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1. Bevezetés

1.1 A gyulladasos bélbetegségek

A gyulladésos bélbetegséget (IBD) az egyik leggyakrabban el6forduld kronikus
gyulladasos korfolyamatként tartjak szamon, amely leggyakrabban fiatal felnéttekben alakul
ki, 15-30 éves kor kozott. Két £ tipusat kiilonboztethetjilk meg, ezek a Crohn betegség (CD)
¢és a colitis ulcerosa (UC) vagy fekélyes vastagbélgyulladas. (Loftus és tsai 2002) Mindkét
betegség kialakulasahoz hozzajarulhatnak bizonyos genetikai ¢s kornyezeti faktorok. (Fisher
és tsai, 2008, Cho és tsai, 2007)

Az elmult években GWAS, meta-analizis és ,,fine-mapping” moddszerek segitségével
szamos, IBD-vel 6sszefiiggésbe hozhato 16kuszt azonositottak. (Verstockt és tsai 2018, Liu és
tsai, 2015; Zhang és tsai, 2018) A tobb szaz azonositott genetikai eltérés -tobbnyire
egypontos nukleotid polimorfizmus (SNP)- ellenére, csak kevésrdl sikeriilt bizonyitani, hogy
valos bioldgiai szerepilk van az IBD kialakulasaban. Ezek egyike a homeodomén-tipusa
transzkripcios faktor Nkx2.3 kodolo régidjanak SNP-je, melyet CD és UC el6fordulasaval is
tarsitottak. (Parkes és tsai, 2007, Fisher és tsai, 2008)

A gentikai és kornyezeti tényezOk Osszessége a mikrobiom Osszetételének valtozésat,
az epitél barrier funkcidjanak csokkenését okozhatja, valamint az immunrendszer koéros
aktivaciojanak koszonhetéen gyulladast indukalhat. (Loftus és tsai 2002)

Az egyénre jellemzé bél mikrobiom fontos szerepet jatszik a szervezet megfeleld
tapanyagfelvételének biztositdsdban, valamint az emésztOcsatorna immunrendszerének
kialakitasaban ¢és szabalyozasaban. (Bdckhed és tsai, 2005) A gazdaszervezet és a
mikrobiomot alkot6 baktériumok kozotti kényes egyensuly felborulasa stlyos gyulladasos
folyamatok kialakulasahoz vezethet. (Elson és tsai, 2005)

Az epitél sejtek biztositjdk, hogy az emésztdcsatornaban taldlhatd bakteridlis és mas antigének
csak korlatozott szamban legyenek hozzaférhetok a mukoézalis immunrendszer szadmara. IBD-
ben ez a barrier funkci6 a bélfal permeabilizacidjanak novekedése kovetkeztében sériil, ennek
kovetkezményeképpen pedig gyulladas alakulhat ki. (Wang és tsai, 2006)

A GALT sejtek normal koriilmények kozott hozzajarulnak az immunoldgiai homeosztazis
fenntartasahoz, IBD-ben viszont a megndvekedett permeabilitasu epitél barrieren keresztiil
nagy szamban bearamld bakterialis és mas antigének hatadsara gyulladasos folyamatokat
indukalhatnak. A mukoézaban valo felszaporodasuk és tulzott aktivaciojuk gyulladasos
faktorok nagymértékii termelését vonja maga utan.

Az immunsejtek szabalyozott bélbe vandorlasa az ér-endotél halozaton keresztiil valosul meg
a4B7-MAJCAM-1 interakcié révén. Kronikus gyulladas soran az emelkedett adhézids
molekula és gyulladdsos faktor expresszido kovetkeztében a limfoid sejtek nagy szdmban
fognak a bélbe vandorolni, emellett a limfocitak magas ardnyu bél homingjat a gyulladédsos
kemokinek emelkedett szintje is eldidézheti. (Hatoum és tsai, 2006)

Az Nkx2-3 transzkripcios faktor szabalyozza a MAdCAM-1 adresszin kifejez6dését, amely a
leukocitak felszinén kifejez6d6 a4p7 bél homing receptoron keresztiil lehetdvé teszi a limfoid
sejtek bélbe torténd vandorlasat. (Iwata és tsai, 2004) Ezen endotél faktorok hianyaban a
bélbe torténd limfocita homingban zavar keletkezik, amely hatdssal van a helyi immunvélasz
¢s a gyulladasos folyamatok lefolyasara. (Pabst és tsai, 2000) Az Nkx2-3 tehat a bél-
nyalkahartya ér-adresszin mintazatanak befolyasolasan keresztiil kapcsolatba hozhato az IBD
kialakulasaval.

1.2 A bél-asszocialt nyirokszovetek fejlodésbiologiai jellemz6i

A bél-asszocialt nyirokszovetek (GALT) fontos szerepet jatszanak a bél helyi
immunologiai  homeosztazisanak fenntartasaban, gyulladdsos, valamint szisztémas
immunoldgiai folyamatok szabalyozasaban. Szerkezetiik kialakulasa €s fenntartasa szamos
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Osszetevd egylittes szabalyozasan keresztiil valésul meg. Ezek a masodlagos nyirokszervek
talalkozopontként szolgalnak az immunrendszer sejtjei €s az antigének szdmara, igy
nélkiilozhetetlenek a megfeleld immunvalasz indukalasaban.

Az organizalt GALT-hoz a mezenteridlis nyirokcsomok, Peyer plakkok (PP) colon plakkok
(ColP) és SILT-ek (szoliter intesztinalis nyirokszovetek) tartoznak, a diffuz GALT-ot pedig a
lamina propria (LP) teriiletében, valamint az intraepitelialis limfocitdk (IEL) és mas itt
elhelyezked6 immunkompetens sejtek dsszessége alkotja.

A mezenterialis nyirokcsomok PP-ok és ColP-ok programozott kialakuldsa mar embrionalis
korban megkezdddik, ezzel szemben a SILT-képzddés posztnatalis korban indukalt médon
megy végbe. Kialakuldsukhoz nélkiilozhetetlen a limfoid szovet szervezd (LTo)
mezenchimalis stromasejtek és a hematopoetikus limfoid szovet indukalod (LTi) sejtek kozti
kolcsonhatas. Az LTi sejtek LTaf2-t expresszalnak, amely az LTo sejtek LTBR ligandjaként
funkcional. A LT jelatvitel az NF-kB utvonalak aktivalasaval az egyik legfontosabb pontja a
nyirokcsomok és PP-ok fejlddésének. Az NF-kB utvonal aktivalasa indukalja az LTo sejtek
eldsegiti. Ezek a faktorok kezdetben az LTi sejtek, majd késdbb az érett T és B limfocitdk
odavonzasaban, ezzel parhuzamosan pedig az adott nyirokszerv szerkezetének (T/B-sejt
z6nak) kialakitasaban és fenntartasaban elengedhetetlenek. (Honda és tsai, 2001)

A nyirokcsomokkal ellentétben a bél antimezenterialis oldalan elhelyezked6 PP-okat nem
boritja kiilsé tok, limfatikus ereik sincsenek, viszont rendelkeznek a nyirokcsomodkra is
jellemzé HEV-ekkel, melyek aPP-ok esetében MAdCAM-1-et expresszalnak, amely az LTi
sejtek a4PB7 integrinjéhez képes kotddni. A PP-ok kialakuldséhoz az LTi és LTo sejtek mellett
a limfoid szovet iniciator (LTin) sejtek is sziikségesek. (Finke és tsai, 2001) A colon plakkok
(ColP) szerkezete és kialakulasa a PP-éval szinte teljesen azonos. (Baptista és tsai, 2013)

A programozott fejlédési bél-asszocialt nyirokszervekkel ellentétben a SILT-ek kialakulasa
posztnatalisan, a bél mikrobialis kolonizacidja altal indukalt modon megy végbe. A SILT-ek
csoportjat a kezdetleges szervez6dési, féleg LTi sejteket tartalmazo kriptoplakkok (CP) és az
ezekbdl kialakuld, B-sejt follikulussal rendelkezd izolalt nyiroktiiszOk (ILF) alkotjak, melyek
nem tartalmaznak HEV-eket és elkiiloniilt T-sejt zonat. Az ILF érésében fontos szerepet kap a
bél mikrobiomja is. A SILT-eket széles korben vizsgaltak allatmodellekben, viszont
emberben valé megoszlasukrol csak kevés adat all rendelkezésre. (Liigering és tsai, 2010)

