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Bevezetés

A sclerosis multiplex (SM) a kdzponti idegrendszer egyik leggyakoribb
szerzett megbetegedése (Kurland, 1982). Az SM pontos patomechanizmusa
nem ismert. A jelenleg elfogadott elmélet szerint a betegséget az élet korai
szakaszaban elszenvedett (virus) infekcio inditja el. Ezt kdvetéen alakul ki
els6sorban cellularis, masodsorban humoralis immunvalasz — autoimmun
reakcio — a kdzponti idegrendszer myelin antigénjeivel (Myelin oligodendrocita
glycoprotein [MOG], Proteolipid protein [PLP], Myelin asszocialt glycoprotein
[MAG], Myelin bazikus protein [MBP]) szemben (Gran 1999, Fazekas 2000).
A kornyezeti hatasok mellett genetikai tényez6k, els6sorban bizonyos MHC-II
allélek asszociacidja is ismertek (Marcadet 1985). A patoldgiai folyamat
alapvetd jellemzdje a myelinhUvely destrukcioja. Az axonok a betegseg
kezdetén rendszerint megkiméltek, a tunetek elérehaladasaval azonban
egyre inkabb karosodnak (Raine 1984). Egyes kutatdk szerint a patologiai
folyamat alapjan a betegség altipusokra oszthatd, annak alapjan, hogy a

myelinhlvely és az axonok milyen aranyban érintettek (Lassmann 1998).

El6zmények, célkitlizések

A spontan kialakul6 SM-hez hasonlo, allatokban eléforduld betegséget
nem ismerunk. A kisérletes encephalomyelitis (EAE) alapja a kilénb6z6 egér-
patkany, vagy tengerimalac torzsek immunizacioja myelin antigénekkel (aktiv
EAE), vagy encephalitogén T sejtek atvitele fogékony torzsekbe (passziv
EAE) (Weller 1991). A betegség kivaltasaban alapvet6 szerepet jatszanak
Th1 fenotipusu CD4" T sejtek (Alvord 1984), azonban a szdveti karosodas
el6idézésében szamos mas effektor sejtpopulacio (B sejtek, makrofagok, NK
sejtek) és citotoxinok (TNFa, Fas-FasL, perforin, proteolitikus enzimek, stb.) is
szerepet jatszanak. A kdzponti idegrendszer allando rezidensei (neuron,
mikroglia, asztrocita) és az immunreakcidé soran bejutott sejtek kozott

bonyolult kélcsdnhatas alakul ki.



Az autoimmunitas kutatasa az utobbi években uj fordulatot vett. Az
autoreaktiv sejtek tanulmanyozasa mellett egyéb, regulaciés funkciéval
rendelkezd sejtpopulaciok kertltek a vizsgalatok kzéppontjaba, minta yd T
sejtek, NK és NKT sejtek (Rajan 1996, Zhang 1997, Sakaguchi 1995, Falcone
1999).

Az NK sejtek IFN-y termelése révén a Th1 tipusu differencialodast
segitik el6 (Arase 1996). Az NKT sejtek képesek mind Th1 (IFN-y), Th2 (IL-4)
és Th3 (TGFp) citokinek termelésére, ezaltal szerepet jatszhatnak az
immunoldgiai folyamatok szabalyozasaban (Chen 1997). Az NKT sejteknek
EAE-ben jatszott szerepe ezideig nem ismert. Nem tudjuk, hogy antigén
stimulaciot kovetéen mikor, hogyan aktivalédnak és mely iranyba
befolyasoljak az autoimmun folyamatot. Nem ismert szerepuk a helyi
(kbdzponti idegrendszeri) szovetkarosodasban sem.

Munkank célja az NK és NKT sejtek szerepének vizsgalata volt EAE-ben.
Ennek gyakorlati alapjat az képezte, hogy SM-ben (lllés 2000) és mas
autoimmun betegségekben is (diabetes, thyroiditis) leirtak a fenti
sejtpopulaciok eltéréseit (szamuk csdkkenését, illetve funkcionalis defektust;
Gombert 1996, Falcone 1999, Pal 1997). Az NKT sejtek hianya szerepet
jatszhat egyes egeértorzsek fokozott EAE-iranti fogékonysagaban (Yoshimoto
1995) is. Alapvet6 fontossaguak a tumor ellenes immunitasban (Tamada
1997, Bendelac 1997, Smyth 2000), bizonyos kérokozok elleni védelemben
(Tamada 1997, Naiki1999), toleranciaban (Sonoda 1999) és a graft versus
host betegségben (Zeng 1999) is igazoltak szerepuket.



