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1. BEVEZETES

Egy hemopoetikus sejtvonal genetikai hianyat hordozd egértdrzs nagyban
hozzajarul az immunologiai és gyulladasos folyamatok megértéséhez egészséges és beteg
szervezetben. Az egyik legjobb példa erre a rekombinaciot aktivalo Ragl vagy Rag2
gének torlése, ami a B- és T-sejtek hianyat eredményezil. Ezt a modellt széles kdrben
alkalmazzék az adaptiv immunvalasz vizsgalatara in vivo bioldgiai folyamatokban. Egy
ilyen genetikai modell hasznossadgat meghatarozza az adott sejtvonal hianyanak mértéke
¢s specificitdsa, valamint olyan altaldnos jellemzdk, mint a muténs egértdrzs megjelenése,
tulélése és tenyésztési sajatossagai.

A doktori munkdm donté részét a neutrofil granulocitdk miikodésének és
gyulladasos betegségekben betoltott szerepének vizsgalata képezte. Ennek részeként
részletesen jellemeztem egy egértorzset, melyben genetikailag kddolt modon a neutrofil
granulocitak stlyos és specifikus hianya jon létre, majd validaltam a modellt egy ismerten
neutrofil-fiiggd betegségmodellben. Eredményeim konnyebb megértése érdekében
el6szor részletesen bemutatom a neutrofil granulocitakat, valamint azokat a modelleket,
melyeket a neutrofil granulocitak in vivo tanulmanyozasara alkalmaztak.

Munkdm maésodik részében a kontakt hiperszenzitivitds egérmodelljét, az
allergias kontakt dermatitiszt vizsgaltam. Kevés informacio érthetd el a szakirodalomban
arrdl, hogy a neutrofil granulocitdk milyen szerepet toltenek be a betegség kialakulasaban.
Kutatomunkam soran arra Kerestem a valaszt, az altalam jellemzett neutropénias
egértorzs alkalmazasaval, hogy a neutrofil granulocitdk a kontakt hiperszenzitivitas
modell melyik fazisaban jatszanak fontos szerepet. A konnyebb megértés érdekében, a
beveztéseben roviden Osszefoglalom az allergias kontakt dermatitisz és a kontakt

hiperszenzitivitas jellemzdit is.

1.1. A neutrofil granulocitik jellemzése

A neutrofil granulocitak, masnéven polimorfonuklearis (PMN) sejtek vagy

neutrofilek, az emberben keringd leukocitak legnagyobb (50-70%), egerekben egy kisebb

crer
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immunrendszer sejtes elemei, jellegzetes szegmentalt sejtmaggal rendelkeznek,
citoplazmajukban neutrofil festddést mutatd granulumokat tartalmaznak®.

A neutrofil granulocitak fontos szerepet toltenck be a gazdaszervezet korokozokkal
szembeni védelmében, de bizonyos esetekben hozzajarulnak a szoveti karosodasokhoz is,
mint pl. autoimmun betegségek?®, a kardiovaszkularis rendszer betegségei
(ateroszklerdzis’, miokardialis infarktus®, stroke®, iszkémia/reperfuzi6 okozta
karosodas'?), anyagcsere betegségek!, trombozis'?, allergia és anafilaxias reakciok'?,
rakos megbetegedések®, neurodegenerativ betegségek'>!®. Emiatt kétélii kardként is

emlegetik a neutrofil granulocitikat!"18,

1.1.1. A neutrofil granulocitak érése és homeosztazisa

A neutrofilek a csontveldi hemopoetikus 6ssejtbdl (HSC) fejlédnek ki. A k6zos
mieloid progenitor (CMP), majd a granulocita-monocita progenitor (GMP) alak utan a
granulocitopoézis elsé azonosithatd eleme a mieloblaszt. Ezt kdveti a nagyobb, kerek,
kissé ovalis alaku sejt, a promielocita, mely primer, un. azurofil granulumokat tartalmaz
¢s a csontvel6i sejtek kb. 3%-at teszi ki. A promielocitak osztodasa utan keletkeznek a
mielocitdk, melyek kisebbek, citoplazmdjuk szintelen és a csontveldi sejtek kb. 5%-at
képezik. A neutrofil granulocitdk fejlodési rendszerében ez az utolsé osztddasra képes
alak. A metamielocita vagy jugend forma 12-16 pm atmérdji, a csontveld egyik
leggyakoribb sejtje (kb. 10-30%), vese vagy bab alaku mag jellemzi. Ez a forma mar
fiziologias koriilmények kozott is megjelenhet 0-2%-ban a periférias vérben. A stab vagy
band alak magja hossza és vékony, kromatinja tomott, a periférias vérsejtek kb. 0-4%-at
alkotja. Ezekben az ecldalakokban mar megtalalhatok a tercier vagy zselatinaz
granulumok is®!°. Az érett neutrofil granulocita hasonlit a stab alakhoz, de a magja 2-4
helyen leflizddik, mely révén 3-5 szegmens képzodik. A neutrofil granulocitak csontveldi
fejlodését és a kiilonbozo alakok morfoldgiai jellegzetességeit az 1. és a 2. abra foglalja
0ssze.

Egy 0jabb kutatas szerint a GMP sejtekbdl egy nagy mértékben proliferalodo,
neutrofil granulocita iranyba elkotelez6dd preneutrofilek alakulnak ki, melyekbdl a nem
proliferalodo, éretlen neutrofilek, majd végezetiil az érett alakok fejlédnek ki. A
preneutrofilek nagy mértékii expanziot mutattak gyulladas (pl. szepszis) esetén a 1épben

¢s a csontvelOben. Az éretlen és érett neutrofil granulocitdk nagy migracios készséggel

10
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rendelkeznek és féként az effektor funkcidkat latjak el?®?! . A granulocitopoézis utolsé
szakaszaban, az érett neutrofil granulocitak kialakuldsahoz elengedhetetlenek a C/EBPa
(CCAAT/enhancer binding protein a), C/EBPe, a Gfi-1 és a PU.1 transzkripcios

faktorok?1-%,

Mielocita

‘\ Metamielocita

:‘ Band neutrofil

Erett PMN

1. abra: A neutrofil granulocita eléalakok morfolégiai jellegzetességei.

Forrds: Pillay és munkatdrsai alapjin (%).

A neutrofil granulocitdk életeideje a tobbi leukocitdhoz képest meglehetésen
rovid (lasd. 1.1.3. alfejezetben), ebbdl adodoan a neutrofil populacié folyamatosan jul,
naponta normal allapotban 1-2x10%! 1j sejt termelddik egy felndtt emberben®.

A neutrofil granulocitdk képzddését nagymértékben meghatarozza a PMN sejtek
szovetekben torténd apoptozisa (programozott sejthaldl). Az apoptotizald sejteket a
makrofagok és dendritikus sejtek fagocitaljak, ezzel egy iddben csokken a fagocitak IL-
23 termelése?®28, Az IL-23 szabalyozza a vd T-sejtek és NK-szerti T-sejtek altal termelt
IL-17A kibocsajtast, mely egy fontos stimulus a granulocita-kolonia stimulalé faktor (G-
CSF) felszabadulasahoz>?12%2°. A G-CSF nélkiilozhetetlen a fertdzések soran fellépd

11
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megndvekedett PMN-igény kielégitéséhez®®, hianydban a neutrofil granulocitdk szdma
nagymértékben csokken a periférias vérben és a szovetekben (1d. 1.2.2.3. fejezetben).

A periférian keringd neutrofil granulocitdk szamat a csontvel0bdl torténd
felszabadulas is nagyban meghatarozza (Id. 2. abra) A PMN sejtek felszinén
expresszalodo CXCR4 kemokin receptor kotddik a csontvel6i stromasejteken levd
CXCL12 (SDF-1) liganddal, ez a kapcsolat tartja a neutrofil granulocitakat a
csontvelében. Ez a csontveldi PMN készlet gyorsan mobilizalhatd egy fertdzés vagy
stresszhelyzet esetén. A CXCR4 receptornak emellett elengedhetetlen szerepe van a
csontvelébe torténd vandorldsban is®l. A CXCR4 fehérjét kodold gén torlésének
kovetkeztében megnovekszik az érett neutrofil granulocitak csontveldbdl a perifériara
torténd felszabadulasa®,

A CXCR2 citokin receptor a mieloid sejtek felszinén expresszalodik, ligandjai a
CXCL1 és CXCL2 a csontvelsi endotél sejteken fejezddnek ki3, CXCR2 hidnyaban az
érett neutrofil granulocitdk képtelenek a periféridra vandorolni és a csontveldben
maradnak, igy neutropénia alakul ki (lasd. 1.2.2.7. alfejezetben). A csontvel6i endotél
sejtek CXCL 12 expresszidjat csokkenti, a CXCL1 és CXCL2 expresszidjat viszont noveli

a G-CSF, ez pedig az érett neutrofil granulocitak felszabadulasahoz vezet334,

1.1.2. A neutrofil granulocitak effektor miikodései

A neutrofil granulocitdk legfontosabb szerepe a patogénekkel (baktériumokkal,
gombakkal) szembeni védelem. Emellett szerepet jatszanak az altaldnos immun- és
gyulladasos reakciok koordinalasaban is a kemokinek, citokinek és lipidmediatorok

kibocsatasa révén3>%,

Képesek felismerni a patogéneket, illetve a gyulladasos
kornyezetet, a keringésbdl kilépve pedig a gyulladas helyszinére vandorolnak, majd itt
egyediilallo effektor funkcioik segitségével eliminaljak a korokozokat. Ebben a
fejezetben ezt a gazdag tarhazat ismertetem részletesebben, melyet a 2. abran sematikusan
is szemléltetek.

Az érett neutrofil granulocitak az érpalyaban keringve érzékelik a fertézésre, vagy
gyulladésra utal6 vészjeleket (pl. citokinek, a mikroorganizmus gazdaszervezetbe torténd
behatolasat jelz6 molekulak, sejtkarosodas kovetkeztében felszabaduld anyagok) és az

érfalon keresztiil egy Osszetett folyamat révén a gyulladas helyszinére vandorolnak

(extravazacio)®’ 8. A keringd PMN-ek el8szor lelassulnak, majd gordiilni (rolling)
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kezdenek az endotél felszinén. Ez a laza kapcsolat a neutrofil granulocitdkon levé PSGL-
1 és az érfalon levd P-szelektin molekuldk 6sszekapcsolodésa révén jon 1étre. A gyulladas
noveli az endotél sejtek E-szelektin expresszidjat, mely a PMN-en levé szialil-Lewis-X
(sLeX) tetraszachariddal kapcsolodva létrehozza a sejtek kozotti szorosabb kapcsolatot
(slow rolling). Az tin. kemokin szignalizacié révén (pl. IL-8 és CXCR1) a sejtek kdzott
még szorosabb kapcsolat jon 1étre®®, emellett pedig a PMN felszinén megjelennek az
LFA-1 B2-integrinek, melyek ligandjaikkal (ICAM-1, VCAM-1) kapcsolodva leallitjak a
gordiilést és a neutrofil granulocitak letapadasat eredményezik (firm adhesion)*°. Ebben
a fazisban a PMN sejt, Mac-1 és ICAM-1 fliggé modon, képes felismerni az érfalon
»kuszva” (crawling) azt a pontot, amelyik a legalkalmasabb az atlépésre, majd
polarizalodik, és paracellularis vagy transzcellularis modon athalad az endotélrétegen
(diapedézis). A folyamatban a Bo-integrinek, VLA-4, JAM-A, ICAM-1, PECAM-1 és
CD99 molekulak vesznek részt?2#142, A Bo-integrinek kulcsfontossagu szerepet toltenek
be a neutrofil granulocitak miikodésében, melyre jo példa az adhézios molekula CD18
lancédnak hidnyaban kialakul6 leukocita adhézids deficiencia 1 (LAD 1), amelyben a
PMN sejtek érpalya-elhagyasi képességének zavara all fenn*®. Az ebben szenvedd
emberekre jellemzdek a sulyos, visszatérd bakteridlis gyulladasok, illetve a sebgyogyulas
folyamata is nagyon lassu.

Az athaladast kovetden a neutrofil granulocitdk az intersticidlis térben, a

40, A kemoattraktans

kemotaktikus gradienst kovetve talaljak meg a gyulladas helysziné
molekulakat (pl. CXC és CC kemokinek, lipidmediator leukotrién B4 (LTB4), bakterialis
fMLP, komplementrendszerhez tartoz6 CS5a, vérlemezke aktivaloé faktor (PAF)) a
neutrofil granulocitdk G-fehérjéhez kapcsolt receptorokkal (pl. FPR, CXCR2, CXCR4,
CCR1, CCR2, C5aR, LTB4R, PAFR) érzékelik***'.

Az aktivalt PMN sejtek pozitiv visszacsatolas révén tovabbi neutrofil
granulocitdkat ¢és egyéb immunsejteket is toboroznak és aktivalnak. Ez torténhet
proinflammatoérikus molekulak (pl. CXC kemokinek, IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8 citokinek,
LTB4) felszabaditasaval, a komplement kaszkad aktivalasa révén, neutrofil
extracelluldris csapda (NET) létrehozas, vagy vérlemezke aktivalas utjan®3%48, Egy
egyedilallo jelenség az Un. ,swarming”, a neutrofil granulocitdk Onszervezddd

migraciodja és felhalmozodasa a gyulladas helyszinén, mely feltételezi a PMN-ek kozti

kommunikaciot®®. A folyamat integrin-fiiggd és LTB4, valamint kemokinek 4ltal
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medialt*®*°, A vandorl6 neutrofil granulocitak az titvonaluk mentén CXCL12 kemokin
,,nyomot” hagyhatnak, mely segiti a tovabbi immunsejtek toborzasat®.

A neutrofil granulocitdk képesek a ,forditott migraciora” is, amikor az
intersticialis térbdl visszatérnek az intravaszkularis térbe®°3, Ez szerepet jatszhat a
transzendotelidlis migracié optimalis helyének megtaldlasdban, a gyulladas
csdkkentésében, vagy akar korokozo virusok terjesztésében is®.

A gyulladés helyszinén a neutrofil granulocitak és a korokozok kozotti kapcsolat
kozvetleniil a mintazatfelismeré receptorokon vagy kozvetett moéodon, Fey- és
komplement-receptorokon (CR1 és CR3) keresztiil torténik meg. A mintazatfelismerd
receptorok (PRR), pl. toll-like receptorok (TLR), NOD-like receptorok (NLR), RIG-like
receptorok (RLR), C-tipusi lektin receptorok, patogén-asszocialt molekularis
mintazatokat (PAMP) (pl. egyes szénhidratokat, peptidoglikanokat, lipoproteineket,
dupla szalt RNS-t, flagellint) ismernek fel*’. Az Fcy- és komplement-receptorokon
keresztiil a neutrofil granulociték a szervezet altal termelt antitestekkel vagy komplement-
fragmentumokkal opszonizalt patogéneket ismerik fel. A korokozo felismerését kvetden
a neutrofil granulocitakban miikodésbe 1épnek a patogént megsemmisitd funciok.

A neutrofil granulocitakban a fagocitdzist a fagocitotikus receptorok (pl. FcyR)
indukaljak. A sejtekben a citoplazma egyes fehérjéi (pl. aktin) atrendezédnek és kialakul
azun. fagocitotikus serleg. A bekebelezendd részecskét a sejt allabakkal veszi koriil, majd
leflizédik és létrejon fagoszoma. A granulumok membranjaval torténd fizid révén a
granulumok tartalma a fagoszémaba keriil és elindul a kérokoz6 megsemmisitése.

A neutrofil granulocitak négy féle citoplazmatikus granulumot tartalmaznak,
melyeknek eltéré az osszetételiik és iiritési (degranulacio) sorrendjiik is meghatarozott>.
A primer (azurofil) granulumok mieloperoxidazt, hidrolitikus és baktericid fehérjéket (pl.
elasztdz, lizozim, defenzinek, katepszinek, mukopoliszachariddz, azurocidin)
tartalmaznak és a fagocitdlt mikroorganizmus fagoszoman beliili elpusztitisara
szolgalnak. A szekunder (specifikus) granulumok a fagoszoman kivil mar az
extracellularis térbe is iiriilnek, antimikrobialis hatast laktoferrint, lizozimet, B12-t k6t
fehérjét tartalmaznak, valamint proteolitikus zselatinazt, kollagenazt, melyek
megkonnyitik a PMN mozgasat a szovetkozti térben. A tercier (zselatindz) granulumok

lizozimet, zselatinazt és acetiltranszferazt tartalmaznak. A szekretoros vezikuldk a
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granulumok negyedik csoportja, plazmafehérjéket tartalmaznak (pl. albumin), ezek
degranulacidja torténik meg elséként®>.

A szekunder-, tercier granulumok és szekretoros vezikulak bizonyos receptorokat
és adhézios molekulakat is tartalmaznak, melyek a plazmamembrannal torténé fazio
kovetkeztében keriilnek a sejt felszinére (pl. f2-integrinek, fMLP-receptor, TNF-receptor,
FcyR, LPS-receptor)®*’,

A neutrofil granulocitak a Nox2 NADPH-oxidaz segitségével szabadgyokok
képzésére is képesek, mely szintén egy hatékony fegyver a kérokozokkal szemben. Az
aktiv Nox2 enzimkomplex a kovetkez6 alegységekbdl épiil fel: gp91PIox, p22Phox pg7Phox,
p47PN% p4QPhox &5 Rac. A NADPH oxidéacidja soran felszabadult elektront a molekularis
oxigénnek atadva oxigén-szabadgyok (O27) jon létre, mely spontdn vagy szuperoxid
diszmutaz altal hidrogén peroxidda (H20>) alakul. Mas molekulakkal kapcsolatba Iépve
egyéb reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) keletkeznek, pl. hipoklorit-anion, hirdoxil-
gyok, peroxil gydk, hipoklorossav, nitrogén-monoxid gydk, 6zon®®. A PMN-sejtek
oxigén fogyasztdsa nagymértékben fokozodik az oxigéngyokok termelése kozben, melyet
oxidativ robbanasnak (respiratory burst) nevez a szakirodalom. A fagoszéma terébe
keriild reaktiv oxigénszarmazékok ugy pusztitjdk el a mikroorganizmusokat, hogy ez
egyaltalan nem, vagy csak igen kis mértékben karositja a kornyezo sejteket®®®. A reaktiv
oxigén- ¢és nitrogénszarmazékok nagy reakciokészséggel rendelkezdnek, gyorsan
kolesonhatasba 1épnek mas molekulakkal (fehérjékkel, zsirokkal, nukleinsavakkal),
ezaltal kérositjak a fagocitalt korokozokat és kontrollalatlan, koros esetben a szervezet
sajat sejtjeit is°®%1, A NADPH-oxid4dz enzimkomplex miikddésképtelensége révén
kialakul a kronikus granulomatozis (CGD), amelyet a visszatérd bakteridlis €s gombas
fertozések jellemeznek®,

Gyulladasos kornyezetben a PMN sejtek 1étrehozhatjak a neutrofil extracellularis
csapdat (neutrophil extracellular traps, NETs)®, melynek kdvetkeztében a sejt elpusztul,
de képes csapdaba ejteni a mikrobakat. A NET6zis soran a kondenzalt kromatinallomany
fellazul és a DNS kikeriil az extracellularis térbe, kiilonb6z6 antimikrobidlis fehérjék és
enzimek (pl. mieloperoxidaz, neutrofil elasztaz, katepszin G, proteinazok, defenzinek,
proinflamamtorikus fehérjék) kiséretében. Igy a csapdéba ejtett mikroorganizmusok

elpusztitdsa hatdkonyan megtorténhet a sejten kiviil is®*. A NET6zis, bar hatékony

antimikrobidlis védelmet biztosit a gazdaszervezet szdmara, bizonyos esetekben
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hozzajarul a gyulladasos betegségek (pl. szisztémas lupus erythematosus, vaszkulitisz,
reumatoid artritisz, trombozis, diabétesz, szepszis) kialakuldsahoz?6>66,

A NET-képzés mellett a neutrofil granulocitdk képesek extracellularis vezikulak
(EV) kivalasztasara is, melyek antimikrobilis szerepet toltenek be®’, de a legujabb
kutatasok szerint hozzajarulnak a gyulladas és a rakos megbetegedések kialakulasahoz
is®8%9 A PMN sejtek nyugvo és aktivalt allapotban, valamint in vitro spontan apoptozis
kozben is termelnek EV-kat, melyek 0Osszetételiikben, méretilkkben ¢&s elektron
mikroszkopos megjelenésiikben is nagymértékben kiilonboznek. Az fMLP és PMA
stimulusra a neutrofil granulocitak 200-500 nm atmérjii extracellularis vezikulakat
valasztanak ki, melyek pl. szelektineket, integrineket, FcyRIII-t, komplementreceptort és
foszfatidil-szerint hordoznak a felsziniikon. Ezen extracellularis vezikuldk hatasara a
monocita/makrofag sejtek antiinflammatorikus citokineket valasztottak el’®"L,

Az aktivalt neutrofil granulocitak hatassal vannak mind a velesziiletett-, mind az
adaptiv immunvalaszokra. A PMN sejtek kdzvetlen kapcsolatba keriilnek a dendritikus
sejtekkel (DC) a DC-SIGN ¢s Mac-1 molekulak kapcsolata révén, igy a neutrofil
granulocitak képesek befolyasolni a DC-k érését és aktivacigjat egy mikrobialis fertdzés
soran’?"* illetve a DC-k 4ltal kdzvetitett T-sejt proliferaciot és a Thl iranyba torténd
polarizaciot is szabalyozzak’. A neutrofil granulocitak képesek a nyirokcsomokba
vandorolva az antigén-prezentaciora is, igy fokozzak a Th1- és Th17-sejtvalaszt’®, ezzel
szemben egyes PMN sejtek a 1épben negativan szabalyozzak a CD4" T-sejtek és B-sejtek
miikodését’”.

