Doktori (Ph.D.) — értekezés

A CD44 ES L-SZELEKTIN LEUKOCITA-ENDOTEL
INTERAKCIOKBAN BETOLTOTT SZEREPENEK
VIZSGALATA GYULLADASOS EGERMODELLEKBEN

Készitette:

GONDA ANDREA DR.

Programvezeto:
Prof. Dr. Zeher Margit M.D., D.Sc.
Témavezetok:
Prof. Dr. Hunyadi Janos, M.D., D.Sc.
Prof. Dr. Mikecz Katalin, M.D., Ph.D.

Debreceni Egyetem
Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum
DEBRECEN
2006



1. BEVEZETES

3.1. CD44, L-szelektin, ill. CD44-L-szelektin dupla deficiens egerek,
3.2. Immunizécié, OV A indukalt allergids dermatitisz,

3.3. OVA és BSA specifikus antitest meghatarozas
3.4. Antigén specifikus immunvalasz meghatdrozésa, citokinek mérése
3.5. Aramlési citometria

3.6. Intravitalis mikroszképia (IVM)
3.7. Fiilvastagsdg mérése, hisztologia, immunhisztokémia
3.8. Statisztikai analizis

4. EREDMENYEK

4.1. Sejtfelszini CD44 és L-szelektin expresszio mBSA-immunizélt vad tipusd, CD44,
ill. L-szelektin deficiens, valamint CD44-L-szelektin dupla knockout egerekben
4.2. OVA specifikus immunvélasz a vad tipust, CD44, L-szelektin, ill.

CD44-L-szelektin dupla deficiens egerekben.
4.3. Antigén specifikus immunvélasz mBSA-val immunizélt vad tipusd, CD44,

4.9. Egér térdiziiletek szovettani feldolgozasa
4.10. Leukocitédk az artritiszes iziiletben ill. periferias vérben a vad tipusu, CD44,
L-szelektin, ill. CD44-L-szelektin dupla deficiens egerekben
5. MEGBESZELES

49

51

53

54

11. A TEMAVAL KAPCSOLATOS SAJAT KOZLEMENYEK ES BESZAMOLOK

JEGYZEKE



BEVEZETES

A szervezetet érd gyulladdsos stimulus hatdsdra intenziv fehérvérsejt aramlas indul az
érintett szovet felé. A posztkapillaris venuldk teriiletén végbemend leukocita extravazaciot
a gyulladdsos sejtek érfallal torténd laza kapcsoldddsa elézi meg, mely megteremti a
feltételét az endotél mentén végbemend gordiilld mozgasnak (rolling) (1). Ez utobbi
reverzibilis tapadds sordn a leukocitdk mozgasa lelassul, a lokdlisan felszabadul6
kemokinek hatdsara a fehérvérsejtek aktivalédnak, és alkalmassd vdlnak az immaér
irreverzibilisnek tekinthetd szoros (,.firm”) adhéziéra, mely kozvetleniil megeldzi a
fehérvérsejtek érpalyabdl torténd kilépését (2). Hasonld, tobblépcsds folyamat megy
végbe a leukocitdk nyirokszdvetbe vandorldsa (homing) sordn is.

Ez a mdig nem minden részletében ismert folyamat kiilonb6z06, a fehérvérsejtek, ill. az
endotélsejtek felszinén 1évé adhézids molekuldk kozotti specifikus interakcié eredménye.
A laza kapcsolodas és gordiildé mozgds létrejottében a szelektinek (L-szelektin , E-
szelektin, P-szelektin) és karbohidrat ligandjainak kapcsolédasa dontd jelentdséggel bir
(2;3).

Az  L(leukocita)-szelektin (CD62L) a fehérvérsejtek felszinén konstitutivan
expresszalodik. A limfocitdk periférids nyirokcsomdba torténd véandorldsat kisérd
rollingban ennek a szelektin molekuldnak tulajdonitanak els@sorban szerepet (4), de
meghatdroz6 jelentdségli az inflammatdrikus folyamatokban is. Néhany perccel a szdveti
sériilést kovetden ugyanis a gyulladas generdldsdban részt vevd fehérvérsejtek az érintett
szovetet ellatd erekbe véandorolnak, és a felsziniikkon 1évd L-szelektin molekula
segitségével lazan, reverzibilisen kapcsolddnak az endotéllel. Ezt a jelenséget segiti a
molekula elhelyezkedése a fehérvérsejtek mikrovillusainak tetején (5;6). Kimutattak, hogy
az L-szelektin molekuldhoz kapcsoléd6 karbohidrdat komponensek (sialyl Lewis®) a

vaszkularis E- és P-szelektinek szdmara is ligandként szolgdlnak, emellett a gyulladasos



sejtek lelassuldsat egy szekunder adhéziés mechanizmus, a sejt felszini L-szelektin
valamint a fehérvérsejtek PSGL-1 (P-szelektin glikoprotein ligand-1) molekuldi kozotti
kapcsolddas, tehat egy leukocita-leukocita interakci6 is segiti (7). A keringd, illetve nem
aktivalt fehérvérsejtek nagy mennyiségben expresszalnak L-szelektint, majd az érfallal
torténd kapcsolddas, valamint neutrofil aktivacié utdn a molekula denzitdsa annak levaldsa
(,,shedding”) miatt jelentésen csokken (8).

Az E-és P-szelektinek gyulladdsos stimulus hatdsara az endotél sejtek felszinén
expresszdlddnak, ligandjaik a leukocitdk felszinén taldlhaté glikoproteinek (pl.PSGL-1)
(3;9). A P-szelektin molekula az endotél sejtek un. Weibel-Palade testecskéiben, és a
vérlemezkék o-granulumaiban preformadltan van jelen, és akut gyulladds esetén innen
rapidan mobilizdlédik, mig az E-szelektin IL-1, TNFo, vagy mas citokinek hatisira de
novo szintetizaldédik (10;11).

Proinflammatérikus vagy ,.homing” kemokinek hatdsara a gordiilld6 mozgist végzo
fehérvérsejtek felszinén P ; (masnéven VLA-4, , very late activation Ag”), vagy B, (Mac-1
vagy LFA-1,”Leukocyte-Function-Ag”) integrin aktivacié torténik (12), melyek az
endotél membranjan 1évé megfeleld receptoraikkal (VCAM-1, vagy ICAM-1) reakcidéba
Iépve a leukocitdk megdlldsat és a vérdramlds dltal mar nem megsziintethetd szoros
adhézigjat biztositjadk (13-15). A VLA-4 molekula kivételével (16) az integrinek nem
képesek a keringd fehérvérsejtek sejtfalhoz kotésére megel6zo rolling mozgés nélkiil (2).
A CD44 molekula egy transzmembran glikoprotein, mely hasonléan a szelektinekhez a
leukocitak érfal menti gordiilését segiti az aktivalt endotél felszinén taldlhaté hialuronsav
felismerése és megkotése révén (17;18). A CD44 szamos sejttipus membranjdban
megtaldlhat6, beleértve a fehérvérsejteket és endotél sejteket is. Ezt a molekuldt az

aktivalt T sejtek gyulladdsos szovetbe torténd vandorldsaban kulcsfontossaginak tartjak



(18-20). Mindemellett malignus tumorok hematogén tton végbemend metasztatizaldsdban

is szerepet tulajdonitanak a CD44 expresszid mértékének (21-24) (1. dbra).
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1. abra. A leukocita-endotél interakciokban résztvevé molekuldk és kapcsolodasok. A
gyulladésos stimulus hatdsara végbemend fehérvérsejt extravazacio folyamata.

Proinflammatérikus stimulusok hatisara a CD44 molekuldnak mind sejtfelszini denzitdsa,
mind hialuronsav kot képessége valtozik, ugyanakkor az endotél felszinén is fokozddik a
hialuronsav expresszid, s ez a magas lokdlis ligand striség tovabb segiti a CD44
molekula dependens interakcidk erdsségét (17;25-28). A CD44 citoplazmatikus ,,farok”
részén ezrinnel (29;30) interakcidba 1€pd szakasz, ill. ankirin k&t6 hely is talalhato (31).
Ezen citoszkeletalis molekuldkkal valé kapcsolatnak szerepe lehet a CD44 molekula altal
medidlt folyamatokban. A CD44 citoplazmatikus doménjének foszforilacidja (32;33)

ugyanis nem csak a hialuronsavon torténd sejtmigraciéhoz (33), de ezzel egyidében a



CD44 és ezrin kapcsoloddsdhoz is sziikséges (32;33). Sajit kordbbi kisérleteinkben
azonban, amikor in vitro koriilmények kozott, immobilizalt hialuronsav felszinén,
folyadék aramlés alatt vizsgaltuk a CD44 molekula kiilonb6z6 szakaszain (extracellularis,
transzmembran, vagy citoplazmatikus régi¢) 1étrejott mutaciok hatdsat a rollingra és sejt
adhéziora, azt tapasztaltuk, hogy a citoplazmatikus domén kevésbé, sokkal inkabb az
extracellularis régié bizonyos defektusai befolydsoltdk a sejtek gordiild mozgasat és
kitapadasat.

A CD44-r6l kimutattdk, hogy a fehérvérsejtek felszinén, szemben mdas adhézids
molekuldkkal, melyek a mikrovillusok csicsdn taldlhatéak (L-szelektin, o4 integrin),
inkabb a citoplazmatikus kitiiremkedések kozotti membran szakaszon foglal helyet (5;6).
A sejtadhézidban részt vevd, hasonld lokalizaci6ji molekuldkkal ellentétben, in vitro
dramlasi koriilmények kozott, immobilizalt ligandon a CD44 molekula képes rollingot

inicidlni (6;34).

A CD44 ¢és L-szelektin  molekuldk miikodését, esetleges miikodéskiesésiik
kovetkezményeit szamos gyulladdsos allatmodellben vizsgdltdk. A kapott eredmények
néha ellentmondédsosak, ami az adhéziés folyamatban részt vevé molekuldk ill.
interakcidik még nem teljesen feltérképezett voltira enged kovetkeztetni.

Anti-CD62L antitest autoimmun diabétesz egérmodelljében megakadédlyozta a betegség
kialakuladsat (35), mig nem befolydsolta a Staphylococcus okozta szeptikus artritisz (36),
valamint az experimentdlis allergids enkefalomielitisz (EAE) sulyossdgat (37). A CD44
molekula antitesttel torténd blokkolasa jelentdsen csokkentette egerekben a kollagén- és
proteoglikan indukaélta artritisz (38-40), az EAE (37), a szuperantigén-indukalt peritonitisz

(19), valamint asztma bronchiale gyulladdsos paramétereit (41;42).



A fenti két adhéziés molekula mikodését nemcsak antitestek hasznalataval, hanem CD44
ill. L-szelektin deficiens egerekben is vizsgdltdk. Az L-szelektin molekuldt kdédold
génszakasz hidnya akut gyulladdsos reakcidk intenzitdsat csokkentette, pl. kontakt
dermatitiszben, tioglikolat-indukalta peritonitiszben, és allograft rejekcié sordn (43).
Gyulladasos folyamatban a musculus cremaster posztkapilldris venuldiban CD62L
molekula hidnydban jelentésen mérséklodott a neutrofil extravazicio mértéke (44).
Megjegyzendé azonban, hogy T sejt medidlt inflammacié, mint pl. késbi tipusi
tilérzékenységi reakcié (45), vagy EAE (46) nem indukdlhaté L-szelektin deficiens
egerekben. Mivel a naiv T sejtek nyirokcsoméba vandorldsdhoz, ill. a memoria sejtek
kialakuldsdhoz az L-szelektin molekula elengedhetetlen, az antigén specifikus T sejt
vilasz elmaraddsa miatt CD62L hidnydban a gyulladdsos reakci6é kialakuldsdnak
lehetdsége jelentdsen korldtozott (45;47).

A CD44 molekula expresszidjanak hianya csokkentette DBA/1 egerek kollagén-indukalt
artritiszre val6 hajlamat (48). Ezzel ellentétben CD44 deficiens egerekben fokozddott a
tiildokarosodds mértéke bleomycin és Escherichia coli-indukalt pneumonidban, mig ez

nem volt megfigyelhetd Streptococcus pneumoniae okozta pulmondlis folyamatban

(49;50).

Munkdm sordn CD44, L-szelektin és CD44-L-szelektin dupla deficiens egerekben
Iétrehozott két kiilonbozé gyulladdsos modellben vizsgiltam a CD44, valamint L-
szelektin molekuldk izoldlt vagy egyiittes hidnydnak szisztémds antigénspecifikus
immunvdlaszra, a gyulladdsos reakciok morfoldgiai paramétereire, illetve az inflammalt

szovet posztkapilldris venuldiban zajlé endotél-fehérvérsejt interakcidkra kifejtett hatdsat.



1, Intraperitonedlisan csirke ovalbuminnal immunizdlva az egyes egércsoportokat, majd
meghatdrozott id6 utdn ugyanazzal az antigénnel az egyik oldali fiilet intradermdlisan
oltva, abban allergids dermatitiszt valtottunk ki, mely gyulladds tobb szempontbdl

hasonlit az atopids dermatitisz akut fazisara.

