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I. INTRODUCTION

The term immunity is derived from the Latin word immunitas, which referred to the
protection from legal prosecution offered to Roman senators during their tenures in office.
Today, in life sciences not only does immunity cover recognition and destruction of infectious
agents, noninfectious foreign substances and tumor cells, but also the maintenance of healthy
tissues, leaving them intact. Defense against foreign cells and substances, viruses and tumor
cells is mediated by the early, rapid, non-specific reactions of innate (also called natural or
native) immunity and the later, specific responses of adaptive immunity, the two functional
arms of the immune system.

Natural killer (NK) cells are a principal component of the innate immune system,
able to rapidly produce abundant cytokines, mainly interferon-gamma (IFN-y), and lyse target
cells by means of cytotoxicity. They express CD56 (cluster of differentiation) on their
surface. Perforin (pore forming in target cell membranes leading to cell lysis) and Fas/Fas-
ligand (FasL) (inducing apoptosis) pathways are the two major mechanisms of cellular
cytotoxicity.

T lymphocytes are one of the major cellular components of the adaptive immune
system. Specific recognition of different antigenic determinants is mediated by their T cell
receptor (TCR, CD3). T cell receptors comprise an essentially unlimited repertoire of
variants, each variant expressed on a different cell, which can altogether recognize virtually
any molecule. The TCR is a heterodimer consisting of an a and a [ transmembrane
polypeptide chain, each consisting of one variable (V) domain and one constant (C) domain.
The V regions of the TCR o and B chains contain the hypervariable or complementarity-
determining regions (CDRs), which specifically recognize peptide-MHC (major
histocompatibility complex) complexes. In the a and B chains of the TCR, the third
hypervariable regions are composed of sequences encoded by V and J (joining) gene
segments (in the a chain) or V, D (diversity), and J segments (in the  chain). T cells may be
CDS" cytotoxic T cells, killing infected cells. CD4" T helper (Th) cells activate other cells of
the immune system, which kill microorganisms or secrete antibodies. Immune cells secrete
cytokines that mediate many functions of these cells. T helper type 1 (Thl) or pro-
inflammatory cytokines — IFN-y, interleukin (IL)-12 — enhance cellular immune responses,
cell-mediated cytotoxicity, and activate macrophages. T helper type 2 (Th2) cytokines
called anti-inflammatory cytokines — IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 — generate humoral
immune response, and antibody production. Recently, other pro-inflammatory cytokines, IL-
23 and IL-17 have been indicated to play an important role in the establishment of
autoimmune diseases, and T cells producing IL-17 have been dubbed Th17 cells. One of the
Th17 differentiation pathways is IL-23-dependent and IL-23 is necessary for the survival and
expansion of Th17 cells; this effect is mediated through the IL-23 receptor (IL-23R) signaling
pathway. For the full activation of T cells, besides the antigen-specific stimulation through the
TCR, a second signal called co-stimulation is necessary. The termination of activation is a
very important mechanism in autoimmune tolerance, protection against autoimmune diseases.
This termination is mainly mediated by CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated
antigen-4) expressed on the surface of T cells upon activation, which intervenes in the co-
stimulatory pathway.

A small subset of T cells, called y0T cells have y0TCRs consisting of a y-chain
combined with a d-chain, composing a distinct T cell population from affT cells. yoT cells are
proposed to bridge the innate and adaptive immune responses, since they are able to produce
great amounts of IFN-y in a short period of time, which is characteristic to cells of the innate
immune system. The V52 subset, expressing a 62TCR variable chain, represents the majority
of adult ydT cells mainly with a cytotoxic property.



A small percentage of afT cells express molecules specific to NK cells, such as CD56
in addition to the TCR (CD3), termed natural Killer T, ie. NKT cells. This population, which
has been suggested to play an important role in tumor rejection, protection against
autoimmunity and infectious agents, also bridges the innate and the adaptive immune
responses. NKT-like cells represent a small lymphocyte subpopulation that has important
immunoregulatory functions. NKT cells are categorized into several distinct subsets
principally based on their consistent TCR repertoire. NKT cells expressing an invariant Va24-
JaQ TCR a-chain are referred to as invariant NKT (iNKT) cells. Emerging data indicate the
functional diversity of human iNKT cells and their involvement in tumor immunity and
autoimmunity. Invariant Va7.2-Ja33 TCR expressing cells have been named mucosal-
associated invariant T (MAIT) cells relating to their preferential location, the gut lamina
propria. MAIT cells express a restricted VB2 and VB13 driven by the selecting antigen. Their
anti-inflammatory role has been proposed, for the invariant Va7.2-Ja33 TCR of MAIT cells
was found to be present in autoimmune lesions of both the central and peripheral nervous
system, which correlated with the expression of IL-4.

Key information:

iNKT: invariant natural killer T cells expressing an invariant Va24-JaoQ TCR a-chain,
playing a substantial role in protection against tumors and autoimmunity

MAIT: mucosal-associated invariant T cells expressing an invariant Va7.2-Ja33 TCR

NK cells: natural killer cells: CD56 ' CD3"

T cells: CD3"

NKT-like cells: natural killer T-like cells: CD3'CD56"

LAR: leukocyte antisedimentation rate: detects activation of leukocytes

CTLA-4: cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4: termination of T cell activation
IL-23R: interleukin-23-receptor: mediates Th17 cell differentiation. Th17 cells (producing
IL-17) play an important role in the establishment of autoimmune diseases

Multiple sclerosis (MS) is a chronic, progressive, demyelinating disease of the central
nervous system, with a wide range of varying neurological symptoms. There are about 2-3
million people suffering from MS in the world, in Hungary the number of MS patients is
approximately 6,000-10,000. Despite a large body of research, the exact etiology of MS
remains unclear. Four different pathological subtypes of MS exist, suggesting the
heterogeneous nature of MS pathogenesis. According to the current, autoimmune hypothesis,
the demyelination of plaques is mediated by mainly autoimmune CD4" Th1 cells recognizing
central nervous system (CNS) autoantigens due to delayed-type or type IV hypersensitivity.
MS is a complex genetic disease mediated by interaction of several genes and environmental
factors. It is assumed today that a tremendous number of different genes play a role in the risk
of catching the disease (polygenetic inheritance).

Stroke — cerebrovascular accident — has a high incidence worldwide, in addition to
being the third leading cause of death, many survivors of stroke have to adjust to a life with
varying degrees of disability. In Hungary approximately 40,000 patients are admitted to
hospital with the diagnosis of stroke and stroke mortality is extremely high in Central-Eastern
European countries. While direct neurological deficits cause early deaths, infectious
complications, particularly pneumonia and urinary tract infections, prevail in the postacute
phase of stroke contributing to the poor outcome, which may suggest early alteration of
immune responses. Recently, a loss of T cells in the peripheral blood of patients with acute
ischemic stroke within 12 hours from onset of stroke symptoms, was revealed, which
gradually normalized.



II. AIMS OF THE STUDIES

Here, we investigated molecular bases of neurological diseases focusing mainly on
molecules and mechanisms involved in regulating autoimmune tolerance ie. protecting
against autoimmune diseases. We were particularly interested in the role of innate T cells in
immune responses within the CNS and the neurogenetical background of CNS autoimmune
diseases, particularly multiple sclerosis.

A. The role of innate T cells in diseases affecting the central nervous system

In the recent years, phenotypically and functionally similar iNKT and MAIT cells
have been suggested to participate in immunoregulation of autoimmunity and immune
surveillance of tumors.

We have recently found that Va24-JoQ iNKT cells were absent in CNS plaques of

MS, while conventional T cells expressing non-invariant Va24™ TCR were present. It was not
clear whether this selective absence of iNKT cells was related to the disease or the special
immunoregulation and antigens within the CNS. Therefore, we addressed:

1. Do iNKT cells infiltrate tumors within the CNS similarly to tumors outside the
CNS?

2. Can we detect other invariant T cells in tumors with a special emphasis on MAIT
cells, which may possess similar functions to iNKT cells?

3. If MAIT cells are present in tumors, what is the inflammatory environment? MAIT
cells have been suggested to produce Th2 cytokines, but the similarity to iNKT
cells and recent murine data suggested that the MAIT subset may be functionally
heterogeneous as well.

