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1. Bevezetés
1.1 A ZAP-70 molekula jellemzése

A zéta-lanc-asszocialt 70 kDa fehérjét (ZAP-70) el6szor Chan és munkatarsai irtak le T-sejt
receptoron keresztiil stimulalt Jurkat sejtekben. Fiziologias koriilmények kozott T-sejtek és NK-sejtek
expresszaljak, azonban kronikus limfoid leukémiaban (CLL) és B-sejtes akut limfoblasztos leukémiaban
(B-ALL) B-sejtek egy alcsoportjaban is leirtak. Ujabb eredmények szerint a ZAP-70 normal
koriilmények kozott is expresszalodik éretlen és érett B-sejtekben egyarant.

A ZAP-70 a Syk (1ép tirozin kinaz) protein kinaz fehérjecsalad tagja, két Src homoldgia 2 (SH2)
doménbdl €s egy C-termindlis kindz doménbdl épiil fel. Az SH2 tandemet az interdomén A valasztja el
egymastol, mig a kindz domén és a C-terminalis SH2 domén kozott az interdomén B talalhatd. Az SH2
domén egy konzervalt, szekvencia-specifikus foszfotirozin-k6t6 domén kilonféle jelatviteli
molekulakban, a ZAP-70 esetében a CD3 (-lancan talalhato foszforilalt ITAM-okhoz (immunoreceptor
tirozin alapu aktivacios motivum) vald kapcsolodast biztositja.

A ZAP-70 nélkiilozhetetlen mind a T-sejtek éréséhez, mind az aktivacidjukhoz. Hianyaban a
timocitak érése a timuszban megall a kettés pozitiv (CD4*CD8*) stadiumban, melynek eredményeképp
nincsenek érett T-sejtek a masodlagos nyirokszervekben. A molekula expresszidjanak hianyaban, vagy
funkcidvesztésének kovetkeztében emberben a stulyos kombinalt immundeficiencia (SCID) egy formaja

alakul ki.

1.2 A T-sejtek fejlodése

A T-sejtek érése és szelekcidja a timuszban lejatszodo dinamikus folyamat. A T-sejtek érése a
csontveldben kezdddik meg, a csontvel6i hematopoetikus Ossejtekbdl (HSC) szarmaznak a késobb
timuszt kolonizalo sejtek.

A pro-T-sejt fazisban a timocitak legfobb fenotipusos markerei a c-kit, a CD44, illetve a CD25. A
korai timusz progenitor (ETP) sejtek (c-kit" CD44*CD257) DN2a (c-kit" CD44* CD25%), majd DN2b
(c-kit CD44* CD25%) fejlédési stadiumot érnek el. A timocitak ekkor CD4™ és CD8 kettds negativak
(DN), fejlodésiik a T-sejt receptortol fiiggetlen. A DN timocitak a kortexbe vandorolnak, ahol a
meger6sitik a T-sejt iranyu elkotelezodést, de ezzel parhuzamosan a timocitak is hozzajarulnak a timusz
epithél prekurzorok érett cTEC-t¢ torténd differenciajohoz. A T-sejt receptor (TcR) gének
atrendezédése a DN3 (CD4 CD8 CD25*CD44") stadiumban zajlik le. llyenkor jatszodik le a B-szelekeio:
ha a TcRp gén atrendez6dése sikeres, a TcR P fehérje a sejt felszinén expresszalodik, majd a pre-TCR
a-lanccal 6sszekapcesoldodva pre-TCR komplexet alkot. Az aff és yo T-sejt iranyt elkotelez6dés kozti
valasztas ekkor jatszodik le. Az aff TcR-t expresszald timocitak felszinén megjelenik a CD4 és a CDS
koreceptor, az igy kialakult CD4* CD8* kettés pozitiv (DP) timocitak elkezdenek a timusz centralis

része, a medulla felé haladni.



A DP timocitak szigort szelekcids 1épéseken mennek keresztiil. A pozitiv szelekcio soran azok a
DP timocitdk, amelyek afy TcR-a felismeri a cTEC sejteken expresszalt sajat antigént bemutato o
hisztokompatibilitasi komplexet (MHC), a TcR-n keresztiil talélési szignalokat kapnak és tovabb
differencialodnak. A pozitiv szelekcid eredényeként SP timocitak jonnek 1étre, az MHC I-t felismerd
timocitak a CDS iranyba, az MHC II-t felismer6 timocitak a CD4 iranyba kotelez6dnek el. Azok a DP
timocitak, amelyek TcR-a nem ismeri fel a sajat peptid-MHC komplexet, nem ¢lik tal a szelekciot,
apoptozissal elpusztulnak. A medullaban zajlik le az autoreaktiv timocitak negativ szelekcioja, melyben
a timusz medullaris epithél sejtek (mTEC) jatszanak fontos szerepet, az AIRE és Fzf2 transzkripcios
faktorok hatasara a mTEC sejtek a lehetd legvaltozatosabb szdveti (sajat) antigéneket mutatjak be az
MHC-n keresztiil a fejlédé timocitaknak. Az autoimmunitas elkeriilése érdekében a sajat antigéneket
nagy affinitassal felismer6 timocitdk klonalis delécidéval eliminaldédnak, azonban vannak olyan
sejtpopulaciok, amelyek az ugynevezett agonista szelekcioval annak ellenére tulélik a negativ
szelekciot, hogy felismernek sajat antigéneket, ide tartoznak tobbek kozott a természetes regulatorikus
T-sejtek (tTreg). Az érett, szelekciot talélt timocitak a vérkeringésbe jutnak, ahol a naiv CD4* T-sejtek
a bemutatott antigénnel valo talalkozas utan aktivalodnak, proliferalnak, majd meghatarozott helper T-

sejt (Th) alcsoportta differencialédnak.

1.3 A ZAP-70 molekula szerepe a T-sejtek fejlodésében

A Syk fehérjecsaladba tartozo ZAP-70 és Syk protein tirozin kinazok kiemelkedéen fontos szerepet
toltenek be a T-sejtek fejlodésében. A két fehérje expresszidja ellentétes modon valtozik a T-sejt
differenciacio soran, a Syk a korai, kettds negativ stddiumban expresszalodik, mig a ZAP-70 késobb, a
DP timocitakban, a rovid, koztes staidiumban pedig a két fehérje expresszidja atfed. A ZAP-70
expresszidja a pozitiv szelekcio soran upregulalodik. Az upregulaciohoz a pozitiv szelekcio alatt a TcR-
n keresztiili jelatvitel is hozzajarul, ezaltal egy pozitiv visszacsatolasi rendszer alakul ki. Timocitakon
kimutattak, hogy a ZAP-70 rogzitett expresszios szintje mellett, az upregulacié és pozitiv visszacsatolas
hianyaban a CD8" SP sejtek DP sejtekbdl torténd érése gatolt, majd kés6bb bizonyitottak, hogy a CD4*
SP timocitdk fejlddését is megzavarta az elégtelen TcR-n keresztiili jelatvitel. Osszességében
elmondhat6, hogy a ZAP-70 mind a CD4", mind a CD8" SP timocitak érésében fontos szerepet jatszik,
feltételezhetden a pozitiv szelekcidohoz nélkiilzhetetlen TcR-ZAP-70 pozitiv visszacsatolasi rendszeren

keresztil.

1.4 ZAP-70 hidnyos egértorzsek

Az els6 ZAP-70 knockout egértdrzset Negishi €s munkatarsai hoztak 1étre. A SCID betegekkel
ellentétben a homozigota knockout (ZAP-707") egerek masodlagos immunszerveiben nincsenek sem
CD4*, sem CD8" T-sejtek, a timuszukban is csupan DN és DP sejtek talalhatoak. A 1épben nem
talalhatoak aff T-sejt receptort expresszaldo T-sejtek, a B220" B-sejtek szama viszont emelkedett. Az
ZAP-707 egerek immunhidnyosak, ezért szuszceptibilisek kiilonboz6 infekciokra, konvencionalis

allathazi koriilmények kozott sajat tapasztalataink szerint csak 7-10 hétig tarthatoak életben.Weiss €s



egértorzset is létrehoztak, melynek fenotipusa megegyezik az el6zéekben ismeretett egérével.

1.5 TcR jelatvitel

A T-sejtek az antigén prezentalo sejtek altal a megfelel6 MHC-n bemutatott peptid antigént a T-sejt
receptorukkal ismerik fel. A T-sejt receptoron keresztiili jelatvitel a TcR komplexen keresztiil zajlik,
amely TCRa és B lancokbol, valamint a CD3 komplexbdl all. Az antigén felismerése utan aa CD45
foszfataz lehasitja az Lck tirozin kindzon talalhato inhibitor foszfat-csoportot, majd az igy aktivalt Lck
foszforilalja a TcR/CD3 komplex {-lancanak ITAM régioit. A ZAP-70 a foszforilalt ITAM régiokhoz
valé dokkolas utan aktivalodik, majd foszforilalja a membranhoz kotott LAT és SLP-76 molekulakat.
Ehhez a komplexhez kiilonb6z6 adapter- és jelatviteli molekulak képesek kotddni, pl. PLCyl, a PI3K
p85 szabalyozé alegysége, Grb2, Gads, Vavl, Itk, Nck, Shc és ADAP. A Vavl a MAPK/INK jelatviteli
utvonalat, az Itk molekula pedig a PLCy1-n keresztiil a MAPK/ERK jelatviteli utvonalat aktivalja. A
ZAP-70 a p38a-n keresztiil a LAT-t6l és MAPK kinazoktol fiiggetleniil jarulhat hozza a MAPK-
aktivaciohoz. Az emlitett Gitvonalak aktivaciojanak kovetkeztében komplex génexpresszios valtozasok
indulnak el az aktivalt T-sejtekben, melyek sejtproliferaciot és kiilonbozo citokinek termelését
eredményezik. A kostimulaciés molekulak koziill a CD28 erdsiti legnagyobb mértékben a T-sejtek
aktivaciojakor végbemend jelatvitelt. A CD28 a T-sejtek antigén-felismerésekor az antigén prezentald

sejteken talalhato CD80/86-h0z valo kapcsolodas utan jarul hozza a jelatviteli folyamatokhoz.