Moédszerek:

EAE (Kisérletes encephalomyelitis |étrehozasa)

C57BL/6 (B6) egértorzsben tanulmanyoztuk a myelin oligodendrocita
glycoprotein (MOG) 3555 peptid immunizacioval el6idézett EAE-t (Zhang 1997).
Valamennyi kisérlethez 6-12 hetes beltenyésztett, patogén-mentes
kornyezetben tartott néstény egereket hasznaltunk. Kétszer tortént
immunizacié (0. és 7. napon) MOG + Komplett Freund adjuvans 1:1 aranyu
keverékével, melyet az allatok minkét hatso lab talpparnajaba, szubkutan
adtunk be. Négyszer adtunk pertussis toxint (0., 2., 7., 9. napon), mely az
immunvalasz felerésitését és a vér-agy gat atjarhatésagat segitette eld. Az
ismertetett protokoll alkalmazasaval jol reprodukalhatd, enyhe lefolyasu,
monofazisos betegséget sikerllt eléidézni. A klinikai tineteket 0-6 pontos

pozitiv skalan osztalyoztuk.

Az NK és NKT sejtek szerepének indirekt vizsgalata

Az NK sejteket asialo-GM1 antitest alkalmazasaval tavolitottuk el az
immunizaciot megel6z6en. Az NKT sejtek szerepét knockout (KO) ereken
tanulmanyoztuk. Az NKT sejtek tobbsége a Ja281-Va14 invarians T sejt
receptort (TCR) expresszalja. E gén kiutésével létrehozott egerekben az NKT
sejtek tobbsége hianyzik (Bendelac 1997, Cui 1999), igy szerepuk

vizsgalhato.

In vitro vizsgalatok

Flow cytometria felhasznalasaval vizsgaltuk a lép NK (NK1.1+, CD3-)
és NKT (NK1.1+,CD3+) sejtjeinek szamat, valamint citotoxicus aktivitasat

(YAC-1 sejtek felhasznalasaval) az EAE soran, kulonb6z6 idépontokban.



Az NKT seijt aktivacié tanulmanyozasa

A kdzelmultban felfedezett glycolipid, a-galactosylceramide (GC)
szelektiven képes az NKT sejteket aktivalni (Kawano 1997). Intraperitonealis
GC injekciot kdvetéen szérumot gyjtéttink, amelyekbél ELISA modszerrel
hataroztunk meg citokineket. Normalis lépsejt kulturakban tanulmanyoztuk a
GC hatasat (sejtproliferacio, citokin termelés, citotoxikus aktivitas). Az
aktivacio mechanizmusanak vizsgalatara kulonbozd blokkolod antitesteket
adtunk a kulturakhoz, majd a sejtek proliferaciéjat ( *H-Timidin beépllés) és
citokin termelését vizsgaltuk (ELISA). Ugyancsak tanulmanyoztuk a
klldnboz6 szdvetek (maj, Iép, thymus, csontveld és agyszdvet) NKT sejtjeit,
illetve antigén prezentald képességét. Citokin ellenes antitestek és
rekombinans citokinek felhasznalasaval a szolubilis faktorok szerepét
vizsgaltuk.

Ismételt GC stimulaciéval, és a GC-specifikus sejtek szelekcidjaval
hosszu tavu sejtvonalakat allitottunk el6 a GC hatas tovabbi
tanulmanyozasara, meghataroztuk ezek fenotipusat és funkcionalis
sajatossagait.

EAE indukciét kdvetéen az egereket GC-vel kezeltlk, és a klinikai
tinetekre gyakorolt hatast elemeztik. Citokin knockout allatok
felhasznalasaval a citokinek szerepére kerestiink valaszt.

