
 

 

 
 

A rheumatoid arthritises betegek B 
limfocitáiban zajló jelátviteli folyamatok 

vizsgálata fehérjék foszforilációs 
profiljának összehasonlítása alapján 

 
 

 
 

készítette: 

Bankó Zsuzsanna 

Biológus MSc. 
Molekuláris-, Immun- és Mikrobiológia szakirány  

 
 

 
 

 
 

témavezető: 

Dr. Sármay Gabriella 
Egyetemi tanár 

 
 

 

EÖTVÖS LORÁND TUDOMÁNYEGYETEM  

TERMÉSZETTUDOMÁNYI KAR 
BIOLÓGIAI INTÉZET 

 

 
 

Budapest, 2012.10.26. 



 2 

Tartalom 

 

Irodalmi áttekintés ...................................................................................................................... 3 

Célkitűzések ............................................................................................................................... 5 

Anyagok és módszerek .............................................................................................................. 5 

Eredmények................................................................................................................................ 8 

1. A kontroll mintákban mérhető alapfoszforiláció ................................................................. 8 

2. A -IgG/M-mel történő stimuláció utáni foszforilációs értékek, illetve összehasonlításuk 

a kontrollal............................................................................................................................... 9 

3. CpG-vel történő stimuláció utáni foszforilációs értékek, illetve összehasonlításuk a 

kontrollal................................................................................................................................ 12 

4. A -IgG/M-mel és CpG-vel szimultán történő stimuláció utáni foszforilációs értékek, 

illetve összehasonlításuk a kontrollal ................................................................................... 15 

Összefoglaló ............................................................................................................................. 19 

Irodalom .................................................................................................................................... 22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 3 

Irodalmi áttekintés 
 

A rheumatoid arthritis (RA) olyan szisztémás autoimmun betegség, melynek 

kialakulásában fontos szerepet játszik az immunrendszer aktiválódása, bár jelenleg a 

kiváltó okokat nem ismerjük. A világ népességének közel 1%-át érinti (1). A betegség 

kialakulásában fontos szerepet játszó autoantitestek képzéséért a saját struktúrákat 

felismerő autoimmun B limfociták felelősek. Ilyen ellenanyag a rheuma faktor, amely 

az IgG konstans régióját felismerő ellenanyag, illetve az arginin poszttranszlációs 

módosításaként kialakuló citrullint tartalmazó fehérjék elleni autoantitestek (2). A B 

sejtek ezen kívül gyulladási citokineket termelnek és hatékony antigén prezentáló 

sejtként (APC) aktiválják a T sejtes immunválaszt (3,4), ezáltal több úton is képesek 

részt venni a betegség kialakításában. 

A naív B sejtek ellenanyag-termelő plazmasejtté való éréséhez elengedhetetlen a 

BCR-en keresztül érkező megfelelő erősségű szignál. Ezen kívül egyéb receptorokon 

keresztüli stimulus is hozzájárul a B sejtek aktiválódásához. A TLR9 bakteriális 

eredetű metilálatlan DNS motívumokat köt, és a B limfociták proliferációját, izotípus 

váltását, plazmasejtté érését segíti elő. A TLR9-en keresztül érkező erős jel képes 

olyan túlélő szignálokat közvetíteni, melyek hatására a szervezet saját struktúráit 

felismerő B limfociták nem kerülnek anergiás állapotba, illetve nem pusztulnak el 

apoptózissal -  hozzájárulva ezáltal autoimmun betegségek kialakulásához (5-6).  

A betegek szinoviális ízületeiben található szöveti sejtekben kimutatták a MAPK-ok 

fokozott aktivációját (7). Régóta ismert, hogy a szinoviális térbe migráló limfociták 

negyedleges nyirokcsomót is képesek létrehozni, és az itt található B limfociták 

képesek autoreaktív ellenanyagot termelő plazmasejtté alakulni (8, 9). Emellett az 

RA-s betegek szinóviumából izolált limfociták jelátivteli molekulái (p38, Erk és JNK) 

magasabb aktivitást mutattak, mint az egészségesekből származók (10).  

