Zaré beszamol6 az OTKA K101493 azonositéju, ,Investigating the role of ZAP-70 kinase in the
pathogenesis of an autoimmune model of rheumatoid arthritis” [A ZAP-70 kinaz szerepének
vizsgalata egy rheumatoid arthritis modell patogenezisében] cimii palyazathoz

Futamidé: 2012.02.01-2017.01.31.

I. A ZAP-70 deficiens egerek beszerzése, tenyésztése és visszakeresztezése BALB/c genetikai hattérre.
1. Bar mar 2012. marciusaban megrendeltiik, technikai okok miatt, a B6.129X1-Zap70™ “*/J egerek
csak 2012. julius végén érkeztek meg Intézetiinkbe a Jackson Laboratories-tol. Ennek oka roviden: ez az
egértdrzs csak krioprezervalt formaban volt elérhetd és a ,,visszanyerés” min. 2 hoénapot vesz igénybe.
Réadasul az els6 visszanyerés nem volt sikeres, ezért volt a jelentds csuszds. Az egerek tenyésztését azonnal
megkezdtiik, az els6 almok augusztus végén jottek vilagra. A gyari ajanlasnak megfelelden farokvégbol
szarmazd DNS-bol végezziik az egerek genotipizalasat PCR technikaval. Roviden: 3 primer segitségével
elkiilonitheték a normal vad tipust (wt), illetve a mutans allélt hordozo egerek, igy a homo-, heterozigdta
illetve wt egereket biztosan el tudjuk kiiloniteni 2-3 hetes korukra.

2. Mivel a palyazatban a rhGl-indukalt autoimmun arthritis modellt kivantuk hasznalni, ami csak
BALB/c egerekben valthato ki, ezért a fenti B6.129X1-Zap70™ V™/J egercket elszor vissza kellett
keresztezniink. A fent részletezett ok miatt a visszakeresztezést csak 2012. szeptemberében tudtuk
megkezdeni. Réviden: ZAP-70"" C57B6 himeket paroztattunk BALB/c néstényekkel, a sziiletett almokat a
genotipizalé primerekkel sziirtik a ZAP-70 muténs allél jelenlétére. A mutans allélt hordozé F1,2,3...9
egereket 5-6 hetes korukban ujbol BALB/c egerekkel paroztattuk, majd hasonldan jartunk el, mint fent. A
visszakeresztezési folyamat 2014 szeptemberére befejez6dott: elértiikk a 10. generacidt (ami mar ~100%-ban
BALB/c-nek tekinthetd) és az ebbdl szarmazd heterozigota egerekbdl tenyészparokat hoztunk 1étre, amelyek
biztositottak a tovabbi kisérletekhez sziikséges ZAP-70"" ill. ZAP-70" BALB/c egereket.

I1. A ZAP-70 deficiens egerek alapveto jellemzése, a Kiilonb6z6 genotipusok dsszehasonlitasa
Elvégeztik a ZAP-70" (homozigéta), ZAP-70"" (heterozigota)ill. ZAP-70" (WT) egerek alapvetd
immunfenotipizalasat (1. Tablazat).

1. Tablazat
A vér, periférids és centralis nyirokszervek osszetétele WT, ZAP-70"" és ZAP-70"" egerekben
Sziévet Genotipus B sejt T sejt CD4'T CDS'T
Vér ZAP-707" 49.0+0.9 42.9+1.3 59.3+2.1 38.242.3
ZAP-70"" 60.8+4.5 32.8+4.6 62.0+4.0 35.7£3.4
ZAP-70" 76.3+7.0%* 1.5+0.3%* 2.5+0.7** 2.84+0.5%*
Nycs. ZAP-707" 19.2+1.2 79.5+1.1 58.7+1.5 40.1£1.3
ZAP-707 26.3+0.2* 69.4+0.1* 70.0+2.9* 28.9+3.0*
ZAP-70" 86.6+0.9%* 6.3+0.2%* 2.8+0.3%** 5.440.1%*
Lép  ZAP-70"" 42.842.7 48.242.0 56.442.3 38.442.0
ZAP-707 64.242.9%* 30.0+2.2%* 63.8+2.7 32.442.5
ZAP-70" 91.6+1.0%* 1.4+0.1%* 0.5+0.0** 3.840.1%*
Szévet Genotipus B sejt T sejt CD4'T CDS'T
Thymus ZAP-70" 0.7+0.1 89.6+0.7 7.4+0.4 2.3+0.2
ZAP-70"" 0.8+0.2 87.0£1.4 9.8+0.9 2.4+0.3
ZAP-70" 0.8+0.1 99.0+0.1%** 0.1+0.0** 0.240.1*

A tablazatban 6sszefoglaltuk az n=3 db WT ill. n=4-4 db ZAP-70"" vagy ZAP-70" egér
szoveteinek aramlasi citometrids adatait. Az értékek atlagos szdzalékot + SEM jelentenek.
A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jeloltiik *P<0.05; **P<0.005.

