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I. BEVEZETES
I.1. Tolerancia és autoimmunitas

Az immunrendszer az idegi- ¢és endokrin szabalyoz6 halozatok mellett a szervezet
harmadik nagy homeosztatikus szabdlyozé rendszere. F6 feladata a szervezet integritasanak
megorzése, a belso alladosag fenntartasa: ehhez képes felismerni és megkiilonboztetni, hogy mi
a sajat és mi nem, és ennek megfeleld immunvalaszt alakit ki (I.1. abra). A potencialisan veszélyes
nem sajat- vagy megvaltozott sajat antigének (pl. tumor sejtek) elpusztitasra keriilnek, mig a
normadl sajat antigéneket tolerdlja az immunrendszer.

Ezt a feladatot harom funkcionalisan elkiilonitheté alrendszer: a velesziiletett-, a
természetes- és az adaptiv immunvalasz harmonikus egyiittmiikddése latja el (I.1. abra). A halozat
részei szoros kapcsolatban allnak egymassal, és dinamikusan valtoznak az aktudlis antigén
stimulacioknak megfeleléen. A halozatszerti mitkodés legfontosabb kdvetkezménye, hogy barhol
kovetkezzen is be valtozas, a halozat tobbi része azonnal modosul és egy Uj egyensulyi helyzet
("steady state") jon létre.
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1. abra Az immunrendszer élettani funkcidi. Normal szabalyozas esetén az immunrendszer kiilonbozd részei haldzatosan
egylittmiikodve képesek elkiilononiteni a sajat- és nem sajat struktirakat és erre megfeleld immunvalaszt adnak. Az idegen antigének
eliminaciora keriilnek, mig az autoantigéneket a tolerancia mechanizmusok védik. Az autoantigéneken beliil kiemelt fontossaguak a
szervezetnek azok a biokémiai épitdelemei, amelyek létfontossaguak és evolucidsan konzervaltak (vilagos kékkel jeleztiik). Ezeket
az antigéneket a természetes autoantitest halozat ismeri fel ("immunoldgiai homunkulusz" vagy "immunkulusz"). CS: citrat-szintaz,
MDH: malat-dehidrogenaz, PDH: piruvat-dehidrogenaz, PG: proteoglikan, DC: dendritikus sejt

A harom alrendszer alapvetden eltéré felismerési mechanizmusokat hasznal. A
velesziiletett immunrendszer mintazat felismerd receptorai PAMP (foképp mikrobialis eredetit)
¢s DAMP jeleket érzékelnek, ami gyulladasos valaszt indit be. Az adaptiv immunrendszerben a
limfoid sejtek receptoraikkal igen preciz epitop-specifikus felismerésre képesek, ami antitest
termeléshez és T sejt aktivacidhoz vezet. A természetes immunrendszer felismerési
mechanizmusa pedig a két masik kozotti atmenet: limfocita receptorok (B1- és y0 T sejtek)
"mintazatfelismerés-szeri" funkciokkal (I.1. abra).

A fentiekbdl kovetkezben, az immunrendszer rendelkezik sajat felismeréssel, azaz
"autoimmunitas"-al, ami a normal immunhomeosztazis része. Ez az Un. "fiziologids
autoimmunitdas” az aktiv tolerancia fenntartdsdban jatszik szerepet, amihez szintén az
immunrendszer mindharom funkcionalis része hozzajarul (I.1.4abra). A sejtes oldalon a Treg- és
Breg populaciokkal és a tolerogén dendritikus sejtek valamint az M2 makrofagok jatszanak fontos



szerepet, mig a molekuldris oldalrol a szupressziv citokinek (pl. IL-10 ¢és TGEFp)
kulcsfontossaguak, egyiittmiikodésben a természetes (auto)antitest halozattal. A fiziologias
autoantitestek olyan evoliciésan megdrzott antigénekkel (DNS, hisztonok, mitokondrialis
enzimek, citoszkeletalis elemek, extracelluldris matrix komponensek) reagalnak, amelyek a
szervezet eszencialis biokémiai épitdelemei, amit Osszefoglaldan "immunologiai homunkulusz"-
nak vagy roviden "immunkulusz"-nak neveznek (I.1. abra).

Természetesen a fenti mikodésekben olyan hibdk is kialakulhatnak, amik mar koros
folyamatokként, betegségekként manifesztalodnak. Az eliminacidos oldal hidnyossagai
immundeficienciakhoz, mig a tolerancia mechanizmusok problémai autoimmun betegségekhez
vezetnek.

Az autoimmun betegségek (amit a fentiektdl valo elkiilonitésre "patologids
autoimmunitds'-nak neveziink) a populacio 7-8%-at érintik és rendkiviili sokféleséget mutatnak.
Jelen munkamnak nem célja ezeknek a részletes ismertetése, itt csak a f6 alapmechanizmusokkal
foglalkozom. Habar nem beszélhetiink egységes patomechanizmusrol az autoimmun betegségek
esetében, de az biztosnak tinik, hogy multifaktorialis betegségekrdl van sz0, azaz genetikai,
hormonalis, ¢életmodbeli és kornyezeti tényezok allnak a hattérben. A genetikai prediszpozicio
olyan gén varidnsok egyiittes meglétét jelenti, amik eldsegitik az autoimmunitas kialakulasat. Ezt
természetesen jelentésen modosithatjak az életmaddi tényezok: a taplalkozas, dohanyzas, elhizas,
fizikai aktivitas, pszichés stressz etc. Végiil kiemelkedden fontos szerepe van a fert6zéseknek:
szamos esetben egy fert6zést kdvetden indul el a patologias autoimmun folyamat, ami létrejohet
egy molekularis hasonlosadg ("mimikri"), de akar egy "bystander" aktivacid révén is. Régota
ismert az is, hogy a n6k korében joval gyakoribbak az autoimmun betegségek, aminek hatterében
valdszintlileg hormonalis tényezok allnak.

Kiemelendd, hogy a legtobb autoimmun betegségben viszonylag hosszu latencia elézi
meg a klinikai tiinetek megjelenését, mikozben az immunszabalyozas zavara kialakulhat és
megszilardulhat, és a koros és visszafordithatatlan szovetkarositdé mechanizmusok is
aktivalodhatnak. Részben ez is lehet az oka, hogy a legtobb betegségben sajnos még mindig nem
rendelkeziink gyogyito jellegli kezeléssel, csak a betegség elorehaladéasat lehet lassitani és a
betegek jobb életmindségének a fenntartasa a o cél.

1.2. Reumatoid artritisz

A reumatoid artritisz (RA) egy szisztémas autoimmun betegség, ami koriilbeliil a
lakossag 1%-at érinti. Jellemzdje, a periférias kis iziiletek progressziv gyulladasa (szindvitisz,
szinovialis hiperplazia és pannusz képzddés a jellegzetes patologiai eltérések), ami az iziileti
porcot sulyosan karositja és végiil deformitasokhoz és ankildzishoz vezet. Immunologiai
szempontbol a RA-t a velesziiletett- (makrofagok, neutrofilek, gyulladasos citokinek,
komplement faktorok etc.) és adaptiv (T- és B limfocitak, Th1/2/17 citokinek, autoantitestek etc.)
immunmechanizmusok alakitjak, s az immunologiai események soraban a tolerancia elvesztése
a karosodott immunolégiai szabalyozas miatt kiilonds jelentoséggel bir. A RA poligénes
betegség, aminek a kialakulasahoz genetikai faktorok specialis "egyiittallasa" sziikséges, amik
kialakitjak a betegségre valo "fogékonysagot" €s befolyasoljak a betegség sulyossagat, am ezeket
természetesen modosithatjak kiillonbozo kornyezeti tényezok, példaul a dohanyzas (ami eldsegitit
az is jol ismert, hogy a RA leggyakrabban a 4.-5. évtizedben kezdddik, azaz, az életkor
elorehaladtaval bekdvetkezd valtozasok, példaul az immunrendszerben ("immunoregedés'-
"immunosenescence"), szintén fontosak lehetnek (err6l bovebben a IV.2. fejezet bevezetd
részében). A RA komplex allatmodelljei kritikusak a korfolyamat jobb megértésében, illetve 11
kezelések kifejlesztésében (részletesebben lasd a kovetkezd alfejezetben). A kiterjedt kutatés
ellenére, a betegséget beindito és/vagy kivaltd tényezok nem ismertek, ezért egyelore oki kezelés
sem elérhetd.

A RA patogenezise szempontjabol 1ényeges a citrullinacio szerepe. Ennek a biokémiai
folyamatnak az eredményeképp a fehérjékben talalhaté arginin amindsavak a peptidil-arginin-
deiminaz (PAD) enzim hatasara citrullinnd modosulhatnak. Ezt az atalakulast a fiziologias
oregedés kapcsan is leirtak, de gyulladasos koriilények kozott fokozodik a PAD aktivitas €s igy a
citrullinacid is. Szamos kotdszoveti fehérje, koztiik porc extracellularis matrix komponensek is
(példaul a PG aggrekan is), gazdag argininben, amik citrullindlédhatnak. Ezek a modosult peptid



szekvencidk mar idegen antigénként ("neoepitop") keriilhetnek felismerésre az adaptiv
immunrendszer sejtjei szamara, ami beindithatja a koros autoimmun reakciot. Fontos kiemelni,
hogy a gyulladasos folyamat beindulasa tovabb fokozza a citrullinaciot ezzel egy koros pozitiv
feedback kort kialakitva. Ezért a szervezetben fennallod kronikus gyulladasok példaul kronikus
periodontitisz a szajiiregben (itt kiemelked6 bizonyos patogénekkel valo osszefiiggés is példaul a
Porphyromonas gingivalis maga is nagy mennyiségben termel PAD-t) vagy a dohdnyzas altal
indukalt kronikus léguti gyulladas prediszponalnak a fokozott citrullinaciora, ami fokozza az RA
rizikojat.

A patologias ACPA autoantitesteket, amik citrullinalt sajat antigénekkel regalnak, mar
¢vekkel a klinikai tlinetek kialakulasa elott mérni lehet a betegek szérumaban. Ebben a
szubklinikai fazisban a sajat antigénekkel szembeni tolerancia mechanizmusok karosodnak, igy
autoreaktiv T- és B sejtek képzddhetnek, valamint autoantitestek, amik szindvialis antigénekkel
reagalnak. Az ACPA pozitiv betegek tobbsége RF (reuma faktor) pozitiv is, ami altalaban
szignifikansan rosszabb prognozist jelent stlyosabb porc és csont destrukcidval, illetve a
remisszio kisebb esélyével. A porcszovet extracellularis matrix komponensei koziil két molekula
(aIl. tipust kollagén és a proteoglikan aggrekan) szintén cél antigénjei az autoimmun reakcionak
RA-ben, amit az igazol, hogy a RA betegek szérum autoantitestjei és T sejtjei felismerik az
epitopjaikat. Kiemelendo tovabba, hogy mindkét matrix makromolekulaval artritiszt lehet
indukalni genetikailag "fogékony" egerekben: kollagén indukalt artritisz (CIA) illetve
proteoglikan aggrekan indukalt artritisz (PGIA)(lasd lenn az 1.3. és 1.4. fejezetekben).

I.3. A RA modelljei

Szamos olyan modell ismert, ami a RA-hez hasonld jellemzokkel rendelkezik és igy
alkalmas a betegség kialakuldsanak, immunologiai hatterének tanulméanyozéasara valamint a
lehetséges 0j kezelési lehet6ségek kiprobalasara és optimalizalasara. A modell rendszereket
hagyomanyosan feloszthatjuk "spontan-" és "indukalt" formakra. A f6 kiilonbség, hogy az
"indukalt" formakban az egereket vagy porc antigénekkel (pl. kollagén, aggrekan, verzikan) kell
immunizalni vagy valamilyen adjuvanst (pl. komplett Freund, bizonyos bakteridlis komponensek)
adnak be és ennek hatasara alakul ki artritisz. A "spontan" modellekben ezzel szemben az egerek
egy bizonyos életkor elérése utan "maguktol" lesznek artritiszesek, ami sok szempontbo6l jobban
megfelelhet a human RA-nek, hiszen az is "spontan" alakul ki. Azonban fontos megjegyezniink,
hogy a "spontan"-nak nevezett modellek tobbsége olyan genetikailag célzottan modositott
egerekben alakul ki (pl. IL-1R antagonista génkiiitdtt, HLA-DR4- vagy human PG aggrekan
specifikus TcR transzgénikus) ami emiatt nem tekinthetd valoban spontannak. Természetesen
vannak olyan modellek is (pl. MRL/Ipr, SKG), bar ritkdk, amelyekben nem szandékos, hanem
véletlen genetikai mutacido vezet RA-hez hasonld fenotipushoz, ez utobbiak azok, amik
tulajdonképpen "spontan"-nak nevezhetoek. A fenti okokbol helyesebb lehet, ha a modelleket ugy
osztjuk fel, hogy megkiilonboztetink 1. genetikai: spontan mutacio (I/a), vagy
mesterségesen/célzottan modositott (transzgén vagy geénkiliitdtt)(I/b) valamint I1. nem genetikai
(az egerekbe be kell juttatnunk valamilyen artritiszt kivaltd anyagot): szisztémasan (Il/a) - ezen
beliil meg kell kiilonboztetniink azt a csoportot, amikor az egér sajat immunreakcidja vezet
artritiszhez ("aktiv") illetve amikor egy masik artritiszes allatbol kinyert szérum/aktivalt sejtek
beadasaval transzferaljuk az artritiszt ("passziv"), ez utobbi esetben természetesen a recipiens
sajat immunrendszere korlatozottabban vesz részt -, vagy lokalisan az iziiletbe (II/b).

Tovabbi lényeges szempont a beltenyésztett egértorzsek eltéré genetikai hattere:
bizonyos modelleket egy- vagy csak néhany egértérzsben valthatunk ki (pl. PGIA/GIA - BALB/c,
CIA - DBA/1). Ezek a komplex genetikai hattér kiilonbségek tiikrozhetik egyes emberi
populaciok kozti genetikai eltéréseket is a betegségre valo fogékonysagban (MHC- és nem MHC
gének szerepe), am ezeknek a feltérképezése komplexitasuknal fogva igen bonyolult.

Mivel az értekezésem jelent6s részében a proteoglikan-aggrekan indukalt artritisz (PGIA)
illetve az ebbdl tovabbfejlesztett rekombindns human aggrekan G1 domén (rhGl) indukalt
artritisz (GIA) modellekbdl szarmazo eredményeket mutatok be, ezért csak ezt a modellt mutatom
be részletesebben.



L4. A proteoglikan aggrekan- és a rekombinans aggrekan G1 domén (rhG1l) indukalt
artritisz (PGIA ill. GIA) modell

A PG aggrekan indukalt artritisz (PGIA) modellben az egerek ismételt intraperitonealis
(i.p.) oltasa human porc PG aggrekan kivonattal progressziv poliartritiszhez vezet, ami szamos
tulajdonsagban hasonlit a RA-hez (autoantitestek termelddése, T sejtek aktivacidja, citokin
termelés, hasonl6 hisztopatologiai és radiologiai eltérések. Hasonloan artritiszt lehet kivaltani, ha
az aggrekan molekula rekombinans G1 doménjével torténd immunizalassal. A rthG1 indukalt
artritisz (GIA) azonos hisztopatologiai- és klinikai képet mutat, mint az "elodje", a PGIA, ¢€s
ugyanugy megfigyelhetd a T- és B sejtek aktiv részvétele és gyulladasos citokinek termelddése.

A GIA kivaltasdhoz az egereket i.p. immunizaljuk thG1 antigén és DDA adjuvans
keverékével. Az oltast 3 hetente ismételjiik, és az egerek Osszesen 3 oltast kapnak. Az artritisz
els6 klinikai jelei rendszerint a 2. oltast kovetden a 10-14. napon mutatkoznak az allatok 20-30%-
aban. Majd a 3. oltas utan 7-10 nappal mar az egerek tobbségének begyulladnak a végtagjai. A
GIA kialakulasat 3 stadiumra oszthatjuk a fentiek alapjan: 1. tlinetmentes preklinikai fazis az 1.
oltas utan (0-28. nap), majd a 2. korai/enyhe artritisz a 2. oltast kdvetden (30-48. nap) és végil a
3. stilyos artritisz a 3. oltas utan alakul ki (50. naptol).

L5. Az IL-17

Az IL-17 felfedezése komoly kihivast jelentett a T helper sejtek korabbi bipolaris
osztalyozasanak. Mivel az IL-17-t nem lehetett sem Thl- sem Th2 citokinként besorolni, ezért a
termeld sejteket egy kiilon CD4" alcsoportként Th17 sejtekként azonositottak. Roviden az IL-17
csalad 6 tagbol (IL-17 A-F) és o6t receptorbol (IL-17RA-RE) all emldsokben. Az IL-17A a
leggyakoribb ezek koziil és amikor egyszertisitve "IL-17"-t emlitenek, akkor az legtobbszor erre
vonatkozik.

