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1. BEVEZETES

Tobb mint 20 évvel ezelotti felfedezésiik ota a regulatorikus T-sejtek (Treg) nagy
érdeklodést valtottak ki mind az alap, mind a klinikai immunoloégia tertiletén (Shevach, 2018).
A Treg sejtek a T-sejtek egy olyan alpopulaciojat jelentik, amelyek kulcsszerepet jatszanak a
sajat antigénekkel szembeni tolerancia fenntartasaban és a sejtek szupresszidjaban a tlzott
immunvalaszt kivaltd antigénstimulacid esetén (Sakaguchi és mtsai, 2010; Sharma és Rudra,
2018; Shevach ¢és Thornton, 2014). A Treg sejtek segitenck fenntartani az immunolégiai
homeosztazist és csokkentik az autoimmun betegségek ¢€s allergidk kialakulasdnak kockazatat
(Calzada és mtsai., 2018; Lu és mtsai., 2017; Vila és mtsai., 2009). Klinikailag fontos kérdés a
Treg sejtek részvétele a szervkilokddés megeldzésében transzplantacié utani betegeknél, az
anyai-magzati toleranciaban, valamint az autoimmun betegségek terapias alkalmazasaban is
(Kisielewicz és mtsai., 2010; Spence és mtsai., 2015; Chandran és mtsai., 2017; Sharabi és
mtsai., 2018). A Treg sejtek immunszupressziv és szabalyozo funkciojat kozvetlen sejt-sejt
kolcsonhatds vagy immunszupressziv citokinek, pl. Transzformalé novekedési faktor béta
(TGFB) (Kretschmer és mtsai., 2005), Interleukin (IL-) 10 vagy IL-35 termelés révén
érvényesitik. Szamos sejttipus célpontja a Treg sejteknek, beleértve a CD4* és CD8" T-sejteket,
dendritikus sejteket (DC), B-sejteket, makrofagokat, természetes Oldsejteket (NK-sejtek)
(Saraiva és O’Garra, 2010; Shevach, 2018). A Treg sejtek legjobban jellemzett alcsoportjai a
timuszbdl szarmazé természetes Treg sejtek, valamint a periférias Treg sejtek, amelyek a
periférian 1évé CD4" T-sejtekbdl szarmaznak (Kretschmer és mtsai., 2005; Shevach és
Thornton, 2014). A Treg-ek expresszalnak CD4 és CD25 sejtfelszini markereket, és pozitivak
a Foxp3 transzkripcios faktorra. A Foxp3 a Treg sejtek vonalspecifikus transzkripcios faktora,
¢s kulcsszerepet jatszik az immunszupressziv fenotipus €s funkcié szabalyozésaban (Kim,

2009; Lu és mtsai., 2017; Schmetterer és mtsai., 2012).

A Treg sejtek in vitro indukalhatok naiv T-sejtekbdl TGFP és IL-2 jelenlétében, az ilyen
sejteket indukalt Treg (iTreg) sejtnek nevezik. Folyamatban vannak a kutatasok egy stabil
indukalt Treg populacio 1étrehozasara klinikai alkalmazasokhoz. Szamos csoport elemezte a
Foxp3" T-sejtek in vitro indukalasanak optimalis koriilményeit, mivel ez fontos a jovObeli Treg
terapia szempontjabol (Davidson és mtsai., 2007; Hadaschik és Enk, 2015; Kanamori és mtsai.,
2016). A magas hozam ¢és az in vitro eléallitott iTreg tisztasaga fontos, mivel a szennyezett
hagyomdanyos T-sejtek atvitele novelheti a nem kivant autoimmunitas és gyulladas kockazatat.
Egy T-sejt differencialodasi iranya a T-sejt receptorkomplex (TCR) stimulacio soran a komplex
mikrokornyezettdl fiigg, beleértve a citokin kornyezetet, a metabolitokat és a hormonokat,
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amelyek meghatarozhatjak a toleranciat kozvetitd iTreg sejtek sorsat. Kiilonféle modszerek
javasoltak a Foxp3 expresszidjanak fokozasara és stabilizalasara, mint példaul a progeszteron,
a retinsav, a D3-vitamin és a rapamicin (Hoeppli és mtsai., 2015; Lavi Arab és mtsai., 2015;
Lee és mtsai.,, 2012; Schmidt és mtsai.,, 2016). Ezenkiviil hasznosak lehetnek azok a
gyogyszerek, amelyek kozvetleniil eldsegithetik a naiv vagy effektor T-sejtek iTreg sejtekké
torténd atalakulasat in vivo. Korabbi vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a timusz Treg sejtek
ellenallnak az ismételt nagy dozisu in vivo glukokortikoid (GC) hormonkezelésnek. Kimutattuk
azt is, hogy mind a timusz, mind a 1ép Treg sejtek fokozott szintli immunszupressziv
citokineket, IL-10-et és TGFp-t termelnek az in vivo Dexametazon (DX) kezelést kovetden
(Ugor ¢és mtsai., 2018). Ezek az eredmények alatamasztjak azt az elképzelést, hogy a GC-k
befolyasoljak az immunrendszer szabalyozo agat €s jelent6séggel birhatnak olyan klinikai
allapotok esetében, ahol a Treg sejt aktivitds fokozdsa varhatoan eldnyds. Tekintettel a GC
hormonok, koztiik a DX széles korben elterjedt haszndlatdra, valamint az ilyen gyogyszereknek
az immunrendszer szabalyozasara gyakorolt hatasara, a DX-kezelés hatasanak vizsgalatat
tliztiik ki célul a Treg sejtek in vitro expanzidjara és citokinprofiljara egy jovébeni stabil,

magasabb hozamu Treg populéci6 indukalasahoz.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. Immunrendszer

