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Irodalmi attekintés

A rheumatoid arthritis (RA) olyan szisztémas autoimmun betegség, melynek
kialakulasaban fontos szerepet jatszik az immunrendszer aktivalédasa, bar jelenleg a
kivaltd okokat nem ismerjik. A vilag népességének kdzel 1%-at érinti (1). A betegség
kialakulasaban fontos szerepet jatsz6 autoantitestek képzéséért a sajat strukturakat
felismerd autoimmun B limfocitak felelések. llyen ellenanyag a rheuma faktor, amely
az IgG konstans régiojat felismerd ellenanyag, illetve az arginin poszttranszlacios
modositasaként kialakuld citrullint tartalmazd fehérjék elleni autoantitestek (2). A B
sejtek ezen kivul gyulladasi citokineket termelnek és hatékony antigén prezentald
sejtként (APC) aktivaljak a T sejtes immunvalaszt (3,4), ezaltal tobb Uton is képesek

részt venni a betegség kialakitasaban.

A naiv B sejtek ellenanyag-termeld plazmaseijtté valdé éréséhez elengedhetetlen a
BCR-en keresztul érkez6 megfelel6 er6ssegi szignal. Ezen kivll egyéb receptorokon
keresztuli stimulus is hozzajarul a B sejtek aktivalédasahoz. A TLR9 bakterialis
eredetl metilalatlan DNS motivumokat kot, és a B limfocitak proliferaciojat, izotipus
valtasat, plazmasejtté érését segiti el6. A TLR9-en keresztll érkez6 erbs jel képes
olyan tulél6 szignalokat kozvetiteni, melyek hatasara a szervezet sajat strukturait
felismerd B limfocitdk nem kerllnek anergias allapotba, illetve nem pusztulnak el
apoptézissal - hozzajarulva ezaltal autoimmun betegségek kialakulasahoz (5-6).
A betegek szinovidlis izlleteiben talalhatd szdveti sejtekben kimutattak a MAPK-ok
fokozott aktivacidjat (7). Régdta ismert, hogy a szinovialis térbe migrald limfocitak
negyedleges nyirokcsomoét is képesek létrehozni, és az itt talalhaté B limfocitak
képesek autoreaktiv ellenanyagot termelé plazmasejtté alakulni (8, 9). Emellett az
RA-s betegek szinbviumabdl izolalt limfocitak jelativteli molekulai (p38, Erk és JNK)

magasabb aktivitast mutattak, mint az egészségesekbdl szarmazok (10).

Ujabb kutatasok kimutattak, hogy nemcsak a szinévimban lévé B limfocitak mutatnak
fokozott aktivitast, hanem a keringésben 1év6 limfocitak jelatviteli molekulakinak is
megvaltozik a foszforilaciés profila autoimmun (RA-s, SLE-s) betegekben (1,11).
A p38 és az ERK mitogén-aktivalt szerin és treonin protein kinazok. Extracellularis
jelek hatasara aktivalédnak, melyek lehetnek novekedési faktorok, citokinek, az
ozmotikus stressz vagy a BCR-en keresztul érkezd antigén stimulus (12). A kinaz

kaszkad utols6 elemei transzkripcios faktorokat aktivalnak, melyek a DNS



atirodasanak szabalyozasan keresztul alakitjak ki a sejt valaszat a kilonb6z6 jelekre.
A kinaz kaszkadokat befolyasolja a TLR9-en keresztlli stimulus is, igy mind a p38,
mind az Erk aktivalédik CpG oligonukleotid (TLR9 agonista ligandum) hatasara (13,
14;15- 1. abra).
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1. dbra Az dbra bal oldalan a TLR9-en keresztiili jelatviteli utak, a jobb oldalon pedig a BCR-en
keresztili utvonalak egyszer(sitett sémaja lathatd.

A CREB (CRE binding protein) a citoplazmaban talalhaté fehérje, a tobb kinaz
foszforilalhatia (PKA, PKC, MAPK) és ennek kdvetkezményeként képes bejutni a
sejtmagba, ahol a c-AMP response element (CRE) promoter részhez kdtédve tdbbek

kozott anti-apoptotikus molekulat atirasat serkenti (16, 17,18).

