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Bevezetés

Egy hemopoetikus sejtvonal genetikai hianyat hordozd egértorzs
nagyban hozzéjarul az immunologiai és gyulladasos folyamatok megértéséhez
egészséges €s beteg szervezetben.

A neutrofil granulocitdk a velesziiletett immunrendszer sejtes elemei,
melyek fontos szerepet toltenek be a gazdaszervezet korokozokkal szembeni
védelmében, de bizonyos esetekben hozzajarulnak a szdveti karosodasokhoz
is. Képesek felismerni a patogéneket, illetve a gyulladasos kornyezetet, a
keringésbdl kilépve pedig a gyulladas helyszinére vandorolnak, majd itt
eliminaljak a korokozokat.

A neutrofil granulocitak szerepének vizsgalatat megneheziti a
megfeleld deplécios antitestek, gydgyszerek és neutropénias modellek hidnya.
Korabban mar szamos olyan egértorzset leirtak, melyek csokkent neutrofil
granulocita szamot mutattak, azonban ezek mindegyikére jellemzd
valamilyen, az alkalmazhatdsagot érintd korlat: csak részleges, vagy csak
gyulladas soran kialakul6 neutrofil-hiany, a neutrofilek mellett mas sejtvonalat
is érint a karosodas, illetve a mutins egerek altalanos egészségiigyi
problémakkal és korai letalitassal rendelkeznek.

Tekintettel arra, hogy a neutrofil granulocitdk normal és patologids
koriilmények kozott betoltott szerepének in vivo vizsgalatara nem all
rendelkezésre megfeleld egérmodell, doktori munkamban erre szerettem volna
megoldast nyujtani.

A neutrofil granulocitak talélését tobb pro- és antiapoptotikus fehérje
szabalyozza. Az Mcl-1 antiapototikus fehérje elengedhetetlen a neutrofilek

tuléléséhez, azonban a monocitak/makrofagok tulélésében nem tolt be

2



kulcsfontossagli szerepet. Kiinduld hipotézisiink szerint, ha a mieloid
sejtekbdl toroljik az Mcl-1 fehérjét az egy neutropénias egértdrzset
eredményez. PhD-munkam els0 részében részletesen jellemeztem ezt az
egértorzset és alkalmaztam az ismerten neutrofil-fiiggd autoantitest-indukalt
artritisz modellben. Munkdm masodik felében a fent emlitett egértorzs
alkalmazasaval vizsgaltam a neutrofil granulocitdk szerepét a kontakt

hiperszenzitivitas betegségmodell fazisaiban.



Célkitiuzések

PhD-munkam soran az alabbi kérdések megvalaszolasat tliztik ki célul:

1. A neutropénids Mcl12Mel egértdrzs részletes jellemzésén beliil

arra kerestiik a valaszt, hogy hogyan befolydsolja az Mcl-1

mieloid-specifikus torlése:

- a neutrofil granulocitak szamat normal és steril gyulladasos

korilmények kozott?
- az egyéb leukocita populaciok szamat a periférias vérben?

- az egerek tulélését, megjelenését és szaporodasat?

- az egerek védettségét az autoantitest-indukalt artritisszel szemben?

- az allatok érzékenységét a bakteridlis és gombas fert6zésekkel

szemben?

1. Hogyan befolyasolja az Mcl-1 neutrofil-specifikus torlése:

- a neutrofil-granulocitak és az egyéb leukocita populaciok szamat a

periférias vérben?

- az egerek tulélését és szaporodasat?

2. Milyen valtozasok jellemzoek a periférias vér leukocita populacidira

¢s az autoantitest-indukalt artritisz lefolyasara a G-CSF-receptor-

hianyos egerekben a vad tipushoz képest?

3. A kontakt hiperszenzitivitdas betegségmodell melyik fazisdhoz

elengedhetetlenek a neutrofil granulocitak? Befolyasolja-e a Lyz2¢re/cre

mutacio a gyulladasos valasz 1étrejottét?



