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Bevezetés

A reumatoid artritisz (RA) krénikus autoimmun gyulladasos megbetegedés,
ami a Fold lakossaganak egy szazalékat érinti. Korai tlinete a kisiziiletek szimmetrikus
gyulladasa, ami kés6bb szisztémas megbetegedésbe csap at: megtdmadja a
szerveket, valamint az iziileteket is tonkre teszi. Azt mar régdta tudjuk, hogy az
autoreaktiv T sejtek szerepet jatszanak az RA kialakuldasaban, de nem ismerjik az
izliletbe vandorld T sejtek szerepét. Az RA allatmodelljei kivaldéan alkalmasak annak
bemutatdsdra, hogy a T sejtek hogyan inditjdk el a gyulladasos folyamatokat,
segitséget nyujtanak a patomechanizmus megértéséhez, valamint Uj terdpids
eljarasok kidolgozasahoz. Az egyik leggyakrabban hasznalt egér artritisz modell a
proteoglikan indukalt artritisz (PGIA), amit human izlleti porc proteoglikdnnal (PG) a
BALB/c egerek intraperitonialis immunizacidja révén lehet kivaltani. A modell egyik
jellegzetessége, hogy az artritiszes egerekbdl izolalt T és B sejtek sulyos kombinalt
immunodeficiens (SCID) egérbe vald befecskendezésével a betegség atadhatd
ezeknek az allatoknak.

A granulocitdak és makrofagok nagy szdma az RA-ban érintett izliletekben
arra utal, hogy a T sejtektél fuggetlen folyamatoknak is fontos szerepe van az
izliletben végbemend véltozasokban. Az iziiletekben megtaldlhatd kis T sejt populacid
féleg regulatérikus T sejtekbdl (Treg-ekbdl) all, melyek jelenléte masodlagos
bevandorlast valdszinlsit a gyulladas helyszinére. Mindezek az elfogadott nézet
szerint az izlletbe érkezd T sejtek a citokin és a kemokin produkcidn keresztil
stimuldljak a kdrnyezd sejteket és inditjak el a helyi gyulladdsos folyamatokat.

Az elmult évtizedben a multifoton mikroszkdp alkalmazdsa nagyban
hozzajarult, hogy jobban megértsik a T sejtek mozgasat és kapcsolatait mas
sejtekkel. A legtébb kutatdcsoport genetikusan moddositott egereket hasznal,
melyekben a kilonb6z6 modellekhez hasznalt antigéneket (Ag) a T sejtek nagyobb

eséllyel ismerik fel. Ezen T sejtek nagy részén az antigénre specifikus T sejt receptor
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(T cell receptor — TCR) talalhatd, ami specifikus a modell Ag egyetlen epitdpjara. A
TCR-transzgenikus (TCR-Tg) egerek T sejt motilitasdt tanulmdnyozé kutatdsok
eredményei ellentmonddsosak, azonban elfogadott nézet, hogy a T sejtek Ag-t
bemutaté antigén-prezentald sejtekkel (APC) valdé interakcidja a T sejtek
lelassulasahoz vezet. A lelassult T sejtek az APC-kel valé hosszu ideig tartd kapcsolat
kovetkeztében aktivalodnak, majd osztodnak, vagy nagy sebességgel tavoznak a
nyirokcsomobdl. A dolgozatban bemutatott kisérletekben els6ként tanulmanyoztuk a
T sejtek egymas kozotti, valamint a T sejtek és APC-k kozotti kapcsolatokat egy

komplex autoimmun izileti gyulladasos modellben.

Célkittizések

A munkam soran az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt:

e Sziikség van-e a T sejtekre a PGIA kialakuldsakor az iziiletekben?

Hogy a kérdésre valaszt kapjunk, SCID egerekbe befecskendezett
fluoreszcens festékkel jelolt T sejtek mozgasat vizsgaltuk az bokaiziletekben és az
izileteket drendld (térd mogotti, vagy poplitedlis) nyirokcsomdkban a PGIA
kialakuldsa alatt. Erdekes médon, mig az iziiletekben nem sikeriilt T sejteket
kimutatni, a nyirokcsomdban ezen sejtek végig megtalalhatdak voltak. Ha azonban T
sejteket nem fecskendeztlink be (csak APC-ket), a betegség nem alakult ki. Ez arra
utalt, hogy a T sejtek jelenléte nélkiilozhetetlen a nyirokcsomdkban a betegség

kezdeti szakaszaban, mig jelenlétiik az iziiletekben elhanyagolhaté.