1.3 ILC sejtek jelentosége és alcsoportjaik jellemzoi

Az innate limfoid sejtek (ILC) hematopoetikus Ossejtbdl torténd kialakulasdhoz
szamos transzkripcios faktor kozremiikddése sziikséges. Morfologidjuk a limfoid sejtekével
azonos ¢s szelektiv kifejez0désii transzkripcids faktorok hatisara T-helper tipusu citokinek
termelésére is képesek, viszont nem rendelkeznek génatrendez6dés soran létrejovo antigén
specifikus receptorokkal.
Az ILC-k szdmos funkciot latnak el kiilonb6z6 immunoldégiai folyamatokban, a
nyirokszovetek fejlddésétdl a mukozalis felszinek homeosztazisanak fenntartasan at, a
korokozok elleni védelem, és a gyulladasos folyamatok szabalyozasaig. (Spits és tsai, 2016)
Transzkripcios faktor profiljuk ¢és citokin termeld képességiik alapjan harom f£0,
funkcidjukban is eltéré csoportba sorolhatjuk dket: ILC1, ILC2 valamint az nyirokszervek
fejléddéséhez elengedhetetlen LTi sejteket magéban foglalo ILC3 csoport. Az ILC3 sejtek
kettds szerepet toltenek be a gyulladasos folyamatokban, mivel IL-22 és IL-17 termeld
képességiik révén anti-inflammatorikus ¢€s pro-inflammatorikus tulajdonsaggal egyarant
rendelkeznek. (Kellermayer és tsai, 2017)
Bar ezen sejtcsoport vizsgalata egérben és emberben is jelentds fejlddésen ment keresztiil az
utébbi iddszakban, az egyes alcsoportok elkiiloniilt fejlodése, szovet-specifikus funkcioik,
valamint homeosztazisuk szamos részlete még megoldatlan. (Spits és tsai, 2012)



1.4 Az Nkx2-3 transzkripcios faktor

Az Nkx2-3 homeodomén transzkripcios faktor fontos szabalyozd szerepet tolt be a 1ép,
és a PP-ok fejlodésében, a pLN kialakulasaban viszont nincs szerepe. Az Nkx2-3
elengedhetetlen az endotél sejtecken valdo MAACAM-1 kifejez6déséhez, amely
nélkiilozhetetlen a mukozalis szovetekbe torténd limfocita hominghoz, az 0a4B7 valamint L-
selectin leukocita receptorok megkotésén keresztiil. (Mebius és tsai, 1996)
Az Nkx2-3 faktor hianya atrofias rendezetlen szerkezetli 1épet, kisebb, kevesebb és eltérd ér-
endotél adresszin mintazattal rendelkezd Peyer plakkokat, megnagyobbodott és eltérd
szerkezetli colon kriptdkat, abnormalis villus fejlodést, és megvaltozott limfocita homingot
eredményez. (Pabst és tsai, 1999)
Nkx2-3" egerekben a PP mukézalis HEV-ekben a MAJCAM-1-et PNAd adresszin
helyettesiti. (Kellermayer és tsai, 2014) a pLN-ek szerkezetében viszont nincs eltérés. (Pabst
és tsai, 2000) Az Nkx2-3 faktor tehat szovet specifikus modon jarul hozza a GALT
érhaldzatanak ¢és limfocita homingjanak kialakitdsdhoz a MAdJCAM-1 expresszid
szabalyozasan keresztiil.
Emberben szintén megfigyelhetjilk az Nkx2-3 faktor korlatozott szoveti expresszidjat tobbek
kozott a bélben. Ezzel Osszefiiggésben az Nkx2-3 faktor megvaltozott expresszidjat
kapcsolatba hoztdk az IBD mindkét forméjanak kialakuldsaval. (Yu és tsai, 2012) A humén
Nkx2-3 faktor szerepét mutattdk ki a colorektalis miofibroblasztok identitasanak
szerepe lehet. (Hsia és tsai, 2016)
A fenti megfigyelések mellett az Nkx2-3 faktor pontos expressziojat még nem sikeriilt teljes
mértékben meghatdrozni sem egérben sem pedig emberben, igy tovabbi kisérletek
szlikségesek az Nkx2-3-at expresszalo sejtek pontos azonositasara.



2. Célkitizés

Kutatocsoportunk korabbi munkai soran vizsgalta az Nkx2-3 transzkripcios faktor
szerepét a 1ép és Peyer plakkok szerkezetének kialakitdsaban, kiemelt hangsulyt fektetve az
érhaldzatra, valamint ezzel parhuzamosan a limfocita recirkulacié és homing folyamatokra.
Eredményeink szerint az Nkx2-3 fontos szerepet jatszik a MAACAM-1 mukdézalis adresszin
expressziojanak szabalyozasaban. Nkx2-3 hianyaban az endot¢l MAJCAM-1 expresszio
embriondlis korban megtartott, viszont a sziiletést kovetd elsé honapban fokozatosan eltiinik,
ellentétben a MAJCAM-1 hianyos egerekkel, melyeknél a MAdCAM-1 teljes hianya
figyelheté meg.

Célunk az Nkx2-3 transzkripcids faktor szerepének vizsgalata volt a lamina propria ILC3
sejtjeinek megoszlasdban, a SILT képzddésben, valamint a gyulladdsos bélbetegségek
lefolyasanak szabalyozasaban.

PhD munkam soran Nkx2-3 ¢és MAdCAM-1 hianyos egereken végzett kisérletekkel az
alabbi kérdéseket kivantuk megvalaszolni:

e Hogyan viltozik a lamina propria ILC3 sejtek megoszlasa a bélben Nkx2-3 illetve
MAJCAM-1 hidnydban posztnatdlis és felnott korban?

o Milyen hatdassal van az Nkx2-3 és MAdACAM-1 hianya a SILT fejlodésre és
megoszlasra posztnatdlis és felnott korban?

o Milyen eltérések figyelhetok meg felnott Nkx2-3 és MAACAM-1 hianyos egerekben
DSS indukadlta colitis lefolydasaban, a lamina propria ILC3 sejtek és SILT strukturak
megoszlasaban?

e Mi befolyasol(hat)ja a DDS indukalt colitis eltéro lefolydsat Nkx2-3 hianyaban?



3. Anyagok és modszerek

Kisérleti allatok

Az Nkx2-3", 129SvxB6 kevert hatterli egereket BALB/cJ egerekkel kereszteztiik
vissza 14 generacion keresztiil. Az egerek genotipizalasat konvencionalis duplex PCR
modszerrel végeztiik, az Nkx2.3 és neomicin rezisztens gén amplifikalasaval. (Pabst és tsai,
1999) A C57BL/6 hatterti MAJCAM-1"7" (Madcam1™""e9) eo¢rtorzset Angela Schippers és
munkatarsai allitottak eld. (Schippers és tsai, 2009) A BALB/cJ és C57BL/6J egereket a
Jacksons Laboratory-bol (Bar Harbor, USA) szereztiik be. Kisérleteink soran a korabban leirt
mCD19CherryLuciferaz (CD19CL) transzgenikus egereket (Scotto és tsai, 2012) és LacZ-
Nkx2.3"" riporter egerekbdl szarmazo6 mintakat (Wang és tsai, 2000) is felhasznaltunk. Az €16
allatokkal kapcsolatos valamennyi eljardst a PTE Allatkisérletek Etikai Bizottsiga altali
iranymutatasoknak megfelelden végeztiik.

DSS kezelés

Colitis indukalasahoz 8-10 hetes egereket 2,5% DSS (AppliChem GmbH) tartalmu
vizzel itattuk hét napig. Az egereket akut colitis vizsgalatahoz a 7. napon, szubakut colitis
vizsgalatahoz pedig a 14. napon aldoztuk fel. Kontrollként alomtarsakat hasznaltunk, vagy az
aljzatot cseréltiik rendszeresen a ketrecek kozott.

