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Hisztaminreceptor expresszio vizsgalata egér 1épbal izolalt dendritikus sejteken

A dendritikus sejtek (DC) az immunrendszer professzionalis antigénprezentalod sejtei,
amelyek a szervezetben viszonylag kis szamban, de szamtalan helyen vannak jelen, és
kifejezetten heterogén sejtpopulaciot alkotnak. A periférian felveszik az antigéneket, majd a
szekunder nyirokszervekbe vandorolva a feldolgozott antigént bemutatjak a T-sejteknek, és
aktivaljdk a naiv T-limfocitdkat, valamint stimuldljdk a B-sejtek osztodasat ¢és
differencialodasat is. Mitkodésiiket a kornyezetiikben talalhato citokinek €s egyéb gyulladasos
medidtorok szabalyozzdk. Ez utobbiak kozé tartozik a hizosejtekbdl és/vagy bazofil
granulocitakbol felszabaduld hisztamin, amint azt kutatocsoportunk részben human, részben
pedig hisztamin hidnyos egerekbdl szadrmaz6 dendritikus sejteken végzett kisérleteinek
eredményei is igazoltak'.

Kérdésfelvetés: Ismert, hogy a hisztamin valtozatos élettani hatasait négy kiilonb6z6 (H1,
H2, H3, H4), G-proteinhez kapcsolt receptoron keresztiil fejti ki. A negyedik receptort csak a
kozelmultban azonositottak. Célul tliztiik ki az egér DC-k hisztamin receptor expresszidjanak
RNS és fehérje szintli vizsgalatat, mivel err6l igen ellentmondésos irodalmi adatok allnak
rendelkezésre.

Modszerek: A DC-ket egér 1épbdl kollagenazzal torténd emésztés utan, CD1 1c-specifikus
magneses gyongyokkel szeparaltuk. CD11c festés utan dramlési citometriaval ellendriztiik a
sejt populacid tisztasagat, ami 90% felettinek bizonyult. A sejtekbdl izolalt RNS-bol reverz
transzkripcidval készitett cDNS-mintabdl hisztaminreceptor specifikus primerek segitségével
real-time PCR mérést végeztink. A fehérje szintli expresszids vizsgalatokban kétféle
modszert alkalmaztunk. Az d4ramlési citometrids mérésekhez a sejteket fixdlast és
permeabilizalast kovetden el6szor az egyes hisztaminreceptorokra specifikus primer
antitesttel, majd biotinilalt szekunder antitesttel, végiil Streptavidinnel jeloltiik meg. Mivel az
aramlési citometria nem ad informaciot a detektalt fehérjék molekulasulyarodl, ezért Western-
blot eljarassal is megvizsgaltuk a fehérje szintli expressziot. Irodalmi adatok szerint mas
sejtek (pl. hizosejtek és eozinofil granulocitak) esetében a hisztamin H4 receptoron keresztiil
hat a migraciora, ezért kézenfekvonek tlint ennek a vizsgalata a DC-k esetében is. A migraciot
Transwell rendszerben mértiik €és az 5 pum porusatmérdjii sziirébn atvandorolt sejtek szamat
aramlasi citométerrel hataroztuk meg.

Eredmények: Real-time PCR mérési erdményeink, valamint az 4ramlési citometrids
fehérje expresszios adataink szerint az egér 1€pbdl izolalt dendritikus sejtek H1, H2 valamint
H4 receptort expresszalnak. A Western vizsgalatok még folyamatban vannak, az azonban mar
bebizonyosodott, hogy a H4 receptor ezzel a modszerrel is kimutathaté a DC-ken. A
dendritikus sejtek Transwell rendszerben torténd vandorlasanak vizsgalata azt mutatta, hogy a

Kovetkeztetések: Eddigi eredményeink szerint az egér [ép dendritikus sejtek
expresszaljak a H4 receptort mind RNS, mind fehérje szinten, ugyanakkor kimutattuk, hogy
ezeknek a sejteknek migracios képességére nincs hatassal a H4 receptor agonista kezelés.
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Herediter angioneuroticus oedema-ban a C1rC1sC1-INH komplexek mennyisége
emelkedett, és korrelal a betegség sulyossagaval