Az el6szor leirt Th17 sejtek mellett szamos egyéb sejttipust azonositottak, amelyek IL-
17-et termelhetnek, igy példaul neutrofilek és hizosejtek mellett a yd- és CD8" T (an. Tc17) sejtek,
NK- ¢és iNKT- valamint ILC3 sejtek. A célsejtek tekintetében is nagyon valtozatos képet latunk:
neutrofilek, monocita/makrofagok, oszteoblasztok és oszteoklasztok, kondrocitak, szinoviocitak,
fibroblasztok, keratinocitak és endotél sejtek. Tekintettel a forrasok ¢és célpontok ilyen
szerteagazo jellegére, nem meglepd, hogy szamos korallapotban is azonositottak az IL-17
szerepét, példaul szisztémas autoimmun betegségekben (SLE, RA) és egyéb kronikus gyulladasos
betegségekben is (pszoriazis, IBD, periodontitisz).

I.5.1. A Th17 sejtek RA-ben

A Thl7 sejtek nagy mennyiségben termelnek IL-17-t, emellett CCR6-t és RORyt
transzkripcios faktort expresszalnak. Emberben a Th17 elkotelezddéshez foleg 1L-1p, IL-6, IL-
21 és IL-23 sziikséges, amelyek mind termelddnek a gyulladasos kornyezetben talalhatod
makrofagokban ¢és dendritikus sejtekben. Korai, kezelésben még nem részesiildé RA betegek
vérében megemelkedett a CCR6™ Th17 sejtek aranya, és a korai RA-ban Th17 sejtek infiltraltak
az izilileteket: kimutathatok voltak mind a szindvialis folyadékban, mind magédban a
szindviumban, tovabba a szindvialis folyadékban vald jelenlétiik altalaban magasabb betegség
aktivitassal tarsul. Az IL-17, a gyulladasos citokinek termelésének elésegitésével valamint az
RA patogenezisében. Az IL-17 szerepét szamos RA modellben is kimutattak, példaul SKG,
K/BxN ¢és a CIA modellekben, am a PGIA és GIA modellben még nem volt tisztazva a részvétele.
L.6. A lymphocytik aktivacidjanak- és apoptozisanak 6 jellemz6i

Ahogy a fenti fejezetekben bemutattam, RA-ban, a modelljeiben és mas autoimmun
betegségekben is kozponti szerepet toltenek be a T- és B lymphocyték kiilonb6z6 csoportjai. Az
antigén receptor molekuldk (TcR vagy BcR) oOnmagukban nem képesek biokémiai
jeltovabbitasra, ezért ehhez kiegészitd molekulak sziikségesek. A TcR esetében ez a CD3
komplex, mig a BcR-hez a CD79 kapcsolodik, amelyekben olyan ITAM szekvencidk vannak,
amelyeknek a foszforilacidja kulcsfontossagl az aktivacioban. Elsd 1épésben a CD45 membran
foszfatdz aktivalja a Src kinaz csaladba tartozé molekulakat (Lck, Fyn, Lyn), amik foszforilaljak
a CD3 vagy CD79 ITAM szekvenciait. Ezekhez a Syk kinaz csalad tagjai kapcsoléodnak: a T
sejtek esetében a ZAP-70, mig a B sejtekben a Syk. A Syk kinazok aktivacioja részben a Src
kindzok altal, részben pedig autofoszforilacio révén torténik. Az aktivalt Syk kinazok adapter-



(pl. LAT, SLP-76, SLP-65, Grb-2) és enzim aktivitdssal (PLCy) rendelkez6 molekulakat
foszforilalnak.

A PLCy a plazma membranban talalhat6 foszfatidil-inozitol biszfoszfat (PIP,) molekulat
inozitol triszfoszfatra (IP3) és diacil-glicerolra (DAG) hasitja. Ezen a ponton a jelatviteli folyamat
kettéagazik: az IP; az endoplazmas retikulum Ca”" csatornait aktivélja, ami atmeneti Ca" szint
emelkedéshez vezet a citoplazmaban, mig a DAG a PKC enzimet aktivalja. A megemelkedett
Ca®" szint a kalmodulinon keresztiil a kalcineurint aktivalja, ami foszfatiz aktivitdsa révén
defoszforilalja az NFAT transzkripcios faktort, ami igy képes a sejtmagba transzlokalddni és
vezet, ami szintén szamos gén expresszidjat befolyasolja. A fentiek mellett a Grb-2 a Sos
GTP/GDP kicserélo faktoron keresztiil aktivalja a Ras-t, ami a MAPK utvonalat (Raf, MEK,
ERK) inditja be, ami végiil szintén transzkripcios faktorok aktivalashoz vezet (pl. AP-1). A
transzkripcios faktorok citokinek, citokin receptorok €s a sejt proliferacidban szerepet jatszo
géneket szabalyozzak.

A stimulacio er6sségétol fliggden, a TcR jelatvitel okozhat T sejt aktivaciot (proliferacio
¢s differenciacio) vagy apoptozist, mindkettében szabalyozo szerepet jatszanak a kostimulacios
molekuldk és citokin receptor jelatviteli utvonalak. A TcR jel altal kivaltott apoptozis, vagy
aktivacié indukalt sejthalal ("activation-induced cell death"=AICD), az aktivalt T sejtek
elpusztitasara szolgaldé mechanizmus, ami megakadalyozza az immunvéalasz "tGlcsordulasat".
Ezért az AICD-ben bekdvetkezd hibak fennmaradd T sejt aktivaciot okozhatnak ami altalaban
autoimmun betegségekben fordul el6. A T sejtek apoptdzis rezisztencidjat mind RA betegekben
mind pedig az artritisz allatmodelljeiben leirtdk, ami a folyamatos T sejt aktivacio mellett szintén
hozzéjarulhat az autoimmunitas kialakulasdhoz. A T sejtek apoptdzisaban mind az extrinszik-
(kaszpaz 8 fiiggd) mind pedig az intrinszik (kaszpaz 9 fiiggd) mechanizmusok részt vesznek. Ez
utobbinak a szabalyozéasadban kiemelkedo szerepe van a Bcl-2 csalad fehérjéinek.



II. CELKITUZESEK

A. A PROTEOGLIKAN AGGREKAN INDUKALT AUTOIMMUN ARTRITISZ
MODELLBEN SZEREPET JATSZO IMMUNOLOGIAI HAJLAMOSITO TENYEZOK
VIZSGALATA

1. Azonositani szerettliink volna olyan immunoldgiai tényezoket, ami a BALB/c egerekben az
artritiszre valo érzékenységet magyarazhatjak. Ehhez vizsgaltuk a PGIA korai szakaszaban zajlo
lokalis- (peritonealis) illetve szisztémas (1ép, nyirokcsomok) immunvalaszt és 6sszehasonlitottuk
az eredményeket az artritiszre rezisztens, de azonos MHC-vel rendelkez6 DBA/2 egerek
immunvalaszaval.

2. Az oOregedés hatasara bekovetkezd immunologiai valtozasok hogyan befolyasoljak a PGIA
kialakulésat.

B. A T SEJT AKTIVACIO ES -APOPTOZIS VALTOZASAI AUTOIMMUN
ARTRITISZBEN

1 Vizsgalatok PG antigen specifikus T sejt receptor transzgénikus egerekben (enneck a
megkozelitésnek az elonye, hogy ismert a T sejt receptor specificitisa és igy antigén specifikus
modon lehet aktivalni a T sejteket):

3. A PG antigén specifikus T sejt receptor transzgénikus egérben kialakuld spontan artritisz
immunoldgiai hatterének felderitése, kiillonds tekintettel a T sejtek aktivacidjara és apoptozisara,
valamint az IL.-4 modosité szerepére.

4. A TcR jel er0ssége hogyan befolyasolja az autoimmun artritiszt a T sejt aktivacio és apoptozis
egyensulyanak a befolyésolasan keresztiil PG antigén specifikus T sejt receptor transzgénikus
egérben.

11. Vizsgalatok részlegesen- vagy teljesen ZAP-70 hianyos egerekben:

5. A ZAP-70 molekula szerepének vizsgalata GIA modellben. A ZAP-70 részleges hidnya milyen
valtozasokat okoz az artritiszben, az immunvalaszban, valamint a T sejtek aktivacidjaban és
apoptozisaban.

6. A ZAP-70 gén kiiitott egerek T sejt képzésének helyreallitasa és funkcionalis jellemzése.

C. A LEP IMMUNOLOGIAI SZEREPE AUTOIMMUN ARTRITISZBEN

7. Az Nkx2-3 transzkripcios faktor hidnyaban bekovetkezd 1ép fejlédési zavar hatdsanak
vizsgalata az autoimmun artritisz kialakulasaban.

8. A 1ép sebészi eltavolitasanak hatasanak vizsgalata az autoimmun artritisz kialakulasaban és a
szplenektomia idozitésének vizsgalata.

D. TERMESZETES- ES PATOLOGIAS AUTOANTITESTEK JELLEMZESE
AUTOIMMUN MODELLEKBEN

9. A természetes- és patologias autoantitestek kor fliggd valtozasainak vizsgalata és korrelacioja
a B sejt alcsoportok megoszlasaval New Zealand Black (NZB) spontan autoimmun modellben.
10. A Iép szerepe a természetes- €s patologias autoantitestek egyensulyanak szabalyozasaban egér
autoimmun artritisz modellben.

E. AUTOIMMUN MIOKARDITISZ
11. A HLA-DQS8 transzgénikus egerekben kialakulé spontdn autoimmun miokarditisz
kialakulasaban szerepet jatszo tényezok- és lehetséges kezelési modok vizsgalata.



III. ANYAGOK ES MODSZEREK

II1L.1. Felhasznalt egértorzsek

1. BALB/c (Charles River Laboratories), 1-11 honapos.

2. SCID BALBY/c (Charles River Laboratories), 4-5 honapos.

3. DBA/2 (NCI), 4-5 honapos.

4. PG-specifikus TcR transzgénikus egér (BALB/c genetikai hattér) kétféle variansa: "TgA" €s
"TgB", 4-12 hoénapos.

5. IL-4" PG-specifikus TcR transzgénikus egér (BALB/c genetikai hattér), 4-12 hénapos.

6. HLA-DQS8 humanizalt transzgénikus egér (egér I-A? hidnyos, BALB/c genetikai hattér), 1-4
hénapos.

7. ZAP-70 hianyos egér (B6.129X1- Zap70tm1Weis/J) a Jackson Laboratories-to6l. Az eredeti
torzset visszakereszteztilk BALB/c genetikai hattérre (ZAP-70 BALB/c), 1-5 hénapos.

8. Nkx2-3 knock-out egér (BALB/c genetikai hattér), 4-5 honapos.

9. NZB (New Zealand Black) (Charles River Laboratories), 1-12 honapos.

A transzgénikus ill. knock-out egértorzsek esetében a genotipizalast farok mintabol izolalt
genomialis DNS mintabol végeztik PCR reakcioval a megfeleld primer kombinaciokkal
(részletesebben 1d. az egyes publikacidkban).

I11.2. Proteoglikin aggrekan- ill. rekombinans human aggrekan G1 domén altal indukalt
artritisz (PGIA/GIA) kivaltasa és kovetése

4-5 hoénapos néstény egereket immunizalunk 100pg tisztitott és deglikozilalt human porc
proteoglikan aggrekan- (roviden "PG") vagy 40ug tisztitott rekombinans human G1 domén
(roviden "rhG1") antigén és DDA adjuvans keverékével intraperitonealisan. Az immunizalast
haromszor, harom hetenként adjuk (lasd fenn 1.2. abra). Az autoimmun artritisz kialakulasanak
kovetése az egerek labainak vizsgalataval torténik. Roviden: heti hdromszor mind a négy végtag
pontozasra keriil (0: egészséges, nem gyulladt 1ab; 1: pirossag €s enyhe duzzanat a labujjakon
és/vagy a lab kozép tajon; 2: Pirossag és enyhe/kozepes duzzanat a csuklé vagy bokaiziiletben; 3.
sulyos gyulladas az egész labra kiterejedden; 4: ankylosis ¢és iziileti deviacio kialakulasa)(lasd
fenn 1.1. tablazat, 1.3. abra). A pontokat Osszegezve megkapjuk a kumulativ stlyossagi
pontszamot. Az incidenciat az artritiszes egerek szamanak ¢€s a kisérleti csoportban résztvevo
Osszes egér szamanak szazalékos aranyaként fejezziik ki.

I11.3. Szérum markerek meghatarozasa

A kisérleti allatoktol szérum begytjtését kovetden a kdvetkezd jellemzoket hatarozzuk meg
rutinszertien. A szérum citokinek (IL-1, IL-4, IL-6, IL-17, IL-23, TNFa, IFNy) szintjét sandwich
ELISA moddszerrel mérjilk R&D Systems DuoSet rendszerével a gyartdi utasitdsoknak
megfeleléen vagy a BD Cytokine Bead Array mddszerével. A szérum specifikus antitest szintjeit
indirekt ELISA modszerrel vizsgaljuk az immunizalasra hasznalt human PG aggrekan vagy rhG1-
el szemben, valamint az egér PG aggrekannal szemben, tovabba rheuma faktor (RF) és CCP ellen.
termelésének meghatarozasa

Az egerekbdl a kisérletek végén Iépet illetve nyirokcsomokat izolalunk, majd ezeket
mechanikusan homogenizalva egy sejt szuszpenziokat hozunk létre, peritonealis sejteket pedig a
sejtet tesziink lyukanként 96-lyukl lemezekre 200pl médiumban triplikdtumban, melyeket
antigén jelenlétében ill. -hidnyaban tenyésziink 5 napig. A stimulacié végén vagy *H-timidin
beépiilésen alapuld vagy kolorimetrids proliferacios tesztet (Promega CellTiter 96® Non-
fejezziik ki, ami az antigénnel stimulalt sejtek jel intenzitdsanak és a nem stimulalt sejtek jel
intenzitasanak a hanyadosat jelenti.

Az in vitro sejtkultrék citokin teremelésének meghatdrozasara 1.8x10° sejtet tesziink ki
lyukanként 48-lyuktl lemezre amelyeket a proliferacidhoz hasonldan antigén jelenlétében vagy
anélkiil tenyésztiink 5 napig. A citokinek meghatarozasa hasonldan torténik, mint a szérum
esetében (Id. fenn). Amennyiben a sejtek feliiluszoit nem hasznaljuk fel azonnal, a mérések
elvégézéséig -80°C-on taroljuk.



IIL5. Aramlisi citometria
A kiilonféle egér szovetek sejtes Osszetételének meghatarozasahoz sokszinli aramlasi
citometrias technikat alkalmaztunk. A méréseket BD FACS Canto II vagy Beckmann Coulter Dx
Flex citométereken mértiik, melyek kék (488 nm), vords (633 nm) és ibolya (405 nm) gerjesztd
lézerrel rendelkeztek és 8- vagy 13 fluoreszcens paraméter detektalasara képesek. A mérések
analizise a "BD FACS Diva" ill. "Beckmann Coulter CytExpert" szoftverek segitségével tortént.
A kovetkezd 6 sejtpopulaciokat kiilonitettiik el: CD3™: dssz T sejt ; CD3'CD4": CD4" T sejt;
CD3"CD8": CD8" T sejt; CD4"'CD25FoxP3™: regulatorikus T sejt (Treg); CD3'CD4"CD25",
aktivalt CD4" T sejt; B220": &6ssz B sejt; IgD"€"gM"“CD23": follikularis B  sejt;
IgD"“IgM"€"CD23": nem follikularis B sejt (B1 és MZ B sejt); Ig"CD73*CD38", memoria B sejt;
B220°CD138", plazmasejt. Az intracellularis jeldlésekhez a sejteket fixaltuk és permeabilizaltuk.
II1.6. Szovettani vizsgalatok
Szovettani vizsgalatokat végeztink egér thymus-, 1ép-, nyirokcsomo-, sziv- és lab
metszeteken valamint omentum whole mount preparatumokon. Hagyomanyos paraffin
beagyazott metszeteken hematoxilin-eozin (HE) festést végeztiink. A fagyasztott szovetekbol
készitett metszeteken illetve az whole mount készitményen imunfluoreszcens ill.
immunhisztokémiai festéseket végeztink. A képeket Olympus BX61 fluoreszcens
mikroszkoppal, az analySIS vagy ZEN szoftver segitségével készitettiik. A képek analizisét €s
szerkesztését Adobe Photoshop CS2 vagy Imagel szoftverrel végeztiik.
I11.7. In vivo képalkot6 vizsgalatok
Az egereket altatasban vizsgaltuk in vivo képalkotd vizsgdlatokban. A csontok és az
iziiletek 4llapotanak vizsgalatdhoz mikroCT vizsgalatokat a PTE, AOK, Farmakologiai
Intézetében "SkyScan 1176 in-vivo mikro-CT system" (Bruker, Kontich, Belgium) segitségével
végeztliink. A végtagok gyulladasanak képalkotd vizsgalatahoz PBS-ben oldott Iuminolt (20
mg/ml, Sigma Aldrich) oltottuk be intraperitonealisan (150mg/ttkg). A neutrofil-eredetti
mieloperoxidaz enzim oxidélja a luminolt, mely a folyamat eredményeként kék fényt bocsat ki
(Amax = 425 nm). A képeket 10 perccel a luminol beadasa utan készitettiink el az [IVIS Lumina
IT (PerkinElmer, Waltham, Egyesiilt Allamok; 60 s acquisition, F/Stop = 1, Binning = 8) késziilék
segitségével a PTE, AOK, Farmakolégiai Intézetében.
IIL8. Intracellularis Ca® mérés
A sejteket Fluo-3 kalcium indikator festékkel toltjiik fel, majd dramlési citometriaval
mérjiik az fluoreszcenciat (Boldizsar et al., 2002). Az indikitor csak Ca®" kétést kovetden
fluoreszkdl, igy a fluoreszcencia intenzitds ardnyos a citoplazmatikus szabad Ca’" szinttel
(Boldizsar et al., 2002). A mérés soran felvesziink egy alap gorbét, majd a T sejteket anti-CD3-,
a B sejteket pedig vagy anti-lgM- vagy anti-IgG antitestekkel aktivaljuk és kovetjik a
fluoreszcencia valtozasat. A mérés kiilonbozo idépontjaiban kiszamolt atlagos fluoreszcencia
értékeket az idétengelyen dbrazolva kapjuk meg a Ca*' jel gérbéjét (Boldizsar et al., 2002).
I11.9. Western-blot
A tisztitott T sejteket vagy A20-as antigén prezentalo sejtekkel vagy anti-CD3/anti-CD28
antitestekkel aktivaltuk kiilonboz6 ideig, majd Osszegytijtottiik és lizaltuk. A sejt lizatumokat a
megszokott médon SDS mintapufferben készitettiik el6, majd PAGE-t végeztiink 7,5%-0s vagy
10%-o0s gélben. A szeparalt fehérjéket nitocelluloz membranra transzferaltuk, majd kiilonféle
jelatviteli fehérjékre specifikus antitestekkel hivtuk el6. Masodlagos antitestként HRP-konjugalt
kecske anti-egér IgG vagy anti-nyul IgG antitesteket hasznaltunk. A blotokat kemilumineszcens
reagenssel hivtuk el6 és Fujifilm LAS 4000 blot imaging system vagy BioRad Chemidoc rendszer
segitségével készitettilk a képeket. A mintak egyenld mennyiségének ellendrzésére a blotokat
anti-f-aktin antitesttel is elohivtuk.
II1.10. Statisztikai médszerek
Az eredmények statisztikai analizisét a MS Excel vagy GraphPad Prism szoftverrel
vegeztiik, kiilonbozo statisztikai tesztekkel (t-proba, Mann-Whitney teszt, ANOVA), ahol
statisztikailag szignifikans kiilonbségnek a p<0.05 értéket tekintettiik. Az abrazolt értékek minden
esetben atlag + SEM ha masként nem jeleztiik. A korrelacids analizisekben a Pearson korrelacios
koeficienst hasznaltuk.
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IV. EREDMENYEK

