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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AIM: Activation Inducer Molecule (aktivacio indukalé molekula)

CCL: CC kemokin receptor ligand

CD: cluster of differentiation (sejtfelszini markerek)

CREB: cAMP response element binding protein (CAMP valasz elem koto fehérje)
CXCL: CXC kemokin receptor ligand

CyC: Cychrome

DEPC: dietil-pirokarbonat

DN: double negative (kettds negativ)

DP: double positive (kettds pozitiv)

DX: dexamethason

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

FL (1, 2, 3): fluoreszcencia csatornak dramlési citométeren

FTOC: fetal thymic organ culture (fetalis thymus szerv kultura)

GC: glukokortikoszteroid hormon

GCR: GC receptor

GRE: glucocorticoid response element (glukokortikoid valasz elem)

Jnk: Jun kinaz

MHC: major histocompatibility complex (f6 hisztokompatibilitasi antigén)
NFAT: nuclear factor of activated T cells (aktivalt T sejt nuklearis faktor)
NF-kB: nuclear factor kappa B

PCC: pigeon cytochrome C (galamb citokrom c)

PCR: polymerase chain reaction (polimerdz lancreakcio)

PE: phycoerythrin

PFA: paraformaldehid

PHEX: phosphate regulating gene with homologies to endopeptidases on X chromosome (X
kromoszoma endopeptiddzokhoz hasonld foszfat szabdlyozo gén)

PS: foszfatidil-szerin

RT: reverz transzkriptaz

SD: standard deviacid

SP: single positive (egyszeresen pozitiv)

TcR: T-sejt receptor



BEVEZETES

Az immunrendszerben talalhaté 10" lymphocytabol naponta 10° sejt cserélédik ki [1].
Az elsédleges (primer vagy kozponti) nyirokszervekben keletkeznek a limfocitak a limfoid
Ossejtekbol; itt valnak elkotelezetté és itt érnek funkcidképes limfocitakkd (antigén kotd
receptor kialakulasa) [1]. Mig a B-lymphocytak esetében az érési folyamatok a csontveloben
zajlanak, a T-sejtek prekurzorai egy korai stadiumban kivandorolnak a csontvelobdl és a
thymust kolonizaljak, ahol tovabbi proliferacios és differenciacios 1épéseken keresztiil érett T

sejtekké alakulnak [1].

1. A T-sejt differencialodas lépései

A T-lymphocyta eldalakok a ko6zos lymphoid Jssejtbdl differencidlodnak a
csontvel6ben, ahonnan a thymusba vandorolnak [2]. A korai T-sejt progenitorok CD117-t (c-
kit), CD43-t (leukoszialin), integrineket CD11a-t, CD11b-t, CD29-t, CD49f-t, és CD44-t
expresszalnak [3]. A T-sejt iranyu elkotelezédést a Notch-1 receptor jelatvitel iranyitja [4]. A
thymusba valé homingban kozponti szerepet jatszik a CD44 molekula, amelynek két
izoformajat irtak le [3]. A ,,v”’ izoforma a korai T-sejt prekurzorokon expresszalodik, mig az
,,s” izoforma inkabb az érett lymphocytakon taldlhaté meg [3]. Anti-CD44,v” antitest
kezeléssel gatolhatd volt a prekurzorok migracidja a thymusba [3]. Tehat a T-sejt
prekurzorokat a CD44 ,,v” izoformaja iranyitja a thymusba.

A T sejt progenitoroknak a nem hemopoetikus eredetii stroma sejtek (mesenchimalis
fibroblastok illetve thymus epithel sejtek) biztositanak megfeleldé mikrokornyezetet
fejlodésiikhéz [5] (1. abra). A T sejt eldalakok thymusban torténd vandorlasuk soran
kiilonbdzé mikrokdrnyezetbe keriilnek, amely megfeleld jeleket biztosit a differencidcid
tovabbi lépéseihez [5] (1. dbra). Thymus hianyaban (emberben DiGeorge szindroma, egérben
,hude” fenotipus) nem fejlédnek ki T-sejtek, ami a cellularis immunitasban okoz sulyos
zavarokat. [1]. Erdekes azonban, hogy nude egérben IL-7 kezelést kovetden helyreall a T-sejt
képzés, ami arra utal, hogy megfelelé korilmények kozott extrathymikusan is lezajlik T-sejt

érés [1].



A differenciaciot kiilonbozo sejtfelszini molekulak (CD25, CD44, CD4, CDS8)
megjelenésével illetve eltlinésével jellemezhetjilk [2]. A korai T sejt elalakok a T sejt
receptor (TcR) géneket még csiravonal (,,germ-line”) allapotban tartalmazzdk, igy nem
képesek antigén felismerd receptor kifejezésére. A T-sejt érés jol definidlt lépéseken
keresztiil torténik [2., 6.] (2. dbra), aminek eredményeképp az éretlen, TCR -, kettds negativ
(DN - CD4-/CD8-) sejtekbdl szigortian szabalyozott folyamatok soran érett, TCR-t
expresszald, egyszeresen pozitiv (CD4 SP vagy CD8 SP) sejtek keletkeznek, melyek képesek
a sajat és nem sajat antigének elkiilonitésére [1]. A thymocytak random szomatikus
génatrendezOodéssel alakitjak ki az antigén kotésére alkalmas T sejt receptort (TcR) [1]. Ezek
az un. DP sejtek az afTcR megjelenése mellett mar CD3, CD4 ¢és CD8 molekuldkat is
expresszalnak (2. 4bra) [1]. A CD4 illetve CD8 SP iranyu elkotelez6dést a TcR MHC
specificitasa hatarozza meg (,,instrukciés modell”) [7], de ebben is szerepet jatszhat a Notch-1
receptor szignalizacio [4].

A differenciacio mellett a thymusban jelentds sejt proliferacio is zajlik [1], amelyet a
thymusban termelédd citokinek komplex mintazata szabalyoz. A DN thymocytdk
proliferaciojaban kdzponti szerepet jatszik a stroma sejtek altal termelt 1L-7 [8] és SCF [9].
Anti-IL-7 antitest kezelés utan [10], illetve IL-7 receptor deficiens egerekben csékkent
thymocyta szamot irtak le [11]. SCF -/- illetve c-kit -/- egerekben szintén jelent6sen csokkent
a thymusban a sejtek szama [9]. A proliferacié iranyitasdban a CD25 (IL-2 receptor a—lanc)
is fontos szerepet jatszik [12]. Szintén proliferaciot serkent6 hatast az IL-12 [13], mig a TNF-

o-nak gatlo szerepet tulajdonitanak [14].
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2.abra A thymocytak érési stadiumai. DN: double negative (= CD4-, CD8- kettés negativ
thymocytak); DP: double positive (= CD4+, CD8+ kettds pozitiv thymocytak); SP: single
positive (= CD4 vagy CD8 egyszeresen pozitiv thymocytak); TcR: T cell receptor (T-sejt

receptor) (Sebzda és munkatarsai nyoman [6.])



2. Szelekcios folyamatok a thymusban

A koztes érési stadiumot képviseld kettds pozitiv sejtek (DP - CD4+ és CD8+)
szelekcios 1épéseken esnek at [15]. A thymus kérgi részében foleg epithel sejteken, a cortico-
medullaris hataron pedig makrofigokon ¢és dendritikus sejteken nagy stirliségben
expresszalddnak MHC-I és —II molekulak, melyek kulcsszerepet toltenek be a DP thymocytak
szelekciojaban [16]. Erdekes, hogy a szelekciés folyamatokban a TcR-en keresztiil érkezé
szignal egyes esetekben pozitiv szelekciot okoz, azaz a sejt tulél, mas esetekben viszont
apoptosist indukal. Ennek magyarazatara két elmélet van: a kvalitativ / peptid modell [17] és a
kvantitativ / aviditds modell [18]. A kvalitativ elmélet szerint a pozitiv vagy negativ
szelekcidt az MHC molekuldn prezentalt peptid fragmens donti el, amellyel a DP sejt
kapcsolatba keriil. Bizonyos peptidek pozitiv szelekcios jelet, mig masok negativ jelet
adnanak a sejteknek [17]. A jelenleg elfogadottabb, kvantitativ elmélet szerint a TcR MHC-
peptid kdlcsonhatas affinitdsa hatarozza meg a szelekci6 iranyat [18]. Eszerint a sajat MHC-
hez kapcsolédni nem képes, jelatvitelre nem alkalmas TcR-t expresszalo thymocytdk
elpusztulnak (,,death by neglect”), a nagy affinitast, potencidlisan autoreaktiv TcR-t
expresszald thymocytak szintén kiszelektdlodnak (negativ szelekcid) €és csak az alacsony-

kozepes affinitasu TcR-t hordozo thymocytak élnek tal (pozitiv szelekcio) [18] (3. abra).
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3. abra A thymocytak szelekcidja (kvantitativ modell). Az MHC + peptid fragmensekkel
nagy affinitdssal reagdlé thymocytak negativan szelektdlodnak (fels6 nyil). A kdzepes
affinitassal kapcsolddé DP thymocytak tulélnek (k6z€psd nyil), pozitivan szelektdlodnak, mig
a sajat MHC molekuldakkal kapcsolédni nem képes thymocytdk elpusztulnak (,,death by
neglect) (alsé nyil).



Kimutattak, hogy a pozitiv szelekcion atesé sejteken a TcR jelatvitel féleg NFAT és
Erk aktivaciot okoz, mig negativ szelekcid esetén Erk, p38 és Jnk aktivacid torténik [15] (4.
abra). Arra nézve azonban csak feltevések vannak, hogy mi iranyitja a jelatvitelt egyik vagy
masik Utra. Szdmos adat mutat arra, hogy enneck a szabalyozasdban a LAT fehérje

foszforilaltsagi foka kulcsszerepet tolthet be [15] (4. abra).

A. Positive B. Negative

4. abra Pozitiv illetve negativ szelekcios jelatviteli utak thymocytdkban. A: Pozitiv szelekcio:
a kozepes, alacsony erdsségli TcR szigndl (kis affinitasti ligand ko6tddése) parcidlis LAT
foszforilacio révén Ca"" bearamlast, majd NFAT, illetve tartos alacsony szintii Erk aktivaciot
okoz, ami pozitiv szelekciot eredményez. B: Negativ szelekcio: az erds TcR jel (nagy
affinitasu ligand kotddése) teljes LAT foszforilacidt okoz, ami Jnk, p38 illetve dtmeneti erds
Erk aktivaciohoz vezet, ami végsd soron negativ szelekciot, vagyis apoptosist okoz. (in Starr

et al.: Positive and negative selection of T cells. Annu Rev Immunol. 2003; 21: 139-76. [15])



A pozitiv szelekcio egyik korai jele a CD69 expresszio fokozodasa a DP sejteken [19,
20]. A CD69 vagy AIM (Activation Inducer Molecule) egy 24 kD nagysagu diszulfid hiddal
Osszekapcsolt dimer molekula, amely a C-tipusu lektinek csaladjaba tartozik [21]. Bar a
molekula fiziologias ligandja eddig ismeretlen, a CD69 molekula stimulacioja Ca?* szint
emelkedést [22], citokin és citokin receptor expresszido fokozodast [23], a c-myc és c-jun
proto-onkogének expresszid fokozddasat [24] és proliferaciot eredményez [25]. CD69 -/-
egerekben normalis haemopoetikus aktivitast irtak le. A CD69 molekula hianyaban
kismértékli B-sejt differenciacio eltérés mellett, normalis a T-sejt érés és a periférias T-sejt
aktivitas [26].

