Szakmai zarojelentés a ,,Jelatviteli kompartmentek és proteolizis az immunvalasz,
valamint az immun- és idegrendszer kozotti kommunikéacio szabalyozdsaban™ c.
OTKA TS 044711 projektrél

A projekt megval6sitasa soran a tudoméanyos miihely tagjai interdiszciplinaris
megkdzelitést alkalmazva a kévetkezé tudomanyos kérdések vizsgalatat tiizték ki célul: i.) a B és
T limfocitak antigén-specifikus aktivacidjanak szabalyozasa, kulénds tekintettel az
autoimmunbetegségekkel valo kapcsolatokra; a sejtaktivacio és sejthalal egyensulya, mint
az immun-homeosztazist kritikusan befoly4sold tényezé; ii.) a komplement rendszer eddig
ismeretlen szabalyoz6 szerepe az allergias reakciokban, kilénbdzé autoimmun és
autoimmun eredetli neurodegenerativ korképekben, iii.) Az immunreakciok és az
idegrendszeri funkciok kapcsolata: a két rendszer kommunikacioja gyulladasos reakcidk
soran illetve steroid hormonokon keresztil; egyes immun- és idegrendszeri funkciok
proteolitikus mechanizmusok Utjan torténé szabalyozasa.

Jelen péalyazat tdmogatasaval, tobbek kozott, sikeriilt megoldani, hogy a projekt tobb
témakdrében a konfokalis cellularis képalkotds tobb varidnsa (pl. ,live cell”, kinetikai,
morfoldgiai, kolokalizacés, FRET-képalkotds) megvaldsuljon, a palyazat tdmogatasaval
beszerzett tobbcsatornas Iézerpasztazd fluoreszcens konfokalis mikroszkép (OLYMPUS FV500)
révén. Ez a beruhdzas igen magas teljesitmény-hatékonysagot mutatott: a BS, MS és PhD
képzésiink terlletén egyardnt jelentés szinvonalemelkedést eredményezett, és jelentésen
kiszélesitette alap és alkalmazott kutatasok lehetéségeit.

A projekten dolgozé 13 mindsitett kutatd mellett a kutatdsban Osszesen 18 PhD
hallgaté is részt vett. A projekt eredményeibdl az elmilt 3 évben 6-an PhD fokozatot
szereztek, és tovabbi 7 PhD disszertacié keriil hamarosan beadasra. A projekten dolgozo
kutaték/doktoranduszok interdiszciplinaris dsszefogasa t6bb Uj metodikat, szabadalmaztathato
anyagot és eljarést is eredményezett (Id. 1,3,4,18,25,40 kizlemények). Az eredményekbdl eddig
38 referalt tudomanyos kézlemény (0sszesitett impaktfaktor: 147.93) és 3 kényvrészlet
jelent meg, s tovabbi 4 kozlemény all kézlés alatt. A még nem publikalt 15 citalhat6 2005-6s
absztrakt azt is jelzi tovabba, hogy a megkezdett kutatasi iranyvonalak a kdzeljovében
perspektivikusan folytathatok, azaz a tudoményos iskola, miihely folyamatosan hatékonyan
miikddik.

1. Membran-kompartmentalizacié és receptor “cross-talk” szerepe az antigén-indukalt
limfocita-aktivacioban és annak szabalyozasaban.

» Kimutattuk, hogy az antigénbemutato sejtek (APC) felszinén a pathogén eredetii peptidek
bemutatasat végzo I. és Il. osztalyl 6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC) molekulak kilonféle
membran mikro-kompartmentekben lokalizaltak, mely egy Kkritikus szabalyoz6 mechanizmus
az antigen prezentacié hatékonysaga, illetve a T-limfocita aktivacios kiiszob meghatarozasa
szempontjabdl (2,4,10,13). Megmutattuk tovabba, hogy az APC plazmamembran
koleszterinben és szfingolipidekben gazdag lipid raft mikrodoménjei a Ty-sejtekkel alkotott
immunolégiai szinapszisok (IS) képzédését és stabilitdsat is alapvetéen befolyésoljak, az
APC sejtfelszini kostimulator denzitasa, és citoszkeletonjanak integritasa mellett (2,13). A
membranfehérjék molekularis kapcsolatainak vizsgalatara optimalizaltuk a palyazat
tamogatasaval beszerzett konfokalis 1ézerpasztazd mikroszképon a FRET technikat (3).



peplide o
free heavy chain (FHC)
MHC-Il complex

/ ineat MHC-| complex
lipid raft .
ol

-

tetraspan

1. dbra: A helper és citotoxikus T limfocitak aktivacios kiiszobét szabalyoz6 APC plazmamembran
mikrodomének (modell)

Uj modszert dolgoztunk ki a membran mikrodoménekben (lipid raftok) lokalizalt
fehérjék azonositasara, amely a differencialt detergens rezisztencia (FCDR) elvén alapul (4),
s melyet az6ta mi és masok is sikeresen alkalmaztunk B és T limfocitak, tumorsejtek és
hizésejtek membran receptorai (pl. komplement-, B sejt-, Fc-receptorok, multi-drog transzporter
fehérjék, sth.) kompartmentalizacidjanak vizsgalatara.