IVAA. A PROTEOGLIKAN AGGREKAN INDUKALT AUTOIMMUN
ARTRITISZ MODELLBEN SZEREPET JATSZO IMMUNOLOGIAI
HAJLAMOSITO TENYEZOK VIZSGALATA

IV.1. A Th1/Th17 polarizacio- és immunvalasz osszehasonlito elemzése azonos
MHC-t hordozo BALB/c- és DBA/2 egerekben az autoimmun artritisz kiilonb6zo
szakaszaiban

Mivel az intraperitonealis immunizalasi mod a leghatékonyabb a PGIA kivaltasaban,
ezért a munkam elsd részében azokat az immunologiai eseményeket tanulmanyoztuk, amelyek
lokalisan a peritoneumban torténnek ¢és meghatarozhatjdk a betegség kialakuldsat és
elérehaladasat. A peritonealis iireg egyediilallo mikrokdrnyezet, amit egy szerdza hartya hatarol:
ezt mezotél- és szubmezotélialis kotdszovet alkotja, nyirok- és vérerekkel, valamint nyirokszoveti
struktirakkal. Az omentumban talalhaté masodlagos nyirokszoveti formak "milky spot"-ok vagy
FLAG-ek foképp dendritikus sejteket, makrofagokat és limfocitakat tartalmaznak. A peritonealis
folyadékban, ami a hasiiregi szervek mozgasaihoz biztosit megfeleld kozeget, kiilonféle
immunsejtek is talalhatoak: példaul makrofagok, limfocitak és dendritikus sejtek. A B1 sejtek a
peritoneumban egy 6 sejtcsoportot alkotnak, mig mas nyirokszovetekben viszonylag ritkabban
fordulnak eld. A B1 sejtek egyik fo funkcidja az IgM termelés, de antigén prezentalo sejtekként
is mikodhetnek. Két alcsoportjuk (Bla/b) kiilonithetd el a CD5 expressziojuk alapjan, amely
marker egyébkeént jellemzden a T sejteken expresszalodik.

A PGIA a genetikailag érzékeny BALB/c egértorzsben valthato ki, a tobbi egértorzs
rezisztens, példaul az azonos MHC-t expresszal6 DBA/2 egerek is. Habar ezen két egértorzs
kozott fennallo PGIA érzékenység béli kiillonbség régota ismert volt, és a PGIA kialakulasahoz
vezetd alapveto cellularis- és immunologiai mechanizmusok is leirasra kertiltek, a legkritikusabb
érzékenységi tényezok még nem voltak feltérképezve ezért dsszehasonlitottuk a két egértérzsben
zajlo korai immunvalaszt, ami magyarazhatja az artritisz kialakulasat a BALB/c egerekben ¢€s
ennek hianyat a DBA/2 torzsben.

IV.1.1. A naiv BALB/c- és DBA/2 egerek immunfenotipusanak jellemzése

Mivel az egerek alapveté immunologiai tulajdonsagai befolyasoljak az antigénekre adott valaszt
- ez esetben a PG-re, ami artritiszt valt ki - eloszor jellemeztiik a peritoneum sejtes Osszetételét,
ahova az antigén ip. beadéasa torténik, és a Iépet, ami a késobbi szakaszban a szisztémas
immunvalasz kialakitdsban veszt részt naiv BALB/c és DBA/2 egerekben a limfoid sejtekre
fokuszalva. Az MHC-azonos, de PGIA rezisztens naiv (nem immunizalt), megegyez6 életkora
DBA/2 egerekben szignifikansan kevesebb T sejtet, de hasonld szamu B sejtet talaltunk, mint a
naiv BALB/c egerekben mind a PLF mind pedig a 1ép esetében. A CD4"/CD8" T sejtek aranya
magasabb volt a DBA/2 egerekben, mint a BALB/c-ben. Szignifikansan kevesebb
CD62L""CD4" T- és Treg sejt volt a naiv DBA/2 egerek 1épében, mint a BALB/c-ben. A PLF-
ben a B1/B2 sejtek aranya magasabb, de a CD5"/CD5 B1 sejtek aranya alacsonyabb volt a DBA/2
egerekben mint a BALB/c-ben.

IV.1.2. A sejt dsszetétel valtozasainak dsszehasonlitisa a PLF-ben ip. immunizalds soran
BALB/c- és DBA/2 egerekben

A PGIA modelbben a peritonedlis ilireg az antigén bejutasanak a helye, ahol az
immunrendszer el6szor talalkozik a PG-vel €és az adjuvanssal. Ezért vizsgaltuk a PLF sejtes
Osszetételének valtozasait kiillonboz6é idépontokban a PG+DDA immunizalés soran, illetve csak
DDA beadasa mellett mind a BALB/c- mind a DBA/2 egerekben. A két egértorzs kozott a legfobb
kiilonbség az volt, hogy a BALB/c egerekben az ip. immunizalas hatasara egy jelentds T sejt
arany novekedés volt tapasztalhato, amiknek jelentds része aktivacios markereket is expresszalt,
ami a DBA/2 torzsben ez nem volt jellemzd, ezzel szemben a B sejtek esetében nem lattunk
jelentds kiilonbséget. A DDA adjuvans Onmagaban nem okozott korai T sejt ndovekedést a
BALB/c egerekben, viszont hasonldéan valtozott a B sejtek Osszetétele mint az antigén
jelenlétében, DBA/2 egerekben viszont csak a B1 sejtekre volt hatassal az adjuvans 6nmagaban.
IV.1.3. PLF sejtek in vitro citokin termelése BALB/c egerekben

Mivel mar az els6 ip. PG/DDA immunizalast kovetd 10. napon szignifikans T sejt szam
emelkedést tapasztaltunk a BALB/c egerek peritbneumaban, tovabba a T sejtek szama és
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aktivacioja (CD25 és CD44 mérés alapjan) dinamikus valtozast mutattak az immunizalas idoszaka
alatt, és mivel a citokinek az immunvalasz fontos szabalyozoi PGIA-ban, ezért megvizsgaltuk a
PLF sejt kultirak citokin termelését. A BALB/c egerekbdl izolalt PLF sejtek antigén stimulacio
nélkiil 1L12/23 p40-t, IL-17-t és IFNy-t termeltek, mig PG stimuldcidra nagy mennyiségi IFNy,
IL-17 és IL-6, valamint kisebb mennyiségli TNFa és IL-4 termeléssel reagaltak.

IV.1.4. Lép sejt kulturak in vitro citokin termelése BALB/c egerekben

Az ip. oltast kovetden az antigént eldszor a lokalis sejtek dolgozzak fel, de késébb, a
szisztémas immunvalaszban a 1ép is fontos szerepet tolt be. A 1€pbdl izolalt sejtek spontan mdédon
viszonylag nagy mennyiségben termeltek IL-6, 1L12/23 p40, IL-17 és IFNy citokineket az
immunizalas teljes ideje alatt. Az IL-17 és IFNy termelés fokozddott mar 10 nappal az elsd
PG/DDA injekciot kdvetden majd a masodik oltas utan érték el a maximumot.

IV.1.5. Lép sejt kulturak in vitro proliferacidoja és a szérum antitestek szintje BALB/c
egerekben

A BALB/c 1ép sejtek szignifikans proliferaciot mutattak mar 5 és 10 nappal az elso
PG/DDA injekci6 utan, ami tovabb fokozodott a masodik és harmadik PG oltasokat kovetden. A
BALB/c egerek jelentds mennyiségli egér PG-specifikus IgG1 és IgGG2a termelést mutattak a
masodik- és harmadik oltast kdvetden.

IV.1.6. A PG-specifikus immunvalasz 6sszehasonlitisa BALB/c- és DBA/2 egerekben

Mar a T sejtek szamaban a PLF-ben jelentkez0 szignifikans kiilonbség a két egértdrzs
kozott jelezte, hogy alapvetd kiilonbségek lehetnek a PG kivaltott immunvalaszban. Azon tul,
hogy felfedtiik a két egértorzs sejtes Osszetételében talalhato kiillonbségeket jellemeztiik a PG
immunizalast kovetd citokin- és antitest termelés valtozasait is, ami a BALB/c egerekben
hozzéjarulhat a T- és B sejtek aktivaciojahoz és az "artritogén fenotipus" kialakuldsdhoz. Azért,
hogy kideritsiik, hogy ezek koziil a tényezok koziil melyek azok, amelyek "BALB/c-specifikusak"
¢s felelosek lehetnek a PGIA irdnti érzékenységeért, szisztematikusan 0sszehasonlitast végeztiink
az artritisz-rezisztens DBA/2 egerekkel, hasonld szamu egér felhasznalasaval és megegyezd
immunizalasi protokol alkalmazasaval.

A DBA/2 egerek PLF sejtjei altal in vitro termelt citokinek profilja alapvetéen
kiilonbozott a BALB/c egerekben tapasztaltaktol: az immunizalasi protokol minden id6pontjaban
az IL-6 volt a legdomindnsabb citokin, mikézben minimalisan vagy egyaltalan nem termelddott
IL-4, IL-12/23 p40, IL-17 és IFNy. A DBA/2 egerekbdl szdrmazo 1ép sejt kultarak szignifikdnsan
kevesebb IL-17-et és IFNy-t termeltek majdnem minden idopontban, mint a BALB/c egerekéi.

A DBA/2 egerek 1ép sejt kulturai ugyan erdteljesebb proliferacios valaszt mutattak a masodik és
a harmadik oltas kozott, mint a BALB/c egerekéi, de a harmadik oltast kdvetden a proliferacios
aktivitas mar csokkent. A szérumban mérhetd anti-egér PG autoantitestek szintje pedig csak 10-
30%-a volt a BALB/c-ben mért értékeknek az 6sszes mérési idépontban

IV.1.7. BALB/c PLF sejtekkel transzferalhat6 a PGIA SCID egerekbe

A BALB/c- ¢s DBA/2 egerek PG-re adott immunvalaszanak dsszehasonlitasa azt mutatta,
hogy a legjelentdsebb eltérés a peritonealis iiregben talalhatd T sejtek szamaban és citokin
termelésében volt. Mivel a PG immunizalt BALB/c egerek peritonedlis sejtjeinek az artritisz
indukalo6 képességét még nem tesztelték korabban, a kovetkezo kisérletben PLF sejteket (amelyek
nagyrészt T-, B2- és kisebb szdmban B1 sejteket tartalmaznak hasznaltunk a betegség atviteléhez.

A PGIA-t leghatékonyabban olyan PLF sejtekkel lehetett atvinni, amelyek mar artritiszes
BALB/c egerekbdl szarmaztak. Kiemelendd, hogy sikeriilt artritiszt eldidézniink olyan PLF
sejtekkel is, amelyeket 10 nappal a masodik PG immunizalas utan izolaltunk, még nem artritiszes
BALB/c donor egerekbdl. Azokban a recipiensekben, amik olyan BALB/c donoroktol kaptak PLF
sejtet, amik csak egyszer lettek PG-vel immunizalva, nem alakult ki artritisz. Az aramlasi
citometrias analizis azt mutatta, hogy a recipiensek vizsgalt szoveti kompartmentjeit hatékonyan
repopulaltak a donor PLF limfocitak: foleg T-, B2- és B1 sejtek. Tovabba a T sejtek nagy része
expresszalt CD69 és CD25 aktivacios markereket.

IV.1.9. PGIA: a Th1/Th17 betegség hatiran

Eredetileg a PGIA-t teljesen Thl tipusu betegségként fogtak fel jelentés mennyiségii

IFNy termeléssel, viszont itt kimutattuk, hogy a PGIA immunizalasi id6szaka alatt, azaz még a
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klinikai tiinetek kialakulasa el6tt, az IL-17 egy prominens pro-inflammatorikus citokin, ami
jelentds mennyiségben termelddik mind a peritonedlis tiregben, mind a 1épben.
IV.2. Eletkor fiiggé faktorok vizsgalata reumatoid artritisz egér modellben

Az immunfunkciok életkor fliggd csokkenése ("immunoregedés"-"immunosenesence")
mind a velesziiletett- mind az adaptiv immunitasban megfigyelhet. Az életkor elérehaladtaval
fokozddik a fert6zések, a malignus- és az autoimmun betegségek eléforduldsa, ami a normal
immunolégiai felligyelet és az immunvalasz regulacios zavarainak a kdvetkezménye lehet. Az
"oregedés" a RA egyik jol definidlt rizikdfaktora, és szamos tanulmany foglalkozik az RA-ben
megfigyelhetd korai "immunoregedés" kérdésével. Habar az "immundregedés" szamos markerét
azonositottak emberben és egerekben is, még mindig nem teljes a kép, és ezért az sem egyértelmdl,
hogy az immunrendszer oOregedése hogyan jarulhat hozzd az autoimmun folyamatok
kialakuldsahoz. Ennek a pontosabb vizsgalatdhoz ebben a tanulmanyban BALB/c egerek 8
kiilonboz6 korcsoportjat immunizaltuk egymassal parhuzamosan PG és DDA keverékével.
IV.2.1. A PGIA iranti fogékonysag fokozodik az életkorral

A 4-11 hoénapos kort egerekben alakult ki a legsulyosabb iziileti gyulladés (artritisz
sulyossagi pontszam: 10.8-14.6), 85-100%-o0s incidenciaval és korai kezdettel. A 2-3 honapos
egerekben alacsonyabb volt a betegség incidenciaja (71-83%) és sulyossaga is (artritisz sulyossagi
pontszam: 5.8-9.6) és a kialakulas is lassabb volt. Az egy honapos korcsoport Iényegében ellenallo
volt a PGIA-ra: az incidencia kevesebb mint 5% volt és a sulyossagi pontszam csak 1.6+0.3 volt.
IV.2.2. A PG-specifikus immunvalasz életkor fiiggo valtozasai

Ahhoz hogy meg tudjuk érteni a kiilonféle koru egerekben talalt kiilonbségeket a PGIA
klinikai képében, eldszor a PG-indukalt immunvalasz (in vitro T sejt valasz, szérum citokin- és
antitest szintek) életkor fiiggd valtozasait vizsgaltuk meg. A PG-indukalt in vitro T sejt 1L-2
termelés és proliferacio életkor fiiggd modon linedrisan és szignifikansan csokkent. A PG-vel
stimulalt Iépsejt kultarak 1L-4, 1L-6, IL.-17 és IFNy termelése az idésebb egerekbdl (foleg 7
hénapos kortol) jelentdsen elmaradt a fiatalabbakhoz képest. A PG-indukalt IFNy és TNFa
termelés az 1-5 honapos korcsoportokban magas volt, aztan csokkent. Az IFNy:IL-4 arany, amit a
Th1/Th2 egyenstly jellemzésére alkalmaztunk, szignifikdnsan magasabb volt az egy honaposnal
idosebb egerekben. Habar talaltunk szignifikans eltéréseket, de nem sikeriilt egyértelmi
Osszefiiggést kimutatnunk a szérum citokinek és a klinikai paraméterek kozott. Ezzel ellentétben
szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a szérum antitestek szintje és a betegség sulyossaga
(artritisz pontszam) kozott.