A differenciacios és szelekcios 1épések eredményeképp, végiil a perifériara csak a sajat
MHC-t felismerd, de nem autoreaktiv T-sejtek keriilhetnek (,,thymic education”). A
szelekcids folyamatok soran a naponta Ujonnan keletkezett thymocytak koriilbeliil 98 %-a

elpusztul [1].

3. Humoralis szabalyozo tényezok a thymocyta differenciacioban

Amellett, hogy a thymocytak érésiik soran folyamatosan sejt-sejt interakcidban vannak
a thymus stromajat alkotd elemekkel, a helyileg termelddo kiilonb6z6 humoralis tényezdknek
is fontos szabalyozo szerepiik van [27]. A citokinek proliferaciot iranyitd szerepét mar az
elé6z6ekben targyaltuk (Id. 1.1 fejezet). A thymocytak migraciojat kemokinek iranyitjak [28].
CXCL9 (MIG), CXCL11 (I-TAC), CXCL12 (SDF-1a) és CCL25 (TECK) termelést mutattak
ki a cortexben, mig CXCL10 (IP-10), CCL19 (ELC / MIP-3B), CCL21 (SLC) és CCL22
(MDC) termelést a medulldban. A thymusban egyéb hormon szerli anyagok is termelddnek,
pl.: thymozinek, prothymozin a, thymulin (FTS-Zn), thymopoietin, thymostimulin (TP-1),
thymic humoral factor (THF) és THF-y2 [27]. Vacchio és munkatarsai 1994-ben kozolték,
hogy egérben a thymus epithel sejtek lokalisan glukokortikoidokat (GC) is termelnek [29] és
felvetették annak a lehetoségét, hogy a GC-k szerepet jatszhatnak a thymocyta szelekcid
szabalyozasaban [29]. A thymus epithel sejtek glukokortikoid termeld képességét késébb mas
munkacsoportok is kimutattak: 1999-ben Pazirandeh és munkatarsai [30] illetve 2000-ben
Lechner és tarsai [31]. Ez utobbi munkacsoportnak késobb sikeriilt csirke thymusban és

bursaban kimutatni a steroid szintézishez sziikséges enzimeket [32].
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4. A glukokortikoid receptor (GCR)

A glukokortikoid receptor (GCR) a szteroid receptor szupercsalad tagja, 3 doménbdl
all: hormonkoétd domén, egy er6sen konzervativ, DNS koté domén és egy kevésbé
konzervativ N-termindlis domén épiti fel [33]. Az inaktiv hormon receptor a citoplazmaban a
hsp90, hsp70 chaperon fehérjékkel és az FKBP52 immunophilin molekulaval alkot komplexet
[34, 35]. Ligand jelenlétében a receptor levalik a hsp-90-r6l és dimereket alkot [36], majd
transzlokalodik a sejtmagba, ahol transzkripcios faktorként specifikus konzervalt palindrom
DNS szekvencidkhoz (GGTACAnnnTGTTCT) GRE-k (,,glukokortikoid response elements”
= glukokortikoid valasz elemek) kotédik [37] (5. abra).
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5. abra A GCR jelatvitel 1épései. A citoplazmatikus GCR, ligand kotése utan levalik a
hsp90-hsp70-FKBP52 komplexrdl, majd homodimereket alkotva a magba transzlokalodik,
ahol GRE-khez kotédve befolyasoljak a transzkripciot.

GRE-ket (6. abra) talaltak sok gén promoter régidja koriil kilonbozé fajokban, példaul a

patkany feniletanolamin-N-metiltranszferaz [38] és béta2-adrenerg receptor génben [39], az
egér tirozin-hidroxilaz [40], parathormon [41], PHEX [42] és bél tipusa Ilb Na-P(i)
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kotranszporter génben [43], valamint a human sgk-1 génben [44], ami magyarazhatja a GC-k

szertedgazo szoveti hatasait.

TGGTTTGGTATCAAATGTTCTIGATCTG
TTTATGGTTACAAACTGTTCTITAAAAQ
CCTTTGGGCACAATGTGTCCTIGAGGGG
CATCTGGGGACCATCTGTTCTITGGCCQ
TTCAGOTGTTCCATCTIGTTCTTGGCCO
GCACCOGGTACACTGTIGTCCTICCCGC

CTCATATGCACAGCGAGTTCTAGTGAQ
TGCTCCOUCTTTCATGATGTCCTIGGCCC 2
TACGCAGGACTTIGTTTGTTCTAGTCT
CTCTGCOTGTACAGGATGTTCTIAGCTAQ

6. abra GRE konszenzus szekvencidk. (MMTV: mouse mammary tumor virus, hGH: human
growth hormon, MSV: murine sarcoma virus, hMT: human metallothionein, TO: tyrosine-
oxidase, TAT: tyrosine-aminotransefrase)

A klasszikus genomikus szteroid hatas [36, 37] mellett az utobbi idében harom nem-
genomikus hatasmechanizmus 1étezését is feltételezik (7. abra) [45], a citoplazmatikus GCR
kolcsonhatasa mas jelatviteli utakkal (pl. Src) [45], nem specifikus membranhatasok [45],
példaul az iontranszport valtozasai a plazma membranon keresztiil [46], illetve felmertilt
membran receptor 1étezésének lehetésége is [45].

Membran GCR-t sikeriilt kimutatni CCRF-CEM (human ALL) sejtvonalban [47], egér
lymphoma sejtekben [48], novényekben [49], illetve legjabban normal periférias
fehérvérsejtekben [50]. Buttgereit és munkatarsai szerint normal egészséges véradok
monocytai és B-sejtjei membran GCR-t hordoznak, és a monocytak mGCR expresszidja LPS
kezelés hatasara fokozodik [50]. A mGCR, hasonloéan a citoplazmatikus GCR-hez, hsp-90 és
hsp-70 fehérjékkel kapcsolodik [51]. Gametchu munkacsoportja korrelaciot talalt a
glukokortikoidok lymphoid sejtekre kifejtett proapoptotikus hatdsai és a sejtek mGCR
expresszioja kozott [52].

Masrészt ismeretes, hogy a hsp-90 a citoplazmaban kapcsolatban van a T-sejt receptor
jelatviteli kaszkad egyes kulcsfehérjéivel, példaul Src kinazokkal (Lck, Fyn) és a Raf-1-el
[53]. Csermely Péter és munkatarsai kimutattak, hogy Jurkat sejtekben anti-CD3 aktivacio
utan geldanamycinnel gatolhat6 a sejtek proliferacios valasza, az IL-2 receptor upregulacioja,
az IL-2 szekrécidja, az Lck, a Fyn és a Raf-1 foszforilacioja, valamint az IL-2 gén
transzkripcidja [53]. A geldanamycin gatolja a hsp-90 és a jelatviteli fehérjék kapcsolodasit,

ami a jelatviteli fehérjék lebomlasahoz, illetve alulfoszforilaltsigdhoz vezet. Elképzelésiik

12



szerint a hsp-90 a TcR jelatvitel egyes fehérjéit megfeleld konformacioban tartja, ha ez a
kapcsolat felbomlik, zavart szenved a TcR jelatvitel [53]. Emellett a hsp-90 direkt szerepe is
felvetodott a T sejt jelatvitelben, mivel a chaperon molekula maga is tartalmaz ITIM
szekvenciakat [53]. Mas szerzok is ramutattak a hsp-90 szerepére a MAPK kaszkadban, a Src
kinazok, a Raf és a MEK aszociacidja révén [54, 55]. Hizdsejtekben dexametasone kezelés

gatolta a Raf-1 jelatviteli utat, a hsp-90 és a Raf-1 kapcsolodasanak megakadalyozasaval [56].

§ Glukokortikoid hormon (GC)
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7. abra A glukokortikoidok hatdsmechanizmusai, klasszikus (genomikus) (I.) és nem
genomikus (I1., 1., IV.) Gtvonalak (Buttgereit és munkatarsai nyoman). A nem genomikus
hatasok létrejohetnek egyrészt membran GCR-en keresztiil (I1.), méasrészt direkt fiziko-kémiai
membranhatasok révén (II1.) illetve a citoplazmatikus GCR ¢és egyéb jelatviteli fehérjék

kolcsonhatasain keresztiil (IV.).
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Az egér GCR gén kb. 110 kilobazis hosszt, 9 exonbol all, az N-terminalis domént a 2-
es exon, a DNS koté cink-ujj domént a 3-as, 4-es exonok, mig a C-terminalis hormonk&td
domént a fennmaradd 5 exon kodolja [57]. Emberben két GCR izoforma van: az o (777
aminosav) ¢s a § (742 aminosav), amik a karboxil végiikon kiillonboznek egymastol [58], de
egérben eddig csak egy izoformat sikeriilt azonositani [59].

A GCR expressziot a GC-k autoregulaljak kiilonb6zo szovetekre jellemz6 modon [60]
vagy magaban a GCR génben talalhato GRE-n keresztiil, vagy mas a GCR gént szabalyozo
transzkripcios faktorok altal (pl. AP-1 [61]). Repressziot irtak le 3T3 sejtvonalban [62],
human IM-9 lymphocytakban ¢s patkany acinus AR42J sejtekben [63], mig serkentést talaltak
egy human leukémias T-sejt vonalban (CEM-C7) [64].

Ujabb adatok rdmutatnak arra, hogy a GCR nem csak klasszikus transzkripcios
faktorként képes egyes gének transzkripcidjat befolyasolni, hanem mas transzkripcios
faktorokkal kolcsonhatasba 1épve komplex szabalyozasi haldézatokban vehet részt ami
magyarazhatja a szerteagazo hatasait [65]. A GCR kolcsonhatasat (,,cross-talk”) irtak le AP-1-
el [66], NF-xB-vel [67], CREB-el [68], STAT3-al [69] illetve STAT5-¢el [70]. Az NF-xB p65
alegységével direkt fehérje-fehérje kapcsolatot mutattak ki a citoplazmaban HeLa illetve F9
egér embrionalis carcindma sejtekben [67]. Az IL-6 altal aktivalt STAT-3
transzaktivald/jelatvivé komplexet alkot a ligand kotott GCR-el és igy IL-6 valasz elemekhez

¢s GRE-hez k6tédnek patkany hepatoma H4IIE illetve Cos-7 sejtekben [69].