Eletiink soran folyamatosan ki vagyunk téve azoknak a mikrobaknak, amelyeket
belélegeziink, lenyeliink, vagy a bdriinkdn és a nyalkahartyakon élnek. Az, hogy ezek az
organizmusok behatolnak-¢ és betegségeket okoznak-e, fiigg a szervezet patogenitasatol, a
virulencia tényezo6kt6l, valamint a gazdaszervezet védelmi mechanizmusainak integritasatol.
Az immunrendszer a szervezetiink védekezé rendszere, egy rendkiviil Osszetett, komplex
rendszer, amely megvédi a szervezeten beliili biologiai struktirdkat és folyamatokat egy adott
antigén vagy fert6zés hatasara kialakulo betegségtdl. Elnevezése az ,,immunis” latin szobol
szarmazik, jelentése mentes valamitdl. Az immunrendszer alapvetd szerepét, a gazda Szervezet
védelmét a legjobban ugy lehet szemléltetni, amikor az rosszul funkcional; olyankor vagy
alulmiikodik, amely immunhiany esetén sulyos fertézéseket és daganatokat okozhat, vagy
pedig talzott aktivitassal rendelkezik pl. az allergias és autoimmun betegségek esetén
(Nicholson, 2016; Parkin és Cohen, 2001).

Az immunrendszer egyik legfontosabb tulajdonsaga, hogy felismerdé funkcidja révén
képes megkiilonbdztetni a szervezet normal, sajat, illetve a nem sajat, azaz idegen, valamint a
modosult sajat struktarait 1s; felismeri az virusokat, gombakat, baktériumokat, parazitakat, €s
effektor funkcioik révén eliminélja azokat. Ez mind a velesziiletett, mind a szerzett immunitas
alapvetd jellegzetessége, amely az egyedi integritast és a szerkezeti allanddsagot biztositja. Az
immunrendszer egy interaktiv haldzata a limfoid szerveknek, sejteknek, humoralis faktoroknak
és citokineknek (Parkin és Cohen, 2001; Nicholson, 2016). Az immunrendszer kulcsfontossagu
a szervezet belsé homeosztazisanak fenntartdsdban, a sériilt, transzformalt vagy rosszindulatuva
valt szovetek és sejtek eltavolitdsdban. Az immunrendszer felelds az immunologiai memoria
létrehozasaért és szabalyozasaért, emellett megakadalyozza az autoimmun betegségek
eléfordulasat az egészséges ¢élolényekben. E szabalyozas kiilonb6zd karosodasai, az idegen
anyagok nem megfelel6 felismerése, illetve a fel nem ismert sériilések jelenléte az egészséges
rendszerben kiilonbozé betegségek kialakulasahoz vezethet. A gerinces ¢€l6lényeknél
megkiilonboztethetjiik a velesziiletett és az adaptiv immunitast (de Visser és mtsai., 2006;

Nguyen és Soulika, 2019; Murphy és mtsai., 2012).
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2.2. Veleszuletett immunrendszer

Az emberek naponta millio potencialis korokozonak vannak kitéve érintkezés,
taplalkozas és belégzés utjan. Az uj korokozonak vald kitettség elsé kritikus Oraiban és
napjaiban a velesziiletett immunrendszeriinkre tdmaszkodunk, hogy az megvédjen minket a
fertdzéstol. A velesziiletett immunitds embrionalis korban alakul ki, ennek megfeleléen a
szervezet patogének elleni védekezésének elsd vonalaban tolt be kulcsfontossagu szerepet. A
velesziiletett immunvalasz komponensei megtalalhatok mind a gerincesek ¢és a gerinctelenek
¢lélények korében, és megdrizték az azokat szabalyozo alapvetd mechanizmusokat, amelyek
nagyon hasonlé molekularis és cellularis funkciok formdjdban vannak jelen, ezek kozé
tartoznak egy adott korokozora adott nem specifikus mechanizmusok (Hoffmann és mitsai.,

1999; Alberts és mtsai., 2002; Nguyen és Soulika, 2019).

A gerinces allatokon a bor és mas hamfeliiletek, ideértve a tiidd és a bél hamot is, fizikai
akadalyt képeznek a test belseje €s a kiilvilag kozott. Az els6 védelmi vonal a behatold
patogénekkel szemben a hamsejtek feliiletén létrehozott fizikai barrier, amely kiilonb6z6
modon harcol a mikroorganizmusokkal szemben pl. mukociliaris transzport, enzimek
segitségével, valamint 1étrehoz a szokasos mikrobioldgiai floratol eltérd mikrokornyezetet, pl.
egy savas mili6t, amelyben az adott korokozo életképtelen. A szomszédos sejtek szoros
kapcsolata megakadalyozza a potencialis kérokozok konnyti belépését. A belsé hamfeliileteket
szintén nyalkahartya réteg boritja, amely védi ezeket a feliileteket a mikrobialis, mechanikai és
kémiai behatasoktol is. A nyalkahartya bevonat elsdsorban szekretalt mucinbol és mas
glikoproteinekbdl épiil fel és fizikailag segit megeldzni a korokozok letapadasat az epitéliumba
(Alberts ¢és mtsai., 2002; Murphy ¢€s mtsai., 2012; Riera ¢és mtsai., 2016; Nguyen és Soulika,
2019).