Újabb kutatások kimutatták, hogy nemcsak a szinóvimban lévő B limfociták mutatnak 

fokozott aktivitást, hanem a keringésben lévő limfociták jelátviteli molekulákinak is 

megváltozik a foszforilációs profilja autoimmun (RA-s, SLE-s) betegekben (1,11).  

A p38 és az ERK mitogén-aktivált szerin és treonin protein kinázok. Extracelluláris 

jelek hatására aktiválódnak, melyek lehetnek növekedési faktorok, citokinek, az 

ozmotikus stressz vagy a BCR-en keresztül érkező antigén stimulus (12). A kináz 

kaszkád utolsó elemei transzkripciós faktorokat aktiválnak, melyek a DNS 
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átíródásának szabályozásán keresztül alakítják ki a sejt válaszát a különböző jelekre. 

A kináz kaszkádokat befolyásolja a TLR9-en keresztüli stimulus is, így mind a p38, 

mind az Erk aktiválódik CpG oligonukleotid (TLR9 agonista ligandum) hatására (13, 

14; 15 - 1. ábra).  

 

1. ábra Az ábra bal oldalán a TLR9-en keresztüli jelátviteli utak, a jobb oldalon pedig a BCR-en 

keresztüli útvonalak egyszerűsített sémája látható.  

 

A CREB (CRE binding protein) a citoplazmában található fehérje, a több kináz 

foszforilálhatja (PKA, PKC, MAPK) és ennek következményeként képes bejutni a 

sejtmagba, ahol a c-AMP response element (CRE) promoter részhez kötődve többek 

között anti-apoptótikus molekulát átírását serkenti (16, 17,18).  

A fenti eredmények alapján kíváncsiak voltunk arra, hogy a vizsgált jelátviteli 

molekulák alapaktiváltságban látható különbségek milyen hatással vannak a B sejtek 

aktivációjára. Feltételeztük, hogy a magasabb alapaktiváltság mellett ugyanakkora 

aktiváló stimulus kisebb mértékben tudja aktiválni a betegek B limfocitáit. 

Kutatásunk során ezért két különböző, a sejt aktiválódásában fontos kináz molekula 

(p38, ERK) és a jelátviteli útvonalak kimeneteként egy transzkripciós faktor (CREB) 

foszforiláltságát mértük BCR és/vagy TLR9 stimulus után áramlási citométeren. Ez a 

technika alkalmas arra, hogy egy mintán belül szimultán több populációban 

vizsgáljuk a számunkra fontos fehérjék foszforilációs szintjét.   

A foszforilációs mintázatok feltérképezése új információkat szolgáltathat a betegség 

jobb megértéséhez, hiszen a korai tünetek több különböző betegségre utalhatnak, 
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ezért a foszforilációs mintázatok eltérései segítségül szolgálhatnak a betegség 

hatékonyabb diagnosztikájában.  

 

 

Célkitűzések: 
 

- megvizsgálni a p38, az ERK és a CREB bazális foszforilációját az    

egészségesekben és a betegekben, 

- megmérni, hogy a BCR-en illetve TLR9-en keresztül érkező stimulus után hogyan 

változik ezen fehérjék foszfori lációja, 

- összehasonlítani  az aktiválódás mértékét (az aktivált minták és kontroll minták 

hányadosa) és az így kapott értékét összevetni egészségesek és betegek között.  

 

 

Anyagok és módszerek: 
 

 

Minták: 

Tíz beteg és tíz egészséges ember B limfocitáit vizsgáltuk. 

A betegség egyénenként változó, hullámzó lefutást mutat, aktuális állapotára a DAS 

(Disease Activity Score)-ból következtethetünk. Ha a DAS értéke 2 és 5 között van, 

akkor a beteg inaktívnak, ha 5-nél magasabb, akkor a betegség aktívnak számít. 

