fragmentumok szepardldsara. Az Fc-rész hid-
nyat poliklondlis anti-Fc immunfluoreszcencids jeldléssel iga-
zoltuk. Az Fc-régi6 hidnya nem befolydsolta jelentésen az an-
titestek 6nallé in vitro hatdsat sem a szenzitiv BT-474, sem a
kiulonbség a pertuzumab F(ab),-nek a teljes antitesthez ké-
pest kissé megnovekedett ErbB1-ErbB2 dimerizdciét gatlo
képessége volt, mely a csokkent EC50-értékben is visszatiik-
roz6dott. Az in vitro proliferacio gatlds izobol gorbéi alapjan
a két antitest kombindciéja additiv hatdsunak tint mind a
teljes antitestek, mind az F(ab), esetében. Az ADCC alapu 6lé-
si kisérletben az F(ab), nem fejtett ki hatast, mig a teljes an-
titestek medialtak az olést. In vivo az F(ab), fragmentumok
nem csokkentették a JIMT-1-tumorok novekedését, az egész
antitestek ondlléan alkalmazva egyformdn hatékonynak bi-
zonyultak, kombindcidjuk pedig erds szinergizmust mutatott.

Kovetkeztetés. Eddigi kisérleteink azt tdmasztjdk ald, hogy
az in vitro szinergizmus hidnya ellenére a trastuzumab és
pertuzumab kombindci6ja in vivo szinergisztikusan fokozza
az ADCC-t, ami kombinaciés human terdpia hatékonysaganak
is alapja lehet, még in vitro rezisztencidt mutaté daganatok
esetén is.

HUMAN T-SEJT-EREDETU C3-FRAGMENTUMOK HATASA
A T-LYMPHOCYTAK AKTIVACIOJARA

TOROK KATALIN', KREMLITZKA MARIANN?, SANDOR NoEmI",
TOTH ESZTER ANGELA?, BAJTAY Zsuzsa' 2, ERDEI ANNA™?

'MTA Immunoldgiai Kutatécsoport, E6tvos Lordnd
Tudomdnyegyetem, Budapest

’E6tvos Lordnd Tudomanyegyetem, Immunoldgiai Tanszék,
Budapest

Napjainkban egyre tébb kutatas foglalkozik a komplement-
rendszer elemeinek a T-sejtek aktivacids folyamataira kifej-
tett szabalyoz6 hatdsanak vizsgalatdval. A komplementrend-
szer kozponti fehérjéje, a (3 hasitdsdval keletkez6 aktivacids
fragmentumok lymphocytdkra kifejtett szabdlyozd szerepét
azonban els@sorban dllatmodellek felhasznaldsaval tanulma-
nyozzak, és kizarélag a C3a anafilatoxikus peptid hatdsat
vizsgdljdk. Célunk annak tisztdzdsa, hogy a human T-lym-
phocytak valéban termelnek-e (3 fehérjét, és ha igen, az mi-
lyen hatdst gyakorol a T-sejtek aktivacios folyamataira anti-
génprezentacid soran.

Kisérleteinkhez human vérbdl, illetve mandulabol MACS
modszerrel, vagy aramldsi citofluorimetrids szortirozassal
frissen izol3lt, illetve 3 napig anti-CD3-mal aktivalt T-sejteket
hasznaltunk. A lokalis C3-termelést mRNS-szinten RT-PCR-rel,
valamint fehérjeszinten dramldsi citofluorimetridval és im-




KONGRESSZUSI 0SSZEFOGLALOK / CONGRESS ABSTRACTS

munprecipitdcidval vizsgaltuk. A T-sejt-eredetd 3 proliferaci-
ora kifejtett hatasat allogén antigénprezentdciés rendszer-
ben kovettik, ahol el6zetesen aktivalt T-sejteket, valamint
monocytabdl differencidltatott, LPS-sel kezelt dendritikus sej-
teket (DC) haszndltunk. A T-sejt-proliferaciot H3-timidin be-
épuléssel vizsgaltuk. A kontroll mintdkhoz poliklondlis anti-C3
F(ab’),-t, anti-iC3b-t és eqy ligandumkétéhely-specifikus an-
ti-CR3 ellenanyagot adtunk a sejtek el6zetes aktivalasat ko-
vet6en.

Kimutattuk, hogy az aktivalt human T-sejtek mRNS- és fe-
hérjeszinten egyarant kifejezik a (3-at. Eqy iC3b neoepitdpot
felismeré monoklonalis ellenanyagot alkalmazva mind dram-
I3si citofluorimetridval, mind sejtfelszini biotinilalast kovetd
immunprecipitacioval kimutattuk, hogy a lokdlisan termel6dé
(3 visszakotddik a sejtfelszinre. Allogén antigénprezentacids
kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy az aktivalt T-sejtek
felszinére kot6dott T-sejt-eredetl iC3b a CR3, tovabba valo-
szinGleg a (R4 receptorokon keresztil kapcsolddik a DC-khez,
amelynek hatasara a T-sejtek proliferacidja er6sen fokozddik.

Kisérleteink arra utalnak, hogy aktivacié hatdsdra a hu-
man T-sejtek dltal termelt C3 jelentésen befolydsolja a T-sej-
tek aktivaciés folyamatait, és pozitiv kostimulatorként hat.