1.6 Rheumatoid arthritis

A rheumatoid arthritis (RA) kronikus, szimmetrikus, sokiziileti gyulladassal jaro szisztémas
autoimmun betegség, mely végiil az iziiletek pusztulasahoz vezet. A RA az eurdpai és észak-amerikai
populacio 0,5-1%-at érinti, ezzel az egyik leggyakoribb autoimmun betegség; ndknél magasabb a
prevalencidja..Az iziileteken kiviill mas szervrendszereket érintd, un. extraartikularis tiinetek is
kialakulhatnak, példaul a tiidében, a borben, a gyomor-bélrendszerben, a szemben, tovabba eléfordulhat
fokozott infekcidhajlam, felgyorsult atherosclerosis és vasculitis is. A RA-ra jellemz6 az autoantitestek
megjelenése, gyakori szerologiai eltérés a rheuma faktor (RF) és az antri-citrullinalt protein antitestek
(anti-CCP, ACPA) emelkedett mennyisége, melyek a diagnosztikaban is kiemelked6 fontossaguak. A
kialakul6 szinovitiszben jelent6s mértéku fehérvérsejt infiltracid lathatd, melyet féleg T- és B-sejtek,
makrofagok, granulocytdk és dendritikus sejtek alkotnak. Az ezen sejtek altal helyileg termelt
kemokinek és gyulladasos citokinek vezetnek az iziilet és a csont pusztulasahoz. Mind RA-ban, mind a
RA éllatmodelljeiben leirtdk a komplement-rendszer koros aktivaciojat, a szoveti karosodas
kialakulasaban a C5a anafilatoxin és a C3b opszonin szerepe is feltételezett. Hagyomanyosan a RA-t
Thl tipusu betegségnek tartottak, de az IL-17 felfedezése utan a Th17, illetve Th1/Th17 sejtek szerepe

is bizonyitasa keriilt.



1.7 A rheumatoid arthritis allatmodelljei

A RA patogenezisének megértésében fontos szerepet jatszanak a betegség allatmodelljei. Az
arthritis kialakulhat spontan- és indukalt médon, a legtébb modellben ragesalokat hasznalnak

A spontan modellek koziil a K/BxN-, a TNF-transzgenikus- és az SKG egérmodellek a
legjobban karakterizaltak. A K/BxN egerekben az allatok 4-hetes korara spontan, uniform, sulyos
gyulladasos arthritis jelenik meg, valamint gliikk6z-6-foszfat izomeraz (GPI) ellenes antitest termelddik.
Az arthritises egerekbdl nyert szérum transzferével a betegség atvihetd, arthritis alakul ki a
recipiensekben is (szérum transzfer modell). A TNF-transzgenikus egerek overexpresszaljak a human
TNF-0-t kodold, modositott transzgént. Az egerekben szimmetrikus, eroziv poliarthritis alakul ki,
melyhez foként a szinévium sejtjei altal termelt transzgén TNF-a-expresszié jarul hozza. Az SKG
egértorzsben a ZAP-70-t kddolo gén pontmutacidja miatt elégtelen T-sejt receptoron keresztiili jelatvitel
alakul ki, mely zavart eredményez a T-sejt-szelekcio folyamataban. Ennek kovetkeztében autoreaktiv
T-sejtek keriilhetnek ki a perifériara, amelyek hozzajarulnak az autoimmun arthritis kialakulasahoz.

A leggyakrabban hasznalt indukalhato arthritis modell a kollagén-indukalt arthritis (CIA), mely
DBA/1 egerek komplett Freud adjuvansban (CFA) feloldott Il-es tipust kollagénnel torténd ismételt
intrakutdn immunizalédsaval valthaté ki. Munkdnk sordn, egy masik indukalhat6 arthritis modellt
valasztottunk: a rekombinans human G1 (rhG1)-indukalt arthritis (GIA), mely mind immunologiai,
mind klinikai képében nagyon hasonlit a human betegségre. Az arthrtis kivaltasahoz 4-5 hénapos
BALB/c néstény egereket rhG1 antigénnel immunizalunk, mely a human porc-eredetii proteoglikan
aggrekan fehérje G1 doménjét és egy egér IgG-Fc régiot tartalmazo fizids fehérje. A G1 domén harom
artritogén T-sejt epitopot is tartalmaz, ami jol jelzi a T-sejtek fontossagat a betegség patogenezisében.
A GIA T-és B-sejt-fiiggd-, autoantitest termeléssel (RF, anti-CCP) jard folyamat. A GIA-ban
szignifikans IL-17 és IFNy-termelés figyelhetd meg, igy a kivaltott arthritis jelentds Th1/Th17
polarizaciét mutat. Mindezen klinikai, szovettani és immunologiai jellemzok alapjan, valamint a
kérfolyamat progressziv és visszafordithatatlan jellegére valo tekintettel kijelenthetd, hogy a GIA

minden szempontbdl alkalmas a human RA komplex modellezésére.



2 Célkitiizések

A ZAP-70 mind a T-sejt fejlddésben, mint aktivacioban kiemelkedé fontossagti molekula.
Kutatécsoportunk kordbban részletesen vizsgalta a ZAP-70 szerepét a T-sejt receptoron keresztiili,
valamint a gliikokortikoidok nem-genomikus jelatvitelében. Néhany éve rendelkezésiinkre all a ZAP-
70 knockout egértorzs, amiben lehetdségiink nyilt a ZAP-70 fehérjével kapcsolatos in vivo
vizsgalatokra. Intézetiinkben kutatasokat végziink a rheumatoid arthritis GIA egérmodelljében, melyben
tudomasunk szerint eddig még nem vizsgaltak a T-sejt jelatvitelben részt vevé ZAP-70 molekula

szerepét.

PhD munkam soran ZAP-70 hianyos egerek in vivo vizsgalatait tliztiik ki célként. A vizsgalatok els6
részében ZAP-707 egerek T-sejt rekonstitiicios vizsgalatat végeztiikk, ezzel a ZAP-70 T-sejtek
fejlodésében betoltott szerepének részletesebb megismerése és a sulyos kombinalt immunhiany
megsziintetése volt a cél.

1. A ZAP-707 és ZAP-70 *" egerek immunfenotipusanak részletes jellemzése szdvettan és

aramlési citometria segitségével.

2. A T-sejt rekonstitucid korai kinetikdjanak és a hosszu-tavli valtozasoknak kovetése a

masodlagos nyirokszervekben és a timuszban.

3. A transzferalt T-sejtek funkcionalis vizsgalata.

4. A donor timocitak timuszba valé homingjanak vizsgalata.

A munkank masik részében ZAP-70*" egerekben a ZAP-70 részleges hidnyanak autoimmun arthritis
kialakulasara vald hatasat tanulmanyoztuk.
1. A GIA kialakulasanak és sulyossaganak vizsgalata ZAP-70"" egerekben.
2. Az ZAP-70"" allatokban indukalt arthritisben bekovetkezd immunolégiai valtozasok
jellemzése (citokinek mintazata, autoantitesek mennyisége, T-sejt valasz).
3. Az autoimmun arthritis és a ZAP-70 részleges hianyanak T-sejt-aktivaciora és apoptdzisra

gyakorolt hatasainak vizsgalata.



3 Anyagok és modszerek
3.1 Kisérleti allatok

Kisérleteink soran BALB/c, ZAP-70-deficiens ¢s EF1a-GFP transzgenikus egereket hasznaltunk.
A kisérleti allatokat a PTE Immunologiai és Biotechnologiai Intézet allathazdban, konvencionalis
koriilmények kozott tenyésztettiik és tartottuk. A Jackson Laboratories-tol eredetileg beszerzett ZAP-70
deficiens egereket (B6.129X1-Zap70tm1Weis/J) BALB/c alapra kereszteztiik vissza. A transzfer
kisérletekben EF1a-GFP-transzgenikus egereket hasznaltunk donorként. A GIA kisérletekhez 4-5
hénapos BALB/c és ZAP-70*" néstény egereket hasznaltunk. Minden kisérletet a Pécsi
Tudoményegyetem Allatjoléti Bizottsaganak engedélyével végeztiink (BA02/2000-3/2012).

3.2 Timocita transzfer

Az adoptiv transzfer kisérletek sordn a recipiens ZAP-70 homozigota knockout (ZAP-707)
egerek vad-tipusu tarsaik (ZAP-70""*) vagy GFP-transzgenikus egerek timocitait kaptak. A donor egerek
timuszat eltavolitottuk, majd PBS-ben egysejt-szuszpenziot készitettiink beléliik. A recipiens egerek 3-
4-hetes korban 107 donor thymocytat kaptak intraperitonealis (i.p.) oltds formajaban. A transzfer utan a
CD3" T-sejtek megjelenését vérvétel utan, aramlasi citometrias mérésekkel kovettiik. A kisérlet végén
az allatok timuszat, 1épét, periférias és mezenterialis nyirokcsomoit, az omentumot, valamint a Peyer
plakkokat szOvettani és aramlasi citometridas modszerrel elemeztik. A timocitak peritonealis
homingjanak vizsgalatahoz a donor timocitakat az i.p. oltas el6tt karboxifluoreszcein szukcinimidil

észterrel (CFSE) jeloltiik meg in vitro, a gyart6 leirasanak megfeleléen.

3.3 Aramlisi citometria

A kisérletek végén izolalt szovetek sejtes Osszetételét aramlasi citometria segitségével hataroztuk
meg. A szerveket (timusz, 1ép, nyirokcsomok, Peyer plakk) homogenizaltuk, majd atsziirtik, az
alvadasgatolt vért és a 1épet hemolizaltuk. A sejtfelszini jeloléshez mintanként 10° sejtet sotétben, 30
percig a megfeleld antitest-keverékekkel inkubaltunk. A regulatorikus T-sejtek meghatarozasahoz
sziikséges intracellularis jelolést a sejtfelszini jelolést kdvetden FoxP3 Transcription Factor Staining
Buffer Set segitségével végeztiikk, a gyartd utasitasai szerint. A kisérlethez az alabbi antitesteket
hasznaltuk: anti-CD3-APC-Cy7, anti-CD3-FITC, anti-TCRap -Alexa Fluor 700, anti-TCRyé -BV 421,
anti-CD4-PE.Cy5, anti-CD25-APC, anti-FoxP3-PE, anti-B220-PE-Cy7, anti-CD4-PE, anti-CD8-PE-
Cy5.5. A mérést és az adatok analizisét FACS Canto II aramlasi citométerrel, FACS Diva Software

analizalo programmal végeztiik.