Kilénboz6 mikroszkopids képalkotdsi modszerek (CLSM, differencidl-polarizacios
pasztaz6 konfokalis mikroszkdpia) segitségével karakterizaltuk a lipid raftok egyes fizikai
tulajdonsagait és azok bioldgiai modulalhatdsagat (A9). Eldallitottunk és klénoztunk két aj 1gG3
izotipusu anti-koleszterin ellenanyagot, melyek igéretesnek tiinnek a membran mikrodomén
kutatasban, valamint a T-limfocita aktivacié illetve HIV-fertézés raft mikrodoméneken
keresztlli modulalasaban egyarant (18, A9).

P Sikeriilt kisérletesen kimutatnunk, hogy a T-sejteket éro ceramid szignalok, melyeket a
sejthalal receptorok ligandkotése, illetve egyes stressz-ingerek képesek kivaltani, csak egy
kritikus kiiszob felett (ergs/hosszii ingerek) valtanak ki apoptotikus sejthalalt, j6 egyezésben egy
»rendszer-biologiai” megkdzelitésen alapulé elméleti modellel (Bentele et al, 2004. J.Cell.Biol.
166: 839-851). Ujabb eredményeink szerint a szubapoptotikus (gyenge/rovid) ceramid jelek a
T-sejteket ezt kovetéen éré, antigén (APC-MHC) altal kivaltott aktivacios jelatvitelt
negativan szabalyozzak, gatoljak, melyet a korai illetve kés6i T-sejt aktivacios Iépések szintjén
egyarant kimutattunk (2. abra). A szub-apoptotikus ceramid szignalok ezen hatdsa dominansan
membran-proximalisan  (membranpotencialvaltozas, K'- és Ca’*-ioncsatornak gatlasa,
foszforilacios-defoszforilacids egyensuly szintjén) érvényesil, mely a sejthalal- és antigén-
receptorok kozotti ,,cross-talk” egy eddig nem ismert megjelenési formaja, ami az aktualisan
rendelkezésre allo T-sejt készletet is jelentésen befolyasolhatja (12-14, A8). Ezen eredmények
egy, a szfingolipid-ciklus befolyasolasan alapuld immunmodulacios eljaras alapjait is
képezhetik a tovéabbiakban. Erdekes moédon a ceramidok hatasa diferencidlt az egyes
immunocitak aktivicidja soran: kiilonbdzo érettséqi, illetve differencialtsagi stadiumban levs B-
és T-limfocitak, vagy hiz6 sejtek igen nagy eltéréseket mutatnak a ceramid-érzékenység terén
(14), mely jelenség hatterének tisztazasa tovabbi vizsgalatokat igényel. Mivel a legerésebb
rezisztenciat foként a Burkitt limféma sejtek mutatték, igy a vizsgélatok fontosak lehetnek egyes
limfoid tumorok molekularis hatterének megértéséhez is.
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2. abra: A ceramid-szignalok integréacidja (parbeszéd) az egyidejii vagy a sejtet kissé késébb éré
antigén-specifikus T-sejt aktivacios szignalokkal szabalyozza a T-sejtek sorsat és a T-sejt készletet.

» Egyre tobb limfocita funkcioban valt ismertté az utobbi idében az aktin citoszkeleton, a
miktrotubulusok és a hozzajuk funkcionalisan kapcsolt motorfehérjék (miozin és dinein) szerepe.
llyen funkcidk pl. az immunvalaszban kritikus sejtmotilitas, az antigénspecifikus aktivacié soran
a receptor-csoportosulas (clustering), a szignaloszdmak kialakulasa, a szignalmolekulakat
csoportositod lipid raftokat tartalmaz6 membranvezikulak intracelluléris transzportja, vagy az
apoptdzis néhany fontos részjelensége (pl. “membran-holyagosodas™). Tekintettel arra, hogy a
motorfehérje mukddés és annak reguldcidja potencidlis immunmodulaciés célpont lehet,
célkitiizéseink kozott szerepelt a motorfehérje mitkédés molekularis mechanizmusainak és
szabalyozasanak vizsgalata, illetve limfocita-specifikus szabalyozé fehérjék azonositasa.

A motorfehérjék kozul a miozin Il, V, VI vizsgalata kapcsan tortént jelentésebb
elérelépés a projekt sordn. A miozin Il szabalyozasa (amelyet immunsejtekben szdmos
szignalizacids Gtvonal befolyasol) vagy az egyik konnyi lanc alegység foszforildcidjan
keresztil (tobb kindz enzim altal), vagy az ,,EF-kéz” motivumot tartalmazé kalmodulin-
szerii kénnyii lancok Ca?'-kotésével valésul meg. A miozin Il izoformak koziil van olyan,
amelyet a Ca”" aktival, és van olyan, amit gatol. Ennek az érdekes szabélyozési kettsségnek a
molekuléris hatterét tartuk fel egy Ca®*-gatolt miozin Il reguléciés domén szerkezeti vizsgalataval
(19, A4).