Az atopids dermatitisz velesziiletett atopids hajlam alapjan kifejlodo, multifaktoriélis titon
oroklodo, viszketéssel, szaraz borrel jard, recidivalé gyakori borbetegség, mely
legtobbszér mar gyermekkorban megjelenik (51;52). A betegek kozel 80%-aban
kiilonboz6 antigénekkel szemben termelt magas IgE szint mutathaté ki (51-53). A
betegség tiineteinek kifejlodésében a T sejtek kiemelt szereppel birnak. Immunhisztoldgiai
vizsgélatokkal a dermiszben makrofidgok mellett mononukleéris sejtinfiltracidt lehet
igazolni, mely féleg aktivalt CD4+ T sejtekbdl all (54). A gyulladds akut 1ézidiban
szignifikdnsan no az IL-4, IL-5 citokineket termeld sejtek szdma, utalva a Th2 tipusi
sejtek dominancidjara ebben a szakaszban. Kronikus fazisban mindemellett nagy szamu
Th1 limfocita is jelen van a dermatitisz teriiletén (55).

Kisérleti allatok protein antigénnel (pl. ovalbumin) torténd szenzitizdlasa utin, ugyanazon
antigénnel val6 lokdlis stimuldcié egy bifazisos, Th2 tipusu limfocitdk dominancidjaval
jaré vélaszreakcidt eredményez (56). A humdanhoz hasonléan, az 4llatmodellekben
kialakul6, atopids dermatitiszre emlékeztetd gyulladdsos reakcié az antigén expozicidt
kovetden masztocitdk bedramldsdval, illetve szoveti oedemaval jellemezhetd ,,azonnali
vélasszal” kezdddik (,,immediate-phase response”, IPR) (57). 4-6 6rdval késébb ezt egy
,kés0i reakcid” (,late-phase response”, LPR) koveti, melyet nagy szdmu fehérvérsejt
dermiszbe dramlédsa (szovettanilag mononukledris sejtek, neutrofilek, bazofil és eozinofil

leukocitak), illetve a szoveti duzzanat tovabbi fokozddasa jellemez (58).



Az altalam haszndlt dllatmodellben az intraperitonedlisan adott ovalbuminnal 1étrehozott
szenzibilizdlast kovetden adott antigén expozicié hatdsdra (57;59) kialakuld allergids
dermatitis dinamikdjat tekintve bifazisos jellegli és domindléan Th2 tipusu limfocitdk
vesznek részt benne. Mindemellett az egerekben emelkedett ovalbumin specifikus IgE
termelést igazoltunk (60), mely paraméter az el6zOekkel egyiitt megerdsiti a fiilben

kialakult borgyulladas atépids dermatitiszhez valé hasonlésagat (52-54;61).

2, Metiladlt borji-szérum-albuminnal (mBSA) végzett szubkutidn/intradermadlis, illetve
intraperitonedlis immunizaciét kovetden a vizsgilati egerek egyik oldali térdiziiletébe
ugyanazon antigént injektdlva abban artritiszt hoztunk létre (antigén-indukalt artritisz,
AIA) (62-65). A kialakult gyulladds hasonlésdgokat mutat a reumatoid artritisszel
(gyulladdsos leukocitdk szinovidlis infiltracidja, szinovidlis hiperpldzia, porcerozio)
(65;66). Az egér artritiszek szisztémds autoimmun formdival szemben az AIA kezdete
jobban meghatarozhato, hiszen az intraartikularis injekcidé utan rovid id6n beliil kialakul,

emiatt a gyulladds paramétereinek id6fiiggd véltozasai jobban vizsgalhatok.

Mind az egérfiil, mind a térdiziilet (67) alkalmas intravitdlis mikroszképidval (IVM)
végzett vizsgilatokra. Igy az antigén-specifikus immunvilaszok, illetve a 1étrejovo
inflammaécidk morfoldgiai jellemzdéin kiviil IVM segitségével betekintést nyertiink a
gyulladésban részt vevo effektor sejtek mozgasanak kinetikdjdba is.

Munkdm eredményeképpen megéallapithat6 volt, hogy a Th2 sejtek dltal medialt allergids
dermatitisz kifejlédésében a CD44 molekula kritikus jelentdséggel birt, mig az L-szelektin

molekula hidnya nem befolyésolta szignifikdnsan a gyulladas paramétereit.



Ezzel szemben az AIA esetében az L-szelektin hidnya késleltette a gyulladdsos sejtek
iziiletbe vandorldsat, mig a CD44 molekula csak kismértékben befolydsolta a granulocita

influx mértékét.
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CELKITUZESEK

Munkam sordn CD44, L-szelektin, és CD44-L-szelektin dupla deficiens egerekben
ovalbuminnal intraperitonedlisan, illetve mBSA-val intrakutin/szubkutdn, valamint
intraperitonedlisan végzett immuniziciét kovetéen a megfeleld antigénnel allergids

dermatitisz, illetve antigén indukalt artritiszt hoztunk 1étre.

A fenti dllatmodellek segitségével vélaszt kerestem a kovetkezd kérdésekre:

1, Intraperitonedlis immunizacidt kovetden, L-szelektin hidnydban kivalthat6-e lokélis
gyulladésos reakci6?

2, Az egyes adhéziés molekuldk hidnya hogyan befolydsolja a kialakult inflammatérikus
folyamatok morfoldgiai jellemz6it?

3, A CD44 és L-szelektin molekuldk egyiittes hidnya additiv vagy szinergista moddon
negativ hatdssal van-e a vizsgalt gyulladasos folyamatok paramétereire?

4, Intravitalis mikroszkdpidval vizsgidlva milyen a gyulladdsban részt vevd leukocitdk és
az endotél sejtek kolcsonhatdsanak kinetikdja, és ezt hogyan befolydsoljak a vizsgélt

adhézids molekulak?
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3.ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. CD44, L-szelektin, ill. CD44-L-szelektin dupla deficiens egerek

CD44 deficiens egereket célzott gén diszrupcidval hoztunk 1étre (48), mig az L-szelektin
hidnyos allatok beszerzése a The Jackson Laboratory-bdl (Bar Harbor, ME) tortént.
Mindkét géndeficiens vonalat BALB/c egerekbe kereszteztiik vissza hat generdcion
keresztiil (68;69). A visszakeresztezéshez felhasznalt BALB/c torzsek a National Cancer
Institut (Frederick, MD) &llomdnyabdl szdrmaztak. A CD44 és L-szelektin hidnyos
allatokat egymadssal keresztezve kaptuk meg a mindkét molekuldra nézve deficiens
egereket (dupla knockout).

A genomikus DNS szlirésére polimerdz lancreakciét (PCR) hasznaltunk, mellyel
kimutathaté volt a cd44, ill. cd62] gén, ill. a neomycin (neo) és puromycin (puro)
rezisztencia gének jelenléte a cd44 (48) és c¢d621 (70) locusok targetalt konstrukcidiban.

A vizsgélatokban vad tipusd (cd44**/cd621"*), CD44 deficiens (cd44”/cd621™™), L-
szelektin deficiens (cd44™*/cd621”"), valamint dupla deficiens (cd44” /cd6217) utédokat
hasznédltunk, amelyek a targetdlt lokuszoktdl eltekintve azonos genetikai hattérrel
rendelkeztek. A géndeficiens dllatok nem mutattak fokozott fogékonysdgot a
fertézésekkel szemben, igy azokat standard koriilmények kozott tenyésztettiik.

A kisérletes munkankat az Animal Care and Use Committee of Rush University Medical

Center ellendrizte és hagyta jova.
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3.2. Immunizacio, OVA indukalt allergias dermatitisz, ill. antigén indukalt artritisz
(AIA) létrehozasa

3.2.1. Allergids dermatitisz

8-10 hetes vad tipusu, CD44, L-szelektin és CD44-L-szelektin dupla deficiens egereket
0,5 ml aluminium hidroxid gélben (6,5mg Al(OH)3) oldott és gamma sugérzassal (20Gy)
sterilizalt 10 g csirke ovalbuminnal intraperitonedlisan injektaltunk, majd a procediirat
azonos mennyiségi OVA-val 3 hét milva megismételtilk. A nem-szenzitizalt kontroll
allatoknal az OV A helyett PBS-t haszndltunk. 2 héttel a médsodik intraperitonedlis injekci6
utdn a lokalis allergids reakciot 10 pl steril PBS-ben bevitt 5 pg OV A-val viltottuk ki,
melyet az immunizdlt egerek egyik fiilének ventralis oldaldra intradermdlisan
fecskendeztiink. Az ellenoldali fiil borébe csak PBS keriilt (57;71;72).

3.2.2. Antigén-indukalt artritisz

Metilélt borju szérum albumint (mBSA) PBS-ben oldottunk, majd gamma sugarzédssal
(20Gy) sterilizaltunk. Mivel az mBSA csak részlegesen oldddott, a protein koncentracidjat
a bicinchoninic protein assay (Pierce, Rockford, IL) segitségével 1-Smg/ml-re allitottuk
be. A vad tipusu és deficiens egerek 100 pul komplett Freund adjuvansban (KFA)
emulzifikdlt 100 pg mBSA-t kaptak szubkutdn a talpukba és a farok tovébe. Az dllatok
egy masik csoportja azonos mennyiségli antigént intraperitonedlisan kapott. A
beavatkozdst mindkét egércsoportban 2 hét milva megismételtiik. 2-3 héttel az
immunizdcié utdn az 4llatokat elaltattuk, majd a jobb térdiziiletbe 6 pul PBS-ben oldott
30ug mBSA-t, mig a bal térdiziiletbe 6 pl PBS-t (antigén nélkiil) injektaltunk (64;65). Az
injekciot kovetd 4h és 5 nap kozott meghatarozott idépontokban monitoroztuk az egerek

térdiziileteit, mikrokaliperrel mérve az iziilet atmérdjét.
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3.3. OVA és mBSA specifikus antitest meghatarozas

Az OVA intradermadlis injektdldsa utdn 24 O6raval, mig az artritiszes allatmodellben az
intraartikuldris provokdcié utdn 5 nappal az egereket leloltiik, szérumaikat Osszegytijtottiik.
Az antigén specifikus IgE szinteket ELISA technikdval mértiik tisztitott anti-IgE antitest és
biotin konjugalt OVA felhasznaldsaval (59). A Maxisorp mikrotiter lemez (Nunc, Rochester,
NY, USA) lyukait patkdnyban termelt egér ellenes IgE monoklondlis antitesttel fedtiik
(0,15pg/lyuk) (klon R35-72, BD Biosciences-Pharmingen, San Diego, CA, USA). A nem
specifikus kotddést 3%-os BSA-t (Sigma) tartalmazé PBS-sel blokkoltuk. A szérumokat
ndvekvd higitdsban (1:50-1:12500) vittiik fel a lyukakra, és egy éjszakét 4°C-on inkubéltuk. A
lekotédott OVA specifikus IgE molekuldk kimutatdsa céljabdl a lemezt biotinildlt OVA
jelenlétében 2 oran keresztiil inkubaltuk, majd a HRPO (,,horseradish peroxidase”)-konjugalt
streptavidin (Zymed, San Francisco, CA, USA), ill. o-phenylendiamin és hidrogén-peroxid
jelenlétében kialakult szinreakciét 490nm-en ELISA leolvaséval mértiik. A koncentracidok
pontos meghatdrozdsahoz standardként biotinilalt egér ellenes IgE (klon R35-92) segitségével
detektalt, novekvo koncentracidju tisztitott egér IgE (BD Pharmingen) szolgilt.

Az OVA és BSA specifikus IgG1 és IgG2a antitestek mérése szintén ELISA technikdval
tortént. A Maxisorp lemez (Nunc, Roskilde, Dania) lyukait 0,5 pg OVA-val, ill. 0,1 ug BSA-
val fedtik. A szérumok novekvd higitdsait a nem specifikus kotddés kivédése utdn
meghatdrozott ideig inkubdltuk. Az OVA- ill. BSA-specifikus antitestek izotipusainak
koncentriciéjit peroxiddz-konjugdlt patkdny anti-egér IgGl-el és IgG2a-val (Zymed, San
Francisco, CA, USA), mint szekunder antitestekkel hataroztuk meg (68;69;73) A szérum
antitest koncentracidokat a megfeleld egér IgG izotipus standardok (valamennyi a Zymedtol)

vagy tisztitott egér IgG (Sigma-Aldrich) révén szamitottuk ki (68;69;73).
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3.4. Antigén specifikus immunvalasz meghatarozasa, citokinek mérése

A leolt allatok 1épébol frissen izoldlt sejteket az OVA és BSA specifikus T sejt valaszok
mérésére hasznaltuk (48;74). Az OVA-ra adott specifikus valasz mérésénél a sejteket 10%
fotalis borju szérum (FBS, Hyclone, Logan, UT, USA) jelenlétében Dubecco’s Modified
Eagle mediumban (DMEM, Sigma) szuszpendaltuk, majd 3x10° sejt/lyuk mennyiségben 96
lyukd lemezbe helyeztiik. BSA stimuldciéndl az inkubacids tapfolyadék szérum mentes HL-1
medium (BioWhittaker, Walkersville, MD, USA) volt. Az antigén specifikus valaszokat 50
pg OVA/lyuk ill. 50pg/ml BSA jelenlétében négy parhuzamos mintdban mértilk. A T sejt
proliferaciét az 6todik napon hatdroztuk meg megmérve a “H-timidin beépiilést (68;69;73;75).
Az antigén specifikus T sejt valaszt (a direkt T sejt proliferdcidt) stimuldciés indexben
fejeztik ki, amely az antigén stimuldlt tenyészetekben és a nem stimuldlt kultdrdkban
jelenlévo inkorporalt *H-timidin percenkénti beiitésszamanak aranyaként definidlhato.