Bevezetés: Az autoszomalis domindns moddon 6roklédd, a Cl-inhibitor (C1-INH)
hidnyaban kialakuld herediter angioneuroticus oedema (HANO) sulyossaganak becslése
kiemelt fontossagu. Erre jelenleg egyetlen score-rendszer létezik, amelynek hatranya, hogy a
tiinetek mellett a kezelést is figyelembe veszi, de laboratoriumi paramétereket nem, igy a
besorolas csak hosszabb megfigyelési id6 utan lehetséges. Célunk az volt, hogy a HANO
sulyossagat a meglevonél jobban jellemzd, objektiv elemeket is tartalmazo leirast dolgozzunk
ki, ezért laboratoriumi paramétereket kerestiink. A HANO-ra jellemz0, hogy a funkcionalis
CI1-INH (CI-INHg) szint csokkent, tovabba a klasszikus komplement aktivacio
szabalyozatlansdga miatt a C4 elhasznalodik, ezért szintje szintén csokkent. Egy kordbbi
tanulmany szerint HANO-ban a C1-Cl-inhibitor komplex (CI1CI-INH) szint emelkedett.
El6z6leg munkacsoportunk szignifikans kapcsolatot talalt a diagnoziskori C1-INHg szintek és
a betegség sulyossaga kozott (1), azonban a CI1CI-INH-ral vald Osszefliggést még nem
vizsgaltak.

Modszerek: A betegek allapotat évrol-évre egy 1 kiértékelési rendszer segitségével
kategorizaltuk, amely a rohamok gyakorisdganak és lokalizdciojanak pontozasan alapul (2).
102 tiinetmentes HANO-beteg és 94 egészséges kontroll egyén vérplazmajaban a kovetkezo
komplement paramétereket vizsgaltuk: C1-INH¢ (ELISA, QUIEDEL), CICI-INH (ELISA),
C4 (radialis immundiffuzié) és C4d (a C4 hasitasakor keletkez6 termék, ELISA, QUIEDEL).
Osszehasonlitottuk a fenti paramétercket a betegekben és a kontrollokban, illetve a HAE-
betegekben Osszevetettik a komplement paraméterek szintjét az évrdl-évre kiszamitott
sulyossagi score-okkal.

Eredmények: Nagyobb beteg és kontroll csoport bevonasaval megerdsitettiik, hogy a
CICI-INH szintje HANO-ban Iényegesen magasabb a kontrollokhoz képest [32.6
U/ml(18.2U/mi-50.7U/ml) vs 3.4 U/ml(2,8 U/ml-3.9 U/ml); p<0.0001]. Bar a C4d szint
alacsonyabb volt a HANO-betegekben [0.9 mg/1(0.4 mg/l-1.6mg/l) vs 4.3 mg/1(3.3 mg/I-
6.2mg/l); (p<0,0001)], a C4d/C4 arany azonban szignifikdnsan magasabb volt a kontrollokhoz
képest [0.022(0.011-0.043) vs 0.015(0.013-0.020); p=0.003)]. HANO-betegek plazmajaban a
CICI1-INH koncentracidja (Spearman r=0.319; p=0.002) és a C4d/C4 arany pozitivan
(Spearman r=0.3149; p=0.009), mig a C1-INH; (Spearman r= -0.220; p= -0.038) ¢és a C4
(Spearman r=-0.256; p=0.015) negativan korrelalt a betegség sulyossagat mutatd score-okkal.
A betegeket két csoportba osztottuk a C1C1-INH szint alapjan. A sulyosabb betegek szdma
szignifikdnsan magasabb volt az emelkedett C1C1-INH szintii csoportban, az alacsony C1C1-
INH szinti csoporthoz képest (22/46 vs 9/43; OR=3,46 (1.35-8.829); p=0.013). Hasonlo
Osszefiiggést kaptunk a C4d/C4 paraméter kapcsan is: szignifikdnsan tobb sulyos beteg
tartozott a magas C4d/C4 aranyu csoportba (19/35 vs 5/32; OR=6.4 (2.0-20.5), p=0.0019).