A velesziiletett immunitids evolucidés szempontbol Gsi receptorokat, ugynevezett
mintazat felismerd receptorokat (PRR) és effektor molekuldkat hasznal. Ezek a receptorok
képesek felismerni a patogénekre jellemzd molekuldk sokasagéat anélkiil, hogy a sajat
struktirakat karositandk (Li és Wu, 2021). A makrofagoknak fontos szerepiik van az
immunvalasz minden fazisaban. A fert6zés vagy a szoveti kdrosodéas nagyon korai szakaszaban
citokinek szabadulnak fel az aktivalt makrofagokbol. A makrofagok a velesziiletett
immunrendszer elemeként bekebelezik a PRR-en keresztiil felismert korokozokat, ilyen
felismer6 receptorcsalad pl. a Toll-like receptorok csaladja (TLR), amely felismeri a specifikus

sejtfelszini molekulakat; vagy a korokozo-asszocialt molekularis mintazatok (PAMP), mint pl.
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a lipopoliszacharid (LPS), peptidoglikan, lipoteikoinsav és a sejtfal lipoproteinek felismerése
(Gershon és Kondo, 1970; Alberts és mtsai., 2002; Vallés és mtsai., 2014).

A felismerés makrofag aktivaciohoz vezet, amely citokinek felszabadulasat idézi eld, a
citokinek pedig gyulladast okoznak a szdvetekben, ez odavonzza a neutrofil granulocitkat és
aktivalja a természetes Olosejteket (NK-sejtek), amelyek azonositjak a fertdzott sejteket, és
beinditjak a programozott T-sejt halal mechanizmusat. Az éretlen dendritikus sejtek (DC)
foként a patogének felismerését és felvételét elosegitd receptorokat (FcyR, CR3, CR4, TLR, C-
lektin) fejeznek ki nagy szdmban. A kornyezetbdl érkezd, veszélyt jelentd szigndlok hatasara
az éretlen DC gyors aktivacionak és érésnek indul, ez a folyamat tobbszaz gén aktivalodasat
jelenti, amely a sejtek fenotipusdnak megvaltozasat okozza. Az antigén felvételét kovetden az
éretlen DC a kozeli nyirokcsomdba vandorolnak, éretté valnak, fagocitozist mar nem végeznek,
de nagy szamban fejeznek ki f6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC) molekulakkal asszocialt
peptideket és kostimulator molekuldkat. MHC |l-peptid komplex és CD40 molekuldk jelennek
meg nagy szamban az érett DC felszinén, majd antigén prezentald sejtként (APC) bemutatjak a
naiv T-sejteknek az antigént, ezaltal aktivalodik a T-sejt és megindul az immunvalasz. A DC
sokoldali miikddése révén mind a velesziiletett, mind pedig az adaptiv immunrendszer fontos
része, kapcsolatot teremt a velesziiletett és a szerzett immunitas kozott. A gerincesek
velesziiletett immunvalaszaira sziikség van az adaptiv immunvalaszok aktivalasahoz
(Grawunder és mtsai., 1998; Ye és Graf, 2007; Rosenzweig és Holland, 2011; Pletinckx és
mtsai., 2011; Hoffmann és mtsai., 1999).

2.3. Adaptiv immunrendszer

Az adaptiv immunrendszer csak késobb jelent meg az evolucié soran, kevesebb, mint
500 milli6 évvel ezel6tt alakult ki, 1étrehozva a gerinces allatok antigén felismerd molekulainak
végtelen készletét (T- és B-sejt receptorok formajaban). Ez a repertoar lehetévé teszi az egyedek
alkalmazkodéasat a patogének altali kihivasokhoz, ugyanakkor magéban hordozza a sajat
struktarak felismerésével jard kockézatot és ezzel egylitt az autoimmunitas kialakuldsanak
lehetdségét is. Ennek elkeriilésére kiilonféle szelekcios mechanizmusok alakultak ki, melyek
az autoreaktiv klonok inaktivalasaval, és a hasznos klonok kivalasztasaval jarulnak hozza a
megfeleld6 immunologiai egyenstly fenntartasahoz (Flajnik és Kasahara, 2010; Danilova,
2012).