A miozin V izoformak kargokotését vizsgalva, sikerilt azonositanunk az Un. dinein
kénnyii lanc (DLC) kotéhelyét a medidlis és disztalis coiled-coil régio kozott, egy szerkezet
nélkili doménben. Megallapitottuk, hogy a kotéhely kialakitdsdban egy 3 aminosavat kodold
alternativ exon (exon B) esszencialis szerepet tolt be. Az exon B-t tartalmaz6 forma ideg- és
immun-sejteken expresszalddik. NMR vizsgalatokkal és molekularis dokkolassal kimutattuk,



hogy a DLC-hez a miozin egy kb. 8 aminosavbol all6 szakasza kétodik. Spektroszképiai és egyéb
biokémiai vizsgalatok alapjan a DLC kotés jelentésen hozzajarul a miozin rid stabilitdsadhoz
ill. dimerizacidjahoz (20,22, A1-A3). A DLC és a miozin Va intracellularis kdtodését Jurkat T-
sejtekben és NE4C neuroektodermalis sejtekben GFP- és RFP-fuzios fehérjék kolokalizacidja
alapjan bizonyitottuk. A DLC kargdkété szerepének tovabbi vizsgalata, tdbbek-kozott az
immunsejtekben is jelentés szerepet betdlté ,,BH3-only” pro-apoptotikus Bim fehérjével
folyamatban van. A DLC tovabbi kdtdpartnereinek keresése ,,pull-down” és TAP-technikakkal is
folyamatban van. A Jurkat sejtekbdl izolalt, eddig még nem azonositott potencialis partnerek
kozott lehetnek T-sejt specifikus fehérjék is (Id. 3.4bra). A sejtaktivacié soran a miozin V
globuléris farokdoménjéhez (ez a f6 kargdkété domén) kétédé molekulak ,,haldszata” jelenleg is
folyik.

A miozin VI motorral kapcsolatban kulcskérdés, hogy miként tud dimert képezni, mivel
csak ilyen formaban tud processziv szallitasi funkcidt betdlteni. A farok doménben talalhato
erdésen toltott aminosav régiorél kimutattuk, hogy stabil egyszald a-hélixet (SAH) alkot, amely
fontos szerepe télthet be a molekula effektor funkcidiban. Erdekes médon a SAH domént szamos
mas fehérjében is azonositottuk in silico modszerekkel (A5).

A miozin Il immunsejt-specifikus, a reguléciés doménhez ko6t6dé partnereit TAP-
technikaval prébaltuk azonositani. Jurkat T-sejtekbe bejuttatva a ,,csali”-konstrukciét, az eddigi
kisérletek még nem vezettek j fehérje azonositasahoz. Az eddig csak részeredményeket hozo
wpartnerhaldszat” sémajat és egy jelenleg MS analizis alatt all6 SDS-gélképet az alabbi (3.) abra
mutatja:
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3.4bra: A miozin motorfehérjék partner- keresése ,,csali-konstrukciok™ segitségével immunsejtekben
(stratégiai séma).

» A B sejt receptor komplexnek (BCR) a B sejtek érésében betdltétt szerepét vizsgalva
tisztaztuk azt a mechanizmust, ami az éretlen B sejtek antigénfelismerését kovetéen a sejtek
apoptézisahoz vezet. Megallapitottuk, hogy éretlen B sejtekben az antigén felimerés altal
elinditott jelpalydk csak rovid életidejii Erk és Akt foszforil&cidt/aktivaciot tesznek lehetévé,
ami nem elégséges a sejtek tuléléséhez, igy a sejtek apoptézissal elpusztulnak. Ez az Akt
foszforilacio hianyaban, mitokondrium membran depolarizéciét kdvetd kaszpaz 3 aktivalodas
eredményeként kdvetkezik be (8). Feltételezésiink szerint ez a mechanizmus szerepet jatszik az
éretlen B sejtek negativ szelekciéjaban, az autoreaktiv sejtek elpusztitasaban.



A B sejteket az Fcy receptorokon (FcyRIIB)-on keresztiil negativan szabalyoz6 konstrukciok
tervezésehez, épplgy mint az ellenanyag terapiak fejlesztéséhez elengedhetetlen az FcyRIIB-hez
kdtdds, legrovidebb, funkcionalisan aktiv 1gG szekvencia ismerete. FcyRIIB kotéhely
feltérképezésére iranyultd vizsgalataink soran azonositottunk olyan 1gG Fc peptideket,
amelyek FcyRIIl altal kivaltott jelek kozvetitésére alkalmasak mind B sejtekben, mind
makrofagokban, és igy funkciondlisan is reprezentaljak az 1gG FcyRIIb-hez kdtédé részét

().

A mitogén aktivalt protein kinazok (MAPK) és az FcyRIIB kozotti  kapcsolat vizsgalata
sorén igazoltuk, hogy aktiv MAP kindzok kotédnek a B sejt receptorokon (BCR) keresztiil
stimulalt sejtekben az FcyRIIb-n levé dokkold helyhez, és foszforilaljak magat a receptort
és/vagy més, ahhoz kotsds fehérjét. A MAPK dokkold helyeként jellemzett motivum
szerinjének foszforil4cidja -valdsziniileg az aktivacios kiiszéb emelésével- gatolja a BCR
altal indukalt tirozin foszforilaciot, s igy részt vesz a B sejtek aktivalodasanak
finomszabalyozasaban (5).

