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BEVEZETES

A kiilonféle autoimmun gyulladdsos megbetegedések a populacid jelentds
hanyadat érintik, kezelésiik azonban nem minden esetben teljesen megoldott, ami 0j

terapias megkozelitések kutatdsa mellett szol.

Az autoimmun betegségek kapcsan kialakuld szovetkarosodasok jellemzo
mechanizmusa az autoantitestek képzése ¢és a szovetekben az immunkomplexek
kialakuldsa, mely beindithatja a normalis esetben a kiilsé patogének eliminalasat célzo
védekezd apparatust, gyulladast hoz létre. Ez a nem megfeleld helyen és idében térténd

aktivacio vezet aztan a tunetek kialakulasahoz illetve a szovetkarosodashoz.

Az autoimmun gyulladdsos betegségek kutatasanak régoéta alapvetd eszkoze a
kiilonféle in vivo allatmodellek alkalmazasa. A K/BxN szérum transzfer arthritis vagy az
autoantitest-fiiggd holyagos borgyulladas olyan fontos emberi megbetegedéseket
modelleznek, mint a rheumatoid arthritis illetve a bullosus pemphigoid ¢és az
epidermolysis bullosa acquisita. Patomechanizmusuk koézos vonasa a myeloid sejtek
gyulladds helyén torténd aktivacidja, melynek nélkiilozhetetlen 1épése az
immunkomplexek Fcy-receptorokon keresztiil torténd felismerése, illetve a gyulladas
helyére torténd B2-integrin-fiiggd leukocyta migracio.
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felelds viralis onkogének cellularis megfeleldiként azonositottak, lényegében ez vezetett
el a protoonkogének felfedezéséhez. Legfontosabb és legismertebb szerepiik a sejtek
integrinek jelatvitelében, és ezaltal a sejtadhézids folyamatokban is. Szdmunkra
kiilondsen érdekes, hogy az Src-kinazok nélkiilozhetetlenck a fehérvérsejtek P és P2
integrinjeinek jelatvitelében. A daganatos betegségek kialakulasaban jatszott kiemelkedd

szerepiik miatt fontos daganatellenes célpontokka valtak.

Tekintettel arra, hogy az autoimmun gyulladédsos megbetegedések kialakulasdhoz
elengedhetetlenek a B2 integrinek, azok jelatvitelében pedig nélkiilozhetetlenek az Src-
kinazok, doktori munkdm soran az Src-kinazok autoantitest-fliggd gyulladasos

betegségekben jatszott esetleges szerepét vizsgaltam.



CELKITUZESEK

Doktori munkdm soran az alabbi kérdéseket vizsgaltuk:

1.

Van-e valamilyen szerepe a Hck, Fgr, Lyn Src-tipusu tirozin-kinazoknak
az autoantitest-fliggo iziileti gyulladas egérmodelljében?
A Hck, Fgr és Lyn kindzok koziil mely vagy melyek fontosak?

3. Melyik sejttipus tehet6 feleldssé a megfigyelt hatasokért?

Milyen az arthritis patomechanizmusat érintd eltérések allhatnak a
hattérben? Sziikségesek-e az Src-kinazok

a. a gyulladésos sejtinfiltracio kialakulasahoz?

b. amyeloid sejtek endogén migracios képességéhez?

c. amegfeleld gyulladasos kornyezet kialakulasahoz?
Melyik ismert jelpalya lehet <érintett az Src-Kindzok hianyaban

autoantitest-fiiggd arthritisben?

A kérdések vizsgalatahoz az emberi autoimmun gyulladasos megbetegedések in vivo

allatmodelljeit és genetikailag mddositott egértdrzseket hasznaltunk.



