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STRESZCZENIE

Czynnik transkrypcyjny AIRE koduje antygeny tkankowo-specyficzne, ktore
prezentowane sg dojrzewajacym tymocytom podczas ich edukacji grasiczej. Zaburzona ekspresja
AIRE prowadzi do szeregu niedoborow immunologicznych objawiajacych si¢ indukcja
autoreaktywnych limfocytéw T, naciekami limfocytarnymi do wielu tkanek, np. watroby czy
prostaty, co powoduje stany zapalne, ekspresja auto-przeciwciat oraz zaburzeniem ptodnosci. W
celu badan nad ludzkimi chorobami APCED oraz APS1 wynikajacymi z zaburzonej ekspresji

AIRE, stworzono szereg modelow mysich, z ktorych jeden wykorzystano w niniejszej rozprawie.

Zatozeniem pracy byto pokazanie wptywu zaburzonej ekspresji AIRE na rozwoj i funkcje
limfocytow pomocniczych CD4", wlgczajac w to limfocyty regulatorowe (Treg) CD4 Foxp3™. W
tym celu skrzyzowano mysz z mutacja w genie Aire (Aire*®) z mysza TCR™™ posiadajaca
ograniczony repertuar TCR oraz myszami reporterowymi Foxp3"P? (hCD2 znakuje limfocyty
Treg) oraz Nur77GFP (poziom ekspresji GFP odpowiada aktywacji limfocyta T w odpowiedzi na
antygen), uzyskujac model mysi Aire*“TCR™"Foxp3"“P’Nur77GFP. Komoérki te badano w
grasicy, weztach chtonnych, watrobie, prostacie 1 jelicie grubym. W badaniach wykorzystano
szereg technik, wlaczajac w to cytometri¢ przeptywowa, sekwencjonowanie wysokoprzepustowe

i produkcje hybrydom z limfocytow CD4".

Niniejsze badania potwierdzily wiele doniesien naukowych (m. in.  obecnos¢
autoreaktywnych immunoglobulin w surowicy myszy Aire°, zaburzenia w ekspresji wielu
cytokin, nacieki limfocytarne do wielu narzagdow (przede wszystkim do watroby)). W toku badan
ustalono, iz zmiany w repertuarze receptorow limfocytow T w grasicy nie sg specyficzne dla
receptoréw dominujagcych w limfocytach T CD4" zar6wno w populacji Foxp3™* jak i Foxp3-.
Analizujac  sekwencje TCR w narzadach nielimfoidalnych wytypowano potencjalnie
autoreaktywne klony tkankowo-specyficzne. Obecnos$¢ zmian w repertuarze TCR wynikajacych z
mutacji w genie Aire skutkowalo zwickszonym powinowactwem do wiasnych antygenow
gospodarza, naciekami limfocytarnymi i podwyzszong aktywacjg i proliferacjg limfocytow CD4".
Pokazano, Zze zaburzenie w prezentacji antygenow w rozwoju grasiczym skutkuja zmniejszong
funkcja limfocytow Treg, badang pod katem ekspresji antygendw PD1 oraz CD73. Skutkowato to

zmniejszong kontrolg autoreaktywnych limfocytow efektorowych CD4 Foxp3™ oraz infiltracja
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wielu organéw. W gtéwnej mierze atak tych komorek skierowany byt przeciwko antygenom
watrobowym. Potwierdzono to zwigkszong aktywacja (mierzona za pomocag CD44, CD62L oraz
Nur77GFP), a takze obecnoscig limfocytdéw CD4 " ekspresjonujgcych TCR rozpoznajace antygeny
watrobowe, ale rowniez autoreaktywnych, co pokazano z wykorzystaniem hybrydom. Dalsze
badanie specyficznosci reakcji autoimmunologicznej w tym modelu bgdzie prowadzone z
wykorzystaniem myszy CNS™", w ktorej efekt wynikajacy ze zwigkszonej obecnosci komorek

zaktywowanych nie bedzie hamowany obecnoscig komoérek pTreg.

Podsumowujac, wykorzystanie nowego modelu mysiego
Aire®TCR™"Foxp3"“P?2Nur77GFP pozwolito na ustalenie zmian w repertuarze TCR limfocytow
T efektorowych i regulatorowych oraz ustalenie wptywu zaburzenia prezentacji wlasnych
antygendw gospodarza kodowanych przez AIRE na rozwoj choroby autoimmunologicznej

manifestujacej si¢ zapaleniem prostaty 1 watroby.



SUMMARY

AIRE transcription factor encodes tissue-specific antigens that are presented to thymocytes
during their development. Perturbed expression of AIRE leads to many immunological
deficiencies leading to activation of autoreactive T cells, their invasion to many organs, including
liver and prostate, that induce inflammation, expression of auto-antibodies and infertility.
Numerous mouse models have been developed in order to study APCED and APS1, human

syndromes of AIRE deficiency, of which one was used in this dissertation.

The purpose of these studies was to address the AIRE deficiency on the development and
function of helper T cells, including CD4 Foxp3* regulatory T lineage (Tregs). For this purpose,
Aire*® mouse was crossed with TCR™" mouse that expresses a limited TCR diversity, and with
reporter animals, Foxp3"“P? (where hCD?2 is expressed in the context of Foxp3 expression) and
Nur77GFP (where GFP reports T cell activation in response to an antigen in a dose-dependent
manner). This new mouse model Aire*°TCR™"Foxp3"P>Nur77GFP was used to study helper T
cells in numerous organs, including the thymus, lymph nodes, liver, prostate, and large intestine.
These studies utilized many techniques and technologies, including flow cytometry, high

throughput sequencing, and the production of hybridomas from CD4" cells.

The data obtained in this dissertation confirmed a number of published data (i.e., the
presence of autoreactive immunoglobulins in the serum of Aire*® mice, and invasion of T cells to
several organs (with the liver being the most prominent one)). The studies showed that
perturbations in TCR repertoire CD4"Foxp3-and Foxp3* cells in thymus were not directed towards
dominant clones. Analysis of TCR sequences form non-lymphoid organs allowed to select limited
number of T cell receptors that might be responsible for tissue damage directed towards TSAs.
These changes resulted in the elevated affinity of TCRs to auto-antigens, increased presence of T
lymphocytes in many organs, and enhanced activation and proliferation of CD4" T cells. At the
same time, reduced presentation of autoantigens to developing Tregs resulted in their decreased
suppressive function and control of activated CD4 Foxp3~ autoreactive T cells, which was
measured by their expression of CD73 and PDI. Elevated expression of CD44 and Nur77 and
decreased expression of CD62L by effector T cells, as well as the increased frequency of CD4*

hybridomas recognizing tissue-specific auto-antigens, but also presence of autoreactive clones,
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confirmed these data. Further experiments will be performed using mouse CNS™" mouse model,
where the effect of increased number of activated lymphocytes will not be overshadowed by

presence of pTregs.

In conclusion, the novel mouse model Aire®TCR™"Foxp3"“P?Nur77GFP allowed
deciphering the changes in helper T cells leading to the induction of autoimmune disease in mice
with a mutation in AIRE transcription factor, especially manifested by inflammation in prostate

and liver.



WYKAZ SKROTOW

Aire

APECED

regulator autoimmunologiczny (ang. autoimmune regulator)

autoimmunologiczna polinendokrynopatia-kandydoza-dystrofia ektodermalna

(ang. autoimmune polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy)

APC

komorki prezentujace antygen (np. komorki dendrytyczne) (ang. antigen

presenting cells)

APS1
CD3
CD4
CD8
CDR
DN
DNaza I
dNTP
DP
EDTA
EtOH
FACS
FBS

Foxp3
box p3)

F oxXp 3 hCD2+

Foxp3'P2

(ang. autoimmune polyglandular syndrome type 1)

biatka kompleksu TCR/CD3, receptora dla antygenu na limfocytach T
koreceptor na limfocytach T pomocniczych

koreceptor na limfocytach T cytotoksycznych

region determinujgcy dopasowanie (ang. compemenarity determining region)
tymocyt podwojnie negatywny (CD4°CDS8") (ang. double negative)
Deoksyrubonukleaza I

mieszanina deoksyrybonukleotydow (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
tymocyt podwojnie pozytywny (CD4"'CDS8") (ang. double positive)
kwas etylenodiaminotetraoctowy

etanol

cytofluorymetria przeptywowa (ang. fluorescence-activated cell sorting)
bydleca surowica (ang. fetal bovine serum)

czynnik transkrypcyjny charakterystyczny dla komoérek Treg (od ang. forkhead

komorki regulatorowe CD4" z myszy TCR™MFoxp3h¢P?

komorki efektorowe CD4" z myszy TCR™"Foxp3"cb?



GFP

GM-CSF

biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)

czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagéw (ang.

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

HBSS
IFN-y
IL
ILC

IgG

ptyn Hanksa

interferon gamma

interleukina

nieswoiste komorki limfoidalne ILC (ang. innate lymphoid cells)

immunoglobulina G

iTreg (lub aTreg) komoérka CD4+Foxp3-, w ktérej za pomocg IL-2 i TGF-§ wyindukowana

zostala ekspresja czynnika Foxp3 (ang. i=induced lub a=adaptive)

kpz
LPS
MHC
NaOAc
NK

nt

PAMP
patterns)

PBS
PCR
PEG

PRR

Pz

tysigc par zasad

lipopolisacharyd

gtéwny uktad zdolnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)
octan sodu (CH3COONa)

naturalne komorki cytotoksyczne (ang. natural killer)

nukleotyd

wzorce molekularne zwigzane z patogenami (ang. pathogen associated molecular

bufor fosforanowy z dodatkiem NaCl (ang. phosphate buffered saline)
tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
glikol polietylenowy

receptory rozpoznajace patogeny (ang. pattern recognition receptors)

para zasad
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RAG
SP
TCR
TCRa*®
TCRmini
TGF-B
TNF-a
Treg
Tris

WT

gen aktywujacy rekombianacje (ang. recombination activating gene)
tymocyt pojedynczo pozytywny (CD4" lub CD8") (ang. single positive)
receptor antygenowy limfocytow T (ang. T-cell receptor)

mysz limfopeniczna, w ktorej brak jest limfocytow T

mysz z ograniczonym repertuarem TCR

transformujacy czynnik wzrostu 3 (ang. transforming growth factor [3)
czynnik martwicy nowotworow a (ang. Tumor necrosis factor o)
limfocyt T regulatorowy o fenotypie CD4 Foxp3™
Tris(hydroksymetylo)aminoetan

typ dziki (od ang. wild type)
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1. WSTEP

Uktad immunologiczny to zespdt komorek, zwigzkoéw 1 proceséw, ktory chroni organizm
przed patogenami o pochodzeniu zewnetrznym (wirusowym, bakteryjnym, pasozytniczym,
grzybiczym), autologicznym (nowotwory) oraz od toksyn. W toku ewolucji organizmy
wielokomoérkowe atakowane przez roznego rodzaju mikroorganizmy, w odpowiedzi wytworzyty
szereg mechanizmow obronnych wykorzystywanych do dzi§. Pierwsza linig obrony, ktora
utrzymuje mikroorganizmy poza ustrojem, sg bariery zewnetrzne, w postaci np. skory, rogowki,
bton $luzowych uktadéw oddechowego, pokarmowego i moczowo-ptciowego. Niektore z tych
barier odgrywaja réwniez czynng rol¢ odpornosciowa, np. keratynocyty w skorze wydzielaja
peptydy przeciwbakteryjne (defensyny), a gruczoly potowe i lojowe wydzielaja substancje
hamujace rozwoj mikroorganizmow (np. kwas mlekowy czy kwasy ttuszczowe). Blony sluzowe
uktadéw oddechowego, pokarmowego i1 moczowo-piciowego rowniez zawieraja substancje
bakteriobodjcze, np. lizozym, laktoferyna czy wydzielnicza immunoglobulina A. Ponadto wiele
komorek uktadu odpornosciowego, jak komorki tuczne, limfocyty srodnabtonkowe, czy komorki
Langerhansa (pochfaniajace i przetwarzajace antygeny), jest zlokalizowanych w skorze. W
rogoéwce znajdujg si¢, doprowadzane przez naczynia wltosowate rabka, neutrofile, ktore w procesie
fagocytozy neutralizuja mikroorganizmy. W przypadku przelamania bariery zewnetrzne;j,
infekujace organizmy zwalczane sg przy pomocy dwoch typoéw odpowiedzi immunologicznej —
odpowiedzi wrodzonej (nieswoistej) i odpowiedz nabytej (swoistej). Odpowiedz wrodzona i
nabyta sg mechanizmami uzupetiajagcymi, a braki w kazdym z tych mechanizméw skutkuja

zwigkszong podatno$cia na infekcje.

1.1. Nieswoista odpowiedz immunologiczna

Pierwsza linia obrony w przypadku infekcji mikroorganizméw jest odpornosé
nieswoista/wrodzona. ktora jest uruchamiana natychmiast, lub w ciggu kilku godzin, po kontakcie
z patogenem. Dziatanie odporno$ci wrodzonej opiera si¢ o receptory rozpoznajace wzorce, inaczej
receptory rozpoznajgce patogeny, w skrocie PRR (z ang. pattern recognition receptors), ktore

umozliwiajg ograniczonej liczbie komoérek odpornosciowych szybkie wykrycie 1 odpowiedz na
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szerokg game¢ patogenoéw, ktére posiadaja wspdlne cechy, zwane wzorcami molekularnymi
zwigzanymi z patogenami, PAMP (z ang. pathogen associated molecular patterns), jak np.
sktadniki bakteryjnej $ciany komodrkowej (lipopolisacharydy — LPS) czy dwuniciowa ni¢ RNA
wytwarzana w trakcie infekcji wirusowej. Odporno$¢ nieswoista nie posiada “pamigci
immunologicznej” dlatego nie rozpozna szybciej 1 silniej danego patogenu, jesli dojdzie do

ponownego kontaktu.

Cechg odpornosci nieswoistej jest szybka mobilizacja komoérek uktadu odpornosciowego
do miejsca infekcji lub stanu zapalnego poprzez produkcje cytokin i chemokin (matych biatek
zaangazowanych w kontakt pomiedzy komorkami i ich mobilizacje). We wczesnych etapach
odpowiedzi na infekcje bakteryjna kluczowymi cytokinami zapalnymi sg np. czynnik martwicy
nowotworow TNF (ang. tumor necrosis factor), interleukina 1 (IL-1) czy interleukina 6 (IL-6),
ktore inicjujg mobilizacje komorek 1 lokalnie wywotuja stan zapalny, powodujac wyeliminowanie

wielu patogendw.

W odpowiedz immunologiczng wrodzong zaangazowany jest szereg roznego rodzaju
komorek: fagocyty — komorki zerne (makrofagi i neutrofile), komoérki dendrytyczne, komorki

tuczne, bazofile, eozynofile, komorki NK (ang. natural Killer) czy nieswoiste komorki limfoidalne.

Makrofagi znajdowane sa w rdznych tkankach w caltym organizmie, w najwigkszej ilosci
w miejscach, w ktorych ryzyko infekcji jest duze (ptuca, jelito). W znacznych liczbach znajdowane
sa rowniez w tkance tacznej, w watrobie i §ledzionie. Sg to komorki, ktore zyja dtugo i sg jednymi

z pierwszych komorek kontaktowych przy infekcji mikroorganizmow.

Neutrofile sg krotko zyjacymi komorkami, ktore wystepuja w duzej liczbie we krwi, ale
nie wystepuja w zdrowych tkankach. Sa one szybko rekrutowane do miejsca infekcji przez
aktywowane makrofagi i przez czasteczki wydzielane przez same mikroorganizmy (np. peptydy

zawierajgce formylometioning).

Komoérki dendrytyczne, tak jak makrofagi, rowniez biorg udzial w procesie fagocytozy i sa
zaangazowane w prezentacj¢ antygendéw limfocytom T inicjujac odpowiedz swoista i petnigc role

tacznika pomigdzy odpowiedzig swoistg i nieswoistg [2].

Komorki tuczne i1 bazofile majg wiele wspdlnych cech i sa bardzo istotne w procesie

inicjacji ostrej reakcji zapalnej organizmu, obserwowanej mi¢dzy innymi w reakcji alergicznej lub
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w astmie. Komorki tuczne, ponadto, petnig istotng funkcje w odpowiedzi na infekcje lub uraz,
produkujac cytokiny. Komorki tuczne najczgéciej wystepuja w tkankach okalajacych naczynia
krwiono$ne jak rowniez na powierzchni bton §luzowych, natomiast bazofile wystgpuja w uktadzie

krwionosnym [3].

Eozynofile sa granulocytami, ktore posiadaja zdolnosci fagocytarne i odgrywaja wazna
role w odpowiedzi na pasozyty, ktore sa czgsto zbyt duze, aby ulec procesowi fagocytozy.

Eozynofile rowniez kontrolujag mechanizmy uruchamiane podczas alergii i astmy [3].

Komoérki NK odgrywajg istotng rolg w procesie odrzucenia komoérek nowotworowych i
niszczenia komorek zainfekowanych przez wirusy, poprzez uwolnienie perforyn i granzymow
(biatek, ktore powoduja liz¢ komorek docelowych) z granulek, co skutkuje indukcja apoptozy
(zaprogramowywanej $mierci komoérkowej) [3]. Komorki NK sa rowniez zrodtem cytokiny
interferon gamma (IFN-y), ktéra wspomaga mobilizacj¢ komorek prezentujacych antygeny (ang.
antigen presenting cells, APC) i pobudza rozwdj efektywnej antywirusowej odpowiedzi

immunologiczne;.

Nieswoiste komorki limfoidalne ILC (ang. innate lymphoid cells) odgrywaja role
regulujaca. W zaleznosci od typu (np. ILC-1, ILC-2, ILC-3) produkujg odpowiednie cytokiny,
takie jak IFN-y, IL-4, 1 IL-17, ktére wspomagaja skierowanie wlasciwej odpowiedzi

immunologicznej wobec specyficznego patogenu [4].

1.2. Swoista odpowiedz immunologiczna

Podstawowymi zadaniami swoistej/nabytej odpowiedzi immunologicznej s3: rozpoznanie
specyficznych obcych antygendw i odréznienie ich od antygendéw wiasnych; wytworzenie
specyficznych dla danego patogenu szlakow efektorowych, majacych na celéow jego
wyeliminowanie z organizmu, lub wyeliminowanie zainfekowanych nim komorek; wytworzenie
pamigci immunologicznej, ktora pozwoli na szybkie usunigcie patologicznego organizmu w
przypadku ponownej infekcji [5]. Istotng cecha tej odpowiedzi jest zdolno$¢ do rozwinigcia
pamigci immunologicznej, ktora umozliwia organizmowi szybsza 1 bardziej gwattowng
odpowiedzZ podczas ponownej ekspozycji na dany patogen. Swoista odpowiedz immunologiczna

jest w zwigzku z tym podstawg skutecznej immunizacji przeciwko chorobom zakaznym.
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Komorkami charakterystycznymi dla odpowiedzi swoistej sa specyficzne dla antygenu limfocyty
T, aktywowane do proliferacji poprzez komorki prezentujace antygen (APC) i limfocyty B, ktore

r6éznicujg w komorki plazmatyczne zdolne do produkcji przeciwciat.

1.2.1. Limfocyty T

1.2.1.1. Dojrzewanie i roZnicowanie limfocytow T

Rozwo6j 1 dojrzewanie limfocytow T u ssakéw rozpoczyna si¢ od hematopoetycznych
komoérek macierzystych HSC (ang. haematopoietic stem cells) w watrobie ptodowej, ktore
nastgpnie rdéznicuja w szpiku kostnym do multipotencjalnych komorek progenitorowych. Czes¢ z
tych komorek inicjuje transkrypcje genow aktywujacych rekombinacje RAG1 i RAG2 (ang.
recombination activating gene) 1 staje si¢ zagruntowanymi komorkami progenitorowymi
limfopoezy, a nast¢gpnie wspolnymi progenitorowymi komodrkami limfopoezy CLP (ang. common
lymphoid progenitors). Niewielki odsetek komorek pluripotencjalnych migruje do grasicy i

roznicuje we wezesne komorki progenitorowe grasicy ETP (ang. early thymic progenitors) [6].

Komorki ETP sa multipotencjalne, stanowia nieliczng heterogenna populacje i maja
zdolnos$¢ do intensywnej proliferacji. Moga wygenerowac limfocyty T, limfocyty B, komorki NK,
komorki mieloidalne i dendrytyczne (DC). Komorki ETP, kierowane przez chemokiny CCL19 i
CCL21, przedostaja si¢ do grasicy poprzez potaczenie korowo-rdzeniowe. W zrebie grasicy
komoérki ETP wchodza w kontakt ze znaczng liczba ligandéw do receptorow Notch i czynnikoéw

wzrostu (np. IL-7), ktore inicjuja ich r6znicowanie i namnazanie [7].

W korze grasicy komorki ETP réznicujg do komoérek podwdjnie negatywnych DN (ang.
double negative), ktére nie wykazujg ekspresji CD4 1 CDS. Stadium DN2 rozwoju limfocytow
inicjowane jest, kiedy komorki nabywajg receptory CD25" i CD44". Na tym etapie komorki tracg
zdolno§¢ do przeksztalcenia si¢ w komorki B i zaczynaja wykazywaé ekspresj¢ biatek
niezbe¢dnych do pdzniejszej rearanzacji genow receptora limfocytow T, TCR (jak RAG1 i RAG2).
W komoérkach tych rozpoczyna si¢ rowniez ekspresja biatek niezbednych do wygenerowania i
szlaku sygnatowego TCR, takich jak tancuchy CD3, czy kinazy i fosfatazy (LCK, ZAP70, LAT)
[8]. Na tym etapie (DN3) komoérki moga przejs¢ dwie drogi réznicowania. Ekspresja tancucha 3

ukierunkowuje tymocyty w kierunku komorek ekspresjonujacych aff TCR (te limfocyty stanowia
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wigkszos¢ (>90%) obwodowych komorek T), natomiast ekspresja tancucha 9, réznicuje tymocyty
w kierunku yd TCR (te komorki znajdowane sg gtéwnie w jelicie, skorze, ptucach; ich gléwna rola
jest odpowiedz na mikroby i metabolity przez nie produkowane i w przeciwienstwie do komoérek
afy TCR, rozpoznaja gtownie antygeny lipidowe) [9]. Ekspresja tancucha 3 receptora limfocytow
T na etapie DN3, pociaga za sobg jednoczesna ekspresja czasteczek CD4 1 CD8, powodujac w ten
sposob przeksztatcenie komorek w podwojnie pozytywne (DP, ang. double positive), ktore sa

najbardziej dominujaca populacja w grasicy [9].

1.2.1.2. Powstanie kompleksu receptora limfocytow T (TCR)

W czasie dojrzewania limfocyty T nabywaja receptor (TCR), ktéry jest w stanie
rozpoznawac specyficzne antygeny. TCR sklada si¢ z dwoch zmiennych tancuchow wiazacych
antygen - off lub yd, powigzanych z dodatkowymi niezmiennymi biatkami (fancuchy CD3vye,
CD36¢, 1 CD247 (L), ktore sa niezbgdne do zainicjowania sygnalu w momencie wigzania TCR do

antygenu [10].

af-TCR nie rozpoznaje antygenéw w naturalnej postaci, ale rozpoznaje liniowe peptydy,
ktore zostaly przeprocesowane i zaprezentowane w kontek$scie MHCI lub MHCII. Peptydy
prezentowane przez MHCI sa raczej mate (8-10 aminokwasdéw) i1 maja pochodzenie
wewnatrzkomorkowe, natomiast prezentowane przez MHCII sa znacznie dluzsze (13-25
aminokwasow) i zazwyczaj s3 pochodzenia zewnatrzkomoérkowego. af-TCR komoérek NK i yo-

TCR moga rozpoznawac¢ glikolipidy i fosfolipidy prezentowane przez czasteczki CD1.

Lancuchy a 1 B receptora limfocytow T sg polimorficzne, co wspomaga rozpoznawanie
znacznej liczby réznych peptydow. Kazdy tancuch sktada si¢ z segmentu V (ang. variable), C (ang.
constant) i zlokalizowanego pomig¢dzy nimi segmentu J (ang. joining). Lancuch B posiada
dodatkowo segment D (ang. diversity). Kazdy z segmentéw V posiada trzy zmienne sektory zwane
regionami determinujagcymi komplementarnos¢, CDR-1, -2 i1 -3 (ang. complementarity-
determining regions) i jest zdolny do generowania unikalnych i zréznicowanych receptoréw, ktore
beda miaty razem zdolno$¢ do rozpoznawania szerokiej gamy antygenow. CDR3a i B wigzg sig¢
do srodkowej czesci prezentowanego peptydu. CDR3 jest najbardziej roznorodnym fragmentem

TCR i jest uznawany za decydujacy w procesie rozpoznania antygenu [10].
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Rearanzacja genéw TCR jest krytycznym procesem w trakcie rozwoju limfocytow T.
Proces ten zachodzi niezaleznie dla kazdego z tancuchéw, a zaczyna si¢ rekombinacjg genow
tancucha B. Prawidlowa rearanzacja tancucha p powoduje indukcje tzw. wylaczenia allelicznego,
co prowadzi do zablokowania rearanzacji genow mogacych kodowa¢ inny tancuch B receptora
TCR. W dalszych etapach nastgpuje indukcja receptora oo TCR oraz antygenow powierzchniowych
CD8 lub CD4 w odpowiedzi na rozpoznanie peptydow prezentowanych w kontekscie MHC klasy
[ 'lub klasy IT [11].

1.2.1.3. Selekcja pozytywna

Na etapie podwojnie pozytywnym komorki z funkcjonalnymi receptorami limfocytow T,
przechodza test na powinowactwo do kompleksow peptyd-MHC (ang. major histocompatibility
complex - gtowny kompleks zgodnosci tkankowej). W tym celu komorki epitelialne kory grasicy
prezentuja swoje peptydy w kontekscie klasy I (MHCI) 1 klasy II (MHCII); przezywaja te
limfocyty, ktore rozpoznaja kompleks peptyd-MHC. Komorki podwojnie pozytywne, ktore sa
niezdolne do wigzania komplekséw poddawane sg apoptozie. Rozpoznanie antygenu w konteks$cie
klasy II MHC indukuje ekspresjc ThPOK, co powoduje represj¢ innego czynnika
transkrypcyjnego, Runx3, i réznicuje tymocyty w kierunku komorek pomocniczych CD4. Jesli za$
TCR rozpozna antygen prezentowany przez klase I MHC, ThPOK nie ulega ekspresji i komorka
réznicuje si¢ w kierunku limfocytu cytotoksycznego CD8 dzigki niezaburzonej ekspresji Runx3.
Pozytywna selekcja umozliwia zroéznicowanie komoérek DP do populacji pojedynczo-

pozytywnych SP (ang. single positive) [12].

1.2.1.4. Selekcja negatywna

Pozytywnie wyselekcjonowane tymocyty sa nastepnie testowane pod katem
powinowactwa TCR do wiasnych antygendéw (autoantygendéw). Komorki, ktore silnie rozpoznaja
autoantygeny prezentowane przez komorki epitelialne rdzenia grasicy, sg eliminowane - w
przeciwnym razie mogtyby indukowa¢ odpowiedz do tkanek gospodarza i wywotywac autoagresj¢
(ang. autoimmunity). W toku pozytywnej i negatywnej selekcji, apoptozie ulega okoto 98%
tymocytow. Ekspresja wlasnych antygenéw gospodarza w grasiczych komorkach prezentujacych

antygen indukowana jest przez czynnik transkrypcyjny Aire (ang. autoimmune regulator) [13].
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Zaburzenia w ekspresji AIRE sg podstawa wielu choréb autoimmunologicznych wynikajacych z

wadliwej selekcji grasiczych tymocytow.

1.2.2. Limfocyty B

Limfocyty B, tak jak limfocyty T, powstaja ze wspolnej komorki progenitorowej, jednak
dojrzewaja i roéznicuja si¢ w szpiku kostnym. Podobnie jak limfocyty T, komorki B rearanzuja
receptor antygenowy (w tym przypadku jest to BCR, ang. B cell receptor) przy udziale biatek
RAG. W przeciwienstwie jednak do TCR, receptor antygenowy limfocytow B moze ulec
ponownej rearanzacji oraz wprowadzeniu dodatkowej réoznorodnosci przez indukcj¢ hipermutacji
somatycznych, przez co komorka unika $mierci w wyniku apoptozy, jesli zrearanzuje BCR o
odpowiednim powinowactwie do antygenu. Powierzchniowe BCR stanowig immunoglobuliny
klasy M oraz D (IgM oraz IgD), ktére moga ulec zmianie w inne klasy (IgG, IgA, IgE) przy udziale
limfocytow CD4" nazywanych limfocytami grudkowymi Tfh (ang. follicular CD4" T cells).
Terminalnym stadium limfocytow B sa komorki plazmatyczne charakteryzujace si¢ brakiem (lub
niskg ekspresja) powierzchniowych receptorow antygenowych, ktore wedruja do szpiku kostnego,

1 ktorych gtowna rolg jest produkcja duzej ilosci przeciwcial.

Poniewaz tematem niniejszej pracy jest ,Rola czynnika transkrypcyjnego Aire w
réoznicowaniu autoreaktywnych i regulatorowych limfocytow T CD4™ we wstepie pominigto
szczegOlowy opis rozwoju limfocytow B jak i tolerancji immunologicznej wynikajacej z ich

obecnosci.

1.3. Tolerancja immunologiczna

Podstawg dzialania swoistej odpowiedzi immunologicznej opartej o odpowiedz na
antygeny s3 wspomniane wyzej dwa typy komorek — limfocyty T i limfocyty B. Limfocyty T
steruja odpowiedzig immunologiczng zaréwno posrednio, poprzez zapewnienie rozpuszczalnych
i powigzanych z blonami sygnalow, ktore promuja przetrwanie, namnozenie i réznicowanie
limfocytow B (produkujacych przeciwciata wspierajace prawidlowo dziatajaca odpowiedz
humoralng), limfocytoéw CDS8 (poprzez ekspresj¢ IL-2, a takze inne szlaki sygnatowe, np. 4-1BB-
4-1BBL) jak réwniez bezposrednio poprzez zabijanie obcych i zainfekowanych komorek przy

zastosowaniu komorkowych i rozpuszczalnych posrednikow. Limfocyty T rozpoznaja obce
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antygeny poprzez unikalny i1 zréznicowany zestaw receptorow (TCR — z ang. T cell receptor),
ktére maja na celu posredniczenie w odpowiedzi immunologicznej organizmu bez rozpoznania

wlasnych antygenow gospodarza.

Tolerancja immunologiczna rozpoczyna si¢ podczas rozwoju limfocytow T w grasicy i B
w szpiku kostnym. Mechanizmy tolerancji, zachodzace podczas dojrzewania limfocytow
nazywane s3 ,,tolerancja centralng”. Poniewaz nie wszystkie antygeny wymagajace neutralnosci
ze strony uktadu immunologicznego sga obecne podczas rozwoju limfocytdéw, istnieja dodatkowe
mechanizmy ,,tolerancji obwodowej” odpowiedzialne za tolerancj¢ do antygenow obwodowych
jak np. antygenow pokarmowych. Centralna i obwodowa tolerancja sa niezbedne w celu

uniknigcia patologicznej reakcji autoimmunologicznej [14].

1.3.1. Centralna tolerancja immunologiczna limfocytow T

Mechanizm centralnej tolerancji ksztattowany jest w grasicy, pierwotnym organie
limfatycznym, gdzie niedojrzate limfocyty T przechodzg przez szereg procesdéw, ktore ksztattuja
je w dojrzate komorki rozpoznajace obce antygeny z jednoczesnym zachowaniem tolerancji wobec
antygenoéw wiasnych. Dojrzewanie limfocytéw T przebiega w dwoch anatomicznych fragmentach
grasicy — korze 1 rdzeniu [15]. Obie czeSci grasicy charakteryzuje obecno$¢ wyspecjalizowanych
komoérek nabtonkowych, ktére zapewniaja mikrosrodowisko do rozwoju i1 rdéznicowania
limfocytéw T. Komorki nabtonkowe kory grasicy niezbedne sa do wczesnych etapéw rozwoju,
ktorych skutkiem jest pozytywna selekcja funkcjonalnych limfocytow T [12]. Komorki
nabtonkowe rdzenia grasicy odgrywaja gldéwna role podczas negatywnej selekcji autoreaktywnych
komorek oraz podczas powstawania grasiczych limfocytow T regulatorowych (Treg) [16-18], sa
wiec kluczowe w rozwoju mechanizmu centralnej tolerancji. Wsrod nich znajdujg si¢ unikalne
komorki, charakteryzujgce si¢ ekspresja czynnika transkrypcyjnego Aire (AutoImmune
REgulator) [13, 19], ktory reguluje prezentacje tkankowo swoistych auto-antygendw podczas

negatywnej selekcji.

1.3.1.1.1. Rozwdéj limfocytow regulatorowych (Treg)

Jak opisano powyzej, centralny mechanizm tolerancji eliminuje wigkszo$¢ dojrzewajacych
tymocytow, nie jest jednak w 100% skuteczny, czego dowodem jest istnienie chorob

autoimmunologicznych, takich jak stwardnienie rozsiane czy cukrzyca typu 1. Ostatnia publikacja
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z naszego laboratorium wskazuje, Ze centralna tolerancja moze ,,przepuszcza¢” nawet 30%
limfocytow z autoreaktynymi TCR [20]. Najwazniejszym mechanizmem tolerancji obwodowe;j sa
tzw. limfocyty T regulatorowe (Treg). Sa to komorki pomocnicze CD4, ktore ekspresjonuja
tancuch alfa receptora dla interleukiny 2 (IL2), czyli antygen CD25 [21]. Poniewaz CD25 ulega
ekspresji we wszystkich limfocytach T po ich aktywacji przez kompleks TCR-MHC:antygen,
obecnie Foxp3 (bialko scurfin) uznawany jest za najlepszy marker komorek Treg (inne
zaproponowane np. GITR czy CTLA4 rowniez ulegaja ekspresji w zaktywowanych limfocytach
CD4). Uwaza si¢, ze komorki Treg ekspresjonujag TCR o posrednim powinowactwie do
autoantygenow, ponizej sity sygnalu indukujacego negatywna selekcje [22]. Ekspresja Foxp3

ratuje te tymocyty przed apoptoza indukowang w procesie selekcji negatywnej.

Tregi wykazuja wlasciwosci supresorowe i odpowiedzialne sa za hamowanie odpowiedzi
immunologicznej poprzez szereg mechanizmow (np. (1) wydzielaja IL-10 1 TGF-, cytokiny o
wlasnos$ciach immunosupresyjnych, (2) wydzielaja granzym B, ktory indukuje apoptoze (poprzez
wspolprace z perforyng i aktywacj¢ szlaku kaspazy 3) w komorkach, ktore Tregi hamuja, (3)
moduluja dojrzewanie komodrek dendrytycznych i1 ekspresje MHCII i biatek kostymulujacych
(CD80 i CD86)) [23].