A gyulladas feloldasa az apoptotizald neutrofil granulocitdk makrofagok altali
fagocitozisaval indul meg. A felszabaduld lipid mediatorok korlatozzdk az akut

gyulladast és helyreallitjak a szovet homeosztazisat'®.
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2. abra: A neutrofil granulocitak homeosztazisanak és miikodésének attekintése.

A neutrofil granulocitdk fejlodése és érése a csontveloben torténik, melyeknek egyik
fontos szabdlyozdja a granulocita kolonia-stimulalo faktor (G-CSF), ami a neutrofilek
keringésbe valo felszabaduldsahoz is hozzdjarul. A neutrofilek citokinek hatasara az
érfalon  keresztiil a gyulladas teriiletére vdndolonak, ahol fagocitaljak a
mikroorganizmusokat. A patogének elpusztitasa a NADPH-oxidaz altal termel ROS és a
granulumokban lévo enzimek segitségével torténik. Emellett képesek a korokozok sejten
kiviili elpusztitasara is a NETozis és az extracellularis vezikuldk révén, valamint
citokineket termelve tovabbi fehérvérsejteket aktivalnak. A patogének eliminaldsa utin a
neutrofil granulocitak tulélését vagy apoptozisat a pro- és antiapototikus fehérjék
hatarozzdak meg. Az eloregedé neutrofilek a vérarambol kilépve a mdjba, lépbe vagy
csontvelobe vandorolnak (homing), ahol apoptozis révén elpusztulnak. Forras: Németh

és misai. alapjan (**) modositva.
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1.1.3. A neutrofil granulocitak tilélése és apoptézisa

A legtobb kutatas szerint, fizioldgids koriilmények kozott, az érett keringd
neutrofil granulocitak par 6ratél kevesebb, mint 1 napig maradnak életben’®81. Az utobbi
idében azonban sziilettek olyan kutatasi eredmények, melyek szerint akar tobb napig is
életben maradnak a PMN-ek®182, Az eléregedd (szeneszcens), keringésben levé neutrofil
granulocitik CXCR2 kifejezédése csokken, ellenben a CXCR4 expresszidja fokozodik,
mely eldsegiti a PMN sejtek vandorlasat a CXCL12-t nagymértékben kifejezo szovetekbe
(m4j, 1ép, csontveld)®® (ld. 2. abra). Ezt a folyamatot hazataldldsnak vagy homing-nak
nevezziik. Ezt kovetéen a neutrofil granulocitak apoptozison mennek keresztiil és a
szovetekben levd makrofagok fagocitézis révén eliminaljak Oket®*. A PMN sejtek
apoptozisa opszonizalt patogének Mac-1-fiiggd fagocitozisakor is bekovetkezik®® ',

A neutrofil granulocitak életidejét tobb tényezo is befolyasolja. A gyulladasos
mediatorok, mint pl. az IL-8 és a GM-CSF, bakterialis alkotoelemek, mint pl. az LPS és
a bakterialis DNS, valamint a C-reaktiv protein (CRP) a PMN sejtek életidejét megnovels,
ezzel szemben a proapoptotikus stimulusok, mint pl. a TNF-a vagy a Fas ligand
csokkentik a neutrofil granulociték élettartamat®,

Az Mcl-1 (mieloid sejt leukémia 1) egy antiapoptotikus fehérje, mely a Bcl-2
csaldd tagja, az ide tartozd fehérjéknek fontos szerepliik van az immunsejtek

88,89

apoptézisanak szabalyozasidban Elészor az ML-1 human mieloid leukémia

sejtvonalban azonositottak, mint korai valasz gént, mely a leukémias sejtek PMA-
indukalt differencialodasa sordn expresszalodott®®. Az Mcl-1 egy széles korben
expresszalodd fehérje, mely sajatos szdveti eloszldst mutat. Tobb sejttipusrdl is
kimutattak, hogy a fejlddésiikhdz és a tulélésiikhoz sziikséges az Mcl-191. A fehérje
torlése korai (beagyazodas el6tti) letalitassal jar az egér-embriogenezis soran.%2. Emellett
sziikséges még a B- és T-sejtek fejlédéséhez®, az idegi fejlédéshez®, a hemopoetikus
ssejtek™®, valamint a szinovialis fibroblasztok tuléléséhez®. Az Mcl-1 azaltal fejti ki
antiapototikus hatasat, hogy gatolja az apoptozist elésegitd Bim, Bak és Bid fehérjéket®’-
%, Kutatdsok kimutattdk, hogy az Mcl-1 expresszidja fiigg bizonyos ndvekedési
faktoroktol, melyek fokozzék a fehérje transzkripciojat, mint pl. az IL-3'%, |L-510 |L-
6192 ¢s a GM-CSF® citokinek, valamint az epidermalis novekedési faktor (EGF)'% ¢s a

vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF)1%,
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A PMN tulélését a Bad, Bid, Bim, Bak és Bax proapoptotikus, valamint az Mcl-1
és Al antiapoptotikus fehérjék szabalyozzak!%®1!! (Id. 2. abra). Az Al fehérje hianyaban
aneutrofil granulocitak in vitro tenyészetekben elpusztultak, azonban in vivo megfelel6en
fejlédtek®. Az Mcl-1, egerekben torténd, mieloid-specifikus torlése révén kideriilt, hogy
a fehérje elengedhetetlen a neutrofil granulocitdk taléléséhez, azonban a Mac-1"Gr-1-
monocitak/makrofagok szdma nem csokkent az egerek vizsgalt szoveteiben (vér, 1ép,
csontvel6i, peritonealis lavage). A makrofdgok esetében valosziniileg mas
antiapoptotikus molekulak jatszanak kulcsfontossagu szerepet a sejtek tulélésében. A
GM-CSF kezelés megmentette az Mcl-1 hidnyos neutrofil granulocitdkat az
apoptozistol!97112 Ezzel szemben a G-CSF kezelés nem bizonyult hatdsosnak a
neutropéniaval szemben, mely annak tudhato6 be, hogy Mcl-1 hianyaban nem jonnek létre
az érett neutrofil granulocitak a csontveldben. Amig a csontveldi mieloid prekurzor sejtek
(metamielocitdk, band sejtek) tulélését elosegiti a GM-CSF, addig a szegmentalt
sejtmagvi, érett neutrofil granulocitak kialakulasahoz elengedhetetlen az Mcl-1112,

Az Mcl-1 hianya a CMP és GMP sejtek esetében gyors sejtpusztulast okozott™,
ez pedig arra utal, hogy az Mcl-1 elengedhetetlen a mielopoézis korai szakaszaban. A
késd1 granulopoézis sordn az Mcl-1 sziikséges az érett neutrofil granulocitdk
differencialodasdhoz és a tulélés eldsegitéséhez, azonban nélkiilozhetonek bizonyult a
monocitak/makrofagok differencialédasa szempontjabol. Az Mcl-1 mieloid-specifikus
torlésének kovetkeztében a granulocita prekurzor sejtek Bax- és Bad-fiiggd apoptozison

mennek keresztiil'12.

1.1.4. A neutrofil granulocitak szerepe a reumatoid artritiszben

A reumatoid artritisz (RA) egy progressziv autoimmun gyulladasos betegség,
mely az emberi populacid kb. 1%-at érinti. Az RA sorén az iziiletek kronikus gyulladasa
deformitashoz és az iziileti funkciok elvesztéséhez vezethet, emellett jelentds
fajdalommal jar, igy komoly terhet jelent a betegeknek!'®!!4, A betegségre jellemzé a
szinovidlis gyulladas és hiperplazia, valamint ennek kovetkezményeként a porc- és
csontkarosodas, mely visszafordithatatlan karokat okozhat az érintett végtag (foként kéz)
funkcionalis miikodésében™®,

Az RA patogenezisében tobb sejttipus is szerepet jatszik. Az immunizacios

fazisban az antigénprezentald sejtek, illetve a T- és B-sejtek jatszanak szerepet, az
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effektor fazisban azonban tobbféle sejttipus fontossdgat is kimutattak: szinovidlis
fibroblasztok, oszteoblasztok, endotélsejtel, kondrocitdk, makrofagok, hizdsejtek,
vérlemezkék' 6110 A felsoroltak mellett azonban a neutrofil granulociték is fontosnak
bizonyulnak az RA kialakulasaban, a betegek iziileteiben ugyanis nagy mennyiségben
kimutathatok az aktivalt fenotipust mutat6 PMN sejtek!®1?2, Az RA
patomechanizmuséanak vizsgaltara tobb allatmodellt is alkalmaznak. A kollagén indukalt

123

artritisz*~> modellben mind az immunizaciés, mind az effektor fazis vizsgalhat6. A

K/BxN szérum transzfer artritisz*?* (Id. 3.5. fejezet), a kollagén-antitest indukalt

artritisz!® és a human TNF transzgén artritisz!?°

az effektor fazis vizsgélatara alkalmas
modellek.

A humén autoimmun artritisszel szemben az egérmodellekben konnyebben
vizsgalhato a neutrofil granulocitdk betegségben betoltott szerepe, mivel tobb olyan
megkozelités is 1étezik, ahol neutropénias allapot idézheto eld az egerekben (Id. 1.2.
fejezet). A neutrofil granulocitak éréséhez elengedhetetlen G-CSF hianyaban nem alakult

ki a kollagén-indukalt artritisz'?’

. A PMN sejtek antitesttel torténd deplécidja gatolta a
gyulladas kialakulasat a K/BXN szérum transzfer artritisz modelloen’?, Ezeket az
eredményeket megerdsitették a neutrofil granulocita-hidnyos Gfi-17~ és a Foxo3a™~
egerekben végzett vizsgalatok is!?1*°, Mindkét modellben védettek voltak az egerek a

K/BxN szérum transzfer artritisszel szemben.

1.2. A neutrofil granulocitak szerepének in vivo tanulmanyozasara alkalmazott
modellek

A neutrofil granulocitdk szerepének vizsgadlatit megneheziti a megfeleld
deplécios antitestek, gyogyszerek és neutropénids modellek hianya. A kiilonbozd
antitestekkel torténd deplécid hatranyai, hogy a neutrofilek hidnya csak kevés ideig all
fenn, ez pedig hosszabb tava kisérletek kivitelezését neheziti, emellett pedig ezek az
antitestek igen koltségesek is. Bizonyos neutrofil deplécidra alkalmazott antitestek
hatassal vannak mas leukocita populaciokra is, mely szintén egy korlatozo tényezo.

Kordabban mar szdmos olyan egértorzset leirtak, melyek csokkent neutrofil
granulocita szamot mutattak, azonban ezek mindegyikére jellemz6 valamilyen, az
alkalmazhatdsagot érint6 korlat: csak részleges, vagy csak gyulladas soran kialakuld

PMN-hidnyt eredményeznek, a neutrofilek mellett mas sejtvonalat is érint a kdrosodas,
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illetve a mutans egerek altaldnos egészségiigyi problémakkal és korai letalitassal
rendelkeznek.
Az alabbiakban részletesen bemutatom a jelenleg elérhet6 lehetéségek eldnyeit és

hatranyait, melyek segitségével a neutrofil granulocitak szerepe in vivo tanulmanyozhato.

1.2.1. Neutrofil granulocitak indukalt depléciéja

A neutrofil granulocitdk indukalt deplécidja szamos kutatdsban alkalmazott
modszer, mert lehetové teszi a PMN-hiany 1étrehozasat egy kisérlet barmelyik fazisdban.
Emellett egy masik eldny, hogy a deplécidra alkalmazott farmakoldgiai gyogyszerek €s

antitestek barmelyik egértdrzs esetében alkalmazhatok!3!,

1.2.1.1. Ciklofoszfamid
A ciklofoszfamid egy emberi gyogyaszatban alkalmazott szer, kiilonféle

daganatos betegségek kezelésére hasznaljak®?

. A ciklofoszfamid egy gyogyszer-
eléanyag, az aktiv formdja a majban torténd metabolizacioé révén jon létre a citokrom
P450 enzimrendszer segitségével. Alkilaloszerként miikodik, a DNS guanin bazisdhoz
illeszt alkil csoportot, mely DNS keresztkotések kialakulasahoz vezet'®, ez pedig a
sejtciklus leallasat és a sejtek halalat okozza.

Az egerek ciklofoszfamiddal torténd kezelése soran azt figyelték meg, hogy az
allatok fogékonyabba véltak a fertdzd betegségekkel szemben4, ami azzal
magyarazhato, hogy a szer intraperitonedlis injektalasa a hemopoetikus dssejtek halalat
okozza, valamint meggaitolja a fennmaradd leukocitdk szaporodasat és

t135

differencialodasat™>. Mivel a neutrofil granulocitak meglehetdsen révid €letli sejtek,

ezért a ciklifoszfamid alkalmazasat kdvetd 3-4 napon beliil teljesen eltiinnek a vérbs1*3e.

A tartés neutrofil granulocita-hiany fenntartisdhoz ismételt injektalasra van sziikség'®'.
A ciklofoszfamid alkalmazasa olcsd, és barmely egértérzs esetén hasznalhato,

viszont nem specifikus, mivel jelentds sejtszamcsdkkenést okoz egyéb leukocita

populécidkban is, pl. monocitdk, B-sejtek és T-sejtek36-138,

1.2.1.2. Vinblasztin

A vinblasztin a rozsas meténg (Catharanthus roseus) alkaloidja, melyet

39

citosztatikumként alkalmaznak a gyogyaszatban'®®. A mikrotubulusokhoz kétédve
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t140

gatolja a mitotikus ors6 kialakuldsat ™, igy a sejtciklus metafazisaban ledllitja a

t141

sejtosztodast**l. Bar a vinblasztin jelentés neutropénidt okoz'*2, mégis ritkan alkalmazzak

in vivo kisérletekben, mivel a neutrofil granulocitak mellett hatassal van a monocitak és

14

limfocitak szamara is'*3, emellett citotoxikusnak bizonyult a hasnyalmirigy-sejtek'#* és a

spermiumok esetén is4°,

1.2.1.3. Deplécios antitestek

A neutrofil granulocitak deplécidja specifikus antitestek alkalmazasaval is
elérhetd. Ezek az antitestek hasznalhatok vad tipust és a legtobb genetikailag modositott
egértorzs esetén is. A deplécios antitestek alkalmazasadnak hatranyai, hogy hosszabb tava
kisérletek soran repetitiv injektalast igényel a neutropénia fenntartdsa, ez pedig

lényegesen megndveli a koltégeket és a kisérletbe fektetett energiat.

Anti-Gr-1

Az RB6-8C5 monoklonalis patkany antitest a strukturalisan rokon Ly6G és Ly6C
GPIl-horgonyzott fehérjékkel reagal, melyek a Gr-1 csaladba tartoznak'*®. Korabban
neutrofil granulocita-specifikus antitestként alkalmaztak'*®, mivel egy nagy mértékii
neutropéniat eredményezett az injektalast kovetden'*"18, mely 3-5 napig tartott, annak
fiiggvényében, hogy mekkora dézist alkalmaztak'®®. A késébbi kutatidsokbol azonban
kideriilt, hogy az RB6-8CS5 antitest nem olyan specifikus a neutrofil granulocitdkra nézve,
mint azt korabban feltételezték. Hatdsara csokkennek a vérben és 1épben 1év6 monocitak,
valamint a CD8* memoria T-sejtek!*®1®, Emellett t5bb olyan esetet is leirtak, amikor
nem volt hatékony a neutrofil granulocitak deplécidja vagy egyéb mellékhatasa volt a
kezelésnek. Az FcyR KO egereken és az anti-FcyRII/III antitesttel kezelt allatokon nem
eredményezett hatékony neutropéniat az RB6-8C5 alkalmazasa*®. A TNF-o-val kezelt
egerekben az RB6-8C5 injektalasa a hajszalerek elzarodasat és 1égzérendszeri karosodast

okozott, mely az allatok hallahoz vezetett'48:15,

Anti-Ly6G
Az Ly6G ellenes antitestek sokkal specifikusabbnak bizonyultak, mivel ez a
sejtfelszini molekula az egér neutrofil granulocitakon kiviil mas leukocitdn nem jelenik

meg4®.
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Az 1A8 patkany IgG2a antitest specifikusan az Ly6G-t ismeri fell4,
Intraperitonedlis alkalmazasaval a vérben kering6 és a 1épben lev neutrofil granulocitdk

k2, mig a méjban egy 80%-os csdkkenés volt kimutathat6!, A

szinte teljesen eltlinte
monocitak szama nem valtozott a kontroll csoporthoz képest'4¥1%2, A kezelést kovetden
2 nappal mar emelkedni kezd a neutrofil granulocitdk szdma®®?, ezért hosszabb tavi
kisérletek esetén ismételt injektalasra van sziikség. A megfeleld hatékonysag eléréséhez
kétszer akkora dozisban sziikséges adagolni, mint az RB6-8C5 antitestet'>>1%3, Az 1A8
antitest tovabbi limitacidi, hogy a 24 hétnél idésebb C57BL/6J egerek esetében nem

t153

okozott neutrofil depléciot™>, valamint a BALB/C egerek esetében a csontveldi neutrofil

granulocitdk nem tiintek el*>,
A NIMP-R14 monoklonalis antitest szintén az Ly6G-t ismeri fel'* és 95%-0s
hatékonysaggal eltiinteti a neutrofil granulocitakat a vérbol és a 1épbo1'°®1%". Az eredeti

157 ezért hosszabb tava

PMN-szam viszonylag hamar (kb. 3 nap mulva) visszatér
kisérletek esetén fontos az injektalas ismétlése. Tobb kutatasban is leirtak, hogy a NIMP-
R14 hatasara csokkent a vérben keringd monocitak szama, illetve csokkent az Ly6CMo"

monocitak szama a 1épben?6158:159

, mely megkérddjelezi az antitest specifikus hatésat.
A deplécio hatékonysagat altalaban aramlasi citometriaval ellendrzik, ebben az
esetben pedig érdemes figyelni az epitdp maszkirozas jelenségére. Anti-Gr-1 vagy anti-
Ly6G antitestek alkalmazasakor el6fordulhat, hogy a bizonyos neutrofil granulocitdk nem
tinnek el, csupan beboritjdk a feliiletilket az antitestek, igy Ly6G negativként
eseményként jelennek meg!®L. PI. NIMP-R14 alkalmazasakor az egerek csontveléjében
¢s tlidejében nem volt teljes a neutrofil granulocitadk deplécidja, de az dramlasi citometrias
vizsgalatokban Ly6G-negativ eseményként jelentek meg a sejtek®*1%8, Ez egy hibas
eredményt adhat, ezért érdemes az Ly6G mellett mas antitestek alkalmazésat is bevezetni,
pl. CD11b, Ly6C, 7/4. Az oldaliranyt szoras (Side Scatter, SSc) révén, mely a sejtek
granulaltsaga alapjan valasztja szét a leukocita populaciokat, a neutrofil granulocitak egy
jol elkiilonithetd csoportban jelennek meg (SSc"9"). Amennyiben a neutrofil granulocitak

high

deplécioja hatékony volt, az SSc™¥" sejtek nagy mértékben csokkennek a vizsgalt

131

mintaban™>", ezért érdemes ezt a paramétert is figyelembe venni.
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1.2.2. Genetikailag modositott egértorzsek

A hosszutavu kisérletek kivitelezését nagyban megkdnnyitik azok a lehetdségek,
melyek a farmakologiai deplécios modszereknél hosszabb ideig tudjak biztositani a
neutropéniat az egerekben®3l. Tbb neutropéniaval jellemezhetd egérmodellt is leirtak a
neutrofil granulocitak in vivo vizsgalatara, azonban ezek alkalmazhatosagat nagyban
befolyasoljak a limitalo tényezdk, pl. nem elég hatékony és specifikus a PMN-hiany, az
egerek fokozott érzékenységet mutatnak a patogénekkel szemben, megnovekszik az

allatok mortalitasa.