Szamos kisérlet bizonyitotta a két immunrendszer kapcsolatdt, azonban a

fejlodéstorténeti hattér tovabbra is tisztazatlan maradt. Az immunvalasz nagyfoku fajlagossagat
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¢€s az immunologiai memoriat csak a T-, és B-limfocitdk képesek biztositani, mivel kizarolag
ezek a sejtek rendelkeznek antigén specifikusan felismerd receptor-struktirakkal (Mond és
mtsai., 1972). A T-, B-, és NK-sejtek a csontvel6i progenitor sejtbdl fejlodnek ki, specialis
sejtfelszini receptorokat expresszalnak, ezek a receptorok a B-sejt receptorkomplex (BCR) és a
T-sejteken jelenlévo TCR. Az antigénkotd receptorok nagyfoku diverzitasat biztositd genetikai
mechanizmus a szomatikus atrendez6dés, amely az immunglobulin (lg), illetve a TCR
antigénkotd lancait kodold gének atrendezddését jelenti, e folyamat kizarélag a limfocitakban
zajlik le (Bendelac és mtsai., 2001; Huntington és mtsai., 2007; Flajnik és Kasahara, 2010).
Mivel a T-, és B-sejtek megfeleld aktivacidjahoz nélkiilozhetetlen kostimulacios molekulak,
valamint az APC felszinén torténé megjelenéséhez a velesziiletett immunrendszer nagyban
hozzajarul, ezért a két rendszer szoros egyiittmiikodése nem vonhatd kétségbe. Kostimulacio
hianyaban az aktivécios jel nem éri el az adaptiv immunvélasz aktivalédasahoz sziikséges
szintet. A szerzett immunvalasz soran MHC molekuldkon keresztiil valosul meg az
immunologiai felismerés elsd fazisa €s az antigén bemutatdsa, ami ugyanugy megtorténik a
sajat antigének esetében is, mint barmely mas (nem sajat) antigén esetében, a kiilonbségtétel az
immunvalasz késObbi végrehajtd, azaz effektor fazisaban kovetkezik be. Mig a szervezetbe
bejutd kiilsé antigénekkel vagy a mutalodott sajat strukturdkkal szemben altaldban tamadé
jellegli immunvalasz alakul ki, addig a normal sajat antigéneket az immunrendszer toleralja. Ez
az immunvalasz az effektor fazisban csak specidlis — altalaban koros — esetekben eredményez
tamado tipust immunreakciot (Mogensen, 2009; Murphy és mtsai., 2012; Wieczorek és mtsai.,
2017).

A B-sejt funkcié megszerzése fiigg a BCR sejtfelszinen torténd megjelenésétdl,
amelyhez a fejlddés és az érés soran jut a sejt. A B-sejtek jelentds része mar a fejlodése kezdetén
elpusztul, mert a csontveldi mikrokdrnyezetben nagy affinitassal reagal a szervezet sajat
struktaraival. A tobbi B-sejt a csontvelébdl a méasodlagos nyirokszervekbe vandorol. Az érett
B-sejtek feliiletén MHC I és MHC II molekuldk egyarant vannak jelen, ezaltal a periférian a
sejtek képesek a BCR révén kotott antigén felismerésére, feldolgozasara, majd bemutatésra a
T-limfocitaknak. A B-sejtek az antigénnel torténé kapcsolodas és a helper T-sejtekbdl (Th)
szarmazo limfokinek hatasara ellenanyagtermel6 plazmasejtekké alakulnak. A plazmasejtek az
ellenanyagtermelésre specializalodott effektor sejtek, a humoralis immunvalasz alapvetd részei.
Egy adott B-sejt klonbdl szarmazo plazmasejtek a membrankdtott immunglobulinnal (mlg)
azonos antigén specificitasu ellenanyagmolekulat termelnek nagy mennyiségben (Miller és

Phillips, 1975; Adler és mtsai., 2017). Az antigénnel val6 talalkozas utan a B-sejtek kis hanyada
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memoriasejtté alakul, mely a felszinén az elédsejttel azonos mlg-t hordoz. Ezek a sejtek évekig
jelen vannak a keringésben és emlékeznek az aktivalodasukat kivaltd antigénre, és ismételt
talalkozéas utan, gyors és hatékony immunvalaszt valtanak ki, azaltal, hogy érésiik effektor
sejtekké rovid idén beliil lezajlik, amely nagy affinitasu antitestek termelédését eredményezi.
Ezt nevezziik immunoldgiai memorianak (Miller és Phillips, 1975; Parkin és Cohen, 2001;

Silver és Cornall, 2003).

Lényeges kiilonbség a T-sejtek és a B-sejtek antigén felismerése kozott, hogy a T-
limfocitdk a fehérje természetli antigénekbdl szarmazd peptidek linearis szekvencidit csak az
APC membranjan megjelené MHC molekulakhoz kotott formaban ismerik fel, mig a B-sejtek
az intakt antigének konformacios determinansaival képesek reagalni. A T-sejtek nem termelnek
ellenanyagot (Parkin és Cohen, 2001; Bonilla és Oettgen, 2010, Sanchez-Trincado és mtsai.,
2017).