Modszerek

Kisérleti allatok

A felhasznadlt genetikailag modositott egértorzsek. Az Mcllflox
egereket kereszteztik a Cre rekombinazt a micloid sejtekben
expresszalo  Lyz2m™miCelfo (] y70C®)  knock-in  egértorzzsel, igy
létrehoztuk a Lyz2C®/CreMcl1fodflox (Mcl14Myeloy  mutanst.  Tovabbi
felhasznalt egértorzsek: MRP8-CreMcl1f1o¥flox (Mcl1APMN) - Csf3rimitink
(Csf3r™), Tg(TcraR28, TcrbR28)KRNDiIm (KRN). Minden felhasznalt
génmodositott egértdrzs C57BL/6 hatterd volt. A Semmelweis Egyetem
Egyetemi Allatkisérleti Bizottsiga (EAB) illetve a Szegedi
Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga valamennyi
allatkisérletiinket engedélyezte.

A sejtek elokészitése és az aramlasi citometrias vizsgalatok
Periférias vér. A kisérleteink soran vizsgélt leukocita populacidkat
periférids vérmintakbol hataroztuk meg, sejtfelszini molekulak,
valamint méret és granuldltsdg alapjan. A periférids vért az egerek
farokvéndjabol nyertiilk heparinizalt pipetta hegyekkel, meghatarozott
térfogatban. Mosast és centrifugdlast koveten a sejteket egy Oran
keresztiil 4°C-on, sotétben inkubdltuk a megfeleld fluorokrommal
konjugalt antitestekkel.

Aramlési citometrias mérés. A kilonbozé leukocita populaciokat a
rajuk jellemzd, tipikus eldre- és oldalszoras alapjan hataroztuk meg,

majd ezeken beliil az aldbbi specifikus sejtfelszini markerek révén



kiilonitettiik el: neutrofil granulocitdk (CD11b"Ly6G*Siglec-F),
monocitak (CD11b*Ly6G Siglec-F’), eozinofil granulocitdk (Ly6G™
Siglec-F*), T-sejtek (CD3"), B-sejtek (B220%).

Tulélés-, termékenység- és tomegvizsgalatok

A talélés- és termékenységi adatokat az allathazunk specifikus patogén-
mentes (SPF) terének online adatbazisabol nyertiik. Kiilon regisztraltuk
a him ¢és ndstény egerek testtomegét 2 hetes koruktdl kezdve, hetente
egyszeri gyakorisaggal.

K/BXN szérum transzfer artritisz

Az autoantitest-medialt artritisz vizsgalatara K/BxN szérum transzfer
artritisz modellt alkalmaztunk, melyet 300 ul K/BxN (artritogén) vagy
BXN (kontroll) szérum intraperitonalis injektalasaval indukaltuk az
egerekben. Ezt kdvetden 2 héten keresztiil naponta kdvettiik az iziileti
gyulladas stlyossagat, melyet pontozédssal és a boka vastagsaganak
mérésével szamszeriisitettiink.

Kontakt hiperszenzitivitas modell (CHS)

Klasszikus CHS modell. A CHS kivaltasahoz 2,4,6-trinitroklorobenzént
(TNCB) alkalmaztunk, melyet acetonban oldottunk fel. A nulladik
napon az egereket acetonnal vagy 3%-os TNCB oldattal szenzitizaltuk. A
kisérlet 6todik napjan az egerek kezdeti fiilvastagsag-mérése utan, az
elicitacios fazis kivaltasa érdekében 1%-os TNCB oldattal kezeltiik az
allatok fiilét. A hatodik napon mért fiilvastagsag-novekedés adott

informaciot a gyulladasos valasz mértékérol.



Passziv CHS modell. A passziv CHS vagy adoptiv transzfer

kivitelezéséhez a donor egereket 3%-os TNCB-vel kezeltik. A

crcr

eltavolitottuk nyirokcsomodkat, majd egysejtes szuszpenziot készitettiink. A
naiv recipiens egerekbe injektaltuk intravénasan a nyirokcsomosejteket.
Kozvetleniil ezutan megmértiik az egerek kezdeti fiilvastagsagat, majd a
fillikre 1%-0s TNCB oldatot pipettaztunk. Egy nappal kés6bb ismét
megmértilk az allatok fiilvastagsagat, majd a kiilonbség alapjan
abrazoltuk a valasz mértékét.