Vizsgaltuk a Grb2 asszocidlt kotéfehérje, Gabl és a Gab2 B sejtekben betoltott szerepét. A
Gabl idbszakos kiutése az Erk foszforilaciojanak jelentés mértékii, és az Akt foszforilacio
részleges csbkkenésével jart. Ez arra mutat, hogy a Gabl adaptor B sejtekben feltehetéleg az
SHP-2 kozvetitésével, elsésorban az Erk aktivalodasat szabalyozza. Ugyanakkor a Gab2 adaptor
foszforilacioja el6feltétele az SHP-2 és a PI13-kindz kdtddésének, és eredményeink azt mutatjak,
hogy a Gab2 foszforilacioja, valamint koélcsénhatasa az SHP-2 foszfatazzal és a PI3-
kindzzal kulcsfontossagu az Erk és az Akt hosszan kitartott aktivalasahoz, igy valdsziniileg
a B sejtek életbentartasahoz (4. abra) (15,17,A6,A7).

Igazoltuk, hogy a sejtbe bejuttathatd foszfopeptidek alkalmasak a B sejt receptoron
keresztll kivaltott jelek pozitiv és negativ szabalyozasara a foszforilalt aminosavat tartalmazo
motivumtdl, a doézistdl és a kezelési id6tél fliggé mddon. Optimalizaltuk a sejtpermedbilis
hordozépeptidet, és jellemeztik a Gabl foszfotirozint tartalmazé motivumainak megfeleld,
sejtpermedbilis foszfopeptid konjugadtumok B sejt aktivaciora gyakorolt hatasat (16).
Vizsgalataink alapul szolgalnak peptid alapu inhibitorok fejlesztéséhez. Megprobaltuk azokat a
mechanizmusokat 6sszegezni, amelyek szerepet jatszhatnak a B sejtek jelatvitele szintjén néhany
fontos autoimmun betegség (RA, SLE, stb.) kialakulasaban. Ujabban a gétld funkcioval
rendelkezé receptoroknak, illetve a gatlas kialakulasaért felelds jelatviteli molekulaknak, szamos
mas tényez6 mellett, egyre nagyobb szerepet tulajdonitanak a szisztémas autoimmun betegségek
kialakulasaban/ fenntartasaban, és ezek a molekulak, mint Gj gydgyszercélpontok is szamitasbha
johetnek (6). Munkahipotézisiinkre alapozva elkezdédtek a célzott, jelatvitelre hatd
immunmodulansok kifejlesztésére iranyul6 kisérletek is.
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4. bra: A B sejt aktivacids és sejthalél szignalok: az adaptor fehérjék mint szabalyozasi
,»,csomopontok™ és terapias célpontok?

P> Tovébbi vizsgalataink a limfocitak antigénreceptorai és az immunkomplexek kotésére
képes receptorai — Fc- és komplement-receptorok — kdzétti kdlcsénhatasok megismerésére,
azok molekuléaris modellezésére, valamint élettani és koéros korilmények kozott megfigyelhetd
valtozésaik leirasara iranyultak.

A komplementfragmentumok kotésére képes receptorok gatld és aktivalé hatast is
kifejthetnek a receptor minéségétsl, sejtfelszini denzitasatdl, a ligandumok szamétol fuggsen.
Megvizsgaltuk az egér CR1/CR2 komplementreceptorok hatasait a B-sejtek tulélésére és
szaporodasara. Egér 1ép eredetii tranzicionalis B-sejteket hasznalva megfigyeltik, hogy a CR1/2-
t felismeré egylancu ellenanyagaink képesek az indukalt és a spontan apoptézist is gatolni.
Normal egér Iép B-sejteken az egylanci ellenanyagaink egymagukban és BCR-rel keresztkétve is
képesek proliferaciot kivaltani. Ez a hatds kevésbé kifejezett CR2 hianyos egerekben,
alatdmasztva a CR1/2 szerepét. Az endotoxin szennyez6dés szerepét endotoxin hiposzenzitiv
C3H/Hej egértdrzs hasznalataval zartuk ki. A pro-proliferativ hatas befolyasolhaté FcR-ok
keresztkotésével: az FCR bevonasa gatolta a CR altalt medialt hatasokat (30). Erdekes
modon az emberi CR1 molekula B sejteken gatolja a BCR-en keresztiili jelatvitelt. A jelenség
pontosabb megismeréséhez rekombinéns ellenanyag fragmentumot allitottunk eld, ami lehetévé
teszi a BCR és a CR1 receptor keresztkotését kivalté komplexek kialakitasat.