2.4. T-sejt fejlodés és differencialodas

A fejl6do6 T-sejteket a timocitaknak nevezziik, amelyek a megfeleld kornyezeti tényezok
hatasara a masodlagos nyirokszervben valnak érett immunkompetens T-sejtekké. A T-sejtek
érésében a timusz kitlintetett szerepet jatszik. A legéretlenebb timocitdk nem fejeznek ki sem
TCR-t, sem pedig CD4 vagy CD8 koreceptorokat, igy kettés negativ (DN) sejtek, amelyek a
timusz kiilsé kéregallomanyaban talalhatok meg és foleg IL-7 hatidsara osztodnak (von
Boehmer, 1992; Weinreich ¢s Hogquist, 2008). A sejteken eldszor a TCR aff és yo molekuldk
fejlédnek ki. A receptor atrendezddés utan a sejtek kettds pozitiv (DP) CD4 és CDS8
koreceptorokat is expresszalnak. A receptoraik alapjan két csoportba sorolhatok a T-sejtek, az
elsé az a és B lancbol allo heterodimér, a masodik a y és & lancbdl alld6 TCR. Az aff T-sejtek
CD4" MHC 1I korlatozott vagy CD8" MHC 1 korlatozott sejtekké valnak. Az érés végsd
fazisaban a T-sejtek a medullaba vandorolnak, majd onnan keriilnek a perifériaba. A T-sejtek
érését a timusz epitélsejtjei, 8 makrofagok és a DC-k biztositjak. A timusz kéregallomanyaban
a timocitak nagymértékben pusztulnak, akar a sejtek 95%-a is elpusztulhat apoptdzissal. Ennek
egyik oka a rekombinacio soran kialakul6 hibas TCR f lanc, amely kovetkeztében a T-sejt nem
tud kapcsolédni az MHC molekuldhoz és kiszelektdlodik a pozitiv szelekcid sordan. A
kéregallomanyba érkezd timocitdk rendkiviil érzékenyek a besugarzasra, valamint a
glukokortikoid kezelésre, amely hatdsok szintén sejthalalt okozhatnak. Az o és B TCR-t
hordozo sejtek az emberi vér T-sejtjeinek 90-95%-at alkotjak, és a sejtfelszini markereik,

valamint miikodésbeli szempontok szerint alcsoportra bonthatok (Mond és mtsai., 1972;
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Sakaguchi ¢és mtsai., 1995; Vacchio és Ashwell, 1997; Bendelac és mtsai., 2001; Talaber ¢s
mtsai., 2015).

A T-sejtek eldalakjai a magzati majbol, késobb pedig a csontveldi multipotens
hematopoetikus dssejtekbdl szarmaznak. Az eldalakok elhagyva a csontvel6t onnan a timuszba
vandorolnak, ezek a fejlodo sejtek a timocitak. A timusz kitiintetett szereppel bir a T-sejtek
érésében, mert biztositja az éréshez elengedhetetlen mikrokornyezetet. Kisérleti allatokban
timusz hianyadban immunhidnyos éallapotok alakulnak ki. A timocitdk érése sordn a sejtek
nagyfoku osztodason esnek at, ezt a proliferaciot a csontveldi és késébb a timusz altal termelt
IL-7 citokin magas szintje tartja fenn és indukalja. A timocitdk az érésiik soran a timusz
mélyebb kortikalis régiodiban a dajkasejtekhez kapcsolodnak, amely kortikalis epitélsejtekkel
torténd kotédés hatdsara az ap TCR-t kifejez6 CD4"CD8" DP timocitak felismerik a sajat
MHC-peptid komplexet és kis affinitassal kotik azokat. Ez a gyenge kotddés a talélést biztositja
a sejteknek. Azok a timocitdk, amelyek nem ismerik fel a sajat MHC-peptid komplexet és nem
képesek kapcsoldodni hozza apoptozissal elpusztulnak, ezaltal biztositva a késdbbiekben az érett
T-sejtek korlatozott sajat MHC-re torténd aktivitasat. Ezt a folyamatot pozitiv szelekcionak
nevezziik, amely kovetkezményeként a tuléld sejtek mar az egyszeresen pozitiv (SP) MHC I-
antigén-komplexet kot6 CD8 koreceptort expresszalod sejtek vagy pedig az MHC Il-antigén-
komplexet kotd CD4 koreceptort expresszalo sejtek. Szelekcid kozben a masik koreceptor
kifejezddése elmarad, ezért a sejtek MHC-molekulara korlatozottakka valnak. A negativ
szelekcio soran a fejlodo T-sejtek a medullaris epitélsejtekhez kapcsolodnak, amelyek
bemutatjak nekik az antigéneket. Ennek kovetkeztében, azok a sejtek, amelyek nagy aviditassal
kotddnek az epitélsejtek MHC-antigén-komplexéhez apoptozissal elpusztulnak, mig a taléld
sejtek a periféridan mar nem reagalnak a sajat antigénekkel, igy kialakul a centralis tolerancia.
A pozitiv és a negativ szelekci6 (1. abra) eredményeként olyan sejtek keriilnek ki a periféridra,
amelyek a sajat MHC-peptid-komplexszel nem kapcsolodnak erdsen, de képesek az idegen
antigént erésen kotni a sajat MHC-molekulaval, majd aktivalodni. A timuszban érett sejtek
megfeleld kornyezeti tényezOk hatdsdra a masodlagos nyirokszervben valnak érett

immunkompetens T-sejtekké (Mond és mtsai., 1972; Takaba és Takayanagi, 2017).
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1. abra: T-sejt szelekcio a timuszban

A pozitiv szelekcid soran azok a kettds pozitiv (DP) T-sejtek maradnak életben, amelyek felismerik a
timusz epitélsejteken 1évo sajat MHC-molekulat, az erre képtelen sejtek pedig elpusztulnak apoptozissal. A
negativ szelekcid soran az MHC-sajat-antigén komplexhez tal erésen kot6dé sejtek elpusztulnak.