A fenti eredmények alapjan kivancsiak voltunk arra, hogy a vizsgalt jelatviteli
molekulak alapaktivaltsagban lathatd kulonbségek milyen hatassal vannak a B sejtek
aktivacidjara. Feltételeztik, hogy a magasabb alapaktivaltsag mellett ugyanakkora
aktivalé stimulus kisebb mértékben tudja aktivalni a betegek B limfocitait.
Kutatasunk soran ezért két kuldonb6z8, a sejt aktivalodasaban fontos kinaz molekula
(p38, ERK) és a jelatviteli utvonalak kimeneteként egy transzkripciés faktor (CREB)
foszforilaltsagat mértik BCR és/vagy TLR9 stimulus utan aramlasi citométeren. Ez a
technika alkalmas arra, hogy egy mintan beldl szimultan tobb populacidoban
vizsgaljuk a szamunkra fontos fehérjék foszforilacios szintjét.
A fosZforilacios mintazatok feltérképezése Uj informacidkat szolgaltathat a betegség

jobb megértéséhez, hiszen a korai tlinetek tobb kiulonb6z6 betegségre utalhatnak,



ezért a foszforilacios mintazatok eltérései segitségul szolgalhatnak a betegség

hatékonyabb diagnosztikajaban.

Célkkitliizések:

- megvizsgalni a p38, az ERK és a CREB bazalis fosZforilaciojataz
egészsegesekben és a betegekben,

- megmérni, hogy a BCR-en illetve TLR9-en keresztll érkezd stimulus utan hogyan
valtozik ezen fehérjék foszforilacioja,

- 0sszehasonlitani az aktivalédas mértékét (az aktivalt mintak és kontroll mintak

hanyadosa) és az igy kapott értékét 0sszevetni egészseégesek és betegek kozott.

Anyagok és modszerek:

Mintak:

Tiz beteg és tiz egészséges ember B limfocitait  vizsgaltuk.
A betegség egyénenként valtozd, hullamzoé lefutast mutat, aktualis allapotara a DAS
(Disease Activity Score)-bél kovetkeztethetiink. Ha a DAS értéke 2 és 5 kdzott van,
akkor a beteg inaktivnak, ha 5-nél magasabb, akkor a betegség aktivnak szamit.
A kisérleteinkben szereplé betegek kozul 6ten aktiv betegnek (DAS: 9,57; 7,73; 5,99;
21,38; 6,93), 6ten pedig inaktivnak (DAS: 2,49; 2 ,48; 3,43; 2,41; 2,09) szamitottak.

Sejtizolalas:

A periférias mononuklearis sejteket (PBMC-t) periférias vérbdl siriséggradiens

centrifugalassal izolaltuk Ficol-Paque PLUS (GE Healthcare) segitségével.



A sejteket az aktivacio elétt 107 sejt/ml-es koncentraciéban ires médiumban (RPMI-I
0% FCS) inkubaltuk 30percig, 37 °C-on.

Aktivalas:

A sejtek BCR-en keresztili aktivalasa 7,5 npg/ml affinitas tisztitott F(ab’),
fragmentummal (Goat Anti-Human IgG + IgM (H+L) (Jackson Laboratories)), a TLR9-
en torténd aktivacio pedig 4 ug/ml metilalatlan CpG ODN-el (5’-tcgtcgttitgtcgttttgtcgt’-
3) (Sigma) tortént, 30percen keresztll, 37 °C-n.

Az aktivacio leallitasara 2% végkoncentracioju paraformaldehidet hasznaltunk.

Permeabilizalas és jelolés:

Az intracellularis feherjek jeloléséhez a sejteket permeabilizaltuk jegen 500l Perm
Buffer Ill-mal, majd A488-cal konjugalt pp38, pERK és pCREB-et felismerd
ellenanyagokkal festettik meg. A PBMC-bél a B sejteket anti-CD20-A647, ezen belul

a memoria B sejt populaciot anti-CD27-PE ellenanyag segitségével kulonitettik el.