NANOGYOGYSZEREK, NANOHORDOZOK PSZEUDOALLERGIAS
MELLEKHATASANAK (CARPA) IN VIVO IMMUNOTOXIKOLOGIAI
TESZTELESE

URBANICS RupoLF', BEDGCS PETER?, ROSIVALL LASzLO®, SzEBENI JANOS™ *

'SeroScience Kft. Budapest

2Uniformed Services University of Health Sciences, Bethesda,
MD, USA

*Semmelweis Egyetem, Korélettani Intézet, Budapest
‘Semmelweis Egyetem Nanomedicina Oktatdsi és Kutatdsi
Kozpont

Bevezetés. A nanotechnoldgia Uj terdpids és diagnosztikus
eszkdzok sokasagat dllitja el6, melyek jobb kinetikai paramé-
tereket, kisebb toxicitast, célzott bejutast, jobb hatdsfokot
biztositanak, ugyanakkor Uj tipust mellékhatdsokat vélthat-
nak ki. A nanomedicinak és diagnosztikumok mérete az 50-
100 nm-es tartomanyban van, és az immunrendszer ezeket
mint idegen anyagokat felismeri, és ellenik immunvalaszt
indithat. Intravénds alkalmazds esetén viszonylag gyakran
|éphet fel pszeudoallergids reakcio. Az igy kivaltott akut im-
munvdlasz, a hiperszenzitivitasi reakcié a komplementrend-
szer aktivalasaval jar, és az irodalomban az angol rovidités
egyre ismertebb (C activation-related pseudoallergy - CAR-
PA). A CARPA-reakcié emlékeztet az Ig-E-medidlt anafilakto-
id reakciéra, de nem vesz részt benne az Ig-E, a reakcié az
elsé applikaciokor a legerésebb, gyorsan, egy percen belil
jelentkezik, dézisfigg6, és rendszerint spontan helyreall a fi-

ziologids dllapot. A reakcié el6fordulasa gyakori (2-40%), és
fatdlis kimenetele is lehet. A reakciora kilonésen érzékeny a
sertés, anafilaktoid reakcidja megegyezik a legérzékenyebb
emberek reagdlasaval.

Madszerek. A nanoanyagok in vivo tesztelését 20-30 kg-os
altatott hazi sertéseken végeztik. Folyamatosan regisztraltuk
az arteria pulmonalis (PAP) és a szisztémas artérids nyomast
(SAP), az EKG-t és a kilégzett CO,-t, és a reakciok sordn min-
takat vettiink a vérsejtszamvaltozads, komplementaktivécids
termékek és tromboxdn meghatdrozasara. A tesztanyagokat a
vena jugularisba bolusban vagy infaziéban adtuk be.

Eredmények. Az 3ltalunk eddig vizsgalt, CARPA-reakciot
kivalté nanoanyagok kozil a forgalomban [évé liposzomalis
Doxil és Ambisome, valamint micellaris tipust gydgyszer, Ta-
xol nagyon hasonlé reakcidkat valtott ki. Mennyiségi kilonb-
ségek vannak az egyes anyagok altal kivaltott reakcidkban,
pl. Doxil esetén a PAP-emelkedés dominal, Ambisome be-
addsat kovetéen a SAP-csokkenés is nagyon jelents, és
gyakram jar EKG-elvdltozasokkal is. Polimerek és mds gyogy-
szerhordozdk, dendrimerek, karbon nanocsdvek, arany nano-
partikulumok és PEG-ilalt polikationok is nagyon hasonlé re-
akciokat valtanak ki. A felszini toltések megvaltoztatasa, és a
hordozok funkcionalizdldsa jelentésen vdltoztathatja ezen
anyagok CARPA-kivélto sajatossagait.

Kovetkeztetések. A nanomedicindlis anyagok el6nyds tu-
lajdonsagaik mellett egy Uj immuntoxikoldgiai sajatossagot
is hordoz(hat)nak, amelynek detektaldsa a biztonsagfarma-
kolégia fontos eleme lesz a jovében. Az érzékeny malac mo-
dell e pszeudoallergids jelenség kivald jelz6je, és nagyon ki-
[6nb6z6 tipusu nanoanyagok esetén is megbizhat6 eszkoz.

A munka részben a NFU/MAG Zrt: ,TECH-08-D1-2008-
0030” ,NANOMEDI" pélydzat tdmogatdsaval készilt.

A RITUXIMABTERAPIA HOSSZU TAVU HATASA

A B-SEJT-SZAMRA ES AUTOANTITEST-TERMELESRE
RHEUMATOID ARTHRITISBEN: MAGAS SZENZITIVITASU
ARAMLASI CITOMETRIA A B-SEJT-DEPLECIO MEG SZENZITIVEBB
MEGHATAROZASARA

VANCSA ANDREA, SZAMOSI SzILVIA, BODNAR NORA, Sz(cS GABRIELLA,
SZANTO SANDOR, GERGELY LAJOS, SZEKANECZ ZOLTAN

Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomdnyi Centrum,
Reumatoldgia Tanszék, Debrecen