e Ha a T sejtek nélkil nem alakul ki artritisz, akkor miért nem hatékonyak a T
sejteket célzo terapidk RA-ban?
Erre a kérdésre az tudomanyos irodalomban prébaltam valaszt keresni. A T

sejtet célzé terapiak hatékonynak bizonyultak mas allatmodellekben is (mint a CIA és
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KBxN artritisz), azonban RA-ban hatadstalanok. Ennek okat taldan a T sejteknek a
betegségben betdltott szerepében valamint a betegség klinikai lefolydsaban kell

keresni.

e Mivel a T sejtek jelenléte a nyirokszervekben feltétlenul sziikséges az
artritisz  (PGIA) kifejl6déséhez az egerekben, tovabbi kisérleteimet a
nyirokcsomokra 0Osszpontositottam. Arra voltam kivancsi, hogy van-e
kilonbség az Ag-vel mar taldlkozott (Ag felismerd), és a naiv T sejtek
mozgasa kozott a nyirokcsomdkban, illetve hogy a megfigyelt mozgas
hasonlit-e mas tanulmanyokban leirtakhoz, amikor modell Ag-ket hasznaltak
és naiv TCR-Tg egerekbdl izoldlt T sejtek mozgasat vizsgaltak.

A T sejtek mozgasat egy komplex RA modellben els6ként vizsgaltuk multifoton
mikroszkdppal. A genetikusan manipuldlt TCR-Tg egérmodelleknél a T sejtek vdlasza
minden esetben egy izolalt esemény. Ezzel ellentétben az artritiszes egerekbdl nyert
T sejtek viselkedése az autoimmun artritisz kifejlédéséhez kothetd, ezért ezen sejtek
nyirokcsomaoban valé mozgasaban tortént valtozdsok megértése valaszt adhat in-vivo
T sejt aktivacidval és a betegség progresszidjaval kapcsolatos kérdésekre. ElGszor is
azt szerettem volna megtudni, hogy van-e kilonbség az Ag-specifikus és a naiv T
sejtek mozgasdban, illetve hogy ezek a kiilonbségek valdéban specifikusak-e a PG-re,
mint a PGIA modellre relevans Ag-re. Kutatocsoportunk tobb alkalommal kimutatta,
hogy a PG-vel immunizalt artritiszes egerek T sejtjei sokkal jobban reagalnak a PG-re
(in-vitro proliferacios valasz és proinflammatorikus citokinek termelése szintjén),
mint a nem immunizalt naiv egerek T sejtjei. Ezen kisérletek azt igazoljak, hogy az
artritiszes allatokbol izolalt T sejt populacio tébb PG (Ag)-specifikus T sejtet tartalmaz,
mint a naiv egerekbdl szarmazo populacio. Bar nem kétséges, hogy az artritiszes
egerekben is vannak Ag-t nem felismerd T sejtek, a megkiulonboztetés érdekében az

artritiszes egerekbdl izoldlt T sejteket Ag felismerd sejteknek, mig a nem immunizalt
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allatokbdl szarmazokat naiv sejteknek nevezem a tovabbiakban. Az Ag felismeré és
naiv. T sejteknek a relevans Ag-vel tortént taldlkozds utani mozgasanak

0sszehasonlitdsan tulmenden még az alabbi kérdéseket tettiik fel:

e Van-e kompeticié a naiv és az Ag felismer8 T sejtek kozott az Ag-hez vald
hozzajutasban?
e Azizuleti gyulladdsnak van-e hatasa a T sejtek mozgasdra az iziiletet drenald
nyirokcsomoban?
Ezzel arra kerestik a valaszt, hogy van-e szerepe a kompeticidonak a naiv és
az Ag-felismerd T sejtek kozott a relevans Ag-vel rendelkez6 APC-kért, valamint hogy
egy izllet gyulladdasa megvaltoztatja-e az izliletet drenald nyirokcsomdkban taldlhaté

T sejtek mozgasat.

Modszerek

Antigén, egerek, immunizacio és az artritisz stlyossaga

BALB/c és EGFP-LysM-Tg egereket (mely utobbiak zéld fluoreszcens
transzgént expresszédlnak a granulocitdakban és BALB/c héattérbe lettek
visszakeresztezve) térdprotézis m(itéten atesett oszteoartritiszes betegek porcabdl
kivont PG-vel immunizaltunk. (1) A kisérletek egy csoportjahoz vad tipusu (wild type,
WT) valamint SCID BALB/c egereket, illetve EGFP LysM-Tg egereket hasznaltunk. (2) A
tovabbi kisérletekhez WT feln6tt néstény BALB/c egereket hasznaltunk mind
recipiensnek mind donornak (lehettek artritiszesek vagy nem immunizaltak). (3) Az in
vitro kompeticids kisérletekhez pozitiv kontrollként human PG specifikus TCR-Tg
egereket haszndltunk. Az iziletek gyulladdsdanak sulyossagat egy 0-16-ig terjed6

vizualis skalan pontoztuk.



