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Osszefoglalas

Az immunrendszer limfatikus és extralimfatikus szovetek Osszetett halozata, ahol a
velesziiletett- és adaptiv immunsejtek kiilonféle tipusai mitkddnek kozre, hogy egyrészt részt
vegyenek a szervezet idegen antigének elleni védelmében, masrészt a sajat antigénekkel
szemben a tolerancia kialakitdsdban; igy meggatolva az autoimmun betegségek kialakulasat. A
Iép egy fontos masodlagos limfoid szerv, amelynek specidlis €s valtozatos funkcidi kozott
kielmelkedé a peritonedlis lireg homeosztazisanak fenntartdsa, az idegen antigének elleni
velesziiletett immunvalaszban ¢és az adaptiv immunitdsban vald részvétele. A 1ép
kulcsfontossagi a B-sejtek érésében, és a memoria B-sejtek egyik f6 eléfordulasi helyének
tekintik. Az autoimmun betegségek, kiilondosen reumatoid arthritisben (RA) gyakran
megfigyelheté a 1ép megnagyobboddsa, ami az RA patogenezisében valdo kozvetlen
érintettséget jelzi.

Jelen munkaban a célunk az volt, hogy a lép immunolodgiai szerepét vizsgaljuk az RA
kialakulasaban és patogenezisében egy egér arthritis modell felhaszndlasaval. E16szor Nkx 2-3
transzkripcids faktor knock-out (KO) egérben, amelyben a Iép fejlédése sulyosan zavart
szenved, vizsgaltuk az autoimmun arthritis kialakulasat. Az Nkx2-3 KO egerekben fennallo 1ép
szoveti szerkezeti zavar a B sejtek csokkent aktivaciojahoz vezetett, ami kevésbé stilyos arthitis
kialakulasat eredményezte. Munkank masodik részében vad-tipusui BALB/c egerekben
vizsgaltuk a Iép hianyanak hatdsat autoimmun arthritis modellben. Itt azt tapasztaltuk, hogy ha
a sebészi Iépeltavolitas (splenectomia) az arthritis kivaltasa el6tt torténik, akkor nincs hatdssal
a betegség kialakulasara. Végiil megvizsgaltuk, hogy a splenectomia milyen hatassal van az
arthritis kialakulasdra amennyiben a betegség kivaltasa kdzben torténik. Az autoimmun arthritis
korai szakaszaban végzett splenectomia jelentdsen csokkentette a porc- és csontdestrukcio
mértékeét.

Az eredményeinkbdl arra kovetkeztetésre jutottunk, hogy a 1ép nagyban befolyasolja a
gyulladasos citokin és autoantitest szinteket a szérumban. Emelett lattuk azt is, hogy a 1ép
anatomiai defektusa Nkx2-3 deficiencia vagy sebészi eltavolitasa miatt a Thelper sejtek
polarizaciojat Th; irdnyba tolja. Ezzel szemben a Iép jelenléte pont ellentétesen hat, Th; irdnyba
polarizalja azokat. Adataink alatamasztjak, hogy a Iép valoban szerepet jatszik az autoimmun

arthritis kialakulasaban.



1. Bevezetés

A rheumatoid arthritis (RA) egy gyakori szisztémas autoimmun betegség, amely a lakossag
korilbeliil 1%-at érinti [1]. Az RA prevalencidja koriilbeliil haromszor magasabb a ndkben,
mint a férfiakban [2], [3]. Az RA-s betegekben szimmetrikus iziileti duzzanat, sulyos iziileti
fajdalom ¢és -merevség, végiil csonter6zido ¢és iziileti kéarosodas alakul ki a betegség
elérehaladtaval [4]. Bar az RA-t elsdsorban a szinovidlis iziiletek betegségének tekintik, a
szisztémas gyulladas a betegek hozzavetdleg 40%-ban ndveli az extraartikularis elvaltozasok
kialakuldsanak kockazatat is, mint példaul vasculitis, sziv-, vese- és léguti megbetegedések,
valamint Felty-szindroma. Az RA noveli a morbiditasi és mortalitasi ratat [5] és jelentosen
befolyasolhatja a betegek életmindségét, beleértve a fizikai aktivitast és a tarsadalmi életet,

valamint gazdasagi terhet jelent az egyének ¢és a tdrsadalom szamara egyarant [6].

