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Roviditések jegyzéke

AIRE autoimmun reguldtor

BAT barna zsirszovet (brown adipose tissue)
CCL C-C kemokin ligand

CCR C-C kemokin receptor

CD cluster of differentiation

C/EBP CCAAT-enhancer-binding proteins
DN dupla negativ

DP dupla pozitiv

EMT epitel-mesenhcymélis transzformacid

EpCAM epithelial cell adhesion molecule

FGF fibroblaszt novekedési faktor (fibroblast growth factor)

FoxN1 forkhead box protein N1

Foxp3 forkhead box P3

FPLD familidris parcidlis lipodisztrofia

FPLD2 familidris parcidlis lipodisztréfia 2-es altipusa

FPLD3 familidris parciélis lipodisztrofia 3-as altipusa

IGF inzulin szer(i névekedési faktor (insulin-like growth factor)

IL interleukin

Ly51 glutamyl aminopeptidase

MHC 6 hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility complex)
ns nem szignifikdns

OVA ovalbumin

PBMC periféridas mononukledris vérsejtek (peripheral blood mononuclear cells)
PPAR peroxisome proliferator activated receptor

PPARYy peroxisome proliferator activated receptor gamma



PPARy KO peroxisome proliferator activated receptor gamma génhidnyos

RANK receptor activator of nuclear factor kappa-B
SP egyszeresen pozitiv (single positive)

TcR T-sejt receptor (T-cell Receptor)

Trec T cell-recombination excision circle

TZD thiazolidinedione

WAT fehér zsirszovet (white adipose tissue)

Wnt4 Wingless/Integrated family member 4



Bevezetés

Az immunrendszer feladata a kiilsé patogének elleni védelem és a szervezet hibas miikodési
sejtjeinek eltdvolitdsa. Az immunrendszeren beliil megkiilonboztetiink velesziiletett és szerzett
(adaptiv) immunitast, illetve sejtes és humoralis immunitast. Az adaptiv immunitas sejtes elmei
a T- és a B-limfocitdk. Az oregedés az immunrendszerre is hatassal van. A kor elérehaladtaval
az immunrendszer hatékonysdga egyre csokken, a betegségek kialakuldsa gyakoribba valik. Az
oregedés a T-sejtes immunitdsban konnyen tetten érhetd. Mivel a T-limfocitdk részt vesznek a
koérokozok elleni védekezésben, a meghibdsodott T-sejtek eltdvolitdsdban és az immunrendszer
szabalyozasaban is, csokkent funkcionalitdsuk hozzajarul az i1d6s korban gyakrabban
el6forduld tumoros elvaltozasok, autoimmun betegségek és fertézések kialakulasahoz.
Ugyanezen folyamat felelds a (T-dependens) oltdsok csokkent hatékonysagéaért, mely szintén
az 1d6ésebb korosztalyt érinti. Az oregedés elsdsorban nem a meglévd T-sejtekre van hatdssal,
hanem a T-limfocitdk termelddésének folyamatéara. Ezen beliil is foként a csecsemOmirigyet,
masnéven timuszt érinti. Ennek a szervnek a feladata, hogy niche-t biztositson a csontveldben
képz6do T-limfocita eldalakok érésének és szelekcidjanak. Megfeleld miikodése esetén
folyamatosan biztositja az 0j, ugynevezett naiv T-sejtek termelddését, melyek képesek az
idegen fehérjék felismerésére, de nem reagdlnak eliminécidval a szervezet sajat fehérjéire. A
timusz funkciondlisan legfontosabb része az epitél hdl6zat, mely két {6 részre oszthatd:
kortikalis és medulldris dllomanyra. Oregedés sordn ez az epitél hdlézat felbomlik és dllomanya
lecsokken, valamint az epitél sejtek helyét atvevd zsirsejtek megjelenése is megfigyelhetd.
Egyre elfogadottabb az a nézet, hogy a timusz Sregedése soran az 1ij epitél sejtek képzddése
lassul, igy szdmuk lecsokken, valamint egyes epitél sejtek funkcidjukat vesztve adipoid irdnyba
transzdifferencidlédnak. Ezen folyamat egyik kivélté oka a pubertds sordn nagy mértékben
megemelkedd szexual-szteroid hormonszint. Ezt az elképzelést erdsiti az a megfigyelés is, hogy
egyes szteroid alapu gydgyszeres kezelések az dregedéshez hasonlé elvaltozdsokat okoznak a
timuszban, valamint az a tény is, hogy egyes szteroid vegyiiletek az adipoid irdnyu
differencialodasnak kedveznek. A zsirszovet fejlodeésének egyik elengedhetetlen és kdzponti
résztvevdje a PPARYy transzkripcids faktor. Ennek aktivalodasa rendszerint adipoid irdnyd
fejléddést indukal. Fokozott PPARy mitkddést fiziologiasan dregedd és szteroid-kezelt egerek
timuszdban is megfigyeltek. Egyértelmii bizonyitékok vannak arra, hogy a timusz
elzsirosodasaban a PPARYy fontos szerepet jatszik. Ezen tanulmany célja, hogy megvizsgalja
milyen hatdssal van a PPARy funkcidvesztése a timusz oOregedésére és az iddskori

immunoldgiai funkcidkra.



Irodalmi attekintés

Timusz

A timusz, mas néven csecsemOmirigy, a T-limfocitak fejlodéséért felelés immunolodgiai szerv.
A csontvel3bol érkezé T-sejt eldalakok itt osztodnak és differencialédnak. Erésiiket befejezve
naiv T-sejtként elhagyjak a timuszt, hogy a periférian elldssak funkcidjukat. A timusz feladata
tovabba a funkcidképtelen és a kdros autoreaktiv T-sejtek eltdvolitdsa is. Ez a folyamat
biztositja, hogy a periféridra vandorl6 T-sejtek nem aktivdlédnak a szervezet sajt antigénjeire,

de idegen antigén felismerése esetén megfeleld immunvéalaszt indukalnak.

Timusz anatémiaja, szerkezete

A timusz a mellkasban a szegycsont mogott a perikardidlis mediasztinumban (gatoriiregben)
helyezkedik el. Anterior helyzetben taldlhaté a sziv f6 ereihez képest és ventrdlisan az
aortaivhez viszonyitva. A timusz két egymastdl elkiilonild kotdszovettel Gsszekapcesolt
lebenybdl 4all, melyeket vékony kotdszoveti tok hatarol. A timuszt ellaté artéria a
kortikomedulléris junkcid teriiletén 1€p be a timuszba. Ezutan kapillarisokra dgazik, melyek
behdl6zzak a kortikdlis és medulldris teriileteket. A kéreg dllomanyban a kapilldrisok
makrofdgokkal, epitél sejtekkel és perivaszkularis limfocitdkkal egyiitt alkotjdk a vér-timusz
gitat. A kapillarisok vénédkba gyiilnek, amik a kortikomedullaris junkcié teriiletén 1épnek ki a
timuszbdl. A timuszban csak efferens nyirokerek talalhatdak [1].

A timusz szerkezetét a nyirokszervek kozt egyediilallo médon foként epitél sejtek alkotjak. Az
epitél sejtek egy olyan halozatot alkotnak, melyben siirlin helyezkednek el T-limfocitdk. Az
epitél halozat két, szerkezetben és funkcidban eltérd részre oszlik: kéregre (kortex) és
veldallomanyra (medulla). A két teriiletet egymastol az erekkel siirlin atsz6tt kortikomedullaris
régio hatarolja el. Hisztologiai metszeten a kortex sotétebben festddo, sejteket siirtin tartalmazo

teriiletként, a medulla vildgosabb, lazdbb szerkezetet mutaté teriiletként lathato [1].

A timusz fejlédése

A timusz embrionalis fejlodését egérben részletesen megfigyelték. A timusz a harmadik garativ
endodermalis részébdl fejlodik ki az embriondlis kor 10,5. napjatol kezdddden. Fejlodése
kezdetben a veldcsd eredetli mesenchymalis sejtekbdl és perivaszkularis kotdszoveti sejtekbol
indul meg [2]. E16sz0r a terhesség 12. napjdn érkeznek hematopoetikus progenitorok a timuszba
[3]. Ebben az dllapotban még éretlen a timusz epitél dllomanya, €s olyan bipotens sejtekbdl all,

amik késobb képesek mind medullaris, mind kortikalis epitél sejtekké fejlodni [4]. Az epitél



fejlédésének korai szakaszaban elengedhetetlentil sziikséges a veldcsd eredetii mesenchymalis
sejtek 4ltal biztositott fibroblaszt novekedési faktorok (FGF, fibroblast growth factor), ezen
beliil az FGF10 és az FGFR2IIIb, és az inzulin szerli novekedési faktorok (IGF, insulin-like
growth factor), valamint az IGF-1 és az IGF-2 altal kozvetitett stimulusok megléte a megfeleld
fejlodéshez. Ezeknek a stimulusoknak a hidnydban ugyan a timusz epitél sejtek
differencidloddsa végbe megy, de expanzidjuk elmarad [5][6][7]. Ezt kovetden valik
sziikségessé a timocitdk jelenléte is, hogy megfeleléen végbe menjen a timusz stroma
organizécidja [8]. A timusz epitél hdldzata 4dltal kozvetitett szigndlok elengedhetetlenek a
timocitak fejlddéséhez, a timocitakbol érkezd jelek pedig nélkiilozhetetlenek a timusz stroma
sejtjeinek a mitkddéséhez és fenntartasahoz [9].

A koz0s eldalakbol kifejlodo kortikalis és medullaris timusz epitél sejtek differencialédasdhoz
rendkiviil fontos a FoxN1 (forkhead box protein N1) transzkripcids faktor jelenléte [10][11]. A
kozos eldalakbol szarmazod epitél sejtek, késobb két funkcioban és lokalizacidoban jol
elkiilonithetd csoportot alkotnak. A kortikdlis epitél sejtekre a citokeratin 8§, EpCAMI
(epithelial cell adhesion molecule), Ly51 (glutamyl aminopeptidase), CD205, MHC-1 és MHC-
IT molekuldk expresszidja jellemzd. A medullaris epitél sejtek citokeratin 5, CD326, MHC-II
és CD80 markereket expresszdlnak [12]. A medulldris epitél sejtek tovabbi két alcsoportra
oszthatok az MHC-II és CD80 expresszi6 alapjan [8].

A timusz medullaris kompartmentjének megfeleld fejlddése kiemelten fontos, hisz a medullaris
epitélium és a B-sejtek végzik a negativ szelekciot, mely sordn az autoreaktiv T-sejtekben
apoptozist indukalnak. A medulla kialakuldsdnak f6 iranyit6i a nuklearis faktor-kB (NF-kB)
csalad tagjai [13]. A medulldris epitélium egyik egyedi funkciéja, hogy random expresszdlja a
sejt minden sajat antigénjét, ezzel ellendrizve a fejlddod T-sejtek autoreaktivitasat. Ezt a random
expressziot az AIRE (autoimmun regulétor) transzkripciés faktor indukélja, mig az AIRE
expresszidjat a CD4" CD3" inducer sejteken taldlhat6 RANK ligand (receptor activator of
nuclear factor kappa-B ligand) aktivalja az NF-kB-n keresztiil [14].

A timusz funkcidja, a T-sejtek fejlédése

A timusz legfobb feladata a T-sejtek érésének és szelekcidjanak irdnyitdsa. A timusz biztositja
azt a mikrokornyezetet és azokat a stimulusokat, melynek eredményeként a csontvel6bol
szarmaz6 T-sejt eldalakok funkcidképes, a szervezet sajat antigénjeire tolerans T-limfocitdkka
fejlddnek. Az antigén specifikus T-sejt receptort (TcR, T-cell Receptor) expresszaldé T-
limfocitdknak alapvetd szerepiik van az adaptiv immunrendszerben [15]. A T-sejt receptor

antigén felismerd része génatrendezddéssel jon létre. A génatrendezddés miatt feltétleniil



sziikséges kivalogatni az MHC molekuldk dltal aktivdlédni képes TcR-rel rendelkezd T-
sejteket, ez a pozitiv szelekcié. Ezen tilmenden a génatrendezddés sordn 1étrejott sajat antigénre
specifikus autoreaktiv T-sejteket is elimindlni kell, ez a folyamat a negativ szelekcié sordn
megy végbe. A pozitiv szelekcid a kortikdlis timusz epitélium feladata, mig a negativ szelekcidt
a timusz medulldris epitéliuma és a timuszban taldlhaté dendritikus sejtek végzik [16].

A T-sejtek a csontvelében keletkeznek, amit fejlodésiik korai szakaszaban elhagynak ¢és a
timuszba vandorolnak. A csontvel6bdl szarmazoé eldalakok a kortikomedulldris junkcid
teriiletén 1épnek be a timuszba [17]. Ezek az el6alakok még nem expresszdljdk sem a TcR-t,
sem a CD4 és CD8 sejtfelszini molekuldkat, igy dupla negativ (DN) sejteknek nevezziik dket
[18]. A DN sejteket a CD25 és CD44 markerek expresszidja alapjan tovabbi alcsoportokra
oszthatjuk. A DN1 sejtek (CD44*/CD257) aff T-sejtekké, yo T-sejtekké, s6t akar NK sejtekké
is differencidlédhatnak [19]. A timuszba érkez6 korai T-sejt eldalakok a kortikalis epitél sejtek
altal termelt DLL4 (Notch ligand) és IL-7 citokin hatdsdra indulnak el a T-sejtes
differencidlodds utjan [20][21]. A T-sejt irdnyu elkdtelezOdést kovetden a sejtek a DN2
(CD44*/CD25"%) fazisba lépnek, megindul a T-sejt receptor B lancdnak génatrendezédése
mikozben a sejtek keresztiil vidndornak a timusz kortikdlis teriiletén [19]. A DN3-as (CD44"
/CD25%) szakaszban felépiil a pre-TcR komplex, mely gatolja az apoptozist, beinditja a TcR o
lanc génatrendez0dését, és sejtosztodast indukal a fejlodo T-sejtekben [22]. A pre-TcR komplex
gitolja a CD25 expressziot, igy a sejtek a DN4 (CD44/CD25°) fazisba lépnek, ahol
megkezdddik a CD4 és CD8 sejtfelszini molekuldk expresszaldsa, mellyel a sejtek a dupla
pozitiv (DP) fazisba keriilnek [23]. A DP sejtek, mar teljesen funkciondlis TcR-rel
rendelkeznek. A fejlodd T-sejtek a DP stddiumban esnek 4t a pozitiv szelekcion, a timusz
kortikalis teriiletén [24].

Egerekben naponta 50 millié dupla pozitiv (DP) T-sejt keletkezik, melynek 90%-a apoptotizal
a pozitiv szelekci6 sordn [16]. A kortikalis epitél sejtekben specidlis proteolitikus folyamatok
jatszédnak le, aminek eredményeként a pozitiv szelekcidhoz sziikséges egyedi peptidek
expresszalddnak az epitél sejtek felszinén, az MHC molekuldkkal egyiitt. A CD8 szelekci6hoz
a timoproteoszémdban 1évé Psmb11 aktivitds, a CD4 szelekcidhoz a lizoszomadlis cathepsin L
és Prss16 aktivités sziikséges [25][26]. Amikor a DP T-sejtek kapcsolédnak a timusz kortikélis
epitél sejtjein expresszdlt MHC molekuldkhoz, tdlélést-elésegitd jelatvitel indul el az enyhe
affinitdst mutatd sejtekben. Az affinitdssal nem rendelkezd, vagy tul erds affinitdst mutatd
sejtekben apoptozis indukalodik. A pozitiv szelekciot taléld T-sejtek CD4* vagy CD8* SP
(single pozitiv) sejtekké differencidlédnak attol fliggden, hogy melyik MHC molekuldhoz



mutatnak nagyobb affinitist. Az MHC-I a CD8, mig az MHC-II molekula a CD4 iranyd
differencialédast serkenti [27].