(Roviditések: cTEC: kortikalis timusz epitélsejt, mTEC: medullaris timusz epitélsejt, MHC: f6

hisztokompatibilitasi komplex; az abra Hiroyuki Takaba, Hiroshi Takayanagi és Reddit nyoman késziilt: The
mechanism of T cell selection in the thymus, Trends in Immunology, Volume 38, Issue 11, 2017)

A modern orvostudomanyban a CD4" Th sejteket szabalyozo Treg sejtekké és effektor
T-sejtekké oszthatjuk (2. abra). A Treg sejtek megvédik az autoantigénekre és a toleralando
exogén antigénekre (pl. étel, mikrobidta) adott effektor valaszokat. Az effektor T-sejtek
védelmet nyujtanak a korokozok ellen, €s citokin szekrécids profiljuk alapjan tobb tipusra
bonthatok, beleértve a Thl, Th2 és Th17 sejteket, valamint a Th22 és a Th9 sejteket. Bar a
CD4" T-sejtek minden egyes részhalmaza kiilonféle citokineket valaszthat ki, mindegyik
alcsoportban jellegzetes citokinek termelddnek. A CD4* Th sejtek funkciondlisan feloszthatok
az altaluk termelt citokinek alapjan €és azok segitségével képesek az immunvalasz iranyat
cellularis és humordlis irdnyba befolyasolni. Az osztdédd ThO sejtek termelt citokin
termeléséhez és a tovabbi differencialodashoz kostimulacio sziikséges. A Th sejtek az MHC I11-
peptid-komplexet ismerik fel, és e kolcsonhatas, valamint a CD28-B7 kostimulaciod
kovetkeztében, és citokinek hatasara aktivalodnak. A stimuldci6 sordn a ThO prekurzor

limfocitak Thl, Th2 vagy Th17 sejtekké differencialodnak. Ezen sejtek kozotti kiillonbség csak
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a citokinekben hatdrozhaté meg; morfoldgiailag megkiilonboztethetetlenek. Az aktivalt Th
sejtek kozvetleniil és az altaluk termelt limfokinek altal makrofagokat, T-, és B-sejteket
aktivalnak. A Th sejtek kdzponti szerepet jatszanak az adaptiv immunvalasz kivaltasaban,
iranyitasaban és szabalyozasaban egyarant (Scott, 1993; Zhu és mtsai., 2010; Soon és Haque,

2018; Jing Ye és mtsai., 2018).

A Thl sejtek IL-2, Interferon y (IFNy), Tumor nekrézis faktor o (TNFa), TGFfB
citokineket termelnek, melyek stimulaljak a T-sejt proliferaciot, aktivaljak a makrofagokat
tovabba a gyulladasos és citotoxikus folyamatokban jatszanak szerepet. Az IL-2 serkenti a
CD8" T-sejtek osztodasat és a citotoxicitast, az aktivacios kiiszobok csokkentésével. Az IL-12
¢s az [L-27 el6segiti az IFNy szekretalddasat, mig az IL-4 gétolja azt. A Thl sejtek altal termelt
{6 citokin, az IFNy aktivalja a makrofagokat, hogy elpusztitsak az intracelluléris koérokozokat,
mint pl. mikobaktériumok, gombak és protozoak, emellett indukalja az NK-sejteket a
citotoxicitasaig, és aktivalja a citotoxikus T-sejteket (Tc) is. Az IFNy pozitiv visszacsatolasi
kort killd a tobbi ThO sejtnek, hogy Thl sejtté valjanak ¢és gatolja a Th2 sejtek
differencialodasat, ezzel parhuzamosan leall az IL-4 termelése (Schmitz és mtsai.,1993; Scott,

1993; Zhu és mtsai., 2010; Kak és mtsai., 2018; Ross és Cantrell, 2018).

A CD4" Th2 sejtek differencialodasa a ThO sejtek kornyezetében alacsony IFNy és
magas IL-4 citokin mellett indul el. Ezen sejtek IL-2, IL-4, IL-5, IL-13, IL-25 citokineket
termelnek, elsésorban a B-limfocitak aktivalasaban, ellenanyagtermel6 sejtté torténd érésében
és igy foként az extracelluralis korokozok, patogének ellen hatékony humorélis immunvélasz
elinditasaban, valamint allergidban jatszanak szerepet. Az IL-4 autokrin mdédon tovabb segiti a
sejtek Th2 iranyu differencidlodéasat, mig az IL-12 és az IFNy citokinek gatoljak azt (Schmitz,
1993; Dong és Flavell, 2000; Ross és Cantrell, 2018). A Th17 sejtek differencialodasa a Thl és
Th2 sejteket eldsegitd citokinek jelenlétében nem indul meg. Képzddését egerekben a
STAT1/STAT3 tutvonal aktivalodasan keresztiili IL-6 és TGFpB, mig emberben az IL-6 és IL-
1B citokinek inditjak el (Hajimoradi és mtsai., 2022). A sejtosztodast az IL-21 segiti eld, a Th17
sejtek stabilitasat pedig az 1L-23 biztositja. A Thl sejtek IL-17A, IL-17F és IL-22 citokineket
termelnek (Ross és Cantrell, 2018; Guo és Zhang, 2021). A Th9 sejtek pleiotrop 1L-9 citokint
termelnek és a parazita bélférgek elleni immunvalaszban jatszanak szerepet. Képzddésiikhoz
IL-2 sziikséges, valamint IL-4 és TGFp (Richard és mtsai., 2015; Li és mtsai., 2019; Zhang ¢és
mtsai., 2022). A Th22 sejteket el6szor a borben irtak le, 1L-22 citokint termelnek €s a bér
homeosztazisanak fenntartdsaban, a szoveti gyulladasban és a sebgyogyitasban jatszanak