Ex vivo kezelt APC sejtek beadasaval az EAE immunologiai folyamatait
és klinikai lefolyasat probaltuk médositani az NKT sejtek aktivalasan

keresztul.

Statisztikai médszerek

Az in vivo kisérleteket Mann-Whitney teszttel, mig az in vitro adatokat

kétmintas T proba felhasznalasaval hasonlitottuk dssze.



Eredmények

Az NK és NKT sejtek protektiv szerepet jatszanak az EAE-ben

Klinikai vizsgalataink bizonyitottak, hogy az NK-sejtekkel kapcsolatos
citotoxikus aktivitas valtoz6 SM betegekben, azonban hatarozottan csokken a
relapszusok soran. Fontos megjegyezni, hogy ezen eredményeket szamos
mas korulmény, mint genetikai faktorok (HLA konfiguracio) és lelki tényezok
(depresszio) is befolyasolja. Ezek kikiszobodlésére alkalmasak a
beltenyésztett allattorzsek, melyek azonos genetikai hattérrel rendelkeznek.
Allatkisérletekben az NK sejtek eltavolitasa sulyos klinikai tiinetekkel jaré,
progressziv klinikai tinetekkel jellemezhetd betegséget eredményezett, mely
az allatok tobbségének pusztulasaval jart (p<0.01). Flow cytometrias mérések
bizonyitottak, hogy a remisszié soran az NK és NKT sejtek szama emelkedik,
bar a citotoxicus aktivitas valtozatlan marad. Mindezek az eredmeények
tamogatjak a hipotézist, amely szerint az NK sejtek protektiv szerepet
jatszanak az altalunk tanulmanyozott autoimmun betegségekben, szerepuk
elsésorban az effektor fazis szabalyozasaban lehet.

Az NKT sejtek protektiv szerepét ismertették NOD egerekben. SM-ben
szerepuk nem ismert, bar a kdzelmultban kdzolte kutatdcsoportunk az NKT
sejt-klébnok alacsonyabb el6fordulasat SM-ben (lllés 2000). NKT (Va14-Ja2817)
knockout egerekben az EAE sulyossaga nem valtozott, azonban az elsé
tinetek szignifikansan korabban kezd6dtek, azaz a betegség tartama
meghosszabbodott (p<0,01). Ezen indirekt adatok alapjan arra
kovetkeztettink, hogy az NKT sejtek is szuppressziv hatast fejtenek ki az
autoimmun folyamatra, azonban a hatas ideje és mechanizmusa eltéré az NK

sejtekétdl, azaz az NKT sejtek az indukcios fazist befolyasolhatjak.



Az NKT sejtek aktivalédasanak mechanizmusa

Tovabbiakban a GC-aktivalt NKT sejteket tanulmanyoztuk. Vad tipusu
egerekben intraperitonealis GC injekciot kovetben a citokinek szekvencialis
termelése mutathato ki a szérumban. A legkorabban az IL-4 (max. 2h)
termelédik, majd IL-12 (max. 6h) és végul a legnagyobb mennyiségben és
legtartésabban IFN-y mutathato ki (2-48h, max. 12h). A fenti valtozasok nem
igazolhaték NKT knockout egerekben, ami bizonyitja, hogy a hatas az NKT
sejtekkel kapcsolatos. Az immunizaciét kovet6 in vivo GC kezelés
varakozasunk ellenére nem befolyasolta az EAE lefolyasat, feltehetben azért
mert a vad tipusu egerekben mind Th1, (IFN-y) mind Th2 (IL-4) citokinek
termel&dnek, igy ezek egyensulya nem valtozik meg. Ezzel szemben az EAE
IL-4 knockout egerekben sulyosabb lefolyasu volt, mig az IFN-y knockout
egerekben enyhébb tlinetekkel jart, amelyet in vitro kisérleteink szerint azzal
magyarazhatunk, hogy ezen egértdérzsekben az NKT sejtek citokin termelése
korlatozott (csak IFN-y [IL-4 KO], illetve csak IL-4 [IFN-y KO]) termelédik,
amely az EAE megfeleld iranyu valtozasat eredményezi.