Lamina propria limfocita izolalas és aramlasi citometria

A lamina propria limfocitdkat egy korabban leirt protokoll alapjan izolaltuk. (Sawa és
tsai, 2011) A vékonybél és colon szakaszokat kiilon dolgoztuk fel, az egy és két hetes egerek
esetében legalabb 3 bélmintat pooloztunk. A mintdkat EDTA kezelés és alapos mosast
kovetden, kollagenaz D és DNaz I segitségével disszocialtuk. A mononukleéris sejteket
strtiség gradiens centrifugalassal szeparaltuk.

A szeparalt sejteken kiilonbozo jelolt €s jeldletlen antitestekkel sejtfelszini jelolést
végeztiink, majd a jeloletlen antitesteket fluorokrom konjugéilt masodlagos antitestekkel
detektaltuk. Az intracellularis jelolést a permeabilizaciot kovetden a gyartoi protokoll szerint
hajtottunk végre.

Méréseinket BD FACSCanto Il vagy BD FACSCalibur aramlasi citométerrel
végeztiik. A limfoid kapun beliill mintanként legalabb Otezer CD45°CD3'CD19™ sejtet
gyljtottiink ossze, majd elemeztiink ki az FCS Express szoftver segitségével.

Szovettan

A SILT struktirak dsszetételének meghatarozasdhoz colon és vékonybél szakaszokbol
Swiss-rollokat készitettiink. A blokkokbdl 4-6, sikban 8um vastagsagu kriosztat metszeteket
készitettiink, melyeken acetonos fixalas utdn tobbszords immunfluoreszeenciat végeztiink
jelolt és jeloletlen antitestekkel. A jeldletlen antitesteket jelolt masodlagos antitestekkel
detektaltuk. A metszeteket glicerines fedést kovetéen Olympus BX61 fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk. A reprezentativ képeket az Olympus Fluo-View FV-1000 1ézer
scanning konfokalis képalkoto rendszerrel készitettiik.

A DSS-kezelt egerek szovettani értékeléséhez a colon Swiss-roll kriosztat metszetek
hematoxilin-eozin festését és hisztopatologiai kiértékelését a PTE Patologia Intézetében
végezték standard eljaras szerint. (Barthel és tsai, 2003).

B-sejt-kolénia analizis teljes vastagbél biolumineszcenciaval

A B-sejtek globalis bél-megoszlasanak vizsgéalatara Nkx2-3" egérrel keresztezett
mCD19CherryLuciferaz (CD19CL) transzgenikus egereket hasznaltunk. Az egerek elaltattuk,
majd D-luciferinnel oltottuk. 10 perc mulva az egereket felaldoztuk, colonjukat pedig az IVIS
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Lumina Il képalkoto rendszerrel elemeztik. Az adatok kiértékelése a Living Image
szoftverrel, a relevans tartomanyok (ROI) meghatarozasa egyedi lumineszcencia
kiiszobértékiik alapjan tortént.

Immunizalas és ELISA

Az anti-ovalbumin valasz indukalasadhoz az egereket 50ul 50mg/ml OV A-val Freund’s
adjuvans hozzdadasdval immunizaltuk. Az oltdsok a nulladik és hetedik napon a bal
talpparnaba, szubkutan torténtek. Az egereket a 21. napon szérum gyiijtés céljabol dolgoztuk
fel. Az anti-OVA IgG valasz meghatarozasara ELISA tesztet végeztiink, PO-konjugalt anti-
egér IgG felhasznalasaval. A peroxidaz aktivitast citrat-foszfat pufferben ortho-
feniléndiaminnal ¢s H,O,-al detektaltuk. A mintakat duplikatumokban, 492 nm-en mértiik le.

RNS izolalas, cDNS iras, RT-PCR

A teljes RNS izolalasa a NucleoSpin RNA (macherey-Nagel GmbH) RNS izolalo kit-
el tortént. cODNSt a High Capacity cDNA RT Kit segitségével szintetizaltunk. A PCR reakciot
ABI-PRISM 7500 géppel duplikdtumokban futtatuk SYBR green primerekkel (Czompoly és
tsai, 2011), vagy TagMan probakkal. Az eredményeket a [B-actin, vagy az mGAPDH
housekeeping gének szazalékaként tiintettiik fel.

Szérum IL-22 mérés
A szérum IL-22 mérése Mouse/Rat 1L-22 Quantikine ELISA kit-el (R&D Systems)
tortént, a gyartoi protokoll alapjan. A koncentraciokat standard gorbe alapjan hataroztuk meg.

Anti-1L-22 kezelés

ka2-3'/'egereket 2,5% DSS tartalmu vizzel itattunk 7 napig. A 2., 3., 4., 5., és 6.
napon az egereket 150pg anti-IL-22 monoklondlis antitesttel, vagy izotipus kontrollal
intraperitonealisan oltottuk. Az egereket a hetedik napon dolgoztuk fel, colonjaikat szovettani
¢s aramlasi citometrids analizisre hasznaltuk fel.

3.12 Csontvelé kimérak eléallitasa

A négy hetes eGFP-tgBALB/c egereket a PTE Onkoterapias Intézetében 2 x 5,5 Gy
letalis dozissal sugaraztuk be Co®forrasbol, 6 orés intervallumokban. Az egerek ezt kovetden
5 x 10° csontveld sejtet kaptak BALB/c vagy Nkx2-3" egerekb6l 3 odraval a masodik
besugdrzast kovetden, farokvéndba torténd oltassal. A kimérizmus mértékét PBMC
eGFP/CD45 expressziodja alapjan hataroztuk meg.

3.13 Kombinalt LacZ/p-galaktozidaz enzim és immunhisztokémia

A LacZ-Nkx2-3 riporter (Wang és tsai, 2000) és BALB/c egerek vastagbelébol késziilt
Swiss-roll kriosztat metszeteket aceton-fixalasat kovetden kiillonbozo epitél, fibroblaszt, vagy
endotél markerekre jeloltik patkany monoklonalis antitestkekkel. Az antitesteket
IMMPRESS-HRP kecske anti-patkany IgG kit-el detektaltuk. Mosast kdvetden a mintakat X-
gal tartalmu szubsztrat oldatban egy éjszakan at inkubaltuk 37°C-on.

3.14 Statisztikai analizis

Adatainak az IBM® SPSS® Statisztikai szoftverrel (22-es verzio) elemeztiik ki. A nem
normal eloszlasu csoportokat Mann-Whitney teszttel elemeztiik ki. Az adatokat atlag + SEM-
ként tiintettiik fel. Statisztikailag szignifikansnak a p <0.05 értékeket tekintettiik.



4. Eredmények

4.1 Posztnatalis lamina propria ILC3 megoszlas Nkx2-3 hianyaban

Az Nkx2-3 transzkripciods faktor hianya gatolja a MAdCAM-1 adresszin endotelialis
kifejez0dését, viszont a MAdCAM 17" cgerekkel ellentétben, ahol a MAdCAM-1 teljes
hidnya figyelhetd meg, Nkx2-3" egerekben az endotél MAACAM-1 expresszi6 a sziiletés
utani elsé hetekben fokozatosan sziinik meg. Munkank soran a két eltéro jellegi MAdCAM-1
hidny a béltraktus posztnatilis ILC3 sejtmegoszlasra kifejtett hatdsat szerettilkk volna
meghatarozni. Az 1, 2 és 4 hetes egerekbdl izolalt lamina propria sejtekbdl aramlési
citometriaval azonositottuk a CD45"CD3'CD19°'CD90 RORyt™ ILC3 sejteket.
Az ILC3 sejtek abszolut szdma a vékonybélben (silLC3) minden vizsgalt egértdrzsben
magasabb volt, mint a colonban minden vizsgalt idépontban.
A vékonybélben az elsd posztnatalis héten volt a legmagasabb az ILC3 sejtek szama. A
masodik hétre mindegyik vizsgalt egértdrzsben jelentdésen csokkent az silLC3 szam. A
negyedik hétre a C5S7BL/6 egerek kivételével, ahol az silLC3 szam kis mértékben emelkedett,
minden torzsben tovabbi csokkenést figyelhettlink meg. Ebben az 1d0p0ntban Nkx2- 3/
egerekben szignifikdnsan alacsonyabb silLC3 szdmot figyeltiink meg, Nkx2- 3" tarsaikhoz
viszonyitva.
Erdekes médon a MAACAM-1 hianyos egerekben volt az ILC3 sejtek szama a
legalacsonyabb minden vizsgalt id6pontban, rdadasul ez az alacsony sejtszam folyamatos
csOkkenést is mutatott, nem csak a Vekonybelben hanem a colonban is.
Az elsd héten a colonban a MAJCAM-1"" egerekben az cILC3 sejtek abszolut szama csak a
harmada volt a t6bbi térzsben megfigyeltekhez képest. A negyedik hétre az Nkx2-3 deficiens
¢s heterozigdta egerekben is jelentdsen csokkent a cILC3 szam. A vékonybéllel ellentétben
ahol az silLC3 szam szignifikansan alacsonyabb volt Nkx2-3 hianyaban, a colonban
magasabb 1LC3 szintet detektaltunk, ezzel ellentétben MAJCAM-1"" egerekben a cILC3
szam a negyedik hétre minimalisra csokkent.
Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a MAdCAM-1 hidny eltérd formai
kiilonb6zé modon befolyasoljadk az ILC3 sejtek megoszldsat a béltraktus kiillonbozo
szakaszaiban. A kontrollhoz kepest a legsulyosabb eltérést pedig az altalanos MAdCAM-1
hiany kovetkeztében a MAdCAM- 17" egerekben figyelhettiik meg.