1.2.2.1. PMNP™R egerek — egy indukdlhaté neutropénidas modell

A Corynebacterium diphteriae altal termelt diftéria toxin (DT) alkalmazasa révén
lehetdség nyilik arra, hogy egy adott sejttipust szelektiven eltavolitsunk az egerekbdl, ezt
,toxin-medialt sejt kiiitésnek” is nevezik!®®. Amennyiben a diftéria toxin receptort (DTR)
egy specifikus egér sejttipusba juttatjuk, az adott sejttipust érzékennyé tehetjiink a DT-
ral®®. Egy DT injekciot kovetden gatlodik a protein szintézis és bekovetkezik a sejtek
apoptozisa'®l,

A Cre-Lox rendszer (a sematikus abrazolast Id. a 9. abran) alkalmazasaval hoztak
létre azt a konstrukciot, mely révén sejtspecifikusan expresszalhaté a DTR. A DTR-t
kodold génbe juttattak egy loxP szekvencidkkal kétoldalrél hatérolt STOP kazettat'®?,
majd az egész konstrukciot a Gt(ROSA)26Sor lokuszba helyezték. A Rosa 26
konstitutivan aktiv és az egerek minden sejtjében expresszalodik!®21%3, Az iDTR
egerekben, a Cre-rekombinaz jelenlétében, a STOP kazetta torlodik (a Cre-rekombinaz a
loxP szekvencidk mentén hasitja a DNS-t) és a DTR expresszalodik'®?. A hMRP8-Cre a
mieloid sejtekben, foként a neutrofil granulocitikban expresszalodik!®, 10-20%-ban
egyes monocita/makrofag populaciokban!®®. Az iDTR és hMRPS8-Cre egerek
keresztezésébdl hoztak létre a PMNPTR egértorzset, melyben egy DT injekcioval
indukalhato a neutrofil granulocitak depléci6jal®®. Az injektalast kdvetéen egy napon
beliil szinte teljesen eltlinnek a neutrofil granulocitdk a vérbdl, csontveldbdl és a
1épbo1181%6 A DT injektalas nem érintette a vérben keringd és 1épben levé eozinofil- és
bazofil granulocitdkat, B- és T-sejteket, illetve a peritonedlis lavage-ban talalhato
makrofagokat, hizosejteket, dendritikus sejteket, B- ¢és T-sejteket, valamint a
csontvelSben talalhatéo GMP sejteket®®. A vérben keringé Ly6C'™" és Ly6CM9" monocitak
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szamaban viszont csokkenést okozott, mely bizonyitja, hogy a hMRP8-Cre a
monocitakban is aktiv. Mivel a neutrofil granulocitak mar 2 nappal a DT kezelés utan
elkezdenek megjelenni a vérben, ezért hosszabb tava kisérletek esetén ismételt
injektalasra van sziikség. A moédszer egy tovabbi hatranya lehet, hogy az ismételt DT
injektalds hatasara anti-DT antitestek keletkeznek az egerekben, ez pedig a deplécid

hatékonysaganak csokkenésével jart®’,

1.2.2.2. G-CSF-receptor hianyos egerek

Az els6 neutropénias egérmodellt Liu és mtsai. hoztak létre és jellemezték 1996-
ban'®®. A granulocita kolonia-stimulalo faktor receptor (G-CSFR) a G-CSF sejtfelszini
jatszik kulcsfontossagti szerepet!®®. A G-CSFR-t kodolé Csf3r gén torlésével létrehozott
KO egerekben a neutrofil granulocitdk szama 80%-o0s csokkenést mutatott a periférias
vérben, mig a csontveli mintakban ez a csokkenés 50%-0s volt!®®, Valésziniileg a
kevésbé hatékony neutrofil granulocita hianynak tudhaté be, hogy ezt a modellt ritkan
alkalmazzak®!. A G-CSFR szamos fontos szerepet lat el (pl. az endotél sejtek

szabalyozasal’®, valamint migracidja és proliferaciojal’

172

, 4z 0szteoblasztok szabalyozasa,

173)
b

ezaltal pedig a csont regenerdcioja™'c, szimpatikus idegsejtek szignalizacidja igy

torlése tobb mellékhatassal is jar a neutropénids allapoton feliil.

1.2.2.3. G-CSF-hidanyos egerek

A G-CSF citokint elsésorban monocitak, makrofagok, limfocitdk, valamint az
immunreakcidkban szerepet jatszd endotél sejtek, kotdszoveti sejtek, fibroblasztok,
asztrocitak és csontveldi stroma sejtek termelik!’*17°, A G-CSF meghatarozza a neutrofil
valamint a csontveléi mobilizaciot és a migraciot0-168176.177,

A G-CSF-hianyos (G-CSF ") egerekben csokkent a neutrofil granulocitak szama
a vad tipushoz képest, viszont a periférias vérben még fennmaradt 20-30% érett PMN*78,
A csontveldben 50%-kal csokkent a granulocita prekurzorok szama, emellett csokkent a
granulocitdk és a makrofagok szama is. A G-CSF '~ egerek fogékonyabbak voltak a

178

Listeria monocytogenes fert6zéssel szemben~'°. A fenti limitaciokat figyelembe véve, az
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egértorzs hasznalata esetén érdemes parhuzamosan mdas neutropénidhoz vezetd

lehetdségeket is alkalmazni.

1.2.2.4. Gfi-1-hidnyos egerek

A Gfi-1 (growth factor independent-1) altal kodolt fehérje a cink-ujj domén kapcsolddasa
révén a DNS-hez kotédik, igy képes bizonyos gének csendesitésére!’9180. Az elsé Gfi-1-
hianyos egeret (Gfi-17") 2002-ben hoztak létre a 2-es és 4-es exon teljes, valamint az 5-
0s exon részleges torlésével??. A KO egér létrehozasa eldtt a Gfi-1-et foként a T-sejt

k179181 késébb azonban kideriilt,

differencidcioval €s aktivacioval kapcsolatban vizsgalta
hogy nem csak a limfocitak, de a csontveld sejtjei, valamint a granulocitak és az LPS altal
aktivalt makrofagok is expresszaljik. 2003-ban egy masik Gfi-17 egeret is létrehoztak
az 1-es és 2-es exon teljes, valamint a 3-as exon egy részének torlésével'®2. Mindkét KO
modell esetén azt tapasztaltak, hogy megnétt az egerek mortalitidsa, kisebb méretiick
voltak, mint a VT tarsaik, valamint csdkkent a sejtek szdma a timuszban??182, A Gfi-17~
egerekben gyakorlatilag hianyoztak az érett neutrofil granulocitdk 0Ugy a periférids
vérben, mint a 1épben és a csontvelében. Emellett azonban megjelent egy ,.atipikus
mieloid sejt” populacid, mely a granulocitak és makrofagok tulajdonséagait is hordozta, €s

182

képes volt a fagocitozisra, valamint ROS termelésre™*“. A Gfi-1 torlése szamos tovabbi

rendellenességet okozott, pl. a dendritikus sejtek, B- és T-sejtek abnormalis
differenciéciéja182'183; az IL-2, TNF, IL-10 és IL-1p citokinek rendellenes termelése??184:
szemgyulladas kialakulasa??. A Gfi-1 expresszalodik a belsd fiilben, a retinaban és az
agyban is!®18 jgy hidnyaban sulyos viselkedésbeli zavarok figyelheték meg az
allatokban.

A Gfi-17 egerekben fennalld konstitutiv PMN-hidnyt lehet kompenzalni egy
rovid idére neutrofil granulocitdk vagy prekurzorok adoptiv transzferével. Ezt a
megkdzelitést alkalmaztak a neutrofil granulocitak K/BxN szérum transzfer artritiszben
betdltott szerepének vizsgalatakor is'?°. A Gfi-1 KO egerekben nem jott létre az iziileti

gyulladés, azonban egy szubletalis besugarzast és VT csontveldi sejtek injektalasat

kovetden kialakult az allatokban az autoantitest-medialt artritisz.
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1.2.2.5. Genista modell

A Genista egérmodellben a Gfi-1 aktivitasa csokken a cinkujj doménben
létrehozott pontmutacionak koszonhetéen'®18. Ez a pontmutacié nem befolyasolja a
Gfi-1 expressziojat, de hatassal van a DNS és a Gfi-1 interakcidjara. A Genista egerekben
egy nagyfoku, de nem teljes neutropénia jon létre, mindez azonban nem jar egyiitt az
egerek, vad tipust tarsaiktol elmarado novekedésével, illetve fokozott mortalitassal, még

187 A mutans egerekben novekedett az Ly6C* és

konvecionalis koriilmények kozott sem
az Ly6C™ monocitak szama. Bar csokkent a timuszban levé sejtek, valamint a B-sejt
prekurzorok szama, az egerek normalis érett T- és B-sejtszammal rendelkeztek®’. A
Genista egerek NK-sejtjei csokkentett érzékenységet mutattak'®® melyre magyarazat
lehet, hogy a neutrofil granulocitak fontos szerepet toltenek be az NK-sejtek
differenciaciojaban és aktivacidjaban'®®. Emellett CD11b*/Ly6G™Me™mediate  neytrofil
granulocita el6alakok jelentek meg a periférias vérben, mely magyarazat lehet arra, hogy
a Genista egerekben Iétrejott a gyulladasos reakcid az autoantitest-indukalt artritisz
modellben®®, ami érett neutrofil granulocitdk hidnyaban nem alakul kil?!%, Ezek az
éretlen eldalakok nem tudtak elegendd védelmet biztositani az akut bakteridlis
fertdzésekkel szemben!®, igy a Genista egercket sikeresen alkalmaztik a neutrofil
granulocitak patogénekkel szembeni védekezésben  betoltott  szerepének

vizsgalatara®>1%,

1.2.2.6. Foxo3a-hianyos egerek

A forkhead (FOXO) transzkripcios faktor alcsalad kulcsfontossagli szerepet tolt
hianyos (Foxo3a™") egerek periférias vérében normalis a neutrofil granulocitik szama,
viszont megjelentek az aktivalt Th-sejtek, melyek citokineket bocsatottak ki, ennek
magyarazata lehet, hogy a Fox03a, szamos egyéb funcidja mellett, gatolja az NF-xB
itvonalat, igy hidnyaban megndvekszik a gyulladast elésegitd gének atirasal®®. Azt is
megfigyelték, hogy a Foxo3a”~ egerekben nem jottek létre PMN-fiiggé gyulladasos
reakciok, mint pl. az immunkomplex-medialt iziileti gyulladas és a tioglikolat-indukalt

130 Megvizsgalva a gyulladasos kérnyezetet kideriilt, hogy csokkent

hashartya-gyulladés
a neutrofil granulocitdk szdma a kontrollhoz képest, melynek hatterében az all, hogy a

Foxo3a kotddik a Fas-ligand promoteréhez, igy blokkolja a Fas-ligand kifejezddését és
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noveli a sejtek talélését. A Foxo3a hianyaban azonban né a Fas-ligand expresszié ¢€s
bekovetkezik a sejtek apoptozisa®®.

'~ egereket foként olyan kisérletek esetén

A fenti megfigyelések alapjan a Foxo3a™
érdemes alkalmazni, amik a neutrofil granulocitdk gyulladasos folyamatokban valo

szerepét vizsgaljak!3l,

1.2.2.7. Cxcr2-hianyos egerek

A neutrofil granulocitak csontvel6bol torténd mobilizacidjat a CXCR2 és CXCR4
kemokin receptorok szabalyozzak. A csontvel6i stromasejtek altal konstitutivan
expresszalt CXCL12 kemokin a PMN sejtfelszinén expresszalodo CXCR4 ligandja,
melyek kapcsolddasa révén a neutrofil granulocitdk a csontveldben maradnak. Ezzel
szemben a CXCR2 stimulalasara megkezdddik a PMN mobilizacio a periférias vérbe®.
A CXCR2-hiany (CXCR2 )% esetén az egerekben egy enyhe neutropénias allapot jon
létre, kb. 60%-os csokkenést mutat a neutrofil granulocitdk szama a periférias vérben a
vad tipushoz képest, emellett azonban a 1épben nem csokkent, a csontvelében pedig
duplajara nétt a PMN sejtek szama®®. Mivel a CXCR2 a neutrofil granulocitidkon kiviil
mas leukocitédkon is expresszalodik (pl. monocita/makrofag, hizésejt, endotélsejt, epitél
sejt)19197 ezért a CXCR2-hidnya a neutropénian til egyéb hatasokkal is jarhat, melyet

érdemes figyelembe venni a modell alkalmazésakor.

1.2.3. Human Velesziiletett neutropénias allapotok

A huméan neutrofil granulocitdkhoz ko&thetd rendellenességek a primer
immunhianyos allapotok kb. 20%-at teszik ki. Ezeket a rendellenességeket vagy a nagyon
alacsony neutrofil granulocita szam (sulyos, velesziiletett neutropénia), vagy pedig a
PMN sejtek funkcidjaban bekdvetkezett karosodas okozza?l. Ebben a fejezetben roviden
bemutatom a velesziiletett neutropénias allapotok okait. A neutrofil granulocitak
hidnyéaban kialakuld, visszatér6 fertézések gyakran okoznak szovédményeket, pl. fekélyt,
kititéseket, hosszan tartd, nehezen gyogyuld sebeket. A neutropéniaban szenvedd
embereknek gyakran van magas laza, melyet antibiotikumok alkalmazasaval szoktak
kezelni. Bizonyos neutropénias allapotok terdpiajaként G-CSF kezelést is alkalmaznak?*,

A sulyos, velesziiletett neutropénias allapotok okai lehetnek a neutrofil

granulocitak kialakuldsdban bekovetkezett karosodasok vagy a PMN sejtek csokkent
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¢lettartama a csontveldben. Az egyik legelterjedtebb ok a neutrofil elasztazt kddolo
ELANE génjét érint6 pontmutaciok, melyek az endoplazmatikus retikulum (ER) zavarat
és korai sejthalalt okoznak a promielocita stadiumban'®®, Egyéb, az ER-ben lokalizalt
fehérjék (G6PC3 és JAGNI1) esetén bekovetkezett mutaciok is serkentik a neutrofil
granulocitak apoptdzisat, mely bizonyitja, hogy a PMN sejtek kiilondsen érzékenyek az
ER-ban bekovetkezett stresszre?*1%. A GFI1 transzkripcids represszor befolyasolja a
az ebben a molekuldban 1étrejové mutaciok is okozhatnak neutropéniat?®®2l, A
Kostmann betegség esetén kialakuld neutropénia hatterében a HAX1 génben
bekovetkezett funkcidvesztéses mutacié okozta G-CSF szignalizacios karosodas all?.

A CXCR4-et ¢érinté mutaciok kovetkeztében kialakulo WHIM (warts,
hypogammablobulinemia, infections, myelokathexis) szindroéma esetében megndvekszik
a CXCR4 szignal, igy felhalmozddnak a csontveldben az érett neutrofil granulocitak, a

periférian viszont neutropénia alakul ki?®.

1.3. Allergias kontakt dermatitisz

A neutrofil granulocitdk allergids kontakt dermatitiszben betdltott szerepérdl
nagyon kevés ismeret all rendelkezésilinkre. Bar néhany szakirodalmi adat arra utal, hogy
szerepet jatszanak a CHS 1étrejottében, nem altalanosan elfogadott tény, hogy a betegség
egy neutrofil-figgd folyamat, ezért célkitizéseim kozott ennek részletesebb
megvizsgalasa is szerepel. Az alabbiakban részletesen ismertetem az allergids kontakt
dermatitiszt és annak egérmodelljét, a kontakt hiperszenzitivitast.

Az allergias kontakt dermatitisz egy, a felnétt lakossag kb. 20%-at érinté2%3,
gyulladasos borbetegség, melyet a kontakt allergénnel valo ismételt érintkezés valt ki, és
intenziven viszketd, duzzadt, borpirral, gyakran holyagképzodéssel jaro tiineteket
okozhat. N6knél kétszer gyakrabban fordul el, mint a férfiaknal®®, és gyakran fiatal
korban kezdddik, 15%-os eléfordulast mutatva a 12-16 éves korosztilyban®®, Az
allergias kontakt dermatitisz egy késoéi tipusu hiperszenzitivitasi (Delayed Type
Hypersensitivity — DTH) reakcid, melynek kialakuldsa tobb, mint 12 6raig tart és mas
tulérzékenységi reakciokkal szemben, ezt a folyamatot nem ellenanyagok kozvetitik,

hanem T-sejtek. A kivalté okok lehetnek: hasznalati targyak fémei (pl. krom, nikkel),
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festékanyagok (pl. henna, hajfestékek, textil festékek; Id. 3. abra), illatanyagok, szerves
anyagok (pl. terpentin, formaldehid), tartositoszerek?%,

3. abra: Textil festékkel kezelt nyaklinc okozta allergias kontakt dermatitisz.

Forrds: Nygaard és munkatdrsai nyoman (?%).

Az allergids kontakt dermatitisznek két fazisat kiilonboztethetjiik meg: a

szenzitizaciot és az elicitaciot (effektor fazist).

1.3.1. Szenzitizaciés fazis

A szenzitizacio soran a hapténnek nevezett kis molekulastlyt anyagok bejutnak
a borén at az epidermiszbe, majd az ott jelenlévd fehérjemolekulakhoz (pl. albumin)
kotodnek. A keratinocitdk fontos szerepet jatszanak a haptén-hordozéfehérje komplex
kialakitasaban®®’, mely elengedhetetlen az immunvalasz kivéltasdhoz, a T-sejtek

208 " A keratinocitak emellett alarminnak nevezett veszélymolekulakat (pl.

aktivalasdhoz
DNS, RNS, hugysav, ATP, ROS, hdsokk fehérjék stb.) és citokineket is kibocsatanak,
mellyel hozzdjarulnak a gyulladdsos mikrokornyezet kialakitasahoz a borben, igy segitve
a velesziiletett immunrendszer aktivalodasat. Az alarminok TLR2 és TLR4 receptorokon,
P2X7 ATP-receptoron, valamint az NLRP3 inflammaszoman keresztiil aktivaljak a
bérben 1évé dendritikus sejteket (Langerhans sejtek és dermalis dendritikus sejtek)?%%10,

amelyek IL-6, 1L-12, TNF-a, IL-1B és IL-18 citokinek termelésével valaszolnak?%%211:212,
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A szekretalt IL-1B és IL-18 a keratinocitdkat IL-1la, TNF-a és GM-CSF termelésre
haptén-hordozod komplexet bekebelezik és a kozeli nyirokcsomokba szallitjak, majd
MHC molekulan keresztiil prezentaljak a naiv T-sejteknek?*2214,

Az aktivalas kovetkeztében a T-sejtek IL-2 novekedési faktort termelnek, amely

212214215~ Az immunolégiai mikrokdrnyezet (a

egy T-sejt expanzidt eredményez
szenzitizald allergén mennyisége, veszélymolekulak €s a citokinek) hatdrozza meg a T-
sejtek végs6 aranyat és fenotipusat, hogy effektor/regulacios/memoria sejtté
differencialodnak®!. A nyirokcsomokban a dendritikus sejtek (DC) IL-12 és IFN-y
termelése hatdrozza meg a T-sejt polarizaciot CD4+ Th vagy CD8+ Tc iranyba?%321®, Ha
a mikrokornyezetben is jelen van IL-2 és TGF-B, az a regulacios T-sejtek (Treg)
differencialodasanak kedvez, melyek immunszupressziv IL-10 citokint termelnek, ezzel
korlatozva az allergids kontakt dermatitisz mértékét és iddtartamat, hozzajarulva a
tolerancia kialakulasahoz. 212215:217.218

A velesziiletett immunsejtek koziil nem csak a dendritikus sejtek, de a hizosejtek
is elengedhetetlennek bizonyultak az allergias reakcio kivaltasaban. A hizdsejtek ICAM-
1 vagy LFA-1 molekulan keresztiil stimulaljak a DC-ket. Az aktivalodott dendritikus
sejtek pedig megnovekedett Ca?" bearamlast valtanak ki a hizosejtekben, ami a két
sejttipus kolcsonds, aktivald interakciojara utal?®®,

A szenzitizacios fazis fobb részleteit a 4. abran 6sszegezve mutatom be.
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Szenzitizacios fazis

1. A velesziletett immunrendszer aktivalasa
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4. abra: Az allergias kontakt dermatitisz szenzitizicios fazisanak sematikus
abrazolasa.

A haptén aktivalja a keratinocitikat és a hizosejteket, melyek kiilonbozo kémiai
medidtorok termelése révén aktivaljak a bor dendritikus sejtjeit (1). Az aktivalt
dendritikus sejtek bekebelezik az antigént és a nyirokcsomoba vandorolnak (2), ahol
prezentaljik azt a naiv T-sejteknek. A T-sejtek antigén-specifikus memoria T-sejtekké
differencialodnak. A reguldacios T-sejteknek (TreQ) szupressziv hatdisa csékkenti az

effektor T-sejtek kialakuldasat (3). Forras: Honda és munkatarsai alapjan (?°) médositva.

1.3.2. Elicitacios fazis

Amennyiben az egyén ismételten kapcsolatba keriil a kontakt allergénnel, a
folyamat az elicitacios fazisba Iép tovabb. A kontakt allergén epidermiszbe jutasa utan a
keratinocitak és Langerhans sejtek gyors vélaszreakcioként citokineket (IL-18, TNF-a,
IL-18) bocsatanak ki?!2214215221 ' melyek aktivaljik a dendritikus sejteket és az endotél
sejteket. A haptén altali aktivacid megnoveli a vérerek permeabilitasat a hizosejtek altal

219

kibocsatott hisztamin révén-™, ez a folyamat megkonnyiti a leukocitdk borbe valo
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cres

CXCL2) a neutrofilek toborzasaban jatszanak fontos szerepet???, melyek fontosak a
késébbi T-sejt infiltracio 1étrejottében®?,

A keratinocitak altal termelt IL-18 hozzajarul a dendritikus sejtek éréséhez,
specifikus T-sejtek szamara az antigént, de az elicitacios fazisban a keratinocitak is
antigénprezentalo sejtként viselkednek, igy felgyorsitjak a haptén-specifikus effektor T-
sejtek aktivalodasat?®®.