Immun sejtek szeparalasa, festése és transzferje in vivo mikroszképiahoz

A sejteket naiv és artritiszes egerek |épjeibél és nyirokcsomoibdl a T sejteket
dusité kitekkel izoldltuk. A T sejteket nem tartalmazo frakciot (amely féleg Ag-
prezentdldsra képes B sejteket tartalmaz) a T sejtek depletalasa révén nyertik. A
kisérletektdl fliggéen, a T sejteket és a B sejteket (APC-ket) fluorescens festékekkel
megjeloltiik. Dendritikus sejtek (DC) transzferjéhez a DC-ket az egerek csontveljébél
tenyésztettiik 10 napig granulocita-makrofag kolonia stimulalo faktor jelenlétében.
Az EGFP LysM-T egerek esetében jeldlés nem volt sziikséges, mivel ezek az egerek
z6ld fluoreszcens fehérjét expresszalnak a granulocitdikban. A kisérletek céljatol
flggben kilonboz6 sejttranszfereket végeztiink:

1, Piros fluorescens festékkel jelzett T sejteket és zold fluorescenciaval
jelzett vagy festetlen APC-ket fecskendeztlink SCID egerekbe hogy a sejtek mozgdsat
az izuletekben valamint a térd mogotti nyirokcsomdkban kovetni tudjuk. A
mikroszkdépos vizsgalatokat 2, 4 éraval illetve 1, 2, 3, 4, 7, 12 és 18 nappal a transzfer
utdn végeztik. Az EGFP LysM-Tg BALB/c egereket arra hasznaltuk, hogy a
granulocitak mozgasat vizsgaljuk az izlletekben.

2, Z6ld naiv és piros Ag felismer6 (artritiszes egerekb8l szarmazd) T sejteket
naiv egérbe fecskendeztiink, és 2-3 drdval kés6bb intraartikularisan PG-t adtunk a
bokaizlletukbe. A kontroll egerek iziiletébe vagy PBS-t (phosphate buffer solution)
vagy ovalbumint (OVA) adtunk, mint irrelevans Ag-t. A multifoton mikroszképos
felvételeket az antigén beadas utani 2 és 48 ora kozott végeztik, hogy a
nyirokcsomoban a T sejtek mozgasat az id6 fliggvényében vizsgaljuk. Hogy a
nyirokcsomdkba Uj T sejtek ne lépjenek be, MEL-14-et (L-selectin blokkolé antitest)
adtunk 2 éraval a felvételek készitése el6tt.

3, Z06ld naiv és piros Ag felismer6 T sejteket adtunk artritiszes

recipienseknek, hogy a T sejteknek a PG-vel immunizalt allatok nyirokcsomdiban vald



mozgasat tanulmanyozzuk. A felvételeket 4, 24, 48 és 72 odraval a transzfer utan
készitettiik. Ezek az egerek is kaptak MEL-14-et 2 6rdval a felvételek készitése elbtt.
4, 76ld T sejteket transzferaltunk artritiszes recipiensekbe, hogy eldéntsiik
volt-e kompeticio az Ag-felismeré illetve a naiv T sejtek kozott az elSbbi kisérletben.
A kisérlet tobbi paramétere megegyezik az el6z6vel.
5, Végil csontvel6bdl tenyésztett DC-ket valamint PG-t fecskendeztiink
artritiszes egerekbe, hogy a DC-knek a naiv és az Ag felismerd T sejtekkel vald

kapcsolatat vizsgalhassuk.

In vivo multifoton mikroszkdpia

A légzési mozgasbodl ered6 hibak minimalizalasara, az egerek ketamint és
xylazint kaptak intramuszkuldrisan az anesztézia indukcidhoz, majd az altatast
izofluorannal 100% oxigén jelenlétében tartottuk fenn.