A pozitiv szelekcion atesett T-sejtek expresszdljadk a CCR7 kemokin receptort, és a timusz
medullaris régidi felé vandorolnak, ahol a medulldris epitél sejtek expresszdljdk a CCR7
ligandjait a CCL19-et és a CCL21-et [28]. A medulldban a dendritikus sejtek és a medulldris
epitél sejtek végeznek antigén prezentdcidt. Sajat antigénekre adott pozitiv valasz esetén az
autoreaktiv T-sejtekben apoptézis indul meg. Ezt a folyamatot nevezik negativ szelekcidnak
[16]. Azért, hogy a sejt Osszes sajat antigénjére tesztelve legyenek a T-sejtek, a timusz
medullaris epitél sejtjei random expresszdljdk a genomban megtaldlhaté Osszes fehérjét, és
prezentaljak Oket a fejlodd T-sejteknek. A folyamat egyik f6 regulatora az AIRE [29]. A
medulldris epitél sejtek nem csak expresszdljdk és bemutatjdk a sajit antigéneket, hanem azok
egy részét atadjak a dendritikus sejteknek is, amik szintén antigén prezentaciot végeznek [30].
A negativ szelekcid sordn szinte az Osszes autoreaktiv T-sejt elimindlodik. Az autoreaktiv T-
sejtek fennmarad6 része nem apoptotizdl. Ezek a sejtek Foxp3 transzkripcidés faktort
expresszalnak és beldliik alakulnak ki a regulator T-sejtek. A regulator T-sejtek feladata az
immunoldgiai tolerancia fenntartdsa és az immunoldgiai folyamatok szabalyozdsa [31]. A
negativ szelekciot taléld immar érett, naiv T-sejtek elhagyjak a timuszt és a periféridn 1évo
immunoldgiai szovetekbe vandorolnak.

A pozitiv és negativ szelekci6 eredményeként a timuszt csak olyan T-sejtek hagyjak el, amik

funkcidoképes TcR-el rendelkeznek €s toleransak a szervezet antigénjeivel szemben [12].



Az immunrendszer oregedése

Idds korban, a szervezet védekezdképessége jelentdésen romlik. Ez ugyan nem jelent teljes
immunhidnyos 4llapotot, de a csokkent immunoldgiai funkcidk kovetkeztében magasabb a
silyos kimenetelll fertdzések aranya [32]. Mindemellett az oltdsok is csokkent hatékonysdgot
mutatnak [33]. Az oregedés foként az adaptiv immunrendszert érinti igy a B- és T-sejtek
képzOdését és a mar érett sejtpopulacid Osszetételét és mindségét is befolyasolja [34]. 1dds
korban csokken a limfocita termelés, melynek fobb okai a hematopoetikus dssejtekben és a
timusz epitélben lezajlodé valtozdsok [35][36]. Immunoldgiai szempontbdl a hematopoetikus
Ossejtek legjelentdsebb valtozasa, hogy szamuk ugyan nd, de csokken a limfocita termeld
képességiik, ugyanakkor a mieloid sejtek termelése fokozodik [37]. A fokozott termelés
ellenére a megfelelden funkcionald mieloid sejtek ardnya folyamatosan csokken, mivel az
Ossejtek osztodasadban az 6regedés soran nd a hiba esélye, igy a frissen keletkezd mieloid sejtek
kozott egyre gyakrabban fordulnak elé nem megfeleléen funkcionald sejtek [38][39]. Az egyre
kisebb szamu limfocita termeld Ossejt mellett, a keletkezd B- és T-sejt el6alakok csokkent
osztdddsi képességet és gyakoribb apoptdzist mutatnak, mellyel sulyosbitjdk az Oregedés
immunrendszerre gyakorolt hatasat [40][41].

Habar a limfocitak termelése folyamatosan csokken, teljesen mégsem sziinik meg, még nagyon
id6s korban sem. Mindemellett a periférian taldlhaté limfoid sejtek szama sem csokken
Iényegesen az dregedés sordn. Azonban, ha szdmban nem is, de Osszetételben és mindségben
jelentds valtozasok mennek végbe a periférian megtalalhatd limfocita populdcidban, ilyen
példaul a memoria T-sejtek aranyanak novekedése, vagy az IgM* memoria B-sejtek szamanak
csOkkenése. Ezeknek a valtozasoknak a kovetkezménye az 1dds korban tapasztalhatd csokkent
immunitds és a gyakoribb autoimmun megbetegedések [34]. Ugyan a T-sejtes immunitas
hamarabb és silyosabban érintett az Oregedésben, a B-sejtes immunitasban bekovetkezd
valtozasok, mint példdul az oltdsok hatdsédra kialakulé plazmasejtek csokkent szama, vagy a
gyengébb mindségli antitestek termelése is jelentdsen hozzajarul az iddskorban gyengiilt
immunoldgiai funkcidk kialakuldsdhoz [42][43].

Az id6éskori immunoldgiai rendellenességekben tobb tényezd is szerepet jatszik. Az autoimmun
folyamatok erésodésének f6 oka a timusz hanyatldsa, aminek kovetkeztében egyre tobb
autoreaktiv T-sejt keletkezik, valamint az autoimmun folyamatok szabdlyozdsdnak csokkent
hatékonysdga [44][45]. Meggyengiilnek a védekezd folyamatok is, ami elsdsorban az 1j
antigének elleni csokkent immunvalaszban érhetd tetten. Ennek oka féként, hogy a timusz

oregedése miatt csokken a naiv T-sejtek szdma a szervezetben, ami pl. a virus-partikulumok
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csokkent felismeréséhez vezet [46]. Ezen tilmenden 1dds korban az immunrendszer szabalyzo

folyamatai is sériilnek, melynek kovetkeztében ritkdbban alakul ki adekvat immunvélasz [47].

A timusz oregedése

A timusz Oregedése a tobbi szervnél jelentésen korabban megkezdddik. A timusz epitél
dlloméanydnak csokkenése emberben mar gyermekkorban elkezdddik, a pubertds soran
felgyorsul és 40-50 éves korban a timusz kapacitdsa 10%-ra csokken [48] [49]. Mdr egy éves
kortdl megfigyelhetok hisztologia valtozasok a timuszban, ilyenek a perivaszkularis terek
novekedése és a zsirszovet lassu felszaporoddsa [50]. A timusz Oregedésével egyiitt jar a T-
sejtes immunitds csokkent funkcionalitisa, ami a fertdzések, tumoros elvaltozasok és
autoimmun betegségek kialakuldsdnak magasabb kockdzatat eredményezi idds korban [51].

A timusz Oregedése egerekben részletesebben ismert. Az itt megfigyelt folyamatok bar sokban
egyeznek az embereknél leirtakkal, azonban néhany eltérést is megfigyeltek a két faj kozott.
Ilyen példéul, hogy mig egerekben a timusz mérete folyamatosan csokken az dregedés sordn,
addig emberekben a timusz mérete lényegesen nem valtozik, azonban a funkciondlis szoveti
részek helyét felvaltjdk a megnagyobbod6 perivaszkuléris terek és a zsirszoveti dllomdny [52].
A timusz Oregedése egereknél 7 hetes korban kezdddik [53]. Harom hénapos kort6l mar
egyértelmiiek a timusz szerkezeti valtozasai [54]. A kortex-medulla hatdrok elmosédnak [53],
a medulla szerkezete felbomlik [55]. A timusz stroma &dllomdnya fiatal korban foként a
kortikalis és medullaris epitél sejtekbdl all, emellett makrofagok, endotél sejtek, antigén
prezentdlé dendritikus sejtek és mesenchymalis eredetii fibroblasztok is a timusz stroma
dllomanyat alkotjdk [56]. Oregedés sordn a timusz stroma &llomdnydnak Osszetétele
megvaltozik. Az epitél sejtek szama csokken, a fibroblasztok szama nd, és egyre nagyobb
mennyiségben jelennek meg adipocitdk a timuszban [8][48]. Az epitél sejtek helyét atvevod
adipocitak eredetére két f6 elmélet 1étezik. Az egyik elképzelés szerint a timusz epitél sejtek
eltlinésével felszabaduld niche a timuszon kiviilrl érkezd adipocita eldalakok 4ltal keriil
benépesitésre. Ezek a sejtek itt osztoddsnak indulnak és zsirsejtekké differencidlédnak [57]. Ezt
az elméletet nem tdmogatja az, hogy a timusz involuicidja egyiitt jar a timusz stroma rezidens
sejtjeiben a PPARY (peroxisome proliferator activated receptor y) expresszid erdsodésével [54].
Masik elmélet szerint a timusz epitél elveszti funkcionalitdsiat és epitel-mesenhcymaélis
transzformécié (EMT) sordn fibroblaszt sejtté alakul. Ezt kovetdéen ezek a fibroblasztok
differencidléodnak adipocita irdnyba. Ezt az elméletet alatdmasztjdk azok a kutatdsok melyek
kimutattdk, hogy a timusz epitél képes EMT-re, és az igy 1étrejott fibroblasztok fokozott PPARYy

expressziot mutatnak, melynek kovetkeztében adipocita iranya elktelez6dést mutatnak [58].
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A timusz stroma édllomédnydnak Oregedéssel egyiitt jar6 hanyatldsa és a timuszban egyre
nagyobb aranyban megjelend zsirsejtek, Osszefliggésben allnak a csokkend naiv T-sejt
termeléssel [59]. A csokkend naiv T-sejtek szdma és a memoria T-sejtek ardnyanak novekedése
a periféridn egyiitt a T-sejt receptor diverzitds csokkenését eredményezik, ami autoimmun
betegségek, daganatos elvéltozasok, valamint fertézések kialakuldsdnak valdszinliségét noveli
[60]. A timusz medulldris epitél sejtjeiben az antigén prezentdcidban haszndlt szévet specifikus
antigének expresszidja is csokken az oregedés sordn, ennek kovetkeztében a negativ szelekcid
szintén kevésbé hatékony. Igy nagyobb valdsziniiséggel keriilnek autoreaktiv T-sejtek a
periféridra, aminek kovetkeztében megnd az autoimmun megbetegségek kockazata is iddsebb

korban [55].

A timusz korai oregedésének okai és mechanizmusa

A timusz Oregedésének hatterében &ll6 folyamatok a mai napig sem ismertek teljesen. Az
oregedést beinditd €s az oregedés sordn lejatsz6dd molekuldris mechanizmusokat még nem
irtdk le minden részletiikben. A timusz korai oregedésének okairdl tobb feltételezés is 1étezik,
azonban minden kétséget kizdré médon még egyik elméletet sem sikeriilt bizonyitani. gy a mai
napig szdmos kutatds folyik, melynek célja a timusz oregedésének részletes megértése.

Az mér biztosnak mondhatd, hogy a timusz korai dregedése a stroma sejtekbdl, foként az epitél
sejtekbdl indul ki, és nem a hematopoetikus sejtekbdl [55]. Ezt aldtdmasztja, hogy a timusz mar
hét hetes korban 6regedésnek indul egerekben, azonban a csontveld és a hematopoetikus sejtek
oregedésének legkordbbi jelei hét honapos korban mutatkoznak elszor. Igy a limfoid sejtek
oregedése nem jatszhat szerepet a timusz oregedésének kialakuldsaban [34]. Ezt timasztja ald
az is, hogy 1dds egerekbdl szdrmazo csontveld altal termelt T-sejt eldalakok is képesek
kolonizdlni a fiatal timuszt és ott naiv T-sejtekké fejléddni [61]. Tovabbd transzkripcids
elemzések kimutattdk, hogy egy éves egerek timuszdban a limfoid sejtek nem mutatnak eltérést,
mig a stroma sejtekben jelentds génexpresszids valtozasok figyelhetok meg fiatal koru
egerekhez képest [62][55].

A FoxN1 kulcsfontossagl a timusz epitél sejtjeinek kialakuldsdban és jelentds valtozast mutat
oregedésiik kozben. A FoxN1 egy transzkripcids faktor, mely azokat a géneket aktivdlja,
melyek a timusz epitél sejtek differencidlédasahoz sziikségesek [63][64]. A FoxN1 egérben az
embrionalis fejlédés 11. napjan, emberben a 6. héten jelenik meg és indukdlja a timusz
organogenezist Wnt4 (Wingless/Integrated family member 4) irdnyitdsa alatt [65][66][67].
Egérben a FoxNI1 gén teljes hidnya a timusz epitél sejtek és az epitél halozat fejléddési

rendelleneségét okozza, aminek kovetkeztében silyos immundeficiens allapot jon létre, mely
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allapotot Nude fenotipusnak nevezziik [68]. Id0s egerekben a FoxN1 expresszidjanak
csokkenését figyelték meg [69] a Wnt4 csokkenésével egyiitt [70]. Kimutattdk, hogy a FoxN1
expresszié mesterséges csokkentése felgyorsitja a timusz oregedését [71]. Ezzel szemben a
timuszba injektdlt FoxN1 cDNS részben javitotta a timusz funkciét oreg egerekben [72]. A
FoxN1 kozponti szerepét mutatja az a tanulmdny is, melyben kimutattdk, hogy a FoxN1
fokozott expresszidja megorzi a timusz funkcidjat [73]. Megerdsito jellegli az a kisérlet is,
mely kimutatta, hogy idds timuszban a FoxN1 indukcid visszadllitotta a timusz o6regedés elotti
szerkezetét és a T-sejt termelést [74]. A FoxN1 aktivitdsat a Wnt4 gliko-lipoprotein szabalyozza
[66][67], igy a Wnt4 kozvetlen szerepet jatszik a timusz fejlddésében [75][76]. A Wntd-et a
timocitdk és az epitél sejtek is termelik [77]. A Wnt4 expresszidjdnak csokkenése egyiitt jar a
timusz oregedésével [70]. Mivel a FoxN1 aktivitasa a Wnt4 jelenlététol fiigg, igy feltételezhetd,
hogy az dregedés sordn a FoxN1-aktivitds csokkenése a Wnt4 gétldsan keresztiil alakul ki. A
kanonikus €s nem kanonikus Wnt-jelatvitel valtozdsai egyarant szerepet jatszanak a timusz
oregedésében, de ezek a valtozdsok inkdbb kovetkezményei €s nem okozdi a timusz
oregedésének [55]. Igy a FoxN1 és a Wnt4 expressziGjaban bekovetkezett véltozasokrdl is
feltételezhetd, hogy nem indukaljak a timusz oregedését, hanem annak kovetkeztében
alakulnak ki.

A timusz Oregedését jelentésen befolyasoljak a hormonalis hatdsok, kiillondsen a szexudl-
szteroidok. Ezt tAmasztja ala az a megfigyelés, hogy ivartalanitast kovetden a timusz funkcioi
valamelyest javulnak [62]. A kozismert timusz persistens esetében is az elégtelen
kortikoszteroid-héztartés tiineteként jelentkezik a timusz involici6 elmaradasa [78][79][80].
Iddsebb egerekben kasztraciot kovetden a timusz ndvekedésnek indul. A stroma dllomény és a
limfoid sejtek szdma egyarant megnd. Azonban a szovet-specifikus antigének expresszids
mintdzata nem tér vissza a fiatalkori szintre, hanem az 1dds timusszal megegyezd szintet mutat.
Igy a timusz funkciéja nem regeneralddik. Tovabbé a regenerdlédds dtmeneti, par nap utdn
megéll, majd djabb hanyatlds indul be, ami rovid 1d6 alatt eléri a kasztracio eldtti szintet.
Feltételezhetd, hogy a kasztracio dltal kivaltott timusz regenerdcié csak egy akut vdlasz a
hirtelen bekovetkezd, nagymértékit hormonalis valtozasra és hosszll tdivon nem eredményezi a
timusz regenerdlddédsdt [55]. Azonban ezekbdl a megfigyelésekbdl kovetkeztethetiink arra,
hogy a szexudl-szteroid hormonok jelenléte negativ hatdssal van a timuszra. Ezt a feltevést
erésiti az a megfigyelés is, hogy a timusz oregedése a pubertds idején gyorsul fel, amikor a
szexual szteroid hormonok szintje jelentdsen megemelkedik [81].