szerepet (Duhen és mtsai, 2009; Wang és mtsai., 2022).

17



A T-sejtek masodik csoportja a CD8" Tc sejtek az MHC I-peptid-komplexet ismerik fel,
a kolcsonhatds, valamint citokinek hatasara aktivalodnak és elpusztitjdk a célsejtet. Az
0sztodasat és aktivalodast az IL-2 és IFNy citokinek segitik el (Mond és mtsai., 1972;

Bendelac és mtsai., 2001; Gaudino és Kumar, 2019).

A T-limfocitak harmadik csoportja a Treg sejtek. A szabalyozé Treg sejtek a sajat
antigénnel torténd kolcsonhatas kovetkeztében a timuszban és a periférias nyirokszervekben
képzédnek. A Treg sejtek gatoljak az autoreaktiv, potencialisan veszélyt jelentd limfocitak

aktivalodasat és funkcidit (Sakaguchi és mtsai., 1995).

Naiv CD4* T-sejt

— R
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2. abra: CD4" Th sejt alcsoportok.

A sejtek kozepén lathatok a mester regulator molekulak, alattuk a kifejezett receptorok, a nyilak kézepén az
altaluk termelt legfontosabb citokinek és az immunvalaszban bet6ltott funkcidjuk. (Roviditések: IFNy:
Interferon vy, IL-: Interleukin, TNFa: Tumor nekrozis faktor a, TGF: Transzformald novekedési faktor j3,
GATA3: GATA binding protein 3, RORyt: Retinoic-acid receptor-related orphan nuclear receptor gammat,
AHR: aromads szénhidrogén receptor, IRF4: Interferon response factor4, Bcl6: B-cell lymphoma 6 protein,

Foxp3: forkhead box protein 3. Az dbra: Wambre és mtsai alapjan késziilt, 2012.)
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2.5. Regulatérikus T-sejtek

Az immunrendszer érése ¢s mitkodése soran sok milliard limfocita képzddik, melyek
egyedi antigén felismerd receptorral rendelkeznek. Az érés soran jelentkezd hibak
eredményezhetik a fejlodé limfocitdk daganatos elfajuldsat, illetve a szervezet sajat
antigénjeivel reagalo sejtek 1étrejottét. A szervezet szamara potencialisan veszélyt jelento (sajat
antigénekkel reagal6 és daganatos) limfocitak nagy része az érési 1épések (pl. pozitiv és negativ
szelekcid a timuszban) soran kiszelektalodnak, eliminaldédnak. Azonban, mint minden biologial
folyamat ez sem 100%-os pontossagu, igy el6fordulhatnak a sajat antigénekkel reagald
limfocitak a periférias nyirokszévetekben. Ezen autoreaktiv limfocitdk aktivalodasat egyéb
limfoid sejtek, mint pl. Treg-ek, képesek ellendrizni és megakadalyozni. A Treg sejtek képesek
az effektor T-sejtek funkcidinak gatlasara, és igy alapvetd szerepet jatszanak a periférias
tolerancia fenntartasaban, a koros autoimmun folyamatok megelézésében, a gyulladasos
folyamatok (asztma, gyulladasos bélbetegségek) korlatozasaban, emellett gatoljak a fert6zo
mikroorganizmusok eltdvolitdsat és a tumorellenes immunitds hatékonysagat is (Vignali és

mtsai., 2008; Sawant és Vignali, 2014).

A sejtek altal kozvetitett szupresszid jelenségérdl eldszor Gershon és munkatarsai
szamoltak be az 1970-es évek elején (Gershon és Kondo, 1971). Akkor még nem tudtak a
magyardzatat, de azt megallapitottdk, hogy valdszintileg immunologiai alapt reakciordl van
sz6, mivel a keresztreagdld szupresszié folyamata csakis a timocitdk jelenlétében volt
megfigyelhetd, tehat a folyamat specifikus. TObb hipotézis is sziiletett a szupresszid
magyarazatara, az egyik ilyen volt Gershon és munkatarsai altal, amely azt javasolta, hogy a T-
sejteknek van egy olyan részhalmaza, amelyek szupressziv aktivitast fejthet ki, és ez a hipotézis
megalapozta a "szupresszor sejtek" kifejezés hasznalatat, melyet 1972-ben irtak le el0szor

(Gershon és Kondo, 1970; 1971; Gershon és mtsai., 1972).