Kovetkeztetések: A magas CICI1-INH szint és a magas C4d/C4 arany egyarant
prognosztikai jelentdségli: ezekben a betegekben 3,5-szer, illetve 6-szor nagyobb eséllyel
alakul ki stlyos korkép. Eredményeink szerint olyan objektiv paramétereket talaltunk,
amelyek akar mar a diagnoézis felallitdsakor is felhasznalhatok a betegség stlyossdganak
megbecsiilésére és segitséget nyujthatnak a megfeleld, egyénre szabott terapia
kidolgozéséban.
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Korai vérképzés madarembryoban

A klasszikus monophyletikus hemopoiezis szerint a hemopoietikus 6ssejt (HSC)
extraembryonalisan a szikhdlyag €s allantois faldba képzddik €s az extra- és intraembryonalis
keringés Osszekapcsolddasa utan keriil az embryo majaba és telepszik meg a csontveldbe.
Ezzel a HSC vandorlasi folyamattal azonban nehéz magyarazni a klinikai gyakorlatba jol
ismert primitiv (embryondlis) és feln6tt (definitiv) vérképzést. Mai felfogasunk szerint a
monophyletikus hemopoiezis elmélete modosul, amennyiben az extraembryondlis vagy
primitiv vérképzés Ossejtjei a szikholyagbol jonnek és csak az embryo vordsvérsejtjeit
képezik, mig az intraembryonalis vérképzés Ossejtje az aorta ventrolateralis reddibe képzodve
kilépnek a paraaortikus régioba, mely az elsd intraembryonalis vérképzo helynek tekintendd.
A definitiv HSC innen vandorol a majba-1épbe ¢s végiil a csontveldbe.

A jelen vizsgalat célja volt tanulmanyozni az intraembryondlis vérképzés korai
szakaszait, azaz a HSC megjelenését térbe és idoben, valamint differencialodasat lymphoid,
myeloid, erythroid és thrombocytoid nyomon kdvetni. Az aorta ventrolateralis reddje, mint az
intraembryonalis HSC ,,niche” a 3 embryonalis nap végén jelenik meg, mellyel szinte azonos
idében mutathato ki a paraaortikus régioba is a CD45+ HSC. Az inkubécio 5 napjan mar az
egyes sejtvonalak is fellépnek, amelyeket (Bu-1, CD3) B sejt és T sejt; (Grl-1 és Lamp-1)
granulocyta-makrofag; CD41/CD61 thrombocyta és az erythrocitdkra jellemzd hemoglobin
termelést jelzé endogén peroxidaz reakcié mutat.

A CD45+ HSC sejtek szama messze meghaladja a lymphoid, myeloid, erythroid és
thrombocytoid sejtek 0sszamat. Ez a megfigyelés folveti annak a lehetdségét, hogy a CD45
hemopoietikus marker nemcsak a felsorolt sejtvonalakat, hanem ezen kiviil mas sejttipust is
felismer, amelynek tovabbi differencialodéasi tvonalat nem ismerjik. A jelen tanulmény
ennek a hemopoietikus sejtnek a 1étére kivanja felhivni a figyelmet.

Témavezetd: Dr. Nagy Nandor
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Mire képes a mesothel?

A mesothelium szabalyozd szerepet tolt be a savos hartydk transzport folyamataiban, a
gyulladdsos folyamatok kialakuldsaban ¢és lefolyasaban, a szOvetregeneracioban, az
adhéziok kialakitdsa soran kiilonb6z6 anyagok feloldasdban és a fibrin depositok
keletkezésében, ill. a mikroorganizmusok elleni védelemben és minden valoszinliség
szerint a tumoros folyamatok tovaterjedésében. Eldzetes vizsgalataink alapjan ugy tiinik,
hogy a hashartya mesothel sejtjei levalhatnak a hashartya felszinérdl, és lekerekedve
phagocyta sejtekké véalhatnak.

Munkank sordn a patkdnyok vékonybél mesenteriumanak mesothel sejtjeit vizsgalva
kerestiink bizonyitékot arra, hogy bizonyos stimulusok hatdsidra ezek a sejtek valdban
képesek-e macrophagga differencialodni Kisérleteink sordn a mesothel sejtek aktivitasanak
fokozéasara a komplett Freund adjuvéanssal torténd elicitaldst valasztottuk. A Freund
adjuvanst intraperitonedlis injekcié formajaban juttatuk a hasiiregbe. A hashartyabol
szarmazo6 mintakat 24 és 48 ora eltelte utdn hagyomanyos fény-, és elektronmikroszkopos
vizsgélatok céljara 2%- os glutiraldehiddel fixaltuk. A macrophag és mesothel sejtek
azonositdsara immuncitokémiai vizsgalatokat végeztiink macrophag markerekkel (ED1 és
0X-43), valamint mesotelin ellen termeltetett ellenanyaggal. Ezekhez a vizsgalatokhoz a
mintakat 4%- os paraformaldehiddel fixaltuk, majd 2,3M- os cukorral végzett krioprotekcid
utan folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és ultramikrotommal fagyasztott félvékony
metszeteket készitettiink. Az elsdé ellenanyag kimutatdsira Alexaval jelolt masodik
ellenanyagot hasznaltunk. A mintadkat konfokalis lézer mikroszkdpban vizsgaltuk.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy elicitdlas hatdsira a mesothel sejtek alakja
megvaltozik, legdmbolyodnek, szamos koziiliik valoban levalik a hashartya felszinérdl. A
levalt sejtek membranjan erdteljes mesotelin jel detektalhatd. Eldzetes vizsgalataink
alapjan gy tiinik, hogy ezen sejtek macrophag markerekkel is jelol6dnek.