Az autoimmun arthritis allatmodelljei, mint példaul a kollagén indukalt arthritis (CIA) és a
rekombinans human G1 domén altal indukalt arthritis (GIA), nagyon hasznos eszkdzoknek
[7], [8].- A GIA arthritis modell jelentdsége az, hogy nagymértékben képes utdnozni a human
RA szamos klinikai és immunologiai vonatkozédsat [9]. A GIA egérmodellben az iziileti
gyulladés indukcidja sordn a Thl és Th17 polarizaci6 domindl, amihez jelentds autoantitest
termelés tarsul, beleértve az anti-thG1- és anti-ciklikus citrullinalt peptid antitesteket (anti-

CCP) [7].

A Iép a legnagyobb masodlagos limfoid szerv, amely két kiilonalld szovettani részbdl all: a
fehér- és a vords pulpabol [10]. A 1ép részt vesz a peritonedlis iireg homeosztazisanak
Emellett részt vesz a T-sejt homeosztazis ¢és az immuntolerancia eldsegitésében normal
kortiilmények kozott, mivel indukalja az autoimmun szabalyozo6 gén (AIRE) expressziojat [12].
Ezenkiviil a 1ép kulcsfontossagu a B-sejtek fejlodésében és érésében, beleértve a Bl-, a

marginalis zéna (MZ) és a follikularis (Fo) B-sejteket [13].

A 1épnek a fent leirt fiziologids szerepei mellett az autoimmun betegségek kialakulasaban is

részt vehet. Ezt tdmasztja ald, hogy a splenomegalia gyakori lelet szisztémas autoimmun



betegségekben példaul szisztémas szklerozisban, SLE-ben és RA-ban [14],[15]. Hasonldan a
CIA és a GIA egérmodellekben a Iép részt vesz az iziileti gyulladas kialakuldsaban és
patogenezisében, mivel mérete megnd, €s nagy mennyiségl aktivalt sejt talalhaté benne [16].
Ennek megfeleléen a 1ép fejlédési rendellenességei vagy szerkezetének deformitdsa az

immunvalasz megvaltozadsahoz vezethet [17].

A homeodomain transzkripcids faktor Nkx2-3 kulcsfontossagu a 1ép, a Peyer-plakkok és a
vékonybél fejlodésében [17],[18]. Az Nkx2-3 sziikséges a nydlkahartya addresszin sejtadhézios
molekula-1 (MADCAM-1) expressziojahoz és szabalyozasahoz az mesenterialis nyirokcsomok
magas endotelialis venuldin, a Peyer-plakkokban, és a 1ép sinusokban [17], [18]. Az Nkx2-3
nélkiilozhetetlen a normal immunolégiai funkcidkhoz, mivel szerepet jatszik a 1ép fejlodésében
¢s szervezddésében, ami sziikséges a B-sejtek éréséhez ¢és differencialodasahoz, valamint a T-

sejt fiiggd immunreakcidhoz sziikséges megfeleld mikrokdrnyezet kialakitasa révén [17].

Az Nkx2-3-hianyos egerek (Nkx2-37") vagy 1ép hidnyosak, vagy jelent8sen csokkent a 1épiik
mérete a voros pulpa- és az marginalis zona hidnya miatt [17], [18]. Az Nkx2-37-egerek 1épének
koéros fejléddése nem biztositja a megfeleld mikrokornyezetet, amely a B- és T-sejtek normalis
eloszlasahoz sziikséges [17],[18]. Ez hibéas csirakozpontok kialakulasahoz vezet, ami
abnormalis B-sejtek fejlddéséhez és csokkent antitestvalaszhoz vezet sikertelen affinitas-érés

mellett [17].



2. Célkitiizések

A disszertacio célja a Iép immunoldgiai szerepének vizsgélata volt az RA kialakuldsdban és
progressziojaban. Ebbdl a célbol harom kiilonbozd, de egymassal Osszefiiggd tanulmanyt

végeztiink:

1. Megvizsgaltuk a GIA-t Nkx2-3" egerekben:
e Megvizsgaltuk az Nkx2-3 hidny (a [ép genetikai malformacidja) hatasat az
autoimmun iziileti gyulladds kialakuldsara (a betegség progresszidja és sulyossaga
szempontjabol).
e Vizsgaltuk az Nkx2-3 hidny hatdsat az autoimmun valaszra és a szérum
paraméterekre.
e Tanulmanyoztuk az Nkx2-3 hidnydnak a B-sejtek jelatvitelére és aktivacidjara
gyakorolt hatasat.