Ugyan még minden részletében nem ismert, hogy a kiilonb6z6 nemi hormonok milyen médon

hatnak a timuszra, mar szamos megfigyelés sziiletett arr6l, hogy az egyes szexudl-szteroid
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hormonok szintjében bekodvetkezd valtozasok milyen kdvetkezménnyel jarnak a timuszban.
Megfigyelték, hogy az androgén hormonok hidnydban a timusz megnagyobbodik, illetve
idéskori androgén megvonds esetén a timusz regenerdlodni kezd [82][62]. Alacsony
tesztoszteron szinttel rendelkezd férfiak vérében megnovekedett naiv T-sejt ardnyt mutattak ki.
A tesztoszteron fizioldgids szintre torténd emelésével a naiv T-sejt ardny is a normalis értékre
csokkent [83]. Az androgén hormonok pozitiv hatast is kifejtenek a T-sejtes immunitdsra, mivel
a timusz epitél sejtekben serkentik az AIRE gén expresszidjat, igy az autoreaktiv T-sejtek
negativ szelekcidja hatékonyabba vilik [84]. Az androgén receptorok jelenléte a timusz epitél
sejtjein és az érett T-sejteken is kimutathatd, igy az androgén hormonok nem csak a T-sejtek
fejlédésére, hanem a periférian betoltott funkcidjukra is hatassal vannak [85][86]. Az 6sztrogén
hormonok timuszra gyakorolt hatdsai is részben ismertek. Osztrogén kezelés hatdsdra a timusz
kéregallomanyanak csokkenése figyelhetd meg [87]. Ennek az elvéltozasnak a legfébb oka,
hogy az 6sztrogén gétolja a kéregben taldlhaté korai T-sejt eldalakok osztodédsat, aminek
kovetkeztében jelentdsen csokken a dupla pozitiv timocitdk szdma [88][89]. Az Osztrogén
hormonok, az androgénekkel ellentétben, negativ hatést fejtenek ki a medulldris epitél sejtekben
az AIRE gén expresszidjara. Mig az androgének kozvetve fejtik ki hatasukat, addig az
Osztrogén kozvetleniil hat az AIRE expressziora. Azonos koncentracié mellet az Osztrogén
negativ hatdsa domindl [90]. Feltételezhetéen ez az egyik oka, hogy ndkben gyakrabban
fordulnak el6 autoimmun betegségek [91]. Megfigyelték, hogy terhesség sordn mind a T-, mind
a B-limfociték fejlédése gatlodik, ezzel parhuzamosan a timusz involacidja is megfigyelhetd.
Azonban a terhesség utdn a timusz regenerdl6dddsnak indul, a naiv T-sejt termelé€s a terhességet
megeldzo szintet kozeliti meg [92][93]. A terhesség sordn lejatszodd timusz involicidban a
progeszteron jelentds szerepet jatszik. A progeszteron timusz epitélre gyakorolt hatdsat
progeszteron receptoron keresztiil fejti ki. A progeszteron az 0sztrogénnel szinergikusan fejti
ki hatdsat, progeszteron receptor hidnydban a timusz sokkal enyhébb elvéltozdsokat mutat
terhesség sordn. A progeszteron dltal kivaltott timusz involicié sziikséges a normadl
reprodukcios képességhez, hidnyaban csokken a megtermékenyités valdsziniisége és nd a
vetélés kockazata [94].

A timusz Oregedésében szerepet jatszik a zsirsejtek differencidlédasit irdnyit6 PPARy
transzkripcids faktor is. Megfigyelték, hogy a PPARy expresszié megnd a timusz dregedése
soran [54]. Tovabba kimutattdk, hogy a PPARY aktivaci6ja negativ hatdssal van a naiv T-sejt
termelésre, csokkenti a T-sejt receptor diverzitdst, valamint serkenti a timusz elzsirosodasat
[95]. Megfigyelték, hogy a timusz epitél sejtek képesek EMT utjan fibroblaszttd alakulni, és
ezekben a sejtekben PPARY aktivitds mutathaté ki [58]. Ezek alapjdn valoszintisithetd, hogy a
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PPARYy kozponti szerepet tolt be a timusz elzsirosoddsaban. Ezt a feltevést tovabb erdsiti, hogy
a szexudl-szteroid hormonok hatdssal vannak a PPARY aktivitdsra [96]. gy a pubertdssal egyiitt

jar6 hormondlis valtozasok a PPARY-n keresztiil is serkenthetik a timusz 6regedését.
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PPARYy
A PPARy a PPAR csalad tagja. A PPAR csaldd a transzkripciés faktorok ligand-induklt

nukledris receptor szupercsalddjdba tartozik. A PPAR csaldd felfedezésiik kapcsdn a
peroxiszomdakrol keriilt elnevezésre. A peroxiszomdkban a hosszi és az eldgaz6 1anci zsirsavak
B-oxidécié sordn rovid zsirsavakra bontédnak. A PPAR csaldd tagjairdl eldszor azt figyelték
meg, hogy aktivalodasuk hatdsara megnd a sejtekben a peroxiszomak szdma, tehat peroxiszoma
proliferdcié jatszédik le. Ma mar tudjuk, hogy a PPAR csaldd tagjai a sejtek anyagcsere
folyamatait szabalyozzak, igy aktivitdsuk a peroxiszomadkra is kihat [97].

Emldsokben haromféle PPAR talalhato: PPARa, PPARB/S és PPARy. A PPAR-ok a retinoid
X receptorral egyiitt heterodimert alkotva szabdlyozzédk olyan gének expresszdjat, melyeknek
a gyulladasban, az anyagcserében és a zsirszovet fejlddésében van szerepiik [98]. A
hasonlosagok ellenére mindhdrom PPAR tipus eltéré funkcidval rendelkezik. A PPARa a
zsirsav oxidaciot aktivalja, foként majban, szivben és barna zsirszovetben (BAT: brown adipose
tissue). A PPARPB/S minden szovetben expresszalddik és elengedhetetlen szerepe van a zsirsav
oxidacidban az anyagcsere szempontjabol fokozottan aktiv szovetekben, mint példaul a
vazizomzat, a sziv és a maj. A PPARy erdsen expresszalddik fehér zsirszovetben (WAT: white
adipose tissue) €és barna zsirszovetben is, amelyekben az adipogenezis fO0 regulatoraként
miikodik. Emellett a PPARYy az egész szervezet lipid anyagceseréjének és inzulin haztartasanak
fontos szabalyozdja [99][100][101]. A PPARy-nak két izoformdja 1étezik, melyek alternativ
splicing soran jonnek létre. Mig a PPARyl szdmos szdvetben expresszdlodik, addig a 30
aminosavval hosszabb PPARy2 expresszoja a fiziologias koriilmények kozott a zsirszovetre
korlatozédik [101][102].

A PPARy-t elészor egy az adipoid differencidlédds sordn aktivalodé faktorként irtdk le [101].
Féleg az adipogén ¢és lipogén szignal utvonalak iranyitdjaként ismert. A PPARy-null egérnél
megfigyelt tejes zsirszoveti hidny is azt tamasztja ald, hogy a PPARy az adipocita
differencidlédéds nélkiilozhetetlen szabdlyozdja [103]. Adipogenezis soran a PPARYy korai
adipogén transzkripciés faktorokkal miikodik egyiitt, mint példaul: a C/EBP-k [98]. A PPARYy
a kifejlodott zsirsejtek megfelelé miikodéséhez is elengedhetetlen, mert PPARY gétléds esetén
az adipocitdk csak par napig életképesek [104]. Ezen tulmenden a PPARYy részt vesz a gliik6z
haztartds szabdlyozdsdban €s fokozza a sejtek inzulin szenzitivitasat [98][101]. Ezt tdmasztja
ald az a megfigyelés is, hogy a PPARy dominans-negativ muticidval rendelkezé embereknél
részleges lipodisztrofiat €s inzulin rezisztenciat figyeltek meg [105].

A thiazolidinedione-ok (TZD-k) a PPARy mesterséges agonistdi, anti-adipogén és anti-

diabetikus hatdssal rendelkeznek. Kordbban a 2-es tipusti cukorbetegség kezelésére haszndltak
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a TZD vegyiileteket [106]. Alkalmazasuk serkenteti a sejtek inzulin-érzékenységét. A
cukorbetegség kezelésében elért hatasossdguk ellenére a kardiovaszkuldris mellékhatdsok miatt
hasznélatukat abbahagytdk [107]. A PPARy aktivatorok mellett 1éteznek gatld szerek is. A
PPARy farmakologiai gatlasa bisphenol-a-diglycidyl-etherrel csdkkenti a csontveld
elzsirosodasat és noveli a csontveldi hematopoetikus dssejtek osztodasat [108].

A PPARy-nak fontos szerepe van szdmos immunoldgiailag relevdns sejtben, mint példaul a
makrofagokban és az antigén-prezentdld dendritikus sejtekben. A dendritikus sejtekben
szabdlyozza a lipid anyagcserét, az antigén felvételét, az érést, az aktivicidt, a migraciot és az
antigén prezentdciot [109]. A makrofagokban a PPARY részt vesz a lipid anyagcserében ¢€s a
gyulladdsgatlo folyamatokban [110]. Ezen tulmenden PPARy szerepet jatszik az M2
makrofagok érésében, hidnydban érésiikk elmarad [111]. Erdekes moédon a viszcerdlis
zsirszovetben talalhat6 CD4* T-sejtek magas PPARy expressziot mutatnak, mig mas
szovetekben taldlhato CD4" T-sejtek esetében PPARy pozitivitds nem mutathatd ki. Ezt a
megfigyelést a PPARy gyulladas-csokkentd szerepével hozzdk kapcsolatban, de pontos

funkcidja még nem tisztazott [112].
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Lipodisztroéfia

A lipodisztrofidk heterogén elvaltozasok, melyeket a kiilonb6zd zsirszovetek hidnya jellemez
[113]. A lipodisztrofidkat két f6 csoportba sorolhatjuk. Eldszor a szerzett lipodisztrofias
allapotot irtdk le, majd csak ezutdn azonositottdk az 6roklott valtozatot [114]. A lipodisztréfidk
altal okozott zsirszoveti hidnyt harom csoportba oszthatjuk. Lokdlis véltozatrdl beszélhetiink,
ha a zsirszovet egy kis, jol koriil hatdrolt teriiletrél hidnyzik. A parcidlis véltozat esetében a
végtagokrdl hidnyzik a zsirszovet, mig a generdlis véltozat esetében az egész testet érinti a
zsirszoveti hidny. A zsirszovet hianyanak mértékétdl fliggden a lipodisztrofids allapot
kovetkeztében tovabbi szovodmények kialakulhatnak, mint példaul inzulin rezisztencia,

diabétesz, policisztds ovarium, zsirmédj és egyéb anyagcsere betegségek [115].

Orokletes lipodisztrofia

Az orokletes, mds néven familidris lipodisztrofidkat foleg parcidlis, a végtagokrél hianyzo,
szubkutan zsirszoveti hidny jellemzi. Az ebben az elvéltozédsban érintettek alltaldban normalis
zsirszoveti eloszlast mutatnak korai gyermekkorban, a zsirszovet eltlinése a késdbbiekben
alakul ki. A betegekre jellemz6 a zsirszoveti felhalmozodasa a lipodisztréfia dltal nem érintett
testtdjakon [116]. A betegség szovodményeként diabétesz és anyagcsere problémak altalaban
csak felndttkorban fejlddnek ki. A szovédmények altal a ndk sulyosabban érintettek mint a
férfiak [117].

Mar tobb mint 11 kromoszéma régiot azonositottak, melynek mutdcidja szerepet jitszhat
orokletes lipodisztréfia kialakuldsdban. A genetikai elvéltozdsok kozott vannak recessziv és
domindns muticidk is [114]. Az o6roklott lipodisztrofiat kivaltdé mutdciol koziil elészor az
LMNA gén mutécidjit azonositottdk. Az LMNA gén a sejtmag lamin fehérjéinek szintézisében
vesz részt. Mutdcidja okozza az FPLD (Familiaris Parcidlis Lipodisztrofia) Il-es tipusat
(FPLD2) [118]. Az LMNA gén mutécidja 4ltal kialakulé FPLD2 az orokletes lipodisztrofidk
leggyakoribb véltozata [119]. Az FPLD2 betegekben tobb anyagcsere betegség is kialakulhat,
mint példdul diabétesz, hyperlipidaemia és hypertriglyceridaemia [120]. A ndi betegek 25%-
ndl megtermékenyitési problémarol is beszamoltak [121]. Az LMNA gén mutéciodja elsésorban
az A- és C-tipust lamint érinti. Ennek kovetkeztében csokken a maghdrtya integritidsa mely
hibas sejtmag szerkezetet €s korai sejthaldlt eredményez az adipocitdkndl [122]. Az LMNA
mutacidt kovetden tobb egyéb gént is azonositottak melyek muticidja az FPLD kiilonb6zd
forméaihoz vezethetnek, koztilk a PPARY -t is. A PPARYy transzkripcids faktor, nélkiilozhetetlen

szerepet tolt be az adipocita differencidlédasban, domindns negativ mutécidja az FPLD Ill-as
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tipusat (FPLD3) eredményezi [123]. Eddig 20 PPARY mutici6t irtak le emberben mely FPLD3
kialakuldsat eredményezte. Szinte mindegyik mutici6 a PPARy DNS-koté vagy ligand kotd
régidjaban taldlhatd [119]. Az FPLD3 esetében a zsirszoveti hidny a végtagok vége felé
erdteljesebb, mig a torzshoz kozeli részeken enyhébb. Az arcon, a nyakon és a torzson
zsirszoveti felhalmozodas figyelhetd meg [123]. Az FPLD3 leggyakoribb szovodményei az
inzulin rezisztencia, a hypertriglyceridaemia és az akut hasnyédlmirigy gyulladds [124][125].
AZ FPLD3 ritkabban fordul elé mint az FPLD2, ¢és a kialakuld zsirszoveti hidny is enyhébb,
ugyanakkor az anyagcsere zavarok silyosabbak mint FPLD2 esetében [119] [126].
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Célkitizések

Az id6éskorban jelentkez6 immunoldgiai problémék egyik kivaltod oka a timusz és vele egyiitt a
T-sejtes immunrendszer korai 6regedése. Az id6 eldérehaladtdaval a timusz szoveti szerkezete
felbomlik, az epitél sejtek helyét zsirsejtek veszik at, melynek kovetkeztében csokken a naiv T-
sejtek termelddése. A timusz oregedésének hatterében allé molekuldris folyamatok a mai napig
nem teljesen ismertek. Az egyik feltételezett kzponti szereplé a PPARY transzkripcios faktor,
mely a zsirsejt fejlodés nélkiilozhetetlen iranyitdja és a lipid anyagcsere szabalyozéja. Korabbi
tanulmanyok szerint a PPARy talmiikodése a timusz oregedését felgyorsitja. Azonban a PPARYy
hidnyéanak timusz 6regedésre gyakorolt hatdsarol nincsenek ismereteink. Ezért tiztiik ki célul a

timusz oregedésének vizsgalatat a PPARy gén hianyaban, egérben és emberben egyarant.

Kutatomunkam célkitiizései a kovetkezok voltak:

1. A timusz oregedésével jard szerkezeti valtozasok kovetése PPARY hidnyaban egérben.

2. A PPARy hidnyallapot naiv T-sejt termelésre gyakorolt hatdsdnak vizsgédlata egérben.

3. A T-sejt fliggd immunologiai funkciok vizsgalata PPARy hidnyaban egérben.

4. A PPARy hianyallapot human relevancidjanak vizsgalata.
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Anyag és modszer

Allatok tenyésztése és tartasa

A kisérleteinkben C57BL/6J, PPARY szempontjabdl haromféle genetikai hattéri (+/+ vad-
tipusud, +/- heterozigéta, -/- null) torzset alkalmaztunk. A kisérleteink sordn azonos koru
(alomtars) allatokat hasznaltunk. A PPARy transzgenikus allatok eldallitdis Nadra és
munkatdrsai altal lefrtak szerint tortént [127]. Az egereket a Debreceni Egyetem Altaldnos
Orvostudomanyi Kar Kisérleti allathdzaban tenyésztették €s tartottak, sziirt levegon, 23-25°C-
on, 12 6rés sotét-vilagos ciklusban. Autoklavozott pellet tappal és csapvizzel ad libitum voltak
ellatva. Tartasuk standard méretii (160x137x330 mm) milanyag ketrecekben, sterilezett almon
tortént. A kisérletek elvégzéséhez az egereket atszdllitottdk a Pécsi Tudomdényegyetem
Altalanos Orvostudoményi Kar Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézetének allathazaba, ahol
az allatokat a kordbbi koriilményekkel megegyezden tartottuk a kisérletek elvégzéséig. A
PPARY transzgenikus egereket a Debreceni Egyetem engedélyével Debrecenben tenyésztették
(TMF/82-10/2015). A kisérletek elvégzése Pécsen a Pécsi Tudoményegyetem részére kiallitott
engedéllyel tortént (BA02/2000-46/2016, TMF/124-11/2017).