Eredmeényeink bizonyitottak, hogy az NKT sejtek effektiv
immunregulacids képességgel rendelkeznek, mivel mind Th1 és Th2 tipusu
citokinek termelésére képesek (GC adasa in vitro kulturaban IFN-y, IL-4, IL-
12, sejtvonalak esetében a fentieken tul IL-10 termelését idézi el§). Feltettuk a
kérdést, milyen médon lehetne elérni az NKT sejtek polarizalt aktivalédasat,
amellyel csak IFN-y, vagy csak IL-4 termelését stimulalnank vad tipusu
egerekben. A hagyomanyos T sejtek irodalmat attekintve az egyik legjobban
ismert és tanulmanyozott modszer a kostimulacios szignalok befolyasolasa
(Kuchroo 1995). A konvencionalis T sejtek analdgiajara megvizsgaltuk
szamos blokkol6 antitest hatasat a GC-kivaltotta NKT stimulaciora.
Eredményeink szerint a CD3-TCR kdlcsénhatas blokkolasa teljesen, az
NK1.1 receptor gatlasa részlegesen blokkolta az NKT sejtek aktivalodasat,
mind az IFN-y, mind az IL-4 termelését. A kostimulacios kdlcsdnhatasok kozul
néhany jol ismert, a hagyomanyos T sejtek kostimulaciojaban fontos szerepet
jatszé antitestet (anti-B7.1/B7.2 [CD80/CD86] és anti CD40) valasztottunk ki a



tovabbi kisérletekhez, mivel ezeknél tapasztaltunk a ThO fenotipus Th1, illetve
Th2 iranyu eltolodasat (az IFN-y/IL-4 arany megvaltozasat). A B7.1
kolcsdnhatas blokkolasa nem befolyasolta a GC hatasat és nem valtoztatta
meg az NKT sejtek fenotipusat. Ezzel szemben a B7.2 blokkolas Th2 iranyu
eltolodast eredményezett, els6sorban az IFN-y termelés gatlasa réven. A
CD40-CD40L interakcio blokkolasa ellenkezd eredményt hozott: az IL-4
termelés csokkenését és a fenotipus Th1 iranyu eltolédasat. A B7
blokkolassal nyert eredmények lényegesen kuldnbdznek a hagyomanyos T
sejtek esetében ismert mechanizmustol: aThO sejtek aktivalasa a B7.1
utvonalon keresztul Th1, a B7.2 utvonalon keresztul Th2 iranyu polarizaciot
indit el (Kuchroo 1995), ezzel szemben mi a B7.2 egyediili, ellenkezd iranyu

szerepét talaltuk az IFN-y termelés szabalyozasaban.

Az NKT sejtek szerepének in vivo tanulmanyozasa és befolyasolasa

A kovetkezdkben arra kerestik a valaszt, hogyan alkalmazhatjuk fenti
eredményeinket az EAE szabalyozasaban. Egyik lehetéség a fenti blokkold
antitestek szisztémas beadasa az immunizacio idején. Ezt a lehetbséget
elvetettuk, ugyanis ez nemcsak az NKT sejtek aktivalodasat, de a
konvencionalis, a betegség elbidézéséért felelés encephalitogén T sejtek
aktivalodasat, polarizalédasat is befolyasolna (ellentétes iranyba: pl. anti-B7.2
a konvencionalis T sejteket Th1, az NKT sejteket Th2 iranyba).

Ezen korlatok miatt egy masik NKT aktivalasi moédszert dolgoztunk ki. Irradialt
(és/vagy) fixalt normalis Iép sejteket in vitro GC-vel és blokkolé antitestekkel
inkubaltuk egyutt 4 éraig, majd tobbszoros mosast kdvetben az igy elbkezelt
sejteket, mint antigén prezental6 sejtek (APC) jutattuk a szervezetbe.
Feltételezéseink szerint ez a sejt-preparatum csak az NKT sejteket aktivalja a
beadas utan (mivel csak azok képesek a GC-t felismerni). Kontrollként az
APC-t kezelés nélkul, csak antitest-kezelés, csak GC kezelés utan, illetve
GC+B7.1 kezelés utan juttattuk immunizalt egerekbe. Valamennyi emlitett a
kontroll csoport esetében az EAE lefolyasa, sulyossaga nem valtozott. Ezzel
szemben a GC+B7.2 kezelt csoportban csak az allatok fele betegedett meg,