4.2 A posztnatalis SILT-érés kinetikaja Nkx2-3 hianyaban

Kutatdcsoportunk korabbi munkdja soran megallapitotta, hogy Nkx2-3 hianyaban a
limfocitak megoszldsanak zavara a PP-ok megvaltozott vaszkuldris mintédzataval tarsul, amely
fiatal felnott egerekben a MAdCAM-1 adresszin fokozatos PNAd-re valtasaval magyarazhato.
(Kellermayer és tsai, 2014) Jelenlegi munkankban ezért azt szerettiik volna vizsgalni, hogy ez
a megvaltozott adresszin mintazat hogyan befolyasolja a SILT képzddést. Ehhez a SILT-ek
kiilonboz6 fejlodési fazisait hasonlitottuk Ossze Nkx2-3 illetve MAdCAM-1 hlanyos
valamint kontroll egerek colonjaban. Az azonos kdrnyezeti feltételek biztositasara Nkx2- 37"
egerek esetében kontrollként Nkx2-3 heterozigotdkat hasznaltunk. A kiilonb6z6 SILT
struktardkat immunfluoreszcenciaval azonositottuk.
Az els6 posztnatalis héten minden vizsgalt egértérzsben csak CP-ok és imILF-ek voltak
megfigyelheték, melyek aranya Nkx2-3" és MAACAM-1" egerekben is a kontroll
csoportjalkban megfigyeltekhez hasonlé megoszlast mutatott. Erdekes modon a C57BL/6 és
MAJdCAM-1" egerekben a CP- ok aranya magasabb Vvolt
A mésodik héten a MAdCAM-1" egerek kivételével minden torzsben megjelentek a matILF-
ek, viszont ardnyuk Nkx2-3 hidnyaban joval alacsonyabbnak bizonyult.
A sziiletés utdni negyedik hétre MAJCAM-1"" egerekben is megjelentek a matILF-ek, viszont
aranyuk szignifikdnsan alacsonyabb volt a kontroll C57BL/6 csoporthoz viszonyitva. Nkx2-3
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deficiens egerekben is alacsonyabb matILF aranyt figyeltink meg az Nkx2-3
heterozigotakhoz képest, viszont ez az eltérés nem bizonyult szignifikansnak.

Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a MAdCAM-1 hiany eltérd
formai (ka2-3'/' esetén transzkripcionalis, MAdCAM-1"" esetén genomialis) kiilonb6zo
modon befolyasoljak a SILT fejlodést a colonban. Nkx2-3 hianyaban a SILT érés csak kis
mértékben mutatott eltérést a kontroll csoporthoz képest, viszont globalis MAdCAM-1
hianyaban sokkal jelentdsebb valtozasok torténtek. MAdCAM-1"" egerekben ugyan megjelent
az LTi sejteket tartalmazd CP formacid, ugyanakkor a tovabbi SILT érés jelentds késést
mutatott. Ennek ellenére a MAdCAM-1 mukdzalis adresszin altalanos hidnya sem tudta
teljesen megakadalyozni a SILT-ek kialakuldsat €s fejlodését a colonban. A legszembetiinébb
eltérést a méasodik héten figyeltiik meg, amikor Nkx2-3"" egerekben, (a kontroll csoporthoz
képest kisebb ardnyban ugyan), mar megjelentek matILF-ek, ezzel szemben MAJCAM-1"
egereknél csak késébb, a negyedik héten lattunk matILF-eket, akkor is csak igen alacsony
szamban.

4.3 Posztnatalis ILC3 megoszlas és vaszkularis adresszin expressziéo kapcsolata a bélben
A kovetkezOkben az ILC3 megoszlas eltéréseineck a MAJCAM-1 és PNAd
adresszinek eltérd expressziojaval valo korrelacidjat vizsgaltuk. Ehhez Nkx2-3" egerek
MAdCAM-1 expressziojat ¢és MAJCAM-1" egerek PNAd expresszidjat kvantitativ
immunfluoreszcenciaval és Imagel analizissel elemeztiik.
A vékonybélben Nkx2-3" egerekben a MAACAM-1 magasabb expresszids szintjét figyeltiik
meg egy hetes egerekben, viszont a negyedik hétre a MAdCAM-1 expresszi6 szingifikdnsan
alacsonyabb szintre csokkent az Nkx2-3"" csoporthoz viszonyitva. Ezzel ellentétben a
colonban Nkx2-3 hianyaban a MAACAM-1 expresszid6 minden vizsgalt iddpontban
alacsonyabb volt a heterozigotakban mért értékeknél. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
két bélszakaszban eltérd kinetikat mutat a MAJCAM-1 expresszié fokozatos eltlinése,
tovabba a MAdCAM-1 expresszio valtozdsa nem mutatott kapcsolatot az ILC3 sejtek helyi
megoszlasaban megfigyelt eltérésekkel.
A MAJCAM-1" egerek vékonybelében a PNAd expresszio az elsé két héten a kontroll
C57BL/6 csoporté alatt maradt, viszont a negyedik hétre a PNAd expresszi6 meghaladta a
kontroll csoportban meért értéket. Az ILC3 sejtek szama a C57BL/6 egerek vékonybelében
viszonylag stabilnak bizonyult, viszont a PNAd szint fokozatosan emelkedett. A MAJCAM-
17" egerekben ezzel ellentétben az silLC3 sejtek szama szignifikdnsan csokkent az 1d6
elérehaladtaval, a PNAd expresszid emelkedése mellett. A colon PNAd expresszioja
MAdCAM-1" egérben mar a masodik hétre szignifikdns novekedést mutatott a kontroll
csoporthoz képest, mely tovabb emelkedett a negyedik hétig. Ezzel ellentétben a cILC3 szam
MAdCAM-1 hianyos és vad tipusu egerekben is fokozatosan csokkent, raadasul MAdCAM-1
hidnyaban az ILC3 sejtek csak alig észlelhetd szamban voltak jelen.

4.4 PNAd core protein és moédosité enzim mRNS expressziéo eltérései Nkx2-3 és
MAdCAM-1 hianyaban

A MAJCAM-1 adresszin biztositja a limfocitak PP-okba és bélbe torténé homingjat.
Nkx2-3 hianyaban az endotél sejtek nem expresszalnak MAdCAM-1-et, viszont a PP-okban
szamos PNAd core fehérje és modositdo enzim mRNS szintje megemelkedik. (Kellermayer és
tsai, 2014) Az Nkx2-3 deficiens egerekben megallapitottakat kovetden arra voltunk
kivancsiak, hogy MAJCAM-1" egerekben is hasonlo eltéréseket talalunk-e. MAJCAM-1
hiany esetén az endomucin és podocalyxin-szerli PNAd core mRNS szignifikdns novekedését
tapasztaltuk a vad tipusu kontrollhoz viszonyitva. Az el6z6k mellett a CD34 mRNS szintén
emelkedett, bar nem szignifikdns mértékben, a Glycaml €s nepmucin expresszids szintje
viszont nem valtozott a kontrollhoz képest.