Roviden:

1. A homozigota ZAP-70 hidnyos egerekben a T sejtek fejlodése zavart szenved: a thymusban a
CD4'CDS8" kettsen pozitiv (DP) thymocytidk nem képesek érett CD4" vagy CD8' egyszeresen
pozitiv (SP) sejtekké differencialodni. Ennek megfeleléen a thymocytak kozel 99%-a DP sejt, a SP
sejtek teljes hianya mellett. Emellett a thymus szoveti szerkezete is karosodott: a normalis
cortex/medulla megoszlas helyett a medulla szinte teljes hianyat lattuk EpCam-1/Ly51 markerek
felhasznalasaval.

2. Aramlasi citometrias méréseink szerint a homozigota ZAP-70 hianyos egerekben nincsenek T sejtek
a vérben és a lépben, a nyirokcsomokban viszont talalhaté néhany szazaléknyi T sejt (CD3 festést
hasznalva). Ezen eredményeink 6sszhangban vannak egy korabbi munkaval, ahol kimutattak, hogy a



nyirokcsomoban taldlhatd T sejtek ezekben az egerekben v T sejtek (Kadlecek et al., J Immunol
1998; 161:4688-4694.), amit a késébbieckben mi is meg tudtunk erdsiteni.

3. FErdekes médon, és eddig tudomasunk szerint méasok éltal le nem kozolt eredményiink, hogy a ZAP-
70" egerekben is talalhatoak sejtosszetételbeli kiilonbségek: csokkent T sejt és fokozott B sejt
aranyt talaltunk a vérben, nyirokcsomékban és a 1épben, emelkedett CD4"™ T sejt arannyal. A
thymusban szintén megfigyeltik a CD4" T sejt ardny novekedését. Ennek pontos magyarazatat
egyeldre nem tudjuk.

Megvizsgaltuk tovabba a ZAP-70 expressziot ZAP-70"", ZAP-70"" ill. ZAP-70" egerekben (1. abra). Mind
Western-blottal mind aramlasi citometriaval megerdsitettiik, hogy ZAP-70 expresszidja kb. a normal kontrol
30-50%-a heterozigota egerekben (1. abra).
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1. 4bra A ZAP-70 expresszié dsszehasonlitasa ZAP-70"", ZAP-70"" ill. ZAP-70" egerekben. Az abran reprezentativ
Western-blot és aramlasi citometrias eredményeket mutatunk be.

II1. A homozigdta ZAP-70 deficiens egerek T sejtes immundeficiencidjanak helyreallitisa

A T sejtek teljes hidnyanak kovetkeztében a ZAP-70" homozigotak immundeficiensek, ami miatt a
konvencionalis (nem SPF) koriilmények kozott torténd tenyésztés sordn viszonylag koran: 6-8 hetes
korukban elpusztulnak. Mivel a palyazatban ZAP-707 alapon terveztink létrehozni kiilsnféle ZAP-70
konstrukcidkat expresszald transzgénikus egereket, ezért kulcsfontossagli volt, hogy a homozigdtakat
ivarérett korukig tenyészteni tudjuk.

Ezért adoptiv transzfer segitségével rekonstitualtunk homozigota ZAP-70" egereket WT ZAP-70
testvéreikbdl szarmazé sejtekkel. Kétféle transzfer technikat alkalmaztunk: thymus sejtekkel illetve
csontveld sejtekkel, mindkét esetben sikertilt 1étrehoznunk olyan stabil kimérizmust, melynek soran a T
sejtek termelddése visszatért. Ez 4ramlasi citometriaval igazolhaté volt mind a vérbdl, mind egyéb
nyirokszervekbdl, tovabba fontos funkciondlis bizonyiték a transzferek sikerességére, hogy ezeknek az
egereknek az élettartama szignifikAnsan megnétt a homozigdta ZAP-70" kontrollokéhoz viszonyitva.

