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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

ANOVA Analysis of variance (Variancia-analízis) 

ATP Adenozin trifoszfát 

Bcl-2 B-sejtes limfóma 2 fehérje 

BHI Brain-heart infusion (Agy-szív infúziós tápoldat) 

C5a Complement component 5a (Komplement komponens 5a) 

C5aR  Complement component 5a receptor (Komplement komponens 5a 

receptor) 

CD Cluster of differentiation (Differenciációs klaszter) 

CFU Colony-forming unit (Kolónia-képző egység) 

CHS Contact hypersensitivity (Kontakt hiperszenzitivitás) 

CLA  Cutaneous lymphocyte-associated antigen (Bőr limfocita-asszociált 

antigén) 

CMP Commom myeloid progenitor (Közös mieloid progenitor) 

CPR C-reactive protein (C-reaktív fehérje) 

CR Complement receptor (Komplement receptor) 

CXCL CXC-chemokine ligand (CXC-kemokin ligand) 

CXCR CXC-chemokine receptor (CXC-kemokin receptor) 

DC Dendritic cell (Dendritikus sejt) 

DC-SIGN dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-

integrin 

DNCB 2,4-dinitroklorobenzén 

DNS Dezoxiribonukleinsav 

DT Diphteria toxin (Diftéria toxin) 

DTR Diphteria toxin receptor (Diftéria toxin receptor) 

EGF Epidermal growth factor (Epidermális növekedési faktor) 

ER Endoplasmic reticulum (Endoplazmatikus retikulum) 

EV Extracelluláris vezikula 

FACS Fluorescence-activated cell sorting (Fluoreszcencia alapú 

sejtszétválogatás) 

FBS Fetal bovine serum (Magzati bórjúszérum) 
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FcγR Fcγ-receptor 

FITC   Fluoreszcein izotiocianát 

fMLP Formil-metionil-leucil-fenilalanin (a formil-peptidek prototípusa) 

Foxo3 Forkhead box O3 

FPR Formyl peptide receptor (Formil peptid receptor) 

FSC Forward Scatter (Előre irányuló szórás) 

G-CSF  Granulocyte colony-stimulating factor (Granulocita kolónia-stimuláló 

faktor) 

Gfi-1  Growth factor independence-1 

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (Granulocita-

monocita kolónia-stimuláló faktor) 

GMP Granulocyte-monocyte progenitor (Granulocita-monocita progenitor) 

G6PC3 Glucose-6-phosphatase catalytic Subunit 3 

G6PI   Glucose-6-phosphate isomerase (Glükóz-6-foszfát izomeráz) 

GPI  Glikozil-foszfatidilinozitol 

Gr-1  Granulocyte antigen-1 (Granulocita antigén-1) 

Gy   Gray 

HBSS  Hank’s Balanced Salt Solution (Hank-féle normalizált sóoldat) 

hMRP8  Human myeloid related protein 8  

HSC Hematopoetic stem cell (Hemopoetikus őssejt) 

ICAM-1 Intercellular cell adhesion molecule 1 (Intracelluláris sejtadhéziós 

molekula 1) 

iDTR egér Cre-inducible DTR transgenic mice (Cre-indukált DTR transzgenikus 

egér) 

IFN-γ Interferon-γ 

IgG Immunoglobulin G 

IL Interleukin 

JAM-A Junctional adhesion molecule-A 

KO Géntörléses (knockout) mutáns 

LAD Leukocyte adhesion deficiency (Leukocita adhéziós deficiencia) 

LFA-1  Lymphocyte function-associated antigen 1 (Limfocita funkció-asszociált 

antigén 1 
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LPS Lipopoliszacharid 

LTB4 Leukotrién B4 

LTB4R Leukotrién B4 receptor 

Ly6C Lymphocyte antigen 6 complex, locus C 

Ly6G Lymphocyte antigen 6 complex, locus G 

Lyz2 Lizozim C-2 

Mac-1 Macrophage-1 antigen (Makrofág-1 antigén, CD11b/CD18, αMβ2) 

Mcl-1 Myeloid cell leukemia-1 protein (Mieloid-sejt leukémia-1 fehérje) 

M-CSF Monocyte/macrophage colony-stimulating factor (makrofág kolónia-

simuláló faktor 

MHC Major histocompatibility complex (Fő hisztokompatibilitási komplex) 

ML-1 Human myeloblastic leukemia cell line 1 

MRP8 Myeloid-related protein 8 

NADPH Nicotinaminde adenine dinucleotide phosphate (Nikotinamid-adenin-

dinukleotid foszfát) 

NET Neutrophil extracellular trap (Neutrofil extracelluláris csapda) 

NF-κB Nuclear factor kappa-light-chain-enchancer of activated B cell 

NK-sejt Natural killer cell (Természetes ölősejt) 

NLR NOD-like receptor (NOD-szerű receptor) 

NOD Non-obese diabetic mouse (I. típusú cukorbeteg egér) 

Nox2 NADPH oxidase 2 

PAF Platelet-activator factor (Vérlemezke-aktiváló faktor) 

PAFR Platelet-activator factor receptor (Vérlemezke-aktiváló faktor receptor) 

PAMP Pathogen-associated molecular patterns (Kórokozó-asszociált 

molekuláris mintázat) 

PBS Phosphate buffered saline (Foszfáttal pufferolt sóoldat) 

PCR Polimerase chain reaction (Polimeráz láncreakció) 

PECAM-1 Platelet/endothelial cell adhesion molecule-1 (Vérlemezke-endotél 

sejtadhéziós molekula) 

PMA Phorbol 12-miristate 13-acetate (Forbol-mirisztil acetát) 

PMN  Polymorphonuclear leukocyte (Polimorfonukleáris sejt, a neutrofil 

granulocita szinonímája) 
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PRR Pattern-recognition receptor (Mintázat-felismerő receptor) 

PSGL-1 P-szelektin glikoprotein ligand 1 

RA Rheumatoid arthritis (Reumatoid artritisz) 

RLR RIG-like receptor (RIG-szerű receptor) 

RNS Ribonukleinsav 

ROS Reactive oxigen species (Reaktív oxigén származékok) 

Rpm Rounds per minute (Percenkénti fordulatszám) 

SDF-1 Stromal cell-derived factor 1 

Siglec-F Sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin-F (Sziálsavkötő 

immunglobulin-szerű lektin F) 

SPF Specific pathogen-free (Specifikus patogén-mentes) 

SSC Side scatter (Oldalra irányuló szórás) 

Tc Cytotoxic T-cell (Citotoxikus T-sejt) 

TGFβ Transforming growth factor β (Transzformáló növekedési faktor β) 

Th T helper cell (Segítő T-sejt) 

TLR Toll-like receptor (Toll-szerű receptor) 

TNCB 2,4,6-trinitroklorobenzén 

TNF Tumor necrosis factor (Tumor nekrózis faktor) 

Treg Regulatory T cell (Regulációs T-sejt) 

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1 (Vaszkuláris sejtadhéziós molekula 1) 

VLA4 Very late antigen-4 

VT Vad típus 

YPD Yeast extract/peptone/dextrose (Élesztő/pepton/dextróz tápoldat) 
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1. BEVEZETÉS 

 

Egy hemopoetikus sejtvonal genetikai hiányát hordozó egértörzs nagyban 

hozzájárul az immunológiai és gyulladásos folyamatok megértéséhez egészséges és beteg 

szervezetben. Az egyik legjobb példa erre a rekombinációt aktiváló Rag1 vagy Rag2 

gének törlése, ami a B- és T-sejtek hiányát eredményezi1. Ezt a modellt széles körben 

alkalmazzák az adaptív immunválasz vizsgálatára in vivo biológiai folyamatokban. Egy 

ilyen genetikai modell hasznosságát meghatározza az adott sejtvonal hiányának mértéke 

és specificitása, valamint olyan általános jellemzők, mint a mutáns egértörzs megjelenése, 

túlélése és tenyésztési sajátosságai.  

A doktori munkám döntő részét a neutrofil granulociták működésének és 

gyulladásos betegségekben betöltött szerepének vizsgálata képezte. Ennek részeként 

részletesen jellemeztem egy egértörzset, melyben genetikailag kódolt módon a neutrofil 

granulociták súlyos és specifikus hiánya jön létre, majd validáltam a modellt egy ismerten 

neutrofil-függő betegségmodellben. Eredményeim könnyebb megértése érdekében 

először részletesen bemutatom a neutrofil granulocitákat, valamint azokat a modelleket, 

melyeket a neutrofil granulociták in vivo tanulmányozására alkalmaztak. 

Munkám második részében a kontakt hiperszenzitivitás egérmodelljét, az 

allergiás kontakt dermatitiszt vizsgáltam. Kevés információ érthető el a szakirodalomban 

arról, hogy a neutrofil granulociták milyen szerepet töltenek be a betegség kialakulásában. 

Kutatómunkám során arra kerestem a választ, az általam jellemzett neutropéniás 

egértörzs alkalmazásával, hogy a neutrofil granulociták a kontakt hiperszenzitivitás 

modell melyik fázisában játszanak fontos szerepet. A könnyebb megértés érdekében, a 

beveztéseben röviden összefoglalom az allergiás kontakt dermatitisz és a kontakt 

hiperszenzitivitás jellemzőit is. 

 

1.1. A neutrofil granulociták jellemzése 

 

A neutrofil granulociták, másnéven polimorfonukleáris (PMN) sejtek vagy 

neutrofilek, az emberben keringő leukociták legnagyobb (50-70%), egerekben egy kisebb 

(kb. 20%)2, de számottevő populációját alkotják. A neutrofil granulociták a veleszületett 
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immunrendszer sejtes elemei, jellegzetes szegmentált sejtmaggal rendelkeznek, 

citoplazmájukban neutrofil festődést mutató granulumokat tartalmaznak3. 

A neutrofil granulociták fontos szerepet töltenek be a gazdaszervezet  kórokozókkal 

szembeni védelmében, de bizonyos esetekben hozzájárulnak a szöveti károsodásokhoz is, 

mint pl. autoimmun betegségek4-6, a kardiovaszkuláris rendszer betegségei 

(ateroszklerózis7, miokardiális infarktus8, stroke9, iszkémia/reperfúzió okozta 

károsodás10), anyagcsere betegségek11, trombózis12, allergia és anafilaxiás reakciók13, 

rákos megbetegedések14, neurodegeneratív betegségek15,16.  Emiatt kétélű kardként is 

emlegetik a neutrofil granulocitákat17,18. 

 

1.1.1. A neutrofil granulociták érése és homeosztázisa 

A neutrofilek a csontvelői hemopoetikus őssejtből (HSC) fejlődnek ki. A közös 

mieloid progenitor (CMP), majd a granulocita-monocita progenitor (GMP) alak után a 

granulocitopoézis első azonosítható eleme a mieloblaszt. Ezt követi a nagyobb, kerek, 

kissé ovális alakú sejt, a promielocita, mely primer, ún. azurofil granulumokat tartalmaz 

és a csontvelői sejtek kb. 3%-át teszi ki. A promielociták osztódása után keletkeznek a 

mielociták, melyek kisebbek, citoplazmájuk színtelen és a csontvelői sejtek kb. 5%-át 

képezik. A neutrofil granulociták fejlődési rendszerében ez az utolsó osztódásra képes 

alak. A metamielocita vagy jugend forma 12-16 µm átmérőjű, a csontvelő egyik 

leggyakoribb sejtje (kb. 10-30%), vese vagy bab alakú mag jellemzi. Ez a forma már 

fiziológiás körülmények között is megjelenhet 0-2%-ban a perifériás vérben. A stab vagy 

band alak magja hosszú és vékony, kromatinja tömött, a perifériás vérsejtek kb. 0-4%-át 

alkotja. Ezekben az előalakokban már megtalálhatók a tercier vagy zselatináz 

granulumok is3,19. Az érett neutrofil granulocita hasonlít a stab alakhoz, de a magja 2-4 

helyen lefűződik, mely révén 3-5 szegmens képződik. A neutrofil granulociták csontvelői 

fejlődését és a különböző alakok morfológiai jellegzetességeit az 1. és a 2. ábra foglalja 

össze. 

Egy újabb kutatás szerint a GMP sejtekből egy nagy mértékben proliferálódó, 

neutrofil granulocita irányba elköteleződő preneutrofilek alakulnak ki, melyekből a nem 

proliferálódó, éretlen neutrofilek, majd végezetül az érett alakok fejlődnek ki. A 

preneutrofilek nagy mértékű expanziót mutattak gyulladás (pl. szepszis) esetén a lépben 

és a csontvelőben. Az éretlen és érett neutrofil granulociták nagy migrációs készséggel 
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rendelkeznek és főként az effektor funkciókat látják el20,21 . A granulocitopoézis utolsó 

szakaszában, az érett neutrofil granulociták kialakulásához elengedhetetlenek a C/EBPα 

(CCAAT/enhancer binding protein α), C/EBPε, a Gfi-1 és a PU.1 transzkripciós 

faktorok21-24. 

 

 

1. ábra: A neutrofil granulocita előalakok morfológiai jellegzetességei.  

Forrás: Pillay és munkatársai alapján  (25). 

 

A neutrofil granulociták életeideje a többi leukocitához képest meglehetősen 

rövid (lásd. 1.1.3. alfejezetben), ebből adódóan a neutrofil populáció folyamatosan újul, 

naponta normál állapotban 1-2×1011 új sejt termelődik egy felnőtt emberben3.  

A neutrofil granulociták képződését nagymértékben meghatározza a PMN sejtek 

szövetekben történő apoptózisa (programozott sejthalál). Az apoptotizáló sejteket a 

makrofágok és dendritikus sejtek fagocitálják, ezzel egy időben csökken a fagociták IL-

23 termelése26-28. Az IL-23 szabályozza a γδ T-sejtek és NK-szerű T-sejtek által termelt 

IL-17A kibocsájtást, mely egy fontos stimulus a granulocita-kolónia stimulaló faktor (G-

CSF) felszabadulásához3,21,26,29. A G-CSF nélkülözhetetlen a fertőzések során fellépő 
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megnövekedett PMN-igény kielégítéséhez30, hiányában a neutrofil granulociták száma 

nagymértékben csökken a perifériás vérben és a szövetekben (ld. 1.2.2.3. fejezetben).  

 A periférián keringő neutrofil granulociták számát a csontvelőből történő 

felszabadulás is nagyban meghatározza (ld. 2. ábra) A PMN sejtek felszínén 

expresszálódó CXCR4 kemokin receptor kötődik a csontvelői stromasejteken levő 

CXCL12 (SDF-1) liganddal, ez a kapcsolat tartja a neutrofil granulocitákat a 

csontvelőben. Ez a csontvelői PMN készlet gyorsan mobilizálható egy fertőzés vagy 

stresszhelyzet esetén. A CXCR4 receptornak emellett elengedhetetlen szerepe van a 

csontvelőbe történő vándorlásban is31. A CXCR4 fehérjét kódoló gén törlésének 

következtében megnövekszik az érett neutrofil granulociták csontvelőből a perifériára 

történő felszabadulása32.  

 A CXCR2 citokin receptor a mieloid sejtek felszínén expresszálódik, ligandjai a 

CXCL1 és CXCL2 a csontvelői endotél sejteken fejeződnek ki33. CXCR2 hiányában az 

érett neutrofil granulociták képtelenek a perifériára vándorolni és a csontvelőben 

maradnak, így neutropénia alakul ki (lásd. 1.2.2.7. alfejezetben). A csontvelői endotél 

sejtek CXCL12 expresszióját csökkenti, a CXCL1 és CXCL2 expresszióját viszont növeli 

a G-CSF, ez pedig az érett neutrofil granulociták felszabadulásához vezet33,34. 

 

1.1.2. A neutrofil granulociták effektor működései 

A neutrofil granulociták legfontosabb szerepe a patogénekkel (baktériumokkal, 

gombákkal) szembeni védelem. Emellett szerepet játszanak az általános immun- és 

gyulladásos reakciók koordinálásában is a kemokinek, citokinek és lipidmediátorok 

kibocsátása révén35,36. Képesek felismerni a patogéneket, illetve a gyulladásos 

környezetet, a keringésből kilépve pedig a gyulladás helyszínére vándorolnak, majd itt 

egyedülálló effektor funkcióik segítségével eliminálják a kórokozókat. Ebben a 

fejezetben ezt a gazdag tárházat ismertetem részletesebben, melyet a 2. ábrán sematikusan 

is szemléltetek. 

Az érett neutrofil granulociták az érpályában keringve érzékelik a fertőzésre, vagy 

gyulladásra utaló vészjeleket (pl. citokinek, a mikroorganizmus gazdaszervezetbe történő 

behatolását jelző molekulák, sejtkárosodás következtében felszabaduló anyagok) és az 

érfalon keresztül egy összetett folyamat révén a gyulladás helyszínére vándorolnak 

(extravazáció)37,38. A keringő PMN-ek először lelassulnak, majd gördülni (rolling) 
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kezdenek az endotél felszínén. Ez a laza kapcsolat a neutrofil granulocitákon levő PSGL-

1 és az érfalon levő P-szelektin molekulák összekapcsolódása révén jön létre. A gyulladás 

növeli az endotél sejtek E-szelektin expresszióját, mely a PMN-en levő szialil-Lewis-X 

(sLeX) tetraszachariddal kapcsolódva létrehozza a sejtek közötti szorosabb kapcsolatot 

(slow rolling). Az ún. kemokin szignalizáció révén (pl. IL-8 és CXCR1) a sejtek között 

még szorosabb kapcsolat jön létre39, emellett pedig a PMN felszínén megjelennek az 

LFA-1 β2-integrinek, melyek ligandjaikkal (ICAM-1, VCAM-1) kapcsolódva leállítják a 

gördülést és a neutrofil granulociták letapadását eredményezik (firm adhesion)40. Ebben 

a fázisban a PMN sejt, Mac-1 és ICAM-1 függő módon, képes felismerni az érfalon 

„kúszva” (crawling) azt a pontot, amelyik a legalkalmasabb az átlépésre, majd 

polarizálódik, és paracelluláris vagy transzcelluláris módon áthalad az endotélrétegen 

(diapedézis). A folyamatban a β2-integrinek, VLA-4, JAM-A, ICAM-1, PECAM-1 és 

CD99 molekulák vesznek részt21,41,42. A β2-integrinek kulcsfontosságú szerepet töltenek 

be a neutrofil granulociták működésében, melyre jó példa az adhéziós molekula CD18 

láncának hiányában kialakuló leukocita adhéziós deficiencia 1 (LAD 1), amelyben a 

PMN sejtek érpálya-elhagyási képességének zavara áll fenn43. Az ebben szenvedő 

emberekre jellemzőek a súlyos, visszatérő bakteriális gyulladások, illetve a sebgyógyulás 

folyamata is nagyon lassú.  

Az áthaladást követően a neutrofil granulociták az intersticiális térben, a 

kemotaktikus grádienst követve találják meg a gyulladás helyszínét40. A kemoattraktáns 

molekulákat (pl. CXC és CC kemokinek, lipidmediátor leukotrién B4 (LTB4), bakteriális 

fMLP, komplementrendszerhez tartozó C5a, vérlemezke aktiváló faktor (PAF)) a 

neutrofil granulociták G-fehérjéhez kapcsolt receptorokkal (pl. FPR, CXCR2, CXCR4, 

CCR1, CCR2, C5aR, LTB4R, PAFR) érzékelik44-47.  

Az aktivált PMN sejtek pozitív visszacsatolás révén további neutrofil 

granulocitákat és egyéb immunsejteket is toboroznak és aktiválnak. Ez történhet 

proinflammatórikus molekulák (pl. CXC kemokinek, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8 citokinek, 

LTB4) felszabadításával, a komplement kaszkád aktiválása révén, neutrofil 

extracelluláris csapda (NET) létrehozás, vagy vérlemezke aktiválás útján6,35,48. Egy 

egyedülálló jelenség az ún. „swarming”, a neutrofil granulociták önszerveződő 

migrációja és felhalmozódása a gyulladás helyszínén, mely feltételezi a PMN-ek közti 

kommunikációt49. A folyamat integrin-függő és LTB4, valamint kemokinek által 
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mediált49,50. A vandorló neutrofil granulociták az útvonaluk mentén CXCL12 kemokin 

„nyomot” hagyhatnak, mely segíti a további immunsejtek toborzását51. 

 A neutrofil granulociták képesek a „fordított migrációra” is, amikor az 

intersticiális térből visszatérnek az intravaszkuláris térbe52,53. Ez szerepet játszhat a 

transzendoteliális migráció optimális helyének megtalálásában, a gyulladás 

csökkentésében, vagy akár kórokozó vírusok terjesztésében is53.  

A gyulladás helyszínén a neutrofil granulociták és a kórokozók közötti kapcsolat 

közvetlenül a mintázatfelismerő receptorokon vagy közvetett módon, Fcγ- és 

komplement-receptorokon (CR1 és CR3) keresztül történik meg. A mintázatfelismerő 

receptorok (PRR), pl. toll-like receptorok (TLR), NOD-like receptorok (NLR), RIG-like 

receptorok (RLR), C-típusú lektin receptorok, patogén-asszociált molekuláris 

mintázatokat (PAMP) (pl. egyes szénhidrátokat, peptidoglikánokat, lipoproteineket, 

dupla szálú RNS-t, flagellint) ismernek fel47. Az Fcγ- és komplement-receptorokon 

keresztül a neutrofil granulociták a szervezet által termelt antitestekkel vagy komplement-

fragmentumokkal opszonizált patogéneket ismerik fel. A kórokozó felismerését követően 

a neutrofil granulocitákban működésbe lépnek a patogént megsemmisítő funciók.  