2. Megvizsgaltuk a splenectomia hatdsat GIA-ban:
e Vizsgaltuk az autoimmun arthritis indukcidjat megel6z6 1épeltavolitas hatasat a

betegség kialakuldsara és progressziodjara.

Megvizsgaltuk a Iép jelentdségét az autoimmun iziileti gyulladas kialakulasaban.

Jellemeztiik a celluléris- és humoralis immunvalaszt iziileti gyulladasos

1épeltavolitott egerekben.

Vizsgaltuk a splenectomia hatdsat a keringd T- és B-sejtek dsszetételére.

Azonositottuk azokat az immunoldgiai mechanizmusokat, amelyek révén
Iépeltavolitott egerekben a kontrollhoz hasonléan autoimmun iziileti gyulladas
alakult ki.

3. Megvizsgaltuk, hogy a GIA indukcidja soran végzett splenectomia befolydsolja-e az

autoimmun iziileti gyulladast:

o Osszehasonlitottuk az elsé vagy a masodik immunizalas utan végzett 1épeltavolitas
hatasat a GIA kialakulasara és sulyossagara.

o Ertékeltiik az iziileti gyulladas korai szakaszéban lépeltavolitott egerek érintett

izlileteinek radiologiai és szovettani elvaltozasait.



o Osszefiiggést kerestiik a klinikai kép, a szérum paraméterek valamint a cellularis- és
humoralis immunvalasz kozott az arthritises splenectomizalt és kontrol (1ép
megtartott) egerekben.

e Megvizsgaltuk, hogy a 1ép sebészi eltavolitdsa az RA indukcid korai szakaszéban
megvaltoztatja-e a helper T sejtek polarizacigjat.

e Meghataroztuk a keringd Treg-ek gyakorisagat az iziileti gyulladas kifejlodésének

kiilonbozo6 szakaszaiban.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Egerek

2-6 honapos ndstény vad tipusit BALB/c és 4-5 honapos ndstény Nkx2-37 egereket hasznaltunk
BALB/c genetikai hattérrel. Az egereket hagyomanyos koriilmények kozott, 24 + 2 °C-on,
szabalyozott 12/12 6ras fény/sotét ciklus mellett tartottuk az Immunolégiai és Biotechnologiai
Intézet Transzgenikus Egérhazaban. Az egereket 6tosével helyeztiik el, és ad libitum kaptak
vizet és taplalékot. Valamennyi allatkisérlet a Pécsi Tudoméanyegyetem Allatjoléti
Bizottsagdnak  eldirdsai  szerint  (BA02/2000-23/2020 ¢és  BA02/2000-13/2022

engedélyszamokkal) tortént.

3.2. Sebészi eljarasok

Az egerek lépeltavolitasa a kovetkezOképpen tortént: az egerek narkoézis céljabol 100 mg/kg
ketaminnal (Calypsol, Richter Gedeon, Budapest, Magyarorszag) és 10 mg/kg xilazinnal
(Sedaxylan, Eurovet Animal Health, Bladel, Hollandia) kaptak ip. a m{itét el6tt. Ezutan a hasat
leborotvaltuk ¢és fertdtlenitettikk, majd az egerek bal oldalan oldalirinyban bdérmetszést
végeztiink, majd a hasiireget megnyitottuk. Eldszor 6-0-s selyemvarrat segitségével a 1ép
érnyelét lekotottiik, majd a 1épet felszabaditottuk a kornyezd szovetektdl és eltavolitottuk. A
boért és a hasi bemetszéseket 6-0 selyemvarrassal zartuk le. A mitéteket szabalyozott
hémérsékleten (37°C) végeztik, hogy elkeriiljik a hipotermiat. A mitétek utan
fajdalomcesillapitds céljabol minden egeret paracetamollal (bene-Arzneimittel GMbH
Miinchen, Németorszag) lattunk el vizzel keverve 7 napig. A splenectomia nem befolyasolta az

egerek altalanos egészségi allapotat, viselkedését vagy testtomegét.