A kilsé boka valamint a térd feletti b6rt mikrosebészeti eszkdzokkel
eltavolitottuk, majd a nyirokcsomét a felszinre hoztuk. Az egereket ragasztéval
valamint ragasztd szalagokkal az imaging chamberre rogzitettik. Mind az imaging
chamber, mind az objektiv hémérsékletét allandé 37 °C fokon tartottuk. A képek
elkészitéséhez a PrarieView szoftvert hasznaltuk, az elkészitett képsorozatokbdl 3

dimenzids illetve time lapse sorozatokat készitettlink.

Képanalizalas

A time-lapse mddszerrel felvett T sejt mozgast Imaris Trackkel analizaltuk a
légzési mozgadsokbdl eredd artefaktumok eltdvolitdsa utdn. A kovetkezd
paraméterekre voltunk kivancsiak: elmozdulas, atlagsebesség, motilitasi koefficiens
(az elmozdulds osztva az eltelt id6 négyzetgyokével) és a mozdulatlan sejtek aranya

az 6sszes sejthez viszonyitva. A kapott adatokat Microsoft Excellel elemeztiik.



Immunhisztokémia

SCID egerek hatsé labait illetve nyirokcsomoit (a kisérletek utan) OCT
bedgyazdéba helyeztiik és lefagyasztottuk. 8 mikrométeres metszeteket készitettlink
kriosztat segitségével, amiket -20°C-on taroltunk. Immunfestés el6tt a metszeteket
acetonnal fixaltuk valamint PBS pufferben higitott 5%-os kecskeszérummal és 5
(mAb) blokkoltuk. Az immunfestéshez Alexa Fluor 488 konjugalt B220 mAb-t
hasznaltunk a B sejtek kimutatdsara, illetve Pacific Blue konjugalt mAb-t CD35 ellen a
follikuldris DC-k azonositasara. A metszeteket 10%-os pufferdlt formaldehides fixalds

utdn multifoton mikroszképpal képeztik le.

MHC ll-peptid tetramer kotd assay

A kisérlethez allophycocyaninnal (Apc) jel6lt human PG specifikus peptidet
tartalmazé egér MHC Il tetramert, valamint negativ kontrollként irrelevéans (nem PG-
specifikus) Apc-jelolt tetramert hasznaltunk. Pozitiv kontroll T sejteket naiv
heterozigdta PG-TCR-Tg BALBc egerek Iépébdl nyertlink. Tisztitas utdn a harom T sejt
populéciét (naiv WT, Ag felismeré WT és naiv PG-TCR-Tg) 24 6réan keresztil 5 ng/ml
egér interleukin-2 (IL-2) jelenlétében tenyésztettiik. A tetramerek hozzaadasa el6tt az
Ag felismeré WT T sejt populaciét piros fluoreszcens festékkel megfestettiik, mig a
masik kettdt festetlendl hagytuk. A T sejt mintakat a tetramer két6 vagy kompeticios
kisérletekhez a kovetkez6képpen csoportositottuk: (1) naiv T sejtek (2) Ag-felismerd T
sejtek (3) PG-TCR-Tg T sejtek (4) Ag-felismers (piros) T sejtek jeloletlen naiv T
sejtekkel (5) Ag-felismerd (piros) T sejtek naiv PG-TCR-Tg T sejtekkel. A sejtmintakat
16 6ran keresztil inkubaltuk 0, 0.3, 0.6, 1.2 illetve 2.4 ug APC-jeldlt PG tetramer vagy
APC jeldlt CLIP tetramer (10% FBS-t tartalmazé 100 pl DMEM médiumban)
jelenlétében standard sejttenyésztési korGlmények kozott. A sejteket ezutan

lemostuk és megjeloltik Fitc-el konjugdlt patkany anti-egér CD4 Ab-vel vagy nem
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specifikus patkany Fitc 1gG2b-vel. A tetramer k6t6 CD4+ T sejtek szazalékos aranyat

aramlasi citométerrel hataroztuk meg.

Statisztikai elemzés

A statisztikai analizist Microsoft Excel Analysis Toolpak és az SPSS
programokkal végeztiik. A minta homogenitds szérasa flggvényében az adatokat
vagy kozvetlenil hasznaltuk, vagy analizis el6tt transzformaltuk. A két mintacsoport
Osszehasonlitasahoz Student t tesztet vagy Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk.
Akkor vettiik szignifikdnsnak a kiilonbséget, ha a p értéke kisebb vagy egyenld volt

mint 0,05.

Eredmények

A PGIA kialakulasa alatt csak kis szamu T sejt talalhaté az iziiletekben adoptiv
transzfer utan.