 A neutrofil granulocitákban a fagocitózist a fagocitotikus receptorok (pl. FcγR) 

indukálják. A sejtekben a citoplazma egyes fehérjéi (pl. aktin) átrendeződnek és kialakul 

az ún. fagocitotikus serleg. A bekebelezendő részecskét a sejt állábakkal veszi körül, majd 

lefűződik és létrejön fagoszóma. A granulumok membránjával történő fúzió révén a 

granulumok tartalma a fagoszómába kerül és elindul a kórokozó megsemmisítése. 

A neutrofil granulociták négy féle citoplazmatikus granulumot tartalmaznak, 

melyeknek eltérő az összetételük és ürítési (degranuláció) sorrendjük is meghatározott54. 

A primer (azurofil) granulumok mieloperoxidázt, hidrolitikus és baktericid fehérjéket (pl. 

elasztáz, lizozim, defenzinek, katepszinek, mukopoliszacharidáz, azurocidin) 

tartalmaznak és a fagocitált mikroorganizmus fagoszómán belüli elpusztítására 

szolgálnak. A szekunder (specifikus) granulumok a fagoszómán kívül már az 

extracelluláris térbe is ürülnek, antimikrobiális hatású laktoferrint, lizozimet, B12-t kötő 

fehérjét tartalmaznak, valamint proteolitikus zselatinázt, kollagenázt, melyek 

megkönnyítik a PMN mozgását a szövetközti térben. A tercier (zselatináz) granulumok 

lizozimet, zselatinázt és acetiltranszferázt tartalmaznak. A szekretoros vezikulák a 
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granulumok negyedik csoportja, plazmafehérjéket tartalmaznak (pl. albumin), ezek 

degranulációja történik meg elsőként55. 

A szekunder-, tercier granulumok és szekretoros vezikulák bizonyos receptorokat 

és adhéziós molekulákat is tartalmaznak, melyek a plazmamembránnal történő fúzió 

következtében kerülnek a sejt felszínére (pl. β2-integrinek, fMLP-receptor, TNF-receptor, 

FcγR, LPS-receptor)56,57. 

A neutrofil granulociták a Nox2 NADPH-oxidáz segítségével szabadgyökök 

képzésére is képesek, mely szintén egy hatékony fegyver a kórokozókkal szemben. Az 

aktív Nox2 enzimkomplex a következő alegységekből épül fel: gp91phox, p22phox, p67phox, 

p47phox, p40phox és Rac. A NADPH oxidációja során felszabadult elektront a molekuláris 

oxigénnek átadva oxigén-szabadgyök (O2
.-) jön létre, mely spontán vagy szuperoxid 

diszmutáz által hidrogén peroxiddá (H2O2) alakul. Más molekulákkal kapcsolatba lépve 

egyéb reaktív oxigénszármazékok (ROS) keletkeznek, pl. hipoklorit-anion, hirdoxil-

gyök, peroxil gyök, hipoklórossav, nitrogén-monoxid gyök, ózon58. A PMN-sejtek 

oxigén fogyasztása nagymértékben fokozódik az oxigéngyökök termelése közben, melyet 

oxidatív robbanásnak (respiratory burst) nevez a szakirodalom. A fagoszóma terébe 

kerülő reaktív oxigénszármazékok úgy pusztítják el a mikroorganizmusokat, hogy ez 

egyáltalán nem, vagy csak igen kis mértékben károsítja a környező sejteket59,60. A reaktív 

oxigén- és nitrogénszármazékok nagy reakciókészséggel rendelkezdnek, gyorsan 

kölcsönhatásba lépnek más molekulákkal (fehérjékkel, zsírokkal, nukleinsavakkal), 

ezáltal károsítják a fagocitált kórokozókat és kontrollálatlan, kóros esetben a szervezet 

saját sejtjeit is58,61. A NADPH-oxidáz enzimkomplex működésképtelensége révén 

kialakul a krónikus granulomatózis (CGD), amelyet a visszatérő bakteriális és gombás 

fertőzések jellemeznek62. 

Gyulladásos környezetben a PMN sejtek létrehozhatják a neutrofil extracelluláris 

csapdát (neutrophil extracellular traps, NETs)63, melynek következtében a sejt elpusztul, 

de képes csapdába ejteni a mikróbákat. A NETózis során a kondenzált kromatinállomány 

fellazul és a DNS kikerül az extracelluláris térbe, különböző antimikrobiális fehérjék és 

enzimek (pl. mieloperoxidáz, neutrofil elasztáz, katepszin G, proteinázok, defenzinek, 

proinflamamtorikus fehérjék) kíséretében. Így a csapdába ejtett mikroorganizmusok 

elpusztítása hatákonyan megtörténhet a sejten kívül is64. A NETózis, bár hatékony 

antimikrobiális védelmet biztosít a gazdaszervezet számára, bizonyos esetekben 
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hozzájárul a gyulladásos betegségek (pl. szisztémás lupus erythematosus, vaszkulitisz, 

reumatoid artritisz, trombózis, diabétesz, szepszis) kialakulásához21,65,66. 

A NET-képzés mellett a neutrofil granulociták képesek extracelluláris vezikulák 

(EV) kiválasztására is, melyek antimikrobiális szerepet töltenek be67, de a legújabb 

kutatások szerint hozzájárulnak a gyulladás és a rákos megbetegedések kialakulásához 

is68,69. A PMN sejtek nyugvó és aktivált állapotban, valamint in vitro spontán apoptózis 

közben is termelnek EV-kat, melyek összetételükben, méretükben és elektron 

mikroszkópos megjelenésükben is nagymértékben különböznek. Az fMLP és PMA 

stimulusra a neutrofil granulociták 200-500 nm átmérjű extracelluláris vezikulákat 

választanak ki, melyek pl. szelektineket, integrineket, FcγRIII-t, komplementreceptort és 

foszfatidil-szerint hordoznak a felszínükön. Ezen extracelluláris vezikulák hatására a 

monocita/makrofág sejtek antiinflammatórikus citokineket választottak el70,71.  

Az aktivált neutrofil granulociták hatással vannak mind a veleszületett-, mind az 

adaptív immunválaszokra. A PMN sejtek közvetlen kapcsolatba kerülnek a dendritikus 

sejtekkel (DC) a DC-SIGN és Mac-1 molekulák kapcsolata révén, így a neutrofil 

granulociták képesek befolyásolni a DC-k érését és aktivációját egy mikrobiális fertőzés 

során72-74, illetve a DC-k által közvetített T-sejt proliferációt és a Th1 irányba történő 

polarizációt is szabályozzák75. A neutrofil granulociták képesek a nyirokcsomókba 

vándorolva az antigén-prezentációra is, így fokozzák a Th1- és Th17-sejtválaszt76, ezzel 

szemben egyes PMN sejtek a lépben negatívan szabályozzák a CD4+ T-sejtek és B-sejtek 

működését77.  

A gyulladás feloldása az apoptotizáló neutrofil granulociták makrofágok általi 

fagocitózisával indul meg. A felszabaduló lipid mediátorok korlátozzák az akut 

gyulladást és helyreállítják a szövet homeosztázisát78. 
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2. ábra: A neutrofil granulociták homeosztázisának és működésének áttekintése.

A neutrofil granulociták fejlődése és érése a csontvelőben történik, melyeknek egyik 

fontos szabályozója a granulocita kolónia-stimuláló faktor (G-CSF), ami a neutrofilek 

keringésbe való felszabadulásához is hozzájárul. A neutrofilek citokinek hatására az 

érfalon keresztül a gyulladás területére vándolonak, ahol fagocitálják a 

mikroorganizmusokat. A patogének elpusztítása a NADPH-oxidáz által termel ROS és a 

granulumokban lévő enzimek segítségével történik. Emellett képesek a kórokozók sejten 

kívüli elpusztítására is a NETózis és az extracelluláris vezikulák révén, valamint 

citokineket termelve további fehérvérsejteket aktiválnak. A patogének eliminálása után a 

neutrofil granulociták túlélését vagy apoptózisát a pro- és antiapototikus fehérjék 

határozzák meg. Az elöregedő neutrofilek a véráramból kilépve a májba, lépbe vagy 

csontvelőbe vándorolnak (homing), ahol apoptózis révén elpusztulnak. Forrás: Németh 

és mtsai. alapján (21) módosítva. 

DOI:10.14753/SE.2021.2472



18 

1.1.3. A neutrofil granulociták túlélése és apoptózisa 

A legtöbb kutatás szerint, fiziológiás körülmények között, az érett keringő 

neutrofil granulociták pár órától kevesebb, mint 1 napig maradnak életben79-81. Az utóbbi 

időben azonban születtek olyan kutatási eredmények, melyek szerint akár több napig is 

életben maradnak a PMN-ek81,82. Az elöregedő (szeneszcens), keringésben levő neutrofil 

granulociták CXCR2 kifejeződése csökken, ellenben a CXCR4 expressziója fokozódik, 

mely elősegíti a PMN sejtek vándorlását a CXCL12-t nagymértékben kifejező szövetekbe 

(máj, lép, csontvelő)83 (ld. 2. ábra). Ezt a folyamatot hazatalálásnak vagy homing-nak 

nevezzük. Ezt követően a neutrofil granulociták apoptózison mennek keresztül és a 

szövetekben levő makrofágok fagocitózis révén eliminálják őket84. A PMN sejtek 

apoptózisa opszonizált patogének Mac-1-függő fagocitózisakor is bekövetkezik85-87. 

A neutrofil granulociták életidejét több tényező is befolyásolja. A gyulladásos 

mediátorok, mint pl. az IL-8 és a GM-CSF, bakteriális alkotóelemek, mint pl. az LPS és 

a bakteriális DNS, valamint a C-reaktív protein (CRP) a PMN sejtek életidejét megnöveli, 

ezzel szemben a proapoptotikus stimulusok, mint pl. a TNF-α vagy a Fas ligand 

csökkentik a neutrofil granulociták élettartamát86. 

Az Mcl-1 (mieloid sejt leukémia 1) egy antiapoptotikus fehérje, mely a Bcl-2 

család tagja, az ide tartozó fehérjéknek fontos szerepük van az immunsejtek 

apoptózisának szabályozásában88,89. Először az ML-1 humán mieloid leukémia 

sejtvonalban azonosították, mint korai válasz gént, mely a leukémiás sejtek PMA-

indukált differenciálódása során expresszálódott90. Az Mcl-1 egy széles körben 

expresszálódó fehérje, mely sajátos szöveti eloszlást mutat. Több sejttípusról is 

kimutatták, hogy a fejlődésükhöz és a túlélésükhöz szükséges az Mcl-191. A fehérje 

törlése korai (beágyazódás előtti) letalitással jár az egér-embriogenezis során.92. Emellett 

szükséges még a B- és T-sejtek fejlődéséhez93, az idegi fejlődéshez94, a hemopoetikus 

őssejtek95, valamint a szinoviális fibroblasztok túléléséhez96. Az Mcl-1 azáltál fejti ki 

antiapototikus hatását, hogy gátolja az apoptózist elősegítő Bim, Bak és Bid fehérjéket97-

99. Kutatások kimutatták, hogy az Mcl-1 expressziója függ bizonyos növekedési

faktoroktól, melyek fokozzák a fehérje transzkripcióját, mint pl. az IL-3100, IL-5101, IL-

6102 és a GM-CSF103 citokinek, valamint az epidermális növekedési faktor (EGF)104 és a 

vaszkuláris endoteliális növekedési faktor (VEGF)105. 
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A PMN túlélését a Bad, Bid, Bim, Bak és Bax proapoptotikus, valamint az Mcl-1 

és A1 antiapoptotikus fehérjék szabályozzák106-111 (ld. 2. ábra). Az A1 fehérje hiányában 

a neutrofil granulociták in vitro tenyészetekben elpusztultak, azonban in vivo megfelelően 

fejlődtek110. Az Mcl-1, egerekben történő, mieloid-specifikus törlése révén kiderült, hogy 

a fehérje elengedhetetlen a neutrofil granulociták túléléséhez, azonban a Mac-1+Gr-1- 

monociták/makrofágok száma nem csökkent az egerek vizsgált szöveteiben (vér, lép, 

csontvelői, peritoneális lavage). A makrofágok esetében valószínűleg más 

antiapoptotikus molekulák játszanak kulcsfontosságú szerepet a sejtek túlélésében. A 

GM-CSF kezelés megmentette az Mcl-1 hiányos neutrofil granulocitákat az 

apoptózistól107,112. Ezzel szemben a G-CSF kezelés nem bizonyult hatásosnak a 

neutropéniával szemben, mely annak tudható be, hogy Mcl-1 hiányában nem jönnek létre 

az érett neutrofil granulociták a csontvelőben. Amíg a csontvelői mieloid prekurzor sejtek 

(metamielociták, band sejtek) túlélését elősegíti a GM-CSF, addig a szegmentált 

sejtmagvú, érett neutrofil granulociták kialakulásához elengedhetetlen az Mcl-1112. 

Az Mcl-1 hiánya a CMP és GMP sejtek esetében gyors sejtpusztulást okozott95, 

ez pedig arra utal, hogy az Mcl-1 elengedhetetlen a mielopoézis korai szakaszában. A 

késői granulopoézis során az Mcl-1 szükséges az érett neutrofil granulociták 

differenciálódásához és a túlélés elősegítéséhez, azonban nélkülözhetőnek bizonyult a 

monociták/makrofágok differenciálódása szempontjából. Az Mcl-1 mieloid-specifikus 

törlésének következtében a granulocita prekurzor sejtek Bax- és Bad-függő apoptózison 

mennek keresztül112. 

1.1.4. A neutrofil granulociták szerepe a reumatoid artritiszben 

A reumatoid artritisz (RA) egy progresszív autoimmun gyulladásos betegség, 

mely az emberi populáció kb. 1%-át érinti. Az RA során az ízületek krónikus gyulladása 

deformitáshoz és az ízületi funkciók elvesztéséhez vezethet, emellett jelentős 

fájdalommal jár, így komoly terhet jelent a betegeknek113,114. A betegségre jellemző a 

szinoviális gyulladás és hiperplázia, valamint ennek következményeként a porc- és 

csontkárosodás, mely visszafordíthatatlan károkat okozhat az érintett végtag (főként kéz) 

funkcionális működésében115. 

Az RA patogenezisében több sejttípus is szerepet játszik. Az immunizációs 

fázisban az antigénprezentáló sejtek, illetve a T- és B-sejtek játszanak szerepet, az 
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effektor fázisban azonban többféle sejttípus fontosságát is kimutatták: szinoviális 

fibroblasztok, oszteoblasztok, endotélsejtel, kondrociták, makrofágok, hízósejtek, 

vérlemezkék116-119. A felsoroltak mellett azonban a neutrofil granulociták is fontosnak 

bizonyulnak az RA kialakulásában, a betegek ízületeiben ugyanis nagy mennyiségben 

kimutathatók az aktivált fenotípust mutató PMN sejtek120-122. Az RA 

patomechanizmusának vizsgáltára több állatmodellt is alkalmaznak. A kollagén indukált 

artritisz123 modellben mind az immunizációs, mind az effektor fázis vizsgálható. A 

K/B×N szérum transzfer artritisz124 (ld. 3.5. fejezet), a kollagén-antitest indukált 

artritisz125 és a humán TNF transzgén artritisz126 az effektor fázis vizsgálatára alkalmas 

modellek. 

A humán autoimmun artritisszel szemben az egérmodellekben könnyebben 

vizsgálható a neutrofil granulociták betegségben betöltött szerepe, mivel több olyan 

megközelítés is létezik, ahol neutropéniás állapot idézhető elő az egerekben (ld. 1.2. 

fejezet). A neutrofil granulociták éréséhez elengedhetetlen G-CSF hiányában nem alakult 

ki a kollagén-indukált artritisz127. A PMN sejtek antitesttel történő depléciója gátolta a 

gyulladás kialakulását a K/B×N szérum transzfer artritisz modellben128. Ezeket az 

eredményeket megerősítették a neutrofil granulocita-hiányos Gfi-1−/− és a Foxo3a−/−

egerekben végzett vizsgálatok is129,130. Mindkét modellben védettek voltak az egerek a 

K/B×N szérum transzfer artritisszel szemben. 

1.2. A neutrofil granulociták szerepének in vivo tanulmányozására alkalmazott 

modellek 

A neutrofil granulociták szerepének vizsgálatát megnehezíti a megfelelő 

depléciós antitestek, gyógyszerek és neutropéniás modellek hiánya. A különböző 

antitestekkel történő depléció hátrányai, hogy a neutrofilek hiánya csak kevés ideig áll 

fenn, ez pedig hosszabb távú kísérletek kivitelezését nehezíti, emellett pedig ezek az 

antitestek igen költségesek is. Bizonyos neutrofil deplécióra alkalmazott antitestek 

hatással vannak más leukocita populációkra is, mely szintén egy korlátozó tényező. 

 Korábban már számos olyan egértörzset leírtak, melyek csökkent neutrofil 

granulocita számot mutattak, azonban ezek mindegyikére jellemző valamilyen, az 

alkalmazhatóságot érintő korlát: csak részleges, vagy csak gyulladás során kialakuló 

PMN-hiányt eredményeznek, a neutrofilek mellett más sejtvonalat is érint a károsodás, 
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illetve a mutáns egerek általános egészségügyi problémákkal és korai letalitással 

rendelkeznek. 

Az alábbiakban részletesen bemutatom a jelenleg elérhető lehetőségek előnyeit és 

hátrányait, melyek segítségével a neutrofil granulociták szerepe in vivo tanulmányozható. 

1.2.1. Neutrofil granulociták indukált depléciója 

A neutrofil granulociták indukált depléciója számos kutatásban alkalmazott 

módszer, mert lehetővé teszi a PMN-hiány létrehozását egy kísérlet bármelyik fázisában. 

Emellett egy másik előny, hogy a deplécióra alkalmazott farmakológiai gyógyszerek és 

antitestek bármelyik egértörzs esetében alkalmazhatók131.  

1.2.1.1. Ciklofoszfamid 

A ciklofoszfamid egy emberi gyógyászatban alkalmazott szer, különféle 

daganatos betegségek kezelésére használják132. A ciklofoszfamid egy gyógyszer-

előanyag, az aktív formája a májban történő metabolizáció révén jön létre a citokróm 

P450 enzimrendszer segítségével. Alkilálószerként működik, a DNS guanin bázisához 

illeszt alkil csoportot, mely DNS keresztkötések kialakulásához vezet133, ez pedig a 

sejtciklus leállását és a sejtek halálát okozza. 

Az egerek ciklofoszfamiddal történő kezelése során azt figyelték meg, hogy az 

állatok fogékonyabbá váltak a fertőző betegségekkel szemben134, ami azzal 

magyarázható, hogy a szer intraperitoneális injektálása a hemopoetikus őssejtek halálát 

okozza, valamint meggátolja a fennmaradó leukociták szaporodását és 

differenciálódását135. Mivel a neutrofil granulociták meglehetősen rövid életű sejtek, 

ezért a ciklifoszfamid alkalmazását követő 3-4 napon belül teljesen eltűnnek a vérből136. 

A tartós neutrofil granulocita-hiány fenntartásához ismételt injektálásra van szükség137. 

A ciklofoszfamid alkalmazása olcsó, és bármely egértörzs esetén használható, 

viszont nem specifikus, mivel jelentős sejtszámcsökkenést okoz egyéb leukocita 

populációkban is, pl. monociták, B-sejtek és T-sejtek136-138. 

1.2.1.2. Vinblasztin 

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

citosztatikumként alkalmaznak a gyógyászatban139. A mikrotubulusokhoz kötődve 
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gátolja a mitotikus orsó kialakulását140, így a sejtciklus metafázisában leállítja a 

sejtosztódást141. Bár a vinblasztin jelentős neutropéniát okoz142, mégis ritkán alkalmazzák 

in vivo kísérletekben, mivel a neutrofil granulociták mellett hatással van a monociták és 

limfociták számára is143, emellett citotoxikusnak bizonyult a hasnyálmirigy-sejtek144 és a 

spermiumok esetén is145. 

1.2.1.3. Depléciós antitestek 

A neutrofil granulociták depléciója specifikus antitestek alkalmazásával is 

elérhető. Ezek az antitestek használhatók vad típusú és a legtöbb genetikailag módosított 

egértörzs esetén is. A depléciós antitestek alkalmazásának hátrányai, hogy hosszabb távú 

kísérletek során repetitív injektálást igényel a neutropénia fenntartása, ez pedig 

lényegesen megnöveli a költégeket és a kísérletbe fektetett energiát. 