3.3. Rekombinians human G1-indukalt iziileti gyulladas kivaltasa és értékelése

A GIA-t 4-5 honapos Nkx2-37 vagy vad tipusit BALB/c egerekben indukaltuk. Az egerek
haromszor, 3-4 hetes id6kdzonként intraperitoneélisan 40 pg rhG1 antigént dimetil-dioktadecil-
ammonium (DDA) adjuvans PBS-ben oldott keverékét kaptak a korabban leirtak szerint [7].
Az iziileti gyulladds sulyossagat és klinikai tiineteit a korabban leirt klinikai pontozasi
rendszerrel vizsgéaltuk [7]. Roviden, minden egér végtag 0 és 4 kdzotti pontszamot kapott a
mancs iziileteinek duzzanata, vorossége és ankil6zisa alapjan (0 = nincs duzzanat, 1 = bOrpir és

enyhe duzzanat, 2 = borpir és mérsékelt duzzanat, 3 = stlyos duzzanat iziileti ankil6zis nélkiil



¢és 4= a mancs iziileteinek ankil6zisa), igy a legmagasabb stlyossagi pontszam egerenként 16
lehet. A gyulladt végtagok atmérdjét digitalis tolomérdvel is rendszeresen megmértiik a kisérlet
soran. Az egereket harom héttel a harmadik immunizélés utan feldldoztuk, és vérszérumot, a
mesenterialis- (mLN-eket) és inguinalis nyirokcsomokat (iLN-eket) és 1épeket eltavolitottuk,

¢s késoébb in vitro vizsgalatokhoz hasznaltuk fel.

3.4. Micro-computer tomografia

Az egereket ip. 120 mg/kg ketaminnal (Calypsol, Richter Gedeon, Budapest, Magyarorszag) és
6 mg/kg xilazinnal (Sedaxylan, Euro vet Animal Health, Bladel, Hollandia) altattuk. SkyScan
1176 in vivo mikro-CT rendszert (Bruker, Kontich, Belgium) hasznéltunk az egerek jobb hatso
mancsanak szkennelésére. 0,5 mm-es Al sziir6t hasznaltunk 17,5 pm voxelmérettel és 50 Kv
csOfesziiltséggel, a csdaramot 500 pA-re rogzitettiik. A 3D szkennelések rekonstrualasdhoz CT
Analyzer szoftvert hasznaltunk. Tovabba az osteophytdk és a csonter6ziok kiemelésére

pseudocolor képek is késziiltek.

3.5. Szovettan, immunhisztokémia és immunfluoreszcia

Az arthritises egerek hatso labait ledlés utan eltavolitottuk, és 10%-os formalinban fixaltuk.
Ezutan a mintdkat EDTA-oldatban 37 °C-on egy napig dekalcifikaltuk. A paraffinba agyazast
kovetéen 4 um vastag metszeteket készitettiink, amelyeket Mayer hematoxilin és eozin (HE)
oldataval Leica ST 4040 linearis automata festovel (Leica Biosystems, Németorszag) festettiik.
Végiil a didkat Pannoramic MIDI Scanner (3DHistech, Magyarorszag) segitségével
beszkenneltiik, a képeket pedig a Pannoramic View Software (3DHistech, Magyarorszag)
segitségével elemeztiik.

A kontroll egerek 1épét, valamint mind a kontroll-, mind a splenectomizalt egerek
mesenterialis- €s inguinalis nyirokcsomoit eltavolitottuk, és kriosztdt bedgyazod kozegbe
helyeztiik, majd -80 °C-on tartottuk. Harom kiilonb6z6 metszési sikban (150 um tavolsagban)
8 um vastag kriosztatmetszeteket vagtunk. A metszeteket egy éjszakan at szobahdmérsékleten
inkubaltuk, majd 5 percig hideg acetonnal rogzitettiik.

Az immunfluoreszcencidhoz a metszeteket 20 percig blokkoltuk. Ezt kovetden anti-
B220-Alexa fluor 647 és anti-CD3-FITC antitestek keverékét adtuk a metszetekhez, és 45
percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd haromszor mostuk PBS-sel.

Immunhisztokémidhoz a metszeteket fenilhidrazin-hidrokloriddal PBS-ben 20 percig

inkubaltuk, majd PBS-sel mostuk, majd 20 percig blokkoltuk. Ezutan a metszeteket anti-IgD-
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vel és biotinilalt PNA-val inkubaltuk 45 percig, majd haromszor mostuk PBS-sel. Ezt kovetden
a metszeteket extravidin alkalikus foszfatazzal és kecske anti-patkdny IgG-HRP-vel inkubaltuk
45 percig, majd haromszor mostuk PBS-sel. A szinreakcibhoz DAB-ot hasznaltunk a HRP-hez,
illetve NBT-t BCIP-el és levamizollal (1 mg/ml) az AP kimutatdsara. A metszeteket Olympus
BX61 fluoreszcens mikroszkoppal elemeztiik. A digitalis képeket CCD kameraval, a ZEN
szoftverrel készitettilk. A képeket Imagel szoftverrel elemeztiik, hogy meghatidrozzuk az

atlagos tiiszOméretet, valamint a csirakozpontok méretét és szamat.