Az OVA intradermdlis injektdldsa utdn 24 o6rdval az egerek szubmandibularis
nyirokcsomdibdl is izoldltunk limfocitdkat, és a fent leirt médon hataroztuk meg az antigén
specifikus T sejt valaszt.

Az interferon-y (IFNy), interleukin-4 (IL-4) antigén specifikus termel6dését, pontosabban a
citokinek koncentracidjit a sejttenyészet feliiliszdjaban (3x10° sejt/ml), a tenyésztés negyedik
napjan ELISA technikdval mértiik meg (BD Biosciences, San Diego, CA, USA vagy R&D

Systems, Minneapolis, MN, USA) (68;69;73).

3.5. Aramlasi citometria
A sejtfestéshez felhasznalt antitesteket az anti-CD44 monoclonélis ellenanyag (IRAWB14)
kivételével a BD Pharmingen-tdl (San Diego, CA) szereztiikk be (76;77). Az AIA indukci6

utdn 1 nappal az éllatok egy részét (minden egércsoportban) ledltiik, 1€psejtjeit izolaltuk, anti
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egér CD62L (MEL-14), ill. IRAWBI14 antitestekkel inkubdltuk, majd fikoeritein(PE)-
konjugalt streptavidinnel festettiik (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). A korai aktivacids
limfocita marker CD69 expresszié meghatarozasandl kettds fluoreszcens festést alkalmaztunk
(anti-CD3-PE és anti-CD69-FITC a T sejteknél, valamint biotinilalt anti-CD19 és
streptavidin-PE anti-CD69-FITC kombinéciot a B sejteknél) (74).

Emellett gyulladdsos sejteket gytijtottink a térdiziiletekbdl 4, 24 o6raval, ill. 5 nappal az
intraartikularis mBSA injekcié utdn. Az {ziileti tiregbdl, ill. szinovidlis membranrél PBS-be
finoman belekapart sejtek felszinén (csoportonként 4-4 iziiletbdl gytijtve) a CD44 ill. CD62L
molekuldkon kiviil a granulocita marker Grl (Ly-6G, klén RB6-8C5), ill. CD3 (kl6én 145-
2C11) expressziot is vizsgéltuk.

Az iziileti mBSA injekcio utdn 4, ill. 24 6rdval az anesztetizdlt dllatok retroorbitélis liregébdl
vért vettilnk, majd ennek hemolizdldsa utdn a leukocitdk granulocita specifikus adhézids
molekuldit vizsgaltuk (L-szelektin, Mac-1, LFA-1, VLA-4, PSGL-1) kettds fluoreszcens
festéssel, melynek sordn a sejteket egyiitt inkubdltuk biotinilalt, vagy PE-konjugalt anti Gr-1-
gyel valamint biotinildlt, vagy PE-konjugilt adhéziés molekula specifikus monoklondlis
antitesttel. A biotinnal jelzett antitestek kotddését AlexaFluor488-konjugilt streptavidinnel
tettiik lathatova (Molecular Probes).

A szimpla ill. dupla festésli aramldsi-citometria FACScan berendezéssel és CellQuest analysis

software (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) segitségével valdsult meg.

3.6.Intravitalis mikroszképia (IVM)

3.6.1. Egérfiil ereinek IVM vizsgalata

Az atopids dermatitiszre emlékezetd allergids reakcio kezdeti fazisdnak vizsgélata sordn kiilon
csoportokban vizsgaltuk az oltas el6tti (Oh), valamint az OV A expoziciét kovetd 1, 2, 6, 12 és

24 o6raval kialakult leukocita &ramlast. A mikroszképizalas elétt az  allatokat
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intramuszkuldrisan adott ketamin-xylazin koktéllal elatattuk, majd minden egér retroorbitélis
plexusdbdl vért vettiink fehérvérsejt meghatdrozds céljabol. A konstans testhdmérsékletet
fenntartandé az allatok koré gézt csavartunk, majd tiveglapra helyeztiik oket. A vizsgaland6
fiillet dvatosan kisimitottuk, majd immerzids olaj segitségével rogzitettilk és az intravitalis
mikroszkép 10x-es nagyitasu objektivje ala helyeztiik (model E600FN, Nikon, Garden City,
NY, USA). A fehérvérsejteket intravéndsan adott, in vivo adhézidjukat nem befolydsolo,
fluorescens, sejt-permeabilis, DNS-hez kot6d6 rhodamine 6G festékkel tettiikk lathatova
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) (78;79).

3.6.2. Egér térdiziilet IVM vizsgalata

A BSA-val injektalt térdiziilet szinoviumat az iziilet eliils6 oldalarél kozelitettiik meg (67). Az
egereket ketamin-xylazin keverékkel anesztetizdltuk, majd hatukra fektetve egy iiveglemezre
helyeztiik. A térdiziiletet specidlis gumitdmaszték segitségével rogzitettiik. A bOr dtmetszése
utdn a ligamentum patellae-t sterilen felpreparaltuk. Mivel a térdszalag és az alatta fekvo 1agy
szovetek kozott kozvetlen érosszekottetés nincs (80), a ligametum felemelése a vizsgdlando
erek sériilése nélkiil elvégezhetd volt. Ezutdn az allatokat az intravitalis mikroszkép ald
helyeztiik. A nyitott térdiziilet szinovidlis membranjat folyamatosan dramoltatott steril meleg
(37°C) PBS-sel tartottuk nedvesen. A posztkapilldris venuldkat 40x-es nagyitdssal vizsgaltuk.
Hasonléan az egérfiil vizsgdlatandl lefrtakkal, a proceddra eldtt vért vettink az egerek
retroorbitdlis plexusdbdl fehérvérsejt meghatdrozas céljabol, ezt kovette a leukocitdk festése
rhodamin 6G segitségével.

3.6.3.”Real-time”felvételek, leukocita-endotél interakciok analizise

Az egérfiil ill. térdiziilet szinovium postcapilldris venuldiban jelentkezd fehérvérse;jt
dramlasrol a meghatdrozott idopontokban 1-1 percig készitettiink felvételeket egy, a
mikroszképhoz csatlakoztatott digitdlis kamera segitségével (CoolSnap, RS Photometrics,

Trenton, NJ, USA). ,On-screen” caliper alkalmazdsival hasonlé datmérdjii ereket
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vélasztottunk ki (d=35+5um). A felvételek visszajatszdsakor a kapott eredményket Metavue
image analizis szamitogépes programmal értékeltiikk. Vizsgdlataink sordn a kovetkezd
paramétereket hataroztuk meg.:a, a rolling interakcidok frekvencidja (az endotélium mentén
egy perc alatt gordiilé6 mozgast végzo sejtek szama (81;82), b, rolling sebesség (Lm/sec), c,
adherens (szorosan tapadd) sejtek szama (legaldbb 30 madasodpercig mozdulatlan sejtek),
melyet a vizsgalt venula 100pum hosszi szakaszara vonatkoztattunk.

A vizsgdlat elején levett vérmintdkban Tiirk oldat segitségével meghatdroztuk a
fehérvérsejtszamot, ill. Giemsa-val tortént festést kovetden a polimorfonukledris és

mononuclearis sejtek ardnyat.

3.7. Fiilvastagsag mérése, hisztologia, immunhisztokémia

Az egérfiill vastagsdgit mikrokaliper (Wilha Werkzeuge GmbH, Germany) segitségével
hatdroztuk meg az intradermaélis oltds el6tt (0 h), valamint 1, 6, 12 és 24 6rdval az antigén
expozicidt kovetden. Az 1 és 24 6rds mérések utan az egerek egy részét ledltiik, és az érintett
fiileket szovettani feldolgozas céljabdl eltavolitottuk. Az anyagot részben paraffinba dgyaztuk,
a metszeteket hematoxilin eozinnal, 1ill. szafranin O-val festettiik, utobbit a mastocitak
identifikdldsa céljabol. A dermiszt infiltrdlé leukocitdk és mastocitdk szdmat
fénymikroszkoppal ( Nikon Microphot-FXA mikroszkép, Nikon, Garden City, NY, USA)
100x-o0s nagyitds mellett metszetenként 10-10 ,,nagy nagyitdsu lattérben” (high power field,
HPF, méretét tekintve 160 um atmérdji, tehat 2x10* négyzetmikron teriiletli) hatdroztuk meg,
és az értékeket atlagoltuk (4llatcsoportonként 6-6 egeret felhasznalva).

A fiillek masik részébOl immunhisztokémiai vizsgdlatok céljabdl fagyasztott metszetek
késziiltek (48). Az acetonnal fixalt mintdkon a nemspecifikus kotodést 5%-os normal kecske

szérummal védtiik ki. A granulocitdkat és T helper sejteket biotinildlt patkany anti-egér Gr-1

(BD Pharmingen), ill. anti CD4 (R&D Systems) monoklondlis antitestekkel jeloltiik, majd a
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kotddést HRPO-konjugélt streptavidin, hidrogén-peroxid és diaminobenzidin kromogén
(DAB tabletta, Sigma) segitségével tettiikk lathatéva. A Gr-1 ill. CD4 pozitiv, valamint az
ezekkel az antitestekkel nem fest6d6 leukocitdk szamat egyarant meghataroztuk.

A BSA-val injektalt iziiletek szovettani feldolgozasa sordn ( az oltds utan 4, 24 oraval ill. 5
nappal) a térdiziileteket formalinban fixaltuk, dekalcifikaltuk, majd paraffinba dgyazas utan

metszettiik, és hematoxilin eozinnal festettiik.

3.8. Statisztikai analizis
Statisztikai analizist az SPSS program 7.5 verzidjat haszndlva végeztiink (SPSS, Chicago, IL,
USA). Mann-Whitney ¢és Wilcoxon teszteket alkalmaztunk csoportok  kozotti

Osszehasonitasra. A 0,05-nél kisebb P értékeket tekintettiik szignifikdnsnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. Sejtfelszini CD44 és L-szelektin expresszi6 mBSA-immunizalt vad tipusi, CD44 ill.
L-szelektin deficiens, valamint CD44-L-szelektin dupla knockout egerekben
A gén-targetalt egerek frissen izolalt Iépsejtjeinek felszinén aramlasi citometria segitségével

hatdroztuk meg a CD44 ill. L-szelektin expressziot (2.dbra).

CD44 CD62L

A

Vad tipus

CD44 KO

CD62L KO

CD44/CD62L KO

o T 104 ¢ T 104
B T A
Fluoreszcencia intenzitas

2. abra. CD44 és L-szelektin expresszié az mBSA-val immunizélt vad tipusd (A,E), CD44
deficiens (B,F), L-szelektin (CD62L) deficiens (C,G) és dupla knockout egerek (D,H)
Iépsejtjeinek felszinén. Az izotipus kontroll dramlési citometrids gorbéje pontozott vonallal, a
vizsgélt adhéziés molekuldk sejtfelszini denzitdsa kitoltott hisztogrammal van jeldlve. A
fluoreszcencia intenzitds mértéke az X, mig a sejtszdm az Y tengely mentén van dbrazolva.

Ahogy varhat6 volt, az egyes knockout csoportokban hidnyzott az adott, ,kititott” gén altal

termelt molekula (a dupla knockout csoportban értelemszertien mind a CD44, mind az L-

szelektin sejtfelszini megjelenése). Hasonléan a CD44 deficiens egerek Il tipusi kollagénnel
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torténd immunizdcidja sordn tapasztaltakhoz (74), mBSA-immunizalds utin a CD44 hidnyos
egerek 1€psejtjeinek felszinén szignifikdnsan kevesebb L-szelektin expresszalédott, mint a vad
tipusu allatoknal. Ugyanakkor az L-szelektin molekula hidnya nem befolydsolta a CD44

sejtfelszini denzitdsat.

4.2. OVA specifikus immunvalasz a vad tipusi, CD44, L-szelektin, ill. CD44-L-szelektin
dupla deficiens egerekben.

OVA-val tortént intraperitonedlis szenzitizdcié, ill. intradermdlis injekci6 mérhetd
mennyiségli antigén-specifikus IgE termelddést eredményezett mind a négy allatcsoportban,

megerdsitve ezzel a bérreakcid allergids jellegét (3. dbra) (59;71).

1l

Vad tipus CD44 CD62L CD44/CD62L Kontroll
KO (PBS-inj.)

[N

OVA-specifikus IgE (ug/ml)

3. abra. OVA-specifikus szérum IgE szintek Osszehasonlitasa a vad tipusu, CD44 deficiens,
L-szelektin deficiens és CD44-L-szelektin dupla knockout egerekben OV A-val tortént
intraperitonedlis-szenzitizacidt kovetd intradermalis OVA injekci6 utan.

Az OV A-specifikus szérum IgG1 szint tobbszordse volt az antigén ellen termel6dott 1gG2a
mennyiségének, mely az allergids reakcidban részt vevd T sejtek populicidjan beliil
elsdsorban a Th2 tipust sejtek dominancidjara utal (4. dbra, A, B).