Anti-Gr-1 

Az RB6-8C5 monoklonális patkány antitest a strukturálisan rokon Ly6G és Ly6C 

GPI-horgonyzott fehérjékkel reagál, melyek a Gr-1 családba tartoznak146. Korábban 

neutrofil granulocita-specifikus antitestként alkalmazták146, mivel egy nagy mértékű 

neutropéniát eredményezett az injektálást követően147,148, mely 3-5 napig tartott, annak 

függvényében, hogy mekkora dózist alkalmaztak149. A későbbi kutatásokból azonban 

kiderült, hogy az RB6-8C5 antitest nem olyan specifikus a neutrofil granulocitákra nézve, 

mint azt korábban feltételezték. Hatására csökkennek a vérben és lépben lévő monociták, 

valamint a CD8+ memória T-sejtek149,150. Emellett több olyan esetet is leírtak, amikor 

nem volt hatékony a neutrofil granulociták depléciója vagy egyéb mellékhatása volt a 

kezelésnek. Az FcγR KO egereken és az anti-FcγRII/III antitesttel kezelt állatokon nem 

eredményezett hatékony neutropéniát az RB6-8C5 alkalmazása148. A TNF-α-val kezelt 

egerekben az RB6-8C5 injektálása a hajszálerek elzáródását és légzőrendszeri károsodást 

okozott, mely az állatok halálához vezetett148,151. 

Anti-Ly6G 

Az Ly6G ellenes antitestek sokkal specifikusabbnak bizonyultak, mivel ez a 

sejtfelszíni molekula az egér neutrofil granulocitákon kívül más leukocitán nem jelenik 

meg146. 
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Az 1A8 patkány IgG2a antitest specifikusan az Ly6G-t ismeri fel146. 

Intraperitoneális alkalmazásával a vérben keringő és a lépben levő neutrofil granulociták 

szinte teljesen eltűntek152, míg a májban egy 80%-os csökkenés volt kimutatható149. A 

monociták száma nem változott a kontroll csoporthoz képest149,152. A kezelést követően 

2 nappal már emelkedni kezd a neutrofil granulociták száma152, ezért hosszabb távú 

kísérletek esetén ismételt injektálásra van szükség. A megfelelő hatékonyság eléréséhez 

kétszer akkora dózisban szükséges adagolni, mint az RB6-8C5 antitestet152,153. Az 1A8 

antitest további limitációi, hogy a 24 hétnél idősebb C57BL/6J egerek esetében nem 

okozott neutrofil depléciót153, valamint a BALB/C egerek esetében a csontvelői neutrofil 

granulociták nem tűntek el154. 

A NIMP-R14 monoklonális antitest szintén az Ly6G-t ismeri fel155 és 95%-os 

hatékonysággal eltünteti a neutrofil granulocitákat a vérből és a lépből156,157. Az eredeti 

PMN-szám viszonylag hamar (kb. 3 nap múlva) visszatér157, ezért hosszabb távú 

kísérletek esetén fontos az injektálás ismétlése. Több kutatásban is leírták, hogy a NIMP-

R14 hatására csökkent a vérben keringő monociták száma, illetve csökkent az Ly6Chigh 

monociták száma a lépben156,158,159, mely megkérdőjelezi az antitest specifikus hatását. 

A depléció hatékonyságát általában áramlási citometriával ellenőrzik, ebben az 

esetben pedig érdemes figyelni az epitóp maszkírozás jelenségére. Anti-Gr-1 vagy anti-

Ly6G antitestek alkalmazásakor előfordulhat, hogy a bizonyos neutrofil granulociták nem 

tűnnek el, csupán beborítják a felületüket az antitestek, így Ly6G negatívként 

eseményként jelennek meg131. Pl. NIMP-R14 alkalmazásakor az egerek csontvelőjében 

és tüdejében nem volt teljes a neutrofil granulociták depléciója, de az áramlási citometriás 

vizsgálatokban Ly6G-negatív eseményként jelentek meg a sejtek154,158. Ez egy hibás 

eredményt adhat, ezért érdemes az Ly6G mellett más antitestek alkalmazását is bevezetni, 

pl. CD11b, Ly6C, 7/4. Az oldalirányú szórás (Side Scatter, SSc) révén, mely a sejtek 

granuláltsága alapján választja szét a leukocita populációkat, a neutrofil granulociták egy 

jól elkülöníthető csoportban jelennek meg (SSchigh). Amennyiben a neutrofil granulociták 

depléciója hatékony volt, az SSchigh sejtek nagy mértékben csökkennek a vizsgált 

mintában131, ezért érdemes ezt a paramétert is figyelembe venni. 
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1.2.2. Genetikailag módosított egértörzsek 

A hosszútávú kísérletek kivitelezését nagyban megkönnyítik azok a lehetőségek, 

melyek a farmakológiai depléciós módszereknél hosszabb ideig tudják biztosítani a 

neutropéniát az egerekben131. Több neutropéniával jellemezhető egérmodellt is leírtak a 

neutrofil granulociták in vivo vizsgálatára, azonban ezek alkalmazhatóságát nagyban 

befolyásolják a limitáló tényezők, pl. nem elég hatékony és specifikus a PMN-hiány, az 

egerek fokozott érzékenységet mutatnak a patogénekkel szemben, megnövekszik az 

állatok mortalitása. 

 

1.2.2.1. PMNDTR egerek – egy indukálható neutropéniás modell 

A Corynebacterium diphteriae által termelt diftéria toxin (DT) alkalmazása révén 

lehetőség nyílik arra, hogy egy adott sejttípust szelektíven eltávolítsunk az egerekből, ezt 

„toxin-mediált sejt kiütésnek” is nevezik160. Amennyiben a diftéria toxin receptort (DTR) 

egy specifikus egér sejttípusba juttatjuk, az adott sejttípust érzékennyé tehetjünk a DT-

ra160. Egy DT injekciót követően gátlódik a protein szintézis és bekövetkezik a sejtek 

apoptózisa161.  

A Cre-Lox rendszer (a sematikus ábrázolást ld. a 9. ábrán) alkalmazásával hozták 

létre azt a konstrukciót, mely révén sejtspecifikusan expresszálható a DTR. A DTR-t 

kódoló génbe juttattak egy loxP szekvenciákkal kétoldalról határolt STOP kazettát162, 

majd az egész konstrukciót a Gt(ROSA)26Sor lókuszba helyezték. A Rosa 26 

konstitutívan aktív és az egerek minden sejtjében expresszálódik162,163. Az iDTR 

egerekben, a Cre-rekombináz jelenlétében, a STOP kazetta törlődik (a Cre-rekombináz a 

loxP szekvenciák mentén hasítja a DNS-t) és a DTR expresszálódik162. A hMRP8-Cre a 

mieloid sejtekben, főként a neutrofil granulocitákban expresszálódik164, 10-20%-ban 

egyes monocita/makrofág populációkban165. Az iDTR és hMRP8-Cre egerek 

keresztezéséből hozták létre a PMNDTR egértörzset, melyben egy DT injekcióval 

indukálható a neutrofil granulociták depléciója166. Az injektálást követően egy napon 

belül szinte teljesen eltűnnek a neutrofil granulociták a vérből, csontvelőből és a 

lépből138,166. A DT injektálás nem érintette a vérben keringő és lépben levő eozinofil- és 

bazofil granulocitákat, B- és T-sejteket, illetve a peritoneális lavage-ban található 

makrofágokat, hízósejteket, dendritikus sejteket, B- és T-sejteket, valamint a 

csontvelőben található GMP sejteket166. A vérben keringő Ly6Clow és Ly6Chigh monociták 
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számában viszont csökkenést okozott, mely bizonyítja, hogy a hMRP8-Cre a 

monocitákban is aktív. Mivel a neutrofil granulociták már 2 nappal a DT kezelés után 

elkezdenek megjelenni a vérben, ezért hosszabb távú kísérletek esetén ismételt 

injektálásra van szükség. A módszer egy további hátránya lehet, hogy az ismételt DT 

injektálás hatására anti-DT antitestek keletkeznek az egerekben, ez pedig a depléció 

hatékonyságának csökkenésével jár167. 

 

1.2.2.2. G-CSF-receptor hiányos egerek 

Az első neutropéniás egérmodellt Liu és mtsai. hozták létre és jellemezték 1996-

ban168. A granulocita kolónia-stimuláló faktor receptor (G-CSFR) a G-CSF sejtfelszíni 

receptora, mely a neutrofil granulociták proliferációjában, illetve differenciálódásában 

játszik kulcsfontosságú szerepet169. A G-CSFR-t kódoló Csf3r gén törlésével létrehozott 

KO egerekben a neutrofil granulociták száma 80%-os csökkenést mutatott a perifériás 

vérben, míg a csontvelői mintákban ez a csökkenés 50%-os volt168. Valószínűleg a 

kevésbé hatékony neutrofil granulocita hiánynak tudható be, hogy ezt a modellt ritkán 

alkalmazzák131. A G-CSFR számos fontos szerepet lát el (pl. az endotél sejtek 

szabályozása170, valamint migrációja és proliferációja171, az oszteoblasztok szabályozása, 

ezáltal pedig a csont regenerációja172, szimpatikus idegsejtek szignalizációja173), így 

törlése több mellékhatással is jár a neutropéniás állapoton felül. 

 

1.2.2.3. G-CSF-hiányos egerek 

A G-CSF citokint elsősorban monociták, makrofágok, limfociták, valamint az 

immunreakciókban szerepet játszó endotél sejtek, kötőszöveti sejtek, fibroblasztok, 

asztrociták és csontvelői stroma sejtek termelik174,175. A G-CSF meghatározza a neutrofil 

granulocita prekurzorok és az érett alakok túlélését, proliferációját és differenciálódását, 

valamint a csontvelői mobilizációt és a migrációt80,168,176,177.  

A G-CSF-hiányos (G-CSF−/−) egerekben csökkent a neutrofil granulociták száma 

a vad típushoz képest, viszont a perifériás vérben még fennmaradt 20-30% érett PMN178. 

A csontvelőben 50%-kal csökkent a granulocita prekurzorok száma, emellett csökkent a 

granulociták és a makrofágok száma is. A G-CSF−/− egerek fogékonyabbak voltak a 

Listeria monocytogenes fertőzéssel szemben178. A fenti limitációkat figyelembe véve, az 
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egértörzs használata esetén érdemes párhuzamosan más neutropéniához vezető 

lehetőségeket is alkalmazni. 

1.2.2.4. Gfi-1-hiányos egerek 

A Gfi-1 (growth factor independent-1) által kódolt fehérje a cink-ujj domén kapcsolódása 

révén a DNS-hez kötődik, így képes bizonyos gének csendesítésére179,180. Az első Gfi-1-

hiányos egeret (Gfi-1−/−) 2002-ben hozták létre a 2-es és 4-es exon teljes, valamint az 5-

ös exon részleges törlésével22. A KO egér létrehozása előtt a Gfi-1-et főként a T-sejt 

differenciációval és aktivációval kapcsolatban vizsgálták179,181, később azonban kiderült, 

hogy nem csak a limfociták, de a csontvelő sejtjei, valamint a granulociták és az LPS által 

aktivált makrofágok is expresszálják. 2003-ban egy másik Gfi-1−/− egeret is létrehoztak 

az 1-es és 2-es exon teljes, valamint a 3-as exon egy részének törlésével182. Mindkét KO 

modell esetén azt tapasztalták, hogy megnőtt az egerek mortalitása, kisebb méretűek 

voltak, mint a VT társaik, valamint csökkent a sejtek száma a tímuszban22,182. A Gfi-1−/−

egerekben gyakorlatilag hiányoztak az érett neutrofil granulociták úgy a perifériás 

vérben, mint a lépben és a csontvelőben. Emellett azonban megjelent egy „atipikus 

mieloid sejt” populáció, mely a granulociták és makrofágok tulajdonságait is hordozta, és 

képes volt a fagocitózisra, valamint ROS termelésre182. A Gfi-1 törlése számos további 

rendellenességet okozott, pl. a dendritikus sejtek, B- és T-sejtek abnormális 

differenciációja182,183; az IL-2, TNF, IL-10 és IL-1β citokinek rendellenes termelése22,184; 

szemgyulladás kialakulása22. A Gfi-1 expresszálódik a belső fülben, a retinában és az 

agyban is185,186, így hiányában súlyos viselkedésbeli zavarok figyelhetők meg az 

állatokban. 

A Gfi-1−/− egerekben fennálló konstitutív PMN-hiányt lehet kompenzálni egy 

rövid időre neutrofil granulociták vagy prekurzorok adoptív transzferével. Ezt a 

megközelítést alkalmazták a neutrofil granulociták K/B×N szérum transzfer artritiszben 

betöltött szerepének vizsgálatakor is129. A Gfi-1 KO egerekben nem jött létre az ízületi 

gyulladás, azonban egy szubletális besugárzást és VT csontvelői sejtek injektálását 

követően kialakult az állatokban az autoantitest-mediált artritisz. 
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1.2.2.5. Genista modell 

A Genista egérmodellben a Gfi-1 aktivitása csökken a cinkujj doménben 

létrehozott pontmutációnak köszönhetően187,188. Ez a pontmutáció nem befolyásolja a 

Gfi-1 expresszióját, de hatással van a DNS és a Gfi-1 interakciójára. A Genista egerekben 

egy nagyfokú, de nem teljes neutropénia jön létre, mindez azonban nem jár együtt az 

egerek, vad típusú társaiktól elmaradó növekedésével, illetve fokozott mortalitással, még 

konvecionális körülmények között sem187. A mutáns egerekben növekedett az Ly6C+ és 

az Ly6C− monociták száma. Bár csökkent a tímuszban levő sejtek, valamint a B-sejt 

prekurzorok száma, az egerek normális érett T- és B-sejtszámmal rendelkeztek187. A 

Genista egerek NK-sejtjei csökkentett érzékenységet mutattak188, melyre magyarázat 

lehet, hogy a neutrofil granulociták fontos szerepet töltenek be az NK-sejtek 

differenciációjában és aktivációjában189. Emellett CD11b+/Ly6Gintermediate neutrofil 

granulocita előalakok jelentek meg a perifériás vérben, mely magyarázat lehet arra, hogy 

a Genista egerekben létrejött a gyulladásos reakció az autoantitest-indukált artritisz 

modellben187, ami érett neutrofil granulociták hiányában nem alakul ki129,190. Ezek az 

éretlen előalakok nem tudtak elegendő védelmet biztosítani az akut bakteriális 

fertőzésekkel szemben187, így a Genista egereket sikeresen alkalmazták a neutrofil 

granulociták  patogénekkel szembeni védekezésben betöltött szerepének 

vizsgálatára155,191.  

1.2.2.6. Foxo3a-hiányos egerek 

A forkhead (FOXO) transzkripciós faktor alcsalád kulcsfontosságú szerepet tölt 

be az immunsejtek apoptózisának és proliferációjának szabályozásában192. A Foxo3a-

hiányos (Foxo3a−/−) egerek perifériás vérében normális a neutrofil granulociták száma, 

viszont megjelentek az aktivált Th-sejtek, melyek citokineket bocsátottak ki, ennek 

magyarázata lehet, hogy a Foxo3a, számos egyéb funciója mellett, gátolja az NF-κB 

útvonalat, így hiányában megnövekszik a gyulladást elősegítő gének átírása193. Azt is 

megfigyelték, hogy a Foxo3a−/− egerekben nem jöttek létre PMN-függő gyulladásos 

reakciók, mint pl. az immunkomplex-mediált ízületi gyulladás és a tioglikolát-indukált 

hashártya-gyulladás130. Megvizsgálva a gyulladásos környezetet kiderült, hogy csökkent 

a neutrofil granulociták száma a kontrollhoz képest, melynek hátterében az áll, hogy a 

Foxo3a kötődik a Fas-ligand promoteréhez, így blokkolja a Fas-ligand kifejeződését és 
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növeli a sejtek túlélését. A Foxo3a hiányában azonban nő a Fas-ligand expresszió és 

bekövetkezik a sejtek apoptózisa130. 

A fenti megfigyelések alapján a Foxo3a−/− egereket főként olyan kísérletek esetén 

érdemes alkalmazni, amik a neutrofil granulociták gyulladásos folyamatokban való 

szerepét vizsgálják131. 

1.2.2.7. Cxcr2-hiányos egerek 

A neutrofil granulociták csontvelőből történő mobilizációját a CXCR2 és CXCR4 

kemokin receptorok szabályozzák. A csontvelői stromasejtek által konstitutívan 

expresszált CXCL12 kemokin a PMN sejtfelszínén expresszálódó CXCR4 ligandja, 

melyek kapcsolódása révén a neutrofil granulociták a csontvelőben maradnak. Ezzel 

szemben a CXCR2 stimulálására megkezdődik a PMN mobilizáció a perifériás vérbe33.  

A CXCR2-hiány (CXCR2−/−)194 esetén az egerekben egy enyhe neutropéniás állapot jön 

létre, kb. 60%-os csökkenést mutat a neutrofil granulociták száma a perifériás vérben a 

vad típushoz képest, emellett azonban a lépben nem csökkent, a csontvelőben pedig 

duplájára nőtt a PMN sejtek száma33. Mivel a CXCR2 a neutrofil granulocitákon kívül 

más leukocitákon is expresszálódik (pl. monocita/makrofág, hízósejt, endotélsejt, epitél 

sejt)195-197, ezért a CXCR2-hiánya a neutropénián túl egyéb hatásokkal is járhat, melyet 

érdemes figyelembe venni a modell alkalmazásakor.  

1.2.3. Humán veleszületett neutropéniás állapotok 

A humán neutrofil granulocitákhoz köthető rendellenességek a primer 

immunhiányos állapotok kb. 20%-át teszik ki. Ezeket a rendellenességeket vagy a nagyon 

alacsony neutrofil granulocita szám (súlyos, veleszületett neutropénia), vagy pedig a 

PMN sejtek funkciójában bekövetkezett károsodás okozza21. Ebben a fejezetben röviden 

bemutatom a veleszületett neutropéniás állapotok okait. A neutrofil granulociták 

hiányában kialakuló, visszatérő fertőzések gyakran okoznak szövődményeket, pl. fekélyt, 

kiütéseket, hosszan tartó, nehezen gyógyuló sebeket. A neutropéniában szenvedő 

embereknek gyakran van magas láza, melyet antibiotikumok alkalmazásával szoktak 

kezelni. Bizonyos neutropéniás állapotok terápiájaként G-CSF kezelést is alkalmaznak24. 

A súlyos, veleszületett neutropéniás állapotok okai lehetnek a neutrofil 

granulociták kialakulásában bekövetkezett károsodások vagy a PMN sejtek csökkent 
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élettartama a csontvelőben. Az egyik legelterjedtebb ok a neutrofil elasztázt kódoló 

ELANE génjét érintő pontmutációk, melyek az endoplazmatikus retikulum (ER) zavarát 

és korai sejthalált okoznak a promielocita stádiumban198. Egyéb, az ER-ben lokalizált 

fehérjék (G6PC3 és JAGN1) esetén bekövetkezett mutációk is serkentik a neutrofil 

granulociták apoptózisát, mely bizonyítja, hogy a PMN sejtek különösen érzékenyek az 

ER-ban bekövetkezett stresszre24,199. A GFI1 transzkripciós represszor befolyásolja a 

komplex epigenetikus szabályozást a mieloid sejtek differenciációja szempontjából, így 

az ebben a molekulában létrejövő mutációk is okozhatnak neutropéniát200,201. A 

Kostmann betegség esetén kialakuló neutropénia hátterében a HAX1 génben 

bekövetkezett funkcióvesztéses mutáció okozta G-CSF szignalizációs károsodás áll24. 

A CXCR4-et érintő mutációk következtében kialakuló WHIM (warts, 

hypogammablobulinemia, infections, myelokathexis) szindróma esetében megnövekszik 

a CXCR4 szignál, így felhalmozódnak a csontvelőben az érett neutrofil granulociták, a 

periférián viszont neutropénia alakul ki202.  

1.3. Allergiás kontakt dermatitisz 

A neutrofil granulociták allergiás kontakt dermatitiszben betöltött szerepéről 

nagyon kevés ismeret áll rendelkezésünkre. Bár néhány szakirodalmi adat arra utal, hogy 

szerepet játszanak a CHS létrejöttében, nem általánosan elfogadott tény, hogy a betegség 

egy neutrofil-függő folyamat, ezért célkítűzéseim között ennek részletesebb 

megvizsgálása is szerepel. Az alábbiakban részletesen ismertetem az allergiás kontakt 

dermatitiszt és annak egérmodelljét, a kontakt hiperszenzitivitást. 

Az allergiás kontakt dermatitisz egy, a felnőtt lakosság kb. 20%-át érintő203, 

gyulladásos bőrbetegség, melyet a kontakt allergénnel való ismételt érintkezés vált ki, és 

intenzíven viszkető, duzzadt, bőrpírral, gyakran hólyagképződéssel járó tüneteket 

okozhat. Nőknél kétszer gyakrabban fordul elő, mint a férfiaknál204, és gyakran fiatal 

korban kezdődik, 15%-os előfordulást mutatva a 12-16 éves korosztályban205. Az 

allergiás kontakt dermatitisz egy késői típusú hiperszenzitivitási (Delayed Type 

Hypersensitivity – DTH) reakció, melynek kialakulása több, mint 12 óráig tart és más 

túlérzékenységi reakciókkal szemben, ezt a folyamatot nem ellenanyagok közvetítik, 

hanem T-sejtek. A kiváltó okok lehetnek: használati tárgyak fémei (pl. króm, nikkel), 
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festékanyagok (pl. henna, hajfestékek, textil festékek; ld. 3. ábra), illatanyagok, szerves 

anyagok (pl. terpentin, formaldehid), tartósítószerek203.  

3. ábra: Textil festékkel kezelt nyaklánc okozta allergiás kontakt dermatitisz.