Témavezetd: Dr. L. Kiss Anna
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Intestinalis baktériumok hatasanak vizsgalata az immuntoleranciara

Az oralis tolerancia (OT) jelensége szisztémas immunologiai valaszképtelenséget biztosit a
gastrointestinalis traktusban jelen 1év6 artalmatlan antigénekre. Munkéank sordn arra kerestiik
a valaszt, hogy a commensalis baktériumokra kialakuld oralis tolerancia — molekularis
mimikri révén — védelmet biztosit-e azon sajat antigének részére is, amelyek nagyfoku
immunologiai hasonlésagot mutatnak a normal fléraval. Az OT alapvetd feltétele a kérdéses
antigén veszélytelensége, igy baktériumok esetében tobbek kozott a non-invaziv viselkedés. A
mucosalis véddgat elégtelensége ezért természetszeriileg egyiitt jar az OT csokkent
miikodésével. Tekintettel arra, hogy ezen védégat miikodése igen energiaigényes folyamat, a
splanchnicus teriilet keringészavarai (példaul altalanos szdveti ischaemia vagy elhuz6do
a veliik szemben kialakult oralis tolerancia csokkenésére, és kovetkezményes (molekularis
mimikri talajan kialakuld) autoimmun reakciokra. Vizsgdlataink masik része ezért annak
tisztazasara iranyult, hogy kritikus allapoti betegek ellatdsa soran szdmolhatunk-e egy
bakterialis mimotopokbol allo intestinalis homunculus klinikai képet modositd hatasaval.
Munkank sordn két ismert humdn korképet vettiink alapul, az autoimmun polyendocrin
syndroma I. tipusat (APS1) és a HELLP syndromat (,,hemolysis, elevated liver enzimes, low
platelet counts syndrome”). E16bbi esetben az AIRE fehérje hianyzé vagy csokkent miitkdodése
felfiiggeszti egyes szovetspecifikus antigénekkel szemben a centralis toleranciat, és ilyen
moédon ,,zavard hattér” nélkiil valik vizsgilhatovd az intestinalis normal flora és ezen
autoantigének kozotti potencidlis tolerogén mimikri. A HELLP syndroma egy terhességet
komplikalo €letveszélyes korkép, amely jellegzetes autoantitestek atmeneti megjelenésével és
sulyos szdveti ischaemiaval jar, lehetové téve az oralis tolerancia elégtelen muikodésének
vizsgalatat. A munkank sordn felhasznalt nyers adatok széleskorli klinikai vizsgalatok
publikalt eredményeibdl szarmaznak. A kérdéses autoantigének ¢&s az intestinalis
baktériumflora kozotti mimikri varhato mértékét egy kisérletesen validalt matematikai
algoritmus segitségével szamitottuk ki. A kapott értékek (MI, ,,mimikri index”) és a két
betegcsoportban észlelt specifikus autoantitest-képzddés mértéke kozott rangkorreldcios
prébaval vizsgaltuk az 0sszefliggést. Tekintettel arra, hogy a lanchossz a potencialis epitopok
szamat meghatdrozva nem specifikus Osszetevdje egy fehérje mimikrikészségének,
megvizsgaltuk a fehérjehossz és az autoantitest-képzOodés kozotti korrelaciot is annak
eldontésére, hogy in vivo a jol ismert pathogén-autoantigén keresztreakciokbol eredd
destruktiv, vagy az oralis tolerancia talajan kialakul6 tolerogén mimikri jelentésebb-e. Az MI
értekek és az APS1 betegek korében észlelt specifikus autoantitest-képz8dés mértéke kozott
igen erés negativ (R=-0.70; P=0.002), HELLP syndromésok esetében pozitiv korrelaciot
talaltunk (R=0.94; P=0.005). Az egészséges kontroll terhesek autoantitest-termelése nem
kiilonbozott a nem terhes normal populaciotol. APS1-ben az antigénhossz negativan korrelalt
a specifikus autoantitest-termelés mértékével (R=-0.68; P=0.004). Eredményeink arra utalnak,
hogy egy bakterialis mimotopokbdl all6 homunculus OT révén erds védelmet nyujt legalabb a
f6 human szovetspecifikus autoantigének részére, és hatékonyan ellensilyozza a kérokozo—
autoantigén keresztreakciokbol eredd destruktiv mimikrit. Eredményeink alapjan felmeriil
ezen bakteridlis homunculus potencidlis szerepe az elhuz6do keringészavarokhoz tarsulo,
részben autoimmun hattertinek gondolt szévédmények (pl. critical illness polyneuropathia)
pathomechanizmuséaban. Jelen munkénk egyenes folytatdsa korabbi kozleményiinknek, ahol
az oralis toleranciat, mint a sajattolerancia lehetséges Uj mechanizmusat hipotetikus
modellként mutattuk be (Kristof et al., Autoimmun Rev. 2008 Feb;7(4):278-83.).