Human timusz mintak

A formalin-fixalt, paraffinba dgyazott human timusz mintdk a Pécsi Tudomdnyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Karanak Patolégia Intézetébdl szarmaztak. A mintdk minden
esetben a timuszt egyaltaldn nem érintd betegségben vagy balesetben elhunyt személyektdl
szarmaztak. A mintdk fixalasa a halalt kovetd egy napon beliil tortént. Minden kisérletet, mely
humédn mintdkat is magédban foglalt, a regiondlis és a Pécsi Tudomdnyegyetem Klinikai
Kozpont etikai bizottsdgdnak a hozzajaruldsaval és eldirdsainak betartasaval végeztiik.

Ugyiratszdm: 6331/2016.

Immunhisztokémia

A humén timusz mintdkat paraformaldehiddel fixaltuk, majd paraffinba dgyaztuk. Sum vastag
szeletek immunhisztokémiai jelolése a kovetkezOképpen végeztiik: a metszetek eldszor xilollal
oblitettiik (3x Sperc), majd cs6kkend alkohol-koncentraciéji mosds sorozattal (3-3 perc, 96%-
80%-70%-50%) tavolitottuk el a paraffint. A deparaffindldst kovetéen a metszeteket 5 percig
desztillalt vizben dztatva rehidrataltuk. Az antigén feltaras Target Retrival Solution-nel (Dako)

tortént 97°C-n 30 percig. Ezutdn a metszetek desztilldlt vizzel mostuk (2x Sperc), majd az
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endogén peroxiddz aktivitds blokkoldsa 3% H>O»-t tartalmazé TBS oldat 15 perces
inkubdcigjaval tortént. Ezt kdvetden a metszeteket haromszori 0,05% Tween-t tartalmaz6 TBS
oldattal torténd mosasa utan, 3% BSA-t tartalmaz6 PBS oldattal inkubaltuk 20 percig, majd anti
PPARY antitesttel (nydl monoklondlis antitest klén: C26H12 Cell Signalling Technology) 12
oran keresztil inkubaltuk 4°C-n. Ezutan a metszeteket, haromszori TBS oldatban valé mosast
kovetden, peroxiddaz konjugalt anti nyul antitesttel (kecske poliklondlis antitest DAKO)
inkubaltuk 90 percig. A jelolés el6hivasa DAB oldattal (Dako) tortént. A magfestéshez
hematoxylin festést alkalmaztunk. Végiil a metszetek fedését Faramount Aqueous Mounting
Medium-al (Dako) végeztik. A metszetek kiértékelését Panoramic MIDI (3DHistech)
szkennerrel és ImageJ szoftverrel végeztik. A hematoxylin festés dltal kéken jelolodod
terlileteket tekintettiik sejtes allomanynak. A PPARY pozitiv teriiletek barna szinnel latszanak a
metszeteken. A sejtes allomany és a PPARY pozitiv teriiletek méretének meghatarozasahoz az

Image] szoftver IHC toolbox [128] bévitményét hasznaltuk.

Immunfluoreszcens jelolések

Egerek timuszabol késziilt 8 um-es fagyasztott metszeteken immunfluoreszcens jelolést
végeztiik. A metszetek hideg acetonnal fixdltuk, majd szdradds utdn 5%-os BSA oldattal
inkubaltuk 20 percig, majd elsddleges antitesttel (nytl anti PPARY monoklonalis antitest klon:
C26H12 Cell Signalling Technology, FITC konjugdlt patkany anti EpCAM1 monoklondlis
antitest klén: G8.8 PTE AOK Immunolégiai és Biotechnol6giai Intézet, PE konjugalt patkdny
anti Ly51 monoklondlis antitest klon: 6C3 eBiocsience) 12 6rén keresztiil inkubéltuk 4°C-n.
Jeloletlen antitestek esetében masodlagos antitestként Alexa-555 konjugélt anti nyul antitestet
hasznaltunk (kecske poliklondlis antitest Life Technologies), mellyel 4 o6rdn keresztiil
inkubdltuk a metszeteket 4°C-n. Mind az elsddleges, mind a mésodlagos antitesttel torténd
inkubdlds utidn PBS-ben mostuk a metszeteket (3x Sperc). A magfestés DAPI-val (Life
Technologies) tortént. A metszetek analizise CCD (Andor Zyla 5.5) kameraval felszerelt
fluoreszcens mikroszképpal (Nikon Eclipse Ti-U) és NIS-Elements, valamint Imagel]

szoftverrel tortént.

Aramlasi citometrias mérések

A timocita alcsoportokat és a vérben taldlhatd T-sejt alcsoportokat dramlési citométerrel
kiilonitettiik el. A sejteket fluorofor konjugalt antitestekkel jeloltik, 5% BSA tartalmu PBS
oldatban 4°C-on 60 percig, majd 5% BSA tartalmi PBS oldatban mostuk a mintdkat. Minden
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méréshez 100.000 sejtet jeloltiink. A méréseket és az analizist FACSCanto II citométerrel és
FASCDiva (Becton Dickinson) szoftverrel végeztiik. Minden esetben a morfoldgiai limfocita
kapu alapjan 10.000 eseményt rogzitettiink. A timocita alcsoportok meghatarozdsiahoz CD4-
Alexa647 és CDS-FITC antitestet haszndltunk. A vérben keringd T-sejt alcsoportok
vizsgalatdhoz a kovetkezd antitesteket hasznaltuk: Becton Dickinson éltal gyértott fluorofér
konjugdlt monoklonélis antitestek: CD3-Pacific Blue (kl6n: 17A2), CD4-PerCP (kl6n: GK1.5),
CDS8-APC/Cy7 (klén: YTS156.7.7), CD44-PE (klén: IM7), CD62L-APC (klén: MEL-14). PTE
AOK Immunolégiai és Biotechnoldgiai Intézet 4ltal gyartott fluorofér konjugalt monoklondlis
antitestek: VD4-Alexa-647 (klén: YTS 191), CD8-FITC (klén: IBL 3/25), CD19-FITC (klén:
1D3).

Trec kopiaszam mérés

A Trec (T cell-recombination excision circle) a T-sejtekben végbemend génatrendezddés
eredményeként keletkezik, jelenléte a periféridra keriilé naiv T-sejtekben is kimutathato.
Vizsgalataval megfigyelhetjiik a timusz T-sejt termeld aktivitasat [36]. A vizsgdlathoz DNS-t
izolaltunk egér timocitdkbol NucleoSpin Tissue kittel (Macherey-Nagel) és human periférids
vérmintdkbol DNA Blood Mini kit (Qiagen) hasznédlatdval. Mindkét esetben a gyart6 utasitésit
kovettiik. Az abszoludt Trec képiaszdmokat digitalis PCR technika segitségével hataroztuk meg,
QuantStudio 3D Digital PCR platform (ThermoFisher) eszkoz haszndlataval. A reakciokhoz
30ng DNS mintat hasznéltunk. A Tagman primer probdkat és a reakciohoz sziikséges anyagokat
a ThermoFishertdl vasaroltuk, és a gyartd eldirasai szerint hasznaltuk. A huméan vérmintdkon
tortént vizsgdlatokat a Pécsi Tudomédnyegyetem Klinikai Kozpont etikai bizottsdgdnak
engedélyével végeztiik (Referencia szam: 6439/2016). A mintak forrasa: David B. Savage, MD,
PhD (Metabolic Research Laboratories, School of Clinical Medicine, University of Cambridge,
Cambridge, United Kingdom). Minden résztvevd irasos belegyezést adott a Helsinki
egyezménynek megfelelden. A vizsgédlatokban a 40-60 éves korosztalybol férfiak és nok
egyarant részt vettek. Az FPLD2 és FPLD3 lipodisztréfids dllapotot genetikai diagndzissal

hataroztik meg.

Orilis tolerancia kialakitasa egérben

Az ordlis tolerancia kialakitasit és kiértékelését kordbban leirt modszer szerint végeztiik
[129][130][131]. A vad tipusi és a PPARy haploinszufficiens egerek Smg/ml ovalbumint

(OVA) tartalmazé ivovizet kaptak 7 napon keresztiil. A 7. napon az egereket intraperitonedlisan
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beoltottunk Spg OVA-val (200 ul, PBS és komplett Freund-adjuvans 1:1 ardnyd keverékben
oldva). A 14. napon az egereket mdsodszor is intraperitonedlisan beoltottuk Spg OVA-val (200
ul, PBS és inkomplett Freund-adjuvédns 1:1 ardnyd keverékben oldva). Az egerek szérum
mintdit a 21. napon gytijtottiikk 6ssze. Az OV A elleni IgG antitestek mértékét ELISA modszerrel
hatdroztuk meg. A 96 lyukd Microtest Plate-et (Sarstedt) OVA-val vontuk be, és BSA-val
blokkoltuk a nem specifikus kotodéseket. A plate-eket az egér szérumok felezd higitasi
sorozatdval (1:100 — 1:3200) inkubaltuk. Az antitest tartalmat HRP konjugalt egér
immunglobulin ellenes antitesttel (nydl poliklondlis, Dako) jelenitettik meg. Az optikai

denzitast 492 nm-en mértiikk iEMS Reader MF (Thermo Labsystems) plate olvasé segitségével.

Influenza vakcinaci6 egérben

Az influenza oltas hatékonysaganak ellendrzését Ramirez és munkatarsai szerint leirtak alapjan
végeztik [132]. Roviden, 9 hoénapos korban mind a vad tipusu, mind a PPARy
haploinszufficiens egereket intramuszkularisan beoltottuk egy alkalommal 0,1 ml humén
influenza vakcindval (3Fluart), a humédn vakcindcié modellezése érdekében (a null egerek
rendszerint nem ¢élik meg ezt a kort, anyagcsere alapbetegség miatt). Majd 3 honappal késdbb,
az egerek 12 hoénapos kordban megmértiik az egerek szérum mintdinak HIN1
(A/California/7/2009-es torzs, melyet a 3Fluart is tartalmaz) elleni antitest tartalmat ELISA
modszerrel, hogy megallapitsuk az oltds hatékonysdgat. A méréshez az ELISA plate-ket
bevontuk 0,05 pg a HINI influenza A toérzs HA fehérjével (Recombinant subtype HIN1
A/California/7/2009 His Tag, Life Technologies). A plate-ket az egér szérumok felezd higitasi
sorozatdval (1:50 — 1:1600) inkubdltuk. Az antitest tartalmat HRP konjugdlt egér
immunglobulin elleni antitest (nyul poliklonalis, Dako) segitségével tettiik detektdlhatova. Az
optikai denzitast 492 nm-en mértik iIEMS Reader MF (Thermo Labsystems) plate olvasé

segitségével.

Statisztikai analizis

Vizsgdlatainkban a minimum elemszam 6t. A méréseket duplikdlva végeztiik. Az eredmények
a mérések atlagat mutatjdk a szérdssal egyiitt. A statisztikai analizist GraphPad Prism
szoftverrel végeztiik. Statisztikai probaként T-tesztet, illetve Kolmogorov-Smirnov-tesztet
hasznéltunk. A szignifikans kiilonbségeket csillaggal jeleztiik (ns: nem szignifikdns, *: p <0,05,

4 p < 0,01, ##%; p < 0,001).
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Eredmények

A PPARY expressziojanak valtozasa az oregedés soran

Korébbi vizsgélatok kimutattdk, hogy egérben a PPARYy gén expresszids szintje dregedés sordn
emelkedik a timuszban [70]. Annak érdekében, hogy megvizsgdljuk, az Oregedés sordn a
PPARY fehérje szintje is emelkedik-e, fluoreszcens immunhisztokémiai jelolést végeztiink 1 és
15 hoénapos egerekbdl szarmazo timusz mintdk metszetein. Vizsgalatainkbol megallapitottuk,
hogy mig a fiatal egér timuszdban alig detektdlhaté a PPARy fehérje jelenléte, a felndtt egér
timuszdban a PPARYy erételjes expressziot mutat (1. dbra). Az idés egerekbdl szérmazod
mintdkon megfigyeltik a PPARy ¢és az EpCAMI1 epitél marker egyiittes expresszidjat is
ugyanazon sejteken (1./B dbra nyillal jelolt sejtek). Az egyiittes expresszio egy koztes llapotra
utalhat, ahol a sejtek még mutatnak sejtfelszini epitél jelleget (EpCAMI), de a magban mar a
zsirsejt irdnyd transzdifferencidcié is megkezdddott (PPARy). Tovabba megfigyelhetd a
sejtmagok szamanak jelentds csokkenése is, mely az Oregedés sordn a timocitdk szdmanak

csokkenését mutatja a timuszban.
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1. dbra: PPARY fehérje expresszio egér timuszban
A PPARy expressziot immunfluoreszcens jeloléssel vizsgdltuk 1 honapos (fiatal) (A) és 15
honapos (idos) (B) egér timusz metszeteken. Az epitél sejtek zold szinnel festodnek (anti
EpCAMI-FITC antitest), a PPARy piros szinnel jelolodik (anti PPARy elsédleges antitest
Alexa-555 konjugdlt mdsodlagos antitesttel), a sejtmagok kék szinnel ldthatoak (DAPI). A
jelolédeési mintazat az elvartnak megfelelo, az EpCAMI sejtfelszini jelolodést mutat, mig a
PPARya sejtmagban lokalizalodik. Mig egy honapos korban az epitél sejtek stirtin helyezkednek
el, és PPARyjeldlddés nem lathatd, addig 15 honapos korban az EpCAMI™ sejtek megritkulnak

és megnovekedik a PPARy pozitivitds.
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Vizsgaltuk tovdbba a PPARY expressziojanak oregedés soran bekovetkezd valtozasat emberben
is. Immunhisztokémiai jelolést végeztiink fiatal, kozépkora és idds emberekbdl szdrmazo
timusz mintdkon. Azt figyeltiik meg, hogy a timuszban a PPARY fehérje mennyisége emberben
is emelkedik a kor eldrehaladtival (2. dbra). Ez a véltozds szignifikdnsnak mutatkozott a fiatal

¢s a kozépkort, illetve fiatal és id6s emberek timusz-mintdinak 6sszehasonlitdsa esetén.
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2. dbra: PPARY fehérje expresszio humdn timuszban
Humdn formalin-fixdlt timusz metszeteken immunhisztokémiai jeloléssel vizsgdltuk a PPARy
expressziot 20-30 éves (A, fiatal felnott), 50-60 éves (B, kozépkori) és 70-80 éves (C idos)
korban. A PPARy barna szinnel (DAB) jelolodik. A sejtmagok kék szinnel (hematoxylin)
jelolodnek, mely hattérfestésként szolgal a széveti dllomany megjelenitéséhez. Az A, B és C
dbrdn egy-egy reprezentativ minta ldthato az adott korcsoportbol. A diagram (D) a PPARy

pozitiv és a sejtes dllomdny ardnydt mutatja az egyes korcsoportokban.
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A PPARYy hatésa a timusz szerkezetére

Mind egerekben, mind pedig emberekben megfigyelték, hogy az oregedés sordn a timusz
szerkezete és epitél halozata felbomlik. A timusz medulléris dllomanyanak ardnya lecsokken,
mely végiil a T-sejt termelés csokkenéséhez vezet [59][55]. Azért, hogy megvizsgiljuk a
PPARy-nak van-e szerepe a timusz szovettani szerkezeténék felbomldsaban, 6sszehasonlitottuk
a timusz kortikalis és medullaris kompartmentjének aranyat vad tipusi, PPARy KO és PPARYy
heterozigdta egerekben 1 és 8 honapos korban (PPARy KO egerek nem kdvethetdk tovabb
anyagcsere-betegség miatt). Kordbbi mérések szerint a medulldris dllomény fokozottan
érzékeny regresszidra a kor eldrehaladtaval [133]. A 3. dbrdn immunfluoreszcensen jelolt
timusz metszetek lathatok, a zolden jel6lodo teriiletek a medullaris, a piros szinnel jelolt
teriiletek a kortikalis dllomanynak felelnek meg. J6l lathatd, hogy mig a vad tipusu egerekben
a medulla integritdsa a kor eldrehaladtaval felbomlik, addig a PPARy KO és PPARy
heterozigéta egerekben megdrzi integritasat. A kéreg és a medulla allomany teriiletét
Osszehasonlitva, mig a vad tipusu egereknél a medulla szignifikdns csokkenését figyelhetjiik
meg, addig a és PPARy KO egereknél a medulla dllomdny ardnya enyhén novekszik az id6
elérehaladtdval. A medulla ardnyanak ndvekedése a PPARy heterozigota egerekben is

megfigyelhetd, bar kisebb mértékben mint a PPARy KO egereknél (dozishatas).
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3. dbra: Epitél kompartmentek ardnya a timuszban
Egér timusz metszeteken immunfluoreszcens modszerrel jeloltiik a medulldris és kortikdlis
teriileteket. A medulldris epitél hdlozat zold szinnel (anti EpCAM1-FITC**), a kortikdlis epitél
hdlozat piros szinnel (anti Ly51-PE") ldthaté a képeken. A metszetek vad tipusii 1 honapos (A)
és 8 honapos (B) egerekbol, valamint 8 honapos PPARy heterozigéta (C) és PPARy KO (D)
egerekbol szarmaznak. A diagramon (E) a medulla és kortex aranya lathato a kiilonbozo

korcsoportokban.