A vizsgdlt antigén-specifikus immunglobulinok egyikénél sem tapasztaltunk a mért
mennyiségek vonatkozdsdban szignifikdns kiilonbséget az egyes egércsoportok kozott.

Az intraperitoneélisan PBS-Al(OH3) kombindcidval injektalt &llatok szérumdban OVA

specifikus antitest nem volt kimutathatd.
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4. abra. Szérum IgG1 (A) és IgG2a (B) szintek a vizsgalt dllatcsoportokban OV A expoziciot
kovetéen. A kontroll egerek (kontroll, PBS-inj) technikailag azonos mddon, de PBS-sel
voltak ,.kezelve”. Az oszlopok csoportonként 6-8 dllat adatait abrazoljdk. (atlag+SD)

Az IgGl1 izotipusi OV A-specifikus immunglobulin nagyobb mennyisége mellett az antigén-

stimuldlt 1épsejtek feliiliszdjaban meghatarozott citokin profil is (5.4bra) megerdsitette a Th2

limfocitdk dominans szerepét.
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5. abra. Lépsejtek feliiliszéjaban mért IFN-y és IL-4 szintek az OVA-val szenzitizalt
allatokban. Csoportonként 6 egér mintdjdban mért értéket abrazoltunk (atlag+SD). Sem az
IFN-y sem az IL-4 esetében nem taldltunk szignifikdns kiillonbséget az egyes egércsoportok
kozott. Megjegyzendd, hogy az IFN-y koncentracié 50pg/ml alatt volt a PBS-sel injektalt
allatok 1épsejtjeinek feliiliszéjdban, mig ugyanezekben a mintdkban IL-4-et nem tudtunk
detektalni.

Az ovalbuminnal immunizalt vad tipusu €s deficiens egerek 1€psejtjeit in vitro OVA-AI(OH3)-
dal stimuldlva azok mérhetd mennyiségii Thl tipusi immunvdlaszra jellemz6 IFNy-t
termeltek. Ez a citokin szint azonban koriilbeliil ezredrésze a hasonlé genetikai hatteri

(BALB/c) egerek Thl tipust immunvélasz irdnyédba polarizdlé antigén-adjuvans (pl.kollagén-

KFA) komplexszel torténd immunizdldsa sordn mért értékeknek (83). Az izolalt 1épsejtek a
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Th2 tipust immunvélaszra jellemzd IL-4-bdl is detektdlhaté mennyiséget termeltek in vitro
OVA-AI(OH3) stimuléciét kovetéen. Ez a citokin Thl dominancidji reakciéban hasonl6
vizsgalatban csak nyomokban mutathaté ki. Az L-szelektin deficiens, ill. CD44-L-szelektin
dupla knockout allatok 1épsejt-szupernatansaiban valamivel kevesebb IL-4 termelést mértiink,
de a vad tipusu egerek megfeleld értékéhez képest ez a kiilonbség nem volt szignifikans.

Osszehasonlitva a lépsejtek, illetve az OVA intradermdlis expozicidja utdn 24 éraval gyiijtott
szubmandibuldris nyirokcsomé sejtek OVA hatdsdra 1étrejovo stimuldciéjanak mértékét azt
tapasztaltuk, hogy L-szelektin izolélt hidnyaban szignifikdnsan alacsonyabb volt a stimulacids
index a noddlis limfocitdk esetében a lépsejtekéhez képest, tehdt kdrosodott a regiondlis

nyirokcsomdkba irdnyul6 limfocita ,,homing” (6.4bra).
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6. abra. OVA intradermalis expozicidja utan 24 d6raval gyjtott submandibularis nyirokcsomé
sejtek OVA hatdsara 1étrejovo stimuldciéjanak mértéke (SI: stimuldciés index+SD). Az L-
szelektin deficiens allatokban szignifikdnsan alacsonyabb SI mérhetd a vad tipushoz képest,
mely a limfocita ,,homing” sériilésére utal. (n=6/csoport)

4.3.Antigén specifikus immunvalasz mBSA-val immunizalt vad tipusa, CD44, L-
szelektin ill. CD44-L-szelektin dupla deficiens egerekben.

Az antigén-indukdlt artritisz ,hagyomdnyos” kivitelezési mddja sordn az intraartikuldris
antigén injekciét szubkutdn és/vagy intradermadlis immunizicié el6zi meg (84;85), melynek
eredményeként az antigénprezentacid ill. az antigénspecifikus T sejtek kialakuldsa az injekcid

helyének megfeleld regionalis nyirokcsomdkban megy végbe. Azonban ismert, hogy L-

szelektin molekula hidnydban a ,naiv’ T sejtek nyirokcsoméba irdnyulé ,homingja”
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korlatozott (4), ezért kutdn immunizacié sordn nem alakul ki tokéletes immunvélasz az tjabb
antigén expoziciét kovetden (45). Kisérleteink sordn szubkutdn/intradermdlis mBSA
immunizaciokor az L-szelektin deficiens egerekben valdban szignifikdnsan alacsonyabb T sejt
stimuldciét mértiink, mint a vad tipusd, vagy CD44 knockout allatokban, mig az mBSA

specifikus IgG termelést nem befolyasolta az L-szelektin molekula hidnya (7.4bra A, B).

Szubkutan Intraperitonealis
. A immunizacié - C immunizacié
B Wad tipus
6 6. EXCD44 KO
CD62LKO
] 1 2 ) 4 [ Dupla KO
@ 5 :::‘1 » 5 p!
g K 8
8 4 K 8 4] B3
> k< = ks
o oo o £
= i £ S 3 1
s 3 %! s 3 oo
5 K 5 K
= 5 = 3
» £ @ £
i o5 s £
1+ KX 1 kX3
K £
o 1
i po
0 XX 0 XX
Szubkutan Intraperitonedlis
6 B immunizacié 16 D immunizacié
£ E
E, 1.4 1 \8
o 2] B3 ey
S post S
= 1.0 :E:i: p
%2} 1 k< %2} B
el B i
= K = 03!
S 06 o S oo
Eoel |l & 5
B £ 5 oo
N 0.2 7 X N o2
%) K %) oo
0 KX %%

7. abra Immunvalasz a vad tipusi, CD44-deficiens, L-szelektin-deficiens és dupla KO
egerekben s.c. (A, C) ill. i.p. (B, D) mBSA immunizéciét kovetden. 8 nappal az immunizacid
utdn hataroztuk meg az Ag-specifikus T-sejt proliferaciot (A, B) ill. mBSA specifikus IgG-t
(C, D) (csoportonként 12 allat paramétereinek statisztikai atlaga). A szignifikds kiilonbségeket
csillaggal jeloltiik (p<0,05). SI: stimulacids index.

Az mBSA intraperitonedlis injektidlasakor (mikor a regionalis nyirokszerv a Iép) az L-
szelektin deficiens egerekben is a vad tipushoz hasonld normdlis T sejt vélaszt detektdltunk
(7. abra C, D). Ez a tény megerdsiti azt a feltételezést, hogy a limfocitdk 1épbe torténd
vandorldsa (és ottani aktivdléddsa) nem L-szelektin fiiggd folyamat (86). A 1épben torténd

azonos aktivacids stitusz tényét tdmasztja ald, hogy a korai aktiviciés marker CD69

molekuldt (87) expresszald szplenikus T ill. B sejtek ardnya nagyon hasonl6 volt a vad tipust,
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ill. L-szelektin deficiens egerekben 24 O6rdval az intraartikuldris mBSA injekcié utdn
(CD69"/CD3" sejtek: 35,748,2% az L-szelektin hidnyos egerekben, 38,1+6,7% a vad
tipusban; CD69'/CD19" sejtek ardnya: L-szelektin knockoutban 62,4+11,0%, vad tipusban
58,5+£8,9%). CD44 deficiens allatok lépsejtjeinek aktivacids statusza szintén nem mutatott
szignifikdns kiilonbséget a vad tipusi egerekben meghatirozott értékekhez képest

(CD69"/CD3" sejtek: 41,1£12,2% és CD69*/CD19" sejtek ardnya: 56,9+4,7%).

4.4. Fiillkagylo 6déma Kkialakulasa az OVA intradermalis injekcidja utan

Az azonnali tipusi immunvalaszndl lefrtakhoz hasonléan (57) 1 érdval az OVA intradermalis
injektdldsa utdn a fiilkagylok vastagsdga novekedni kezdett mind a négy genotipusban
(8.4bra).

® Vad tipus

0.8 O CD44 KO

V CD62L KO

0.7 - O CD44/CD62L KO
+ Kontroll (PBS-inj.)

- §/*/

0.4

Fiil vastagsag (mm)

OVA injekci6 utan eltelt id6 (6ra)
8. abra. Fiilkagyl6 duzzanat kialakuldsa az OVA szenzitizalt vad tipusu (sotét kor), CD44 KO
(iires négyzet), L-szelektin KO (iires haromszog) és dupla KO (iires kor) egerekben az ido
fliggvényében intradermélis OVA, vagy PBS injektdldsa utdn (kereszt). A fiilvastagsagot
mikrokaliper segitségével mértiik a 0. illetve az oltdst kovetd 1., 6., 12., és 24. Ordban
csoportonként 6-6- allatban. A szignifikdns kiilonbségeket (p<0.05) csillaggal jeloltiik.
Mivel a kontrollként hasznalt PBS bdr ald juttatdsa is okozott az elsd érdban enyhe oedemat,

ez a korai fiilduzzanat részben a fiilmérethez képest nagy mennyiségti (10ul) folyadéknak,

esetleg a szirds okozta minor sériilésnek is lehet koszonhetd. Az OV A oltést kdvetd 6. és 24.
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ora kozott a vad tipust, ill. L-szelektin deficiens dllatokban az érintett fiilkagylok vastagsaga
fokozatosan nétt, és a kaliperrel meghatdrozott méretek szignifikdnsan kiilonboztek az
ellenoldali, PBS injekcié utdn kialakult oedemdahoz képest. Ehhez képest CD44 molekula

hidnyéban, ill. a dupla deficiens egerekben csak minimadlis vastagsag ndvekedést észleltiink.

4.5. Térdiziileti duzzanat létrejotte mBSA intraartikularis injekcija utan

Az intraperitonedlis immunizicidt kovetéen a vad tipusi, CD44, valamint L-szelektin
deficiens, ill. CD44-L-szelektin dupla knockout egerek jobb térdiziiletébe mBSA-t, a bal
oldalra steril PBS-t oltottunk. Az ezt kovetd 4. ora ill. 5. nap kozott meghatirozott

idépontokban monitoroztuk az artritisz 1étrejottét (9.4bra).

1.0

m Vad tipus
¢ CD44 KO

.
A CD62L KO ]
o Dupla KO I

1
@ Kontroll T
(PBS-inj.) T *

0.8
0.6

0.4

0.2 - %\’g

Valtozas a térd atmérdéjében (mm)
e
/

Oh 4h 12h 1nap 2nap 5nap
Az intra-artikularis injekci6 utan eltelt id6é

9.abra. Térdiziileti duzzanat 1éterjottének kinetikdja AIA soran a vad tipusd, CD44 deficiens,
L-szelektin deficiens és dupla KO egerekben. A térdiziilet &tmérdjét frontdlis megkozelitésben
(csoportonként 15-15 4llatban, atlag érték+SD) mikrokaliper segitségével mértik. A
szignifikdns kiilonbségeket csillaggal jeloltiik (x: p<0.05; xx: p<0.001).

PBS injektélas utan az {ziiletben gyulladasra utald jeleket nem lattunk, bar az els6é 6rdkban az
érintett iziilet atmérdjének minimalis novekedését (<0.lmm) tapasztaltuk. mBSA hatdsara
azonban mind a négy vizsgalati csoportban {ziileti duzzanat jelentkezett, melynek

kiteljesedését az oltast kovetden 24 6raval lattuk. Az L-szelek, ill. CD44-L-szelektin dupla

deficiens allatokban a térd megvastagoddsa szignifikdnsan kisebb mértékii volt a vad tipusd
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egerekéhez képest minden vizsgalati idépontban, az oltdst kovetd 12. oOra, ill. 5. nap kozotti
intervallumban. A CD44 knockout egerekben is enyhébb duzzanat jelentkezett, de a mért
értékek csak az 1. és 2. nap kozott voltak szignifikdnsan alacsonyabbak a vad tipusnal

detektaltakhoz képest.

4.6. Leukocita-endotél interakciok az egérfiil postcapillaris venuldiban

Mivel mind a CD44, mind az L-szelektin molekula szerepet jatszik a leukocita-endotél
interakcidkban, érdekesnek igérkezett annak vizsgdlata, hogyan viselkednek a leukocitik az
egérfiill véndiban egy domindléan Th2 limfocita populdcié daltal medidlt allergids
dermatitiszben, ha egyik vagy madsik, illetve mindkét molekula hidnyzik. A fehérvérsejtek
gordiild mozgasat, ill. szoros adhézidjat vizsgaltuk az egérfiil postcapillaris venuldiban OVA
intradermdlis injekcidja utdn intravitalis mikroszkopia (IVM) segitségével. Intravitalis
vizsgalatokat végeztiink kozvetlen az OVA oltas el6tt (0 h), valamint 1, 6, 12, és 24 6raval az
antigén expozicio (ill. PBS injekcidé) utan. A videdkrol késziilt pillanatfelvételek (,,snapshot™)
jOl mutatjak, hogy a vad tipusu egerek fiillében minimalis leukocita aramlast tapasztaltunk az
OVA injekcié elétt, ugyanakkor szamos fluoreszkdld, az endotéllel kapcsolatba 1€pd

fehérvérsejtet detektaltunk 1, ill. 12 6raval az antigén expoziciét kovetden (10.4bra).