Témavezetd: Dr. Bajtay Zsuzsa
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A fehérvérsejt-specifikus ARHGAP2S5, mint a fagocita-funkciok
egyik lehetséges szabalyozdja

A monomer (kis) G fehérjék szamos sejtfunkcidban résztvevd, fontos szabalyozo proteinek.
GTP kotott formajuk aktiv, GDP-t kotve pedig inaktivva valnak. Ezen két éallapot kozotti
atmenet egyik szabalyozoja a GTPaz aktivalo protein (GAP), mely serkenti a kis G fehérjék
GTP hidrolizisét, ezaltal inaktivalja 6ket. A monomer G fehérjék egyik csoportjat képezd
Rac/Rho csalad tagjai foként a citoszkeleton-atrendez6dés, sejtmozgas és fagocita funkciok
jelatvitelében jatszanak szerepet. Ezek miikodését mintegy hetven Rac/RhoGAP szabalyozza,
melyek a szervezetben széles korben expresszalodnak. Az ARHGAP25 GTPaz aktivalo
protein in silico adatok, és sajat eredményeink alapjan fehérvérsejt-specifikusnak bizonyult.
Kimutattuk, hogy nagy mennyiségben expresszalodik neutrofil granulocitdkban, valamint
ezen sejtek modelljeként szolgaldo PLB985 sejtvonalban. /n vitro, sejtmentes kdzegben a Rac
kis G fehérje GTPaz aktivitasat fokozza, a Rho-ra ¢és Cdc42-re nincs hatéassal [1.,2.].
célul tizte ki a neutrofilek mikodésében (fagocitdzis, szuperoxid-termelés, aktin-
atrendezddés, baktérium-01és) betoltott lehetséges szerepének vizsgalatat.

A funkciondlis tesztekhez PLB985 sejteket transzfektaltunk vektor alapu siRNS-sel,
melyekbdl stabil klonokat hoztunk Ilétre. Kontrollként a hatékony siRNS szekvencia
minimalis modositasat hordozo klonokat készitettiink [1.,2.]. Eldzetes kisérletek soran a
PLB985 sejtvonalra optimalizaltunk egy aramlasi citometridn alapulé modszert, melynek
segitségével fluoreszcensen jelolt élesztok fagocitdzisat vizsgaltuk. A szuperoxid-termelést
citokrom c¢ redukcidjan alapuld eljarassal [1.,2.], ill. luminometridsan mértiikk. Az aktin
atrendez6dés vizsgalatdhoz Alexa488-konjugalt phalloidint hasznaltunk. A baktérium-61és
mértékét a laborunkban mar korabban beéllitott teszttel hatdroztuk meg.

Eddigi eredményeink azt mutatjadk, hogy az ARHGAP2S5 expresszios szintjének csokkentése
fokozza a PLB sejtek fagocitozisat, ugyanakkor PMA stimulusra adott szuperoxid-
termelésiiket nem befolyasolja [3.]. A PLB sejtek baktérium-616 kapacitasa, ill az aktin-
citoszkeleton atrendez8dés az siRNS kezelés hatasara — eddigi kisérleteink alapjdn — nem
valtozott. Tovabbi terveink kozott szerepel az ARHGAP25 overexpresszidjanak fagocita
funkcidkra gyakorolt hatdsdnak vizsgéalata, valamint GFP-vel jelolt konstruktjaink
segitségével a fehérje sejten beliili lokalizaciojanak felderitése.