A MECA-79 antitest altal felismert PNAd glikoepitop létrehozasaban fontos moddosito
enzimek koziil a bétaGal béta-1,3-N-acetyl gliikozaminil transzferaz 3 szulfotranszferaz
(B3gnt3) és alfa-(1,3)-fukozil transzferaz (Fut7) mRNS-ek nem mutattak szignifikans eltérést,
viszont az N-acetilgliikozamin 6-O szulfotranszferaz (Chst4) mRNS szinten szignifikansan
emelkedett MAdCAM-1 hianyos egerek PP-jaiban. Ezek az eltérések kiilonboznek a korabban
Nkx2-3 hianyos egerekben megfigyeltekt6l, ahol a legszembetiindbb eltérés a Glycaml
mRNS expresszidban volt megfigyelhetd, de a Chst4 is szignifikdns ndvekedést mutatott.
(Kellermayer és tsai, 2014)

4.5 Megtartott periférias nyirokcsomo szerkezet és normal T-dependens antitest valasz
Nkx2-3 és MAdCAM-1 hianyaban

A periférias nyirokcsomok (pLN) HEV-jei az embriondlis fejlédés és korai
posztnatalis érés soran MAdCAM-1 adresszint expresszalnak; azonban ezen molekula szerepe
a nyirokcsomokba torténd posztnatalis limfocita megtelepedésben egyeldre ismeretlen.
(Mebius és tsai, 2003) Ennek kapcsan az Nkx2-3 és MAdCAM-1 kiilonb6z6 foku hianyanak a
pLN kialakulasara és szerkezeti érésére gyakorolt hatasat vizsgaltuk. Az immunhisztologiai
vizsgalat soran sem a limfoid kompartmentalizicioban sem pedig a follikuléris stromalis
szervezOdésben nem taldltunk eltéréseket.

Ezt kovetéen a helyi T-dependens immunvalasz eltéréseit vizsgaltuk Nkx2-3 és
MAdCAM-1 hianyos egerekben ovalbuminnal torténé immunizalast kovetd indirekt ELISA
teszttel. Eredmenyelnk alapjan a MAdCAM-1 hidny sem a MAdCAM-1", sem pedig az
Nkx2-3" egerekben nem okozott szignifikdnsan alacsonyabb antitest szinteket a relevans
kontroll csoportokhoz viszonyitva.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a pLN normal szerkezete mellett, a MAJCAM-1
hianya ellenére is megtartott a T-dependens antitest valasz.

4.6 Nkx2-3 hianyaban a SILT érés részlegesen gz'ltolt felnott korban

A SILT 0sszetételt fiatal felndtt egerekben is vizsgaltuk Nkx2-3 hidnyaban, colon
metszetek immunfluoreszcens jeldlésével. Nkx2-3" egérben a PP-okhoz hasonléan a ColP-ok
erein is megfigyelhetdé volt a MAJCAM-1 expresszio hidnya ¢és a PNAd Iumindlis
megjelenése. BALB/c egerekben a PNAd ezzel szemben csak a HEV-ek abluminalis oldalan
Volt jelen. Ezt kovetden a B-sejtes klaszterek megoszlasat a teljes colonban vizsgaltuk Nkx2-
3"x mCD19Luc* egerekben. Az ex vivo kisérlet soran szignifikansan alacsonyabb szamu B-
sejtes klaszter volt megfigyelhetd, azonban ezek teriilete szignifikdnsan nagyobbnak
bizonyultak, mint heterozigota (Nkx2-3"" x mCD19Luc") tarsaikban.
Nkx2-3 hianyaban normal strukturaju SILT-eket talaltunk a colonban, viszont az éretlen
formak nagyobb aranyban voltak jelen, mint a kontroll csoportban, tehat Nkx2-3 hianyaban a
CP-ok kialakuldsa normal modon Vegbemegy, viszont tovabbi érésiik részlegesen gatolt.
Annak megallapitasara, hogy Nkx2- 3" hianyaban az endotél MAdCAM-1 hidnya 6nmagéaban
okozza-e a SILT érés zavarat, a SILT megoszlast MAdCAM-1 hlanyos egerekben is
vizsgaltuk, melyekben az Nkx2-3 aktivitds megtartott. MAJCAM-1" hlanyaban szintén
megfigyeltik a PNAd luminalis megjelenését a ColP HEV-eken. MAdCAM-1"" egerekben a
SILT-ek szerkezeti elvaltozast nem mutattak, viszont a CP-ok imILF és matILF fazisokba
torténd érésének sokkal nagyobb mértékili gatlasat figyeltiik meg.
Aramlasi citometrids mérések alapjan a SILT asszocialt B-sejtek szama MAdCAM- 1"
egerekben volt a legalacsonyabb, ami megvaltozott limfocita megoszlast és az Nkx2- 3"
torzsben megfigyelteknél kifejezettebb ILF-érés gatlast eredményezett.
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4.7 Felnottkori colon ILC3 megoszlas Nkx2-3 és MAdCAM-1 hianyaban normal és
gyulladasos koriilmények kozott.

Nkx2-3 hidnyaban a RORyt" ILC3 sejtek szdma minden vizsgalt idépontban (a DSS
kezelést megeldzden, akut és szubakut colitisben) magasabb volt a colonban mint vad tipusu
BALB/c egerekben. Az ILC3 sejtek megoszlasast MAACAM-17" egerekben is vizsgaltuk
annak megallapitasara, hogy a MAdCAM-1 endotél hidnya felelds-e megvaltozott aranyukért.
A vizsgélat soran azt tapasztaltuk, hogy MAdCAM-1"" egerekben DSS kezelés hatésara
emelkedett az ILC3 sejtek aranya, a 14. napra pedig szignifikansan magasabb lett a szamuk a
vad tipusit C57BL/6 kontrollokban mértekhez képest.

4.8 Nkx2-3 hianyos egerek védettek a DSS indukalta colitis-el szemben

Korabbi megfigyelések alapjan a colitis kialakulasa eldidézheti a CP-ok matlLF-¢é
érését, (Lochner és tsai, 2011; Olivier és tsai, 2016) ezért DSS-indukélta colitis
egérmodellben is vizsgaltuk a SILT megoszlast a colonban. A 7. (akut colitis) és a 14.
(szubakut colitis) napon vizsgaltuk a bélmintakat. Erdekes modon az Nkx2-3 hianyos egerek
bizonyos foku védettséget élveztek DSS indukalta colitisszel szemben szamos fiziologiai
paraméter alapjan. A kontroll csoporthoz képest igy Nkx2-3" egereknél a DSS kezelés alatt
csak minimalis stlycsOkkenést figyeltiink meg, rektalis vérzést is csak néhany egyednél
tapasztaltunk, emellett a colon rovidiilése minimalis, a talélési arany pedig 100%-0s volt. A
hematoxilin-eozin festett colon metszetek szovettani kiértékelése soran Nkx2-3 hianyaban
alacsonyabb patoldgiai érték volt megallapithatod, mint vad tipust (BALB/c) tarsaik esetében.
Annak vizsgalatara, hogy Nkx2-3" egerekben az endot¢él MAdCAM-1 hién/ya okozza-e a
DSS indukalta colitisszel szembeni védelmet, kisérleteinek MAJCAM-1"" egereken is
elvégeztiik. Meglepd mdédon a MAdCAM-1 deficiens egértdrzsben viszont még a vad tipusnal
is sulyosabb gyulladas alakult ki DSS kezelés hatésara.
Vad tipust kontroll egerekben DSS kezelés hatasara emelkedett az érett SILT struktirdk
szama, ezzel ellentétben Nkx2-3 hidnydban késleltetett SILT érés volt megfigyelhetd.
MAACAM-1" egereknél a SILT érés még kifejezettebb gatlasat figyeltiik meg, mivel a B-
sejteket tartalmazo SILT-ek aranya csak a 14. napra emelkedett ebben a csoportban.
A B-sejtek szamanak eltérd kinetikdjii novekedését dramlési citometridval is igazoltuk. Az
Nkx2-3 és MAdCAM-1 deficiens egerek colonjaban a kezelés teljes id6tartama alatt
alacsonyabb volt a B-sejtek szama, mint a kontrollokban.
Nkx2-3" és MAdCAM-1"" egerekben a MAJCAM-1 kiilonbdz6 tipust hidnya és az ennek
kovetkeztében kialakult eltéré adresszin expresszid a colon-ereken magyarazatot adhat a
késleltetett SILT érésre; DSS kezelés hatasara viszont csak az Nkx2-3" egerekben nem
alakult ki gyulladas, igy a colitis elleni védettség kialakulasa nem magyarazhat6 az endotél
MAdCAM-1 hianyaval.