IV.2.3. A PLF-, 1ép- és vér sejtes oOsszetételének életkor fiiggd valtozasai naiv, nem
immunizalt egerekben

A kovetkezokben jellemeztik azokat a sejtpopulaciokat, amelyek részt vehetnek az
immunvalasz szabalyozasaban ¢és igy befolyasolhatjak az artritisz iranti fogékonysagot és annak
sulyossagat: ezért megvizsgaltuk a T- és antigén prezentald sejtek alcsoportjait (B sejtek,
dendritikus sejtek és makrofagok) azokban a szdveti kompartmentekben, amik az immunizalas
soran antigén hatasnak vannak kitéve.

A vérben a T sejtek aranya jelentdsen csokkent, ezen beliil viszont az aktivalt/memoria :
naiv CD4" sejtek ardnya viszont ndtt az 6regebb egerekben, ezzel szemben nem talaltunk eltérést
ezekben a sejtpopulaciokban a PLF-ben ¢€s a 1épben a kiilonb6z6 korcsoportok kozott. A CD28
expresszidja a CD4" T sejteken csokkent a PLF-ben az életkor elérehaladtaval, de valtozatlan
maradt a vérben és a Iépben. A CD4" T sejtek CD28 expresszidja a PLF-ben volt a legmagasabb
az 1- 3 honapos egerekben. A Treg arany életkor fiiggé modon csdkkent a PLF-ben és a vérben,
de nétt a 1épben.

Az APC-kben szintén véltozasokat tapasztaltunk: a konvencionadlis B sejtek aranya nott
az els6 5 honap soran, foképp a PLF-ben. A Bl sejtek minden vizsgalt életkorban jelent6s
aranyban voltak jelen a PLF-ben, de a 1épben szignifikans csokkenést tapasztaltunk 1 és 3 honapos
kor kozott. A makrofagok és dendritikus sejtek aranya csdkkent 1 és 5 honapos kor kozott a PLF-
ben, mig a Iépben hasonl6 maradt.
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IV.2.4. A Treg és aktivalt T sejtek aranya PG immunizalas hatasara életkor fiiggé valtozast
mutatott

Végiill megvizsgaltuk, hogy a PG immunizalds hatasara hogyan valtozik a Treg
(CD25"¢"FoxP3") ill. aktivalt (CD25"€") CD4" T sejtek ardnya a kiilonboz6 kora egerekben, illetve
hogy ezek a valtozasok megfelelnek-e az artritisz iranti fogékonysagban talalt eltéréseknek.

A Treg/Takt arany csokkent a PLF-ben az immunizalasi protokoll végére a kontrol, nem
immunizalt csoporthoz képest. Az egy honapos korcsoportban a PLF-ben volt egy atmeneti Treg
novekedés a masodik immunizalast kdvetden a tobbi korcsoporthoz viszonyitva. A lépben, a
Treg/Takt arany szignifikansan alacsonyabb volt a 4-11 honapos korcsoportban, mint a fiatalabb
egerekben és tovabbi csokkenést mutatott az immunizalas alatt. A masodik immunizalast kovetéen
bér a Treg sejtek ardnya is ndtt az dregedd egerek PLF-ben, de az aktivalodott (CD25""CD4") T
sejtek aranya a PLF-ben és a 1épben sokszorosa volt a 4-11 honapos korcsoportban, mint az 1
honapos egerekben. Ez a megfigyelés azt tamasztja ala, hogy a Treg/Takt arany fokozatos
csokkenése inkabb a PG-specifikus aktivalt T sejtek expanzidjanak kdszonhetd, mint a Treg sejtek
kismértékli emelkedésének.

Mindezek alapjan arra kdvetkeztetiink, hogy az "immunoéregedés" fiziologias folyamata
megvaltoztatja az iddsebb egyedek immunregulacidos funkcidit. A fentiekben sikeriilt
azonositanunk néhany olyan tényez6t az ¢életkor fiiggd autoimmunitasra mutatott
prediszpozicioban BALB/c egerekben, amelyek meghatarozhatjadk az artritisz iranti
fogékonysagot és a betegség sulyossagat. A T sejt APC kolcsonhatasokban, és a Treg sejtek
csokkent képzodésében tapasztalt komplex életkor fliggd valtozasok vezethetnek a karosodott
immunregulaciohoz és autoimmun betegség (PGIA) kialakulasahoz, ami miatt ez az egér modell
még inkabb hasonlosdgot mutat a human RA-val.

IV.B. A T SEJT AKTIVACIO ES -APOPTOZIS VALTOZASAI AUTOIMMUN
ARTRITISZBEN
IV.3. A Kkarosodott aktivacio indukalt sejthalal eldsegiti a spontan artritisz
kialakulasat human porc PG antigén specifikus T sejt receptor transzgénikus
egérben

A PGIA-ban végzett epitop térképezési vizsgalatok azonositottak egy dominans artritogén
epitopot az aggrekan molekula G1 doménjében, amit 5/4E8-nak ((ATEGRVRVNSAYQDK), a
core peptid alahtuzva) neveziink. Az 5/4E8 peptidre specifikus T sejt hibridoma felhasznalasaval
TcR transzgenikus egeret készitettek (az alabbiakban "PG-TcR-Tg" egér). A BALB/c egerekkel
Osszehasonlitva, a PG-TcR-Tg egerekben stlyosabb artritisz alakult ki PG immunizalas hatasara.
Mivel a T sejtes autoreaktivitds kozponti szerepet jatszik a RA etiologiajaban ¢és
patomechanizmusaban, valamint a betegségnek megfeleld egér modellekben, ezért az
(auto)antigén specifikus TcR jelatvitel kiillonos érdeklodésre tart szamot. Ezek miatt a PG-TcR-
Tg BALB/c egér kiilonosen alkalmas a T sejt aktivacio vizsgalatara sajat peptidekkel éppugy mint
az autoreaktivitds ¢és az artritisz kialakulasanak tanulmanyozésira. Az IL-4 egy anti-
inflammatorikus citokin, amely szamos gén expresszidjat szabalyozza a STAT-6 aktivacidjan
keresztiil. Mind az IL-4 mind a STAT-6 hidnya BALB/c egerekben fokozta a PGIA sulyossagat.
Az IL-4 AICD-ben betoltott szabalyozo szerepét szintén kimutattdk kordbban. Kovetkezésképp,
az autoepitop specifikus (PG-TcR-Tg) CD4" T sejtek az IL-4 hianyaval kombinalva kiilondsen az
artritisz érzékeny BALB/c genetikai hattérben fokozott autoimmun valaszhoz vezethet.
IV.3.1. A PG-TcR-Tg egerekben spontan artritisz alakul ki idés korban

A homozigota PG-TcR-Tg egerekben 5-6 honapos koruktol kezdve gyulladas alakult ki
az interphalangedlis iziiletekben. Az incidencia a kezdeti 10-20%-r6l 6 hoénapos korban
fokozatosan nétt ~40%-ig 12 honapos korra. A gyulladas tipusosan a disztalis interphalangealis
iziiletekben kezdddott, eldszor a hatsd, majd ~2 héttel késobb az elsé végtagokon. Ahogy az
egerek Oregedtek, tovabbi (proximalis) interphalangealis iziiletek gyulladtak be, amiket a
metacarpophalangealis és metatarsophalangealis, majd a carpometacarpalis és tarsometatarsalis
iziiletek kovettek. Utoljara a gyulladas a proximalis iziiletekre (csuklo, boka) is kiterjedt id6sebb
allatokban, f6leg azokban, ahol a legkorabban kezdddott az artritisz.
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IV.3.2. A spontan artritiszes PG-TcR-Tg egerek immunologiai jellemzése

A CD69"". vagy CD25"e" (aktivalt) vagy CD44™¢" (aktivalt/memoria) transzgenikus
CD4" T sejtek életkor fiiggd expanzidja, a CD62L"" (naiv) populcid csokkenésével (4.6.
tablazat) optimalis milidt biztosithat az autoimmunitas kialakuldsdhoz. Nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget a Iépsejtekben a 5/4E8 epitdop peptid indukalt proliferacidban fiatal vagy oreg
(artritiszes vagy még tiinetmentes) egerek kozott. A legtobb in vitro stimulalt 1épkultirakbol mért
citokin esetében is hasonld volt a helyzet az [FNy kivételével, ami szignifikansan magasabb volt
a 12 honapos egerekben, mint a fiatalokban.

IV.3.3. A spontan artritisz incidenciaja és az autoreaktiv CD4" T sejtek frekvencidja
magasabb volt a PG-TcR-Tg/IL-4" egerekben, mint a PG-TcR-Tg/IL-4"* egerekben

Mivel korabbi vizsgalatokban az IL-4 befolyésolta az artritisz sulyossagat, ezért
kereszteztilk a PG-TcR-Tg egereket 1L-4 knock-out egerekkel (mindkettd6 BALB/c genetikai
hattérben) hogy megvizsgaljuk vajon az IL-4-nek van-e szabalyozo szerepe a spontan artritiszben.
A PG-TcR-Tg/IL-4" egerek ~10%-ban alakult ki az interphalangealis iziiletek gyulladasa 4
honapos korban, ami fokozatosan emelkedett ~60%-ig a 12 honapos egerekben. Ez a véltozas a
betegség kezdetében €s incidenciajaban azt mutatja, hogy az IL-4-nek szabalyozo szerepe van a
spontéan artritiszben, ezzel egyiitt a makroszkopos- és a hisztopatologiai elvaltozasok hasonldak
voltak.

IV.3.4. Az antigén specifikus AICD zavara elésegitheti a spontan artritisz kialakulasat a PG-
TcR-Tg BALB/c egerekben

Mivel a PG-TcR-Tg egerekben 6regebb korukban spontan artritisz alakult ki és ezt az
aktivalodott T sejtek felhalmozodasa kisérte, ezért a kovetkezokben vizsgaltuk az 5/4E8-epitop-
specifikus TcR jelatvitel indukalta apoptozist, valamint az IL-4 szabalyozo szerepét a TcR
jelatvitelben és apoptozisban a PG-TcR-Tg/IL-4"- egerek felhaszndldsaval. A PG-TcR-Tg
egerekbdl szarmazé CD4" T sejtek 60-70%-a AnnexinV pozitiv volt 2 nap 5/4E8 peptid
stimulaciot kovetden az IL-4 jelenlététédl fliggetleniil. A korai apoptotikus sejtek aranya még
mindig 50% fo16tt volt a 3. napon a PG-TcR-Tg/IL-4"* egerek T sejtjei esetében, mig a PG-TcR-
Tg/IL-4" egerekbdl szarmazo T sejtek esetében ez lecsokkent 30-40%-ra. Mindkét iddpontban (de
foleg a 3. napon) szignifikdnsan tobb ¢l és kevesebb kés6i apoptdtikus sejt volt az 1L.-4
hidnyaban. Végiil megvizsgaltuk, hogy az apoptdzisban kapott IL-4 fliggd kiillonbségeket a TcR
jelatvitel er6ssége magyarazhatja-e. A ZAP-70 és ERK-1/2, amelyek kdzponti szerepet toltenek
be a TcR jelatvitelben, foszforilacidja a 1épbdl izolalt CD4" T sejtekben 2 Oranal érte el a csucsat
az 5/4E8 peptid stimulaciéo soran. Az IL-4 hidnyaban a ZAP-70 foszforilacidja jelentdsen
alacsonyabb volt, mig az ERK-1/2 esetében csak kismértékli csokkenést mutatott.

Ezek alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a PG-TcR-Tg egerekben életkor fiiggd modon
kialakul6 spontan artritisz hatterében a tartéosan fennallé alacsony erdsségii T sejt aktivacio all
amit a felszabadulo porc komponensek tarthatnak fenn és az AICD zavara egészit ki.
Megerd0sitettiik az IL-4 szabalyozo szerepét az antigén specifikus AICD-ben a TcR aktivacio két
kulcsfontossagu résztvevdjén, a ZAP-70-en és az ERK-1/2-n keresztiil.

IV4. A T sejt receptor (TcR) jel erossége befolyasolja az artritisz sulyossagat PG-
specifikus TcR transzgenikus egérben

A fenti PG-TcR-Tg egerek (innentdl "TcR-TgA" megjeldléssel) létrehozasakor,
ugyanazzal a konstrukcioval létrehoztak egy masodik transzgén egértorzset is (innent6l "TcR-
TgB" megjeldléssel), aminek a pontosabb jellemzése még nem tortént meg. Mivel a TgA és a TgB
egerek ugyanarra az epitopra (5/4E8) specifikus TcR-t hordoznak, ezért azt gondoltuk, hogy a PG
aggrekan- vagy thG1l immunizalas hatdsara hasonldéan fog az autoimmun artritisz kialakulni
benniik. Ezzel ellentétben, a TcR-TgB torzsben joval kés6bb kezdddo €s enyhébb artritisz alakult
ki, mint a TcR-TgA-ban, akar teljes PG aggrekan kivonattal, akar rthGl-el immunizaltunk,
rdadasul spontan artritisz sem alakult ki az idésebb allatokban gy mint ahogy a TcR-TgA
egerekben korabban megfigyeltiik (lasd fenn IV.3. fejezet). A jelenlegi tanulmany célja az volt,
hogy felderitsiik mi allhat ezeknek a kiilonbségeknek a hatterében.
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IV.4.1. Az artritisz kialakuldsanak idépontja és siilyossaga kiilonboz6 a két PG-specifikus
TcR Tg egértorzsben

A két PG-TcR-Tg egértorzsben parhuzamosan indukaltunk GIA-t: a TcR-TgA torzs a
véarakozasainknak megfelel6en reagalt az rhGl immunizalasra: az artritisz mar a masodik oltas
utan néhany nappal kezdett megjelenni, és 2 héttel a masodik oltast kovetden mar elérte a
maximalis sulyossagot és a 100%-os incidenciat. A TcR-TgB egerek adatai viszont inkabb a vad
tipusu kontrol BALB/c egerekhez hasonlitottak: késobbi kezdettel €s alacsonyabb stlyossagi
pontszammal, mint a TcR-TgA egerekben lattunk. Ez az eredmény azért volt meglepd, mivel
mindkét térzsben a CD4" T sejteknek kozel azonos hanyada (90-95%) hordozta a transzgenikus
TcR-t. Ezzel parhuzamosan, a thG1 specifikus antitestek szintje is alacsonyabb volt a TcR-TgB
egerekben.

IV.4.2. A T sejtek aktivaciéos markereinek és kostimulacios molekuldinak 6sszehasonlitasa
az immunizalas soran a TcR-TgA és TcR-TgB egerekben

A CD4" T sejteken kifejez8d6 aktivacios markerek (CD25 és CD44) szazalékos aranya a
Iépben €s a nyirokcsomokban az immunizalasi idészak szinte minden idépontjaban magasabb volt
a TcR-TgA egerekben. A naiv (nem immunizalt) TcR-TgB egerekben 3-4-szer tobb ICOS""CD4"
T sejtet talaltunk, mint a TcR-TgA egerekben. Viszont amig az immunizalas hatasara a TcR-TgA
egerekben az ICOS"™®"CD4" T sejtek aranyanak folyamatos emelkedését tapasztaltuk, addig a
TcR-TgB egerekben az ICOS™"CD4" T sejtek aranya nagyon alacsony szintre stillyedt az elsé
rhG1 immunizalast kdvetden és ezen a szignifikansan alacsonyabb szinten maradt a legtobb
vizsgalt id6pontban.
1V.4.3. Gyorsult in vitro apoptézis a TcR-TgB CD4" T sejtekben

Az AICD csokkenése az artritogén T sejtekben lehet az egyik mechanizmus az artritisz
kialakulasaban, tovabba az 6regedd TcR-TgA egerekben, ahol a T sejt apoptozis csokkent, spontan
artritisz kialakulasat is megfigyeltiik (lasd a IV.3. fejezetben). Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a
két vonal kozott fennalld kiilonbségek hatterében a T sejtek aktivaciojanak és apoptozisanak
eltérései allhatnak. A korai apoptotikus sejtek aranya szignifikansan magasabb volt a TcR-TgB
egerebol gyljtott T sejtekben az egész immunizalasi idészak alatt, mig a TcR-TgA egerekbol
szarmazo T sejtes kultirakban minden idépontban szignifikdnsan tobb €16 sejtet detektaltunk.
1V.4.4. Magasabb TcR expresszié és TcR jel erésség a TcR-TgB egerek CD4" T sejtjeiben,
mint a TcR-TgA egerekben

Az AICD-t a TcR jel eréssége €s a kostimulacios jelek egytittesen befolyasoljak. Habar a
két torzs T sejt receptora ugyanarra az epitopra specifikus (ugyanaz a transzgén konstrukcio),
kiilon-kiilon hoztak létre oket. Ebbdl kifolydlag lehetséges volt, hogy a két térzsben a TcR
expresszid a CD4" T sejteken kiilonbozik. Ennek igazolasara a TcR VB4-, CD3- és CD4-
TgB egerek kétszer annyi TcR VB4-t és CD3-t expresszaltak, mint a TcR-TgA egerek, viszont a
CD4 expresszio szintje hasonlo volt. Ezt qPCR vizsgalattal is meger6sitettiik.