MODSZEREK

Kisérleti allatok

A felhaszndlt genetikailag médositott egértorzsek. Kisérleteinkhez a Hek™Hev (Hck ),
Fgr™*Hev (Fgr’), Lyn™So" (Lyn™), Itgh2'™?8% (CD187), Itgal™"o% (CD1la™),
Itgam™MYd (CD11b ), Fcerlg™®R& (FcRy ™), Mcl-1"*LysM-Cre (Mcl-12myeleid) ¢g a
Tg(TcraR28,TcrbR28)KRNDIm (KRN) egértorzseket hasznaltuk. Az egyes torzseket
C57Bl/6 genetikai hattéren, jellemzdéen homozigéta formdban tartottuk fenn. A
genotipizéalashoz allélspecifikus PCR-t alkalmaztunk. Kontrollként vad tipusa C57Bl/6
egereket hasznaltunk. A Semmelweis Egyetem Egyetemi Allatkisérleti Bizottsaga (EAB)
illetve a Pécsi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga valamennyi
allatkisérletiinket engedélyezte.

Csontveldi kimérak. A csontveldi kimérdkat CD45.2 allélt hordozé teljes csontveld
elozetesen letalis egésztest-besugarzason atesett, CD45.1 allélt hordozo recipiensekbe
torténd intravénas beadasaval allitottuk el6. A transzplantacid utdn 3-6 héttel a
repopulacio mértékét, ezaltal a transzplantacié sikerességét a donor eredetii aramlasi
citometriaval mértiikk. Az in vivo kompetitiv migracios mérésekhez hasznalt kevert

kimérak el6allitasat alabb ismertetem.

K/BxN szérum transzfer arthritis

Az arthritis vizsgalatahoz K/BxN autoantitest-medialt iziileti gyulladds modellt
hasznaltunk. A beteg egyedekbdl szarmazo, autoantitesteket tartalmazo szérumot (300-
400 pl egyedenként) intraperitonealisan injektaltuk vad tipusu és génhianyos egerekbe.
Ezt kovetden 2 héten keresztiil naponta klinikai pontozassal értékeltiik a betegség
sulyossagat illetve mértiik a bokak vastagsadgat. Az iziileti funkcid karosodasat racson

valo fiiggeszkedési képesség vizsgalataval mértiik.

Autoantitest-indukalt holyagos borgyulladas modell
Az emberi epidermolysis bullosa acquisita nevii autoantitest-indukalt holyagos

boérgyulladéas egérmodelljét kollagén VII-ellenes antitestek beadasaval valtottuk ki.



In vivo infiltracio vizsgalata

Az in vivo sejtinfiltracio vizsgalatdhoz hematoxylin-eosinnal festett metszeteket
készitettiink. Az arhtritis indukcidjat kovetd 4. napon a boka és a mellsé végtag distalis
iziileteinek kornyékét kimostuk, majd floureszcensen jeldlt antitestekkel valo festést
kovetben aramlasi citometriaval szamoltuk az Ly6G™ neutrophileket, az Ly6G F4/80"
vagy Ly6G CD11b* monocyta/macrophagokat.

In vivo migracio

CD45.2 allélt hordozo vad tipust (C57BL/6), Hck " Fgr’-Lyn”", CD18 7 illetve FcRy
donorokbdl szarmazé csontveldt kevertiink 6ssze valtozé aranyban CD45.1 allélt hordozo
vad tipusu csontveldvel, majd azt elézetesen letalis besugarzason atesett vad tipusu
recipiensekbe transzplantaltuk. A kiilonbozé CD45.2-pozitiv (génhidnyos) sejtek

crer

jellemeztiik.

Neutrophilek, monocytak és macrophagok in vitro vizsgalata

A sejtek izoldlasa. A myeloid sejtek in vitro miikodéseinek vizsgalatahoz primer
csontveldi neutrophileket tisztitottunk gradiens centrifugaldssal illetve monocytakat
magnesesen jelolt antitestekkel. A sejteket ezt kovetden azonnal felhasznaltuk.