A boérben levé vérerek aktivalt endotél sejtjei E-szelektint expresszalnak, majd a
kontakt allergén-specifikus T-sejteken levé CLA-val vald kapcsolodas révén a T-sejtek
lelassulnak a véraramban, atlépnek az endotéliumon és kijutnak a borbe?*?15, A bérbe
jutott T-sejt alpopulaciok kiilonb6z6 citokineket termelnek (a Th1/Tcl sejtekre IFN-y, a
Th17/Tc17 sejtekre pedig IL-17 termelése jellemz6)?%3214220 Az IFN-y és IL-17 altal
aktivalt keratinocitakban né a citokin-termelés ¢€s az adhézidés molekulak kifejezodése,
mindezek pedig fokozzak tovabbi T-sejtek, valamint makrofagok, természetes 610sejtek
(NK-sejtek), hizosejtek, neutrofil granulocitak és eozinofilek helyszinre térténd vonzasat,
eldsegitve ezzel a gyulladas fokozasat és az allergén anyagot hordoz6 sejtek megolését,
valamint eltavolitasat??220, A sejtek kozotti kdlcsonhatas kovetkezményeként 1étrejovo
gyulladas az allergias kontakt dermatitiszre jellemz6 duzzadt, voros, viszketo borfeliiletet
eredményezi.

A gyulladasos valasz megsziinésében nagy szerepe van a Treg sejteknek, amelyek
a gyulladas helyén IL-10-et termelve gatoljak az immunsejtek szovetekbe vald kilépését
azaltal, hogy a citokin hatasara csokken a vérér endotél sejtjein az E/P-szelektin
expresszioja??4,

Az elicitacios fazis fentebb emlitett részleteit az 5. abra foglalja dssze.
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Elicitacios fazis

Haptén: aktivalja a velesziletett

immunrendszert
&
@
| ] ] | I | I I ] | | ] | S]] | [ I |
i e e e e — —— e e it e e ]
Epidermisz | I ‘ | I [ |Keratinocték | [ | | ‘ 1 l L
s B e — ——————— Keratinocita J
[ L L L1 L L L T davedio | [
- L ] P =4
Citokin e
Tre ” kemokin ..
g - IFN-y IL-17
\ we . [*
3. = == h f“, &
2 n 'a «a
Ty
Dermisz -_% Dendritikus sejt ~ Th1/Tel Thi17/Te17
-~ . ) -
& P Neutrofil granulocita P
PP 4 ® .. -
r Hizosejt _ pg)\ PRTa .
Treg migracicja /) D s “\‘_“_'-:} Memoria T-sejt
a nyirokcsomékba,” *2 . F ) L 1
. \ ° e /
Afferens o 4 Efferens ‘ @ &«
nyiroker nyiroker S 4 |
A/ Endotél sejtek akfivacioja

emoria T-sejtek belépnek a kenngébe

v

Meméria T-sejt o

5. abra: Az allergias kontakt dermatitisz eliciticios fazisanak sematikus abrazolasa.

Nyirokcsomao

A hapténnal valo ujra taldlkozast kovetden, a keratinocitik és hizosejtek kémiai
medidtorok termelésével aktivaljak az endotél sejteket. Ez nagymértékii gyulladasos
sejtinfiltraciot okoz, beleértve az antigén-specifikus T-sejteket is (1). Az effektor T-sejtek
proinflammatorikus  citokineket és kemokineket bocsatanak ki, melyek tovibbi
immunsejteket vonzanak a gyulladas helyszinére, novelve ennek mértékét (2). A Treg
sejtek a gyulladas helyén gatlo funkciot latnak el, mely révén csokkentik az immunsejtek

infiltraciojat, igy eldsegitik a gyulladds megsziinését, majd a nyirokcsomokba

vandorolnak (3). Forrds: Honda és munkatdrsai alapjan (**°) médositva.

1.3.3. Kontakt hiperszenzitivitas

A kontakt hiperszenzitivitas (Contact Hypersensitivity, CHS) az allergias kontakt
dermatitisz kisérletes egérmodellje, melyben kontakt allergénként szerves olddszerben
feloldott erdsen lipofil molekuldkat, pl. 2,4-dinitroklorobenzén (DNCB), 2,4,6-
trinitroklorobenzén (TNCB), FITC?*, vagy egyéb allergizal6 vegyiileteket, pl. oxazolon,
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krotonolaj?® alkalmaznak az 4llat borotvalt hasi feliiletén. Allergéntél fiiggden, 5-7 nap
mulva ugyanannak a vegyiiletnek az egér fiilén vagy talpan torténd alkalmazasa valtja ki
az elicitacios vagy effektor fazist. A fiilon vagy a talpon fellép6 duzzanat mértéke irja le
a gyulladas intenzitasat?** (lasd. 6., 7. abra). Bar a szenzitizacio koriilményei masok a
human allergias kontakt dermatitiszhez képest, a CHS mégis egy megbizhato, stabilan
alkalmazhaté ¢és az egyik legrégebbi, immunoldgidban hasznalt allatmodell, mely

lehetévé teszi mind a két fazis tanulmanyozasat??®.

(B (B,

0. nap S. nap 6. nap

_
1 1

Elicitacio
 —
Fiilvastagodas,
gyulladas

Szenzitizacid

6. abra: A kontakt hiperszenzitivitas (CHS) modelljének sematikus abrazolasa.

A CHS nulladik napjan az egereket az allergénnel, vagy a kontroll vivéanyaggal
szenzitizaljak a borotvadlt hasi feliileten. A kisérlet 6todik napjan az egerek kezdeti
fiilvastagsag-mérése utan, az elicitacios fazis kivaltasa érdekében ismét alkalmazzak az
allergént az dllatokon, ezuttal a fiilon. A hatodik napon mért fiilvastagsag-novekedés

biztosit informdciot a gyulladdas mértékérdl. (Sajat abra)
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7. abra: A kontakt hiperszenzitivitis megjelenése.

A kontakt hiperszenzitivitas (CHS) szovettani képe 20X-os nagyitasban (A) és a
fiilvastagsag valtozasai (B) vad tipusu egerekben kontroll (aceton) és TNCB kezelést
kovetéen. Forrdas: (A) Aradi Petra (Jakus-labor) és (B) Modcsai-labor kordbbi

eredményei.

1.3.4. A neutrofil granulocitak szerepe a kontakt hiperszenzitivitisban
A neutrofil granulocitak megtaldlhatok az allergias kontakt dermatitiszben

szenvedd betegek bérének sebeiben??’

, 1gy a kutatok elkezdték mélyebben megvizsgalni
ezen sejttipus CHS-ben betoltott szerepét. Engeman és mtsai. anti-Gr-1 antitesttel
depletaltdk a neutrofileket az elicitacios fazis eldtt és egy csokkent CHS valaszt
tapasztaltak. Amennyiben neutrofil granulocitakat injektaltak a fiilbe, a gyulladas
1étrejott. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a neutrofil granulocitaknak fontos szerepe lehet
az elicitacios fazis létrejottében®?, Ahogy azt mar kordbban ismertettem, az anti-Gr-1
antitest a neutrofil granulocitdk mellett mas sejttipusokra is hatdssal van, igy pl. a

monocitakra, makrofigokra, dendritikus sejtekre és aktivalt T-sejtekre??22 mely
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megkérddjelezte a fenti eredményt. Munkatarsam, Felix Weber mas megkozelitéssel
vizsgalta a neutrofil granulocitak szerepét, illetve kozos kisérleteinkben arra is kerestiik
a valaszt, hogy sziikségesek-e ezek a sejtek a CHS szenzitizacios fazisaban??®. A projekt
bdvebb kifejtésére részben ebben a fejezetben, részben pedig az eredmények fejezetben
keril sor, ahol az altalam végzett kisérleteket ismertetem majd.

A neutrofil granulocitak CHS-ben betdltott szerepének vizsgalatdhoz elsdsorban a
dolgozatomban jellemzett Lyz2¢®CeMcl1fo¥foX  mutanst hasznaltuk, melyet a
tovabbiakban Mcl12M<l° egérként fogok emliteni. Felix Weber munkatarsam kimutatta,
hogy az Mcl12Mele egerekben szignifikansan csokkent a TNCB-re adott CHS valasz, a
neutrofil granulocitdk hidnydban az allatok védettnek bizonyultak ebben a modellben
(lasd. 8. 4bra)®®®. Ezt kovetéen egy neutrofil-deplécios megkozelitést is alkalmazott,
amelyben egy anti-Ly6G antitestet (NIMP-R14)™ hasznalt 24 éraval a szenzitizacio
elott. A deplécio kovetkeztében drasztikusan csokkent a vérben kering6 és a 1épben 1évo
neutrofil granulocitdk szdma, és a TNCB hatdsara nem jott 1étre a CHS valasz ezekben az
egerekben??, Igy két megkozelitéssel is igazolodott, hogy a neutrofil granulocitak fontos

szerepet toltenek be a CHS létrejottében.
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8. abra: Az Mcl1AMyele mutacié hatasa a kontakt hiperszenzitivitas létrejottére.

Vad tipusii (Wild Type, WT) és Mcll*™<° egerekben az dbrafeliratnak megfeleléen
acetonnal (vehicle — mely az allergén oldoszere) vagy TNCB-vel tortént meg a
szenzitizacio. 5 nappal késobb TNCB alkalmazasaval tortént a gyulladasos valasz
kivaltasa, melynek mértékét a fiilvastagsag 24 orat kévetd ndvekedésével hataroztik meg.

Forrds: Weber és munkatdarsai nyoman (°%).
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2. CELKITUZESEK

PhD-munkam soran az alabbi kérdések megvalaszolasat tiiztiik ki célul:
1. A neutropénids Mcl12Ml° egértdrzs részletes jellemzésén beliil arra kerestiik a
valaszt, hogy hogyan befolyasolja az Mcl-1 mieloid-specifikus torlése:
- aneutrofil granulocitak szamat normal és steril gyulladasos koriilmények kozott?
- az egyéb leukocita populaciok szamat a periférias vérben?
- az egerek tulélését, megjelenését és szaporodasat?
- az egerek védettségét az autoantitest-indukalt artritisszel szemben?

- az éllatok érzékenységét a bakteridlis és gombas fertézésekkel szemben?

2. Hogyan befolyasolja az Mcl-1 neutrofil-specifikus torlése:
- a neutrofil-granulocitak és az egyéb leukocita populaciok szamat a periférias
vérben?

- az egerek talélését és szaporodasat?

3. Milyen valtozasok jellemzdek a periférids vér leukocita populécioira és az
autoantitest-indukalt artritisz lefolyasara a G-CSF-receptor-hianyos egerekben a

vad tipushoz képest?
4. A kontakt hiperszenzitivitas betegségmodell melyik fazisahoz elengedhetetlenek

a neutrofil granulocitak? Befolyasolja-e a Lyz2°"®C"® mutacié a gyulladasos valasz

1étrejottét?
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3. MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

3.1.1. A felhasznalt genetikailag modositott egértorzsek

Az Mcl-1 fehérjét kodolo gén Mcll™YWh (Mcl1f1o) floxolt alléljat hordozéd
egereket You-Wen He munkacsoportjatél kaptuk (Duke University, Durham, NC)'%7. Az
Mcl1f°* egereket kereszteztik a Cre rekombinazt a mieloid sejtekben expresszald
Lyz2tmiCreifo (| yz2C  mas néven LysM-Cre) knock-in egértorzzsel, igy létrehoztuk a
Lyz2Cr/CreMcl171o9Mox pytanst, melyet a tovabbiakban Mcl12MYel° egérként emlitek.

A Cre rekombinaz altal medialt kondicionalis KO egerek létrehozéasaval lehetdség
nyilik az Mcl-1 fehérje sejtvonal- vagy szovet-specifikus torlésére. A Cre-lox rendszer

sematikus abrazolasat és részletes leirasat a 9. abra foglalja Ossze.

LB xSy
- e =

Promoter Cre loxP Mcl1 loxP
k@y
Sejtek, ahol a promoter aktiv Egyeb sejtek
Promoéter Cre loxP Promoter Cre loxP  Mcl1 loxP

9. abra: A Cre-lox rendszer sematikus abrazolasa.

A tenyészpar egyik tagja hordozza azt a konstrukciot, melyben egy promoter mogé
behelyezett Cre rekombinaz geén taldalhato. A masik egérben a torolni kivant gent két
oldalrol loxP szekvenciakkal hataroljak. Az utéodokban, amennyiben a promoter aktiv,
expresszalodik a Cre rekombindz, mely képes a DNS-t a loxP szekvencidk mentén
hasitani, igy lehetéség adodik az adott gén (ez esetben az Mcll fehérjét kodolo gént)
sejtvonal- vagy szévetspecifikus torlésére. Azokban a sejtekben, ahol a promoter nem

aktiv, a Cre rekombindz nem hasitja a DNS-t, igy a fehérje expresszalodik. (Sajat abra)
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Az egértdrzs fenntartasahoz Mcl1AMele g Lyz2C/CreMcl1flo¥* tenyészparokat
szaporitottunk, igy a homozigota Mcl12M¥ele utédok mellett Lyz2C™eCeMcl1fov*
alomtestvér kontroll allatokat is nyertiink. Mas tenyésztési stratégiakat is alkalmaztunk,
beleértve az Mcl12Me° homozigota tenyésztést is, melyeket bévebben az eredmények
résznél ismertetek.

Egy neutrofil-specifikusabb delécio érdekében kereszteztik az Mcl1Mox/flox
egereket az MRP8-Cre transzgénikus allatokkal®® és létrehoztuk az MRPS-
CreMcl1floXfox oo értorzset, melyet a tovabbiakban Mcl12PMN egérként emlitek.

A G-CSF receptor-hianyos'®® (Csfar™tink 4 tovabbiakban Csf3r”") egereket a
Jackson Laboratory-t6l vasaroltuk. Az FVB/N genetikai hatteri G-CSF receptor-
hianyos®! egereket Ivo P. Touw (Rotterdami Erasmus Egyetem, Hollandia) biztositotta

szamunkra.

crer

sejt receptort hordozé KRN torzs (Tg(TcraR28, TcrbR28)KRNDim)!2* Diane Mathis és
Cristopher Benoist laborjabdl (Harvard Egyetem, Boston, USA) szarmazott. A NOD,
illetve a CD45.1 allélt C57BL/6 genetikai hattéren hordozo un. BoyJ (B6.SJL-Ptprca)
torzset a Jackson Laboratory-tol vasaroltuk.

A kiilonb6z6 genotipusti egerek azonositasa genomidlis DNS-bol  tortént,
allélspecifikus PCR technikaval. Minden felhasznalt génmoddositott egértdrzs, kivéve a
fentebb emlitett FVB/N genetikai hattertt G-CSF receptor-hianyos egereket, C57BL/6
hatter(i volt. A kontrollként hasznalt C57BL/6 allatokat a sajat allathazunkban, specifikus
patogén-mentes (SPF) koriilmények kozott tenyésztettiik. Kisérleteinkhez 2-6 hénap
kozotti him €s ndstény egereket hasznaltunk.

Az egereket SPF vagy konvencionalis allathazban, egyedileg szelloztetett
ketrecekben (Tecniplast) tartottuk. A konvenciondlis allathdzban tobbszor kimutattak a
kovetkez6 fertézéseket: ragesald hepatitis virus (MHYV), Theiler egér encephalomyelitis
virus (TMEV), egér norovirus (MNV), Helicobacter, Entamoeba, Hexamastix, Syphacia
obvelata és Myocoptes musculinus atka fajok. A Semmelweis Egyetem Egyetemi
Allatkisérleti Bizottsaga (EAB) illetve a Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi

Allatjoléti Bizottsaga valamennyi allatkisérletiinket engedélyezte.
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3.1.2. Csontvel6i kimérak

Egyes in vivo kisérleteinkben, az egerek korlatozott elérhetdsége miatt, csontveldi
kimérdkat is alkalmaztunk. A donor Aallatokbol cervikalis diszlokéaciot kovetden
eltavolitottuk a sipcsontokat és a combcsontokat, majd ezeket HBSS oldattal atmostuk.
Centrifugalast (5 perc, 5000 rpm, 4°C) kovetden az iiledéket a-MEM oldatban vettiik fel.
Az elbzetesen letdlisan (11,5 Gy) besugarzott, CD45.1 allélt hordoz6 recipiensekbe
(B6.SJL-Ptprc?), izoflurannal torténd anesztéziat kovetden, intravénas tton jutattuk be a
CD45.2-t expresszald csontveldi donorsejteket. A besugarzashoz *3'Cs izotoppal mikodd
Gamma-Service Medical (Lipcse, Németorszag) D1 irradiatort hasznaltunk. A
transzplantacié utan 4 héttel a csontvel6i kimérakbol periféridas vért vettiink, hogy
megallapitsuk a transzplantaci6 sikerességét. A mintakat Ly6G és CD45.2 jelolés utan
aramlési citométerrel vizsgaltuk. A csontveldi kimérakat a transzplantaciot kovetd 4-10

héten beliil hasznaltuk fel.

3.2. A sejtek elokészitése és az aramlasi citometrias vizsgalatok

3.2.1. Periférias vér

A kisérleteink soran vizsgalt leukocita populédcidkat periférias vérmintakbol
hataroztuk meg, sejtfelszini receptorok és molekulak, valamint méret és granulaltsag
alapjan. A periférias vért az egerek farkan végzett bemetszést kovetden, a farokvénabol
nyertiik heparinizalt pipetta hegyek segitségével. 10 pl vér vettiink az allatoktol, majd
PBS 5% FBS 1% heparin oldatban vettilk fel a mintat. Egy mosast kovetéen
centrifugaltuk a mintakat (5 perc, 5000 rpm, 4°C), majd a sejteket egy oran keresztiil 4°C-
on, sotétben inkubaltuk a megfeleld fluorokrommal konjugalt antitestekkel. Ezt kovetden
a sejteket egy, a vorosvértestek lizisét és a leukocitak fixalasat eredményezd oldatban (1x

FACS lizis oldat, BD Biosciences) vettiik fel, 500 pl-es végtérfogatban.

3.2.2. Tioglikolat-indukalt peritonitisz modell

A Kkisérletes peritonitiszt 1 ml 3%-os tioglikolat (Liofilchem) intraperitonealis
injektalasaval hoztuk létre. Négy ora elteltével, a cervikalis diszlokaciot kovetden,
megnyitottuk az egerek hasiiregét és 5 ml jéghideg, 5% FBS-t tartalmazé PBS-sel
atmostuk. A hasiiregi mintakat lecentrifugaltuk (1500 rpm, 5 perc, 4°C), majd a sejteket
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1 ml 5% FBS-t tartalmazd PBS-ben reszuszpendaltuk és egy oran keresztiil 4°C-on,
sOtétben inkubaltuk a megfeleld fluorokrommal konjugalt antitestekkel. Egy mosast és
centrifugalast (5 perc, 5000 rpm, 4°C) kovetden a sejteket 500 ul 5% FBS-t tartalmazo
PBS-ben reszuszpendaltuk.

3.2.3. Aramlasi citometriis mérés

A mintakat egy 488 nm-es hullamhosszisaga lézerfényt kibocsatd aramlasi
citométeren mértiik le (BD Biosciences FACSCalibur), az adatokat az FCS Express 6 (De
Novo Software) alkalmazasasval elemeztiik és abrazoltuk.

A kiilonboz6 leukocita populaciokat a rajuk jellemzd, tipikus elére- (Forward
Scatter, FSc) és oldalszoras (Side Scatter, SSc) alapjan hataroztuk meg (Id. 10. abra), majd
ezeken beliil az alabbi specifikus sejtfelszini markerek révén kiilonitettiik el:

Neutrofil granulocitdk — CD11b"Ly6G"Siglec-F~

monocitdk — CD11b*Ly6G Siglec-F~

eozinofil granulocitdk — Ly6G Siglec-F*

T-sejtek — CD3*

B-sejtek — B220"

crer

Ly6C jeldlés alapjan.

Az aramlési citometrias mérésekhez hasznalt antitesteket a BD Biosciences-t6l
vasaroltuk: CD3 (17A2), CD11b (M1/70), CD45R/B220 (RA3-6B2), CD45.2 (104),
Ly6C (AL-21), Ly6G (1A8), Siglec-F (E50-2440).

A mintael6készités soran végig meghatarozott térfogatokkal dolgoztunk, a mérést
12 ul/perc sebességgel, egy percig végeztiikk, igy a kapott adatok alapjan abszolut

koncentracioban tudtuk megadni a vizsgalt sejtek szamat.
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10. abra: Az aramlasi citometrias méréseknél alkalmazott kapuzasi stratégia.