és a betegség rovidebb lefolyasu volt. Mindezeket egyuttvéve az atlagos



score és a kumulativ score is szignifikansan csokkent az emlitett csoportban
(p<0.05). Ezzel ellentétben anti-CD40 kezelt APC beadasa az EAE klinikai
tineteinek sulyosbodasat idézte el6 (p<0.05). Mindemellett a betegség
kezdete 10 nappal eltolodott €s nem volt remisszié a kezelt csoportban. Nem
tudtunk hatast kimutatni NKT KO egerek APC és/vagy antitest kezelésével,
mely indirekt modon bizonyitja az NKT sejtek kulcsszerepét.

A Th egyensuly eltolodasat az IgG izotipus titerének megvaltozasaval
tamasztottuk ala. Az EAE 30. napjan, a klinikai tinetek csucspontjan az
egerek szérumabdl meghataroztuk a MOG-specifikus 1IgG1-et és IgG2a-t. Az
eredmények azt mutattak, hogy a kontroll, kezeletlen egerekben igen
alacsony titer volt mérhet6. Anti-B7.2-APC kezelés hatasara az IgG1 jelentds
emelkedést mutatott, ami a humoralis immunvalasz Th2 iranyu eltolédasat
jelezte. Anti-CD40 kezelés nem eredményezett szignifikans eltérést az

izotipus-titerekben.

Az NKT sejtek és antigén prezentald sejtek kdlcsbnhatasa

Tovabbi vizsgalatainkban az NKT-APC kodlcsonhatast tanulmanyoztuk.
In vitro és in vivo koralmények kdzott is kimutattuk, hogy az APC felszinén -
elsésorban a B sejteken - a B7.2 szelektiv és szignifikans up-regulaciodja
jelentkezik néhany 6raval a stimulacio kezdetét kovetben. B7.1 részérdl nem
talaltunk szamottev valtozast 48-72 6ra mulva sem. Rekombinans citokinek
és anti-IFN-y, anti-IL-4 blokkol6 antitestek felhasznalasaval bizonyitottuk,
hogy ezen folyamatban esszencialis az NKT sejtekbdl felszabaduld IL-4 és
IFN-y egyuttes hatasa (paracrin szabalyozas).
Kimutattuk tovabba, hogy GC stimulacié csak 1ép és periférias vér NKT sejtjeit
aktivalja, mig a thymus és maj NKT sejtek nem reagalnak. A majsejtek
képesek az antigén prezentalasara, addig a thymus sejtjei nem, ami az NKT
sejt aktivacio szoveti specifitasara hivja fel a figyelmet. Nem sikerult
kimutatnunk NKT sejteket EAE-s egér agyabdl, illetve agyszovet-kultura
sejtjei nem voltak képesek NKT sejtvonalaknak a GC-t prezentalni. Ennek
ellenére nem zarjuk ki, hogy az NKT sejtek részt vehetnek az autoimmun

reakcio helyi szabalyozasaban, ehhez tovabbi kisérletek szikségesek.
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GC-specifikus NKT sejtvonalak

Az emlitett mddon létrehozott és fenntartott GC-specifikus sejtvonalak
tanulmanyozasa meglep6 eredményeket hozott. A sejtek fele-fele aranyban
voltak dupla negativak és CD8"-ak. Egy kivétellel Th1 fenotipust mutattak,
amely IFN-y termelésben nyilvanult meg. Az NKT sejtvonalakat immunizalt
egérbe juttatva minddssze 1 esetben tapasztaltunk valtozast (sulyosbodast) a
klinikai tinetekben, ebben az esetben az igen jelentés IFN-y termeld

képesseég szolgalhat magyarazatul.

GC kezelés hatasa passziv EAE-re

MOG:3s.ss specifikus T sejtek beadasa (1x107/egér) altalaban nem idézett el
EAE-t a B6 torzsben. Mind a T sejtek, mind a recipiensek GC kezelése
elésegitette az EAE kialakulasat, ami arra utal, hogy a GC-aktivalt NKT sejtek
a betegség effektor fazisat is befolyasoljak, ennek pontos mechanizmusa nem

ismert.