In vivo fert6zéses modellek

A fertbzéses Kkisérletek kivitelezéséhez Staphylococcus aureus
baktériumtorzset és Candida albicans gomba torzset alkalmaztuk. Mind
a bakterialis, mind a gombdas fert6zés esetén kovettik az allatok
talélését és a bakterialis/gombak altali kolonizaciot. A patogének okozta
terhelést 12 oraval a fertdzést kovetden, a koloniaképzd egység
(Colony-Forming Unit, CFU) szamolasi modszerével hataroztuk meg a
vér-, peritonealis- ¢s homogenizalt szervmintakbol.

Az adatok abrazolasa és statisztikai elemzése

A kisérleteket minimum harom egér/genotipus/kezelés elemszammal és
minimum hérom ismétlésben végeztiik el, amennyiben egy kisérletnél
masképp jartunk el, azt az adott eredménynél kiilon ko6zlom. Az adatok
stratisztikai elemézéshez a StatSoft Statistica szoftvert hasznaltuk. Az
adatokat a kisérleti felallasnak megfeleléen kétmintas Student-féle t-

probanak, kétutas variancianalizisnek (ANOVA), vagy Mann-Whitney
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U tesztnek vetettiik ala. A talélési vizsgalatok eredményeit a Kaplan-
Meier nemparaméteres talélési modellel és log-rank teszttel elemeztiik.

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



Eredmények

A neutropénias Mcl12Myele egerek jellemzése

Az Mcl-1 mieloid-specifikus deléciéja silyos és specifikus
neutropéniahoz vezet. A vad tipusu allatok periférids vére egyértelmii
neutrofil granulocita populaciot tartalmazott, ez a populacid szinte
teljesen hidnyzott az Mcl12M¥® egerekbdl (98,1%-0s csokkenés).

18Myelo mutacié hatdsat mas leukocita-

Ezutan megvizsgaltuk a Mcl
vonalakra. Az Mcl12M¥el° egerekben nem valtozott a keringd monociték,
az eozinofilek és a B-sejtek szama, mig a T-sejtek szdma mérsékelt
emelkedést mutatott. A tioglikollat-indukalt steril peritonitisz
modellben a vad tipusu allatokban a tioglikolat injekcid robusztus
neutrofil-infiltraciot eredményezett, az Mcl12M¥el° egerekben azonban
nem volt megfigyelhetd érdemi neutrofil-felszaporodas a szovetben. Ez
arra utal, hogy az Mcl12M¥el° egerek sulyos PMN-hianya gyulladasos
koriilmények kozott is megmarad.

Az Mcl14Myelo ggerek tulélése és szaporoddsa. Meglepd moddon és a
korabbi feltételezéseinkkel ellentétben, az Mcl12Melo egerek tulélése
specifikus patogén-mentes (SPF) koriilmények kozott csak kis
mértékben, de szignifikansan kiilonbozott a vad tipust allatokétol. A
talélésiik mellett az Mcl12M¥elo 4llatok fertilitdsat és szaporodésit is
megvizsgaltuk. Bar a tenyésztés hatékonysaga alacsonyabb volt, amikor

Mcl12Myele  ngstényeket alkalmaztunk, az Mcl12Mel  egértdrzs

tenyésztése még homozigdta formaban is a vad tipust tenyészparokéval
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osszevetheté szamu utdédot eredményezett. Osszességében az Mcl1AMyelo
egerek tenyésztésekor megfigyelt mérsékelt szaporodasi zavar nem volt
lényegesen sulyosabb a mdas genetikailag manipulalt egerek
tenyésztésekor megfigyelhetonél.

Az Mcl14Myele  ogerek védettek az autoantitest-indukdlt artritisszel
szemben. Az Mcl12Myele eoértorzs neutropénias egérmodellként vald
alkalmazhatosagat egy ismerten neutrofil-fliggé autoantitest-indukalt
artritisz  modellben vizsgaltuk. A validaldas céljabol  végzett
kisérletekhez a K/BxN szérum-transzfer artritisz modellt alkalmaztuk.
A K/BxN széruminjekcié vad tipusi egerekben robusztus artritiszt
véltott ki, mig a Mcl12Ml° mutdnsok teljesen védettnek bizonyultak a
betegség kialakulasaval szemben.