5. A glukokortikoidok szerepe a T-sejt differenciacioban, a , kolcsénds antagonizmus

modell ” (,, mutual antagonism theory”)

Tobb mint szaz éve vannak adatok arrol, hogy a glukokortikoidok befolyasoljak a
thymus miikodését. Star a 19. szdzad végén felismerte, hogy mellékvese alulmiikodés
(Addison-kor) emberben thymus hypertrophiahoz vezet [71]. Az 1920-as években patkany
modellben megmutattak, hogy adrenalectomiat kovetden thymus hypertrophia alakul ki, amit
adrenalinnal nem lehetett meggatolni [72, 73], illetve, hogy stressz vagy gyogyszer altal
indukalt thymus atrophia meggatolhato volt adrenalectomiaval [74].

Ashwell és tarsai 1990-ben megjelent kozleményiikben T-sejt hibridomakban és Th
sejtvonalakon leirtak, hogy a glukokortikoszteroidok illetve a TcR-en keresztiili aktivacid
altal indukalt apoptosis in vitro kolcsondsen antagonisztikusak, azaz a glukokortikoidok altal

kivaltott apoptosis a TCR-en keresztiili egyidejii aktivacioval gatolhato [75]. Ugyancsak a
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fenti kutatocsoport 1994-ben kozolte, hogy a thymus epithel sejtek lokalisan
glukokortikoidokat termelnek és feltételezték, hogy ezek parakrin médon szabalyozhatjak a
thymocytak érését [29]. A kdlcsonds antagonizmus modell szerint (,,mutual antagonism
theory”) a GC-k modosithatjadk a TcR-en keresztiil érkez6 szignalt, igy megakadalyozzak a
DP sejtek apoptozisat és pozitiv szelekciot indukalnak [76, 77]. Azok a sejtek, amelyek egy
bizonyos hatarérték alatti ,,er0sségti” (,,subthreshold’) TcR jelet kapnak elpusztulnak ,,death
by neglect” (részben a steroidok altal indukalt apoptosissal), a nagy affinitasi TcR-el
rendelkez6 DP sejtekbe olyan ,erds” TcR szignal érkezik, amit a GC-k nem tudnak
antagonizalni, ez negativ szelekciohoz vezet. Végiil azok a DP sejtek ¢lnek tal (pozitiv
szelekcid), amelyek ,kozepes erdsségii” TcR jelet kapnak GC-k jelenlétében [78]. Tehat mind
a TcR szignal, mind a GC szignal apoptosist okoz, ha azonban egylitt érik a DP sejteket,

taléléshez, pozitiv szelekciohoz vezetnek.

6. GCR-/- egér modellek

Mas kisérletek ugyanakkor azt mutattdk, hogy a glukokortikoid hormon nem vesz
részt a pozitiv szelekcid szabalyozasaban. A Cole és munkatarsai altal el6allitott GCR-/-
egerek [79] thymusaban normalis thymocyta differenciacid zajlik (sem a pozitiv sem a
negativ szelekcioban nem talaltak eltérést a normal vad tipusi egerekhez képest) annak
ellenére, hogy teljesen rezisztensek a GC-k altal indukalt apoptosisra [80]. Ez az adat ugyan
megkérddjelezi a glukokortikoidok thymocyta fejlédésben betoltott szerepét (8. abra) [81], de
az eltéréseket magyarazhatjak a kisérleti rendszerek kozti kiilonbségek. A GCR-/- egerek
¢letképtelenek, sziiletésiik utan néhany oraval elpusztulnak 1égzési clégtelenség miatt [79]
ezért csak ex vivo illetve FTOC (fetal thymus organ culture) kisérleteket lehet veliik végezni
[80]. FTOC-ban in vitro hoznak Iétre fetalis thymusbol szarmazé DN thymocyta és epithel
sejtekbdl allo aggregatumot [82]. Bar 12 nap utan FTOC-ban is kimutathato érett SP sejtek
megjelenése [82], mégis kérdés mennyiben tekintheté ez a thymocyta differenciacio

ekvivalensnek azzal, ami in vivo zajlik normal feln6tt egerekben.
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8. abra Cole és munkatarsai szerint a GC-k nem jatszanak kritikus szerepet a

thymocyta differenciacioban. (in [81])

Masok altal eldéallitott GCR antisense egerekben leirt adatok sok esetben
ellentmondasosak: King ¢s tarsai (Ashwell munkacsoport) altal eléallitott GCR antisense
egérben csokkent thymocyta szamot és DP sejt aranyt talaltak [83]. Sacedon és tarsai ezzel
szemben felndtt GCR antisense egerekben fokozott thymocyta szamot figyelt meg, jelentds
stroma sejt defektusokkal, normalis apoptosis mellett, fetalisan viszont fokozott apoptosist és
részleges differenciacios blokkot irtak le [84]. Morale és tarsai fokozott DP sejt aranyt irtak le
GCR antisense egérben [85]. Az antisense egerekben kapott eredmények ellentmondéasossaga
¢és az a tény, hogy ezekben az allatokban a GCR expresszié egy jelentds része megmarad (kb.
50 %-a a vad tipusnak) megkérddjelezik a modell hasznalhatosagat a GC-k szerepének

vizsgélataban.
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CELKITUZESEK

A glukokortikoidok T sejt fejlédésben betoltott szerepének tisztazasara kétféle modellen
végeztiink kisérleteket: BALB/c és TcR transzgenikus AND beltenyésztett egereken. BALB/c
modellben a GC-k hatasait tudtuk elsésorban tanulmanyozni, a TcR szignal helyettesitésére
pedig anti-CD3 antitest kezelést alkalmaztunk. A TcR transzgenikus modellben viszont
lehetdséglink nyilt a TcR specifikus antigén felhasznaldsdval kozvetleniill a TcR GC

kolcsonhatas vizsgalatara.

BALB/c egér modell:

1. Vizsgaltuk, hogy a nagy ¢és kis dozist szintetikus GC (dexamethason — DX) kezelés
hogyan moddositja a thymocyta alcsoportok megoszlasat és gatolhato-e ez GC

antagonista elokezeléssel?

2. Befolyasolja-e az anti-CD3 antitest kezeléssel kivaltott TcR aktivaciot a nagy, illetve a

kis dézisu GC kezelés, kivalthatd-e igy a DP thymocytak fokozott pozitiv szelekcioja?

3. A thymocyta alcsoportok citoplazmatikus GCR- és GCR mRNS expresszidjanak
jellemzése és valtozasainak kovetése nagy, illetve kis dozisa szintetikus GC kezelés

hatasara GC antagonista elokezelés utan vagy nélkiil.

4. A szintetikus GC ill. GC antagonista hatas idofliggésének vizsgalata GCR mRNS ill.

protein expresszio szintjén.

TcR transzgenikus egér (AND) modell:

1. Az antigén ill. GC kezelés hatasainak vizsgalata a thymocyta dsszetételre valamint

a pozitiv és negativ szelekciora.

2. A fenti kezelés hogyan befolyasolja a transzgént hordozé VB3 TcR sejtek aranyat

az egyes thymocyta alcsoportokon beliil?

3. Hogyan befolyasolja a GC, illetve antigén hatas a thymocytak apoptosisat?
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ANYAGOK ES MODSZEREK
1. Egerek

3-4 hetes (10-15 g-os) BALBI/c illetve AND TcR VB3Vall galamb citokrom C
(pigeon cytochrome C — PCC) transzgenikus egértorzseket [86] hasznaltunk kisérleteinkben.
A transzgenikus egerekben a PCC specifikus TcR-t hordozo T-sejtek I-EX (MHC-II)
molekulan prezentalt peptideket képesek felismerni. Az egereket SPF koriilmények kozott
tenyesztettiik. A kiilonféle kezeléseket kovetden az allatokat gyors dekapitacioval o6ltiik le. Az

allatkisérleteket a PTE allatkisérleti szabalyainak megfeleléen végeztiik.

2. Vegyszerek és pufferek

GC hormon analégnak Dexamethasont (DX) (Oradexon, Organon) (4 mg/ml
torzsoldat) hasznaltunk, amely az Organontdl (N.V. Organon Oss Holland) szarmazott. Az
RU 486-ot (Mifepristone) (10mg/ml t6érzsoldat etanolban) és a galamb citokréom C-t (PCC)
(10 mg/ml torzsoldat) a Sigmatol szereztikk be. RNS izolalashoz Tri Reagenst (Sigma) és
glikogént (Sigma), a genomikus DNS emésztésére Deoxyribonuclease I-t (Sigma)
hasznaltunk. A reverz transzkripciot M-MLV RT, RNase H (-) pont mutans enzimmel
(Promega) vagy SuperScript Il RNase H (-) reverz transzkriptazzal (Invitrogen),
oligothymidylic acid (Sigma) és RNaseOut recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen)
jelenlétében végeztiik. A real-time PCR reakciokhoz Light-Cycler — Fast Start DNA Master
SYBR Green | kitet (Roche) hasznaltuk. A sejteket foszfat pufferolt sdoldatban (PBS) mostuk
és tartottuk felhasznalasukig. A sejtfelszini jeloléseket 0.1 % NaNz és 0.1 % BSA tartalmu
jelold pufferben, az intracelluléris jeloléseket pedig 0.1 % szaponin, 0.1 % NaN3 és 0.1 %
BSA tartalmu (szaponin puffer) pufferekben végeztiik. Az Annexin V jeloléshez Annexin
jelolé puffert (10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM NacCl és 2.5 mM CaCl,) hasznaltunk.
Intracellularis jelolést megel6zéen a sejteket 4 %-os paraformaldehidben (PFA) fixaltuk. A

sejteket a jelolések utan 500 pl 0.1 %-0s PFA tartalmu PBS-ben vettiik fel.
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3. Monoklonalis antitestek

Phycoerythrin (PE) konjugalt patkany anti-egér CD4 (H 129.19 kloén, BD Pharmingen,
CA), CyChrome (CyC) konjugalt patkany anti-egér CD8 (53-6.7 klon, BD Pharmingen, CA),
FITC konjugalt patkany anti-egér CDS8 o (IBL-3/25 klon) [87], FITC konjugalt horcsog anti-
egér CD69 (HIL.2F3, Serotec), PE konjugalt horcsog anti-egér VB3 TcR (KJ25 klon, BD
Pharmingen, CA), FITC konjugalt egér anti-GCR (5E4 klon) [88], horcsdg anti-egér CD3
(145.2C11 klon). A korai apoptotikus sejteket AnnexinV-FITC (Pharmingen) jeloléssel

azonositottuk.