29



A PPARY hatéasa timusz naiv T-sejt termelésre, és a timocitak fejlodésére

Annak érdekében, hogy megvizsgéljuk, a PPARY hidnya hatdssal van-e a timusz naiv T-sejt
termelésére felndtt korban, megmeértiik a timocitak Trec tartalmét vad, PPARY heterozigéta és
PPARy KO egerekben 1 és 8 hoénapos korban. A Trec a T-sejtekben végbemend
génatrendezddés eredményeként keletkezik, mint DNS melléktermék. Mivel a Trec DNS
lancok csak naiv T-sejtekben mutathatok ki, igy mennyiségiikbdl jol kovetkeztethetiink a
timusz T-sejt termeld aktivitdsara [36]. Digitdlis qPCR méréseink kimutattdk, hogy a
timocitdkbdl izoldlt Trec kdpiaszdm szignifikdnsan magasabb a PPARy KO egerekben a vad
tipustakhoz képest. Tovdbbd kimutathatd, hogy a PPARYy gén mar egy alléljdnak az elvesztése

is a Trec képiaszdm szignifikans emelkedéséhez vezet (d6zishatés) (4. dbra).
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4. dbra: Naiv T-sejt termelés vdltozdsa timuszban
Digitdlis gPCR mddszerrel vizsgdltuk a naiv T-sejtekben megtaldlhaté Trec képiaszdmot 1 és
8 honapos vad tipusii, PPARYy heterozigota és PPARy KO egerekbdl izoldlt timocitdkban. A
Trec kopiaszam valtozasa 6sszhangban van az ujonnan termelddo naiv T-sejtek szdamdval. A
diagram a 8 honapos Trec kdpiaszamok aranyat mutatja az 1 honapos egerekbdl szarmazo

mintdk értékeihez képest.

Megvizsgaltuk a Trec kdpiaszdmot és az egerek timocita alcsoportjainak eloszldsit annak
kideritésére, hogy a PPARY hatdssal van-e a timocita alcsoportok eloszlasara. Eredményeinkbdl

jol latszik, hogy mig a PPARY elvesztése pozitiv hatdssal van a naiv T-sejt termelésre (4. dbra),
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nem befolyasolja magat a timocita alcsoportok megoszlasat. Megtigyelhetd, hogy sem a PPARYy
KO, sem a PPARY heterozigéta egerek timocita eloszldsa nem tér el szignifikdnsan a vad tipusu

egerek timocita alcsoport eloszldsitél 8 hénapos korban (5. dbra).
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5. dbra: Timocita alcsoportok ardnya
A timocita alcsoportok ardnydt dramldsi citometrids modszerrel vizsgdltuk 8 honapos vad
tipusii, PPARy heterozigota és PPARy KO egerekben. A diagram a kettos negativ (DN, CD4
/CDS8), kettds pozitiv (DP, CD4*/CD8*), CD4 egyszeresen pozitiv (CD4, CD4*/CDS8) és CD8

egyszeresen pozitiv (CDS, CD4/CD8") alcsoportok szdzalékos eloszldsdt dbrdzolja.
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A PPARYy hatésa a periférias T-sejt populaciékra felnétt korban

Annak megéllapitdsdra, hogy a PPARy hatdssal van-e a timuszon kiviil a periférids
immunrendszer sejtes eloszldsdra is, a periférids T-sejt populdcidkat is megvizsgaltuk. Egy éves
vad tipusu és PPARY heterozigéta egerek vérébdl PBMC-t izolaltunk (ebben a korban a PPARy
KO egerek mar nem kovethetdk, nem életképesek anyagcsere betegségiik miatt), a T-sejt
populdcidk eloszldsit dramldsi citometrids méréssel vizsgdltuk. A 6. dbrdn lithatd, hogy a
PPARY heterozigdta egerekben a T-sejtek ardny a tobbi vérsejthez képest nem tér el jelentosen
a vad tipusu egerekéhez képest. Tovabba megfigyelhetd, hogy a PPARy egy alléljanak
elvesztése nem befolydsolja szignifikdnsan a CD4 és CD8 csoportok eloszldsat a teljes T-sejt

populécion beliil.
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6. dbra: Periféridas T-sejt populdciok ardnya
A T-sejt csoportok ardnydt dramldsi citometrids modszerrel vizsgdltuk 1 éves vad tipusi és
PPARYy heterozigota egerek vérében. A diagram a T-sejtek (CD3") ardnydt a tobbi limfocitdhoz
képes dbrdzolja. A helper T-sejtek (CD3*, CD4*) és citotoxikus T-sejtek (CD3*, CD8")

szdzalékos megoszldsat a teljes T-sejt populdcion beliil értelmezve dbrdzolja a grafikon.
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Mig a CD4 és CD8 megoszldsban nem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget, addig a naiv és
memoria T-sejtek ardnydban szignifikans kiilonbségek figyelhetok meg a vad tipus és a PPARy
heterozig6ta egerek kozott. A naiv T-sejtek ardnya szignifikdns emelkedést, mig a memoria T-
sejtek ardnya szignifikdns csokkenést mutat a PPARy heterozigéta egerekben a vad tipushoz

képest (7. abra).
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7. dabra: Naiv és memoria T-sejtek megoszldsa
A naiv (CD3*, CD44", CD62L*) és memoria (CD3*, CD44*, CD62L*") T-sejt csoportok
ardnydt dramldsi citometrids modszerrel vizsgdltuk 1 éves vad tipusii és PPARy heterozigota
egerek vérében. A grafikon a naiv és memoria T-sejtek teljes T-sejt populdcion beliili eloszldsdt

dbrdzolja.
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A memoria T-sejteket tovabb vizsgdlva megéllapitottuk, hogy az effektor memoéria T-sejtek
ardnya szignifikdnsan alacsonyabb a PPARY heterozigéta egerekben. Viszont a centrilis

memoria T-sejtek ardnya nem mutat eltérést a vad tipushoz képest (8. abra).
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8. abra: Memoria T-sejt alcsoportok eloszldsa
Az effektor memoria (CD3*, CD44*, CD62L’) és centrdlis memoria (CD3*, CD44*, CD62L")
T-sejt csoportok ardnydt dramldsi citometrids modszerrel vizsgdltuk 1 éves vad tipusi és

PPARYy heterozigota egerek vérében. A grafikon a memoria T-sejt alcsoportok teljes T-sejt

populdcion beliili eloszldsdt dbrdzolja.
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A PPARYy hatasa az immunoldégiai funkciokra

Eredményeink rdmutatnak, hogy a PPARy hidnya hatdssal van a timusz Oregedésére, €s
eltéréseket okoz a periférids T-sejt populaciokban felndtt korban. Annak érdekében, hogy
megvizsgdljuk a PPARy hatdssal van-e az immunolégiai funkcidkra, tovédbbi teszteket
végeztiink in vivo egérmodellen. Irodalmi adatokbdl ismert, hogy idds korban az ordlis
tolerancia kialakitasdnak képessége jelentdsen lecsokken fiatal korhoz képest a csokkend naiv
T-sejt szam miatt [130][131]. Egy éves vad tipust €s PPARY heterozigdta egerekben vizsgaltuk
egy testidegen fehérje, az ovalbumin altal kivaltott (naiv T-sejteket igényld) oralis tolerancia
kialakuldsat, hogy megvizsgiljuk a PPARy hidnya hatdssal van-e az oralis tolerancia
kialakitasanak képességére. A 9. abran lathat6 eredményeinkbdl jol lathatd, hogy az 1 éves vad
tipusu egérben alig alakult ki ordlis tolerancia, viszont a PPARy heterozigéta allatokban

erdteljes oralis tolerancia alakult ki ovalbumin fehérjére nézve.
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9. dbra: Ordlis tolerancia kialakitdsanak képessége
Az ordlis tolerancia kialakitdsdnak képességét vad tipusii és PPARYy heterozigota egerekben
vizsgdltuk 12 honapos korban ovalbumint haszndlva. Az egerek ovalbumint az itaté viziikben
(OVA) vagy intraperitonedlis injekcioban (Vac) vagy mindkét modon kaptak. Az ovalbumin
ellen termelt I1gG mennyiséget ELISA modszerrel hatdroztuk meg. A diagram az ELISA sordn

mért optikai denzitds értékeket dbrdzolja.

35



Az id6skori vakcindcio nehézségei kozismertek T-sejt dependens (naiv T-sejteket igényld)
antigének esetében. A humadn influenza oltast modellezve vizsgaltuk, hogy a PPARY hidnya
okoz-e eltérést 1 éves egerek oltdsi reakcidjaban. Annak érdekében, hogy minél pontosabban
modellezziik az emberi vakcindcidt, az egerek esetében nem a szokdsos egér-immunizacios
protokollt alkalmaztuk (tobbszori oltds szdmos testtdjon komplett Freund-adjuvénssal), hanem
a humdn vakcindcids protokoll szerint jartunk el (egyszeri intramuszkuldris oltds 3Fluart
influenza vakcinaval). Megfigyelhetd, hogy a PPARYy heterozigéta dllatokban tobb antitest
termelddott az oltdoanyaggal szemben a vad tipushoz képest, azonban ez az eltérés statisztikailag

nem volt szignifikans (10. dbra).
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10. dbra: Vakcindcios hatékonysdg idos korban
A vad tipusii és PPARy heterozigota egerek vakcindcios hatékonysdgdt vizsgdltuk 9 honapos
korban humdn influenza oltoanyag felhaszndldsdval. A humdn oltéanyag (3Fluart) ellen
termelt antitestek mennyiségét az oltds utdn 3 honappal mértiik ELISA modszerrel. A diagram

az ELISA sordn mért optikai denzitds értékeket dbrdzolja.

36



A PPARYy hianyallapot hatasa a human immunrendszer oregedésére

A PPARYy hidnyéllapot egy emberben is 1étezd nagyon ritka (<1/1.000.000) FPLD3 néven
ismert (familidris parcidlis lipodisztréfia 3-as altipusa) genetikai eredetli anyagcsere betegség.
Az emberben kialakuldé anyagcsere betegséget lipodisztréfidnak nevezik, amely hasonlit a
PPARYy KO egerek fenotipusahoz [134][135][136]. Egy masik, szintén lipodisztréfiat okozo,
de eltérd genetikai hatteri ugyancsak nagyon ritka (<1/1.000.000) emberi betegség az FPLD2
(familidris parcidlis lipodisztréfia 2-es altipusa), melyben a PPARy muticié helyett lamin
mutacio felelds ugyanazon anyagcsere betegség kialakuldsaért [136]. Az eltérd genetikai hattér
ellenére mindkét ritka betegség lipodisztréfiat okoz, azonban ezeknek a timusz funkcidjira
gyakorolt hatdsat még nem vizsgéltdk. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk van-e eltérés az
FPLD2 és FPLD3 betegek naiv T-sejt termelésében, PBMC DNS mintdbdl megmértiik a Trec
képiaszdmot digitdlis qPCR moddszerrel. Megfigyelhetd, hogy a PPARy-mutins FPLD3
betegek esetében magasabb a Trec kopiaszam (vagyis a naiv T-sejt termelés), mint a lamin-
mutidns FPLD2 betegekben (11. dbra), azonos kor és anyagcsere betegség mellett. A Trec
kopiaszdm PPARYy érintettség esetében eléri a korcsoport (kb. 50 éves atlagéletkor) normal
tartomdnyat (200 koépia/pg DNS), mig lamin-érintettség esetében joval elmarad ettdl, az
anyagcsere betegség kovetkeztében. (A megfigyelt eltérés nem szignifikans az egyéni variancia
és az alacsony mintaszdm (FPLD2 esetében n=3, FPLD3 esetében n=5) miatt. Az elemszidm

novelésére nincs lehetdségiink a betegségek nagyon ritka elforduldsa miatt.)
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11.dbra: Timusz funkcio felnétt FPLD betegekben
A humdn timusz funkcio vizsgdlatdhoz FPLD?2 és FPLD3 betegek periférias vérbol izolalt
leukocitdk Trec kopia tartalmadt mértiik digitdlis gPCR mddszerrel. A diagram Iug DNS-re
szamitott abszoliit Trec kopiaszamot dabrdzol. A szaggatott vonal az életkornak (dtlag kb. 50 év)

megfeleld normal Trec tartomdny also hatdrdt jeloli.
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Diszkusszio

Az oOregedés az élettel egyiitt jard természetes folyamat, mely sordn a szervezet meguijuld
képessége csokken, a funkcidjukat vesztett sejtek helyét csokkend litemben veszik at Gjonnan
keletkezett megfelelden funkciondlod sejtek, melynek kovetkeztében az élettani funkcidk
hanyatldsnak indulnak. Habér az oregedést nem lehet elkeriilni, a modern orvosldsnak és a
fejlett tarsadalmi rendszernek koszonhetéen az emberiség vérhaté életkora folyamatosan
novekszik [137]. Azért, hogy a hosszabb élettartam ne csak az Sregkor meghosszabbitasat
jelentse, hanem az aktiv élettartam megnovekedését is eredményezze, fontosak azok a
kutatdsok, melyeknek célja az oOregedés folyamatidnak megismerése és igy az iddskori
¢letmindség javitdsa. A timusz, mas néven csecsemOmirigy az egyik legkordbban 6regedésnek
indul6 szerv, emberben és egérben egyardnt. Hanyatldsa méar gyermekkorban megkezdddik ¢€s
a pubertaskorban lejatszodé hormondlis valtozasokkal felgyorsul [36]. Mivel a timusz
nélkiilozhetetlen szerepet jatszik az immunrendszer T-sejtjeinek termelésében és
szelekcidjaban, funkcidjanak csokkenése komoly kovetkezményekkel jar. Az idés korban
gyakrabban el6forduld fertdzéses megbetegedések, autoimmun betegségek ¢és tumoros
elvaltozdsok Osszefiiggést mutatnak a timusz naiv T-sejt termeld funkcidjanak csdkkenésével
[60]. A timusz o6regedésében, a T-sejt fejlodésben kozvetleniil szerepet jatszé epitél dllomany a
leginkabb érintett. Az id6 elérehaladtaval az epitél halozat szerkezete felbomlik, az epitél sejtek
szama csokken, helyliket zsirsejtek veszik dt. Mivel 1dds korban a timusz elzsirosodik és a
zsirszovetek megjelenését obligat médon a PPARYy transzkripcids faktor iranyitja, ezért
vizsgaltuk a PPARYy transzkripcids faktor timusz dregedésben betoltott szerepét.