Mivel a WT thymocyta transzferrel stabil kimérizmust sikeriilt jo hatékonysaggal elérniink
reprodukalhaté médon ZAP-707 recipiensekben, és az intraperitonedlis beadasi utvonal sem megszokott
ilyen tipusu vizsgalatokban, ezért tovabbi vizsgalatokat végeztink a T sejt rekonstiticid pontosabb
mechanizmusanak megismerésére, habar ez nem szerepelt az eredeti munkatervben.

Eredményeink alapjan az intraperitonealis thymocyta transzfer utan a donor thymocytdk az
omentumban talalhaté milky spotokon keresztiil hagyjak el a peritoneumot, majd a thymusba vandorolnak.

A thymusban a donor-eredetli CD4°'CDS8" kettds negativ thymocytak helyreallitjdk a T sejt-képzést és a
ZAP-70 knockout egerekre jellemzd abnormalis thymus morfoldgiat. A thymocyta transzfer utin a
transzferalt egerek thymusaban a medulla teriilete megnétt a ZAP-70 knockout egerek medullajahoz képest,
ezzel egyidében egyszeresen pozitiv thymocytak jelentek meg a thymusban.

Ezt kdvetéen, az Gjonnan fejlédott, donor-eredetli, egyszeresen pozitiv aff T sejtek megjelennek a
vérben és a periférids nyirokszervekben (inguindlis-, axillaris-, mesenteridlis nyirokcsomok, 1ép, Peyer
plakk), ahol rendezett T sejt zondkat alkotnak. A 1étrehozott kimérizmus stabil, mivel a donor-eredeti sejtek
a transzferalt ZAP-70" egerekben a transzfert kovetéen 8 honappal is kimutathatoak voltak.

A 1II. fejezetben leirt eredményeinket kozlésre bekiildtiik az International Immunology folyoiratnak.
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IV. Rekombinans human G1 (rhG1)-indukalt arthritis beallitasa

A projekt soran sikeriilt megfeleld mennyiségii rekombinans humén (rh) G1 antigént termelniink. Réviden: a
kiilfoldi kollaboracids partneriinktdl, Prof. Dr. Glant Tibort6l (Rush University Medical Center) szarmazo
rhG1 termelé CHO sejtek feliiliszdjabdl tisztitottuk a rhG1 antigént protein G oszlopon. A termelt antigén
mindségét eldszor Western-blot-on ellendriztilk, majd a szokdsos protokoll szerint BALB/c egereket
immunizaltunk vele DDA adjuvans jelenlétében (Glant et al. Arthritis Rheum 2011, 63(5):1312-21.). Az
altalunk termelt rhG1 altal kivaltott arthritis (GIA) klinikai képe (sulyossag, kezdet, gyakorisag) mindenben
megfelelt a korabban ebben a modellben tapasztalt eredményeknek, azaz sikeriilt az arthritis modell
megszilarditasa Intézetiinkben.

V. Az Lck promoter klonozasa és a ZAP-70 kiilonb6z6 pontmutaciéit hordozé konstrukciok eléallitasa
és lentiviralis tesztelése

Pélyazatunkban olyan ZAP-70 transzgén egerek eléallitasat tiiztiik ki célul, amelyekben a ZAP-70
konstrukcidkat T sejt specifikus promoter hajtja, amivel T sejt specifikus Tg fehérje expressziot kivantunk
elérni. Ezért a projekt elsé évében megkezdtiik a proximalis és disztalis Lck promoter klonozasat. Roviden: a
5’-CGATCGATCGGCAGAATAGACTGCGGAGGTGG-3’ és 5°-
GCGGATCCGCAAATTCACACACGGCCCCTGAGC-3" 1ll. 5°-
CGATCGATCGCCATGCCCTGAGATGACATGGGAATTG-3’ és 5°-
GCGGATCCGCCTGCAGCCGTCTGCTATCAGGC-3’ primerekkel lymphocyta genomialis DNS-b6l
tortént a 686 és 693 bp hosszu proximalis (Lck1) ill. distalis (Lck2) promoterek amplifikalasa.

A terméket els6 1épésben TA vektorba klonoztuk, majd a terviink szerint Clal és BamH1 restrikcios
enzim hasitas utan klonoztuk volna be az EF-1 promoter helyére a pWPTS plazmid konstrukciéba. Ez utobbi
1épés azonban jelentds késedelmet szenvedett (csak 2013 végére lett meg) a klonozasban sziikséges
kompetens baktérium torzsekkel fellépé gondok miatt. A probléma megoldasara beszerzésre keriilt egy uj
kompetens E. Coli torzs a New England Biolabs-t6l. 1gy végiil sikeriilt 1étrehoznunk a lentivirus termeléshez
sziikséges végleges plazmid konstruktokat. A promoter szekvenciajat ellendriztiik.