Multifoton mikroszkép segitségével nem tudtuk megbizhatéan kimutatni a
donor egerek limfocitdit a SCID egerek bokaiziileteiben, sem az artritisz kifejlodése
el6tt, sem azutan. Korai id6pontokban néha lattunk leukocitakat, melyek véletleniil
megfest6dtek, azonban ezeket is csak a szindviadlis szovet ereiben. Ezzel ellentétben,
a beadott T és B limfocitdk végig (18 napig) megtaldlhatdak voltak az iziiletet drenald
nyirokcsomo T és B sejt zondiban. Tovabbi kisérletekben immunhisztokémiaval és

aramlasi citometridval a fenti eredményeket megerdsitettik.

Ag-vel val6 taldlkozas utan a naiv és az artritiszes egerekbdl szeparalt T sejtek
mashogy viselkednek a recipiens egerek nyirokcsomaéiban.

Naiv egerekbdl izolalt zold valamint artritiszes egerekbdl izolalt piros T
sejteket adtunk naiv egerekbe majd multifoton mikroszkdppal vizsgaltuk a sejtek

mozgasat Ag indukciéra. Ez lehetBséget biztositott a naiv T sejtek els6 reakcidjara
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(,priming”), valamint az Ag altal stimulalt T sejtek reaktivacidjara. Hasonléan mas
multifoton mikroszképos kisérletekhez, a két csoport mozgdsdban nem volt
kilonbség az els6 két draban az antigén beaddsa utan. A 4 6ras id6pontnal mindkét
csoport mozgékonysaga csokkent, bar a mozdulatlan sejtek aranya magasabb volt az
Ag-felismer6 csoportban. Ez arra utal, hogy az antigén prezentacié 4 oéraval az
intraartikularis Ag beaddsa utan a leghatékonyabb a drendalé nyirokcsoméban, mikor
is az intenziv APC-T sejt interakcid eredményeképpen az Ag-felismer§ T sejtek
teljesen lelassulnak. Két draval kés6bb a T sejtek mozgékonysagukat részlegesen
visszanyerték, azonban a kezdeti szintet nem érték el. Az Ag-felismeré6 T sejteknek a
mozgékonysaga azonban még mindig szignifikdnsan a naiv T sejtek szintje alatt
maradt. A mozgdsi paraméterekben megfigyelhet6 kiilonbségek egyértelmien az Ag-
felismerd T sejtek PG felismerésének eredménye volt mivel PG helyett irrelevans OVA
vagy PBS iziiletbe valé beadasa nem vezetett a fenti kiildnbségekhez.

8 draval az antigén beadasa utan azonban mar nem volt kilénbség a két sejt
csoport mozgasi paraméterei kozott, melyek hasonldak voltak az Ag (PG) beadasa
el6tti allapothoz. Ez arra utal, hogy az Ag egyszeri beaddsa annak rovid ideig tartd
bemutatdsdhoz, és csak rovid ideig tartd kapcsolatok létrejottéhez vezet a T sejtek és
az APC-k kozott. Bar a kisérletben az APC-ket nem tettlik lathatova, azt feltételezziik,
hogy a mozgasi paraméterekben taldlhaté kilonbségek a kétféle T sejt populacio
kozott a magasabb Ag felismerd sejtszam és azoknak az MHC-PG-hez valo nagyobb

affinitdsa eredményének tudhatok be.

Ag felismerd T sejtek hosszabban tarté kapcsolatba lépnek az APC-kel az iziiletet
drendlé nyirokcsomokban az artritiszes recipiensekben, mint az egyszerre
transzferalt naiv T sejtek.

Az el6z6 kisérletet kdvetGen szerettiik volna megtudni, hogy mi torténik, ha

ugyanazokat a sejteket artritiszes egérbe transzferaljuk. A mikroszkdpos felvételeket
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4 és 72 o6ra kozotti id6pontokban végeztik (az Ag beadasat kovetden). A naiv
egerekben kapott eredményekhez viszonyitva a naiv T sejtek mozgdsanak ledllasa a
negyedik draban sokkal prominensebb volt, a sejtek majdnem ugyanannyi hanyada
valt mozdulatlanna, mint az Ag-felismer6ké. A naiv sejtek azonban a 24. éraban
levaltak az APC-krél és 72 odra elteltével visszanyerték a kezdeti mozgasi
sebességiket. Ez arra utalt, hogy vagy csak dtmenetileg kapcsolédtak az APC-khez a
nyirokcsomaokban, vagy csak részleges hozzaférésiik volt ezekhez a sejtekhez, mert az

Ag felismer6 T sejtek megel6zték Gket a versenyben.