4. What is the relation of MAIT and NKT-like cells in tumors? Do MAIT cells
express CD56?

5. Do CD56" MAIT cells participate in anti-tumor immune responses?

Atherosclerosis and acute ischemic stroke are accompanied by immune responses. We
may suspect that early changes in immune functions may be related to post-stroke infections
resulting in poor outcome and high mortality of stroke. Therefore, we examined innate T cells
and NKT-like cells in the early phase of acute ischemic stroke. We also explored activation of
leukocytes and its relation to post-stroke infections:

6. Are innate T cells including CD3'CD56" NKT-like cells affected by acute

ischemic events?

7. What is the relation of leukocyte activation to post-stroke infections?

8. Does post-stroke leukocyte activation depend on the duration of ischemia and the

extent of infarct?

9. Can we use simple bed-side tests to predict outcome and susceptibility for post-

stroke infections?

B. Association of multiple sclerosis with polymorphisms of genes involved in shaping
immune responses and regulating autoimmune tolerance

CTLA-4 is an important molecule to terminate immune responses and thus to prevent
autoimmunity. Data about association of MS with CTLA4 polymorphisms are conflicting. By
using a large number of patients, here we examined:

10. Are polymorphisms of the CTLA4 gene associated with multiple sclerosis?

11. Do polymorphisms of the CTLA4 gene influence expression of co-stimulatory

molecules important in terminating or shaping immune responses?



A novel functional Th cell subpopulation (Th17) has recently been described as the
main autoimmune T cell subset. One of the Th17 differentiation pathways is IL-23-dependent.
IL-23 is necessary for the survival and expansion of Th1l7 cells mediated via the IL-23
receptor (IL-23R) signaling pathway. Association of polymorphisms of IL23R gene has
recently been suggested in autoimmune inflammatory bowel disease. Therefore, we
examined:

12. Are polymorphisms of the IL23R gene associated with multiple sclerosis?

13. Is IL23R a shared autoimmunity gene?

MS is a complex genetic disease mediated by interaction of several genes and
environmental factors. In addition, regulation of gene expression is controlled through the
combinatorial action of multiple transcription factors. Therefore, we performed a gene
network analysis to examine complex autoimmune processes underlying the pathogenesis of
MS:

14. Are there gene expression networks disregulated in multiple sclerosis?

III. EXPERIMENTS

A. THE ROLE OF INNATE T CELLS IN DISEASES AFFECTING THE CENTRAL
NERVOUS SYSTEM

1. Invariant Va7.2-Ja33 TCR is expressed in human kidney and brain tumors
indicating infiltration by mucosal-associated invariant T (MAIT) cells

The anti-tumor response of human iNKT cells is well established. A novel T cell
subset, mucosal-associated invariant T (MAIT) cells, possess similar regulatory properties to
INKT cells in autoimmune models and disease, but data about other functions of human
MAIT cells are very limited, partly due to the absence of clonotypic antibodies. In addition,
the selective absence of iNKT cells has previously been indicated in MS plaques in contrast to
autoimmune inflammatory demyelinating lesions of the peripheral nervous system and MAIT
cells. To address whether such deficiency of iNKT cells is related to the CNS environment or
MS, we examined the presence of four known T cells with invariant o TCRs including that of
iNKT cells in tumors within and outside of the CNS. The presence of sequences of Va24-
JaQ (iNKT), Va7.2-Ja33 (MAIT), Va4-Ja29 and Va19-Ja48 TCRs was investigated in 19
biopsy samples of human kidney cancers and brain tumors by using RT-PCR SSCP (single-
strand conformation polymorphism) clonality assay, identifying the amplified and
electrophoretically separated particular sequences by hybridization with specific probes.

The MAIT clonotype was identified and co-expressed with iNKT clonotype in half of
the tumors. In contrast, invariant Va4 and Va19 T cell clonotypes were not present in tumors.
VB expression of Va7.2-Ja33 MAIT cells with a restricted V2 and VP13 TCR usage was
further analyzed in tumor samples containing MAIT cells, as well as their antigen-presenting
molecule, MR1 expression and pro- and anti-inflammatory cytokine environment. All kidney
tumors with MAIT aTCR also expressed VP2 and VP13, in contrast to brain tumors,
suggesting that MAIT cells in CNS tumors may express other V3 chains as well. All tumors
positive for MAIT invariant TCR express the antigen presenting molecule MR1, indicating
that MAIT cells can be locally re-activated. Indeed, a high percentage of infiltrating T cells
was CD8" and expressed HLA-DR suggesting activation. The clonal presence of MAIT cells
in tumors correlated with the expression of pro-inflammatory cytokines but no IL-4, IL-5 and
IL-10, suggesting that a pro-inflammatory subset of human MAIT cells may exist. We also



examined CD56 expression of MAIT cells both in tumor samples and in the peripheral blood
of tumor patients. Although the MAIT aTCR was identified in both peripheral CD56" and
CD56" subsets, tumor infiltrating lymphocytes were CD56 negative.

Our data imply that a CD56 subset of MAIT cells may participate in pro-
inflammatory tumor immune responses similarly to iNKT cells. In addition, MAIT cells may
have a pro-inflammatory T cell subset, similarly to human iNKT and murine MAIT cells. Our
data also suggest that the selective absence of iNKT cells in CNS plaques of MS may be
specific to the disease and not related to the CNS environment.

2. Impaired function of innate T lymphocytes and NK cells in the acute phase of
ischemic stroke

While direct neurological deficits cause early deaths, infectious complications prevail
in the postacute phase of stroke contributing to the poor outcome. The increased susceptibility
to infections after stroke may suggest early alteration of immune responses, thus
immunodepression induced by stroke has been proposed. The few animal and human studies
all addressed the rapid changes in the adaptive arm of the immune system, mainly T cells. We
analyzed rapid changes in immunological functions of cells of the innate immunity or
lymphocytes bridging the innate and the adaptive arms of the immune system, all capable of
shaping subsequent immune responses through rapid production of cytokines, and/or
cytotoxicity. The analyzed cell subsets were V52 T cells, CD3'CD56 " natural killer T (NKT)-
like cells and CD3'CD56" NK cells. Their frequencies, cytokine production, intracellular
perforin and surface Fas ligand (FasL) expression were measured in 28 patients’ peripheral
blood obtained within 6 hours and also after 72 hours of ischemic stroke, by flow cytometry
including cytometric bead array. NK cytotoxicity was also sequentially determined applying a
non-radioactive, colorimetric cytotoxicity assay. The paired samples were compared both
with each other and with 20 healthy controls.

Percentages of V062, NKT-like and NK cells at 6 and 72 hours after stroke were
constant and similar to percentages in healthy subjects. In contrast, pro-inflammatory
intracellular IFN-y expression by Vo2 T cells, NKT-like cells and NK cells and IFN-y
production by isolated NK cells in culture were low at 6 hours and reached the level of
healthy subjects’ by 72 hours after stroke. Anti-inflammatory IL-4, IL-5 and IL-10 production
of NKT-like and NK cells was not altered. Intracellular perforin expression by Vo2 T cells,
NKT-like cells and NK cells, and NK cytotoxicity were low at 6 hours and reached the level
of healthy subjects by 72 hours.

According to our results, pro-inflammatory and cytotoxic but not anti-inflammatory
responses of NK, NKT-like and V&2 T cells become acutely deficient in ischemic stroke,
which may contribute to an increased susceptibility to infections.

3. Deficient leukocyte antisedimentation is related to post-stroke infections and outcome

Patients with stroke are more susceptible to infections suggesting possible deficiencies
of early immune responses, particularly of leukocytes. Here, we examined whether post-
ischemic activation of leukocytes is related to duration of ischemia and extent of infarct. We
also addressed, if disregulated leukocyte activation might be related to post-stroke infection
and worsen outcome. We used leukocyte antisedimentation rate (LAR) to detect activation of
leukocytes and correlated LAR with clinical and laboratory parameters. LAR test is
performed similarly to Westergreen test, determination of leukocyte counts is also needed for
calculation of LAR. An additional aim was to test simple bed-side investigations in predicting
outcome and susceptibility for post-stroke infections early.