3.6. In vitro sejttenyésztés rhG1 antigén-specifikus proliferacios vizsgalathoz és citokin
termeléshez

A lépeltavolitott és a kontroll egerek mesenterialis nyirokcsomdjabol, valamint az Nkx2-37" és
a kontroll egerek 1épébdl sejteket izolaltunk, és 10% FCS-el kiegészitett DMEM-ben
tenyésztettiik. A proliferacios vizsgalathoz 3x10° sejtet/lyuk tenyésztettiink rhG1 antigénnel
vagy anélkiil, harom parhuzamos mintadval 96-lyuku-lemezeken 5 napig. A proliferaciot a
Promega CellTiter96® Nonradioactive Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, WI, USA)
segitségével mértiik a gyartd utasitasait kovetve. A citokin termeléshez lyukanként 1,8x10°
sejtet tenyésztettiink 48-lyukt-lemezen az rthG1 antigén jelenlétében vagy hidnyaban. 5 nap
elteltével a feliiluszokat Gsszegytijtottiik és -20 °C-on tartottuk, majd késébb citokin ELISA

mérésekhez hasznaltuk.

3.7. Citokin- és antitest ELISA mérések

A vérszérumok és az in vitro tenyésztett 1¢p- és mesenterialis nyirokcsomo sejtek feliiliszobol
az IL-1B, IL-4, IL-6, IL-17, IL-23, IFNy ¢és TNFa citokinek szintjét szendvics ELISA (R and D
Systems, Minneapolis, MN, USA) segitségével mértiik, a gyarto utasitasai szerint.

Az thG1 antigén-specifikus antitestek (anti-rhG1) és anti-egér proteoglikdn (anti-mPG)
szérumszintjét indirekt ELISA-val mértiikk a korabban leirtak szerint [7]. A szérum anti-CCP
IgG1 ¢és -IgG2a antitestek szintjét az Immunoscan CCP Plus ELISA kit (SVAR, Malmo,
Svédorszag) segitségével mértiikk a gyartd utasitdsai szerint, kis modositassal. A reakciot
peroxidazzal konjugélt anti-egér-IgGl vagy -IgG2 (BD Bioscience, San Jose, CA, USA)
masodlagos antitestek felhasznalasaval hivtuk el6. A RF-szinteket (IgG és IgM) a FineTest
Mouse RF-IgG vagy -IgM ELISA Kit (FineTest, Wuhan, Kina) segitségével mértiik a gyartd

utasitasai szerint.



3.8. Aramlasi citometria

Vér-, 1ép- és inguindlis nyirokcsomd sejteket izolaltunk, majd mintanként 1x10° sejtet kétszer
mostuk dramlasi citometrids mosopufferrel, majd fluorokrommal konjugalt monoklonalis
antitestek kiilonb6z6 koktéljaival inkubaltuk 30 percig szobahdémérsékleten sotétben. Végiil a
mintakat kétszer mostuk, és aramlasi citometrias fixalo pufferben vettiik fel. A méréseket egy
FACS Canto II dramlasi citométerrel végeztiik, az adatok elemzéséhez pedig a FACS DIVA
szoftvert (BD Biosciences) és a FlowJo v10 szoftvert hasznaltuk. Sejtfelszini- és intracellularis
markerek alapjan a kovetkez6 sejtcsoportokat hataroztuk meg: CD3*, T-sejtek; CD3"CD4",
CD4" T-sejtek; CD3"CD8", CD8" T-sejtek; CD3*CD4"CD25", aktivalt CD4" T-sejtek;
[gDMIgMoYCD23*, follikularis B-sejtek; IgD“IgMMCD23-, Bl- és MZ B-sejtek;
Ig'CD73*CD38", memoria B-sejtek; B220°CD138", plazmasejtek; CD4 FoxP3"CD25",
természetes regulatoros T-sejtek; CD4"FoxP3*CD25", indukalt regulatoros T-sejtek; CD4"T-
bet”, T-helper-1 sejtek; CD4"GATA-3", T-helper-2 sejtek; CD4"RORy", T-helper-17 sejtek.