Célkittizés. Az anti-CD20 antitest (rituximab) terdpia B-lym-
phocyta-depléciot okoz rheumatoid arthritisben (RA), habar a
rituximabterapidra adott klinikai valasz kulonbozik az egyes
betegekben. Jelen vizsgalatunkban a hosszd tava RTX-terdpia
hatékonysdgat és biztonsdgossagdt elemeztik betegeink-
ben, tanulmanyoztuk a korreldciét a B-sejt-deplécid, klinikai
valasz és autoantitest-termelés kozott.
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Betegek és mddszerek. 77 aktiv rheumatoid arthritisben
szenvedd beteg (férfi : n6 ardny 12 : 65) részesilt két alka-
lommal 1000 mg-os rituximab infuziéban két hét kilonbség-
gel a 0. és 15. napon, majd hathavonta fix protokoll szerint a
klinikai valasz mértékétél figgetlenil. Az 6sszes beteg leg-
aldbb 5 ciklus RTX-terapidban részesilt, akik betegsége klini-
kailag aktiv volt (DAS28 >5,1) a konvencionalis DMARD-tera-
pia és legaldbb egy anti-TNFa szerre elégtelen klinikai valasz
esetén. Meghataroztuk a DAS28 értékeket, az IgM rheumato-
id faktor (RF) és anti-cyclic citrullinated peptide (CCP) antitest
szinteket induldskor, a terdpia 15. napjan, majd 6 havonta 24
honapig. A klinikai valaszokat az EULAR valaszoknak megfe-
leléen rogzitettik. Detektdltuk az abszolat CD19+ B-lympho-
cyta-szdmot 50 beteg periférids vérében magas szenzitivitd-
st draml3si citometrids vizsgalattal (hsFACS). Komplett dep-
léciot véleményeztiink abban az esetben, ha az abszolit B-
sejt-szam <0,0001 G/I volt. A mellékhatasokat is rogzitettik
a terapia, illetve 48 hénapos utankdvetés soran.

Eredmények. A betegek egy kezdeti és legalabb 4 ciklus
rituximabterdpidaban részesiltek. A terdpia kezdete utdn 6,
12, 18 és 24 honappal a betegek 51,6, 51,9, 73,3 és 83,8%-
a mutatott j6 EULAR-vélaszt. Szignifikdns és tartos csokkenés
kovetkezett be az IgM-RF és anti-CCP antitest szintekben 6 és
12 honappal a terdpia kezdete utdn. A (D19+ B-sejt-szdmot
mértik a periférids vérben a terdpia kezdete el6tt minden
beteg esetén. A kiindul3si dtlagos abszolut B-sejt-szdm 0,234
G/l volt. A B-sejtek szama szignifikdnsan csokkent az elsé in-
flzié utdn a 15. napon (0,104 G/I; p = 0,007), mely tovébb
csokkent a 24. hénapban (0,0013 g/I; p <0,001). Mar egy ri-
tuximab infdzié inkomplett depléciot eredményezett a bete-
gek 76,7%-aban. Hat, 12, 18 és 24 honappal az elsé infzié
utdn a betegek 75,7%, 70,8%, 56,5% és 50,0%-4nak a peri-
férids vérében volt detektdlhaté CD19+ B-sejt (20,0001 G/I).
A (D19+ B-sejt-szam pozitivan korreldlt a DAS28-értékekkel
(r=0,964; p <0,001), az IgM-RF (r = 0,955; p <0,001) és an-
ti-CCP antitest szintekkel (r = 0,755; p <0,01). A DAS28-érté-
kek csokkenése szintén pozitiv korreldciot mutatott az ala-
csony IgM-RF (r = 0,979; p <0,001) és anti-CCP antitest érté-
kekkel (r = 0,903; p <0,001). Szignifikdns mellékhatas nem
fordult el6.

Kévetkeztetések. Rheumatoid arthritisben a RTX-ra adott
klinikai vélasz korreldlt a B-sejt-deplécio mértékével, illetve
az autoantitest-termeléssel is. hsFACS hasznos médszer lehet
az inkomplett B-sejt-deplécié, a minimalis rezidualis beteg-
ség még pontosabb meghatarozédsara akdr az onkohematolo-
gidban.
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A HEADCASE SZEREPE A DROSOPHILA
VERSEJT-DIFFERENCIALODASA SORAN