A 2-es tipusi komplementreceptor nagy mennyiségben B-limfocitdkon és follikularis
dendritikus sejteken fejezédik ki. Emberben kimutattdk azonban timocitdkon és aktivalt T-sejt
szubpopulécidkon is. Egyes irodalmi adatok melyek alapjan, koztlk sajat korabbi eredményeink
szerint, egérben is megjelenhet T-sejteken a receptor. Megvizsgaltuk 1ép, periférids és
mezenterialis nyirokcsomokban a CR2 expressziét RT-PCR, aramlasi citometria és fluoreszcens
mikroszkdpia segitségével. Eredményeink igazoljak, hogy CD4 pozitiv T-sejteken megjelenik a



receptor, azonban RNS szinten nem sikeriilt egyértelmiien igazolni az expresszi6t. igy
valo6sziniisithetd, hogy a CR2 fehérje az intercellularis kapcsolatok soran, un. adaptiv
transzfer révén kertlhet a T-sejtekre. Az immunkomplexkdté receptorok tehat
feltételezhetéen a B-sejtek és a dendritikus sejtek (28) mellett a T-sejtek aktivacios
folyamataiba is beleszolhatnak. A sejtek kdzotti kapcsolatokat a magukra a sejtekre ,,lerakédo”
komplement fragmentumok is befolyasoljak: az antigénprezental6é sejtekhez kapcsolddé C3b,
iC3b és C3d javitja az antigénprezentacié hatasfokat. A folyamat jellemzéséhez olyan egér C3
specifikus monoklonalis ellenanyagokat allitottunk elé (9), amelyek képesek a
komplementdepozicidt elésegiteni vagy gatolni. A reagensek segitségével tervezzik vizsgalni a
komplement aktivacié befolyasat az immunvalaszra in vivo.

Az altalunk korébban eléallitott CR1/2 specifikus egylanci ellenanyag fragmentum
(7G6scFv) szervezetben vald eloszlasat és életidejét aramlasi citometria és immunhisztokémia
segitségével vizsgaltuk. Eredményeink alapjan a konstrukcié minden CR1/2 receptort hordozo
sejttipussal képes reagalni intraperitonealis oltast kdvetéen (1). Ennek ellenére az oltast kdvetden
az IgM osztalyra korlatozodé humoralis immunvalasz alakul ki, ami nem volt befolyasolhatd
antigén-specifikus T-sejtek bevitelével sem. Emlékeztets oltashoz hasznalva a konstrukciot, az
antigen specifikus 1gG1 ellenanyag titer csokkenését figyeltik meg. Eredményeink arra utalnak,
hogy a CR1/2 receptor 6nmagaban nem elegendé molekularis célpont célzott oltéanyagok
fejlesztéséhez (29).

Az egylanct ellenanyag fragmentumok (scFv) rekombinans Uton eldallithatd, az
antigénkotés  szempontjabdl monovalens molekulak, kémiai modositasokra viszonylag
érzékenyek. Az Fc rész hianya idealissa teszi azokat receptor kdlcsdnhatasok vizsgalatara, mivel
nem kell FcR hatasokkal szamolnunk. Hatranyuk lehet viszont bizonyos alkalmazasoknal a
monovalens antigénkotd képesség. A valencia novelésének, valamint egy egyszerii és gyors
konjugacios rendszer kialakitasanak érdekében egy biotin ligaz (BirA) szubsztrat peptidet
épitettiink az scFv molekula végére (Al12). E peptid lehetévé teszi egy darab biotin molekula
irdnyitott kovalens beépitését a konstrukcionkba. A monobiotinilalt scFv sztreptavidinnel
vegyitve tetramer formakat hoz Iétre, amit SDS-PAGE segitségével igazoltunk. Fluorokrémmal
konjugalt sztreptavidint hasznalva specifikus, FcR-hoz nem két6dé reagens allithatd els. A
monobiotinilalt fragmentumok ekvimolaris mennyiségben keverve SA-nel bispecifikus
komplexeket képeznek; ezekkel pedig modellezni lehet receptor keresztkotéseket. A CR1/2 és az
FcRI1 specifikus scFv molekuldkbdl is eléallitottuk az enzimatikusan biotinilalhat6
formakat, és ellenériztik ezek kétédését a célreceptorokhoz. A konstrukciok (Id. 5. abra) in vitro
Osszehasonlitdsat  kovetden  egyenként, illetve  kombindcidban  fogjuk  jellemezni
immunogenitasukat.
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Gatlé hatasu receptor: FcgRIlb, CR1
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5. abra: Egylanci ellenanyagok felhasznalasa receptor keresztkotések modellezésére. A: Sztreptavidin és
monobiotinilalt scFv molekuldk felhasznalasaval bispecifikus komplexek allithatok elé. B: DNS mimotépot
hordozo, gatlé receptort felismeré scFv molekula felhasznélasa autoreaktiv B-sejtek gatlasara



A receptorok kolcsénhatasainak autoimmun folyamatokra kifejtett hatasait tobb
szempontbdl is megvizsgaltuk. A komplementaktivacio és a komplementreceptorok
immunvalaszban betdltdtt szerepére utal, hogy a C3 szint csokkentésével befolyasolhat6 volt a
sclerosis multiplex egérmodelljében (EAE) a megbetegedés incidencidja. Az egerek kezelése
kobra méreg kivonattal, ami atmeneti komplementhianyt idéz elé, gatolta a betegség kialakulasat
(Al1l1). A komplementreceptorok kdélcsdnhatasai szamos sejten kifejthetik hatasukat sclerosis
multiplexben (27), tdbbek kozott az antigén specifikus limfocitak aktivalédasanak eldsegitésén
keresztil is (Id. 6. abra).