4. Egerek oltasa és thymocyta prepardlas

BALB/c egereket alacsony (1 mg / ttkg) ill. magas dézisu (10 mg / ttkg) DX-al
oltottunk 100 pl PBS-ben i.p., majd azt 24 6ra mulva megismételtiik. A thymusokat a
masodik oltas utan 24 oraval izolaltuk. A DX hatas idofuiggésének vizsgalatakor egyszer
oltottunk magas dozisu DX-al az egereket, majd ezt kovetden kiilonbdzé idépontokban 6ltiik
le az allatokat. A GC hatas gatlasara RU 486 elékezelést alkalmaztunk (1 mg / ttkg, 100 ul
szezamolajban oldva, i.p.) 2 6raval a DX beadasa el6tt. Az anti-CD3 antitestet 50 pg / allat
dozisban, 100 pl PBS-ben i.v. adtuk.

AND egereket PCC-vel (40 pg / allat, 100 ul PBS-ben), magas vagy alacsony dézisu
DX-al illetve a PCC és alacsony dozisi DX kombinaciojaval oltottunk i.p., majd 24 6ra malva
megismételtiik a kezelést. Kontrolként csak PBS-el oltott allatokat hasznaltunk.

Az allatok thymusat eltavolitds utdn PBS-ben homogenizéaltuk, majd mostuk,
szortolashoz 107, aramldsi citometriara 10°, AnnexinV jelslésre pedig 5x10° sejt / minta

sejtszdmot allitottunk be.

5. Sejtfelszini és intracellularis fluoreszcens jelolés

Haromszoros jeloléseket hasznaltunk a thymocytdk CD4, CD8, CD69 vagy CD4,
CD8, VB3 vagy CD4, CD8, AnnexinV vagy CD4, CD8 ¢s GCR molekuldk expresszidjanak
parhuzamos aramlési citometrias detektalasara. A sejtfelszini molekuldk jeloléséhez 10° sejtet
inkubdltunk jelold pufferben a megfeleld antitest kombinacidokkal 30 percig, 100 ul jelold
pufferben, majd kétszer mostuk a mintakat PBS-ben és végiil 500 ul 0.1 %-0s PFA, PBS-ben
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vettilk fel. A citoplazmatikus GCR jeloléshez a mintdkat 20 perc 4 %-os PFA fixalast
kdvetden szaponin pufferben mostuk kétszer, majd 30 percig inkubaltuk antitest jelenlétében
100 pl szaponin pufferben, ezutan kétszer mostuk szaponin pufferben, egyszer pedig PBS-
ben, végiil pedig 500 ul 0.1 %-0s PFA, PBS-ben vettiik fel. Az AnnexinV jeloléshez a
mintakat 15 percig inkubaltuk szobahén AnnexinV-FITC-el 100 ul Annexin kot6 pufferben,

majd 400 pl Annexin kotd pufferrel felhigitottuk és azonnal lemértiik aramlasi citométeren.

6. Aramldsi citometria és sejtszepardlds (FACS)

A mintakat FACS Calibur dramlési citométeren (Becton Dickinson, San Jose, CA)
mértiik, a Cell Quest Software segitségével. A thymocytakat nagysag €s granularitas alapjan
kapuztuk, a kezeletlen thymocytak kapujat hasznaltuk az Osszes minta analiziséhez. A
thymocyta szubpopulacidkat CD4 és CDS8 fluoreszcens jeliikk alapjan hatdroztuk meg. Az
egyes alcsoportok CD69-FITC, VB3-PE, GCR-FITC vagy AnnexinV-FITC fluoreszcencia
értékeit fluoreszcens hisztogrammokon 4brazoltuk, majd az atlag fluoreszcencia
intenzitasokat hasonlitottuk 0Ossze, illetve a pozitivan jelolt sejtek szdzalékos aranyat
vizsgaltuk. A thymocyta alcsoportok szétvalasztasat FACS Vantage SE (Becton Dickinson,
San Jose, CA) berendezéssel végeztiik a Cell Quest Pro software segitségével. A sejteket CD4
/| CD8 fluoreszcens jeliik alapjan (FL2-FL3 csatornan mért fluoreszcencia) alapjan

szeparaltuk, igy 90 % feletti tisztasagia DN, DP, CD4 ill. CD8 SP sejtcsoportokat nyertiink.

7. RNS izolalas és reverz transzkripcio

Teljes thymocyta mintdk esetén 107 sejtbdl, szortolt mintak esetén pedig 5 x 10°
sejtbol izolaltunk total RNS-t Tri Reagens-el a gyartd utasitasai szerint. Roviden a sejteket Tri
Reagensben lizaltuk, majd 1-bromo-3-kloro-propan hozzaadasa utan elvalasztottuk a mintak
fehérje, DNS és RNS frakcioit. Az RNS frakci6 (vizes fazis) leszivasa utan tovabbi kicsapasi
(izopropanol, 70 % etanol) Iépésekben tisztitottuk az RNS-t. Az alacsonyabb sejtszdmu
szortolt mintak esetén 10 pg glikogén hozzdadasaval tovabb fokoztuk az RNS kicsapddasat.
spektrofotometrids tton (260 ill. 280 nm-en mért fényelnyelés alapjan) ellendriztiik. 1 pg

RNS-bd1 végeztiink reverz- transzkripciot 0.5 pg oligo(dT)1s, M-MLV RT 1 X reakci6 puffer,
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1 mM minden dNTP, 40 egység RNase Inhibitor és 1 egység M-MLV RT enzim (Promega)

vagy SuperScript II reverz transzkriptaz (Invitrogen) jelenlétében.

8. Real-time PCR

A cDNS mintakbol real-time PCR-t végeztiink f—aktin (forward: 5’-ATC ATG TTT
GAG ACC TTC AAC AC-3’, reverz: 5’-TCT GCG CAAGTT AGG TTT TGT C-3°, termék
mérete 825 bp, Tm: 57 °C) és egér GCR (forward: 5’-TGG TGT GCT CCG ATG A-3°,
reverz: 5’-AGG GTA GGG GTA AGC-3’, termék mérete: 328 bp, Tm: 60 °C) primerekkel
Roche Light Cycler késziiléken LightCycler — Fast Start DNA Master SYBR Green | Kit-el.
A reakciokeverék (20 ul / kapillaris cs6) 4 mM MgCl,-t, 0.5 uM primert, 1 pul cDNS-t és 2 ul
LightCycler - Fast Start DNA Master SYBR Green |-t tartalmazott DEPC vizben. A SYBR
green fluoreszcenciat az aktin primer esetében 87 °C-on, GCR primer esetén pedig 82 °C-on
mértilk a 35 ciklus hosszsagu reakciok soran. A reakciok specificitasat olvadasi gorbe
analizissel (patkdny-egér aktin olvadasi hdmérséklet: 89 °C, GCR olvadasi hdmérséklet: 84
°C) ill. gélelektroforézissel ellendriztilk. Mindkét primerrel relativ kvantifikacidt végeztiink:
eloszor higitasi sor segitségével kiszamoltuk a reakcidk hatékonysdgat, majd a gorbék x-
tengelyre extrapolalt metszési pontjait Gsszehasonlitva kiszamoltuk a CDNS-ek relativ

koncentracioit, amit az aktin cDNS koncentracié értékekkel korrigaltunk.

9. Statisztikai analizis

A kiilonbozo kezelések hatasainak szignifikanciajat Student-féle t-probaval

hasonlitottuk 6ssze. P <0.05 értéket tekintettiik szignifikdnsnak.

21



EREDMENYEK

BALB/c modell

1. DX, anti-CD3 illetve RU 486 kezelés hatisa BALB/C egerek thymusdanak sejtes

osszetételere

3-4 hetes BALB/c egerek thymusaban a thymocytak tipikus megoszlasa: 2-3 % DN,
70-80 % DP, 8-15 % CD4 SP és 4-5 % CDS SP sejt, azaz az éretlen, atmeneti érési stadiumot
képviselé DP thymocytdk jelentds tulstlya figyelhetd meg az érett sejtekhez viszonyitva.
Mivel az érett SP sejtek és az éretlen DP sejtek aranya jol jellemzi a thymusban zajlo T-sejt
differenciaciot, ezért megvizsgaltuk az érett (CD4 SP és CD8 SP sejtek) valamint az éretlen
(DP) sejtek aranyanak valtozasait (9. abra). Egyszeri anti-CD3 kezelés, és kombinalt anti-
CD3 + alacsony dozisu DX kezelések hatasara szignifikansan nétt az érett — éretlen sejtek
aranya (mindkét esetben koriilbeliil 0.3) (9. abra), mig alacsony dézisi DX kezelés

onmagaban nem befolyasolta ezt az aranyt (0.2) a kontrolhoz viszonyitva (0.21) (9. abra).

a-CD3+DX — *

a-cD3 |

0 0,1 0,2 0,3 0,4
Erett SP / éretlen DP sejtek aranya

9. abra Erett (SP) és éretlen (DP) thymocyta arany valtozasai egyszeri DX, anti-CD3

vagy kombinalt kezelések hatasara.

Mivel az egyszeri kezelések csak Kismértékii valtozasokat okoztak a thymocytak
Osszetételében, megvizsgaltuk az ismételt DX kezelések hatasat is. A DP sejtarany
szignifikansan csokkent ismételt alacsony illetve magas dozist DX kezelésre (18 % illetve 3

%-ra) a kontrolhoz viszonyitva (79 %) (10. abra). Az érett CD4 SP és CD8 SP sejtek aranya
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viszont fokozdodott mind alacsony, mind magas dozisi DX hatasara (CD4 SP 53 % illetve 43
%; CD8 SP: 24 % illetve 48 %) a kontrolhoz képest (CD4 SP: 15 %; CD8 SP: 3 %) (10. abra).

A DN sejtek aranya nem valtozott a DX kezelések hatésara (10. 4bra).

Kontrol

DX kis

115%

79%

53% 18%

Anti- -
nti-CD4-PE >

DX nagy

3%

anti-CD8-CyC

10. abra. Thymocyta populaciok valtozasai BALB/c egérben ismételt nagy illetve kis dozist

DX kezelések hatasara. A flow citometrids abran egy reprezentativ kisérlet adatait tiintettiik

fel. A thymocyta alcsoportokat anti-CD4-PE és anti-CD8-CyC jelolés utan aramlasi

citométeren kiilonitettiik el egymastol.

Ezek utan vizsgaltuk, hogy egy GC antagonistaval (RU 486) gatolhatok-e a thymus

Osszetételének DX indukalt valtozasai. RU 486 eclékezelés nem gatolta a thymocyta

alcsoportok aranyaiban DX kezelések hatasara kialakuld valtozasokat (11. abra), és az RU

486 kezelés 6nmagaban nem okozott a thymocyta ardnyban eltérést (11. bra).

100% -

75% -

50% ~

25%

0%

11. abra Thymocyta Osszetétel valtozasai ismételt kis illetve nagy dozistu DX,

RU486 vagy kombinalt kezelésre BALB/c egérben. Az oszlopok a thymocytak

ktrl

DX kis DXnagy RU486 RU+DX
nagy

OcCDs8 sP
BCD4 SP
BEDP
ODN

szazalékos Osszetételét jelzik aramlési citometrias analizis utan.
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A fenti adatokbol kiszamolva az érett SP / éretlen DP aranyokat, a kontrollban
tapasztalt 0.27-r61 ismételt kis illetve nagy dozisi DX kezelés hatasara szignifikans
novekedést talaltunk (4.28-ra, ill. 30.34-re) az egyszeri DX oltasokhoz viszonyitva (9. abra),
ami nem volt gatolhatd RU 486-al. Az RU486 kezelés tnmagaban nem valtoztatta meg a

thymus Osszetételét.