1.3.1.1.2. Pozagrasicze réznicowanie limfocytow T regulatorowych (Treg)

Komorki Treg jak wszystkie limfocyty T dojrzewaja w grasicy i sg okreslane jako tTreg
(ang. ,,thymic Tregs”). tTreg stanowig znakomitg wigkszos¢ komorek regulatorowych. Ekspresja
Foxp3 moze réwniez by¢ indukowana na obwodzie w dojrzatych limfocytach T
nieregulatorowych. Suboptymalna stymulacja TCR komorek CD4 Foxp3™ w srodowisku bogatym
w TGF-B 1 kwas retinowy (RA) (ma to miejsce szczegodlnie w tkance jelita, gdzie komorki
dendrytyczne ekspresjonujace antygen CD103, wydzielaja znaczne ilosci RA [24]), powoduje
czesciowa demetylacje promotora foxp i indukcje tego czynnika transkrypcyjnego [25]. Tregi
indukowane w tkankach obwodowych, to pTreg (ang. ,,peripherally-induced Tregs”). Rekrutacja
pTreg pomaga w zwigkszeniu ilosci Tregdw i1 rozszerza roznorodnos¢ repertuaru TCR. W jelitach,
pTregi wspomagaja tTregi w utrzymywaniu tolerancji do antygendw bakteryjnych, zapobiegajac
w ten sposob zapaleniu jelita [24]. Indukcje Foxp3 mozna takze wywota¢ w warunkach in vitro,

poprzez aktywacje TCR limfocytow CD4 'Foxp3™ (na przykiad poprzez immobilizowane na plytce
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hodowlanej przeciwciato monoklonalne anty-CD3) w obecnosci TGF-3 [26], co wzmacniane jest

w obecnos$ci kwasu retinowego (RA) [27]. Tregi indukowane ex vivo okresla si¢ jako iTregi.

Komorki pTreg i iTreg cechuje niestabilny poziom metylacji locus foxp, [28]. Ostatnie
doniesienia pokazuja, ze za proces indukcji i stabilizacji Foxp3 odpowiadaja trzy elementy w locus
tego genu. Sa to tzw. ,,conserved non-coding DNA elements”, CNS 1, 2 i 3 [29]. Wylaczenie
poszczegbdlnych regionow CNS w modelach mysich umozliwito zbadanie ich wplywu na indukcje
1 stabilno$¢ biatka Foxp3. CNSI jest miejscem taczenia Smad3 indukowanego przez sygnat
ptynacy z TGF-B. Nokaut lub mutacja CNS1 powoduje brak indukcji Foxp3 w odpowiedzi na ta
cytoking, a wigc niemozno$¢ powstawania pTregdéw i iTregéw. Do CNS2 taczy si¢ Cbtb/Runx1-
aktywacja tego elementu odpowiada za stabilnos¢ ekspresji Foxp3. Natomiast CNS3 jest
pierwszym elementem, ktory, poprzez przylaczenie c-Rel, indukuje ekspresje Foxp3 poprzez

otwarcie locus genu foxp3.

1.3.1.2. AIRE

AIRE jest czynnikiem trasnkrypcyjnym kodowanym przez gen AIRE. Biatko AIRE ulega
transkrypcji w rdzeniu grasicy i jest zaangazowane w kodowanie tkankowo-specyficznych
antygenow (TSA, ang. tissue-specific antigens), ktore sg prezentowane przez epitelialne komorki
rdzenia grasicy dojrzewajacym tymocytom. Gen A/RE zostat odkryty w 1997 w toku badan nad
autoimmunologicznym zespotem niedoczynnosci wielogruczotowej typu 1 (APSI1, ang.
autoimmune polyglandular syndrome type I, lub APECED, ang. autoimmune

polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy) [30].

Jak wspomniano wyzej, AIRE wspomaga centralng tolerancj¢ kodujac antygeny
gospodarza przez co dojrzewajace tymocyty testowane sg pod katem produktywnych TCR, ktore
nie rozpoznajg tych antygenow z nadmiernym powinowactwem. Funkcja ta zostata poznana w
toku badan z zastosowaniem myszy z nokautem ekspresji genu A/RE. Pokazano m.in., Ze antygeny
insuliny sg kodowane przez AIRE i ich brak zwigzany z nokautem tego czynnika transkrypcyjnego
powodowat brak tolerancji limfocytow T do insuliny 1 indukcje¢ cukrzycy autoimmunologiczne;j

[31].
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Mutacje w genie A/RE u ludzi skutkujg tkankowo swoista reakcja autoimmunologiczng
znang wlasnie jako APS1, lub APECED [32]. U pacjentow z autoimmunologicznym zespotem
niedoczynnosci wielogruczotowej typu 1 choroba przejawia si¢ w postaci niedoczynnos$ci
przytarczyc (wytwarzajacych hormon PTH odpowiedzialny za gospodarke wapniowo-
fosforanowa w organizmie), hipogonadyzmu (zaburzenia produkcji hormonoéw przez jajniki lub
jadra), niedoboru hormonoéw produkowanych przez nadnercza, cukrzycy typu 1 (czyli
insulinozaleznej) czy niedoczynnosci tarczycy. Dalszymi konsekwencjami, moga by¢: catkowite
wytysienie, zapalenie rogowki i biatek oczu, nieprawidlowosci w szkliwie zebow, drozdzyca,
anemia, nieprawidlowosci ukladu trawiennego (zespdl ztego wchianiania, biegunka), czy

autoimmunologiczne przewlekte zapalenie watroby [33].

Autoimmunologiczny regulator AIRE u ludzi i myszy wykazuje 77% podobienstwa na
poziomie nukleotydowym 1 76% na poziomie aminokwasowym. U myszy ekspresj¢ mRNA dla
AIRE wykryto w grasicy, jajnikach, ptucach, sercu, $ledzionie, gruczotach nadnerczowych,
gruczole tarczycowym, migé$niach szkieletowych, nerkach i1 jadrach [33]. Zaobserwowano
réwniez, iz myszy z nokautem genu A/RE wykazuja cechy chorobowe przypominajace te u
pacjentow z APECED wliczajac w to nacieki limfocytow w wielu tkankach, czy bezptodnos¢, jak
réwniez produkcje przeciwciat do swoistych antygenéw watroby, spermy, trzustki czy gruczotow

nadnerczy [34].

Wylaczenie genu A/RE ma wpltyw na negatywna selekcje podczas rozwoju limfocytow T
w grasicy. W przypadku braku prezentacji antygenow tkankowo swoistych (TSA — ang. tissue
specific antigens) rozwijajagcym si¢ komodrkom, nie dochodzi do delecji potencjalnie
autoreaktywnych klonéw. Komorki autoreaktywne, ktore ,,uciekng” negatywnej selekcji w trakcie
rozwoju w grasicy podlegaja mechanizmom tolerancji obwodowej i moga by¢ kontrolowane
poprzez obecnos$¢ limfocytow T regulatorowych. W jaki sposob autoreaktywne komorki T
wymykaja si¢ spod kontroli limfocytow regulatorowych pozostaje niewyjasnione. Opublikowano
natomiast, ze podczas obnizenia poziomu ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxp3 dochodzi w
organizmie do spontanicznej aktywacji naiwnych komodrek T i rozwoju objawow choroby

autoimmunologicznej [21].

W ostatnich latach pojawily si¢ doniesienia o znaczacej roli czynnika transkrypcyjnego

AIRE réwniez podczas procesu pozytywnej selekcji limfocytéw T regulatorowych w grasicy.
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Pojawiaja si¢ ponadto tezy, iz uposledzenie tego mechanizmu moze mie¢ wigkszy wptyw na
rozw0j choroby autoimmunologicznej niz ucieczka auto-reaktywnych klonéw do tkanek
obwodowych. Zmniejszong ilo$¢ grasiczych limfocytéw T regulatorowych u myszy z defektem
genu AIRE zaobserwowano w szczegoOlnosci we wcezesnym okresie po urodzeniu (do dnia 10-
tego). Zmiana ilosci limfocytow regulatorowych u myszy dorostej jest wcigz poddawana dyskus;ji
przez rézne grupy badawcze 1 by¢ moze jest zalezna od modelu stosowanego do eksperymentdw.
Niektdre doniesienia sugerujg rowniez, ze rozwoj tylko specyficznych klondéw CD4 Foxp3™, a nie
catej populacji, moze by¢ zalezny od ekspresji AIRE [35, 36]. Czynniki decydujace o tym, ktory
klon CD4 Foxp3" wymaga ekspresji AIRE i jak bardzo uposledzenie procesu pozytywnej selekcji
w tym przypadku wptywa na rozwoj choroby autoimmunologicznej wymagaja dalszych

eksperymentéw [17, 18, 35, 36].

1.3.1.2.1. Struktura AIRE

Ludzkie biatko AIRE nalezy do grupy biatek, zdolnych do wigzania chromatyny i
regulowania procesu transkrypcji [37]. Zaczynajac od N-konca, AIRE sklada si¢ z domeny
rekrutujacej kaspazy (CARD, ang. caspase-activation and recruitment domain), z sygnatu
lokalizacji jadrowej (NLS, ang. nuclear localization signal), domeny SAND (nazwanej od Sp100,
AIRE-1, NucP41/75, DEAF-1) i z dwo6ch motywow (palcow cynkowych) homeodomeny roslinnej
(PHD, ang. plant-homeodomain) [38]. Na poziomie wewnatrzkomorkowym, AIRE zlokalizowane
jest w malych, jednolicie roztozonych punktach przypominajacych wygladem ciatka jadrowe.
Ponadto Aire zlokalizowano w cytoplazmie réznych komorek, gdzie tworzy przypominajace

siatke rusztowanie analogiczne do mikrotubul [39].

Obecna przy N-koncu domena rekrutujgca kaspazy (CARD) jest elementem
charakterystycznym w biatkach pro-apoptotycznych [40, 41], a dwu lub trzyczg¢sciowy NLS
umozliwia AIRE transport do i z jadra [42].

W $rodku tancucha aminokwasowego domena SAND (aminokwasy 180-280) zawiera
modut podstawowych aminokwasow, ktore posrednicza w wigzaniu AIRE do grup fosforanowych
DNA. Gtéwna rolag domeny SAND jest jednak prawdopodobnie zapewnienie miejsca do wigzania
heterologicznych biatek [43]. CARD, NLS i SAND zawieraja wigkszo$¢ reszt lizynowych w
AIRE, ktore sa miejscami acetylacji [44]. Jest to kluczowy proces zapewniajacy wiasciwa

lokalizacj¢ biatka oraz umozliwiajacy zaangazowanie w kompleksy wieloczasteczkowe.
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Przy C-koncu AIRE znajduja si¢ dwa motywy (palce) homeodomeny roslinnej (PHD1 —
aminokwasy 299-340 i PHD2 — aminokwasy 434-475), rozdzielone regionem bogatym w proling.
PHD sa fragmentami bogatymi w cysteing, ktérych elementem charakterystycznym jest motyw:
cztery cyteiny, jedna histydyna, trzy cysteiny, koordynujacy dwa jony cynkowe [45]. Motywy
PHD odczytuja stopien metylacji przy ogonie histonu H3. AIRE PHD1 nalezy do podrodziny
PHD, ktéra rozpoznaje brak metylacji ogona histonu H3 jako znaczacg cechg epigenetycznag [46].
Na poziomie czasteczkowym przeciwne tadunki utatwiajg interakcje elektrostatyczne pomigdzy
PHDI1 1 H3, jednoczes$nie metylacja niektorych aminokwaséw w histonie H3 (zwlaszcza Argininy
2 1 Lizyny 4) powoduje ich dysocjacje [47]. Pomimo strukturalnego podobienstwa do PHDI,
PHD2 posiada na powierzchni tadunek dodatni, co sprawia, ze nie jest dobrym kandydatem do

interakcji z histonami, jest jednak niezbedny do inicjacji transkrypcji [48].

AIRE posiada rowniez cztery motywy LxxLL (L-Leucyna), ktére sg charakterystyczne dla
biatek wigzacych receptory jadrowe i dziatajacych jako czynniki wptywajace na aktywacje lub
hamowanie transkrypcji [49].

1.3.1.2.2. Mechanizm dzialania AIRE

AIRE dziata odmiennie w poréwnaniu do innych czynnikow transkrypcyjnych. Biatko to
bierze udzial w skoordynowanym ciaggu wydarzen, przeprowadzonym przez kompleksy
wieloczasteczkowe. Wazng wlasciwoscig AIRE jest homomeryzacja do dimerdw i tetramerow, co
umozliwia wigzanie do konkretnych motywow oligonukleotydowych [50]. Znaczace jest, iz
fragmenty promotorowe kilku gendéw, wlaczajac w to niektore geny kodujace antygeny tkankowo
specyficzne, bedace celem ataku komorek autoreaktywnych w myszach z nokautem genu Aire,
zawieraja motywy oligonukleotydowe podatne na tego typu wigzanie [51]. Zdolno$¢ do
homomeryzacji jest przypisana do N-konca AIRE (aminokwasy 1-100). Patogeniczne warianty
AIRE i konstrukty zawierajace delecj¢ w tym regionie, blokuja tworzenie oligomerdéw i

rozpoczecie transkrypcji genow [52].

Pierwszym zidentyfikowanym partnerem dla AIRE jest biatko wigzace CREB (czyli biatko
wiazace si¢ z CRE, CBP), ktoére umiejscowione jest w ciatkach jadrowych (NB, ang. nuclear
bodies) i jest koaktywatorem kilku czynnikow transkrypcyjnych [53]. CBP stabilizuje rowniez
wewnatrzkomorkowa dystrybucje AIRE [54].
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Kolejnymi partnerami dla AIRE s3 czynniki elongacyjny P-TEFb (ang. positive
transcription elongation factor b) oraz kinaza biatkowa zalezna od DNA (DNA-PK, ang. DNA-
dependent protein kinase) [55]. W eksperymentach in vitro DNA-PK fosforyluje AIRE, w miejscu
treoniny 68 1 seryny 156 [56], ponadto DNA-PK wraz z innymi cz3asteczkami
immunoprecypitujacymi razem z AIRE, nalezy do wieloczasteczkowego kompleksu
zaangazowanego w napraw¢ DNA przez niehomologiczne laczenie koncéw [57]. Kolejnym
silnym partnerem dla AIRE jest topoizomeraza Ila. DNA (DNA-TOP) [58]. Topoizomerazy DNA
powoduja usuwanie dodatnich i1 wujemnych superzwojow DNA poprzez generowanie
tymczasowych przerw, co skutkuje miejscowym rozluznieniem chromatyny i utatwia rozpoczecie
transkrypcji genu [59]. DNA-TOPIla doprowadza do przerw w dwuniciowym DNA oraz
przyciaga DNA-PK i polimeraze poli(ADP-rybozy)-1 (PARP1). W eksperymentach na myszach
wykazano, ze wraz z powyzszymi parterami Aire umiejscawia si¢ w dtugich ciggach chromatyny
zwanych superwzmacniaczami, ktore stuza jako magazyny komodrkowo specyficznych
wieloczasteczkowych kompleksow zaangazowanych w transkrypcje 1 zawierajg miejsca
rozpoczecia transkrypcji wiekszosci gendéw zaleznych od Aire. W tym samym badaniu
udowodniono, iz DNA-Topl, enzym wprowadzajacy przerwy w jednoniciowym DNA, jest
glownym partnerem dla Aire przed DNA-Toplla i DNA-ToplIp [60]. AIRE wykazuje funkcje
podobne do kamptotecyny lub etopozydu, powodujac hamowanie aktywnosci DNA-Topl i DNA-
Topll (ponowna ligacja). Nastepstwem tego sa zmiany w chromatynie, powodujace transkrypcje

gendw o niskim poziomie ekspresji [61].

Roéwniez oddziatujaca z homeodomeng kinaza biatkowa typu 2 (HIPK2 - seryno-
treoninowa kinaza biatkowa zlokalizowana w ciatkach jadrowych) fosforyluje AIRE (i CBP) i ma

na nie hamujacy wplyw [62].

1.3.1.3. Modele myszy 7 nokautem genu AIRE

Dostepne 1 stosowane obecnie modele zwierzgce posiadajgce nokaut genu Aire
generowane byly w oparciu o dwie metody: 1) generowanie mutacji analogicznej do mutacji
wystepujacej u pacjentow, lub 2) celowane mutacje majace na celu usunigcie eksondow kodujacych

funkcjonalne domeny Aire.
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Pierwszy model zostal wygenerowany w laboratorium Peltonnena w oparciu o mutacje
powszechnie wystepujaca u finskich pacjentow z APECED [52]. Mutacja ta skutkuje zastapieniem
cytozyny (C) przez tyming (T) w pozycji 889, co powoduje przedwczesne zatrzymanie procesu
translacji i skrocenie eksonu 6 u ludzi. Ten mysi model, cechujacy si¢ limfocytarnymi infiltratami
w réznych organach, obecnoscig auto-przeciwcial oraz problemami z ptodno$cig na skutek
infiltracji organdw rozrodczych autoreaktywnymi limfocytami T, zostal uzyty w nizej opisanych

eksperymentach.

Drugi mysi model odzwierciedla mutacje w locus Aire wsrod anglo-amerykanskiej
populacji pacjentéw z APECED [63]. Mutacja ta polegata na usunigciu fragmentu o dtugosci 13pz
w eksonie 8, co spowodowato zaburzenie domeny biatkowej PHD1. Konsekwencja tej mutacji
byta zwigkszona ilo§¢ zaktywowanych limfocytow T i obecno$¢ autoprzeciwcial. Samce

posiadajace tg mutacj¢ byty bezptodne.

Trzeci model myszy wygenerowany w oparciu o istniejagcg mutacj¢ u pacjentow wioskich
[64] posiada mutacje punktowa w pozycji 809 (G — guanina na T-tymina), powodujac zastgpienie

w tancuchu aminokwasowym domeny SAND glicyny przez tryptofan.

W kolejnym modelu myszy z nokautem genu Aire przedwczesne zakonczenie eksonu 1
powoduje usunigcie eksonu 2 wraz z kilkoma okalajagcymi intronami, co skutkuje powstaniem
niefunkcjonalnego biatka Aire [31]. W konsekwencji, myszy te cechujg si¢ infiltratami
zaktywowanych/autoreaktywnych limfocytow T w wielu organach (np. watrobie czy $liniankach),

obecnos$cig autoprzeciwcial w surowicy.

W ostatnim mysim modelu Aire k/o, kasetg neomycynowg zastgpiono fragment od eksonu
5 do eksonu 12 w locus genu Aire, co spowodowato skrocenie biatka Aire, ktore nie zawierato
duzego fragmentu z jego domeny funkcjonalnej [65]. Konsekwencjg tej mutacji byta indukcja
choroby podobnej do syndromu Sjogrena z infiltracjg limfocytow T do gruczotéow tzowych, co

powodowato redukcje tzawienia u tych myszy.

W tabeli 1.1 podsumowano w skrocie réznice zarowno w rodzaju mutacji dostepnych
modeli, jak i1 ich charakterystyke i objawy chorobowe. Model myszy, ktory stosujemy w
laboratorium ma niezbyt silne objawy, co utrudnia analizg, jest jednak duzo bardziej adekwatny

do badan nad ludzmi, poniewaz ma bezposrednie przetozenie na pacjentow z APECED.
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Poznanie mechanizméw, ktére leza u podstaw chordb autoimmunologicznych (na
przyktadzie autoimmunologicznego zespolu niedoczynnosci wielogruczotowej typu 1) moze
wplyngé¢ na opracowanie ulepszonych protokotéw uzycia swoistych klondéw limfocytow T

regulatorowych w terapii chorob autoimmunologicznych.
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2. ZALOZENIA I CEL PRACY

Celem pracy jest zbadanie wptywu prezentacji zaleznych od Aire antygenow tkankowo-
swoistych na rozwoj, réznorodnos¢ i auto-reaktywnos¢ limfocytow T regulatorowych w grasicy i
organach obwodowych, jak réwniez identyfikacja klonow odpowiedzianych za uszkodzenia

organdow w myszy posiadajacej nokaut genu Aire [52].

Do realizacji postawionych celow zastosowano mysz transgeniczng o ograniczonym
repertuarze TCR (TCR™™) [66]. Powyzsza mysz zostata skrzyzowana z mysza TCRa*® (brak
ekspresji fancucha a TCR skutkujaca brakiem limfocytow T), a nastepnie z myszg transgeniczng
B6Foxp3™P2, ekspresjonujacg jako ludzkie biatko fuzyjne hCD2-CD52 pod promotorem genu
Foxp3 [67].

Limfocyty T z wyzej przedstawionego modelu myszy, charakteryzujg si¢ ekspresja
jednego tancucha V beta (VB14) oraz jednego V alfa (Va2), mogacego naturalnie rearanzowac z
jednym z dwodch segmentoéw J (Ja2 lub Ja26), skutkiem tego r6znorodno$¢ receptorow komorek
T CD4" z heterozygoty TCR™™ ograniczona jest jedynie do zmiennoéci generowanej w regionie
CDR3 tancucha TCRa (ang. Complementarity - Determining Region). Poniewaz Foxp3 uwazany
jest obecnie za najbardziej swoisty marker komorek regulatorowych CD4", ekspresja ludzkiego
CD2 (hCD2) pod jego promotorem umozliwia $ledzenie dystrybucji tych komoérek w rdéznych

organach oraz upraszcza ich identyfikacje i izolacje.
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3. MATERIALY I METODY

3.1.

3.1.1.

Odczynnik Producent

Materialy

agaroza

Odczynniki chemiczne

Thermofisher

alkohol etylowy

Thermofisher

alkohol izopropylowy

Thermofisher

bromek etydyny

Sigma

chlorek amonu

Sigma

dATP Thermofisher
dCTP Thermofisher
dekstroza Sigma
deoksyrybonukleaza | (DNaza I) Roche

dGTP Thermofisher
DMSO Cellgro
dTTP Thermofisher
EDTA Sigma
endogenne aminokwasy (100x) Corning
FBS HyClone

fenol/chloroform/alkohol izoamylowy

Thermofisher

czerwien fenolowa

Sigma

formalina Thermofisher
gentamycyna Gibco
glikogen Gibco
HAT Gibco
heparyna Sigma
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HT

Gibco

kolagenaza typu D

Roche

kwas solny (HCI)

Thermofisher

L-glutamina Gibco
MEM (ang. Minimal Eagle Medium) Gibco
2-merkaptoetanol Sigma
nadsiarczan amonu Sigma
niezbedne aminokwasy (50x) Gibco
octan amonu (CH3COONH,) Sigma
odwrotna transkryptaza (SuperScript Il1) Invitrogen
odwrotna transkryptaza (MMLV) Promega
PBS Gibco
penicylina G Sigma
pirogronian sodu Sigma
Polimeraza Perfect Taq 5 PRIME
polimeraza Taq (AccuPrime) Invitrogen

polimeraza Taq (DreamTaq)

Thermofisher

proteinaza K Invitrogen
przypadkowe heksamery Invitrogen
RNaza H Invitrogen
RNaza OUT Invitrogen
SDS Sigma
streptomycyna Sigma
Tris Sigma
Tween 20 Sigma
wodorotlenek sodu (NaOH) Sigma
wodoroweglan sodu (NaHCO3) Sigma
zestaw do izolacji RNA Qiagen
zestaw do oczyszczania produktu PCR Qiagen
zestaw do izolacji DNA z zelu agarozowego Qiagen
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zestaw do oznaczania cytokin w surowicy
Biolegend
krwi (LEGENDplex)
zestaw do testu immunoenzymatycznego
ELISA na obecnos¢ przeciwciat IgG w Invitrogen
surowicy
3.1.2. Bufory, roztwory standardowe i pozywki
hodowlane.

Uzyte w pracy bufory, roztwory standardowe 1 pozywki hodowlane pochodzity zaréwno

ze zrddel komercyjnych, jak rowniez byly przygotowywane wtasnorecznie.
e 0,5MEDTA (pH 8,0)

Roztwor stosowany jako sktadnik buforu do lizy tkanek komoérkowych, jak rowniez w

trakcie izolacji komorek T pochodzacych ze $ciany jelita grubego.

Sktad na 0,5 litra roztworu

EDTA 93,05g

Woda Mili-Q 10,5L

pH ustalano przy pomocy 10M NaOH. Po przefiltrowaniu przez 0,22um filtr, roztwor

przechowywano w temperaturze pokojowe;.
e Bromek etydyny (10mg/mL)

Roztwor uzywany w celu wizualizacji DNA po rozdziale w procesie elektroforezy.

Sktad na 50 mililitrow

Bromek etydyny 500mg

Woda Mili-Q ™50mL

Po rozpuszczeniu roztwor przechowywano w temperaturze pokojowej, chronigc od stonca.
e 0,1 M Bufor boranowy

Bufor stosowany do rozcienczania przeciwcial anty-CD3 oraz anty-CD28 przy

optaszczaniu ptytek do hodowli limfocytéw T regulatorowych.
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Sktad na 1 litr roztworu

HsBOs 6.18g

Woda Mili-Q ML

Bufor o pH 8.5 autoklawowano i przechowywano w 4°C.

e Bufor dla odwrotnej transkryptazy (zestaw Superscriptlll, 10x) firmy

»lnvitrogen

Bufor zakupiony gotowy w firmie ,,Invitrogen”, przechowywany w temperaturze -20°C.

Tris-HCI (pH 8,4) 200mM

KCl 500mM

e Bufor dla polimerazy AccuPrime Taq (10%)

Bufor zakupiony gotowy w firmie ,,Invitrogen”, przechowywany w temperaturze -20°C,

pH 8,9.

Tris-SO4 600mM
(NH4)2S04 2mM
dATP 2mM
dTTP 2mM
dGTP 2mM
dCTP 2mM
Glicerol 10%

e Bufor dla polimerazy PerfectTaq (10%) firmy 5 PRIME

Bufor zawiera 15mM MgCl. Sklad szczegdtowy zastrzezony przez producenta.

e Bufor do lizy koncéwek mysich ogonéow
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Bufor stosowany w procesie genotypowania kolonii do trawienia fragmentéw obcigtego

ogona ponumerowanej myszy.

Sktad na 100 mililitrow roztworu

1 M Tris, pH 8,0 10mL
0,5M EDTA ImL
10% SDS 3mL
5 M NacCl 4mlL
Proteinaza K (20mg/mL) 3mL
Woda Mili-Q ™N100mL

Bufor przechowywano w temperaturze pokojowe;.
e Bufor obciazajacy (6x st¢zony)

Bufor stosowany do nanoszenia probek DNA na zel agarozowy.

Sktad na 50 millilitrow

Sacharoza 20g
Btekit bromofenolowy 125mg
Woda Mili-Q N50mL

e Buforowany chlorek amonu (pH 7.2)

Bufor stosowany do lizy erytrocytow.

Sktad na 1 litr roztworu

NH,CI 8,3g
KHCO3 1g
Czerwien fenolowa 0,5%
Woda Mili-Q ML

Po przefiltrowaniu przez 0,22 um filtr, bufor przechowywano w temperaturze pokojowe;.

e Buforowany fosforanem roztwor soli fizjologicznej bez wapnia i magnezu (PBS,

od ang. Phosphate Buffered Saline)
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Bufor stosowany do rozpuszczania substancji stosowanych przy pracy z komodrkami
eukariotycznymi, jak roéwniez do rozcienczania przeciwcial. Roztwor przygotowywany przez

rozpuszczenie proszku o sktadzie:

Sktad na 1 litr roztworu

KCl 0,2¢g
KH2PO4 0,2g
NacCl 8g
Na2HPO4 1,15¢

pH ustalano przy pomocy 10M NaOH. Po autoklawowaniu bufor przechowywano

w 4°C.

e Buforowany roztwor Hanksa (HBSS, od ang. Hank's Buffered Salt Solution, pH
7,1-7,2)

Bufor stosowany w trakcie izolacji, przemywania, jak réwniez w trakcie barwienia i

analizy cytometrycznej komorek eukariotycznych. Roztwor przygotowywany przez rozpuszczenie

Sktad na 1 litr roztworu

proszku o skladzie:

Kcl 0,4g
KH2PO4 0,06g
NacCl 8g
Na2HPO4 0,0477g
D-Glukoza 1g

pH ustalano przy pomocy 10M NaOH w obecnosci czerwieni fenolowej. Po

przefiltrowaniu przez 0,22 pum filtr, bufor przechowywano w temperaturze 4°C.
e Bufor TBE

Bufor do przeprowadzania elektroforezy DNA z firmy ,,National Diagnostics”. St¢zenie
koncowe (1x) przygotowywano przez rozcienczenie 10x stezonego roztworu woda milliQ. Sktad

10xTBE przedstawiono ponizej:
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Sktad na 1 litr roztworu

TRIS 108g
EDTA (pH 8.0) 40mL
H3BO3 55g
Woda Mili-Q ML

e Pozywka CTM (od ang. Complete Tumor Medium)

Komorki eukariotyczne hodowano w pelnej pozywce Minimal Eagle Medium

uzupeltnionej nastgpujacymi dodatkami:

Sktad na 0,5 L roztworu

oMEM 500mL
“tumor cocktail” 30mL
FBS (termicznie inaktywowana) 50mL
L-glutamina (200 mM) 5mL

¢ Roztwor do zamrazania komodrek eukriotycznych

oMEM 858,5mL
“Tumor cocktail” 51,5mL
FBS 500mL
DMSO 250mL
2-merkaptoetanol 5,8uL

Catos¢ filtrowano przez filtr 0,22 um, poporcjowano po 12 mL i przechowywano w -20°C.

e _ Tumor cocktail”

Mieszanina zwigzkow potrzebnych komorkom do wzrostu dodawana do pozywki

hodowlanej, przechowywana w porcjach po 30 mL w temperaturze -20°C.

aMEM 351mL

Dekstroza 7,5g
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Niezbedne aminokwasy (50x) 75mL

Endogenne aminokwasy (100x) 140mL

Pirogronian sodu (100x) 100mL

Przy uzyciu 10 M NaOH doprowadzono pH do wartosci 7,0, nastgpnie dodajac:

NaHCOs 8,58
Gentamycyna 500mg
Penicylina G 600mg
Streptomycyna (siarczan) 1g
2-merkaptoetanol 34uL

Catos¢ filtrowano przez filtr 0,22 um, porcjowano po 30 mL do probéwek i

przechowywano w temperaturze -20°C.

e Zestaw do izolacji RNA firmy ,,Qiagen” zawiera:

Bufor RLT do lizy komorek, suplementowany w 0,14 M 2-merkaptoetanol
Bufor RW1 do pierwszego przemywania kolumny

Bufor RDD do rozcienczania DNazy I

Bufor RPE do ponownego przemywania kolumny, zawiera etanol
Szczegotowy sktad buforéw zastrzezony przez producenta.

e Zestaw do oczyszczania produktu PCR firmy ,,Qiagen” zawiera:

Bufor PB do zwigzania fragmentéw DNA do kolumny
Bufor PE do przemywania kolumny zawiera etanol

Bufor EB do wymywania fragmentéw DNA z kolumny. Szczegotowy skiad buforéw

zastrzezony przez producenta.

e Zestaw do izolacji DNA z zelu agarozowego firmy ,,Qiagen” zawiera:

Bufor QG do rozpuszczania zelu agarozowego i wigzania fragmentow DNA do kolumny

Bufor PE do przemywania kolumny, zawiera etanol
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Szczegbdtowy sktad buforéw zastrzezony przez producenta.

o Zestaw do testu immunoenzymatycznego ELISA na obecnos$¢ przeciwcial IgG w

surowicy zawiera:

250x stezone przeciwcialo wychwytujace

250x stezone przeciwcialo wykrywajace — zmiareczkowane anty-mysie poliklonalne

przeciwciato do IgG skoniugowane z peroksydaza chrzanowg
Standard: liofilizowany mysi izotyp biatka IgG, po rozpuszczeniu w stezeniu 200 ng/mL

Bufor do optaszczania: 10x stezony buforowany fosforanem roztwor soli fizjologicznej

(PBS)

Bufor do testu: 20x stgzony bufor A (PBS, 1% Tween 20, 10% albuminy surowicy bydlecej
BSA (ang. Bovine Serum Albumin)

Roztwor substratu: roztwor tetrametylobenzydyny (TMB)

e Zestaw do oznaczania cytokin w surowicy krwi (LEGENDplex) zawiera (panel

Th3):

Kulki kalibracyjne: FITC 1mL
Kulki kalibracyjne: PE 1mL
Kulki kalibracyjne: czyste 1mL
Streptawidyna PE Sigma
LEGENDplex matryca B, liofilizowana 1 amputka
Bufor do testu (zastrzezony sktad) 25mL
Bufor do ptukania (20x stezony) 25mL
Kulki kalibracyjne, specyficzne do panelu Th3

3,5mL
(zmieszane)
Przeciwciata do detekcji 3,5mL
Liofilizowana mieszanka standard dla panelu Th3 lamputka

Panel Th3 zawierat kulki kalibracyjne do detekcji mysich cytokin IFHy, IL-5, TNF-a., IL-
2,IL-6, IL-4, IL-10, IL-9, IL-17A, IL-17F, IL-22 1 IL-13.
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e Zielony bufor dla polimerazy DreamTaq (10%) firmy ,,Thermo Scientific”

Zielony bufor, zawiera w sktadzie zwigzek obcigzajacy, ktory eliminuje konieczno$¢
stosowania buforu obcigzajacego, oraz dwa barwniki stuzace do §ledzenia migracji DNA na zelu
agarozowym. Barwnik niebieski migruje na 1% zelu agarozowym réwnolegle z fragmentami 3-5
pz, natomiast barwnik zotty migruje szybciej, niz fragment o dtugosci 10 pz. Bufor zawiera

rowniez KCI 1 (NH4)2S04 w stezeniach zastrzezonych przez producenta.

MgCL, 20mM
Nonoxynol-3 <0,9%
Glikol polietylenowy 7-13%
Sacharoza 10-30%

o Zel agarozowy 1%

Zel stosowany byt do rozdziatu kwaséw nukleinowych.

Sktad na 100 mililitrow

Agaroza 1g
1xTBE 100mL
Bromek etydyny 5wl

e Standardy DNA wykorzystywane podczas pracy z kwasami nukleinowymi

—
- =12,000

-5.000

-2.000
= 1,650

-1,000
-850

-650
=500
-400
=300
=200

-100

Rysunek 3.1. Standard DNA uzywany podczas analizy kwasow nukleinowych (pz- para zasad) DNA
1Kb Plus DNA Ladder firmy Invitrogen.
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e Startery oligonukleotydowe

Startery oligonukleotydowe w formie liofilizowanej syntetyzowane byly w firmie
Invitrogen. Po rozpuszczeniu w wodzie Mili-Q do stezenia 100uM, startery byly przechowywane
w -20°C. Do reakcji PCR stosowanej w celu genotypowania myszy, uzywano 20uM roboczych

roztwordw starteréw oligonukleotydowych.