A kísérleteinkben szereplő betegek közül öten aktív betegnek (DAS: 9,57; 7,73; 5,99; 

21,38; 6,93), öten pedig inaktívnak (DAS: 2,49; 2,48; 3,43; 2,41; 2,09) számítottak. 

Sejt izolálás: 

A perifériás mononukleáris sejteket (PBMC-t) perifériás vérből sűrűséggradiens 

centrifugálással izoláltuk Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare) segítségével. 
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A sejteket az aktiváció előtt 107 sejt/ml-es koncentrációban üres médiumban (RPMI-I 

0% FCS) inkubáltuk 30percig, 37 oC-on.  

Aktiválás: 

A sejtek BCR-en keresztüli aktiválása 7,5 g/ml affinitás tisztított F(ab’)2 

fragmentummal (Goat Anti-Human IgG + IgM (H+L) (Jackson Laboratories)), a TLR9-

en történő aktiváció pedig 4 g/ml metilálatlan CpG ODN-el (5’-tcgtcgttttgtcgttttgtcgt’-

3’) (Sigma) történt, 30percen keresztül, 37 oC-n. 

Az aktiváció leállítására 2% végkoncentrációjú paraformaldehidet használtunk. 

Permeabilizálás és jelölés: 

Az intracelluláris fehérjék jelöléséhez a sejteket permeabilizáltuk jégen 500 l Perm 

Buffer III-mal, majd A488-cal konjugált pp38, pERK és pCREB-et felismerő 

ellenanyagokkal festettük meg. A PBMC-ből a B sejteket anti-CD20-A647, ezen belül 

a memória B sejt populációt anti-CD27-PE ellenanyag segítségével különítettük el.  

Mérés és kiértékelés: 

A naív és memória B sejtek jelátviteli molekuláinak foszforilációját áramlási 

citométeren (FACSCalibur) mértük. Az FSC-SSC alapján a PBMC-ből kiválasztottuk 

a limfocitákat, majd kvadráns analízissel elkülönítettük az A647-tel jelölődött B 

limfocitákat, illetve a PE-nel is jelölődött kettősen pozitív memória B limfocitákat (FL2-

es ill. FL4-es csatornában). A foszforiláltság mértékében jelentkező különbségeket a 

sejtek FL1-es csatornában mért fluoreszcencia alapján állapítottuk meg (2. ábra). A 

minták közötti szignifikáns eltérést permutációs teszt segítségével igazoltuk. 
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2. ábra Az FSC-SSC alapján a PBMC-ből kiválasztjuk a limfocitákat, majd kvadráns analízissel 

elkülönítjük az A647-tel jelölődött B limfocitákat (Q3) és a PE-nel is jelölődött kettősen pozitív 

memória B limfocitákat (Q2). A hisztogrammon a p38 foszforilációjának változása látható különböző 

stimulusok hatására. 
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Eredmények: 

1. A kontroll mintákban mérhető alapfoszforiláció (3. ábra)  

  
 

  

   

3. ábra A kontroll mintákban található fehérjék bazális foszforilációs szintje (1. sor: pp38 a naív B 

limfocitákban, pp38 a memória sejtekben; 2. sor: pERK a naív B limfocitákban, pERK a memória 

sejtekben, 3. sor: pCREB a naív B limfocitákban, pCREB a memória sejtekben) 
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A p38 fehérje bazális foszforilációs szintje szignifikánsan különbözik (p<0,05) az 

egészséges emberekből izolált és az aktív betegekből származó naív és memória B 

limfocitákban. A memória B limfociták esetében emellett szignifikáns különbség 

figyelhető meg az inaktív és az aktív betegekben lévő p38 fehérje alapfoszforilációs 

szintjében is (3. ábra). 

A pERK és a pCREB alapfoszforilációs szintje mind az aktív mind az inaktív 

betegekből származó B sejtekben  jelentősen eltér az egészségesekből származó 

fehérjékétől, úgy a naív, mint a memória B sejt populációk esetében (3. ábra). 