A magasabb TcR expresszio, a késobbi kezdetli és enyhébb artritisszel valamint az AICD-
ben talalt kiilonbségek alapjan a kdvetkezokben Osszehasonlitottuk a két tdrzsben a TcR altal
kivaltott jelatvitelt. Egy oras TcR specifikus peptid stimulacio hatasara a ZAP-70- és a p38
foszforilacioja szignifikdnsan magasabb volt a TcR-TgB egerek CD4" T sejtjeiben, mint a TcR-
TgA-ban, mig az ERK-1/2 foszforilacio hasonlo volt.

Eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy a TcR jel erdssége szabalyozza az artritisz iranti
fogékonysagot a két PG-specifikus TcR transzgén egér vonalban. A jelatviteli molekulak eltérd
foszforilacidja magyarazatot adhat az artritisz érzékenységben talalt kiilonbségekre. A két
egértorzsben talalt eltérd szintli TcR expresszid szignifikans kiilonbségekhez vezetett a TcR jel
erdsségében. A TcR-TgA egerekben az "erds" PG (5/4E8) specifikus TcR jel optimalis szintii T
sejt aktivacidhoz vezetett, ami a vad tipusi BALB/c egerekhez képest egy "szuper-artritisz"
fenotipust eredményezett. Ezzel ellentétben, a TcR-TgB egerekben, ahol "tulzottan erés" volt a
TcR jel, valdsziniileg a magasabb TcR expresszid miatt, mar in vivo T sejt apoptozist okozott és
ezért csokkent az artritisz stilyossaga. Azaz az artritisz stlyossadg és TcR jel erdsség kozotti
Osszefiiggés nem linearis: a gyengébb jel (a TcR-TgA egerekben) optimalisabb az autoreaktiv T
sejtek aktivacidjaban.
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IV.S. A ZAP-70 szabalyozza az autoimmun artritiszt a T sejt aktivacion és
apoptozison keresztiil

A ZAP-70 kinaz a TcR jelatvitelben kulcsfontossagu szerepet tolt be, aminek a hianyaban
sulyos kombinalt immundeficiencia alakul ki emberben és egérben egyarant, mivel a T sejtek
fejlodésa a thymusban leall a kettds pozitiv (CD4'CD8") stadiumban és igy a periférias
nyirokszervekben nem talalhatoak érett af T sejtek egérben, mig emberben csak CD4" aff T
sejteket figyeltek meg, amelyeknek a funkcidja karosodott. Elézetesen, a ZAP-70 molekula
autoimmunitasban betdltott szerepét mar megmutattak egy jol jellemzett spontan egér artritisz
modellben, az SKG egerekben (lasd fenn a 1.3. fejezetben). Jelen munkankban az volt a célunk,
hogy megvizsgaljuk hogyan befolyasolja a T sejt aktivaciot és apoptozist, ha csokkenés
kovetkezik be a TcR jelpalyaban (a ZAP-70 részleges hianya miatt) és ez hogyan befolyasolhatja
az autoimmun artritisz kialakulasat.

IV.5.1. A ZAP-70 részleges hianya csokkenti az autoimmun artritisz sulyossagat

Azért, hogy megvizsgaljuk, hogy a ZAP-70 részleges hidnya hogyan befolyésolja az
autoimmun artritisz patogenezisét, ZAP-70"" heterozigota egereket teszteltiink a GIA modellben.
Ezekben a ZAP-70"" heterozigéta egerekben az immunhianyos allapot nem annyira nyilvanval,
mint a ZAP-70" homozigéta tarsaikban, mivel rendelkeznek érett aff T sejtekkel periférids limfoid
szoveteikben, habar szignifikansan alacsonyabb szdmban ¢és enyhén emelkedett B sejt szammal.
A heterozigota egerek ZAP-70 expresszidja koriilbeliil fele a vad tipust tarsaiknak amit mind
aramlasi citometrids mind pedig Western-blot mérésekkel aldtamasztottunk. A GIA indukciod
soran a részlegesen ZAP-70 hianyos egerek sulyossdgi pontszamai nagyon hasonloak voltak a
kontrolokhoz a kisérlet korai szakaszaban, késobb azonban, az 52. napot kdvetden mar
szignifikinsan enyhébb volt az iziileti gyulladds a ZAP-70"" csoportban, amit in vivo
biolumineszcens képalkoto vizsgalattal is meg tudtunk erdsiteni.

IV.5.2. A G1 specifikus immunvalasz 6szehasonlitasa ZAP-70"" és kontrol egerekben

Az artritiszes ZAP-70""egerekbdl izolalt 1épsejtek szignifikinsan alacsonyabb
proliferaciot mutattak és kevesebb IL-4, IL-6 €s [FNy citokineket termeltek az thG1 stimulaciora,
mint az artritiszes BALB/c egerek lépsejtjei. A G1 specifikus antitest szint alacsonyabb volt a
ZAP-70"" heterozigéta egerek szérumdban, mint a kontrolokéban, az IL-6 viszont ksimértékben
emelkedett.

IV.5.3. Megvaltozott Th1/Th17 polarizacié a részlegesen ZAP-70 hidinyos egerekben

Az artritiszes egerekben szignifikansan tobb Thl- és Thl7 sejt volt, mint az
egészségesekben, de a BALB/c és ZAP-70"" egerek kozott nem talaltunk jelentds kiilonbséget.
IV.5.4. A ZAP-70"" egerekben megvaltozott az T sejt aktivicié és apoptozis

Mivel a ZAP-70 fontos szerepet tolt be a T sejtek aktivacidjaban, végiil azt akartuk
megvizsgalni, hogy a klinikai képben latott kiilonbségek hatterében allhatott-e a ZAP-70 részleges
hidnya miatt a T sejtekben megvaltoz6 aktivacid/apoptdzis. Az in vitro anti-CD3/anti-CD28
stimulaciot kovetden hasonld tirozin foszforilacidos mintazat alakult ki az egészséges BALB/c-
vagy ZAP-70"" egerekbdl izolalt T sejtekben. Az artritiszes BALB/c- vagy ZAP-70"" egerekbél
izolalt T sejtekben azonban fokozott tirozin foszforilaciot talaltunk mint az egészségesekben.
Kiemelendd, hogy az artritiszes ZAP-70" egerekbdl izollt T sejtekben alacsonyabb mértékii volt
a tirozin foszforilacio, mint az artritiszes BALB/c egerekében.

Mivel az aktivacié indukalt sejthalal kritikus szerepet tolt be az immunvalasz down-
betegségek hatterében is, ezért a kovekezokben megvizsgaltuk az apoptozis kaszkad molekularis
résztvevoit. Ezeknek az Osszefoglalasat a 2. dbran mutatom be. Erdeményeink alapjan arra
kovetkeztetiink, hogy a ZAP-70 megvaltoztatja a T sejtek aktivacidja és apoptozisa kozti
egyensulyt (2. abra). Az artritiszes BALB/c egerekben a T sejt aktivacid/apoptozis az aktivacid
felé tolodott, ami sulyos artritisz kialakulasdhoz és a patogén T sejtek felhalmozodasahoz vezet.
Ugyanakkor, a részlegesen ZAP-70 hianyos egerekben a T sejt aktivacid csokkent és az
apoptotikus folyamatok sokkal kifejezettebbek, ami enyhébb iziileti gyulladashoz vezet (2. dbra).
Munkank vilagosan bemutatja a ZAP-70 jelent6ségét a TcR fliggd aktivacids- és apoptozis
utvonalak szabalyozasaban autoimmun artritiszben.
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2. abra A T sejt aktivacio és apoptozis valtozasainak feltételezett modellje a ZAP-70 részleges hianyaban. Az artritiszes BALB/c
egerek T sejtjeiben emelkedett Cbl-b, Bcl-2, Bim, citokrém C, kaszpaz-3 és -9 és csokkent kaszpaz-8 szintet talaltunk, ami az aktivacio
irdnyaba tolta az egyensilyt. Az artritiszes ZAP-70"" egerek T sejtjeiben a Cbl-b, Bcl-2, Bim, citokrém C, kaszpaz-3 és -9 szintje
emelkedett stimulaciot kovetéen ami az egyensulyt az apoptozis mitokondrialis Utja felé modositotta. Az abran feltiintetett molekulak
nevének mérete a Western-blot kisérletekben talalt expresszios szinteknek felelnek meg, mig a nyilak a megfelel6 nem stimulalt
mintakhoz képest bekdvetkezo valtozast jelzik. A pontozott- vagy szaggatott nyilak az extrinszik vagy receptor-fliggetlen apoptozis
utvonalak lehetséges Osszefiiggéseit jelzik. /[Kugyelka R, Prenek L, Olasz K, Kohl Z, Botz B, Glant TT, Berki T, Boldizsar F. ZAP-70
Regulates Autoimmune Arthritis via Alterations in T Cell Activation and Apoptosis. Cells. 2019 May 24;8(5):504. doi:
10.3390/cells8050504.]

IV.6. A T sejt hiany helyreallitisa ZAP-70 knock-out egerekben thymocytak
egyszeri intraperitonealis adoptiv transzferével

Ahogy a fenti tanulményban ismertettiik, a ZAP-70"" egerek nem mutatnak jelentds
immunhianyt, és a GIA is kivalthato volt benniik, habar kissé enyhébb formaban, mint a vad tipusu
tarsaikban. Viszont a ZAP-70"" egerek T sejtes immunhiannyal rendelkeznek, ami miatt
¢lettartamuk normal (nem SPF) koriilmények kozott viszonylag rovid (7-10 hét). A ZAP-70 hiany
altal okozott T sejt defektus helyreallitdsara korabban szamos kisérlet tortént: hemopoetikus
Ossejtekkel intravénas vagy intratimikus bevitellel illetve kiilonbozé viralis génbeviteli
eljarasokkal. Mivel a timocitak adoptiv transzferével kapcsolatban viszonylag kevesebb irodalmi
adat allt rendelkezésre, ezért az ip. timocita traszfer tesztelését tiiztiik ki célul.
IV.6.1. A T sejtek rekonstitiicioja ZAP-70" egerekben ip. timocita transzfert kvetéen

A T sejt hiany korrekcidjara a ZAP-70"" egerekben kiprobaltuk, hogy vad tipust egerekbdl
szarmaz6 timocitak intraperitonealis (ip.) transzfere alkalmas moddszer lehet-e a T sejtek
helyreallitasara. Ehhez 5-10 millio timocitat adtunk be a 3-4 hetes recipiens egerekbe a
peritonealis iiregbe majd vizsgaltuk a vér és a periférias limfoid szovetek T sejt tartalmat. Mivel a
ZAP-70" egerekben lényegében nincs érett T sejt a periférias szovetekben (ldsd fenn IV.5.
fejezet), ezért a T sejtek megjelenése biztosan jelzi az adoptiv transzfer hatékonysagat. El6szor is
vizsgaltuk a T sejtek aranyat a vérben: mar 10 nappal az ip. timocita transzfert kovetden T sejtek
jelentek meg a vérben (~4%) és ez az arany stabilan 4-6% k&zo6tt maradt a nyomonkdvetésiink
soran (120 nap). 4 honappal a transzfer utan a recipiens egereket felaldoztuk és a
nyirokcsomoikbdl és a 1épbdl végzett szovettani vizsgalatokat megerdsitettek, hogy a periférian
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valoban megjelentek a T sejtek, amit a helyreallo T sejtes teriiletek mutattak. Tovabba igazoltuk,
hogy az ip. timocita transzfert kovetden a T sejtek tobb mint 80%-a aff TcR-t expresszalt a vérben,
a nyirokcsomokban és a lépben. Bizonyos esetekben az egereket 12 honapig kovettiik és a
transzfer stabilan fennalt még ilyen hossz(i id6tartamon keresztiil is, amit a jelentsen
meghosszabodott tulélésiik is bizonyitott. A timusz vizsgalata azt mutatta, hogy a transzferalt
egerekben CD4"- és CD8" egyszeresen pozitiv sejtek jelentek meg, ami a T sejt képzés
helyreallasat jelezte.
IV.6.2. AT sejt helyreallitas korai kinetikaja a priférias limfoid szovetekben az ip. transzfert
kovetden

A vérben a T sejtek aranya 5,5%-t ért el a 24. napra, majd kissé¢ csokkent a 31. napon. A
Iépben egy hirtelen ndvekedést tapasztaltunk a 10. és 24. nap kozott, amit tovabbi ndvekedés
kovetett a 31. napig. Azt gondoljuk, hogy ez egyrészt a T sejtek thymus feldli bearamlasanak,
masrészt pedig a T sejtek lokalis expanzidjanak lehetett kdszonhet6. A nyirokcsomokban csak
nagyon kis valtozast mértiink (4-5% kozott mozgott) a vizsgalt idOszakban, bar a kezdd
idOpontban itt volt a legmagasabb a T sejtek ardnya valosziniileg a yd T sejtek jelenléte miatt. A
4. napon a vérben, a nyirokcsomokban ¢€s a Iépben talalhato T sejtek nagy része még yo T sejt volt
, amiknek az aranya fokozatosan csokkent a 24. napig, ezzel parhuzamosan az aff T sejtek aranya
pedig fokozatosan nott.
IV.6.3. A thymusban zajl6 korai valtozasok az ip. timocita transzfert kovetéen

Azért, hogy lassuk milyen valtozasok zajlanak a timuszban az els6 4 hétben az ip.
timocita transzfert kovetden, megvizsgaltuk a timocita alcsoportokat a 0., 4., 10., 17., 24. és 31.
napokon. Az ip. timocita transzfert kovetden, a CD4°CD8” DN timocitdk aranya megemelkedett
a 17. napra, mig a CD4"CD8" DP sejtek aranya csokkent. Ezzel parhuzamosan a CD4"- vagy
CD8" SP sejtek aranya a 4. nap utdn noni kezdett és a 17. napra érte el a csucsat, ami a T sejt
fejlédés helyreallitasat mutatta. Erdekes modon a timocita alcsoportok Osszetétele a 24. napra
visszatért a kiindulasi ardanyokhoz. A tovabbiakban megvizsgaltuk a timusz szovettani szerkezetét
is. A ZAP-707 egerek timuszaban nincs rendezett medullris teriilet, ezzel szemben az ip.
timocita transzfert kovetd 17. napon medulla "foltok" jelentek meg a timuszban.
IV.6.4. A donor eredetii T sejtek kimutatisa GFP transzgenikus timocita transzferével

Ahhoz, hogy bizonyitsuk, hogy a fent leirt T sejt repopuléacié az ip. timocita transzfert
kapott egerekben valoban kimérizmus kialakulasanak volt koszonhetd, a kdvetkezo kisérletekben
GFP transzgenikus egerekbodl szarmazo donor timocitdkat hasznaltunk fel. Hét és 12 héttel a
transzfert kovetéen a vérben, nyirokcsomokban ¢és a Peyer plakkokban megjelend T sejtek 70-
90%-a GFP pozitiv volt, a Iépben a PALS régioban lattunk GFP pozitivitast, mig a timuszban
erds GFP expressziot tudtunk kimutatni RT-PCR sgitségével.
IV.6.5. A T sejtek helyreallitasa funkcionalis T sejtek képzodését eredményezte

Habar a transzferalt egerek szignifikansan meghosszabbodott ¢lettartama mar azt mutatta,
hogy a T sejtek helyreallitasa az immundeficiencia korrekcigjahoz vezethetett, de kdzvetleniil is
vizsgaltuk a T sejtek funkcigjat. A transzferalt egerekbdl szarmazd T sejtek anti-CD3/CD28
stimulacio hatasara hasonlo aktivalt tirozin-foszforilaciés mintazatot és proliferacios képességet
mutattak mint a vad tipust egerekbdl szarmazo kontrol T sejtek, azaz a donor eredeti T sejtek
funkcidja normalis volt.
IV.6.6. A donor timocitik a az omentumon talalhaté "milky spotok'-on keresztiil hagyjak
el a peritonealis iireget

Annak a tisztazésara, hogy vajon milyen Utvonalon hagyhatjak el a donor timociték a
peritoneumot CFSE jelolt donor timocitdkat adtunk be ip. a recipiens egerekbe. Miutan
megvizsgaltuk a peritoneum kiilonbozo részeit €s a kornyezd elvezetd nyirokcsomokat, azt
talaltuk, hogy a jelolt sejtek {6 gyiilekezési helye az omentum volt és az innen izolalt limfocitak
tobbsége CD4™ CD8 DN fenotipusu volt. Az omentumbol készitett whole mount készitményben
az latszott, hogy a CFSE' sejtek aggregatumokban helyezkedtek el fibronektin pozitiv
teriileteken, amiket "milky spot"-okként azonositottunk.