Forrás: Nygaard és munkatársai nyomán (206). 

Az allergiás kontakt dermatitisznek két fázisát különböztethetjük meg: a 

szenzitizációt és az elicitációt (effektor fázist).  

1.3.1. Szenzitizációs fázis 

A szenzitizáció során a hapténnek nevezett kis molekulasúlyú anyagok bejutnak 

a bőrön át az epidermiszbe, majd az ott jelenlévő fehérjemolekulákhoz (pl. albumin) 

kötődnek. A keratinociták fontos szerepet játszanak a haptén-hordozófehérje komplex 

kialakításában207, mely elengedhetetlen az immunválasz kiváltásához, a T-sejtek 

aktiválásához208. A keratinociták emellett alarminnak nevezett veszélymolekulákat (pl. 

DNS, RNS, húgysav, ATP, ROS, hősokk fehérjék stb.) és citokineket is kibocsátanak, 

mellyel hozzájárulnak a gyulladásos mikrokörnyezet kialakításához a bőrben, így segítve 

a veleszületett immunrendszer aktiválódását. Az alarminok TLR2 és TLR4 receptorokon, 

P2X7 ATP-receptoron, valamint az NLRP3 inflammaszómán keresztül aktiválják a 

bőrben lévő dendritikus sejteket (Langerhans sejtek és dermális dendritikus sejtek)209,210, 

amelyek IL-6, IL-12, TNF-α, IL-1β és IL-18 citokinek termelésével válaszolnak209,211,212. 
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A szekretált IL-1β és IL-18 a keratinocitákat IL-1α, TNF-α és GM-CSF termelésre 

készteti, amelyek elősegítik a Langerhans sejtek migrációját az epidermiszbe213, ahol a 

haptén-hordozó komplexet bekebelezik és a közeli nyirokcsomókba szállítják, majd 

MHC molekulán keresztül prezentálják a naiv T-sejteknek212,214.  

Az aktiválás következtében a T-sejtek IL-2 növekedési faktort termelnek, amely 

egy T-sejt expanziót eredményez212,214,215. Az immunológiai mikrokörnyezet (a 

szenzitizáló allergén mennyisége, veszélymolekulák és a citokinek) határozza meg a T-

sejtek végső arányát és fenotípusát, hogy effektor/regulációs/memória sejtté 

differenciálódnak211. A nyirokcsomókban a dendritikus sejtek (DC) IL-12 és IFN-γ 

termelése határozza meg a T-sejt polarizációt CD4+ Th vagy CD8+ Tc irányba203,216. Ha 

a mikrokörnyezetben is jelen van IL-2 és TGF-β, az a regulációs T-sejtek (Treg) 

differenciálódásának kedvez, melyek immunszupresszív IL-10 citokint termelnek, ezzel 

korlátozva az allergiás kontakt dermatitisz mértékét és időtartamát, hozzájárulva a 

tolerancia kialakulásához. 212,215,217,218 

A veleszületett immunsejtek közül nem csak a dendritikus sejtek, de a hízósejtek 

is elengedhetetlennek bizonyultak az allergiás reakció kiváltásában. A hízósejtek ICAM-

1 vagy LFA-1 molekulán keresztül stimulálják a DC-ket. Az aktiválódott dendritikus 

sejtek pedig megnövekedett Ca2+ beáramlást váltanak ki a hízósejtekben, ami a két 

sejttípus kölcsönös, aktiváló interakciójára utal219.  

A szenzitizációs fázis főbb részleteit a 4. ábrán összegezve mutatom be. 
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4. ábra: Az allergiás kontakt dermatitisz szenzitizációs fázisának sematikus

ábrázolása. 

A haptén aktiválja a keratinocitákat és a hízósejteket, melyek különböző kémiai 

mediátorok termelése révén aktiválják a bőr dendritikus sejtjeit (1). Az aktivált 

dendritikus sejtek bekebelezik az antigént és a nyirokcsomóba vándorolnak (2), ahol 

prezentálják azt a naiv T-sejteknek. A T-sejtek antigén-specifikus memória T-sejtekké 

differenciálódnak. A regulációs T-sejteknek (Treg) szupresszív hatása csökkenti az 

effektor T-sejtek kialakulását (3). Forrás: Honda és munkatársai alapján (220) módosítva. 

1.3.2. Elicitációs fázis 

Amennyiben az egyén ismételten kapcsolatba kerül a kontakt allergénnel, a 

folyamat az elicitációs fázisba lép tovább. A kontakt allergén epidermiszbe jutása után a 

keratinociták és Langerhans sejtek gyors válaszreakcióként citokineket (IL-1β, TNF-α, 

IL-18) bocsátanak ki212,214,215,221, melyek aktiválják a dendritikus sejteket és az endotél 

sejteket. A haptén általi aktiváció megnöveli a vérerek permeabilitását a hízósejtek által 

kibocsátott hisztamin révén219, ez a folyamat megkönnyíti a leukociták bőrbe való 
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infiltrációját220. A keratinociták és a hízósejtek által termelt kemokinek (CXCL1 és 

CXCL2) a neutrofilek toborzásában játszanak fontos szerepet222, melyek fontosak a 

későbbi T-sejt infiltráció létrejöttében223. 

 A keratinociták által termelt IL-18 hozzájárul a dendritikus sejtek éréséhez, 

aktiválódásához és migrációjához. Elsősorban a DC-k prezentálják a kontakt allergénre 

specifikus T-sejtek számára az antigént, de az elicitációs fázisban a keratinociták is 

antigénprezentáló sejtként viselkednek, így felgyorsítják a haptén-specifikus effektor T-

sejtek aktiválódását215. 

A bőrben levő vérerek aktivált endotél sejtjei E-szelektint expresszálnak, majd a 

kontakt allergén-specifikus T-sejteken levő CLA-val való kapcsolódás révén a T-sejtek 

lelassulnak a véráramban, átlépnek az endotéliumon és kijutnak a bőrbe211,215. A bőrbe 

jutott T-sejt alpopulációk különböző citokineket termelnek (a Th1/Tc1 sejtekre IFN-γ, a 

Th17/Tc17 sejtekre pedig IL-17 termelése jellemző)203,214,220. Az IFN-γ és IL-17 által 

aktivált keratinocitákban nő a citokin-termelés és az adhéziós molekulák kifejeződése, 

mindezek pedig fokozzák további T-sejtek, valamint makrofágok, természetes ölősejtek 

(NK-sejtek), hízósejtek, neutrofil granulociták és eozinofilek helyszínre történő vonzását, 

elősegítve ezzel a gyulladás fokozását és az allergén anyagot hordozó sejtek megölését, 

valamint eltávolítását212,220. A sejtek közötti kölcsönhatás következményeként létrejövő 

gyulladás az allergiás kontakt dermatitiszre jellemző duzzadt, vörös, viszkető bőrfelületet 

eredményezi. 

A gyulladásos válasz megszűnésében nagy szerepe van a Treg sejteknek, amelyek 

a gyulladás helyén IL-10-et termelve gátolják az immunsejtek szövetekbe való kilépését 

azáltal, hogy a citokin hatására csökken a vérér endotél sejtjein az E/P-szelektin 

expressziója224. 

Az elicitációs fázis fentebb említett részleteit az 5. ábra foglalja össze. 
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5. ábra: Az allergiás kontakt dermatitisz elicitációs fázisának sematikus ábrázolása.

A hapténnal való újra találkozást követően, a keratinociták és hízósejtek kémiai 

mediátorok termelésével aktiválják az endotél sejteket. Ez nagymértékű gyulladásos 

sejtinfiltrációt okoz, beleértve az antigén-specifikus T-sejteket is (1). Az effektor T-sejtek 

proinflammatórikus citokineket és kemokineket bocsátanak ki, melyek további 

immunsejteket vonzanak a gyulladás helyszínére, növelve ennek mértékét (2). A Treg 

sejtek a gyulladás helyén gátló funkciót látnak el, mely révén csökkentik az immunsejtek 

infiltrációját, így elősegítik a gyulladás megszűnését, majd a nyirokcsomókba 

vándorolnak (3). Forrás: Honda és munkatársai alapján (220) módosítva. 

1.3.3. Kontakt hiperszenzitivitás 

A kontakt hiperszenzitivitás (Contact Hypersensitivity, CHS) az allergiás kontakt 

dermatitisz kísérletes egérmodellje, melyben kontakt allergénként szerves oldószerben 

feloldott erősen lipofil molekulákat, pl. 2,4-dinitroklorobenzén (DNCB), 2,4,6-

trinitroklorobenzén (TNCB), FITC214, vagy egyéb allergizáló vegyületeket, pl. oxazolon, 
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krotonolaj225 alkalmaznak az állat borotvált hasi felületén. Allergéntől függően, 5-7 nap 

múlva ugyanannak a vegyületnek az egér fülén vagy talpán történő alkalmazása váltja ki 

az elicitációs vagy effektor fázist. A fülön vagy a talpon fellépő duzzanat mértéke írja le 

a gyulladás intenzitását214 (lásd. 6., 7. ábra). Bár a szenzitizáció körülményei mások a 

humán allergiás kontakt dermatitiszhez képest, a CHS mégis egy megbízható, stabilan 

alkalmazható és az egyik legrégebbi, immunológiában használt állatmodell, mely 

lehetővé teszi mind a két fázis tanulmányozását226. 

 

 

 

6. ábra: A kontakt hiperszenzitivitás (CHS) modelljének sematikus ábrázolása.  

A CHS nulladik napján az egereket az allergénnel, vagy a kontroll vivőanyaggal 

szenzitizálják a borotvált hasi felületen. A kísérlet ötödik napján az egerek kezdeti 

fülvastagság-mérése után, az elicitációs fázis kiváltása érdekében ismét alkalmazzák az 

allergént az állatokon, ezúttal a fülön. A hatodik napon mért fülvastagság-növekedés 

biztosít információt a gyulladás mértékéről. (Saját ábra) 
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7. ábra: A kontakt hiperszenzitivitás megjelenése.

A kontakt hiperszenzitivitás (CHS) szövettani képe 20x-os nagyításban (A) és a 

fülvastagság változásai (B) vad típusú egerekben kontroll (aceton) és TNCB kezelést 

követően. Forrás: (A) Aradi Petra (Jakus-labor) és (B) Mócsai-labor korábbi 

eredményei. 

1.3.4. A neutrofil granulociták szerepe a kontakt hiperszenzitivitásban 

A neutrofil granulociták megtalálhatók az allergiás kontakt dermatitiszben 

szenvedő betegek bőrének sebeiben227, így a kutatók elkezdték mélyebben megvizsgálni 

ezen sejttípus CHS-ben betöltött szerepét. Engeman és mtsai. anti-Gr-1 antitesttel 

depletálták a neutrofileket az elicitációs fázis előtt és egy csökkent CHS választ 

tapasztaltak. Amennyiben neutrofil granulocitákat injektáltak a fülbe, a gyulladás 

létrejött. Ebből arra következtettek, hogy a neutrofil granulocitáknak fontos szerepe lehet 

az elicitációs fázis létrejöttében223. Ahogy azt már korábban ismertettem, az anti-Gr-1 

antitest a neutrofil granulociták mellett más sejttípusokra is hatással van, így pl. a 

monocitákra, makrofágokra, dendritikus sejtekre és aktivált T-sejtekre228,229, mely 
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megkérdőjelezte a fenti eredményt. Munkatársam, Felix Weber más megközelítéssel 

vizsgálta a neutrofil granulociták szerepét, illetve közös kísérleteinkben arra is kerestük 

a választ, hogy szükségesek-e ezek a sejtek a CHS szenzitizációs fázisában225. A projekt 

bővebb kifejtésére részben ebben a fejezetben, részben pedig az eredmények fejezetben 

kerül sor, ahol az általam végzett kísérleteket ismertetem majd. 

A neutrofil granulociták CHS-ben betöltött szerepének vizsgálatához elsősorban a 

dolgozatomban jellemzett Lyz2Cre/CreMcl1flox/flox mutánst használtuk, melyet a 

továbbiakban Mcl1ΔMyelo egérként fogok említeni. Felix Weber munkatársam kimutatta, 

hogy az Mcl1ΔMyelo egerekben szignifikánsan csökkent a TNCB-re adott CHS válasz, a 

neutrofil granulociták hiányában az állatok védettnek bizonyultak ebben a modellben 

(lásd. 8. ábra)225. Ezt követően egy neutrofil-depléciós megközelítést is alkalmazott, 

amelyben egy anti-Ly6G antitestet (NIMP-R14)155 használt 24 órával a szenzitizáció 

előtt. A depléció következtében drasztikusan csökkent a vérben keringő és a lépben lévő 

neutrofil granulociták száma, és a TNCB hatására nem jött létre a CHS válasz ezekben az 

egerekben225. Így két megközelítéssel is igazolódott, hogy a neutrofil granulociták fontos 

szerepet töltenek be a CHS létrejöttében. 

8. ábra: Az Mcl1ΔMyelo mutáció hatása a kontakt hiperszenzitivitás létrejöttére.

Vad típusú (Wild Type, WT) és Mcl1ΔMyelo egerekben az ábrafeliratnak megfelelően 

acetonnal (vehicle – mely az allergén oldószere) vagy TNCB-vel történt meg a 

szenzitizáció. 5 nappal később TNCB alkalmazásával történt a gyulladásos válasz 

kiváltása, melynek mértékét a fülvastagság 24 órát követő növekedésével határozták meg. 

Forrás: Weber és munkatársai nyomán (225). 
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2. CÉLKITŰZÉSEK

PhD-munkám során az alábbi kérdések megválaszolását tűztük ki célul: 

1. A neutropéniás Mcl1ΔMyelo egértörzs részletes jellemzésén belül arra kerestük a

választ, hogy hogyan befolyásolja az Mcl-1 mieloid-specifikus törlése:

- a neutrofil granulociták számát normál és steril gyulladásos körülmények között? 

- az egyéb leukocita populációk számát a perifériás vérben? 

- az egerek túlélését, megjelenését és szaporodását? 

- az egerek védettségét az autoantitest-indukált artritisszel szemben? 

- az állatok érzékenységét a bakteriális és gombás fertőzésekkel szemben? 

2. Hogyan befolyásolja az Mcl-1 neutrofil-specifikus törlése:

- a neutrofil-granulociták és az egyéb leukocita populációk számát a perifériás 

vérben? 

- az egerek túlélését és szaporodását? 

3. Milyen változások jellemzőek a perifériás vér leukocita populációira és az

autoantitest-indukált artritisz lefolyására a G-CSF-receptor-hiányos egerekben a

vad típushoz képest?

4. A kontakt hiperszenzitivitás betegségmodell melyik fázisához elengedhetetlenek

a neutrofil granulociták? Befolyásolja-e a Lyz2Cre/Cre mutáció a gyulladásos válasz

létrejöttét?
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3. MÓDSZEREK

3.1. Kísérleti állatok 

3.1.1. A felhasznált genetikailag módosított egértörzsek 

Az Mcl-1 fehérjét kódoló gén Mcl1tm1Ywh (Mcl1flox) floxolt allélját hordozó 

egereket You-Wen He munkacsoportjától kaptuk (Duke University, Durham, NC)107. Az 

Mcl1flox egereket kereszteztük a Cre rekombinázt a mieloid sejtekben expresszáló 

Lyz2tm1(cre)Ifo (Lyz2Cre, más néven LysM-Cre) knock-in egértörzzsel, így létrehoztuk a 

Lyz2Cre/CreMcl1flox/flox mutánst, melyet a továbbiakban Mcl1ΔMyelo egérként említek. 

A Cre rekombináz által mediált kondicionális KO egerek létrehozásával lehetőség 

nyílik az Mcl-1 fehérje sejtvonal- vagy szövet-specifikus törlésére. A Cre-lox rendszer 

sematikus ábrázolását és részletes leírását a 9. ábra foglalja össze. 

9. ábra: A Cre-lox rendszer sematikus ábrázolása.

A tenyészpár egyik tagja hordozza azt a konstrukciót, melyben egy promóter mögé 

behelyezett Cre rekombináz gén található. A másik egérben a törölni kívánt gént két 

oldalról loxP szekvenciákkal határolják.  Az utódokban, amennyiben a promóter aktív, 

expresszálódik a Cre rekombináz, mely képes a DNS-t a loxP szekvenciák mentén 

hasítani, így lehetőség adódik az adott gén (ez esetben az Mcl1 fehérjét kódoló gént) 

sejtvonal- vagy szövetspecifikus törlésére. Azokban a sejtekben, ahol a promóter nem 

aktív, a Cre rekombináz nem hasítja a DNS-t, így a fehérje expresszálódik. (Saját ábra) 
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 Az egértörzs fenntartásához Mcl1ΔMyelo és Lyz2Cre/CreMcl1flox/+ tenyészpárokat 

szaporítottunk, így a homozigóta Mcl1ΔMyelo utódok mellett Lyz2Cre/CreMcl1flox/+ 

alomtestvér kontroll állatokat is nyertünk. Más tenyésztési stratégiákat is alkalmaztunk, 

beleértve az Mcl1ΔMyelo homozigóta tenyésztést is, melyeket bővebben az eredmények 

résznél ismertetek. 

Egy neutrofil-specifikusabb deléció érdekében kereszteztük az Mcl1flox/flox 

egereket az MRP8-Cre transzgénikus állatokkal230 és létrehoztuk az MRP8-

CreMcl1flox/flox egértörzset, melyet a továbbiakban Mcl1ΔPMN egérként említek. 

A G-CSF receptor-hiányos168 (Csf3rtm1Link, a továbbiakban Csf3r−/−) egereket a 

Jackson Laboratory-tól vásároltuk. Az FVB/N genetikai hátterű G-CSF receptor-

hiányos231 egereket Ivo P. Touw (Rotterdami Erasmus Egyetem, Hollandia) biztosította 

számunkra. 

A K/BxN szérum transzfer artritisz háttérkolóniájának számító transzgénikus T-

sejt receptort hordozó KRN törzs (Tg(TcraR28,TcrbR28)KRNDim)124 Diane Mathis és 

Cristopher Benoist laborjából (Harvard Egyetem, Boston, USA) származott. A NOD, 

illetve a CD45.1 allélt C57BL/6 genetikai háttéren hordozó ún. BoyJ (B6.SJL-Ptprca) 

törzset a Jackson Laboratory-tól vásároltuk.  

A különböző genotípusú egerek azonosítása genomiális DNS-ből történt, 

allélspecifikus PCR technikával. Minden felhasznált génmódosított egértörzs, kivéve a 

fentebb említett FVB/N genetikai hátterű G-CSF receptor-hiányos egereket, C57BL/6 

hátterű volt. A kontrollként használt C57BL/6 állatokat a saját állatházunkban, specifikus 

patogén-mentes (SPF) körülmények között tenyésztettük. Kísérleteinkhez 2-6 hónap 

közötti hím és nőstény egereket használtunk. 

Az egereket SPF vagy konvencionális állatházban, egyedileg szellőztetett 

ketrecekben (Tecniplast) tartottuk. A konvencionális állatházban többször kimutatták a 

következő fertőzéseket: rágcsáló hepatitis vírus (MHV), Theiler egér encephalomyelitis 

vírus (TMEV), egér norovírus (MNV), Helicobacter, Entamoeba, Hexamastix, Syphacia 

obvelata és Myocoptes musculinus atka fajok. A Semmelweis Egyetem Egyetemi 

Állatkísérleti Bizottsága (EÁB) illetve a Szegedi Tudományegyetem Munkahelyi 

Állatjóléti Bizottsága valamennyi állatkísérletünket engedélyezte. 

DOI:10.14753/SE.2021.2472



41 

3.1.2. Csontvelői kimérák 

Egyes in vivo kísérleteinkben, az egerek korlátozott elérhetősége miatt, csontvelői 

kimérákat is alkalmaztunk. A donor állatokból cervikális diszlokációt követően 

eltávolítottuk a sípcsontokat és a combcsontokat, majd ezeket HBSS oldattal átmostuk. 

Centrifugálást (5 perc, 5000 rpm, 4°C) követően az üledéket α-MEM oldatban vettük fel. 

Az előzetesen letálisan (11,5 Gy) besugárzott, CD45.1 allélt hordozó recipiensekbe 

(B6.SJL-Ptprca), izofluránnal történő anesztéziát követően, intravénás úton jutattuk be a 

CD45.2-t expresszáló csontvelői donorsejteket. A besugárzáshoz 137Cs izotóppal működő 

Gamma-Service Medical (Lipcse, Németország) D1 irradiátort használtunk. A 

transzplantáció után 4 héttel a csontvelői kimérákból perifériás vért vettünk, hogy 

megállapítsuk a transzplantáció sikerességét. A mintákat Ly6G és CD45.2 jelölés után 

áramlási citométerrel vizsgáltuk. A csontvelői kimérákat a transzplantációt követő 4-10 

héten belül használtuk fel. 

3.2. A sejtek előkészítése és az áramlási citometriás vizsgálatok 

3.2.1. Perifériás vér 

A kísérleteink során vizsgált leukocita populációkat perifériás vérmintákból 

határoztuk meg, sejtfelszíni receptorok és molekulák, valamint méret és granuláltság 

alapján. A perifériás vért az egerek farkán végzett bemetszést követően, a farokvénából 

nyertük heparinizált pipetta hegyek segítségével. 10 µl vér vettünk az állatoktól, majd 

PBS 5% FBS 1% heparin oldatban vettük fel a mintát. Egy mosást követően 

centrifugáltuk a mintákat (5 perc, 5000 rpm, 4°C), majd a sejteket egy órán keresztül 4°C-

on, sötétben inkubáltuk a megfelelő fluorokrómmal konjugált antitestekkel. Ezt követően 

a sejteket egy, a vörösvértestek lízisét és a leukociták fixálását eredményező oldatban (1× 

FACS lízis oldat, BD Biosciences) vettük fel, 500 µl-es végtérfogatban.  