VARGA GERGELY ISTVAN', HONTI VIKTOR', CSORDAS GABOR',
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'MTA Szegedi Bioldgiai Kozpont Genetikai Intézet,
Immunolégiai Csoport, Szeged
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Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) vérsejtjei, a he-
mocitak, az eml§sok vérsejtjeihez hasonléan tobb hulldmban
keletkeznek, és egymastdl elkilonilt kompartmentumokban
helyezkednek el. Differencidlodasukat evoltcidsan konzervalt
transzkripcids és epigenetikus faktorok szabalyozzak. A labo-
ratériumunkban elallitott in vivo sejtvonaljel6l6 rendszer al-
kalmazdsaval térképeztik az egyes vérsejttipusok és -kom-
partmentumok leszarmazasi vonalait. A ldrva hemocitdi ha-
rom kompartmentumban helyezkednek el: a szesszilis sz6-
vetben, a keringésben és a kozponti nyirokszervben. Sejtvo-
nal-jeldléses vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a
kozponti nyirokszerv a tobbi kompartmentumtdl elkilonilten
fejlédik, azonban az immunindukcié hatdsara keletkezé ef-
fektorsejtek képzésében mindhdarom kompartmentum részt
vesz. Vizsgdlatainkbdl az is kider(lt, hogy a sejtvonalak is
nagyfoku plaszticitdssal rendelkeznek: a terminalisan diffe-
rencidlodottnak vélt fagocitdk, a plazmatocitdk az immunin-
dukcid hatdsara tokképz6 lamellocitakkd alakulnak. Kisérlete-
inkben a kompartmentumok és a sejtvonalak egyittmikodé-
sének és plaszticitasanak molekuldris hatterét kivanjuk tisz-
tazni. Ehhez vérsejtspecifikus meghajtéelemek segitségével
ismert, a differencidlédast szabalyozo faktorok génjeit csen-
desitjuk, illetve fejeztetjuk ki az egyes vérsejtképzé széve-
tekben és vérsejttipusokban. A szabdlyoz¢ faktorok egyike, a
Headcase, a larva imaginalis szoveteiben aktiv, és gdtolja
ezen szovetek sejtjeinek korai differencidlédasat. A hdc gén
kifejez6dik a larva kozponti nyirokszervében is, azonban im-
munindukcié hatdséra a nyirokszervbél a keringésbe kerilé
és differencialodé vérsejtekben a hdc-aktivitds megsz(inik. A
hdc gén aktivitdsanak kovetésére hdc-GAL4 meghajtéelemet
hordoz6 vonalakat hoztunk létre. A hdc gén szerepének tisz-
tdzdsara vérsejtspecifikus meghajtéelemeket és UAS-hdcRNSI
konstrukcidt alkalmazva csendesitettilk a gént az egyes vér-
sejt-kompartmentumokban. A hdc gén csendesitése nem be-
folydsolta a lamellocitak differencidloddsat, azonban az érett
plazmatocitdk szama mindharom vérsejt-kompartmentum-
ban erdsen csokkent, annak ellenére, hogy a hdc a szesszilis
szovetben nem fejezédik ki. Mindez folveti annak lehetésé-
gét, hogy a hdc gén eqgyes szovetekben sejtautoném, mas
szovetekben pedig nem sejtautoném mdédon szabdlyozza a
vérsejtek differencidlodasat. Ezért olyan transzgenikus konst-
rukcidkat hoztunk létre, melyek segitségével a szesszilis sz6-
vet a genetikai meghajtéelemektdl fuggetlendl in vivo kije-
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I6lhetd. Ezdltal nemcsak a hdc szesszilis szévetben betéltott
szerepe tisztdzhaté, hanem a kompartmentumok sejtauto-
noém-nem sejtautdm szabdlyozdsdnak kérdéseire is valaszt
kaphatunk.

A TUMORANTIGENEK MEMBRANTOPOLOGIAJA ES MOBILITASA
MEGHATAROZZA AZ UJRAPROGRAMOZOTT T-SEJTEK
DAGANATPUSZTITO KEPESSEGET

VEREB GYORGY', Sz00R ARPAD', RusZNAK PETER', HINRICH ABKEN?,
Sz6LLOSI JANOS'

"Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum
Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen
K6lni Egyetem Immunoldgiai Intézet, Koln

Bevezetés. A kiméra antigénreceptorral (CAR) transzfektalt ci-
totoxikus T-sejtek Uj lehet6séget jelentenek a daganatkeze-
Iésben. A melanomasejteken kifejezett p97 és HMW-MAA el-
len irdnyitott T-sejtek lényegesen nagyobb o6l6képességet
mutatnak a p97 esetén, annak ellenére, hogy mindkét CAR
azonos affinitdst, és az antigénexpresszié is hasonlo mér-
tékd. Munkank soran azt vizsgaltuk él6 melanomasejteken,
hogy a két antigénen keresztil kifejtett 6l6hatds eltéré volta
kapcsolddik-e azok eltér6 membranbeli szervezédéséhez.

Anyagok és modszerek. A sejtfelszini antigéneket és lipid-
tutajokat fluoreszcencids jelolést kovetéen konfokalis mikro-
szképpal és fluoreszcencia korrelacios spektroszkdpidval vizs-
gdltuk. A mobililtds modositdséra metil-béta-ciklodextrinnel
(MBCD) membrdnkoleszterint vontunk ki, ennek életképes-
ségre gyakorolt hatdsat Annexin V és PI jeléléssel, dramldsi
citométerrel vizsgdltuk. A T-sejt-aktivaciot a CD107a-exp-
resszié alapjan itéltik meg.

Eredmények. Méréseink szerint a p97 280 nm vagy kisebb
atmér6ji klaszterekbe szervezédik és 44 + 22 ms diffizids
korrelacios id6t mutat, valamint egy 1-3 s nagysdgrend(
komponens is kimutathaté esetében, mely valészin(Gleg a kis
csoportok egyittes diffuziojabdl ered. A HMW-MAA szigetei
738t85 nm méretliek, és keresztkorrelacios koefficiense
alapjan (C = 0,46 + 0,06) jelentésen atfed a lipidtutajokkal. A
szigeteken belil diffizidja a p97-hez képest lassabb (korreld-
ciés id6 124 + 42 ms). A két antigén dtfedése és kodiffdzioja
keresztkorreldcios spektroszkdpidval sem mutathatd ki. Az
immunszinapszis képzédését valds idében vizsgdlva azt ta-
pasztaltuk, hogy a p97 célpontt lymphocytdk kapcsolodast
kovetéen stabil szinapszist képeztek, viszont a HMW-MAA
célpontuak, bdr a célsejttel vald taldlkozaskor kvdziazonos
gyorsasdggal szinapszisba rendezték receptoraikat, szinapszi-
saik stabilitdsa gyengébb volt, és a sejt-sejt kapcsolat rovid
id6 alatt felbomlott. A koleszterinkivonds 5 mM MBCD kon-
centracio és 30 perc inkubdcids id6 felett citolizishez vezet,
de az ép sejtek életképességét a kontrollhoz képest nem be-