Sekwencja starteréw stosowanych do genotypowania myszy

mAct_rev 5’- GAT GTC GCG CAC AAT CTCACG TTC AG -3’
mAct_s 5’- TGT CAT GGT AGG TAT GGG TCA GAA GG -3’
PTB-Jb2.6_3' 5- TACTAT CGATTT CCCTCCCGG AGATTCC-3
TB179 5- ACG ACCAATTCATCCTAAGCAC-3
PTA JaNO7 5- GAC TTA CCT GGC TTT ATA ATT AGC TTG -3’
Va-Ja,_ 5’ 5’- TAA CAC TTG GCA AGA GTT ACT CATTTA G -3’
hCD2 For. 5’- TCT CAG ACT CAG GAT GACTGT -3’
hCD2 WT Rev 5’- ATT GCT TGA GGC TGC GTATGA -3’
hCD2 KI Rev 5- GGCTTC GGC CAGTAACGTTA-3’
Nur77 F 5’- CGG GTC AGA AAG AAT GGT GT -3’
Nur77 R 5’- CAG TTT CAG TCC CCATCCTC -3’
Aire 2000T 5’- CCG TGA TAT TGC TGA AGA GC -3’
Aire 7R 5’- CTC ACT GGG GAG GGATGG A -3’
Aire 6F 5’- CAT TCA GGT TGG GGG AGA GT -3’

Sekwencja starteréw stosowanych do przygotowania materiatu do

sekwencjonowania metodj lllumina

TCR_Ca3 5’- TCG GCA CAT TGA TTT GGG AGT C-3’

Va2_88s 5’- CAG CAG GTG AGA CAA AGT CccCcC-3

5’- CAC TCT TTC CCT ACA CGA CGC TCT TCC GAT CTA CAG ACT CTC AGC
Va2 ill
CTG GAG ACT CAGCT -3’

5’- GTG ACT GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TTT AACTGG TAC
Coalill
ACAGCAG-3'
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5’- CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA GAT ........ GTG ACT GGA GTT CAG ACG
o TGT GCT CTT CCG ATC -3’
5’- AAT GAT ACG GCG ACC ACC GAG ATC TACAC ........ ACA CTC TTT CCC
o TAC ACG ACG CTC TTC CGA TCT -3’
Nazwa  Sekwencje indekséw 5 (i5) Sekwencje indeksow 7 (i7)
1 TATAGCCT ATTACTCG
2 ATAGAGGC TCCGGAGA
3 CCTATCCT CGCTCATT
4 GGCTCTGA GAGATTCC
5 AGGCGAAG ATTCAGAA
6 TAATCTTA GAATTCGT
7 CAGGACGT CTGAAGCT
8 GTACTGAC TAATGCGC
9 TTCGGATG CGGCTATG
10 ACTCATAA TCCGCGAA
3.1.3. Przeciwciala

Antygeny bialkowe wykrywano metoda cytometrii przeplywowej przy zastosowaniu

przeciwcial monoklonalnych skoniugowanych z fluorochromami.

Stezenie
Przeciwciato Koniugat RozcienAczenie Producent
(mg/mL)
anty-CD4 GK1.5 BV510 0,2 1:400 BiolLegend
anty-CD4 GK1.5 APC 0,2 1:400 BiolLegend
anty-CD8 SK1 PE-Cy5.5 0,2 1:300 BiolLegend
anty-hCD2 S5.2 BV610 0,2 1:300 eBioscience
anty-CD44 IM7 e-Fluor 450 0,2 1:200 Thermofisher
anty-CD62L  MEL-14 APC-Cy7 0,2 1:200 BiolLegend
anty-PD-1 J43 SB702 0,2 1:200 BiolLegend
anty-CD73 TY/11.8 PE 0,2 1:200 BiolLegend
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anty-CD71 RI7217 PE/Dazzle594 0,4 1:200 BiolLegend
anty-CD11c N418 APC 0,4 1:200 BiolLegend

anty-TCR Va2 B20.1 PE 0,2 1:400 BiolLegend
3.14. Linie komorek eukariotycznych

3.1.4.1. Komorki BW5147

Komoérki BW5147 stosowano do generowania hybrydom limfocytow T. Jest to linia
komoérkowa mysiego grasiczaka BWS5147 opisana przez [68], charakteryzujaca si¢ brakiem
ekspres;ji tancuchéw a 1 B receptora limfocytow T. Komodrki hodowano w pelnej pozywce CTM

w atmosferze 5% COz i temperaturze 37°C.

3.1.5. Myszy

Myszy hodowano w zwierzgtarni Georgia State University w $srodowisku wolnym od
patogenow. Hodowle jak rowniez eksperymenty na zwierzgtach prowadzono zgodnie z
wytycznymi komisji bioetycznej Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) Georgia

State University.

3.1.5.1. Myszy dostegpne komercyjnie

Myszy o tle genetycznym C57BL6\TCRaX, zostaly <% v firmie ,,The Jackson
Laboratory” (Bar Harbor, ME, USA). Myszy TCRa*" cechuje brak receptora alfa i beta komorek
T, w ich grasicy nie wystepuja komorki CD4"CD8 i CD4CDS8". Myszy C57BL6, TCRaX®
uzywano do krzyzowania z myszami transgenicznymi TCR™™, Foxp3"“P2, Nur77GFP i Aire*°.

Szpik pochodzacy z myszy TCRa® byt uzywany do stymulacji hybrydom.

3.1.5.2. Myszy transgeniczne

3.1.5.2.1. Mysz transgeniczna TCR™M
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Model myszy transgenicznej TCR™™ zostal skonstruowany w laboratorium Dr. Leszka
Ignatowicza i opisany w artykule z 2006 roku [66]. Mysz transgeniczna TCR™™ charakteryzuje
si¢ ekspresja poliklonalnego lecz zredukowanego zestawu receptorow limfocytow T (TCR — T
Cell Receptor). W myszy TCR™" wszystkie limfocyty T expresjonuja ten sam transgeniczny
taficuch VB14-JB2.6, ale rozne tancuchy TCRa, ktdre powstaja w czasie naturalnej rearanzacji
transgenicznego mini-locus. Myszy te sa heterozygotami w odniesieniu do transgenicznego mini-
locus Va2-Ja26(Ja2), nie posiadaja rowniez endogennego tancucha TCRa, w zwigzku z czym
roznorodnosc¢ repertuaru TCR jest ograniczona jedynie do regionu CDR3 (ang. Complementarity-

Determining Region 3) pojedynczego, transgenicznego tancucha TCRa.

Kombinacyjna réznorodno$é repertuaru limfocytéow T w myszy TCR™™ jest niewielka,
jednak przypadkowe dodawanie i usuwanie nukleotydéw w obrebie regionu CDR3 generuje w
przyblizeniu 10° réznych receptorow alfa i beta obwodowych komérek T (w poréwnaniu do
szacowanej liczby 10!° réznych receptoréw w myszy typu dzikiego). W myszy transgenicznej
TCR™" mozna poprzez sekwencjonowanie regionu CDR3 receptora komorek T poréwnywaé i
$ledzi¢ komorki CD4", posiadajace te same lub unikalne receptory w roznych populacjach i

organach.

Mysz TCR™" powstata poprzez skrzyzowanie myszy posiadajacej ekspresje konstruktu
genowego Va2.9Ja2/Ja26 z mysza transgeniczng TCRp.

Aby wygenerowa¢ wektor ekspresyjny, ktory kodowat fragmenty gendéw Vo2 i Ja26
tancucha a receptora aff limfocytéw T specyficznego do AbEp63K w linii zarodkowej,
zamplifikowano odpowiednie fragmenty genow ze sztucznego chromosomu bakteryjnego (BAC)
przy uzyciu reakcji tancuchowej polimerazy (PCR). Fragment DNA o dilugosci 1,5 kpz
zawierajacy gen Vo2 zostat zamplifikowany z klonu BAC20, a fragment DNA o dtugosci 1,2 kpz
zawierajacy Ja26 zostal zamplifikowany z klonu BAC77. Produkty PCR-6w zostaty nastepnie
zsekwencjonowane, i oba fragmenty zostaty potaczone poprzez miejsce restrykcyjne dla enzymu
Sacl, 1 wklonowanie do kasety ekspresyjnej pTa [69] przecigtej enzymatycznie przy zastosowaniu
enzymow restrykcyjnych Xmal 1 Notl. Powstaly konstrukt posiadat gen Va2 w linii zarodkowe;,
nastgpnie fragment intronu o dlugosci 1.4kpz 1 Ja26. Dodatkowo fragment Ja2 byt umiejscowiony
ponizej segmentu Ja26 i byt on czgscia wektora ekspresyjnego. Taki konstrukt uzyto do

mikroiniekcji do zaptodnionej komorki jajowej myszy C57/BL6. Otrzymang mysz krzyzowano z
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mysza transgeniczng TCRp, ktora otrzymano przez mikroiniekcje konstruktu VB14-Dp2-JB2.6
tancucha VP oraz kasete pT do zaptodnionej komorki jajowej myszy (C57BL/6 x CBA/Ca) [70].
W koncowym etapie, otrzymang mysz skrzyzowano z myszag TCRoX°, aby usuna¢ endogenne
tancuchy TCRVa i uzyska¢ ekspresj¢ jedynie transgenicznego tancucha TCRVa2, uzyskujac
mysz TCR™™M,

3.1.5.2.2. Mysz transgeniczna Nur77GFP

Konstrukt uzyty przy tworzeniu myszy Nur77GFP powstat poprzez wprowadzenie cDNA
biatka fuzyjnego GFP-Cre w miejsce startu genu Nr4al (Nur77) przy uzyciu sztucznego
chromosomu bakteryjnego (Bacterial Artificial Chromosome) o dlugosci 167pz. Fragment tego
wektora o dtugosci okoto 135pz zostat wycigty przy pomocy miegjsc restrykcyjnych dla enzymu
BsiWI 1 wprowadzony przy pomocy mikroiniekcji do embrionow myszy C57Bl/6] (B6) w
Laboratorium Mysiej Genetyki (Mouse Genetics Laboratory) na Uniwersytecie Minesoty

(University of Minnesota) [71].
3.1.5.2.3. Mysz transgeniczna Foxp3h¢P?2

Mysz transgeniczna Foxp3"©P? [

67], wygenerowana w laboratorium Shohei Hori w celu
wizualizacji i izolacji zywych limfocytéw regulatorowych, ekspresjonuje ludzkie biatko fuzyjne
(hCD2-CD52) pod promotorem genu Foxp3. Dzi¢ki ekspresji reporterowego biatka fuzyjnego
hCD2-CD52 mozliwa jest wizualizacja populacji limfocytow T regulatorowych przy uzyciu
przeciwciata monoklonalnego anty-hCD2 metoda cytofluorometrii przeplywowej, oraz
sortowania zywych komorek w celu hodowli in vitro bez koniecznosci znakowania
wewnatrzkomorkowego. W celu wygenerowania konstruktu do myszy Foxp3"P2, 5,4pz fragment
genu Foxp3 zawierajacy ekson 10-11 zostat wklonowany do wektora pBluescript przy
zastosowaniu miejsc dla enzymoéw restrykcyjnych EcoRI 1 Smal. Kaset¢ IRES-hCD2
wygenerowano zastepujac sekwencje kodujaca biatko zielonej fluorescencji (EGFP) w wektorze
MIGR1 fragmentem cDNA kodujacym hCD2-CDS52 i nastgpnie dotaczono fragment markera
selekcyjnego neomycyny otoczony sekwencjami loxP. Koncowy konstrukt powstat przez
wklonowanie kasety IRES-hCD2-CD52-loxP-Neo-loxP pomi¢dzy sekwencje kodonu stop a
sekwencje kodujaca sygnat poliadenylacji w genie Foxp3 w miejscu specyficznym do enzymu

restrykcyjnego Mscl. Ostatecznym krokiem byto wklonowanie markera selekcyjnego w postaci

44



kinazy tymidynowej na koncu 3’ konstruktu, ktory nastepnie zostal zlinearyzowany enzymem
restrykcyjnym Clal 1 wprowadzony do komorek macierzystych, wygenerowanych z myszy B6,
przy pomocy elektroporacji. Rekombinacja homologiczna zostata potwierdzona w koloniach
komorkowych opornych na neomycyng¢ przy uzyciu reakcji tancuchowej polimerazy (PCR), jak
réwniez metody hybrydyzacji Southerna, a pozytywne komorki macierzyste zostaty wstrzyknigte

do zarodkow myszy C57BL/6 w stadium blastocysty.
3.1.5.2.4. Mysz transgeniczna Airek°

Mysz transgeniczna Aire*® [72] wygenerowana w laboratorium Leena Peltonen zostata
zaprojektowana w taki sposob, aby mozliwie jak najblizej imitowaé najczesciej wystepujaca u

ludzi mutacj¢ w genie A/RE, skutkujaca terminacjg sekwencji kodujacej w eksonie 6.

Sekwencja docelowa mysiego genu Aire zostata sklonowana z mysiej fagowej biblioteki
genomowej przy uzyciu cDNA ludzkiego genu A/RE jako sondy. Docelowy konstrukt
wygenerowano poprzez wprowadzenie dwoch fragmentéw mysiego genu Aire do plazmidu pPNT.
Pierwszy fragment o dtugosci 5,3 pz, zawierajacy sekwencje okalajace intronu 6 (16 pz przy koncu
3’) 1 eksony 7-12 (5270 pz), zostat wprowadzony w miejsce ciecia dla enzymu restrykcyjnego
Xbal, skutkujac umiejscowieniem genu opornosci na kinaz¢ tymidynowa w pozycji 3’ od tego
fragmentu. Drugi fragment o dtugosci 1,8 pz, zawierajacy eksony 4-5 (588pz) i sekwencje
okalajace intron 5 (1177pz), zostat wprowadzony w miejsce ciecia dla enzymu restrykcyjnego
Xhol, skutkujagc umiejscowieniem genu opornosci na neomycyne w miejscu sgsiadujacym z
uszkodzonym eksonem 6. Nast¢pnie inserty z mysiego genu Aire zostaty zamplifikowane przy
zastosowaniu tancuchowej reakcji polimerazy (PCR z ang. Polymerase Chain Reaction) i
starter6w zawierajacych sekwencje dla trawienia enzymow restrykcyjnych Xbal 1 Xhol. Po
weryfikacji orientacji przy uzyciu sekwencjonowania, docelowy konstrukt zlinearyzowano przy
zastosowaniu enzymu restrykcyjnego Notl 1 wprowadzono do linii komoérek macierzystych J129
w procesie elektroporacji. Pozytywne komorki macierzyste wyselekcjonowano przy uzyciu G418
(gentamycyna) i Gancyklowiru. Homologiczna rekombinacja zostata potwierdzona przy uzyciu
reakcji tancuchowej polimerazy, pozytywne komorki macierzyste zostaty wstrzykniete do

zarodkéw myszy C57BL/6 w stadium blastocysty.
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Rysunek 3.2. Konstrukcja wektora uzytego do produkcji myszy AireX.
Na schemacie przedstawiono modyfikacje wektora uzytego do ukierunkowanego zaklocenia genu Aire.

3.2. Metody

3.2.1. Izolacja limfocytow T z narzadow limfatycznych

Limfocyty izolowano z grasicy, weztow chtonnych obwodowych: pachowych,
ramieniowych, pachwinowych, ledzwiowych, krzyzowych oraz weztéw chtonnych krezkowych.
Po izolacji narzady limfatyczne umieszczano w roztworze HBSS z dodatkiem 5% FBS. Zawiesing
komorek przygotowywano przez mechanicznie rozcieranie w woreczkach nylonowych o
wielkosci porow 100um. Komorki zawieszano w 3mL HBSS z dodatkiem 5% FBS, liczono w
aparacie Z1 Coulter Counter (Beckman-Coulter), a nastepnie wirowano przez 10 minut z
predkoscig 300xg. Pelet zawieszano w ImL roztworu HBSS z 5% FBS i filtrowano przez filtr
nylonowy (wielko$¢ poréow 40um). Tak otrzymang zawiesing komorek znakowano
przeciwcialami monoklonalnymi 1 izolowano na sorterze do komorek firmy Sony (rozdziat 3.2.9),
lub alternatywnie 10° komorek przenoszono na dotek 96-cio dotkowej ptytki okraglodenne;,
znakowano przeciwcialami monoklonalnymi, a nastgpnie analizowano na cytometrze

przeptywowym (rozdziat 3.2.8).
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3.2.2. Izolacja limfocytéw CD4" z blaszki wlasciwej jelita
grubego

Po otwarciu jamy brzusznej i wyizolowaniu we¢zlow krezkowych ostroznie odsuwano
okalajacg jelito tkanke thuszczowa. Jelito cienkie izolowano odcinajac je w miejscu zakonczenia

zotadka 1 rozpoczecia dwunastnicy, jednoczes$nie usuwajac thuszcz przylegajacy do $ciany jelita.

W celu oczyszczenia $wiatla jelita po rozcigciu tkanki wzdhuz catego odcinka jelito
umieszczano w 10cm szalce Petriego zawierajacej 10mL zimnego roztworu HBSS z 5% FBS i
wyptukiwano zawarto$¢ poprzez energiczne mieszanie tkanki. Procedur¢ powtarzano do

uzyskania klarownego roztworu.

W celu usunigcia warstwy komorek epitelialnych, oczyszczone odcinki jelita cigto na
I,5cm fragmenty i umieszczano w probowce 50mL typu Falcon z 15mL roztworu HBSS
zawierajacego 10% FBS oraz 2uM EDTA w temperaturze 37°C w celu chelatowania jonow
wapnia niezb¢dnych do zachowania kontaktu komoérka-komoérka. Fragmenty inkubowano 15
minut w cieplarce w temperaturze 37°C, wytrzasajac delikatnie z predkoscig 140 obrotow na

minute. Procedure t¢ powtarzano 3 razy, uzywajac kazdorazowo $wiezego roztworu.

Po usunigciu warstwy epitelialnej fragmenty jelita przeptukiwano doktadnie roztworem
HBSS w celu pozbycia si¢ EDTA, ktére wplywa na proces trawienia enzymatycznego. Po
osuszeniu na papierowym reczniku, fragmenty jelita przenoszone byly na 60mm szalke Petriego,
a nast¢pnie cigte na miazge przy uzyciu nozyczek chirurgicznych. Nastgpnie w celu uwolnienia
limfocytéw z blaszki wilasciwej, fragmenty tkanki umieszczane byty w 50mL probowce typu
Falcon zawierajacej 15mL pozywki hodowlanej MEM z dodatkiem 10% FBS i Img/mL
kolagenazy D wraz z 0,Img/mL DNazy I ogrzanej do 37°C. Trawienie enzymatyczne
przeprowadzone byto przez 20 minut w temperaturze 37°C wytrzasajac z predkoscig 140 obrotow
na minut¢. Po uptywie 20 minut probowki wirowano przy predkosci 300xg przez 5 minut w celu
usunig¢cia enzymow z roztworu. Pelet komorek i pozostatosci tkankowych zawieszano w 15mL
buforu HBSS zawierajacego 10% FBS a nastepnie filtrowano przez filtr o $rednicy porow 100pum.

Fragmenty, ktore pozostaly na filtrze rozcierano mechanicznie 1 taczono z przesgczem.

Zawiesina byta nast¢pnie przepuszczana przez kolumne z upakowang watg szklang w celu

eliminacji martwych komorek oraz pozostatosci $luzu. Wata szklana umieszczana byta luZzno na
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wysokos¢ 4cm w  10mL  strzykawce. Przed przepuszczeniem zawiesiny kolumna byla
rownowazona poprzez przelanie 10mL buforu HBSS w temperaturze pokojowej. Po
przefiltrowaniu zawiesiny, kolumna byla 3-krotnie przeptukana 10mL buforu HBSS. Przesacz
zbierano do czystej proboéwki 50mL typu Falcon. Komorki nastgpnie wirowano, a pelet

zawieszano w 1mL buforu HBSS z dodatkiem 5% FBS 1 umieszczano na lodzie.

3.2.3. Izolacja komorek z prostaty, jader i jajnikow

Prostate, jadra 1 jajniki izolowano do roztworu bufor HBSS z dodatkiem 5% FBS. Po
osuszeniu na papierowym r¢czniku, organy przenoszone byly na 60mm szalke Petriego (Fisher),
a nastepnie cigte na miazge przy uzyciu nozyczek chirurgicznych. Nastgpnie w celu uwolnienia
limfocytoéw, fragmenty tkanki umieszczane byly w 50mL probdéwce typu Falcon zawierajacej
I15mL pozywki hodowlanej MEM z dodatkiem 10% FBS i Img/mL kolagenazy D wraz z
0,Img/mL DNazy I ogrzanej do 37°C. Trawienie enzymatyczne przeprowadzone byto przez 60
minut w temperaturze 37°C wytrzasajac z predkoscia 140 obrotéw na minute. Po uptywie 60 minut
probowki wirowano przy predkosci 300xg przez 5 minut w celu usunig¢cia enzymow z roztworu.
Pelet komorek 1 pozostatosci tkankowych zawieszano w 15mL buforu HBSS zawierajacego 10%
FBS a nastepnie filtrowano przez filtr o $rednicy poréw 100um. Fragmenty, ktore pozostaty na

filtrze rozcierano mechanicznie i taczono z przesgczem.

Zawiesina byla nastepnie przepuszczana przez kolumne z upakowang watg szklang w celu
eliminacji martwych komorek. Wata szklana umieszczana byta luzno na wysokos$¢ 4 cm w 10mL
strzykawce. Przed przepuszczeniem zawiesiny kolumna byta réwnowazona poprzez przelanie
10mL buforu HBSS w temperaturze pokojowej. Po przefiltrowaniu zawiesiny, kolumna byta 3-
krotnie przeptukana 10mL buforu HBSS. Przesacz zbierano do czystej probowki S50mL typu
Falcon. Komorki nastepnie wirowano, a pelet zawieszano w ImL buforu HBSS z dodatkiem 5%

FBS 1 umieszczano na lodzie.

3.2.4. Izolacja komorek z watroby

Po rozcigciu myszy i1 odstonigciu watroby pozbywano si¢ wigkszosci krwi poprzez
wyptukanie jej 30mL roztworu HBSS wstrzyknigtego dosercowo. Nastepnie watroba byta
doktadnie cigeta na miazge i umieszczana w 50mL probowce typu Falcon zawierajacej 15mL

pozywki hodowlanej MEM z dodatkiem 10% FBS i Img/mL kolagenazy D wraz z 0,Img/mL
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DNazy I ogrzanej do 37°C. Trawienie enzymatyczne przeprowadzone bylo przez 20 minut w
temperaturze 37°C wytrzasajac z predkoscia 140 obrotéw na minute. Po uptywie 30 minut
probowki wirowano przy predkosci 300xg przez 5 minut w celu usunig¢cia enzymow z roztworu.
Pelet komorek 1 pozostatosci tkankowych zawieszano w 15mL buforu HBSS zawierajacego 10%
FBS a nastepnie filtrowano przez filtr o $rednicy poréw 100um. Fragmenty, ktore pozostaty na

filtrze rozcierano mechanicznie 1 fagczono z przesgczem.

Zawiesina byla nastepnie przepuszczana przez kolumng¢ z upakowang watg szklang w celu
eliminacji martwych komorek oraz pozostatosci $luzu. Wata szklana umieszczana byta luzno na
wysoko§¢ 4cm w 10mL strzykawce. Przed przepuszczeniem zawiesiny kolumna byta
rownowazona poprzez przelanie 10mL buforu HBSS w temperaturze pokojowej. Po
przefiltrowaniu zawiesiny, kolumna byla 3-krotnie przeptukana 10mL buforu HBSS. Przesacz
zbierano do czystej probowki S0mL typu Falcon. Komorki nast¢gpnie wirowano, a osad komorek
zawieszano w 4mL buforu PBS. Do 15mL probowki dodawano 3mL roztworu do separacji
limfocytow (Corning), a nastepnie delikatnie naktadano nad niego zawiesing komorek. Probowka
byla nastgpnie wirowana przez 30min przy predkosci 400xg. Po zwirowaniu zbierano komorki,
ktore zgromadzity si¢ na potaczeniu warstw wiaczajac w to ImL ponad granicg i ImL ponizej
granicy miedzyfazowej. Komorki nastepnie ptukano 10mL buforu PBS, wirowano przez 10min.
przy predkosci 500xg, powstaly osad komoérek zawieszano w 1mL buforu HBSS z dodatkiem 5%

FBS i umieszczano na lodzie.

3.2.5. Izolacja komorek ze szpiku kostnego 1 ich
roznicowanie w kierunku komorek dendrytycznych

Szpik kostny izolowano z kosci udowych oraz piszczelowych myszy TCRa*°. Po odcieciu
konczyn od reszty tutowia, ko§ci manualnie oczyszczano ze skory i migsni, a nastepnie po odcigciu
nasad kosci, szpik wyptukiwano sterylnym buforem HBSS do szalki 60mm (Fisher) przy uzyciu
strzykawki 0,5mL. Zawiesing komorek przenoszono do probowki 15mL typu Falcon. Po
zwirowaniu (10 minut 300xg), pelet komérek zawieszano w 15mL buforowanego roztworu
chlorku amonu i inkubowano 5 minut w celu lizy erytrocytow. Komoérki ponownie wirowano i
optukiwano 10mL buforu HBSS, a po zwirowaniu komoérki zawieszano w 4mL pozywki
hodowlanej CTM i filtrowano przez filtr o wielkos$ci poréw 70um. Nastepnie komorki liczono i

zawieszano w petnej pozywce hodowlanej CTM w iloéci 0,5x10%/mL.
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Do komorek szpiku kostnego zawieszonych w pozywce CTM dodawano 10ng/mL GM-
CSF (czynnik stymulujacy tworzenie granulocytéw i mkrofagdw; z ang. granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (Peprotech)), w celu zréznicowania i dojrzewania komorek
dendrytycznych. Na kazdej 10mm szalce Petriego (Fisher Scientific) umieszczano 10mL
zawiesiny komorek i hodowano w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% COz. Po uptywie 3 dni,
do kazdej ptytki dodawano dodatkowo 10mL pelnej pozywki CTM zawierajacej 10ng/mL GM-
CSF 1 umieszczano w inkubatorze na kolejne 3 dni. Dojrzate komorki dendrytyczne zbierano,
znakowano przeciwcialem skierowanym przeciwko CDI11c, w celu sprawdzenia efektywnos$ci
réznicowania. Zroznicowane komorki dendrytyczne byly nastepnie zamrazane w ilosci 3

miliondéw na kazda probéwke do mrozenia i przetrzymywane w -80°C do czasu uzycia.

3.2.6. Izolacja surowicy z krwi obwodowej

W myszarni z podgrzanego i nacigtego ogona dorostej myszy pobierano kilka kropel krwi
do proboéwki zawierajacej 250uL HBSS, a nast¢pnie zostawiano w temperaturze pokojowej na co
najmniej 2 godziny, w celu wytworzenia skrzepu. Nastgpnie probéwki wirowano przez 10 min.
przy 10000xg w temperaturze pokojowej. Po zwirowaniu surowicg odzyskiwano zbierajac pipeta

znad osadu, porcjowano i zamrazano w -80°C do czasu eksperymentu.

3.2.7. Analiza histologiczna

Analize histologiczng przeprowadzono w celu identyfikacji naciekajacych limfocytow
zwigzanych z postepujaca choroba autoimmunologiczna w narzadach myszy Aire*°TCR™™M
Swiezo wyizolowane narzady umieszczano natychmiast w 2,5mL 10% buforowanego roztworu
formaliny, a nastepnie probki wysytano do firmy HistoWiz (New York), gdzie byty procesowane,

barwione i analizowane przez histopatologa.

3.2.8. Analiza markerow powierzchniowych metoda
fluorymetrii przeplywowej

Analiz¢ markerow zewnatrzkomoérkowych komoérek eukariotycznych przeprowadzano

przy uzyciu cytometrii przeptywowej, znakujagc molekuly przeciwciatami monoklonalnymi

skoniugowanymi z fluorochromami. Probki analizowano w cytometrze przeplywowym typu

CytoFLEX (B5-R3-V5, Beckman Coulter), wyposazonym w trzy lasery (405nm, 488nm, 638nm)
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1 zestaw filtrow dajacych mozliwo$¢ detekcji 13 réznych fluorochroméw. Komoérki do analizy
przenoszono bezposrednio z plytki hodowlanej, lub po izolacji z organdw, filtrowaniu, zbierano i
przenoszono w ilosci 1x10° na kazdy dotek 96 dotkowej ptytki okragto-dennej. Ptytke wirowano,
usuwano supernatant i nastepnie dodawano monoklonalnego przeciwciala, blokujacego fragmenty
receptora Fc mysich IgG, inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej, a nast¢pnie
komorki znakowano 15ul roztworem odpowiedniej mieszanki przeciwcial rozcienczonych w
buforze HBSS przez 30min w 4°C. Komorki znakowano przeciwcialami skierowanymi przeciwko
nastepujacym molekutom: CD4, CD8, CD11c, CD44, CD62L, CD71, CD73, PD-1, TCR Va2. Po
zakonczeniu inkubacji, probki byly optukiwane dwukrotnie buforem HBSS, a nast¢pnie
zawieszano w 150uL buforu z dodatkiem 2% FBS 1 analizowano na cytometrze przeplywowym.
Komorki bramkowano elektronicznie na podstawie wielko$ci oraz ksztaltu i wewnetrznych
ziarnisto$ci, wykorzystujac parametry FSC (Forward Scatter), rejestrujacy rozproszenie na wprost
zgodnie z kierunkiem wiazki laserowej i SSC (Size Scatter) rejestrujacy rozproszenie pod katem
90C. Jako kontrole uzywano komorki nieznakowane przeciwciatem. Dane analizowano przy

uzyciu programu FlowJo V10 (Becton Dickinson).

3.2.9. Izolacja limfocytow za pomocg cytometru
przeplywowego

Homogenne populacje limfocytow CD4 Foxp3"“P*, CD4 Foxp3"“P*CD44"'CD62L",
CD4'Foxp3"P>CD44°CD62L" oraz CD4'Foxp3"P?* otrzymywano poprzez sortowanie na
sorterze firmy Sony (SH800, 4 lasery) uprzednio zaznakowanych markerami powierzchniowymi
zawiesin komoérkowych otrzymanych w wyniku izolacji z narzadow limfatycznych i
nielimfatycznych. W celu znakowania komorek przeznaczonych do sortu, do 1mL zawiesiny
dodawano odpowiednig ilo$¢ przeciwciat bezposrednio ze stoku komercyjnego, a nast¢pnie
barwiono w ciemno$ci w temperaturze 4°C przez 30min. Po dwukrotnym optukaniu SmL
roztworu HBSS z 5% FBS, komérki zawieszano w stezeniu 107 komérek/mL w buforze HBSS z
5% FBS i filtrowano przez filtr nylonowy dotaczony do probowek typu Falcon (30pum). Komorki
sortowano do buforu HBSS z dodatkiem 10% FBS w SmL lub 15mL polipropylenowych
probdéwkach typu Falcon. Czysto$¢ otrzymanych po sorcie populacji (zwykle >95%), analizowano
na cytometrze typu CytoFLEX. Komoérki hodowano nastgpnie w pelnej pozywce CTM w celu

unieSmiertelnienia lub izolowano z nich catkowite RNA.
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3.2.10. Hodowla komorek eukariotycznych

3.2.10.1. Hodowla ustalonych linii komorkowych

Komorki eukariotyczne hodowano w pelnej pozywce hodowlanej CTM, w sterylnych
warunkach w plastikowych 96-cio, 24- lub 6-cio dotkowym formacie, jak rowniez w butelkach
hodowlanych o pojemnosci 25cm?, 75cm? (Costar) w inkubatorze hodowlanym w stale;
temperaturze 37°C 1 stalym doptywie CO2 na poziomie 5%. utrzymujacym si¢ na poziomie 5%.
Pozywka hodowlana dla komoérek HT-2 zawierala dodatkowo IL-2 w iloSci zapewniajacej
przezycie nie dtuzsze, niz 24h, natomiast hybrydomy T natomiast hodowano w obecnosci 1x HAT
(hipoksantyna/aminopteryna/tymidyna). Pasaze komorek prowadzono pod laminarem

komorkowym, przy uzyciu sterylnych, plastikowych pipet (Costar).

3.2.10.2. Hodowla limfocytow CD4*

W procesie generowania hybrydom limfocyty T uprzednio wysortowane musialty przejs$¢
przez proces generowania tak zwanych blastow w celu otrzymania krytycznej liczby
zaaktywowanych limfocytow. Wyizolowane komorki CD4 Foxp3"“P* hodowano na szalkach
hodowlanych optaszczonych przez noc w temperaturze 4°C przeciwciatem anty-CD3/anty-CD28
o stezeniu odpowiednio 10ug/mL oraz 1ug/mL w PBS. Niezwigzane do plastiku przeciwciato
zbierano, a nastepnie ptytke optukiwano 3 razy SmL roztworu PBS. Wyizolowana populacje
komérek CD4"Foxp3"“P? liczono, optukiwano SmL roztworu HBSS zawierajacego 5% FBS i
zawieszano w pelnej pozywce hodowlanej CTM w gestosci 1x10%/mL. Komoérki hodowano w
inkubatorze hodowlanym w temperaturze 37°C w atmosferze CO2 5% przez 3 dni, po czym do
dzielacych si¢ zaktywowanych limfocytéw dodawano interleuking-2 w stezeniu koncowym

Sng/mL i fuzjowano z linig komorkowa BW po czasie nie dtuzszym niz 48h.

3.2.10.3. Krioprezerwacja komdrek

Komoérki eukariotyczne hodowane w pozywce CTM w sterylnym naczyniu zbierano do
probowki 15mL, wirowano przez 10 minut z predkoscia 300xg. Otrzymany pelet komorkowy

optukiwano dwukrotnie buforem HBSS wzbogaconym w 2% FBS, wirowano ponownie i
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zawieszano w odpowiedniej objetosci petnego medium hodowlanego CTM. Po zawieszeniu
komorek dodano rowna objetos¢ mieszaniny do mrozenia komorek o st¢zeniu koncowym DMSO
7,5%, mieszano 1 przenoszono do proboéwek przeznaczonych do mrozenia komorek
eukariotycznych (Corning). Probowki z komorkami umieszczano w pojemniku z izopropanolem i
pozostawiano na noc w temperaturze -80°C. Nastgpnego dnia komorki przenoszono do banku

komoérkowego w ciektym azocie.

3.2.10.4. RozmrazZanie komorek

Probowki z zamrozonymi komoérkami przechowywane w banku komorkowym w ciektym
azocie przenoszono do tazni wodnej o temperaturze 37°C do czasu az 16d w roztworze przestawat
by¢ widoczny. Nastepnie komorki sterylnie przenoszono do 15mL probowki typu Falcon, i
trojstopniowo rozcienczano DMSO obecny w medium do mrozenia poprzez dodawanie za kazdym
razem rownej objetosci buforu HBSS zawierajacego 10% FBS. Probowke nastgpnie wirowano
przez 10 minut w temperaturze pokojowej z predkoscia 300xg, po czym komorki zawieszano w
odpowiedniej ilo$ci pozywki hodowlanej CTM i umieszczano w sterylnym naczyniu hodowlanym

w inkubatorze (37°C, 5% CO).

3.2.11.  Produkcja hybrydom limfocytow T CD4"

W celu przetestowania specyficznosci i1 swoistosci antygenowej receptorow TCR
limfocytéw konieczne jest ich unie§miertelnienie poprzez fuzjowanie z komoérkami grasiczaka
BW, ktéry charakteryzuje si¢ brakiem ekspresji tancuchéw o i B receptora dla komorek T.
Komorki CD4'Foxp3™ wyizolowane z organow i/lub weziow chlonnych bezposrednio po
przesortowaniu na sorterze SONY poddawane byly ekspansji in vitro na ptytkach optaszczonych
przeciwcialami anty-CD3/anty-CD28. Namnozone i zaktywowane limfocyty poddawano

procesowi fuzji z komoérkami grasiczaka BW.