Az Ag iranti kompeticio az Ag felismerd T sejtek szamaval aranyos.

Az Ag felismer6 T sejtek egyértelmlien el6nnyel indulnak az Ag-ért vald
versengésben, mivel tobben vannak, és az Ag-hez vald affinitasuk is magasabb. A
fenti kisérletekben az iziletbe beadott PG koncentricidja feltehetSleg nagyon
alacsony volt az iziiletet drenald nyirokcsomokban ezért idealis korilményeket
teremtett a T sejtek kozotti kompeticiohoz. Az alabbi kisérletben azt vizsgaltuk, hogy
ez a kompeticié kimutathaté-e in vitro tetramer kotéssel, aminek mértékét aramlasi
citometridval ki lehet mutatni. A PG-tetramer kotése egyértelm(ien kimutathaté volt,
még suboptimalis dozisu tetramer hozzdadasa esetén is. A tetramer ko6t naiv T
sejtek szama magasabb volt az Ag felismerd T sejtek hianyaban, ami arra utal, hogy
az Ag-specifikus T sejtek megel6zték azokat az Ag kotésben. A tetramer kotés
specificitasanak kimutatasara tovabbi kompeticié volt megfigyelhetd az Ag felismeré
és a naiv PG-TCR-Tg T sejtek kozott. Kompeticid nem volt kimutathaté magasabb
(szaturald) ddzisu PG tetramer jelenlétében, és Ggyszintén nem volt kimutathaté ha a
T sejteket a kontroll (irrelevans CLIP) tetramerrel inkubaltuk. Ez a kisérlet azt
bizonyitja, hogy a kilonbségek a T sejtek motilitdsa kozott az artritiszes recipiens

nyirokcsomadiban a PG epitdpokat prezentald APC-kért vald versengés eredménye.
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Kompeticié hidnyaban a naiv T sejtek lelassuldsa is megfigyelhet6 az artritiszes
recipiensek nyirokcsomaéiban.

Hogy megvizsgaljuk a naiv T sejtek mozgdsat versengés hianyaban, Ag
felismerd sejtek hozzdadasa nélkil adtunk be naiv T sejteket artritiszes egerekbe az
Ag (PG) intraartikuldrisan oltasa utan. A kisérlet tobbi paramétere megegyezett az
el6z6 kisérletben leirtakkal. A naiv T sejtek megalltak és gyakorlatilag mozdulatlanok
maradtak az els§ 24 draban. Ezutan a motilitdsuk emelkedni kezdett és a mozdulatlan
sejtek aranya kozel linearisan csokkent 24 és 72 éra kozott. Ez arra utalt, hogy mikor
a beadott naiv T sejteknek nem kellett exogén Ag-specifikus T sejtekkel versengeni
(legfeljebb az endogén T sejtekkel megkizdeni) az Ag-ért, akkor ténylegesen jobb

hozzéaférésiik volt a PG epitopokat prezentald APC-khez.

A naiv T sejtek mozgasat az iziiletet drenalé nyirokcsomékban befolyasolja az iziilet
gyulladasa.

Ebben a kisérletben megismételtilk az el6z6t, azonban a naiv T sejtek
mozgasat nem gyulladt bokakat drendld nyirokcsomoékban vizsgdltuk. Azt taldltuk,
hogy bar a T sejtek kezdeti sebessége magasabb volt a nem gyulladt iziileteket
drendldé nyirokcsomdkban, a gyulladtakat drendlékban a T sejtek hamarabb
visszanyerték a mozgékonysdgukat. Ez arra utal, hogy a gyulladasnak modulald

hatdsa van az antigén bemutatds dinamikajara az iziiletet drenald nyirokcsomodkban.

Bar az Ag-felismeré T sejtek kapcsolatba Iépnek a transzferdlt és ujonnan a
nyirokcsomdéba migralt DC-kel, hosszan tarté kapcsolatok csak az endogén APC-kel
figyelhet6 meg.

Néhany kisérletben egyutt transzferaltunk bokaba fecskendezett DC-ket és
intravéndsan beadott naiv vagy Ag-felismerd T sejteket artritiszes egerekbe, hogy a

kozottik végbemend interakcidkat vizsgalhassuk. 24 6ra elteltével a transzferalt DC-k
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megtalalhatoak voltak a nyirokcsomaokban, azonban a naiv és Ag-felismeré T sejtek
csak rovid ideig tartd kapcsolatokat hoztak létre veluk. Ugyanezek a sejtek azonban
hosszi ideig tartd kapcsolatokat hoztak Iétre a nyirokcsomdban taldlhaté
autofluoreszcens ,objektumokkal”. Mivel az APC-k endocitotikus vezikulumai
tartalmaznak autofluoreszcens anyagot, ezek az objektumok nagy valdszinUséggel az

egér sajat APC-it reprezentaljak.