LAR, a simple test to detect activation of leukocytes was serially examined and
correlated with blood level of S100B related to extent of infarct, procalcitonin indicating
infection and outcome in patients with acute ischemic events. Venous blood samples were
taken from 61 healthy volunteers and 49 patients with acute ischemic events: 38 patients with
acute ischemic stroke, AIS, and 11 patients with transient ischemic attack, TIA where
symptoms disappear in 24 hours and cranial CT scan does not indicate infarct. Sampling was
done within 6 hours, at 24 and 72 hours after onset of symptoms. LAR was significantly
higher in acute ischemic events within 6 hours after onset of stroke regardless of post-stroke
infections. In addition, elevation of LAR was delayed and attenuated in TIA in contrast to
AIS and we also observed a positive correlation between LAR and S100f at 72 hours after the
onset of ischemic stroke both indicating that the extent of tissue injury correlates with the
magnitude of innate immune responses. Importantly, a deficiency in early elevation of LAR
was associated with post-stroke infections and a poor outcome measured by Glasgow
Outcome Scale in AIS.

We conclude that an early activation of leukocytes indicated by elevation of LAR is
characteristic of acute ischemic cerebrovascular events. A delayed and ameliorated leukocyte
activation represented by LAR is characteristic to TIA in contrast to definitive stroke. Our
data suggest that acute activation of leukocytes, which has been regarded detrimental so far,
serves also to prevent post-stroke infections. Our data imply that concept about the post-
ischemic role of leukocytes should be changed and dissected: recruitment of leukocytes in the
CNS may be damaging but should be separated from the systemic activation, which may
prevent post-stroke infections. A disregulated early immune response or deficient leukocyte
activation may result in an increased susceptibilty to infections in some patients with stroke.

B. ASSOCIATION OF MULTIPLE SCLEROSIS WITH POLYMORPHISMS OF
GENES INVOLVED IN SHAPING IMMUNE RESPONSES AND REGULATING
AUTOIMMUNE TOLERANCE

4. Multiple sclerosis and the CTLA4 autoimmunity polymorphism CT60: no association
in patients from Germany, Hungary and Poland

For the full activation of T cells, besides the antigen-specific stimulation through TCR,
a second signal called co-stimulation is necessary. Both APC and T cells will be activated
during co-stimulation, a sequence of ligand-receptor interactions on the surface of both cells.
Such interactions are required also for the termination of activation, a mechanism important in
autoimmune tolerance. This termination is mainly mediated by CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte-associated antigen-4) expressed on the surface of T cells upon activation.

Polymorphisms in the CTLA4 gene region have been associated with susceptibility to
autoimmune diseases. The recently described single nucleotide polymorphism CT60, located
in the 3’ untranslated region (3’UTR) of CTLA4 is associated with Graves’ disease,
thyroiditis, autoimmune diabetes and other autoimmune diseases, however, its role in multiple
sclerosis (MS) susceptibility has been controversial. Therefore, we conducted a case-control
association study in a large number of German, Hungarian and Polish MS patients and
regional control individuals for the CTLA4 CT60 and +49A/G polymorphisms by using PCR
methodology. We also performed haplotype analysis. Besides, we examined functional
consequences Ie. genotype differences in the expression of CTLA-4 and ICOS (inducible co-
stimulatory molecule). ICOS is also important in autoimmune tolerance due to its role in
Th2-mediated anti-inflammatory responses and susceptibility to experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE), the animal model of MS is related to locus containing genes for
both CTLA-4 and ICOS. Splice variants of CTLA-4 modify expression of ICOS in such
models.



However, we found no significant association of these polymorphisms or respective
haplotypes with MS, even when our data were extended with previously published results in a
metaanalysis thus evaluating 1228 MS and 1440 controls. No association of CT60 genotypes
with T cell expression of ICOS and CTLA-4 after in vitro stimulation was detected. In
summary, our data using a large number of cases and controls contradict to a major effect of
CTLA4 in MS susceptibility.

5. 3°UTR C2370A allele of the IL-23 receptor gene is associated with relapsing-
remitting multiple sclerosis

Besides Thl type cytokines, other pro-inflammatory cytokines, IL-23 and IL-17 have
been indicated to play an important role in the establishment of autoimmune diseases, and T
cells producing IL-17 have been dubbed Th17 cells. One of the Th17 differentiation pathways
is IL-23-dependent and IL-23 is necessary for the survival and expansion of Th17 cells; this
effect is mediated through the IL-23 receptor (IL-23R) signaling pathway. The IL-23/IL-17
cytokine axis has been suggested to play an important role in the development of several
autoimmune diseases including multiple sclerosis.

We compared the prevalence of C2370A single nucleotide polymorphism (SNP) in the
3’ untranslated region (3’UTR) of the IL-23 receptor gene (IL23R) of 223 patients with
relapsing-remitting multiple sclerosis (RRMS) to 200 healthy controls by PCR technique. The
A2370A genotype was significantly over-represented among patients with RRMS (10.8%)
and RRMS exhibiting oligoclonal bands in the cerebrospinal fluid (12.9%) when compared to
healthy subjects (5.50%). Multiple regression analysis revealed that presence of AA genotype
provides a two-fold risk for the development of multiple sclerosis (OR=2.072, 95% CI: 0.988-
4.347, p<0.05) and presence of oligoclonal bands in the CSF (OR=2.554, p=0.03). We did not
find significant differences when female patients or HLA-DRB1*1501 positive/negative
patients were separately analyzed and compared to controls. Nor did we find association in
secondary progressive cases, athough the simple size was small (n=45).

Besides suggesting association with MS, these data indicate that IL23R represents a
novel shared susceptibility gene as its association with several autoimmune diseases including
inflammatory bowel disease (IBD) and psoriasis has recently been verified.

6. Aberrant transcriptional regulatory network in T cells of multiple sclerosis

Although several data indicated altered gene expression profile in MS using
microarrays, transcriptional networks, which can regulate a number of genes, have not been
examined in MS. In addition, genetic differences may also contribute to altered expression of
genes. The concordance rate of monozygotic twins is approximately 30 %, while it is less
than 5 % for dizygotic twins, suggesting the involvement of not a single but multiple
susceptibility genes in the pathogenesis of MS. In addition, regulation of these multiple
susceptibility gene expressions is controlled again through the combinatorial action of
multiple transcriptional factors. Therefore, gene network analysis is necessary to evaluate the
complex autoimmune processes underlying the pathogenesis of MS.

Therefore, we studied gene expression profile of purified CD3" T cells isolated from
Hungarian monozygotic MS twins by DNA microarray analysis and performed gene network
analysis. Three pairs were concordant, while one pair was discordant for MS. By comparing
the three concordant and one discordant pairs, we identified 20 differentially expressed genes
(DEG) between the MS patient and the genetically identical healthy subject. Molecular
network of 20 DEG analyzed by KeyMolnet, a comprehensive information platform,
indicated the close relationship with transcriptional regulation by the Ets transcription factor
family and the nuclear factor NF-xB.



This novel bioinformatic approach proposes the logical hypothesis that aberrant

regulation of the complex transcriptional regulatory network contributes to development of
pathogenic T cells in MS.
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V. SUMMARY OF THESES

MAIT and NKT cells are the only known invariant T cells infiltrating brain and
kidney tumors.

Since NKT cells are present in CNS tumors, their absence in MS plaques is disease-
specific and not related to the CNS environment.

MAIT cells may have a pro-inflammatory subset, which infiltrates tumors.

Brain and kidney tumors differ in infiltrating T cell and MAIT cell subsets: brain
tumor infiltrating MAIT cells may express additional TCR to V32 and V[13.

MAIT and NKT cells in tumors do not express CD56 although both CD56" and CD56
subsets are present in the peripheral blood even in patients with cancer.

The percentages of particular innate lymphocytes, V82, NKT-like and NK cells do not
change in the acute phase of ischemic stroke in contrast to the reported decrease of
adaptive T cells.

In contrast to unaltered frequency, an acute functional deficiency of innate
lymphocytes occurs in the acute phase of ischemic stroke, within 6 hours: pro-
inflammatory cytokine production, expression of perforin and NK cytotoxicity are
decreased, while there is no change in production of Th2 cytokines and Th2-related
ICOS expression. We may hypothesize that such early deficiency or its disregulated
normalization may substantially influence susceptibility to infections similarly to
animal models of cerebral ischemia.