Megbeszélés

Eredményeink U] lehetéséget kinalnak az autoimmun betegségek,
koztuk az SM kezelésében. Eredményeink kdzul kiemelendd, hogy az
immunoldgiai folyamatok természetes szabalyozasaban szerepet jatszd NKT
sejtek aktivalasan keresztll jutottunk el az EAE befolyasolasahoz.

A szamos in vitro tanulmanyt kdvetéen a GC kezelés kezdeti Iépéseit teszik
meg napjainkban a human tumorok kezelésében. Munkankban elsékéent
alkalmaztuk a GC kezelést autoimmun betegségben. Mivel megel6z6 in vitro
adatok bizonyitottak, hogy a GC alkalmas nemcsak egér, de human NKT
sejtek aktivaciojara is, az altalunk alkalmazott ex vivo APC kezelés igéretes
alternativa lehet az SM kezelésében, amint azt tumorok esetében is
kiprébaltak (Toura 1999).
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Eredményeink arra utalnak, hogy az NKT sejtek nemcsak
fejlédésikben (thymicus és extrathymicus) és fenotipus (aktivacios markerek
folyamatos expresszidja) tekintetében kilonbéznek a hagyomanyos T
sejtektél, de funkciojuk is eltérd. Példa erre ellenallasuk a corticosteroidok
okozta apoptosissal szemben (Milner 1999).

Els6ként irtuk le GC specifikus NKT sejtvonalak jellemzéit. Ezek
felhasznalasaval az NKT sejtek miikddése tovabb tanulmanyozhatd, kilonos
tekintettel a szokatlan CD8 expressziora, melynek oka és jelentésége
egyenlére ismeretlen, lehet, hogy a GC, mint antigén, vagy a B7.2 dominans

szerepének a kdvetkezménye (Yu 2000).
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Osszefoglalas

Kisérleteink bizonyitjak, hogy az NKT sejtek — hasonléan mas
autoimmun betegségekhez — szerepet jatszanak az EAE immunoldgiai

folyamatainak szabalyozasaban.

1. Az NKT sejtek eltavolitasa a klinikai tinetek korai megjelenéséhez vezetett,
ugyanakkor azok sulyossaga és a gyogyulasi hajlam nem valtozott. E

jelenség az NKT sejtek protektiv szerepére utal az EAE indukcios fazisaban.

2. A GC-aktivalt NKT sejtek tdbbféle citokint termelnek és citotoxikus hatast
fejtenek ki. Az NKT sejtek szabalyozo funkcidja a termelt citokinek (IFN-y/IL-4)

aranyatol fugg.

3. A citokin termelés aranya a ko-stimulacion keresztul befolyasolhaté: CD 40
blokkolas az IFN-y/IL-4 arany ndvekedéséhez, Th1 iranyu deviacidhoz és a
klinikai tinetek sulyosbodasahoz vezet, mig B7.2 blokkolas az IFN-y/IL-4
arany csokkenéseét, Th2 iranyu deviaciot és az EAE enyhébb lefolyasat idézi

eld.

4. A passziv EAE kisérletek alapjan az NKT sejtek szerepet jatszhatnak az
effektor fazisban is, ennek pontos mechanizmusa nem vilagos, tovabbi

vizsgalatokat igényel.

5. A GC kezelés szelektiven aktivalja az NKT sejteket, azonban (az NKT
sejteken keresztul) mas sejtféleségek aktivalt allapota is kialakul: B sejtek (és
monocitak, dendritikus sejtek) felszinén B7.2 (és mas aktivaciés markerek)
expresszioja és |IL-12 termelés mutathaté ki. A fenti eredmények
felhasznalasaval kidolgoztunk egy médszert, amelynek soran in vitro GC-vel
és blokkol6 antitestekkel kezelt APC sejtek beadasaval — az NKT sejtek
citokin termelésének modulacidjan keresztll — az EAE hatasosan
befolyasolhaté. A mddszer biztonsagos alternativat jelenthet a human

autoimmun, allergias és daganatos betegségek kezelésében.
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