A recipiensek  peritoneumaba befecskendezett timocitdk egy kevert sejtcsoportot
alkottak, amiben mind éretlen (DN és DP) mind pedig érett SP sejtek voltak. Azt feltételezziik,
hogy az a kevert sejtpopulaciéo komplex modon repopulalta a recipiensek limfoid szoveteit: az
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érett SP sejtek valoszinilileg képesek voltak belépni a periférias limfoid szervekbe/szovetekbe,
ahol torténhet egy homeosztatikus expanzid, ami viszonylag gyorsan helyredllithatja az
immunologiai funkciokat és elsegithati a talélést. Ezzel szemben az éretlen sejtek valdszintileg
rendelkeznek azzal a képességgel, hogy repopulaljak a primer limfoid szerveket és ezaltal egy
hosszu tava (honapokig fennmarado) stabil T sejt képzést hozzanak 1étre.

IV.C. A LEP IMMUNOLOGIAI SZEREPE AUTOIMMUN ARTRITISZBEN

A 1ép a legnagyobb masodlagos nyirokszerv, ami jelent0s szerepet jatszik mind a velesziiletett-,
mind pedig az adaptiv immunvalaszban, emellett kritikus a szerepe a B sejtek érésében is,
beleértve a Bl-, B2- és margindlis zona B (MZB) sejteket, ¢és egyediilalldé modon, minden
periférias B sejt alpopulacio (Bla/b, B2, marginalis zona (MZ) B sejt) megtalalhat6 benne. A Iép
szerepe jol ismert a vorosvérsejtek lebontdsaban és a vérbdl szarmazo patogénekkel - foleg a
tokkal rendelkez6 baktériumok - szembeni immunvalaszban. Nem sokat tudunk azonban a Iép
lehetséges részvételét: megndvekedett a mérete €s tobb aktivalodott sejtet talalunk benne mind
GIA mind CIA egerekben.

IV.7. Enyhébb autoimmun artritisz és csokkent B sejt receptor fiiggé Ca’* bearamlas
Nkx2-3 knock-out egerekben

A Nirenberg-Kim (NK) 2 homeobox 3 (Nkx2-3) homeodomén transzkripcios faktor
elengedhetetlen szerepet tolt be a 1ép, a Peyer-plakkok és a vékonybél valamint az bél limfoid
szoveteinek fejlodésében. Az Nkx2-3 fontos szerepet tolt be a 1ép szerkezetének a kialakulasaban
¢s funkcidjaban, mivel szabalyozza a B sejt éréshez- és a T sejt fiiggd (TD) immunvalaszhoz
szlikséges megfeleld mikrokornyezetet. Hidnya rendezetlen csirakdzpont (GC) képzddéshez
vezet, ami abnormalis masodlagos B sejt érést és csokkent antitest termelést okoz minimalis
affinitas éréssel Az Nkx2-3 hianyos (Nkx2-37) egerek vagy teljesen aszpléniasak vagy
szignifikansan csokkent a 1épiik mérete és hianyzik a marginalis zona. Jelen munkank célja az
volt, hogy felderitsiik az Nkx2-3 hiany hatasat GIA-ban, és tanulmanyozzuk az Nkx2-3 hianyanak
hatasat a B sejtek jelatvitelében €s aktivacidjaban.
IV.7.1. Az rhGl-indukalt artritisz silyossaga és incindencidja csokkent az Nkx2-3 knock-
out egerekben

Mivel az Nkx2-3 knock-out egerekben sulyos 1ép fejlodési defektus figyelhetd meg, ezért
kivancsiak voltunk, hogy a GIA kivélthato-e benniik. Az Nkx2-3" egerekben is kialakult az
artritisz, de alacsonyabb sulyossaggal és incidenciaval, mint a BALB/c kontrolokban, tovabba az
Nkx2-37 egerek 1aban szignifikinsan csokkent duzzanatot mértiink.
IV.7.2. Mikro CT vizsgalatok megerésitették a csokkent porc- és csont destrukciot az Nkx2-
3 knock-out egerekben

Az RA nemcsak az iziileti porcot karositja, hanem tipusos elvaltozasok a csont vesztés,
oszteofita kialakulas és, foleg a betegség késdi stadiumaiban, ankildzis kialakulasa. Ezeknek a
megvizsgalasira mikro-CT vizsgélatot végeztiink az artritiszes Nkx2-3"- és BALB/c egerekben.
A BALB/c kontrol egerekben jelentds volt az oszteofita képzddés és a csontfelszinek
szabalytalanokka valtak fleg a tarzalis és metatarzalis teriileteken. Ehhez képest az Nkx2-37-
egerekben joval kisebb volt a csont karosodas és csokkent a periartikularis gyulladasos
oszteopor6zis mértéke is.
IV.7.3. A G1 specifikus immunvalasz dsszehasonlitisa Nkx2-3"- és BALB/c egerekben

Az Nkx2-37 egerekben talalt enyhébb- és alacsonyabb incidenciaju artritisz alapjan a
kovetkezokben megvizsgaltuk az rhG1 antigénnel szembeni immunvalaszt, hogy mennyiben
feleltethetd meg a klinikai képnek. Az in vitro vizsgélatokban kettéosztottuk az Nkx2-3"" egereket
artritiszes €s nem artritiszes csoportokra, azért hogy lathassuk az immunologiai paraméterekben
fennall6 esetleges kiilonbségeket. Szignifikansan csdkkent proliferacios aktivitast mértiink in vitro
1ép sejt kultirdkban mind az artritiszes-, mind a nem artritiszes Nkx2-3"" csoportban az artritiszes
BALB/c-hez viszonyitva. Az Nkx2-3" egerek 1ép sejtjei szignifikansan kevesebb IL-4-t, IL-6-t és
IFNy-t és szintén kevesebb (de nem szignifikdnsan) IL-17-t termeltek, mint a BALB/c Iép sejtek.
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A szérumban az anti-thG1- és anti-CCP IgG1 szintek szignifikansan alacsonyabbak voltak a nem
artritiszes Nkx2-37-, mint az artritiszes BALB/c kontrol egerekben. Az artritiszes Nkx2-3”-
egerekben hasonld volt az anti-thG1- és anti-CCP IgG1 antitestek szintje, mint a BALB/c
kontrolokban. Tovéabba az anti-CCP IgG2a szintek alacsonyabbak voltak (bar nem szignifikans
mértékben) az Nkx2-3"~ egerekben - fiiggetleniil attol, hogy artritiszesek voltak vagy nem - mint
a BALB/c kontrolokban. Ahogy vartuk, a nem artritiszes Nkx2-3" egerekben alacsonyabb volt az
anti-thG1- és anti-CCP IgG1 szint mint az artritiszes Nkx2-3"" szérumokban, viszont nem volt
kiilonbség az anti-CCP IgG2a szintjeiben. Nem szignifikansan, de emelkedett IL-1p, IL-4, IL-6
és TNFa és csokkent IL-17 és IFNy szinteket mértiink az artritiszes Nkx2-37 egerekben az
artritiszes BALB/c kontrolokhoz képest. Szintén nem szignifikdnsan, de magasabb volt az IL-1f3,
IL-4 és IL-6 citokinek szérum szintje az artritiszes Nkx2-3"" egerekben a nem artritiszes Nkx2-3
" egerekhez viszonyitva.

IV.7.4. A B- és T sejtek Ca*" jelatvitelének dsszehasonlitasa Nkx2-3"- és BALB/c egerekben
azt feltételeztiik, hogy a B sejtek aktivacioja karosodhatott, ami csdkkent artritisz sulyossagot
eredményezett. Azért, hogy megvizsgaljuk a B sejtek aktivaciojat, az inguinalis- €s mezenterialis
nyirokcsomokbol izoldlt limfocitakban mértiink intracellularis Ca®* jelet. Az Nkx2-37 egerek
inguinalis nyirokcsomo B sejtjeiben szignifikansan csokkent az anti-IgM- vagy anti-IgG
stimulaci6 hatdsara kialakulé Ca*" jel a BALB/c kontrolhoz képest. Hasonloan, a mezenterialis
nyirokcsomoé B sejtekben is csokkent Ca*" jelet mértiink a BALB/c kontrolhoz képest az Nkx2-3
" egerekben, bar ez a kiilonbség nem érte el a statisztikailag szignifikans mértéket. Végiil, az Nkx2-
37 egereknek mind az inguinalis-, mind pedig a mezenteridlis nyirokcsomé T sejtjei hasonlé Ca**
jelet mutattak, mint a BALB/c kontroloké, ami azt mutatta, hogy az Nkx2-3 mutacio csak a B
sejtekben specifikusan okozott aktivacios zavart.

Kovetkeztetésiil, az Nkx2-3"7 egerekben talalt komplex immunvélaszbeli valtozasok,
amiket a sulyosan karosodott 1€p szerkezet és -funkcio okoz, magyardzhatja az enyhébb artritisz
kialakuléasat. A sejtek szintjén pedig a B sejtek gyengébb aktivacidja, legalabbis részben, felelds
lehet az immunvalasz megvaltozasaért.

IV.8. A Iép eltavolitasa megvaltoztatja az immunvalaszt, de nem akadalyozza meg az
iziileti gyulladast egér RA modellben
Mivel az Nkx2-3 hidnyos egerekben sohasem teljes a Iép hidnya, ezért a tovabbiakban azt kivantuk
megvizsgalni, hogy vajon a 1ép teljes sebészi eltavolitasa (szplenektomia) hogyan befolyasolja az
autoimmun artritisz kialakulésat.
IV.8.1. Az autoimmun artritisz hasonléan alakult a szplenektomizalt csoportban mint a
kontrolokban

Az immunizalds hatasara a Iépeltavolitott- és 1ép megtartott (kontrol) csoportokban is
hasonld kinetikaval alakult ki az autoimmun artritisz, a kisérlet végén hasonld sulyossagi
pontszamot figyeltiink meg mindkét kisérleti csoportban és az incidencia is 90% koriil volt
mindkét csoportban. Nem talaltunk szignifikans eltérést a szplenektomizalt - és a kontrol
metszetek szovettani képe kozott sem: minden esetben intenziv gyulladas jelei latszottak a boka-
valamint a 1ab kis iziiletei kortil.
IV.8.2. A szérum citokinek és autoantitestek szintjének valtozasai a szplenektomizalt
egerekben

A szérumban szignifikansan magasabb IL-1[ szintet talaltunk a kontrol egerekben a
szplenektomizaltakéhoz képest. Kiss¢ magasabb volt a gyulladasos IL-6 és TNFa szintje a
kontrol csoportban, tovabba a Thl és Thl7 citokinek (IFNy, IL-23 és IL-17) szintje szintén
magasabb volt a kontrol egerek szérumaban, mig az IL-4 szint a szplenektomizalt egerekben volt
kissé magasabb. Az artritiszben szerepet jatszo szérum antitestek (anti-thG1 IgG1 és -IgM, anti-
CCP IgGl és -IgG2a, és RF IgM és -1gG) koziil, az rhG1 IgM kivételével mind a szplenektomizalt
egerekben volt magasabb.
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IV.8.3. Az artritiszes szplenektomizalt egerekben megvaltozott a B sejtek dsszetétele és nott
az aktivalt T helper sejtek arianya

A lépeltavolitas hatasara a follikularis- €s nem follikularis B sejtek aranya eltolodott az
utobbiak (foleg B1- és marginalis zona B sejtekbdl all) iranyaba. A memoria B- és a plazmasejtek
aranya szignifikansan csokkent a szplenektomizalt egerekben. Az artritiszes egerekben a nem
follikularis B sejtek iranyaba torténd eltolodas még kifejezettebb volt, a memoria B sejtek €s a
plazma sejtek aranyanak novekedésével egyiitt a 1épeltavolitastol fiiggetleniil.

A szplenektomia szignifikansan novelte a keringd T sejtek szazalékos aranyat, de nem
véltoztatta meg a CD4"/CD8" T sejtek aranyat. A kontrol artritiszes egerekben a teljes T sejt szam
novekedett, de a szplenektomizalt egerekben nem. Az artritiszes egerekben nétt a CD4" T sejtek
aranya, mig a CD8" T sejtek aranya szignifikansan csokkent, amit nem befolyasolt a
lépeltavolitas. Kiemelendd, hogy az aktivalt CD4" T sejtek aranya nétt az artritiszes egerekben,
ami szignifikdnsan nagyobb volt a szplenektomizalt csoportban.

IV.8.4. A 1ép jelentosége a GIA modellben

Eredményeink azt mutattak, hogy a lép eltdvolitasa nem befolyasolta a GIA klinikai képét
szignifikansan, habar egyértelmii kiilonbségek latszottak mind a szérum paraméterekben, mind
pedig a keringé limfocita alcsoportok tekintetében. A Iép immunfuoreszcens vizsgalata azt
mutatta, hogy jelentdsen nagyobb follikulusok voltak az artritiszes egerek 1épében, mint az
egészségesekében, tovabba tobb és nagyobb centrum germinativumot is detektaltunk, ami aktiv
immunvalaszra utalt. Az thG1 specifikus immunvalasz vizsgalatdhoz az artritiszes egerek 1€pébdl
antigén stimulacié hatasara. A 1épsejtek jol lathatd proliferacios valaszt mutattak az in vitro
rhG1stimulacio6 hatasara ¢€s jelent6s mértéki IL-4, IL-6, IL-17, IFNy és TNFa termelést mértiink.
IV.8.5. Az rhGl1 specifikus immunvilasz eltolédik a nyirokcsomoék felé a szplenektomizalt
egerekben

Habar a 1ép érintett az artritisz indukcidban, a szplenektomizalt egerekben mégis kialakult
az autoimmun artritisz hasonld kinetikaval és incidencidval mint a kontrol egerekben. Azt
feltételeztiik, hogy a 1ép hidnyat az immunrendszer kompenzalta és mas periférias limfoid
szerv(ek) "atvehették", legalabb részben, a 1ép funkcidjat az autoimmun valaszban. Ezért
megvizsgaltuk, hogy mi lehet a szerepe az inguinalis- és mezenterilis nyirokcsomoknak GIA-
ban. A szplenektomizalt artritiszes egerekben jelentésen megnagyobodtak az inguinalis
nyirokcsomok a kontrolokhoz képest, tovabba a szplenektomizalt artritiszes egerek inguinalis
nyirokcsomoiban észrevehetéen nagyobbak voltak a follikulusok és tobb CG volt, mint az
artritiszes- vagy egészséges kontrolokban vagy az egészséges szplenektomizalt egerekben. Ez a
nagy szamu ¢és -méreti follikulus a szpelenektomizalt artritiszes egerekben egy folyamatban levo
immunvalaszra utalt. A mezenterialis nyirokcsomokban nem voltak annyira egyértelmii
kiilonbségek a Iépeltavolitott- és kontrol csoportok kdzott, mint az inguinalis nyirokcsomokban,
de az artritiszes egerekben talalt CG szam ndvekedés mégis arra utalt, hogy a mezenterialis
nyirokcsomok is aktivalodhattak GIA-ban.

A mezenteridlis nyirokcsomo sejteket in vitro rhG1 antigénnel stimulalva a
proliferacioban nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a Iépeltavolitott vagy kontrol egerek
nyirokcsom6 mintaiban. Ezzel szemben a Iépeltavolitott artritiszes egerek mezenterialis
nyirokcsomo sejt kulturai jelentésen tobb 1L-4-t, IL-6-t és IFNy-t és szignifikansan tobb IL-17-t
¢s TNFa-t termeltek mint a kontrol csoportéi.

Osszegezve: az inguinalis- és mezenterialis nyirokcsomok morfoldgiai és funkcionalis
adatai megerdsitették, hogy az rhGl-el szembeni immunvalasz a szplenektomizalt egerekben a
lép feldl eltolodott mas periférias limfoid szervek felé mint a mezenterialis- és inguinalis
nyirokcsomok.

IV.8.6. A nyirokcsomé sejtek Ca®" jelének osszehasonlitasa lépeltavolitott és kontrol
egerekben

Korabban az Nkx2-3 hidnyos egerekben azt taldltuk, hogy a B sejtek Ca®' jelatvitele
szignifikansan megvaltozott. A jelen tanulméanyunkban kivancsiak voltunk, vajon a sebészi
Iépeltavolitas befolyasolja-e az inguinalis- vagy mezenterialis nyirokcsomobdl izolalt T- és B
sejtek Ca®" jelatvitelét. Emelkedett Ca®" jelet mértiink a szplenektomizalt egerek inguinalis
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nyirokcsomo B sejtjeiben a kontrolokhoz képest anti-IgM aktivacié utan, viszont nem talaltunk
kiilonbséget amikor anti-IgG-vel aktivaltuk a sejteket illetve a T sejtek esetében sem. Ezzel
szemben a mezenterialis nyirokcsomokbol izolalt B- és T sejtek mas aktivaciés mintazatot
mutattak: a szpelenektomizalt egerek B sejtjei mind anti-IgM- mind anti-IgG aktivaciora csokkent
Ca®" jelet mutattak a kontrolokéihoz képest, tovdbba, a szplenektomizalt egerek mezenterialis
nyirokcsomé T sejtjei is csokkent Ca?" jelet mutattak, mint a kontrolok.