Diszkusszio

Fluoreszcens festékkel jelolt sejtek migracidjat vizsgaltuk a bokaban és az azt
drenalé nyirokcsomdban elsd alkalommal egy autoimmun RA modelben. Erdekes
modon az artritisz kialakuldsa alatt gyakorlatilag nem lattunk T sejteket a
bokaiziiletben egyetlen vizsgdlt idGpontban sem. Bar mas kutatdcsoport is
megjegyezte, hogy az artritisz allatmodellek gyulladt iziileteiben kevés a T sejt, ennek
okat nem keresték.

Sajat munkacsoportunk kimutatta, hogy ha a T sejtek szamat csak a
keringésben csokkentjiik, annak nincs hatasa az artritisz (PGIA) kifejl6désére, viszont
ha a transzfer el6tt a T sejteket deplécioval kiiktatjuk, arthritisz nem alakul ki. Ez arra
utal, hogy a T sejtek jelenléte a nyirokszervekben, és az Ag-specifikus T sejtek Aaltal
medialt autoantitest termelés sziikséges a betegség kialakuldasdhoz. RA-ban azonban
a 90-es évek eleje ota elérhetd T sejt targeting terapiak (anti-CD4, anti-CD5, anti-CD7,
anti-CD52 mAbs) nem valtottak be a hozzajuk flizott reményeket. Ennek oka az lehet,
hogy RA-ban poli- és oligoklonalisan felszaporodott T sejtek taldlhatok, melyek kozott
autoreaktiv populaciok is eléfordulhatnak. Az iziileti gyulladast azonban a legtébb
egérmodellben egy monofazisos immunologiai esemény el6zi meg, vagyis egy
erbteljes, de egyetlen Ag dltal kivaltott T sejt vdlaszt latunk a betegség kialakuldsa
el6tt. Ennek a valasznak csak egy toredéke iranyul sajat Ag-k ellen. A T sejteknek vagy

azon molekuldiknak az elemindlasaval, melyek nélkilozhetetlenek az effektor
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funkciéhoz, az artritisz kialakuldsa kdonnyedén megallithatd. Szintén jellemz6 az
allatmodellekre a T sejtek korai részvétele a gyulladas kialakuldsaban, ezért a T sejt
eliminacids terdpidk akkor a leghatékonyabbak, ha a klinikai tiinetek kialakulasa el&tt
alkalmazzak 6ket. Type Il collagen (Cll) indukalt artritiszben (CIA), anti-CD4 antitest
adasa a tlinetek megjelenését kévetGen mar nem gatolja a betegséget, és nem
tlinteti el a Cll reaktiv patogén T sejt populacidt. Ez részben azt is megmagyarazza,
hogy ehhez hasonld, azaz T helper sejteket depletalo kezelés miért nem m(ikodott
mikor RA-s betegeket kezeltek vele. Az allatmodellekre szintén jellemz6 az
ellenregulaciés mechanizmusok beinduldsa a betegség korai stadiumaban. Ezért f6leg
a Treg-ek és a velesziletett immunrendszer sejtjei — tobbek kozott az iziletben
megtalalhato myeloid eredetl szuppresszor sejtek — lehetnek felel6sek. Mivel ezek a
sejtek hatékonyan csokkentik a T sejt medialt valaszokat és a gyulladast, ezért
elképzelhetd, hogy elfedik a T sejtet célzo terapidak hatékonysagat, ha mar a betegség
kialakuldsa utan alkalmazzak ket.

A T sejtek kozotti illetve a T és DC-k kozotti interakcidkra koncentrdlva azt
taldltuk, hogy az Ag felismerd T sejtek az artritiszes egerekbe bekerilve a naiv TCR-Tg
sejtekhez hasonléan mozognak mikor relevans Ag-t hordozé APC-vel taldlkoznak a
nyirokcsomaoban. A naiv és az artritiszes T sejtek mozgasa kozotti kulonbségek a
transzfer utdn egyértelmlien kimutathatdak voltak mind az artritiszes, mind a naiv
egerekben. Ez 6sszhangban van azzal az elmélettel, hogy az ismételt immunizacié PG-
vel, adjuvans jelenlétében, jelentGsen megnoveli a specifikus TCR-t expresszald Ag-
felismerd T sejtek szamat. Az Ag-felismeré memdria sejtek magasabb affinitasi TCR-
je, illetve a naiv T sejtekhez viszonyitott magasabb costimuldns és adhézids
molekuldk expresszidja elGsegiti a hosszuéletli kontaktusok létrejottét az APC-k és
ezen T sejtek kozott. Ugyanezek a hosszu életl kapcsolatok csokkentették a naiv T
sejtek hozzaférését az APC-khez amikor azokat Ag felismer§ T sejtekkel egyiitt