3.9. Ca?* jelatviteli mérések

Az intracellularis kalciumszint mérésére az inguindlis- ill

mesenterialis nyirokcsomokbodl egysejt szuszpenziot készitettiink és 5% FCS-vel és 4 mM
CaCl,-dal (1x10° sejt/ml) kiegészitett RPMI-ben vettiik fel. Ezt kdvetden a sejteket Fluo-3-AM
intracellularis Ca?* indikator fluoreszcens festékkel toltottiik fel 37°C-on 5% CO2-t tartalmazo
parasitott levegében 30 percig. BD FACS Calibur éaramlési citométerrel mértiik az
intracellularis Ca?" szint valtozasat az FL-1 csatorniban. Az alapszintet egy percig mértiik,
majd a B-sejteket anti-IgM- vagy anti-IgG-antitesttel, mig a T-sejteket anti-CD3
keresztkotéssel aktivaltuk. Az adatok elemzéséhez Cell Quest szoftvert (BD Biosciences, San

Jose, CA, USA) hasznaltunk.

3.10. Statisztikai értékelés

Az adatok elemzése MS Excel programmal tortént. A diagramokon az adatokat vagy
oszlopdiagramként (4tlag = standard hiba (SEM)) vagy boxplotként dbrazoltuk (a "box" a 25-
75%-o0s interkvartilis tartomanyt jelenti; ahol a medidn és az atlagértékeket vizszintes vonallal
¢s "x"-szel jeloljiik, a bajusz a minimalis/maximalis értékeket mutatjak). A kisérleti csoportok
Osszehasonlitdsara Student-féle t-probat hasznaltunk, a p<0,05 <értékeket tekintettiik

statisztikailag szignifikansnak.



4. Eredmények

4.1. GIA tanulmanyozasa Nkx2-37- egereken

Vizsgalataink elsé részében az Nkx2-3 hidny RA patogenezisére gyakorolt hatdsanak
vizsgalatat thztik ki célul. Ennek érdekében a vad tipusi BALB/c-vel parhuzamosan
autoimmun iziileti gyulladast indukéaltunk Nkx2-3"- egerekben a GIA egérmodell segitségével
(4.1. abra). Tudomasunk szerint ez a tanulmany volt az elsd, amely az Nkx2-3 hiany hatdsat

vizsgalta autoimmun iziileti gyulladassal dsszefliggésben.

rhG1 immunizalas

Y LA A A
e T—T~—T o—>|
- {,}.‘v’q
Nkx2-3" o T ]
68

0 21 pontozés 42
Napok

4.1. abra Nkx2-37 és kontroll BALB/c egereket immunizaltunk thG1 antigénnel haromszor 3 hetes
1dokozonként GIA kivaltasara.

F6 eredmények:

e Autoimmun iziileti gyulladas alakult ki Nkx2-3" egerekben a sulyosan karosodott
I1épszerkezet ellenére.

e Az autoimmun iziileti gyulladés sulyossaga ¢s incidenciaja alacsonyabb volt az Nkx2-
37" csoportban, mint a BALB/c kontroll egerekben.

e Az rhG1 antigén altal kivaltott T-sejt proliferacio és citokin termelés csokkent az
Nkx2-37 egerekben.

e Az Nkx2-37 egerekben enyhébb volt a csontkarosodas.

e Kevesebb anti-CCP-IgG2a-t, IL-17-t és IFNy-t, és tobb IL-4-t mértiink az Nkx2-3""
egerek szérumaban.

e Az Nkx2-37 egerek nyirokcsomoibol izolalt B-sejtek csokkent intracellularis Ca?*

jelatvitelt mutattak.
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4.2. A splenectomia hatasainak tanulmanyozasa a GIA indukcioja elétt

A kutatas kovetkez6 részében arra voltunk kivancsiak, hogy az Nkx2-37- egereknél tapasztalt
enyhébb autoimmun iziileti gyulladas a 1ép anatomiai hibaira vezethetdk vissza, vagy mas
mechanizmusok is szerepet jatszottak-e. A disszertacid ezen részében mas megkozelitést
kovetve vizsgaltuk a 1ép szerepét az autoimmun iziileti gyulladas indukcidjaban és
patogenezisében: azt vizsgaltuk, hogy a 1ép teljes hidnya miitéti eltdvolitas (splenectomia)
utan vad tipusa BALB/c egerekben befolyasolhatja-e az arthritis kialakulasat és sulyossagat.
Ebbdl a célbol normal BALB/c egerek 1€pét eltavolitottuk 4 héttel az autoimmun iziileti
gyulladas kivaltasa el6tt, majd a 1épeltavolitott egerekben, kontrol (Iéppel rendelkezd)