4.9 Nkx2-3 hianyaban a bélgyulladassal szembeni védettség I1L-22 fiiggetlen

Korabbi kutatasok soran kimutattdk, hogy az ILC3 sejtek altal is termelt IL-22 képes
indukalni a mukdzalis regenerdcioban fontos szerepet betoltd Reg fehérjék és mucinok
termelését, ami igy fontos szerepet jatszhat a colitisszel szembeni védelemben. (Zhengés tsai,
2008; Pichert és tsai, 2009) Kutatocsoportunk az IL-22, RegllIf és Regllly mRNS
emelkedett szintjét figyelte meg akut colitis soran Nkx2-3" egerek colonjdban. MAJCAM-1"
egerek esetében viszont nem taldltunk szignifikans eltérést az 1L-22 mRNS expresszioban
DSS-indukalt colitis akut szakaszaban. A colitis 14. napjara az 1L-22 szint Nkx2-3", és
MAdJCAM-1" egerek colonjaban is szignifikansan alacsonyabb volt a relevans vad tipust
kontrollokhoz képest.

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy Nkx2-3 hianyos egerekben az emelkedett 11.-22
szint okozhatja-e a colitisszel szembeni védettséget. Kezeletlen Nkx2-3 hianyos és vad tipust
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egerek IL-22 szérum szintjében nem talaltunk eltérést, viszont a DSS kezelés soran az 1L.-22
szérum szintje szignifikansan alacsonyabb volt Nkx2-3 hidnyaban. Ezek alapjan az Nkx2-3-
deficiens egér az IL-22 szint novekedés elmaradasa ellenére is védett volt a colitisszel
szemben, ugyanakkor a BALB/c egerekben az IL-22 szint novekedése ellenére is sulyos
colitis alakult ki.

Az 1L-22 szerepének tovabbi vizsgalatdhoz Nkx2-3" egereket antagonista anti-1L-22

antitesttel vagy izotipus-kontroll antitesttel kezeltiink a DSS kezelés soran. Erdekes médon, az
Nkx2-3 hianyos egerekben tovabbra sem figyeltiink meg sulyosabb colitisre utalo jeleket sem
makroszkdposan, sem pedig a szovettani értékelés soran, valamint a SILT dsszetételben és az
ILC3 megoszlasban sem tortént szignifikans valtozas.
Mindezek ellenére a RegllIf és Regllly mRNS szintjei jelentdsen csokkentek anti-1L-22
kezelt egerekben, amely a kezelés bioldgiai hatasossagat mutatta. Eredményeik alapjan
megallapitottuk, hogy az IL-22 gitldsa nem vezet colitis indukcidhoz Nkx2-3 hidnyéban,
viszont a mukozalis regeneracioban fontos Reg fehérjék szintjének csokkenését okozza,
ugyanakkor ezen utobbiak csokkenése sem okoz colitist.

4.10 Nkx2-3 hianyaban nem-hematopoetikus sejtek révén alakul ki a colitis elleni
védettség

Kovetkezd kisérletiinkben arra voltunk kivancsiak, hogy Nkx2-3 hidnyaban a
vérképzd vagy a nem-hematopoetikus stroma sejteknek koszonhetden alakul-e ki védettség a
gyulladéassal szemben. Ehhez csontveld kimérakat hoztunk 1étre az anyagok és mddszerekben
leirtak szerint. 5 héttel a sejt-transzplantacid utdn a legalabb 90%-os kimérizmust mutatd
egereket 7 napig 2,5% DSS tartalmu ivovizzel itattuk, majd az egereket a 7. napon
feldolgoztuk. A két csoport kozdtt (Nkx2-3" csontvel6vel vagy BALB/c csontvel6vel
transzplantalt eGFP-Tg-BALB/c recipiens egerek) sem sulyvesztésben, sem a colitis
sulyossagaban nem tapasztaltunk kiilonbséget, mindkét csoport érzékeny volt a colitis
kivaltasara. EbboOl arra kovetkezettiink, hogy az Nkx2-3 faktor hianyaban nem a
hematopoetikus, hanem a stromasejtek gatoljak a colitis kialakulasat.

Az Nkx2-3 fehérjét kifejez6 nem-hematopoetikus stromasejtek azonositasara LacZ-
Nkx2-3"" riporter egereket hasznaltunk. Immunhisztokémia és X-gal festés kombinacidjaval
megallapitottuk, hogy sem az epitél sem pedig az endotél sejtek nem expresszalnak Nkx2-3-
at, viszont a miofibroblaszt-szeri VAP-1 pozitiv sejtek a bélfal tunica-muscularis-mukoza
rétegében igen. Ez a megfigyelés Osszeegyeztethetd a nemrég publikalt huméan eredményekkel
is. (Hsia és tsai, 2016)
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5. Megbeszélés

Az IBD napjaink egyik leggyakrabban eléforduld kronikus gyulladasos korképe,
melynek kialakulasdhoz a mikrobiota elleni rendellenes immunologiai valaszkészség ¢€s
bakterialis diszbidzis mellett szamos kornyezeti €s genetikai faktor is hozzajarulhat. Ezek
egyike az Nkx2-3 homeodomén transzkripcios faktor, amely Crohn betegségben és colitis
ulcerosa-ban egyarant hajlamositd szerepet jatszhat.

Az ILC3 sejtek szamos immunologiai folyamatot szabalyoznak, részt vesznek a mukozalis
limfoid szovetek kialakitasaban, valamint az epitél regeneracioban IBD-ben. A gyulladésos
bélbetegségek egyik jellemzdje az ektdpias nyirokszoveti neogenezis, melyben az ILC3 sejtek
szintén fontos szerepet toltenek be. (Geremia és tsai, 2017).

Ahhoz, hogy az ILC3 sejtek helyileg érvényesithessék hatasaikat, a bélbe kell migralniuk.
Ehhez a mukoézalis HEV-eken és a lamina propria ereken talalhatd MAdCAM-1 adresszinhez
kell kapcsolodniuk az o4P7 integrinjiikon keresztiil. Az Nkx2-3 faktor a MAdCAM-1
expresszio szabalyozasan keresztiil tehat befolyasolhatja az ILC3 sejtek megoszlasat valamint
a bél-asszocialt nyirokszovetek fejlodésében és az IBD patomechanizmuséaban jatszott helyi
szereplik érvényesiilését.

Munkank soran Nkx2-3 hidnyos egereket vizsgaltunk, melyekben az elsé posztnatalis
honap soran az endotél MAdCAM-1 expresszid fokozatosan megsziinik, helyette PNAd
jelenik meg, a nem-endotél MAdCAM-1 expresszi6 (pl. FDC felszinen) viszont megtartott,
hasonldan a periférias nyirokcsomokhoz. (Mebius és tsai, 1996, Hamada és tsai, 2002) Az
Nkx2-3 deficiens egerekkel szemben a MAJCAM-1 génkiiitott egereket altalanos MAdCAM-
1 hiany (Schippers és tsai, 2009), valamint emelkedett PNAd expresszio jellemzi, igy a két
egérmodell vizsgalata kiegészitd modon segitheti a MAACAM-1 adresszin és az intesztinalis
limfoid megtelepedés IBD-ben jatszott szerepének jobb megértését.

Az ILC3 sejtek posztnatalis megoszlasat kiilonbozd bélszakaszokban vizsgaltuk.