Activation of leukocytes represented by elevation in LAR happens within hours after
onset of ischemic stroke.

Although LAR was elevated in TIA compared to healthy subjects, it was delayed and
ameliorated compared to definitive ischemic stroke.

Decreased activation of leukocytes reflected by a deficient elevation of LAR may
predispose to post-stroke infections and predict worse outcome.

Concept about uniformly harmful post-ischemic role of leukocytes should be changed
and dissected: recruitment of leukocytes to the ischemic brain may be damaging by
amplifying brain injury. However, systemic activation of leukocytes plays an
important role in preventing post-stroke infections.

A positive correlation exists between LAR and S100B on the 31 post-stroke day
indicating a relationship between extent of infarct and innate immune responses.

There is no significant effect — if at all — of the CT60*G allele on susceptibility to MS
compared to other autoimmune diseases. No genotype-dependent expression
differences in CTLA-4 and ICOS by T cells were found. Taken together, our data,
together with previously published studies, suggest lack of association of this common
autoimmune gene with multiple sclerosis.

A genetic association exists between RRMS and the C2370A polymorphism (AA) of
the IL23R gene: the susceptible genotype provides a two-fold risk for developing MS.
IL23R may represent a novel shared autoimmunity gene.

Aberrant regulation of the complex transcriptional regulatory network contributes to
the development of pathogenic T cells in MS.
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I. BEVEZETES

Az “immunitds” latin eredetli sz6, a rdémai szendtorok mentelmi jogat, a jogi
feleldsségrevonas aloli mentességet, védelmet jelentette. Az élettudomdnyok teriiletén az
immunitas védettséget jelent, az immunrendszer feladata a szervezet védelme, integritdsanak
megorzése. Feladatait az immunrendszer két f6 funkcionalis rendszerével latja el: az 6si (vagy
természetes) immunitads akut, gyors, aspecifikus védelmet nyujt, mig az adaptiv (vagy
szerzett) immunitas specifikus valaszra képes, valamint immunologiai memoridval
rendelkezik.

Az 6si immunrendszer egyik legfobb sejtes dsszetevdi a természetes 616 (NK) sejtek,
melyek nagy mennyiségii citokin — elsdsorban interferon-gamma (IFN-y) — termelésére
képesek, valamint citotoxikusak. Célsejtjeiket perforin vagy FasL (Fas ligand) segitségével
pusztitjak el. Felsziniikén CD56-ot expresszalnak, CD56 pozitivak (CD56").

A T sejtek (T limfocitdk) az adaptiv immunrendszer egyik alapvetd sejtcsoportja. T
sejt-receptoraik (TCR, CD3) segitségével a kiilonb6zd antigén determinansok specifikus
felismerésére képesek. A TCR a és B transzmembran polipeptid lancbol épiil fel, melyek
mindegyike tartalmaz valtozo (V, variable) és allando (C, constant) domént. A variabilis
domén az a lanc esetében V és J (joining), a B lanc esetében V, D (diverz, diversity) és J
régiokbol all, melyek kapcsolddasi pontjai alkotjak a hipervariabilis CDR (complementarity-
determining region) régiokat. Ezek feleldsek a specifikus antigénfelismerésért. A harmadik
hipervaridbilis régio (CDR3) 1ép kozvetlen kontaktusba az antigénnel.

Az ofT sejtek lehetnek CDS8' citotoxikus és az immunvalaszt meghatarozo,
citokineket termelé CD4" T helper (Th) sejtek. A citokinek funkcionalisan csoportosithatoak.
A T helper 1 (Thl) gyulladaskelté vagy pro-inflammatoérikus citokinek — mint az IFN-y,
interleukin (IL)-12 — a gyulladasos reakcidkban, a sejtes immunvalaszban, a citotoxicitasban
¢s a makrofagok aktivaldsaban vesznek részt. A T helper 2 (Th2)-es gyulladasgatlo
citokinek — mint az IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 — a humoralis immunvalasz ¢és az
ellenanyagtermelés generdlasaban jatszanak szerepet. Nemrégiben egyéb gyulladaskeltd
citokinekrdl, az IL-23-r6l és az IL-17-r6l kimutattdk, hogy szerepiik van kiilonb6zd
autoimmun betegségek kialakuldsaban. Az IL-17-et termelé T sejteket Th17 sejteknek
nevezték el. A Thl7 sejtek fennmaradasahoz, expanzidjdhoz és részben differencialédasahoz
IL-23 sziikséges, amely a Thl7 sejteken taldlhatd receptoran (IL-23 receptor, IL-23R)
keresztiil fejti ki hatdsat.

A TCR specifikus MHC (f6 hisztokompatibilitdsi komplex)-antigénfelismerése altal
elinditott elsd szignalon kiviil a teljes aktivacidhoz egy tovabbi, Un. kostimulacios szignalra
van sziikkség. Az immunvalasz terminéacidja ugyanakkor rendkiviil fontos az autoimmun
tolerancia mechanizmusdban, az autoimmun koérképekkel szembeni védelemben. A
terminacio egyik fo kozvetitdje a T sejtek felszinén az aktivacié hatdsara expresszalodo
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4).

A T sejtek egy alcsoportja, a yOT sejtek, egy v és egy o lancbol allo ySTCR-ral
rendelkeznek, az afiT sejtektdl elkiiloniilt sejtpopulaciot alkotnak. Mivel rovid 1d6 alatt nagy
mennyiségli IFN-y termelésére képesek, ami alapvetden az Osi immunrendszer sejteinek a
sajatja, a yOT sejteket az Gsi és az adaptiv immunrendszert 6sszekotd, azok hataran allo
sejteknek tartjak. A citotoxikus tulajdonsaggal bird, 62TCR variabilis lancot expresszald Vo2
alcsoport teszi ki a felnéttkori yOT sejtek dontd tobbségét.

Az ofT sejtek egy kis része a TCR-on (CD3) kivil az NK sejtekre jellemzd
markereket, CD56-ot is expresszal. Ez a populacio natural killer T, azaz NKT és NKT-szerti-
sejteket tartalmaz. Az Gn. invarians NKT-k (iNKT-k) TCR-a invaridns aCDR3 Va24-JaQ
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TCR a lancot tartalmaz. Fontos, immunvalaszt szabalyozé funkciokkal birnak, és jelentds a
szerepiik a tumorok és az autoimmunitas elleni védelemben.

Jellemz6 lokalizacidjuk, a bél lamina propridja alapjan elnevezett, és nemrég
azonositott MAIT (mucosal-associated invariant T) sejtek szintén invaridns aCDR3
Va7.2-Ja33 TCR-t expresszalnak, mely VP2 vagy VP13 TCR [ lancot tartalmaz.
Gyulladasgatlé szerepiiket veti fel, hogy a Va7.2-Ja33 TCR-t mind kdzponti, mind periférias
idegrendszeri autoimmun lézidkban kimutattdk fokozott IL-4 expresszioval egyiitt, és az egér
MAIT sejtek kisérletes modellekben az autoimmunitast gatoljak.

Fontos tudnivaldk:

iNKT: invarians natural killer T sejtek, invaridns Va24-JaQ TCR-t expresszalo T sejt
populacid, az autoimmunitds és tumorok elleni védelemben alapvetd

MAIT: mucosa-asszocialt T sejtek, melyek invaridans Va7.2-Ja33 TCR-t expresszalnak

NK sejtek: természetes 616 sejtek: CD56 CD3

T sejtek: CD3"

NKT-szerii sejtek: natural killer T-szerd sejtek: CD3'CD56"

LAR: leukocita antiszedimentécios rata: a leukocitak aktivacidjaval korrelal

CTLA-4: citotoxikus T-limfocita-asszocialt antigén-4: a T sejt aktivaciot gatolja

IL-23R: interleukin-23-receptor: a Th17 sejtek differencidlodaséban jatszik szerepet, melyek
alapvetoek a kiilonb6z6 autoimmun betegségek kialakuldsaban

A sclerosis multiplex (SM) a kozponti idegrendszer krénikus, progressziv,
demielinizacioval jard betegsége, amely kiilonbozd és valtozd siulyossaghi neuroldgiai
tiinetekhez vezet. Magyarorszagon kortilbeliil 6-10 ezer, vilagszerte 2-3 millié6 ember szenved
a korképben. Négyfajta patologiai altipusa kiilonithetd el, ami heterogén patomechamizmusra
utal. A jelenleg leginkabb elfogadott, autoimmun hipotézis szerint a demielinizacidért
elsésorban autoimmun CD4" Thl sejtek felelések, melyek kozponti idegrendszeri
autoantigéneket felismerve IV. (kés6i) tipusu hiperszenzitivitast valtanak ki. Az SM komplex
genetikai betegség, kialakuldsdban szdmos gén egymadsrahatasa (tobbgénes 0roklodés) és
kornyezeti faktorok egyarant szerepet jatszanak.