Az aramlasi citometrias mérés sorvan a sejtek elore iranyulo fényszorasa (Forward
Scatter, FSc) a méretiikrol és oldalszorasa (Side Scatter, SSc) a granulaltsagukrol
szolgaltat informaciot. Az altalunk vizsgalt fehérvérsejtek ezen paraméterek alapjan jol
elkiiloniild populdciokként jelennek meg. A neutrofil granulocitik és az eozinofil
granulocitdk (piros kor) kozepes méretii sejtek és nagyfoku granulaltsag jellemzi oket. A
monocitak (zold kor) nagyobbak, mig a B- és T-sejtek (lila kor) kisebb méretiiek és egyik

sejttipus sem tartalmaz granulumokat, igy alacsony az oldaliranyu szorasuk. (Sajat abra)

3.3. Hematologiai paraméterek vizsgalata

Az egerekbdl izuflurdnos altatast mellett kb. 100 pl vért vettiink egy heparinozott
tiveg kapillarissal, majd a mintdkat 4°C-on taroltuk a mérésig. A vérmintakat egy 3-part
diff hematologiai automata analizatorral mértiik le, mely egy kifejezetten allatmintakra
kalibralt keésziilék volt. A mérés révén informaciokat kaptunk a fehérvérsejtek aranyarol,

a vordsvértestek szamarol, valamint a hemoglobin koncentraciorol és a hematokrit

értékérol is.
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3.4. Tulélés-, termékenység- és tomegvizsgalatok

A talélés- ¢és termékenységi adatokat az allathdzunk SPF terének online
adatbazisabol nyertiik, melyben évekre visszamendleg elérhetd minden fontos adat az
egyedi azonositoval ellatott egerekrdl. igy lehetdségiink volt az allathazunk eddigi osszes
egerének adatait elemezni. A konvencionalis allathazban torténd talélés vizsgalata egy
kisebb csoporton tortént, ez esetben egy kézzel irt nyilvantartast vezettiink.

Az egerek testtomegének mérésére az SPF térben kertilt sor. Kiilon regisztraltuk
a him és ndstény egerek testtomegét 2 hetes koruktdl kezdve, hetente egyszeri

gyakorisaggal.

3.5. K/BxN szérum transzfer artritisz

A C57BL/6 genetikai hatterli KRN transzgénikus T-sejt receptort hordoz6 egerek
¢s a NOD egerek keresztezése révén létrehoztuk a transzgén-pozitiv K/BXN és a

kontrollként hasznalt transzgén-negativ BxN utédokat!?4232

. A transzgén pozitiv
egerekben egy olyan gyulladast figyeltiink meg, mely a human autoimmun artritiszhez
nagyon hasonl6 képet mutat. A gyulladds a KRN T-sejt receptor és az autoimmunitasra
hajlamosité MHC II (Ag’) jelenlétében jon létre, hatterében a gliikoz-6-foszfat izomeraz
(GPI) elleni autoantitest-termelés al1?®. Ez az iziileti gyulladas pedig a beteg allatok

szérumaval atvihet6 egészséges egerekre is (Id. 11. abra).
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11. abra: A K/BxN artritisz-csalad sematikus abrazolasa.

Artritisz

Az dabra a genetikailag meghatarozott K/BxN arthritis (kék) és az indukalhato K/B*N

szérum-transzfer arthritis (z6ld) kialakulasat mutatja. (Mocsai Attila rajza)

A transzgén jelenlétét allél-specifikus PCR-rel, valamint az iziileti gyulladasos
fenotipus megjelenésével ellendriztiik. A 3 hdnaposnal idésebb K/BxN és BxN egerekbdl
retroorbitalis véreztetéssel vért vettiink, melyet egy éjszakan at 4°C-on tartottunk.
Maésnap leszivtuk az alvadékrol a szérumot, melyet tovabbi centrifugaléssal
megtisztitottunk a sejtektol. Az igy nyert artritogén és kontroll szérumot -20°C-on
taroltuk a felhasznélésig.

K/BXN szérum transzfer artritiszt 300 pul K/BxN (artritogén) vagy BxXN (kontroll)
szérum intraperitonalis injektalasaval indukaltuk az egerekben. Ezt kovetden 2 héten
keresztiil naponta kovettiik az iziileti gyulladas sulyossagat, melyet pontozassal és a boka
vastagsaganak mérésével szamszerisitettiink®>2322342% A gyulladas klinikai tiineteit egy
0-10-ig terjedd skalan pontoztuk, a bokavatagsdgot pedig egy specidlis toldmérd
(Kroeplin) segitségével mértiik. A pontozast €s a méréseket 2 fiiggetlen vizsgald végezte,

majd a kapott eredményeket atlagoltuk.

3.6. Kontakt hiperszenzitivitas modell (CHS)

3.6.1. Klasszikus CHS modell
A CHS kivéltasdhoz 2,4,6-trinitroklorobenzént (TNCB) alkalmaztunk, melyet
acetonban oldottunk fel. A kisérlet 0. napjan egy specialis kisallat nyirdgéppel (Aesculap

Exacta) szortelenitettiik az egerek hasat majd szenzitizacio céljabol, 100 pl 3%-0s TNCB-
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vel vagy a kontrollként alkalmazott acetonnal kezeltik a szabad borfeliiletet. A
szenzitizaciot kdvetd 5. napon megmértiik az egerek kezdeti fiilvastagsagat egy érzékeny,
kézi vastagsagmérd (Mitutoyo) segitségével. A mérés utan mind a kontroll, mind pedig
az allergénnel szenzitizalt egerek fiilére 20 pl 1%-0os TNCB oldatot pipettaztunk. 24
oraval késobb ismét megmértiik az egerek flilvastagsagat. A két mérés kozotti kiilonbség

mutatta a gyulladasos valasz mértékét.

3.6.2. Passziv CHS modell

A passziv CHS vagy adoptiv transzfer kivitelezéséhez az egereket a fent emlitett
moédon szértelenitettiik, majd a hasukon 100 upl, a fiilikén 20 pl 3%-0s TNCB-vel
a feliiletes agy¢ki- és a fiil eldtti nyirokcsomokat, PBS-ben, jégen tartottuk, majd egy 70
um-es steril sz{ir6t alkalmazva (BD Biosciences) egysejtes szuszpenziot készitettiink. A
naiv recipiens egerekbe 2x107 nyirokcsomo sejtet injektaltunk intravénasan. Kozvetleniil
ezutan megmeértiik az egerek kezdeti fiilvastagsagat, majd a fiiliikkre 20 pl 1%-0s TNCB
oldatot pipettaztunk. 24 oraval késdbb ismét megmeértiik az allatok fiilvastagsagat, majd

a kiilonbség alapjan abrazoltuk a valasz mértékeét.

3.7. In vivo fert6zéses modellek

A fert6zéses kisérletek kivitelezéséhez az ATCC25923 Staphylococcus aureus
baktériumtorzset és az SC5314 Candida albicans gomba torzset alkalmaztuk, melyek a
Szegedi Mikrobioldgiai Torzsgylijteménybdl szarmaztak.

A Staphylococcus aureus-t agy-sziv infazios (brain-heart infusion, BHI) agarban
tartottuk fenn, majd egy éjszakan at tenyésztettiik 37°C-on BHI tapoldatban. Az egereket
100 pl PBS-ben felvett, 2x107 (talélés vizsgalatdhoz) vagy 1x107 (kolonizacio
vizsgalatahoz) S. aureus baktériumot tartalmazo intraperitonalis injekcidval fertoztiik.

A Candida albicans-t éleszté/pepton/dextréz (yeast extract/peptone/dextrose,
YPD) taptalajon tartottuk fenn, majd egy ¢éjszakdn at 30°C-on, folyékony YPD
tapoldatban novesztettiik. Az egereket 100 pl PBS-ben felvett, 1x10° C. albicans

gombaval fertdztiik, a farokvénaba adott injekcidval.
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Mind a bakterialis, mind a gombas fert6zés esetén kovettiik az allatok ttlélését és
a bakteridlis/gombdk 4ltali kolonizacidt. Az allatok talélését 10 napon keresztiil
agyat, melyeket steril PBS-ben homogenizaltunk. Az egerek vérét a retro-orbitalis vénas
plexusbol gytjtottiik, tiveg Pasteur pipetta segitségével. A peritonealis mintavételhez 5
ml jéghideg PBS-sel mostuk at az egerek hasiiregét. A baktériumok ¢s gombak okozta
terhelést 12 draval a fertézést kdvetden, a koloniaképzé egység (Colony-Forming Unit,
CFU) szamolasi modszerével hataroztuk meg a vér-, peritonedlis- és homogenizalt
szervmintakbol. Higitasi sort alkalmaztunk az S. aureus esetén BHI, a C. albicans esetén
pedig YPD agar taptalajon. A plate-ket 1 napig, 37°C-on (S. aureus), és két napig, 30°C-
on inkubaltuk (C. albicans), majd CFU-t szamoltunk és az eredményt CFU/g szovetben,
vagy CFU/ml-ben abrazoltuk.

3.8. Az adatok abrazolasa és statisztikai elemzése

A kisérleteket minimum harom egér/genotipus/kezelés elemszammal €s minimum
harom ismétlésben végeztiik el, amennyiben egy kisérletnél masképp jartunk el, azt az
adott abrazolasnal kilon kozlom. A dolgozatomban bemutatott oszlopdiagramok és
kinetikai gorbék a reprezentativ abrak esetében az atlagot és a szérast (SD), tobb
fliggetlen kisérlet esetén pedig az atlagot és az atlag szorasat (SEM) mutatjak.

A steril peritonitisz modell esetében a szoveti sejtszamokat a teljes hasiiregi
tartalomra szamoltuk ki.

Az adatok stratisztikai elemézéshez a StatSoft Statistica szoftvert hasznaltuk. A
vérmintakbol nyert adatokat, valamint a baktériumok és gombdk CFU-szamanak
elemzését kétmintas Student-féle t-probaval végeztiik. A peritonitisz, artritisz és CHS
kisérletek adatait kétutas variancianalizisnek (ANOVA) vetettiilk ald. A tomegmérés
gorbéinek elemzéséhez Mann-Whitney U tesztet alkalmaztunk. A talélési vizsgalatok
eredményeit a Kaplan-Meier nemparaméteres tulélési modellel és log-rank teszttel

elemeztiik. A szignifikancia hataranak a 0,05-0s p értéket tekintettiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. A neutropénias Mcl12Myelo egerek jellemzése

Az ebben a fejezetben bemutatott kisérleteink célja egy 0j neutrofil granulocita-
hidnyos egértorzs altalanos jellemzése és feltételezhetden neutrofil-fiiggd gyulladasos és
fert6zéses betegségmodellekben vald in vivo validalasa volt. A kisérletek soran a neutrofil

107

granulocitak taléléséhez feltétlentil sziikséges™™" Mcl-1 anti-apoptotikus fehérjének a

mieloid kompartmentben vald sejtvonal-specifikus torlését vizsgaltuk.

4.1.1. Az Mcl-1 mieloid-specifikus deléciéja sulyos neutropéniahoz vezet

Az Mcl-1 mieloid-specifikus torlésének vizsgalatara Lyz2C"®CeMcl11o¥/flox egereket
hoztunk 1étre, melyekben a lizozim M-et kodold Lyz2 gén endogén promotere altal
iranyitott Cre rekombinaz hatdsara a mieloid kompartmentben torlédik az Mcl-1-et
kodold Mcll gén (Id. 9. abra). Ezeket az egereket a tovabbiakban Mcl14Mele egereknek
nevezzik. A kisérletekben hasznalt kontroll egerek tartalmaztak vad tipusa C57BL/6
allatokat, Lyz2°"®C® vagy Mcl1fofox mytansokat (melyekben csak az egyik gén
mutaciodja volt jelen), valamint az Mcl12Myele egerek Lyz2¢®/CeMcl171/* alomtestvéreit is.

A vad tipust allatok periférias vére egyértelmil neutrofil granulocita populaciot
tartalmazott, melyre Ly6G-pozitivitas, kozepes elbére iranyuld szoras és magas
oldaliranyu szoras volt jellemz6é (12. abra A és B panel). Ez a populacio 1ényegében
teljesen hidnyzott az Mcl12Me° egerekbdl (12. 4bra A és B panel). Kvantitativ
elemzésiink (12. abra C panel) azt mutatta, hogy az Mcl12M¥¢l° mutdnsokban a vad tipust
allatokhoz viszonyitva atlagosan 98,1%-kal csokkent a keringd PMN sejtek szama (p =
8,0x107%).
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12. abra: Az Mcl14Mvele muticié hatasa a keringé neutrofilek szamara.

Vad tipusii (VT) és Mcl1*™®° egerek periférias vérét Ly6G-ellenes antitestekkel festettiik
és aramlasi citometriaval vizsgaltuk. Az abran a sejtek fényszorasat (A), az Ly6G-
expresszio megoszlasat (B) és a keringd neutrofil granulocitak (Ly6G™ sejtek) abszolit
jeloltiik. Az A és B panelek reprezentativ abrak, a C panelen 7 fiiggetlen mérésbol
szarmazo adatok atlagat (21-28 egér/genotipus) és az atlag szordsat (SEM) dabrazoltuk.

4.1.2. Egyéb leukocita-populaciok vizsgalata Mcl1AMyele egerekben
Ezutdn megvizsgaltuk az Mcl12Ml° mutacio hatasat mas leukocita-vonalakra.
Amint a 13. abran lathato, az Mcl14Myel° egerekben nem valtozott a keringé monocitak

(CD11b*Ly6G Siglec-F sejtek; p = 0,96), az eozinofilek (Siglec-F'Ly6G™; p = 0,49) és
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a B-sejtek (B220"; p = 0,86) szama, mig a T-sejtek (CD3") szama mérsékelt emelkedést
mutatott (p = 0,012).

Siglec-F

Mcll AMyelo

Siglec-F
B220

10 10
B
4 -
ovT T
3 B N/ 1AMyelo
2 4

Sejtszam (10%/ul v ér)

il N.TE

Monocitak Eozinofilek B-seitek T-seitek

13. abra: Egyéb leukocita-populaciok vizsgalata Mcl12Myelo egerekben,

Vad tipusii (VT) és Mcll*M° egerek periférids vérét az A panelen jelzett antitestekkel
festettiik és aramlasi citometriaval vizsgaltuk. Az A panelen az adott markerekkel torténo
kettds festés eredménye ldathato. A neutrofileket vords, a monOCitikat zold, az
eozinofileket kék, a B-sejteket malyva, a T-sejteket narancssarga szinnel jeléltiik. A B
panelen az egyes populdciok keringd abszolut sejtkoncentracioi lathatok. Az A panelen
reprezentativ abrakat tiintettem fel, a B panelen 7 fiiggetlen mérésbél szarmazo adatok

atlagat (21-28 egér/genotipus) és az datlag szordsdat (SEM) dabrdzoltuk.
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A kovetkezOkben megvizsgaltuk a monocitdk két funkcionalisan eltérd
szubpopulacioinak, az Ly6C" ,.gyulladdsos” monocitdknak és az Ly6C™ ,,jar6r6z6”
monocitaknak a megoszlasat. Amint azt a 14. abra A panelje mutatja, az Ly6C-expresszio
hasonlé lefutast mutatott a vad tipust és az Mcl12M<l° egerek CD11b*Ly6G Siglec-F~
monocita-populacioin beliil. Az eredmények kvantitativ vizsgalata (14. abra B panel)
kimutatta, hogy az Ly6C" monocitak abszoliit szamaban nem volt eltérés a két genotipus
kozott (p = 0,73), mikézben az Ly6C™ monocitak szama kismértékben, bar statisztikailag

szignifikans modon csokkent az Mcl12Mel egerekben (p = 0,0039).
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14. 4bra: A monocitak alpopulicioinak a megoszlasa Mcl14Myele egerekben.

Vad tipusi (VT) és Mcll?M*° egerek periférias vérét CD11b, Ly6G, Siglec-F és Ly6C
antitestekkel festettiik és dramldsi citometriaval vizsgaltuk az Ly6C-expresszio
megoszlasat a CD11b*Ly6G Siglec-F~ (monocita) sejteken beliil. Az A panel az Ly6C-
expresszio hisztogramjat, a B panel a keringd Ly6C~ és Ly6C* monocitik abszolit

«rer

szarmazo adatok atlagat (13-14 egér/genotipus) és az atlag szordsat (SEM) dbradzoltuk.

4.1.3. Egyéb hematolégiai paraméterek vizsgalata

A fehérvérsejteken tilmenden a vorosvértestek (vvt) szamat (14. abra A panel), a
hematokrit (htk) értéket (14. abra B panel) és a hemoglobin (hgb) koncentraciot (14. abra
C panel) is megvizsgaltuk. Az Mcl14M¥ele egerekben egyik paraméter sem mutatott
eltérést a vad tipusu egerekhez képest (vvt, p = 0,29; htk, p = 0,19; hgb, p = 0,3) (15.
abra).
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15. 4abra: A periférids vér hematolégiai paramétereinek vizsgalata Mcl1AMyelo
egerekben.

Két fiiggetlen kisérletbdl szarmazo, 10 vad tipusii (VT) és 8 Mcl14M egér vérmintdjabol
késziilt elemzés 3-part diff. hematoldgiai analizatorral, melyben a voréosvértestek szamat
(A panel), a hematokrit értéket (B panel) és a hemoglobin koncentrdciot (C panel)
mutatjuk.

4.1.4. Neutrofil granulocitak vizsgalata steril gyulladas soran

Gyulladasos koriilmények kozott is vizsgalni szerettiik volna a szoveti PMN sejtek
szamat. Ennek érdekében tioglikolat tiptalajjal steril peritonitiszt valtottunk ki, €s
vizsgaltuk a gyulladas soran a peritobneumba vandorld neutrofilek szamat. Amint a 16.
abran lathato, vad tipust allatokban a tioglikolat injekcid robusztus neutrofil-infiltraciot
eredményezett, az Mcl1®™*° egerekben azonban nem volt megfigyelheté érdemi
neutrofil-felszaporodas a szovetben (97%-os csokkenés; p = 1,3x107*). Ez arra utal, hogy

az Mcl12Mel egerek sulyos PMN-hianya gyulladasos kériilmények kozott is megmarad.
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16. abra: Neutrofil-infiltracié a gyulladasos peritoneumba.

Tioglikolat intraperitonealis injekciojaval steril peritonitiszt valtottunk ki vad tipusu (VT)
és Mcl1*M° egerekben (a kontroll egerek PBS kaptak). 4 6rdval a peritonitisz indukcidja
utan dramlasi citometridval meghatdroztuk a peritonealis neutrofil granulocitdk abszolut
szamat, amit a fenti oszlopdiagrammon abrazoltunk. Az abran 3 fiiggetlen mérésbol

szarmazo adatok atlagat (6-8 egér/genotipus) és az datlag szordsat (SEM) abrazoltuk.

4.1.5. Az Mcl1AMyelo egerek talélése és megjelenése

A szakirodalomban altalanosan elfogadott, hogy a sulyos neutropénia
Osszeegyeztethetetlen az ¢lettel. Ezt azonban —feltételezhetéen jelentds részben a
kisérleteink kezdetén elérhetd neutropénias egérmodellek?>168178.182187 korlatai miatt—
korabban senki nem vizsgalta kisérleti egerekben. Ezért fontosnak tartottuk, hogy
hosszabb ideig kdvessiik az Mcl12Mele egerek tulélését, igy errdl a tulajdonsagukrol is
atfogo képet kaphassunk.

Meglepé modon és a korabbi feltételezéseinkkel ellentétben, az Mcl14Myele egerek
tulélése specifikus patogén-mentes (SPF) koriilmények kozott csak kis mértékben
kiilonbozott a vad tipusa allatokétol (17. dbra A panel). Az Mcl12Myelo egerek thilélése
csokkent a vad tipusu allatokhoz képest (6 honapos korban rendre 84% és 92%, 12
hénapos korban rendre 66% ¢és 78%), és feltételezhetden a vizsgalt egerek nagyon nagy
szama (977 VT és 611 Mcl12M¥el°) miatt ez a kiilonbség statisztikailag szignifikans volt
(p<0,00001). Fontos kiemelniink ugyanakkor, hogy a korai életkorban (2-4 honap),
amikor a legtobb allatkisérletet végzik, ez a kiilonbség nem volt jelentds, €s nem okozott

nehézséget a kisérletek kivitelezésében.
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Egy kisebb csoporton és rovidebb idétartamban egy konvencionalis allathazban (Id.
3.1.1. fejezet), tehat a valos koriilményekhez kdzelebbi feltételek mellett is vizsgaltuk az
Mcl1AMyelo egerek tilélését (17. abra B panel). Bar az Mcl14Myele allatok talélése ismét
kismértékben, bar statisztikailag szignifikans modon alacsonyabb volt a vad tipusu egerek
tulélésénél (6 honapos korban rendre 88% és 93%; p = 0,032).

A kovetkezOkben tovabbi altaldnos vizsgalatokat végeztiink az egereken. Nem
bemutatott adatainkban nem talaltunk Iényeges kiilonbséget a vad tipust és az Mcl14Myele
egerek altalanos megjelenése vagy viselkedése kozott. Az allatok testtomege
kismértékben csokkent az Mcl12™Ml  egerekben, a ndstényekben a kiilonbség
statisztikailag is szignifikansnak mutatkozott (17. abra C-D panel; himeknél és
ndstényeknél rendre p = 0,22 és 2,0x107%). Az egerek boncolasa soran észlelt egyetlen
kovetkezetes kiilonbség az Mcl12Mvele 4llatokban megfigyelhetd splenomegalia volt, ami

az iddsebb egyedeknél sulyosabbnak bizonyult (az adatokat nem mutatjuk be).
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17. abra: Az Mcl1AMyele egerek tilélése és testtomege.