Eredményeink szerint a vékonybél sokkal nagyobb szamban tartalmazott ILC3 sejteket, mint
a colon. Egy hetes korban nem taldltunk kiilonbséget Nkx2-3" és Nkx2-3"" egerek ILC3
megoszlasaban, ami arra utal, hogy az ILC3 sejtek mukozalis megtelepedése a vékonybélben
hatékonyan végbemegy. Az elsd héttel ellentétben, a posztnatalis iddszak késObbi
id6pontjaiban az Nkx2-3" egerekben alacsonyabb abszolut ILC3 értékeket mértiink a
vékonybélben, és az érett ILF-ek szdma is jelentdsen alacsonyabbnak bizonyult, melyek a
MAdCAM-1 adresszin fokozatos eltiinésével hozhatok Gsszefiiggésbe.
A colon ILC3 megoszlasa a vékonybélben megfigyeltekhez képest jelentds eltérést mutatott.
Ennek az lehet az oka, hogy a vékonybélben eltérd faktorok biztositjak az ILF-ek kialakuldsat,
valamint alternativ adresszin(ek) részlegesen is kompenzalhatja(k) a MAdCAM-1 hianyat.
(Knoop és tsai, 2011)

A colonban talalhaté ILF-ek megoszlasaban megfigyelt eltéréseket tobb tényezd
okozhatja. Az egyik a korabban leirt késleltetett ILF érés a C57BL/6 tipust egerekben, melyet
az altalunk megfigyelt, a BALB/c hatterli egerekhez viszonyitott CP/ILF arany eltolodas is
alatdmaszt. A CP kialakulashoz képest az imILF-¢ majd matILF-¢ érés folyamata a
vékonybélben korabban leirtakhoz hasonléan a colonban is késleltetett. (Zbiza és tsai, 2016)
Erdekes moédon MAdCAM-1" egerekben a C57BL/6 torzsben megfigyeltekhez hasonloan
alakultak a CP/ILF aranyok, amely szintén a CP-ILF atalakuldss MAdCAM-1 fliggetlenségét
bizonyithatja. (Garcia-Barcelo és tsai, 2007) Ezzel szemben MAJCAM-1 hianyaban az ILF
tovabbi érése (valdszintileg a B-sejt dependens fazisban) nagymértékben gatolt. Ezek alapjan
megallapithatjuk, hogy MAdCAM-1 hianyaban a PNAd adresszin emelkedett expresszidja
sem képes a MAdCAM-1 szerepét potolni, az Nkx2-3" egerekben pedig a korai posztnatalis
1d6szakban részlegesen megtartott MAdJCAM-1 expresszid miatt kevésbé sulyos az ILF érés
gatlasa.
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Munkénk soran vizsgaltuk a kiillonb6z6 MAdCAM-1 hidnyok immunvalaszra
gyakorolt hatasat periférias nyirokcsomokban is, mivel az o4f7 integrin-MAdCAM-1
kolecsonhatds nem csak a PP-ok, hanem a periférids nyirokcsomok kialakuldsaban is szerepet
jatszik embriondlis korban. (Mebius és tsai, 1996) Megfigyelésiink alapjan a MAJCAM-17
egerekben ugyan a PP-ok kialakulasa ¢és az ILF-ck érése is részlegesen gatolt, a pLN-ek
viszont sem szerkezeti felépitésiikben, sem pedig funkcidjukban nem mutattak eltérést. Ebbol
arra kovetkeztettiink, hogy a pLN-ekben mas endotél ligandok altal juthatnak el az ILC3/LTi
sejtek a nyirokcsom¢ eldtelepbe. Az ILC3 sejtek megtelepedésének részleges megtartasa a
mukozalis felszineken (az intesztinalis limfoid neogenezis fenntartdsara) illetve az LTi
sejteknek az embrionalis korban a nyirokcsomé el6telepbe a MAACAM-1 teljes hidnyaban
torténd vandorlasa is az endotél adresszin profil plaszticitasait mutatja. Ez a plaszticitas
megkérddjelezi az anti-adhézios terapids beavatkozasok hatékonysagat IBD-ben. Az tovabbra
is kérdéses, hogy Nkx2-3 illetve MAJCAM-1 hianyaban a megvaltozott vaszkularis adresszin
mintazat mellett hogyan jutnak el az ILC sejtek és mas leukocitak a fejlddé nyirokcsomokba,
valamint az olyan mukdézalis teriiletekre, mint a béltraktus. Felvetddik mas eddig ismeretlen
adresszinek szerepe ebben a folyamatban, amelyek akar lehetséges célpontok is lehetnek a
gyulladasos bélbetegségek kezelésében.

A posztnatalis idészak elsé négy hetében a C57BL/6 alapt egértdrzsekben késleltetett
SILT érést tapasztaltunk a BALB/c tipusi egerekhez képest, viszont ez a kiilonbség fiatal
felndtt egerek esetében mar nem volt megfigyelhetd. Ebben a korban az Nkx2-3" egerek
endot¢él MAJCAM-1 expresszidja mar eltlinik. DSS kezelés hatdsdra Nkx2-3 hianyos
egerekben az érett SILT struktirak ardnya megemelkedett, colitis azonban nem alakult ki.
Ezzel ellentétben MAACAM-17 egerekben a DSS kezelés igen sulyos colitist eredményezett,
a CP-ok viszont csak igen alacsony aranyban alakultak &t ILF-¢. A két torzs kozott megfigyelt
kiilonbségekbdl arra kovetkeztettiink, hogy Nkx2-3 deficiens egerekben nem 0nmagaban a
MAJdCAM-1 endotél hidnya miatt tér el a felnéttkori SILT fejlodés és alakul ki védettség
colitisszel szemben.

A mukozalis endotél-sejtek plaszticitasat jelzéen megjelent PNAd core proteinek és
glikozilaciés enzimek mRNS szintli expresszidjanak vizsgalata soran is jelentds
kiilonbségeket figyeltiink meg a két KO egértorzs kozott. Ezek az eredmények tehéat azt
mutatjak, hogy a két kiillonb6z6é fokit MAdCAM-1 hidnyban szenvedd egértérzsben a PNAd
expresszids szintjének novekedése altali kompenzécio, kiilonboz6 mRNS expresszios
mintdzat révén valdsul meg. Ez a megvaltozott PNAd core protein és glikozilacidos enzim
mRNS expresszid mindkét torzsben lehetévé teszi a MECA-79 szulfatdlt szénhidrat-fliggd
epitop megjelenését. Az észlelt valtozasok ellenére korabbi kutatasok eredményével (Hamada
és tsai, 2002) megegyezden azt figyeltik meg, hogy a CP-ok és imILF-ek megjelenése
fiiggetlen a MAdCAM-1/04p7 kolcsonhatastol. Kérdéses azonban, hogy az Nkx2-3" PP-
okban a kutatocsoportunk altal kordbban megfigyeltekhez hasonléan a MAdCAM-1/0437
fiiggd homing mechanizmus L-selectin/PNAd véltasa valosul-e meg MAJCAM-1" egerekben
iS. (Kellermayer és tsai, 2014) Ennek eldontésére MEL-14 antitesttel végzett kompetitiv
limfocita-transzfer-kisérlet adhat valaszt.

Nkx2-3 hianyaban a colitis ellen fellépé védettség mellett megfigyeltiik a RORyt"
ILC3 sejtek felszaporodasat a colonban, melyek korabbi kutatdsok alapjan képesek protektiv
IL-22 termelésére DSS indukalta colitisben. (/biza és tsai, 2016) Ennek ellenére Nkx2-3"
egérben az antagonista anti-1L-22 antitest kezelés hatasara sem alakult ki gyulladas, illertve a
BALB/c egerekben az emelkedett IL-22 szint sem jelentett védelmet, tehat a DSS-kezeléssel
kivaltott colitisszel szembeni védelem nem IL-22 medialt folyamat. Ezen kiviil az Nkx2-3
faktor a neuralis-rendszer szabalyozasban is szerepet jatszik ezért azt is feltételezhetjiik, hogy
hianyaban az enteralis ideghaldzat eltérése is hozzajarulhat a colitisszel szembeni
védettséghez. (Garcia-Barcelo és tsai, 2007)
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A DSS kezelés hatasat csontveld kimérakon is vizsgaltuk. A kisérlet soran azt
tapasztaltuk, hogy az irradialt, majd Nkx2-3" vagy BALB/c csontveldvel oltott vad tipusu
egerek kozott nem volt kiilonbség a DSS indukalta colitis sulyossdgaban, tehat a vad tipusa
recipiensekben a normal hematopoetikus sejtek Nkx2-3 hianyos sejtekkel vald helyettesitése
nem akadalyozta meg a colitis kialakulasat. Az inverz kisérlet (irradialt Nkx2-3 egerek vad
tipusu csontveldvel torténd rekonstrukcioja) az ismételt probalkozasaink ellenére
sikertelennek bizonyult, feltehetéen az Nkx2-3 egerek defektiv 1ép vords pulpa szerkezete
miatt, ami a poszt-irradiaciés hematopoetikus regeneracioban fontos kiegészitd szerepet
jatszhat.