folyasolja lényegesen. Ugyanakkor a HMW-MAA lipidtutajbeli
lokalizaciojat csokkenti (C = 0,24 £ 0,09), és egymasodperces
nagysagrendd difflziés komponens megjelenését eredmé-
nyezi, amely mogott allhatnak kisebb HMW-MAA aggregatu-
mok. Ezzel 6sszhangban a célsejtek MBCD-kezelése javitotta
a HMW-MAA célpontd lymphocytdk aktivaciojat.

Kovetkeztetés. A p97 kisebb, mobilisabb, lipidtutajoktdl
figgetlen klaszterei és/vagy az azokon belili gyorsabb diffu-
zi6 el6segitheti annak stabil immunszinapszisba valé gydijté-
sét, és rajta keresztil az 6lés beinditdsat, mig a HMW-MAA
alacsonyabb mobilitasa és kotottsége a raft doménekhez ga-
tolja mindezt. A jelenség altalanosithato, mert lipidtutajban
lokalizélédott fAchR-t, és mobilisabb CEA-t kifejezé rhabdo-
myosarcoma ezen membranfehérjéi ellen programozott T-
sejtek kozil a CEA-hoz két6d6k mutatnak hatékonyabb cito-
toxicitast.

A KOMPLEMENTRENDSZER VIZSGALATA NEUROMYELITIS
OPTICABAN
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A neuromyelitis optica (NMOQ) a kozponti idegrendszer auto-
immun betegsége, melyet a latdideg és a gerincvel6 gyulla-
ddsa jellemez. A betegséget a kozponti idegrendszer f6 viz-
csatorndja, az aquaporin-4 ellen termel6dé ellenanyagok
kozvetitik. Patoldgiai jelei a lokalis 1gG-lerakddas és komple-
mentaktivacié. A komplementrendszerre vonatkozé adatok
NMO-ban igen szegényesek, a komplementrendszer részle-
tes tanulmanyozdsara eddig még nem kertilt sor.

A komplementvizsgalatokat 28 NMO-s péciensben [37
(30-51) évesek, 88%-uk nd] végeztik el, dsszehasonlitva az
eredményeket 113 egészséges egyénben kapott ered-
ménnyel [35 (30-43) évesek, 57%-uk nd].

A komplementutvonalak ésszkomplement-aktivitasat szé-
rumban mértik hemolitikus titraldssal a klassszikus dtvonal
esetén, és Wi-ELISA-val a lektinfigg6 Utvonal esetén. A C3-
szinteket turbidimetridval, mig a C4, B-faktor, I-faktor és a C1-
inhibitor koncentrdciéit radidlis immundiffaziéval mértuk. A
plazma C1rC1sC1-inh, C3bBbP és C5b-9 komplementaktivaci-
6s termékek szintjeit hazi ELISA-rendszerrel hatdroztuk meg.
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A szérum (3- és I-faktor-szintjei szignifikdnsan alacsony-
abbak az NMO-s betegekben, mint a kontrollokban (p =
0,0006 és p = 0,0033), és hasonlé tendencidt mutat a B-fak-
tor koncentraciéja is (p = 0,091). Erdekes azonban, hogy az
alternativ 6sszkomplement-aktivitds nem kilonbozétt a
kontrolloktol. A C4- és a C1-inhibitor-szintekben sem volt ki-
lonbség a két csoport kozott. A klasszikus és az MBL-fiiggd
lektin at aktivitasa szignifikdnsan magasabb a betegekben,
mint a kontrollokban (p = 0,0059 és p = 0,0044). A betegek
EDTA plazmamintdinak komplementaktivaciés termékeinek
szintjében nem taldltunk szignifikdns emelkedést.

Bar az alternativ Gtvonal komponenseinek szintje az
egészségesekhez képest csokkent, ennek ellenére eredmé-
nyeink szerint NMO-betegségben komplementaktivacié nem
zajlik szisztémasan.

A FOKOZOTT TRAF6-EXPRESSZIO GATLASA EBER1-SPECIFIKUS
DNS-SZEKVENCIAVAL SJOGREN-SZINDROMAS BETEGEK
MONONUKLEARIS SEJTJEIBOL

ZiLAHI ERIKA', SIPKA SANDOR', KONYA JOZSEF?, PAPP GABOR',
SZANTO ANTONIA!, ZEHER MARGIT'

'Debreceni Egyetem, Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
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’Debreceni Egyetem, Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
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El6zmények. Kordbbi vizsgélatainkban kimutattuk, hogy a
Sjogren-szindrémas betegek mononuklearis sejtjeiben a fo-
kozott mikroRNS-146a-szint mellett, meglepé maddon, foko-
zott TRAF6 gén expresszio figyelheté meg.
Vizsgdlati cél. Jelen munkdnkban azt vizsgaltuk, hogy
a) fokozott TRAF6-expresszié egy év utdn is megfigyel-
het6-e a Sjogren-es betegek mononukledris sejtjei-
ben;

b) a TLR3-agonista poly(l:C), tovabbd az EBV-eredet
EBERT RNS komplementer DNS-szakasza befolyésolja-e
a TRAF6-expressziot sjogrenes betegek mononukled-
ris sejtjeiben in vitro.