Mérés és kiértékelés:

A naiv és memoria B sejtek jelatviteli molekulainak foszforilacidjat aramiasi
citométeren (FACSCalibur) mértik. Az FSC-SSC alapjan a PBMC-bdl kivalasztottuk
a limfocitdkat, majd kvadrans analizissel elkllonitettUk az A647-tel jelol6édott B
limfocitakat, illetve a PE-nel is jel616dott kettésen pozitiv memaria B limfocitakat (FL2-
es ill. FL4-es csatornaban). A foszforilaltsag mértékében jelentkezd klldnbségeket a
sejtek FL1-es csatornaban mért fluoreszcencia alapjan allapitottuk meg (2. abra). A

mintak kozotti szignifikans eltérést permutacids teszt segitségével igazoltuk.
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2. abra Az FSC-SSC alapjan a PBMC-bdl kivalasztjuk a limfocitakat, majd kvadrans analizissel
elkllonitjik az A647-tel jel616dott B limfocitakat (Q3) és a PE-nel is jel616dott kettésen pozitiv
memoria B limfocitakat (Q2). A hisztogrammon a p38 foszforilaciéjanak valtozasa lathatd kilonb6z6
stimulusok hatasara.




Eredmények:

1. A kontroll mintakban mérhet6 alapfoszforilacio (3. abra)
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3. abra A kontroll mintakban taldlhaté fehérjék bazalis foszforilacids szintje (1. sor: pp38 a naiv B
limfocitdkban, pp38 a memodria sejtekben; 2. sor: pERK a naiv B limfocitakban, pERK a memadria
sejtekben, 3. sor: pCREB a naiv B limfocitakban, pCREB a memdria sejtekben)



A p38 fehérje bazalis foszforilacids szintje szignifikdnsan kilénbdzik (p<0,05) az
egészseges emberekbdl izolalt és az aktiv betegekbél szarmazd naiv és memaéria B
limfocitakban. A memodria B limfocitak esetében emellett szignifikans kulonbség
figyelhet6 meg az inaktiv és az aktiv betegekben 1év6 p38 fehérje alapfoszforilacios

szintjeben is (3. abra).

A pERK és a pCREB alapfoszforilacios szintje mind az aktiv mind az inaktiv
betegekbdl szarmazd B sejtekben jelentésen eltér az egészségesekbdl szarmazo

fehérjékét6l, ugy a naiv, minta memdria B sejt populacidk esetében (3. abra).

2. A a-lgG/M-mel torténd stimulacié utani foszforilaciés értékek (4/a. abra),
illetve 6sszehasonlitasuk a kontrollal (4/b. abra)
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memoria B sejtek Ig pCREB
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4/a. dbra Az a.-1gG/M-mel kezelt mintakban taldlhatd fehérjék foszforiladods szintje (1. sor: pp38a
naiv B limfocitakban, pp38 a memadria sejtekben; 2. sor: pERK a naiv B limfocitdkban, pERK a memdria
sejtekben, 3. sor: pCREB a naiv B limfocitakban, pCREB a memodria sejtekben)

A 4/a. abran lathatdé, hogy a BCR-en keresztili stimulust kdvetéen szignifikans
kilonbség figyelhet6 meg a p38 fehérie foszforilacios szintigben az
egészsegesekbdl, ill. az aktiv betegekbél izolalt naiv B limfocitakbdl szarmazé mintak
esetében. A memoéria B limfocitdk mintaiban nem csak az egészségesekbdl és az
aktiv betegekbdél szarmazd sejtek kdzott figyelheté meg a kulonbség, hanem az
inaktiv es aktiv betegekbdl szarmazo mintak kozott is.
A pERK és a pCREB esetében mind a naiv mind a memoaria B limfocitak mintaiban

szignifikans emelkedés tapasztalhatdo az egészségesek mintaihoz viszonyitva.