Tenyészetiinkben megvizsgaltuk és Kaplan-Meier tulélési gorbék formajaban abrazoltuk
a vad tipusii (VT) és Mcl1*M° egerek tilélését mind specifikus patogén-mentes (SPF; A
panel), mind konvenciondlis (B panel) kériilmények kozott. Vizsgaltuk tovabba az egerek
testsulyanak valtozasat mind him (C), mind néstény (D) egyedek esetében. A tulélési
gorbék 611 VT és 977 Mcl1*™*° (4), valamint 31 VT és 52 Mcl1*° (B) egér adatait
abrazoljak. A testtomeg dtlaganak és szordasanak abradzolasahoz 7-28 egér/genotipus (C),

valamint 9-26 egér/genotipus (D) adatait hasznaltuk fel.

4.1.6. Mcl1AMyelo egerek homozigéta formaban valo tenyésztése
A tulélésiik és egészségi dllapotuk mellett az Mcl12Mele allatok fertilitasat és
szaporodasat is megvizsgaltuk specifikus patogén-mentes (SPF) koriilmények kozott.

Amint az 1. tablazatban lathat6, minden alkalmazott stratégia mellett sziilettek utodok,
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még akkor is, amikor mindkét sziild6 Mcl12Mel° genotipusti volt. Bar a tenyésztés
hatékonysaga (ami azt mutatta meg, hogy a paroztatdsok hany szazalékabol sziiletett
utdd) alacsonyabb volt, amikor Mcl12M¥el° ngstényeket alkalmaztunk, az Mcl1AMyelo
egértorzs tenyésztése még homozigdta formaban iS a vad tipusu tenyészparokéval
Osszevethetd szamu utodot eredményezett. Osszességében az Mcl12Mele egerek
tenyésztésekor megfigyelt mérsékelt szaporodasi zavar nem volt Iényegesen stlyosabb a
mas genetikailag manipulalt egerek tenyésztésekor megfigyelhetonél. Ezen tilmenden az
Mcl12Myelo egerek a konvencionalis allathdzunkban is képesek voltak homozigéta

formaban szaporodni (nem mutatott adatok).

1. tablazat: Az Mcl1AMyele egerek fertilitasa.
Az dbra vad tipusi (VT) és Mcl1*™° egerek pdroztatdsdabdl szarmazé almok tenyésztési

Jjellemzoit mutatja. Tovabbi magyarazatot ld. a szévegben.

Teny észparok A teny észtés Atlagos A parositas és az ellés
Apa Anya . . . . it ix
szama hatékony saga alomméret kdzott atlagosan eltelt idd
VT VT 64 70 6,3 40
Mcl1AMyel VT 71 68 5,6 51
2 M1 AMyel 29 45 4,2 41
Mcl1AMyee | \clg AMvel 29 41 5,2 39

Az Mcl12Myelo egerek tialélésének és szaporoddsanak tovabbi vizsgalata érdekében
elemeztiik az utédok genotipusdnak a megoszlasat. Amint az a 2. tablazatban lathatd, az
utddok genotipusdnak megoszlasa mindig nagyon kozel allt a mendeli 6roklédési
szabalyok szerint varhat6 aranyokhoz, ami az Mcl14M¥el° egerek normalis embrionélis és

korai posztnatalis tulélésére utal.
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2. tablazat: Az utédok genotipusainak a megoszlasa.

Kiilonbozo tenyésztesi stratégiak mellett vizsgaltuk az egyes utodok genotipusat. A
tablazat az egyes tenyésztési strategiak esetén mutatja az adott genotipusu utodok szamat,
valamint az 6sszes utodhoz viszonyitva a tényleges, illetve a mendeli oroklesi szabalyok

alapjan vart aranyokat.

Apa Ly22 Cre/CreM cl1 flox/+ LyZZ CreJCreM cl1l flox/+ LyZZ Cre/CreM cl1 flox/flox LyZZ Cre/CreM cl1 flox/flox
Any a Lyzz Cre/CreM cl1 flox/+ LyZZ Cre/CreM cl1 flox/flox LyZZ Cre/CreM cl1 flox/+ LyZZ Cre/CreM cl1 flox/flox
Utédok szama 50 37 281 225
Lyz2C¥/Crepcln oo | Bsszes %-a (tényleges) 26 48 46 100
o Osszes %-a (vart) 25 50 50 100
% Utdok szama 93 40 328 0
§, Lyz29¥%Mcll™"* | Osszes %-a (tényleges) 49 52 54 0
g Osszes %-a (vart) 50 50 50 0
= Utédok szama 48 0
Lyz2®¥CeMcl1** | Osszes %-a (tényleges) 25 0 0 0
Osszes %-a (vart) 25 0 0 0

Eddigi eredményeink &sszességében arra utalnak, hogy az Mcl12M¥lo egerek
¢letképesek ¢és még homozigdéta mutans formaban is termékenyek, mind specifikus
patogén-mentes, mind konvencionalis allathazi koriilmények kozott. A kering6 neutrofil
granulocitak szinte teljes hidnyaban meglepd talélés mellett ezen eredmények azt is
jelzik, hogy az Mcl12Myele egértdrzset viszonylag kénnyti fenntartani, ezért technikailag
nagyon hasznos modell lehet a neutrofil-funkciok in vivo vizsgalatahoz. Ez kiilondsen
igaz azért, mert a homozigota tenyésztés soran nincs sziikség az utédok egyedi
genotipusdnak meghatirozasara, €és azért, mert a legtobb egérkisérletet fiatalabb
allatokkal (2-6 honapos) végezziik, ahol csekély az Mcl12MYel° mutaci6 talélést csdkkentd

hatasa.

4.1.7. Az Mcl1AMyelo egerek védettek az autoantitest-indukalt artritisszel szemben

A kovetkezékben vizsgalni szerettiik volna az Mcl14M¥e° egerekben megfigyelhetd
neutropénia funkcionalis jelentéségét. Ennek érdekében autoantitest-indukalt, neutrofil-
fiiggd in vivo artritisz-modellben vizsgaltuk a betegség kialakulasat.

A K/BXN szérum-transzfer artritisz modellben®®32% vizsgaltuk a kiilonbozo
genotipusu egereket, mivel korabbi eredmények a neutrofil granulocitdk fontos szerepére

utaltak ebben a modellben'?®1% (Id. még a 1.1.4. fejezetben). Amint az a 18. abra A
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paneljén lathaté, a K/BxN széruminjekcio vad tipust egerekben robusztus artritiszt
véltott ki, mig az Mcl1*™° mutansok teljesen védettnek bizonyultak a betegség
kialakulasaval szemben. A klinikai pontszam (18. dbra B panel; p = 4,2x107°) és a
bokavastagsag (18. abra C panel; p = 0,0059) kovetése szintén megerésitette ezeket a
megallapitasokat.
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18. abra: Autoantitest-indukalt artritisz Mcl14Myele egerekben.

Vad tipusii (VT) és Mcl1**° egereket artritogén K/B N szérummal vagy kontroll (BxN)
széerummal kezeltiink és fényképen rogzitettiik a bokatajék morfologidajat a
szeruminjekciot koveté 7. napon (A panel, reprezentativ fotok), valamint folyamatosan
kovettiik a gyulladas jeleit egy szubjektiv klinikai pontszam (B panel) és a bokavastagsag
(C panel) meghatarozasaval. A B és C panelen 3 fiiggetlen mérésbol szarmazo adatok
atlagat (5-9 egér/kontroll és 9-15 egér/artr. szérum) és az dtlag szorasat (SEM)

abrazoltuk.
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4.1.8. Fokozott érzékenység a bakterialis és gombas fert6zésekkel szemben

Bar az Mcl12Mele egerek kdzel normélis tilélése arra utal, hogy ezek az egerek
ellenallnak a kommenzalis flora mikrobialis terhelésének, szerettiik volna megvizsgalni
az allatok kisérletesen indukalt fert6zésekkel szembeni érzékenységét is. Ezért egereinket
szisztémas Staphylococcus aureus vagy Candida albicans fertézésnek vetettiik ala.

A S. aureus egy Gram-pozitiv patogén, amely képes bor- és 1éguti fertdézéseket,
talyogképzédést és bakteriémia/szepszis kialakulasat kivaltani?® 28, A neutrofil
granulocitak feltételezhetéen alapvetd szerepet jatszanak a gazdaszervezet ezen
korokozokkal szembeni védekezésében. Amint a 19. abra A paneljén lathatd, mig a vad
tipust allatok mindegyike talélte a 2x107 db S. aureus-szal torténd intraperitonealis
fertézést, a parhuzamosan vizsgalt Mcl12M¥el° egerek tobb mint 80%-a két napon beliil
elpusztult a fertézésben (p = 1,0x107°). 1x107 baktériummal valo fertézést kovetd 12
oraval megvizsgaltuk az egyes szovetek baktériumterhelését is (19. abra B-C panel).
Eredményeink azt mutattdk, hogy a 1épben (p = 0,0015), a vesékben (p = 0,023) és a
méajban (p = 9,0x10°°) tébb mint 100-szorosara ndtt a baktériumterhelés az Mcl1AMvelo
egerekben. A baktériumok szama szignifikansan emelkedett az agyban (p = 0,028) és a

vérben (p = 0,0038) is, a peritoneumban azonban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget
(p = 0,098).
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19. abra: Az Mcl1AMyele egerek bakterialis fertézés iranti érzékenysége.

Vad tipusii (VT) és Mcll*M° egereket szisztémas S. aureus fertézésnek vetettiik ald, majd
vizsgaltuk az egerek tulélését (A panel), valamint az egyes szovetekben (B panel) és
folyadékterekben (C panel) taldalhato koloniaképzo korokozok (CFU) szamat. A tulélési
gorbék (A) 3 fiiggetlen kisérletbdl szarmazo, 16 egér/genotipus adatait abrazoljak. A B
és C paneleken 3 fiiggetlen mérésbdl szarmazo adatok atlagat (9-10 egér/genotipus) és

az atlag szorasat (SEM) abrazoltuk.

A C. albicans egy korokozo élesztégomba, amely képes feliiletes vagy szisztémas
fertézéseket okozni, és egyben a korhdzban szerzett fertézések egyik leggyakoribb oka?®.
A neutrofil granulocitak azon kritikus immunsejtek kozott vannak, amelyek megvédik a
gazdaszervezetet a C. albicans fertézéstél. Amint a 20. abra A paneljén lathato, a 10° C.
albicans-szal végzett intravénas fertézés a vad tipust allatok 27% -anak elhullasat
eredményezte, mig ugyanaz a fertézés az Mcl12Ml° egerek 95% -anal okozott gyors
letalitast (p <0,00001). A korokozd okozta kolonizacio 12 ora elteltével térténd elemzése
(20. abra B panel) kimutatta, hogy az Mcl1*M¢l° egerek majaban tobb mint tizszeresére
novekedett a gombak szama (p = 1,0x107%), és mérsékelt gombaszam-ndvekedés volt
megfigyelheté a 1épben (p = 0,0096) és a vesékben (p = 5,2x107") is. Az allatok agyanak

a vizsgalata ezzel szemben nem mutatott Ki kiilonbséget a két genotipus kozott (p = 0,97).
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20. abra: Az Mcl12Myele egerek gombas fertdzés iranti érzékenysége.

Vad tipusii (VT) és Mcll*M° egereket szisztémds C. albicans fertézésnek vetettiik ald,
majd vizsgaltuk az egerek tulélését (A panel), valamint az egyes szovetekben taldalhato
koloniaképzé korokozok (CFU) szamat (B panel). A wilélési gorbék (4) 3 fiiggetlen
kisérletbol szarmazo, 19-22 egér/genotipus adatait dbrazoljak. A B panelen 4 fiiggetlen
mérésbol szarmazo adatok atlagat (10-11 egér/genotipus) és az atlag szordasat (SEM)

abrazoltuk.

Eddigi eredményeinket &sszegezve elmondhatjuk, hogy az Mcl12Mele egerek
rendkiviil érzékenyek baktérialis vagy gombas korokozok, példaul a S. aureus vagy a C.
albicans altali fertézéses folyamatokra, melynek oka feltételezhetéen a neutrofil

granulocitak altal medialt korokozo-eltavolitas csokkenése ezekben az egerekben.

4.2. Az Mcl-1 neutrofil-specifikus torlése

A fenti kisérletekben az Mcl-1-et a teljes mieloid kompartmentbdl toroltiik. A
kovetkez6 kisérletekben megvizsgaltuk az Mcl-1 sziikebb spektrumt, a neutrofil

granulocitakra korlatozodo torlésének kovetkezményeit is.

4.2.1. Az Mcl-1 neutrofil-specifikus delécioja sulyos neutropéniat eredményez
Az Mcl-1-torlés hatasainak sziikebb, neutrofil-specifikus tesztelése érdekében az

Mcl1oX/flox egereket MRP8-Cre transzgént hordozé egerekkel is kereszteztiik, melyekben
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a Cre expresszioja a neutrofil kompartmentre korlatozodik®®. A kapott MRP8-
CreMcl1M1o¥flox pytansokat a tovabbiakban Mcl14PMN egereknek nevezziik.

Az Mcl12"™N egerekben lényegében teljesen hidnyoztak az Ly6G-pozitiv sejtek
(21. abra A panel). A neutrofilek szamanak kvantitativ vizsgalata (21. abra B panel)
dramai, 99,1%-0s csokkenést mutatott (p = 9,8x107%2), amely még az Mcl1AMyel

allatoknal tapasztalt 98,1%-o0s csokkenésnél is stlyosabb volt.
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21. abra: Az Mcl1*"™™MN muticio hatdsa a kering6 neutrofilek szamara.

Vad tipusii (VT) és Mcll“PMN egerek periférids vérét Ly6G-ellenes antitestekkel festettiik
és aramlasi citometriaval vizsgaltuk. Az A panel az Ly6G-expresszio megoszldasat, a B
Az A panel reprezentativ abra, a B panelen 4 fiiggetlen mérésbdl szarmazo adatok atlagat

(10-22 egér/genotipus) és az dtlag szorasat (SEM) dabrazoltuk.

4.2.2. Egyéb leukocitak vizsgalata Mcl1APMN egerekben
Az egyéb leukocita-populaciok vizsgalata (22. dbra) azt mutatta, hogy az Mcl14PMN
mutacié nem befolyasolta a keringé monocitak (p = 0,60), eozinofilek (p = 0,99), B-sejtek

(p =0,21) és T-sejtek (p = 0,58) szamat.
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22. abra: Egyéb leukocita-populaciék vizsgalata Mcl12PMN egerekben.

Vad tipusii (VT) és MclI*PMN egerek periférids vérét az A panelen jelzett antitestekkel
festettiik és aramlasi citometriaval vizsgaltuk. Az A panelen az adott markerekkel torténo
kettos festés eredménye lathato. A neutrofileket vords, a monocitakat zold, az
eozinofileket kék, a B-sejteket malyva, a T-sejteket narancssarga szinnel jeloltiik. A B
panelen az egyes populdciok keringd abszolut sejtkoncentracioi lathatok. Az A panelen
reprezentativ abrakat tiintettem fel, a B panelen 4 fiiggetlen mérésbol szarmazo adatok

atlagat (10-22 egér/genotipus) és az atlag szordsat (SEM) abrazoltuk.

Az Mcl1*PMN mutacié nem befolyasolta a monocita-szubpopulaciok eloszlasat sem

(23. abra A panel), mind az Ly6C* gyulladdasos monocitak (p = 0,24), mind az Ly6C~
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Jarér6z6 monocitak (p = 0,26) szama a vad tipusu egerekben tapasztalhatohoz hasonldéan

alakult (23. abra B panel).
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23. abra: A monocitak alpopulaciéinak a megoszlasa Mcl14*MN egerekben.

Vad tipusii (VT) és Mcll*™N egerek periférias vérét CD11b, Ly6G, Siglec-F és Ly6C
antitestekkel festettiik és aramldsi citometriaval vizsgaltuk az Ly6C-expresszio
megoszlasat a CDI11b*Ly6G Siglec-F~ (monocita) sejteken beliil. Az A panel az Ly6C-
expresszio hisztogramjat, a B panel a keringd Ly6C~ és Ly6C* monocitik abszolit

crer

szarmazo adatok atlagat (8-14 egér/genotipus) és az dtlag szorasat (SEM) dabrazoltuk.

4.2.3. Az Mcl12PMN egerek talélése és szaporodasa

1AMyelo

Fenti eredményeink azt mutattak, hogy az Mcl mutacidhoz hasonldan az

Mcl12PMN mutacio is stlyos és szelektiv neutropénidhoz vezet. A kovetkezdkben

szerettiik volna megvizsgalni az Mcl14PMN

egerek talélését és szaporodasi képességeit is.
A talélési vizsgalatok (24. abra) az Mcl14PMN 4llatok talélésének jelentds csokkenését
mutattak, ami 6 honapos korban 58%-0s, 12 honapos korban pedig mar csak 30%-0s
talélést eredményezett (p <0,000001). Az Mcl12"™MN egerek kisebbek voltak a vad tipusa
alomtarsaiknal, és altalanos allapotuk is lathatéan elmaradt azokétol (nem mutatott
eredmények). Az Mcl14PMN egerek tenyésztési hatékonysaga szintén sokkal alacsonyabb

volt, az Mcl14PMN 5 Mcl12PMN tenyészparok 14%-4nak sziilettek utddai (3. tablazat).
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24. abra: Az Mcl1APMN egerek tulélése.

Az SPF dllathdzunkban megvizsgaltuk és Kaplan-Meier tulélési gorbék formdjaban
abrazoltuk a vad tipusii (VT) és MclI1*PMN egerek tulélését. Tovabbi magyardzatot Ild. a
szovegben. A tulélési gorbék 469 VT és 138 Mcll*M° egér adatait abrdzoljdk.

3. tablazat: Az Mcl1APMN egerek fertilitasa.
Tenyészetiinkben megvizsgaltuk az adott egerek padroztatasabol szarmazo almok

tenyésztési jellemzoit. Tovabbi magyardzatot ld. a szévegben.

. A teny észtés ; A pérositas és
Teny észparok ) ) Atlagos o
Apa Anya . hatékony saga ) az ellés kozt
szama alomméret o
(%) eltelt id6 (nap)
VT VT 72 78 55 37
Mcl1APMN - Ml APMN 14 14 4,6 22

A fent bemutatott korlatozott talélési és tenyésztési képess€g jelentdsen

megnehezitette az Mcl14PMN

egerek fenntartasat. Ezt tovabb bonyolitotta az a tény, hogy
az ilyen nehezen fenntarthatd vonalakat heterozigota formaban sziikséges tenyészteni,
ezért minden utddot egyenként genotipizalni sziikséges, és az utddoknak eldrelathatdlag
a legjobb stratégia mellett is csak toredéke (a leggyakrabban hasznalt MRP8-
CreMcl1 1 *xMcl1Modfox tenyésztési stratégia esetén 25%-a) lesz a kivant Mcl14PMN

genotipusu.
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4.2.4. Egyéb vizsgalatok Mcl14PMN egerekben

Bér a kezdeti eredmények arra utaltak, hogy az Mcl12PMN egerek teljes védelmet
élveznek a K/BxN szérum-transzfer artritisszel szemben, az egerek korlatozott
elérhetdsége €s rossz altalanos allapota nem tette lehetové elegendd szadmu hasonld
kisérlet elvégzését (nem-bemutatott eredmények). Erdekes megemliteni ugyanakkor,
hogy az Mcl14Myele egerekkel ellentétben a néhany altalunk felboncolt Mcl12P™N 4llat nem
mutatta jelentds splenomegalia jeleit (hem-bemutatott eredmények).

A csontveld-atiiltetési kisérletek azt mutattak, hogy az Mcl14PMN csontvel-kimérak
is rossz altalanos allapotban voltak, és a transzplantacié utan 3—8 héttel elpusztultak (az
adatokat nem mutatjuk be).

Eredményeinket Osszefoglalva, bar az Mcl14PMN

mutacid sulyos és specifikus
neutropéniahoz vezet, az allatok rossz altalanos allapota, korlatozott tulélése, csokkent
termékenysége, valamint a nem homozigdta tenyésztési stratégia miatt Gsszességében

csak nagyon korlatozottan alkalmasak in vivo kisérletek kivitelezésére.

4.3. A G-CSF-receptor-hianyos egerek jellemzése

Korabbi vizsgalatok soran méas munkacsoportok G-CSF-receptor-hianyos egereket
alkalmaztak neutropénias egérmodellként?*1242. A kovetkezé kisérletekben az Mcl1AMyele
és Mcl14PMN egerekkel valo dsszehasonlithatosag érdekében réviden megvizsgaltuk a G-

CSF receptorat kodolo Csf3r gén torlésének hatasat is.