Anyagok és mddszerek. A Sjogren-szindrémas betegek és
egeszséges kontrollok mononukledris sejtjeit 24 6ran keresz-
tl kezeltik poly(l:C)-vel és EBER1-specifikus komplementer
DNS-fragmentummal in vitro. A TRAF6 gén expresszios szin-
tek relativ mennyiségi meghatdrozésa valés-idej PCR mdd-
szerrel, TagMan probak alkalmazdsaval tértént. A vizsgalati
eredmények statisztikai feldolgozasdra SPSS 15.0 szoftvert és
t-prébat alkalmaztunk.

Eredmények.

a) 8 Sjogren-szindromds beteg esetében a 2011-ben és

a 2012-ben ismételten elvégzett TRAF6-expresszios
vizsgélatok értékei nem mutattak valtozast.

b) Egészségesekben a poly(l:C) 24%-os, szignifikans,
mig az EBER1-specifikus DNS 10%-o0s, nem szignifi-
kans emelkedést okozott a TRAF6 gén expresszidjs-
ban.

¢) A Sjogren-szindromds betegekben az EBER1-specifi-
kus DNS 35%-os, szignifikdns csékkenést okozott a
TRAF6 gén expressziojaban, mig a poly(I:C) hatdstalan
volt.

Kovetkeztetések.

1. A fokozott TRAF6-expresszi6 valtozatlan formaban
fenndll a Sjogren-szindromas betegek mononukledris
sejtjeiben az egyéves utévizsgalat soran is.

2. A fokozott TRAF6-expresszioban a TLR3 Ut aktivacidja
a Sjogren-szindrémas betegekben nem latszik donté
jelentéséglinek, mivel a poly(I:C)-kezelés nem befo-
lydsolja azt.

3. Az EBER1-specifikus DNS TRAF6-expressziot gatlo ha-
tdsa a Sjogren-szindromds betegek mononukledris
sejtjeiben az EBV-hez kapcsolhaté EBERT RNS valami-
lyen hatdsaval hozhatd 6sszefiiggésbe, minek vizsga-
lata folyamatban van.

Szakmai informacio:

Dr. Nagy Gyorgy

Semmelweis Egyetem, Ill. Belgyogyaszati Klinika,
|. Reumatologiai Tanszéki Csoport, Budapest.
E-mail: gyorgyngy@gmail.com.

Telefon: 30 231 3344

2013. januar 24-26.
Budapesti Immunolégiai Forum (BIF3)
Danubius Hotel Flamenco, Budapest

Az el6adasok elsésorban a gyakorlo klinikusok szamara kivannak a mindennapokban is hasznos ismereteket nydjtani.
Kiemelt témak: alapvet6 fontossagl immunbiologiai folyamatok attekintése, fertézések immunologidja, az osteoporosis immunologiaja,
genetikai és immunlabor-vizsgalatok ertékelése. Szakmapolitikai forum a biologiai terapiak finanszirozasarol.

A Forum teljes korl technikai szervezbje €s Kivitelezdje:
New Congress Hungary Kft.

Szervez6: Csonkané Czibolya Eva

Szervez6 Iroda 3014 Hort, Hatar Gt 18.

Levelezési cim: 3014 Hort, Pf.:18.

Telefon/fax: +36 37 378 539 (lzenetrogzito)

Mobil: +36 20 227 7106

E-mail: nch@newcongress.hu, info@newcongress.hu
Honlap: www.newcongress.hu/BIF3

48




IN MEMORIAM / IN MEMORIAM

Dr. FUst Gyorgy
1937. november 14. - 2012. julius 5.

Fust Gyorgy professzor ur haldlaval pétolhatatlan veszteség
érte a hazai és hatdron tdli immunolégusok kozosségét. Pa-
lyafutdsa sordn tobbszér és tobb helyen teremtett maga ko-
ril olyan szellemi és fizikai atmoszférat, amelynek haszna és
kisugdrzasa folyamatosan érzékelhetd volt és sokaig az is
marad. Nem csupdn iskolat teremtett, hanem emberségével,
Gszinte becsiletességével és lelkesedésével tanitott, hosszu
id6re és alapjaiban meghatdrozva sokak kutatéva valasat. Ta-
nitvanyai orokké hidnyolni fogjak bélcs tandcsait, 1ényegre
koncentral¢ javaslatait és szelid, sokszor szellemes Gtmuta-
tasait.

Fist Gyorgy Budapesten sziletett 1937. november 14-én,
a budapesti Kolcsey Gimnaziumban érettségizett 1956-ban,
és 1962-ben szerzett altaldnos orvosi diplomat a Budapesti
Orvostudomanyi Egyetemen. Elsé munkahelye az Orszdgos
Kozegészséqglgyi Intézet szerolégiai osztélya volt, itt alakult
ki els6 kapcsolata a humoralis immunitas kutatasaval és a ku-
tatdsi eredmények gyakorlati alkalmazasaval. Kutatéi mun-
kdssaganak kezdetén végigkisérte a komplementrendszer
részletes felismerésének [épéseit, és az Uj ismereteket folya-
matosan atiltette a gyakorlati alkalmazas teriletére: szamos
tudomanyos kollaboracidban vett részt ezen a teriileten, és
diagnosztikai alkalmazasokat is fejlesztett. Ehhez a szakter(-
lethez teljes palyafutdsa sordn hi maradt, igy igazan itt mu-
tatkozik meg iskolateremté teljesitménye.