Az Nkx2-3 kifejez6dést mutatdé stromasejtek azonositasara iranyuld kutatasaink

igazoltdk az Nkx2-3 faktor expressziojit VAP-1" miofibroblasztokban. Mindezen
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az ILC3 sejtek megoszlasat, valamint az
Nkx2-3 hianyaban fellépd colitisszel szembeni védettséget nem-hematopoetikus Gsszetvok
hatarozzak meg, tehat az Nkx2-3 faktor bélgyulladasban betoltott szerepe a stromasejtek
révén érvényesiil. Eredményeink alapjan azt is feltételezziik, hogy felndtt Nkx2-37 és
MAJCAM-1" egerekben az éretlen SILT struktirdk magasabb ardnyat az endotél MAdCAM-
1 hianya okozza, viszont a DSS kezelés soran csak Nkx2-3 egerekben nem alakult ki
gyulladas, igy a colitisszel szembeni védettség MAdCAM-1 fiiggetlen. Igy elképzelhetd, hogy
Nkx2-3 hianyaban, az epitél sériilést kovetéen az Nkx2-3 hianyos stromasejtek biztositanak
egy protektiv mikrokdrnyezetet, amely IL-22 fiiggetlen moddon indukalja a mukoza
vesznek részt ebben a folyamatban. Ezek a sejtek és az Nkx2-3 faktort altal szabalyozott
jelatviteli utvonalaik potencialis terapias célpontok lehetnek a jovében. Az Nkx2-3 faktor
emberben és egérben is a lamina propria alatti izomrétegben expresszalodik (Wang és tsai,
2000), tehat az Nkx2-3 hianyaban tapasztalt fokozott epitél regeneracio feltételezhetéen a
miofibroblasztokban kifejtett hatasnak koszonhetd, amely az intesztinalis Ossejtek
homeosztazisat a Wnt jelatvitelen keresztiil befolyasolhatja. (Perochon és tsai, 2018; Yu és
valaszt, azonban a megfeleld6 modon floxolt Nkx2-3 genotipusu egér egyelére nem all
rendelkezésre.
Alternativ eljarasként a jovoben az izoldlasukat kovetden intesztindlis stromasejtek
alcsoportjainak részletes vizsgalataval szeretnénk azonositani azokat az dsszetevoket, melyek
Nkx2-3 hianyaban hozzajarulnak a colitis elleni védettség kialakulasahoz. Vizsgaljuk tovabba
azokat a limfoid és epitél dsszetevoket, melyek Nkx2-3" stromasejtek szabalyozé hatasa alatt
allhatnak. Ezen sejtek és mechanizmusok felderitése soran 1) terapias célpontokat talalhatunk
nem csak IBD, de més gyulladasos korképek kezelésére is.
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6. Uj eredmények osszefoglalisa

Kutatomunkank célja az Nkx2-3 transzkripcios faktor szerepének vizsgélata volt a
lamina propria ILC3 sejtjeinek megoszlasaban, SILT képzddésben, valamint a gyulladdsos
bélbetegségek lefolyasanak szabalyozasaban.

PhD dolgozatomban Nkx2-3" (endotél MAdCAM-1 hiany) és MAACAM-1"" (4ltalanos
MAdCAM-1 hiany) egereken végzett kisérletekkel az alabbi kérdéseket valaszoltuk meg:

e Hogyan vialtozik a lamina propria ILC3 sejtek megoszlisa a bélben Nkx2-3 illetve
MAdCAM-1 hianydban posztnatdlis és felnétt korban?

Az ILC3 sejtek megtelepedése Nkx2-3" és MAACAM-1"" egerek mindkét vizsgalt
bélszakaszaban végbemegy.

Az ILC3 abszolit szam minden vizsgalt egértorzsben magasabb volt a
vékonybélben, mint a colonban.

Nkx2-3 hianyaban az elsé posztnatalis hét utan csokken az silLC3 sejtek szama, a
MAdCAM-1 adresszin endotél expresszidjanak fokozatos megsziinése miatt, mig
MAdCAM-1" egerekben az altalanos MAACAM-1 hiany kévetkeztében az ILC3
sejtek abszolut szama minden vizsgalt idOpontban a legalacsonyabb volt, rdadasul
ez az alacsony sejtszam fokozatos csokkenést is mutatott. Ez a csokkenés a
vékonybélben nem volt olyan kifejezett, mint a colonban.

Felnétt korban Nkx2-3" egerekben magasabb volt a RORyt" ILC3 sejtek szama a
colonban, mint a vad tipusu csoportban.

e Milyen hatassal van az Nkx2-3 és MAdACAM-1 hianya a SILT fejlodésre és
megoszldasra posztnatdlis és felnott korban?

C57BL/6 alapa MAdCAM-1" és vad tipusu egerekben a CP kialakulashoz képest
az imILF-¢ majd matILF-¢ érés folyamata késleltetett a colonban.

A megvaltozott PNAd mRNS expresszid6 mindkét torzsben lehetdvé teszi a
MECA-79 szulfatalt szénhidrat-fliggd epitép megjelenését.

A két kiilonb6zé foki MAACAM-1 hianyban szenvedd egértorzsben a PNAd
expresszios szintjének novekedése altali kompenzacio, kiilonbozé core protein és
glikozilacids enzim mRNS expresszios mintazat révén valosul meg.

MAJCAM-1 hianyaban a PNAd adresszin expresszios szintjének novekedése
ellenére is az ILF érés nagymértékben gatolt.

Nkx2-3" egerekben a részlegesen megtartott MAJCAM-1 expresszid miatt
kevésbé stlyos az ILF érés g?rétlésa.

Nkx2-3" és MAJdCAM-1" egerekben az éretlen SILT strukturdk magasabb
aranyat az endot¢l MAdCAM-1 hidnya okozza.

MAdCAM-1"" egerekben a pLN-ck szerkezete és funkcidja megtartott, ami alapjan
az ILC3/LTi sejtek mas endotél ligandok altal is eljutnak a nyirokcsomoé
el6telepbe.

e Milyen eltérések figyelhetok meg felnott Nkx2-3 és MAACAM-1 hianyos egerekben
DSS indukalta colitis lefolydsaban, a lamina propria ILC3 sejtek és SILT strukturak
megoszlasaban?

Nkx2-3" egerekben DSS kezelés hatasara megemelkedett az érett ILF struktarak
szama, viszont nem alakult ki colitis.

MAdCAM-1" egerekben DSS kezelés hatasara a CP-ILF 4talakulds alacsony
szamban ment végbe, a kialakult colitis viszont igen sulyos mértékli volt, tehat
Nkx2-3 deficiens egerekben nem Onmagaban a MAdCAM-1 endotél hianya
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kovetkeztében tér el a felndttkori SILT fejlodés és alakul ki védettség colitisszel
szemben.

- A colitis ellen fellépd védettség mellett Nkx2-3 hidnyaban felszaporodtak a
RORyt" ILC3 sejtek a colonban.

e  Mi befolyasol(hat)ja a DDS indukalt colitis eltéro lefolydasat Nkx2-3 hianydaban??

- DSS kezelés soran csak Nkx2-3 egerekben nem alakult ki gyulladas, igy a
colitisszel szembeni védettség a MAdCAM-1 adresszintdl fliggetlen.

- Nkx2-3" egérben az antagonista anti-1L-22 antitest kezelés hatasara sem alakult ki
gyulladas, tehat a colitisszel szembeni védelem nem IL-22 medialta folyamat.

- Vad tipusu egerekben a normal hematopoetikus sejtek Nkx2-3 hianyos sejtekkel
helyettesitése nem akadalyozta meg a colitis kialakulasat, tehat az Nkx2-3 faktor
szerepe a nem-hematopoetikus stromasejtekkel hozhatd 6sszefiiggésbe.

- LacZ-Nkx2-3"" riporter egereken végzett immunhisztokémiai és X-gal festés
kombinacidjaval kimutattuk az Nkx2-3 faktor expresszidjat a bélfal tunica-
muscularis-mukoza rétegében taldlhaté VAP-1" miofibroblasztokban.
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