A stroke — agyi vaszkularis katasztrofa — vildgszerte magas incidenciaji, a harmadik
vezetd halalok, a tGlélok sokszor kiilonb6z6 fokban rokkantakka valnak, akar az Onellatasra
sem képesek. A stroke okozta haldlozds Kozép-Kelet-Europdban kirivéan magas,
Magyarorszagon évente koriilbeliil 40 ezer ember keriil kérhazba stroke miatt. Mig a korai
haldlozashoz elsésorban az elszenvedett neurologiai 1€zi6 vezet, a posztakut fazisban
fertézéses komplikaciok, foleg tiidégyulladas és hugyiti infekciok dominalnak és jarulnak
hozzé a kedvezdtlen kimenetelhez, ami az immunvalasz érintettségét veti fel.

II. CELKITUZESEK

Neurologiai betegségek molekularis alapjait vizsgaltuk, az autoimmun betegségek
elleni védelem, és a hatékony immunvélasz szabélyozisanak molekuldris ¢és sejtes
mechanizmusaira koncentralva. Kiemelt figyelmet forditottunk az “0si” T sejtek kozponti
idegrendszeren beliili immunvalaszban jatszott szerepére, valamint a kdzponti idegrendszeri
autoimmun betegségek neurogenetikai hatterére, kiilonos tekintettel a sclerosis multiplex-re.

A. Az “6si” T sejtjek szerepe a kozponti idegrendszert érinté betegségekben

Az elmult években a fenotipusosan és funkciondlisan egyarant hasonld iNKT és MAIT
sejtek szerepe is felvetddott az autoimmunitds immunoldgiai szabalyozasaban, valamint a
tumorok elleni védelemben.
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Nemrégen keriilt kimutatasra (llles Z. et al.), hogy kozponti idegrendszeri SM
plakkokban nincsenek Va24-JaQ iNKT sejtek, nem invarians Va24" TCR-t expresszald
konvencionalis T sejtek azonban megtalalhatok. Nem volt egyértelmii, hogy az iNKT sejtek
szelektiv hidanya a korkép sajatja-e, vagy pedig a kozponti idegrendszeri immunvalasz
specialis szabalyozasanak, antigéneknek koszonhet6. Ennek eldontésére a kovetkezd
kérdéseket tettiik fel:

1. Kozponti idegrendszeri €s azon kiviili tumorokat egyarant infiltralnak-e iNKT

sejtek?

2. Egyéb invarians T sejtek kimutathatoak-e a tumorokban, kiilonos tekintettel a
MAIT sejtekre, amelyek az iNKT-khoz hasonlé funkciokkal rendelkezhetnek?

3. Amennyiben a MAIT sejtek megtalalhatéak tumorokban, milyen a gyulladdsos
kornyezetiik, milyen citokineket termelnek? Ismert, hogy képesek Th2-es
citokinek termelésére, azonban allatkisérletes eredmények és az iNKT-khoz valo
hasonlésaguk alapjan funkcionalisan heterogének is lehetnek.

4. Milyen kapcsolat van a MAIT és az NKT-szerli sejtek kozott tumorokban?
Expresszalnak-e CD56-ot a MAIT sejtek?

5. Amennyiben igen, a CD56° MAIT sejtek részt vesznek-e a tumor elleni
immunvalaszban?

Az atherosclerosis-t és az akut ishaemias stroke-ot immunolégiai valtozasok kisérik.
Az immunfunkciok korai eltérései feltételezhetden kapcsolatba hozhatok a kedvezdtlen
kimenetellel, magas mortalitdshoz vezetd poszt-stroke infekciok kialakuldsaval. Ennek
tisztazadsdra NK, y0T és NKT-szerli sejteket vizsgaltunk akut ischaemids stroke korai
fazisaban, tovabba vizsgaltuk a leukocita-aktivaciot és a poszt-stroke infekciokkal vald
Osszefliggését:
6. Erintettek-e az 6si immunrendszer sejtjei, koztiik a CD3'CD56" NKT-szer(i sejtek
akut ischaemids neuroldgiai eseményekben?
7. Mi az Osszefiiggés a leukocita-aktivacio és a poszt-stroke infekciok kozott?
8. Az ischaemia iddtartamdnak és az infarktus kiterjedtségének fliggvénye-e a stroke-
ot kdvetd leukocita-aktivacid?
9. Prognosztizalhat6-e a kimenetel és a poszt-stroke infekciokra vald fogékonysag
egyszerl, a betegagynal kivitelezhet6 vizsgalatokkal?

B. Az immunvalasz és az autoimmun tolerancia szabalyozasaban szerepet jatszo
A CTLA-4 kiemelten fontos molekula az immunvalasz termindciojaban, ezaltal az
autoimmunitas kialakuldsanak megel6zésében. Az SM CTLA4 polimorfizmusokkal valo
valaszolasdhoz végeztiink nagy betegszam mellett vizsgéalatokat:
10. A CTLA4 gén kiilonb6z6 polimorfizmusai asszocialtak-e SM-mel?
11. A CTLA4 gén polimorfizmusai befolydsoljdk-e az immunvélasz terminacidjaban,
illetve szabalyozéasaban 1ényeges kostimulaciés molekulak expresszidjat?

Nemrég kertilt felismerésre egy funkcionalisan uj Th sejtpopulécio, az un. Th17 sejtek,
melyeket a legfébb autoimmun T sejt csoportnak tartanak. A Th17 sejtek fennmaraddséhoz,
expanzidjahoz és részben differencidlodasdhoz I1L-23 sziikséges, amely a Thl7 sejteken
talalhat6 receptoran (IL-23R) keresztiil fejti ki hatasat. Az IL23R gén polimorfizmusainak

12. Az IL23R gén kiilonb6zd polimorfizmusai asszocialtak-e SM-mel?

13. K6z0s autoimmun gén-e az IL23R?
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Az SM komplex genetikai betegség, kialakuldsdban szamos gén egymasrahatasa és
kornyezeti faktorok egyarant szerepet jatszanak. Mindemellett a génexpressziot szamtalan
transzkripcidés faktor egylittese szabalyozza. Gén-hédlozatokat vizsgaltunk az SM
patomechanizmusanak hatterében all6 komplex autoimmun folyamatok felderitése céljabol
SM monozigota ikrek T sejtjeiben:

14. Vannak-e diszregulalt génexpresszios hal6zatok SM-ben?

III. VIZSGALATOK

A. AZ OSI, VELESZULETETT T SEJTEK SZEREPE A KOZPONTI
IDEGRENDSZERT ERINTO BETEGSEGEKBEN

1. Human vese és agytumorokban kimutathato az invarians Va7.2-Ja33 T sejt receptor
(TCR), amely a tumorok MAIT sejtekkel valo infiltraciojat jelzi

Az INKT sejtek szerepe a tumorok elleni immunvdalaszban egyértelmii. A nemrég
felismert MAIT (mucosa-asszocialt invarians T) sejtek az iNKT-khoz hasonl6 szabalyozo
funkciokkal rendelkeznek autoimmun betegségekben ¢s allatmodellekben, azonban egyéb
betegségekben jatszott szerepiik kevéssé feltart. Klonotipus antitestek hidnya is neheziti az
azonositasukat. Kozponti idegrendszeri SM plakkokban a MAIT sejtekkel ellentétben
nincsenek Va24-JaQ iNKT sejtek, mig periférids idegrendszeri autoimmun gyulladasos
demielinizacios 1ézidokban vannak. Annak eldontésére, hogy az iNKT sejtek szelektiv hianya a
korkép sajatja-e, vagy pedig a kdzponti idegrendszeri immunvalasz specidlis szabalyozasanak,
antigéneknek koszonhetd, négy ismert, invaridns a TCR-t expresszald T sejt alcsoport, koztiik
az iINKT-k jelenlétét vizsgaltuk kozponti idegrendszeri, illetve azon kiviili lokalizacidju
tumorokban. A Va24-JaQ (iNKT), Va7.2-Ja33 (MAIT), Va4-Ja29 és a Val19-Ja48 TCR
szekvencidkat vizsgaltuk Osszesen 19 human agy- és vesetumor mintaban reverz-
transzkriptaz-PCR-t (polimeraz lancreakciot) koveté SSCP-elekroforézis (single-strand
conformation polymorphism) modszerrel, majd az invaridns szekvencidkat (klonotipus)
specifikus probakkal (probe) hibridizalva azonositottuk.

