Rola czynnika transkrypcyjnego Aire w roznicowaniu

autoreaktywnych i regulatorowych limfocytow T CD4"

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

AIRE, stworzono szereg modeléw mysich, z ktoérych jeden wykorzystano w niniejszej rozprawie.

Zatozeniem pracy byto pokazanie wptywu zaburzonej ekspresji AIRE na rozwdj 1 funkcje
limfocytow pomocniczych CD4", wigczajac w to limfocyty regulatorowe (Treg) CD4 Foxp3™.
W tym celu skrzyzowano mysz z mutacja w genie Adire (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), uzyskujagc model mysi Aire**TCR™"Foxp3"“P2Nur77GFP. Komoérki te badano
w grasicy, wezlach chtonnych, watrobie, prostacie i jelicie grubym. W badaniach wykorzystano
szereg technik, wigczajac w to cytometri¢ przeptywowa, sekwencjonowanie wysokoprzepustowe

i produkcje hybrydom z limfocytow CD4".

Niniejsze badania potwierdzily wiele doniesien naukowych (m.in. obecno$¢
autoreaktywnych immunoglobulin w surowicy myszy Aire*°, zaburzenia w ekspresji wielu
cytokin, nacieki limfocytarne do wielu narzadow (przede wszystkim do watroby)). W toku badan
ustalono, iz zmiany w repertuarze receptorow limfocytow T w grasicy nie s3 specyficzne dla
receptorow dominujgcych w limfocytach T CD4" zaréwno w populacji Foxp3™ jak i Foxp3..
Analizujagc  sekwencje TCR w narzadach nielimfoidalnych wytypowano potencjalnie
autoreaktywne klony tkankowo-specyficzne. Obecnos¢ zmian w repertuarze TCR wynikajacych
zmutacji w genie Aire skutkowato zwigkszonym powinowactwem do wilasnych antygenow
gospodarza, naciekami limfocytarnymi i podwyzszong aktywacjg i proliferacjg limfocytow CD4".
Pokazano, ze zaburzenia w prezentacji antygenow w rozwoju grasiczym skutkujg zmniejszong

funkcja limfocytow Treg, badang pod katem ekspresji antygendw PD1 oraz CD73. Skutkowato to



zmniejszong kontrolg autoreaktywnych limfocytow efektorowych CD4Foxp3™ oraz infiltracja
wielu organéw. W gltownej mierze atak tych komorek skierowany byt przeciwko antygenom
watrobowym. Potwierdzono to zwigkszong aktywacja (mierzong za pomocg CD44, CD62L oraz
Nur77GFP), a takze obecnoscia limfocytow CD4 " ekspresjonujgcych TCR rozpoznajace antygeny
watrobowe, ale réwniez autoreaktywnych, co pokazano z wykorzystaniem hybrydom. Dalsze
badanie specyficznosci reakcji autoimmunologicznej w tym modelu bedzie prowadzone
z wykorzystaniem myszy CNS™", w ktorej efekt wynikajgcy ze zwiekszonej obecnosci komorek

zaktywowanych nie b¢dzie hamowany obecnoscig komorek pTreg.

Podsumowujac, wykorzystanie nowego modelu mysiego
Aire®TCR™"Foxp3"“P?2Nur77GFP pozwolito na ustalenie zmian w repertuarze TCR limfocytow
T efektorowych i1 regulatorowych oraz ustalenie wplywu zaburzenia prezentacji wilasnych
antygenéw gospodarza kodowanych przez AIRE na rozwdj choroby autoimmunologicznej

manifestujacej si¢ zapaleniem prostaty i watroby.