Namnozone komorki przenoszono z ptytki do S0mL proboéwki typu Falcon i mieszano z
komoérkami BW w proporcji 1:5, przy czym ilo$¢ komorek grasiczaka nie mogta by¢ mniejsza, niz
1x107. Zmieszane komérki byly odmywane dwukrotnie od surowicy poprzez ptukanie ocieplong
do temperatury 37°C pozywka MEM. Po kazdym ptukaniu komorki byty wirowane przez 5 minut

przy predkosci 300xg w pokojowej temperaturze. Po ostatnim plukaniu i zdekantowaniu
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supernatantu znad osadu, probéwka byta ponownie wirowana przez 1 minute, w celu zebrania
pozostatosci pozywki MEM, ktora osadzila si¢ na Sciankach. Supernatant z ostatniego wirowania
zbierany byt przy uzyciu pipety o objetosci ImL, nastepnie do peletu komoérek dodawano 1mL
roztwor glikolu polietylenowego PEG1450 zmieszanego z pozywka MEM w proporcji 1:1,
podgrzanego do temperatury 37°C, i przefiltrowanego przez filtr o wielkosci porow 40um. Po
dodaniu glikolu, komorki mieszano i1 umieszczano w tazni wodnej o temperaturze 37°C na 90
sekund. Nastepnie do mieszanki komorek i PEG-u dodawano stopniowo 10mL pozywki MEM w
temperaturze 37°C, dodajac co 30 sekund odpowiednio 1mL, 2mL, 3mL i 4mL jednoczes$nie
delikatnie obracajac probowke. W ostatnim etapie cato§¢ uzupetniono pozywka MEM do objetosci
50mL, nastepnie delikatnie obracano probowke do goéry nogami w celu wymieszania i
rozcienczenia PEG-u w pozywce MEM. Calo$¢ inkubowano w tazni wodnej o temperaturze 37°C
przez 5 min, wirowano 5 min 300xg, ptukano §wieza porcja pozywki MEM i zawieszano w pelne;j
pozywce hodowlanej CTM. Komorki przenoszono na ptytki ptaskodenne 96-cio dotkowe firmy
Costar w objetosci 100uL na dotek i hodowano w inkubatorze komérkowym (37°C, w atmosferze
CO2 5%). Po 24 godzinach do kazdego dotka dodawano 50uL pozywki CTM zawierajacej 3
stezony HAT (hipoksantyna/aminopteryna/tymidyna), umozliwiajacej wzrost komorek
hybrydowych. Po 7-10 dniach zbierano pojawiajace si¢ klony i testowano je na obecnos¢ CD4
oraz receptora TCR. Podwdjnie pozytywne hybrydomy przenoszono na 24 dotkowe ptytki
(Costar) w celu dalszej propagacji. Po odpowiednim namnozeniu hybrydom, byty one testowane
pod wzgledem odpowiedzi na antygen poprzez wzrost ekspresji czynnika Nur77 obserwowany

jako wzrost ekspresji biatka zielonej fluorescenc;ji.

3.2.12. Przygotowanie lizatu bialkowego z prostaty, watroby
i pluc.

Lizat biatkowy z prostaty, watroby, jajnikow i pluc myszy Aire*TCR™" stosowano do
stymulacji hybrydom. Prostata, watroba i ptuca izolowane z myszy umieszczono na 35mm szalce
w 3mL buforu PBS, a nastepnie przetarto przez woreczek nylonowy o wielkosci poréw 100um.
Komorki wraz z buforem przenoszono do 15mL probowek Falcon i sonikowano przy uzyciu
aparatu Branson Sonifier 450 (VWR Scientific). Lizat filtrowano przez filtr strzykawkowy o
wielko$ci porow 0,45um, mierzono stezenie biatka przy uzyciu spektrofotometru typu NanoDrop,

porcjowano do probowek do mikro-wirowania i mrozono w -80°C.
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3.2.13.  Testowanie odpowiedzi immunologicznej hybrydom

W jednej z ostatnich publikacji pochodzacych z naszego laboratorium pokazano wyzsza
czulo$¢ 1 doktadno$¢ testu sprawdzajacego odpowiedz hybrydom na antygen w oparciu o poziom
ekspresji Nur77GFP (pochodzacy z fuzji limfocytéw T z tymomg BWNur77GFP) w poréwnaniu
do testu z wykorzystaniem komoérek HT-2 mierzacego produkcje IL-2 [73]. W myszach
Aire**TCR™™" j kontrolnych myszach TCR™™ wprowadzono transgeniczny GFP pod promotorem
Nur77. Odpowiedz hybrydom na stymulacj¢ antygenem mierzona jest wiec oparciu o Nur77GFP
pochodzacy z komorek myszy transgenicznej a nie z tymomy. Ponizej przedstawiono porownanie

tych dwoch rodzajow ekspresji, pokazujace, iz obydwie metody moga by¢ stosowane zamiennie.
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Rysunek 3.3. Poziom ekspresji GFP w odpowiedzi na indukcj¢ Nur77.

Poroéwnano ekspresj¢ GFP indukowang w odpowiedzi na indukcje Nur77 pochodzacego z limfocytow
CD4" z myszy transgenicznej Nur77GFP z ekspresja pochodzacg z tymomy BWNur77GFP. Lewy panel
przedstawia ekspresjec GFP mierzong za pomocg PCR w czasie rzeczywistym (qPCR). Prawy panel
pokazuje ekspresje biatka mierzong za pomoca cytometru. Pomiary dokonywano w czasie 0, 1, 4, 81 16
godzin po aktywacji hybrydom za pomoca przeciwcial anty-CD3 i anty-CD28 immobilizowanych na ptytce
hodowlanej. Pokazano usrednione wyniki z 10 hybrydom.

Odpowiedz immunologiczng hybrydom T, otrzymanych w wyniku fuzji hodowanych w
obecnos$ci przeciwciat anty-CD3 i anty-CD28 limfocytow T izolowanych z we¢ziow chtonnych
naciekowych i z narzadow nielimfatycznych, charakteryzowano poprzez analize ekspresji biatka
Nur77GFP w stymulowanych hybrydomach. Odpowiedz na antygeny tkankowo specyficzne
obecne w biatkowych lizatach z narzadow nielimfatycznych testowano przez inkubacj¢ hybrydom
T z prezentujacymi te antygeny komorkami dendrytycznymi roznicowanymi ze szpiku. Do testu

komorki dendrytyczne po rozmrozeniu i odptukaniu DMSO zawieszano w pozywce hodowlane;j
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CTM i naktadano w ilosci 2 x 10* komérek na kazdy dotek okragto-dennej 96-cio dotkowe;j ptytki,
po czym dodawano antygen (lizat biatkowy) na w stezeniu 20ng/mL. Na okres sze$ciu godzin. Po
okresie inkubacji, komoérki dendrytyczny byty dwukrotnie odptukiwane buforem PBS i1 mieszane
z hybrydomami w proporcji 1:10. Po szesnastu godzinach stymulacji wzrost ekspresji Nur77GFP
okreslano przy uzyciu cytometru przeptywowego CytoFLEX w komoérkach o fenotypie
CD4"Va2'. Jako kontrole stosowano hybrydomy bez komoérek dendrytycznych, hybrydomy z
DCs, bez antygenu oraz hybrydomy stymulowane anty-CD3/anty-CD28 (w st¢zeniu odpowiednio
Ing/mL i 0,1ng/mL) zwigzanymi do uprzednio przygotowanych ptytkach ptaskodennych 96-cio

dotkowych. Kazda z hybrydom testowania byta co najmniej trzykrotnie na kazdy z warunkow.

3.2.14. Test immunoenzymatyczny ELISA (ang. Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) na obecnos¢ przeciwcial IgG
W surowicy

Test immunoenzymatyczny ELISA IgG stuzyt do wykrywania stezenia IgG w surowicy
pobranej z myszy TCR™M oraz Aire®TCR™™ z uzyciem anty-mysiego przeciwciala
poliklonalnego anty-IgG, skoniugowanego z enzymem, peroksydaza chrzanowa. Kazdy dotek
przeznaczony do testu z ptytki dostarczonej razem z zestawem zostat optaszczony 100uL roztworu
do optaszczania (1xPBS) zawierajacego 250x rozcienczone przeciwcialo wychwytujace. Po
szczelnym zakryciu ptytka poddana zostata catonocnej inkubacji w temperaturze 4°C, a nastgpnie
przeptukana dwukrotnie buforem do przemywania (1x PBS, 0.05% Tween 20) w ilo$ci 300uL na
kazdy dotek. Do kazdego z dotkéw nastepnie dodano 250uL roztworu blokujacego (1x) i
zostawiono do inkubacji przez noc w temperaturze 4°C. Nastepnie bufor blokujacy zostat usuniety
1 plytka zostala dwukrotnie przeptukana buforem do przemywania (1x PBS, 0.05% Tween 20) w
ilosci 300uL na kazdy dotek. Przygotowano seri¢ dwukrotnych rozcienczen standardow w buforze
do testu (bufor A) i dodano do odpowiednich dotkéw na ptytce w powtdrzeniu. Do pozostatych
dotkow dodano w powtdrzeniu badane preparaty surowicy (10uL) oraz 90uL buforu A
rozcienczone 10000 razy. Nastepnie do kazdego z dotkéw dodano 50 pL przeciwciala do detekceji.
Po inkubacji przez 2 godziny w temperaturze pokojowej i wytrzasaniu (400 rpm), z dotkow
usunieto plyn, przemyto czterokrotnie buforem do przemywania i do kazdego dotka dodano po

100uL roztworu substratu. Po inkubacji (15 minut), reakcje przerywano przez dodanie roztworu
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hamujacego 1 dokonywano odczytu absorbancji przy dtugosci fali 450 (badana prébka) oraz 570

(tto) nm.

3.2.15.  Analiza cytokin w surowicy za pomocg testu
LegendPlex

Pomiar cytokin w tej metodzie zachodzi przy uzyciu cytometru. Przeciwciata do detekc;ji
danej cytokiny immobilizowane sa na kulkach o roéznej wielkosci, ktére sa dodatkowo
wyznakowane za pomocg florochroméw (PE oraz APC). Pozwala to na badanie 13 cytokin w
kazdej probce w tym samym czasie. Standardy oraz probki rozcienczone 10000 razy umieszczono
na ptytce dotaczonej do zestawu. Krzywa standardowag przygotowano przez dwukrotne
rozcienczenie seryjne standardéw. Badane probki oraz standardy umieszczano na plytce w
powtdrzeniu. Nastepnie do kazdego z dotkow dodano mieszaniny immobilizowanych przeciwciat
do detekcji 1 inkubowano przez 2 godziny. Po czterokrotnym odmyciu (200uLl. 1x PBS, 0.05%
Tween 20), do prébek dodawano 100uL roztworu przeciwciat do detekcji znakowanych biotyna,
inkubowano przez 1 godzing. Po czterokrotnym przemyciu dotkéw (200pL 1x PBS, 0.05% Tween
20), do dotkéw wprowadzano 100uL roztworu streptawidyny, inkubowano przez 30 minut po
czym czterokrotnie przemywano (200uL 1x PBS, 0.05% Tween 20). Probki zawieszano w 200 puL
PBS i analizowano na cytometrze po uprzednim bramkowaniu na sygnat pochodzacy od PE oraz
APC z kulek o roznej wielkosci wykrywanych przez SSC oraz FSC. Warto$¢ fluorescencji dla

kazdej z probek liczony byt przez program po doniesieniu do krzywej standardowe;.

3.2.16.  Izolacja genomowego DNA

Genomowe DNA myszy TCR™™ i Aire®“TCR™™ izolowano z fragmentéw ogondw.
Tkanki umieszczano w buforze lizujacym (rozdziat 3.1.2) i poddawano calonocnemu trawieniu w
temperaturze 56°C. Uzyskany lizat oczyszczano mieszankg fenol:chloroform:alkohol izoamylowy
(25:24:1; v/v) w stosunku 1:1 (lizat:mieszanka), wytrzasano przez 15 sekund 1 wirowano przez 10
minut przy predkosci 16000xg. DNA wytragcano z warstwy wodnej za pomoca 100% etanolu w
proporcji 2,5:1 (etanol:warstwa wodna) i ponownie wirowano przez 10 minut przy predkosci
16000xg. Etanol usuwano, pelet DNA przemywano 75% etanolem, wirowano (10 minut przy
predkosci 16000xg), suszono i rozpuszczano w 150uL wody miliQ. 1pL. DNA uzywano do
genotypowania metodg PCR (rozdziat 3.2.23).
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3.2.17.  lIzolacja RNA

Calkowity RNA izolowany byl z komorek przy uzyciu zestawu ,,RNeasy Mini kit”
(Qiagen), wedhlug zalecen producenta. Komorki lizowano w buforze RLT (350uL). Po dodaniu
jednakowej objetosci 70% etanolu, cato$¢ fadowano na kolumne do izolacji RNA. Po zwirowaniu
(1 minuta, 16000xg), RNA zwigzane na membranie kolumny przemywano 500uL buforu RW1 i
poddawano trawieniu DNazg I w celu usuni¢cia genomowego DNA. Po 15 minutach trawienia,
kolumng¢ przemywano 500uL buforu RW1, nastepnie 750uL buforu RPE zawierajacego etanol.
Po zwirowaniu (1 minuta, 16000xg), pusta kolumne wirowano ponownie (1 minuta, 16000xg) w
celu pozbycia si¢ resztek etanolu. Na kolumne wlewano 50uL wody wolnej od RNaz, czekano
minut¢ i RNA eluowano przez wirowanie (1 minuta, 16000xg). Otrzymany preparat analizowano

spektrofotometrycznie.

3.2.18.  Elektroforeza analityczna i preparatywna

Otrzymane w wyniku reakcji PCR fragmenty DNA analizowano przez rozdzial w 1% zelu
agarozowym zawierajagcym bromek etydyny (0.1mg/mL, v/v). Prazki DNA poréwnywano do
markera mas (1 kb+, Invitrogen) przez ekspozycje $§wiattem UV (system dokumentacji zeli
DocXR, BioRad). W celu izolacji DNA (elektroforeza preparatywna), prazki DNA odpowiedniej
wielkosci izolowano przez wycigcie z zelu przy pomocy skalpelu. Fragmenty DNA izolowano jak

w rozdziale 3.2.20.

3.2.19. Oczyszczanie produktu reakcji PCR

Produkty reakcji PCR oczyszczano przy uzyciu zestawu “QIAquick PCR
Purification Kit” firmy Qiagen zgodnie z zaleceniami producenta. Do produktu PCR dodawano
pigciokrotny nadmiar buforu PB i cato$¢ nanoszono na kolumne znajdujaca si¢ w zestawie. Po
zwirowaniu (1 minuta, 16000xg), zwigzane do kolumny DNA przemywano 750ul buforu PE
zawierajgcego etanol. Po zwirowaniu (1 minuta, 16000xg), pusta kolumne wirowano ponownie (1
minuta, 16000xg) w celu pozbycia si¢ resztek etanolu. Na kolumne wlewano 50ul wody wolne;j
od nukleaz, czekano minut¢ i DNA eluowano przez wirowanie (1 minuta, 16000xg). Otrzymany

preparat analizowano spektrofotometrycznie (rozdziat 3.2.21).

58



3.2.20.  Izolacja DNA z zelu agarozowego

Fragmenty DNA rozdzielone w zelu agarozowym (rozdz. 1.2.4.3) izolowano przy uzyciu
zestawu ,,Gel Extraction Kit” firmy Qiagen, zgodnie z zaleceniami producenta. Fragment Zelu
zawierajagcy DNA umieszczano w probowce typu Eppendorf, do ktérej wlewano bufor QG w
objetosci 300uL na kazde 100mg Zelu. Probéwke umieszczano w temperaturze 56°C do czasu
rozpuszczenia si¢ zelu. Nastgpnie otrzymany roztwor naktadano na kolumne znajdujaca si¢ w
zestawie, wirowano (1 minuta, 16000xg) i przemywano 750uL buforu PE zawierajacego etanol.
Po zwirowaniu (1 minuta, 16000xg), pusta kolumn¢ wirowano ponownie (1 minuta, 16000xg) w
celu pozbycia si¢ resztek etanolu. Na kolumneg wlewano 50puL wody wolnej od nukleaz, czekano
minut¢ 1 DNA eluowano przez wirowanie (1 minuta, 16000xg). Otrzymany preparat analizowano

spektrofotometrycznie (rozdziat 3.2.21).

3.2.21.  Oznaczanie ilosSci DNA i RNA metoda
spektofotometryczng

Stezenie kwasdéw nukleinowych oraz okreslenie stopnia czysto$ci wykonano
spektrofotometrycznie przy uzyciu NanoDrop One C (Fisher Scientific). 1puL preparatu naktadano
na elektrode i uzyskiwano stezenie oraz czystos¢ preparatu (stosunek absorbancji przy dtugosciach

fali 260 1 280nm). Typowo uzyskiwano stosunek 260/280nm 1.8 dla DNA 1 2.0 dla RNA.

3.2.22.  Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT)

Syntezg pierwszej nici cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji (RT, ang. Reverse
Transcription) prowadzono z uzyciem zestawu “Superscript III” firmy Invitrigen zgodnie z
zaleceniami producenta z RNA wyizolowanym 2z homogennych CD4'Foxp3"P?,
CD4 Foxp3"“P% CD4 Foxp3"“P>CD44"CD62L", CD4 Foxp3"“P>CD44 CD62L" jako matryca.
Reakcje prowadzono z wykorzystaniem startera TCRCoa3 zawierajacego sekwencje
komplementarnego do region statego fancucha TCRa. Sktad mieszaniny reakcyjnej na jedna

probke:

- 10x bufor dla odwrotnej transkryptazy (stezenie koncowe- 1x);
- 25mM MgCl: (stezenie koncowe SmM);
- 0,IM DTT (stezenie koncowe 10mM);
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- 40U/ pl Inhibitor RNaz (RNazeOUT) (stezenie koncowe 2 U);

- 2uM Genowo-specyficzny starter TCRCa3 (st¢zenie koncowe 0,1uM);
- 10mM dNTP (stezenie koncowe 0,5mM);

- 200U/ul SuperScript III RT (stezenie koncowe 10 U);

- Woda wolna od RNaz do 20ul

Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono w termocyklerze Eppendorf przez 80 minut
w 50°C, nastepnie podwyzszano temperatur¢ do 85°C na okres 5 minut, po czym reakcje chtodzono
do 4°C.

Po reakcji RT, do mieszaniny reakcyjnej dodawano 1uL RNazy H (2U/ul) w celu
specyficznej degradacji RNA w hybrydach RNA:DNA. Cato$¢ inkubowano 20 minut w 37°C.

Otrzymane w ten sposéb cDNA uzywano jako matryce do wprowadzenia sekwencji

adaptorowych i indeksow niezb¢dnych w do sekwencjonowania metoda Illuminy.

3.2.23.  Reakcja lancuchowej polimerazy

Myszy genotypowano przy uzyciu reakcji PCR, uzywajac 50ng genomowego DNA

przygotowanego jak opisano w rozdziale 3.2.15. Do kazdej reakcji uzyto:
-1x bufor do polimerazy (rozcienczony z 10x stezonego preparatu): 2 ul
-startery (20uM): 0.4uL kazdego
-DNA (50 ng): 1uL
-polimeraza Taq (5U/ml): 0.1pL
-woda: do 20uL

Kontrole negatywng stanowila reakcja, w ktérej zamiast DNA dodano wody. Reakcje
przeprowadzano w termocyklerze Mastercycler nexus (Eppendorff) w ponizszych warunkach,

kroki 2-4 powtarzano 35 razy:
1) 95°C, 1 minuta
2) 95°C, 30 sekund
3) 56°C, 30 sekund
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4) 72°C, 1 minuta
5) 72°C, 10 minut
6) 4°C, nieskonczonos¢
3.2.24. Przygotowanie biblioteki DNA do sekwencjonowania
metodg Illumina

Biblioteki DNA przygotowywano z catkowitego RNA ekstrahowanego z homogennych
populacji limfocytow T CD4Foxp3GFP" oraz CD4'Foxp3GFP®, na matrycy ktorego
syntezowano cDNA (rozdz. 3.2.23).

Do sekwencjonowania wysokoprzepustowego metodg Illumina druga ni¢ cDNA
dosyntezowywano wypelniajac pierwsza ni¢ w reakcji katalizowanej przez polimeraze Taq
AccuPrime (Invitrogen) przy uzyciu startera Va2 88, zawierajgcego sekwencje komplementarng

do sekwencji tancucha Va. Sktad mieszaniny reakcyjnej:

- cDNA otrzymane w poprzednim kroku;
- 10x bufor dla polimerazy AccuPrime, zawierajagcy dNTP oraz jonu Mg?*
(stezenie koncowe 1x%);
- 2uM starter Va2 88 (stgzenie koncowe 0,1 uM);
- 5U/uL AccuPrime (stgzenie koncowe 1U).
Reakcj¢ prowadzono w nastepujacych warunkach:
1) 94°C, 2 minuty
2) 94°C, 10 sekund
3) 50°C, 10 sekund 2x
4) 72°C, 30 sekund
5) 94°C, 10 sekund
6) 59°C, 10 sekund 3x

7) 72°C, 30 sekund

8) 72°C, 1 minuta
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9) 4°C, nieskonczonos¢

Kolejne etapy stuzyly wprowadzeniu

indeksow 1 sekwencji niezbednych do

przeprowadzenia sekwencjonowania. Poniewaz byly to dlugie fragmenty, zostaly one

wprowadzone dwuetapowo. W pierwszym uzywano starterow Va?2ill 1 CAlill w stezeniu

koncowym 0,5uM, i ponownie reakcja byta prowadzona przy uzyciu polimerazy AccuPrime.

- 10x bufor dla polimerazy AccuPrime, zawierajacy dNTP oraz jonu Mg2+

(stezenie koncowe 1x);

- 10uM starter Va2ill (stezenie koncowe 0,51uM);

- 10uM starter CAlill (stgzenie koncowe 0,5uM);

- SU/uL AccuPrime (stezenie koncowe 1U).

Reakcje prowadzono w nastepujacych warunkach:

95°C
94°C
60°C
72°C
94°C
68°C
72°C
72°C
4°C

1 minuta

10 sekund )

10 sekund
45 sekund

10 sekund )

15 sekund
45 sekund
2 minuty

o0

/

2x

18x

Po tym etapie niezbedne bylo oczyszczanie produktéw PCR, w celu zmniejszenia

niespecyficznej syntezy PCR w kolejnym etapie dotaczania indekséw do Illuminy w reakcji PCR.

Ostatni etap przeprowadzany byl w sktadzie mieszaniny:

- 10x bufor dla polimerazy AccuPrime, zawierajacy dNTP oraz jonu Mg2+

(stezenie koncowe 1x%);

- 10uM starter D50... (stgzenie koncowe 0,5uM);

- 10uM starter D70... (stgzenie koncowe 0,5uM);
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- SU/uL AccuPrime (stezenie koncowe 1U).

Startery D50... 1 D70... byly na tym etapie zmienne, kazda populacja z biblioteki

otrzymata indywidualny zestaw indeksow w celu wlasciwej identyfikacji po sekwencjonowaniu.
Reakcje prowadzono w nastgpujacych warunkach:

95°C 1 minuta
94°C 10 sekund
60°C 10 sekund 2x
72°C 45 sekund
94°C 10 sekund )
68°C 15 sekund 18x
72°C 45 sekund
72°C 2 minut

4°C

Produkt reakcji nanoszono na zel agarozowy i prowadzono elektroforeze¢ preparatywng (rozdz.
3.2.20.). Fragment DNA o wielkos$ci 200pz izolowano z Zelu agarozowego, wytracano z roztworu
(rozdz. 3.2.19). Zawieszano w wodzie miliQ preparat i przechowywano w -20°C do momentu

sekwencjonowania (rozdz. 3.2.25.).

3.2.25.  Sekwencjonowanie metoda Illumina

Opis przygotowania probki do sekwencjonowania znajduje si¢ w rozdziale 3.2.24.
Rysunek 3.4 przedstawia schemat sekwencjonowania wysokoprzepustowego metoda Illumina,
ktéra bazuje na zmodyfikowanej metodzie sekwencjonowania Sangera. W sekwencjonowaniu
[llumina, fragmenty adaptorow wprowadzone przy pomocy PCR do sekwencjonowanego kwasu
nukleinowego tacza si¢ (hybrydyzuja) do oligonukleotydow zimmobilizowanych do szklanej
matrycy czipa. Material jest nastgpnie amplifikowany z uzyciem fluorescencyjnych
dideoksynukleotydoéw (ddNTP; kazdy nukleotyd (A, T, C, oraz G) jest wyznakowany czasteczka
emitujaca swiatto o roéznej dhugosci fali), ktore po inkorporacji zatrzymuja dalsza synteze. W
kazdym z tych cykli sekwenator robi zdjecie 1 szereg tych zdjec jest analizowany po zakonczeniu
reakcji. W sekwencjonowaniu Illumina sg uzywane enzymy, ktore, po wykonaniu zdjgcia przez

maszyng, modyfikuja ddNTP do dNTP, umozliwiajac dalsza syntez¢. Wydtuzany fragment DNA
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taczy si¢ do kolejnego oligonukleotydu zwigzanego na czipie, komplementarnego do drugiego
adaptera wprowadzonego podczas przygotowania probki do sekwencjonowania. W ten sposob
powstaje ,,most” (z ang. bridge), ktéry ulega amplifikacji. Powielone fragmenty DNA tworza
klastry (z ang. clusters) umozliwiajace analiz¢ czasteczek poprzez zdjecia wykonywane przez

I ‘ 7
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Rys. 3.4 Schemat sekwencjonowania metoda Illumina.

3.2.26. Analiza i obrobka danych otrzymanych w wyniku
sekwencjonowania metoda Illumina

Wstepna analiza jakos$ci sekwencjonowania przeprowadzana jest bezposrednio po
sekwencjonowaniu, w trakcie pierwszej obrobki danych w programie BaseSpace i obejmowata
zastosowanie programu usuwanie sekwencji o niskiej jako$ci. Bledy typu ‘indel’ (od ang.
insertion-deletion), ktore moga powodowaé przesuwanie ramki odczytu, a co za tym idzie zmiang
sekwencji statych w poréwnaniu z sekwencja znang, wzorcowa, usuwane byly poprzez
poréwnywanie kazdego z otrzymanych w wyniku sekwencjonowania odczytéw do regionow
stalych segmentu Va2 oraz Ja2 lub Ja26. Sekwencje rézniagce si¢ od wzorca w regionach statych
byly eliminowane z analizy. Sekwencje analizowano z wykorzystaniem programu
zaprojektowanego przez Wessam Elhefnawy [20], przy pomocy ktorego automatycznie

poréwnywano sekwencje do BLAST, co pomaga w identyfikacji i pordwnywania znanych
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regiondOw V 1 J. Ponadto do sekwencjonowania metoda Illumina stosowano opcje¢
sekwencjonowania dwustronnego, co byto dodatkowym krokiem pozwalajagcym eliminowaé
potencjalne bledy. Jezeli obustronne sekwencjonowanie tego samego fragmentu, nie skutkowato
powstaniem dwoch identycznych sekwencji, wowczas taka byly one eliminowane z analizy. Po
otrzymaniu listy gotowych sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych byty one wprowadzane
do wygenerowanej dla naszego laboratorium bazy danych i poddawane dalszej, celowanej analizie

porownawczej.

3.2.27.  Analiza statystyczna

Dane analizowano z uzyciem testu t-Studenta (w przypadku, gdy analizowane byly dwie
grupy) lub ANOVA (w przypadku, gdy analizowane byly wigcej niz dwie grupy). Analiza byta
statystycznie istotna dla warto$ci p<0,05 i oznaczana na rysunkach za pomocg gwiazdek (*p<0,05,
*#p<0,01, ***p<0,001, ****p<(0,0001). Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca
programow Prism (wersja 9, GraphPad) oraz Origin Pro (wersja 9.95; OriginLab).
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4. WYNIKI

4.1. Analiza Kkolonii pod katem choroby
autoimmunologicznej

Myszy z nokautem genu Aire po przekrzyzowaniu na rdézne szczepy wykazuja réznice w
natgzeniu objawoéw choroby autoimmunologicznej [64]. Ponadto modele mysie z réznymi
mutacjami genu Aire moga manifestowac gléwne objawy chorobowe w réznych narzadach, a
osobniki z tym samym typem mutacji mogg posiadac ich zréznicowane natezenie (Tabela 1). Jest
to analogiczne do rdéznic obserwowanych wsrdd pacjentow chorujacych na APECED,

wynikajacych prawdopodobnie z r6éznic Srodowiskowych i innego tta genetycznego.

W pierwszej publikacji opisujagcej model myszy z nokautem genu Aire [72] stosowany w
niniejszej pracy pokazano, ze okoto 40-73% osobnikow wykazywalo objawy choroby
autoimmunologicznej, gldwnie z symptomami w watrobie, jadrach, jajnikach i trzustce (Tabela 1).
Dodatkowo ograniczenie repertuaru limfocytow T powoduje ostabienie/opdznienie
wystepujacych objawow (na przykladzie myszy Scurfy [20]), dlatego konieczne byto
wytypowanie w kolonii Aire®TCR™™ osobnikéw wykazujacych symptomy choroby
autoimmunologicznej, ktore mogty by¢ nastepnie uzyte do dalszych eksperymentow. W tym celu
oznaczono za pomoca testu ELISA poziom IgG w surowicy z myszy Aire*TCR™™ i typu dzikiego
(TCR™"), Podwyzszony poziom IgG jest czestym wskaznikiem rozwijajacej sie choroby
autoimmunologicznej. Na rysunku 4.1 przedstawiono wyniki pomiaru st¢zenia IgG w surowicy
myszy Aire*“TCR™™ oraz myszy kontrolnych TCR™", Podpunkt A przedstawia krzywa
standardowg dla tego testu, podpunkt B przedstawia wtasciwy pomiar dla wybranej grupy myszy
kontrolnych (n=10) i myszy Aire*°TCR™" (n=48). Poréwnanie stezenia IgG pomiedzy myszami
TCR™" i z mutacjg genu Aire, pokazalo jej podwyzszony poziom (>1.5x) w przypadku 25%
myszy (12 na 48), a polowa z nich (6 na 12) miata stgzenie IgG co najmniej dwukrotnie wigksze,
niz myszy kontrolne. Z dwunastu myszy Aire**TCR™" wykazujacych podwyzszony poziom IgG
tylko jedna byta w wieku 3 miesiecy, pozostalte byly w wieku od siedmiu do dziewigciu miesigcy.

Do wstepnej analizy wytypowano wigc myszy czterotygodniowe (w ktorych mogt by¢ jeszcze
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widoczny wplyw selekcji grasiczej na fenotyp tymocytow) i takie, ktére miaty wigcej, niz szes¢
miesiecy (w ktorych mozna bylo zaobserwowaé symptomy choroby autoimmunologicznej w

postaci podwyzszonego poziomu IgG w surowicy).
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Rysunek 4.1 Pomiar st¢zenia immunoglobulin typu G w surowicy myszy TCR™" i Aire**TCR™™,
A) Krzywa standardowa do pomiaru st¢zenia IgG w surowicy. B) Porownanie stezenia IgG w surowicy
pomigdzy myszami TCR™™ (czarne trojkaty) i myszami Aire*“TCR™™ (czerwone tréjkaty). Zmierzono
stezenie n=10 myszy kontrolnych i n=48 myszy z nokautem genu Aire.

Surowica z wybranych myszy, wykazujacych podwyzszony poziom IgG zostala nastepnie
przeanalizowana pod katem zmiany st¢zenia cytokin pro- i przeciwzapalnych w odniesieniu do

myszy kontrolnych.

W poréwnaniu stezenia cytokin w surowicy myszy TCR™™ i Aire*“TCR™™ stwierdzono
wzrost stezenia cytokin prozapalnych.: interferonu gamma (IFN-y) u czterech z dwunastu myszy
Aire®TCR™", interleukiny 5 (IL-5) u dziesigciu myszy, u trzech z nich natomiast nastapito
podwyzszenie poziomu czynnika martwicy nowotworu TNF-a (z ang. tumor necrosis factor).
Dodatkowo istotny wzrost nastapit w przypadku cytokiny prozapalnej — interleukiny 6 (IL-6).
Podwyzszony poziom pozostalych testowanych cytokin wystapit u pojedynczych osobnikéw lub

nie odstgpowat od poziomu zaobserwowanego w myszach kontrolnych.
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Rysunek 4.2 Pomiar stezenia cytokin w surowicy myszy TCR™" i Aire’"TCR™™", A) Stezenie
wybranych cytokin w surowicy myszy TCR™™. B) Stezenie wybranych cytokin w surowicy myszy
Aire®“TCR™™, Do testu wybrano 6 myszy TCR™" oraz 12 myszy Aire®“TCR™" ktore wykazywaty
podwyzszony poziom IgG w tescie ELISA (Rys. 4.1). Symbole przy kazdej z cytokin odpowiadajg tej samej
myszy.

4.2. Analiza fenotypowa grasicy

Poniewaz autoantygeny kontrolowane przez Aire biorg udzial w selekcji tymocytow,
przeprowadzono analize poréwnawcza grasic z czterotygodniowych myszy TCR™M i
Aire**TCR™", Rysunek 4.3A przedstawia przyktadowe barwienie markerow limfocytow
pomocniczych T (CD4) oraz limfocytow T regulatorowych (CD4 Foxp3") w grasiczej populacji
komorek pojedynczo pozytywnych SP (ang. single positive) CD4"CDS8". Podpunkty B, C oraz D
na rysunku 4.3 przedstawiaja usredniong warto$¢ z wszystkich eksperymentéw oraz prog
istotnosci statystycznej liczby komorek CD4" (B), proporcji komoérek Foxp3™ w populacji CD4"
(C) oraz liczby komorek CD4"Foxp3* (D). W mitodych myszach TCR™" zaobserwowano
statystycznie wigcej komoérek CD4*, w pordwnaniu do myszy Aire**TCR™™, Udziat procentowy
komoérek regulatorowych w myszy TCR™™ byl mniejszy w stosunku do myszy z nokautem genu

Aire, natomiast r6znica w liczbie komorek regulatorowych nie byta statystycznie znaczaca.
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Rysunek 4.3  Analiza cytometryczna grasiczych limfocytéw T z myszy TCR™™ oraz Aire**TCR™™,
A) Dwuwymiarowy wykres kropkowy przedstawiajacy barwienie CD4/CD8 oraz CD4/Foxp3 w
bramkowanej populacji CD4"CDS8". B) Wykres stupkowy przedstawiajacy usredniong liczbe grasiczych
komorek CD4". C) Wykres stupkowy przedstawiajacy usredniony odsetek komorek Foxp3™ w populacji
grasiczych limfocytow CD4’. D) Wykres shupkowy przedstawiajacy usredniong liczbe komorek
CD4 Foxp3" w grasicy. Kazdy z wykresow stupkowych (B, C, D) przedstawia warto$¢ usredniong z co
najmniej dziesigciu myszy, jak réwniez odchylenie standardowe od tej wartosci. Prog istotnosci
statystycznej zostat obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta.

4.3. Analiza sekwenc
limfocytow

i populacji grasiczych

W celu zlokalizowania potencjalnego ubytku w repertuarze grasiczych receptoréw limfocytow T
pomocniczych, wynikajacego z uposledzonej selekcji w trakcie rozwoju grasiczego, wysortowano
komorki CD4"Foxp3~ oraz CD4"Foxp3™ pochodzace z myszy TCR™M oraz Aire**TCR™™M j
zsekwencjonowano region CDR3 ich receptorow antygenowych (TCR). Tak powstatg baze¢
danych receptorow zastosowano do wzajemnego porownania takich samych populacji

pochodzacych z r6znego rodzaju myszy.