A MAIT klonotipus a tumorok felében volt kimutathat6 az iNKT klonotipussal egyiitt.
Az invaridns Vo4 és Val9 T sejt klonotipusok nem voltak jelen a tumorokban. Vizsgaltuk
tovabba a MAIT sejtek VP lanc expressziojat — mely VB2 vagy VP13 lehet — antigén-
prezentald6 molekuldja, az MR1 expressziojat, valamint a gyulladaskeltd és -gatlo citokin
kornyezetet is a MAIT sejteket tartalmazd tumorokban. A MAIT oTCR-t expresszald
vesetumorok mind a V32, mind a VB3 lancot is expresszaltak, mig az agytumorok egy része
nem, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a kdozponti idegrendszeri tumorokban a MAIT sejtek
egyéb VP lancokat is expresszalhatnak. Valamennyi, az invaridns MAIT TCR-pozitiv
tumorban észleltiik a MAIT sejtek antigén-prezentald molekuldjat (MR1), ami a MAIT sejtek
lokalis reaktivaciojat jelezheti. A tumor-infiltrald T sejtek nagy része CD8" T sejt volt, és
HLA-DR-t expresszalt, ami szintén aktivacidra utal. A tumorokban a MAIT klonotipus
jelenléte gyulladaskeltd (pro-inflammatorikus) citokinek expresszidjaval korrelalt, mig az
anti-inflammatorikus IL-4, IL-5 és IL-10 citokinek expresszidjaval nem jart egyiitt, ami
felveti egy pro-inflammatérikus MAIT sejt alcsoport Iétezését. A MAIT sejtek CD56
A MAIT aTCR a CD56" és a CD56 sejtek kozott is azonosithatd volt a periférias vérben, a
tumor-infiltralé limfocitdk azonban valamennyien CD56 negativak voltak.
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Eredményeink szerint az iNKT sejtekhez hasonloan a CD56" MAIT sejtek részt
vesznek a tumorok elleni gyulladaskeltd immunvélaszban. Tovabba a MAIT sejteknek lehet
egy pro-inflammatorikus, gyulladaskelté alcsoportja, a human iINKT és az egér MAIT
sejtekhez hasonldan. Eredményeink ezen feliil azt tdmasztjak ald, hogy az iNKT sejtek
szelektiv hianya a kozponti idegrendszeri SM plakkokban sclerosis multiplex-re jellemzo, és
nem a kdzponti idegrendszeri specidlis antigén- és immunoldgiai kdrnyezet kovetkezménye.

2. Az 6si immunrendszer T sejtjei és az NK sejtek funkcioja karosodott akut ischaemias
stroke-ban

Mig akut ischaemias stroke-ban a korai haldlozashoz elsdsorban az elszenvedett
neuroldgiai 1ézi6 vezet, a posztakut fazisban fertézéses komplikaciok, foleg tiidogyulladas és
hagyuti infekciok domindlnak, és jarulnak hozza a kedvezdtlen kimenetelhez. A fertézések
iranti fokozott fogékonysag stroke-ban az immunvalasz korai érintettségét veti fel, a stroke-ot
kovetd immundepresszio lehetdsége meriil fel. Az eddig végzett kevés szamu allatkisérletes
¢s human vizsgalat els6sorban az adaptiv immunrendszer T sejtjeire fokuszalt. Vizsgalataink
soran az 6si immunrendszer sejtjei, illetve az 6si és az adaptiv immunrendszert 6sszekoto,
azok hataran all6 T sejtek akut valtozasait allitottuk a kozéppontba. Ezen sejtek kozos
tulajdonsaga, hogy nagy mennyiségii citokin gyors termelése vagy a citotoxicitds révén részt
vesznek az immunvalasz szabalyozasaban. V82 T sejteket, CD3°CD56" natural killer T
(NKT)-szerti sejteket, valamint CD3'CD56" természetes 616 (NK) sejteket vizsgaltunk. Flow
citométerrel mértiik a sejtszdmot, a citokintermelést, az intracelluléris perforin és a felszini
Fas ligand (FasL) expressziot 28, akut ischaemias stroke-ot elszenvedett beteg periférias
vérében a tlinetek kezdetétdl szamitott 6 6ran beliil, majd 72 6ra mulva. Ezen idépontokban az
NK sejtek citotoxicitasat is vizsgaltuk nem radioaktiv, kolorimetrias citotoxicitas esszével. A
fenti két idopontban mért eredményeket egymassal, valamint 20 egészséges kontrollszemély
hasonl6 modon mért adataival statisztikailag 6sszehasonlitottuk.

A V82, NKT-szerti és NK sejtek szama a stroke-ot 6 illetve 72 o6rdval kovetden nem
valtozott, és hasonld volt az egészséges egyénekben mért sejtszamokkal. Ezzel szemben a
V52, NKT-szerli és NK sejtek gyulladaskeltd, intracellularis IFN-y expresszidja, valamint a
szeparalt NK sejtek IFN-y termelése a 6 6ran beliili mintakban alacsony volt, majd a stroke-ot
kdvetden 72 draval érte el az egészségesekben mért szintet. A gyulladasgatlo IL-4, IL-5 és IL-
10 citokinek termelése nem valtozott NKT-szer(i és NK sejtek esetében. Valamennyi vizsgalt
sejt intracellularis perforin expresszidja, tovabba az NK citotoxicitas a stroke tlinetek
kezdetétdl szamitott 6 dran beliil alacsony volt, majd 72 ora elteltével normalizalodott.

Eredményeink szerint akut ischaemids stroke-ban deficienssé valik a V52, NKT-szert
¢s NK sejtek pro-inflammatorikus €s citotoxikus immunvéalasza, mely szerepet jatszhat a
fertdzések iranti fokozott fogékonysag kialakuldsaban stroke-ban.

3. Az elégtelen leukocita antiszedimenticié osszefiigg a poszt-stroke infekciok
kialakulasaval és a kedvezétlen kimenetellel

A stroke betegek fert6zések iranti fokozott fogékonysdga az immunvalasz korai
érintettségét veti fel, a stroke-ot kovetd immundepressziod lehetdsége meriil fel. Az el6zo
pontban kifejtetteken tilmenden akut ischaemias stroke-ban a leukocita-aktivaciot is
vizsgaltuk, valamint 0sszefiiggését az ischaemia iddtartamaval és az infarktus nagysagéval.
Vizsgaltuk tovabba az elégtelen leukocita-aktivacid és a poszt-stroke infekciok, valamint a
rossz kimenetel kozotti esetleges kapcsolatot. A leukocitdk aktivacidjanak mérésére az Un.
leukocita antiszedimentécios ratat (LAR) alkalmaztuk, majd a kapott értékeket korrelaltattuk a
kiilonboz6 klinikai és laboratoriumi paraméterekkel. A LAR-teszt kivitelezése a siillyedés
(Westergreen) méréséhez hasonld moédon torténik, a rata kiszamitdsdhoz a leukocita-szam
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meghatarozasa is sziikséges. A kimenetel és a poszt-stroke infekciokra vald fogékonysag
korai prognosztizalasara alkalmas egyszert, a betegagynal kivitelezhetd vizsgalatok tesztelése
is célunk volt.