In vitro sejtvdlaszok vizsgalata. Immobilizalt immunkomplex felszin létrehozasédhoz
human szérum albumint (HSA) kotottink ELISA lemezek felszinéhez, majd azt
blokkolast kovetéen anti-HSA 1gG-vel kezeltik. A gyulladdsos mediatorok
felszabadulasanak vizsgalatahoz neutrophileket immobilizalt immunkomplex felszinen 1
illetve 6 oOran keresztiill 37 °C-on inkubaltunk. A sejtmentes feliiliszobol ELISA
méréseket végeztiink. A neutrohilek szuperoxid-termelését immobilizalt immunkomplex
felszinen, 37°C-on, fotometrids modszerrel mértiik. A statisztikai szdmitasokhoz az igy

kapott kinetikai gorbékbdl gorbe alatti teriiletet szamoltunk. A neutrophilek és monocytak

crer

crcr

vizsgalatahoz azokat immobilizalt immunkomplex- illetve egér rekombinans I[CAM-1
felszinre helyeztiik 1 6ran at 37°C-on inkubaltuk, majd a kitapadt sejteket mikroszkoppal

illetve savas foszfataz teszttel mértik.



Gyulladasos mediatorok meghatarozasa in vivo
A korabban leirt modon preparalt synovialis folyadék illetve az in vitro stimulalt
neutrophilek sejtmentes feliiluszgjabol 1L-1B, KC, MCP-1, MIP-1a, MIP-2 és LTB4

ELISA méréseket végeztiink a gyarto utasitasai szerint.

Az adatok abrazolasa, statisztika

Az egyes méréseket legalabb haromszor illetve legalabb harom egéren elvégeztiik. Az
1dobeli valtozasokat abrazolo fiiggvények esetén a tovabbi statisztikai elemzéshez ¢€s
Osszehasonlitashoz a gorbe alatti teriiletet hasznaltuk, melybdl kivontuk a nulla
idépontnak megfeleld értékeket.

A statisztikai szignifikancia meghatarozasahoz az egyes genotipusok adott
kisérletben adott ,,valaszat” hasznaltuk. Ehhez minden kisérletben meghataroztuk az
egyes genotipusok kontroll és stimuldlt mintai eredményének (idébeli valtozasok esetén
a gorbe alatti terlilet) kiilonbségét. Az igy kapott értékeket normalizaltuk az azonos
kisérletben mért vad tipust minték ,,valaszara”. Ezutan a normalizalt értékeken kétmintas
nem-egyenlé  varianciaji, heteroszcedasztikus  t-prébat  végeztiink  annak
meghatarozasara, hogy az adott genotipus statisztikailag mennyiben tér el a vad tipustol

az adott mérés esetén. Szignifikanciaszintként 0,05-0s p-értéket hasznaltunk.



EREDMENYEK

A Hck, az Fgr és/vagy a Lyn sziikséges az arthritis létrejottéhez

Els6é korben tisztazni szerettiik volna, hogy van-e barmilyen szerepe a myeloid sejtek
legfontosabb Src-tipusu tirozin-kindzainak autoantitest-indukalt arthritis 1étrejottében.
Vad tipust egerekben autoantitestek hatasara jelentds mértéki iziileti gyulladas alakult ki
annak klasszikus klinikai tiineteivel és az iziileti funkcié karosodasaval. A Hck, Fgr és
Lyn egyiittes genetikai hianyaban azonban a betegség nem jott 1étre. Amennyiben az Src-
kinazok csak a haematopoeticus rendszerb6l hianyoztak, az egerekben nem alakult ki
gyulladas. Ezzel szemben vad tipusu csontvelvel transzplantalt HckFgr/Lyn™

recipiens egerekben a vad tipushoz hasonlé mértéki gyulladast figyeltiink meg.

Az arthritis kialakulasa soran a Hck, Fgr és Lyn egymast helyettesithetik

Mind a Hck™, az Fgr'= és a Lyn”" egyszeres, mind a Hck"Fgr’= és az Fgr’-Lyn™"
kétszeres génhianyos csontveldi kiméradkban a vad tipussal dsszevethetd mértéki arthritis
alakult ki. A Hck”Lyn™ kettds génhidnyos allatok esetében ugyanakkor jelentds,
statisztikailag szignifikans, de kozel sem teljes karosodast tapasztaltunk. Teljes

karosodast azonban kizardlag a Hck és Fgr és Lyn egyiittes hianyaban lattunk.