3.2.2. Tioglikolát-indukált peritonitisz modell 

A kísérletes peritonitiszt 1 ml 3%-os tioglikolát (Liofilchem) intraperitoneális 

injektálásával hoztuk létre. Négy óra elteltével, a cervikális diszlokációt követően, 

megnyitottuk az egerek hasüregét és 5 ml jéghideg, 5% FBS-t tartalmazó PBS-sel 

átmostuk. A hasüregi mintákat lecentrifugáltuk (1500 rpm, 5 perc, 4°C), majd a sejteket 
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1 ml 5% FBS-t tartalmazó PBS-ben reszuszpendáltuk és egy órán keresztül 4°C-on, 

sötétben inkubáltuk a megfelelő fluorokrómmal konjugált antitestekkel. Egy mosást és 

centrifugálást (5 perc, 5000 rpm, 4°C) követően a sejteket 500 µl 5% FBS-t tartalmazó 

PBS-ben reszuszpendáltuk. 

3.2.3. Áramlási citometriás mérés 

A mintákat egy 488 nm-es hullámhosszúságú lézerfényt kibocsátó áramlási 

citométeren mértük le (BD Biosciences FACSCalibur), az adatokat az FCS Express 6 (De 

Novo Software) alkalmazásásval elemeztük és ábrázoltuk.  

A különböző leukocita populációkat a rájuk jellemző, tipikus előre- (Forward 

Scatter, FSc) és oldalszórás (Side Scatter, SSc) alapján határoztuk meg (ld. 10. ábra), majd 

ezeken belül az alábbi specifikus sejtfelszíni markerek révén különítettük el:  

- Neutrofil granulociták – CD11b+Ly6G+Siglec-F–

- monociták – CD11b+Ly6G–Siglec-F–

- eozinofil granulociták – Ly6G–Siglec-F+

- T-sejtek – CD3+

- B-sejtek – B220+

A perifériás vér monocita populációját további két alpopulációra választottuk az 

Ly6C jelölés alapján. 

Az áramlási citometriás mérésekhez használt antitesteket a BD Biosciences-től 

vásároltuk: CD3 (17A2), CD11b (M1/70), CD45R/B220 (RA3-6B2), CD45.2 (104), 

Ly6C (AL-21), Ly6G (1A8), Siglec-F (E50-2440).  

A mintaelőkészítés során végig meghatározott térfogatokkal dolgoztunk, a mérést 

12 µl/perc sebességgel, egy percig végeztük, így a kapott adatok alapján abszolút 

koncentrációban tudtuk megadni a vizsgált sejtek számát.  

DOI:10.14753/SE.2021.2472



43 

10. ábra: Az áramlási citometriás méréseknél alkalmazott kapuzási stratégia.

Az áramlási citometriás mérés során a sejtek előre irányuló fényszórása (Forward 

Scatter, FSc) a méretükről és oldalszórása (Side Scatter, SSc) a granuláltságukról 

szolgáltat információt. Az általunk vizsgált fehérvérsejtek ezen paraméterek alapján jól 

elkülönülő populációkként jelennek meg. A neutrofil granulociták és az eozinofil 

granulociták (piros kör) közepes méretű sejtek és nagyfokú granuláltság jellemzi őket. A 

monociták (zöld kör) nagyobbak, míg a B- és T-sejtek (lila kör) kisebb méretűek és egyik 

sejttípus sem tartalmaz granulumokat, így alacsony az oldalirányú szórásuk. (Saját ábra) 

3.3. Hematológiai paraméterek vizsgálata 

Az egerekből izuflurános altatást mellett kb. 100 µl vért vettünk egy heparinozott 

üveg kapillárissal, majd a mintákat 4°C-on tároltuk a mérésig. A vérmintákat egy 3-part 

diff hematológiai automata analizátorral mértük le, mely egy kifejezetten állatmintákra 

kalibrált készülék volt. A mérés révén információkat kaptunk a fehérvérsejtek arányáról, 

a vörösvértestek számáról, valamint a hemoglobin koncentrációról és a hematokrit 

értékéről is. 
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3.4. Túlélés-, termékenység- és tömegvizsgálatok 

A túlélés- és termékenységi adatokat az állatházunk SPF terének online 

adatbázisából nyertük, melyben évekre visszamenőleg elérhető minden fontos adat az 

egyedi azonosítóval ellátott egerekről. Így lehetőségünk volt az állatházunk eddigi összes 

egerének adatait elemezni. A konvencionális állatházban történő túlélés vizsgálata egy 

kisebb csoporton történt, ez esetben egy kézzel írt nyilvántartást vezettünk.  

Az egerek testtömegének mérésére az SPF térben került sor. Külön regisztráltuk 

a hím és nőstény egerek testtömegét 2 hetes koruktól kezdve, hetente egyszeri 

gyakorisággal. 

3.5. K/B×N szérum transzfer artritisz 

A C57BL/6 genetikai hátterű KRN transzgénikus T-sejt receptort hordozó egerek 

és a NOD egerek keresztezése révén létrehoztuk a transzgén-pozitív K/B×N és a 

kontrollként használt transzgén-negatív B×N utódokat124,232. A transzgén pozitív 

egerekben egy olyan gyulladást figyeltünk meg, mely a humán autoimmun artritiszhez 

nagyon hasonló képet mutat. A gyulladás a KRN T-sejt receptor és az autoimmunitásra 

hajlamosító MHC II (Ag7) jelenlétében jön létre, hátterében a glükóz-6-foszfát izomeráz 

(GPI) elleni autoantitest-termelés áll233. Ez az ízületi gyulladás pedig a beteg állatok 

szérumával átvihető egészséges egerekre is (ld. 11. ábra).  
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11. ábra: A K/B×N artritisz-család sematikus ábrázolása.

Az ábra a genetikailag meghatározott K/B×N arthritis (kék) és az indukálható K/B×N 

szérum-transzfer arthritis (zöld) kialakulását mutatja. (Mócsai Attila rajza) 

A transzgén jelenlétét allél-specifikus PCR-rel, valamint az ízületi gyulladásos 

fenotípus megjelenésével ellenőriztük. A 3 hónaposnál idősebb K/B×N és B×N egerekből 

retroorbitális véreztetéssel vért vettünk, melyet egy éjszakán át 4°C-on tartottunk. 

Másnap leszívtuk az alvadékról a szérumot, melyet további centrifugálással 

megtisztítottunk a sejtektől. Az így nyert artritogén és kontroll szérumot -20°C-on 

tároltuk a felhasználásig. 

K/B×N szérum transzfer artritiszt 300 µl K/B×N (artritogén) vagy B×N (kontroll) 

szérum intraperitonális injektálásával indukáltuk az egerekben. Ezt követően 2 héten 

keresztül naponta követtük az ízületi gyulladás súlyosságát, melyet pontozással és a boka 

vastagságának mérésével számszerűsítettünk35,232,234,235. A gyulladás klinikai tüneteit egy 

0-10-ig terjedő skálán pontoztuk, a bokavatagságot pedig egy speciális tolómérő 

(Kroeplin) segítségével mértük. A pontozást és a méréseket 2 független vizsgáló végezte, 

majd a kapott eredményeket átlagoltuk. 

3.6. Kontakt hiperszenzitivitás modell (CHS) 

3.6.1. Klasszikus CHS modell 

A CHS kiváltásához 2,4,6-trinitroklorobenzént (TNCB) alkalmaztunk, melyet 

acetonban oldottunk fel. A kísérlet 0. napján egy speciális kisállat nyírógéppel (Aesculap 

Exacta) szőrtelenítettük az egerek hasát majd szenzitizáció céljából, 100 μl 3%-os TNCB-
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vel vagy a kontrollként alkalmazott acetonnal kezeltük a szabad bőrfelületet. A 

szenzitizációt követő 5. napon megmértük az egerek kezdeti fülvastagságát egy érzékeny, 

kézi vastagságmérő (Mitutoyo) segítségével. A mérés után mind a kontroll, mind pedig 

az allergénnel szenzitizált egerek fülére 20 μl 1%-os TNCB oldatot pipettáztunk. 24 

órával később ismét megmértük az egerek fülvastagságát. A két mérés közötti különbség 

mutatta a gyulladásos válasz mértékét. 

3.6.2. Passzív CHS modell 

A passzív CHS vagy adoptív transzfer kivitelezéséhez az egereket a fent említett 

módon szőrtelenítettük, majd a hasukon 100 μl, a fülükön 20 μl 3%-os TNCB-vel 

kezeltük. A szenzitizációt követő 5. napon, az egerek eutanáziáját követően, eltávolítottuk 

a felületes ágyéki- és a fül előtti nyirokcsomókat, PBS-ben, jégen tartottuk, majd egy 70 

μm-es steril szűrőt alkalmazva (BD Biosciences) egysejtes szuszpenziót készítettünk. A 

naiv recipiens egerekbe 2×107 nyirokcsomó sejtet injektáltunk intravénásan. Közvetlenül 

ezután megmértük az egerek kezdeti fülvastagságát, majd a fülükre 20 μl 1%-os TNCB 

oldatot pipettáztunk. 24 órával később ismét megmértük az állatok fülvastagságát, majd 

a különbség alapján ábrázoltuk a válasz mértékét. 

3.7. In vivo fertőzéses modellek 

A fertőzéses kísérletek kivitelezéséhez az ATCC25923 Staphylococcus aureus 

baktériumtörzset és az SC5314 Candida albicans gomba törzset alkalmaztuk, melyek a 

Szegedi Mikrobiológiai Törzsgyűjteményből származtak. 

A Staphylococcus aureus-t agy-szív infúziós (brain-heart infusion, BHI) agarban 

tartottuk fenn, majd egy éjszakán át tenyésztettük 37°C-on BHI tápoldatban. Az egereket 

100 μl PBS-ben felvett, 2×107 (túlélés vizsgálatához) vagy 1×107 (kolonizáció 

vizsgálatához) S. aureus baktériumot tartalmazó intraperitonális injekcióval fertőztük. 

A Candida albicans-t élesztő/pepton/dextróz (yeast extract/peptone/dextrose, 

YPD) táptalajon tartottuk fenn, majd egy éjszakán át 30°C-on, folyékony YPD 

tápoldatban növesztettük. Az egereket 100 μl PBS-ben felvett, 1×105 C. albicans 

gombával fertőztük, a farokvénába adott injekcióval. 
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Mind a bakteriális, mind a gombás fertőzés esetén követtük az állatok túlélését és 

a bakteriális/gombák általi kolonizációt. Az állatok túlélését 10 napon keresztül 

vizsgáltuk. Az egerek eutanáziáját követően eltávolítottuk a veséket, lépet, májat és az 

agyat, melyeket steril PBS-ben homogenizáltunk. Az egerek vérét a retro-orbitális vénás 

plexusból gyűjtöttük, üveg Pasteur pipetta segítségével. A peritoneális mintavételhez 5 

ml jéghideg PBS-sel mostuk át az egerek hasüregét. A baktériumok és gombák okozta 

terhelést 12 órával a fertőzést követően, a kolóniaképző egység (Colony-Forming Unit, 

CFU) számolási módszerével határoztuk meg a vér-, peritoneális- és homogenizált 

szervmintákból. Hígitási sort alkalmaztunk az S. aureus esetén BHI, a C. albicans esetén 

pedig YPD agar táptalajon. A plate-ket 1 napig, 37°C-on (S. aureus), és két napig, 30°C-

on inkubáltuk (C. albicans), majd CFU-t számoltunk és az eredményt CFU/g szövetben, 

vagy CFU/ml-ben ábrázoltuk. 

3.8. Az adatok ábrázolása és statisztikai elemzése 

A kísérleteket minimum három egér/genotípus/kezelés elemszámmal és minimum 

három ismétlésben végeztük el, amennyiben egy kísérletnél másképp jártunk el, azt az 

adott ábrázolásnál külön közlöm. A dolgozatomban bemutatott oszlopdiagramok és 

kinetikai görbék a reprezentatív ábrák esetében az átlagot és a szórást (SD), több 

független kísérlet esetén pedig az átlagot és az átlag szórását (SEM) mutatják. 

A steril peritonitisz modell esetében a szöveti sejtszámokat a teljes hasüregi 

tartalomra számoltuk ki. 

Az adatok stratisztikai elemézéshez a StatSoft Statistica szoftvert használtuk. A 

vérmintákból nyert adatokat, valamint a baktériumok és gombák CFU-számának 

elemzését kétmintás Student-féle t-próbával végeztük. A peritonitisz, artritisz és CHS 

kísérletek adatait kétutas variancianalízisnek (ANOVA) vetettük alá. A tömegmérés 

görbéinek elemzéséhez Mann-Whitney U tesztet alkalmaztunk. A túlélési vizsgálatok 

eredményeit a Kaplan-Meier nemparaméteres túlélési modellel és log-rank teszttel 

elemeztük. A szignifikancia határának a 0,05-ös p értéket tekintettük. 

DOI:10.14753/SE.2021.2472



48 

4. EREDMÉNYEK

4.1. A neutropéniás Mcl1ΔMyelo egerek jellemzése 

Az ebben a fejezetben bemutatott kísérleteink célja egy új neutrofil granulocita-

hiányos egértörzs általános jellemzése és feltételezhetően neutrofil-függő gyulladásos és 

fertőzéses betegségmodellekben való in vivo validálása volt. A kísérletek során a neutrofil 

granulociták túléléséhez feltétlenül szükséges107 Mcl-1 anti-apoptotikus fehérjének a 

mieloid kompartmentben való sejtvonal-specifikus törlését vizsgáltuk. 

4.1.1. Az Mcl-1 mieloid-specifikus deléciója súlyos neutropéniához vezet 

Az Mcl-1 mieloid-specifikus törlésének vizsgálatára Lyz2Cre/CreMcl1flox/flox egereket 

hoztunk létre, melyekben a lizozim M-et kódoló Lyz2 gén endogén promótere által 

irányított Cre rekombináz hatására a mieloid kompartmentben törlődik az Mcl-1-et 

kódoló Mcl1 gén (ld. 9. ábra). Ezeket az egereket a továbbiakban Mcl1ΔMyelo egereknek 

nevezzük. A kísérletekben használt kontroll egerek tartalmaztak vad típusú C57BL/6 

állatokat, Lyz2Cre/Cre vagy Mcl1flox/flox mutánsokat (melyekben csak az egyik gén 

mutációja volt jelen), valamint az Mcl1ΔMyelo egerek Lyz2Cre/CreMcl1flox/+ alomtestvéreit is. 

A vad típusú állatok perifériás vére egyértelmű neutrofil granulocita populációt 

tartalmazott, melyre Ly6G-pozitivitás, közepes előre irányuló szórás és magas 

oldalirányú szórás volt jellemző (12. ábra A és B panel). Ez a populáció lényegében 

teljesen hiányzott az Mcl1ΔMyelo egerekből (12. ábra A és B panel). Kvantitatív 

elemzésünk (12. ábra C panel) azt mutatta, hogy az Mcl1ΔMyelo mutánsokban a vad típusú 

állatokhoz viszonyítva átlagosan 98,1%-kal csökkent a keringő PMN sejtek száma (p = 

8,0×10–23). 
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12. ábra: Az Mcl1ΔMyelo mutáció hatása a keringő neutrofilek számára.

Vad típusú (VT) és Mcl1ΔMyelo egerek perifériás vérét Ly6G-ellenes antitestekkel festettük 

és áramlási citometriával vizsgáltuk. Az ábrán a sejtek fényszórását (A), az Ly6G-

expresszió megoszlását (B) és a keringő neutrofil granulociták (Ly6G+ sejtek) abszolút 

koncentrációját (C) tüntettük fel. Az A panelen az Ly6G-pozitív sejteket vörös színnel 

jelöltük. Az A és B panelek reprezentatív ábrák, a C panelen 7 független mérésből 

származó adatok átlagát (21-28 egér/genotípus) és az átlag szórását (SEM) ábrázoltuk. 

4.1.2. Egyéb leukocita-populációk vizsgálata Mcl1ΔMyelo egerekben 

Ezután megvizsgáltuk az Mcl1ΔMyelo mutáció hatását más leukocita-vonalakra. 

Amint a 13. ábrán látható, az Mcl1ΔMyelo egerekben nem változott a keringő monociták 

(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) száma, míg a T-sejtek (CD3+) száma mérsékelt emelkedést 

mutatott (p = 0,012). 

13. ábra: Egyéb leukocita-populációk vizsgálata Mcl1ΔMyelo egerekben.

Vad típusú (VT) és Mcl1ΔMyelo egerek perifériás vérét az A panelen jelzett antitestekkel 

festettük és áramlási citometriával vizsgáltuk. Az A panelen az adott markerekkel történő 

kettős festés eredménye látható. A neutrofileket vörös, a monocitákat zöld, az 

eozinofileket kék, a B-sejteket mályva, a T-sejteket narancssárga színnel jelöltük. A B 

panelen az egyes populációk keringő abszolút sejtkoncentrációi láthatók. Az A panelen 

reprezentatív ábrákat tüntettem fel, a B panelen 7 független mérésből származó adatok 

átlagát (21-28 egér/genotípus) és az átlag szórását (SEM) ábrázoltuk. 
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A következőkben megvizsgáltuk a monociták két funkcionálisan eltérő 

szubpopulációinak, az Ly6C+ „gyulladásos” monocitáknak és az Ly6C– „járőröző” 

monocitáknak a megoszlását. Amint azt a 14. ábra A panelje mutatja, az Ly6C-expresszió 

hasonló lefutást mutatott a vad típusú és az Mcl1ΔMyelo egerek CD11b+Ly6G–Siglec-F– 

monocita-populációin belül. Az eredmények kvantitatív vizsgálata (14. ábra B panel) 

kimutatta, hogy az Ly6C+ monociták abszolút számában nem volt eltérés a két genotípus 

között (p = 0,73), miközben az Ly6C– monociták száma kismértékben, bár statisztikailag 

szignifikáns módon csökkent az Mcl1ΔMyelo egerekben (p = 0,0039). 

14. ábra: A monociták alpopulációinak a megoszlása Mcl1ΔMyelo egerekben.

Vad típusú (VT) és Mcl1ΔMyelo egerek perifériás vérét CD11b, Ly6G, Siglec-F és Ly6C 

antitestekkel festettük és áramlási citometriával vizsgáltuk az Ly6C-expresszió 

megoszlását a CD11b+Ly6G–Siglec-F– (monocita) sejteken belül. Az A panel az Ly6C-

expresszió hisztogramját, a B panel a keringő Ly6C– és Ly6C+ monociták abszolút 

koncentrációját mutatja. Az A panel reprezentatív ábra, a B panelen 5 független mérésből 

származó adatok átlagát (13-14 egér/genotípus) és az átlag szórását (SEM) ábrázoltuk. 

4.1.3. Egyéb hematológiai paraméterek vizsgálata 

A fehérvérsejteken túlmenően a vörösvértestek (vvt) számát (14. ábra A panel), a 

hematokrit (htk) értéket (14. ábra B panel) és a hemoglobin (hgb) koncentrációt (14. ábra 

C panel) is megvizsgáltuk. Az Mcl1ΔMyelo egerekben egyik paraméter sem mutatott 

eltérést a vad típusú egerekhez képest (vvt, p = 0,29; htk, p = 0,19; hgb, p = 0,3) (15. 

ábra). 
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15. ábra: A perifériás vér hematológiai paramétereinek vizsgálata Mcl1ΔMyelo

egerekben. 

Két független kísérletből származó, 10 vad típusú (VT) és 8 Mcl1ΔMyelo egér vérmintájából 

készült elemzés 3-part diff. hematológiai analizátorral, melyben a vörösvértestek számát 

(A panel), a hematokrit értéket (B panel) és a hemoglobin koncentrációt (C panel) 

mutatjuk.  

4.1.4. Neutrofil granulociták vizsgálata steril gyulladás során 

Gyulladásos körülmények között is vizsgálni szerettük volna a szöveti PMN sejtek 

számát. Ennek érdekében tioglikolát táptalajjal steril peritonitiszt váltottunk ki, és 

vizsgáltuk a gyulladás során a peritóneumba vándorló neutrofilek számát. Amint a 16. 

ábrán látható, vad típusú állatokban a tioglikolát injekció robusztus neutrofil-infiltrációt 

eredményezett, az Mcl1ΔMyelo egerekben azonban nem volt megfigyelhető érdemi 

neutrofil-felszaporodás a szövetben (97%-os csökkenés; p = 1,3×10–4). Ez arra utal, hogy 

az Mcl1ΔMyelo egerek súlyos PMN-hiánya gyulladásos körülmények között is megmarad. 
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16. ábra: Neutrofil-infiltráció a gyulladásos peritóneumba.