A fenti klénozasi gondok mellett sajnos technikai problémak miatt a lentivirusok készitése 2 évig nem
sikeriilt. Ennek megoldasara lecseréltiik az 6sszes virus termeléshez sziikséges plazmidunkat ill. a csomagold
sejteket is. Ennek hatasara 2014-ben sikeriilt Gjra LV-t termelniink.

A fentiekre valé tekintettel, mivel 2013-ban a palyazatunk tébb kulcs lépése is késedelmett
szenvedett, ezért kérelmeztiilk a palyazat futamidejének 1 éves meghosszabbitiasat, amit Prof. Dr.
Acsady Lészlo, az OTKA Elettudomanyi Kollégium Elndke engedélyezett is. A 2013-ra véllalt feladatokbol
sajnos tobb csak a kés6bbi évekre csuszott at, illetve emiatt bizonyos részfeledatok megvaldsitasa nem is
sikertilt a futamido lezartaval 1d. a kés6bbiekben (ezek azonban folyamatban vannak).

VI. Lck-GFP transzgén egerek létrehozasa

A fenti késedelmek miatt csak 2015 6szén tudtuk megkezdeni a transzgenikus egerek eldallitasat a
g0dolléi Biotechnologiai Kdzpontban Dr. Bender Balazs segitségével. A technikai megkdzelitésiink
tesztelésére, ill. az Lck promoterek in vivo aktivitasanak tesztelésére, eldkisérletként 2015 0Oszén/telén
el6szor olyan traszgén BALB/c egereket allitottunk eld, amelyekben az Lck promoterek irdnyitasa alatt GFP
reporter fehérje expresszalddik. A transzgenezis jo hatékonysaggal (az egerek tobb mint 50%-ban igazolhato
génbevitel) sikeriilt, a transzgént az egerek atorokitették, és a transzgén egerekben a GFP fehérje T sejt
specifikus moédon expresszalddik (2. abra). Ez egyben igazolta a promoterek megfeleld in vivo mitkodését is,
amit csontveld-kiméra rendszerben csak késobb tudtunk igazolni (1d. VIL. rész).
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2. abra Lck1- és Lck2-GFP egerek jellemzése. 2
1j BALB/c GFP transzgenikus egértdrzset hoztunk
létre  lentivirdlis transzgenezissel. Az Lckl
promoter féleg a thymocytakban aktiv, de a
periférian is mikodik, mig az Lck2 promoter a
thymusban inaktiv, csak periférias T sejtekben
miikodik. A fels6 paneleken lathato
citopreparatumokat  konfokalis  mikroszkoéppal
vizsgaltuk. Az alsé panelek az aramlasi citometrias
eredményeket mutatjdk. Osszehasonlitasként a
korabban szintén Godollon késziilt ubikviter PGK
promoter altal iranyitott GFP Tg egeret
hasznaltunk, mig az els6 oszlopban negativ kontrol
BALB/c egér lathato.

thymus

lymph node

Ezen egereket tovabb
tenyésztettiilk, és az Lckl-GFP-BALB/c
ill. Lck2-GFP-BALB/c  transzgenikus
egértdrzs megszilarditasa megtortént.
Ezek az 0j transzgén egértdrzsek ugyan
nem voltak betervezve az eredeti
munkatervbe, de segitségiikkel az
eredetileg tervezett csontveldi kiméra
kisérletek alternativajaként tesztelni tudtuk a promotereink megfeleld in vivo mikodését valamint a
lentiviralis transzgén bevitelt; tovabba értékes modellek lehet tovabbi munkankhoz. A két uj Tg egértdrzs
teljes koru jellemzése jelenleg zajlik, amely eredményeket egy 6nalld publikdcioban szeretnénk lek6zdlni a
kozeli jovoben.
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VII. Az Lck-ZAP-70 konstrukciok in vivo tesztelése csontvel6é kiméra rendszerben

Pélyazatunkban vallaltuk a kiilonféle Lck-ZAP-70 konstrukcidk in vivo tesztelését csontveld kiméra
rendszerben. Ennek megkezdésére, a fenti okokbdl késedelmet szenvedd LV termelés miatt, csak a kutatas 3.
évében kertilt sor.