2. A CD69 expresszio valtozasai

A CD69 expresszid fokozodasa a DP és CD4 SP sejteken a pozitiv szelekcid egyik
jellemz6 markere [19, 20]. Ezért megvizsgaltuk a kis dozisi DX, anti-CD3 és kombinalt
kezelés hatédsait a thymocytak CD69 expresszidjara (12. abra). A CD69 pozitiv DP sejtek
szdma szignifikansan nétt mind anti-CD3 (2.5 x 10°%-al tobb CD69+ DP sejt, mint a
kontrollban), mind kombinalt anti-CD3 és DX kezelésre (2.5 x 10°%-al t5bb CD69+ DP seit,
mint a kontrollban) (12. abra). A CD69 pozitiv CD4 SP sejtszamot az anti-CD3 kezelés
dnmagaban is fokozta (2.5 x 10°al tébb CD69+ DP sejt, mint a kontrollban), a kombinalt
anti-CD3 és DX kezelés pedig még tovabbi ndvekedést okozott (5 x 10%-al tobb CD69+ CD4
SP sejt, mint a kontrollban) (11. abra). A DX kezelés 6nmagaban jelentésen csokkentette a
CD69 pozitiv DP (5 x 10°-al kevesebb CD69+ DP sejt, mint a kontrollban) illetve CD4 SP (3
x 10°-al kevesebb CD69+ CD4 SP sejt, mint a kontrollban) sejtek szamat (12. abra).

I DN
5 I DP
4] [ 1CD4
3 [ 1CDS8

CD69 + sejtszam (xlOG)

12. abra A CD69 + sejtszam valtozasai az egyes thymocyta alcsoportokban. Az abran
a kontrol, kezeletlen allatok CD69 + sejtszamat vettiik nullanak, a kezelések hatasait

ehhez viszonyitottuk.
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Ezek az adatok arra utalnak, hogy az anti-CD3 6nmagaban és DX-al kombinalva is pozitiv

szelekciot valtott ki BALB/c egérben, a DX Onmagaban viszont nem fokozta a pozitiv

szelekciot..
3. Anti-CD3 illetve DX kivaltotta apoptozis vizsgdlata

A thymocytak érésében és szelekcidjaban kulcsszerepet jatszik az apoptdzis [1].
Ismert, hogy a DX kezelés illetve a TcR-CD3 komplexen keresztiil kivaltott jelatvitel is
apoptozist valthat ki T sejt hibridomakban [75] illetve thymocytakban [76]. A programozott
sejthalal egyik nagyon korai eseménye a sejtmembranban a foszfatidil-szerin (PS)
molekulaknak a belsé lipid rétegbdl a kiilsébe vald transzlokacidja [89]. A kiilsé lipid
rétegben megjelené PS molekuldkat AnnexinV-el lehet kimutatni [90], ezért a Kkorali
apoptotikus sejteket AnnexinV jel6lés utan aramlési citométeren detektaltuk. DX vagy anti-
CD3 kezelés hatasara nétt a korai apoptotikus sejtek aranya (21.5 illetve 18.1 %-ra) a
kontrolhoz képest (9 %), mig a kombinalt kezelésre nem valtozott szignifikdnsan a korai

apoptotikus sejtarany (10.7 %) (13. abra).

= N N
)] o [4)]
L L ,

(AnnexinV +)
=
o

Korai apo ptotikus sejtek %

| I I I
0 T T T 1
DX aCD3

ktrl DX+aCD3

13. abra A Korai apototikus sejtek aranyanak valtozasai BALB/c thymusban DX, anti CD3

vagy kombinalt kezelésekre. Az oszlopok az AnnexinV pozitiv sejtek szdzalékos aranyat

mutatjak.
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Tehat a CD3 molekulan keresztiil érkezd, illetve a GC jelek dnmagukban fokoztak a korai

apoptotikus sejtek szamat in vivo, egylittesen azonban a thymocytak tulélését eredményezték.
4. A thymocyta alcsoportok GCR expresszioja

Mivel irodalmi adatok felvetették, hogy a thymocytak eltéré szinten expresszaljak a
GCR-t, mint a periféras T-sejtek [91], illetve hogy az egyes thymocyta alcsoportok eltéré GC
érzékenységet mutattak [92], megvizsgaltuk a thymocytdk GCR expresszidjat fehérje és
MRNS szinten.

A thymocyta alcsoportok citoplazmatikus GCR fehérje szintjét aramlasi citométeren
jellemeztiik (14. A, B abra). DP sejtekben mértiik a legalacsonyabb GCR expressziot, ezeket
kovették a CD4 SP, CD8 SP és DN sejtek (14. C abra).

A B

>

I

Ha- \

3 i "\-.-- \
\

anti-CD4-PE

anti-CD8-CyC anti-GCR-FITC

C

C D8+
C D4+
DP

DN

cﬁop Ia120maﬁf<ous éOCR (?I?Jo ressozceneaqa in7t%nzit?élos)
14, abra BALB/c thymocyta alcsoportok citoplazmatikus GCR fehérje expresszioja.
A thymocyta alcsoportokat anti-CD4-PE és anti-CD8-CyC sejtfelszini jelolés
segitségével FL2-FL3 dot-ploton kiilonitettiik el (A), majd az egyes csoportok
intracellularis GCR-FITC jelol6dését hisztogrammokon analizaltuk (B). GCR

expresszio (fluoreszcencia intenzitas) a kiilonb6z6 thymocyta csoportokban (C).
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Az egyes thymocyta alcsoportok GCR mRNS expresszidjat a sejtek szepardldsa utan
real-time PCR-el jellemeztiik. DP thymocytakban talaltuk a legalacsonyabb a GCR mRNS
szintet, a CD4 sejtekben kétszeres, a CD8 SP sejtekben koriilbeliil négyszeres, a DN sejtekben
pedig 5.5-szeres GCR mRNS szintet mértiink a DP sejtekéhez viszonyitva (15. abra). A GCR

mRNS szint valtozasokat a mintdk aktin expresszid szintj¢hez korrigaltuk.

GCR mRNS

CD4 CD8

15. abra BALB/c thymocyta alcsoportok GCR mRNS expresszidja. Az oszlopok a

relativ kvantifikalas utani real-time PCR értékeket mutatjak.

A flow citometriaval mért citoplazmatikus GCR fehérje szintek és a real-time PCR-al
kapott GCR mRNS szintek jol korrelaltak (lasd 14. C és 15. abrak). Erdekes modon a DP
sejtek mutattdk a legalacsonyabb GCR expressziot, holott ez a thymocyta alcsoport a
legérzékenyebb a GC hatasokra. Ennek pontos oka, illetve jelentdsége egyelére nem

ismeretes.
5. A DX kezelés hatasa a GCR expressziora

A tovabbiakban vizsgaltuk a GCR expresszid iddbeni valtozasait egyszeri, nagy
dozisu DX kezelést koveten. 4-8 oraval a DX beadasat kovetéen a GCR mRNS szint 4-5-

szor0s emelkedést mutatott, ezutdn viszont fokozatos csokkenés kovetkezett be 24 oraig,

amikorra a GCR mRNS szint a kezdeti érték 40-50 %-ra esett (16. A abra). Parhuzamosan
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vizsgaltuk a citoplazmatikus GCR szint valtozasait is aramlasi citométeren. A GCR fehérje
szint kb. 8 6rés latenciaval kovette a GCR mRNS szint valtozasait (16. D 4bra). RU 486 (GC
antagonista) elokezeléssel nem lehetett a GCR mRNS (16. B édbra) illetve fehérje szint (16. E

abra) valtozasait gatolni. Az RU 486 dnmagaban adva nem okozott szignifikans valtozast a

GCR expresszioban (16. C, F abra).

DX RU486+DX RU486
a A | B C
Z5' 5 . 51
o 41 + 4] e 4+
g 3 3] 3
62- f } { 2 24 {l
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16. abra A GCR mRNS (A, B, C) illetve fehérje (D, E, F) expresszidé valtozasai egyszeri
nagy dozisu DX kezelést kovetden. A, D: DX kezelés, B, E: RU 486 + DX kezelés C, F: RU
486 kezelés. Az A, B, C abra részeken az adatpontok a real-time PCR relativ kvantifikalas

utani értékeit jelentik, a D, E és F 4bra részeken pedig az atlagos fluoreszcencia intenzitas

valtozast tiintettiik fel a kontrollhoz viszonyitva.
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Ezutan vizsgéltuk az egyes thymocyta alcsoportokban a GCR mRNS expresszio
valtozasat kis vagy nagy dozisu DX kezelés utan egy nappal (17. abra). A GCR mRNS szint
DN sejtekben 73 % illetve 81 %-al (17. A abra), CD4 SP sejtekben 67 % illetve 74 %-al (17.
C. abra), mig CD8 SP sejtekben 88 % illetve 93 %-al csokkent (17. D abra), DP sejtekben
viszont valtozatlan maradt (17. B abra). GCR mRNS szinten nem talaltunk kiilonbséget a
nagy illetve kis dozisu DX kezelések hatasai kozott.

7 -
6 A B
5
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g 4 2 4
x 3 £ 3
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O
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0 kontol DX nagy ¢ kantrol DX kis DX nagy
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r =
6 C 3 D
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g 3 QEC X
O 2] g 2
1 1
. o} -
0 ko ntrol DXkis DX ragy kotrd DXkis DX nagy

17. abra Az egyes thymocyta alcsoportok GCR mRNS szint valtozasai nagy illetve kis
dozisu DX kezelés utan egy nappal. A: DN, B: DP, C: CD4 SP, D: CD8 SP. Az
oszlopok a real-time PCR eredmények relativ kvantifikacioja utan kapott adatokat

reprezentaljak.

A GCR mRNS szint valtozasi mellett megvizsgaltuk a thymocyta alcsoportok
citoplazmatikus GCR fehérje szintjének valtozasait is, anti-GCR-FITC antitesttel végzett
intracellularis jelo1és utan aramlasi citométeren (18. abra). Kis illetve nagy dozisi DX kezelés
hataséara szignifikans citoplazmatikus GCR szint csokkenést tapasztaltunk DN, CD4 SP és
CD8 SP sejtekben (18. abra), nem valtozott azonban a DP sejtek GCR szintje (18. abra). A
nagy dozisa DX kezelés fehérje szinten nagyobb mértékii GCR szint csdokkenést okozott, mint

az alacsony dozist DX (18. abra).
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18. abra A thymocyta alcsoportok citoplazmatikus GCR szint valtozasai kis illetve
nagy dozisu DX kezelésre. Az oszlopok a GCR FL1 csatornan mért fluoreszcencia

atlagait abrazoljak.