Tioglikolát intraperitoneális injekciójával steril peritonitiszt váltottunk ki vad típusú (VT) 

és Mcl1ΔMyelo egerekben (a kontroll egerek PBS kaptak). 4 órával a peritonitisz indukciója 

után áramlási citometriával meghatároztuk a peritoneális neutrofil granulociták abszolút 

számát, amit a fenti oszlopdiagrammon ábrázoltunk. Az ábrán 3 független mérésből 

származó adatok átlagát (6-8 egér/genotípus) és az átlag szórását (SEM) ábrázoltuk. 

4.1.5. Az Mcl1ΔMyelo egerek túlélése és megjelenése 

A szakirodalomban általánosan elfogadott, hogy a súlyos neutropénia 

összeegyeztethetetlen az élettel. Ezt azonban –feltételezhetően jelentős részben a 

kísérleteink kezdetén elérhető neutropéniás egérmodellek22,168,178,182,187 korlátai miatt– 

korábban senki nem vizsgálta kísérleti egerekben. Ezért fontosnak tartottuk, hogy 

hosszabb ideig kövessük az Mcl1ΔMyelo egerek túlélését, így erről a tulajdonságukról is 

átfogó képet kaphassunk. 

Meglepő módon és a korábbi feltételezéseinkkel ellentétben, az Mcl1ΔMyelo egerek 

túlélése specifikus patogén-mentes (SPF) körülmények között csak kis mértékben 

különbözött a vad típusú állatokétól (17. ábra A panel). Az Mcl1ΔMyelo egerek túlélése 

csökkent a vad típusú állatokhoz képest (6 hónapos korban rendre 84% és 92%, 12 

hónapos korban rendre 66% és 78%), és feltételezhetően a vizsgált egerek nagyon nagy 

száma (977 VT és 611 Mcl1ΔMyelo) miatt ez a különbség statisztikailag szignifikáns volt 

(p<0,00001). Fontos kiemelnünk ugyanakkor, hogy a korai életkorban (2-4 hónap), 

amikor a legtöbb állatkísérletet végzik, ez a különbség nem volt jelentős, és nem okozott 

nehézséget a kísérletek kivitelezésében. 
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Egy kisebb csoporton és rövidebb időtartamban egy konvencionális állatházban (ld. 

3.1.1. fejezet), tehát a valós körülményekhez közelebbi feltételek mellett is vizsgáltuk az 

Mcl1ΔMyelo egerek túlélését (17. ábra B panel). Bár az Mcl1ΔMyelo állatok túlélése ismét 

kismértékben, bár statisztikailag szignifikáns módon alacsonyabb volt a vad típusú egerek 

túlélésénél (6 hónapos korban rendre 88% és 93%; p = 0,032). 

A következőkben további általános vizsgálatokat végeztünk az egereken. Nem 

bemutatott adatainkban nem találtunk lényeges különbséget a vad típusú és az Mcl1ΔMyelo 

egerek általános megjelenése vagy viselkedése között. Az állatok testtömege 

kismértékben csökkent az Mcl1ΔMyelo egerekben, a nőstényekben a különbség 

statisztikailag is szignifikánsnak mutatkozott (17. ábra C-D panel; hímeknél és 

nőstényeknél rendre p = 0,22 és 2,0×10–6). Az egerek boncolása során észlelt egyetlen 

következetes különbség az Mcl1ΔMyelo állatokban megfigyelhető splenomegalia volt, ami 

az idősebb egyedeknél súlyosabbnak bizonyult (az adatokat nem mutatjuk be). 
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17. ábra: Az Mcl1ΔMyelo egerek túlélése és testtömege.

Tenyészetünkben megvizsgáltuk és Kaplan-Meier túlélési görbék formájában ábrázoltuk 

a vad típusú (VT) és Mcl1ΔMyelo egerek túlélését mind specifikus patogén-mentes (SPF; A 

panel), mind konvencionális (B panel) körülmények között. Vizsgáltuk továbbá az egerek 

testsúlyának változását mind hím (C), mind nőstény (D) egyedek esetében. A túlélési 

görbék 611 VT és 977 Mcl1ΔMyelo (A), valamint 31 VT és 52 Mcl1ΔMyelo (B) egér adatait 

ábrázolják. A testtömeg átlagának és szórásának ábrázolásához 7-28 egér/genotípus (C), 

valamint 9-26 egér/genotípus (D) adatait használtuk fel. 

4.1.6. Mcl1ΔMyelo egerek homozigóta formában való tenyésztése 

A túlélésük és egészségi állapotuk mellett az Mcl1ΔMyelo állatok fertilitását és 

szaporodását is megvizsgáltuk specifikus patogén-mentes (SPF) körülmények között. 

Amint az 1. táblázatban látható, minden alkalmazott stratégia mellett születtek utódok, 
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még akkor is, amikor mindkét szülő Mcl1ΔMyelo genotípusú volt. Bár a tenyésztés 

hatékonysága (ami azt mutatta meg, hogy a pároztatások hány százalékából született 

utód) alacsonyabb volt, amikor Mcl1ΔMyelo nőstényeket alkalmaztunk, az Mcl1ΔMyelo 

egértörzs tenyésztése még homozigóta formában is a vad típusú tenyészpárokéval 

összevethető számú utódot eredményezett. Összességében az Mcl1ΔMyelo egerek 

tenyésztésekor megfigyelt mérsékelt szaporodási zavar nem volt lényegesen súlyosabb a 

más genetikailag manipulált egerek tenyésztésekor megfigyelhetőnél. Ezen túlmenően az 

Mcl1ΔMyelo egerek a konvencionális állatházunkban is képesek voltak homozigóta 

formában szaporodni (nem mutatott adatok). 

1. táblázat: Az Mcl1ΔMyelo egerek fertilitása.

Az ábra vad típusú (VT) és Mcl1ΔMyelo egerek pároztatásából származó almok tenyésztési 

jellemzőit mutatja. További magyarázatot ld. a szövegben.  

Az Mcl1ΔMyelo egerek túlélésének és szaporodásának további vizsgálata érdekében 

elemeztük az utódok genotípusának a megoszlását. Amint az a 2. táblázatban látható, az 

utódok genotípusának megoszlása mindig nagyon közel állt a mendeli öröklődési 

szabályok szerint várható arányokhoz, ami az Mcl1ΔMyelo egerek normális embrionális és 

korai posztnatális túlélésére utal. 
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2. táblázat: Az utódok genotípusainak a megoszlása.

Különböző tenyésztési stratégiák mellett vizsgáltuk az egyes utódok genotípusát. A 

táblázat az egyes tenyésztési stratégiák esetén mutatja az adott genotípusú utódok számát, 

valamint az összes utódhoz viszonyítva a tényleges, illetve a mendeli öröklési szabályok 

alapján várt arányokat. 

Eddigi eredményeink összességében arra utalnak, hogy az Mcl1ΔMyelo egerek 

életképesek és még homozigóta mutáns formában is termékenyek, mind specifikus 

patogén-mentes, mind konvencionális állatházi körülmények között. A keringő neutrofil 

granulociták szinte teljes hiányában meglepő túlélés mellett ezen eredmények azt is 

jelzik, hogy az Mcl1ΔMyelo egértörzset viszonylag könnyű fenntartani, ezért technikailag 

nagyon hasznos modell lehet a neutrofil-funkciók in vivo vizsgálatához. Ez különösen 

igaz azért, mert a homozigóta tenyésztés során nincs szükség az utódok egyedi 

genotípusának meghatározására, és azért, mert a legtöbb egérkísérletet fiatalabb 

állatokkal (2-6 hónapos) végezzük, ahol csekély az Mcl1ΔMyelo mutáció túlélést csökkentő 

hatása. 

4.1.7. Az Mcl1ΔMyelo egerek védettek az autoantitest-indukált artritisszel szemben 

A következőkben vizsgálni szerettük volna az Mcl1ΔMyelo egerekben megfigyelhető 

neutropénia funkcionális jelentőségét. Ennek érdekében autoantitest-indukált, neutrofil-

függő in vivo artritisz-modellben vizsgáltuk a betegség kialakulását. 

A K/B×N szérum-transzfer artritisz modellben233,236 vizsgáltuk a különböző 

genotípusú egereket, mivel korábbi eredmények a neutrofil granulociták fontos szerepére 

utaltak ebben a modellben128,129 (ld. még a 1.1.4. fejezetben). Amint az a 18. ábra A 
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paneljén látható, a K/B×N széruminjekció vad típusú egerekben robusztus artritiszt 

váltott ki, míg az Mcl1ΔMyelo mutánsok teljesen védettnek bizonyultak a betegség 

kialakulásával szemben. A klinikai pontszám (18. ábra B panel; p = 4,2×10–5) és a 

bokavastagság (18. ábra C panel; p = 0,0059) követése szintén megerősítette ezeket a 

megállapításokat. 

18. ábra: Autoantitest-indukált artritisz Mcl1ΔMyelo egerekben.

Vad típusú (VT) és Mcl1ΔMyelo egereket artritogén K/B×N szérummal vagy kontroll (B×N) 

szérummal kezeltünk és fényképen rögzítettük a bokatájék morfológiáját a 

széruminjekciót követő 7. napon (A panel, reprezentatív fotók), valamint folyamatosan 

követtük a gyulladás jeleit egy szubjektív klinikai pontszám (B panel) és a bokavastagság 

(C panel) meghatározásával. A B és C panelen 3 független mérésből származó adatok 

átlagát (5-9 egér/kontroll és 9-15 egér/artr. szérum) és az átlag szórását (SEM) 

ábrázoltuk. 
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4.1.8. Fokozott érzékenység a bakteriális és gombás fertőzésekkel szemben 

Bár az Mcl1ΔMyelo egerek közel normális túlélése arra utal, hogy ezek az egerek 

ellenállnak a kommenzális flóra mikrobiális terhelésének, szerettük volna megvizsgálni 

az állatok kísérletesen indukált fertőzésekkel szembeni érzékenységét is. Ezért egereinket 

szisztémás Staphylococcus aureus vagy Candida albicans fertőzésnek vetettük alá. 

A S. aureus egy Gram-pozitív patogén, amely képes bőr- és légúti fertőzéseket, 

tályogképződést és bakteriémia/szepszis kialakulását kiváltani237,238. A neutrofil 

granulociták feltételezhetően alapvető szerepet játszanak a gazdaszervezet ezen 

kórokozókkal szembeni védekezésében. Amint a 19. ábra A paneljén látható, míg a vad 

típusú állatok mindegyike túlélte a 2×107 db S. aureus-szal történő intraperitoneális 

fertőzést, a párhuzamosan vizsgált Mcl1ΔMyelo egerek több mint 80%-a két napon belül 

elpusztult a fertőzésben (p = 1,0×10–5). 1×107 baktériummal való fertőzést követő 12 

órával megvizsgáltuk az egyes szövetek baktériumterhelését is (19. ábra B-C panel). 

Eredményeink azt mutatták, hogy a lépben (p = 0,0015), a vesékben (p = 0,023) és a 

májban (p = 9,0×10–5) több mint 100-szorosára nőtt a baktériumterhelés az Mcl1ΔMyelo 

egerekben. A baktériumok száma szignifikánsan emelkedett az agyban (p = 0,028) és a 

vérben (p = 0,0038) is, a peritóneumban azonban nem találtunk szignifikáns különbséget 

(p = 0,098). 
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19. ábra: Az Mcl1ΔMyelo egerek bakteriális fertőzés iránti érzékenysége.

Vad típusú (VT) és Mcl1ΔMyelo egereket szisztémás S. aureus fertőzésnek vetettük alá, majd 

vizsgáltuk az egerek túlélését (A panel), valamint az egyes szövetekben (B panel) és 

folyadékterekben (C panel) található kolóniaképző kórokozók (CFU) számát. A túlélési 

görbék (A) 3 független kísérletből származó, 16 egér/genotípus adatait ábrázolják. A B 

és C paneleken 3 független mérésből származó adatok átlagát (9-10 egér/genotípus) és 

az átlag szórását (SEM) ábrázoltuk. 

A C. albicans egy kórokozó élesztőgomba, amely képes felületes vagy szisztémás 

fertőzéseket okozni, és egyben a kórházban szerzett fertőzések egyik leggyakoribb oka239. 

A neutrofil granulociták azon kritikus immunsejtek között vannak, amelyek megvédik a 

gazdaszervezetet a C. albicans fertőzéstől. Amint a 20. ábra A paneljén látható, a 105 C. 

albicans-szal végzett intravénás fertőzés a vad típusú állatok 27% -ának elhullását 

eredményezte, míg ugyanaz a fertőzés az Mcl1ΔMyelo egerek 95% -ánál okozott gyors 

letalitást (p <0,00001). A kórokozó okozta kolonizáció 12 óra elteltével történő elemzése 

(20. ábra B panel) kimutatta, hogy az Mcl1ΔMyelo egerek májában több mint tízszeresére 

növekedett a gombák száma (p = 1,0×10–4), és mérsékelt gombaszám-növekedés volt 

megfigyelhető a lépben (p = 0,0096) és a vesékben (p = 5,2×10–7) is. Az állatok agyának 

a vizsgálata ezzel szemben nem mutatott ki különbséget a két genotípus között (p = 0,97). 
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20. ábra: Az Mcl1ΔMyelo egerek gombás fertőzés iránti érzékenysége.

Vad típusú (VT) és Mcl1ΔMyelo egereket szisztémás C. albicans fertőzésnek vetettük alá, 

majd vizsgáltuk az egerek túlélését (A panel), valamint az egyes szövetekben található 

kolóniaképző kórokozók (CFU) számát (B panel). A túlélési görbék (A) 3 független 

kísérletből származó, 19-22 egér/genotípus adatait ábrázolják. A B panelen 4 független 

mérésből származó adatok átlagát (10-11 egér/genotípus) és az átlag szórását (SEM) 

ábrázoltuk. 

Eddigi eredményeinket összegezve elmondhatjuk, hogy az Mcl1ΔMyelo egerek 

rendkívül érzékenyek baktériális vagy gombás kórokozók, például a S. aureus vagy a C. 

albicans általi fertőzéses folyamatokra, melynek oka feltételezhetően a neutrofil 

granulociták által mediált kórokozó-eltávolítás csökkenése ezekben az egerekben. 

4.2. Az Mcl-1 neutrofil-specifikus törlése 

A fenti kísérletekben az Mcl-1-et a teljes mieloid kompartmentből töröltük. A 

következő kísérletekben megvizsgáltuk az Mcl-1 szűkebb spektrumú, a neutrofil 

granulocitákra korlátozódó törlésének következményeit is. 

4.2.1. Az Mcl-1 neutrofil-specifikus deléciója súlyos neutropéniát eredményez 

Az Mcl-1-törlés hatásainak szűkebb, neutrofil-specifikus tesztelése érdekében az 

Mcl1flox/flox egereket MRP8-Cre transzgént hordozó egerekkel is kereszteztük, melyekben 
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a Cre expressziója a neutrofil kompartmentre korlátozódik240. A kapott MRP8-

CreMcl1flox/flox mutánsokat a továbbiakban Mcl1ΔPMN egereknek nevezzük. 

Az Mcl1ΔPMN egerekben lényegében teljesen hiányoztak az Ly6G-pozitív sejtek 

(21. ábra A panel). A neutrofilek számának kvantitatív vizsgálata (21. ábra B panel) 

drámai, 99,1%-os csökkenést mutatott (p = 9,8×10–12), amely még az Mcl1ΔMyelo 

állatoknál tapasztalt 98,1%-os csökkenésnél is súlyosabb volt. 

21. ábra: Az Mcl1ΔPMN mutáció hatása a keringő neutrofilek számára.

Vad típusú (VT) és Mcl1ΔPMN egerek perifériás vérét Ly6G-ellenes antitestekkel festettük 

és áramlási citometriával vizsgáltuk. Az A panel az Ly6G-expresszió megoszlását, a B 

panel a keringő neutrofil granulociták (Ly6G+ sejtek) abszolút koncentrációját mutatja. 

Az A panel reprezentatív ábra, a B panelen 4 független mérésből származó adatok átlagát 

(10-22 egér/genotípus) és az átlag szórását (SEM) ábrázoltuk. 

4.2.2. Egyéb leukociták vizsgálata Mcl1ΔPMN egerekben 

Az egyéb leukocita-populációk vizsgálata (22. ábra) azt mutatta, hogy az Mcl1ΔPMN 

mutáció nem befolyásolta a keringő monociták (p = 0,60), eozinofilek (p = 0,99), B-sejtek 

(p = 0,21) és T-sejtek (p = 0,58) számát. 
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22. ábra: Egyéb leukocita-populációk vizsgálata Mcl1ΔPMN egerekben.

Vad típusú (VT) és Mcl1ΔPMN egerek perifériás vérét az A panelen jelzett antitestekkel 

festettük és áramlási citometriával vizsgáltuk. Az A panelen az adott markerekkel történő 

kettős festés eredménye látható. A neutrofileket vörös, a monocitákat zöld, az 

eozinofileket kék, a B-sejteket mályva, a T-sejteket narancssárga színnel jelöltük. A B 

panelen az egyes populációk keringő abszolút sejtkoncentrációi láthatók. Az A panelen 

reprezentatív ábrákat tüntettem fel, a B panelen 4 független mérésből származó adatok 

átlagát (10-22 egér/genotípus) és az átlag szórását (SEM) ábrázoltuk. 

Az Mcl1ΔPMN mutáció nem befolyásolta a monocita-szubpopulációk eloszlását sem 

(23. ábra A panel), mind az Ly6C+ gyulladásos monociták (p = 0,24), mind az Ly6C– 
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járőröző monociták (p = 0,26) száma a vad típusú egerekben tapasztalhatóhoz hasonlóan 

alakult (23. ábra B panel). 

23. ábra: A monociták alpopulációinak a megoszlása Mcl1ΔPMN egerekben.

Vad típusú (VT) és Mcl1ΔPMN egerek perifériás vérét CD11b, Ly6G, Siglec-F és Ly6C 

antitestekkel festettük és áramlási citometriával vizsgáltuk az Ly6C-expresszió 

megoszlását a CD11b+Ly6G–Siglec-F– (monocita) sejteken belül. Az A panel az Ly6C-

expresszió hisztogramját, a B panel a keringő Ly6C– és Ly6C+ monociták abszolút 

koncentrációját mutatja. Az A panel reprezentatív ábra, a B panelen 3 független mérésből 

származó adatok átlagát (8-14 egér/genotípus) és az átlag szórását (SEM) ábrázoltuk. 

4.2.3. Az Mcl1ΔPMN egerek túlélése és szaporodása 

Fenti eredményeink azt mutatták, hogy az Mcl1ΔMyelo mutációhoz hasonlóan az 

Mcl1ΔPMN mutáció is súlyos és szelektív neutropéniához vezet. A következőkben 

szerettük volna megvizsgálni az Mcl1ΔPMN egerek túlélését és szaporodási képességeit is. 

A túlélési vizsgálatok (24. ábra) az Mcl1ΔPMN állatok túlélésének jelentős csökkenését 

mutatták, ami 6 hónapos korban 58%-os, 12 hónapos korban pedig már csak 30%-os 

túlélést eredményezett (p <0,000001). Az Mcl1ΔPMN egerek kisebbek voltak a vad típusú 

alomtársaiknál, és általános állapotuk is láthatóan elmaradt azokétól (nem mutatott 

eredmények). Az Mcl1ΔPMN egerek tenyésztési hatékonysága szintén sokkal alacsonyabb 

volt, az Mcl1ΔPMN × Mcl1ΔPMN tenyészpárok 14%-ának születtek utódai (3. táblázat). 
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24. ábra: Az Mcl1ΔPMN egerek túlélése.

Az SPF állatházunkban megvizsgáltuk és Kaplan-Meier túlélési görbék formájában 

ábrázoltuk a vad típusú (VT) és Mcl1ΔPMN egerek túlélését. További magyarázatot ld. a 

szövegben. A túlélési görbék 469 VT és 138 Mcl1ΔMyelo egér adatait ábrázolják. 

3. táblázat: Az Mcl1ΔPMN egerek fertilitása.

Tenyészetünkben megvizsgáltuk az adott egerek pároztatásából származó almok 

tenyésztési jellemzőit. További magyarázatot ld. a szövegben.  

A fent bemutatott korlátozott túlélési és tenyésztési képesség jelentősen 

megnehezítette az Mcl1ΔPMN egerek fenntartását. Ezt tovább bonyolította az a tény, hogy 

az ilyen nehezen fenntartható vonalakat heterozigóta formában szükséges tenyészteni, 

ezért minden utódot egyenként genotipizálni szükséges, és az utódoknak előreláthatólag 

a legjobb stratégia mellett is csak töredéke (a leggyakrabban használt MRP8-

CreMcl1flox/+×Mcl1flox/flox tenyésztési stratégia esetén 25%-a) lesz a kívánt Mcl1ΔPMN 

genotípusú. 
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4.2.4. Egyéb vizsgálatok Mcl1ΔPMN egerekben 

Bár a kezdeti eredmények arra utaltak, hogy az Mcl1ΔPMN egerek teljes védelmet 

élveznek a K/B×N szérum-transzfer artritisszel szemben, az egerek korlátozott 

elérhetősége és rossz általános állapota nem tette lehetővé elegendő számú hasonló 

kísérlet elvégzését (nem-bemutatott eredmények). Érdekes megemlíteni ugyanakkor, 

hogy az Mcl1ΔMyelo egerekkel ellentétben a néhány általunk felboncolt Mcl1ΔPMN állat nem 

mutatta jelentős splenomegalia jeleit (nem-bemutatott eredmények). 