A Hck, Fgr és Lyn kizarolag neutrophileket érinté hianya elegendé az arthritisszel
szembeni teljes védettséghez

A viarakozasoknak megfelelden a neutrophilhidnyos Mcl-11/Mox yspererere (Mcl-
1Amyeloidy eoerek teljes mértékben védettek az autoantitest-indukalt arhtritisszel szemben.
Vad tipusu neutrophilek hozzdadasaval (kevert csontveldi kiméradkban) a betegség iranti

fogékonysag visszaallithato, Hck"Fgr’-Lyn~--al azonban nem.

Hck, Fgr és Lyn hianyaban a myeloid sejtek gyulladasos infiltracioja elmarad

Az autoantitestek hatasara vad tipusban szovettani metszeteken jellegzetes gyulladasos
sejtinfiltraci lathato, mely Hck, Fgr és Lyn hidnyaban elmarad. Aramlasi citometridn
alapul6 kvantitativ méréseink ezt mindenben megerdsitették, B2 integrinek és Src-kinazok
hidnyadban nem alakul ki a vad tipusra jellemzd neutrophil- és monocyta/macrophag

invazid az iziiletek kornyékén. Hasonld eredményre jutottunk egy masik autoantitest-



fliggd gyulladas, az emberi epidermolysis bullosa acquisita egérmodelljének vizsgalata

soran is.

A Hck—/-Fgr—/-Lyn—/— myeloid sejtek endogén migracios képessége megtartott

A fenti eredmények arra utalnak, hogy a Hck, Fgr és Lyn Src-kindzok hidnya egy Bo-
integrin-fiiggd migracios karosodashoz vezet. Az in vivo sejtszintli, endogén migracios
képesség vizsgalatira egy olyan, kevert csontveldi kimérdkra alapulé megkdzelitést
alkalmaztunk, melyben az egyes génhianyos és vad tipusu sejteket in vivo egyazon
szervezeten, egyazon gyulladdsos kornyezeten beliil kdzvetleniil hasonlithattuk Ossze.
Varakozasunknak megfeleléen neutrophilek és monocyta/macrophagok B2-integrinek
hianyaban nem képesek bejutni a gyulladas helyére. Meglepetésiinkre azonban Hck ™~
Fgr'-Lyn™" neutrophilek és monocyta/macrophagok ardnya a periférias vérben és a
synoviumban lényegében megegyezett. In vitro transwell rendszerben a Hck, Fgr és Lyn
Src-tipust tirozin-kinazok jelenléte illetve hianya nem befolyasolja sem a neutrophilek,
sem a monocytadk migracios képességét, fiiggetleniil attdl, hogy az adott kemokin

iranyaba torténd vandorlashoz sziikségesek-e a B2 integrinek.

A gyulladasos kornyezet kialakulasa karosodott

A gyulladésos infiltracié hianya és a megtartott endogén migracios képesség kozotti
latszolagos ellentmondas hatterében a migraciohoz nélkiilozhetetlen gyulladasos
mikrokdrnyezet elégtelensége all. A Hck, Fgr és Lyn hianyaban elmarad ugyanis a vad
tipusban az iziiletek kornyékének gyulladasaval 6sszefliggésben tapasztalt IL-1p-, KC-,
MCP-1-, MIP-2- és LTBs-emelkedés, a MIP-1a-szint ndvekedése pedig jelentdsen, bar

nem szignifikansan karosodik.

A neutrophilek immunkomplexekre adott sejtvalaszaihoz sziikségesek az Src-
kinazok

Az immunkomplexek érzékelése az in vivo gyulladas szempontjabdl is fontos, hatasukra
in vitro vad tipust neutrophilek képesek szuperoxidot és gyulladasos mediatorokat
termelni, Hck, Fgr és Lyn Src-kinazok hianyaban azonban mind a szuperoxid, mind a
gyulladdsos mediatorok termelése elmarad. Szintén karosodik a neutrophilek

immunkomplex illetve ICAM-1 felszinre torténd letapadasa.