3.4 Immunfluoreszcens festés

A timuszokbdl, nyirokcsomokbdl és 1épekbdl fagyasztott metszeteket készitettiink, hideg
acetonos fixalas utan a metszeteket 5% BSA-tartalma PBS oldattal blokkoltuk. Az immunfluoreszcens
festéshez a megfelelé antitest-keverékkel 1 oran at inkubaltuk, majd PBS-es mosas utan lefedtiik a

metszeteket. A festésekhez a kovetkezd, direkt jelolt antitesteket hasznaltuk: anti-CD3-FITC, anti-



B220-Alexa Fluor 647, anti-CD4-PE, anti-CD8-FITC, anti-Ly51-PE, anti-EpCAML1-FITC. Az
immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a timusz metszeteket a blokkolas utan fenilhidrazin oldattal kezeltiik
az endogén peroxidaz aktivitas gatldsara. Ezutan jeloletlen anti-EpCAM1 patkany anti-egér els6dleges
antitesttel inkubaltuk a metszeteket, majd PBS-es mosés utan masodlagos antitestként anti-patkany Ig-
peroxidaz antitestet alkalmaztunk. Ujabb mosast kovetden a metszeteket diamino-benzidinnel (DAB)
hivtuk el6. A képeket Olympus BX61 fluoreszcens mikroszkdppal, az analySIS szoftver segitségével
készitettik. Az intraperitonealis homing kisérletek végén az omentumot whole-mount
immunohisztokémia segitségével analizaltuk. Az eltavolitott omentumokat 4%-0s paraformaldehid
oldattal fixaltuk, majd mosast kdvetden 5% BSA ¢és 0,1% szaponin tartalma PBS-sel telitettiik. PBS-es
mosast kovetden nyul anti-fibronektin elsddleges antitestet adtunk a mintakhoz (éjszakan at, 4°C).
Ujabb mosast kovetéen anti-nyul-lgG-Cy3 masodlagos antitestettel inkubaltuk a mintdkat 3 Oran
keresztiil 4°C-on. A mintakat Olympus Fluo-View FV-1000 konfokalis mikroszkoppal analizaltuk.

3.5 T-sejtizolalas és in vitro aktivacio

A recipiens egerek 1€pébdl a transzfert kdvetden T-sejteket izolaltunk az EasySep™ Mouse T
Cell Isolation Kit segitségével a gyartd utasitasanak megfeleléen. Az izolalt T-sejteket 24, illetve 48
oran keresztiil stimulaltuk anti-CD3/CD28 MACSiBead™ hozzaadasaval (5x10° sejt/lyuk, bead:sejt
arany 2:1). Az igy aktivalt T-sejteket két részre osztottuk: a sejtek proliferacids ratajat Promega CellTiter
96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay segitségével hataroztuk (2x10* sejt/lyuk,

triplikdtumokban), a maradék mintakbol pedig sejtlizatumokat készitettiink Western blot analizishez.

3.6 Western blot

Az aktivalt T-sejtek liziséhez Triton X-tartalmu lizis puffert hasznaltunk, melyhez proteaz
inhibitort és natrium-ortovanadatot adtunk. A lizist 30 percen keresztiil jégen végeziik, majd a mintakat
centrifugaltuk, szintén 4°C-on. A feliiliszokat merkapto-etanol-tartalmi SDS mintapufferben forraltuk,
majd a mintak elvalasztasa SDS-PAGE segitségével tortént. Blottolas utan a nitrocellul6z membranokat
a megfelelé oldatokkal telitettiik (2 vagy 5% BSA, vagy 5% NFDM), a megfelel6 elsédleges (anti-
foszfotirozin, anti-Bcl-2, anti-Bim, anti-Cbl-b, anti-kaszpaz-3 (hasitott), anti-kaszpaz-8 (hasitott), anti-
kaszpaz-9 (hasitott), anti-citokrom c), majd a megfelelé masodlagos antitestekkel (anti-egér-1gG-
peroxidaz vagy anti-nytl-1gG-peroxidaz) inkubaltuk. A blotokat kemilumineszcens el6hivo reagenssel
hivtuk el6, a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A kemilumineszcens jelek detektalasa Fujifilm LAS
4000 blot imaging system segitségével tortént. A mintak egyenlé mennyiségének és tisztasaganak

ellendrzésére a blotokat anti-p-actin antitesttel is eléhivtuk.

3.7  Arthritis indukcio
Az autoimmun arthritis kivaltasahoz haromhetente, haromszor intraperitonealisan immunizaltunk
4-5-hénapos BALB/c, illetve ZAP-70"" néstény egereket 40 pug rhG1 és dimetil-dioktadecil-amménium-

bromid (DDA) adjuvans keverékével. A masodik oltast kdveten (21. naptol) az arthritis megjelenését



és sulyossagat klinikai pontszamokkal monitoroztuk. A harmadik immunizalast kovet6en az egereket
felaldoztuk, majd a szérumokat és a Iépeket begytijtottiik. A szérumokbol az autoantitest és a citokin
koncentraciok meghatarozasat végeztiik, a 1épsejtekbdl pedig in vitro sejtkultirat inditottunk, valamint

aramlési citometrids méréseket, és néhany kisérletekben T-sejt aktivacios vizsgalatokat végeztiink.

3.8 Invivo biolumineszcens vizsgalatok
Az in vivo képalkoto vizsgalatok soran az altatott egereket luminol PBS-es oldataval oltottuk be
intraperitonealisan (150mg/ttkg). A képeket 10 perccel a luminol beadasa utan készitettiink el az IVIS

Lumina II késziilék segitségével (Amax = 425 nm).

3.9 Intracellularis citokin mérés

Az intracelluléris citokin méréshez 10° sejtet PMA/ionomycinnel 12 6ran at, Brefeldin A
hozzaadasa mellett stimulaltunk, majd az IL-17 és IFN-y citokinek intracellularis mennyiségét aramlasi
citometriaval hataroztuk meg, a jel6lés a 3.3 pontban ismertetett intracellularis jelolés protokollja szerint

zajlott.

3.10 In vitro lépsejtkultira

A Kkisérleti allatok 1épébdl izolalt sejtekbdl sejtkulturat 1étesitettiink (1,8x10° sejt DMEM+10%
FCS médiumban), majd a sejteket 1,5 pg rhG1 antigén hozzdadéasaval/hozzaadasa nélkiil 3 napig
tenyésztettiik. A feliiluszokat begytijtottiik, majd fagyasztottuk a késobbi citokin ELISA vizsgalatokhoz.

3.11 Proliferacio

Az immunizalt allatok 1épébdl izolalt sejtek egy részét 96-lyantigén jelenléte mellett/nélkiil 3
napig tenyésztettiink (3x10° sejt/lyuk, triplikitumokban, DMEM+10% FCS médimban), majd a
proliferacio mértékét Promega CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay segitségével

hataroztuk meg.

3.12 Citokin ELISA mérések

A szérumokbol illetve a 1épsejtkultura feliiliszokbol kiilonbozo citokinek (IL1B, IL4, IL6, 1L-17,
IFNy, TNFa) koncentracidjat hataroztuk meg R&D Systems ELISA kitek segitségével a gyartd
ELISA segitségével hataroztuk meg. ELISA lemezekre thG1 antigént adszorbealtattunk A lemezeket
1,5% NFDM/PBS oldattal telitettiilk szobahdmérsékleten 1 o6ran keresztiil, majd PBS-Tween oldattal
mostuk. A szérumokkal 2 oran keresztiil inkubaltuk a lemezeket, majd ujra mostunk. Masodlagos
antitestként anti-lgGl-peroxiddz antitestet hasznaltunk (2 ora, szobahémérsékleten), majd ortho-

pheniléndiamin kromofor és hidrogen-peroxidaz szubsztrat hozzaadasaval eldhivtuk a lemezeket.



3.13 Statisztikai médszerek

Az eredmények statisztikai analizisét a GraphPad szoftverrel végeztiik, kétmintas t-proba
segitségével, ahol statisztikailag szignifikans kiilonbségnek a p<0.05 értéket tekintettilk. Az abrazolt
értékek minden esetben atlag = SEM.

4  Eredmények
4.1 A ZAP-70 knockout egér modell jellemzése
4.1.1 ZAP-70 expresszio ZAP-70 hianyos egerekben

A ZAP-70 fehérje expressziojat Western blot és aramlési citometria technikdkkal vizsgaltuk. A

ZAP-70** és ZAP-70"" egerek nyirokcsomoiban és 1épében kimutathaté a ZAP-70 fehérje, mig a ZAP-

707 allatok mintaiban a varakozasoknak megfeleléen nem expresszalodik. Méréseinket kvantifikalva

igazoltuk, hogy a ZAP-70*" egerekben a ZAP-70 expresszidja kb. fele a ZAP-70""* egerekben mértnek.