BALB/c egerekkel parhuzamosan autoimmun iziileti gyulladast indukaltunk (4.2. dbra).

rhG1 immunizalas

XO Klinikai o
0 271  rpontozas 42 68 *»* 5y
Napok

4.2. abra Lépeltavolitott és kontroll BALB/c egereket immunizaltunk rhG1 antigénnel

haromszor 3 hetes idOkozonként GIA kivaltasara.

F6 eredmények:

e Az autoimmun arthritis 1épeltavolitott BALB/c egerekben kialakult a 1ép hianya
ellenére.

e Az autoimmun arthritis stlyossaga és el6fordulasi gyakorisaga hasonld volt a
1épeltavolitott és a kontroll (1éppel rendelkezd) BALB/c egerekben.

e A Iépeltavolitott egerekbdl izolalt mesenterialis nyirokcsomo sejtek rhG1 antigén altal
kivaltott proliferacidja és citokin termelése alacsonyabb volt, mint a kontrollé.

e Azanti-thG1-IgGl- és anti-CCP- (IgG2a és IgG1) autoantitestek szintje magasabb volt

a 1épeltavolitott-, mint a kontrol csoportban.
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e A splenectomizalt egerek inguindlis nyirokcsomdiban jelentdsen nagyobb nyiroktiiszok
¢s csirakdzpontok voltak, mint a kontrolban.

e A lépeltavolitott egerek mesenterialis nyirokcsomoéibdl izolalt B sejtek csokkent Ca?*
jelatvitelt mutattak, mint a kontroll egerek B sejtjei anti-IgM- vagy -IgG antitest

stimulaciot kovetden.

1. tablazat A 4.1. és 4.2. szakasz fobb megallapitasainak 0sszehasonlitd dsszefoglalasa

Klinikai Paraméterek

Atlagos siilyossagi pontszam* ~13.0 9.2+1.0 12.5+0.7
Incidencia (%)** >90% ~70% 100%
Iziileti kirosodas+ Sulyos Enyhe Sulyos
Szérum Paraméterek
11IFNy 1 JIFNy LUIFNy

Citokinek T11IL-17, 111IL-23 VIL-17, 11L-23 TIL-17, | [IL-23
LIIL-4 TMIL-4 TIL-4
11 thG1 IgGl 11rhG1 IgGl 11rhG1 IgG1
Autoantitestektf 11 rhG1 IgM -—-- 1{rhG1 IgM
1/ACPA & RF IIACPA 11ACPA & RF
Ca”" jelatvitel
B sejtek: erds << CTRL <CTRL
T sejtekd erds erds <CTRL

* A kisérleti egércsoportok atlagos stlyossagi pontszamai a kisérletek végén. ** Azon egerek szazalékos
eléfordulasi aranya,a kik a kisérletek végére GIA-t fejlesztett ki. TAz iziiletek CT-vizsgalatabol és H&E-
festésébol nyert eredmények a kisérletek végén vagy az egerek ledlése utan. 77Az egerek felaldozasa utan
végzett mérések. fA inguinalis és a mesenterialis nyirokcsomokbdl nyert kalcium jelatviteli mérések a kisérletek
végeén. T]A mért érték a masik két csoport kozott van. 11A legmagasabb mért érték az dsszes csoport kdzott.

1A legalacsonyabb mért érték az 6sszes csoport kozott.

4.3. A splenectomia hatasanak tanulmanyozasa a GIA indukcioja soran

A disszertacid utolsod részében azt kivantuk megvizsgalni, hogy mi torténik, ha a Iépet az
artritisz indukcios periddusadban (ami az RA korai fazisanak felel meg) tavolitjuk el a GIA
modellben. Ezért az rhGl antigénnel végzett immunizalds sordn a BALB/c egerekbdl

kiilonboz6 idépontokban eltavolitottuk a 1épet (4.3. dbra). Minden kisérleti csoportot haromszor
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immunizaltunk a 0., 28. és 56. napon. Az egereket véletlenszerien hdrom csoportba soroltuk;
1) az els® csoport 1épét nem tavolitottuk el (kontrol csoport); ii) a masodik csoport
Iépeltavolitasa a 7. napon tortént (SPE1); iii) a harmadik csoport 1épeltavolitasa pedig a 35.
napon tortént (SPE2). Minden csoportban kovettiik a klinikai paramétereket, az iziiletek

szOvettani és radioldgiai valtozasait, valamint a szérum paramétereit (4.3. bra).