4.3.1. Részleges neutropénia G-CSF-receptor-hianyos egerekben
Ezekben a kisérletekben megvizsgaltuk a G-CSF-receptor-hianyos (Csf3r”)
egerek'®®, mint referencia neutropénias egértorzs neutrofil-kompartmentjének a

jellegzetességeit. Amint azt a 25. abra A panelje mutatja, a Csf3r’"

egerek periférias
vérében aramlasi citometridval egyértelmiien kimutathaté volt egy jellegzetes Ly6G-
pozitiv sejtpopulacid. A neutrofil granulocitak kvantitativ vizsgalata (25. abra B panel)
kimutatta, hogy a PMN sejtek szama szignifikansan, de csak részlegesen csokkent, ahogy
azt az irodalmi adatokbol varhato volt'®® (75%-os csokkenés; p = 1,1x10%). Ez a
csdkkenés nem volt annyira stlyos és kovetkezetes, mint az Mcl12Ml vagy Mcl14PMN

allatoknal.
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25. abra: A Csf3r’- mutacié hatasa a keringd neutrofilek szimara.

Vad tipusii (VT) és Csf3r™'~ egerek periférids vérét Ly6G-ellenes antitestekkel festettiik és
daramlasi citometridval vizsgaltuk. Az A panel az Ly6G-expresszio megoszldsat, a B panel
a keringd neutrofilek (Ly6G™ sejtek) abszolut koncentrdcidjat mutatja. Az A panel
reprezentativ dbra, a B panelen 3 fiiggetlen mérésbél szarmazo adatok dtlagat (8

egér/genotipus) és az dtlag szordsat (SEM) dabrazoltuk.

4.3.2. Egyéb leukocita-populaciok vizsgalata Csf3r-- egerekben

A kovetkezokben megvizsgaltuk az egyéb leukocita-populaciokat is. Amint a 26.
dbra A panelje mutatja, az Mcl12M¥el° ¢s Mcl12"™MN mutaciékhoz hasonléan a Csf3r-
mutacié sem befolyésolta érdemben a keringd monocitak, eozinofilek, B-sejtek és T-
sejtek szamat. Az Ly6C* és Ly6C~ monocita-szubpopulaciokban sem talaltunk 1ényeges

kiilonbséget a vad tipusu és Csf3r” egerek kozott (26. abra B panel).
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26. abra: Egyéb leukocita-populaciok és alpopulaciok vizsgalata Csf3r’- egerekben.
Aramlasi citometridval vizsgaltuk vad tipusii (VT) és Csf3r™~ egerek periférids vérét. Az
A panel az egyes f6 leukocita-populdciok, a B panel az Ly6C™ és Ly6C* monocitik
atlagat (8 eger/genotipus) és az atlag szorasat (SEM) abrazoltuk. A B panelen 2 fiiggetlen

mérésbol szarmazo adatok atlagat (4 egér/genotipus) és a szorast (SD) abrazoltuk.

4.3.3. A Csf3r’- egerek védettek az autoantitest-indukalt artritisszel szemben

Egy kisebb csoporton megvizsgaltuk a Csf3r”'™ muticié hatasat az autoantitest-
indukalt K/BxN szérum-transzfer artritisz modellben. Amint az a 27. abran lathato, a
Csf3r’ egerek nagymértékii védettséget mutattak az autoantitest-indukalt artritisszel
szemben, ami arra utal, hogy a neutrofil granulocitak szamanak részleges csokkenése is

képes megakadalyozni a betegség kialakulasat.
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27. abra: Autoantitest-indukalt artritisz Csf3r’- egerekben.
Vad tipusii (VT) és Csf3r~ egereket artritogén K/BxN szérummal vagy kontroll (BxN)
szérummal kezeltiink és folyamatosan kovettiik a gyulladas jeleit egy szubjektiv klinikai
pontszam (A panel) és a bokavastagsag (B panel) meghatdrozdsaval. Az dabran egy

kisérlet eredményét tiintettem fel, az dtlagot (2-3 egér/genotipus) és a szordst abrazolva.

Noha a Csf3r” egerek tulélése nem csokkent 1ényegesen, nehézségeink voltak a
Csf3r7- egerek homozigota formaban torténd tenyésztésével (nem-mutatott eredmények).

e

Ezek a nehézségek, valamint a csak részleges neutropénia miatt a Csf3r”~ mutacio csak

korlatozottan alkalmas a neutrofil granulocitak hianyanak in vivo modellezésére.

4.4. A kontakt hiperszenzitivitas vizsgalata neutrofil-hianyos egértorzsekben

Az alébbi kisérletek alapja Felix Weber kollégam azon megfigyelése volt, mely
szerint Mcl12™ele egerekben jelentdsen kérosodott a kontakt hiperszenzitivitasnak
(CHS), a human allergias kontakt dermatitisz in vivo allatmodelljének a kialakulasa (Id.
8. abra). En egy késobbi fazisban csatlakoztam ehhez a projekthez, feladatom elsésorban
az alapmegfigyelés hatterében levo folyamatok és ezekkel kapcsolatos tovabbi kérdések
vizsgélata volt. Az aldbbiakban néhany olyan kisérletet mutatok be, melyekben dontd
hozzajarulasom volt. Ezeken tulmenden az itt nem bemutatott tovabbi kozolt kisérletek

jelentds részében is részt vettem.
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4.4.1. A Lyz2C"/C mutaciéo nem befolyasolja a CHS létrejottét

A 8. dbran bemutatott alapmegfigyelés szerint az Mcl12Mel° egerek jelentds
mértékben védettek a CHS kialakulasaval szemben. Mivel azonban az Mcl14MY¢1° mutacio
Lyz2C/Ce  komponense a lizozim M-et kodold Lyz2 gén funkcionalis torlését
eredményezi®*®, szerettiik volna megvizsgalni a Lyz2°"/" egerek valaszképességét is a
CHS modellben. Amint a 28. 4bran lathato, a Lyz2°"®C™ mutacié nem befolyasolta a CHS
kifejlédését (p = 0,51), jelezve, hogy az Mcl12Ml egerek csokkent valaszat nem a

lizozim M hianya eredményezi.
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28. abra: Kontakt hiperszenzitivitas vizsgalata Lyz2C"/Cr® egerekben.

Vad tipusii (VT) és Lyz2C"C"® egereket az dabrafeliratnak megfeleléen acetonnal vagy
TNCB-vel szenzitizaltunk, majd 5 nappal késobb TNCB-vel valtottuk ki a fiil gyulladdsos
valaszat, melyet a fiilvastagsag 24 ords emelkedésének meghatdrozasaval kovettiink. Az
dabran 3 fiiggetlen mérésbol szarmazo adatok atlagat (6 egér/kezelés/genotipus) és az

atlag szorasat (SEM) abrazoltuk.

4.4.2. Kontakt hiperszenzitivitas a G-CSF-receptor hianyaban

A neutrofil graulocitak szerepét egy tovabbi neutropénids egértorzs, a G-CSF-
receptor-hianyos Csf3r~ egerek segitségével is szerettiik volna vizsgalni. Mivel ekkor
még nem 4lltak rendelkezésiinkre sajat Csf3r’~ egerek, ezekhez a kisérletekhez olyan
csontveldi kimérakat alkalmaztunk, amelyeket FVB/N genetikai hattérrel rendelkez6 G-

CSF receptor hidnyos egerekbdl?*! szarmazé csontveldi sejtek letalisan besugarazott vad

crcr
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l1étrehozott kimérakban a vad tipusu kimérdkhoz képest 92%-kal csdkkent a keringd
neutrofil granulocitik szama (p = 1,67x107!%). Amint a 29. 4bran l4thaté, a G-CSF-
receptor hianya jelentGsen, bar nem teljes mértékben csokkentette a kontakt

hiperszenzitivitas kialakulasat (p = 0,0068).
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29. abra: Kontakt hiperszenzitivitas vizsgalata Csf3r’- csontvel6i kimérakban.

Vad tipusii (VT) és Csf3r~ csontveldi kimérdkat az dbrafeliratnak megfeleléen acetonnal
vagy TNCB-vel szenzitizaltunk, majd 5 nappal késébb TNCB-vel valtottuk ki a fiil
gvulladasos valaszat, melyet a fiilvastagsag 24 oras emelkedésének meghatarozdsaval
kovettiink. Az abran 3  fiiggetlen mérésbol szarmazo adatok atlagat (8

eger/kezelés/genotipus) és az atlag szorasat (SEM) abrazoltuk.

A 8. dbraval egyiitt a fenti megfigyelések egyiittesen az elsé genetikai bizonyitékot
szolgaltattak a neutrofil granulocitak funkcionalis szerepére a kontakt hiperszenzitivitas
1étrejottében, mind a C57BL/6, mind az FVB/N genetikai hattéren. A G-CSF-receptor
hianyanak kisebb mértékii hatisa valdszinlileg az allatok keringd PMN-szamanak

kevésbé sulyos csokkenése miatt jott 1étre.

4.4.3. A neutrofil granulocitak szerepe a CHS szenzitizaciés fazisaban

Az eddigi eredményeinket olyan kisérletekben nyertiik, melyekben a szenzitizacid
¢és az elicitacid ugyanazon egérben, tehat ugyanazon genetikai modositas jelenlétében
tortént. A kovetkezd kisérletekben szerettiik volna kiilonvalasztani a szenzitizacid és az

elicitiacid fazisdhoz sziikséges feltételeket, ezért a szenzitizdcid6 utdni 5. napon
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eltavolitottuk a szenzitizacido helyének megfelelé nyirokcsomokat, az azokbol kinyert
sejteket (els6sorban T-sejteket) egy masik egérbe injektaltuk, és ebben a masodik egérben
valtottuk ki a CHS elicitacios fazisat. Az els6 ilyen kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy a
neutrofil granulocitdk hidnya a szenzitizacids fazis soran befolyésolja-e az ezen egerekbdl
szarmazo6 T-sejtek kozremiikddésével vad tipusu recipiensekben kialakuld gyulladasos
valasz 1étrejottét. Amint a 30. abran lathatd, TNCB-vel szenzitizalt vad tipust egerek
nyirokcsomo-sejtjeinek injektaldsa utdn jelentdés gyulladasos vélasz jott létre a
recipiensekben az acetonnal szenzitizalt egerek nyiroksejtjeit kapo kontroll egerekhez
képest. Ezzel szemben alig jott 1étre emelkedett valasz akkor, amikor a szenzitizacio

Mcl12Myelo tehat genetikailag neutrofil-hianyos donor egerekben tértént (p = 0,00025).
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30. abra: A neutrofil granulocitak szerepe a kontakt hiperszenzitivitas szenzitizacios
fazisaban.

Vad tipusii (VT) és Mcl1*™<° donor egereket az dbrafeliratnak megfeleléen acetonnal
vagy TNCB-vel szenzitizaltunk, majd 5 nappal késébb vad tipusu recipiens egerekbe
injektaltuk a szenzitizalt donor egerek nyirokcsomosejtjeit. A recipiensekben ezutan
TNCB-vel valtottuk ki a fiil gyulladasos valaszat, melyet a fiilvastagsag 24 oras
emelkedésének meghatarozasaval kovettiink. Az abran 3 fiiggetlen mérésbol szarmazo

adatok atlagat (9 egér/kezelés/genotipus) és az datlag szordsat (SEM) abrazoltuk.
4.4.4. A neutrofil granulocitak szerepe a CHS elicitaciés fazisaban

Kovetkezd célunk a neutrofil granulocitdk szerepének vizsgalata volt a CHS

elicitaciés fazisaban. Ennek érdekében vad tipusu donor egereket TNCB-vel
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szenzitizaltunk, majd a nyirokcsomoi sejteket vad tipusti vagy Mcl12Mel recipiens
egerekbe injektaltuk, melyekben TNCB-vel valtottuk ki a CHS elicitacios fazisat. Amint
a 31. abran lathato, a TNCB-vel szenzitizalt donor sejtek részvételével jelentés CHS
valasz jott létre vad tipust recipiensekben. Az Mcl1*Melo recipiensekben azonban
ugyanilyen koriilmények kozott alig jott 1étre CHS valasz (p = 0,029), ami a neutrofil

granulocitaknak az elicitacids fazisban vald részvételére utal.
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31. abra: A neutrofil granulocitak szerepe a kontakt hiperszenzitivitas elicitacios
fazisaban.

Vad tipusu donor egereket az dabrafeliratnak megfelelden acetonnal vagy TNCB-vel
szenzitizaltunk, majd 5 nappal késébb vad tipusi (VT) és Mcll*™" recipiens egerekbe
injektaltuk a szenzitizalt donor egerek nyirokcsomosejtjeit. A recipiensekben ezutdin
TNCB-vel valtottuk ki a fiil gyulladdasos valaszat, melyet a fiilvastagsag 24 oras
emelkedésének meghatarozasaval kovettiink. Az abran 3 fiiggetlen mérésbol szarmazo

adatok atlagat (5-9 egér/kezelés/genotipus) és az datlag szorasat (SEM) abrazoltuk.

Fenti eredményeinket 0Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a kontakt
hiperszenzitivitasnak mind a szenzitizacids, mind az elicitacios fazisaban fontos szerepet

jatszanak a neutrofil granulocitak.

73



DOI:10.14753/SE.2021.2472

5. MEGBESZELES

5.1. Egy uj neutrofil-hiinyos egértorzs jellemzése

5.1.1. Problémafelvetés

Bar a neutrofil granulocitak alapvetd szerepet jatszanak szdmos fizioldgias és koros
korfolyamatban, in vivo szerepiik vizsgalatanak modszertana jelentés korlatoktol
szenved. Ennek els6dleges oka az, hogy a PMN sejtek szamanak csokkentésére az
értekezésben bemutatott kisérletek el6tt rendelkezésre alld eszkdzoknek 1ényeges korlatai
voltak. Mig a neutrofil-ellenes antitestek (RB6-8C5, NIMP-R14, 1A8) altal 1étrehozott
deplécionak vannak bizonyos elényei (konnyli hozzaférhetéség, hosszadalmas
keresztezés nélkiil is alkalmazhat6 transzgénikus torzseken), ennek a megkozelitésnek
egyben szamos korlatja is van (korlatozott specificitds és hatékonysag, nagyon magas
reagenskoltségek, atmeneti jellegli hatds). A kordbban leirt genetikailag neutropénias
modelleknek?2130-168.178,182.187 o7intén voltak az in vivo alkamazhatosagot jelentdsen
korlatozo fenotipusai (Id. még a 1.2.2. fejezetben). A Gfil-hidnyos egerek a sulyos
neutropénia mellett kiilonféle T- és B-sejt-rendellenességeket mutattak és median tulélési
idejiik kb. 8-10 hét volt?*182 Ez &sszhangban van a dominans negativ GFI1 mutaciot
hordoz6 beteg emberekben megfigyelhetd stlyos neutropéniaval és limfocita
defektusokkal®®. A ,Genista” egerek csak részleges neutrofil granulocita-hianyt
mutattak, és nem voltak teljes mértékben védettek egy neutrofil-fiiggd in vivo gyulladasos
modellben sem?®’. A G-CSF!"® vagy a G-CSF receptor'®® hianya csak mérsékelten
csokkentette a keringd PMN-szamot, és az utdbbi torzs tenyésztése is nehézségekbe
itkozik. A Foxo3a transzkripcids faktor hidnya felgyorsitja a neutrofilek apoptdzisat a
gyulladas helyén, de nem befolyasolja a keringé neutrofil granulocitak szamat'*°. A
Cxcr2 hianya Osszetett fenotipust eredményez, melyben a neutropénia mellett a
neutrofilek kemotaktikus vandorlasa és esetleg mas sejtvonalak mitkddése is karosodott,

16141194

Osszességében elmondhatjuk, hogy kisérleteink kezdetekor nem allt rendelkezésre

olyan egértorzs, melyben specifikusan és nagy hatékonysaggal lehetett volna vizsgélni a

neutrofil granulocitak szerepét in vivo koriilmények kozott.
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5.1.2. Hatékonysag, validalas

Az értekezésben bemutatott kisérletek elsédleges célja az Mcl1AMyel

egertorzs,
mint egy a korabbiaknal hatékonyabban alkalmazhaté neutrofil-hianyos modell
jellemzése volt. Eredményeink azt mutattak, hogy az Mcll gén mieloid-specifikus torlése
sulyos neutrofil granulocita-hidnyt (neutropéniat) eredményez ezekben az egerekben. Az
Mcl12Myele mutacio hatdséra a keringd PMN-szdm a normalis érték kevesebb, mint 2%-
ara csokkent, és az eredeti kozleményben szerepld, de dolgozatomban nem bemutatott
kisérletekben nagyon jelentds csokkenést figyeltlink meg egyes szoveti neutrofilek
(csontveld, 1ép) populacidiban is. A neutropénia steril gyulladas sordn is fennmaradt, ami
arra utal, hogy nem csak a nyugalmi, hanem a gyulladdsos koriilmények kozott is
hasznéalhat6 modellrendszerrel van dolgunk.

A PMN-szdm csokkenésén tilmenden vizsgaltuk az Mcl1AMyele

egertorzs
viselkedését feltételezhetden neutrofil granulocita-fiiggd in vivo betegségmodellekben is.
Ezen kisérletek elsddleges célja az Mcl12M¥elo egértdrzs, mint az neutrofil granulocitak
kiilonb6z6 betegségfolyamatokban betoltott szerepének vizsgalatara alkalmas in vivo
neutropénias egértorzs validalasa volt. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy az Mcl1AMyele
egerek fokozottan érzékenyek mind a bakteridlis (S. aureus), mind a gombak (C.
albicans) altali fert6zésekkel szemben, ami a fert6zott egerek csokkent talélésében,
valamint az egyes szervekben megtelepedé korokozok szamanak jelentOs
megemelkedésében volt nyomon kovethetd. A fertdzéses modellek mellett az Mcl14Myele
egerek az autoantitest-indukalt artritisz, valamint (az eredeti kozleményben szerepld, de
értekezésemben nem bemutatott eredmények alapjan) az autoantitest-indukalt dermatitisz
kialakuldsaban is teljesen védettek voltak. Osszességében tehat megallapithatjuk, hogy

1AMyelo

az in vivo betegségmodellek vizsgalata megerdsitette az Mcl egertorzs

alkalmazhatosagat a neutrofil granulocitak in vivo szerepének vizsgalatara.

5.1.3. Specificitas
Kisérleteink egyik fontos kérdése volt, hogy milyen mértékben befolydsolja az
Mcl12Myele mutacié a neutrofil granulocitdkon kiviili egyéb sejttipusok szamat.

Eredményeink azt mutattak, hogy az az Mcl14Myele

egerekben nem valtozott érdemben a
keringd monocitak, eozinofilek, B- és T-sejtek szama. Az Mcl12Me mutacié a £6

monocita-szubpopulaciok megoszlasat sem befolyasolta szamottevoen. Nem publikalt,
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de dolgozatomban bemutatott eredmények szerint az Mcl12™e° mutacio a vér
vordsvérsejtjeinek paramétereit sem befolyasolta. Osszességében tehat elmondhatjuk,
hogy az Mcl12Myele egerek meglehetdsen specifikus neutrofil-hiannyal rendelkeznek.

A neutrofil-hiany specifitasa az Mcl12MYe° egerekben két tényez6bdl fakad. Ezek
egyike az antiapoptotikus Mcll gén delécidja mieloid vonalban, ami mind a neutrofil
granulocitakban, mind a monocita-makrofag sejtekben leallitia az Mcl-1 fehérje
szintézisét, viszont nem befolyasolja az Mcl-1 expresszidjat a nem-mieloid (limfoid,
eritroid, stb.) vonalakban. A masik fontos tényezé az, hogy az Mcl-1 elengedhetetlen a
neutrofil granulocitdk tuléléséhez, de nem sziikséges a monocita/makrofag sejtek
taléléséhez!%"112, Ez a két tényezd egyiittesen vezet ahhoz, hogy az Mcl12Mele egerekben
hianyoznak a PMN sejtek, de nem karosodott a monocita/makrofdg vonal. Utobbit az
Mcl12Myele csontveld sejtektél in vitro differencialtatott makrofigoknak az eredeti
kozleményben szerepld, de dolgozatomban nem bemutatott normal szama ¢és altalanos
megjelenése is jelzi, annak ellenére, hogy az Mcll gén vizsgalata hatékony deléciot mutat
ezekben a sejtekben.

Bar az Mcl12M°° mutacié meglehetdsen specifikusnak bizonyult a neutrofilek
vonatkozasdban, kovetkezetesen megfigyeltik a B-sejtek szamanak csokkenését az
Mcl12Myelo egerek csontvelejében. Ennek a megallapitasnak a fontossiga jelenleg nem
egyértelmd, kiilonds tekintettel a normalis keringd és 1épbeli B-sejtszamra. A B-sejteknek
az eredeti kozleményben bemutatott, de dolgozatomban nem szerepld részletesebb
elemzése ramutatott arra, hogy a recirkuldlé B-sejtek szama is csokken az Mcl1AMyele
allatok csontvelejében. Ez arra utal, hogy zavart szenved a csontvel6i B-sejt-
kompartment. Jelenleg nem tudjuk kizarni, hogy ezt a megfigyelést a LysM-nek a korai
B-sejtvonalban valé expresszigja okozza, amint azt az ImmGen adatbazis
(www.immgen.org) is jelzi. Azt is fontos megjegyezni, hogy a lépben levé makrofagok
szama megemelkedett az Mcl12MYele egerekben, ami kapcsolatban lehet az ezekben az

allatokban megfigyelhetd Iépmegnagyobbodassal.