W pierwszej kolejnosci zbadano wzajemne relacje sekwencji TCR dla komorek

CD4 Foxp3™~ w obu rodzajach myszy (Rys. 4.4). Rysunek 4.4A przedstawia wzajemne utozenie
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tych samych receptoréw pochodzacych z populacji CD4 Foxp3~ z myszy TCR™™ i Aire**TCR™™
w zaleznosci od czgstosci ich wystgpowania w danym rodzaju myszy. W analizie uwzgledniono
sekwencje, ktore w bazie danych byly reprezentowane co najmniej dwukrotnie. Diagram Venna
przedstawiony na rysunku 4.4B porownuje do siebie indywidualne sekwencje, bez wzgledu na
czestos¢ ich wystepowania w grasiczym repertuarze danej myszy. Wykres kolowy na rysunku
4.4C przedstawia czestos¢ wystepowania indywidualnych sekwencji w analizowanej populacji,
gdzie kazdy wycinek reprezentuje indywidualng sekwencje; takie same kolory wycinkdéw nie
odnoszg si¢ do tych samych sekwencji. Wystajacy fragment tego wykresu kotowego przedstawia

jaka czes¢ bazy danych TCR w danym rodzaju myszy stanowia sekwencje, ktore nie sa dla nich

wspolne.
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Rysunek 4.4 Analiza poréwnawcza repertuaru receptorow grasiczych limfocytow T (TCR),
populacji CD4'Foxp3” z myszy TCR™™ oraz Aire*TCR™", A) Dwuwymiarowy wykres typu
kropkowego przedstawiajacy procentowa zawartos¢ poszczegolnych grasiczych receptorow w populacjach
CD4'Foxp3™ pomiedzy myszami TCR™™ oraz Aire®“TCR™™. B) Diagram Venna przedstawiajacy
wzajemne relacje indywidualnych grasiczych receptorow limfocytow T z populacji CD4 Foxp3™. C)
Wykres kolowy przestawiajacy procentowa zawarto$¢ poszczegolnych grasiczych receptorow limfocytow
T z populacji CD4Foxp3~ myszy TCR™" oraz Aire""TCR™". Fragmenty wystajace poza obreb kota
przedstawiaja sekwencje, ktore nie sg wspolne pomiedzy dwoma testowanymi rodzajami myszy.

Z powyzszej analizy mozna wywnioskowaé, iz upo$ledzenie negatywnej selekcji
wynikajace z braku prezentacji niektorych antygenow tkankowo-specyficznych w wyniku nokautu

genu Aire, nie powoduje znaczacego wzrostu czy spadku czestotliwosci wystgpowania
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dominujgcych receptoréw w myszy Aire®*TCR™" w stosunku do myszy TCR™™, Jak wida¢ na
wykresie 4.4A, sekwencje dominujagce w populacji CD4"Foxp3” w myszy Aire*°TCR™™
wystepowaly w porownywalnej frekwencji w myszy TCR™™ natomiast sekwencje nie znalezione
w jednym modelu myszy, w drugim pojawialy si¢ w czestotliwosci nie wigkszej niz 0,06%.
Poréwnanie réznych sekwencji (niezaleznie od ich frekwencji) pomiedzy myszami (Rys. 4.4B)
wykazalo, iz 50% sekwencji pochodzacych z myszy Aire*TCR™™, i 36% sekwencji
pochodzacych z myszy TCR™" nie naktada sie. Uwzgledniajac ich zawarto$¢ procentowa (Rys.
4.5C), wykazano, iz sekwencje te zajmujg nieznaczng czes$¢ catkowitej bazy danych receptoréw

poszczegblnych myszy, 3,11% w przypadku myszy Aire®TCR™" i 1,6% w przypadku TCR™™,

Podobne pordéwnanie jak przedstawiona powyzej analiza populacji CD4 Foxp3™ zostato
przeprowadzone dla populacji grasiczych CD4"Foxp3* z myszy TCR™" i Aire**TCR™™ (Rys.
4.5). Narysunku 4.5A przedstawiono wzajemng relacj¢ pomig¢dzy dystrybucja receptoréw w bazie
danych komoérek regulatorowych w myszy TCR™™ i Aire®*TCR™™, Populacja regulatorowa jest
zdecydowanie bardziej roznorodna w poréwnaniu do populacji Foxp3-, wigc wzajemne roztozenie
receptorow nie uktada si¢ tak rownomiernie, jak wida¢ na rysunku 4.4A. Dominujace sekwencje
w obu myszach rozktadajg si¢ na wykresie w zblizony sposdb. W poréwnaniu do populacji Foxp3-
czestotliwos$¢ wystgpowania sekwencji znalezionych tylko w jednym rodzaju myszy jest wyzsza i
jest nie wieksza niz 1% w przypadku myszy TCR™" i 0,2% w przypadku myszy Aire*°TCR™™,
Poréwnujac indywidualne receptory w bazach danych z kazdego rodzaju myszy (Rys. 4.5B)
widagé, iz cze$¢ wspolna pomigdzy nimi jest mniejsza (1564 sekwencje, 37% populacji z myszy
Aire®TCR™" i 41% z myszy TCR™™) niz w przypadku populacji CD4 Foxp3-, a sekwencje, ktore
nie s3 wspolne pomiedzy obiema myszami zajmujg wicksza czg$¢ bazy danych (Rys. 4.5C), niz w
przypadku populacji CD4 Foxp3~ (9,19% dla myszy Aire*°TCR™" i 14,1% dla myszy TCR™™).
Wickszy odsetek sekwencji, ktore nie byty wspdlne, w populacji regulatorowej z myszy TCR™™ i
w populacji CD4 Foxp3™ w myszy Aire*TCR™" mogt by¢ spowodowany uposledzong negatywng
selekcja 1 obecnoscig dodatkowych, potencjalnie autoreaktywnych klondw w grasicy, nie
stanowity one jednak klonéw dominujgcych. Na wykresie 4.5A dodatkowo wyszczegdlniono
sekwencje, ktore wystepowaty w bazie danych komorek regulatorowych pochodzacych z myszy
TCR™", a nie wystepowaly w tym samym rodzaju komoérek w myszy Aire**TCR™™, Analize
wzajemnej dystrybucji tych sekwencji w bazie danych w populacji CD4 Foxp3™ pokazuje rysunek
4.6.

71



. ko mini mini
10 - Treg ‘:l AlreTCR B I:l TCR
o - .
(> // \~
& 2629 2248
14 [
0 o
- o % - 63% 59%
o O . y
< 011 g o & SOOI . ¢
= <> <>O @ X A?.Q’}' 2 4 . R
£ O A ROBA
€ NN
e & ¢ ¢ -""\\‘2;? )0' (3 C
2 R PSR & 9,19% 14,1%
&8y UL
AN . vl 8
RIS SILE LGN %
EARNIINEONG S VNN S S <&
SRR AARK AP <& &
0.001 q | & |& COCCEEITIDEIMOCD
O g —
'1 T I|I T T T T 1
-1 0 0.001 0.01 0.1 1 10

Aire'*TCR™ (%)

Rysunek 4.5  Analiza porownawcza repertuaru grasiczych limfocytow T, populacji CD4 Foxp3* z
myszy TCR™" oraz Aire**TCR™™, A) Dwuwymiarowy wykres typu kropkowego przedstawiajacy
procentowg zawarto$¢ poszczegdlnych grasiczych receptorow w populacjach CD4"Foxp3™ pomiedzy
myszami TCR™" oraz Aire®"TCR™™. Na wykresie wyszczegolniono sekwencje, ktore wystepuja w bazie
danych myszy TCR™", a s3 nieobecne w bazie danych Aire""TCR™™, Lista tych sekwencji i ich wzajemna
dystrybucja w populacji CD4'Foxp3™ przedstawiona zostala na rysunku 4.6 B) Diagram Venna
przedstawiajacy wzajemne naktadanie si¢ indywidualnych grasiczych receptoréow limfocytow T z populacji
CD4 Foxp3" myszy TCR™™ oraz Aire**TCR™". C) Wykres kotowy przestawiajacy procentowg zawarto$é
poszczegodlnych grasiczych receptoréw limfocytow T z populacji CD4'Foxp3™ myszy TCR™" oraz
Aire®“TCR™™, Fragmenty wystajace poza obreb kota przedstawiaja sekwencje, ktore nie sa wspolne
pomiedzy dwoma testowanymi rodzajami myszy.

Na rysunku 4.6A przedstawiono wzajemng relacje pomiedzy dystrybucja receptorow
wyszczegolnionych na rysunku 4.5A w bazie danych sekwencji pochodzacych z populacji
CD4"Foxp3~ w myszy TCR™™ i Aire®TCR™", Poréwnanie to mialo na celu wytypowanie
komoérek, ktére w grasicy myszy TCR™" wyselekcjonowaly sie jako limfocyty T regulatorowe, a
w myszy Aire®®TCR™" znalazty sie w populacji CD4 Foxp3", z potencjatem rdznicowania w
komorki zaktywowane w momencie kontaktu z obwodowymi antygenami. Podobnie do rysunku
4.4A na rysunku 4.6A wida¢, iz sekwencje te nie stanowig znaczacego odsetka w bazie danych
obydwu myszy. W tabelkach wylistowano sekwencje wspolne dla obu populacji (4.6C), obecne

tylko w myszy Aire*“TCR™" (4.6B) oraz tylko w myszy TCR™" (4.6D).
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Rysunek 4.6  Analiza poréwnawcza repertuaru grasiczych limfocytow T, populacji CD4"Foxp3™ z

myszy TCR™™ oraz Aire*TCR™" ograniczona do sekwencji Tregéw obecnych w myszy TCR™" a
nie w myszy Aire*TCR™™, A) Dwuwymiarowy wykres typu kropkowego przedstawiajacy procentowg
zawarto$¢ poszczegolnych grasiczych receptorow w populacjach CD4 Foxp3™ pomiedzy myszami TCR™™
oraz Aire®“TCR™", B) Lista sekwencji receptorow limfocytow T obecnych tylko w bazie danych
pochodzacej z myszy Aire**TCR™™. C) Lista sekwencji receptoréw limfocytow T obecnych zaréwno w
bazie danych pochodzacej z myszy Aire**TCR™™, jak i w z myszy TCR™™. D) Lista sekwencji receptorow
limfocytow T obecnych tylko w bazie danych pochodzacej z myszy TCR™™,

4.4. Strategia bramkowania

Rysunek 4.7 przedstawia strategi¢ bramkowania zastosowang w czasie analizy
cytometrycznej weztow limfatycznych i wybranych narzadow wewnetrznych, pochodzacych z
mlodych (czterotygodniowych) i starych (ponad sze$ciomiesiecznych) myszy TCR™M i
Aire**TCR™™, Analiza cytometryczna byla przeprowadzona przy uzyciu maszyny CytoFLEX
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firmy Beckman. Pierwszym etapem bylo oddzielenie limfocytow ze wzgledu na ich wielkos¢
(FSC, z ang. forward scatter) oraz ziarnisto$¢ (SSC, z ang. side scatter), a nast¢gpnie wykluczenie
z analizy dubletow komorek (FSC-H/FSC-A) - analiza pojedynczych komorek. Kolejnym etapem
bylo rozdzielenie od siebie limfocytdow T pomocniczych (CD4") od cytotoksycznych (CD8") i w
oparciu o bramkowanie komorek CD4" przeprowadzono dalszg analize fenotypowa. Pierwszym
etapem analizy limfocytow T pomocniczych byto bramkowanie komoérek regulatorowych CD4*
ekspresjonujacych czynnik transkrypcyjny Foxp3, Poniewaz Foxp3 jest ekspresjonowany
wewnatrzkomoérkowo, do barwienia uzyto transgenicznej myszy, w ktorej ekspresja Foxp3 byta
skorelowana z ekspresja ludzkiego blonowego biatka fuzyjnego hCD2-CDS52, ktore umozliwito
uzycie przeciwciata monoklonalnego anty-hCD2 do barwienia powierzchniowego. Zaréwno
komorki Foxp3 pozytywne jak i negatywne zostaty nast¢pnie zbadane pod katem ekspresji biatka
Nur77 (z ang. nuclear receptor 4A1), ktory jest biatkiem ekspresjonowanym w koncowym
odcinku szlaku aktywacji TCR, a jego ekspresja w limfocytach T jest wykrywalna kilka godzin po
stymulacji receptora (TCR) antygenem [71, 74]. W tym celu ekspresja Nur77 powigzana zostala z
ekspresja biatka zielonej fluorescencji GFP (ang. green fluorescent protein). Limfocyty T
CD4'Foxp3™ dodatkowo zostaty zanalizowane pod katem markerow aktywacji komorek T, CD44
1 CD62L: komorki zaktywowane/komorki pamigci, potencjalnie autoreaktywne, posiadaly fenotyp
CD44°CD62L". Proliferacje in situ mierzono poprzez analize ekspresji CD71 (receptor dla
transferyny, niezbedny dla rozwoju i dzielenia si¢ komorek), biatka powierzchniowego, ktore
ekspresjonowane jest we wszystkich stadiach cyklu komoérkowego, z wyjatkiem GO [75].
Ekspresja CD71 catkowicie pokrywa si¢ z ekspresjg Ki-67, najczesciej stosowanego markera
proliferacji komorek. Uzycie CD71 zamiast Ki-67 ulatwia analiz¢ ze wzgledu na jego ekspresj¢

powierzchniows, a nie wewnatrzkomorkowa, jak w przypadku Ki-67.
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Rysunek 4.7 Strategia bramkowania w analizie cytometrycznej fenotypu komoérek wyizolowanych z
myszy TCR™" oraz Aire**TCR™™",

4.5. Analiza fenotypowa wezlow limfatycznych i
narzadow nielimfoidalnych

Analize porownawcza limfocytow T pomiedzy myszami w zalezno$ci od wieku
przeprowadzono zaczynajgc od liczby komorek CD4", odsetka komorek regulatorowych (expresji
Foxp3) oraz liczby komorek CD4 Foxp3™. Porownanie to zostato przedstawione na kolejnych
sze$ciu rysunkach (od Rysunku 4.8 do Rysunku 4.13). Pierwsze trzy Rysunki odnosity si¢ do
weztow chionnych (4.8, 4.9, 4.10), zar6wno obwodowych, jak i zlokalizowanych blizej w

stosunku do narzadéw wewnetrznych (jak wezly krezkowe czy krzyzowe), kolejne trzy odnosity
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si¢ do wybranych narzagdow wewnetrznych (4.11 — jelito grube, 4.12 — prostata, 4.13 — watroba).
Na kazdym z Rysunkow 4.8-4.13 w podpunkcie A przedstawiono przyktadowe barwienia
CD4/CD8 oraz CD4/Foxp3 limfocytow T myszy TCR™™ i Aire**TCR™" w wieku 4 tygodni oraz
starszych, niz sze$¢ miesigcy. Podpunkt B w kazdym z wyzej wymienionych rysunkéw
przedstawial porownanie liczby komérek CD4", podpunkt C przedstawial odsetek, a podpunkt D,
liczbe komorek regulatorowych (Foxp3™*) w populacji CD4". Kazdy z wykresow stupkowych (B,
C, D) przedstawiat warto$¢ usredniong, jak rowniez odchylenie standardowe od tej wartosci. Prog

istotnosci statystycznej zostat obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta.
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Rysunek 4.8 Analiza fenotypowa obwodowych wezlow limfatycznych z myszy TCR™™ (n=8) oraz
Aire**TCR™" (n=10) w oparciu o poziom ekspresji CD4 oraz czynnika transkrypcyjnego Foxp3.
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Rysunek 4.9 Analiza fenotypowa krezkowych wezlow limfatycznych z myszy TCR™™" (n=8) oraz
Aire*"TCR™" (n=10) w oparciu o poziom ekspresji CD4 oraz czynnika transkrypcyjnego Foxp3.
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Rysunek 4.10 Analiza fenotypowa krzyzowych i biodrowych wezléw limfatycznych z myszy TCR™"

(n=8) oraz Aire*"TCR™" (n=10) w oparciu o poziom ekspresji CD4 oraz czynnika transkrypcyjnego
Foxp3.
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Rysunek 4.11 Analiza fenotypowa jelita grubego z myszy TCR™" (n=8) oraz Aire*°TCR™" (n=10) w
oparciu o poziom ekspresji CD4 oraz czynnika transkrypcyjnego Foxp3.
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Rysunek 4.12 Analiza fenotypowa prostaty z myszy TCR™" (n=5) oraz Aire**TCR™™ (n=7) w oparciu
0 poziom ekspresji CD4 oraz czynnika transkrypcyjnego Foxp3.

78



A 4 tygodnie B 4 tygodnie >6 miesiecy
TCRMin AirekOTCRmmi % ity - 100+
. ] . 80 80|
<
=)
O 60 60
X
[0
'E 40 40+
2
o 20 20
cd o 0-
E | j N 40— 40—
D T T T r I.E + 307 30
x-
>6 miesiecy E % 20 20
o8 4 es
=]
471 ] ﬁ & 10 10
10° 5 o 3 s
2L =
© o o
10* 4 i D % 6 86—
x
<00 @
3 3 S 4 - —
"3 x
2.3 s
2 3 3
E 3 @
u-|0 34 34 -E 2 2_
T T T ™ Ty T T T T E
0 “ w® 10° ) 10? 10° 10 :
Foxp3hCD2 Violet610-A i .. N
. KkOro i i
I TCR I Aire"°TCR™™ 50 o

Rysunek 4.13 Analiza fenotypowa komorek watroby z myszy TCR™™ (n=5) oraz Aire*°TCR™" (n=5)
w oparciu o poziom ekspresji CD4 oraz czynnika transkrypcyjnego Foxp3.

Liczba komoérek CD4" w kazdym z analizowanych narzadow i rodzaju weztow
limfatycznych byla statystycznie wicksza w czterotygodniowej myszy kontrolnej w poréwnaniu
do myszy z nokautem genu Aire, co bylo analogiczne do analizy grasicy z czterotygodniowych
myszy (rysunek 4.3, 4.8B-4.13B). Roznica ta zanikala z wiekiem myszy. I1o§¢ komorek CD4" w
myszach kontrolnych z wiekiem znaczaco si¢ zmniejszata (z wyjatkiem prostaty, Rys. 4.12B),
natomiast w myszach Aire*°TCR™™" ta ilo§¢ pozostawata podobna (Rys. 4.8B-4.13B). Ilosciowe
zmniejszenie komorek CD4" moglo by¢ spowodowane inwolucja grasicy z wiekiem i zmniejszong
migracjg limfocytow, natomiast wzrost liczby komorek wystepujacych w myszy Aire®*TCR™™

moglo by¢ wynikiem reakcji zapalnej organizmu.

Wezly chtonne czterotygodniowych myszy Aire®*TCR™™ i TCR™™" niezaleznie od
lokalizacji wykazuja podobny odsetek komoérek regulatorowych w populacji CD4". Ta rownowaga
(TCR™"/Aire*TCR™") w weztach chtonnych pozostata podobna, niezaleznie od wieku, chociaz
sam odsetek komorek Foxp3"™ wzrost zardwno w myszy kontrolnej jak i z nokautem Aire (Rys.
4.8C-4.10C). W przypadku jelita grubego, prostaty i watroby czterotygodniowych myszy,
widoczne byly statystycznie znaczace roznice w czestotliwosci wystepowania komorek

regulatorowych na korzy$é myszy Aire**TCR™", W jelicie grubym starszych myszy nastapit
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wzrost proporcji komorek Foxp3™ w poréwnaniu do osobnikow miodych (w obydwu typach
myszy), co sugeruje konwersj¢ naiwnych komérek CD4 Foxp3™ do komorek pTreg w obecnosci
mikroflory w jelicie (Rys. 4.11C). W przypadku prostaty nie nastgpila znaczaca zmiana w
proporcji komorek Foxp3® w zadnym z rodzajow testowanych myszy i wcigz pozostala ona
statystycznie wicksza w myszy Aire*“TCR™™ (Rys. 4.12C). W watrobie ze starej myszy TCR™™,
proporcja komorek regulatorowych w stosunku do osobnikow czterotygodniowych nie ulegta

zmianie, natomiast w myszy z nokautem genu Aire wida¢ znaczacy jej spadek (Rys. 4.13C).

Liczba komorek CD4 Foxp3™ w przypadku analizy weztow myszy czterotygodniowych
pokazata rowniez réznicg (w przypadku weztéw obwodowych i1 krzyzowych, znaczaca) na
niekorzy$¢ myszy Aire®® TCR™™ (Rys. 4.8D, 4.9D), co zaobserwowano rowniez w jelicie grubym
1 w prostacie (Rys. 4.11D, 4.12D). Analiza watroby wykazata podobne proporcje komodrek
regulatorowych w myszy Aire**TCR™™ i TCR™™, (Rys. 4.13D). W myszach starych liczba
komorek CD4Foxp3" w weztach krezkowych oraz w jelicie grubym wzrosta w obydwu rodzajach
myszy, jednak ten wzrost byl bardziej znaczacy w myszy kontrolnej (Rys. 4.10D, 4.11D). W
prostacie wzrost ilosci komorek regulatorowych z wiekiem nastgpit w obu typach myszy, ale byt
bardziej znaczacy w myszy TCR™™ (Rys. 4.12D). Pozostate analizowane wezty nie wykazywaty
tego samego schematu dla obydwu typow myszy. W starych myszach TCRmini nastapit spadek
iloéci komorek regulatorowych, natomiast w myszach Aire**TCR™™, wzrost w poréwnaniu do
myszy mtodych (Rys. 4.8D, 4.9D). W przypadku weztow obwodowych ilos¢ Tregow w starych
osobnikach byta znaczaco (p=0,005) wigksza w myszach Aire*“TCR™™, Z wiekiem w watrobie
myszy kontrolnych jak i Aire” ilo$¢ komorek regulatorowych ulegla redukcji (Rys. 4.13D) i byta
statystycznie wieksza w myszy Aire*“TCR™™, Pomimo tego, iz z wiekiem watroba sie powieksza,
ilos¢ zarobwno komoérek CD4" jak i Foxp3™ w myszy kontrolnej malata, co moze si¢ wigzaé z
wyparciem ich przez inne rodzaje komoérek. W przypadku myszy Aire*“TCR™™ zaobserwowano
wzrost liczby komorek CD4* powigzany ze spadkiem ilo$ci i odsetka komorek regulatorowych,
co moze wskazywa¢ na wzrost ilo§ci innych subpopulacji komérek w populacji CD4", np.

komorek zaktywowanych, potencjalnie autoreaktywnych.

Analiza markeréw aktywacji (CD44 i CD62L) na komorkach CD4 Foxp3™ miata na celu
zidentyfikowanie narzadu w myszy Aire*TCR™" ktory bytby najlepszym punktem odniesienia

do dalszej analizy, w celu wyszukania potencjalnych klonéw odpowiedzialnych za chorobe
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autoimmunologiczng. Poréwnanie to zostato przedstawione na kolejnych szesciu rysunkach (od
Rysunku 4.14 do Rysunku 4.19). Pierwsze trzy Rysunki odnosity si¢ do weztow chtonnych (4.14,
4.15, 4.16) obwodowych, krezkowych i krzyzowych. Kolejne trzy odnosity si¢ do wybranych
narzagdéw wewngtrznych (4.17 — jelito grube, 4.18 — prostata, 4.19 — watroba). Na kazdym z
Rysunkow 4.14-4.19 w podpunkcie A przedstawiono przyktadowe barwienia CD44/CD62L na
populacji CD4*Foxp3™ z myszy TCR™™ i Aire®*TCR™" w wieku 4 tygodni oraz starszych, niz
sze$¢ miesiecy. Podpunkt B w kazdym z wyzej wymienionych rysunkow przedstawial porownanie
proporcji, a podpunkt C liczby komorek o fenotypie CD4'Foxp3 CD44'CD62L" pomiegdzy
myszami w zaleznosci od wieku. Kazdy z wykresow stupkowych (B, C) przedstawial wartos¢
usredniona, jak rdwniez odchylenie standardowe od tej warto$ci. Prog istotnos$ci statystycznej
zostal obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta. Pordwnujgc komorki CD4 Foxp3
CD44"CD62L" pomiedzy myszami TCR™™, a Aire®*TCR™" mozna zauwazyé, iz w obwodowych
1 krzyzowych weztach limfatycznych w mtodych myszach odsetek komorek zaktywowanych byt
statystycznie wyzszy w myszy kontrolnej (Rys. 4.14B, 4.16B). W weztach krezkowych i w jelicie
grubym mtodych myszy proporcje komoérek zaktywowanych byly podobne w obu modelach (Rys.
4.15B, 4.17B). Réwniez w prostacie 1 watrobie mtodych osobnikéw roéznice pomigedzy myszami
TCR™™ i Aire*TCR™™ nie byly statystycznie znaczace (Rys. 4.18B, 4.19B). Z wickiem udzial
procentowy komorek CD4"Foxp3'CD44°CD62L" zwickszyt sie w e wszystkich weztach
chtonnych oraz w jelicie w przypadku obu rodzajéw myszy i roznica pomigdzy myszami stracila
znaczenie statystyczne. W prostacie z wiekiem nie nastgpita zmiana w zadnym z rodzajow myszy
(Rys. 4.18B), natomiast w watrobie zmniejszyt si¢ odsetek komorek zaktywowanych w myszy

TCR™™"i (Rys. 4.19B).

Liczbowo limfocyty T o fenotypie CD4Foxp3 CD44"CD62L" réwniez byly mniejszej
iloéci w weztach czterotygodniowych myszy Aire®“TCR™M, co bezposrednio skorelowato z
analizowang wczeéniej ilosciag komorek CD4”. Z wiekiem u myszy TCR™" zmniejszyta sie ilo$é
komoérek aktywowanych w weztach obwodowych (Rys. 4.14C) i1 krzyzowych (Rys. 4.16C),
natomiast w wezlach krezkowych (Rys. 4.15C) ta ilos¢ wzrosta. W przypadku myszy
Aire®TCR™" w kazdym z rodzajow testowanych weztow ilo$é komérek o fenotypie CD4 Foxp3-
CD44°CD62L", byta wicksza w myszach starych w stosunku do myszy mtodych oraz, oprocz

weztow krezkowych, rowniez nieznacznie wyzsza w pordwnaniu do starych myszy TCR™M,
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Komorki jelita grubego wchodzace w sktad srodowiska, w ktorym duzy wptyw na uktad
immunologiczny maja bakterie flory jelitowej, w analizie fenotypowej miatly podobna
charakterystyke jak wezly krezkowe. Odsetek zaktywowanych komoérek CD4 (rys. 4.17B) u
mtodych osobnikéw byt bardzo podobny pomiedzy obydwoma rodzajami myszy 1 wzrdst wraz z
wiekiem myszy. [losciowo komoérki zaktywowane pochodzace z weztow krezkowych i z jelita
grubego (rys. 4.17C) réwniez wykazywaly znaczne podobienstwo. Podobnie jak w innych
analizowanych narzadach, w jelicie grubym czterotygodniowych osobnikow, ilos¢ komorek o
fenotypie CD4 Foxp3-CD44"CD62L" byta wyzsza w myszy TCR™". Wraz z wiekiem ilo$¢ ta u
myszy Aire®*TCR™" zwiekszyla si¢, pozostata jednak wcigz nizsza w poréwnaniu do myszy

TCR™" w poréwnywalnym wieku.

Prostata zostala wytypowana do analizy w oparciu o problemy z ptodnoscig wystepujaca
wsrod myszy z nokautem genu Aire [72]. Porownujac proporcje komorek zaktywowanych (rys.
4.18B) w myszach czterotygodniowych oraz osobnikach starszych nie zaobserwowano

znaczacych réznic zarowno w porownaniu pomigdzy typami myszy, jak i w zalezno$ci od wieku.

Ilosciowo w prostacie, poréwnywalnie do weztow, w mlodych myszach kontrolnych
wystepowato znaczaco wigcej komodrek zaktywowanych (rys. 4.18C). Z wiekiem, nastgpit wzrost
ilosci komorek CD4 Foxp3 CD44"CD62L" w obu rodzajach myszy, co nie spowodowalto zmiany

stosunku ilosci komoérek pomigdzy ré6znymi modelami myszy.

Watroba byta jednym z organéw wymienianych w publikacjach jako cel ataku komoérek
autorekatywnych w osobnikach z nokautem genu Aire [65]. Poréwnujac odsetek komorek o
fenotypie CD4"Foxp3 CD44"CD62L" pochodzacych z czterotygodniowych myszy Aire<°TCR™™N
i TCR™™ wida¢ juz w tak mtodej myszy statystyczng roznice pomiedzy nimi, na korzy$¢ myszy z
nokautem genu Aire. W watrobach starych myszy nastapit spadek odsetka komorek o fenotypie
CD4 Foxp3 CD44"CD62L", bardziej znaczacy w przypadku myszy kontrolnej, niz Aire**TCR™™,
Réznica pomiedzy myszami wcigz pozostata statystycznie znaczaca na korzy$¢ myszy z

nokautem.

W watrobie, tak jak w pozostatych badanych narzadach liczbowo, w czterotygodniowych
myszach wiecej komérek o fenotypie CD4 Foxp3 CD44"CD62L" wystepowato w myszy TCR™™,

Proporcja ta zostata odwrécona jednak w myszach starszych, gdzie w modelu TCR™™ nastapit ich
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znaczacy spadek, natomiast w modelu Aire**TCR™™ wzrost, a réznica pomiedzy obiema myszami

zrobila si¢ statystycznie istotna, na korzy$¢ myszy z nokautem genu Aire.
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Rysunek 4.14 Analiza fenotypowa obwodowych wezléw limfatycznych z myszy TCR™™ (n=8) oraz
Aire**TCR™" (n=10)w oparciu o poziom ekspresji markeréw aktywacji w komorkach CD4*Foxp3-.
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Rysunek 4.15 Analiza fenotypowa krezkowych wezléw limfatycznych z myszy TCR™" (n=8) oraz
Aire**TCR™" (n=10) w oparciu o poziom ekspresji markeréw aktywacji w komérkach CD4*Foxp3-.
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Rysunek 4.16 Analiza fenotypowa krzyzowych i biodrowych wezléw limfatycznych z myszy TCR™"
(n=8) oraz Aire*’TCR™" (n=10) w oparciu o poziom ekspresji markeréw aktywacji w komoérkach
CD4 Foxp3-.
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Rysunek 4.17 Analiza fenotypowa grubego jelita z myszy TCR™" (n=8) oraz Aire*TCR™" (n=10) w
oparciu o poziom ekspresji markeréw aktywacji w komorkach CD4*Foxp3-.
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Rysunek 4.18 Analiza fenotypowa prostaty z myszy TCR™" (n=5) oraz Aire*’TCR™" (n=7) w oparciu
o poziom ekspresji markerow aktywacji w komoérkach CD4"Foxp3~.
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Rysunek 4.19 Analiza fenotypowa watroby z myszy TCR™™ (n=5) oraz Aire**TCR™™ (n=5) w oparciu
o poziom ekspresji markeréw aktywacji w komérkach CD4"Foxp3-.
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Analiza ekspresji Nur77GFP pokazana na Rys. 4.20 (dla komorek regulatorowych) i Rys.
4.21 (dla komoérek Foxp3") dostarczyla podobnych wnioskoéw, jakie zaobserwowano podczas
badan nad mysza Scurfy, ktora, wskutek braku Tregow, wykazuje ogodlnoustrojowy proces zapalny
bedacy nastgpstwem aktywacji autoreaktywnych limfocytow T [20]. Rowniez w przypadku myszy
Aire®TCR™™ zaobserwowano brak roznic w ekspresji Nur77GFP w limfocytach CD4 Foxp3-
oraz Treg miedzy mysza zdrowa a chorg (Rys. 4.20 i 4.21). Swiadczy¢ to moze o zwickszonej
apoptozie komorek silnie zaktywowanych przez wlasne antygeny gospodarza (a wigc silnie
ekspresjonujagce Nur77GFP). Tregi wykazuja zwigkszona ekspresje¢ Nur77, co zostato
zaproponowane jako odpowiedz na zwigkszone powinowactwo TCR do antygenow
prezentowanych w czasie rozwoju w grasicy [76] — ta sama cecha zostata zaobserwowana w
przypadku myszy Aire®TCR™™, Odpowiedz limfocytow T do réznych antygenow z

wykorzystaniem Nur77GFP przeprowadzono uzywajac hybrydom (Rys. 4.34 1 4.35).
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Rysunek 4.20 Analiza limfocytow T regulatorowych o fenotypie z myszy TCR™™ oraz Aire**TCR™™"
w oparciu o poziom ekspresji czynnika transkrypcyjnego Nur77. A) Histogramy przedstawiajace
srednie wartosci fluorescencji (MFI) Nur77GFP z reprezentatywnych probek. B) Wykres stupkowy
przedstawiajacy usredniong warto§¢ MFI dla danego organu oraz odchylenie standardowe od tej wartosci.
Prog istotnosci statystycznej zostat obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta.
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Rysunek 4.21 Analiza limfocytéw T o fenotypie CD4*Foxp3- z myszy TCR™" oraz Aire*TCR™" w
oparciu o poziom ekspresji czynnika transkrypcyjnego Nur77. A) Histogramy przedstawiajace srednie

wartosci

fluorescencji

(MFI) Nur77GFP z reprezentatywnych probek. B) Wykres

stupkowy

przedstawiajacy usredniong warto§¢ MFI dla danego organu oraz odchylenie standardowe od tej wartosci.
Prog istotnosci statystycznej zostat obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta.
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Receptor transferyny CD71 jest ekspresjonowany na niskim poziomie w dojrzatych
limfocytach w stanie spoczynku, a jego poziom zwigksza si¢ w po aktywacji w proliferujacych
komorkach [75]. Jest to marker wygodniejszy w uzyciu w porownaniu do Ki67, ktory jest rowniez
markerem proliferujacych komorek, ze wzgledu na jego ekspresje powierzchniowa. Markery te sa
rowniez wskaznikami w réznym stadium aktywacji komorek przez receptor limfocytow T.
Ekspresja Nur77 pojawia si¢ najwczesniej, w kolejnym etapie pojawia si¢ ekspresja CD71, a Ki-

67 jest p6znym markerem aktywacji limfocytow T [75].

Porownujac odsetek komorek CD4'Foxp3™ z podwyzszong ekspresjis CD71 w
czterotygodniowych myszach mozna zauwazy¢ podobienstwo pomiedzy myszami TCR™M j
Aire®*TCR™" w prawie wszystkich analizowanych narzadach i weztach limfatycznych, z
wyjatkiem prostaty, gdzie w myszy z nokautem genu Aire bylo ich znaczaco mniej. W starszych
myszach TCR™™ w wezlach obwodowych widoczny byt wzrost proporcji komorek z
podwyzszong ekspresja CD71, natomiast w myszach Aire**TCR™" co w wypadku weztow
obwodowych spowodowalo statystycznie znaczacg rdéznice pomi¢dzy analizowanymi myszami.
W jelicie grubym 1 weztach krezkowych proporcja komorek z podwyzszong ekspresja CD71 w
myszy kontrolnej byla statystycznie wyzsza niz, w myszy z nokautem Aire. W watrobie starych
myszy TCR™™ i Aire®TCR™" nastgpit proporcjonalny wzrost odsetka komérek CD4*Foxp3~ o
podwyzszonej ekspresji CD71, natomiast w prostacie myszy kontrolnej warto$¢ ta pozostata stata,
a w myszy z nokautem Aire wzrosta okoto dwukrotnie w poréwnaniu do myszy

czterotygodniowe;.