Mivel arra voltunk kivancsiak, hogy milyen mértékben tudnak aktivalodni a vizsgalt
jelatviteli molekuldk a kulonbozd allapotu betegekben illetve egészséges
emberekben, ezért dsszehasonlitottuk a fehérjek aktivaciojanak mértékét a
kulonb6zb stimulusokat kovetben. Egy adott fehérje aktivacidjanak meértékét ugy
kaptuk meg, hogy a stimulacié utdn mért atlagos fluoreszcencia intenzitas (MFI)

ertékét elosztottuk az aktivalatlan (kontroll) minta MF| értékével. Az a-IgG/M-mel valo

stimulacié utan kapott eredményeket a kdvetkez8 abra szemlélteti (4/b. abra).
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4/b. abra Az o.-1gG/M-mel kezelt mintdkban talalhat6 fehérjék foszforilacios szintje a kontrollal
leosztva utal az aktivacié mértékére. (1. sor: a-IgG/M-mel kezelt pp38/K pp38 a naiv B limfodtdkban,
a.-1gG/M -mel kezelt pp38/K pp38 a memoria sejtekben; 2. sor: a.-IgG/M-mel kezelt pERK/ K pERK a
naiv B limfocitdkban, és a memaoria sejtekben ;3. sor: a-1gG/M-mel kezelt pCREB/ K pCREB a naiv B
limfocdtakban, és a memdoria sejtekben).

11



A 4/b. abran latszik, hogy a o-1gG/M-mel kezelt mintdk MF| értékét elosztva a

megfeleld kontroll mintak értékeivel egyik esetben sem tapasztaltunk szignifikans

kildnbséget, vagyis a betegek és az egészségesek BCR stimulusra hasonld

mértékben aktivalodtak.

3. CpG-vel torténod stimulacié utani foszforilacios értékek (5/a. abra), illetve

osszehasonlitasuk a kontrollal (5/b. abra)

A tovabbiakban a TLR9-en keresztill torténd stimulacidé hatasara bekovetkezd valtozasokat

hasonlitottuk ossze.
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naiv B sejtek CpG pCREB memorai B sejtek CpG pCREB
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5/a. abra Az CpG-vel kezelt mintakban taldlhaté fehérjék foszforilacids szintje (1. sor: pp38 a naiv B
limfocitdkban, pp38 a memodria sejtekben; 2. sor: pERK a naiv B limfocitakban, pERK a memodria
sejtekben, 3. sor: pCREB a naiv B limfocitakban, pCREB a meméria sejtekben)

5/a. abran latjuk, hogy a CpG-vel torténé stimulust kdvetéen elsésorban a meméria B
sejtek esetében van szignifikans kulénbség az egészségesek és az aktiv betegek

mintai kdz6tt mindharom jelatviteli molekula foszforilacios szintjében.

Az 5/b abran a kontrollhoz viszonyitott foszforilacios szinteket latjuk ugyanezekben a

mintakban.
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naiv B sejtek CpG/K pERK memodria B sejtek CpG/K pERK
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5/b. abra A CpG-vel kezelt mintdkban talalhato fehérjék foszforilados szintje a kontrollal leosztva, ez
az ativacié mértékére utal. (1. sor: CpG-vel kezelt pp38/ K pp38 a naiv B limfocitakban, CpG-vel kezelt
pp38/K pp38 a memadria sejtekben; 2. sor: CpG-vel kezelt pERK/ K pERK a naiv B limfocitakban, és a
memoria sejtekben, 3. sor: CpG-vel kezelt pCREB/ K pCREB a naiv B limfocitakban, és a memoria
sejtekben)

TLR9-en keresztlli stimulacioé soran jelentés kilonbségek figyelheték meg a fehérjék
aktivalodasanak mértékében naiv és memdria B limfocitak kozott, valoszinileg azeért,
mert a naiv B limfocitak kevesebb TLR9-et fejeznek ki, mint a memoria sejtek (19).
Mindharom altalunk vizsgalt fehérje esetében szignifikans eltérés figyelhetd meg
egészségesek és aktiv betegek kozott, utdbbi mintdakban az aktivaci6 meértéke