A LAR értékét, mely a leukocitak aktivacidjanak a mértékét fejezi ki, a stroke-ot,
illetve TIA-t (tranziens ischaemids attak) kovetden tobb idépontban is meghataroztuk, és
korreldltattuk az infarktus nagysagat jelz6 S100f vérszintekkel, az infekcidra utalod
prokalcitonin-szintekkel, valamint a kimenetellel. 61 egészséges kontrollszemélytol, és
Osszesen 49 akut ischaemias torténést elszenvedett betegtdl (38 akut ishaemids stroke- és 11
TIA-betegtdl) gytjtottiink vérmintakat a vizsgalatokhoz. TIA-ban a tiinetek 24 6ranal tovabb
nem allnak fenn, a koponya CT felvételek pedig nem mutatjak infarktus jeleit. A betegektdl a
tiinetek fellépésétdl szamitva 6 6ran beliil, majd 24 és 72 6ra mulva vettiink periférias vért. A
LAR értékei a késébbi poszt-stroke infekcidok kialakulasatol fiiggetleniil szignifikdnsan
magasabbak voltak a 6 6ras mintdkban akut ischaemiés torténésekben. Mindemellett a LAR
lassabban és kevésbé emelkedett TIA-ban a definitiv stroke-hoz képest, tovabba pozitiv
korrelacid volt megfigyelhetd ischaemias stroke-ban 72 6ra elteltével a LAR és az S1003
értékei kozott. Mindkét eredmény a szovetkarosodas nagysaga és az 6si immunvalasz mértéke
kozotti Osszefliggést jelzi. Ezen tilmenden akut ischaemids stroke-ban poszt-stroke infekcid
kialakuldsa és a Glasgow Outcome Scale-ben (GOS-skala) kifejezett kedvezotlen kimenetel
esetén a LAR korai emelkedésének elmaradésat észleltiik.

Eredményeink szerint az emelkedett LAR altal kifejezett korai, fokozott leukocita-
aktivécio jellemzd az akut ischaemias cerebrovaszkularis eseményekre. TIA-ban a LAR ¢és a
leukocita-aktivacio kisebb mértékli és lassabb, mint definitiv stroke-ban. Eredményeink azt
tamasztjak ald, hogy az eddig kifejezetten karosnak tekintett akut leukocita-aktivacionak
szerepe van a poszt-stroke infekciok elleni védelemben. A leukocita-aktivacid hatdsa kettds: a
kozponti idegrendszerben lokalisan karosodéshoz vezethet, azonban a szisztémas aktivacid
fontos a poszt-stroke infekciok megeldzése szempontjabol. A nem megfeleléen szabalyozott
korai immunvélasz vagy az elégtelen leukocita-aktivacio fertézések iranti fokozott
fogékonysaghoz vezethet stroke-betegekben.

B. AZ IMMUNVALASZ ES AZ AUTOIMMUN TOLERANCIA SZABALYO-
ZASABAN SZEREPET JATSZO GENPOLIMORFIZMUSOK ASSZOCIACIOJA
SCLEROSIS MULTIPLEX-SZEL

4. A sclerosis multiplex nem asszocialt az autoimmunitassal osszefiiggésbe hozott
CTLA4 gén CT60 polimorfizmusaval nagy szami német, magyar és lengyel beteghben

A TCR (T sejt receptor) specifikus antigénfelismerése és kotése altal elinditott elsd
szignélon kiviil a T sejtek teljes aktivacidjadhoz egy tovabbi, Gn. kostimuldcios szigndlra van
sziikség. A kostimulacid soran mind az antigén-prezentdlé sejtek, mind a T sejtek
aktivalodnak. Az immunvélasz terminacidja ugyanakkor rendkiviil fontos az autoimmun
tolerancia mechanizmusaban, az autoimmun korképekkel szembeni védelemben. A
termindcio egyik f0 kozvetitdje a T sejtek felszinén az aktivacié hatasara expresszalodo
CTLA-4 (citotoxikus T limfocita-asszocialt antigén-4).

A CTLA4 gén polimorfizmusai kiilonb6zé autoimmun betegségekre vald
fogékonysaggal asszocidltak. A CTLA4 gén 3’ nem kodold szakaszan (3° UTR, untranslated
region) nemrégiben leirt SNP (single nucleotide polymorphism) CT60 Basedow-Graves-
betegséggel, autoimmun thyreoiditis-szel, autoimmun diabetes-szel és egyéb autoimmun
betegségekkel asszocidlt, azonban a sclerosis multiplex-szel vald asszociicidra vonatkozé
adatok ellentmondasosak. Ezért nagy szamu német, magyar és lengyel SM betegekkel ¢€s
kontroll személyekkel eset-kontrollalt asszocidcios vizsgéalatokat végeztiink a CTLA4 CT60 és
+49A/G polimorfizmusara vonatkozéan polimeraz lancreakcid6 (PCR) alkalmazasanak
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felhasznalasaval. Ezen talmenden haplotipus-analizist is végeztiink, ¢s a CTLA-4 és az ICOS
(indukalhat6 kostimulatoros molekula) expressziojat vizsgaltuk genotipusok szerint. Az ICOS
szintén lényeges szerepet jatszik az autoimmun tolerancidban, ¢és a Th2-medialt
gyulladasgatlo immunvalasz kialakitasaban.

A vizsgalt polimorfizmusok illetve az egyes haplotipusok, valamint az SM k6z6tt nem
talaltunk szignifikdns asszocidciot. Sajat adatainkat kordbban publikalt kutatési
eredményekkel kiegészitve metaanalizist is végeztiink, ami dsszesen 1228 SM beteg és 1440
egészséges kontrollszemély egyiittes vizsgalatat tette lehetévé. Nem talaltunk asszocidciot a
CT60 genotipus és a T sejtek in vitro stimulaciot koveté ICOS illetve CTLA-4 expresszidja
kozott sem. Osszességében a nagyszamu beteg és kontroll vizsgalatabol szarmazé
eredményeink a CTLA4 polimorfizmus sclerosis multiplex iranti fokozott fogékonysagban
jatszott csekély szerepére utalnak.

5. Az IL-23 receptor génjének C2370A allélje relapszalo-remittalé sclerosis multiplex-
szel asszocialt

Az IL-23-r6l és az IL-17-r6] kimutattdk, hogy szerepiik van kiilonb6zd autoimmun
betegségek kialakuldsaban. Az IL-17-et termeld T sejteket Th17 sejteknek nevezték el. A
Th17 sejtek fennmaraddsahoz, expanzidjahoz ¢és részben differencidloddsdhoz 1L-23
sziikséges, amely a Th17 sejteken talalhato receptoran (IL-23 receptor, IL-23R) keresztiil fejti
ki hatasat. Az IL-23/IL-17 citokin tengelynek tobb autoimmun betegség, koztiikk a sclerosis
multiplex kialakuldsaban jatszott szerepe is felmeriilt.

223 relapszalo-remittald sclerosis multiplex-es (RRSM) beteget és 200 egészséges
kontrollszemélyt vizsgalva elemeztiik az IL-23 receptor gén (IL23R) 3° nem kddol6 szakaszan
(3°UTR) talalhato C2370A SNP (single nucleotide polymorphism) eléfordulasat PCR
technikaval. Egészséges kontrollokkal &sszehasonlitva (5,50%) az A2370A genotipus
szignifikansan gyakrabban fordult el6 RRSM betegek (10,8%), illetve OGP pozitiv
(oligoklonalis gammopathia) RRSM betegek esetében. Tobbszords regresszids analizis szerint
az AA genotipus az SM kialakulasanak kockazatat kétszeresére novelte (OR=2,072; 95% CI:
0,988-4,347; p<0.05) csakugy, mint az OGP megjelenését a liquorban (OR=2,554; p=0,03).
Nem talaltunk szignifikans eltérést a n6i SM betegek, illetve a HLA-DRB1*1501 pozitiv és
negativ betegek, valamint a kontroll személyek kozott. A szekunder progressziv SM-mel vald
asszocidciot is vizsgaltuk, habar kis esetszam mellett (45 beteg esetében), asszociacié nem
volt kimutathato.