4.1.2 A maésodlagos nyirokszervek sejtosszetétele

A ZAP-70 knockout egerek vérének, masodlagos nyirokszerveinek és timuszdnak

sejtosszetételében bekovetkezd valtozasokat aramlasi citometriaval vizsgaltuk. Ahogy vartuk, a ZAP-
707 egerek szerveiben szinte alig mutathatok ki T-sejtek a ZAP-70** kontrollhoz képest, mig a B-sejtek
aranya szignifikdnsan n6tt. A ZAP-70*" egerek esetében vannak T sejtek a periférias nyirokszervekben,
de szazalékos aranyuk szignifikdnsan csokkent a ZAP-70*"* kontrollhoz képest, mig a B sejtek aranya
szignifikansan emelkedett, bar kisebb mértékben, mint a ZAP-70" egerekben. A ZAP-70""és ZAP-70*"*
timuszokban a sejtosszetétel hasonld volt, a timocitak kevesebb, mint 1%-a ketts negativ, a tobbség
kettés pozitiv, a CD4 egyszeresen pozitiv sejtek aranya 7,4+0,4%, a CD8 egyszeresen pozitiv sejteké
2,3+0,2% a ZAP-70""* egérben, a ZAP-70*" timuszban pedig 9,8+0,9%, illetve 2,4+0,3%. A ZAP-70™"
egerek timuszaban a timocitak szinte mind kett6s pozitivak (99,9+0,1%), a kett6s negativ sejtek aranya
nem tér el a vad-tiplstol, az egyszeresen pozitiv sejtek viszont szinte teljesen hidnyoznak. A ZAP-70""
és ZAP-70""* egerek nyirokszerveiben és vérében megvizsgiltuk a Treq sejtek aranyat a CD4* sejteken
beliil. A timuszban és a vérben nem volt kiilonbség a ZAP-70*"és ZAP-70""* egerek T aranya kozott,
a ZAP-70""* egerek 1épében és nyirokcsomodiban azonban nagyobb aranyban talalhatoak Treq Sejtek, mint
a ZAP-70*allatokéban.

4.1.3 Szovettan
A ZAP-70""* egerek 1épében jol lathatoak a follikulusok a B-sejtekkel és a T-sejtek altal alkotott

PALS régiok. A T-sejtek ardnyéban tapasztalt csdkkenés ellenére a ZAP-70"" egerek 1épében a PALS
régiok jelen vannak, a szvet morfologiaja hasonld a ZAP-70**-hoz. Ezzel szemben a ZAP-707 egerek
1épébdl teljesen hidnyoznak a PALS régiok, a centralis artériak mellett nincsenek jelen T-sejt zonak, a
B-sejtek viszont itt is follikulusokba rendezédnek. Az inguinélis nyirokcsomok esetében a ZAP-70""
egerekben a parakortikalis T-sejt zona jelen van, de kevesebb sejtet tartalmaz és kevésbé strukturalt,
mint a ZAP-70""* nyirokcsoméban, mig a ZAP-707" mintékban a kevés, elszortan jelenlévd T-sejt nem

alkot rendezett strukturat a paracortexben. Ezzel szemben a mezenteridlis nyirokcsomokban a
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valtozasok sokkal kevésbé latvanyosak: a ZAP-70*" nyirokcsomdkban jelentds szamu T-sejt talalhato,
igy a morfoldgia hasonlo a vad-tipushoz. Szintén nem elhanyagolhatdé mennyiségli T-sejt talalhatod a
ZAP-70" mezenterialis nyirokcsomokban, de ezek sem alkotnak rendezett T-sejt zonat. A ZAP-70** és
ZAP-70*" egerek timuszaban elkiilonithetd a kettds pozitiv sejteket tartalmazo cortex és az egyszeresen
pozitiv timocitdkat tartalmaz6 medulla. A medulla méretében csdkkenés figyelhetd meg a heterozigota
timuszban is, de a ZAP-707 timuszokbol teljes egészében hianyzik a egyszeresen pozitiv sejteket
tartalmaz6 medulla, mely Osszhangban van az aramlasi citometrias eredményekkel. A timocitak
aranyaban megfigyelt valtozasokkal parhuzamosan a timusz epithél sejtek aranyaban is eltérések
figyelhetéek meg. A ZAP-707 egerek timuszaban csak elszortan vannak jelen medullaris epitél sejtek,
kortikalis epitél sejtek toltik ki a szovet nagy részét, a ZAP-70"" egerekben ugyan a medulla és a kortex
elkiilonithetd, a medullaris epitél sejtek altal kitoltott teriilet azonban kisebb, mint a ZAP-70""* esetében

4.1.4 T-sejt aktivaciod és apoptdzis
Anti-CD3/CD28 stimuldciot kovetden a ZAP-70"" egerekbdl szarmazd T-sejtek eltérd

mintazat(, csokkent mértékil tirozin-foszforilaciot mutattak mind 24, mind 48 h kezelés utan a ZAP-
70*"* kontrollokhoz viszonyitva. A hasitott kaszpaz-3 jelenléte az apoptotikus utvonalak aktivitasat jelzi.
A stimulalt ZAP-70*" T-sejtekben kevesebb hasitott kaszpaz-3 mutathaté ki mind 24, mind 48 h utén,
mint a BALB/c egerek stimulalt T-sejtekben. 48h utan a BALB/c és a ZAP-70*" egerek stimulalt T-
sejtjeiben egyarant magasabb volt a kaszpaz-3 hasitott formajanak expresszidja, mint 24 h stimulacié
utan. A hasitott kaszpaz-8 az extrinszik utvonal iniciator kaszpaza. 24 h stimulacié utan a BALB/c T-
sejtekben kis mértékben csokkent a kaszpaz-8 aktivacio, a ZAP-70"" egerek T sejtjeiben viszont
kifejezettebb volt ez a kiilonbség. 48h utan ez a kiilonbség kiegyenlitodik, a stimuldlatlan BALB/c T-
sejtekben pedig csokken a hasitott kaszpdz-8 mennyisége. Az intrinszik apoptotikus utvonal
aktivalodasat a hasitott kaszpaz-9 segitségével vizsgaltuk. ZAP-70"" egerek T-sejtjeiben mind 24, mind
48h utan jelent6sen tobb a hasitott kaszpaz-9 mennyisége, mint a BALB/c mintakban. A 24 6ras
mintakban, valamint a 48 6ras mintak koziil a BALB/c T-sejtekben stimulacio hatasara n6 a kaszpaz-9
hasitott formajanak expresszidja, azonban 48 dra elteltével a ZAP-70"" egerek stimulélt és stimulalatlan

T-sejtjeiben koriilbeliill megegyezik a hasitott kaszpaz-9 mennyisége.

4.15 T-sejt rekonstitucié ZAP-70" egerekben
Mar 10 nappal az intraperitonealis timocita transzfer utan T-sejtek jelentek meg a vérben (kb.

4%), aranyuk pedig a kisérlet id6tartalma alatt (120 nap) allandé maradt (4 és 6 % kozott). Az allatok
vérében, periférids nyirokcsomoiban és l1épében az af/yd T-sejtek aranya normalizalodott, a T-sejtek
tobb, mint 80%-a aff T-sejt receptort expresszalt. A kisérlet végén a recipiens egerek periférias
nyirokcsomoibol és 1épébdl immunfluoreszcens szdvettani mintdkat is készitettiink, melyeken jol
lathato, hogy a transzfert kapott allatok vizsgalt nyirokszerveiben T-sejt zonak jelentek meg. Hogy
igazoljuk, hogy a ZAP-70" egerekben a timocita transzfer hatisara normalizalodik a T-sejt érés, a

recipiens egerek timuszaban vizsgaltuk a kiildnbdz6 timocita alcsoportokat. Mig a ZAP-707 egerek

11



timuszaban a timocitak szinte kizardlag kettGs pozitiv fenotipusuak (99 + 0,7 %), a transzfer utan ez az
arany 90,5 £3,7 %-ra csokkent, valamint megjelentek CD4* és CD8"* egyszeresen pozitiv thymoctak. A
timocita transzfer hosszutavu hatasainak vizsgalatara a transzfert kapott egerek egy csoportjat 120 nap
elteltével nem dolgoztuk fel, 4 allat esetében pedig egészen 12 honapig folytattuk a monitorozast. A
kimérizmus tovabbra is stabilnak bizonyult, a transzfer sikerességét jol mutatja az is, hogy az allatok

¢lettartama jelentdsen megndtt a transzfert nem kapott tarsaikéhoz képest.

4.1.6 A timuszban lezajld korai valtozasok vizsgalata

A timuszban mar az i.p. transzfert kovetd 10-17. napon lattunk valtozasokat: a kettds negativ
timocitadk aranya 0,8+0,1%-r6l 4,341,1%-ra nétt (10. nap), ezzel parhuzamosan a kettds pozitiv sejtek
ardnya 99+0,7%-r01 94,7+1,1%-ra csokkent. Az érett, egyszeresen pozitiv timocitdk aranya
folyamatosan emelkedett a negyedik naptol, majd a 17. napon mind a CD4* (0,640,1%), mind a CD8*
timocitak (0,5+0,1%) aranya elérte a maximumat, jelezve a timuszban zajlo T-sejt érés
normalizalodasat. Erdekes modon a 24. napra az dsszes timocita alcsoport aranya visszatért a kiindulasi
értékre. Kivancsiak voltunk, hogy a timocita csoportokban lezajlo valtozasok hatassal vannak-e a timusz
jelentek meg foltszerli elrendezésben, a kvantitativ mérések alapjan a medullaris részek teriilete a
timocita alcsoportok aranyaval parhuzamosan valtozott: a 17. napon latott kezdeti névekedés (0. nap:

1,3+0,17, 17. nap: 2,05 £0,27) utan a medulla teriilete ismét csokkent (1,17 = 0,12)

4.1.7 GFP-transzgént expresszalo timocitak transzfere

Hogy bizonyitsuk, hogy a fentiekben ismertetett T-sejt repopulacio valdban a transzferalt
timocitak altal kialakitott stabil kimérizmus eredménye, GFP-transzgenikus egerekbdl szarmazd donor
timocitakkal is elvégeztiik a transzfert. A periférids vérben a T-sejtek aranya a transzfert kovetd 7. és
12. hétre 31,6+ 6,4%-ra (ebbdl 83,5 £3,9% GFPY), illetve 27,1 + 4,4%-ra (ebbdl 78,5 + 6% GFP™) n6tt.
A masodlagos nyirokszervekben is vizsgaltuk a donor-eredetli T-sejtek aranyat: a periférias és
mezenterialis nyirokcsomokban, 1épben és Peyer plakkokban is azt talaltuk, hogy a transzfert kdvetéen
a T-sejtek aranya 16 és 24 % kozott van, a donor sejtek aranya a T-sejteken beliil a nyirokcsokban 70%,
a lépben 90%, a Peyer plakkban pedig 87% volt. A donor sejtek elhelyezkedését a 1épben szovettan
segitségével vizsgaltuk: GFP* sejtek csak a T-sejteket tartalmazo PALS régidban lattunk, a B-sejteket
tartalmazo follikulusokban nem. A timuszban szovettan segitségével nem sikeriilt kimutatni GFP*
sejteket feltehetden azok alacsony szama miatt, azonban RT-PCR segitségével erés GFP expresszio
lathato a GFP™ timocita transzfer kapott egerek timuszaban, mig ugyanezen egerek csontveld mintaiban

igen alacsony volt a GFP expresszidja.