Roviden: 3-4 hetes ZAP-70" C57B6 donor egerek csontvel6jébél hemopoetikus 6ssejteket
SCF, FIt3L és TPO citokin koktéllal stimuldltuk. A stimulacié utdn a sejtekre 100x toménységi LV
feliiluszokat tettiink 24 o6rara. A 3-4 hetes BALB/c recipiens egereket a transzfer elott 2x6Gy szubletalis
irradiacioval készitettiik eld, majd a 2. irradidciot kovetden kb. 4 o6raval oraval farok vénaba adtuk be a donor
sejteket (~50000 sejt/recipiens).

4 héttel a transzfert kdvetden vérvétellel vizsgaltuk a kimérizmust, majd tovabbi 4-6 héttel késobb
fejeztiik be a kisérleteket a recipiensek felaldozasaval. A kisérletek végén izolaltuk a nyirokcsomokat, 1épet,
thymust, hogy a kimérizmust vizsgélni tudjuk. Mivel a donor sejtek C57B6 genetikai hattérbol jottek, ezért
az MHC haplotipus (I-A") alapjan biztosan azonositani tudtuk a donor eredetii sejteket.

Sajnos a transzfer kisérleteink soran elég jelentés mortalitast tapasztaltunk (50-60%). Ennek oka
valdszintileg a viszonylag alacsony donor sejtszam lehetett. Mivel LV transzfekciot hajtottunk végre a
traszgén konstrukcidk bevitelére, ezért a megfeleléen magas MOI érték eléréséhez ezt a sejtszamot talaltuk
megfelelonek sajat elokisérletek, irodalmi adatok, ill. més kutatécsoportokkal tortént konzultaciok alapjan. A
sejtszam novelésével javult ugyan a talélés, de gyakorlatilag nem tortént transzgén beépiilés.

A sikeres transzgén beépiilést a donor eredetii I-A®" T sejtek megjelenése jelezte a periférian. Fontos,
hogy a kontrol ZAP-70"" egér HSC-vel transzferalt recipiensekben soha nem talaltunk donor eredetii T sejtet.
Az ismételt probalkozasaink ellenére ezen kisérleteinkb6l csak annyit tudtunk levonni, hogy habar a
transzgén beépiilése T sejt specifikus ZAP-70 expressziot hozott létre a recipiensekben, de sajnos a
transzfekcid hatékonysdga 0sszességében nagyon alacsony volt (~10-20%). Ez 6sszhangban van irodalmi
adatokkal melyek szintén azt mutatjak, hogy az egér csontveldi dssejtek LV transzfekcidja csak alacsony
hatasfokkal mikodik.
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f 3. abra ZAP-70 transzgén bevitele csontveléi 6ssejtekbe. Az abran
g \ _ f\ két egér reprezentativ aramlasi citometrias eredményeit mutatjuk be. A
4 *1 J B ZAP-70" C57B6 donor eredetli scjteket I-A pozitivitasuk alapjén
! f | \ el . | kiilonitettiik el a recipiens BALB/c sajat (I-A%) sejtjeitdl (bal oldali
LA e "Lt hisztogrammok), majd ezeknek a sejteknek vizsgaltuk a CD3 (zold) /
HSC+Lck1-ZAP-70 LV: B220 (lila) megoszlasat (T sejt/B sejt megoszlas)(kozépsé konthr

{ plotok). Végiil intracellularis festéssel mértitk a ZAP-70 expressziot a T-
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eddig még nem tudtuk pontosan jellemezni, mivel egyszer
sem maradt egy-egy kisérleti csoportban megfelelé szamu recipiens egér az 6sszehasonlitasukhoz. Az
azonban reprodukalhaté volt, hogy azokban a kimérakban, ahol transzgén beépiilés tortént, ott minden
esetben csak a T sejtek expresszaltdk a ZAP-70-et. Ez, tudomasunk szerint eddig ilyen kisérleti rendszerben
még senkinek sem sikeriilt. Korabbi munkakban a ZAP-70"" egerek csontveldi sejtjeiben csak ubikviter
promoter iranyitasa alatt korrigaltak sikerrel a ZAP-70 expressziot, ami viszont igy ektopids modon
expresszalddott B sejtekbe és myeloid sejtekben is (Otsu et al. Blood, 100(4): 1248-1256, 2002). Tervezziik
ezen kisérleteink folytatasat €s tovabbi optimalizaldsat, valamint az eredményekbdl publikacié 0sszeallitasat.