Megallapithatjuk tehat, hogy a DN, CD4 SP illetve CD8 SP thymocytakban GC-k a GCR
szint csOkkenéséhez vezettek mind fehérje mind mRNS szinten, mig DP sejtekben nem

valtozott a GCR expresszio.
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AND TcR transzgenikus modell

BALB/c egérben anti-CD3 kezeléssel tudtuk a TcR szignalt helyettesiteni. Azért, hogy
direkt TcR stimulaciot tudjunk alkalmazni, AND TcR transzgenikus egértorzset valasztottunk,
amelynek periférias T-sejtjeinek 99%-a galamb citokrom C (PCC) enzimre specifikus TcR-t

expresszal.

1. Thymocyta szam valtozads antigén, DX illetve kombindlt kezelés hatdsara.

A glukokortikoidok egyik jol ismert hatdsa, hogy a thymusban jelentdsen csokkentik a
sejtszamot [93]. Kis illetve nagy dozist DX, antigén (PCC) és kombinalt kezelések hatasara is
thymocyta szam csokkenés kovetkezett be. Kontroll AND thymusokban 69.4 + 27.6 millié
sejt volt, amely antigén (PCC) kezelés hatasara kismértékben (56.4 + 22.6 millié sejtre), kis
vagy nagy dozisu DX kezelésre (12.9 + 4.2 illetve 5.6 + 5.1 milli6 sejtre), illetve kombinalt

antigén és DX kezelésre (4.3 + 3.5 millio sejtre) jelentGsen csokkent (1. tablazat).

thymocyta szam + SD (x 10°)
kontroll 69.4 +27.6
PCC 56.4 +22.6
DX nagy 5.6 +5.1*%
DX kis 12.9 + 4.2*
PCC+DX kis 43+35*

1. tablazat: Thymocyta sejtszam valtozasok PCC, Kis vagy nagy doézisa DX illetve
kombinalt kezelések hatdsara. A téblazatban szerepld értékek harom fliggetlen mérés

atlagat és a szorast (+SD) reprezentaljak (*p<0.05, n = 4).

2. A thymocyta ésszetétel valtozasai
AND thymusban a sejtpopulaciok ardnyai jelentdsen eltérnek a normal Balb/c egérétdl

(19. abra) [86]. Balb/c thymusban a DP sejtek alkotjak a legnagyobb sejtcsoportot (60-70%),
emellett 10-15% CD4 SP, 5-8% CD8 SP és 2-5% DN sejtet talalunk (17. abra) [75]. AND
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thymusban a legnagyobb sejtpopulacio a CD4 SP (60-70 %), a DP sejtarany 20-30 %, a DN
sejt arany pedig 5-6 %, CD8 SP sejt gyakorlatilag nincs az AND thymusban (19. abra) [86].

BALB/c

AND

[ 58% | 60-70%)] 60-70 % 20-30 %
(al
=&
()]
S [25% | “58% |B6% 1%
| anti-CD8-CyC R

19. abra Kezeletlen BALB/c és AND thymus sejtes Osszetétele. Anti-CD4 PE és anti-

CD8-CyC jelolés utan négy sejtpopulacid (DN: bal alsé kvadrans, DP: jobb felsé
kvadrans, CD4 SP: bal fels6 kvadrans, CD8 SP: jobb als6 kvadrans) kiilonithetd el a

fluoreszcens dot plotokon aramlési citométer segitségével.

A DP sejtarany szignifikansan csékkent mind PCC (14 + 2.2 %), mind kis (2.7 + 0.8
%) illetve nagy dozisu (0.9 + 0.3 %) DX, mind pedig kombinalt (2.2 + 1.9%) kezelés hatasara

(2. tablazat). Ezzel parhuzamosan szignifikans CD4 SP sejtarany névekedést figyeltiink meg:
PCC (65.7 + 5.6 %), kis vagy nagy dozist DX (87.6 + 1.9 % illetve 78.5 + 13.6 % ), vagy
kombinalt kezelésre (74.2 + 1.1 %) (2. tablazat).

kontroll PCC DX nagy DX kis PCC + DX kis
DP % + SD 28.3+6.7 14 +2.2* 0.9 +0.3** 2.7+0.8** 2.2 +1.9%*
CD4 SP % + SD 61+3.2 65.7+56 785+ 13.6* 87.6 +1.9* 742 +1.1*

2. tablazat A DP illetve CD4 SP sejtek aranyanak valtozasai PCC, Kis vagy nagy dozisa DX

illetve kombinalt kezelések hatasara.

A tablazat értékei harom fliggetlen mérés

eredményeinek atlagat és a szorast (+SD) mutatjak. (¥*P<0.05, **P<0.005).
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Az érett CD4 SP és éretlen DP sejtek aranya kontrol AND thymusban 2.3 + 0.7 volt
(20. abra). PCC kezelés hatasara kétszeres emelkedés kovetkezett be (4.7 + 0.4) (20. abra), kis
vagy nagy doézisu DX illetve kombinalt kezelésre tovabbi szignifikdns emelkedést
tapasztaltunk (91.4 + 34.6, 34.5 + 11.2 illetve 50.4 + 24.3) (20. abra).
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20. abra Az ¢érett CD4 SP ¢és éretlen DP sejtek aranyainak valtozéasa a kiilonb6zo
kezelések hatasara. Az oszlopok harom fliggetlen mérés eredményeinek atlagat €s

szorasat (+ SD) reprezentaljak. (*P<0.05)

AND egérben kis illetve nagy dozisu GC vagy kombinalt antigén és GC hatas két nap alatt az
érett sejtek aranyanak novekedéséhez vezetett, ami valosziniileg részben a DP sejtek fokozott

kiérésének koszonheto.
3. AVp3 TcR expresszio valtozasai PCC, DX illetve kombindlt kezelésre

Kontrol, kezeletlen AND egérben a VB3 TcR trnszgént expresszaldo thymocytdk
aranya az érés soran fokozatosan né (DN: 76.8 + 3.4 %, DP: 88.3 + 2 %, CD4: 99.5 + 0,3 %)
(21. abra). PCC kezelés hatasara a DN sejtek kozott csokkent (51.8 + 13.5 %), a DP
stadiumban viszont valtozatlan maradt (83.8 + 4.4 %) a V3 pozitiv sejt arany (21. abra). Kis
dozistt DX hatasara mind a DN, mind a DP thymocytak kozott szignifikdnsan csokkent a V33
arany (62.3 + 9.1 % ¢és 80.2 + 1 %) (21. abra). Nagy dozisu DX szignifikansan csokkentette a
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VB3 pozitiv DN thymocyta aranyt (34.5 + 8.6 %), mig kismértékben, de szignifikdnsan
novelte a VB3 DP sejtek aranyat (98.2 + 3.1 %) (21. abra). A kombinalt PCC és DX kezelés
hatasara szignifikans esés kovetkezett be a VB3 pozitiv DP sejtek aranyaban (58.7 + 9.1 %)
(21. abra). Egyik kezelés sem befolyasolta a VB3 pozitiv CD4 SP sejtek aranyat (21. abra).
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a kombinalt kezelés hatasara az éretlen sejtek koziil

els6sorban a Vb3 transzgént expresszalo sejtek mutatnak fokozott kiérést.
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21. abra A V3 TcR expresszid valtozasai a kiilonb6zé thymocyta alcsoportokban.

Minden adatpont harom fiiggetlen mérés atlagat és szorasat (+ SD) abrazolja.

4. A DP és CD4 SP sejtek CD69 expresszioja

Ezek utan azt vizsgaltuk, hogy ki lehet-e véaltani CD69 expresszidé fokozodast, azaz
pozitiv szelekciot PCC, DX vagy kombinalt kezeléssel. Kontrol egerekben a DP sejtek csak
koriilbeliill 1 %-a expresszalt CD69-et a sejtfelszinen (22. A éabra). Mindegyik kezelés
szignifikansan megnovelte a CD69 expressziot a DP sejteken (PCC: 5.1 + 2 %, kis dozisu
DX: 13.1 + 1.6 %, nagy dozisu DX: 9.8 + 0.6 %, PCC + DX kis: 19.4 + 9.7 %) (22. A abra).
A CD69 pozitiv CD4 SP sejtek aranyat a PCC, a Kis doézisi DX és a kombinalt kezelés
szignifikansan fokozta (PCC: 29.7 + 10.9 %, DX kis 28.2 + 3.4 % ¢és PCC + DX kis 49.3 +
28.2 %), a nagy dozist DX viszont nem okozott jelentds valtozast a CD69 pozitiv CD4 SP
sejtek aranyaban (9.2 + 0.3 %), a kezeletlen kontrol értékekhez viszonyitva (11.5 + 4.7 %)
(22. B abra).
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22. abra A DP (A) és CD4 SP (B) thymocytadk CD69 expresszid valtozasai kiilonb6z6
kezelésekre. Az oszlopok harom fliggetlen mérés adatainak atlagat és szorasat (+ SD)

abrazoljak. (*P<0.05, **P<0.005, ***P<0.001)

AND egérben antigén, alacsony dézist GC vagy kombindlt kezelés esetén tehat pozitiv
szelekcid fokozddast észleltiink (mind a DP, mind a CD4 SP sejteken nétt a CD69

expresszio).

5. Korai apoptozis vizsgalata

Hasonléan a BALB/c modellhez, a korai apoptosis meghatarozasara a sejtek
AnnexinV kotését vizsgaltuk. Kontrol AND egerekben a DP sejtek 8.1 + 1,9 %-a mutatott
AnnexinV pozitivitast (23. A abra). PCC kezelés nem okozott szignifikans valtozast a korai
apoptotikus DP sejtek aranyaban (9.5 + 3.6 %) (23. A abra). Kis dozisu DX és kombinalt PCC
+ DX kezelés szignifikansan novelte az AnnexinV pozitiv DP sejtek aranyat (36.5 + 9.7 %
illetve 48.9 + 16.7 %-ra) (23. A abra). A legjelentésebb korai apoptotikus DP sejt arany-
novekedést nagy dézisu DX kezelés utan tapasztaltuk (70 + 12.45 %) (23. A abra). A CD4 SP
populacioban kis dozisi DX és kombinalt PCC + DX kezelés okozott szignifikans AnnexinV
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pozitivitas novekedést (6.8 + 3.2 % ¢és 20.6 + 16.6 %) a kontrolhoz viszonyitva (3.1 + 1 %)
(23. B abra).
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23. abra Az AnnexinV pozitiv DP (A) és CD4 SP (B) sejtek aranya kiilonb6z6 kezelések
hatasara. Az oszlopok az AnnexinV pozitiv sejtek aranyat mutatjadk. Az értékek harom

fliggetlen mérés atlagat és szorasat (+ SD) jelzik. (*P<0.005, **P<0.05)

DP sejtekben a nagy dézisua GC okozta a legnagyobb mértékii apoptosist, mig az érett CD4 SP
sejtekben a kombinalt antigén GC hatas indukalt leger6sebben apoptosist.
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OSSZEFOGLALAS, MEGBESZELES

BALB/c illetve AND TcR transzgenikus egér modellekben vizsgaltuk a
glukokortikoid hormon szerepét a thymocyta érés soran. A , kodlcsonds antagonizmus modell”
szerint a GC hatds és a TcR-en keresztiili aktivacio is apoptozist indukalnak dnmagukban a
koztes érési stadiumban 1évé DP sejteken, ha azonban a két hatds egyiittesen érvényesiil,
akkor tulélést eredményez [79]. Ez valdszintileg ugy jon 1étre, hogy a GC-k antagonizaljak az
egyébként letalis TcR jelet [75, 76, 77].