szignifikdnsan alacsonyabb.
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4. A a-lgG/M-mel és CpG-vel szimultan torténé stimulacié utani foszforilaciés
értékek (6/a. abra), illetve 6sszehasonlitasuk a kontrollal (6/b. abra)

naiv B sejtek Ig+CpG pp38 memorai B sejtek Ig+CpG pp38
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6/a. abra Az o.-1gG/M-mel és CpG-vel szimultan kezelt mintakban taldlhatd fehérjék foszforilacids
szintje (1. sor: pp38 a naiv B limfocitdkban, pp38 a memdria sejtekben; 2. sor: pERK a naiv B
limfocitdkban, pERK a memdria sejtekben, 3. sor: pCREB a naiv B limfocitakban, pCREB a meméria
sejtekben)
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A 6./a abran lathatd, hogy a memodria B limfocitakban jelentds kulonbség van, az

egészségesek és az aktiv betegek kozdtt a harom fehérje foszforilacidjanak

mértékében, az aktiv betegek mintaiban nagyobb mértékld foszforilacioé figyelhetd

meg. A pCREB vizsgalatakor ez az eltérés a naiv B limfocitak esetében is

megfigyelhetd.

Végul a kettds stimulust (anti-lgG+M) kovetéen is megvizsgaltuk az aktivacio

mértékét a kontrol nem stimulalt mintdkhoz képest.
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naiv B sejtek Ig+CpG/K pCREB memoria B sejtek Ig+CpG/K pCREB
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6/b. abra Az a.-1gG/M-mel és CpG-vel kezelt mintdkban taldlhaté fehérjék foszforilacios szintje a
kontrollal leosztva, ez az ativacié mértékére utal. (1. sor: a.-IgG+/M+CpG-vel kezelt pp38/K pp38 a
naiv B limfocitakban, a-1gG/M+CpG-vel kezelt pp38/K pp38 a memdria sejtekben; 2. sor: a-

IgG/M+CpG-vel kezelt pERK/ K pERK a naiv B limfocitakban, és a memaria sejtekben; 3. sor: a-
1gG/M+CpG-vel kezelt pCREB/ K pCREB a naiv B limfocitdkban, és a memaria sejtekben).

A p38 és a pErk esetében az aktiv betegekbdl szarmazd naiv és memdria B
sejtekben szignifikansan alacsonyabb foku aktivacié figyelhetdé meg az
egészsegesekbdl szarmazdé mintakhoz képest. Az ERK esetében az aktiv illetve az
inaktiv betegek aktivacioja is eltér az egészségesekétdl. A pCREB esetében

aktivacios szint valtozas nem volt detektalhato.

Eredményeink azt mutatjdk az aktivalatlan mintak esetében, hogy szignifikans
klildnbség van nemcsak az aktiv betegekbél és az egészségesekbdl szarmazo
fehérjek kozott, hanem az inaktiv betegekben és az egészségesekben talalhatod
fehérigk kozott is mind naiv, mind memoéria B limfocitak esetében.
A BCR-en keresztul érkez6 a-IlgG/M stimulusra nem tapasztaltunk kulonbséget az
aktivaldodas mértékében az egészséges és az autoimmun betegségben szenved6k B
sejtiei kozott.

A TLR9-en keresztlli stimulusra jelentds eltérést tapasztaltunk az aktivalodas
mértekében. Az inaktiv betegekbdl szarmazod fehérjek kismértékl aktivalédast ugyan

mutattak, de az aktiv betegekbél szarmazok szinte semmit, az egészéges mintak
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viszont képesek voltak nagymeértékben aktivalodni. Ez azt jelenti, hogy az aktiv RA-s
betegek B limfocitai in vivo bakteridlis fert6zés esetén TLR9-en keresztil nem

képesek tovabb aktivalédni.

A memodria B limfocitakban talalt nagyobb kulonbségek valoszinlileg a sejtekben
nagyobb szamban megtalalhaté TLR9 miatt lehetséges.

Amikor mindkét receptoron keresztll aktivaltuk a sejteket a p38 és az ERK esetében
szignifikansan megnétt a fehérjék foszforilacios szintje az aktivalatian mintakhoz
képest. A CREB esetében ez a ndvekedés nem volt megfigyelhetd.