VIIL. rhG1 indukalt arthritis vizsgalata ZAP-70" egerekben (az ebben a fejezetben részletezett
eredményekbdl jelenleg készitiink el6 egy kozleményt az Arthritis and Rheumatology szakfolydiratba)

A ZAP-70 knock-out egerek visszakeresztezése utan teszteltiik, hogy valoban kivalthaté-e benniik a
B GIA. Elsésorban a ZAP-70"" egerekre voltunk kivancsiak, mivel a
100 ZAP-70" egerekben egyaltalan nincsenek T sejtek, amik alapvetSen
fontosak a GIA kialakulasahoz (Glant et al. ARTH RHEUM/AR C
RES 63: (5) 1312-1321, 2011) ezért tehat a homozigdotakban
valdszintileg egyaltalan nem alakul ki a betegség.

Habar a ZAP-70"" egerek 100%-ban arthritisesek lettek (4. B

! = 5aks-| abra), de csokkent az iziileti gyulladas sulyossidga a normal BALB/c
oA s O oA My 0 egerekhez viszonyitva (4. A abra). A klinikai tiinetek pontozasos
értékelését in vivo gyulladas képalkotassal is megerdsitettiik (4. C
abra).
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4. abra rhG1-indukalt arthritis ZAP-70"" egerekben. A: Az arthritis sulyossagat
klinikailag pontozasos modszerrel értékeltiik. Az abran az egyes egerek mindegyik
végtagjara adott Osszegzett pontok atlaga = SEM értéke lathato. A statisztikailag
szignifikans

kiilonbségeket jeloltik (P<0.05). Nyillal jeloltiik az utolsé immunizalas idejét (42.
nap). B: Az arthritis incidencidjinak Osszehasonlitisa ZAP-70"" és BALB/c
egerekben. Nyillal jeloltiik az utols6 immunizalas idejét (42. nap). C: A végtag
izliletek gyulladasanak in vivo képalkotd vizsgalata. a: A képalkotd vizsgalat
kvantitativ analizise. Az abran a kisérletben részt vevé n=19 db ZAP-70"" és n=10
db BALB/c egér lumineszcencia atlag = SEM adatait mutatjuk be. A statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket jeldltik (P<0.05). Az abran lathato reprezentativ képek
egészséges kontrol (b), arthritises BALB/c (c) ill. ZAP-707" (d) egerekbdl
szarmaznak.
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Ezek utan megvizsgaltuk, hogy a klinikai kép kiilonbségeit magyarazhatjdk-e az rhGl specifikus
immunvalasz esetleges eltérései heterozigota egerekben (5. abra). In vitro 1épsejt kultirdkban csokkent
proliferaciot (5. A abra) és csokkent IL-4, IL-6, IL-17 és IFNy termelést mértiink (5. B dbra). A szérumban
kis mértékben csokkent anti-G1 antitest termelést (5. C abra) és valtozatlan 1L-4, IL-6 és IL-17 termelést
talaltunk (5. D bra).
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13 * 1000 5?2:;{37’8‘,. 5. abra rhG1 ellenes immunvalasz ZAP-70+/- egerekben. A: In vitro, az
—‘ 800 . rhG1-indukalt proliferacios valaszt 1épsejt kultirdban festék konverzios teszttel
51.2 EBOO vizsgaltuk. Az abran n=19 db ZAP-70"" és n=10 db BALB/c egérbél izolalt
s \g —‘ 1épsejt kultura atlag stimulacios index (SI; stimulalt + SEM adatait mutatjuk
PP 2400 be.A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jeldltiik (P<0.05). B: In vitro,
8 £ L az thG1-indukalt citokin termelést sandwich ELISA médszerrel vizsgéltuk. Az
3 g200 i| I—| abran n=19 db ZAP-70"" és n=10 db BALB/c egérbdl izolalt Iépsejt kultara
B e O 9 E 2 A iﬂd feliiluszoinak atlag + SEM citokin koncentracié adatait mutatjuk be. A
&\ Q:\° VoW \\;" \Q‘;«w« statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jeloltiik (P<0.05). C: A szérumok
quy' anti-rhG1 antitest titerét (ODyoy) egyszerii indirekt ELISA modszerrel mértiik.
C D Az 4bran n=19 db ZAP-70"" és n=10 db BALB/c egér szérum atlag OD =+
1.2 500 SEM adatait mutatjuk be. D: A szérumok citokin koncentraciojat sandwich
a =400 ELISA modszerrel mértiik. Az dbran n=19 db ZAP-70"" és n=10 db BALB/c
Qo 8 % egér szérum citokin koncentraci6 atlag = SEM adatait mutatjuk be.
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Végiil, mivel korabban 6sszefiiggést talaltunk a TcR jelerdsség, az aktivacio-indukalt T sejt apoptosis
¢és a GIA sulyossaga kozott (Olasz et al., Clin Exp Immunol 167(2):346-355, 2012 ¢és Hanyecz et al. Biomed
Res Int 2014), ezért megvizsgaltuk, a ZAP-70"" egerek T sejtjeinek aktivacios és apoptosis vélaszat. In vitro,