Témavezetok: Csépanyi-Komi Roland, Prof. Dr. Ligeti Erzsébet
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A dexamethasone jelentosen fokozza a Tribbles1 expressziojat human T sejtekben

Jollehet a széles indikacids teriiletli szteroidok hatdsara létrejové molekuldris
torténések fO 1épései ismertek, kiterjedt hasznalatuk és nagy valdszintséggel jelentkezd
mellékhatasaik  indokoljak az  4altaluk  beinditott folyamatok minél részletesebb
tanulmanyozasat. Munkank soran gliikokortikoid hatasra végbemend, kordbban nem ismert
génexpresszios valtozdsokat vizsgaltunk T limfocitdkban.

Munkacsoportunk microarray vizsgalati eredményei alapjan dexamethasone kezelés
hatdsara a CCRF T sejt vonal esetében megfigyelhetd egyik legjelentdsebb génexpresszios
valtozas a Trib1 gén esetében figyelheté meg. Jelen munkank soran a Tribbles] expresszidjat
CCRF-CEM ¢és Jurkat human T sejt vonalakon, valamint normal periférias vérbdl magneses
szeparalassal (negativ szelekcioval) izolalt human T sejteken vizsgaltuk. A sejteket két 6ran
keresztiil inkubaltuk kiilonb6zd dexamethasone koncentraciok mellett. Megvizsgaltuk
tovabba a Tribbles1 expresszid valtozasat mas immunszuppressziv (Cyclosporin A, TGFp) és
immunstimulans szerek (PMA, ConA) hatasara. A Tribblesl génexpressziot realtime PCR
segitségével mértiik.

Eredményeink alapjan a Tribbles] kifejezddik nyugvo humén T sejtekben és a CCRF
CEM human T sejt vonalban. Ezeket a sejteket mitotikus hatasnak kitéve a Tribblesl szintje
nem nd, mig immunszuppressziv szerek hatisara expresszidjuk fokozodik. Eredményeink
szerint a dexamethason kezelés hatasaira CCRF CEM sejtekben 3-3,5-szeres, frissen izolalt
periférias T sejtekben 2-szeres Tribbles1 génexpresszid novekedés volt megfigyelhetd.

Adataink 6sszhangban éallnak azokkal a korabbi eredményekkel, melyek szerint mind a
CCRF sejteken, mind pedig az akut blasztos leukémidban alkalmazott szteroid kezelés tobbek
kozott a p38 kindz aktivacidjahoz is vezet, mely utdbbi szabalyozasaban a Tribbles fehérjék
fontos szerepet jatszanak. A Tribbles a szteroid kezelés immunszuppressziv hatasait egyrészt
az NFkB tutvonalon hatva, az AP1 kialakulasat gatolva, masrészt a T sejtek apoptdzisanak
facilitalasa révén kozvetitheti.

A munkacsoportnak a fenti t¢émaban nem jelent meg kdzleménye.

Témavezetd: dr. Buzas Edit
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Az Fc-receptor y-lanc intracellularis tirozinjainak szerepe egér neutrofil
granulocitakban

A neutrofil granulocitak alapvetd fontossaguak a szervezet korokozok elleni védelmi
reakcidiban és jelentds szerephez jutnak egyes autoimmun betegségek, igy a rheumatoid
arthritis vagy az autoimmun nephritis patogenezisében is. Az emlitett folyamatok igen fontos
résztvevOi a neutrofilek felszinén taldlhatd Fc-receptorok, amelyek az antigént kotott
antitestek (immunkomplexek, IC) Fc-részét megkotve a korokozok eliminalasat indukaljak,
de koros esetben szovetkarositd folyamatokhoz is vezethetnek. Egér neutrofil granulocitdk
valamennyi Fcy-receptora (FcyR) az els6ként az Fce-receptornal leirt segédlanccal —az Fc-
receptor y-lanccal (a tovabbiakban FcRy)- asszocialodik, melynek jelenléte elengedhetetlen a
receptorok sejtfelszini expresszidjahoz, és melyr6l ismert, hogy intracellularis részén
megtalalhatd az ugynevezett immunreceptor tirozin alapi aktivacios elem (ITAM). FcRy
hianyaban az Fcy-receptor-medialt sejtvalaszok megsziinnek. Kisérleteink soran arra kerestiik
a valaszt, hogy mi a pontos szerepe az Fc-receptor y-lancnak: egyszerli Fcy-receptort
kihorgonyz6 chaperon, vagy ITAM-tirozinjai révén a jelatviteli folyamatokban is megjelend,
azokban nélkiilézhetetlen szignalizacids molekula.