We wszystkich badanych organach i weztach chtonnych czterotygodniowych myszy liczba
komorek o wyzszej ekspresji CD71 byta wicksza w myszy TCR™™, przy czym tylko w weztach
krezkowych ta réznica nie byla statystycznie znaczaca. W jelicie grubym 1 weztach krezkowych
myszy starszych ta wzajemna relacja zostala zachowana i wcigz bylg statystycznie znaczaca na
korzy§¢ myszy TCR™" przy czym ta liczba spadla w przypadku obu myszy w weztach
krezkowych 1 w jelicie grubym myszy kontrolnej, a nieznacznie wzrosta w jelicie grubym myszy
z nokautem Aire. Liczba komorek CD4 Foxp3™ o podwyzszonej ekspresji CD71 w weztach
obwodowych i krzyzowych spadta w przypadku obu rodzajow myszy, ale w myszy TCR™™ ten
spadek byt bardziej znaczacy, do poziomu poréwnywalnego do myszy Aire**TCR™™, W prostacie

w obydwu rodzajach myszy nastapil proporcjonalny wzrost liczby komorek proliferujacych,
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niepowodujacy zaburzenia wzajemnego stosunku pomi¢dzy myszami, ktory pozostat statystycznie
znaczacy. W watrobie myszy TCR™", tak jak w wickszo$ci pozostalych organow i weztow
(oprocz prostaty), nastgpit spadek liczby komorek o podwyzszonym poziomie CD71, natomiast w
myszy z nokautem Aire nastapil jej znaczacy wzrost, co skutkowalo odwroceniem wzajemne;j

proporcji na korzy$¢ myszy Aire*“TCR™™,

Poréwnujgc odsetek komoérek CD4'Foxp3™ z podwyzszong ekspresjag CD71 w
czterotygodniowych myszach mozna zauwazy¢ podobny jego poziom w weztach krzyzowych i
krezkowych w obu typach myszy. W weztach obwodowych ten poziom byt wyzszy natomiast we
wszystkich badanych narzadach statystycznie podobny w myszy Aire®“TCR™™, W weztach
obwodowych i krzyzowych nie nastgpita zmiana w odsetku proliferujacych Tregéw w myszach
starszych, a przypadku weztéw krezkowych 1 jelita grubego nastgpit jego w przypadku myszy
kontrolnej. Rowniez w watrobie zaobserwowano wzrost odsetka komorek ekspresjonujacych
CD71, w odroznieniu od prostaty, gdzie wzrost zaobserwowano w myszy Aire®*TCR™™", a spadek

w myszy TCR™n,

W prawie wszystkich badanych organach i weztach chtonnych czterotygodniowych myszy
(oprécz watroby) liczba komérek o wyzszej ekspresji CD71 byta wieksza w myszy TCR™™, przy
czym w weztach krezkowych 1 w prostacie ta roznica nie byta statystycznie znaczaca. W watrobie
zaobserwowano brak znaczacej roznicy pomiedzy czterotygodniowymi myszami. W jelicie
grubym, weztach krezkowych 1 prostacie z wiekiem w obu typach myszy wzrosta proporcjonalnie
liczba proliferujacych Tregéw 1 wcigz w myszy kontrolnej ta liczba pozostata wigksza (w jelicie
grubym ta roznica pozostata statystycznie znaczaca). W weztach obwodowych, krzyzowych oraz
w watrobie nastgpit spadek liczby komorek o profilu CD4 "Foxp3"CD71" w myszach kontrolnych,
a wzrost w myszach Aire®TCR™" powodujac odwrdécenie wzajemnej zaleznosci pomigdzy

dwoma rodzajami myszy na korzy$¢ modelu z nokautem Aire.
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Rysunek 4.21 Analiza fenotypowa obwodowych wezlow limfatycznych z myszy TCR™" (n=8) oraz
Aire**TCR™" (n=10) w oparciu o poziom ekspresji CD71 oraz czynnika transkrypcyjnego Foxp3 w
zalezno$ci od wieku. A) Przykladowe barwienie CD4/CD71 limfocytow T o fenotypie CD4 Foxp3'. B)
Przyktadowe barwienie CD4/CD71 limfocytow T o fenotypie CD4 Foxp3®. C) Wykres shupkowy
przedstawiajacy odsetek komorek o fenotypie CD4'Foxp3'CD71. D) Wykres stupkowy przedstawiajacy
$rednig liczbe komorek CD4Foxp3'CD71". E) Wykres stupkowy przedstawiajacy odsetek komorek o
fenotypie CD4Foxp3'CD71". F) Wykres stupkowy przedstawiajgcy S$rednig liczbe komorek
CD4 Foxp3'CD71". Kazdy z wykresow stupkowych (C, D, E, F) przedstawia warto$¢ usredniong z co
najmniej dziesigciu myszy, jak rowniez odchylenie standardowe od tej wartosci. Prog istotnosci
statystycznej zostal obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta.
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Rysunek 4.22 Analiza fenotypowa krezkowych wezlow limfatycznych z myszy TCR™™ (n=8) oraz
Aire**TCR™" (n=10) w oparciu o poziom ekspresji CD71 oraz czynnika transkrypcyjnego Foxp3 w
zaleznos$ci od wieku. A) Przykladowe barwienie CD4/CD71 limfocytow T o fenotypie CD4 Foxp3™. B)
Przyktadowe barwienie CD4/CD71 limfocytow T o fenotypie CD4 Foxp3®. C) Wykres shupkowy
przedstawiajacy odsetek komorek o fenotypie CD4'Foxp3'CD71. D) Wykres stupkowy przedstawiajacy
$rednig liczbe komorek CD4Foxp3'CD71". E) Wykres stupkowy przedstawiajacy odsetek komorek o
fenotypie CD4Foxp3'CD71". F) Wykres stupkowy przedstawiajgcy S$rednig liczbe komorek
CD4 Foxp3'CD71". Kazdy z wykresow stupkowych (C, D, E, F) przedstawia warto$¢ usredniong z co
najmniej dziesigciu myszy, jak rowniez odchylenie standardowe od tej wartosci. Prog istotnosci
statystycznej zostal obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta.

92



A 4 tygodnie D 4 tygodnie
T CRmini AirekoTCRmini TCRmini AirekoTCRmini

1073 10.2 E 7.64 0y 41.9 E 39.6

CD4 KO525A
!
. CD4 KO525A
i
!

Lk it T L T T L i T T T T L i T T T T L i T T T

0
CD71 ECDA

>6 miesiecy >6 miesiecy

< <
& b
g A
Smai E S‘”Ji E
2 o4 E Xo 4 E
SHNE o
10° b 0% N
T T T T ™ ™ T T T T ™ T T L T T T T T T ™ ™ ™
0 ﬂl‘ 105 106 0 104 105 105 0 104 105 ms 0 m‘ 1(75 ‘\Us
CD71 ECDA CD71 ECDA
B 4 tygodnie >6 miesiecy E 4 tygodnie >6 miesiecy
. 3 15 15— . geoA 60
— —+
5 8 82
52 88,0 T T
< I 10 T 10 T < £ 40 40+
o . o,
o T O <
g0 j=ifa
c O c O
X .= X~
~ T 5 5 ~ S 20 20
R ° %
22 2
o 8_ 8 8_
€5 o U z 0- 0-
. - _ . .
C ;\150 150 F 5‘20 e 20
o o
<2 x X 15 15
+ + = =
2 100 100 £x
€0 £0
o O o O 104 10|
x ! o+
s Q o Q
o X A 4 Q X
N o 50 50 N o
o O WL 5 T 5
3+ T i
< <
a T )
) )
0- 0- o-! 0-

I TCRmini I AirekoTCRmini

Rysunek 4.23 Analiza fenotypowa krzyzowych wezléw limfatycznych z myszy TCR™™ (n=8) oraz
Aire**TCR™" (n=10) w oparciu o poziom ekspresji CD71 oraz czynnika transkrypcyjnego Foxp3 w
zaleznos$ci od wieku. A) Przykladowe barwienie CD4/CD71 limfocytow T o fenotypie CD4 Foxp3™. B)
Przyktadowe barwienie CD4/CD71 limfocytow T o fenotypie CD4 Foxp3®. C) Wykres shupkowy
przedstawiajacy odsetek komorek o fenotypie CD4'Foxp3'CD71. D) Wykres stupkowy przedstawiajacy
$rednig liczbe komorek CD4Foxp3'CD71". E) Wykres stupkowy przedstawiajacy odsetek komorek o
fenotypie CD4Foxp3'CD71". F) Wykres stupkowy przedstawiajgcy S$rednig liczbe komorek
CD4 Foxp3'CD71". Kazdy z wykresow stupkowych (C, D, E, F) przedstawia warto$¢ usredniong z co
najmniej dziesigciu myszy, jak rowniez odchylenie standardowe od tej wartosci. Prog istotnosci
statystycznej zostal obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta.
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Rysunek 4.24 Analiza fenotypowa jelita grubego z myszy TCR™" (n=8) oraz Aire*°TCR™" (n=10) w
oparciu o poziom ekspresji CD71 oraz czynnika transkrypcyjnego Foxp3 w zaleznosci od wieku. A)
Przyktadowe barwienie CD4/CD71 limfocytow T o fenotypie CD4 Foxp3". B) Przykladowe barwienie
CD4/CD71 limfocytow T o fenotypie CD4'Foxp3". C) Wykres slupkowy przedstawiajacy odsetek
komorek o fenotypie CD4 ' Foxp3'CD71. D) Wykres stupkowy przedstawiajacy $rednig liczbe komorek
CD4'Foxp3'CD71°. E) Wykres stupkowy przedstawiajacy odsetek komorek o fenotypie
CD4'Foxp3'CD71". F) Wykres stupkowy przedstawiajacy $rednia liczbe komérek CD4 Foxp3'CD71".
Kazdy z wykresow stupkowych (C, D, E, F) przedstawia warto$¢ usredniong z co najmniej dziesigciu
myszy, jak rowniez odchylenie standardowe od tej wartosci. Prog istotnosci statystycznej zostat obliczony
z wykorzystaniem testu t-Studenta.
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Rysunek 4.25 Analiza fenotypowa prostaty z myszy TCR™" (n=5) oraz Aire*°TCR™" (n=7) w oparciu
o poziom ekspresji CD71 oraz czynnika transkrypcyjnego Foxp3 w zalezno$ci od wieku. A)
Przyktadowe barwienie CD4/CD71 limfocytdow T o fenotypie CD4 Foxp3". B) Przykladowe barwienie
CD4/CD71 limfocytow T o fenotypie CD4'Foxp3". C) Wykres slupkowy przedstawiajacy odsetek
komorek o fenotypie CD4 Foxp3'CD71. D) Wykres stupkowy przedstawiajacy $rednig liczbe komorek
CD4'Foxp3'CD71". E) Wykres stupkowy przedstawiajacy odsetek komorek o fenotypie
CD4'Foxp3"CD71". F) Wykres stupkowy przedstawiajacy $rednig liczbe komorek CD4 Foxp3"CD71".
Kazdy z wykresow stupkowych (C, D, E, F) przedstawia wartos¢ usredniong z co najmniej sze$ciu myszy,
jak rowniez odchylenie standardowe od tej wartosci. Prog istotnosci statystycznej zostat obliczony z
wykorzystaniem testu t-Studenta.
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Rysunek 4.26 Analiza fenotypowa watroby z myszy TCR™™" (n=5) oraz Aire*’TCR™" (n=5) w oparciu
o poziom ekspresji CD71 oraz czynnika transkrypcyjnego Foxp3 w zalezno$ci od wieku. A)
Przyktadowe barwienie CD4/CD71 limfocytow T o fenotypie CD4 Foxp3". B) Przykladowe barwienie
CD4/CD71 limfocytow T o fenotypie CD4Foxp3™. C) Wykres stupkowy przedstawiajacy odsetek
komorek o fenotypie CD4'Foxp3'CD71. D) Wykres stupkowy przedstawiajacy $rednig liczbe komorek
CD4'Foxp3'CD71". E) Wykres stupkowy przedstawiajacy odsetek komorek o fenotypie
CD4 Foxp3'CD71". F) Wykres stupkowy przedstawiajacy $rednig liczbe komorek CD4 Foxp3'CD71".
Kazdy z wykresow stupkowych (C, D, E, F) przedstawia warto$¢ usredniong z co najmniej szesciu myszy,
jak roéwniez odchylenie standardowe od tej wartosci. Prog istotnosci statystycznej zostal obliczony z
wykorzystaniem testu t-Studenta.
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W dalszej analizie skupiono si¢ na myszach starszych (> 6 miesiecy), poniewaz w nich
mozna zauwazy¢ fenotypowo wieksze sktonnosci do autoagresji w myszach Aire*“TCR™™, Z
przeanalizowanych narzadow najwigksze zmiany mozna byto zauwazy¢ w watrobie. Jelito grube
1 wezty krezkowe w pordwnaniu pomiedzy myszami w réoznym wieku cechowatly si¢ bardzo
podobnymi tendencjami, co prawdopodobnie zwigzane byto z wigkszym wptywem bakterii na
charakterystyke tych komorek. Kolejnym etapem na przyszla analiz¢ wptywu nokautu Aire na
jelito grube bylaby analiza myszy, ktore nie posiadatyby indukowanych Tregdéw, jak rowniez
pozbawione bytyby bakterii (gnotobiotyczne), co pozwolitoby na przetestowanie rzeczywistego
wpltywu Aire na komorki jelita. Prostata do analizy dalszej zostala uwzgledniona bazujac na
problemach z plodnoscia myszy Aire**TCR™M, chociaz z wiekiem zauwazalne s3 zmiany

fenotypowe zaréwno u myszy kontrolnych jak i z nokautem genu Aire.

Jak pokazano na Rys. 4.26, odsetek watrobowych komoérek CD4 Foxp3™ jak i Treg
ekspresjonujacych CD71 wzrastat z wiekiem w obu myszach. Liczba Tregdéw malata réwniez w
obu myszach (Rys. 4.13), ale liczba proliferujacych Tregow w myszach Aire*°TCR™M
wykazywata tendencj¢ wzrostowa (Rys. 4.26), w przeciwienstwie do myszy kontrolnej. Analiza
ekspresji markera aktywacji CD44 na komoérkach CD4'Foxp3™ (Rys. 4.27) wykazala, iz w
watrobie w poréwnaniu do myszy kontrolnej wigkszy ich odsetek ulegat aktywacji w myszy
Aire®TCR™" Na Rys. 4.28 pokazano ekspresjc markera PD1 na Tregach w myszach
Aire**TCR™" w poréwnaniu do myszy TCR™". Wickszy poziom ekspresji PD1 w myszy z
nokautem genu Aire moze stanowi¢ wskazowke, dlaczego jest ich mniejsza liczba w watrobie
(Rys. 4.13), pomimo wigkszej liczby komorek proliferujacych. Proliferacja komérek CD4 jest
nastgpstwem ich aktywacji (zwigkszonej ekspresji CD44), co prowadzi do ekspresji PD1, ktéry
jest naturalnym mechanizmem zapobiegajacym nadmiernej aktywacji komoérek T [77]. Uzyskane
dane pokazaty, ze komoérki Treg w myszy Aire®*TCR™" ulegajac zwigkszonej aktywacji, a co za
tym proliferacji, moga ulega¢ eliminacji w zwiazku z indukcja procesu apoptozy przez sygnat
receptora PD1. Ten wniosek dodatkowo wspiera brak zwigkszonej ilosci komodrek Treg
ekspresjonujgcych Nur77 (Rys. 4.20), co sugeruje, ze komorki regulatorowe ekspresjonujgce TCR
o wysokim powinowactwie do antygenow watrobowych (czyli te, ktore maja wyzsza ekspresje
CD44), moga ulega¢ eliminacji w wyniku procesu zwanego $miercig na skutek indukowanej
aktywacji (z ang. activation-induced cell death, AICD) inicjowanym m.in. przez PD1 [77, 78].
Podobng obserwacj¢ uzyskano analizujac myszy z nokautem Foxp3 [20], gdzie brak byt komoérek
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CD4 posiadajacych wysoka ekspresj¢ Nur77, a ktore ekspresjonowaly autoreaktywne TCR.
Ponadto, analiza watrobowych limfocytéw regulatorowych pokazata rowniez, ze zaburzona jest
ich funkcja supresorowa. Rys. 4.29 pokazuje zmniejszenie ekspresji CD73, jednego z kluczowych
biatek uzywanych przez Tregi do hamowania funkcji efektorowych limfocytéw T. CD73 (NT5E)
jest ektonukleaza, ktora indukuje konwersje AMP do adenozyny wigzacej si¢ do jej receptora [79].
Zwigkszone st¢zenie tej molekuly zaburza metabolizm komoérki. Zmniejszona ekspresja tej
molekuly na watrobowych komérkach Treg myszy Aire*°TCR™" jest dowodem na ich zaburzona
funkcje, powodujac nichamowang reakcj¢ limfocytéw T efektorowych. Podsumowujac, powyzsze
dane pokazuja zmniejszong funkcje watrobowych Treg w myszy Aire® TCR™™, co stanowi dowod
na indukcj¢ procesu zapalnego w tym organie w myszy z nokautem Aire.
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Rysunek 4.27 Analiza fenotypowa jelita grubego, prostaty i watroby z myszy TCR™" oraz
Aire*TCR™" w oparciu o poziom ekspresji CD44 w limfocytach T regulatorowych starych myszy.
A) Przyktadowe barwienie CD4/CD44 limfocytow T o fenotypie CD4 Foxp3" oraz wykres stupkowy
przedstawiajgcy usredniony odsetek komorek CD4'Foxp3'CD44" w jelicie grubym. B) Przykladowe
barwienie CD4/CD44 limfocytow T o fenotypie CD4 Foxp3" oraz wykres stupkowy przedstawiajgcy
usredniony odsetek komorek CD4Foxp3'CD44" w prostacie. C) Przyktadowe barwienie CD4/CD44
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limfocytow T o fenotypie CD4 Foxp3" oraz wykres stupkowy przedstawiajacy usredniony odsetek
komorek CD4 Foxp3'CD44" w watrobie. Kazdy z wykresow shupkowych przedstawia warto$¢ usredniong
Z co najmniej szesciu myszy, jak réwniez odchylenie standardowe od tej wartosci. Prog istotnosci
statystycznej zostat obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta.
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Rysunek 4.28 Analiza fenotypowa jelita grubego, prostaty i watroby z myszy TCR™" oraz
Aire*"TCR™™ w oparciu o poziom ekspresji PD-1 w limfocytach T regulatorowych starych myszy.
A) Przykladowe barwienie CD4/PD-1 limfocytow T o fenotypie CD4'Foxp3™ oraz wykres stupkowy
przedstawiajacy usredniony odsetek komoérek CD4Foxp3'PD-1" w jelicie grubym. B) Przyktadowe
barwienie CD4/PD-1 limfocytow T o fenotypie CD4Foxp3" oraz wykres slupkowy przedstawiajacy
usredniony odsetek komoérek CD4'Foxp3™PD-1" w prostacie. C) Przykladowe barwienie CD4/PD-1
limfocytow T o fenotypie CD4Foxp3" oraz wykres stupkowy przedstawiajacy usredniony odsetek
komorek CD4 Foxp3 ™ PD-1" w watrobie. Kazdy z wykresow stupkowych przedstawia warto$¢ usredniong
Z co najmniej szeSciu myszy, jak réwniez odchylenie standardowe od tej wartosci. Prog istotnosci
statystycznej zostat obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta.

Analiza watrobowych limfocytéw regulatorowych pokazata rowniez, ze zaburzona jest ich

funkcja supresorowa. Rys. 4.29 pokazuje zmniejszenie ekspresji CD73, ktore jest biatkiem
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uzywanych przez Tregi do hamowania funkcji efektorowych limfocytow T. CD73 (NTSE) jest
ektonukleazg, ktéra indukuje konwersje AMP do adenozyny wiazacej si¢ do jej receptora.
Zwickszone st¢zenie tej molekuly zaburza metabolizm komorki. Zmniejszona ekspresja tej
molekuty na watrobowych komoérkach Treg myszy Aire®TCR™" moze by¢ wskazowka na ich
zaburzong funkcje, powodujagc niechamowang reakcje limfocytow T efektorowych.
Podsumowujac, powyzsze dane pokazuja zmniejszong funkcje watrobowych Treg w myszy
Aire®TCR™" co stanowi dowdd na indukcje procesu zapalnego w tym organie w myszy z

nokautem Aire.
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Rysunek 4.29 Analiza fenotypowa jelita grubego, prostaty i watroby z myszy TCR™" oraz
Aire*TCR™" w oparciu §rednig intensywno$¢ fluorescencji CD73 w limfocytach T regulatorowych
starych myszy. Gorne panele przedstawiaja przykladowe histogramy przedstawiajgce porownanie Sredniej
intensywnosci fluorescencji (MFI) CD73 w jelicie grubym (A) prostacie (B) i watrobie (C) myszy TCR™™
i Aire*“TCR™™. Dolne panele przedstawiaja wykresy stupkowe z usrednionej warto$¢ MFI dla
poszczegblnych organow. Kazdy z wykresow stupkowych przedstawia warto§¢ usredniong z co najmniej
sze$ciu myszy, jak rowniez odchylenie standardowe od tej wartosci. Prog istotnosci statystycznej zostat
obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta.
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4.6. Analiza histologiczna

Barwienie histologiczne przeprowadzono dla wybranych narzagdéw z pominigciem weztow
wewnetrznych, w  ktorych mozna oczekiwa¢ zmian w zwigzku z brakiem Tregow
selekcjonowanych na antygenach tkankowo-specyficznych. Na rysunku 4.30 przedstawiono
wycinek z fragmentu jelita grubego (A), prostaty (B) i watroby (C) z dwodch przyktadowych
osobnikéw z modelu TCR™™ i Aire*“TCR™" w wieku powyzej szesciu miesiecy. W analizie
histopatologicznej nie zauwazono patologicznych zmian w jelicie grubym oraz prostacie zarowno
myszy kontorolnej jak i z nokautem genu Aire. Z kolei w przypadku watroby pochodzacej z myszy
Aire**TCR™" mozna byto zaobserwowa¢ gromadzace sie mate infiltujace komorki o morfologii
zgodnej z dojrzatymi limfocytami, jak rowniez pleomorficzne poligonalne komorki rdznej
wielkos$ci o amfofilowej cytoplazmie, ktore moga by¢ niedojrzatymi limfocytami (limfoblastami).
Watroba myszy TCR™™ nie wykazywata porownywalnych zmian patologicznych.

A B
Jelito grube Prostata

TCRmini AirekoTCRmini TCRmini AirekOTCRmini
wa . . : 5

‘Watroba
TCR™Mn AirekoTCRMIM

Rysunek 4.30 Barwienie histologiczne hematoksyling i eozyna jelita grubego (A), prostaty (B) i

watroby (C) ze starych (> 6 miesiecy) myszy TCR™" i Aire*TCR™", Na rysunku pokazano dwie
reprezentacyjne myszy kazdego rodzaju.
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4.7. Analiza sekwencji CDR3 receptora TCR w
narzadach nielimfoidalnych

W celu wytypowania receptoréw, ktére sg potencjalnie autoreaktywne w badanych
narzgdach wewnetrznych komorki CD4 Foxp3™ i CD4Foxp3™ z jelita grubego, prostaty i watroby
z myszy TCR™™ i Aire®*TCR™" wysortowano na sorterze komérkowym i zsekwencjonowano
region CDR3 ich TCR. Na kolejnych trzech rysunkach przedstawiono analiz¢ sekwencji komorek
CD4"Fxop3™ odpowiednio dla jelita grubego (Rys. 4.31), prostaty (Rys. 4.32) i watroby (Rys.
4.33). W kazdym z rysunkéw podpunkt A przedstawia porownanie czestotliwosci wystepowania
sekwencji w analizowanym narzadzie do ich czgstotliwosci w innych organach myszy
Aire®TCR™™, Poréwnanie to miato na celu wytypowanie sekwencji TCR potencjalnie tkankowo-
specyficznych, czyli wystepujacych w jednym narzadzie, a nie wystepujacych weale, lub w bardzo
matej czestotliwosci w pozostatych narzadach (co najmniej dziesigciokrotna roznica). Na tej
podstawie wytypowano 931 sekwencji z jelita grubego (Rys. 4.31A), 829 z prostaty (Rys. 4.32A)
i 1434 z watroby (Rys. 4.33A). Na rysunku B poréwnano sekwencje wytypowane w podpunkcie
A do bazy sekwencji komoérek regulatorowych wystepujacych w grasicy myszy z nokautem genu
Aire. Celem tego porownania bylo wyeliminowanie sekwencji wspolnych, ktore pojawily si¢ w
populacji CD4Foxp3™ w badanym narzadzie jak rowniez w populacji grasiczych Tregow. Po tym
kroku do dalszej analizy pozostato 807 sekwencji z jelita grubego, 728 sekwencji z prostaty i 1317
sekwencji z watroby myszy Aire®*TCR™", Kolejnym krokiem bylo poréwnanie sekwencji
wytypowanych w kroku B do bazy danych sekwencji grasiczych Tregéw pochodzacych z myszy
TCR™™, Celem tego poréwnania bylo wytypowanie sekwencji wspdlnych pomiedzy badanym
narzagdem a grasiczymi Tregami z myszy kontrolnej. W koncowym etapie wytypowano 53
sekwencje pochodzace z jelita grubego, 31 z prostaty i 64 z watroby, ktére pochodzity z populacji
CD4'Foxp3-, byty tkankowo-specyficzne, nie pojawily sie w populacji regulatorowej w rozwoju
grasiczym w myszy Aire®TCR™" a pojawily si¢ w populacji regulatorowej w grasicy myszy
TCR™", W podpunktach D rysunkow 4.31-4.33 wylistowano te sekwencje, a kolorem czerwonym
zaznaczono dodatkowo sekwencje, ktore wystepowaty w populacji komorek zaktywowanych w

badanym narzadzie myszy Aire*°TCR™™M,
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Rysunek 4.31 Analiza repertuaru limfocytéw T tkankowo specyficznych z jelita grubego w
populacji CD4"Foxp3™ myszy Aire**TCR™™,

A) Mapa cieplna przedstawiajgca zawarto$¢ procentowsg receptorow wystepujacych z populacji
CD4Foxp3~ jelita grubego myszy Aire®*TCR™" i ich jednoczesna dystrybucja w innych organach
(watroba, prostata, jadra, jajniki). Klony potencjalnie tkankowo specyficzne wybrano na podstawie
zalozenia, iz w pozostatych narzadach byto ich co najmniej dziesi¢gciokrotnie mniej. B) Diagram Venna
przedstawiajacy nakladanie si¢ zbiorow sekwencji wytypowanych w podpunkcie A jako tkankowo
specyficzne i grasiczych tymocytéw regulatorowych w myszy Aire**TCR™" (klony zalezne od Aire). C)
Diagram Venna przedstawiajacy nakladanie si¢ zbioréw sekwencji wytypowanych w podpunkcie B jako
tkankowo specyficzne, zalezne od Aire (niewystepujace w populacji grasiczych Tregéw w myszy
Aire*“TCR™™) i grasiczych tymocytéw regulatorowych z myszy TCR™"™. D) Lista sekwencji
wyselekcjonowanych w analizie na rysunkach 4.32A-C. Kolorem czerwonym zaznaczono sekwencje,
wystepujace w populacji zaktywowanych limfocytow T pochodzacych z jelita grubego.
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Rysunek 4.32 Analiza repertuaru limfocytéw T tkankowo specyficznych z prostaty w populacji
CD4"Foxp3™ myszy Aire**TCR™",

A) Mapa cieplna przedstawiajagca zawarto$¢ procentowag receptorow wystepujacych z populacji
CD4Foxp3~ prostaty myszy Aire**TCR™™ i ich jednoczesna dystrybucja w innych organach (watroba,
jelito grube, jadra, jajniki). Klony potencjalnie tkankowo specyficzne wybrano na podstawie zatozenia, iz
w pozostalych narzadach byto ich co najmniej dziesigciokrotnie mniej. B) Diagram Venna przedstawiajacy
naktadanie si¢ zbioréw sekwencji wytypowanych w podpunkcie A jako tkankowo specyficzne i grasiczych
tymocytow regulatorowych w myszy Aire®TCR™™ (klony zalezne od Aire). C) Diagram Venna
przedstawiajacy nakladanie si¢ zbioréw sekwencji wytypowanych w podpunkcie B jako tkankowo
specyficzne, zalezne od Aire (niewystepujace w populacji grasiczych Tregéw w myszy Aire®“TCR™™) i
grasiczych tymocytéw regulatorowych z myszy TCR™". D) Lista sekwencji wyselekcjonowanych w
analizie na rysunkach 4.33A-C. Kolorem czerwonym zaznaczono sekwencje, wystepujace w populacji
zaktywowanych limfocytéw T pochodzacych z prostaty.
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TYFCVANTGGLS
TYFCAAKMNTGGLS
TYFCAADAWSNYQLIW
TYFCAARASGSNYQLIW
TYFCAARPPDSNYQLIW
TYFCAARTGPGGLS
TYFCAASAANAGGLS
TYFCTANTGGLS
TYFCAATEGGLS
TYFCVGNTGGLS
TYFCAARSPGGLS
TYFCAVPNTGGLS
TYFCAARASGNYQLIW
TYFCAASGSGRSNYQLIW
I:l TYFCAASMASNYQLIW
ko mini TYFCAASVPGYTGGLS
Aire  TCR TYFCAASAVDYQLIW
Watroba . ko mini TYFCAAGAGDSNYQLIW
CD4'F oxp3 Aire  TCR TYFCAADNQLIW
Grasica Treg AECE AMGINTRGES
TYFCAARPPGPYQLIW

tkankowo-specyficzne

TYFCAASAVGTGGLS
TYFCAASGGSTGGLS
TYFCAASMVSNYQLIW
TYFCAASACTGGLS
'TYFCLTDSNYQLIW
TYFCAALRDSNYQLIW
TYFCAASALTGGLS
TYFCAAMVDSNYQLIW
TYFCAASAEGSNYQLIW
TYFCAASKVGGNYQLIW
TYFCAARSESNYQLIW
TYFCAASKADYQLIW
TYFCAAWRHSNYQLIW
TYFCAAGADSNYQLIW
l:l [ TYFCAATIMDSNYQLIW
o TYFCAASEGESNYQLIW
Aire ko TcrR™™" TYFCAASIGGLS
Watroba FCAARLGDSHYOIFW
CD4"Foxp3 TCR ™ini TYFCAASGQGSNYQLIW
tkankowo-specyficzne - X TYFCAASALMDSNYQLIW
nicobecne w grasiczych Treg Grasica Treg TYFCAASTGGNYQLIW

Rysunek 4.33 Analiza repertuaru limfocytéw T tkankowo specyficznych z watroby w populacji
CD4'Foxp3™ myszy Aire*TCR™™",

A) Mapa cieplna przedstawiajaca zawarto$¢ procentows receptorow wystepujacych z populacji
CD4'Foxp3™ watroby myszy Aire""TCR™" i ich jednoczesna dystrybucja w innych organach (prostata,
jelito grube, jadra, jajniki). Klony potencjalnie tkankowo specyficzne wybrano na podstawie zatozenia, iz
w pozostalych narzadach byto ich co najmniej dziesigciokrotnie mniej. B) Diagram Venna przedstawiajacy
naktadanie si¢ zbioréw sekwencji wytypowanych w podpunkcie A jako tkankowo specyficzne i grasiczych
tymocytow regulatorowych w myszy Aire®TCR™" (klony zalezne od Aire). C) Diagram Venna
przedstawiajacy nakladanie si¢ zbiorow sekwencji wytypowanych w podpunkcie B jako tkankowo
specyficzne, zalezne od Aire (niewystepujace w populacji grasiczych Tregéw w myszy Aire®*TCR™™) i
grasiczych tymocytow regulatorowych z myszy TCR™™. D) Lista sekwencji wyselekcjonowanych w
analizie na rysunkach 4.34A-C. Kolorem czerwonym zaznaczono sekwencje, wystepujace w populacji
zaktywowanych limfocytow T pochodzacych z watroby.
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4.8. Odpowiedz hybrydom na stymulacj¢ TSA

Aby sprawdzi¢ otrzymane sekwencje TCR o potencjale autoimmunologicznym w wybranych
organach (prostata i watroba), przeprowadzono szereg fuzji w celu uzyskania hybrydom z
populacji CD4 Foxp3~ pochodzacej z danych organéw i/lub weztow bezposrednio do nich
przylegajacych w celu znalezienia klonéw specyficznych do antygenow tkankowych. Odpowiedz
na antygeny tkankowe (w formie lizatu biatkowego przygotowanego z danego organu)
prezentowane hybrydomom przez dojrzate komorki dendrytyczne (DC, ang. dendritic cells)
pochodzace ze szpiku kostnego oceniana byla w kontek$cie wzrostu expresji czynnika
transkrypcyjnego Nur77GFP w stosunku do ekspresji Nur77GFP w odpowiedzi hybrydom na
wlasne antygeny prezentowane przez komorki DC na skutek tej stymulacji. Efektywnos¢ i
nadrzgdno$¢ tego testu w odniesieniu do testu HT-2 mierzacego st¢zenie produkowanej przez
hybrydomy w czasie stymulacji interleukiny 2 zostala przez nas zademonstrowana przy uzyciu
jako partnera do fuzji tymomy BWNur77GFP [80]. Poréwnanie ekspresji Nur77GFP
pochodzacego od partnera BW do Nur77GFP pochodzacego od myszy transgenicznej na skutek

stymulacji przeciwcialami anty-CD3 1 anty-CD28 przedstawiono w metodach (rozdziat 3.2.13).

Na rysunku 4.34 1 4.35 przedstawiono wyniki stymulacji hybrydom pochodzacych z prostaty
(Rys. 4.34) oraz z watroby (Rys. 4.35) jako stosunek $redniej fluorescencji (MFI) Nur77GFP
hybrydom z DCs do samych hybrydom (autoreaktywne), lub jako stosunek MFI Nur77GFP
hybrydom, ktorym prezentowane zostaly biatka prostatowe (Rys. 4.34A) lub watrobowe (Rys.
4.35A) zawarte w lizacie z tego narzadu do komoérek z DCs (tkankowo-specyficzne). Liczba
hybrydom odpowiadajacych na stymulacje lizatem bialkowym uzyskiwana z kazdej fuzji byla
stosunkowo niska, dlatego jednym w jednym z etapéw zaimmunizowano myszy danym lizatem z
dodatkiem kompletnego adiuwantu Freuda (CFA), w celu zwickszenia ilosci komorek
specyficznych dla tego narzadu. Rysunki 4.34B-4.34E przedstawiaja histogramy z wybranych
hybrydom, ktére przedstawiajg na jakiej podstawie dana hybrydoma zostata zakwalifikowana jako

odpowiadajaca na stymulacjg.