A 1ép hianya nem akadalyozta meg az autoimmun artritisz kialakulasat a GIA modellben.
Megerd0sitettiik, hogy az inguinalis- és mezenterialis nyirokcsomok jatszottak szerepet az rhGl
specifikus immunvaélasz kialkulasaban, fokozott T helper aktivacion és autoantitest termelésen
keresztiil. Az immunhalézat sejtjeinek komplex atrendezddése elegendé kompenzaciot jelentett a
1ép hidnyaban az autoimmun artritisz kialakulasdhoz.

IV.9. A 1ép sebészi eltavolitasa egér autoimmun artritisz korai szakaszaban késlelteti
a gyulladasos valaszt és az iziileti karosodast
A fenti tanulmanyunkban (IV.8. fejezet), amiben a lépet az artritisz indukcio el6tt 4 héttel
tavolitottuk el, nem talaltunk kiilonbséget a GIA klinikai- és szovettani képében a kontrol
csoporthoz képest, viszont eltéréseket talaltunk a keringd limfocita alcsoportokban és a szérum
paraméterekben. A kovetkezo kisérletiinkben arra kerestiink valaszt, hogy amennyiben a 1épet az
artritisz indukci6 soran tavolitjuk el, ami megfelel a human RA korai stadiumanak, az hogyan
befolyasolja a GIA kialakulasat. Ehhez a BALB/c egerek 1épét az rhG1 antigénnel torténd
immunizalas soran kiilonb6z6 idopontokban tavolitottuk el. Minden kisérleti csoport harom ip.
oltast kapott a 0., 28. és 56. napokon és az egereket harom kisérleti csoportba osztottuk: az els6
csoportban a lép nem kertilt eltavolitasra a kisérlet végeig (kontrol csoport); a méasodik csoportban
a lépet az elso oltast kdvetden 7 nappal tavolitottuk el (SPE1); mig a harmadik csoportban a lépet
a masodik oltas utan 7 nappal, azaz a 35. napon tavolitottuk el (SPE2).
IV.9.1. A 1ép eltivolitisa az autoimmun artritisz indukcidja soran késleltette az iziileti
gyulladast

A masodik oltast kovetden, a kontrol csoportban szignifikdnsan és progressziven nottek a
sulyossagi pontszamok, ami kozepesen sulyos gyulladasnak felelt meg. Ezzel ellentétben az SPE2
csoportban, amiben a 35. napon végeztiink Iépeltavolitast, a gyulladas klinikai tlinetei csokkentek
¢s a sulyossagi pontszamuk szignifikansan alacsonyabb maradt mint a kontrol csoport egészen a
harmadik immunizalasig. Az SPE1 csoportban tovabbra sem talaltunk artritiszes egereket, azaz
mind a sulyossagi pontszamuk mind pedig az incidencia nulla maradt a masodik oltast kdvetd két
hétben. Habar a 45. naptdl enyhe artritisz jelei mutatkoztak mar az SPE1 csoportban is, de a
sulyossag a kontrol csoporthoz képest szignifikdnsan, az SPE2 csoporthoz képest pedig kis
mértékben enyhébb volt a 38.-46. napok kozott, és az SPEl csoportban az 56. napig (a 3.
immunizalasig) az egerek 65%-a egyaltalan nem lett artritiszes. Az artritisz végso, irreverzibilis,
legsulyosabb formajanak a kivaltasdhoz az egereket harmadszor is beoltottuk az rhG1 antigénnel
az 56. napon. A sulyossagi pontszamokban és az incidenciaban is dramai névekedést tapasztaltunk
minden csoportban. Ezzel egyiitt a kontrol csoportban maradt a legmagasabb a stlyossagi
pontszam egészen a kisérlet végéig. Végiil a végtag duzzanat is hasonlova valt minden csoportban.
Mig a kontrol- és az SPEl csoportokban az incidencia 90% volt a kisérlet végén, az SPE2
csoportban 70% maradt. Ezek az eredmények azt mutattak, hogy bar a szplenektomia késleltette
az artritisz kialakulasat, azonban az ismételt immunizalas hatasara kialakul6 végsé rosszabbodast
mar nem tudta kivédeni.
IV.9.2. Az autoimmun artritisz korai stidiumaban végzett szplenektomia csont- és porc
megorzéshez vezetett

A boka mikro CT analizise az SPE1- és SPE2 csoportokban magasabb csont siirtiséget
mutatott a kontrol artritiszes csoporthoz képest, tovabba a csont morfologiai eltérések sem voltak
annyira sulyosak. Szovettanban szintén megerdsitettiik, hogy a szplenektomizalt csoportokban
enyhébb foku volt a gyulladés, a pannusz képzddés és a csont infiltracio. Az SPE1 csoportban a
tibia és a talusz felszinén talalhaté porc felszine szinte teljesen ép volt, mig az SPE2 csoportban
porc er6zid6 mar megfigyelhetd volt, bar nem olyan mértékben mint az artritiszes kontrol
csoportban, ahol az iziileti porc felszin szinte teljesen eltlint. Ezek az eredmények azt mutattak,
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hogy a 1ép eltavolitasa az artritisz indukcio korai szakaszaban meggatolhatja a destruktiv artritisz
kialakulésat.
IV.9.3. A citokin- és autoantitest szintek csokkentek a szplenektomizalt egerek szérumaban

A szérum Th1/Th17- (IFNy, IL-17, IL-23) és a gyulladasos (IL-1p és IL-6) citokinek
szintje a kontrol csoportban volt a legmagasabb. Szinte az 0sszes vizsgalt autoantitest (anti-mPG
IgG1/IgM, RF IgG/IgM és anti CCP-IgG1) alacsonyabb volt a szplenektomizalt csoportban, mint
a kontrolokban. Osszefoglalva: a szplenektomia az artritisz indukcié soran csdkkent autoantitest
szinteket eredményezett a szérumban, ami megfelelt a csokkent csont- és porc elvaltozasoknak.
IV.9.4. A lépeltavolitas megvaltoztatta az in vitro citokin termelést és a T helper polarizaciét
GIA-ban

Csokkent, de nem szignifikdns mértékben, IL-17-, IFNy- és TNFa szintet mértiink a
szplenektomizalt egerek mLN kultirainak a feliiluszdjaban a kontrolokhoz képest. Referenciaként
megmértiik a kontrol (1ép megtartott) csoportban a 1ép sejtek in vitro kultirainak feliiliisz6ibol is
ugyanezeket a citokineket. A Iép sejtek nagy mennyiségben termeltek IL-4-t, [IFNy-t, IL-6-t, IL-
17-t és TNFa-t, ami Osszhangban van a kordbban szamos tanulméanyunkban leirtakkal.
Altalanossagban, az thG1 antigénnel torténé stimulacié erdteljesebb citokin valaszt véltott ki a 1ép
sejtek kultaraiban, mint a mLN sejtekében.

A Th1 sejtek aranya az SPE1 csoportban volt a legmagasabb, viszont az SPE2 csoportban
ennél alacsonyabb aranyt mértiink, ami kdzel volt a kontrolhoz. A Th2 sejtek esetében az SPE1
egerekben volt a legmagasabb az arany és az SPE2-ben a legalacsonyabb. Végiil a Th17 sejtek
aranya a kontrol egerek nyirokcsomoiban volt a legmagasabb, amit az SPE1 és az SPE2 kovetett.
Ahogy vartuk, a kontrol egerek 1épében foleg a Th1 és a Th17 sejtek voltak dominansak. Ezek az
eredmények megerdsitették, hogy a GIA korai szakaszaban végzett Iépeltavolitas valoban
befolyasolta a T helper polarizaciot, ami, legalabbis részben, hozzajarulhatott a fent leirt klinikai
képben ¢€s a szérum paraméterekben talalt kiilonbségek kialakulasahoz.

IV.9.5. Viltozasok a Treg sejtcsoportban autoimmun artritisz kialakuldsa soran
szplenektomizalt egerekben

A kontrol csoportban azt talaltuk, hogy a Treg arany nem valtozott az elsé és masodik
immunizalas hatdsara, de a harmadik oltast kdvetoen az aranyuk szignifikansan csokkent. Ezzel
szemben, mindkét szplenektomizalt csoportban a Treg arany a masodik immunizalsat kovetoen
emelkedett, amit viszont szignifikans csokkenés kovetett az utolsé oltas utan, a kontrol csoporthoz
hasonloéan.

Ezek alapjan azt gondoljuk, hogy amennyiben a lépeltavolitds az elsé immunizalas
kovetden 7 nappal torténik (SPE1), akkor az az aktivalodo T- és B sejtek és a memoria prekurzor
sejtek eltavolitasaval jelentésen késlelteti az artritisz indukciot; ha azonban a lépeltavolitast a
masodik oltast kovetden 7 nappal végezziik (SPE2), amikorra az rhG1 altal kivaltott immunvalasz
mar kialakult, akkor az valoszinlileg csokkentette a lépben talalhatd memoria sejtek szamat, de
nem befolyasolta a kordbban mar differencidlodott €s a periférias szovetekbe vandorolt effektor-
¢s memoria sejteket (pl. a csontvel6ben talalhatdé hosszll élettartami plazmasejteket vagy a
nyirokcsomokban 1évé memoria sejteket). Osszefoglalva, a 1ép eltavolitasa az autoimmun artitisz
korai stadiumaban hasznos lehet, mivel gatolja a csont- és porc destrukciot az iziiletekben. Ez
valdszintlileg Osszefiigg a keringd Treg sejtek aranyanak a ndvekedésével és a Thl/Th17
polarizacié csokkenésével, ami hozzajarulhat a szérum autoantitestek alacsonyabb szintjéhez is.

IV.D. TERMESZETES- ES PATOLOGIAS AUTOANTITESTEK VIZSGALATA
AUTOIMMUN MODELLEKBEN

Korabban azt gondoltak, hogy az autoantitestek kizarolag az autoimmun betegségek markerei.
Azonban az autoantitestekre vonatkozo tudasunk alapvetden megvaltozott, amiota felismerték a
természetes vagy fiziologias autoantitesteket, amelyeket egészséges egyének szérumaban,
korabbi immunizalas nélkiil is megtalalhatdoak és nem okoznak szdveti karosodast. Ezek a
fiziologias autoantitestek genetikailag és evoliciosan konzervalt antigéneket ismernek fel (pl.
hésokk fehérjék, sejtvaz komponensek, sejtmag strukturak, mitokondrialis enzimek, szérum
komponensek etc.), ami alapjan megsziiletett az "immunologiai homunkulusz" vagy
"immunkulusz" elmélet, ami szerint ezen természetes autoantitestek haldzata fontos szerepet tolt
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be az immunologiai szabalyozasban. A természetes autoantitestekre vonatkozd tudasunk
folyamatos gyarapodasa ellenére még mindig nincs kozvetlen bizonyiték arra, hogy az
Osszetételik vagy mennyiségiik megvaltozdsa hozzajarulhat-e az autoimmun betegségek
kialakulasahoz.

A B1 és marginalis zona (MZ) B sejtek termelik azokat az alacsony affintiast polireaktiv,
foleg IgM tipust antitesteket, amelyeket természetes antitesteknek (natAAT) neveziink.
Egerekben a B1 sejtek a pleura- és peritoneum {liregben talalhatoak és az IgM antitestek
termelésének koriilbeliil 80%-ért felelosek. A B1 sejtek hossza élettartamtiak és Gnmegujitd
képességgel rendelkeznek és tovabb csoportosithatbak Bla- és B1b alcsoportokra a CD5
expressziojuk alapjan. Stimulaci6 hatasara a Bl sejtek képesek a peritobneumbdl a a Iépbe vagy
nyirokcsomokba vandorolni ahol natAAT termeld sejtekké alakulnak. A natAAT-k szamos
immunolégiai funkcidoban vesznek részt, példaul apoptozis indukcio, komplement aktivacio, FcR
kozvetitett aktivacio, antigén opszonizacio és allograft rejekcio.

A natAAT-ek egy jelentds része autoantigénekkel reagdl, ezért ezeket természetes
autoantitesteknek (natAAT) nevezziik. A natAAT-k kotdédhetnek megvaltozott sajat antigénekhez
¢és neo-antigénekhez eloregedett, apoptotikus vagy nekrotikus sejtekbol amiknek eldsegithetik a
fagocitozisat. Ezért a natAAT-k szerepet jatszanak a szoveti homeosztazis fenntartasaban és
fontosak lehetnek az autoimmun betegségek kialakulasanak meggatlasaban. Tobb tanulmany is
alatamasztotta, hogy olyan egerekben amelyekben a szérum IgM szint alacsony, magasabb
patologias IgG AAT szinttel rendelkeznek.

IV.10. A természetes- és patologias autoantitestek kor fiiggd valtozasokat mutatnak
a New Zealand Black (NZB) spontin autoimmun modellben

A spontan autoimmun NZB t6érzsben autoimmun hemolitikus anémia (AIHA) alakul ki 6 hénapos
¢letkortol, majd késdbb az egerek egy részében 12 honapos kor utan Iép lymphoma is kialakul.
Az AIHA egy ritka autoimmun betegség, amiben autoantitestek pusztitjdk a VVT-ket, ami
anémidhoz vezet. Habar eléfordulhatnak egyéni variaciok, az NZB egerek a spontan AIHA
tanulmanyozasanak hagyomanyos modelljei. Annak ellenére, hogy az NZB egér modellt mar
¢vtizedek ota ismerjiik, a spontdn AIHA és a késobb kialakuld limfoma kialakulasanak pontos
mechanizmusa nem teljesen ismert és a natAAT-k szerepe csak részben volt jellemzett. Jelen
munkankban leirtuk, hogy a Hsp60-, Hsp70- és a CS specifikus természetes antitestek szintje a
szérumban életkor fliggd valtozasokat mutat NZB egerekben: eldszor egy kifejezett novekedés
volt a 6-9 honapos korig, amit csokkenés kovetett az 6regebb egerekben. Ezzel parhuzamosan, 6
hénapos kor koriil megjelentek a patAAT-k (Coombs pozitivitas, ANA és anti-dsDNS), ami
egybeesett a spontan AIHA kialakulasaval. A B sejt populaciok valtozasai megfeleltek az
autoantitest szintek valtozasainak: a natAAT termeld Bl sejtek aranya csokkent az idésebb
egerekben, mig a plazmasejtek és a memoria B sejtek aranya fokozodott, amelyek a patAAT
termeléséért lehetnek felelosek. Eredményeink alapjan azt gondoljuk, hogy a natAAT-ktdl a
patAAT-k felé torténd eltolodas az egerek hat honapos kora koriil hozzajarulhat az NZB fenotipus
kialakulasahoz. A natAAT-k szintje még relative magas szinten maradt ezutan is, ami a lehetséges
kompenzatorikus szerepiikre utalhat, azonban nem tudtdk megakadalyozni az autoimmun
betegség kialakulasat.

IV.11. A 1ép befolyasolja a természetes- és patologias autoantitestek egyensulyat egy
egér autoimmun artritisz modellben

A 1ép nemcsak a natAAT termelésben szerepet jatszo sejteket tartalmazza, hanem
a legnagyobb masodlagos nyirokszerv, amiben aktivalodott- és memoria follikularis B2
sejtek is talalhatok, amik nagy affinitdsi monospecifikus antitesteket termelnek, beleértve
a pathAAT-ket is. A 1ép fontos szerepet tlthet be a tolerancia és autoimmunitas kozotti
finom egyenstly fenntartasaban, a kettds funkcidjanak koszonhetden: a gyulladasgatld
hatast natAAT termelé6 MZ B- és B1 sejtek illetve a pathAAT-ket termelé B2 sejtek
egyideji jelenlétével.

Jelen tanulmanyunkban vizsgalni kivantuk a 1ép szerepét a nat/patAAT-k
egyensulyanak szabalyozdsdban autoimmun artritiszben. Elemeztiik a szérum natAAT
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szintjeit a porc PG aggrekan-, a Hsp60-, a Hsp70- és a mitokondridlis CS antigénekre
egészséges kontrol- és artritiszes BALB/c egerekben. Tovabba vizsgaltuk azt is, hogy
hogyan befolydsolja a sebészi Iépeltavolitds a nat/patAAT termelését artritiszes
egerekben. Eredményeink azt mutattak, hogy a PG aggrekdn, Hsp60-, Hsp70- és CS
antigénekre specifikus natAAT szintek életkor fiiggd valtozasokat mutattak egészséges
BALB/c egerekben. Az autoimmun artritisz indukcidja nem véltoztatta meg jelentdsen a
mért natAAT-ek szintjét, a szplenektomia viszont egyértelmiien csokkentette a natAAT-
k szintjét. Erdekes modon, a patAAT-ek szintje pontosan ellentétes valtozast mutatott: a
szplenektomizalt egerekben volt magasabb a szintjilkk, mint a kontrol artritiszes
egerekben. Ezek alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a Iépnek szerepe van a nat/patAAT-k
egyensulyanak kialakitdsdban autoimmun artritiszben.