4.1.8 A timocitak peritoneumbol vald homingjanak vizsgalata

Annak kideritésére, hogy a peritoneumba beadott sejtek hogyan hagyjak el a peritoneumot és

jutnak el a keringésbe CFSE-jeldlt timocitakkal oltottunk be intraperitonealisan ZAP-707-egereket, majd
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12, 24, 48 ¢és 72 6ra mulva analizaltuk a mediastinalis, inguinalis és axillaris nyirokcsomdkat, valamint
a peritoneum kiilonboz6 szerveit. A legtobb donor limfocitat az omentumban talaltuk, melyben a CFSE*
sejtek tobbsége CD4 CD8 kettds negativ volt. A whole mount szdvettan alapjan a donor-sejtek nem
elszorva, hanem aggregatumok forméjaban jelennek meg az omentumban, immunfluoreszcens festés
segitségével pedig megallapitottuk, hogy a CFSE" sejtek az omentum limfoid teriiletein, az gy nevezett

milky spotokban talalhatoak.

4.1.9 Funkcionalis tesztek

Annak a vizsgalatara, hogy a transzfert kdvetéen megjelendé T-sejtek funkcionalisan aktivak-e

in vitro T-sejt aktivacios teszteket végeztiink. Az anti-CD3/CD28 gyongydkkel tortént stimulacio
hatasara a transzferalt egerek 1épébdl izolalt T-sejtek proliferacids és tirozin foszforilacios mintazata a
ZAP-70** egerek T-sejtjeihez hasonld. Ezen eredmények alapjan elmondhaté, hogy a donor

timocitakbol differencialodott T-sejtek aktivacios és proliferacios képessége megkozeliti a kontrollokét.

4.2 Rekombinans human Gl-indukalt arthritis (GIA) vizsgalata részleges ZAP-70

hianyos egerekben

4.2.1 Az autoimmun arthritis klinikai képe

A kezdeti hasonl6 klinikai pontszdmok utan az 52. napt6l a ZAP-70*" csoportban szignifikansan

enyhébb arthritist figyeltiink meg. Az arthritis incidenciaja a ZAP-70*" csoportban (20%) a fele volt a
masodik oltas idépontjaban (42. nap) a ZAP-70"* csoportban megfigyeltnek (40%). Ezutdn a két
csoportban a betegség gyakorisdga hasonldé modon emelkedett, majd a kisérlet végén mindkét
csoportban elérte a 100%-ot. In vivo biolumineszcens vizsgalatokkal a gyulladas mértékét kivantuk
mennyiségileg is pontosabban jellemezni. A klinikai pontszamoknak megfelelden az arthritises ZAP-

70*" allatok hats6 1aban szignifikdnsan kisebb myeloperoxidaz aktivitast mértiink.

4.2.2 Antigén-specifikus proliferdcio, citokin- és autoantitest termelés
Az arthritises ZAP-70*" egerek 1épsejtjei thG1 stimulacio hatdsara szignifikinsan kisebb

mértékben osztodtak A rhG1 antigénnel stimulalt Iépsejtkulturak feliilliszojabol mért citokinek koziil az
IL-4, IL-6 és IFN-y mennyisége szignifikdnsan kevesebb volt a ZAP-70"" egerek mintaiban, az IL-17
mennyisége szintén csokkent, mig a TNF-a koriilbeliil hasonldé mennyiségben volt jelent az arthritises
BALB/c és ZAP-70"" feliiliszokban. Az arthritises egerek szérumabol mért thG1 antigén ellenes, IgG1
izotipust autoantitestek mennyisége szintén kevesebb volt a ZAP-70%" allatokban, de a kiilonbség
statisztikailag nem mutatkozott szignifikansnak. A szérum IL-17 és IL-4 szintek hasonloak voltak a két

csoportban, IL-6 viszont nagyobb mennyiségben volt jelen az arthritises ZAP-70"" egerek széruméban.

4.2.3 Helper T-sejt alcsoportok meghatirozasa intracellularis citokin termelés mérésével
Az IL-17 esetén az arthritises CD4" sejtek szintén tobb IL-17-t termelnek, mint az egészséges

allatokbol szarmazo CD4" sejtek, mig az egészséges és arthritises csoportokon beliil a BALB/c és ZAP-
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70*" allatok kozott jelentds eltérést nem figyeltiink meg. Ahogy varhato volt: az arthritises egerekbdl
szarmazo CD4" sejtek nagyobb aranyban termeltek IFNy-t, mint a nem arthritises csoportok CD4*
sejtjei. Az arthritises csoporton beliill a BALB/c egerek CD4*sejtjei szignifikansan nagyobb aranyban
termeltek IFNy-t, mint a ZAP-70*" egereké, mint az arthritises BALB/c egerek 1épsejtjei.

4.2.4 A T-seijt aktivacio és apoptdzis mintizat valtozdsai autoimmun arthritisben és ZAP-70
rsézleges hianyaban

A tirozin-foszforilaciés mintazat alapjan az egészséges és arthritises BALB/c egerek T-sejtjei
hasonld mértékben aktivalédnak anti-CD3/CD28 stimulacié hatasara, mig ehhez képest az arthritises
ZAP-70*" egerek T-sejtjeiben csdkkent tirozin foszforilaciot mértiink a stimuldcié utdn. Mindkét
stimulalt arthritises mintaban nagyobb mértékii foszforilacio lathatd, mint az egészséges allatokéban

Az egészséges ¢s arthritises BALB/c egerekbdl izolalt T-sejtekben stimulacié hatasara nétt a
Cbl-b mennyisége, az arthritises stimulalt mintakban az egészségeshez hasonlo expresszié lathatd. Az
egészséges ZAP-70"" T-sejtekben nem tudtunk Chl-b-t kimutatni stimulacié utin sem, azonban az
arthritises ZAP-70*" T-sejtekben megjelenik Cbl-b a stimulacié utén a stimulalatlanhoz képest nagyobb,
de a BALB/c-nél kisebb mennyiségben. Az apoptotikus Gtvonalak kozos markereként hasznalt hasitott
kaszpaz-3 mellett a hasitott kaszpaz-8 kimutatasaval az extrinszik, a hasitott kaszpaz-9 vizsgalataval
pedig az intrinszik apoptozis utvonal aktivitasat kivantuk tanulmanyozni. Az arthritises BALB/c
stimulalt T-sejtjeiben kisebb mennyiségben van jelen hasitott kaszpdz-3, mint az egészséges BALB/c
egerekében, ezzel szemben az egészséges ¢és arthritises ZAP-70"" T-sejtekben hasonlé volt az expresszid
mértéke. Az arthritises egereket dsszehasonlitva a hasitott kaszpaz-3 mennyisége a ZAP-70*" egerek
stimulalt T-sejtjeiben tobb, mint a BALB/c-k stimulalt T-sejtjeiben. A hasitott kaszpaz-8 az Gsszes
mintaban kimutathaté volt, azonban mig az arthritises egerekben a stimulacié hatasara csokkent a
szintje, addig az egészséges BALB/c-k T-sejtjeiben nem valtozott, az egészséges ZAP-70"" T-sejtekben
viszont emelkedett. BALB/c egerekben a hasitott kaszpaz-9 mennyisége megnétt a stimulacio hatasara
mind az egészséges, mind az arthritises T-sejtekben, a stimulalt, arthritises BALB/c T-sejtekben
nagyobb expressziot talaltunk. A hasitott kaszpaz-9 mennyisége egészséges ZAP-70"" egerekben a
stimulacio hatasara nem valtozott, de mar a stimulalatlan mintakban is megjelent az aktivalt forma. Az
arthritises ZAP-70"" T-sejtekben stimulacié nélkiil is hasonld mennyiségben volt jelen hasitott kaszpaz-
9, mint az egészséges, stimulalt ZAP-70"" T-sejtekben. Anti-CD3/CD28 aktivacid hatasira enyhén
emelkedett a hasitott kaszpaz-9 mennyisége, de az expresszié mértéke kisebb, mint az arthritises
stimulalt BALB/c mintakban. A Bim a Bcl-2 csaladba tartozé proapoptotikus fehérje, az intrinszik
apoptotikus utvonal egyik fontos szabalyozdja, izoformai koziil a BimgL —t és a Bim, —t vizsgaltuk.
Mindkét izoforma kimutathat6 volt az 6sszes mintdban 72h anti-CD3/CD28 stimulécié utan, nagyobb
mennyiségben a BimgL volt jelen. Stimuldciéo hatdsara a Bimg mennyisége minden mintaparban
emelkedett, az arthritises mintakban nagyobb mértékben. A stimuldcid altal kivaltott emelkedés az
arthritises BALB/c T-sejtekben az egészségeshez viszonyitva jelentdsebb, mint az ZAP-70*" T-