A GC hatast kis illetve nagy dozisi DX oltassal modelleztiik. A TcR szignalt BALB/c
modellben anti-CD3 antitest kezeléssel, AND egerek esetében pedig a TcR specifikus antigén
kezeléssel valtottunk ki. Ebben a tekintetben a két modell egymastol jelentdsen eltér, ugyanis
az anti-CD3 kezelés a sejtfelszini CD3 jelatviteli komplexet nagy affinitassal keresztkoti,
ezzel szemben a transzgenikus TcR az antigén fragmentumait MHC prezentalt formaban

kiilonboz6 affinitassal ismerheti fel, igy tehat a jelek er6ssége és mindsége is kiilonbozik.

Legfontosabb eredményeink:

1. BALB/c egér modellben a kiilonb6z6 thymocyta alcsoportokban eltéré intracellularis
GCR fehérje expressziot mutattunk ki. Legalacsonyabbnak a DP sejtekben talaltuk a
GCR szintet annak ellenére, hogy ez a sejtcsoport a legérzékenyebb a GC indukalt
apoptosisra.

2. Az eltéré citoplazmatikus GCR szintek hatterében eltér6 GCR mRNS expressziot
mértlink a thymocyta alcsoportokban.

3. A GC kezelést kovetden 4-8 oraval 4-5-sz6r6s GCR mRNS expresszio fokozodas volt
tapasztalhatd, amit fokozatos csokkenés kovetett 24 6rdig a kezdeti szint kb. felére. Az
mRNS szint valtozasokat 8 oras latencidval kovették a GCR fehérje szint valtozasai.
GC antagonistaval nem tudtuk a fenti hatdsokat gatolni és az antagonista dnmagaban
sem befolyasolta a GCR expresszidjat.

4. Nagy dozisu GC kezelésnek jelentds pro-apoptotikus hatasa volt a DP sejtekre, kis
dozisban viszont inkabb a pozitiv szelekcid irdnyédba hatottak. Ezeket a hatasokat GC
antagonistaval nem lehetett gatolni. Anti-CD3 antitest €s alacsony dozisu GC egyiittes

jelenlétében tovabb fokozta a pozitivan szelektalodott sejtek szamat.
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5. AND TcR transzgenikus egér modellben kimutattuk, hogy bar 6nmagaban mind az
antigén kezelés, mind pedig a DX kezelés is fokozhatja a pozitiv szelekciot (ndtt a
CD4 SP sejtek aranya a DP sejtekhez képest ill. fokozodott a CD69 expresszié a DP és
CD4 SP sejtek felszinén), a kombindlt kezelés joval hatékonyabbnak bizonyult ebben.

6. A pozitiv szelekcid mellett a negativ szelekcid jeleként jelentdsen csokkent thymus
Ossz sejtszamot mértiink mind antigén, mind DX mind pedig a kombinalt kezelések
utan.

7. Fokozott apoptosist tapasztaltunk féleg nagy dozist DX, a kombinalt antigén és DX

kezelést kovetOen.

Mind a BALB/c mind pedig az AND egerekben a DP sejtek voltak legérzékenyebbek
a GC hatéasokra. Korabban Screpanti €s munkatarsai hasonld adatokat k6zoltek a thymocyta
alcsoportok eltéré glukokortikoid érzékenységérol [91]. Azt talaltak, hogy rovid tava 17--
Osztradiol illetve dexamethason kezelés hatasara a DP sejtek ardanya csokkent, mig az érett SP
sejtek és a legéretlenebb DN thymocytak aranya nétt [91]. Szintén a DN sejtek GC
rezisztenciajat és a DP sejtek érzékenységét irtak le Chow és tarsai [92]. Kisérleteinkben mind
nagy és kis dozisu GC beadasa utan jelent6sen csokkent a DP sejtek aranya mindkét egér
modellben, amely valészintileg apoptosis medialt folyamat. Bar mi kisérleteinkben csak az
apoptosis egyik legkoraibb jelét: a PS kiils6 membran rétegben valdo megjelenését vizsgaltuk,
a GC apoptézis indukald hatasat thymocytakban mas modszerekkel t6bbszor igazoltak [94].
Irodalmi adatok szerint a DP sejtek (osteoclastokkal, osteocytakkal, dendritikus sejtekkel €s
né¢hany idegsejt-elemmel) azon sejtek kozé tartoznak, melyekben a glukokortikoidok
apoptosist indukalnak [79]. A GC-k kaszpaz-3 medialt, bcl-2 reguldlt mdédon okoznak
apoptosist WEHI7.2 egér lymphoma sejtekben [95]. Bak-/-, Bax-/- egerekben, melyekben a
mitokondrialis apoptosis Gtvonal zavart szenved, DX kezelés nem valt ki apoptosist [96], ami
azt bizonyitja, hogy a T-sejtekben a GC-k a mitokondrialis apoptosis utvonalon keresztiil
hatnak.

A DP sejtek ardnyanak csokkenésével egyidejiileg az érett SP sejtek ardnya
fokozddott, azaz az érett SP / éretlen DP sejtarany nagymértékben eltolodott az érett sejtek
javara. Ez amellett, hogy az SP sejtek ellenallobbak a GC-k proapototikus hatdsaival
szemben, részben a DP sejtek fokozott kiérésének is tulajdonithatd, bar erre nézve
modelljeink csak indirekrt bizonyitékokkal szolgaltak (ndvekvd érett / éretlen sejt arany).
Friss irodalmi adatok azt mutatjdk, hogy thymocytdk kiilonb6z6 glukokortikoid

érzékenységében valosziniileg fontos szerepet jatszik a CD28 molekulan keresztiili jelatvitel
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[97]. A CD28 ligandjai a B7.1 és B7.2 molekuldk a thymusban féleg a corticomedullaris
zonaban és a medullaban talalhato epithel és dendritikus sejtek felszinén expresszalodnak. A
thymocytak fejlodésiik sordn egyre tobb CD28-at expresszalnak a felsziniikon és ekdzben a
cortexbdl a medulla felé vandorolnak, ahol magasabb a CD28 ligand expresszio, igy a sejtek
egyre erdsebb jelet kapnak, amely a GC indukalt apoptosist meggatolja [97]. Ez a folyamat
természetesen fOleg a késéi fejlodési stadiumokban levd thymocytdkban érvényesiilhet
nagyobb mértékben [97]. Ennek megfeleléen CD28 deficiens egérben megndvekedett
glukokortikoid indukalt apoptosist észleltek az érett SP thymocytak kozott [97]. Ennél egy
korabbi érési stddiumban a CD8 molekula megjelenésével egyidében kovetkezik be
novekedés a GC érzékenységben a CD4-, CD8+, CD3- sejteken, amelyek kozvetleniil a DP
sejtek prekurzorainak tekinthetok [92].

Amig BALB/c egérben az anti-CD3 kezeléssel ki tudtuk védeni a GC-k
proapoptotikus hatasat, AND egérben az antigénnek nem volt ilyen hatasa in vivo. Ez
lehetséges, hogy a transzgénikus illetve normal egér TcR-en keresztiil beinduld jelatviteli
folyamatok kiilonbségének koszonhets, mivel az anti-CD3 kezelés BALB/c egérben a
valencia ¢€s affinitasbeli kiilonbségek miatt nem teljesen feleltethetd meg a TcR specifikus
antigénnel torténd kezelésnek AND egérben. FErdekes ugyanakkor, hogy Ashwell
munkacsoportjanak in vitro T-sejt hibridomakban antigénnel illetve anti-Thy antitesttel
torténd aktivacioval sikeriilt kivédenie a GC-k proapoptotikus hatasat [75]. Az ellentmondas
feloldasara szolgalhat, hogy az In vivo kisérletekben a szervezet komplex valaszaként
értelmezhetjiik eredményeinket, amelynek minden 6sszetevdjét nem ismerjiik. Ezek koziil a
tényezOok koziil fontos szerep juthat példaul a citokin mintdzat megvaltozasanak lokalisan a
thymusban, illetve szisztémasan is [98]. Tovabb arnyalja a képet, hogy az in vivo beadott anti-
CD3 kezelés BALB/c egérben illetve a PCC antigén kezelés AND egérben a periférian
tomeges T-sejt aktivacidhoz vezethet, amely glukokortikoid termeléssel is jar [99], igy nehéz
elkiiloniteni a GC illetve anti-CD3 indukalt hatasokat. Szintén elképzelhetd, hogy a TcR
transzgenikus egérben az antigén kezelés tomeges periférids T-sejt aktivaciot hoz létre, ami
kiilonboz6 mediatorok révén visszahathat a thymocyta fejlédésre is. CD4 SP sejtekben
alacsony dozisi GC Onmagaban ¢és antigénnel egyiitt okozott megndvekedett Korai
apoptotikus sejt aranyt. Ez hasonlé az irodalmi adatokbol is ismert, aktivalt periférias T
sejtekre GC altal kifejtett pro-apoptotikus hatashoz [100].

A TcR-en keresztiili sejt aktivacio (anti-CD3 antitest- illetve PCC kezelés) onmagaban
szintén az érett sejtek javara tolta az egyensulyt mindkét modellben. GC-vel egyiitt ez a hatas

még jobban érvényesiilt. A GC-k feltehetben a TcR-en keresztiil beinduld jelatviteli
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folyamatok megvaltoztatasan keresztiil fokozzak a DP sejtek kiérését (24. abra). Korabbi
kozlemények ramutattak, hogy ha a TcR jel az Erk, NFAT irdnyba tolodik, akkor pozitiv
szelecio, ha viszont Erk, Jnk és p38 iranyba, akkor negativ szelekcié lesz az eredmény [15].
Elképzelhetd, hogy a GCR a citoplazmaban kolcsonhatasba 1ép ezekkel a jelatviteli
fehérjékkel és ezaltal a TcR jelet a pozitiv szelekcids iranyba tolja el (24. dbra). A GCR mas
jelatviteli fehérjékkel valo kolesonhatasa tobbféleképpen képzelhetd el: direkt fehérje-fehérje
kolcsonhatasok révén a citoplazmaban, illetve el6fordulhat, hogy a GC-k modosithatjak a
membran lipid raftok (tutajok) szerkezetét és igy egyes jelatviteli- (pl. Ick) illetve adapter
fehérjék (LAT) aszociaciojat a TcR jelatviteli komplexhez [101, 102] (24. abra).