A csontvelő-átültetési kísérletek azt mutatták, hogy az Mcl1ΔPMN csontvelő-kimérák 

is rossz általános állapotban voltak, és a transzplantáció után 3–8 héttel elpusztultak (az 

adatokat nem mutatjuk be).  

Eredményeinket összefoglalva, bár az Mcl1ΔPMN mutáció súlyos és specifikus 

neutropéniához vezet, az állatok rossz általános állapota, korlátozott túlélése, csökkent 

termékenysége, valamint a nem homozigóta tenyésztési stratégia miatt összességében 

csak nagyon korlátozottan alkalmasak in vivo kísérletek kivitelezésére. 

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

Korábbi vizsgálatok során más munkacsoportok G-CSF-receptor-hiányos egereket 

alkalmaztak neutropéniás egérmodellként241,242. A következő kísérletekben az Mcl1ΔMyelo 

és Mcl1ΔPMN egerekkel való összehasonlíthatóság érdekében röviden megvizsgáltuk a G-

CSF receptorát kódoló Csf3r gén törlésének hatását is. 

4.3.1. Részleges neutropénia G-CSF-receptor-hiányos egerekben 

Ezekben a kísérletekben megvizsgáltuk a G-CSF-receptor-hiányos (Csf3r–/–) 

egerek168, mint referencia neutropéniás egértörzs neutrofil-kompartmentjének a 

jellegzetességeit. Amint azt a 25. ábra A panelje mutatja, a Csf3r–/– egerek perifériás 

vérében áramlási citometriával egyértelműen kimutatható volt egy jellegzetes Ly6G-

pozitív sejtpopuláció. A neutrofil granulociták kvantitatív vizsgálata (25. ábra B panel) 

kimutatta, hogy a PMN sejtek száma szignifikánsan, de csak részlegesen csökkent, ahogy 

azt az irodalmi adatokból várható volt168 (75%-os csökkenés; p = 1,1×10–4). Ez a 

csökkenés nem volt annyira súlyos és következetes, mint az Mcl1ΔMyelo vagy Mcl1ΔPMN 

állatoknál. 
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25. ábra: A Csf3r–/– mutáció hatása a keringő neutrofilek számára.

Vad típusú (VT) és Csf3r–/– egerek perifériás vérét Ly6G-ellenes antitestekkel festettük és 

áramlási citometriával vizsgáltuk. Az A panel az Ly6G-expresszió megoszlását, a B panel 

a keringő neutrofilek (Ly6G+ sejtek) abszolút koncentrációját mutatja.  Az A panel 

reprezentatív ábra, a B panelen 3 független mérésből származó adatok átlagát (8 

egér/genotípus) és az átlag szórását (SEM) ábrázoltuk. 

4.3.2. Egyéb leukocita-populációk vizsgálata Csf3r–/– egerekben 

A következőkben megvizsgáltuk az egyéb leukocita-populációkat is. Amint a 26. 

ábra A panelje mutatja, az Mcl1ΔMyelo és Mcl1ΔPMN mutációkhoz hasonlóan a Csf3r–/– 

mutáció sem befolyásolta érdemben a keringő monociták, eozinofilek, B-sejtek és T-

sejtek számát. Az Ly6C+ és Ly6C– monocita-szubpopulációkban sem találtunk lényeges 

különbséget a vad típusú és Csf3r–/– egerek között (26. ábra B panel). 
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26. ábra: Egyéb leukocita-populációk és alpopulációk vizsgálata Csf3r–/– egerekben.

Áramlási citometriával vizsgáltuk vad típusú (VT) és Csf3r–/– egerek perifériás vérét. Az 

A panel az egyes fő leukocita-populációk, a B panel az Ly6C– és Ly6C+ monociták 

abszolút koncentrációját mutatja.  Az A panelen 3 független mérésből származó adatok 

átlagát (8 egér/genotípus) és az átlag szórását (SEM) ábrázoltuk. A B panelen 2 független 

mérésből származó adatok átlagát (4 egér/genotípus) és a szórást (SD) ábrázoltuk. 

4.3.3. A Csf3r–/– egerek védettek az autoantitest-indukált artritisszel szemben 

Egy kisebb csoporton megvizsgáltuk a Csf3r–/– mutáció hatását az autoantitest-

indukált K/B×N szérum-transzfer artritisz modellben. Amint az a 27. ábrán látható, a 

Csf3r–/– egerek nagymértékű védettséget mutattak az autoantitest-indukált artritisszel 

szemben, ami arra utal, hogy a neutrofil granulociták számának részleges csökkenése is 

képes megakadályozni a betegség kialakulását. 
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27. ábra: Autoantitest-indukált artritisz Csf3r–/– egerekben.

Vad típusú (VT) és Csf3r–/– egereket artritogén K/B×N szérummal vagy kontroll (B×N) 

szérummal kezeltünk és folyamatosan követtük a gyulladás jeleit egy szubjektív klinikai 

pontszám (A panel) és a bokavastagság (B panel) meghatározásával. Az ábrán egy 

kísérlet eredményét tüntettem fel, az átlagot (2-3 egér/genotípus) és a szórást ábrázolva.  

Noha a Csf3r–/– egerek túlélése nem csökkent lényegesen, nehézségeink voltak a 

Csf3r–/– egerek homozigóta formában történő tenyésztésével (nem-mutatott eredmények). 

Ezek a nehézségek, valamint a csak részleges neutropénia miatt a Csf3r–/– mutáció csak 

korlátozottan alkalmas a neutrofil granulociták hiányának in vivo modellezésére. 

4.4. A kontakt hiperszenzitivitás vizsgálata neutrofil-hiányos egértörzsekben 

Az alábbi kísérletek alapja Felix Weber kollégám azon megfigyelése volt, mely 

szerint Mcl1ΔMyelo egerekben jelentősen károsodott a kontakt hiperszenzitivitásnak 

(CHS), a humán allergiás kontakt dermatitisz in vivo állatmodelljének a kialakulása (ld. 

8. ábra). Én egy későbbi fázisban csatlakoztam ehhez a projekthez, feladatom elsősorban

az alapmegfigyelés hátterében levő folyamatok és ezekkel kapcsolatos további kérdések 

vizsgálata volt. Az alábbiakban néhány olyan kísérletet mutatok be, melyekben döntő 

hozzájárulásom volt. Ezeken túlmenően az itt nem bemutatott további közölt kísérletek 

jelentős részében is részt vettem. 
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4.4.1. A Lyz2Cre/Cre mutáció nem befolyásolja a CHS létrejöttét 

A 8. ábrán bemutatott alapmegfigyelés szerint az Mcl1ΔMyelo egerek jelentős 

mértékben védettek a CHS kialakulásával szemben. Mivel azonban az Mcl1ΔMyelo mutáció 

Lyz2Cre/Cre komponense a lizozim M-et kódoló Lyz2 gén funkcionális törlését 

eredményezi243, szerettük volna megvizsgálni a Lyz2Cre/Cre egerek válaszképességét is a 

CHS modellben. Amint a 28. ábrán látható, a Lyz2Cre/Cre mutáció nem befolyásolta a CHS 

kifejlődését (p = 0,51), jelezve, hogy az Mcl1ΔMyelo egerek csökkent válaszát nem a 

lizozim M hiánya eredményezi. 

28. ábra: Kontakt hiperszenzitivitás vizsgálata Lyz2Cre/Cre egerekben.

Vad típusú (VT) és Lyz2Cre/Cre egereket az ábrafeliratnak megfelelően acetonnal vagy 

TNCB-vel szenzitizáltunk, majd 5 nappal később TNCB-vel váltottuk ki a fül gyulladásos 

válaszát, melyet a fülvastagság 24 órás emelkedésének meghatározásával követtünk. Az 

ábrán 3 független mérésből származó adatok átlagát (6 egér/kezelés/genotípus) és az 

átlag szórását (SEM) ábrázoltuk. 

4.4.2. Kontakt hiperszenzitivitás a G-CSF-receptor hiányában 

A neutrofil graulociták szerepét egy további neutropéniás egértörzs, a G-CSF-

receptor-hiányos Csf3r–/– egerek segítségével is szerettük volna vizsgálni. Mivel ekkor 

még nem álltak rendelkezésünkre saját Csf3r–/– egerek, ezekhez a kísérletekhez olyan 

csontvelői kimérakat alkalmaztunk, amelyeket FVB/N genetikai háttérrel rendelkező G-

CSF receptor hiányos egerekből231 származó csontvelői sejtek letálisan besugarazott vad 

típusú FVB/N recipiensekbe történő transzplantációjával állítottunk elő. Az ilymódon 
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létrehozott kimérákban a vad típusú kimérákhoz képest 92%-kal csökkent a keringő 

neutrofil granulociták száma (p = 1,67×10–12). Amint a 29. ábrán látható, a G-CSF-

receptor hiánya jelentősen, bár nem teljes mértékben csökkentette a kontakt 

hiperszenzitivitás kialakulását (p = 0,0068). 

29. ábra: Kontakt hiperszenzitivitás vizsgálata Csf3r–/– csontvelői kimérákban.

Vad típusú (VT) és Csf3r–/– csontvelői kimérákat az ábrafeliratnak megfelelően acetonnal 

vagy TNCB-vel szenzitizáltunk, majd 5 nappal később TNCB-vel váltottuk ki a fül 

gyulladásos válaszát, melyet a fülvastagság 24 órás emelkedésének meghatározásával 

követtünk. Az ábrán 3 független mérésből származó adatok átlagát (8 

egér/kezelés/genotípus) és az átlag szórását (SEM) ábrázoltuk. 

A 8. ábrával együtt a fenti megfigyelések együttesen az első genetikai bizonyítékot 

szolgáltatták a neutrofil granulociták funkcionális szerepére a kontakt hiperszenzitivitás 

létrejöttében, mind a C57BL/6, mind az FVB/N genetikai háttéren. A G-CSF-receptor 

hiányának kisebb mértékű hatása valószínűleg az állatok keringő PMN-számának 

kevésbé súlyos csökkenése miatt jött létre. 

4.4.3. A neutrofil granulociták szerepe a CHS szenzitizációs fázisában 

Az eddigi eredményeinket olyan kísérletekben nyertük, melyekben a szenzitizáció 

és az elicitáció ugyanazon egérben, tehát ugyanazon genetikai módosítás jelenlétében 

történt. A következő kísérletekben szerettük volna különválasztani a szenzitizáció és az 

elicitiáció fázisához szükséges feltételeket, ezért a szenzitizáció utáni 5. napon 
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eltávolítottuk a szenzitizáció helyének megfelelő nyirokcsomókat, az azokból kinyert 

sejteket (elsősorban T-sejteket) egy másik egérbe injektáltuk, és ebben a második egérben 

váltottuk ki a CHS elicitációs fázisát. Az első ilyen kísérletekben azt vizsgáltuk, hogy a 

neutrofil granulociták hiánya a szenzitizációs fázis során befolyásolja-e az ezen egerekből 

származó T-sejtek közreműködésével vad típusú recipiensekben kialakuló gyulladásos 

válasz létrejöttét. Amint a 30. ábrán látható, TNCB-vel szenzitizált vad típusú egerek 

nyirokcsomó-sejtjeinek injektálása után jelentős gyulladásos válasz jött létre a 

recipiensekben az acetonnal szenzitizált egerek nyiroksejtjeit kapó kontroll egerekhez 

képest. Ezzel szemben alig jött létre emelkedett válasz akkor, amikor a szenzitizáció 

Mcl1ΔMyelo, tehát genetikailag neutrofil-hiányos donor egerekben történt (p = 0,00025). 

30. ábra: A neutrofil granulociták szerepe a kontakt hiperszenzitivitás szenzitizációs

fázisában. 

Vad típusú (VT) és Mcl1ΔMyelo donor egereket az ábrafeliratnak megfelelően acetonnal 

vagy TNCB-vel szenzitizáltunk, majd 5 nappal később vad típusú recipiens egerekbe 

injektáltuk a szenzitizált donor egerek nyirokcsomósejtjeit. A recipiensekben ezután 

TNCB-vel váltottuk ki a fül gyulladásos válaszát, melyet a fülvastagság 24 órás 

emelkedésének meghatározásával követtünk. Az ábrán 3 független mérésből származó 

adatok átlagát (9 egér/kezelés/genotípus) és az átlag szórását (SEM) ábrázoltuk. 

4.4.4. A neutrofil granulociták szerepe a CHS elicitációs fázisában 

Következő célunk a neutrofil granulociták szerepének vizsgálata volt a CHS 

elicitációs fázisában. Ennek érdekében vad típusú donor egereket TNCB-vel 
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szenzitizáltunk, majd a nyirokcsomói sejteket vad típusú vagy Mcl1ΔMyelo recipiens 

egerekbe injektáltuk, melyekben TNCB-vel váltottuk ki a CHS elicitációs fázisát. Amint 

a 31. ábrán látható, a TNCB-vel szenzitizált donor sejtek részvételével jelentős CHS 

válasz jött létre vad típusú recipiensekben. Az Mcl1ΔMyelo recipiensekben azonban 

ugyanilyen körülmények között alig jött létre CHS válasz (p = 0,029), ami a neutrofil 

granulocitáknak az elicitációs fázisban való részvételére utal. 

31. ábra: A neutrofil granulociták szerepe a kontakt hiperszenzitivitás elicitációs

fázisában. 

Vad típusú donor egereket az ábrafeliratnak megfelelően acetonnal vagy TNCB-vel 

szenzitizáltunk, majd 5 nappal később vad típusú (VT) és Mcl1ΔMyelo recipiens egerekbe 

injektáltuk a szenzitizált donor egerek nyirokcsomósejtjeit. A recipiensekben ezután 

TNCB-vel váltottuk ki a fül gyulladásos válaszát, melyet a fülvastagság 24 órás 

emelkedésének meghatározásával követtünk. Az ábrán 3 független mérésből származó 

adatok átlagát (5-9 egér/kezelés/genotípus) és az átlag szórását (SEM) ábrázoltuk. 

Fenti eredményeinket összefoglalva elmondhatjuk, hogy a kontakt 

hiperszenzitivitásnak mind a szenzitizációs, mind az elicitációs fázisában fontos szerepet 

játszanak a neutrofil granulociták. 
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5.1. Egy új neutrofil-hiányos egértörzs jellemzése 

5.1.1. Problémafelvetés 

Bár a neutrofil granulociták alapvető szerepet játszanak számos fiziológiás és kóros 

kórfolyamatban, in vivo szerepük vizsgálatának módszertana jelentős korlátoktól 

szenved. Ennek elsődleges oka az, hogy a PMN sejtek számának csökkentésére az 

értekezésben bemutatott kísérletek előtt rendelkezésre álló eszközöknek lényeges korlátai 

voltak. Míg a neutrofil-ellenes antitestek (RB6-8C5, NIMP-R14, 1A8) által létrehozott 

depléciónak vannak bizonyos előnyei (könnyű hozzáférhetőség, hosszadalmas 

keresztezés nélkül is alkalmazható transzgénikus törzseken), ennek a megközelítésnek 

egyben számos korlátja is van (korlátozott specificitás és hatékonyság, nagyon magas 

reagensköltségek, átmeneti jellegű hatás). A korábban leírt genetikailag neutropéniás 

modelleknek22,130,168,178,182,187 szintén voltak az in vivo alkamazhatóságot jelentősen 

korlátozó fenotípusai (ld. még a 1.2.2. fejezetben). A Gfi1-hiányos egerek a súlyos 

neutropénia mellett különféle T- és B-sejt-rendellenességeket mutattak és medián túlélési 

idejük kb. 8-10 hét volt22,182. Ez összhangban van a domináns negatív GFI1 mutációt 

hordozó beteg emberekben megfigyelhető súlyos neutropéniával és limfocita 

defektusokkal201. A „Genista” egerek csak részleges neutrofil granulocita-hiányt 

mutattak, és nem voltak teljes mértékben védettek egy neutrofil-függő in vivo gyulladásos 

modellben sem187. A G-CSF178 vagy a G-CSF receptor168 hiánya csak mérsékelten 

csökkentette a keringő PMN-számot, és az utóbbi törzs tenyésztése is nehézségekbe 

ütközik. A Foxo3a transzkripciós faktor hiánya felgyorsítja a neutrofilek apoptózisát a 

gyulladás helyén, de nem befolyásolja a keringő neutrofil granulociták számát130. A 

Cxcr2 hiánya összetett fenotípust eredményez, melyben a neutropénia mellett a 

neutrofilek kemotaktikus vándorlása és esetleg más sejtvonalak működése is károsodott, 

ami megnehezíti az esetleges eredmények interpretációját194. 

Összességében elmondhatjuk, hogy kísérleteink kezdetekor nem állt rendelkezésre 

olyan egértörzs, melyben specifikusan és nagy hatékonysággal lehetett volna vizsgálni a 

neutrofil granulociták szerepét in vivo körülmények között. 

5. MEGBESZÉLÉS
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5.1.2. Hatékonyság, validálás 

Az értekezésben bemutatott kísérletek elsődleges célja az Mcl1ΔMyelo egértörzs, 

mint egy a korábbiaknál hatékonyabban alkalmazható neutrofil-hiányos modell 

jellemzése volt. Eredményeink azt mutatták, hogy az Mcl1 gén mieloid-specifikus törlése 

súlyos neutrofil granulocita-hiányt (neutropéniát) eredményez ezekben az egerekben. Az 

Mcl1ΔMyelo mutáció hatására a keringő PMN-szám a normális érték kevesebb, mint 2%-

ára csökkent, és az eredeti közleményben szereplő, de dolgozatomban nem bemutatott 

kísérletekben nagyon jelentős csökkenést figyeltünk meg egyes szöveti neutrofilek 

(csontvelő, lép) populációiban is. A neutropénia steril gyulladás során is fennmaradt, ami 

arra utal, hogy nem csak a nyugalmi, hanem a gyulladásos körülmények között is 

használható modellrendszerrel van dolgunk. 

A PMN-szám csökkenésén túlmenően vizsgáltuk az Mcl1ΔMyelo egértörzs 

viselkedését feltételezhetően neutrofil granulocita-függő in vivo betegségmodellekben is. 

Ezen kísérletek elsődleges célja az Mcl1ΔMyelo egértörzs, mint az neutrofil granulociták 

különböző betegségfolyamatokban betöltött szerepének vizsgálatára alkalmas in vivo 

neutropéniás egértörzs validálása volt. Kísérleteinkben azt találtuk, hogy az Mcl1ΔMyelo 

egerek fokozottan érzékenyek mind a bakteriális (S. aureus), mind a gombák (C. 

albicans) általi fertőzésekkel szemben, ami a fertőzött egerek csökkent túlélésében, 

valamint az egyes szervekben megtelepedő kórokozók számának jelentős 

megemelkedésében volt nyomon követhető. A fertőzéses modellek mellett az Mcl1ΔMyelo 

egerek az autoantitest-indukált artritisz, valamint (az eredeti közleményben szereplő, de 

értekezésemben nem bemutatott eredmények alapján) az autoantitest-indukált dermatitisz 

kialakulásában is teljesen védettek voltak. Összességében tehát megállapíthatjuk, hogy 

az in vivo betegségmodellek vizsgálata megerősítette az Mcl1ΔMyelo egértörzs 

alkalmazhatóságát a neutrofil granulociták in vivo szerepének vizsgálatára. 

5.1.3. Specificitás 

Kísérleteink egyik fontos kérdése volt, hogy milyen mértékben befolyásolja az 

Mcl1ΔMyelo mutáció a neutrofil granulocitákon kívüli egyéb sejttípusok számát. 

Eredményeink azt mutatták, hogy az az Mcl1ΔMyelo egerekben nem változott érdemben a 

keringő monociták, eozinofilek, B- és T-sejtek száma. Az Mcl1ΔMyelo mutáció a fő 

monocita-szubpopulációk megoszlását sem befolyásolta számottevően. Nem publikált, 
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de dolgozatomban bemutatott eredmények szerint az Mcl1ΔMyelo mutáció a vér 

vörösvérsejtjeinek paramétereit sem befolyásolta. Összességében tehát elmondhatjuk, 

hogy az Mcl1ΔMyelo egerek meglehetősen specifikus neutrofil-hiánnyal rendelkeznek. 

A neutrofil-hiány specifitása az Mcl1ΔMyelo egerekben két tényezőből fakad. Ezek 

egyike az antiapoptotikus Mcl1 gén deléciója mieloid vonalban, ami mind a neutrofil 

granulocitákban, mind a monocita-makrofág sejtekben leállítja az Mcl-1 fehérje 

szintézisét, viszont nem befolyásolja az Mcl-1 expresszióját a nem-mieloid (limfoid, 

eritroid, stb.) vonalakban. A másik fontos tényező az, hogy az Mcl-1 elengedhetetlen a 

neutrofil granulociták túléléséhez, de nem szükséges a monocita/makrofág sejtek 

túléléséhez107,112. Ez a két tényező együttesen vezet ahhoz, hogy az Mcl1ΔMyelo egerekben 

hiányoznak a PMN sejtek, de nem károsodott a monocita/makrofág vonal. Utóbbit az 

Mcl1ΔMyelo csontvelő sejtektől in vitro differenciáltatott makrofágoknak az eredeti 

közleményben szereplő, de dolgozatomban nem bemutatott normál száma és általános 

megjelenése is jelzi, annak ellenére, hogy az Mcl1 gén vizsgálata hatékony deléciót mutat 

ezekben a sejtekben. 