5.1.4. Mechanizmus
Bar az Mcl12MY¢"° mutacié mind a periférids vérben, mind a kiilonféle szdvetekben
sulyos neutropenidt okoz, jelenleg azonban még nem teljesen vilagos, hogy a mutéciod

mely szakaszaban zavarja meg a neutrofil granulocitdk fejlédését és/vagy tulélését.
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Feltételezésiink szerint az Mcl-1 hianya a neutrofilek spontan apoptotikus programjanak
az aktivalodasat és ezaltal a sejtek elhaldsat eredményezi. Mivel a csontveldben nem
csokken a Ly6G™eYdM sejtek szama, feltételezziik, hogy az Mcl12M¥¢l° mutacio a neutrofil
granulocitak fejlodésének késéi fazisaban érinti a sejteket. Ezt tamasztjak ala
munkacsoportunk nem publikalt eredményei, melyek szerint HoxB8 &ltal transzdukalt
vad tipusi mieloid progenitorok nem képesek benépesiteni az Mcl12M¥ele egerek
csontvelejét, ami arra utal, hogy a mieloid progenitor ,,niche”-t az allatok endogén sejtjei
foglaljak el. Nem tudjuk tovabba, hogy a feltételezett apoptotikus sejtelhalds utan hol
torténik az apoptotikus PMN sejtek eltavolitasa. Az Mcl12MYel° egerekben megfigyelhetd
lépmegnagyobbodas felveti annak a lehet6ségét, hogy a feltételezhetéen nagy
mennyiségben keletkezd apoptotikus neutrofil granulocitak tovabbi feldolgozasa a Iépben

lAPMN

torténik (bar a lépmegnagyobbodas hianya az Mcl egerekben egyéb szempontok

szerepére is utalhat).

5.1.5. A felhasznalhatésag szempontjai

Az Mcl12Myelo egerek jelentdségét részben a korabbi modelleknél konnyebb
felhasznalhatosag adja. Kisérleteink azt mutatjak, hogy az Mcl12MYel° egerek a stilyos
neutropénia ellenére is talélnek és homozigota formaban is szaporodnak. Ezek az egerek
ezért rendkiviil hasznosak lehetnek a neutrofil granulocitak in vivo folyamatokban
betoltott szerepének vizsgalataban, mivel egyéb beavatkozasok és tovabbi koltségek
nélkiil is hosszantartd, sulyos és specifikus neutropénia figyelhetdé meg benniik. A
felhasznalhat6sag szempontjabol kiemelten fontos, hogy az egerek homozigdta formaban
szaporodnak, mert igy az Mcl12M¥el° egértorzs minimalis munkaeré-raforditassal (az
egerek egyedi genotipizalasa nélkiil) is fenntarthato.

A felhasznalhatosag fenti szempontjai kiilondsen szembedtldek a fentebb emlitett
egyeéb genetikai és farmakologiai modellekkel szemben. Mas modellek esetében jelentds
reagens-koltségek (depletald antitestek) keletkeznek, vagy a heterozigota fenntartas
igénye miatt megndvekedett munkaerd-raforditast igényel az egértdrzsek szaporitasa és
genotipizaldsa. Az egyéb szakmai szempontok (hatékonysdg, specificitas) mellett
véleményiink szerint ezek a tulajdonsagok is az Mcl12M¥el° egértorzs elényét mutatjik a

tobbi neutrofil-hianyos egértorzzsel szemben.
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5.1.6. Egyéb kozlemények ugyanezzel az egértorzzsel

Az értekezésem nagy részének alapjat jelentd kozlemény az Mcl14Myele

egerek elso
részletes jellemzése és kisérletes neutropénia-modellként torténé validalasa. Meg kell
jegyezni ugyanakkor, hogy az Mcl-1 mieloid-specifikus sejttorlésének hatasait korabban

masok is vizsgaltakl%”?%,

Eredményeink 0Osszhangban allnak ezekkel a korabbi
eredményekkel, ugyanakkor jelentds mértékben ki is egészitik azok kdvetkeztetéseit,
egyrészt a neutropénia mértékének €s specificitasanak, masrészt az egerek tulélésének és
szaporodasanak, harmadrészt az egerek fertdzéses €s gyulladasos betegségmodellekben
vald viselkedésének vizsgalataval. Korabban (a részletes jellemzés publikdlasa el6tt) mi
magunk is hasznaltuk mar az Mcl14Myele egereket a neutrofil granulocitdk szerepének
tesztelésére kiilonféle egyéb betegségmodellekben, példaul a graft versus host

4 a kontakt hiperszenzitivitas Vizsgailatéban225, valamint kisérletes

betegségben?*
koszvény?® és lupus?*® modellekben. Mindezek Osszességében megerdsitették e modell

hasznossagat a neutrofil granulocitak funkcioinak in vivo vizsgalataban.

5.1.7. Mas modellek vizsgalata és dsszehasonlitasa

Az Mcl12Mele mutacio jellemzése mellett megvizsgaltuk az Mcl-1 neutrofil-
specifikus torlésének hatdsat €s Osszevetettiik a két egértorzs jellemzdit egy harmadik,
korabban masok altal alkalmazott neutrofil-hidnyos egértorzs, a G-CSF-receptor-hianyos
Csf3r’~ egértorzs jellemzéivel is.

Részletesen Vizsgaltuk az Mcl12PMN egereket, amelyekben az Mcll deléciéjat az
MRP8-Cre transzgén hozza létre, amely specifikusabb a neutrofil granulocitakra, mint a
Lyz2¢"® knock-in mutaci6®®. Bar az Mcl1™N mutacio szintén drdmai mértékben
csokkentette a keringd neutrofilek szdmat és az egyéb fehérvérsejt-tipusok vizsgalata
alapjan az elvaltozas 1ényegében neutrofil-specifikusnak tlinik, ezen egerek korlatozott
tulélése és rossz tenyésztése miatt nagyon nehéz éket in vivo neutropénia modellként

lAMyelo és az

hasznalni. Bar jelenleg nem vilagos, hogy miért rendelkeznek az Mcl
Mcl12PMN - egerek eltéré thlélési és tenyésztési jellemzOkkel, az egyik lehetséges
magyardzat az, hogy az Mcl12M¥¢l° egerekben fennmaradé kb. 2% neutrofil granulocita

12PMN mutansokban ennek a

elegend6 a kommenzalis flora feliigyeletéhez, az Mcl
sejtszamnak csak kb. felét (kb. 1%) talaltuk, ami nem éri el a normalis taléléshez

sziikséges PMN sejtszamot. Elméletileg lehetséges lenne, hogy az Mcl14Mele egerek
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tulélése valamilyen genetikai sodrodds kovetkezménye az egérkoloniankban, tehat
kiszelektalodott egy a neutrofil-hianyt jobban toleralé genetikai hattér. A tenyésztés soran
azonban fokozottan iigyeltiink ennek a lehetdségnek az elkeriilésére, és részben pont
emiatt tenyésztettilk az egereinket heterozigota formaban. Az Mcl14Myele g5 Mc|14PMN
egerek eltérd tulélése mogotti mechanizmusok feltdrdsa tovabbi jelentds kisérleteket
igényel,  beleértve az  apoptozisnak és a  progenitorok in  Vvitro

A fentiek mellett megvizsgaltuk a G-CSF-receptor-hianyos Csf3r’ egértorzset is.
Eredményeink szerint a Csf3r”~ mutacio csak részleges neutropéniat eredményez, ami
sokkal kevésbé stlyos az Mcl12Mele ¢s Mcl14PMN egerekben megfigyelhetd neutrofil-
hianynal. A Csf3r’" mutacié az Mcl12M¥elo &5 Mcl12P™N mutaciokhoz hasonléan

lényegében specifikus a neutrofil granulocitdkra. Erdekes modon a Csf3r”-

egerek is
nagyrészt védettek az autoantitest-indukalt artritisszel szemben, ami arra utal, hogy a
PMN sejtek szamanak részleges csokkenése is elég az artritiszt kivaltd folyamatok

felfiiggesztéséhez. Erdekes médon a részleges neutrofil-hiany ellenére a a Csf3r”-

egerek
csak heterozigota formaban tarthatok fenn, ami egyrészt egyéb G-CSF-fiiggd folyamatok
jelentéségére utal, masrészt ismét hangsilyozza az Mcl12Ml° egerek homozigota

formaban torténd tenyészthetdségének a jelentdségét.

Kisérleteinket dsszefoglalva elmondhatjuk, hogy az Mcl12M¥¢l* mutécié egerekben
sulyos ¢s specifikus neutropénidt eredményez, ami a fert6zések elleni fokozott
érzékenységben és az autoantitest-indukalt gyulladasos betegségek elleni védettségben is
megnyilvanul, ugyanakkor nem akadalyozza az egerek tulélését és szaporodasi
képességét. A sulyos és meglehetdsen specifikus neutropénia, a nagyrészt normalis
tulélés és a homozigdta formaban torténd fenntartds lehetdsége egylittesen nagyon
alkalmass4 teszi az Mcl12M°l° mutciét a neutrofil granulocitak szerepének elemzésére a
kisérleti egerek normal és koros folyamatainak in vivo modelleiben. Eredményeink azt is
jelzik, hogy a ragcsalok a keringd neutrofilszam dramai csokkenése ellenére is képesek a
lényegében normalis talélésre és szaporodasra. Ezek alapjan esetleg sziikséges lehet
ujraértékelni a neutrofil granulocitdknak a ragcsalok talélésében ¢€s altalanos egészségi

allapotaban betdltott szerepét.
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5.2. A neutrofil granulocitak szerepe a kontakt hiperszenzitivitas kialakulasaban

Dolgozatom masodik részében a neutrofilek szerepét vizsgaltam a kontakt
hiperszenzitivitdas (CHS; a human allergids kontakt dermatitisz allatmodellje)
kialakulasdban. A dolgozatom bevezetdjében bemutatott eredmények szerint az
Mcl12Myele egerek védettek voltak a CHS kialakuldsdval szemben. Sajit eredményeim azt
mutattak, hogy a Csf3r’" mutacio szintén akadalyozza a CHS kialakulasat. Emellett azt
is kimutattam, hogy az Mcl12M¥el° mutacio Lyz2°™®C" komponense, nem befolyasolja a
CHS létrejottét. Ez az eredmény azt jelzi, hogy a karosodott valaszt nem a lizozim M,
hanem a neutrofil granulocitak hianya okozza.

Ezek az eredmények Osszességében a PMN sejtek szerepére utaltak a CHS
patogenezise soran.

Tovabbi kisérleteimben T-sejtek adoptiv transzferével vizsgdltam a neutrofil
granulocitak szerepét a CHS kialakulasaban. Ezen kisérletekben a szenzitizacids fazis
utan izolaltuk az érintett nyirokcsomok T-sejtjeit, majd azokat recipiens allatba injektalva
probaltuk kivaltani a CHS elicitacios fazisat. Ily modon lehetségessé valt a szenzitizacid
¢s az elicitacid cellularis és molekularis folyamatainak kiilon-kiilon valoé vizsgalata.

Eredményeink azt mutattak, hogy akkor is csokkent a CHS vélasz, ha csak a
szenzitizaciot végeztiik a neutrofil-hianyos Mcl12M¥¢° (donor) egerekben, illetve akkor
is, ha csak az elicitacio tortént Mcl12M<l° (recipiens) egerekben. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a neutrofil granulocitak mind a CHS szenzitizacios, mind annak elicitacios
fazisahoz sziikségesek.

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy az egereknek az elicitacio eldtti anti-Gr-1
(RB6-8C5) ellenanyaggal torténd kezelése gatolta a CHS-valaszt, jelezve a Gr-1-pozitiv
sejtek (feltételezheten neutrofilek) fontos szerepét a CHS elicitacios fazisaban??3, Ezek
Osszhangban voltak a sajat kisérleti eredményeinkkel, melyek szerint csokkent a CHS
valasz, ha a vad tipusu egerek szenzitizaciojat kovetden azok T-sejtjeit Mcl1AMyelo
recipiens egyerekbe injektaltuk és ezekben az egerekben végeztiik az elicitacios kezelést.

Meglepé volt ugyanakkor az ellenkezd iranyu kisérlet, melyben Mcl12M¥<l° donor
egerekben végeztik a szenzitizciot, majd az ezekbdl nyert T-sejteket vad tipust
egerekbe injektaltuk, és ezekben indukaltuk az elicitacids fazist. Mivel az Mcl1AMyele
donor T-sejtekkel ,,szenzitizalt” recipiensek valasza alig kiillonbozott a nem-szenzitizalt

allatok valaszatol, kisérleteink a neutrofil granulocitdk szerepére utaltak a CHS
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szenzitizacids fazisdban. Ez egyben azt jelentette, hogy feltételezéseink szerint a
neutrofilek fontos szerepet jatszanak az adaptiv immunfolyamatok korai 1épéseinek a
1étrejottében, ami teljesen ellentmondott a neutrofilekrdl korabban alkotott képnek, mely
szerint ezek a sejtek csak, mint az adaptiv immunrendszer végrehajté sejtei vesznek részt
az immunfolyamat hierarchidjanak alsobb, késdbbi részeiben.

Fenti eredményeink tehat a neutrofil granulocitdk miikodésének egy kiilonleges
tovabbi aspektusara, az adaptiv immunfolyamatok korai 1épéseihez vald hozzajarulasukra

hivtak fel a figyelmet.
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6. KOVETKEZTETESEK

A célkitlizéseim alapjan a kdvetkeztetéseimet az alabbi 4 pontban foglalom dssze.

1. Az Mcl-1 antiapototikus fehérje mieloid-specifikus torlése (Mcl1AMyelo egerek)
nagymértékben (98,1%-kal) csokkentette a neutrofil granulocitak szamat a periférias
vérben ¢és steril gyulladasos koriilmények kozott a tioglikolat-indukalt peritonitisz
modellben. Ezzel szemben az egyéb leukocita populaciok szama nem, vagy csak alig
véltozott az Mcl12Myel° egerekben. A nagyfoku neutropénia ellenére az egerek tulélnek az
SPF, valamint konvencionalis koriilmények kozott is, emellett homozigdta formaban is
szaporodnak. Bar tomegiik kis mértékben csokkent a vad tipushoz képest, mégsem tértek
el altalanos megjelenésiikben az alomtestvér kontroll allatoktol. Mcl12Mvele egerek
védettnek bizonyultak az altalunk vizsgalt neutrofil-fiiggd K/BXN szérum-transzfer
artritiszben. Az allatok nagyfoku érzékenységet mutattak a mind a bakterialis (S. aureus),
mind a gombak (C. albicans) altali fertézésekkel szemben, mely magas mortalitasban és
a vizsgalt szervekben megtelepedd korokozok szamanak jelentds megemelkedésében volt
nyomon kovethetd.

2. Az Mcl-1 neutrofil-specifikus torlése (Mcl1APMN egerek) nagyfoki neutropénidt
eredményezett a periférids vérben, emellett egyéb leukocita populaciok szaméaban nem
tortént valtozas a vad tipushoz képest. Az egerek magas mortalitast és csokkent
termékenységet mutattak, altalanos megjelenésiikben elmaradtak a kontroll allatokhoz
képest.

3. A G-CSF-receptor hidnyaban csak részlegesen csokkent a neutrofil granulocitdk
szdma ¢és mas leukocita populdciokban nem tortént valtozas. A részleges csokkenés a
PMN sejtek szamaban elengednd volt ahhoz, hogy a G-CSF-receptor-hianyos allatok
védettséget €lvezzenek autoantitest-indukalt artritisszel szemben.

4. Kisérleteinkkel ~kimutattuk, hogy a neutrofil granulocitdk a kontakt
hiperszenzitivitdas (CHS) mindkét fazisahoz (szenzitizacid és elicitacio) sziikségesek.
Emellett igazoltuk, hogy az Mcl12M<l° egerekben a gyulladasos véalaszt nem a lizozim M,
hanem a neutrofil granulocitak hidnya okozza, mivel a Lyz2°"®/°"® mutans egerekben a vad

tipushoz hasonl6 gyulladédsos valasz jott 1étre a CHS modellben.
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7. OSSZEFOGLALAS

A neutrofil granulocitak (neutrofilek) a velesziiletett immunrendszer részét
képezik, nélkiilozhetetlenek a bakterialis és gombas fert6zések elleni védekezésben.
Kiemelkedd jelent6ségiik ellenére korabban nem 1étezett a neutrofilek in vivo szerepének
vizsgalatara alkalmas neutrofil-hianyos egérmodell. PhD-munkam soran részletesen
jellemeztem egy j neutrofil-hianyos egértorzset, €s vizsgaltam a neutrofilek gyulladasos
betegségmodellekben betoltott szerepét.

Els6 kisérleteim soran kimutattam, hogy az Mcl-1 antiapoptotikus fehérje mielod-
specifikus torlésének (Mcl12M¥el mutacio) kovetkeztében nagymértékben csokkent a
keringé neutrofilek szama, mikozben 1ényegében nem valtozott az egyéb fehérvérsejt-

14Myele egerek kozel normalis tilélést mutattak, és képesek voltak

tipusok szama. Az Mcl
homozigota forméban is szaporodni. A neutropénia funkciondlis jelentdségét
megerdsitette, hogy az Mcl14Myel° egerek védettnek bizonyultak a neutrofil-fiiggd K/BxN
szérum-transzfer artritisz modelloen. Ahogy az vérhatoé volt, az Mcl14Ml egerek
fokozott érzékenységet mutattak a Staphylococcus aureus, illetve Candida albicans
okozta szisztémas fertdzések esetén.

Tovabbi kisérleteim soran azt talaltam, hogy az Mcl-1 neutrofil-specifikus
delécioja (Mcl12PMN mutacid) szintén sulyos és specifikus neutropénidhoz vezet. Ezeknek
az egereknek a t0lélése €és a szaporoddsa azonban nagymértékben csokkent, ezzel
korlatozva neutrofil-hidnyos egérmodellként valo alkalmazasukat.
Osszehasonlitasképpen a G-CSF receptor-hianyos (Csf3r™-) egerekben csak részleges
neutrofil-hiany volt megfigyelhetd.

Végiil vizsgaltam a neutrofilek szerepét a kontakt hiperszenzitivitdas (CHS)
létrejottében. Az Mcl12Melo egerek és az allergén-specifikus T-sejtek adoptiv transzfere
révén kimutattam, hogy a neutrofilek a CHS szenzitizicids és elicitacios fazisaban is részt
vesznek. Emellett kimutattam, hogy a Lyz2°"®C® mutaci6 nem befolyasolja a CHS
kialakulasat, mely azt jelzi, hogy a karosodott valaszt nem a lizozim M hidnya okozza.

Eredményeim azt mutatjik, hogy az Mcl12™°l° egerekben létrejott sulyos és
meglehetdsen specifikus neutropénia, a normal tulélés és a homozigdta formaban torténd
tenyésztés lehetdsége miatt ez a mutacid rendkiviil alkalmas a neutrofil granulocitak

szerepének vizsgalatara normal és patologias in vivo egérmodellekben.
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8. SUMMARY

Neutrophils are part of the innate immune system and are essential players during
bacterial and fungal infections. Despite their major importance, there were no suitable
neutrophil-deficient mouse model for the in vivo analysis of neutrophil function. During
my PhD work, I characterized a novel neutrophil-deficient mouse strain and investigated
the role of neutrophils in inflammatory disease models.

During my first experiments, | showed that myeloid-specific deletion of the
antiapoptotic Mcl-1 protein (Mcl14Mv¢l> mutation) led to severe and specific reduction of
circulating neutrophil counts without affecting other circulating leukocyte lineages.
Mcl12Myele mice showed mostly normal survival and were able to breed in homozygous
form. The functional relevance of neutropenia was confirmed by the complete protection
of Mcl124Myele mice from arthritis development in the neutrophil-dependent K/BxN serum-
transfer model. As expected, Mcl12Mel° mice showed increased susceptibility to systemic
Staphylococcus aureus or Candida albicans infection.

In my further experiments, | found that the neutrophil-specific deletion of Mcl-1
(Mcl12"™MN mutation) also led to severe and specific neutropenia. However, those mice
showed strongly reduced survival and breeding, limiting their use as a model of neutrophil
deficiency. In comparison, G-CSF receptor—deficient (Csf3r”’") mice showed only a
partial neutropenia.

Finally, | tested the role of neutrophils in contact hypersensitivity (CHS), an animal
model of human allergic contact dermatitis. Using Mcl12M¥¢l° mice and adoptive transfer
of allergen-specific T-cells, | showed that neutrophils are critically involved in both the
sensitization and elicitation phase of CHS. In addition, | showed that the Lyz2Cr¢/Cre
mutation did not affect CHS development, indicating that the defective response in
Mcl12Myele mice is not caused by the lack of lysozyme M.

My results indicate that the severe and fairly specific neutropenia, mostly normal
survival, and the possibility of breeding in homozygous form make the Mcl1AMyele
mutation highly suitable for the analysis of the role of neutrophils in in vivo models of

normal and pathological processes in experimental mice.
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