A sclerosis multiplex-szel valé asszociacid kimutatdsan tal eredményeink felvetik,
hogy az IL23R uj, koz6s autoimmun gén, hiszen egyéb autoimmun betegségekkel, tobbek
kozott gyulladasos bélbetegséggel (IBD) és psoriasis-sal vald asszociaciojat is igazoltak.

6. Hibas transzKkripcios szabalyozo6 halézatok sclerosis multiplexben

Sclerosis multiplexben szdmos, mikroarray-vel nyert adat tamasztja ald a
génexpresszids profil eltérését, azonban transzkripciés halozatokat, melyek szamos gén
expresszidjat szabalyozzdk, még nem vizsgaltak. Emellett a genetikai kiillonbségek is
hozzajarulhatnak a génexpresszids eltérésekhez. Monozigota ikrek konkordancidja 30%
kortli, mig dizigotaké 5% alatti, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy nem egy, hanem tobb
gén egyiittes hatasa all az SM iranti fogékonysag kialakuldsanak hatterében. Raadasul ezen
SM patogenezisének hatterében all6 komplex autoimmun folyamatok feltarasdhoz gén-
halézatok vizsgalatara van sziikség.

SM-es monozigéta ikrek szeparalt CD3" T sejtjeinek génexpresszids profiljat és
transzkripcidés haldzatait vizsgaltuk DNS mikroarray-vel. Hérom konkordans és egy
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diszkordans ikerpart vizsgaltunk. Osszesen 20 gén eltérd expresszidjat azonositottuk (DEG,
differentially expressed genes) az SM beteg iker és a vele genetikailag azonos egészséges iker
Osszehasonlitasa soran. A 20 eltéréen expresszalodd gén molekularis haldzatanak
KeyMolnet-tel végzett analizise az Ets transzkripcids faktor csalad és az NF-xB nuklearis
faktor szerepére utalt.

Ezen uj, bioinformatikai megkdzelités hibas, komplex transzkripcids szabalyozé

halézatok szerepét veti fel a koros T sejtek kialakulasaban sclerosis multiplex-ben.

10.

11.

12

IV. TEZISEK

A MAIT és az NKT sejtek a jelenleg ismert egyetlen tumorokat infiltral6 invaridns T
sejtek.

Mivel az NKT sejtek megtalalhatok kozponti idegrendszeri (KIR) tumorokban,
hianyuk a KIR-i SM plakkokban a betegség sajatossidga és nem a KIR-i specidlis
antigén és immunologiai kornyezet kovetkezménye.

A MAIT sejtek egy alcsoportja pro-inflammatorikus, €s részt vesz a tumorok elleni
immunolodgiai védelemben.

Az agy- és vesetumorokat eltéré MAIT sejt alcsoportok infiltraljak: az agytumorokban
megtalalhato MAIT sejtek a VB2 és a VP13 lancon kiviil egyéb TCR B lancokat is
expresszalhatnak.

A tumor infiltrdld MAIT sejtek nem expresszalnak CD56-ot, mig mind egészséges
kontrollszemélyek, mind a tumoros betegek periférias vérében megtalalhaté a CD56"
¢s a CD56" alcsoport is.

Az 0si immunrendszerhez tartozd V62, NKT-szerli és NK sejtek szdma nem valtozik
akut ischaemias stroke-ban, mig korabbi kutatdsok az adaptiv immunrendszer T sejtjei
szamanak csokkenését talaltak.

A valtozatlan sejtszamokkal ellentétben az Osi immunrendszer limfocitdinak
funkcionalis deficiencidja mutathatd ki akut ischaemids stroke-ban a tiinetek
kezdetétdl szamitott 6 oran beliil: alacsonyabb szintli a gyulladaskeltd citokinek
termelése, a perforin expresszid és az NK citotoxicitds, azonban a Th2-es citokinek
termelésében valamint a Th2-es immunvalasszal Osszefiiggd ICOS expresszidjaban
nincs eltérés. Feltételezhetjiilk, hogy az immunvalasz korai deficiencidja vagy nem
megfeleld normalizacidja alapvetden befolyédsolja az infekcidk iranti fogékonysagot
csakugy, mint az allatkisérletes modellekben.

Az emelkedett LAR altal jelzett fokozott leukocita-aktivacié az akut ischaemiés
stroke-ot kdvetden ordkon beliil jelentkezik.

Bar egészséges kontrollokhoz képest TIA-ban is magasabb a LAR, definitiv stroke-kal
Osszehasonlitva lassabban és kisebb mértékben emelkedik.

A LAR kelld emelkedésének elmaradasa altal jelzett deficiens leukocita-aktivacio
poszt-stroke infekciok kialakulasara hajlamosithat, és kedvezotlen kimenetelt jelezhet
eldre.

Az eddig kifejezetten karosnak tekintett akut leukocita-aktivacié szerepe Uj
megvilagitasba keriil: a leukocita-aktivacié hatdsa kettds, egyrészt a kozponti
idegrendszerben lokalisan a karosodas fokozodéasdhoz vezethet, masrészt azonban a
szisztémas aktivacio fontos a poszt-stroke infekciok megeldzése szempontjabol.

. Pozitiv korrelaciéo van a LAR ¢és az S100B a stroke-ot kovetd harmadik napon mért

értékei kozott, ami az infarktus kiterjedtsége €s az Osi immunvalasz mértéke kozti
Osszefliggésre utal.
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13. A CTLA4 CT60*G allélje mas autoimmun kérképekkel szemben a sclerosis multiplex
iranti fogékonysagot alig vagy egyaltalan nem befolyasolja. Nem talaltunk a T sejtek
CTLA-4 ¢s ICOS expresszigjadban genotipustdl fliggd eltéréseket. Korabbi
vizsgélatokkal egyetemben eredményeink azt mutatjak, hogy a CTLA4 nem asszocialt
SM-mel.

14. A relapszald-remittald sclerosis multiplex az IL23R gén C2370A polimorfizmusaval
(AA) asszocialt: az AA genotipus kétszeresére noveli az SM kialakuldsanak ¢és a
kozponti idegrendszeri humoralis immunvalasz kockazatat.

15. Az IL23R 1j, k6z6s autoimmun gén lehet.

16. A hibésan szabalyozott, komplex transzkripcios haldzatok szerepet jatszhatnak a koros
T sejt valasz kialakuldsaban sclerosis multiplex-ben.

V. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt témavezetomnek, Illés Zsolt-nak mondok koszOnetet, aki oOriasi
tudasaval, tapasztalataval, kitartasaval és tdmogatdsaval mindvégig mellettem 4llt és tanitott,
segitett, biztatott, oriilt a sikereimnek ¢és megtalalta az akadalyok €s kudarcok lekiizdésének
modjat. Nem csak tudomdnyos eldrehaladdsomat alapozta meg, hanem munka- ¢és
¢letszemléletemre is pozitiv hatast gyakorolt.

Halas koszonetet mondok Szereday Laszlé-nak, akitdl rengeteget tanultam és
dolgoztam vele egyiitt, akire mindig szdmithattam, aki mindig szakértelemmel és tiirelemmel
allt hozzam, tdmogatott, biztatott és segitett, aki nem csak a kutatashoz, hanem az élethez val6
pozitiv hozzéaallasomat is meger0sitette.

Ko6szondm Komoly Samuel professzornak ¢és Szekeres-Barthd Julia professzor
asszonynak, hogy sziikség esetén mindig 6szintén fordulhattam hozzajuk, és szdmithattam
tamogatasukra.

Mindenkinek megkdszondm a tdle kapott segitséget, tamogatast, tudast, mellyel
munkamhoz hozzajarult. Kiilon koszonet illeti mindezekért Miké Evat és Pal Jozsefet. Ezaton
is koszonom mindenkinek a ram aldozott munkajat a Pécsi Tudomanyegyetem Neuroldgiai
Klinik4jan és az Orvosi Mikrobiologiai és Immunitastani Intézetben.

K0szonom sziileimnek, 6csémnek és valamennyi baratomnak a folyamatos tamogatast,
segitséget és megértést, amit kaptam és kapok toliik.

23