transzferdltuk. A naiv T sejtek és APC-k kozotti interakcio hosszabban tartott,
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legaldbbis atmenetileg, ha ezeket Ag felismer6 versenytarsak nélkil adtuk be. Ezekre
a megfigyelésekre az APC-k magasabb szdma, illetve hatékonyabb Ag prezentald
képessége részben magyarazatot ad, de egyéb tényez6k, mint a recipiens egérben
ismételt immunizacié illetve az izlletek destrukcidja hatasara keletkezd Uj epitopok
(tobbségében autoepitdpok) is hozzdjarulhatnak. Ezen epitopok bemutatdsa a naiv T
sejteknek az immunoldgiai értelemben vett ,self-tolerance” &attoréséhez és
autoimmun betegség kialakuldsahoz vezethet. Erre bizonyiték, hogy az artritiszes
egerek T sejtjei reaktivitast mutatnak a sajat (egér) PG-re illetve egyéb, PG-vel nem
kapcsolatos Ag-kre mint a citrullindlt proteinek és sajat IgG. Az Ag repertoar ilyenfajta
kiterjedése, ami mind PGIA-s egerekben, mind RA-s betegekben megfigyelhetd, nagy
valoszin(iséggel intra- és intermolekularis epitdp spreading-nek kdszénhetd.

A nyirokcsomokban talalhaté APC-k PGIA-s egerekben diverz specificitassal
rendelkezd peptidek széles repertodrjat képesek bemutatni. A transzferdlt T sejtek
kozott valdszinlleg vannak ezeket a (nem PG eredeti) peptideket felismerd T sejtek.
Az a jelenség, hogy az Ag-felismer6 T sejtek nagyobb valdszinliséggel lépnek
kapcsolatba az endogén APC-kel, mint a bokdba befecskendezett, a nyirokcsoméba
Ujonnan vandorolt PG-t prezentalo DC-kel, aldtdmasztja ezt a feltételezést. Végezetil
azt talaltuk, hogy az izileti gyulladdsnak hatdsa van az APC-T sejt interakciora, mivel
gyulladds hianydban a T sejtek ritkdbban Iétesitenek hosszu ideig tarté kapcsolatot az

APC-kel az izuletet drenald nyirokcsomadkban.

Osszefoglalas

A PhD értekezésemben a T sejtek vandorlasat, valamint mozgasi
tulajdonsdagait vizsgdltam a bokdban és a bokat drendlé nyirokcsomdkban.
Eredményeim:

e A PGIA kialakuldsa nem jar egyitt jelent6s szamu T sejtek bokdba torténd

vandorlasaval.
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A T sejtek aktivacidjaval kapcsolatos motilitdsi valtozasokat vizsgaltam in vivo,
genetikusan nem moddositott egerekben, els6é alkalommal egy komplex
autoimmun gyulladasos betegségben.

Az Ag-felismer6 T sejtek mozgasi tulajdonsdgai hasonléak a TCR transzgenikus
egerekbdl izolalt T sejtekéhez.

A T sejtek mozgasa jelent8sen lelassul a PGIA-s egerek gyulladt izileteit drenald
nyirokcsomaokban.

A naiv T sejtek motilitasat befolydsolja a gyulladas és a kornyezetikben 1évd
sejtek.

A T sejt deplécids terapiak hatékonysagat egérmodellekben részben a T
sejteknek a betegség el6tti eliminalasa, részben a betegség monofazisos

lefolydsa magyarazza.

Az RA allatmodelljei nélkiulozhetetlenek a T sejtek migracidjanak, a T sejt és

APC kozotti interakciok, valamint a naiv és Ag-felismer6 T sejtek kozotti kompeticid in

vivo vizsgalatdhoz. Tovabbi tanulmanyok sziikségesek ahhoz, hogy jobban megértsiik

a T sejtek szerepét az RA-ban, és hogy noveljik a T sejtek ellen irdnyuld terdpids

stratégiakat vizsgald allatkutatdsok értékét.
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