IV.E. IMMUNOLOGIAI MECHANIZMUS VIZSGALATA AUTOIMMUN
MIOKARDITISZ MODELLBEN
IV.12. Az FTY-720 (Gilenya) kezelés megakadalyozza a spontan autoimmun
miokarditisz kialakulasat
A miokarditisz a szivizom gyulladasa, amit leggyakrabban viralis- és nem viralis fertézések,
gyogyszerek altal kivaltott hiperszenzitiv reakciok vagy autoimmun reakciok valtanak ki. A
széles kort kutatasok ellenére nem létezik definitiv gyogymaod a miokarditiszre, ezért az uj modell
rendszerek kutatasa kiilondsen fontos.
IV.12.1. A HLA-DQS8®*'P“.Tg egerekben végzetes szivelégtelenség alakul ki fiatal
életkorban

A homozigéta HLA-DQS8B'B-Tg egerekben korai haldlozist (2-3 hénapos korban)
figyeltiink meg szivelégtelenség kovetkeztében, ami 4-5 hetes korban kezdddott. A betegség a
testtomeg- és a fizikai aktivitas csokkenésével kezdodott, a végtagok és szemek sapadtak vagy
cianotikusak voltak, amit fokozatosan 06déma képzodés valtott fel. Végstadiumban a beteg
egereken jelentOs teljes test 6déma alakult ki (4.68 B abra). Az allatok boncolasa soran nagy
mennyiségll pleuralis- és peritonedlis folyadék gyiilemet, extrémen kitagult szivet és duzzadt,
sOtét szinli majat talaltunk (4.68. C abra), amik megfelelnek a DCM tiineteteinek. HE festett
metszeteken egyértelmiien latszott, hogy a szivizmot mono- és polimorfonuklearis sejtek
infiltraltak foleg a szivizom periférias része fel6l mar 3-5 hetes még egészségesnek latszo HLA-
DQSPAMB_Tg egerekben is, azaz a a DCM-t valoban miokarditisz okozta. Immunfluoreszcens
analizissel a szivizom neutrofil granulocita infiltracidjat igazoltuk mind felszinesen, mind
pedig a mélyebb szdvetekben, tovabba T sejteket és makrofagokat is talaltunk.
IV.12.2. A DCM-t autoimmun miokarditisz okozta

Miutan a virusos miokarditisz lehetségét kizartuk, teszteltik a HLA-DQS8PAM®<.Tg
egerek szérumat kering6 szivizom antigénekre specifikus autoantitestek iranyaba. A beteg egerek
széruma reagalt a sziv miozinnel illetve felismert a szivizom lizdtumban egy 30 és 40kDa
nagysagu antigént, az irodalmi adatok alapjan a 30 kDa-os fehérje megfelelhet a sziv troponinnak
(33 kDa). A beteg egerek széruma indirekt immunfluoreszcenciaval (IF) a kardiomiocitak
membranjahoz kozeli teriiletein elhelyezkedd antigénekhez kotddtek, erds citoplazmatikus
granularis festodés mellett. Direkt IF-al pedig igazoltuk, hogy in vivo antitest depozitumok voltak
a beteg HLA-DQSPA®_Tg egerek szivében, nagyon hasonlé mintazattal, mint az indirekt IF-ben.
IV.12.3. Betegség aszocialt génexpressziés valtozasok a DCM-s HLA-DQS8®*'®.Tg egerek
szivében

Egy DCM specifikus PCR array platformot segitségével 48 DCM-hez kapcsolodo gén
expressziojat vizsgaltuk: 26 gén expresszalodott eltéré6 modon legalabb a 4 vizsgalt DCM
mintabol legalabb 3-ban: 14 gén fokozott-, 12 gén pedig csokkent expressziét mutatott a
miokarditiszes egerek szivében az egészséges kontrolokhoz viszonyitva. Ezek alapjan két
jelatviteli utvonal génjeit sikeriilt beazonositani a HLA-DQSPA'P.Tg egerek beteg
miokardiumaban: az extracellularis matrix receptor interakcio- és az inzulin-szerli névekedési
faktor utvonalakat. A megvaltozott expressziot mutatd gének kiemelkedd szerepet jatszanak
olyan utvonalakban, amik a miokardialis fibrozist, hipoxiat és gyulladast szabalyozzak.
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IV.12.4. Az FTY720 kezelés megvédte a HLA-DQS8P*'®“_Tg egereket az autoimmun
miokarditisz kialakulasatél

Preventiv kezelési sémaban a TNFo blokkolasa Remicade-al, a kalcineurin gatlasa
ciklosporin A-val és az anti-CD44 kezeléseknek nem volt szignifikans hatasa a talélésre a kontrol
egerekhez képest. Ezzel szemben az FTY720, ami egy szfingozin-1-foszfat (S1P) receptor
antagonista, megndvelte a talélést 100%-ra, azonban a kezelés abbahagyasat kovetden az
egerekben szinte mindig kialakult a DCM. Amikor a betegség korai szakaszaban 1évo egereket
kezeltiink FTY720-al kissé lassabban progredialt a betegség a kezelés kezdetekor €s a talélés is
kissé meghosszabbodott, de az a hatas csak enyhe volt és nem szignifikans.

Osszefoglalva: a HLA-DQS8BB“.Tg egerekben korai életkorban kialakulé spontan
miokarditisz végzetes DCM-hez vezet. A korfolyamat autoimmun jellegét a kovetkezd
eredmények tadmasztottak ald: gyulladasos sejtes infiltracio (T sejtek, neutrofilek és makrofagok)
a myocardiumban, a beteg egerek széruma miokardialis antigénekkel reagalt ami antitest
lerakodéashoz vezetett a szivizomban. Tovabba FTY720 kezeléssel, ami megakadalyozza a
limfocitak nyirokcsomokbol valo kilépését, sikeresen kivédhetd volt a betegség kialakuldsa, ami
jelentésen meghosszabitotta a kezelt allatok élettartamat.

V. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Kiilonboz6 autoimmun egér modellek felhasznalasaval a kovetkezé megfigyeléseket tettiik.

1. A PGIA kialakulasaban meghatdrozo jelent0sége van a lokalis peritonedlis T sejtes
immunvalasznak és a korai IL-17 termel6désnek. Ennek a hatterében a peritonealis rezidens B1
sejtek Th17 polarizalo hatasat feltételezziik. A PGIA ezek alapjan "kevert" Thl és Thl7 iranyu
betegség modell.

2. A PGIA modell az emberi RA-hez hasonloan életkorral Osszefiiggést mutat. Az élettkorral
Osszefiiggd valtozasok ("immundregedés") koziil azonositottuk a kovetkezoket: (i) a PG-
specifikus T sejtes immunvalasz csokkent, (ii) a citokinek termelodése Gsszességében csokkent,
¢s a Thl iranyba tolodott, (iii) az (auto)antitest termelddés csokkent, (iv) a T/B sejt arany csokkent,
(v) eltolodast talaltunk a memoria T sejtek irAnyaba, (vi) szignifikansan csokkent a CD28°CD4"
sejtek aranya, (vii) zavart Treg indukciot talaltunk, (viii) az aktivalodott T sejtek aranyanak
sokszoros novekedésével, és (ix) megvaltozott a myeloid/limfoid APC arany az utdbbiak javara
az antigén beadasanak a helyén (peritoneum).

3. PG-specifikus TcR transzgénikus egértdrzsben spontan artritiszt irtunk le. Az artritisz 6 hénapos
kortol alakul ki, és az IL-4 hianydban fokozddott az incidencidja. A korfolyamat hatterében a T
sejtek koros aktivacidja és csokkent apoptozisa allhat, amit az IL-4 szabalyoz.

4. A TcR jel erdssége befolyasolja az autoimmun artritisz kialakulasat a T sejt aktivacid és
apoptozis egyensulydnak szabalyozasaval, amit kétféle PG-specifikus TcR transzgénikus-
valamint csokkent ZAP-70 expresszioju egértérzsben is meg tudtunk erdsiteni. Az optimalis jel
er0sség koran kialakuld és stlyos artritiszhez vezet, mig a "szub"- vagy "szupraoptimalis" jel
hatasara az autoreaktiv T sejtekben az apoptozis keriil tilsulyba aminek lassabban kialakul6 és
enyhébb artritisz az eredménye.

5. Az intraperitonealisan beadott timocitak tartésan repopulaltdk a ZAP-70 knock-out egerek
nyirokszdveteit és helyreallitottak a T sejtes immunhianyt.

6. Az Nkx2-3 gén kilitott egerekben enyhébb volt az autoimmun artritisz, aminek a hatterében a
1ép szerkezeti zavarai miatt bekovetkezd csokkent immunvalasz és a B sejtek csokkent aktivacidja
allhat.

7. A 1ép sebészi eltavolitasa az artritisz indukcié megkezdése eldtt nincs hatassal az artritisz
klinikai és hisztologiai képére. A szplenektomizalt egerekben modosult az immunvalasz és a 1ép
hidnyat az immunrendszer mas elemei példaul a nyirokcsomok kompenzalni tudtak.

8. Az artritisz indukci6 soran, az els6 vagy masodik immunizalas utan - ami a preklinikai ill. korai
RA-nak felelhet meg - végzett szplenektomia hatasara az artritisz késobb alakult ki, €s enyhébb
szoveti karosodassal jart, azaz protektiv hatasu volt.

9. NZB egerekben kor fiiggd emelkedést tapasztaltunk a természetes autoantitestek szintjében,
mig a patologias autoantitestek a 6. honaptol indultak ndvekedésnek, amikor a spontdn autoimmun
betegség kialakul. Az autoantitestek egyensulyaban bekovetkezo valtozasok a nem follikularis B
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sejtek aranyanak fokozatos csokkenésével és a memoria B- és plazmasejtek novekedésével
hozhat6 6sszefiiggésbe.

10. BALB/c egerekben kor fiiggd csokkenést tapasztaltunk a PG-vel, és hosokk fehérjékkel
reagald természetes autoantitestek szintjében, de a természetes autoantitestek szintjét nem
befolyasolta a GIA kialakuldsa. A 1€p sebészi eltavolitasa viszont csokkentette a természetes
autoantitestek- és novelte a patologias autoantitestek szintjét autoimmun artritiszben.

11. Spontan kialakuld6 autoimmun miokarditiszt irtunk le HLA-DQS8 transzgénikus BALB/c
egerekben, anti-kardialis miozin antitest termeléssel, gyulladasos sejtes infiltracioval a
szivizomban, €s szignifikans génexpresszios valtozasokkal. A limfoctak recirkulacidjat blokkolod
FTY720 kezelés sikeresen megeldzte az autoimmun miokarditisz kialakulésat.

VI. MEGBESZELES

Munkam soran az autoimmunitast befolyasold tényezoket térképeztem fel kiilonb6zo
autoimmun modellek felhasznalasaval. Itt most csak néhany olyan f6 "motivumot" emelek ki,
amiket igy utolag a kiilonbozo projektekbdl kozos szempontként lehet azonositani (3. abra).

Az egyik ilyen k6z06s pont az dregedés hatasainak a felderitése az autoimmun folyamatok
kialakulasaban. Az immunrendszer Oregedése ("immunszeneszcencia") miatt idoésebb korban
fokozddik az infekcidkra vald hajlam, az autoimmun- €s daganatos betegségek eléfordulasa, ami
mind az elimindciés- mind a tolerancia mechanizmusokban bekovetkezd szabalyozasi
zavaroknak koszonhet6. Ebben a munkaink alapjan mind az adaptiv- mind pedig a természetes
immunrendszer elemei érintettek. Az eredmények részletes felsorolasat melldzve, tobbféle
egértdrzsben (BALB/c és NZB) illetve betegség modellben (artritisz és AIHA) kimutattunk az
immunrendszer oregedésével kapcsolatot (3. abra).

/ Immunrendszer

Eliminx . DY
Idegen In&cig Adaptiv Autoantigének
antigének T sejtek: aktivci6 és apoptézis
egyensulyénak zavara, Treg/Takt ara’ny
TcR jel erésség - ZAP-70 ltolod3 R\
— B sejtek: élekor figes eltolodasa Mitokondrialis
valtozasok, aktivacio valtozas Breg .
Baktériumok Antitestek Enzimek (CS, MDH, PDH)
MHC: I-AY(BALB/c, NZB), /
HLA-DQS8 - N
( ) ) i Sejtmag
Virusok Lep Peritoneum FiZi0|égiéS DNS' hisztonok
T Autoimmunitds : /
~ Természetes “mmunkulusz” N
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~— !
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3. abra A koros autoimmunitas kialakulasaban szerepet jatszo tényezok. A normal szabalyozas felboruldsa esetén az immunrendszer
kiilonbo6z6 részei halozatosan egylittmitkodve képesek elkiilononiteni a sajat- s nem sajat struktirakat és erre megfelelé immunvalaszt
adnak (lasd I.1. abra). Kisérleteink szerint az adaptiv- és természetes immunrendszer elemeiben bekovetkezé valtozasok (pirossal
emeltem ki) a tolerancia mechanizmusok felbomlasahoz ¢és koros autoimmun szdvetkdrositashoz vezethetnek. A kiilonbozo
autoimmun korfolyamatokban ezek a tényezOk mas-mas kombinaciokban fordulnak elé. Az immunszeneszcencia hatasai rendkiviil
szerteagazoak mind az adaptiv- mind a természetes immunrendszerben. A 1ép és a peritoneum fontos szabalyozo szerepet tolthet be
az autoimmunitas szabalyozasaban. CS: citrat-szintaz, MDH: malat-dehidrogenaz, PDH: piruvat-dehidrogenaz, PG: proteoglikan, DC:
dendritikus sejt

Az immunszeneszcencia egyes esetekben "spontan" autoimmunitashoz vezetett: a PG-spec. TcR
Tg egerekben artritisz, mig az NZB egerekben AIHA alakul ki id6sebb korban, masképp viszont,
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ahogy a PGIA ¢és GIA esetében lattuk, a leghatékonyabban az id6s egerek immunizalasa vezetett
artritiszhez. Azonban a specifikus modellekben mégis eltérd tényezoket talaltunk a
korfolyamatok hatterében: mig a PG-spec. TcR Tg egerekben valosziniileg az aktivalodott
autoreaktiv T sejtek csokkent apoptdzisa miatt alakul ki az artritisz az életkor elorehaladasaval,
addig az NZB torzsben a nat/pat AAT egyensuly megvaltozasat latjuk az AIHA kialakulasa soran
(3. abra). A 1ép sejt Osszetételének vizsgalata soran példaul kiilonbséget talaltunk a follikuléris
(konvencionalis) B sejtek aranyanak alakuldsaban az 6regedés soran: az NZB torzsben 6 honapos
kortol jelentésen csokkent (ami egybeesik az AIHA kezdetével), mig a BALB/c torzsben
viszonylag alland6 maradt (3. abra).

Egy masik fontos megallapitasunk, hogy a 1ép illetve a peritoneum 6sszekotd kapocsként
szolgalnak a természetes- és az adaptiv immunredszer kozott az autoimmun folyamatok
kialakulasa soran (3. abra). Itt egyrészt utalok a peritonedlis iireg szerepére a (P)GIA kivaltasa
soran az immunizalasra adott specialis immunvalasz beindulasaban, masrészt azokra az adoptiv
transzfer kisérleteikre, ahol a peritoneumba beadott sejtek (aktivalt- vagy prekurzor T sejtek)
hatékony homingjat figyeltiink meg. A peritonealis teriilet és a 1ép kozott fennallo aktiv sejt
kozlekedés mar korabban leirasra Kkeriilt, azonban ennek a részvétele az autoimmunitas
szabalyozasaban még nem volt ismert. Kiilonosen érdekes tovabba a peritoneumban talalhatod
szesszilis nyirokszoveti szerkezetek szerepe a lokalis- és szisztémds immunitasban. Jelen
vizsgalatainkban ugyan csak a milky spot-ok szerepe meriilt fel, mint lehetséges belépési pont a
peritoneumba beadott sejtek szamara, de az utobbi évek kutatdsai soran leirasra keriilt FLAG
(foliate lymphoid aggregates) és FALC szoveti elemek részvétele az immunologiai szabalyozo
folyamatokban szintén érdekes lehet.

Végiil kisérleteink arra is ramutatnak, hogy az allatmodellek hasznélata az autoimmun
betegségek vizsgalatiban még mindig megkeriilhetetlen. A jol jellemzett és beallitott modellek
segitségével olyan részletek is tanulmanyozhatdoak a betegségek kialakuldsa soran amik
elképzelhetetlenek human vizsgélatokban. A human korfolyamatokkal fennallo transzlacios- €s
reverz transzlacidés viszony vezethet el hosszabb tavon specifikusabb kezelési formak
fejlesztéséhez. Az allatmodellekben komplex modon, az immunrendszer teljes halozata
részvételével alakulnak ki az autoimmun kérfolyamatok, az emberhez hasonldan, ami egyszer(ibb
kisérleti rendszerekben pl. sejt- vagy szdvet kultirakban nem vagy csak jelentésen korlatozottan
vizsgalhatoak. A mesterséges intelligencia biologiai kutatasokban valo széles kort elterjedésével
ugyan feltételezhetd, hogy bizonyos autoimmun betegségek vagy folyamatok in silico is
komplexen modellezhet6vé valnak, de még ebben az esetben sem valdszintl, hogy a biologiai
validalas allatkisérletekben elhagyhato lenne. Az (ijabb kezelés lehetdségek tesztelésében szintén
nem kihagyhato 1épés az emberi tesztelést megel6zden az allatmodellekben vald kiprobalas.
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