Bár az Mcl1ΔMyelo mutáció meglehetősen specifikusnak bizonyult a neutrofilek 

vonatkozásában, következetesen megfigyeltük a B-sejtek számának csökkenését az 

Mcl1ΔMyelo egerek csontvelejében. Ennek a megállapításnak a fontossága jelenleg nem 

egyértelmű, különös tekintettel a normális keringő és lépbeli B-sejtszámra. A B-sejteknek 

az eredeti közleményben bemutatott, de dolgozatomban nem szereplő részletesebb 

elemzése rámutatott arra, hogy a recirkuláló B-sejtek száma is csökken az Mcl1ΔMyelo 

állatok csontvelejében. Ez arra utal, hogy zavart szenved a csontvelői B-sejt-

kompartment. Jelenleg nem tudjuk kizárni, hogy ezt a megfigyelést a LysM-nek a korai 

B-sejtvonalban való expressziója okozza, amint azt az ImmGen adatbázis 

(www.immgen.org) is jelzi. Azt is fontos megjegyezni, hogy a lépben levő makrofágok 

száma megemelkedett az Mcl1ΔMyelo egerekben, ami kapcsolatban lehet az ezekben az 

állatokban megfigyelhető lépmegnagyobbodással. 

5.1.4. Mechanizmus 

Bár az Mcl1ΔMyelo mutáció mind a perifériás vérben, mind a különféle szövetekben 

súlyos neutropeniát okoz, jelenleg azonban még nem teljesen világos, hogy a mutáció 

mely szakaszában zavarja meg a neutrofil granulociták fejlődését és/vagy túlélését. 
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Feltételezésünk szerint az Mcl-1 hiánya a neutrofilek spontán apoptotikus programjának 

az aktiválódását és ezáltal a sejtek elhalását eredményezi. Mivel a csontvelőben nem 

csökken a Ly6Gmed/dim sejtek száma, feltételezzük, hogy az Mcl1ΔMyelo mutáció a neutrofil 

granulociták fejlődésének késői fázisában érinti a sejteket. Ezt támasztják alá 

munkacsoportunk nem publikált eredményei, melyek szerint HoxB8 által transzdukált 

vad típusú mieloid progenitorok nem képesek benépesíteni az Mcl1ΔMyelo egerek 

csontvelejét, ami arra utal, hogy a mieloid progenitor „niche”-t az állatok endogén sejtjei 

foglalják el. Nem tudjuk továbbá, hogy a feltételezett apoptotikus sejtelhalás után hol 

történik az apoptotikus PMN sejtek eltávolítása. Az Mcl1ΔMyelo egerekben megfigyelhető 

lépmegnagyobbodás felveti annak a lehetőségét, hogy a feltételezhetően nagy 

mennyiségben keletkező apoptotikus neutrofil granulociták további feldolgozása a lépben 

történik (bár a lépmegnagyobbodás hiánya az Mcl1ΔPMN egerekben egyéb szempontok 

szerepére is utalhat). 

5.1.5. A felhasználhatóság szempontjai 

Az Mcl1ΔMyelo egerek jelentőségét részben a korábbi modelleknél könnyebb 

felhasználhatóság adja. Kísérleteink azt mutatják, hogy az Mcl1ΔMyelo egerek a súlyos 

neutropénia ellenére is túlélnek és homozigóta formában is szaporodnak. Ezek az egerek 

ezért rendkívül hasznosak lehetnek a neutrofil granulociták in vivo folyamatokban 

betöltött szerepének vizsgálatában, mivel egyéb beavatkozások és további költségek 

nélkül is hosszantartó, súlyos és specifikus neutropénia figyelhető meg bennük. A 

felhasználhatóság szempontjából kiemelten fontos, hogy az egerek homozigóta formában 

szaporodnak, mert így az Mcl1ΔMyelo egértörzs minimális munkaerő-ráfordítással (az 

egerek egyedi genotipizálása nélkül) is fenntartható. 

A felhasználhatóság fenti szempontjai különösen szembeötlőek a fentebb említett 

egyéb genetikai és farmakológiai modellekkel szemben. Más modellek esetében jelentős 

reagens-költségek (depletáló antitestek) keletkeznek, vagy a heterozigóta fenntartás 

igénye miatt megnövekedett munkaerő-ráfordítást igényel az egértörzsek szaporítása és 

genotipizálása. Az egyéb szakmai szempontok (hatékonyság, specificitás) mellett 

véleményünk szerint ezek a tulajdonságok is az Mcl1ΔMyelo egértörzs előnyét mutatják a 

többi neutrofil-hiányos egértörzzsel szemben. 
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5.1.6. Egyéb közlemények ugyanezzel az egértörzzsel 

Az értekezésem nagy részének alapját jelentő közlemény az Mcl1ΔMyelo egerek első 

részletes jellemzése és kísérletes neutropénia-modellként történő validálása. Meg kell 

jegyezni ugyanakkor, hogy az Mcl-1 mieloid-specifikus sejttörlésének hatásait korábban 

mások is vizsgálták107,225. Eredményeink összhangban állnak ezekkel a korábbi 

eredményekkel, ugyanakkor jelentős mértékben ki is egészítik azok következtetéseit, 

egyrészt a neutropénia mértékének és specificitásának, másrészt az egerek túlélésének és 

szaporodásának, harmadrészt az egerek fertőzéses és gyulladásos betegségmodellekben 

való viselkedésének vizsgálatával. Korábban (a részletes jellemzés publikálása előtt) mi 

magunk is használtuk már az Mcl1ΔMyelo egereket a neutrofil granulociták szerepének 

tesztelésére különféle egyéb betegségmodellekben, például a graft versus host 

betegségben244, a kontakt hiperszenzitivitás vizsgálatában225, valamint kísérletes 

köszvény245 és lupus246 modellekben. Mindezek összességében megerősítették e modell 

hasznosságát a neutrofil granulociták funkcióinak in vivo vizsgálatában. 

 

5.1.7. Más modellek vizsgálata és összehasonlítása 

Az Mcl1ΔMyelo mutáció jellemzése mellett megvizsgáltuk az Mcl-1 neutrofil-

specifikus törlésének hatását és összevetettük a két egértörzs jellemzőit egy harmadik, 

korábban mások által alkalmazott neutrofil-hiányos egértörzs, a G-CSF-receptor-hiányos 

Csf3r–/– egértörzs jellemzőivel is. 

Részletesen vizsgáltuk az Mcl1ΔPMN egereket, amelyekben az Mcl1 delécióját az 

MRP8-Cre transzgén hozza létre, amely specifikusabb a neutrofil granulocitákra, mint a 

Lyz2Cre knock-in mutáció240. Bár az Mcl1ΔPMN mutáció szintén drámai mértékben 

csökkentette a keringő neutrofilek számát és az egyéb fehérvérsejt-típusok vizsgálata 

alapján az elváltozás lényegében neutrofil-specifikusnak tűnik, ezen egerek korlátozott 

túlélése és rossz tenyésztése miatt nagyon nehéz őket in vivo neutropénia modellként 

használni. Bár jelenleg nem világos, hogy miért rendelkeznek az Mcl1ΔMyelo és az 

Mcl1ΔPMN egerek eltérő túlélési és tenyésztési jellemzőkkel, az egyik lehetséges 

magyarázat az, hogy az Mcl1ΔMyelo egerekben fennmaradó kb. 2% neutrofil granulocita 

elegendő a kommenzális flóra felügyeletéhez, az Mcl1ΔPMN mutánsokban ennek a 

sejtszámnak csak kb. felét (kb. 1%) találtuk, ami nem éri el a normális túléléshez 

szükséges PMN sejtszámot. Elméletileg lehetséges lenne, hogy az Mcl1ΔMyelo egerek 
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túlélése valamilyen genetikai sodródás következménye az egérkolóniánkban, tehát 

kiszelektálódott egy a neutrofil-hiányt jobban toleráló genetikai háttér. A tenyésztés során 

azonban fokozottan ügyeltünk ennek a lehetőségnek az elkerülésére, és részben pont 

emiatt tenyésztettük az egereinket heterozigóta formában. Az Mcl1ΔMyelo és Mcl1ΔPMN 

egerek eltérő túlélése mögötti mechanizmusok feltárása további jelentős kísérleteket 

igényel, beleértve az apoptózisnak és a progenitorok in vitro 

differenciálódásának/proliferációjának a vizsgálatát. 

A fentiek mellett megvizsgáltuk a G-CSF-receptor-hiányos Csf3r–/– egértörzset is. 

Eredményeink szerint a Csf3r–/– mutáció csak részleges neutropéniát eredményez, ami 

sokkal kevésbé súlyos az Mcl1ΔMyelo és Mcl1ΔPMN egerekben megfigyelhető neutrofil-

hiánynál. A Csf3r–/– mutáció az Mcl1ΔMyelo és Mcl1ΔPMN mutációkhoz hasonlóan 

lényegében specifikus a neutrofil granulocitákra. Érdekes módon a Csf3r–/– egerek is 

nagyrészt védettek az autoantitest-indukált artritisszel szemben, ami arra utal, hogy a 

PMN sejtek számának részleges csökkenése is elég az artritiszt kiváltó folyamatok 

felfüggesztéséhez. Érdekes módon a részleges neutrofil-hiány ellenére a a Csf3r–/– egerek 

csak heterozigóta formában tarthatók fenn, ami egyrészt egyéb G-CSF-függő folyamatok 

jelentőségére utal, másrészt ismét hangsúlyozza az Mcl1ΔMyelo egerek homozigóta 

formában történő tenyészthetőségének a jelentőségét. 

 

Kísérleteinket összefoglalva elmondhatjuk, hogy az Mcl1ΔMyelo mutáció egerekben 

súlyos és specifikus neutropéniát eredményez, ami a fertőzések elleni fokozott 

érzékenységben és az autoantitest-indukált gyulladásos betegségek elleni védettségben is 

megnyilvánul, ugyanakkor nem akadályozza az egerek túlélését és szaporodási 

képességét.  A súlyos és meglehetősen specifikus neutropénia, a nagyrészt normális 

túlélés és a homozigóta formában történő fenntartás lehetősége együttesen nagyon 

alkalmassá teszi az Mcl1ΔMyelo mutációt a neutrofil granulociták szerepének elemzésére a 

kísérleti egerek normál és kóros folyamatainak in vivo modelleiben. Eredményeink azt is 

jelzik, hogy a rágcsálók a keringő neutrofilszám drámai csökkenése ellenére is képesek a 

lényegében normális túlélésre és szaporodásra. Ezek alapján esetleg szükséges lehet 

újraértékelni a neutrofil granulocitáknak a rágcsálók túlélésében és általános egészségi 

állapotában betöltött szerepét. 
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5.2. A neutrofil granulociták szerepe a kontakt hiperszenzitivitás kialakulásában 

Dolgozatom második részében a neutrofilek szerepét vizsgáltam a kontakt 

hiperszenzitivitás (CHS; a humán allergiás kontakt dermatitisz állatmodellje) 

kialakulásában. A dolgozatom bevezetőjében bemutatott eredmények szerint az 

Mcl1ΔMyelo egerek védettek voltak a CHS kialakulásával szemben. Saját eredményeim azt 

mutatták, hogy a Csf3r–/– mutáció szintén akadályozza a CHS kialakulását. Emellett azt 

is kimutattam, hogy az Mcl1ΔMyelo mutáció Lyz2Cre/Cre komponense, nem befolyásolja a 

CHS létrejöttét. Ez az eredmény azt jelzi, hogy a károsodott választ nem a lizozim M, 

hanem a neutrofil granulociták hiánya okozza. 

Ezek az eredmények összességében a PMN sejtek szerepére utaltak a CHS 

patogenezise során. 

További kísérleteimben T-sejtek adoptív transzferével vizsgáltam a neutrofil 

granulociták szerepét a CHS kialakulásában. Ezen kísérletekben a szenzitizációs fázis 

után izoláltuk az érintett nyirokcsomók T-sejtjeit, majd azokat recipiens állatba injektálva 

próbáltuk kiváltani a CHS elicitációs fázisát. Ily módon lehetségessé vált a szenzitizáció 

és az elicitáció celluláris és molekuláris folyamatainak külön-külön való vizsgálata. 

Eredményeink azt mutatták, hogy akkor is csökkent a CHS válasz, ha csak a 

szenzitizációt végeztük a neutrofil-hiányos Mcl1ΔMyelo (donor) egerekben, illetve akkor 

is, ha csak az elicitáció történt Mcl1ΔMyelo (recipiens) egerekben. Ezek az eredmények arra 

utalnak, hogy a neutrofil granulociták mind a CHS szenzitizációs, mind annak elicitációs 

fázisához szükségesek. 

Korábbi vizsgálatok kimutatták, hogy az egereknek az elicitáció előtti anti-Gr-1 

(RB6-8C5) ellenanyaggal történő kezelése gátolta a CHS-választ, jelezve a Gr-1-pozitív 

sejtek (feltételezhetően neutrofilek) fontos szerepét a CHS elicitációs fázisában223. Ezek 

összhangban voltak a saját kísérleti eredményeinkkel, melyek szerint csökkent a CHS 

válasz, ha a vad típusú egerek szenzitizációját követően azok T-sejtjeit Mcl1ΔMyelo 

recipiens egyerekbe injektáltuk és ezekben az egerekben végeztük az elicitációs kezelést. 

Meglepő volt ugyanakkor az ellenkező irányú kísérlet, melyben Mcl1ΔMyelo donor 

egerekben végeztük a szenzitizációt, majd az ezekből nyert T-sejteket vad típusú 

egerekbe injektáltuk, és ezekben indukáltuk az elicitációs fázist. Mivel az Mcl1ΔMyelo 

donor T-sejtekkel „szenzitizált” recipiensek válasza alig különbözött a nem-szenzitizált 

állatok válaszától, kísérleteink a neutrofil granulociták szerepére utaltak a CHS 
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szenzitizációs fázisában. Ez egyben azt jelentette, hogy feltételezéseink szerint a 

neutrofilek fontos szerepet játszanak az adaptív immunfolyamatok korai lépéseinek a 

létrejöttében, ami teljesen ellentmondott a neutrofilekről korábban alkotott képnek, mely 

szerint ezek a sejtek csak, mint az adaptív immunrendszer végrehajtó sejtei vesznek részt 

az immunfolyamat hierarchiájának alsóbb, későbbi részeiben. 

Fenti eredményeink tehát a neutrofil granulociták működésének egy különleges 

további aspektusára, az adaptív immunfolyamatok korai lépéseihez való hozzájárulásukra 

hívták fel a figyelmet. 
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6. KÖVETKEZTETÉSEK 
 

A célkitűzéseim alapján a következtetéseimet az alábbi 4 pontban foglalom össze. 

1. Az Mcl-1 antiapototikus fehérje mieloid-specifikus törlése (Mcl1ΔMyelo egerek) 

nagymértékben (98,1%-kal) csökkentette a neutrofil granulociták számát a perifériás 

vérben és steril gyulladásos körülmények között a tioglikolát-indukált peritonitisz 

modellben. Ezzel szemben az egyéb leukocita populációk száma nem, vagy csak alig 

változott az Mcl1ΔMyelo egerekben. A nagyfokú neutropénia ellenére az egerek túlélnek az 

SPF, valamint konvencionális körülmények között is, emellett homozigóta formában is 

szaporodnak. Bár tömegük kis mértékben csökkent a vad típushoz képest, mégsem tértek 

el általános megjelenésükben az alomtestvér kontroll állatoktól. Mcl1ΔMyelo egerek 

védettnek bizonyultak az általunk vizsgált neutrofil-függő K/B×N szérum-transzfer 

artritiszben. Az állatok nagyfokú érzékenységet mutattak a mind a bakteriális (S. aureus), 

mind a gombák (C. albicans) általi fertőzésekkel szemben, mely magas mortalitásban és 

a vizsgált szervekben megtelepedő kórokozók számának jelentős megemelkedésében volt 

nyomon követhető.  

2. Az Mcl-1 neutrofil-specifikus törlése (Mcl1ΔPMN egerek) nagyfokú neutropéniát 

eredményezett a perifériás vérben, emellett egyéb leukocita populációk számában nem 

történt változás a vad típushoz képest. Az egerek magas mortalitást és csökkent 

termékenységet mutattak, általános megjelenésükben elmaradtak a kontroll állatokhoz 

képest.  

3. A G-CSF-receptor hiányában csak részlegesen csökkent a neutrofil granulociták 

száma és más leukocita populációkban nem történt változás. A részleges csökkenés a 

PMN sejtek számában elengednő volt ahhoz, hogy a G-CSF-receptor-hiányos állatok 

védettséget élvezzenek autoantitest-indukált artritisszel szemben. 

4. Kísérleteinkkel kimutattuk, hogy a neutrofil granulociták a kontakt 

hiperszenzitivitás (CHS) mindkét fázisához (szenzitizáció és elicitáció) szükségesek. 

Emellett igazoltuk, hogy az Mcl1ΔMyelo egerekben a gyulladásos választ nem a lizozim M, 

hanem a neutrofil granulociták hiánya okozza, mivel a Lyz2Cre/Cre mutáns egerekben a vad 

típushoz hasonló gyulladásos válasz jött létre a CHS modellben. 

 

 

 

DOI:10.14753/SE.2021.2472



83 

7. ÖSSZEFOGLALÁS 

 

A neutrofil granulociták (neutrofilek) a veleszületett immunrendszer részét 

képezik, nélkülözhetetlenek a bakteriális és gombás fertőzések elleni védekezésben. 

Kiemelkedő jelentőségük ellenére korábban nem létezett a neutrofilek in vivo szerepének 

vizsgálatára alkalmas neutrofil-hiányos egérmodell. PhD-munkám során részletesen 

jellemeztem egy új neutrofil-hiányos egértörzset, és vizsgáltam a neutrofilek gyulladásos 

betegségmodellekben betöltött szerepét. 

Első kísérleteim során kimutattam, hogy az Mcl-1 antiapoptotikus fehérje mielod-

specifikus törlésének (Mcl1ΔMyelo mutáció) következtében nagymértékben csökkent a 

keringő neutrofilek száma, miközben lényegében nem változott az egyéb fehérvérsejt-

típusok száma. Az Mcl1ΔMyelo egerek közel normális túlélést mutattak, és képesek voltak 

homozigóta formában is szaporodni. A neutropénia funkcionális jelentőségét 

megerősítette, hogy az Mcl1ΔMyelo egerek védettnek bizonyultak a neutrofil-függő K/B×N 

szérum-transzfer artritisz modellben. Ahogy az várható volt, az Mcl1ΔMyelo egerek 

fokozott érzékenységet mutattak a Staphylococcus aureus, illetve Candida albicans 

okozta szisztémás fertőzések esetén. 

További kísérleteim során azt találtam, hogy az Mcl-1 neutrofil-specifikus 

deléciója (Mcl1ΔPMN mutáció) szintén súlyos és specifikus neutropéniához vezet. Ezeknek 

az egereknek a túlélése és a szaporodása azonban nagymértékben csökkent, ezzel 

korlátozva neutrofil-hiányos egérmodellként való alkalmazásukat. 

Összehasonlításképpen a G-CSF receptor-hiányos (Csf3r–/–) egerekben csak részleges 

neutrofil-hiány volt megfigyelhető. 

Végül vizsgáltam a neutrofilek szerepét a kontakt hiperszenzitivitás (CHS) 

létrejöttében. Az Mcl1ΔMyelo egerek és az allergén-specifikus T-sejtek adoptív transzfere 

révén kimutattam, hogy a neutrofilek a CHS szenzitiziciós és elicitációs fázisában is részt 

vesznek. Emellett kimutattam, hogy a Lyz2Cre/Cre mutáció nem befolyásolja a CHS 

kialakulását, mely azt jelzi, hogy a károsodott választ nem a lizozim M hiánya okozza. 

Eredményeim azt mutatják, hogy az Mcl1ΔMyelo egerekben létrejött súlyos és 

meglehetősen specifikus neutropénia, a normál túlélés és a homozigóta formában történő 

tenyésztés lehetősége miatt ez a mutáció rendkívül alkalmas a neutrofil granulociták 

szerepének vizsgálatára normál és patológiás 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, I showed that myeloid-specific deletion of the 

antiapoptotic Mcl-1 protein (Mcl1ΔMyelo mutation) led to severe and specific reduction of 

circulating neutrophil counts without affecting other circulating leukocyte lineages. 

Mcl1ΔMyelo 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 Mcl1ΔMyelo mice from arthritis development in the neutrophil-dependent K/B×N serum-

transfer model. As expected, Mcl1ΔMyelo mice showed increased susceptibility to systemic 

Staphylococcus aureus or Candida albicans infection. 

In my further experiments, I found that the neutrophil-specific deletion of Mcl-1 

(Mcl1ΔPMN 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, I tested the role of neutrophils in contact hypersensitivity (CHS), an animal 

model of human allergic contact dermatitis. Using Mcl1ΔMyelo mice and adoptive transfer 

of allergen-specific T-cells, I showed that neutrophils are critically involved in both the 

sensitization and elicitation phase of CHS. In addition, I showed that the Lyz2Cre/Cre 

mutation did not affect CHS development, indicating that the defective response in 

Mcl1ΔMyelo 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 Mcl1ΔMyelo 

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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