sejtekben latott kiilonbség, mivel itt az egészséges és arthritises T-sejtekben hasonld mértékii valtozast
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tapasztaltunk a stimulacio hatasara. A Bim, szintén jelen volt az 6sszes mintaban, azonban a stimulaciot
kovetd valtozasok nem voltak olyan latvanyosak, mint a Bimg, esetében. Ez alol kivételt képeznek az
arthritises BALB/c T-sejtek, ahol stimulacio hatasara a legnagyobb expresszio-novekedést tapasztaltunk
mindkét izoformat figyelembe véve. A citokrom c az intrinszik apoptotikus Gtvonal aktivalodasakor
jelenik meg a citoplazmaban a mitokondriumbdl felszabadulva. Az egészséges BALB/c T-sejtekben
stimulacié hatdsara ksimértékben emelkedik a a citokrom c a citoplazmaban, mig egészséges ZAP-70*"
T-sejtekben a stimulacio hatasara inkabb ellentétes altozast tapasztaltunk. Minden arthritises mintaban
novelte a stimulacio a citokrom c felszabadulasat, a nGvekedése mértéke hasonld volt a BALB/c és a
ZAP-70*" T-sejtekben. Erdekes modon az arthritises stimulalatlan mintikban kevesebb citokrom c-t
mutattunk ki, mint az egészséges stimulalatlan T-sejtekben. A Bcl-2 anti-apoptotikus fehérje, mely az
intrinszik apopto6zis Gtvonalban neutralizalja a pro-apoptotikus fehérjéket. A BALB/c egerekbdl izolalt
T-sejtekben csak stimulacid hatdsara mutathaté ki Bcl-2, az arthritises mintdban nagyobb
mennyiségben. Ezzel szemben az egészséges ZAP-70*" T-sejtekben csak a stimulélatlan mintdban van
jelen Bcl-2 kis mennyiségben, ugyanezen arthritises T-sejtekben a stimulacido néveli a Bcl-2

mennyiségét, de a stimulalatlan mintaban is kimutathato.

5 Megbeszélés
5.1 A ZAP-70 hianyos egerek immunfenotipusanak jellemzése

Mivel a tervezett kisérleteink soran ZAP-70"" egerekkel is terveztiink dolgozni, elvégeztiik az
allatok alap immunfenotipusanak jellemzését. A ZAP-70*" egerek periférias nyirokszerveiben csokkent
a T-sejtek aranya a vad-tipushoz képest, azonban nem annyira latvanyosan, mint a ZAP-707 egerek
esetében, melyeknek gyakorlatilag nincsenek T-sejtjeik a periférian. A B-sejtek aranya mind a ZAP-
70*", mind a ZAP-70" egerekben nétt a vad-tipushoz képest. A timuszban kisebb a kiilénbség a vad-
tipus és a ZAP-70*" 4llatok sejtaranyai kozott, mint a periférids nyirokszervekben, a CD4" timocitdk
aranya nétt a ZAP-70"" egerekben, de ez a kiilonbség nem volt szignifikins. Ennek hatterében az allhat,
hogy a ZAP-70 a CD8" sejtek fejlodésében jelentGsebb szerepet jatszik, a ZAP-70 pozitiv szelekcio
el6tti upregulacigja nélkiil CD8 SP timocitak nem jelennek meg, mig a CD4 SP timociték egy része be
tudja fejezni igy is a fejlodését, a ZAP-70 csokkent expresszidja a heterozigota allatokban valoszintileg
a CD8 SP sejtek érését jobban befolyasolja, mint a CD4 SP timocitakét. Ezzel 6sszefiiggésben allhat az
a megfigyelésiink is, hogy a ZAP-70*" periférias nyirokszervekben nagyobb aranyban taléltoak CD4* T-
sejtek, mint a vad-tipuséban. A regulatorikus T-sejtek is a CD4" populacioba tartoznak, ezért vizsgaltuk
aranyukat vérben, timuszban, illetve masodlagos nyirokszervekben. A timuszban és vérben nem
talaltunk kiilonbséget a vad-tipus és a heterozigéta allatok kozott, a Iépben és nyirokcsomdkban azonban
csokkent Treq aranyt figyeltiink meg a ZAP-70*" egerekben. A timuszban a természetes Treg-eK (tTreg)
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erdsségii TcR szignal sziikséges. Ezzel szemben az indukalt Treg-eK (i Treg) a periférian keletkeznek CD4*
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sejtekbdl antigén, IL-2 és TGF-B jelenlétében. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a tTreg-fejlodéshez
sziikséges, ,.kozepes” erdsségli TcR szignalhoz elegend6 a ZAP-70 expresszios szintje a heterozigota
allatokban, igy ezekben az allatokban a tTrg aranya a timuszban nem tér el jelentdsen a vad-tipustol.
Azonban a csokkent ZAP-70 expresszio a heterozigdta allatokban valosziniileg nem tud olyan effektiv
TcR jelatvitelt biztositani antigén hatdsara, ami elégséges az iTrg-ek kialakuldsdhoz a periférias
nyirokszervekben, ennek eredménye lehet az alacsonyabb Tregarany a 1épben és a nyirokcsomokban. A
ZAP-70 fontos szerepet jatszik a T-sejtek proximalis TcR-n keresztiili jelatvitelében, ezért vizsgaltuk
izolalt ZAP-70*" T-sejtek TcR-n keresztiili aktivalhatosagat és apoptozis érzékenységét. A CD3 és a
CD28 kostimulaciés molekulan keresztiil stimulalva a ZAP-70"" T-sejtek csokkent foszforilaciot
mutattak a vad-tipushoz képest mind 24, mind 48 ora elteltével. A csokkent ZAP-70 expresszio
eredményeként a ZAP-70*" T-sejtek kevésbé aktivalhatdak a TcR komplexen és kostimulacids
molekulakon keresztiil, mint a vad-tipusa T-sejtek. Ez az eredmény Osszhangban van mas
tanulmanyokkal, melyekben hipomorf ZAP-70 mutacidkat hordozé egerek timocitai, illetve T-sejtjei
csokkent TcR-n keresztiili jelatvitelt mutattak. Az immunvalasz és a T-sejtek aktivacidjanak egyik
szabalyozoja az apoptdzis, melynek intrinszik és extrinszik, kaszpaz-dependens Utvonalait vizsgaltuk.
A kaszpaz-3 mindkét utvonal k6zos effektor kaszpaza, melynek hasitott formajat a stimulalatlanhoz
képest nagyobb mennyiségben mutattuk ki stimulalt T-sejtekben, a fehérje mennyisége a stimulalt
BALB/c mintakban volt a legnagyobb. A kaszpaz-9 hasitott formajat a stimulalt és stimulalatlan ZAP-
70*" T-sejtekben egyarant ki tudtuk mutatni, koriilbeliil hasonlé mennyiségben, mig a BALB/c T-
sejtekben a stimuléacio hatdsara emelkedett meg a hasitott kaszpaz-9 mennyisége. A ZAP-70 csokkent
expresszioja eredményeink szerint nem csak a T-sejtek aktivacidjara, hanem apoptozis érzékenységére
is hatassal van. A ZAP-70*" T-sejtek kevésbé aktivalodtak, és kevésbé voltak érzékenyek az apoptozisra
24, illetve 48 ora stimulacié utdn. A ZAP-70*" T-sejtekben akitv intrinszik apoptotikus itvonal nem
okoz megfigyelhet6 kaszpaz-3 aktivaciot, ez feltételezésiink szerint az aktivalt kaszpaz-9 inhibitorainak,
talélési faktoroknak (Erk, Akt Gtvonalak) a kovetkezménye lehet.

5.2 A T-sejtes immundeficiencia korrekcioja timocita transzferrel

Az irodalomban eddig kozolt T-sejt rekonstitucios tanulmanyok foként HSC-k irradialt
modszerrel probalkoztunk a ZAP-707 egerek T-sejtjeinek rekonstitiicidjara, azonban technikai
megfontolasok miatt (intrahepatikus beadas 0jsziilétt egerekbe nehezen kivitelezhetd, magas sejtszam
szlikséges, amihez sok donor csontveldre van sziikség), valamint timocitak adoptiv transzferét vizsgalo
tanulmanyok kis szama miatt a tovabbiakban timocitak intraperitonedlis transzferével dolgoztunk.
Munkénk soran bebizonyitottuk, hogy ZAP-70""* timocitak intraperitonedlis transzferével a T-sejt-
képzés tartosan helyreallithatd. Vad-tipusu, ZAP-70** egerekbdl szarmazé 5-10x10° timocita egyszeri,
intraperitonealis beaddsa hosszi-tavon megsziinteti az immundeficienciat, ezzel szignifikansan

megndvelve az egerek élettartamat: mig a ZAP-707 egerek konvenciondlis 4llathazi koriilmények kozott
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atlagosan csak 7-10 hetes korukig élnek, a transzferalt egerek koziil volt, amely 8-12 hénapos kort is
megélt. A 1étrehozott kimérizmus stabilitasat jelzi, hogy a vérben és masodlagos nyirokszervekben
honapokkal a transzfer utan is jelen voltak érett T-sejtek, melyek tobbsége af T-sejt receptort
expresszalt. A szdvettani vizsgalatok alapjan a transzferalt 4llatok nyirokcsomoi és 1épe a ZAP-70%"*-
hoz hasonl6 szerkezetet mutatott, mely arra utal, hogy a transzfer utdn megjelend T-sejtek képesek
helyreéllitani a ZAP-707 egerek masodlagos nyirokszerveinek morfologiai eltéréseit. A GFP*
timocitakkal végzett transzferkisérletek pedig egyértelmiien bizonyitjak, hogy a transzfer utan
megjelend érett T-sejtek donor eredetiiek. A kimérizmus hosszu-tava fenntartasahoz folyamatos T-sejt
képzésre van sziikség, melyhez a timusz repopulacidja is sziikséges. Ezt alatamasztja, hogy a timuszban
egyszeresen pozitiv timocitdk jelentek meg 17 nappal a transzfer utdn, melyet a medullaris régio
teriiletének novekedése kisért, igy feltételezésiink szerint a transzfer hatasara a timuszba helyreallt a T-
sejt-képz6dés. A T-sejtek érése soran a timocitak és a timusz epithél sejtek kozti cross-talk ismert
jelenség. Megfigyeltiik tovabba, hogy a periférias vérben a timuszban talalhatd egyszeresen pozitiv
timocitak megjelenését par nap késéssel kovetve fokozatosan emelkedd mennyiségt, érett T-sejt jelenik
meg, valamint, hogy a masodlagos nyirokszervekben a 21. napon az af/yd T-sejtek aranya mar a ZAP-
70**-ra emlékeztet. Ezek alapjan a valosziniisithetd, hogy a donor timocitak képesek a recipiens egerek
nyirokszerveit érett, af-T-sejtek formajaban repopulalni. Mindezek alapjan feltételezziik, hogy az
intraperitonealis transzfert kdvetd elsé honapban a T-sejt fejlodés egy hulldma zajlott le, hossza tdvon
regeneralva a timuszt, melyben igy honapokon at T-sejt termelés zajlott.