OVA injekcio elétt - 0 6ra OVA injekci6 utan- 1 éra OVA injekci6 utan - 12 6ra

10. abra. Pillanatfelvételek vad tipusd, OVA-val immunizélt, majd intradermdlisan oltott
egérfiil posztkapillaris venuldjarol az oltas elott (A), valamint 1 (B) ill. 12 éraval (C) az OVA
injektdlasa utdn. A kontroll (A) fiil szinte tiresnek tlinik, mivel nagyon kevés leukocita 1épett
interakcioba az endotéllel, illetve a fehérvérsejtek nagy sebességgel haladtak at az adott
érszakaszon, ami a felvételen nem rogzithetd. 1 draval az antigén expoziciét kovetden a
leukocita-endotél interakciok szdma jelentdsen noétt, amit a felvételen a fluoreszkald sejtek
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(fehér foltok) jelenléte jelez. (B). A fehérvérsejt forgalom 12 drdval az OVA intradermalis
oltdsa utdn még kifejezettebb (C).

PBS hatésara csak néhany gyorsan mozgé leukocitat, mig OVA expozicié utan 1 éraval mind
a négy allatcsoportban gordiild mozgast végzo €s szorosan tapadd fehérvérsejtet egyarant
rogzitettiink a video felvételeken. Ez a jelenség, egyiitt az oltast kovetden rovid id6 milva
megjelend fiil 6demaval, az allergids dermatitisz azonnali tipusi komponensének felel meg.
Az IVM felvételek adatainak részletes feldolgozasa sordn a vad tipusu egereknél az OVA
oltast kovetd 1. és 12. d6ra kozott a gordiild mozgist végzd sejtek szdmdnak kontinuus
novekedése, ill. ezt kovetden a rolling interakcidk fokozatos csokkenése volt megfigyelhetd
(11. abra).

A CD44 deficiens dllatok esetében minden vizsgélati iddpontban magas volt a gordiild sejtek
szdma, mig L-szelektin molekula hidnydban a rollingban részt vevd fehérvérsejtek
mennyisége fokozatosan csokkent az 1. és 24. drdig tart6 intervallumban, illetve emelkedett
az OVA oltast kovetd 6.€s 24. 6ra kozott a dupla deficiens egerekben.

A gordiil6 mozgds sebessége az oltast kovetden mért magasabb értékhez képest mind a négy
allatcsoportban fokozatos csokkenést mutatott az id6 elérehaladtaval. Ennek mértéke a dupla
knockout egerekben volt a legkisebb. A rolling sebesség 1 6raval az antigén expozicio utan a
CD44 ill. L-szelektin deficiens csoportban volt a legmagasabb, de az 1. és 6. 6ra kozott a
lassulds mértéke kifejezettebb volt az L-szelektin hidnyos dllatokban, mint a CD44 knockout
egerekben.

A szorosan adherdl6 sejtek mennyisége fokozatosan emelkedett az elsé 12 6rdban, majd ezt
kovetden csokkent a vad tipusd, ill. L-szelektin deficiens éllatokban. CD44 és dupla knockout
egerekben azonban minden vizsgdlati idopontban csak néhany kitapadt sejtet detektdltunk,
tehat az endotéliummal szoros kapcsolatba 1épd fehérvérsejtek szdma ebben a két

genotipusban szignifikdnsan kevesebb volt, mint a vad tipusu éllatok fiilében.
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A videomikroszkdpia el6tt levett vénds vérben meghatdrozott fehérvérsejtszam mind a négy

allatcsoportban hasonlé értéket mutatott.
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11. abra.Leukocita-endotél interakciok kinetikdja az OVA-val injektalt egérfiilekben a vad
tipusd, CD44 KO, L-szelektin KO és CD44-L-szelektin dupla KO egerek esetében. A rolling
mozgast végzo fehérvérsejtek szamat (rollingold sejtek szama/perc) (A), a rolling sebességet
(um/madsodperc) (B), és a szorosan tapado sejtek szamat (sejt/100 pm venularis szegment) (C)
az OVA expoziciét kovetd meghatirozott idOpontokban 4brazoltuk. Az eredmények
statisztikai 4tlagok+SD (csoportonként 8-11 egér minden id6pontban). A vad tipusd és KO
csoportok kozotti szignifikdns kiilonbségeket a grafikonok mellett tiintettiik fel.
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4.7. Leukocita-endotél interakciok a gyulladt térdiziilet szinovialis membranjaban

A szinovidlis szovet felszabaditisa anatomiai okokbdl vaszkuléris sériilés nélkiil volt
véghezvihetd. A fiziologidshoz hasonlé koriilményeket a szinovium meleg PBS-sel torténd
folyamatos , fiirdetésével” biztositottuk. Annak érdekében, hogy bepillantdst nyerjiink az
antigén indukalt artritisz korai és késoi fazisanak leukocita forgalméba, 4, 12 és 24 oraval ill.
5 nappal az mBSA intraartikuldris oltdsa utdn intravitdlis mikroszkoépidval vizsgéltuk az
érintett térdiziileteket. Minden esetben az ellentétes oldali, PBS-sel injektalt iziilet szolgalt
referenciaként. A nem gyulladt, kontroll iziilet szinoviumdban csak néhany gordiilé6 mozgast
végzd (sebesség>30um/s) sejtet detektaltunk, mig szorosan tapadé leukocita egyaltalin nem
volt. Ez a megfigyelés cafolja az injekcid, ill. az iziilet feltirdsdhoz tarsuld szignifikdns

trauma létrejottét.
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Az intra-artikularis injekcié utan eltelt id6é

12.abra. Leukocita-endotél interakciok kinetikdja AIA-ben intravitdlis mikroszkopidval
vizsgélva. A szinovidlis membrdn posztkapilldris venuldiban rolling mozgést végzd sejtek
ferkvencidjat (A) és a szorosan tapado sejtek szamat (B) 4, 12, 24 6ra ill. 5 nappal az mBSA
intraartikuldris oltdsat kovetéen hatdroztuk meg. Az oszlopokban csoportonként 5-5 egér
(mindegyiknél 2-3 érszakasz vizsgédlva) esetében mért értékek statisztikai atlagat+SD
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tiintettiik fel. A vad tipusi és KO csoportok kozotti szignifikdns kiilonbségeket csillaggal
jeloltiik.

A vad tipust egerek térdiziiletében intenziv leukocita dramlést taldltunk az mBSA adéasa utan
(12. adbra). Az endotéllel interakcidba 1ép6 sejtek nagy része szorosan tapadt az érfalhoz 4
oraval az antigén injektdlds utin. Az AIA ezen korai fazisdban a CD44 deficiencia ettdl eltérd
reakciot eredményezett: a szinovidlis venuldkban szignifikdnsan tobb fehérvérsejt végzett
gordiillé mozgast, azonban csak kevés adherdld leukocita volt megfigyelhetd. Hasonld
mértékli volt a szoros tapadds redukcidja az L-szelektin deficiens, ill. dupla knockout
allatokban is. Az antigén expozicié utdn 12 6rdval a rollingold sejtek frekvencidja kissé nott a
vad tipusud szinoviumban, ill. csokkent CD44 hidny esetén, mig az adherdl6 sejtek szdma nem
véltozott szignifikdnsan a kordbbi idéponthoz képest. A szoros adhézi6 vonatkozdsdban a vad
tipusd, ill. deficiens egércsoportok kozott az AIA indukcidja utdn 24 oOrdval is jelentds
kiilonbség volt kimutathatd.

A fehérvérsejt-endotél kolcsonhatas mértéke a gyulladds 1. napjara jelentosen csokkent,

€s az 5. napon is alacsony maradt. Mivel a periférids vérben meghatarozott fehérvérsejtszam
az intraperitonedlis immuniz4cid utan hasonl6 volt minden vizsgalati csoportban, a leukocita-
érfal interakciok egyes genotipusok kozott taldlt kiilonbségeit a kapott értékek cirkulald
fehérvérsejtre vonatkoztatott normaliziciéja nem befolyésolta.

A fehérvérsejtek minden deficiens csoportban gyorsabban gordiiltek, mint a vad tipusu sejtek.
Ez a jelenség legkifejezettebben 4 6rdval az mBSA oltds utdn volt detektdlhatd. Az atlagos
rolling sebesség minden knockout egérben magasabb volt a vad tipushoz képest, de ez a
kiilonbség egyik vizsgalati idépontban sem volt szignifikans.

A reprezentativ videofelvételek pillanatképein (13. dbra) jol latszik, hogy szamos fluoreszcens
leukocita 1épett kapcsolatba az endotéllel a vad tipusu allatok térdiziiletében 4 draval az

antigén injekciét kovetéen, mig ennél kevesebb fehérvérsejtet sikeriilt kimutatni az érfal
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mentén a CD44, L-szelektin, ill. CD44-L-szelektin dupla deficiens allatcsoportban. A teljes
videofelvételek kiértékelése sordn az AIA ezen korai fazisdban a vad tipust és géndeficiens
csoportok kozott a leukocita-endotél interakcidk (rolling +szoros adhézid) szempontjabol
nagyobb kiilonbséget varnank. Azonban figyelembe kell venniink, hogy a vad tipusd
szinovialis venuldban a fehérvérsejtek nagy része kitapadt, mig a tobbi genotipusban inkabb
nagy sebességgel gordiilt (>60um/s). Azok a sejtek pedig, amelyek ilyen gyorsan

,rollingolnak”, gyakorlatilag nem, vagy ritkdn lathatok egy pillanatfelvételen.

Vad tipus CD44 KO CD62L KO Dupla KO
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13.abra. Intravitdlis mikroszkopidval végzett vizsgalatok soran késziilt pilanatfelvételek (A-
D) a szinovialis membran posztkapillaris venuldirdl, illetve a megfeleld erek hisztologiai képe
(E-H) a vad tipusu (A és E), CD44-deficiens (B és F), L-szelektin-deficiens (C és G) és dupla
KO (D és H) egerekben. Az intravitilis felvételek j6l mutatjdk a fluoreszcens fehérvérsejtek
felszaporodasat és adhézidjat 4 o6raval az mBSA i.a. oltdsa utan. Az adherens, ill. lassan
rollingol6 sejteket vilagos foltok jelzik, mig a gyorsan athalad6 sejtek gyakorlatilag nem
abrazolédnak. A szovettani képek a venula koriili extravazédlodott sejteket mutatjak
kozvetleniil a mikroszképos vizsgalat utan.(HE festés).

A gyulladdsos sejtek endotélhez kapcsolodasat egy szekunder adhéziés mechanizmus, a
sejtfelszini L-szelektin, valamint a fehérvérsejtek PSGL-1 molekuldi kozotti kapcsolddas is

segiti (7). A vad tipusu egerek szinovidlis venuldirdl készitett videofelvételeken gyakran
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lattuk a bedramlo fehérvérsejtek laza kapcsolddasat, ill gordiilését mar kitapadt leukocitiakon.
A legtobb esetben ez a szekunder interakci6 a gordiild leukocita megalldsat eredményezte. A
géndeficiens éllatcsoportokban az Osszeiitkoz6 gordiild sejtek kozott kialakult kapcsolédasok

rovid életidejliek voltak, és ritkan vezettek szoros adhéziéhoz.