A szisztémaés lupus erithematosus (SLE) betegség egyik diagnosztikus és aktivitasat jelz6
markere a DNS-t felismeré ellenanyagok jelenléte a szérumban. DNS ellenes antitestek
termelédését kisérletes korllmények kozott nem csak DNS-sel hanem Ugynevezett mimotdp
peptidekkel is ki lehet valtani — e peptidek feltehetéen valamilyen szerkezeti és toltéseloszlasbeli
hasonlosagot mutatnak a DNS-el. Hipotézisiink szerint egy mimotép peptid (BCR ligandum) és
egy receptor ellenes antitest (ko-receptor ligandum) konjugatum segitségével modulalhaté a
DNS-specifikus B-sejtek aktivitasa. Létrehoztunk egy mimotdép peptid (DWEYSLWLSN)
egylancu ellenanyag fazios fehérjét, hipotézisiink vizsgalatara. A DWEY S-scFv konstrukcidban
az ellenanyag megtartotta funkcidjat, azaz felismeri a BCR ko-receptort; a peptid felismerhet6
DNS-ellenes antitestek altal (Al13). Tovabbi vizsgalatainkban tervezziik kideriteni, képes-e a
konstrukcio a DNS ellenes antitestek képz6dését befolyasolni.
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6. abra Komplementreceptorok szerepe a sclerosis multiplex kialakuldsdban (potenciélis komplement célpontok
modellje)

Az immunkomplexk6té receptorok expresszidjat és mikddését SLE-ben szenvedd
betegekben is megvizsgaltuk. Eredményeink alatdmasztottdk azt a kordbbi megfigyelést,



miszerint a CR1 expresszi6ja csokken eritrocitakon és B-sejteken is. Erdekes madon a receptor
ennek ellenére megtartotta gatld hatdsat a BCR-en keresztilli stimulaciéra, ami terapias
beavatkozasi lehetéséget is biztosithat a jovében. A komplementreceptorok dsszetett szerepet
téltenek be tehat az autoimmun folyamatok szabalyozasaban (26), s ezen szerep tisztazasa
segithet terapias stratégiak tervezésében is.

A C3a komplement faktor N és C terminélis régidit 6sszekdté hurok régi6 (56-64
aminosavak) szarmaztatott szintetikus peptidekrél kimutattuk, hogy a hizosejtek FceRI
receptor komplexének B alegységeihez kotédve jelentésen képesek gatolni a hizdsejtek
antigén (allergén)-keresztkotés altal kivaltott jeltavitelét és degranulacios valaszat (23,25).
Ezen eredmények alapjan egy struktlra-optimalizacion alapul6 peptid-hatdsmechanizmus kutatas
indult be az allergids reakciék hatékony és antigén-receptorra irdnyuld (azaz megel6z6
hatasu), terapias célokra is alkalmazhaté gatldszerének kifejlesztésére.

2. Az immun- és idegrendszer kommunikacidja és miikddéstuk proteolitikus
szabalyozasa

> Az immunvalasz soran a proinflammatorikus citokinek jelentésen befolyasolhatjak a
neuronok elektromos aktivitasat a kdzponti idegrendszerben, igy novelik az EEG szinkronizaciét
és a lasst hullamu alvas megjelenési valdszintiségét. Ennek a talamokortikalis rendszeren
keresztil megval6sulé gatlo hatdsnak feltehet6leg nemcsak az alvas szabalyozaséban van szerepe,
hanem az epilepszia genezisében is, azonban ennek pontos mechanizmusa nem ismert.
Kisérleteink ezért arra irdnyultak, hogy meghatarozzuk hogyan hat egy LPS indukalta
immunvalasz az epilepszia genezisre in vivo. Vizsgalatainkat genetikusan epilepszias WAG/RIj
patkanytorzson végeztiik, amelyekben a epilepszias aktivitdsok (spike-wave discharge, SWD)
spontan megjelennek. A WAG/RIj patkanytdrzson az LPS injekciét kdvetd proinflammatorikus
citokin termelés id6beli valtozasa a normal patkanyokhoz hasonl6 lefutast mutatott, mely azt
jelzi, hogy a megvaltozott genetikai hattér nem érintette a proinflammatorikus immunvalaszt.
Eredményeink megmutattak, hogy az LPS adasa dozis fiiggéd médon emeli az SWD-k szamat,
mely nem mutat korrelaciot a testhémérséklet valtozasaval. Indometacin alkalmazasa
csokkentette az LPS indukalta SWD novekedést, mely azt jelzi, hogy az LPS hatasaban a
cyclooxigenaz-1,2 enzimen keresztill a prosztaglandin E2 is részt vesz. Az excitatorikus glutamat
hatasokat kdvetd NMDA receptor agonista az AP5 adasa noévelte az LPS-nek az SWD-kre
gyakorolt hatdsat, amely az LPS-nek és az AP5-nek az SWD kialakitasaban k6z6s molekularis
folyamataira utal (37). Ezen eredményeink azt mutatjak, hogy a gyulladasos mechanizmusok
jelentés hatést gyakorolnak a thalamokortikalis elektromos aktivitdsra és felhivjdk a
figyelmet arra, hogy a bakterialis infekciok modosithatjak az epilepszias folyamatokat a
kdzponti idegrendszerben.