A hasiiregbe beadott timocitak képesek eljutni a timuszba, az azonban nem volt ismert, hogy
milyen Gtvonalon hagyjak el a peritoneumot. Az irodalmi adatok alapjan a hasiiregbe intraperitonealisan
beadott sejteket a mediastinalis, illetve ipsilateralis inguindlis nyirokcsomok drenaljak, azonban
kisérleteink soran nem talaltunk CFSE* donor sejteket a nyirokcsomokban. Szignifikans mennyiség,
CFSE" sejtaggregatumokat talaltunk viszont az omentumban, az tgynevezett milky spot régiokban,
melyekrol ismert, hogy szerepet jatszanak a B2-B-sejtek és dendritikus sejtek homingjaban, valamint a
tumorok altal preferalt adhézios régiok. A milky spotok szerkezete jelentésen kiilonbozik a masodlagos
nyirokszervekétdl, a T-sejtek és B-sejtek nem kompartmentalizalodnak, nincsenek afferens nyirokerek,
az antigének a nem-folytonos mezothelialis réteg fenesztracioin keresztiil jutnak be a peritoneumbol.
FeltételezhetOen ezeken az intercellularis “réseken” keresztiil jutnak be az omentumba az i.p. beadott
sejtek is. Az altalunk megfigyelt CFSE* sejtek nagy része CD4°CD8 kett6s negativ, feltételezhetéen ez
a DN populacié az egyik forrasa azoknak a donor timocitaknak, melyek a recipiens timuszba eljutva
hozzajarulnak az érett SP timocitak kialakulasahoz.

Eredményeink alapjan az alabbi mechanizmust feltételezziik a ZAP-70"* timocita transzfert
kovetd T-sejt repopulaciora ZAP-707 allatokban. Az intraperitonalis oltas soran beadott timocitdk egy
kevert sejtpopulaciot alkotnak, igy a transzfer soran érett és éretlen sejtek keverékét adjuk be a recipiens
allatok peritoneumaba. Feltételezésiink szerint a donor sejtek dsszetett moédon repopuléljak a ZAP-707

recipienseket: az érett, egyszeresen pozitiv sejtek valdszintileg eljutnak a masodlagos immunszervekbe,
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az ott lejatszodo periférias homeosztatikus expanzio pedig az ideiglenes helyreallitott immunvalasz
révén hozzajarul a tuléléshez a transzfert kovetd kezdeti idészakban. Ezzel parhuzamosan, az éretlen
sejtek feltehetden képesek az elsddleges nyirokszervekbe, foként a timuszba vandorolni, és ott hossza
tavon helyreallitani a T-sejt-képzést. A kettds pozitiv sejtek apoptozis-érzékenysége rendkiviil nagy,

ezért feltételezziik, hogy nem ez a sejtpopulacid, hanem inkabb a kettds negativ timocitak jatszahatnak
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hipotézisiink szerint késébb eljuthatnak a csontveldbe/timuszba, majd kolonizaljak ezen szerveket.

5.3 A T-sejt aktivacio/apoptozis jelatviteli utvonalak valtozasai autoimmun arthritis

modellben

Munkénk sordn a ZAP-70"" egerekben is sikeriilt arthritist indukalni, a kisérlet végére a betegség
incidenciaja hasonld volt a BALB/c kontrollokban megfigyelthez, azonban az iziileti gyulladas mértéke
a klinikai pontszamok alapjan kevésbé volt sulyos, amit az in vivo képalkotd vizsgalatok is
alatamasztottak. A szérumban mért gyulladasos citokinek (IL-4, IL-6, IL-17) mennyisége hasonl6 az
arthritises BALB/c illetve ZAP-707 egerekben, azonban ez egy Ossz-citokin mennyiség, melyet
tobbféle, szisztémas immunvalaszban részt vev0 immunsejt termel, ami a finomabb kiilonbségek
elmosddasahoz vezethet. Mivel a ZAP-70*" egerekben az arthritis indukcidhoz sziikséges antigénre
specifikus 1gG1 autoantitest-produkcid csak kismértékben csokkent, ezért feltételezziik, hogy a T-sejtek
B-sejtekkel vald kooperacidja alapvetéen nem sériilt, és a B-sejtek betegségben betdltott szerepe
feltételezhetéen valtozatlan. Az antigén-specifikus immunvalaszok az arthritises ZAP-70*" 4llatokban
szignifikans eltérést mutattak a ZAP-70** kontrollokhoz képest: az in vitro 1épsejtkultirdban a rhG1
stimulaci6 hatasara mért sejt-proliferacio szignifikansan csokkent, a feliiluszobol mért citokin-mintazat
pedig jelentésen eltért. Az arthritises, antigén-stimulalt ZAP-70*" 1épsejtek szignifikinsan kevesebb IL-
4, IL-6 és IFNy citokint termelnek, azonban a termelt IL-17 mennyisége nem valtozott jelentOsen. A
szérumbol, illetve 1épsejtkultirabol mért citokinek esetében nem ismert, hogy melyik sejtcsoport
termeli, ezért a T-sejtek altal termelt, a GIA-ban kulcsszerepet jatszé citokinek mennyiségének
meghatarozasat aramlasi citometriaval is elvégeztik. Az IL17-termelé CD4" T-sejtek aranya hasonlo
volt az arthitises BALB/c illetve ZAP-70*" egerekben PMA/ionomycin stimuléci6 hatésara, viszont az
IFNy* CD4* T-sejtek aranyaban azonban itt is csdkkentést tapasztaltunk a heterozigota allatokban. Ezek
alapjan a ZAP-70 részleges hianya a Th1/Th17 polarizaciét is befolyasolta, a GIA modellre jellemz6
Th1/Th17 kozti intermedier forma helyett a csokkent IFNy produkcié mellett inkabb az IL-17 termelés
marad jellemzo.

Jelenlegi és korabbi eredményeink alapjan feltételezziik, hogy klinikai képben tapasztalt
valtozasok a T-sejtekben a ZAP-70 részleges hianya miatt megvaltozott aktivacios és apoptotikus
folyamatok kovetkezményei. Ennek részletesebb tanulmanyozasara egészséges és arthritises egerek

izolalt T-sejtjeiben vizsgaltuk kiilonbozo apoptotikus jelatviteli utvonalak molekulait CD3/CD28
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kostimulacio hatasara.A tirozin foszforilaciés mintazat alapjan az arthitises T-sejtek stimulacio hatasara
erteljesebb aktivaciot mutatnak, mint az egészséges allatok T-sejtjei. Valdsziniisithetd, hogy az
arthritises egerekbdl izolalt sejtekben nagyobb aranyban talalhatoéak effektor T-sejtek, ezekre pedig
jellemzd az erdteljes tirozin foszforilacio. A ZAP-70"" egerek esetében az arthritis hatdsara kisebb
mértékben szintén emelkedett a tirozin foszforilacid6 mértéke CD3/CD28 kostimulédcié hatdsara. Ez
egyrészt jelezheti, hogy az arthritis indukcio soran “kivalogatodtak™ azok a sejtek, melyek képesek
effektiven aktivalodni, masrészt azonban a tirozin foszforilacidos mintazat csupan a foszforilacio
mértékét mutatja meg, igy nem csak az aktivaciorol ad felvilagositast, hanem az aktivacié negativ
szabalyozoi, vagy akar a sejthalalhoz vezetd folyamatokban részt vevo molekulak foszforilaciojat is
jelezheti. Az immunvalasz része a T-sejtek aktivaciojanak leallitasa is, ennek egyik regulatora a Cbl-b,
mely a Cbl fehérjecsalad tagja, foként periférias T-sejtekben expresszalodik. A Cbl-b a TcR jelatvitel
szabalyozojaként a ZAP-70 gatld foszfotirozinjaihoz kapcsolodva gatolja a ZAP-70 aktivalt allapotanak
fenntartasat, valamint kiilonb6z6 jelatviteli molekulak (pl. Vavl, PLCy 1, PKC-0) gatlasaval jarul hozza
a T-sejt anergia kialakulasahoz. A vartnak megfeleléen stimulacio hatasara nétt a Cbl-b mennyisége az
egészséges BALB/c T-sejtekben, azonban ZAP-70*" T-sejtekben nem volt kimutathatdé mennyiségii
stimulcié utan sem. Ezt magyarazhatja, hogy mivel a ZAP-70"" T-sejtek kevésbé aktivalodnak anti-
CD3/anti-CD28 stimulacio hatasara, mint a BALB/c T-sejtek, feltételezhetd, hogy a az aktivacio
szupressziojahoz nincs sziikség a Cbl-b inhibitor hatasara. Tovabb4, a Cbl-b foszforilaltsagi szintje az
SLP-76 foszforilaciojaval egyiitt valtozik, és mivel az SLP-76-t a ZAP-70 foszforilalja, elképzelhetd,
hogy a csokkent ZAP-70 expresszié mindkét molekula esetén alacsonyabb foszforilaciot eredményez.
Tovabba az is ismert, hogy a ZAP-70 kdzvetleniil kapcsolddik a Cbl-b-hez, ezért lehetséges, hogy az
expresszidjaban bekovetkezd valtozasok befolyasoljdk a Cbl-b expresszidjat is.. Erdekes modon az
arthritises ZAP-70"" T-sejtekben indukalodott a Cbl-b expresszidja, ennek hatterében elméletiink szerint
az aktivalt effektor sejtek in vivo szelekcidja allhat. Mind RA-s betegekben, mind egérmodellekben
megfigyelték, hogy a T-sejtekre jellemz6 az “apoptozis rezisztancia”, mely a folyamatos T-sejt aktivacio
mellett hozzajarul a kronikus gyulladas kialakulasdhoz.. Ezzel 6sszhangban mi is azt talaltuk, hogy az
arthritises BALB/c egerekbdl izolalt T-sejtekben csokkent az apoptdzis mértéke a hasitott kaszpaz-3
mennyisége alapjan. Ezzel szemben az arthritises ZAP-70"" T-sejtekben az egészségeshez hasonld
mértéki, az arthritises BALB/c T-sejtekhez képest jelentésebb apoptozis figyelheté meg. Ez részben
magyarazhatja a ZAP-70*"" egerek enyhébb betegségét, az aktivalt T-sejtek a BALB/c egerekben az
apoptotikus folyamatok hianyaban perzisztaltak, fenntartva a gyulladast és hozzajarulva a stlyosabb
szoveti karosodashoz.Az aktivacié indukalt sejthalal fontos utvonala az extrinszik apoptotikus utvonal.
Ezzel ellentétben az arthritises egerek T-sejtjeiben anti-CD3/CD28 restimulacié utan nem lattunk
hasitott kaszpaz-8-t, ami dsszhangban van az apoptotikus folyamatok el6zéekben leirt hidnyaval, azaz
BALB/c egerekben, autoimmun arthritisben az aktivalt T-sejtek feltételezhetden ellenallnak az aktivacio
indukalt sejthalalnak is. Az altalunk hasznalt egérmodellhez hasonlé modon, azonban human eredetti