A timusz oregedése sordn végbemend génexpresszids valtozasokat mar kordbban is vizsgailta
csoportunk. Timusz mintdkon kimutattuk, hogy a PPARYy transzkripcios faktor expresszios
szintje oregedés sordn emelkedik [54]. Ezt a megfigyelést, a jelen vizsgalatok is megerdsitik.
Egér timusz metszeteken végzett immunfluoreszcens jeloléssel a fiatal, egy honapos egerek
timuszaban a PPARY jelenléte még nem figyelhetd meg, mig a timusz szempontjabol mar idds
15 hoénapos egerek timuszaban a PPARy fokozott jelenléte volt megfigyelhetd. Tovabba
kimutattuk, hogy izolélt esetekben ugyanazon sejtek felszinén még epitél marker (EpCAM]1),
mig magjdban mar zsirsejt-irdnyd differencidciéra utal6 (PPARY) marker detektdlhatd. Ez
megerdsiti korabbi feltételezésiinket, hogy az Oregedés sordn a timusz epitél sejtjei
transzdifferencidlédnak zsirsejt irdnyban, mivel a PPARy aktivitdis a zsirsejt-irdnyd
differencidciot indukdlja [103]. Megvizsgaltuk a PPARy expresszid korfliggését human

timuszban is. Immunhisztokémiai jel6lést hasznalva megfigyeltiik, hogy bar a PPARY jelen van
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a fiatal felnétt (20-30 éves), a kozépkoru (50-60 éves) és az idos (70-80 éves) huméan timuszban
is, a PPARY expresszid erdsodése tapasztalhaté a kor eldrehaladtaval a sejtes dllomanyhoz
képest. A fiatal feln6tt mintakhoz képest a kozépkort €s az idés mintak szignifikansan erésebb
PPARYy jelenlétet mutattak. (Az idOskori mintakban mar nem volt tovabbi szignifikdns
emelkedés a PPARY expressziojaban a kdzépkoru mintdkhoz képest).

A PPARy-val kapcsolatos tanulmanyok kozt tobb olyan eredmény is sziiletett, mely
Osszefiiggést talalt a fokozott PPARy aktivitds és a csokkent timusz funkcido kozott.
Beszamolnak arr6l, hogy a PPARy-t aktivald szteroid alapi gydgyszerkészitmények, vagy a
PPARY agonista TZD-alapui gy6gyszerek a timusz fokozott elzsirosoddsit okozhatjdk, ezdltal
az immunoldgiai funkcidk csokkenését eredményezhetik. Valamint kimutattdk, hogy a PPARYy
fokozott expresszidja felgyorsitja a timusz 6regedését [95]. Ezek az eredmények 6sszhangban
vannak az altalunk megfigyelt, 6regedéssel egylitt jard6 PPARy expresszid ndvekedéssel (1. és
2. dbra). Ezen eredmények azt sugalljdk, hogy a PPARy aktiv szereppel bir a timusz
oregedésének mechanizmuséban. Mivel a PPARYy fokozott expresszidjdnak hatasa mar ismert,
de hidnyédnak hatdsdt még nem vizsgéltdk a timusz szempontjdbol, igy a timusz Oregedését
PPARy hianyallapotos egerekben és emberekben is megvizsgéltuk.

A timusz szdvettani szerkezetét vizsgalva megfigyeltiik, hogy vad tipusd egérben 8 hénapos
korra, mely a timusz oregedése szempontjabol mar szamottevd kor, a kortikdlis és medullaris
terliletek aranya megvaltozik, az epitél sejtek halozatanak felbomldsa megkezddédik (3./A-B
abra). Ezek a degenerativ elvaltozdsok a génhianyos PPARy KO, illetve PPARYy heterozigdta
egerekben nem kovetkeznek be (3./C-D 4abra). Annak tisztazésara, hogy a PPARy hidnya a
timusz szerkezetének megdrzése mellett a timusz funkcidjara is hatassal van-e, megvizsgaltuk
a naiv T-sejt termelést Trec digitalis gPCR mddszerrel. A Trec kopidk olyan cirkularis DNS
molekuldk, melyek a T-sejtekben lezajloé TCR génatrendezddés mellektermekeként
keletkeznek, mennyiségiik ardnyos a naiv T-sejt termelés mértékével. Vizsgdlatainkkal
kimutattuk, hogy mig vad tipust egérben 8 hénapos korra enyhe csokkenés figyelheté meg a
Trec képiaszamban, addig a PPARy KO és heterozigta egerekben a Trec kopiaszdm
szignifikdnsan magasabb az 1 hénapos kontroll egerekben mért értékekhez képest, dozisfiiggd
mértékben (4. dbra). A timocita alcsoportok CD4/CD8 megoszldsanak vizsgdlataval
megfigyeltiik, hogy a timocita alcsoportok eloszlasat tekintve sem a PPARy KO, sem a PPARYy
heterozigéta mintdk nem mutatnak eltérést a vad tipushoz képest (5. dbra). Ebbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a PPARY hidnya, bar megnoveli a keletkezd naiv T-sejtek szdmat, de

a timocitak fejlddésének irdanyat nem befolyasolja, az alcsoportok megoszlasat nem torzitja.
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A fenti eredményeink alapjan a PPARy funkcid elvesztése pozitiv hatdssal van a timusz
szerkezetére és naiv T-sejt termelésére oregedés sordn. Tovabba azt is megfigyeltiik, hogy ez a
hatas nem csak a gén teljes hidnyaban, hanem mar egy alléljanak elvesztésével is megfigyelhetd
(dozishatas). A PPARYy teljes hidnya azonban stilyos anyagcsere betegségekhez vezet egér
esetében [127]. Ennek kovetkeztében a PPARy KO egerek hosszi tavi kovetése nem
kivitelezheté (10 honapon til). Ezek a stlyos anyagcsere elvaltozasok azonban a PPARYy
heterozigota egereknél nem figyelhetok meg. Mivel a PPARY heterozigéta egereket nem érinti
a PPARy hidnyanak ¢€lettartamot €s anyagcserét befolyasolo negativ hatési, viszont a timuszra
gyakorolt pozitiv hatds kimutathat volt, tovdbbi kisérleteinket iddsebb korban ezekkel az
allatokkal végeztiik.

Annak érdekében, hogy megvizsgiljuk a fokozott timusz funkcié (naiv T-sejt termelés)
kovetkezményekkel jar-e a periférids immunrendszerre nézve, dsszehasonlitottuk 12 honapos
vad tipusi és PPARy heterozigdta egerek vérében keringd T-sejt alcsoportok ardnyit.
Kimutattuk, hogy a T-sejtek ardnya nem véltozik a tobbi limfocita tipushoz képest, valamint a
CD4 és CD8 T-sejtek ardnya sem véltozik a periférids vérben (6. dbra). Kordbbi tanulméanyok
leirtdk, hogy oregedés soran a naiv T-sejtek ardnya csokken a memoria T-sejtek ardnya viszont
emelkedik [60][138]. Részben a naiv T-sejtek ardnydnak csokkenése felelds az idds korban
megfigyelt, gyengébb immunoldgiai valaszokért [60][139][140]. Mivel a PPARy hianya pozitiv
hatdssal van a timusz naiv T-sejt termelésére, megvizsgaltuk, hogy ez hatdssal van-e a naiv T-
sejtek ardnyéara a periférias vérben. Megfigyeltiik, hogy 12 honapos PPARY heterozigota
egerekben a naiv T-sejtek ardnya szignifikdnsan magasabb, mint a memoria T-sejtek ardnya,
szemben vad tipusi egerekben mért értékekkel (7. dbra). A memdria T-sejt populdciét tovabb
vizsgdlva megallapitottuk, hogy mig a centrdlis memoria T-sejtek ardnya nem valtozik, addig
az effektor memoria T-sejtek aranya alacsonyabb a PPARy heterozigota egerekben a vad
tipushoz képest (8. dbra).

Az eddig bemutatott eredmények alapjan a PPARy hidnya késlelteti a timusz epitél
alloményénak oregedését, pozitiv hatdssal van a naiv T-sejt termelésre és a periférids vérben
megnoveli a naiv T-sejtek aranyat. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy id6sebb korban a naiv
T-sejt fliggd immunoldgiai funkcidk aktivabbak maradnak a PPARy génhidnyos egerekben,
mint kontroll tarsaikban. Annak érdekében, hogy ezt a feltevést megvizsgaljuk, az ordlis
tolerancia kialakuldsdnak készségét és egy humdn oltéanyag hatékonysdgit vizsgéltuk 12
honapos vad tipusu €s PPARY heterozigéta egerekben. Mind a két folyamat naiv T-sejt fiiggd,
valamint korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy idésebb korban csokken az oltdsok

hatékonysaga €s oralis (étel)-intolerancia is gyakrabban alakul ki [141][130]. Kimutattuk, hogy
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mig 12 hénapos korban a vad tipusu egérben alig alakul ki ordlis tolerancia (bar ez fiatal korban
konnyen kialakithaté [131]), addig a PPARy heterozigdta egerekben az oralis tolerancia
konnyedén kialakul még id6sebb korban is (9. dbra). Tovabba az influenza oltds hatékonysdga
is megmarad id6sebb PPARYy heterozigdta egerekben, mig vad tipus esetében ez jelentdsen
gyengébb (10. dbra). Ezek alapjdn arra kdvetkeztethetiink, hogy a timuszra és azon beliil a naiv
T-sejt termelésre gyakorolt kedvezd hatasa révén a PPARy hianya pozitiv hatassal van a T-sejt
fiiggd immunolodgiai funkcidkra iddsebb korban.

Egér modellen kimutatott eredményeink humédn vonatkozdsait is megvizsgaltuk. A PPARy
génhidnyos allapot, mint IIl-as tipusd familidris parcidlis lipodisztréfia, ismert ritka betegség
(1/1.000.000) emberben is. Bar a betegség altal okozott silyos anyagcsere problémakat tobb
klinikai kutatds is kimutatta [124][125], a PPARy hidnyallapot immunrendszerre gyakorolt
hatdsit azonban még nem vizsgaltdk. Mivel a jarulékos anyagcsere problémdk is csokkent
immunoldgiai funkcidkhoz vezethetnek és kozépkord (méar nem fiatal) betegekrél van szo,
eredményeinket a hasonlé kord és hasonldé anyagcsere problémakat eredményezd, de a
PPARy-t nem érinté lamin mutéacion alapuldé FPLD2 betegségben [118] szenvedd emberekhez
hasonlitottuk. Megfigyeltiik, hogy FPLD3 betegek vérében magasabb a Trec kopiaszdm, mint
a korban és betegségben megegyezd FPLD2 betegek esetében, és megfelel az életkor alapjan
varhat6 értéknek (11. dbra). Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az emberi PPARy

hidnyallapot az egerekhez hasonléan pozitiv hatdssal van a timusz funkciora idésebb korban.

Vizsgélatainkkal kimutattuk, hogy a PPARY hidnya egerekben késlelteti a timusz dregedését.
A PPARY gén mar egy alléljanak hidnya is azt eredményezi, hogy a timusz epitél hal6zatdnak
felbomlasa késobb kezdddik meg vad tipusi egerekhez képest. A jelenség pozitiv
kovetkezménye a fokozott naiv T-sejt termelés és a hatékonyabb T-sejt fliggd immunologiai
funkci6 PPARy génhianyos egerekben. Ezt a pozitiv hatdst human vonatkozasban is sikeriilt
igazolni PPARYy hidnyéllapoti betegekben. Bar a PPARY hidnyallapot az immunrendszerre
pozitiv hatast gyakorol, ennek ellenére silyos anyagcsere problémdkat is okoz, ami miatt a
szisztémas PPARy gatlds nem lenne alkalmazhat6 a timusz Oregedésének késleltetése
érdekében. Ezért tovabbi célunk olyan mechanizmus azonositdsa, mely genetikai (szisztémas)
hatds helyett célzottan a timusz epitélre kifejtett PPARY antagonista hatast kozvetitene. Jelen
tuddsunk és parhuzamos kutatdsi eredményeink alapjin céljainkra mesterséges nanorészecskék
vagy természetes exoszOomdk lehetnek alkalmasak, de ennek részletezése tdlmutat a jelen

dolgozaton.
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1.

Uj eredmények osszefoglalasa

Kimutattuk, hogy PPARY génhidnyos egerekben a timusz szerkezetének oregedéssel egyiitt
jéré valtozasai késobb jatszodnak le a vad tipushoz képest. Azt is megfigyeltiik, hogy ez a
késleltetés dozisfiiggd, mar a PPARy egyetlen alléljdnak hidnydban is végbemegy, nem

csak a PPARY teljes hidnydban.

Bebizonyitottuk, hogy a PPARy hidnya hatdssal van a naiv T-sejt termelésre. Nyolc
hénapos korban jelentésen magasabb volt a naiv T-sejt termelés PPARy génhidnyos
egerekben, mint vad tipusd tdrsaikban. Megfigyeltikk, hogy ez a jelenség szintén
dozistiiggd, mivel a PPARY heterozigdta egerekben a T-sejt termelés magasabb volt a vad

tipusnal, de alacsonyabb a PPARy KO egereknél.

Megfigyeltiik, hogy egereknél a timusz szempontjabdl iddsnek szamitd egy éves korban a
PPARy hidnya befolydsolja a naiv T-sejtek ardnyat periférids vérben. A naiv T-
sejt/memoria T-sejt ardny a naiv T-sejtek javéra tolédik el a PPARY heterozigéta egerekben

vad tipusu tarsaikhoz viszonyitva.

A naiv T-sejtek ardnydnak novekedése hatdst gyakorol a T-sejt fiiggd immunoldgiai
funkciokra. In vivo kisérletekkel kimutattuk, hogy az ordlis tolerancia kialakuladsa, valamint
a vakcindlhatésadg fokozott hatékonysaggal ment végbe egy éves PPARy heterozigota

egerekben, vad tipusu tarsaikhoz képest.

Végiil bizonyitast nyert, hogy az immunrendszer, azon beliil is a timusz oregedésérdl egér
modellben nyert eredményeink human jelentdséggel is birnak. A ritka spontdn PPARY
hianyaéllapottal (FPLD3 betegség) rendelkezd betegek esetében felndtt korban fokozottabb
a timusz funkcidja (naiv T-sejt termelés), mint azonos kort €s betegségii egyéb genetikai
héttérrel rendelkezd betegek esetében (FPLD2 betegség, lamin hidnyallapot

kovetkeztében).
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Thymic senescence contributes to increased incidence of infection, cancer and auto-
immunity at senior ages. This process manifests as adipose involution. As with other
adipose tissues, thymic adipose involution is also controlled by PPARgamma. This is
supported by observations reporting that systemic PPARgamma activation accelerates
thymic adipose involution. Therefore, we hypothesized that decreased PPARgamma
activity could prevent thymic adipose involution, although it may trigger metabolic
adverse effects. We have confirmed that both human and murine thymic sections show
marked staining for PPARgamma at senior ages. We have also tested the thymic lobes
of PPARgamma haplo-insufficient and null mice. Supporting our working hypothesis
both adult PPARgamma haplo-insufficient and null mice show delayed thymic senes-
cence by thymus histology, thymocyte mouse T-cell recombination excision circle gPCR
and peripheral blood naive T-cell ratio by flow-cytometry. Delayed senescence showed
dose—response with respect to PPARgamma deficiency. Functional immune parameters
were also evaluated at senior ages in PPARgamma haplo-insufficient mice (null mice do
not reach senior ages due to metabolic adverse affects). As expected, sustained and
elevated T-cell production conferred oral tolerance and enhanced vaccination efficiency
in senior PPARgamma haplo-insufficient, but not in senior wild-type littermates accord-
ing to ELISA IgG measurements. Of note, humans also show increased oral intolerance
issues and decreased protection by vaccines at senior ages. Moreover, PPARgamma
haplo-insufficiency also exists in human known as a rare disease (FPLD3) causing met-
abolic adverse effects, similar to the mouse. When compared to age- and metabolic
disorder-matched other patient samples (FPLD2 not affecting PPARgamma activity),
FPLD3 patients showed increased human Trec (hTrec) values by gPCR (within healthy
human range) suggesting delayed thymic senescence, in accordance with mouse
results and supporting our working hypothesis. In summary, our experiments prove that
systemic decrease of PPARgamma activity prevents thymic senescence, albeit with
metabolic drawbacks. However, thymic tissue-specific PPARgamma antagonism would
likely solve the issue.