A késébbiekre nézve donté hatdsunak bizonyult egyitt-
mUikédése Gergely Janos professzor Urral a hetvenes évek
elején. Gergely professzor Ur 1973-ban felkérést kapott az
ELTE Immunoldégiai Tanszékének megszervezésére, igy az
Orszdgos Haematoldgiai és Vértranszfuzios Intézet Immunké-
miai Osztdlyat félig elhagyva, azonban annak tovabbi m(iko-
désérél gondoskodva, Fiist Gyérgyot meghivta az Immunké-
miai Osztaly munkatérsai kozé. Igen termékeny, j6 hangula-
td, és a jov6t megalapoz6 éveket toltottek munkatarsaikkal
egyUtt ebben az idében. Fiist professzor Ur 1974 és 1995 ko-
z6tt dolgozott az Orszdgos Haematoldgiai, Vértranszfzios és
Immunoldgiai Intézetben (OHVII), kezdetben mint tudoma-
nyos fémunkatars, késébb mint az Immunoldgiai Osztaly ve-
zetdje.

A lényeges, az utokor szamara is meghatdrozo jelentd-
ségl alkotdsai kozott taldn az elsé az volt, hogy a hetvenes
években nemzetkozi viszonylatban is Gttor6 mddon terem-
tette meg a komplementrendszer diagnosztikai vizsgalata-
nak feltételeit Magyarorszagon. Onallé vizsgélati eljardsokat
dolgozott ki vagy adaptélt nemzetkozi példak alapjan. Neki
koszonhetd, hogy hazankban nemzetkozi viszonylatban els6k
kozott nyilt lehet6ség a hereditaer angiooedema (HANO)
diagnosztizaldsara, mely tertlet mindvégig sziviigye maradt.

1987-ben megirta az els6 magyar nyelvi komplementdiag-
nosztikai szakkonyvet, és folyamatosan energiat dldozott a
komplementrendszer jellegzetességeinek megismertetésé-
re, tovdbbképzésre és oktatdsra. Tobb tanitvanya (Varga
Lilian, Hidvégi Tinde, Schmidt Béla, Prohdszka Zoltan) is foly-
tatta-folytatja a komplementdiagnosztikai fejlesztéseket, és
alkalmazzdk ma is az eljdrasokat. Integrdlta a magyarorszagi
komplementkutatast a nemzetkozi élvonalba, melyet jol je-
lez, hogy az altala 1986-ban Balatonfiireden elinditott ,Role
of Complement in Human Diseases” konferenciasorozat
2011-ben immdron 13-adszor kerilt megrendezésre, erre
volt taldn a legbiiszkébb.

Az 1980-as években a kor kihivdsainak megfeleléen Ma-
gyarorszagrol az elsék kozott kezdett a HIV/AIDS probléma-
korrel, azon belil f6ként diagnosztikai kérdésekkel foglalkoz-
ni. Az OHVII-ben megalapitotta a HIV-diagnosztikai laboratd-
riumot, amelynek bdzisan alakult meg késébb a Vérelldto
Szolgalat HIV-verifikaciés Laboratériuma. Els6ként vett részt
klinikus és mikrobiolégus kollégakkal magyar nyelv( HIV-té-
maju konyv megirdsdban, feleségével szerkesztett és adott
ki ismeretterjeszté folydiratot (AIDS Hirado) a témakorben.
Tanitvanyai (Ujhelyi Eszter, Tarjan Veronika) mind a mai na-
pig a HIV-diagnosztika teriletén tevékenykednek. 1985 és
1995 kozott tobb cikluson keresztil a Nemzeti AIDS Bizottsag
(NAB, kordbban Szakmai AIDS Bizottsdq) titkara volt, renge-
teg energiat és szabadid6t dldozva a feladattal jaré kotele-
zettségeknek. A NAB szerepe elvitathatatlan a mai kedvezé
HIV/AIDS jarvanyiagyi helyzet létrehozadsaban, az akkori erd-
feszitéseknek és az eréforrdsok dtgondolt elosztasanak mind
a mai napig érezhet6 hatdsai vannak. Az OHVII-ben is meg-
mutatkozott mar tudomanyos iskolateremt6 képessége, amit
jelez a vezetésével ott készilt kandidatarak és doktori mun-
kdk magas szdma (7 kandidatura, 2 doktori munka).