A Hsp-90 chaperon valosziniileg kulcsszerepet tolt be a GCR és mas jelatviteli utak
kozotti ,,parbeszéd” szabalyozasaban (24. abra). Csermely Péter és munkatarsai ramutattak a
Hsp-90 ¢és Lck, Raf, ERK kozotti kdlcsonhatasok fontossagara a T sejt receptoron keresztiili
jelatvitelben (24. abra). Mivel a GCR citoplazmatikus és membran asszocialt formajarol is
leirtak, hogy hsp-90-hez kétddnek inaktiv formajukban [34, 35, 51], konnyen elképzelhetd,
hogy a ligand jelenlétében a chaperonrél levaldo GCR konformacio valtozast idéz eld a hsp-90
szerkezetében, ami a tobbi kapcsolodo jelatviteli fehérje funkciojat modosithatna és ezéltal a
TcR jelpalyat befolyasolna. Mivel a Hsp-90 tartalmaz ITIM szekvenciakat is, ezért a direkt
fehérje-fehérje kolcsonhatasok mellett elképzelheté a foszforilaltsagban bekovetkezo
valtozason keresztiil megvalosul6 szabalyozas is.

AND egérben lehetdségiink volt a transzgén altal megszabott, PCC specifikus TcR-t
hordozé thymocyték aranyanak nyomonkdvetésére. Erdekes modon a DN sejtek kiilon-kiilon
mind antigén, mind GC hatasra érzékenyek voltak, a DP sejtek viszont az antigén és GC
egyiittes jelenlétére reagaltak legérzékenyebben. Nem valtozott ugynakkor egyik kezelésre
sem a V3+ CD4 SP sejtek aranya. A T sejtek csak MHC-I vagy -II molekulakon bemutatott,
feldolgozott antigéneket képesek felismerni TcR-al az antigén prezentdld sejtek felszinén
[103]. AND egérben antigén kezelés utan a thymusban talalhaté dendritikus sejtek és
makrofdgok felszinén nagy mennyiségben prezentaldédnak PCC fragmensek I-EX
molekuldkon, melyeket a VB3 + DP sejtek kiilonboz6 affinitdssal ismerhetnek fel. Az
»aviditdas modell” [18] alapjan azok a DP sejtek szelektalodnak pozitivan, amelyek alacsony-
kozepes affinitassal kapcsolddnak a makrofdgokon illetve dendritikus sejteken prezentalt PCC
peptid - I-E¥ (MHC-II) komplexekhez, amelyek nagy affinitdsi TcR-t hordoznak, azok
viszont negativ szelekcion esnek at.

A sejt aranyok jelentés megvaltozasa mellett TcR aktivacioval mind BALB/c mind
AND egérben CD69 expresszid ndovekedést tudtunk kivaltani DP illetve CD4 SP sejteken, ami
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a pozitiv szelekcio altalanosan elfogadott jele [19, 20]. Bar a CD69 molekula fiziologias
ligandja egyelére nem ismert [26], illetve CDG9 -/- egérben nem tapasztalhatdo thymocyta
differenciacios zavar [26], igy a T-sejt érésben betoltott pontos szerepe bizonytalan. GC
jelenlétében a CD69 expresszié fokozodas még nagyobb mértékii volt. Erdekes moédon AND
egérben a GC jelenléte nagy illetve kis dozisban 6nmagéban is fokozta a CD69 expresszald
DP sejtek aranyat, azonban a CD4 SP sejteken csak Kis dozis tartomanyban tapasztaltuk a
CD69 molekula megjelenését. Az atmeneti CD69 expresszid novekedés DP sejteken nagy
dozist GC hatasra valosziniileg apoptosist megel6z6é allapot jelez, melyhez hasonlét in vitro
thymocyta kultraban is leirtak [104].

Osszegezve tehat sikeriilt pozitiv szelekciét indukalnunk (szignifikans érett SP sejt
arany novekedés és CD69 expresszid fokozodas DP és CD4 SP sejteken) in vivo mindkét egér
modellben alacsony d6zisu GC és TcR stimulacio hatasara.

A kolesonds antagonizmus modell kritizdloi GCR knock-out egérben normalis
thymocyta differencidciot figyeltek meg [80], ami arra utal, hogy a GC hatas vagy
nélkiilozhetd a thymocyta fejlddéshez [81], vagy a GC hatds nem a klasszikus receptor
medialt Gton zajlik. Ezek alapjan felmeriilhet egy esetlegesen még nem ismert GCR jelétviteli
ut jelenléte is, ugyanakkor kétséges a kisérleti rendszerek kozotti 6sszehasonlithatdsag is (ex
vivo ill. FTOC kisérletek vs. in vivo adatok) a GCR ko egerek életképtelensége miatt. Mivel a
GC-k hatasukat tobbféleképpen fejthetik ki: a klasszikus, genomikus hatas mechanizmus [36]
mellett lehetséges a membran receptoron keresztiili illetve a direkt membran hatasok Iétezése
is (7. abra) [45], ezért a GCR-/- egér modell nem biztos, hogy minden GC hatast felfliggeszt.
Mivel a GC-k a thymusban lokalisan termelédnek és parakrin moédon hatnak [29, 30, 31], a
thymocytak kornyezetében valosziniileg magas koncentraciot érhetnek el, ami a direkt
membranhatast valosziniisiti.

Az mar a 90-es évek végén ismert volt, hogy a thymocytdk nagyobb mennyiségben
expresszalnak GCR-t, mint a lépben taldlhaté T-sejtek [105]. Mivel a kiilonb6zd thymocyta
alcsoportok eltéréen reagaltak a GC hatdsokra, vizsgaltuk a sejtek GCR expressziojat mRNS
¢s fehérje szinten. Mas munkacsoporttal egyidoben [106] a DP thymocytakban talaltuk a
legalacsonyabb citoplazmatikus GCR expressziot, annak ellenére, hogy ezek a sejtek voltak
legérzékenyebbek a GC hatasokra. Ez az eredmény is a nem-konvencionalis GC
hatdsmechanizmus részvételére utal. A GCR mRNS szint is a DP sejtekben volt a

legalacsonyabb.
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24. abra A GCR ¢s a TcR jelatviteli utak kolcsonhatasainak lehetséges pontjai. A GCR nem
csak transzkripcios faktorként befolyasolhatja a DP thymocytak sorsat, hanem citoplazmaris

kolesonhatéasok is részt vehetnek a pozitiv illetve negativ szelekcios jel kialakitasaban

Annak tisztazasara, hogy a kisérleteinkben a GC-k genomikus vagy nem-genomikus
uton fejtik Ki hatasukat a thymocytakra, GC antagonistaval probaltuk gatolni a GC hatasokat
Balb/c egérben. A GC-k antagonista el6kezelés utan is az érett SP thymocytak iranyaba toltak

el a az érett SP / éretlen DP aranyt. A DP sejtek CD69 expresszid ndvekedését szintén nem
gatolta az RU 486. Ezek alapjan valdszinii, hogy a pozitiv szelekcid sordn a GC hatas nem a

42



klasszikus receptorialis mechanizmuson [36] keresztiil érvényesiil, ugyanis korabbi
kozleményekben megmutattak, hogy az RU 486 thymocytakban gatolja a GCR
transzlokaciojat a magba [107], illetve erdsiti a Hsp-90-el valo aszociaciojat egér lymphoma
sejtekben [108]. igy a klasszikus GC hatas két fontos 1épését is meggatolja [36]: az aktivalt
GCR nem tud disszocialni a hsp-90-t6l, illetve nem tud transzlokdléodni a sejtmagba.
Tovabbra is kérdés azonban, hogy esetleges membran receptorok részvétele, direkt
membranhatasok vagy citoplazmatikus kélcsonhatasokon at szabalyozzak a GC-k a DP sejtek

szelekcidjat.

Kisérleteink masik részében azt vizsgaltuk, hogy a GCR expressziot hogyan
befolyasoljak a GC-k. Egyszeri nagy dozisi GC hatasara 4-8 oran beliil szignifikdns GCR
expresszi0 fokozddast tapasztaltunk, 24 ora elteltével azonban mar expresszio csokkenés
kovetkezett be a kezdeti szinthez képest. A kezdeti ndvekedést valoszinilileg az okozza, hogy a
GC-GCR komplex a GCR gén promoterében talalhatdé GRE-hez kotodik és ott expresszid
fokozodast indukal. (25. &bra) Ehhez hasonld hatast irtak le human T sejtes leukémia
sejtvonalban is [64]. A késébbi csokkenésért mas transzkripciés faktorokkal vald
kolesonhatas (AP-1 [66], NF-xB [67], CREB [68], STAT3 [69] illetve STATS [70]) révén
kifejlodo gatlas lehet felelos. (25. abra)

.0 GRE
AktiV mﬂ [ 1
—

Transzkripcios
Faktorok
(AP-1, NF-kB,
STAT3, STATS5,
CREB)

; (4-8 h)

I
GRE GCR gén (24 h)

25. abra A GCR transzkripcids faktorként szamos mas transzkripcids faktorral Iéphet

kdlcsonhatasba, igy valtozhat a GCR transzkripciora kifejtett hatés.
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A kiilonbdz6 thymocyta alcsoportok kiilonbozden reagéltak a GC hatasra: DN, CD4
illetve CD8 SP sejtekben down-regulaciot figyeltiink meg mind mRNS mind fehérje szinten
egy nappal a GC hatast kovetéen, mig DP sejtekben nem valtozott a GCR expresszidja.
Elképzelhetd, hogy a DP thymocytak fokozott GC érzékenysége annak is kdszonhetd, hogy
nem képesek GC jelenlétében a GCR expresszid csokkentésére, igy tartdsan éri a GC jel a

sejteket, ami a proapoptotikus hatasok feler6s6dését okozhatja.

Osszefoglalva kisérleteink eredményeit, sikeriilt kétféle egértorzsben jellemezniink a
glukokortikoidok szerepét thymocytak érésében illetve szelekciojaban in vivo. TcR szignal és
GC jelenlétében a DP sejtek pozitiv szelekcidjat tudtunk indukalni. Megmutattuk, hogy a
thymocyta alcsoportok kiilonbozé mértékben expresszalnak a GCR-t, illetve a GC-k hatéasara
kiilonbozOképpen valtozik a GCR expresszid DP sejtekben, mint a masik harom alcsoportban.
Ezen eredményeink felvetik a nem klasszikus GC hatasmechanizmusok részvételét
thymocytakban. A tovabbiakban az egyes jelatviteli utakkal valo kolcsonhatasok tisztdzasaval

még pontosabb képet nyerhetiink a GC-k szabalyozo szerepérdl a thymusban.
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