Az Fc-receptor-y-lanc hianya Hek”-Fgr--Lyn~—hez hasonl6 fenotipussal jar

Fc-receptor-y-lanc-hianyos (FcRy ) egerek, melyekben a sejtek felszinérél valamennyi
aktivald Fcy-receptor hianyzik, a Hck’Fgr/Lyn”" egerekhez hasonléan teljes
mértékben védettek az autoantitest-indukalt arthritisszel szemben, a gyulladasos sejtek
infiltracidja esetiikben is teljes mértékben elmarad. A myeloid sejtek endogén migracios
képessége ugyanakkor szintén megtartott mind in vivo kevert kimérakban, mind in vitro
rendszerben. Az Src-kinazokkal megegyez6en az FcRy-lanc is nélkiilozhetetlen in vivo a
gyulladasos kérnyezet kialakulasahoz. In vitro FcRy™~ neutrophilek immunkomplex
felszinen nem képesek szuperoxidot illetve gyulladisos mediatorokat termelni. Hck™~
Fgr'Lyn” kimérakban vad tipusii csontveld egyiittes transzplantaciéjaval annak
aranyatol fliiggd mértékben az arthritis iranti fogékonysag visszaallithato, FcRy”

csontveld azonban erre semmilyen ardnyban sem képes.

In vivo folyamatokban az LFA-1, mig in vitro a Mac-1 integrin a fontos

A korabbi adatokkal 6sszhangban azt talaltuk, hogy CD187~ allatokban nem alakul ki
iziileti gyulladds, Mac-1 hidnyaban a betegség némileg sulyosabb, mint vad tipusban,
LFA-1 hianya esetén pedig jelent6sen, de a korabbi adatokkal ellentétben nem teljesen
kérosodik. In vivo kevert csontveldi kimérdkban a Mac-1"" myeloid sejtek endogén
migracios képessége fokozott, LFA-17" neutrophileké teljes mértékben, monocytaké
jelentdsen gatolt. Neutrophilek immunkomplex felszinen 1étrejovoé szuperoxid- és
gyulladdsos mediator-termelése CD18 és Mac-1 hianyaban megegyez6 mértékben

részben karosodik, LFA-1 hianydban azonban nem.



KOVETKEZTETESEK

10.

A Hck, az Fgr és/vagy a Lyn Src-tipusu tirozin-kindzok heamatopoeticus expresszidja
nélkiilozhetetlen az autoantitest-indukalt arthritis kialakulasahoz.

Az arthritis kialakuldsa soran a Hck, Fgr és Lyn egymast helyettesithetik.

A Hck, Fgr és Lyn kindzok kizarélag neutrophileket érintd hidnya elegendd az
autoantitest-indukalt arthritisszel szembeni teljes védettséghez.

Src-kinazok hianyaban a myeloid sejtek gyulladasos infiltracidja elmarad.

A Hck”Fgr-Lyn™ myeloid sejtek in vivo és in vitro endogén migracios képessége
megtartott.

A Hck, Fgr és Lyn hidnyaban a gyullad4sos kornyezet kialakulasa kéarosodott.

A neutrophilek immunkomplexekre adott sejtvalaszaihoz, a szuperoxid-termeléshez
¢s a gyulladasos mediatorok elvalasztasahoz sziikségesek az Src-kinazok.

Az Fc-receptor-y-lanc hianya Hck”/Fgr’-Lyn”-hez hasonlé fenotipussal jar, az
FcRy ™~ allatokban nem alakul ki arthritis, elmarad a gyulladasos sejtinfiltracio annak
ellenére, hogy a myeloid sejtek endogén migracios képessége in vivo és in vitro is
normalis. A Src-kindzokhoz hasonléan a gyulladdsos kornyezet kialakuldsdhoz
valamint a neutrophilek in vitro immunkomplex-fiiggé jelatviteléhez elengedhetetlen
az FcRy-lanc.

A HckFgr-Lyn™ és FcRy”’ myeloid sejtek nem képesek kompenzalni egymas
hatasat in vivo az autoantitest-fiiggd arthritis kialakulasa soran.

Autoantitest-fiiggd gyulladasokban a f intergrinek hidnyaban tapasztalhato in vivo

fenotipusért az LFA-1, mig az in vitroért a Mac-1 hianya a felelds.
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