 

2. A -IgG/M-mel történő stimuláció utáni foszforilációs értékek (4/a. ábra), 

illetve összehasonlításuk a kontrollal (4/b. ábra) 
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4/a. ábra Az -IgG/M-mel kezelt mintákban található fehérjék foszforilációs szintje (1. sor: pp38 a 

naív B limfocitákban, pp38 a memória sejtekben; 2. sor: pERK a naív B limfocitákban, pERK a memória 

sejtekben, 3. sor: pCREB a naív B limfocitákban, pCREB a memória sejtekben) 

 

A 4/a. ábrán látható, hogy a BCR-en keresztüli stimulust követően szignifikáns 

különbség figyelhető meg a p38 fehérje foszforilációs szintjében az 

egészségesekből, ill. az aktív betegekből izolált naív B limfocitákból származó minták 

esetében. A memória B limfociták mintáiban nem csak az egészségesekből és az 

aktív  betegekből származó sejtek között figyelhető meg a különbség, hanem az 

inaktív és aktív betegekből származó minták  között is.  

A pERK és a pCREB esetében mind a naív mind a memória B limfociták mintáiban 

szignifikáns emelkedés tapasztalható az egészségesek mintáihoz viszonyítva. 

 

Mivel arra voltunk kíváncsiak, hogy milyen mértékben tudnak aktiválódni a vizsgált 

jelátviteli molekulák a különböző állapotú betegekben illetve egészséges 

emberekben, ezért összehasonlítottuk a fehérjék aktivációjának mértékét a 

különböző stimulusokat követően. Egy adott fehérje aktivációjának mértékét úgy 

kaptuk meg, hogy a stimuláció után mért átlagos fluoreszcencia intenzitás (MFI) 

értékét elosztottuk az aktiválatlan (kontroll) minta MFI értékével. Az -IgG/M-mel való 

stimuláció után kapott eredményeket a következő ábra szemlélteti (4/b. ábra). 
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4/b. ábra Az -IgG/M-mel kezelt mintákban található fehérjék foszforilációs szintje a kontrollal 

leosztva utal az aktiváció mértékére. (1. sor: -IgG/M-mel kezelt pp38/K pp38 a naív B limfocitákban, 

-IgG/M -mel kezelt pp38/K pp38 a memória sejtekben; 2. sor: -IgG/M-mel kezelt pERK/ K pERK a 

naív B limfocitákban, és a memória sejtekben ;3. sor: -IgG/M-mel kezelt pCREB/ K pCREB a naív B 

limfocitákban, és a memória sejtekben). 
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A 4/b. ábrán látszik, hogy a -IgG/M-mel kezelt minták MFI értékét elosztva a 

megfelelő kontroll minták értékeivel egyik esetben sem tapasztaltunk szignifikáns 

különbséget, vagyis a betegek és az egészségesek BCR stimulusra hasonló 

mértékben aktiválódtak.  

 

3. CpG-vel történő stimuláció utáni foszforilációs értékek (5/a. ábra), illetve 

összehasonlításuk a kontrollal (5/b. ábra) 

A továbbiakban a TLR9-en keresztül történő stimuláció hatására bekövetkező változásokat 

hasonlítottuk össze. 
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5/a. ábra Az CpG-vel kezelt mintákban található fehérjék foszforilációs szintje (1. sor: pp38 a naív B 

limfocitákban, pp38 a memória sejtekben; 2. sor: pERK a naív B limfocitákban, pERK a memória 

sejtekben, 3. sor: pCREB a naív B limfocitákban, pCREB a memória sejtekben) 

 

5/a. ábrán látjuk, hogy a CpG-vel történő stimulust követően elsősorban a memória B 

sejtek esetében van szignifikáns különbség az egészségesek és az aktív betegek 

mintái között mindhárom jelátviteli molekula foszforilációs szintjében. 