A tis%;citott T sejteket CD3/CD28 beadejkkel. akt-ivélva azt tallz'lltuk,.hogy a ZAP-
MW (kDa) we:apy /0 egerekben megvaltozott a fehérjék tirozin foszforilaciés mintazata (6. A
260w o y abra), csokkent az ERK foszforilacié (6. B abra), de az NFkB foszforilacioja
138:: "m : a véltozatlan maradt (6. C dbra). Az aktivacio kivaltott apoptosis vizsgalatidban
;8:: o O csokkent aktiv caspase-3 szintet mértiink heterozigota egerekben (6. D abra).

a0l g Mindezen eredmények alapjan igazoltuk, hogy a ZAP-70 csokkent
7 W W mT L expresszidja csokkent arthritis sulyossagot eredményezett, amit valdsziniileg a
15— S .| csokkent T sejt aktivacio €s a kdvetkezményesen gyengébb citokin termelés
R } WB:a-p-actin magyarazhat.
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ctrl 24h 48h

MW (kDa) WB: a-pERK
- o \.J‘
44— WB: a-ERK1/2

49— = == =] . s ds g .
2 1 2 3 4 5 6 6.abra Jelatviteli valtozasok ZAP-70+/- egerek T sejtjeiben.

ctrl 24h 48h T sejteket izolaltunk ZAP-70"" és BALB/c egerek 1épébél, majd in vitro aktivaltuk CD3/CD28
MW (kDa) WB: a-pNFxB  tartalmu beadekkel 24 ill. 48 uran at. Végiil a sejteket begyiijtottilk és Western-blot analizist

65— > A végeztiink. A: ZAP-70" és BALB/c egerek stimulalt T sejtjeinek foszfotirozin mintézata (felsé
65 — [ ég‘B%NFa“B panel). Toltési kontrollként a blottot anti-aktin antitesttel is elShivtuk (alsé panel). B: ERK
2 3 4 5 6 foszforilacio vizsgalata (fels6 panel). Toltési kontrollként a blottot anti-ERK1/2 antitesttel is

ctrl 24h 48h eléhivtuk (alsoé panel). C: NFkB foszforilacid vizsgalata (felsd panel). Toltési kontrollként a

blottot anti-NF«B antitesttel is el6hivtuk (als6 panel). A-C: mintak: 1: BALB/c kontrol; 2: ZAP-

MW (kDa)  WB: a-caspase-3 70" kontrol; 3: BALB/c 24h aktivacié; 4: ZAP-70"" 24h aktivacio; 5: BALB/c 48h aktivécio; 6:
st = P =T 7AP-707 48h aktivacio. D: Aktiv (hasitott) kaszpaz-3 kimutatasa (felsé panel). Toltési
WB: a-B-actin  kontrollként a blottot anti-aktin antitesttel is el6hivtuk (als6 panel). Mintak: 1, 5: BALB/c nem

42—"\' - - — --—7‘ stimulélt kontrol; 3, 7: ZAP-70" nem stimulalt kontrol; 2: BALB/c 24h aktivacio; 4: ZAP-70""

1 2243h 45 648:1 8 24h aktivécio; 6: BALB/c 48h aktivacid; 8: ZAP-70"" 48h aktivacio.

IX. Y-F pontmutans ZAP-70 transzgenikus egerek létrehozasa

A végleges LV konstrukciokkal (2. tablazat) 2016 januarjaban tudtuk megkezdeni a transzgénikus egerek
létrehozasat a godolléi Biotechnologiai Kézpontban Dr. Bender Balazs segitségével. Roviden: ZAP-707
BALB/c egereket gyiijtottink, majd ezek paroztatasa utin az 1 napos ZAP-707 zigotakat kimostuk és a
transzgének beviteléhez eldzetesen ultracentrifugalassal ~1000x toményitett LV oldatot injektaltunk a
perivitellinalis térbe (Kvell et al. Transgenic Res 2010;19:105-112). Az igy elokezelt zigdtakat alvemhes
CD1 anyakba iiltettiik. A megsziiletett egereket farok DNS-b61 genotipizaltuk, majd vérvétellel valasztottuk



ki azokat a Tg founder egyedeket, amikben T sejteket tudtunk detektalni. A T sejtek jelenléte a vérben a Tg
beépiilését jelezte, hiszen ahogy mar emlitettiik, a ZAP-70"" egerekben nincs T sejt.