4.8. Az OVA injektalt fiilek szovettani feldolgozasa

Az OVA oltast kovetdé 1 6ra milva feldolgozott fiilek szovettani metszetén minden
allatcsoportban kismértékii dermalis 6déma volt megfigyelhetd. Mig ovalbumin injekcié elott
fehérvérsejtet, ill. masztocitdt csak minimdlis mennyiségben taldltunk a fiil szoveteiben
(4atlagosan 0,3 leukocita és 0,1 masztocita/HPF), egy dérdval az antigén expoziciét kdvetden
mindkét sejttipusbol ennek kb. tizszeresét tudtuk kimutatni a dermisben (2,6-3,3
leukocita/HPF és 0,8-1,2 masztocita/HPF) mind a 4 egércsoportban. 24 6rdval az antigén
beszirdsa utin a vad tipusi és L-szelektin deficiens 4llatok fiileinek ham alatti
kotészovetében massziv fehérvérsejt infiltratumot taldltunk, mig lathatéan kevesebb
gyulladasos sejt extravazalédott a CD44, ill. CD44-L-szelektin dupla knockout egerekben (14.
dbra, A). A szovetet infiltrdlé leukocitdk mennyiségének szemiquantitativ meghatarozasa
soran (HE metszeten) a CD44, ill. dupla deficiens éllatokban szignifikdnsan kevesebb
fehérvérsejt hagyta el az érpalyét, mint a vad tipusd, ill. L-szelektin knockout egerek esetében
(14. 4bra, B). A sejtinfiltritum nagy mennyiségben tartalmazott polimorfonukleéris sejtet, ill.
néhdny degranuldlt masztocitat (1,1-1,4sejt/HPF). Fagyasztott metszeten leukocita
subpopulécid-specifikus antitestek haszndlatdval a fehérvérsejt gyiilem teriiletén elsGsorban
granulocitdkat, ill. CD4" T sejteket detektdltunk a vad tipusd, ill. L-szelektin hidnyos
fiilekben, mig ezen sejtek mennyisége jelentdsen kevesebb volt CD44, ill. CD44-L-szelektin
dupla deficiencia esetében. A sejtinfiltritum ,,egyéb” Kkifejezéssel jelolt komponensei

vonatkozasaban az egyes genotipusok k6zott nem volt szignifikans kiilonbség.
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14.abra. OV A-val injektalt egérfiilek hisztopatolégiai és immunhisztokémiai vizsgalata 24
oraval az oltdst kovetéen. A vad tipusd ill. L-szelektin-deficiens egerek HE-nal festett
metszeteiben (A) denz leukocita infiltratum figyelheté meg a fiilben, mig sokkal kevesebb az
extravazdlddott sejtek szdma a CD44 KO és dupla deficiens dllatokban. A kialakult 6déma (a
kordbban leirtaknak megfelel6en) lathatéan nagyobb a vad tipusban, ill. L-szelektin hidny
esetén, mint a masik két vizsgdlati csoportban. A fiileket ért egyszeri OVA expozicié nem
okozott epidermélis hiperpldziat, annak kialakuldsdhoz az antigénnel vald tobbszori taldlkozas
sziikséges. A szovettani metszetek alatt (B) a kiilonbdzd gyulladdsos fehérvérsejtek
szemikvantitativ meghatdrozdsanak eredményei lathatéak 24 o6rdaval az OVA intradermalis
injektidldsa utdn. Parhuzamos metszeteket festettiink granulocita markerrel (Gr-1+, kék
oszlop), és CD4 monoklondlis antitesttel (r6zsaszin oszlop). A sarga oszlop (,,egyéb” sejtek)
fogalma alatt a HE-nal festett, de Gr-1,vagy CD4 monoklonélis antitestekkel pozitivitist nem
mutaté sejteket értjilk. Az dbrazolt értékek csoportonként 6-6- allat feldolgozasa soran kapott,
HPF-re (2x10* um2) vonatkoztatott leukocita szdm statisztikai atlaga+SD. A vad tipus €s a
KO csoportok kozotti szignifikdns kiilonbségeket csillaggal jeloltiik (p<0.05).
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4.9. Egér-térdiziiletek szovettani feldolgozasa

Szovettani metszeteken (15. dbra) 4 6rdval az mBSA injektdldsa utdn kifejezett leukocita
gyiilem volt megfigyelhet6 a vad tipusd, ill. valamivel kevésbé kifejezetten a CD44 deficiens
egerek szinovidlis szovetében. A sejtek nagy része az ereken kiviil helyezkedett el, ami arra
utal, hogy a gyulladdsos folyamat mar az oltast kdvetd 4. 6randl korabban kezd6dott. Az L-
szelektin, ill. dupla knockout allatok térdiziiletében ebben az idopontban azonban még alig
volt sejtinfiltracid, ill. a leukocitdk nagy része még intravazalisan helyezkedett el. PBS oltas
egyik egércsoportban sem eredményezett szovettanilag identifikalhaté gyulladast.

Késobb a vad tipusu egerekben a szinovitisz rapid progresszidja jelentkezett. 1 nappal az
mBSA expozicié utdn massziv leukocita infiltracié volt lathaté a szinovium-porc kapcsolddas
teriiletén, ill. a ligamentum patellae alatt. A sejtgyiilem féleg polimorfonukledris
leukocitakbdl allt. CD44 hidny esetében ez az infiltraitum valamivel kisebb volt a vad tipusban
megfigyelthez képest, mig ugyanebben az idOpontban csak szolid, neutrofileket és
limfocitdkat egyardnt tartalmazé sejtszaporulat volt kimutathaté az L-szelektin, ill. dupla
knockout csoportban.

Mig az AIA kezdeti id6szakdaban a térdiziiletek hisztoldgiai jellemz6i kiillonbozdéek voltak a
géndeficiens allatokban a vad tipushoz képest, addig a gyulladas 5. napjan ezek a kiilonbségek
mdar nem voltak kimutathatéak. Ebben a stddiumban a szdvettani metszeteken szinovidlis

hiperplazia mellett massziv granulocita infiltratum jelenléte volt jellemzd.
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Vad tipus

15. abra. mBSA-val injektalt térdiziiletek hisztopatoldgiai vizsgalata a vad tipusu, CD44 és
L-szelektin deficiens, valamint dupla knockout egerekben az AIA kifejlodésének kiilonb6zo
id6pontjaiban. A térdiziileteket 4 (A-D), 24 6éraval (E-H), valamint 5 nappal (I-L) az antigén
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expoziciét kovetéen dolgoztuk fel. A nyilak (E-H) gyulladdsos leukocitakbol 4ll6
infiltrdtumot jelolnek az iziileti 14gy szovetben.

4.10. Leukocitak az artritiszes iziiletben, ill. periferias vérben a vad tipusi, CD44, L-
szelektin, ill. CD44-L-szelektin dupla deficiens egerekben.

Az mBSA-val injektalt egériziiletekben dramlasi citometridval quantitative is meghatdroztuk a
gyulladésos infiltratum celluldris Osszetételét (16. abra). 4 draval az antigén expoziciot
kovetden a gyulladasos sejtek 88-92%-a expresszalta a Gr-1 granulocita markert a vad tipusu,
ill. a CD44 deficiens allatok iziiletében, mig ez az ardny csak 29-36% volt az L-szelektin, ill.
dupla knockout egerekben. Ebben az idépontban minden genotipusban csak kevés szdmu
sejtet sikeriilt gylijteni. 24 drdval az oltast kdvetden a Gr-1 pozitiv sejtek ardnya a vad
tipusban, ill. CD44 hidnyban meghaladta a 98%-ot, ugyanakkor a mésik két dllatcsoportban is
novekedést mutatott, de ennek ellenére relative alacsony maradt (48-76%). Az artritisz
indukcidja utdn 5 nappal a kordbbi kiilonbségek mar nem voltak detektilhatok, a Gr-1
pozitivitds minden egércsoportban 90% fo6lott volt.

Anti-CD3 antitest segitségével meghatdroztuk a limfocitdk ardnyat is a sejtinfiltratumon beliil.
A 4 6rés idopontban, minden genotipusban, a begyiijtott sejtek kevesebb, mint 4%-a mutatott
CD3 pozitivitast. Ez az ardny aztin minden vizsgalt iziiletben lassan novekedetett
(legmagasabb, >20% ardnyt a dupla knockout egerekben mértiink 24 6rdval az injekcid utdn),
majd az 5. napra csokkenést tapasztaltunk.

Az mBSA intraartikuléris injektaldsa utdn 24 6rdval az érintett térdiziiletekbdl gyiijtott sejtek
felszinén meghatdroztuk a CD44, ill. L-szelektin kifejez0dést is. Hasonl6an a 1épsejteknél
tapasztaltakhoz, a CD44 deficiens sejtek felszinén az L-szelektin expresszidja csokkent
(féleg a neutrofileknél), mig az L-szelektin hidnya nem befolyasolta a CD44 sejtfelszini

megjelenését.
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Ismerve azt, hogy a neutrofil aktivicié az L-szelektin expresszié csokkenésével, ill. a Mac-1
(CD11b) kifejez6dés fokozodasdval jar (8), az L-szelektin csokkent expresszidja a CD44
deficiens allatokban felveti a lehet6ségét annak, hogy ez a jelenség esetleg egy, a vad tipushoz
képest nagyobb mértékii neutrofil aktiviacié kovetkezménye lehet. A mBSA-val immunizlt,
és térdiziileten szart vad tipusi és CD44 deficiens egerek periferids vérében keringd
leukocitdk dramlasi cytometrids analizise sorin CD44 hidnydban az L-szelektint intenziven
expresszalo sejtek gyakorlatilag hidnyoztak. Ugyanakkor a Mac-1 expresszié vonatkozasiaban
nem volt kiillonbség a két csoport kozott, cifolva a fokozott aktivacid tedridgjat a CD44
géndefektusos éllatokban. Mindezen feliil 24 éraval az artritisz indukcié utdn mindkét vizsgalt
genotipusban szignifikdnsan alacsonyabb volt az L-szelektin expresszié az iziileti
granulocitdk felszinén a periférids vér fehérvérsejtjeihez képest, ami arra enged kovetkeztetni,
hogy az L-szelektin molekula levéldsa (,,shedding”) a sejtek felszinérdl az extravazacid sordn
torténik. A CD11b molekuldhoz hasonléan a CD18 (B, lanca az LFA-1-nek és Mac-1-nek), a
VLA-4 és PSGL-1 o4 és B; lancdnak expresszidja azonos mértékii volt a a keringd

fehérvérsejtek felszinén minden genotipusban.
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16.abra. Az AIA létrejotte soran az iziiletben kialakul6 leukocita infiltratum Gsszetételének
(A-H), ill. az infiltral6 sejtek felszini CD44 és L-szelektin kifejez6désének (I-P)
meghatdrozdsa dramldsi citometridval a vad tipust, CD44-deficiens, L-szelektin deficiens és
dupla KO egerekben. A sejtosszetétel vizsgdlatanal ( 4, 24 6raval ill. 5 nappal az mBSA i.a.
injektdldsa utdn) granulocita (Gr-1) és T limfocita (CD3) markereket hasznaltunk. A
fluoreszcencia intenzitdst az X, mig a sejtszimot az y tengely mentén jeloltiik. A dramldsi
citometrids méréseket csoportonként 4-4 allat térdiziiletébdl nyert és ,,poolozott”
sejtcsoporton végeztiik el. Az dbrazolt panelek széridnként 3-3 mérésbdl tevodtek Ossze.
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MEGBESZELES

A CD44 és L-szelektin adhéziés molekuldk gyulladdsos stimulus indukélta leukocita
kivandorlasban betoltott szerepét kiilonbozo inflammatorikus modelleken vizsgaltak. Ezeknek
a molekuldknak elsOsorban a fehérvérsejtek endotélen végbemend gordiillé mozgasaban van
jelentoségiik, melyben mas adhézids molekuldkkal egyiittmiikodve gyakorlatilag ,,elokészitik”
a leukocita extravazaciét. Mivel hidnyuk, ill. blokkoldsuk az egyes dllatmodellekben olykor
egymdsnak ellentmondé eredményeket adott (35-40;43;44), megerdsiti azt a tényt, hogy a
gyulladés inicidlis fdzisdban kulcsfontossdgi fehérvérsejt-endotél interakciok molekuldris

hattere, ill. az egyes adhéziés molekuldk mikddése nem teljesen tisztzott.

A keringd fehérvérsejtek és az érendotél kozotti interakcidk intravitdlis mikroszkopia
segitségével in vivo vizsgilhatok. Alkalmazdsdval mind a ,,normdl 4llapot”, mind az
inflammatorikus stimulusok hatdsara beindul6 leukocita dramlés kinetikdja feltérképezhet6. A
bér az a szerv, melyben a posztkapillaris venuldk vizsgilata a legkevesebb eldkészitést
igényli, biztositva ezzel egy, a fiziologidshoz leginkdbb hasonlé 4llapotot. Ugyanakkor
megfeleld technika alkalmazdsdval az adott szovet sebészi prepardcidja (pl. iziilet szinoviélis
membran, m.cremaster ) (44) sem befolydsolja jelentdsen a leukocita-endotél interakcidk
vizsgélata sordn kapott eredményeket.

Munkdm sordn vad tipusd, CD44-, L-szelektin-, illetve CD44-L-szelektin dupla deficiens
egereken, két kiilonbozd gyulladdsos modellben intravitdlis mikroszképia segitségével
vizsgaltam a fehérvérsejt-endotél interakcidk kinetikdjat az antigén specifikus immunvalasz,
ill. a gyulladasos reakcidk morfoldgiai paraméterei mellett.

Csirke ovalbuminnal (OVA) végzett intraperitonedlis szenzitizdcid utdn a vizsgilt egerek

fiilébe intrakutdn OVA-t adva az atopidas dermatitisz akut fazisanak kezdeti stddiuméara tobb
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szempontbdl hasonlité, domindléan Th2 tipusd sejtcsoport aktivicidjaval jard allergids
reakciét véltottam ki. Egy madsik egérpopuldcién borji szérum albuminnal tortént
immunizaciot, majd ugyanazon antigén intraartikularis injektalasat kovetden egy, kordbbi
vizsgalatok alapjan, mechanizmusat tekintve inkdbb Thl tipusu (88) immunvélasszal jaré
artritiszt hoztam létre.