W puli ponad tysigca hybrydom prostatowych pochodzacych z myszy Aire**TCR™™, okoto
3% odpowiadato podwyzszong ekspresja Nur77GFP na stymulacje jedynie komoérkami
dendrytycznymi (co najmniej 10-cio krotny wzrost ekspresji Nur77GFP). Te hybrydomy maja
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potencjat do autoagresji nieskierowany do specyficznych tkanek. Po zaimmunizowaniu myszy
lizatem z prostaty, odsetek hybrydom potencjalnie autoreaktywnych wzrost do 5%. Wsrod grupy
hybrydom prostatowych wygenerowanych bez immunizacji, okoto 5% odpowiadato wzrostem
ekspresji Nur77GFP na skutek prezentacji peptydow pochodzacych z lizatu prostatowego (co
najmniej dwukrotny wzrost ekspresji), natomiast liczba ta znaczaco wzrosta po immunizacji, do

okoto 14%. Jako kontrole uzyto hybrydomy z tej samej lokalizacji pochodzace od myszy TCR™™,

A B C
1 4
5 Hybrydomy prostatowe 3 A/¥
MFI 94030
> k% 100
Q
& 207
'g ﬁ‘ 1 o MFI 1121
83
2 T 15+ s
g- @ * z I MEI 736
T g 3 04
S35 104 0 /\
; g MFI 230
T T T T L T ™ ™ T
"g w 0 Tm" 1105 1106 0 AT T T
g g 5 D Vo2 PEA E Nur FTGA
=
I
o 0- FI 267153 1275759
3
o
& MFI 24459 MFI 2858
¢
&
v.\} MFI 26446 MFI 1355
mini . ini MFI 376 MFI 434
] TCR == AIrekOTCRmIm T T T T RIS S
) 10 105 106 107 0 10 105 10 10
Nur FTGA Nur FTGA

[ acD3 B6 DCs + bzz prostaty B6DCs [ hybrydoma niesymulowana

Rysunek 4.34 Analiza aktywacji hybrydom prostatowych z myszy TCR™" i Aire**TCR™" pod
wplywem stymulacji lizatem z prostaty. A) Wykres stupkowy przedstawiajacy porownanie ekspresji
Nur77GFP w hybrydomach na skutek stymulacji komoérkami dendrytycznymi (autoreaktywne) lub lizatem
z prostaty (organo-specyficzne). B) Dwuwymiarowy wykres kropkowy przedstawiajacy przykladowa
hybrydome¢ pochodzacg z komorek wysortowanych z prostaty o fenotypie DC4"Va2'. C) Histogram
przedstawiajacy przyktadowa hybrydome prostatowa, w ktorej nie nastapit wzrost ekspresji Nur77GFP na
skutek stymulacji. D) Histogram przedstawiajacy przyktadowa hybrydome prostatowa, w ktorej nastapit
statystycznie znaczacy (co najmniej 10-krotny) wzrost ekspresji Nur77GFP na skutek stymulacji
komoérkami dendrytycznymi. E) Histogram przedstawiajacy przyktadowa hybrydome prostatowa, w ktorej
nastapil statystycznie znaczacy (co najmniej 2-krotny) wzrost ekspresji Nur77GFP na skutek prezentacji
biatek prostatowych przez komorki dendrytyczne.

Z powyzszej puli hybrydom potencjalnie tkankowo-specyficznych wybrano okoto 20
hybrydom z r6znymi receptorami, ktore odpowiadaty aktywacja w momencie ekspozycji na lizat
z prostaty prezentowany dla hybrydom przez komorki dendrytyczne i zsekwencjonowano ich TCR

CDR3. 8 z tych TCR znajdowaty si¢ na liscie sekwencji wytypowanych jako potencjalnie
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reaktywne. Podjeto rowniez probe zidentyfikowania specyficznych peptydéw, ktore mogtyby by¢
odpowiedzialne bezposrednio za aktywacje komorek CD4 Foxp3™ w prostacie uzywajac okoto 50
peptydéw pochodzacych z siedmiu réznych biatek potencjalnie prostatowo-specyficznych, lecz
niestety zaden z wybranych peptydow nie powodowat znaczacego wzrostu ekspresji Nur77GFP
na skutek stymulacji receptora TCR. Jest to wigc wciaz otwarty projekt, poniewaz gldownym celem

bytaby identyfikacja specyficznych peptydéw odpowiedzialnych za autoagresje w myszy Aire*°.

Fuzje komoérek pochodzacych z watroby doprowadzity do przetestowania okoto 400 hybrydom
o fenotypie CD4"Va2®, w warunkach porownywalnych do testu stosowanego dla hybrydom
wygenerowanych z komorek wyizolowanych z prostaty. W odréznieniu od hybrydom
prostatowych, w watrobie zauwazono duzo wigcej komorek, w ktorych nastgpowat wzrost
ekspresji Nur77GFP na skutek kontaktu z komodrkami dendrytycznymi bez obecnosci lizatu
biatkowego (okoto 17%), natomiast zaledwie 1% hybrydom wykazywal odpowiedz na peptydy
biatkowe pochodzace z lizatu z watroby. Po zaimmunizowaniu myszy lizatem z watroby z
dodatkiem CFA, nie nastgpit wzrost ilo$ci hybrydom odpowiadajacych na lizat z watroby (jak w
przypadku prostaty), a wzrost iloSci komoérek odpowiadajacych na stymulacje DCs. Po
zsekwencjonowaniu TCR hybrydom odpowiadajacych specyficznie na prezentowane antygeny
watrobowe, otrzymano 3 rozne sekwencje, z ktorych dwie zawieraty si¢ w wytypowanej grupie

sekwencji potencjalnie zaktywowanych, tkankowo — specyficznych.
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Rysunek 4.34 Analiza aktywacji hybrydom watrobowych z myszy TCR™™ i Aire*TCR™" pod
wplywem stymulacji lizatem z watroby.
A) Wykres stupkowy przedstawiajacy porownanie ekspresji Nur77GFP w hybrydomach na skutek
stymulacji komoérkami dendrytycznymi (autoreaktywne) lub lizatem z watroby (organo-specyficzne). B)
Dwuwymiarowy wykres kropkowy przedstawiajacy przyktadowa hybrydome pochodzacg z komorek
wysortowanych z watroby o fenotypie DC4"Va2". C) Histogram przedstawiajacy przyktadowa hybrydome
watrobowa, w ktérej nie nastgpil wzrost ekspresji Nur77GFP na skutek stymulacji. D) Histogram
przedstawiajacy przyktadowa hybrydome¢ watrobowa, w ktorej nastapit statystycznie znaczacy (co najmniej
10-krotny) wzrost ekspresji Nur77GFP na skutek stymulacji komoérkami dendrytycznymi. E) Histogram
przedstawiajacy przyktadowa hybrydome watrobowa, w ktorej nastapit statystycznie znaczacy (co najmniej
2-krotny) wzrost ekspresji Nur77GFP na skutek prezentacji biatek watrobowych przez komorki

dendrytyczne.
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S. Dyskusja

Autoimmunologiczny zespdt niedoczynnosci wielogruczotowej typu 1 (APS1, APECED)
jest autosomalnym recesywnym zespotem dolegliwosci wywotanym przez mutacje na
chromosomie 21 ludzkiego genu AIRE, ktory ekspresjonowany jest gtownie w grasicy, a jego
biatkowy produkt (AIRE) jest niezbednym elementem tolerancji immunologicznej [81]. APECED
jest rzadka, objawiajaca si¢ juz w dziecinstwie, zagrazajaca zyciu chorobg auto-immunologiczng
atakujaca wiele organdw i wystepujaca w zwigkszonym nat¢zeniu gldwnie w genetycznie
izolowanych populacjach (np. populacja Finska, Sardynfska, Iranskich Zydow) [82, 83]. Gtownymi
objawami klinicznymi wynikajacymi z tej mutacji sg: niedoczynnos$¢ przytarczyc, niedoczynnosé
tarczycy, niewydolno$¢ kory nadnerczy, cukrzyca insulinozalezna (IDDM, ang. Insulin-
Dependent Diabetes Mellitus), niewydolnos¢ gonad, niedokrwisto$¢ zto§liwa, zapalenie watroby
czy chroniczna kandydoza sluzowkowo-skorna (CMC, ang. Chronic mucocutaneous candidiasis)
[33]. Pod wzgledem immunologicznym syndrom APS1 charakteryzuje obecnos¢ przeciwciat
organo-specyficznych, skierowanych do zréznicowanych antygenow. Ponadto chroniczna
kandydoza moze wskazywaé¢ na defekt w procesie odpowiedzi limfocytow T na obecno$¢

patogenow.

Obecnie pacjenci z APECED w trakcie leczenia poddawani s3 mieszanym terapiom
dostosowanym do ich potrzeb i symptomow. CMC jest jednym z najczes$ciej wystepujacych
objawow 1 jego leczenie wymaga codziennych dawek lekow doustnych (przeciwgrzybicze:
flukonazol, ketokonazol, amfoterycyna B) i dokladnego monitorowania w celu uniknigcia
rozprzestrzenienia si¢ infekcji, co moze skutkowac rozwojem nowotworu kolczystokomérkowego
[84]. Pacjenci moga rowniez otrzymywac zastepcza terapi¢ hormonalng, w sktad ktorej wchodza
hormony tarczycowe, mineralokortykosteroidy, hydrokortyzon i hormony plciowe, w celu
uzupehniania ich niedoboréw wynikajacych z niedoczynnosci przytarczyc, niewydolnosci kory
nadnerczy czy niewydolnosci gonad [85, 86]. Symptomy powigzane z nadmierng aktywacja
autoreaktywnych limfocytow T (zapalenie watroby, autoimmunologiczna enteropatia czy
srodmigzszowe zapalenie nerek) kontrolowane sg poprzez leki immunosupresyjne takie jak [87].

Jednak podawanie lekow immunosupresyjnych przez dtuzszy czas moze mie¢ bardzo powazne i
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nieodwracalne skutki uboczne, np. opdznienie wzrostu 1 dojrzewania u mtodych pacjentow czy
podatno$¢ na dodatkowe infekcje (w szczegdlno$ci niebezpieczne dla pacjentow, u ktorych
jednym z objawow poczatkowych choroby jest chronologiczna kandydoza) [88]. W zwigzku z tym
wcigz istnieje zapotrzebowanie na badanie i wynalezienie bardziej celowanych terapii, ktore nie
beda miaty tak wielu skutkéw ubocznych. Na chwile obecng pacjenci z APECED wcigz wykazuja
podwyzszone ryzyko przedwczesnego zgonu [89] a ich leczenie jest bardzo skomplikowane i

wymaga wspdlpracy specjalistow z wielu dziedzin.

Aby lepiej zrozumie¢ patologi¢ APECED u ludzi, a co za tym idzie wspomoc potencjalny
rozw0j lekéw wspomagajacych leczenie pacjentdw, wygenerowano kilka roznych modeli myszy
z mutacjami w genie Aire (rozdziat 1.3.1.3). W powyzszej pracy zastosowano jeden z pierwszych
dostepnych modeli zwierzecych imitujacych mutacje w genie A/RE, powszechnie wystepujaca w
Finskiej populacji, ktora jednoczes$nie jest jedng z najczesciej wystepujacych mutacji wsrod
pacjentow z APECED [72]. Mutacja ta powoduje zamiang cytozyny na tymin¢ w pozycji 889, co
skutkuje przedwczesnym pojawieniem si¢ kodonu stop i skroceniem eksonu 6 ludzkiego AIRE
[37]. Aby wygenerowa¢ analogiczng mutacj¢ w modelu mysim zaprojektowano konstrukt, ktory
poprzez rekombinacje¢ homologiczng wprowadzal kaset¢ neomycynowa na poczatku eksonu 6

(rozdziat 1.3.1.3).

Wygenerowany w ten sposéb model mysi nie wykazywat réznic anatomicznych (np.
rozmiar, waga) w porownaniu do myszy typu dzikiego. Mimo braku wizualnych réznic, 85%
dorostych homozygotycznych i 44% heterozygotycznych osobnikow nie byto zdolnych do
wyprodukowania potomstwa. Problemy z ptodnoscia sa réwniez jednym z objawow
pojawiajacych si¢ u pacjentow z APECED, wynikajacym z zaniku jader i jajnikéw. 42% myszy z
nokautem genu Aire wykazywala zanik grasicy, nadnerczy lub jajnikow, a 50% osobnikow
wykazywato akumulacje limfocytow w sekcjach watrobowych [72], co bylo analogiczne z

zapaleniem watroby wystepujacym u 13% pacjentow [90].

W przypadku pacjentéw ze stwierdzong mutacjag w obrgbie genu AIRE, ktorzy rozwingli
objawy choroby (APECED) potwierdzono podwyzszony poziom immunoglobulin G w surowicy
krwi [91]. Cecha charakterystyczng pacjentow z APECED jest obecno$¢ przeciwciat
skierowanych do okreslonych narzadow, co uzywane jest do celow diagnostycznych rozwijajace;j

si¢ choroby autoimmunologicznej. W trakcie 10-cio letnich badan, w czasie ktorych
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monitorowano 442 dzieci wykazujacych podwyzszony poziom przeciwciat IgG, 50% z nich
rozwingto pewien rodzaj choroby autoimmunologicznej [92]. Podwyzszony poziom
immunoglobulin G u ludzi ze stwierdzong mutacja w genie AIRE, jak rowniez z rozwijajacag si¢ w
zwigzku z tym chorobg immunologiczng objawiajaca si¢ $luzowkowo-skorng kandydoza,
powigzany zostal réwniez z podwyzszonymi poziomami przeciwcial neutralizujagcych
skierowanych przeciwko cytokinom IL-17A, IL-17F, i/lub IL-22 [91, 93]. Réwniez w niektorych
modelach myszy z nokautem genu Aire zaobserwowano podwyzszony poziom przeciwciat [gG w

surowicy [93, 94].

Ramsey 1 wspoOtpracownicy nie zauwazyli ilo§ciowej roznicy w poziomie IgG w surowicy
badanych myszy z nokautem genu Aire, ale 73% osobnikoéw zawierata przeciwciata skierowane
do co najmniej jednego z czterech testowanych narzadow (watroba, jadra, trzustka i nadnercza), a
40% wykazywato obecnos$¢ przeciwciatl skierowanych przeciw co najmniej dwoém testowanym

narzadom [72].

W eksperymentach przeprowadzonych w niniejszej rozprawie sprawdzono poziom IgG w
populacji myszy Aire**TCR™™ obecnej w danym momencie w hodowli (n=48). Byty to osobniki
o roznym przekroju wiekowym, poczynajac od czterotygodniowych (wkroétce po rozdzieleniu od
rodzicéw) az do 12 miesigcznych. Badania te potwierdzity wyniki opublikowane w oryginalnej
publikacji [72]. Ramsey 1 wspotpracownicy testowali myszy w wieku 2-3 miesiecy i w tej grupie
wiekowe] nie zauwazyli iloSciowe] rdéznicy pomiedzy myszami eksperymentalnymi a
kontrolnymi. W eksperymentach wykonanych w tej rozprawie wykazano, iz wigkszos$¢ osobnikow
ponizej 6 miesiecy nie wykazywata iloSciowych roznic w stezeniu IgG w surowicy. Z 25%
osobnikoéw, ktore wykazywaty wzrost stezenia [gG w stosunku do myszy kontrolnych tylko jeden
byt w wieku trzech miesigcy. Wzrost stgzenia IgG wraz z wiekiem myszy $wiadczy¢ moze o
poglebiajacym si¢ stanie zapalnym w organizmie i w powyzszych eksperymentach zostat uzyty
jako wskaznik do wytypowania myszy eksperymentalnych wykazujacych objawy choroby

autoimmunologicznej.

Nasze badania skupity si¢ na limfocytach CD4", poniewaz postulowano ze antygeny,
ktorych ekspresja w grasicy jest regulowana przez Aire kierujg rozwojem komorek CD4"
regulatorowych, ktore rozpoznaj te antygeny [35, 36] oraz poniewaz autoagresjea w tym modelu

jak i u ludzi myszach jest wywolana niekontrolowang aktywacjg komérek CD4" [95, 96].
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W wielu chorobach autoimmunologicznych czynniki inicjujace przetamanie tolerancji i
indukcje patologicznej reakcji organizmu nie s3 do konca zdefiniowane. W patogenezie
osobnikdw z mutacja w Aire manifestacje autoimmunologiczne s3 amplifikowane przez
prozapalne cytokiny. Badania dotyczace choréb autoimmunologicznych u ludzi przeprowadzone
na modelach mysich ujawnity schemat dziatania cytokin prozapalnych, ktére wplywaja na
inicjacj¢ 1 postep reakcji zapalnej organizmu, jak rowniez cytokin przeciwzapalnych, ktore maja
na celu wyciszenie stanu zapalnego. W powyzszej pracy osobniki, ktore wykazywaty
podwyzszony poziom immunoglobulin G zostaly poddane testowi majagcemu na celu zbadanie
poziomu wybranych cytokin pro- i przeciw- zapalnych powigzanych z pomocniczymi komoérkami

T (IFN-y, IL-5, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-4, IL-10, IL-9, IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-13).

Zaobserwowana jednoczesna produkcja IFN-y, TNF-a oraz IL-2 w badanych myszach
Aire®TCR™" (Rys. 4.2) wskazuje na roznicowanie komoérek CD4" w kierunku linii Thl,
natomiast CD8", w kierunku Tcl, ktore wykazujg wlasciwos$ci prozapalne i sg glownym typem
limfocytow T indukujacych ogdlnoustrojowe lub narzadowo-specyficzne stany zapalne lub
autoagresje, mogace prowadzi¢ do uszkodzenia organu/organow (np. zapalenie jelita, cukrzyca
typu 1). Jednoczesnie, podwyzszony poziom IL-6 1 TNF-a wskazuje na ogdlnoustrojowy stan
zapalny. U myszy Aire®*TCR™™ wykryto tez IL-5 i IL-22. Obie te cytokiny wykazuja wasciwosci
przeciwzapalne (IL-5 produkowana jest przez komorki Th2, natomiast za produkcje IL-22
odpowiadaja komorki Th17, Th22 oraz ILC3 (z ang. Innate Lymphoid Cells type 3)). IL-5 wzmaga
produkcje IgA, a IL-22 uczestniczy w szlaku IL-36 w procesach naprawczych w zapaleniu jelita.
Podwyzszony poziom IL-17A (oraz IL-17F w przypadku jednej myszy), moze wskazywac na
reakcj¢ obronng organizmu, majaca na celu ochron¢ przed prozapalnymi komoérkami Thl/Tcl.
Dodatkowo, IL-6 w obecno$ci TGF-f3, indukuje komorki Th17 produkujace IL-17A/F. IL-9 takze
wykazuje wlasnosci przeciwzapalne, ale byta ona produkowana przez nieznaczny odsetek myszy
Aire**TCR™™, Brak indukcji IL-10, gtéwnej cytokiny o wlasnoéciach przeciwzapalnych sugeruje,
ze komorki Treg (gtoéwne zrodto tej cytokiny) w myszy Aire**TCR™™ nie s3 w petni funkcjonalne,

oraz ze brak jest roznicowania komorek CD4" w kierunku linii Trl.

Wplyw czynnika transkrypcyjnego Aire na negatywng selekcje jest dobrze zbadany i
udowodniony [34, 97], ale jego wplyw na pozytywna selekcje limfocytow T regulatorowych jest

kontrowersyjny. Ekspresja tkankowo- specyficznych antygenéw w komodrkach mTEC promuje
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rozwoj tkankowo-specyficznych Tregow w grasicy [17, 18, 98]. Wedlug niektérych publikacii,
szczegoblnie na wezesnym etapie rozwoju (do dnia 10-tego) widoczny jest spadek w ilosci Tregdw
[17], natomiast obnizony poziom grasiczych Tregéw w pozniejszym wieku jest przez rdzne grupy

kwestionowany [17, 35, 98].

W naszym modelu myszy Aire*° nie zaobserwowano znaczacej réznicy pomiedzy
grasiczymi Tregami z czterotygodniowych myszy kontrolnych i Aire®*TCR™™, [loé¢ Tregow w
myszach starych (okoto 10-cio miesigcznych) nie zostala zbadana, ze wzgledu na inwolucje
grasicy w wieku starczym. Zaobserwowana ilo$¢ Tregow w myszach czterotygodniowych jest
zgodna z wczesniejsza publikacja [17]. Roznica wystepuje jednak w odsetku komorek CD4"CD8
Foxp3™, gdzie w powyzszej publikacji czterotygodniowe myszy z nokautem genu Aire posiadaja
mniejszg proporcje grasiczych Tregoéw, a w naszej analizie (Rys. 4.3) ta liczba jest wicksza.
Rozbieznos¢ wynikéw moze by¢ zwigzana z réznymi modelami myszy stosowanymi w obu

testach.

W poprzednich publikacjach charakteryzujacych myszy TCR™™ przedstawiono
stronniczo$¢ w selekcji tymocytow CD4", wynikajaca ze specyficznosci pierwotnego TCR do
kompleksu peptyd-MHCII. Dlatego proporcja tymocytow CD4" w tym modelu jest wyzsza niz w
myszy typu dzikiego. Jak wida¢ jednak w naszym modelu wystepuje znaczaca réznica w ilosci
limfocytow CD4" miedzy myszami Aire™ i Aire*°, co wskazuje na problem zaburzenia w rozwoju
grasiczym. Zmniejszona liczba komérek CD4" w grasicy mtodych myszy Aire®*TCR™™ moze by¢
wytlumaczona poprzez opdzniong emigracje dojrzewajacych limfocytow, ktora moze wynikaé z
obnizonej ekspresji CCR4 i CCR7 [99], lub tez z blokady ostatniego etapu dojrzewania grasiczych
limfocytow pojedynczo pozytywnych [100]. Rozbieznos¢ wynikow dotyczacych grasiczych
Tregdw z powyzszej pracy z oryginalng publikacja tego modelu myszy Airef®, moze by¢ zwigzana
z ré6znym wiekiem myszy zastosowanych do analizy [72]. Najwigksze roznice pomiedzy
limfocytami grasiczymi wystgpowaly w mlodych osobnikach (jeszcze mtodszych, niz uzyte w
niniejszej rozprawie), i byty niwelowane wraz z wiekiem [17], a jak wspomniano powyzej, analiza

grasic w publikacji opisujacej oryginalny model myszy opierat si¢ o osobniki 2-3 miesieczne.

Znaczgca rdznica w ilo$ci komérek CD4"CD8” w myszach czterotygodniowych (Rys. 4.8-
4.13) przektadata si¢ na wszystkie testowane dodatkowo narzady 1 wezly chtonne, co jest kolejnym

punktem wskazujacym na prawdopodobng opodzniong emigracje dojrzewajacych limfocytow
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powodujaca tymczasowa limfopeni¢ w myszach z nokautem genu Aire, jak zostato tez pokazane

w innych badaniach [99].

Analiza cytometryczna wezldw chtonnych nie wykazata znaczacych roznic miedzy
poszczegdélnymi weztami w myszach TCR™™ oraz Aire®TCR™™ (Rys. 4.8-4.19). W obu
rodzajach myszy, procent i liczba limfocytéw CD4" zmniejszala si¢ z wiekiem, ale populacja
limfocytow regulatorowych ulegala zwiekszeniu. Zmniejszenie ilosci catkowitej populacji CD4"
wynika jest z procesu inwolucji grasicy zwigzanej z wiekiem, natomiast zwigkszenie ilosci Tregow
jest odpowiedzig na zwickszone zapotrzebowanie na zapobieganie procesom zapalnym i
zwigkszonej podatnos$ci na infekcje wraz ze starzeniem si¢ organizmu. Znany jest takze fenomen
zmniejszenia wilasciwosci supresorowych limfocytow CD4Foxp3™ u starszych osobnikow,
zarOwno u myszy, jak i u ludzi [101]. Dodatkowo, w przypadku choréb autoagresywnych,
dodatkowo nasila si¢ niedobor funkcjonalnych Tregow [27]. Nasze badania potwierdzaja te
doniesienia - ilo$¢ tych limfocytow zwicksza si¢ dramatycznie w przypadku myszy Aire*TCR™™
we wszystkich analizowanych wezlach chtonnych (Rys. 4.8-4.19). Zwigkszona ekspresja
markerow aktywacji Nur77 1 CD44 oraz markera proliferacji CD71 dowodzi obserwowana
zwigkszong akumulacj¢ Tregdw w starszych osobnikach (Rys. 4.14-4.26). Rozw¢j choroby u
starszych myszy jest natomiast wynikiem upos$ledzenia funkcji regulatorowych Tregéow. Wyniki
badan pokazane na Rys. 4.13 dowodzg jednoznacznie na zwickszenie liczby i frekwencji Tregow
naciekajacych watrobe w starszej myszy Aire**TCR™™ w poréwnaniu do TCR™™, Rozwoj
procesu zapalnego w tym organie pokazano na podstawie zwickszonej ekspresji PD1 (Rys. 4.27),
ktory jest zarowno markerem aktywacji limfocytow T (co dodatkowo udowodniono korelacja ze
zwigkszong ekspresja CD44), ale tez markerem ,,wycienczenia” tych komorek [102]. Ekspresja
PD1 inicjuje szlak sygnatowy apoptozy poprzez ligacje z PDL1, ale tez funkcjonalnej inaktywacji
limfocytéw T (anergii). Tregi sa z natury anergiczne, jednak ich aktywacja w obecnosci IL-2
powoduje przetamanie stanu anergii. Zwigkszona ekspresja PD1 moze natomiast przywrocié
(przynajmniej czg$ciowo) stan anergii w tychze Tregach. Nastepuje wiec proces aktywacji
Tregow, przetamanie stanu anergii i zwigkszenie ich proliferacji w odpowiedzi na zwigkszona
aktywacje limfocytow T nieregulatorowych, naturalny proces obronny organizmu, co tlumaczy
zwigkszenie ilosci tych komorek z wiekiem myszy. Tym procesom nie towarzyszy jednak
zwigkszenie funkcji supresorowych Tregéw. Badania przeprowadzone w niniejszej rozprawie

dowodzg proces odwrotny-zmniejszenie potencjatu regulatorowego limfocytow CD4 'Foxp3™ u
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starszych myszy Aire®*TCR™™, Pokazano to na podstawie dramatycznie zmniejszonej ekspresji
markera CD73 (Rys. 4.29), ktory jest ektonukleaza indukujaca proces rozpadu AMP do
adenozyny, ktéra moduluje metabolizm komorek bedacych celem supresji Tregdw. Zmniejszona
ekspresja CD73 nie pozwala wigc w petni hamowac aktywacji 1 proliferacji komorek
efektorowych przez Tregi. Dodatkowo, niniejsze badania pokazaty uposledzenie produkcji IL-10
(Rys. 4.2), gléwnej cytokiny o wlasciwosciach immunomodulujacych. IL-10 jest produkowana
gltownie przez Tregi, w mniejszej ilosci przez komorki CD4" zwane Trl, a takze przez pewne
subpopulacje komoérek mieloidalnych (np. makrofagi). Uposledzona funkcja genu Aire
doprowadzito do indukcji cytokin prozapalnych (np. IFN-y, TNF-a, IL-6; Rys. 4.2), wydzielanych

glownie przez komorki efektorowe CD4" i CD8"

Podsumowujgc, mimo zwigkszenia ilosci Tregow we wszystkich badanych obwodowych
tkankach limfatycznych myszy Aire**TCR™™ ich funkcja supresorowa ulega zmniejszeniu wraz
z wiekiem, co prowadzi do niekontrolowanego procesu zapalnego prowadzonego przez
efektorowe limfocyty T. Niniejsze badania prowadza do wniosku, ze mysz Aire**TCR™™ jest
doskonalym modelem autoimmunologicznego zapalenia watroby (z ang. autoimmune hepatitis,
AIH). AIH indukowany jest w tych myszach w sposob niemanipulowany, naturalnie, wraz z
wiekiem, jak u ludzi. Dodatkowym atutem naszego modelu jest mozliwo$¢ odkrycia, ktore
receptory antygenowe TCR s3 odpowiedzialne za rozwoj choroby, jak 1 pozwala zbada¢ zmiany
w repertuarze TCR limfocytow CD4Foxp3™ i Foxp3" wraz z rozwojem AIH. Dodatkowo,
skrzyzowanie myszy Aire*TCR™" z myszag CNS1%°, ktéra nie pozwala na indukcje pTregow,
pozwoli na zbadanie =zaangazowania tTregow 1 pTregow w postepujaca chorobe

autoimmunologiczng AIH.

W toku badan zaobserwowano zmniejszong ilos¢ Tregow w jelicie grubym oraz prostacie
u starszych myszy Aire®*TCR™™ (Rys. 4.12-4.13). Jelito jest miejscem narazonym na duzg ilo§¢
antygendw pochodzacych z pozywienia, a takze mikrobow zasiedlajacych to $rodowisko.
Naturalna tolerancja pokarmowa i mikrobiologiczna jest zapewniana gtownie dzigki obecnos$ci
zwigkszonej ilosci Tregow w jelicie, gldwnie jego koncowym odcinku. Prostata jest natomiast
organem ,,uprzywilejowanym”, ktory nie ulega naciekaniu komorek odpornosciowych jak w inne
organy. Zmniejszenie ilosci Tregéw w obu tych organach u starszych myszy jest trudne do

wyjasnienia na tym etapie i wymaga to dalszych badan. Mozna pokusi¢ si¢ o teze¢, ze zmniejszona
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ptodnos¢ myszy Aire* jest wynikiem zwigkszonego procesu zapalnego w organach rozrodczych,
co zostato pokazane [72]. Niniejsze badania pomagaja utwierdzi¢ t¢ tez¢ przez pokazanie, ze
prawdopodobnie przyczyng tego procesu jest zmniejszona ilo$¢ prostatowych Tregdéw. Nie jest
natomiast jasne, dlaczego ilo§¢ komorek CD4Foxp3™ jest mniejsza w starszych myszach Aire*°.
Moze to mie¢ zwigzek ze zmniejszong prezentacja wlasnych antygendéw gospodarza dzigki
nieobecnosci produktow AIRE w zwigzku z jego nokautem, ale tez prezentacja antygenow
mikrobiologicznych w grasicy moze by¢ zaburzona. Ostatnie doniesienia dowodza, ze antygeny
bakteryjne (a takze prawdopodobnie inne antygeny mikrobow, np. grzybow) sg prezentowane
dojrzewajacym tymocytom [103]. Podobienstwo fenotypu i ilosci Tregow w weztach chlonnych
moze by¢ wynikiem translokacji Tregéw jelitowych do weztow obwodowych (Rys. 4.12).
Doktadna przyczyna obserwowanych przez nas niedoborow jelitowych Tregow u myszy
Aire**TCR™" wymaga jednak dalszych badan. Planowane jest w tym celu uzycie myszy
CNS1*Aire**TCR™™ (jak napisano powyzej w przypadku AIH), co pozwoli zbadaé¢ zmiany w
ilosci jelitowych pTregow i tTregéw wraz z wiekiem w myszy z nokautem Aire. Opublikowane
badania dowodza, ze Aire steruje tolerancja immunologiczng poprzez delecj¢ klonalng komorek
autoreaktywnych [104, 105]. Twierdzenie to opiera si¢ gldwnie o dane pokazujace, ze Aire jest
niezbedny do procesu delecji w grasicy komorek reaktywnych do modelowego antygenu pod
promotorem szczurzej insuliny w modelu mysim z transgenicznym TCR [34, 95, 97]. W
pdzniejszym okresie zaobserwowano rowniez, ze Aire jest niezbedny do delecji limfocytéw T

reaktywnych w stosunku do naturalnego autoantygenu w myszach z transgenicznym TCR [106].

Aire moze rowniez wplywa¢ na tolerancj¢ poprzez sterowanie rozwojem grasiczych
limfocytéw T regulatorowych. Tregi pochodzace od pacjentow z APS-1, wykazuja obnizong
aktywno$¢ hamujaca, jak réwniez obnizong ekspresje FOXP3 [89, 107]. W modelach mysich
pokazano, iz ektopowa ekspresja modelowego antygenu w komoérkach wykazujacych ekspresje
Aire promuje rozw06j Tregéw z transgenicznym receptorem TCR specyficznych do tego antygenu
[18]. W niektéorych modelach myszy z nokautem Aire zauwazono réwniez obnizenie ilosci
grasiczych Tregow w mtodych osobnikach [33], a w przypadku niniejszej pracy, obnizenie ilosci

komorek CD4".

Wplyw genu Aire na selekcje negatywng jak i pozytywna byt rowniez zbadany poprzez

sekwencjonowanie TCR, ktore umozliwia ,,sledzenie” pochodzenia grasiczych klonow TCR w
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réznych narzadach, zwlaszcza w myszach z transgenicznym receptorem TCR. Poprzednia
publikacja z naszego laboratorium [108] zrobiona w oparciu o sekwencjonowanie limfocytow T
w modelu Aire**TCR™™ skupiala sic na analizie dystrybucji receptorow TCR grasiczych, z
weztéw chtonnych, ptuc i §linianek. Dane do tego artykutu byly zgromadzone z zastosowaniem
sekwencjonowania TCRs z pojedynczo sortowanych komorek. Pomimo limitowanej ilo$ci
sekwencji otrzymanych w sekwencjonowaniu tg metoda, ogdélne wnioski wysunigte w tej
publikacji pokrywaja si¢ z obserwacjami uzyskanymi poprzez sekwencjonowanie
wysokoprzepustowe zastosowane w niniejszej rozprawie (Rys. 4.4 — 4.6). Asymetryczna
dystrybucja TCR w grasiczych populacjach CD4 Foxp3~ and CD4 Foxp3™ nie zostala zaburzona
poprzez nieobecno$¢ TSA kontrolowanych przez Aire, a dominujace receptory wystepujace w obu
myszach nie byly zalezne od Aire, poniewaz ich dystrybucja nie zostala zmieniona pod jego
nieobecnos¢ (Rys. 4.4 — 4.6). Wigksze podobiefistwo pomiedzy mysza TCR™" i Aire*°TCR™™
wykazywaly populacje CD4 Foxp3™ niz CD4Foxp3*, a receptory ktore potencjalnie mogly by¢
zalezne od Aire (nieobecne w Tregach w myszy Aire®®TCR™" a obecne w myszy kontrolnej)
stanowily nieznaczng cz¢$¢ bazy danych, co §wiadczy o tym, ze byly to raczej klony rzadkie (Rys.

Rys. 4.5Bi C).