A felsGoktatasban 1995 utdn kezdett intenziven tevé-
kenykedni, amikor elvéllalta a Ill. Sz. Belgydgyaszati Klinika
Kutatolaboratériumanak vezetését Romics Laszlé professzor
Ur meghivdsara. Kutatdsi témai aktudlis népegészségugyi
kérdésekhez és modern, nemzetkozi 6sszehasonlitasban is
kiemelked6 kérdésfeltevésekhez kapcsolddtak. Helyes téma-
valasztassal és kovetkezetes tudomanyszervezdi munkdval
biztositotta, hogy a kutatélaboratériumban eltdltott 17 év
alatt 15 PhD hallgaté fejezte be munkdjat és szerzett fokoza-
tot, két munkatdrsa az MTA doktora fokozatot is megszerez-
te. Rendkivili hatékonysdggal és az dj kihivasoknak megfe-
lelve alkalmazkodott az egyetemi kornyezethez. A kor szavat
megértve haszndlni, kutatni majd tanitani kezdett egyes ge-
netikai modszereket, internetes genomikai eréforrasokat és
az ezekhez kapcsolddé biostatisztikai és bioinformatikai le-
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hetdségeket. Onallo biostatisztikai kurzust szervezett és fo-
lyamatosan hangsulyt fektetett munkatérsai képzésére, a ku-
tatds pontos megtervezésének dtaddsara és az eredmények
megfelel6 értékelésére. Kutatomunkdja sordn Fist Gyorgy
mindig szem el6tt tartotta az egyuttmikodéseket. Egy vele
készilt riportban a kdvetkezéket mondta: ,Altalaban szomo-
rian jottem el a magyar, de a nemzetkozi konferencidkrol is,
ha nem dllapodtam meg senkivel sem kollaboraciéban”.
Szinte az 6sszes lényeges eredményét sikeres csapat életre
hivasaval, egyben tartasdval érte el. Az egyuttm(ikodések-
ben rendre tobbet adott a maga tudadsabél és lehetdségeibdl,
mint amit elvart a partnerekt6l, sokan kdszonhetik sikereiket
és eredményeiket dnzetlen tdmogatasanak, Gtmutatdsanak.

Tudomanypolitikai tevékenysége is kimagaslé volt. Meg-
hatdrozd szerepet jatszott a Magyar Immunolégiai Tarsasag
munkdjaban annak megalakuldsa 6ta, 2004-2007 kozdtt a
MIT elndke volt. A tarsasag torténetét bemutatd kdnyv egyik
szerkeszt6jeként diktafonnal jarta az orszagot és készitett in-
terjut a MIT meghatarozo alakjaival. Az Eurépai Komplement
Halézat vezet6ségi tagja és elndke volt (1986-2002), tobb
akadémiai bizottsag (az MTA Orvosi Osztaly Il. Bizottsdganak
titkdra volt 1996-2007 kozott) és szakmai kollégium munka-
jaban is részt vett, az OTKA Bizottsag és szamos tudomdnyos
tarsasdg tagja volt.

Dr. Fist Gyorgy életutja a hazai és nemzetkozi tudoma-
nyos koz6sség szdmdra is iranymutato, példaértékd volt. Ta-
nitvanyai megtanulhattdk téle a lényegre valé koncentralds
képességét, az eredmények abszolut tiszteletét és a raciona-
lis tudomdanyos gondolkoddst. Munkatarsait mindig a mdsik
fél egyéniségét figyelembe vevd irdnymutatdssal, mindazon-
dltal konzekvens pontossaggal vezette palydjukon, teret en-
gedve 6nallg otleteiknek, de mindvégig koncentrédlva az el-
érend6 célra. A legaprébb tudomanyos eredményt is olyan

lelkesedéssel fogadta, hogy az didkjainak, munkatarsainak
szarnyakat adott. Onzetlendl tudott 6rilni mas sikerének is.
Mindig kikérte masok véleményét, miel6tt barmiben dontétt
volna, és az esetleges kritikdt mindig pozitivan fogadta és
onkritikusan elfogadta. Fantasztikus koncentrdloképességét
bizonyitja, hogy képes volt egyszerre 6t-hat cikken, feladaton
is dolgozni, és ha ranézett egy elé tett oldalra, a szeme azon-
nal megtaldlta a hibdt. Puritan életet élt, szerény volt, ami
csak az igazdn nagy tuddsokra jellemz6, de rendkivil szines
egyéniséq. Felfedezd, kivancsi tipus, ami életének nem csak
szakmai oldalara volt igaz. A kilféldi konferencidkon egy ide-
genvezet6t is megszégyenitd tajékozottsdggal mutatta meg
az adott vdros nevezetességeit, 65 évesen kezdett spanyolul
tanulni, rajongott a zenéért, a szinhdzért és a szépirodalmért.
Unokaival egyitt irtak és adtak ki egy mesekonyvet, ez is
mutatja mennyire szeretett jatszani, és hogy milyen sok
energiat forditott szellemi fejlédéstkre. Kivalé szakacs volt,
naprakészen tudta a sportesemények eredményeit, 6nmaga
is rendszeresen Uszott. Egy hete még a kovetkez6 konferen-
cia Utiprogramjat tervezgette, de végul nélkalink utazott el
és nagyon messzire. Félbemaradtak a megkezdett munkadk,
magaval vitte a megdlmodott terveket, a kincseit, a kifogy-
hatatlan otleteket, amelyekbdl nekiink is mindig békezGen
adott. Nagyon magasra tette a lécet és elengedte a keziin-
ket, de kotelességinknek érezzitk munkdjanak folytatdsat
azzal a lelkilettel és céllal, amit t6le kaptunk. A gydsz és a
stlyos veszteség homalyositjdk a jelen pillanatait, azonban
akik ismertik és szerettik, nem felejtjik. Sem a munkat,
amit végzett, sem a lelkiletet, ahogy azt végezte.

a Semmelweis Eqyetem Ill. Sz. Belgydgyaszati Klinika,
Kutato Laboratorium koézvetlen munkatdrsai
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