Az L-szelektin molekula expresszidja elengedhetetlen a ,naiv’ T sejtek regionalis
nyirokcsomdkba torténd vandorlasdhoz (homing), ill. nyirokcsomén beliili aktivacidjahoz (4).
A homing folyamatdnak defektusa a nyirokcsomok sejtszegénységét eredményezi L-szelektin
hidnyos dallatokban (4;45). L-szelektin deficiens egerekben epikutdn szenzibilizdcié utdn
kontakt dermatitisz nem, vagy csak minimdlis mértékben valthaté ki (60). Sajat
vizsgélatunkban, az allergids dermatitisz modelljében, intradermdlis OVA szenzitizl4s utdn a
regiondlis szubmandibuldris nyirokcsomdk T sejtjeinek antigén specifikus immunvélasza
szignifikdnsan kisebb volt az L-szelektin és CD44-L-szelektin dupla deficiens egerekben a
vad tipusdakhoz képest, ill. az mBSA indukdlt T sejt proliferici6 mértéke
szubkutan/intradermalis immunizadciét kovetden L-szelektin hidnydban szignifikdnsan
alacsonyabb volt a kontroll vad tipusu egerekben mért értékhez viszonyitva. Intraperitonealis
immunizaciot kovetden a fenti kiilonbségek egyik egérmodellben sem voltak kimutathatok,
aldtdmasztva azt a feltételezést, hogy intraperitoneélisan adva az antigént, az eldszor a lépbe
keriil, mely folyamat az L-szelektintdl fiiggetleniil zajlik le (45;86).

Mig intraperitonedlis szenzitizdcid utdn az antigén specifikus immunvélaszok vonatkozdsdban
egyik egérmodellben sem volt jelentds kiilonbség az egyes allatcsoportok kozott, addig az
egyes adhéziés molekuldk genetikus hidnya morfoldgiai kiillonbségeket eredményezett a vad

tipusu egerekben tapasztaltakhoz képest.
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Az OVA oltast koveto elsé 6raban, valamint a 6 és 24 éra kozott a vad tipusd, ill. L-szelektin
deficiens dllatokban az érintett fiilkagylok vastagsdga fokozatosan nétt, és a kialakult 6déma
mértéke szignifikdnsan nagyobb volt az ellenoldali, PBS injekcié utdn kialakult mérethez
képest. CD44 hianydban az antigénnel injektélt fiil azonban csak minimadlisan vastagodott
ugyanazon idOtartam alatt, utalva a gyulladdshoz tarsulé vaszkularis permeabilitds kisebb
mértékii novekedésére.

Szovettani feldolgozas sordn az els@ 6raban mérsékelt 6démat, ill. a PBS-sel oltott kontroll
fiilhoz képest tizszeres leukocita és mastocita gyiilemet, mig 24 érdval az antigén expozicidjat
kovetéen massziv fehérvérsejt infiltratumot taldltunk a vad tipusd és L-szelektin deficiens
allatok fiileinek ham alatti kot6szovetében. Ezzel szemben az extravazdlédott gyulladdsos
sejtek mennyisége lathatéan kevesebb volt CD44 expresszid hidnydban, utalva a CD44
molekula prominensebb szerepére az effektor sejtek gyulladt bérbe valé vandorldsa sordn a
Th2 tipusi limfocitdk  dominancidjaval jellemezhet6  allergids  borreakcioban.
Immunhisztokémiai vizsgilatok megerdsitették a CD44 molekula hidnyanak a T helper sejtek
€s a polimorfonukledris leukocitik (beleértve az eozinofileket is) transzendotelidlis

migracidjara kifejtett negativ hatdsat.

Az AIA modelljében az mBSA-val injektalt térdiziiletek vastagsiga a CD44 deficiens
egerekben az oltdst kovetd 2 napban, mig L-szelektin hidnydban az 5 napos vizsgilati
periodusban végig szignifikdnsan kisebb volt a kontroll vad tipusu dllatokéhoz képest.

Az érintett {ziiletek szovettani feldolgozdsa, ill. a szinoviumot infiltrdld sejtek dramlési
citometrids analizise az AIA korai fazisdban a vad tipusu ill. CD44 hidnyos éllatokban rapidan
novekvd neutrofil granulocita influx tényét igazolta. Ezzel ellentétben az L-szelektin deficiens
€s CD44-L-szelektin dupla knockout egerekben a leukocita extravazicié késleltetését, a

neutrofil sejtek lassabb akkumulacidjat észleltiikk. 5 nappal az antigén expozicidt kovetden
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azonban mind a 4 genotipusban massziv iziileti leukocita gyiilemet taldltunk, mely
dominéléan neutrofil sejtekbdl 4llt.

Neutrofil ~ granulocitdk  jelenlétét leirtdk  autoimmun  experimentélis  artritiszes
allatmodellekben az {ziileti résben (77;89;90), ill. ez a sejttipus domindl a szinovialis
folyadékban rheumatoid artritisz akut stidiumaban is (91). Azonban az AIA egyébként T-sejt
dependens dllatmodelljében tapasztalt, a T sejtekhez képest igen kifejezett szinovialis
neutrofil invazié egy nem vart jelenség volt. Ennek egyik lehetséges magyarazata az mBSA
és mBSA specifikus szérum ellenanyagok dltal létrehozott, és az iziiletben lerakddott
immunkomplexek jelenléte lehet. Egy kordbbi vizsgdlat (63) nagy mennyiségl
immunkomplex depozitumot mutatott ki az AIA modelljében az immunizalt &llatok
iziiletében. A komplement rendszer aktivdldsa mellett az immunkomplexek neutrofil
kemotaxist eredményez6 kemokinek lokalis termelddését indukaljak (92;93).

A granulocitdkkal ellentétben, az L-szelektin molekula hidnya a T sejt extravasatiét nem
befolydsolta az AIA korai fazisdban. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a gyulladas kezdeti
szakaszaban megindulé neutrofil influx L-szelektin nélkil sériill, mig a T sejtek
transzendotelidlis migracidja az L-szelektintdl fiiggetlen folyamat.

Erdekes jelenség a CD44 deficiens egerekben az L-szelektin ,,down-reguldcidja” a
fehérvérsejtek felszinén, melyet eldszor collagén-indukdlt artritiszben irtak le (74). Az L-
szelektin levaldsa (shedding) ,,normal” koriilmények kozott a leukocita aktivicié velejardja
(8;94), melyet a megfeleld aktiviciés markerek (Mac-1; CD69) expresszidjanak fokozddasa
kisér (8;87). A CD44 hidnyos egerek fehérvérsejtjeinek felszinén sem a Mac-1, sem a CD69
molekuldk kifejez6dése nem kiilonbozott a vad tipusban megfigyeltekhez képest, mely arra
utal, hogy az L-szelektin expresszidjanak csokkenése CD44 hidnydban nem a mutins sejtek
excessziv aktivicidjanak koszonhetd, sokkal inkabb az L-szelektin expresszié megvaltozott

reguldcidja allhat a hattérben.
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Mindkét dllatmodellben azt vartuk, hogy az L-szelektin és CD44 molekuldk egyiittes hidnya
additiv vagy szinergista mdédon negativ hatast gyakorol a fiilben, ill. az iziiletben kialakult
gyulladdsra, azonban a dupla knockout egerekben kialakult inflammécié morfologiai
paraméterei az OV A indukalt allergids dermatitiszben a CD44 deficiens, mig AIA-ban az L-
szelektin hidnyos allatokban tapaszataltakhoz képest nem kiillonbozott, utalva az emlitett

molekuldk domindns szerepére a megfelel6 modellben.

Intravitalis mikroszkopidval vizsgdlva az injektalt egérfiil mikrocirkulaciéjat, 4j informécidkat
nyertiink az atopids dermatitiszre emlékeztetd hiperszenzitivitdsi reakcié korai (IPR) és késoi
(LPR) fazisaban kialakul6 leukocita-endotél interakciokrdl. Mig a gyulladds sordn az 6déma
1étrejotte bifazisos mintdt kovetett, addig a vad tipusu ill. L-szelektin deficiens allatokban 12
orandl tetdzott a leukocita bedramlas, vagyis a gyulladdsos sejtek fiilbe vandorldsa nem volt
kétfazisu. Az inflammacié klinikai tiinetei, valamint a fehérvérsejt mozgas kinetikdja kozotti
diszkrepancia lehetséges magyardzata, hogy IPR fazisban a masztocitdk rapid bedramlasa és
felszabadulé sejtproduktumaik, mig az LPR szakaszban az intravasculdrisan folyamatosan
akkumulalédo, majd extravazdlddé aktivélt leukocitdk eredményezik a fokozott vaszkularis
permedbilitdst és kovetkezményes odemat (54;57). El6szor alkalmazva IVM technikét
allergids dermatitisz dllatmodelljében azt taldltuk, hogy L-szelektin deficiens és L-szelektin-
CD44 dupla knockout allatokban az endotél mentén gordiild sejtek szdma OVA injekcidt
kovetden 6 ill.12 6rdval alacsonyabb volt a vad tipushoz képest, de nem kiilonbozott attdl a
24.6rdban. Mivel a CD44 molekula a hyaluronsavban gazdag endotélium mentén torténd
gordiillé mozgast medidlja (18), a molekula hidnydban a rollingolé sejtek szamanak
csokkenését varhattuk. Ezzel szemben CD44 hidnyos dallatokban a rolling interakciok

frekvencidja az oltast kovetéen 1 nappal szignifikdnsan magasabb volt a vad egerekben
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tapasztaltakhoz képest. Mas gyulladdsos modelleken végzett kordbbi tanulményok is leirtdk a
leukocitak gordiild mozgdsdnak megvaltozasat CD44 deficiencia esetén (95), bér a jelenség
hattere még nem tisztazott.

A vaszkuléris endotélium, ill. a fehérvérsejtek aktivaciés allapotdnak novekedése a rolling
sebesség csokkenését vetitette eldre (2;96). A 24 6rds megfigyelési periddus elsd felében
valéban csokkent a gordiild leukocitdk sebessége mind a négy genotipusban. A CD44
hidnyos, ill. dupla knockout allatokban azonban a sejtek gyorsabban gordiiltek a vad tipusban
mért értékekhez képest. Mindemellett ugyanezen két deficiens genotipusban az adherens
sejtek szdma joval alacsonyabb volt, mint a vad egerekben. A gyorsabb rolling és kisebb
mértékli adhézid jelensége egymdssal szorosan Osszefiigg, hiszen a lassabban gordiild
leukocitdkra intenzivebben hatnak az integrin aktivacidt, s ezéltal a szoros tapadést indukalo,
lokélisan felszabadul6 kemokinek (1;13). Az irreverzibilis adhézié teremti meg az alapjat a
gyulladasban részt vevo effektor sejtek extravazacidjanak, ill. szoveti invazidjanak (1;96).
Ennek elmaradasa, ill. csokkent volta a szdveti gyulladds mértékének redukcidjahoz vezet,
mint ahogy ezt a CD44, ill. CD44-L-szelektin dupla deficiens egerek esetében tapasztaltuk.
Megfigyeléseink dsszhangban allnak mas vizsgalatokkal, melyekben CD44 hidnydban normal
rollingot, illetve csokkent adhézidt, valamint extravazicidt irtak le gyulladasos folyamatokban
(95). Bar a CD44 molekula elsdsorban a fehérvérsejtek gordiilé mozgésdban jatszik szerepet,
a sejtfelszini integrinekkel vald egyiittmiikodése miatt a leukocita adhézi6 stabilizaldsdban is
jelentdséggel birhat. Siegelman és munkatdrsai kimutattdk, hogy a normdl egér T sejtek
felszinén expresszdlod6 CD44 fizikai kontaktusban van a plazmamembran VLA-4
molekuldjdval. Gyulladdsos stimulus hatdsdra a CD44 molekula kozremiikodésével 1étrejovo
rolling a VLA-4 aktivacidjahoz, majd a leukocita szoros adhéziéjdhoz vezet (97). CD44 hidny
esetén tehat feltételezhetéen nemcsak a gyorsabb rolling, hanem a CD44-VLA-4 interakci6

hidnya is hozzdjarul a fehérvérsejtek csokkent mértékii adhézidjahoz.
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Az antigén idukdlt artritisz modelljében a gyulladt térdiziiletek szinovidlis ereiben a
legintenzivebb leukocita aramlast az mBSA oltast kdvetd 4. draban tapasztaltuk. A vad tipusd
egerek esetében mar ebben az idépontban is jelentds szamu fehérvérsejt adheralt az érfalhoz,
mig a gordild sejtek szdma elenyészo volt. Ehhez képest a rolling frekvencia szignifikdnsan
nagyobb, mig a kitapadt leukocitik mennyisége szignifikansan kisebb volt a CD44 deficiens
allatoknal. Azt gondolhattuk, hogy az intenzivebb rollingért jelen esetben az L-szelektin
felelds, azonban L-szelektin hidnyédban a gordiild mozgés frekvencidja még intenzivebb volt.
Az L-szelektin hidnyit nem kompenzilta a CD44 molekula, hiszen a rolling és adhézi6
kinetikdja az L-szelektin és L-szelektin-CD44 dupla deficiens egereknél csaknem azonos volt.
Az a tény, hogy a CD44 expresszié elmaraddsa az L-szelektint nem termeld sejteknél nem
befolydsolta szignifikdnsan a rolling mozgést, illetve CD44 deficiens sejtek felszinén
csokkent L-szelektin expresszié detektalhatd, felveti annak lehetségét, hogy az iziiletbe
irdnyuld mérsékelten csokkent leukocita ,,influx” CD44 deficiencia esetén inkdbb a csokkent
L-szelektin kifejez6désnek, semmint a CD44 funkcié hidnyanak tudhat6 be.