Do analizy repertuaru TCR komorek CD4" pochodzacych z narzadow nielimfatycznych
wykorzystano jelito grube, prostate i watrobg. Bazujac na analizie fenotypowej pochodzacej z
analizy cytometrycznej, (Rys. 4.19) oraz z analizy histologicznej (Rys. 4.30), stwierdzono, iz
organem najbardziej dotknigtym w uzytym modelu myszy byla watroba. Petwierdzito to
wczesniejsze doniesienia, ze myszy Aire® moga by¢ uzywane jako model zwierzecy
autoimmunologicznego zapalenia watroby (AIH, ang. autoimmune hepatitis) [109] dobrze
odzwierciedlajacy AIH wystepujacy u pacjentow cierpigcych na APECED. Ze wzgledu na
zaobserwowane problemy z ptodno$cig w kolonii myszy Aire**TCR™™, réwniez prostata mogta
by¢ organem docelowym do autoagresji, tym bardziej, iz w myszach z nokautem genu Aire czgsto
mozna zaobserwowac¢ objawy zapalenia prostaty, analogicznie jak wsrod pacjentoéw z APECED
[110, 111]. W analizie komorek pochodzacych z jelita cienkiego dodatkowym interesujacym
aspektem byltoby przeanalizowanie rzeczywistego wptywu Aire na repertuar limfocytow T
wystepujacy w grasicy niezaleznie od obecno$ci bakterii, czyli w myszach gnotobiotycznych,

ktore sa w trakcie krzyzowania w myszarni Uniwersytetu stanowego Georgii.
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Dotychczasowe badania ograniczyly si¢ do analizy repertuaru limfocytéw T w myszy z
nokautem genu Aire pochodzacych ze zmieszanych weziow limfatycznych i §ledziony oraz
dodatkowo z prostaty [35]. Zatozenia analizy receptorow w narzadach nielimfatycznych w tej
publikacji byly jednak odmienne od naszych. W analizie sekwencji TCR Malachow i wsp. [35]
zatozyli, iz w myszy z nokautem genu Aire, receptory w populacji Foxp3~ moga rowniez
wystepowac w tej samej populacji w myszy dzikiej, ale te ktore sg zalezne od Aire wystepuja tam
w znacznie wigkszej czgstotliwosci. ROwniez w naszym laboratorium zostato pokazane, iz pula
receptorow, ktore w zdrowej myszy potencjalnie mogg by¢ autoreaktywne, jezeli wydostang si¢
spod kontroli Tregéw (rdwnoznaczne z wnioskiem, iz delecja tych klonéw w trakcie selekcji
grasiczej nie jest absolutna, [97]), jest znacznie wigksza, niz do tej pory twierdzono [20]. Jednak,
jezeli zaktadamy, iz receptory sg specyficzne do danego antygenu (a tym bardziej te, ktore
powstaly jako zalezne od Aire) teoretycznie w grasicy w populacji regulatorowej w myszy z
nokautem genu Aire nie powinny si¢ pojawic. Poza grasica receptory te mogg si¢ pojawi¢ jako
pTregi, niezalezne w rozwoju od Aire. RoOwniez porownywanie receptorow pochodzacych z
prostaty (populacja CD4 Foxp3~) do Tregdw pochodzacych z weztdw chtonnych i §ledziony moze
nie by¢ najbardziej wlasciwym poréwnaniem, dlatego nasza analiza skupita si¢ najpierw na
wytypowaniu klonow potencjalnie tkankowo-specyficznych w populacji CD4 ' Foxp3-, a nastepnie
odniesieniu ich do wyjsciowej puli receptorow limfocytow regulatorowych, czyli grasicy myszy
Aire®TCR™" j TCR™™ W ten sposob wytypowano z populacji CD4"Foxp3~ w kazdym z
testowanych organow receptory z populacji potencjalnie tkankowo-specyficznej, a nastepnie te z
nich, ktore mogg by¢ zalezne od Aire, czyli obecne w populacji regulatorowej (CD4 Foxp3*) w

grasicy myszy TCR™™ a nieobecne w grasiczych Tregach w myszy Aire*°TCR™™,

Hybrydomy pochodzace z prostaty odpowiadaty znacznie stabiej na peptydy pochodzace
z prostatowego lizatu biatkowego 1 niestety nie udato nam si¢ wytypowac specyficznych biatek i
peptydéw, ktore byly za ta reakcje odpowiedzialne. Pomimo zastosowaniu peptydow
pochodzacych z biatek, ktore znane s jako autoantygeny prostaty, jak np. transglutaminaza 4
(TGM4) [112] czy SVS2 (ang. seminal vesicle secretory protein 2) [110] odpowiedz na stymulacje
pozostala nadal w niskim zakresie. Prawdopodobna réznica w odpowiedzi na stymulacje wyzej
wymienionymi antygenami pomi¢dzy naszym modelem myszy, a modelem zastosowanym w
powyzszych publikacjach [110, 112] jest fakt roznic genetycznych i fenotypowych wynikajacych

z innego typu mutacji w genie Aire.
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Hybrydomy pochodzace z watroby przede wszystkim odpowiadaly bardzo silnie na
stymulacj¢ komorkami dendrytycznymi, bez zastosowania lizatu biatkowego jako antygenu.
Okoto 17% wszystkich hybrydom wykazywato znaczacy wzrost §redniej fluorescencji czynnika
transkrypcyjnego Nur77GFP, niewiele nizszy niz poziom fluorescencji obserwowany podczas
stymulacji hybrydom poprzez przeciwcialo anty-CD3. Jest to znaczace odkrycie, gdyz proces
selekcji grasiczej powinien usungé¢ autoreaktywne limfocyty CD4", a nokaut genu Aire powinien
skutkowaé pojawieniem si¢ komorek reaktywnych w stosunku do antygenow tkankowo-
specyfycznych. Jednak jak wspomniano juz wyzej, nasze ostatnie doniesienia [20] pokazuja, iz
selekcja w grasicy jest procesem niedoskonatym 1 przy braku Tregdéw, wiele efektorowych
limfocytow CD4'Foxp3™ odpowiada na wiasne antygeny gospodarza (okoto 37% hybrydom
pochodzacych z myszy Scurfy, w ktorej panuje ogdlnoustrojowy stan zapalny odpowiada w silny
sposob na obecno$¢ komérek dendrytycznych). W niniejszej rozprawie, myszy Aire<TCR™N
posiadaja natomiast Tregi majace uposledzong funkcj¢ supresorowa (jak napisano powyzej), a
mimo to, kontroli nie ulegaja limfocyty efektorowe naciekajace watrobe, ale nie inne narzady w
tej samej myszy (np. weztow chlonnych). Ten fenomen wymaga dalszych badan, pokazuje jednak
uzyteczno$¢ 1 unikalno$¢ naszego modelu mysiego. Hybrydomy nie odpowiadajace na wlasne
antygeny gospodarza uzyto do testowania peptydow pochodzacych z watroby i w ten sposob
zaleziono dwie hybrydomy o roéznych sekwencjach, ktore odpowiadaty specyficznie na
prezentacje przez DCs lizatu biatkowego z watroby. Podje¢li$my probe identyfikacji specyficznych
antygenow, ktorych prezentacja moglaby inicjowaé tak silng odpowiedz poprzez stymulacje
zsyntezowanymi peptydami pochodzacymi ze znanych antygendw watrobowych jakimi sg
CYP2D6, FTCD (ktore sa celem przeciwciat santy-LKM1 w AIH typu 1), oraz SEPSECS (ktory
jest celem przeciwcial anty-LC1 w AIH typu 2 [113]. Niestety zaden z zaprojektowanych przez
nas peptydow, jak i zaden opublikowany autoantygen [114] nie spowodowat silnej odpowiedzi
hybrydom podczas prezentacji przez DCs, jednak byta to biblioteka zawierajaca zaledwie 20
peptydéw, niezbedne wigc bedzie przetestowanie znacznie wigkszej biblioteki w celu
wytypowania potencjalnych antygenoéw specyficznych do naszego modelu. Dodatkowo, bedziemy
szuka¢ autoantygenow uzywajac bibliotek ekspresyjnych pochodzacych z watroby, metody, ktora
postuzyta nam do identyfikacji bakteryjnych peptydéw indukujacych Tregi [80]. Doniesienia z
literatury opisuja jednak, iz AIH wystepujacy w myszach Aire*® moze byé¢ skutkiem na reakcje

autoimmunologiczng skierowang przeciwko wielu antygenom, ktore nie zawsze wystepuja tylko
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w watrobie, ale charakteryzuja si¢ tam wigkszg czestotliwoscig [109]. Dane z odpowiedzi
hybrydom sa wigc zgodne z powyzszymi doniesieniami, jednak jako cele potencjalnych terapii
nalezaloby takie antygeny wyeliminowac (czyli wczesniej zidentyfikowac), aby nie wptywac na

caty organizm tylko uzy¢ terapii celowane;.

Podsumowujac, zatozeniem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu prezentacji zaleznych
od Aire antygenow tkankowo-swoistych na rozwdj, roznorodnos¢ i auto-reaktywnos¢ limfocytow
T regulatorowych w grasicy i1 narzadach obwodowych, jak rowniez identyfikacja klonow
odpowiedzialnych za uszkodzenia organéw w mysim modelu autoimmunologicznego zespotu
niedoczynnosci wielogruczotowej typu 1. W badaniach wykorzystano mysz Aire®, ktéra
skrzyzowano z myszg reporterowg Foxp3"“P? Nur77GFP, aby méc badaé limfocyty regulatorowe
CD4'Foxp3* (ekspresja reportera hCD2) oraz aktywacje TCR limfocytow pomocniczych
(ekspresja GFP). Jednocze$nie, mysz te skrzyzowano z myszag TCR™™, co umozliwito analize
sekwencji zmiennych TCR. W toku badan wykazano, ze gtdéwne zmiany autoagresyjne zwigzane
z brakiem ekspresji Aire ujawniajg si¢ w postaci autoimmunologicznego zapalenia watroby u
starszych osobnikoéw. Choroba ta wynikata w gléwnej mierze z uposledzonej funkcji Tregow, a
nie ze zmniejszonej ich liczby w tym organie. Analiza sekwencji TCR pochodzacych z grasicy
wykazala, iz brak ekspresji antygendéw tkankowo-specyficznych w trakcie rozwoju grasiczego
limfocytéw T nie wptywa na wzajemng dystrybucje klonow dominujacych zaréwno w populacji
CD4'Foxp3~ jak i CD4"Foxp3™ z myszy Aire®TCT™" i TCR™" a klony potencjalnie
autoreaktywne wymykajace si¢ w trakcie selekcji stanowig raczej niewielki odsetek repertuaru
grasiczego. Natomiast analiza repertuaru populacji CD4'Foxp3™ pochodzacych z narzadow
nielimfatycznych pozwolita na wytypowanie zaktywowanych klondw potencjalnie tkankowo-
specyficznych. Odpowiedzi hybrydom uzyskanych z limfocytow CD4" wyizolowanych z watroby,
pokazaty, iz w watrobie wystgpuje duzy odsetek komorek autoreaktywnych, a znacznie mniejszy
komorek odpowiadajacych na TSA. Dane zaprezentowane w niniejszej pracy sg opracowywane w
formie manuskryptu i b¢da zaprezentowane w formie publikacji. Uzyskane wyniki sg podstawa
do dalszych badan, ktore pozwola ustali¢ antygeny odpowiedzialne za patologiczng odpowiedz
limfocytow CD4" skierowanych do biatlek watrobowych, a takze ostabiong funkcje Tregdw
zasiedlajacych ten organ. Kolejnym etapem projektu bedzie rowniez analiza wplywu flory

bakteryjnej oraz pTregéw na objawy choroby immunologicznej zar6wno w watrobie jak i jelicie
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grubym, w celu okreslenia jak duzy wpltyw ma ona na patologiczny obraz wyzej wspomnianych

narzadow.

122



10.

11.

12.

13.

Literatura

Besnard, M., et al., AIRE deficiency, from preclinical models to human APECED disease.
Dis Model Mech, 2021. 14(2).

Turvey, S.E. and D.H. Broide, Innate immunity. J Allergy Clin Immunol, 2010. 125(2
Suppl 2): p. S24-32.

Stone, K.D., C. Prussin, and D.D. Metcalfe, IgE, mast cells, basophils, and eosinophils. J
Allergy Clin Immunol, 2010. 125(2 Suppl 2): p. S73-80.

Crome, S.Q. and P.S. Ohashi, Immunoregulatory functions of innate lymphoid cells. J
Immunother Cancer, 2018. 6(1): p. 121.

Bonilla, F.A. and H.C. Oettgen, Adaptive immunity. J Allergy Clin Immunol, 2010. 125(2
Suppl 2): p. S33-40.

Yang, Q., J. Jeremiah Bell, and A. Bhandoola, T-cell lineage determination. Immunol Rev,
2010. 238(1): p. 12-22.

Gonzélez-Garcia, S., et al., Notchl and IL-7 receptor signalling in early T-cell development
and leukaemia. Curr Top Microbiol Immunol, 2012. 360: p. 47-73.

Rothenberg, E.V., J.E. Moore, and M.A. Yui, Launching the T-cell-lineage developmental
programme. Nat Rev Immunol, 2008. 8(1): p. 9-21.

Vantourout, P. and A. Hayday, Six-of-the-best: unique contributions of yo T cells to
immunology. Nat Rev Immunol, 2013. 13(2): p. 88-100.

Wucherpfennig, K.W., et al., Structural biology of the T-cell receptor: insights into
receptor assembly, ligand recognition, and initiation of signaling. Cold Spring Harb
Perspect Biol, 2010. 2(4): p. a005140.

Abbey, J.L. and H.C. O'Neill, Expression of T-cell receptor genes during early T-cell
development. Immunol Cell Biol, 2008. 86(2): p. 166-74.

Anderson, G. and Y. Takahama, Thymic epithelial cells: working class heroes for T cell
development and repertoire selection. Trends Immunol, 2012. 33(6): p. 256-63.
Derbinski, J., et al., Promiscuous gene expression in medullary thymic epithelial cells

mirrors the peripheral self. Nat Immunol, 2001. 2(11): p. 1032-9.

123



14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Abramson, J. and Y. Goldfarb, AIRE: From promiscuous molecular partnerships to
promiscuous gene expression. Eur J Immunol, 2016. 46(1): p. 22-33.

Rodewald, H.R., Thymus organogenesis. Annu Rev Immunol, 2008. 26: p. 355-88.
Cowan, J.E., et al., The thymic medulla is required for Foxp3+ regulatory but not
conventional CD4+ thymocyte development. ] Exp Med, 2013. 210(4): p. 675-81.

Yang, S., et al., Immune tolerance. Regulatory T cells generated early in life play a distinct
role in maintaining self-tolerance. Science, 2015. 348(6234): p. 589-94.

Aschenbrenner, K., et al., Selection of Foxp3+ regulatory T cells specific for self antigen
expressed and presented by Aire+ medullary thymic epithelial cells. Nat Immunol, 2007.
8(4): p. 351-8.

Gotter, J. and B. Kyewski, Regulating self-tolerance by deregulating gene expression. Curr
Opin Immunol, 2004. 16(6): p. 741-5.

Cebula, A., et al., Dormant pathogenic CD4(+) T cells are prevalent in the peripheral
repertoire of healthy mice. Nat Commun, 2019. 10(1): p. 4882.

Sakaguchi, S., et al., Immunologic self-tolerance maintained by activated T cells
expressing IL-2 receptor alpha-chains (CD25). Breakdown of a single mechanism of self-
tolerance causes various autoimmune diseases. J Immunol, 1995. 155(3): p. 1151-64.
Jordan, M.S., et al., Thymic selection of CD4+CD25+ regulatory T cells induced by an
agonist self-peptide. Nat Immunol, 2001. 2(4): p. 301-6.

Vignali, D.A., L.W. Collison, and C.J. Workman, How regulatory T cells work. Nat Rev
Immunol, 2008. 8(7): p. 523-32.

Coombes, J.L., et al., 4 functionally specialized population of mucosal CD103+ DCs
induces Foxp3+ regulatory T cells via a TGF-beta and retinoic acid-dependent
mechanism. J Exp Med, 2007. 204(8): p. 1757-64.

Floess, S., et al., Epigenetic control of the foxp3 locus in regulatory T cells. PLoS Biol,
2007. 5(2): p. e38.

Chen, W., et al., Conversion of peripheral CD4+CD25- naive T cells to CD4+CD25+
regulatory T cells by TGF-beta induction of transcription factor Foxp3. J Exp Med, 2003.
198(12): p. 1875-86.

124



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Kuczma, M., et al., Altered connexin 43 expression underlies age-dependent decrease of
regulatory T cell suppressor function in nonobese diabetic mice. J Immunol, 2015.
194(11): p. 5261-71.

Polansky, J.K., et al., DNA methylation controls Foxp3 gene expression. Eur J Immunol,
2008. 38(6): p. 1654-63.

Zheng, Y., et al., Role of conserved non-coding DNA elements in the Foxp3 gene in
regulatory T-cell fate. Nature, 2010. 463(7282): p. 808-12.

Aaltonen, J., et al., An autosomal locus causing autoimmune disease: autoimmune
polyglandular disease type I assigned to chromosome 21. Nat Genet, 1994. 8(1): p. 83-7.
Anderson, M.S., et al., Projection of an immunological self shadow within the thymus by
the aire protein. Science, 2002. 298(5597): p. 1395-401.

Anderson, M.S. and M.A. Su, Aire and T cell development. Curr Opin Immunol, 2011.
23(2): p. 198-206.

Anderson, M.S., et al., The cellular mechanism of Aire control of T cell tolerance.
Immunity, 2005. 23(2): p. 227-39.

Liston, A., et al., Aire regulates negative selection of organ-specific T cells. Nat Immunol,
2003. 4(4): p. 350-4.

Malchow, S., et al., Aire-dependent thymic development of tumor-associated regulatory T
cells. Science, 2013. 339(6124): p. 1219-24.

Perry, J.S.A., et al., Distinct contributions of Aire and antigen-presenting-cell subsets to
the generation of self-tolerance in the thymus. Immunity, 2014. 41(3): p. 414-426.
Bjorses, P., et al., Gene defect behind APECED: a new clue to autoimmunity. Hum Mol
Genet, 1998. 7(10): p. 1547-53.

Perniola, R. and G. Musco, The biophysical and biochemical properties of the autoimmune
regulator (AIRE) protein. Biochim Biophys Acta, 2014. 1842(2): p. 326-37.

Pitkénen, J., et al., Subcellular localization of the autoimmune regulator protein.
characterization of nuclear targeting and transcriptional activation domain. J Biol Chem,
2001. 276(22): p. 19597-602.

Ferguson, B.J., et al., AIRE's CARD revealed, a new structure for central tolerance

provokes transcriptional plasticity. J Biol Chem, 2008. 283(3): p. 1723-1731.

125



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Hofmann, K., P. Bucher, and J. Tschopp, The CARD domain: a new apoptotic signalling
motif. Trends Biochem Sci, 1997. 22(5): p. 155-6.

Ilmarinen, T., et al., The monopartite nuclear localization signal of autoimmune regulator
mediates its nuclear import and interaction with multiple importin alpha molecules. Febs
J,2006. 273(2): p. 315-24.

Carles, C.C. and J.C. Fletcher, Missing links between histones and RNA Pol Il arising from
SAND? Epigenetics, 2010. 5(5): p. 381-5.

Saltis, M., et al., Evolutionarily conserved and divergent regions of the autoimmune
regulator (Aire) gene: a comparative analysis. Immunogenetics, 2008. 60(2): p. 105-14.
Aasland, R., T.J. Gibson, and A.F. Stewart, The PHD finger: implications for chromatin-
mediated transcriptional regulation. Trends Biochem Sci, 1995. 20(2): p. 56-9.

Koh, A.S., et al., Aire employs a histone-binding module to mediate immunological
tolerance, linking chromatin regulation with organ-specific autoimmunity. Proc Natl Acad
Sci U S A, 2008. 105(41): p. 15878-83.

Chakravarty, S., L. Zeng, and M.M. Zhou, Structure and site-specific recognition of
histone H3 by the PHD finger of human autoimmune regulator. Structure, 2009. 17(5): p.
670-9.

Yang, S., et al., Aire's plant homeodomain(PHD)-2 is critical for induction of
immunological tolerance. Proc Natl Acad Sci U S A, 2013. 110(5): p. 1833-8.

Meloni, A., et al., Role of PHD fingers and COOH-terminal 30 amino acids in AIRE
transactivation activity. Mol Immunol, 2008. 45(3): p. 805-9.

Purohit, S., et al., Mapping DNA-binding domains of the autoimmune regulator protein.
Biochem Biophys Res Commun, 2005. 327(3): p. 939-44.

Ruan, Q.G., et al., The autoimmune regulator directly controls the expression of genes
critical for thymic epithelial function. ] Immunol, 2007. 178(11): p. 7173-80.

Ramsey, C., A. Bukrinsky, and L. Peltonen, Systematic mutagenesis of the functional
domains of AIRE reveals their role in intracellular targeting. Hum Mol Genet, 2002.
11(26): p. 3299-308.

Pitkénen, J., et al., The autoimmune regulator protein has transcriptional transactivating

properties and interacts with the common coactivator CREB-binding protein. J Biol Chem,

2000. 275(22): p. 16802-9.

126



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Musco, G. and P. Peterson, PHD finger of autoimmune regulator: an epigenetic link
between the histone modifications and tissue-specific antigen expression in thymus.
Epigenetics, 2008. 3(6): p. 310-4.

Liiv, 1., et al., DNA-PK contributes to the phosphorylation of AIRE: importance in
transcriptional activity. Biochim Biophys Acta, 2008. 1783(1): p. 74-83.

Oven, L., et al., AIRE recruits P-TEFb for transcriptional elongation of target genes in
medullary thymic epithelial cells. Mol Cell Biol, 2007. 27(24): p. 8815-23.

Zumer, K., et al., Unmodified histone H3K4 and DNA-dependent protein kinase recruit
autoimmune regulator to target genes. Mol Cell Biol, 2012. 32(8): p. 1354-62.
Abramson, J., et al., Aire's partners in the molecular control of immunological tolerance.
Cell, 2010. 140(1): p. 123-35.

Pommier, Y., et al., Roles of eukaryotic topoisomerases in transcription, replication and
genomic stability. Nat Rev Mol Cell Biol, 2016. 17(11): p. 703-721.

Bansal, K., et al., The transcriptional regulator Aire binds to and activates super-
enhancers. Nat Immunol, 2017. 18(3): p. 263-273.

Guha, M., et al., DNA breaks and chromatin structural changes enhance the transcription
of autoimmune regulator target genes. J Biol Chem, 2017. 292(16): p. 6542-6554.

Rattay, K., et al., Homeodomain-interacting protein kinase 2, a novel autoimmune
regulator interaction partner, modulates promiscuous gene expression in medullary thymic
epithelial cells. J Immunol, 2015. 194(3): p. 921-8.

Hubert, F.X., et al., Aire-deficient C57BL/6 mice mimicking the common human 13-base
pair deletion mutation present with only a mild autoimmune phenotype. J Immunol, 2009.
182(6): p. 3902-18.

Su, M.A., et al., Mechanisms of an autoimmunity syndrome in mice caused by a dominant
mutation in Aire. J Clin Invest, 2008. 118(5): p. 1712-26.

Kuroda, N., et al., Development of autoimmunity against transcriptionally unrepressed
target antigen in the thymus of Aire-deficient mice. ] Immunol, 2005. 174(4): p. 1862-70.
Pacholczyk, R., et al., Origin and T cell receptor diversity of Foxp3+CD4+CD25+ T cells.
Immunity, 2006. 25(2): p. 249-59.

127



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.
78.

Komatsu, N., et al., Heterogeneity of natural Foxp3+ T cells: a committed regulatory T-
cell lineage and an uncommitted minor population retaining plasticity. Proc Natl Acad Sci
U S A, 2009. 106(6): p. 1903-8.

Kappler, J.W., et al., Antigen-inducible, H-2-restricted, interleukin-2-producing T cell
hybridomas. Lack of independent antigen and H-2 recognition. J Exp Med, 1981. 153(5):
p. 1198-214.

Kouskoff, V., et al., 4 vector driving the expression of foreign cDNAs in the MHC class II-
positive cells of transgenic mice. ] Immunol Methods, 1993. 166(2): p. 287-91.

Kraj, P., R. Pacholczyk, and L. Ignatowicz, Alpha beta TCRs differ in the degree of their
specificity for the positively selecting MHC/peptide ligand. J Immunol, 2001. 166(4): p.
2251-9.

Moran, A.E., et al., T cell receptor signal strength in Treg and iNKT cell development
demonstrated by a novel fluorescent reporter mouse. J Exp Med, 2011. 208(6): p. 1279-
89.

Ramsey, C., et al., dire deficient mice develop multiple features of APECED phenotype
and show altered immune response. Hum Mol Genet, 2002. 11(4): p. 397-409.

Kuczma, M.P., et al., Self and microbiota-derived epitopes induce CD4(+) T cell anergy
and conversion into CD4(+)Foxp3(+) regulatory cells. Mucosal Immunol, 2021. 14(2): p.
443-454.

Au-Yeung, B.B., et al., 4 sharp T-cell antigen receptor signaling threshold for T-cell
proliferation. Proc Natl Acad Sci U S A, 2014. 111(35): p. E3679-88.

Motamedi, M., L. Xu, and S. Elahi, Correlation of transferrin receptor (CD71) with Ki67
expression on stimulated human and mouse T cells: The kinetics of expression of T cell
activation markers. J Immunol Methods, 2016. 437: p. 43-52.

Hsieh, C.S. and A.Y. Rudensky, The role of TCR specificity in naturally arising CD25+
CD4+ regulatory T cell biology. Curr Top Microbiol Immunol, 2005. 293: p. 25-42.
Riley, J.L., PD-1 signaling in primary T cells. Immunol Rev, 2009. 229(1): p. 114-25.
Buchbinder, E.I. and A. Desai, CTLA-4 and PD-1 Pathways: Similarities, Differences, and
Implications of Their Inhibition. Am J Clin Oncol, 2016. 39(1): p. 98-106.

128



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

&9.

90.

91.

Joolharzadeh, P. and C. St Hilaire, CD73 (Cluster of Differentiation 73) and the
Differences Between Mice and Humans. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2019. 39(3): p.
339-348.

Kuczma, M.P., et al., Commensal epitopes drive differentiation of colonic T(regs). Sci Adv,
2020. 6(16): p. eaaz3186.

Villasenor, J., C. Benoist, and D. Mathis, AIRE and APECED: molecular insights into an
autoimmune disease. Immunol Rev, 2005. 204: p. 156-64.

Rosatelli, M.C., et al., 4 common mutation in Sardinian autoimmune polyendocrinopathy-
candidiasis-ectodermal dystrophy patients. Hum Genet, 1998. 103(4): p. 428-34.
Zlotogora, J. and M.S. Shapiro, Polyglandular autoimmune syndrome type I among Iranian
Jews. J Med Genet, 1992. 29(11): p. 824-6.

Bockle, B.C., et al., Oral mucous squamous cell carcinoma-an anticipated consequence of
autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy (APECED). ] Am
Acad Dermatol, 2010. 62(5): p. 864-8.

Napier, C. and S.H. Pearce, Autoimmune Addison's disease. Presse Med, 2012. 41(12 P 2):
p. €626-35.

Yeap, B.B., et al, Endocrine Society of Australia position statement on male
hypogonadism (part 2): treatment and therapeutic considerations. Med J Aust, 2016.
205(5): p. 228-31.

Schramm, C. and A.W. Lohse, Role of mycophenolate mofetil in the treatment of
autoimmune hepatitis. J Hepatol, 2011. 55(3): p. 510-511.

De Leonibus, C., et al., Influence of inhaled corticosteroids on pubertal growth and final
height in asthmatic children. Pediatr Allergy Immunol, 2016. 27(5): p. 499-506.
Borchers, J., et al., Patients With APECED Have Increased Early Mortality Due to
Endocrine Causes, Malignancies and infections. J Clin Endocrinol Metab, 2020. 105(6):
p. €2207-13.

Wang, C.Y., et al., Cloning of Aire, the mouse homologue of the autoimmune regulator
(AIRE) gene responsible for autoimmune polyglandular syndrome type 1 (ASPI).
Genomics, 1999. 55(3): p. 322-6.

Puel, A., et al., Human autoantibodies underlying infectious diseases. ] Exp Med, 2022.
219(4).

129



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

Lo, M.S,, et al., Hypergammaglobulinemia in the pediatric population as a marker for
underlying autoimmune disease: a retrospective cohort study. Pediatric Rheumatology,
2013. 11(1): p. 42.

Karner, J., et al., Anti-cytokine autoantibodies suggest pathogenetic links with autoimmune
regulator deficiency in humans and mice. Clin Exp Immunol, 2013. 171(3): p. 263-72.
Gavanescu, I., C. Benoist, and D. Mathis, B cells are required for Aire-deficient mice to
develop multi-organ autoinflammation: A therapeutic approach for APECED patients.
Proc Natl Acad Sci U S A, 2008. 105(35): p. 13009-14.

DeVoss, J., et al., Spontaneous autoimmunity prevented by thymic expression of a single
self-antigen. J Exp Med, 2006. 203(12): p. 2727-35.

Devoss, 1.1., et al., Effector mechanisms of the autoimmune syndrome in the murine model
of autoimmune polyglandular syndrome type 1. ] Immunol, 2008. 181(6): p. 4072-9.
Taniguchi, R.T., et al., Detection of an autoreactive T-cell population within the polyclonal
repertoire that undergoes distinct autoimmune regulator (Aire)-mediated selection. Proc
Natl Acad Sci U S A, 2012. 109(20): p. 7847-52.

Lei, Y., et al., Aire-dependent production of XCL1 mediates medullary accumulation of
thymic dendritic cells and contributes to regulatory T cell development. J Exp Med, 2011.
208(2): p. 383-94.

Laan, M., et al., Autoimmune regulator deficiency results in decreased expression of CCR4
and CCRY7 ligands and in delayed migration of CD4+ thymocytes. J Immunol, 2009.
183(12): p. 7682-91.

Li, J., et al., Developmental pathway of CD4+CDS8- medullary thymocytes during mouse
ontogeny and its defect in Aire-/- mice. Proc Natl Acad SciU S A, 2007. 104(46): p. 18175-
80.

Palatella, M., et al., The dark side of Tregs during aging. Front Immunol, 2022. 13: p.
940705.

Hong, 1.J., et al., Re-evaluation of PD-1 expression by T cells as a marker for immune
exhaustion during SIV infection. PLoS One, 2013. 8(3): p. €60186.

Zegarra-Ruiz, D.F., et al., Thymic development of gut-microbiota-specific T cells. Nature,
2021. 594(7863): p. 413-417.

Mathis, D. and C. Benoist, 4dire. Annu Rev Immunol, 2009. 27: p. 287-312.

130



105.

106.

107.

108.

109.

110.

I11.

112.

113.

114.

Metzger, T.C. and M.S. Anderson, Control of central and peripheral tolerance by Aire.
Immunol Rev, 2011. 241(1): p. 89-103.

Zhu, M.L., A. Nagavalli, and M.A. Su, Aire deficiency promotes TRP-I-specific immune
rejection of melanoma. Cancer Res, 2013. 73(7): p. 2104-16.

Kekéldinen, E., et al., A defect of regulatory T cells in patients with autoimmune
polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy. J Immunol, 2007. 178(2): p. 1208-
15.

Daniely, D., et al., Diversity of TCRs on natural Foxp3+ T cells in mice lacking Aire
expression. J Immunol, 2010. 184(12): p. 6865-73.

Hardtke-Wolenski, M., et al., Autoimmune hepatitis in a murine autoimmune
polyendocrine syndrome type 1 model is directed against multiple autoantigens.
Hepatology, 2015. 61(4): p. 1295-305.

Hou, Y., et al., An aberrant prostate antigen-specific immune response causes prostatitis
in mice and is associated with chronic prostatitis in humans. J Clin Invest, 2009. 119(7):
p.- 2031-41.

Motrich, R.D., et al., Reduced semen quality in chronic prostatitis patients that have
cellular autoimmune response to prostate antigens. Hum Reprod, 2005. 20(9): p. 2567-72.
Landegren, N., et al., Transglutaminase 4 as a prostate autoantigen in male subfertility.
Sci Transl Med, 2015. 7(292): p. 292ral01.

Terziroli Beretta-Piccoli, B., G. Mieli-Vergani, and D. Vergani, Autoimmmune hepatitis.
Cell Mol Immunol, 2022. 19(2): p. 158-176.

Umeshappa, C.S., et al., Suppression of a broad spectrum of liver autoimmune pathologies

by single peptide-MHC-based nanomedicines. Nat Commun, 2019. 10(1): p. 2150.

131



	STRESZCZENIE
	SUMMARY
	WYKAZ SKRÓTÓW
	1. WSTĘP
	1.1. Nieswoista odpowiedź immunologiczna
	1.2. Swoista odpowiedź immunologiczna
	1.2.1.  Limfocyty T
	1.2.1.1. Dojrzewanie i różnicowanie limfocytów T
	1.2.1.2. Powstanie kompleksu receptora limfocytów T (TCR)
	1.2.1.3. Selekcja pozytywna
	1.2.1.4. Selekcja negatywna

	1.2.2.  Limfocyty B

	1.3. Tolerancja immunologiczna
	1.3.1. Centralna tolerancja immunologiczna limfocytów T
	1.3.1.2. AIRE
	1.3.1.3. Modele myszy z nokautem genu AIRE



	2. ZAŁOŻENIA I CEL PRACY
	3. MATERIAŁY I METODY
	3.1. Materiały
	3.1.1.  Odczynniki chemiczne
	3.1.2.  Bufory, roztwory standardowe i pożywki hodowlane.
	3.1.3. Przeciwciała
	3.1.4.  Linie komórek eukariotycznych
	3.1.4.1. Komórki BW5147

	3.1.5. Myszy
	3.1.5.1. Myszy dostępne komercyjnie
	3.1.5.2. Myszy transgeniczne


	3.2. Metody
	3.2.1. Izolacja limfocytów T z narządów limfatycznych
	3.2.2. Izolacja limfocytów CD4+ z blaszki właściwej jelita grubego
	3.2.3. Izolacja komórek z prostaty, jąder i jajników
	3.2.4. Izolacja komórek z wątroby
	3.2.5. Izolacja komórek ze szpiku kostnego i ich różnicowanie w kierunku komórek dendrytycznych
	3.2.6. Izolacja surowicy z krwi obwodowej
	3.2.7. Analiza histologiczna
	3.2.8. Analiza markerów powierzchniowych metodą fluorymetrii przepływowej
	3.2.9. Izolacja limfocytów za pomocą cytometru przepływowego
	3.2.10. Hodowla komórek eukariotycznych
	3.2.10.1. Hodowla ustalonych linii komórkowych
	3.2.10.2. Hodowla limfocytów CD4+
	3.2.10.3. Krioprezerwacja komórek
	3.2.10.4. Rozmrażanie komórek

	3.2.11. Produkcja hybrydom limfocytów T CD4+
	3.2.12. Przygotowanie lizatu białkowego z prostaty, wątroby i płuc.
	3.2.13. Testowanie odpowiedzi immunologicznej hybrydom
	3.2.14. Test immunoenzymatyczny ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) na obecność przeciwciał IgG w surowicy
	3.2.15. Analiza cytokin w surowicy za pomocą testu LegendPlex
	3.2.16. Izolacja genomowego DNA
	3.2.17. Izolacja RNA
	3.2.18. Elektroforeza analityczna i preparatywna
	3.2.19. Oczyszczanie produktu reakcji PCR
	3.2.20. Izolacja DNA z żelu agarozowego
	3.2.21. Oznaczanie ilości DNA i RNA metodą spektofotometryczną
	3.2.22. Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT)
	3.2.23. Reakcja łańcuchowej polimerazy
	3.2.24. Przygotowanie biblioteki DNA do sekwencjonowania metodą Illumina
	3.2.25. Sekwencjonowanie metodą Illumina
	3.2.26.  Analiza i obróbka danych otrzymanych w wyniku sekwencjonowania metodą Illumina
	3.2.27. Analiza statystyczna


	4. WYNIKI
	4.1. Analiza kolonii pod kątem choroby autoimmunologicznej
	4.2. Analiza fenotypowa grasicy
	4.3. Analiza sekwencji populacji grasiczych limfocytów
	4.4. Strategia bramkowania
	4.5. Analiza fenotypowa węzłów limfatycznych i narządów nielimfoidalnych
	4.6. Analiza histologiczna
	4.7. Analiza sekwencji CDR3 receptora TCR w narządach nielimfoidalnych
	4.8. Odpowiedź hybrydom na stymulację TSA

	5. Dyskusja
	6. Literatura