Az 5/b ábrán a kontrollhoz viszonyított foszforilációs szinteket látjuk ugyanezekben a 

mintákban. 
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5/b. ábra  A CpG-vel kezelt mintákban található fehérjék foszforilációs szintje a kontrollal leosztva, ez 

az ativáció mértékére utal. (1. sor: CpG-vel kezelt pp38/ K pp38 a naív B limfocitákban, CpG-vel kezelt 

pp38/K pp38 a memória sejtekben; 2. sor: CpG-vel kezelt pERK/ K pERK a naív B limfocitákban, és a 

memória sejtekben, 3. sor: CpG-vel kezelt pCREB/ K pCREB a naív B limfocitákban, és a memória 

sejtekben) 

 

TLR9-en keresztüli stimuláció során jelentős különbségek figyelhetők meg a fehérjék 

aktiválódásának mértékében naív és memória B limfociták között, valószínűleg azért, 

mert  a naív B limfociták kevesebb TLR9-et fejeznek ki, mint a memória sejtek (19). 

Mindhárom általunk vizsgált fehérje esetében szignifikáns eltérés figyelhető meg 

egészségesek és aktív betegek között, utóbbi mintákban az aktiváció mértéke 

szignifikánsan alacsonyabb. 
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4. A -IgG/M-mel és CpG-vel szimultán történő stimuláció utáni foszforilációs 

értékek (6/a. ábra), illetve összehasonlításuk a kontrollal (6/b. ábra)  

 

  

  

  

6/a. ábra Az -IgG/M-mel és CpG-vel szimultán kezelt mintákban található fehérjék foszforilációs 

szintje (1. sor: pp38 a naív B limfocitákban, pp38 a memória sejtekben; 2. sor: pERK a naív B 

limfocitákban, pERK a memória sejtekben, 3. sor: pCREB a naív B limfocitákban, pCREB a memória 

sejtekben) 
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A 6./a ábrán látható, hogy a memória B limfocitákban jelentős különbség van, az 

egészségesek és az aktív betegek között a három fehérje foszforilációjának 

mértékében, az aktív betegek mintáiban nagyobb mértékű foszforiláció figyelhető 

meg. A pCREB vizsgálatakor ez az eltérés a naív B limfociták esetében is 

megfigyelhető.  

 

Végül a kettős stimulust (anti-IgG+M) követően is megvizsgáltuk az aktiváció 

mértékét a kontrol nem stimulált mintákhoz képest. 
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6/b. ábra Az -IgG/M-mel és CpG-vel kezelt mintákban található fehérjék foszforilációs szintje a 

kontrollal leosztva, ez az ativáció mértékére utal. (1. sor: -IgG+/M+CpG-vel kezelt pp38/K pp38 a 

naív B limfocitákban, -IgG/M+CpG-vel kezelt pp38/K pp38 a memória sejtekben; 2. sor: -

IgG/M+CpG-vel kezelt pERK/ K pERK a naív B limfocitákban, és a memória sejtekben;  3. sor: -

IgG/M+CpG-vel kezelt pCREB/ K pCREB a naív B limfocitákban, és a memória sejtekben). 

 

A p38 és a pErk esetében az aktív betegekből származó naív és memória B 

sejtekben szignifikánsan alacsonyabb fokú aktiváció figyelhető meg az 

egészségesekből származó mintákhoz képest. Az ERK esetében az aktív illetve az 

inaktív betegek aktivációja is eltér az egészségesekétől. A pCREB esetében 

aktivációs szint változás nem volt detektálható. 

 

Eredményeink azt mutatják az akti válatlan minták esetében, hogy szignifikáns 

különbség van nemcsak az aktív betegekből és az egészségesekből származó 

fehérjék között, hanem az inaktív betegekben és az egészségesekben található 

fehérjék között is mind naív, mind memória B limfociták esetében.  

A BCR-en keresztül érkező -IgG/M stimulusra nem tapasztaltunk különbséget az 

aktiválódás mértékében az egészséges és az autoimmun betegségben szenvedők B 

sejtjei között.  