Az immunvélaszban felszabaduld citokinek nemcsak a neuronok elektromos aktivitasat
valtoztathatjak meg, hanem jelent6s hatast gyakorolnak az intraneurondlis jelatvivé utakra is a
kdzponti idegrendszerben. A gonadokbdl felszabaduld Gsztrogén pl. jelentés hatést gyakorol az
immunvélaszra és lipofil tulajdonsagai révén bejut a kdzponti idegrendszerbe, ahol feltehetéleg a
citokinek idegsejtekre gyakorolt hatasat is mddosithatja. Munkahipotézisink szerint ebben az
osztrogén indukalta modulacidban az intracellularis jelatvivé Gtvonalak jelentés szerepet toltenek
be. Ezért kisérleteinkben arra kerestilk a valaszt, hogy az 6sztrogén milyen hatast gyakorol az
idegsejtek citokin-szenzitiv jelatviteli dtvonalaira. Kimutattuk, hogy az 6sztrogén jelentésen
fokozza a MAPK- és a CREB-foszforilaciét a kdzponti idegrendszer kildnbdzé teruletein
(hippocampus, medialis preoptikus area, ventromedialis hypothalamus) 6sztrogén
receptorokon keresztul in vivo (38,39,42).
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7. abra: Az 0sztrogén hatésa citokin szenzitiv jelatvivé Gtvonalakon a neuronokban, a kdzponti
idegrendszerben. ER: 6sztrogén receptor, RTK: tirozin kinaz receptor, 7-TMR: 7 transzmembran
régiot tartalmozd G proteinhez kapcsolt receptor

Erdekes modon az dsztrogén indukalta CREB és MAPK foszforilacié szexdimorfizmust
mutatott (38,42). Tovabbi kisérleteinkben egysejt szinten vizsgaltuk ezeket a folyamatokat, az
Osztrogén szekréciot regulalé principalis sejteken a gonadotropin releasing hormon (GnRH)
neuronokon és memoria kialakitasiban jelentss szerepet betdlts eléagyi kolinerg idegsejteken
(38). Elektrofiziologiai kisérleteinkben kimutattuk, hogy az 0sztrogén jelentésen modositja a
membran potencialt, mely MAPK majd CREB foszforilacidhoz vezet. Az 6sztrogén indukalta
CREB foszforilaciot a GnRH neuronokban az ERB, mig a kolinerg neurokban az ERa receptorok
kozvetitik (38). Az altalunk eldallitott GnRH neurospecifikus genetikai Ca** szenzorral
rendelkezs egerekben kimutattuk, hogy az dsztrogén néveli a GnRH neuronokban a Ca®* spike-
ok eléfordulasi gyakorisagat a sejtbe valé Ca®* bedramlason keresztiil, mely jelentésen
hozzajarulhat a CREB foszforilaciojahoz. Kimutattuk azt is, hogy az 6sztrogén indukalta PKA és
MAPK aktivacid jelentés szerepet jatszik az 6sztrogén CREB-re gyakorolt hatasaban a kolinerg
(38) és GnRH neurokban in vivo. Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az észtrogén jelentésen
mddositja a citokin szenzitiv masodlagos hirvivé molekulak miikodését az idegsejtekben,
mely arra utal, hogy az 6sztrogén és &ltaldban a steroidok a jelatvivé Utvonalakon keresztul
befolyasolhatja az immunrendszer hatasat a kozponti idegrendszerben (42,43). (Id. 7.
osszefoglalo abra)

P Az immun- és idegrendszer proteolitikus szabéalyozasat illetden vizsgéltuk, hogy a tripszin-
szeri illetve metalloprotedz aktivitdsok milyen 6sszefliggést mutatnak egyes immun- és
idegrendszeri funkciokkal, mint pl. B-sejtes immunvalasz, autoimmun eredetii nurodegenerativ
illetve egyes fényérzékelési folyamatok.

Kimutattuk, hogy az aktivalt B limfocitdak membranjaban (vagy annak kdzelében) egy
85-90 kD molekulatémegii proteaz aktivitassal biro fehérje expresszalodik, mely nyugvé B
limfocitdkban nincs jelen. A fehérje affinitds kromatogréfias tisztitasat kovet6 karakterizalasa
(szubsztrat-specificitas és gatlasi profil) azt mutatta, hogy az aktivalddas soran (a sejtek altal
szekretalt forméaban is) megjelené proteaz nem metalloproteaz, hanem egy tripszin-szerii
szerin-proteaz enzimfehérje. Az enzim tébbek kozott felelés az Fcy-receptorok hasitasaért,
ill. szolubilis formaik megjelenéséért, mely fontos szabalyozdja lehet a B-limfocita
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funkcionak és a humoralis immunvalasznak (31). (A fehérje tomegspekrometrids
karakterizalasa folyamatban van.)