rhG1 immunizalas

7 egerek feladldozésa
Kontrol (Iép megtartott) / / / —_—
[ | | | 4 s
Napok do d28 ds6 dso l‘
y 'y ( v
SPE1 (splenectomia 7. nap) I} | I} I’) — b
N & ] o -.’ <‘\‘,
Napok . d28 36 d8o 0.
v . X,
’). l} !) “ak a X o EAd
SPE2 (splenectomia 35. nap) , l l I — e o T
S 28 d33 ds6 dso
Napok d2 5 56
o

4.3. abra BALB/c egereket immunizaltunk rhG1 antigénnel (0. nap). Egy héttel késébb (7. nap) egy csoport egeret
splenectomizaltunk (SPE1). A 28. napon minden egér megkapta a 2. immunizalast. Egy héttel késobb (35. nap)

egy masik egércsoport 1épét tavolitottuk el (SPE2). Az 56. napon minden egércsoport megkapta a 3. immunizalast.

F6 eredmények:

e Az autoimmun iziileti gyulladas kialakulasa késleltetett volt azokban az
egerekben, amelyeknél az elsé vagy a masodik immunizalast kovetden
lépeltavolitasra kertilt sor.

e Szignifikdnsan kisebb volt a csont- és porcdestrukcid azokban az egerekben,
amelyeknél az RA preklinikai stddiumaban lépeltavolitasra kertilt sor.

e A szérum pro-inflammatorikus citokinek és autoantitestek koncentracioja
alacsonyabb volt a 1épeltavolitott egerekben, mint a kontrolban.

e A lépeltavolitott egerekben eltolodas tortént a Thy irdnyba.

o A lépeltavolitott egerek késleltetett gyulladasos valasza a keringd nTreg

frekvencia novekedésével jart egyiitt.
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2. tablazat A kisérleti csoportok fobb eredményeinek dsszehasonlitasa a 4.3. részben.

Klinikai paraméterek

Atlagos stlyossagi pontszam* 13.8+1.3 12.4+1 11.2+1.8
Incidencia (%)** ~90% ~90% ~70%
iziileti karosodast Stlyos Enyhe Kozepes-Sulyos

Szérum paraméterek

1IFNy tJIFNy LJIFNy
Citokinek 1+ T1IL-17, 111IL-23 JIL-17, |IL-23 JIL-17, |IL-23
111L-4 1IL-4 T1L-4
1{rhG1 IgG1 11rhG1 IgG1 11rhG1 IgG1
11rhG1 IgM |thG1 IgM |thG1 IgM
11 Anti-mPG llAnti-mPG 1/ Anti-mPG
Autoantitestek
T1ACPA IgG1 IIACPA IgG1 TlACPA IgG1
1 JACPA IgG2a 11ACPA IgG2a 1JACPA IgG2a
TTRE LIRF TIRF
T-helper sejtek
, 11Thi, $1Thiy
Lép t
1| Thy
L1 Thy, 11Thyy T1Thy, 1] Thyy T Thy, | Thyy
Inguinalis nyirokcsomo+t
11 Thy 11Thy 11 Thy
Cirkulalé nTreg sejtekii l{nTregs tnTregs TnTregs

*A kisérleti egércsoportok atlagos sulyossagi pontszamai a kisérletek végén. **Azon egerek szazalékos
eléfordulasi aranya, amelyek a kisérletek végére GIA-t fejlesztett ki. T Az iziiletek CT-vizsgalatabol és H&E-
festésébol nyert eredmények a kisérletek végén vagy az egerek ledlése utan. 11 Az egerek felaldozasa utan végzett
meérések. 11 A keringd nTregek gyakorisaga az 53. napon. ] A mért érték a masik két csoport kozott van. 11 A
legmagasabb mért érték az 6sszes csoport kdzott. || A legalacsonyabb mért érték az dsszes csoport kdzott. T A
mert értékek két csoportban hasonléan magasak voltak. | Két csoportban hasonldéan alacsonyak voltak a mért

értékek.
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