A TLR9-en keresztüli stimulusra jelentős eltérést tapasztaltunk az aktiválódás 

mértékében. Az inaktív betegekből származó fehérjék kismértékű aktiválódást ugyan 

mutattak, de az aktív betegekből származók szinte semmit, az egészéges minták 
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viszont képesek voltak nagymértékben aktiválódni. Ez azt jelenti, hogy az aktív RA-s 

betegek B limfocitái in vivo bakteriális fertőzés esetén TLR9-en keresztül nem 

képesek tovább aktiválódni. 

A memória B limfocitákban talált nagyobb különbségek valószínűleg a sejtekben 

nagyobb számban megtalálható TLR9 miatt lehetséges.  

Amikor mindkét receptoron keresztül aktiváltuk a sejteket a p38 és az ERK esetében 

szignifikánsan megnőtt a fehérjék foszforilációs szintje az aktiválatlan mintákhoz 

képest. A CREB esetében ez a növekedés nem volt megfigyelhető. 

Kutatásunkban kimutattuk, hogy a rheumatoid arthritisben szenvedő betegek B 

limfocitái magasabb aktiváltságú szinten vannak az egészségesekhez képest, és ez 

az erősebb aktiváltság bizonyos esetekben csökkenti a sejtek stimulusra adott 

válaszkészségét. Az aktiváló stimulusra adott válaszképességében mért 

különbségek felvetik annak a lehetőségét, hogy az egészséges és RA-s betegek B 

limfocitái másként reagálhatnak bizonyos fertőzésekkel szemben, ezért a 

továbbiakban érdekes lenne megvizsgálni, hogy a vizsgálatunkban tapasztalt 

jelátviteli különbségek a B sejtekben okoznak-e funkcionális eltéréseket. 
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Összefoglaló 
 

A rheumatoid arthritis (RA) olyan szisztémás autoimmun betegség, melynek 

kialakulásában fontos szerepet játszik az immunrendszer aktiválódása. A 

betegekben található autoantitestek képzéséért a saját stuktúrákat felismerő 

autoimmun B limfociták felelősek.  A naív B sejtek ellenanyag-termelő plazmasejtté 

való éréséhez elengedhetetlen a B sejt receptoron (BCR) keresztül érkező jel. Ezen 

felül egyéb receptorokon keresztüli stimulus is hozzájárulhat a B sejtek 

aktiválódásához: a Toll like receptorok családja a mintázatfelismerő (pattern 

recognition) receptorok (PRR) közé tartozik. A TLR9 a bakteriális eredetű DNS-t 

ismeri fel, ezzel a B limfociták proliferációját, izotípus váltását és plazmasejtté érését 

stimulálja, ezáltal hozzájárulhat autoimmun betegségek kialakulásához.  

Az irodalomból ismert, hogy RA-s betegekből és egészségesekből izolált B sejtek 

jelátviteli molekuláinak nyugalmi foszforilációját összehasonlítva eltérések figyelhetők 

meg.  

Kutatásunk során két különböző, a sejt aktiválódásában fontos  kináz (p38, ERK) és 

egy transzkripciós faktor (CREB) foszforiláltságát mértük BCR és/vagy TLR9 

stimulus után áramlási citofluoriméteren. Több mintában különbségeket találtunk az 

egészségesek és a betegek B sejtjei között a kinázok illetve a CREB transzkripciós 

faktor aktivációjának mértékében. 

A foszforilációs mintázatok feltérképezése RA-s betegek B sejtjeiben új információkat 

szolgáltathat 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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Szerzői Hozzájárulás 

Munkám során egészségesek és RA-s betegek jelátvitelét hasonlítottam össze. 

A perifériás vérből PBMC-t izoláltam. Az aktivátorok hozzáadása után fixáltam, majd 

a megfelelő ellenanyagokkal jelöltem a sejteket, végül áramlási citométeren mértem 

le őket. 

A kiértékeléshez a Flowjo programot és permutációs tesztet használtam. 
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