Annak ismeretében, hogy irodalmi adatok alapjan CD44 specifikus antitestek segitségével az
artritisz kiilonb6z6 formdiban (beleértve az AIA-t is) sikerrel csokkentették a gyulladds
mértékét (38-40), meglepd volt, hogy a CD44 molekula komplett hidnya csak minimélisan
befolydsolta az AIA Kkifejlodését. Két tanulmany, mely gén expresszidé hidny (P-szelektin,
ICAM-1), illetve blokkold antitestek gyulladdsra kifejtett hatdsat vizsgdlta ugyanabban a
(98;99). Bér nem direkt 6sszehasonlitds sordn, de hasonlé diszkrepancia igazolddott antiCD44
terapia (38), illetve CD44 genomiélis deficiencia (48) viszonyitdsdban collagen indukalt
artritisz modelljében is. A jelenség hatterében részben az dallhat, hogy a CD44 ellenes

antitestek mas mechanizmusokon keresztiil befolydsoljak a leukocitdk viselkedését, mint a
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genetikailag determindlt CD44 hidny, bar a folyamat részletes feltdrdsa tovéabbi vizsgalatokat
igényel.

A vad tipusd egerekben detektaltakhoz képest tehat mindegyik géndeficiens genotipusban a
rolling frekvencia emelkedett volt. Mivel az L-szelektin vagy hidnyzott, vagy csokkent
mértékben expresszalddott, illetve ugy tiinik, hogy ebben a modellben a CD44 hiany
befolydsold hatdsa elenyészo volt, a sejtek ,feltételezhetden, elsdsorban a PSGL-1, ill. VLA-4
molekuldk segitségével gordiiltek az érfal mentén (16;100). Ez a mechanizmus azonban
kevésbé volt effektiv az L-szelektin mediélt rollinghoz képest, hiszen kevesebb sejt tapadt ki
az érfalhoz L-szelektin hidnydban, mint a vad tipusu dllatokndl. Kordbbi tanulméanyokkal
Osszhangban (15;101), eredményeink alapjan a a neutrofilek integrin medidlta adhézidjanak
elokészitésében az L-szelektin effektivebb , mint a PSGL-1 (az edothelidlis P/E-szelektinhez
kotédve), vagy a VLA-4 (VCAM-1-et felismerve). Mindemellett L-szelektin hidnydban az L-
szelektin-PSGL-1 interakci6 (7), tehat a leukocita-leukocita kapcsolddas is sériil, hozzajarulva

a gyulladdsos sejtek iziiletbe vandorlasanak késleltetéséhez.

A két gyulladdsos modellben fellépd, IVM-mel vizsgilt leukocita-endotél interakciok
kiilonbozo kinetikdjanak, ill. az egyes adhézids molekuldk eltérd szerepének hatterében tobb
tényezd éllhat.:

a, Mig az allergids dermatitisz esetében a T sejt (€s dominédléan a Th2 tipusd limfocitdk)
kivandorlasa domindl, addig AIA-ban dontéen neutrofil leukocitdk 4ramlanak a szinovidlis
membranba.

b, A domindlé sejttipus eltérd volt, az allergids bérgyulladdsban mért magas IgE mds kemokin
profilt, eltéré sejtmozgdsitast eredményez.

¢, A gyulladdsos reakciokban domindlé sejtek tipusa befolydsolja az adhézids molekuldk

interakciéjat mds, adherencidban részt vevé molekuldkkal. Igy pl. CD44 hidnya negativ
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hatdsi lehet a VLA-4 medidlt kitapaddsra, mely folyamat elsdésorban a T sejt mediélt
reakcidkndl jon széba (97), mig a neutrofilek dltal uralt folyamatokban az L-szelektin hidnyz6
expresszidjanak koszonhetéen elmarad az L-szelektin-PSGL-1 kot6dés, tehat a leukocita-

leukocita kapcsolodas, mely hozzajarul a gyulladédsos sejtek késleltetett extravasatiojahoz.

A rolling interakcidk frekvencidja, illetve a gordiild mozgas sebessége szamos faktor altal
befolyasolt paraméterek. A fehérvérsejt-endotél interakcidkban szerepet jatszd receptorok,
illetve ligandjaik sejtfelszini denzitdsa, az adhézidés molekuldk aviditdsa és membranban valé
eloszlasa, valamint a lokdlisan felszabadulé chemokinek specificitdsa és koncentracidja mind
hatéssal lehet a leukocita-ér kapcsolddas folyamatara (44;92;102-104). Addicionélis faktorok
(az érintett szovet adhézids molekuldinak eltérd ,,mintdzata”, a gyulladdsos folyamatban részt
vevo effektor sejtek tipusa, immunkomplexek jelenléte az érintett szovetben, az adott szoveti
mikrokornyezetre specifikus kemokinek stb.) szintén befolydsolhatjdk a CD44, illetve L-
szelektin molekuldk hidnya miatt egyébként is destabilizdlddott leukocitdk viselkedését,

kovetkezményesen az indukalt inflammaécié morfolégiai paramétereit.
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UJ EREDMENYEK

Munkam sordn a vildgon eldszor hoztunk létre Th2 tipusi T sejtek altal mediélt, protein
antigén indukalt allergids dermatitiszt CD44-, L-szelektin- ill, CD44-L-szelektin dupla
knockout egereken, illetve immun medialt artritiszt L-szelektin, és CD44-L-szelektin dupla

deficiens allatokban.

Intraperitonedlis immunizdciéval mindkét gyulladdsos modellt sikerrel indukéltuk L-szelektin
hidnyaban is, megerdsitve azt a feltételezést, hogy a hasiiregbe adott antigén ,.els6 dtja” a
Iépbe irdnyul, mely folyamat L-szelektintdl fiiggetleniil megy végbe.

Intravitdlis mikroszkdépia alkalmazdsdval betekintést nyertiink a vizsgalt gyulladdsos
folyamatok kezdeti fazisara jellemz6 leukocita mozgds kinetikajaba.

A Th2 sejtek altal medialt allergids dermatitisz esetében a CD44, mig az antigén indukalt
artritisz modelljében elsésorban az L-szelektin molekula hidnya okozott a vad tipustdl eltérd

leukocita-endotél interakciokat.

Eredményeink alapjdn a fenti adhéziés molekuldk az egyik hidnya esetén egymdst nem
kompenzaltak, expresszidjuk egyiittes elmaraddsa sem additiv, sem szinergista médon negativ

hatassal nem birt.

Az OVA immunizacié utan kivaltott dermatitisz esetében a kialakult fil 6déma kétfazisu
dinamikéjaval ellentétben a gyulladdsos leukocitdk fiilbe vandorldsa az oltast koveto els6 12
oraban fokozatosan nott, majd ezt kovetden csokkent (a vad tipusu, ill. L-szelektin deficiens

egereknél), tehat ebben a vonatkozasban bifazisos jelleg nem igazolddott.
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CD44 expresszié hidnydban a rollingolé leukocitdk szdma és sebessége a vizsgalati
periodusban végig magasabb volt, tehit az endotél és a fehérvérsejtek aktivacios dllapotdnak
novekedése a varttal ellentétben nem eredményezte a sejtek lelassulasat ezeknél az allatoknal,

mely jelenség fontos motivuma az adhézidés képesség csokkenésének.

Az AIA modelljében az érintett iziiletek szovettani feldolgozdsa sordn a szinovium
gyulladdsos sejtgyiileme els6sorban neutrofil leukocitdkbo6l 4llt, melynek hatterében az
iziiletekben lerak6dé immunkomplexek, ill. azok dltal kivaltott immunoldgiai mechanizmusok
allhatnak.

Az mBSA intraartikuldris injectidja utdn L-szelektin hidnydban a (ill. a dupla deficiens
egereknél is) a neutrofil extravazicid késleltetett volt, de a gyulladds 5. napjdn mar nem
taldltunk kiilonbséget az inflammadcié stlyossdgit illetden a vad tipusd éallatok, ill. a
géndeficiens csoportok kozott. A T sejtek iziiletbe vandorlasat nem befolydsolta az adhézids
molekuldk hidnya.

Intravitalis mikroszkopia segitségével deriilt fény arra is, hogy az AIA korai fazisdban nem
csak a CD44, de az L-szelektin molekula hidanya is magasabb rolling frekvenciat
eredményezett. Azt varhattuk, hogy az L-szelektin expresszi6 elmaraddsa miatt a PSGL-1-P-
szelektin interakcié domindlni fog, és a rolling lelassul, azonban ez jelen esetben nem volt
igazolhato.

Ebben a modellben a CD44 deficiencia csak minimélis mértékben befolydsolta az {ziileti
gyulladés kialakuldsat, mely a vad tipushoz képest nem volt szignifikdns. A kismértéku
véltozas héatterében elsdsorban a leukocitdk felszinén CD44 hidnyaban kialakul6 csokkent L-

szelektin expresszio allhat.
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OSSZEFOGLALAS

Munkam sordn CD44, L-szelektin, valamint CD44-L-szelektin dupla deficiens egerekben
1étrehozott két kiillonb6z6 egérmodellen dolgoztam.

Intraperitonedlisan csirke ovalbuminnal 2 alkalommal immunizalt allatokban az egyik oldali
fiillbe intradermadlisan adott ugyanazon antigénnel allergids dermatitiszt valtottam ki. A magas
antigén specifikus IgE szinttel, emelkedettebb IL-4 termeléssel jar6 bdrgyulladdsban
domindléan Th2 tipusd limfocitdk vettek részt. A kialakult inflammécié emiatt tobb
szempontbdl is hasonldsdgot mutatott az atopids dermatitisz akut fazisdval.
Intradermadlisan/szubkutén, valamint ugyancsak a hasiiregbe, majd meghatédrozott id6 utn az
egerek egyik oldali térdiziiletébe injektalt mBSA-val antigén-indukalt artritiszt hoztunk létre.
Az immunizadl6é dgensekre adott specifikus védlaszreakciok (immunglobulin termelés, T sejt
proliferacid) meghatarozasa mellett a gyulladdsos folyamatokban részt vevo leukocitik és az
endotél sejtek kozotti interakciok kinetikdjanak tanulmanyozdsa céljabol a fiilek, ill. az
érintett  {ziiletek  szinovidlis membranjanak  posztkapilliris  venuldit intravitalis
mikroszkopidval vizsgaltuk.

Az antigén specifikus immunvalaszok szignifikdnsan egyik modell esetében sem kiilonboztek
a vad tipus, ill. géndeficiens egércsoportok kozott, azonban a kialakulé gyulladdsos reakcidok
morfoldgiai eltérést mutattak az egyes adhézidés molekuldk hidnyédban.

Az OVA intradermalis injektdldsa utdn kialakult 6déma a CD44 deficiens ill. dupla knockout
allatokban szignifikdnsan kisebb volt, illetve ugyanezen 4llatokban a fiilek szovettani
feldolgozasa sordn kevesebb intradermadlis gyulladdsos sejtet talaltunk.

Az AIA modelljében a kialakult iziileti duzzanat L-szelektin hidnydban kisebb volt a vad

tipushoz képest. Szovettani feldolgozassal a gyulladdsban domindl6 neutrofil granulocitdk
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extravazicidjdnak késésére deriilt fény, mig a szinoviumba torténd T sejt vandorlds nem
gatlédott az L-szelektin molekula expresszidjanak elmaraddsa esetén.

Intravitalis mikroszkopidval allergids dermatitiszben CD44 hidnydban fokozott rolling
frekvencia, valamint nagyobb rolling sebesség , emellett csokkent adherencia igazolddott.
Ezzel szemben mBSA intraartikuldris injekcidja utin a CD44 deficiens allatokban csak
miniméalisan csokkent az effektorsejt extravazidcié, mely elsdésorban az ebben a
géndefektusban a leukocitak felszinén 1étrejovo csokkent L-szelektin kifejezodésnek, semmint
a CD44 hidnydnak tudhaté be. Ugyanakkor L-szelektin deficiencidban fokozott rolling
frekvencidt, ill. sebességet és késleltetett adherenciat detektaltunk.

Az egyes adhézidés molekuldk kiilonbdzd gyulladdsos folyamatokban betoltott eltérd szerepe
megerdsiti azt a tényt, mely szerint az inflammatioban részt vevd effektor sejtek és az aktivalt
endotél interakcidinak hatterében bonyolult, médig nem teljesen tisztdzott mechanizmusok és

tényezdk allnak.
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ROVIDITESEK

AlIA antigén-indukalt artritisz

EAE experimentalis allergids enkefalomileitisz

ICAM-1 intercellularis adhézids molekula-1

IL-1 interleukin-1

IL-4 interleukin-4

IL-5 interleukin-5

IVM intravitélis mikroszkdpia

IFNYy interferon-gamma

IPR ~immediate-phase response” (azonnali valaszreakcid)
LPR ,late-phase response” (késéi valaszreakcio)

LFA-1 leukocita-funkcids-antigén

TNF-o tumor-nekrézis-faktor-alfa

VLA-4 ,»very late activation antigen” (kés6i aktivacids antigén)
VCAM-1 vaszkularis sejt adhézids molekula
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