proteoglikan aggrekannal immunizalt BALB/c egerek T-sejtjeinél korabban mar megfigyelték, hogy
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anti-CD3 restimulacio hatasara nem zajlik le aktivacio indukalt sejthalal az abnormalis FLIP expresszio
izolalt, de nem restimuldlt T-sejtekben viszont jelent6s a hasitott kaszpaz-8 mennyisége. Ennek
hatterében az allhat, hogy az altalunk hasznalt arthritis indukcidés moédszer harom immunizaciot igényel,
amely ismételt antigén-stimulusként aktivacio indukalt sejthalalt valthat ki in vivo az extrinszik
utvonalon keresztiil. Az arthritises, anti-CD3/CD28 stimulalt T-sejteknél megfigyelt aktivacio indukalt
sejthalalt gatlo folyamatok valosziniileg azért nem indulnak itt el, mert a FLIP expresszidja a TcR-n
keresztiili jelatvitel kovetkeztében emelkedik meg, a jelatvitel erdssége, a kostimulacid mértéke,
valamint a jelatviteli molekulak aktivaltsagi szintje mas az in vitro és in vivo stimulacio soran. A ZAP-
70 fontos szerepet jatszik az aktivacio indukalt sejthalal folyamataban is, ZAP-70 hianyaban a FasL
upregulacidja nem valésul meg, igy az extrinszik apoptotikus utvonal nem aktivaloédik. Ez
magyaréazhatja, hogy az arthritises, anti-CD3/CD28 beadekkel nem stimulalt ZAP-70*" T-sejtekben
miért alacsonyabb a kaszpaz 8 mennyisége, mint a BALB/c egerekében.

Az aktivacio indukalt sejthalalnak létezik halal-receptortol fiiggetlen, intrinszik utvonalon
keresztiil lezajlo valtozata is. A folyamat kulcsfontossagi molekulai a Bim és a Bcl-2. Eredményeink
alapjan az arthritises ZAP-70"" T-sejtekben anti-CD3/CD28 stimulaciotol fiiggetlentil aktiv volt az
intrinszik apoptotikus Gitvonal, melyet a hasitott kaszpaz-9 jelez. Az arthritises BALB/c T-sejtekben csak
a stimulaci6 hatasara aktivalodik az intrinszik Gtvonal. A pro-apoptotikus Bim mennyisége a stimulacio
hatasara minden mintaban nétt, azonban az arthritises egerek T-sejtjeiben nagyobb mennyiségben
mutattuk ki, mint az egészségesekben. Ehhez hasonldan valtozott az anti-apoptotikus Bcl-2 mennyisége;
a re-stimulalt, arthritises mintakban jelentds expressziot mutattunk ki. A Bcl-2 és a Bim mennyiségének
aranya hatarozza meg a sejt sorsat: ha a Bcl-2 van talstlyban, gatolja a Bim pro-apoptotikus hatasat és
a sejt talél, ha viszont a Bim mennyisége nagyobb, akkor az intrinszik utvonalon keresztiil a sejt
apoptozissal elpusztul. A folyamat eredményeként citokrom ¢ szabadul fel a mitokondriumbol, ami
Osszehangban van eredményeinkkel, ahol a stimulacié hatasara az arthritises egerek T-sejtjeibol
szarmazo6 lizatumban emelkedett citokrom ¢ mennyiséget mértiink. Eredményeink alapjan feltételezziik,
hogy az arthritises egerekben a stimulaci6 hatasara megnétt Bim expresszid hatasait nem tudja teljes
mértékben semlegesiteni a Bcl-2, ezért a folyamat ereddjeként citokrom c¢ szabadul fel, ami a kaszpaz-
9 aktivacidjahoz vezet az apoptoszoman keresztiil. Noha az arthritises BALB/c és ZAP-70"", anti-
CD3/CD28 stimulalt T-sejtekben koriilbeliil hasonldé mennyiségii kaszpaz-9-t mutattunk ki, a BALB/c
T-sejtekben mégis kevesebb a kaszpaz-3 mennyisége, ennek oka lehet, hogy a kaszpaz-3 kaszpaz-9 altali
hasitasat kiilonbozé molekuldk befolyasolhatjak, masrészt a kaszpaz-3 ZAP-70* T-sejtekben
megfigyelt fokozott aktivacidja mas, altalunk nem vizsgalt Gtvonalak is eldidézhetik.

Eredményeinket Osszefoglalva vad-tipusi BALB/c T-sejtekben az arthritis hatasara nétt az
aktivacio indukalt sejthaldl (kaszpdz-8) mértéke anti-CD3/CD28 stimulédcié nélkiil, azonban érdekes
modon az effektor, hasitott kaszpdz-3 nem volt kimutathat6. Az anti-CD3/CD28 stimulacié hatasara

csokkent az apoptdzis mérteke az arthritises BALB/c T-sejtekben az egészséges T-sejtekhez képest, az
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aktivacio6 indukalt sejthalal kaszpaz-8-on keresztiil végbemend formaja itt feltételezhetéen nem jatszik
kiemelt szerepet. Azonban a Bim a Bcl-2-hoz képest nagyobb mennyiségben expresszalodik, igy a Bel-
2 nem képes a Bim apoptotikus hatdsat gatolni, a mitokondriumbol citokrém c szabadul fel, ami a
kaszpéaz-9 aktivalodasadhoz vezet. Elképzelhetd, hogy ezutdn a kaszpdz-3 aktivacioja a stimulacio és az
arthritis egyiittes hatdsaként nem kovetkezik be, kiilonb6z6, altalunk nem vizsgalt inhibitorok, illetve
anti-apoptotikus molekuldk aktivalod4sa révén. Az arthritis eredményeként a stimulélatlan ZAP-70%"T-
sejtekben is megjelenik a Cbl-b, valészintisithetden az arthritis indukcié soran alkalmazott immunizacio
és epitop spreading soran bekdvetkezd aktivacio gatlasara. A stimulalatlan arthritises ZAP-70" T-
sejtekben az aktivaciéo indukalt sejthalal (kaszpaz-8) kifejezettebb, az intrinszik utvonal azonban
kevésbé aktiv, mivel megjelenik a Bcl-2, mely a Bim hatésait gatolja, a folyamatok eredményeként
azonban a kaszpaz-3 nem hasitodik. Az anti-CD3/CD28 stimulalt arthritises ZAP-70"" T-sejtekben noha
nd a Cbl-b expresszidja, az aktivacié fokozottabb az egészséges stimulalt ZAP-70*" T-sejtekhez képest.
Az arthritises, anti-CD3/CD28 stimulalt ZAP-70"" T-sejtekben az intrisic apoptotikus utvonal
hangsulyosabb, mig az egészséges anti-CD3/CD28 stimulalt ZAP-70* T-sejtekben az extrinszik

utvonal tlinik jelentésebbnek.
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6 Uj eredmények

Munkénk sordnk igazoltuk, hogy ZAP-707 egerekben ZAP-70** timocitidk intraperitoneélis

transzferével:
1. Tartésan helyreallithatd a T-sejt képzés (egerek megndvekedett talélése, hossza tavi T-sejt
rekonstiticid)
2. atranszfer utan a timuszban normalizalodik a T-sejt képzés
3. az gjonnan képz6dott, donor-eredetli T-sejtek funkcionalisak
4. a beadott timocitak az omentum milky spotjain keresztiil hagyjak el a peritoneumot

A rekombinans human G1 indukalt arthritis (GIA) modellt alkalmazva:

autoimmun arthritist indukaltunk ZAP-70*" egerekben
a heterozigdta egerekben a betegség klinikai képe enyhébb volt
az arthritises ZAP-70"" egerekben csokkent antigén-indukalt T-sejt proliferaciot és IFNy

termelést, viszont jelentds IL-17 citokin termelést mértiink

Az arthritises egerekbdl izolalt T-sejtekben

1.

anti-CD3/CD28 stimulacio nélkiil a ZAP-70 részleges hianyaban az apoptozis intrinszik-, a vad-
tipusban az extrinszik utvonala hangstulyosabb

anti-CD3/CD28 stimulacié utan ezek a kiilonbségek eltiinnek, de a vad-tipusu T-sejtekben
kisebb mértékii az apoptézis a ZAP-70"" T-sejtekhez képest, Osszhangban az in vitro
eredményekkel (nagyobb proliferacio, kifejezettebb aktivacid) és a megfigyelt stulyosabb
klinikai képpel
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