Kutatasunkban kimutattuk, hogy a rheumatoid arthritisben szenved6 betegek B
limfocitdi magasabb aktivaltsagu szinten vannak az egészségesekhez képest, és ez
az er6sebb aktivaltsag bizonyos esetekben csokkenti a sejtek stimulusra adott
valaszkészségét. Az aktivalo stimulusra adott valaszképességében mért
kuldnbségek felvetik annak a lehetéségét, hogy az egészséges és RA-s betegek B
limfocitai masként reagalhatnak bizonyos fert6zésekkel szemben, ezért a
tovabbiakban érdekes lenne megvizsgalni, hogy a vizsgalatunkban tapasztalt

jelatviteli kildnbségek a B sejtekben okoznak-e funkcionalis eltéréseket.
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Osszefoglalé

A rheumatoid arthritis (RA) olyan szisztémas autoimmun betegség, melynek
kialakulasaban fontos szerepet jatszik az immunrendszer aktivalédasa. A
betegekben talalhatdé autoantitestek képzéséért a sajat stukturakat felismerd
autoimmun B limfocitak felel6sek. A naiv B sejtek ellenanyag-termel6 plazmasejtté
valoé éréséhez elengedhetetlen a B sejt receptoron (BCR) keresztll érkezé jel. Ezen
fell egyéb receptorokon keresztuli stimulus is hozzajarulhat a B sejtek
aktivalddasahoz: a Toll like receptorok csaladja a mintazatfelismer§ (pattern
recognition) receptorok (PRR) kozé tartozik. A TLR9 a bakteriadlis eredeti DNS-t
ismeri fel, ezzel a B limfocitak proliferacidjat, izotipus valtasat és plazmaseijtté érését
stimuldlja, ezaltal hozzajarulhat autoimmun betegségek kialakulasahoz.
Az irodalombdl ismert, hogy RA-s betegekbdl és egészségesekbdl izolalt B sejtek
jelatviteli molekuldinak nyugalmi foszforilacidjat 6sszehasonlitva eltérések figyelheték
meg.

Kutatasunk soran két kilonbdzé, a sejt aktivalodasaban fontos kinaz (p38, ERK) és
egy transzkripcidos faktor (CREB) foszforilaltsagat mértik BCR és/vagy TLR9
stimulus utan aramilasi citofluoriméteren. Tobb mintaban kildnbségeket talaltunk az
egészségesek és a betegek B sejtiei kdzott a kinazok illetve a CREB transzkripcids
faktor aktivaciojanak mértékében.
A fosZforilacios mintazatok feltérképezése RA-s betegek B sejtjeiben Uj informaciokat

szolgaltathat a betegség jobb megértéséhez.
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Abstract

Rheumathoid arthritis (RA) is a systemic autoimmune disease. Activation of the
immune system is essential in the development of the disease. The automimmune B
lymphocytes - which can recognize certain own stuctures - are responsible for
producing autoimmune antibodies in RA patients.

Signals through B cell receptor (BCR) are indispensable in the process where naive
B lymphocytes are developing into antibody-secreting B cells. Moreover, some stimuli
through other receptors can also be an enhancing factor in B cell activtion: Toll-like
receptors (TLR) belongs to the group of the pattern recognition receptors (PRR).
TLR9 recognises the bacterial DNS and stimulates the proliferation and isotype-
switching of B lymphocytes, and helps them in the development into a plasma B-cell,
and this way it can contribute to the evolving of the autoimmune disease.

It is already well-known that when comparing the basal expression of
phosphoproteins of RA patients and controls, we find differences in data.
In our reserch we mesured the phosphorylation of two kinases (p38, ERK) and a
transcriptional factor (CREB) after BCR and/or TLR9 stimulation by flow cytometry. At
several samples, we found differences between B cells of healthy individuals and RA
patients regarding the activation of the kinases and the CREB. Mapping of the
phosphorylation patterns in B cells of RA patients can provides new information for

the better understanding of the disease.
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