Kimutattuk a szdmos neurodegenerativ betegségben érintett fehérje, a mielin bazikus
protein (MBP) proteolitikus (kalpain, human tripszin-1 és -4 protedzokkal kapott) hasitasi
termékeinek analizise soran, hogy a szervezetben is kimutathatdé MBP-specifikus autoantitestek
altal felismert epitopban is megtalalhaté hasitasi helyet a human tripszin-4 magas
specificitassal képes hasitani. Eredményeink szerint a human tripszin-4 egy olyan protedz, mely
fontos szerepet jatszhat a Sclerosis Multiplex patomechanizmusaban (33,36).

Tekintettel ezen felismerés jelentdségére, 1épéseket tettlink a tripszin-szerii proteazok és
potencialis inhibitoraik kdzotti kdlcsénhatasok szerkezeti hatterének feltarasara (32,34,35), azzal
a tavlati céllal, hogy szerkezet-alapu tervezéssel hatékony inhibitort fejlessziink a tripszin-szeri
proteazok, koztiik a human tripszin-4 szamara, esetleges késébbi terapias céld alkalmazasokra.

Az MMP9 indukalhatdé metalloproteinaz fontos szerepet jatszik a szOveti szerkezet
atalakitasaban. Felmerilt azonban, hogy az enzim nem kizarélag a degradaciés folyamatokban
vesz részt. Fény-indukalt retinopatia modellben vizsgaltuk az MMP9 indukcidjat és
megallapitottuk, hogy reverzibilis retinopatiaban és fényadaptacidéban is van MMP9
aktivacio (41, Al4). Megallapitottuk, hogy specifikus MMP9 inhibitor adasa lassitja a szem
eredményeket kaptunk. LPS hatasara az MMP9 indukalddik és az indukcié szintje magasabb egy
genetikusan epilepszias WAGRIj patkanytorzsben (A15). Mindezek az eredmények
alatamasztjak, hogy cellularis stresszben illetve gyulladasos folyamatokban az MMP9 lehet
citoprotektiv és regenerativ hatasu.

A projekt soran mikrodisszekcion, emésztésen és HPLC analizisen alapulé mdédszert
dolgoztunk ki idegszdvetek nukleozid szintjének meghatarozasara human és allatmintakon
(40.). Ez az eljarés, amellett hogy alkalmas a neuron- ill. limfocita-funkcidk, ill. sejthalal
szabalyozasara purinerg receptorokon keresztiil képes nukleozidok mérésére, elvileg barmely mas
kismolekulasulyd mediator vagy szabalyoz6 molekulak szintjének mérésére is alkalmazhato.

P> A sejthalal folyamatok egyre tobb tipusat és diverz mechanizmusait irtak le az utobbi évek
soran. Mivel az immun- illetve az idegrendszer normalis miikddése szempontjabdl egyarant
kritikus a programozott sejthalal folyamata és annak szabalyozasa, jelen projekt keretében az
egyik talan legkevésbé ismert sejthaldl forma, az autofagia klasszikus apotézishoz valo
viszonyaval és mechanizmusaval is foglalkoztunk. Drosophila modellrendszeren kimutattuk,
hogy a programozott autofagia egyik fontos szabalyozéja a PI3K jelpalya (44). Azt is
megmutattuk, hogy az autofagia indukcidja ,,upstream” vagy parallel térténik az apoptoszéma
kialakulasahoz képest a sejthalal folyamata soran (45).

Osszefoglalva, szamos U] receptor-kolcsénhatas/parbeszéd elemet sikeriilt azonsitanunk
az immunrendszer miikddésében, és feltartunk tdbb fontos, a limfocita effektor funkcidkat illetve
sejthalalt szabalyoz6 mechanizmust a lipid raftok és egyéb membran mikro-kompartmentek,
adaptor fehérjék részérél. Kimutattuk a tripszin-szerii protedz aktivitasok szabalyoz6 szerepét a
humordlis immunvélasz soran, illetve valészintsitettiik szerepiket neurodegenerativ folyamatok
(pl. Sclerosis Multiplex) soran is. Sikerilt kimutatnunk, hogy az immunrendszeri effektor
funkciok és egyes idegrendszeri funkciok kozott, feltételezhetéen a citokin hél6zaton illetve
steroid hormonokon keresztiil kommunikécids Gtvonalak léteznek, melyek miikodése soran
jelentés egyes jelétviteli elemek szabéalyoz6 szerepe. Alapkutatasi eredményeink mellett
metodikai fejlesztést is sikeriilt megvaldsitanunk (0j mddszerek, eljarasok, diagnosztikum) és
tobb Ujszerii, a jelatvitel célzasan alapuld hatéanyag-jeldlt kifejlesztése is elkezdédott.
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