Keywords: PPARgamma, thymus, immunity, senescence, rejuvenation
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INTRODUCTION

The peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) molecu-
lar family is widely studied (1-3). These nuclear receptor proteins
possess transcription factor activities and influence multiple cel-
lular events at the molecular level including adipocyte differentia-
tion and metabolism. Among them, PPARgamma is of particular
interest being expressed by all adipose tissue subtypes and being
indispensable for adipose tissue development and for the homeo-
stasis of physiological metabolism (4-7). As a consequence, in
the mouse systemic loss of PPARgamma activity severely impairs
glucose and lipid metabolism as characterized by others (8-10).
In accordance, PPARgamma null mice are only viable if using
conditional knockout strategy (11). Similar to the mouse above,
in human PPARgamma haplo-insufficiency leads to the devel-
opment of a rare metabolic condition known as familial partial
lipodystrophy, type 3 (FPLD3, ORPHA 79083) also characterized
by diabetes and dyslipidemia (12-15).

In mammals, systemic PPARgamma activity may be increased
at multiple levels. Environmental factors including exces-
sive caloric consumption or corticosteroid exposure increase
PPARgamma activity systemically (16-18). Pharmacological
systemic activation may be achieved through administration of
thiazolidinediones previously used as part of oral antidiabetic
treatment, but currently neglected due to adverse cardiovascular
side effects (19, 20). Genetic engineering-based enhancement of
PPARgamma activity in mouse models has also been performed
(21). In every case, increased PPARgamma activity promotes
adipose tissue development at multiple sites of the body.

Thymic aging is observed as adipose involution during which
the functional thymus niche that normally supports T-cell pro-
duction is gradually lost and replaced by adipose tissue (22). The
process starts focally in childhood then spreads and accelerates
with puberty due to hormonal changes (23). Diminishing T-cell
production results in decreased availability of fresh naive T-cells
(24). Consequences include increasing incidence of infection,
cancer and autoimmunity observed at senior ages (25, 26). Thymic
adipose involution appears to be PPARgamma-dependent: any
condition that systemically enhances PPARgamma activity—
either environmental, pharmacological, or genetic—accelerates
thymic senescence or adipose involution with all its immunologi-
cal consequences (27-32). However, the opposite phenomenon
whether systemically decreased PPARgamma activity can ame-
liorate long-term functional immune parameters has barely been
addressed (33, 34). For this reason, we have set out to characterize
the effect of systemic genetic PPARgamma loss of function on
long-term immune homeostasis in both mouse and human.

MATERIALS AND METHODS

Human Thymus Samples

Formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) human thymus
samples from age groups 30-40, 50-60, and 70-80 years were
obtained from the Department of Pathology (Faculty of Medicine,
University of Pecs, Hungary.) Experiments involving human
thymus samples were performed with the consent of the Regional
and Local Ethics Committee of Clinical Centre, University of

Pecs (ref. no.: 6331/2016) according to their guidelines. All
subjects gave written informed consent in accordance with the
Declaration of Helsinki.

Human Immunohistochemistry

Human thymus lobes were fixed in paraformaldehyde (4% PFA in
PBS) then paraffin embedded. 5 pm thick sections were stained
using immunohistochemistry (35). First, the slides were rinsed
in heated xylene and were washed with a descending series of
alcohol to remove paraffin. After deparaffination the slides were
rehydrated in distilled water and antigen retrieval was performed
by heating the slides in Target Retrieval Solution (pH 6 DAKO)
at 97°C for 20-30 min. Subsequently slides were washed in dH,O
and endogenous peroxidase activity was blocked with 3% H,O;
containing TBS (pH 7.4) for 15 min. Then slides were washed three
times with TBS containing Tween (0.05%, pH 7.4). Pre-blocking
was carried out with 3% BSA in TBS for 20 min before overnight
incubation with anti-PPARgamma (1:100, rabbit monoclonal
antibody clone: C26H12 Cell Signalling Technology) primary
antibody at 4°C. Following incubation slides were washed with
TBS for three times then incubated with peroxidase conjugated
secondary antibody (1:100, Polyclonal Goat Anti-Rabbit IgG,
DAKO) for 90 min. Antibody labeling was visualized with the
help of liquid DAB Substrate Chromogen System (DAKO). For
nuclear counterstaining, hematoxylin staining was performed.
Finally, slides were mounted with Faramount Aqueous Mounting
Medium (DAKO). Histological evaluation was performed with
the help of Panoramic MIDI digital slide scanner (3DHistech).
Image analysis was performed using Image]J software with THC
toolbox plug-in.

Mouse Breeding and Maintenance

For certain experiments, we have used wild-typeand PPARgamma
heterozygous (haplo-insufficient) or PPARgamma null (KO) mice
of C57BL/6] genetic background. The mice were age matched,
and both genders were used for the investigation. The design
to generate PPARgamma KO mice was described previously
(11). Briefly, PPARgamma*'~/Sox2Cre* male mice were crossed
with PPARgamma fl/fl female mice to generate heterozygous
PPARgamm*/~/Sox2Cre~ and homozygous PPAR gammaA®"-/
Sox2Cre* mice, wherein the floxed allele was recombined
resulting a null allele. Mice were housed under minimal disease
conditions in the Laboratory Animal Core Facility of University
of Debrecen. Animal rooms were ventilated 15 times/h with
filtered air, mice received autoclaved pellet diet (Altromin VRF1)
and tap water ad libitum. The cages contained sterilized bed-
ding. Room lightning was automated with 12 h light and 12 h
dark periods. The room temperature was 21 + 2°C, the relative
humidity is between 30 and 60%. Senescent animals developed
and aged normally, without any treatment. Permission to perform
the described animal experiments was granted to the relevant
utilities of the University of Pecs (ref. no.: BA02/2000-46/2016).
Permission to generate PPARgamma GM mice was granted to the
relevant utilities of the University of Debrecen (ref. no.: TMF/82-
10/2015). Permission to perform experimental procedures with
PPARgamma GM mice was granted to the relevant utilities of the
University of Pecs (ref. no.: TMF/124-11/2017).
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Mouse Immunofluorescence

Immunofluorescent staining was performed on 8 um cryosec-
tions of mouse thymus lobes as described previously (35).
Briefly, the slides were fixed in cold acetone, then dried and
blocked to prevent non-specific staining using 5% BSA in PBS
for 20 min before staining with fluorochrome-conjugated or
primary antibodies: anti-EpCAM1-FITC (1:100, rat monoclo-
nal antibody clone: G8.8), anti-Ly51-PE (1:100, rat monoclonal
antibody clone: 6C3, eBioscience), and anti-PPARgamma
(rabbit monoclonal antibody clone: C26H12 Cell Signaling
Technology). For secondary antibody, Alexa-555 conjugated
a-rabbit goat IgG (1:200, Life Technologies) was used. In certain
cases, DAPI (Life Technologies) nuclear counterstain was also
applied. Sections were analyzed using a Nikon Eclipse Ti-U
microscope equipped with a CCD camera (Andor Zyla 5.5) and
NIS-Elements software. The medulla/cortex ratio was calculated
using Image]J software.

Mouse Flow Cytometry

Thymocyte subsets and T-cell subpopulations in blood were
investigated by flow-cytometry as published by others (36, 37).
Thymocytes and PBMC were isolated from mice and labeled
with fluorophore-conjugated antibodies in PBS-BSA (5% BSA
diluted in PBS). In every case, 100,000 cells were stained for
measurement. Incubation with antibodies was performed at
4°C for 60 min followed by a washing step. FACSCanto II flow-
cytometer and FACSDiva software (Becton Dickinson) were
used for analysis. In every case, 10,000 events (parent R1 mor-
phological lymphocyte gate) were recorded by flow-cytometry.
For thymocyte subset measurement, Alexa-647 conjugated anti-
mouse CD4 (clone: YTS 191) and FITC-conjugated antimouse
CDS8 (clone: IBL 3/25) antibodies were used (both produced in
the Department of Immunology and Biotechnology, University
of Pecs, Hungary). For peripheral blood T-cell subpopulation
analysis, Pacific Blue-conjugated antimouse CD3 (clone: 17A2),
PerCP-conjugated antimouse CD4 (clone: GK1.5), APC/Cy7-
conjugated antimouse CD8 (clone: YTS156.7.7), PE-conjugated
antimouse CD44 (clone: IM7), APC-conjugated antimouse
CD62L (clone: MEL-14) (all purchased form BioLegend), and
FITC-conjugated antimouse CD19 (clone: 1D3, produced by the
Department of Immunology and Biotechnology, University of
Pecs, Hungary) were used.

T-Cell Recombination Excision Circle
(TREC) Measurement by Digital gPCR in

Mouse and Human

T-cell recombination excision circle by-products of gene-
rearrangement in fresh naive T-cells were also assessed. We
performed mouse Trec (mTrec) digital gPCR using mouse and
human Trec (hTrec) digital qPCR using human samples by
adapting methods published by others (38). Briefly, DNA was
isolated from mouse thymocytes using the NucleoSpin Tissue kit
(Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s instruction.
For human, peripheral-blood samples were processed using
the DNA Blood Mini kit (Qiagen) following the manufacturer’s
guides. Absolute copy numbers were measured by digital PCR

on the QuantStudio 3D Digital PCR platform (ThermoFisher)
using 30 ng DNA per sample. Tagman primers/probes and digital
qPCR reagents were also purchased from ThermoFisher and used
as suggested. For age-matched range of healthy human hTrec val-
ues, refer to the work of Lynch et al. (38). Permission to perform
the described animal experiments was granted to the relevant
utilities of the University of Pecs (ref. no.: BA02/2000-46/2016).
Experiments involving human blood samples were performed
with the consent of the Regional and Local Ethics Committee of
Clinical Centre, University or Pecs (ref. no.: 6439/2016) accord-
ing to their guidelines.

Oral Tolerance Induction in Mouse

Induction and evaluation of oral tolerance was performed
as described by others (39-41). Briefly, both wild-type and
PPARgamma haplo-insufficient mice received 5 mg/ml ovalbu-
min (OVA, Sigma-Aldrich) in drinking water for seven days.
On day 7, mice were challenged with an intraperitoneal injec-
tion of 5 ug ovalbumin in 200 pl of 1:1 of PBS:complete Freund
adjuvant. On day 14, mice received an intraperitoneal injection
of 5 ug ovalbumin in 200 pl of 1:1 of PBS:incomplete Freund
adjuvant. Serum was collected on day 21 and anti-OVA IgG
antibodies were measured by ELISA. Briefly, 96-well Microtest
Plates (Sarstedt) were coated with OVA and blocked with BSA.
Then plates were incubated with serial dilutions of mouse serum
samples (1:100-1:3,200). The antibody content was visualized
with the help of HRP-conjugated antimouse immunoglobulin
antibody (rabbit polyclonal, Dako). Optical density was meas-
ured at 492 nm with iEMS Reader MF equipment (Thermo
Labsystems).

Influenza Vaccination in Mouse

The efficiency of influenza vaccination was investigated as
described elsewhere (42). Briefly, both wild-typeand PPARgamma
haplo-insufficient mice were injected intramuscular once with
0.1 ml human seasonal influenza vaccine cocktail (3Fluart) to
mimic human vaccination at 9 months of age. In order to imitate
human exposure pattern serum antibody IgG titer against HIN1
A/California/7/2009 strain (part of 3Fluart) was measured by
ELISA three months after initial single vaccination at 12 months
of age. For detection, ELISA plates were coated with 0.05 pg
HA protein of influenza strain A (Recombinant subtype HIN1
A/California/7/2009 His Tag, Life Technologies). Then plates
were incubated with serial dilutions of mouse serum samples
(1:5-1:1,600). The antibody content was visualized with the help
of HRP conjugated a-mouse immunoglobulin antibody (rabbit
polyclonal, Dako). Optical density was measured at 492 nm with
iEMS Reader MF equipment (Thermo Labsystems).

Statistical Analysis

All experiments were performed at least on three occasions,
representative experiments are shown. Measures were obtained
in triplicates, data are presented as mean and +SD as error bars.
Graphpad Prism software was used for statistical analysis. Two-
tailed Student’s t-test was applied. Significant differences are
shown by asterisks (ns for not significant, * for p < 0.05, ** for
p <0.01, ** for p < 0.001).
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RESULTS

PPARgamma Distorts the Ratio of Thymic
Epithelial Compartments with Age

Previously reported mouse results showed increasing
PPARgamma expression with age in the thymic epithelial com-
partments, accompanied by thymic adipose involution. We have
set out to prove human relevance of previous mouse findings and
test whether PPARgamma activity influences the ratio of thymic
epithelial compartments.

PPARgamma Expression Increases in the Adult
Thymus with Age

Human FFPE thymic sections were analyzed for their
PPARgamma expression in several adult age groups from young
through middle-aged to senior (Figures 1A-D). Our results

indicate that PPARgamma expression significantly and progres-
sively increases with age (Figures 1A-C). Of note, total cellular
areas shrink at senior ages in both human (Figure 1C) and mouse
(Figure 1F). As a result the ratio of PPARgamma-expressing
cellular areas shows relative increase with age (Figure 1D).
Immunofluorescent staining of mouse thymic cryosections at
15 months of age (Figure 1F) provides visual support for thymic
epithelial to adipose transdifferentiation in harmony with the
working hypothesis of cellular transdifferentiation. A portion
of stromal cells shows dual staining for epithelial identity and
adipose differentiation, a hallmark of thymic adipose involution.
This phenomenon is not observed at young adult age (Figure 1E).

PPARgamma Skews the Ratio of Epithelial
Compartments with Age

Mouse thymic cryosections were differentially stained for
medullary and cortical epithelial compartments at several ages

€ = ..
'*p
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100pm

FIGURE 1 | PPARgamma expression in the adult thymus. Human formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) thymic sections were analyzed for PPARgamma
expression by immunohistochemistry in age groups of 20-30 years called young adult (A), 50-60 years called middle-aged (B), and 70-80 years called senior

(C). Brown color reaction (DAB) shows PPARgamma expression. Blue color (hematoxylin) shows nuclear counter-stain and defines total cellular areas. The ratio of
PPARgamma-expressing cellular areas and total cellular areas is also shown for the different age groups (D). Immunofluorescent staining is also shown for mouse
at 1 month of age called young adult and at 15 months of age called senior (E,F). Green color shows epithelial cells (anti-EpCAM1-FITC), red color shows
preadipocytes (anti-PPARgamma primary AB with Alexa-555 secondary AB) and blue color defines nuclei (DAPI counter-stain). Note arrowheads pointing at
double-staining (EpCAM-1+/PPARgammar) cells (F). Both stainings show expected patterns: EpCAM-1 staining presents cell surface markers, while PPARgamma-
staining shows nuclear localization (observed in magenta color due to overlap with DAPI nuclear counterstain on Figure 1F). For exact numerical data, refer to
Supplementary Material. Significant differences are shown by asterisks (ns for not significant, * for p < 0.05, ** for p < 0.01, *** for p < 0.001).
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and using various genetic backgrounds (Figures 2A-D). Our
results show that in the wild-type setting the medullary epi-
thelial compartment significantly shrinks with age as reported
previously (31). This, however, is not observed in PPARgamma
deficient settings. Loss of PPARgamma activity shows protection
in a progressive manner presenting dose-response (Figure 2E).
PPARgamma deficiency efficiently and significantly prevents
the erosion of the medullary epithelial compartment, otherwise
prone to shrink with senescence.

PPARgamma Affects Thymic T-Cell
Production and Peripheral Blood T-Cell
Distribution with Age

We have observed changes in thymus architecture in response
to PPARgamma status. Consequently, we were interested in

whether morphological changes alter thymus function: naive
T-cell production. Going beyond, we were eager to see if sus-
tained influence of PPARgamma status on thymocyte function is
also reflected in the peripheral blood.