Vizsgalatainkhoz olyan FcRy-hianyos (knockout, KO) egereket hasznaltunk, melyekbe
transzgenikus Uton az FcRy olyan modositott formdjat, az Un. ,,YF mutaciét” vitték be,
amelyben az ITAM motivum két foszforilalhato tirozinja helyére fenilalaninek (Y65F, Y76F)
keriiltek. Kontrollként FcRy knockout héttéren a vad tipust FcRy-t transzgénként hordozo
neutrofilek szolgaltak. Eredményeinket minden esetben Osszehasonlitottuk y-lanc-hidnyos,
illetve vad tipusu sejteken tapasztaltakkal is. Méréseinkhez tehat négyféle genotipust (vad
tipus, FcRy KO, FcRy KO hatteri vad tipusu, valamint YF FcRy transzgén) egér
csontveldjébdl  prepardltunk  neutrofil  granulocitdkat.  Sejtjeinket  immobilizalt
immunkomplex-felszinen stimuldlva a 1étrejovo sejtvalaszok koziil a szuperoxid-termelést
citokrom-c redukcié alapjan fotométerrel, a sejtszétteriilést faziskontraszt mikroszkdppal, a
degranulacioét a folyamat soran felszabaduld proteolitikus enzim —a szekunder és tercier
granulummarker zselatinaz- szubsztratemésztése segitségével detektaltuk.

A vy-lancot nem hordozo neutrofilek immobilizalt immunkomplex-felszinen nem képesek
reaktiv oxigéngyokok termelésére, degranuldciora, valamint sejtszétteriilésre. Ezzel
ellentétben az FcRy  knockout hattéren vad tipusi y-lancot transzgénként hordozé
granulocitdk minden tekintetben a vad tipusi sejtekhez hasonldéan viselkedtek, mind
oxigéngyok-termelésiik, szétteriilésiik ¢és degranuldcidjuk is 0Osszevethetd volt az
utobbiakéval. Az YF-tipusu transzgént hordoz6 sejtek vizsgdlata sordn a sejtvalaszok teljes
mértékli karosodasat tapasztaltuk, a fenotipus 1ényegében nem kiilonbozott az FcRy KO
fehérvérsejtekétol.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a vizsgalt kisérleti rendszerekben a vad tipusi FcRy
transzgén jelenléte képes helyredllitani a y-lanc hianyabol ad6dd karosodast. Az YF-mutans
ezt nem teszi lehetdvé, mutatva, hogy az Fc-receptor y-lanc az Fcy-receptorok sejtfelszini
expresszidjat meghataroz6 funkcidjan tul intracellularis ITAM-tirozinjai révén a jelatviteli
folyamat egyik f0szerepldje.

(A témavezetOk és a munkacsoport mas tagjai e témaban eddig nem kozoltek eredményeket.)
Témavezetd: Dr. Németh Tamas, Dr. Mocsai Attila
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A neutrofil granulocitakb6l szarmazo vezikulak baktériumolé
mechanizmusanak jellemzése

Munkacsoportunk korabbi megfigyelései szerint a neutrofil granulocitak (PMN) aktivacioja
soran foszfolipid membranbol és fehérjékbdl allo extracelluldris vezikulak képzddnek. Ezek
az ugynevezett mikropartikulumok (MP-ok) in vitro baktériumold hatast mutatnak. Eddig
nem volt megfelelden kidolgozott eljarasunk a MP keletkezés tényének, a keletkezett MP-ok
mennyiségének, illetve a MP-ok baktériumolé hatdsanak kiilon-kiilon vizsgalatara.

Jelenlegi kisérleteim célja egyrészt a MP termelés mennyiségi jellemzésének kidolgozasa,
masrészt a keletkezett MP-ok baktériumo16 hatasanak tanulmanyozasa volt.

Opszonizalt Staphylococcus aureus-szal husz percig aktivaltuk a neutrofileket. Ezutan (500,
majd 15000G-s) centrifugalassal szeparaltunk egy sejtektdl és szolubilis fehérjéktdl mentes
frakciot, mely feltételezéseink szerint a MP-okat tartalmazza.