2. tablazat Y-F pontmutians ZAP-70 transzgenikus egerek

Konstrukcei6 neve Promoter Z.AP-70 pontmutacio Megsziiletett egerek T sejt  Founder
Lck1-WT-ZAP-70 Lckl - 10%* 4 -
Lck1-F126-ZAP-70 Lckl Y126>F126 21%* 5 2
Lck1-F492-ZAP-70 Lckl Y492>F492 8* 3 1
Lck1-F493-ZAP-70 Lckl Y493>F493 6*+21* 0 ?

A tablazatban 6sszefoglaltuk a transzgén egerek elallitasanak legfontosabb adatait. Sziiletési id6: ¥2016.02.25.-05.04.; ©2016.10.02.-10.15.

A foundereket egy 1épésben visszakereszteztik ZAP-70" BALB/c egerekbe, majd a Tg-t hordozo, T
sejtekkel rendelkezé F1 allatokbol hoztunk 1étre tenyészparokat. Mar a transzgén allatok létrehozasa soran
megfigyelhetd volt, hogy a ZAP-70" BALB/c homozigota allatok sokkal rosszabbul szaporithatoak, mint a
normal egerek. Ritkdbban esnek teherbe és joval kevesebb az ellésekben az utéd szam. Ennek pontos okat
nem ismerjiik, de elvileg a ZAP-70 kozvetleniil nem jatszik szerepet a szaporodasban. Ez a jelenség mind a
transzgénikusok 1étrehozasat, mind pedig a founderek visszakeresztezését megnehezitette. Rdadasul nem egy
esetben a founderek nem szaporodtak ill. 1 esetben nem orokitették at a transzgént. Emiatt pl. A WT-ZAP-70
konstrukcidéval nem sikeriilt megszilarditanunk transzgén egértorzset.

Kiilonosen érdekes az Lck1-F493-ZAP-70 konstrukcié. Két korben oOsszesen 27 db olyan egér
sziiletett, amit ezzel a konstrukcidval transzfektaltunk, de egyetlen esetben sem sikeriilt a periférian T sejteket
kimutatnunk. Erdekes modon, a masodik kérben, azonban talaltunk 3 db olyan egyedet, amelyekben genom
szinten sikeriilt a transzgén beépiilését PCR-al igazolnunk. Ezekben az egerekbe tehat beépiilt a transzgén, de
egyeldre gy tlinik, hogy nem funkcional. Ennek tobb oka is lehet: egyrészt a lentiviralis transzgén bevitel
véletlenszeri beépiiléshez vezet, ami azt is jelenti, hogy a beépiilt gén a genomban szuppresszalodhat.
Masrészt, funkciondlisan a F493-as mutacio a ZAP-70 molekula gatolt miikodését okozza (Szabd et al., Int
Immunol 24: (2) 79-87, 2012). Elképzelhetd, hogy a konstrukcid azért sem okoz sikeres T sejt helyreallitast,
mert maga a ZAP-70 inaktiv. Ennek tisztazasara még tovabbi munka sziikséges.

Tekintettel a transzgén konstrukciok késedelmes eldallitasara, a ZAP-70 pontmutacioit tartalmazo
transzgén egerek jellemzését még nem tudtuk elvégezni, jelenleg zajlik az F126-ZAP-70 és a F492-ZAP-70
Tg egértorzsek megszilarditasa ill. szaporitasa. A kozeli jovoben remélhetdleg mar rendelkezni fogunk
megfeleld szamu Tg egérrel ahhoz, hogy a munkaterv ezen részét is befejezhessiik.

X. Publikaciok

A projekt ideje alatt 3 eldadést, 9 posztert mutattunk be szakmai konferencidkon, 2 0Osszefoglald
koézleményiink jelent meg a témaban. Jelenleg egy kéziratunk elbiralas alatt van az International Immunology
folydiratnal, egy masik pedig el6készités alatt van az Arthritis and Rheumatology-ba valo bekiildésre (1d. VIII
fejezet).

Fentiek alapjan kérem a beszamolom szives elbiralasat és elfogadasat.
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