PPARgamma Disturbs Thymic T-Cell Output with Age
Age-related changes in thymocyte levels of mTrec (DNA loop
by-product of mouse T-cell receptor gene rearrangement) were
evaluated in wild-type and PPARgamma deficient settings using
digital qPCR (Figure 3A). Our results indicate slight (though
not significant) decrease of mTrec and hence fresh-naive T-cell
output with age in thymocytes of wild-type mice. PPARgamma
deficiency significantly and progressively counteracts the process
also showing dose-responsive increase of thymocyte mTrec
levels. In further analyses, the percent distribution of thymocyte
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(ns for not significant, * for p < 0.05, ** for p < 0.01, *** for p < 0.001).
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FIGURE 2 | Ratio of epithelial compartments in the adult thymus. Mouse thymic cryosections were stained differentially for medullary (anti-EpCAM1-FITC*,
anti-Ly51-PE~) and cortical (anti-Ly51-PE++, anti-EpCAM1-FITC*) epithelial compartments. Wild-type thymus is shown at 1 month (A) and 8 months of age

(B). PPARgamma heterozygous (C) and PPARgamma KO (D) animals are shown at 8 months of age. The ratio of medullary and cortical epithelial compartment is
also shown (E) for both ages and genetic backgrounds. For exact numerical data, refer to Supplementary Material. Significant differences are shown by asterisks
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FIGURE 3 | Thymocyte development in the adult thymus. Changes in level f ‘(f
of mouse T-cell recombination excision circles (mTrecs) was evaluated by &d 4‘@
Tagman digital gPCR in wild-type, PPARgamma heterozygous, and & ©

PPARgamma KO thymocytes (A). The columns represent mTrec values
measured at 8 months divided by those measured at 1 month for every
strain. The ratio of thymocyte subpopulations was assessed by
flow-cytometry at 8 months of age in wild-type, PPARgamma
heterozygous and PPARgamma KO animals (B). Double negative (CD4-,
CD8-), double positive (CD4+, CD8*), and single positive (CD4* or CD8)
subpopulations are shown. For the measurement of every sample,
100,000 cells were stained and 10,000 events (parent R1 morphological
lymphocyte gate) were recorded by flow-cytometry. For exact cell
numbers, refer to Supplementary Material. Significant differences are
shown by asterisks (ns for not significant, * for p < 0.05, ** for p < 0.01,
** for p < 0.001).

subpopulations was assessed using flow-cytometry in wild-type
and PPARgamma deficient mice (Figure 3B). All thymocyte
subpopulations showed near identical distribution pattern with
all genetic backgrounds. Taken together, PPARgamma deficiency
progressively enhances thymocyte development in adult age, but
without skewing the distribution of thymocyte subpopulations or
their differentiation preference.

PPARgamma Influences T-Cell Subpopulation
Distribution in Adult Peripheral Blood

Peripheral blood T-cell subpopulations were evaluated by flow-
cytometry at 12 months of age in wild-type and PPARgamma
deficient animals. Our results do not show differences in the
percent distribution of the major T-cell groups of helper T-cells
and cytotoxic T-cells (Figure 4A) within the CD3-gate of T-cells.
However, the evaluation of naive T-cell and memory T-cell ratio

FIGURE 4 | T-cell subpopulations in adult peripheral blood. Peripheral blood
T-cell subpopulations were evaluated by flow-cytometry at 12 months of age
in wild-type and PPARgamma heterozygous animals (KO animals decease by
this age). Percent distribution of T-cells (CD3*), helper T-cells (CD3*, CD4+),
and cytotoxic T-cells (CD3*, CD8*) is shown by (A). Also, the percent
distribution of naive T-cells (CD3*, CD44-, CD62L*) and memory T-cells
(CD3+, CD44+, CD62L+-) was evaluated within the CD3-gate of T-cells

(B). Further analysis of memory T-cell subpopulation shows percent
distribution of effector memory T-cells (CD3*, CD44+, CD62L") and central
memory T-cells (CD3*, CD44+, CD62L+) within the CD3-gate of T-cells

(C). For the measurement of every sample, 100,000 cells were stained and
10,000 events (parent R1 morphological lymphocyte gate) were recorded

by flow-cytometry. For exact cell numbers, refer to Supplementary Material.
Significant differences are shown by asterisks (ns for not significant, * for

p <0.05, ** for p < 0.01, *** for p < 0.001).

reveals significant effect of PPARgamma deficiency (Figure 4B).
There is significant increase of naive T-cells in the peripheral
blood of PPARgamma deficient animals compared to wild-type
animals, conversely and significantly decreasing the memory
T-cell pool within the CD3-gate of T-cells. Deeper analysis of
the memory T-cell pool reveals it is the mobile effector memory
T-cell subpopulation that shows significant decrease and not
central memory T-cells (Figure 4C) within the CD3-gate of
T-cells. Sustained and prolonged naive T-cell production due to
PPARgamma deficiency in the thymus as suggested by mTrec
values above apparently affects peripheral blood T-cell subpopu-
lations as shown here.
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Functional Immunological Consequence

and Human Relevance

Having seen the far-reaching influence of PPARgamma status
on thymus architecture, thymus function and peripheral blood
T-cell composition with age, we have set out to test whether these
changes have functional immunological relevance. If so, it would
be also of high interest to test if our comprehensive mouse results
have human relevance.

PPARgamma Modulates Immune Regulation

and Immune Response

We have tested the capacity to mount oral tolerance to the foreign
protein OVA in wild-type and PPARgamma deficient aged adult
mice by measuring OVA-specific IgG titers following oral and/
or intraperitoneal OVA challenge (Figure 5A). As reported by
others, age impairs oral tolerance in wild-type animals (40, 41).
As a consequence, there is only moderate, insufficient decrease
of OVA-specific IgG titers in case of parallel oral OVA admin-
istration and i.p. OVA-injection in senior animals. However,
PPARgamma deficiency rescues oral tolerance in the same
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FIGURE 5 | Functional immunological experiments in adult hosts. Oral
tolerance induction capacity to ovalbumin (OVA) was assayed in wild-type
and PPARgamma heterozygous animals at 12 months of age. Animals
received OVA by either drinking water, i.p. injection, both or neither.
OVA-specific IgG titers were evaluated 3 weeks later by ELISA method

(A). The presented figure was obtained using 1:400 dilution of serum.

Mean ELISA OD values are shown for each study group. Human seasonal
influenza vaccine (3Fluart) was injected (0.1 ml, 1x, i.m.) into wild-type and
PPARgamma heterozygous animals at 9 months of age. Serum IgG titers
specific to a vaccine component (H1N1 A/California/7/2009 strain) were
tested 3 months later by ELISA method (B). The presented figure was
obtained using 1:50 dilution of serum. Maximal ELISA OD values are shown
for each study group. For exact numerical data, refer to Supplementary
Material. Significant differences are shown by asterisks (ns for not significant,
*for p < 0.05, ** for p < 0.01, *** for p < 0.001).

experimental setting despite age, profoundly and significantly
decreasing OVA-specific IgG titers (Figure 5A). Consequently,
naive T-cell dependent immune regulation (oral tolerance)
remains efficient in PPARgamma heterozygous animals despite
their age.

The capacity to mount immune reaction to foreign influenza
antigens was also tested as human seasonal influenza vaccine was
injected into aged adult wild-type and PPARgamma deficient
animals. Subsequent analysis of serum IgG titers specific to a vac-
cine component showed elevated protective antibody production
(maximal ELISA OD values) in PPARgamma deficient animals,
but not in their wild-type littermates (Figure 5B). This tendency
is not significant because of individual variation observed due
to the applied human vaccination protocol being inferior to
standard mouse immunization protocol. Nevertheless, naive
T-cell dependent immune response proves to be efficient in aged,
PPARgamma heterozygous animals.

Human Evidence of PPARgamma Deficiency
Preventing Thymic Senescence

Genetic PPARgamma deficiency is a rare, but existing condition
in human called FPLD3 (15). It leads to a metabolic phenotype
called lipodystrophy, similar to the mouse (11-15). Other rare
human conditions not affecting PPARgamma can also lead
to lipodystrophy (12-15). In case of FPLD2 lamin mutations
trigger similar metabolic changes (14). Peripheral blood hTrec
(DNA loop by-product of human T-cell receptor gene rearrange-
ment) levels were measured using digital QPCR in age-matched
patients with FPLD2 condition and FPLD3 condition (Figure 6).
As expected and in perfect harmony with previous mouse
thymocyte results elevated mean hTrec levels were detected in
FPLD3 samples compared to FPLD2 samples. The tendency is
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FIGURE 6 | Thymus function in adult FPLD patients. Level of human T-cell
recombination excision circle (hTrec) was measured by Tagman digital gPCR
in peripheral blood leukocytes of age-matched and disease-matched rare
disease patients with FPLD2 condition (lipodystrophy due to LMNA
deficiency) and FPLD3 condition (lipodystrophy due to PPARgamma
deficiency) (Figure 6). Patient sample numbers were n = 3 for FPLD2 and
n =5 for FPLD3. For exact numerical data, refer to Supplementary Material.
For age-matched (approx. 50 years of age) range of healthy human hTrec
values, refer to the work of Lynch et al. (38). Accordingly, the lower limit of
healthy human hTrec threshold (approximaterly 200 copies/pg DNA) is
represented by dotted line.
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not significant due to individual variation within the patient
groups. Unfortunately, current patient sample numbers cannot
be increased due to the extremely rare nature of these conditions
(FPLD2 or ORPHA 2348 has prevalence of <1/1,000,000 and
FPLD3 or ORPHA 79083 also has prevalence of <1/1,000,000)
(14, 15). For age-matched range of healthy human hTrec values,
refer to the work of Lynch et al. (38). Lower limit of healthy
human hTrec threshold (approx. 200 copies/pg DNA) is not
reached by FPLD2 (lamin) patient samples, but this is rescued
in FPLD3 (PPARgamma) patients despite being age and disease
matched.

DISCUSSION

PPARgamma Drives Thymic Epithelial to

Adipose Trans-Differentiation with Age

It has been previously suggested based on direct fate-mapping
experiments that with senescence thymic adipose tissue develops
from the thymic stromal or epithelial compartment (28). Based
on indirect evidence others have also supported this concept
(29). In further support, we here present visual evidence of
epithelial to adipose transdifferentiation in the mouse. This is
indicated by the presence by EpCAM-1/PPARgamma double-
positive cells shown by histology (Figure 1D). These cells still
express cell surface markers of their fading thymic epithelial
identity (EpCAM-1), but already show early signs of the novel
adipocyte differentiation program in their nuclei (PPARgamma).
The fact that such double positive cells show rather scattered and
not uniform staining pattern at a given time point may provide
explanation for gradual thymic adipose involution observed
during senescence.

PPARgamma Impairs Naive T-Cell

Production with Age

Thymus histology data show that the medullary compartment
is rescued from age-related shrinking in case of PPARgamma
deficiency (Figures 2A-D). Extended survival of this stromal
niche ensures permissive environment for sustained thymus
function: naive T-cell production. This is indicated by elevated
mTrec values showing direct correlation with PPARgamma defi-
ciency (Figure 3A). Of extreme importance and highlighting
human relevance, peripheral blood leukocyte hTrec values from
adult FPLD3 patients (with genetic PPARgamma deficiency)
also exceed adult FPLD2 patient values (with unrelated genetic
background) despite being age-matched and disease-matched
(lipodystrophy, diabetes) (Figure 6). Of note, such metabolic
disorders are known to impair thymus function indicated
by decreased hTrec values as reported by others (43, 44). For
exactly, this reason have we used disease-matched controls
(FPLD2 vs. FPLD3) to show enhanced thymus function with
PPARgamma deficiency despite metabolic disorders. Unlike
lower than physiological hTrec values measured in FPLD2
(lamin) patients, those measured in FPLD3 (PPARgamma)
patients are within healthy human physiological range
(Figure 6). Since both mTrec and hTrec DNA loops originate
from gene rearrangement during thymocte development this

is direct evidence of sustained T-cell development indicating
intact thymic niche in PPARgamma deficient animal models
and human patients (38). Of note, the distribution of thymo-
cyte subpopulations shows identical pattern irrespective of
PPARgamma status proving that sustained, enhanced thymo-
cyte development does not skew differentiation preference, but
rather enhances fresh, naive T-cell production of all thymocyte
subtypes uniformly (Figure 3B). Finally, since sustained thymic
naive T-cell production is not restricted to a given time-point,
but rather represents a continuous trend, the peripheral blood
naive T-cell population shows cumulative differences as it is
rescued from age-driven shrinking, against the memory T-cell
population—more specifically against the effector memory
T-cell pool (Figures 4B,C).

PPARgamma Hampers T-Dependent
Immune Regulation and Immunity with
Age

Oral consumption of foreign T-depended antigen normally
initiates immune tolerance inhibiting any eliminative immune
response (e.g., serum IgG), despite parallel immunization in
young adult individuals with appropriate naive T-cell supply.
Unfortunately, the phenomenon is disrupted at senior age due
to the lacking naive T-cell pool in the Peyer’s patches of the
gut (40, 41, 45) This loss of oral tolerance (impaired immune
regulation) is a possible link to increasing food intolerance
prevalence observed in the aging adult population (46-49).
However, the phenomenon may be rescued by PPARgamma
deficiency despite age providing evidence that sustained T-cell
production is necessary for efficient oral (immune) tolerance
(Figure 5A).

Senescence-triggered decrease of naive T-cell output also
impairs T-dependent immunity. An example in the senior
human population is decreased protection from seasonal flu
strains despite annual vaccination campaigns (50-52). The
phenomenon has well established animal models (53-55).
This is caused by low levels of neutralizing antibody titers due
to lacking naive T-cells necessary during T-B cooperation to
mount adequate innate immune response against T-dependent
antigens of the vaccine. This, however, is not the case with
PPARgamma deficiency (Figure 5B). Single intramuscular
vaccination against seasonal flu (mimicking human vaccination
campaign) resulted in higher maximal antibody production
three months later (a typical delay in human exposure). This
confirms that the cause of decreased vaccination efficiency in
the senior population is impaired T-dependent immunity due
to thymic senescence.

In our experiments, we have focused on the decline of
T-dependent immunity since the thymus shows early and dra-
matic signs of senescence during adipose involution. This, how-
ever, is not the case for the B-cell compartment for which aging
has been reported to occur later and in a more gradual fashion,
lacking such profound histological changes (56).

PPARgamma is an enigmatic transcription factor showing
unique expression pattern in both time and space throughout the
body (57). PPARgamma affects both hemopoietic and stromal
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compartments during development and aging. Further dissec-
tion would require to perform, e.g., bone-marrow transplanta-
tion experiments between control and PPARgamma deficient
animals. However, PPARgamma KO animals develop severe
metabolic disorders that hamper such experiments, especially at
elevated ages.

Limitations and Perspectives

We here present the long-term thymus- and T-dependent
immunity-preserving effect of systemic (genetic) loss of
PPARgamma function as observed in PPARgamma deficient
mouse models and in a human rare disease (FPLD3). In
both cases, there are severe metabolic drawbacks (diabetes,
dyslipidemia etc.) due to systemically lacking PPARgamma
activity. However, alternative, thymus tissue-restricted sup-
pression of PPARgamma activity would likely solve the issue.
Of note, as reported previously, overexpression of Wnt4
glycolipoproteins by thymic epithelial cells can efficiently
counteract PPARgamma (31). Also, Wnt4 was described to
travel in extracellular vesicles including exosomes and affect
thymocyte differentiation (58, 59). Hence, it is conceivable
that thymic epithelium-derived, enriched exosomes would
efficiently home to the thymus and deliver their Wnt4 cargo
locally even when administered systemically. This would, in
theory, allow for the natural, tissue-specific, protein-mediated
maintenance of thymic epithelial identity and prevent thymic
senescence from developing.

Although tissue senescence is ultimately inevitable, there
are conditions that accelerate thymic senescence including cer-
tain viral infections, intoxications, irradiation, chemotherapy,
etc. Outcomes include increased incidence of infection, cancer
and autoimmune disorder. In any case, the identification of
molecular level targets for potential intervention is highly
desired. Therefore, molecular level insight into immune senes-
cence has medical, economical, and personal relevance, all at
once.
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