Az Mcl14Myele ggerek fokozottan érzékenyek a fertézésekkel szemben.
Az Mcl12™Mele  egereket szisztémds Staphylococcus aureus vagy
Candida albicans fertézésnek vetettilk ala. Mig a vad tipusu allatok
mindegyike tilélte a S. aureus-szal torténd intraperitonealis fertdzést, a

parhuzamosan vizsgalt Mcl14Myele

egerek tobb mint 80%-a két napon
beliil elpusztult a fertézésben. A C. albicans-szal végzett intravénas
fertdzés a vad tipusu allatok 27%-anak elhullasat eredményezte, mig
ugyanaz a fertdézés a Mcl1AM¥el° egerek 95%-anal okozott gyors
letalitast. Ez a rendkiviili érzékenységet feltételezhetden a neutrofil
granulocitdk altal medialt koérokozod-eltavolitds csokkenése okozta

ezekben az egerekben.
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Az Mcl-1 neutrofil-specifikus torlése

Az Mcl-1-torlés hatasainak neutrofil-specifikus tesztelése érdekében az
MRP8-CreMcl1Mo¥flox  mytansokat  (Mcl14P™N)  alkalmaztuk. Az
Mcl14PMN egerekben lényegében teljesen hidnyoztak az Ly6G-pozitiv
sejtek, a neutrofilek szamanak kvantitativ vizsgalata 99,1%-0S
csokkenést mutatott. Az egyéb leukocita-populaciok vizsgalata azt
mutatta, hogy az Mcl1®™N mutici6 nem befolyasolta a keringd
monocitak, eozinofilek, B-sejtek és T-sejtek szamat. Az Mcl14PMN
allatok tulélésének jelentds csokkenését figyeltiik meg, 12 hdénapos
korban mar csak 30%-0s volt az egerek talélése a vad tipushoz képest.
A Mcl12P™MN egerek kisebbek voltak a vad tipust alomtarsaiknal, és
altalanos allapotuk is lathatéan elmaradt azokétol. Az Mcl14PMN egerek
tenyésztési hatékonysiga nagyban elmaradt a vad tipushoz képest, az

Mcl14PMNxMcl14PMN tenyészparok csupan 14%-anak sziilettek utodai.
A G-CSF-receptor-hianyos egerek jellemzése

A Csf3r’™ egerek perifériass vérében aramldsi citometridval
egyértelmiien kimutathatdé volt egy jellegzetes Ly6G-pozitiv
sejtpopulacid. A neutrofil granulocitdk szdma szignifikansan, de csak
részlegesen csokkent. A Csf3r’™ mutacié nem befolyasolta érdemben a
keringd monocitdk, eozinofilek, B-sejtek és T-sejtek szamat. Egy
kisebb csoporton megvizsgaltuk a mutdcié hatdsat az autoantitest-
indukalt K/BxN szérum-transzfer artritisz modellben. A Csf3r~~ egerek

nagymértékii védettséget mutattak az autoantitest-indukalt artritisszel
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szemben, ami arra utal, hogy a neutrofil granulocitdk szadménak

részleges csokkenése is képes megakadalyozni a betegség kialakulasat.

A kontakt hiperszenzitivitas vizsgalata neutrofil-hianyos

egértorzsekben

Korabbi megfigyelésiink szerint az Mcl12Ml° egerekben jelentésen
karosodott a kontakt hiperszenzitivitds (CHS), a human allergias
kontakt dermatitisz in vivo allatmodelljének a kialakulasa. Mivel
azonban az Mcl12Me° mutacid Lyz2™®C"® komponense a lizozim M-et
koédold Lyz2 gén funkciondlis torlését eredményezi, megvizsagltuk a
Lyz2Ce/Cre egerek valaszképességét is a CHS modellben. Eredményeink
szerint a Lyz2°"/C™® mutaci6 nem befolyasolta a CHS kifejlédését,
jelezve, hogy az Mcl12Myele egerek csokkent valaszat nem a lizozim M,
hanem ténylegesen a neutrofil granulocitdk hidnya eredményezi.