A keletkezett MP-ok mennyiségének meghatdrozasara az dramlési citometria - a MP-ok nagy
méretbeli szordsa miatt - nem volt megbizhatd, illetve megfelelden reprodukalhatd, ezért a
keletkezett MP-ok mennyiségére a frakcid6 Bradford eljarassal meghatdrozott
fehérjetartamabol kovetkeztettiink. Az opszonizalt S.aureus-szal aktivalt neutrofilekbdl
centifugélassal szeparalt frakcio fehérjetartalma nagyobb, mint a nem aktivalt neutrofilekbdl,
illetve opszonizalt S.aureus-bol hasonld centrifugalassal nyert frakciok egyiittes fehérje
tartalma. Tehat az opszonizalt S.aureus hatasara a neutrofilekbdl fehérje tartalmi részecskék
képzddnek, amelyek feltételezéseink szerint a MP-oknak felelnek meg. A keletkezett MP
frakci6 fehérje tartalma és baktériumolése kozott linedris Osszefliggést talaltunk. A
tovabbiakban ezt az eljarast vezettiik be az egy adott kisérletben keletkez6 MP-ok rutinszerii
mennyiségi meghatarozasara.

A MP-ok baktériumolé mechahnizmusanak lehetséges hatterének felderitésére gatloszereket
alkalmaztunk, ugy mint a NADPH-oxiddz gétlo diphenyliodonium (DPI) és az aktin
polimerizacigjat gatld cytochalasin B. Vizsgaltuk tovabb4a a MP-ok baktériumolését gliikoz
mentes médiumban. Mind a gliikkdéz mentes médium, mind a NADPH-oxidaz gatlasa DPI-vel,
mind az aktin polimerizacio gatlasa cytochalasin B-vel csokkentette a MP-ok baktériumold
kapacitasat. Tehat azt feltételezziik, hogy a MP-ok baktériuméléséhez szervezett membran
struktira illetve miik6dé NADPH-oxid4az sziikséges.

Témavezetok: Prof. Dr. Ligeti Erzsébet, Dr. Timar Csaba Istvan
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Szisztémas lupus erythematosusban észlelhetd obstruktiv ventillacios zavar gyakorisaga

és kezelésének uj aspektusai

A szisztémas lupus erythematosus (SLE) multifaktorialis autoimmun megbetegedés, mely
elsdsorban fertilis korban 1év6 ndk betegsége. Az autoimmun megbetegedések koziil az SLE-
nél nagyon gyakori a tiidéérintettség. Jellegzetes pulmonalis manifesztacido az ismétlodod
pleuritis, a restriktiv ventillacios zavarral jard diffuz interstitialis tlidobetegség, acut lupus
pneumonitis, diffuz alveolaris hemorrhagia, zsugorodé tiid6 (shrinking lung), pulmonalis
hypertonia és az obstruktiv ventillacids zavarral jard bronchiolitis obliterans. Mivel az
irodalomban rendkiviil kevés adat all rendelkezésre az SLE obstruktiv ventillacios zavarral
jar6 pulmonoldgiai manifesztaciojarol, ezért ez irdnyu felmérést végeztink a SE
Pulmonoldgia Klinikan a 1égzdszervi panaszokkal megjelend SLE-s betegek korében.

2005 ota klinikankon pulmonoldgia panaszok miatt 10 SLE-s beteg keriilt felvételre (atlag
¢letkor:50,8+20,0 év, né: férfi arany: 9: 1, SLE diagndzisa 8,2+9,5 éve). A pulmonalis
érintettség karakterizalasdhoz fizikalis vizsgélat, mellkas rontgen, testpletysmografids ¢€s
diffazios kapacitds, valamint mellkasi HRCT vizsgélatot végeztiink, valamint értékeltiik az
SLE kezelésre adott pulmonalis valaszt.

A pulmonalis eltérések koziil leggyakrabban reverzibilitast mutatd obstruktiv és kevert tipusa
ventillacids zavart észleltiink (70%), melyet a serositis (50%) és a shrinkig lung (20%)
kovetett. A 1éguti obstrukcid steroid, illetve cyclophosphamid kezelésre jelentdsen csokkent.
Adataink alapjan SLE-ben gyakori pulmonalis manifesztdci6 az obstruktiv ventillacids
zavarral jar6 bronchiolitis obliterans, mely megfelelé6 immunszuppressziv kezeléssel
csokkenthetd. A reverzibilitast mutatd Iéguti obstrukcid hatterében autoimmun

megbetegedésre is gondolni kell.

Témavezetd: Dr. Miiller Veronika
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