A neutrofil granulocitiak szerepe a CHS szenzitizdacios fazisaban. A
TNCB-vel szenzitizalt vad tipusi egerek nyirokcsomo-sejtjeinek
injektalasa utan jelentds gyulladdsos valasz jott 1étre a recipiensekben
kontroll egerekhez képest. Ezzel szemben alig jott létre emelkedett

valasz akkor, amikor a szenzitizacio Mcl1AMyelo

, tehat genetikailag
neutrofil-hianyos donor egerekben tortént, ami a neutrofil granulocitak
szenzitizacids fazisban val6 fontos szerepére utal.

A neutrofil granulocitak szerepe a CHS elicitacios fazisaban. A vad
tipustt donor egereket TNCB-vel szenzitizaltunk, majd a nyirokcsomoi

sejteket vad tipusi vagy Mcl14M¥e recipiens egerekbe injektaltuk,
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melyekben TNCB-vel valtottuk ki a CHS elicitacios fazisat. A TNCB-
vel szenzitizalt donor sejtek részvételével jelentés CHS valasz jott 1étre
vad tipust recipiensekben. Az Mcl12™<l recipiensekben azonban
ugyanilyen koriilmények kozott alig jott 1étre CHS valasz, ami a

neutrofil granulocitdknak az elicitacids fazisban valo részvételére utal.
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Kovetkeztetések

A célkitlizéseim alapjan a kovetkeztetéseimet az alabbi 4 pontban

foglalom Ossze.

1. Az Mcl-1 antiapototikus fehérje mieloid-specifikus  torlése
(Mcl12Myele eoerek) nagymértékben csdkkentette a  neutrofil
granulocitak szamat. Ezzel szemben az egyéb leukocita populaciok
szama nem, vagy csak alig valtozott az Mcl1AMvelo egerekben. A
nagyfokt neutropénia ellenére az egerek tulélnek és homozigota
forméban is szaporodoképesek. Mcl12Mele  egerek  védettnek
bizonyultak a neutrofil-fliggé K/BxN szérum-transzfer artritiszben.
Az éllatok nagyfoku érzékenységet mutattak a mind a bakterialis (S.
aureus), mind a gombak (C. albicans) altali fertézésekkel szemben.

Osszegezve, az Mcl1AMyelo

mutacio alkalmas a neutrofil granulocitak
szerepének  vizsgalatira normal és  patologias in  vivo
egérmodellekben.

2. Az Mcl-1 neutrofil-specifikus térlése (Mcl12P™™N egerek) nagyfoku
neutropéniat eredményezett a periférids vérben, emellett egyéb
leukocita populaciok szdmaban nem tortént valtozas a vad tipushoz
képest. Az egerek magas mortalitast és csokkent termékenységet
mutattak, altalanos megjelenésiikben elmaradtak a kontroll
allatokhoz képest.

3. A G-CSF-receptor hianyaban csak részlegesen csokkent a neutrofil

granulocitak szdma ¢és mas leukocita populaciokban nem tortént
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valtozas. A részleges csOkkenés a neutrofilek szamaban elegendd
volt ahhoz, hogy a G-CSF-receptor-hianyos allatok védettséget
¢lvezzenek autoantitest-indukalt artritisszel szemben.

. Kisérleteinkkel kimutattuk, hogy a neutrofil granulocitdk a kontakt
hiperszenzitivitas (CHS) mindkét fazisahoz (szenzitizacio és
elicitacio) sziikségesek. Emellett igazoltuk, hogy az Mcl1AMyel
egerekben a gyulladdsos valaszt nem a lizozim M, hanem a neutrofil

2Cre/Cre

granulocitak hianya okozza, mivel a Lyz mutans egerekben a

vad tipushoz hasonlé gyulladasos vélasz jott Iétre a CHS modellben.
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