A regulalo képességgel rendelkezd CD4"CD25" kiilonleges T-sejt populacié a Treg
leirasa a Sakaguchi munkacsoport nevéhez fiizédik. A Treg sejtek 1étezését 1995-ben sikeriilt
kisérletesen is bebizonyitani. A munkacsoport allatkisérletben kimutatta, hogy az autoimmun
betegségek kialakulasat a CD4"CD25" T-sejt alpopulacio képes féken tartani. A Treg sejtek a
velesziiletett és az adaptiv immunrendszer miikodését szamos ponton szupresszaljak. A TCR-
készletiik hasonlo diverzitast, mint a konvencionalis T-sejtekké, azonban a konvencionalis T-

sejteket aktivald stimulusokra anergiaval valaszolnak. Az anergia a megfeleld citokinekkel
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attorhetd (pl. IL-2, IL-15), ez megsziinteti a sejtek szupressziv hatasat is (Sakaguchi és mtsai.,
1995).

A Treg sejtek tobb mint 20 évvel ezelbtti felfedezése ota nagy érdeklddést valtottak ki
mind az alap, mind a klinikai immunologiai kutatasok irdnydban. Ahogy a neve is sugallja, a
Treg sejtek reguldtoros szerepet jatszanak az immunrendszer mas sejtjeinek szabalyozasaban
vagy azok elnyomasaban. A Treg sejtek ellendrzik a sajat €s az idegen antigénekkel szembeni
immunvalaszt és segitenek megeldzni az autoimmun betegségeket. A Treg sejtek tehat a T-
sejtek olyan alpopulacidja, amelyek kulcsszerepet jatszanak a sajat antigének toleranciajanak
fenntartdsaban ¢és az antigén stimuldcid utdni tulzott immunvalaszok Szupresszidjaban
(Sakaguchi és mtsai., 1995; 2007; 2010; Sharma és Rudra, 2018; Shevach és Thornton, 2014;
Vignali és mtsai., 2008; Shevach, 2018).

A Treg sejtek fontos szerepet jatszanak a szervezet immunolodgiai tolerancidjanak
fenntartasaban és karbantartdsdban azaltal, hogy aktivan gatoljak az autoreaktiv limfocitakat,
azonban ennek a molekularis mechanizmusardl és a fejlodésérél még keveset tudunk. Az
immunologiai tolerancia kritikusan fligg az immunvalasz kivaltdsatol ¢és annak
downregulaciojatol egyarant. A Treg sejtek fontos szerepet jatszanak az immunvalasz negativ
limitaljak a reaktivitast a sajat antigénekkel, illetve a patogénekkel szemben, tompitjdk a
gyulladast és fenntartjak az antigénspecifikus T-sejt homeosztazist (Gershon és Kondo, 1971;

Grawunder és mtsai., 1998; Hoffmann és mtsai., 1999; Hori és mtsai., 2003).

A CD4*CD25" Treg sejtek fontos szerepet jatszanak az autoimmun betegség
megeldzésében és moduldljdk az immunvalasz bedllitasait, példaul a transzplanticid utani
szervkilokodés megel6zésében, a magzati-anyai toleranciaban és fertézések esetén. A
CD4'CD25" T-sejtek a sajat peptid kivalasztasanak hatasara proliferalodnak a periférian, de
nem szaporodnak limfopénia esetén a sajat fehérje kivalasztasanak hatasara. Ezek a kutatasok
a TCR nagyfoku specificitasara engednek kovetkeztetni, amelyek felismerik kozvetleniil a
timikus fehérjéket és a periférian serkentik a CD4"CD25" Treg sejtek proliferacidjat. A TCR
komplexnek kétségteleniil meghatarozo szerepe van a CD4*CD25" Treg sejtek sajatossagaiban

¢s a differencialasukban (Picca és mtsai, 2006; Kisielewicz és mtsai., 2010).

A Treg sejtek funkcidjanak tulajdonithatok folyamatosan novekvd szdmu kiilonbozo
jelatviteli utvonalak, molekulak és folyamatok. A sejtek a kialakulasuk alapjan két f6 csoportra

oszthatok (3. abra). Az egyik csoport a timuszban fejlédé természetes Treg sejtek (nTreg),
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melyek nagy mennyiségben expresszalnak CD25 sejtfelszini markert (IL-2 receptor), valamint
intracellularisan a Foxp3 transzkripcios faktort. Tobbféle TCR készlettel rendelkeznek és
kiilonféle mechanizmusok révén fejtik ki szabalyozo6 funkcioikat. A masik csoport a naiv CD4"
T-sejtekbOl a periférias szovetekben képz6dé indukalt Treg sejtek (iTreg), melyek IL-10 és
TGFp citokinek révén fejtik ki gatld hatasukat. A Treg sejtek szaméaban és funkcidjaban
bekovetkezett valtozasok szamos autoimmun betegségben érintettek, beleértve a Sclerosis
Multiplexet, az aktiv Rheumatoid Arthritist és az 1-es tipusi cukorbetegséget (Tang és
Bluestone, 2008; Long és Buckner, 2011; Povoleri és mtsai., 2013).

A CD4*CD25" Treg sejtek expresszaljak a CTLA-4 gatlo molekulat. A CTLA-4 hianyos
egerek fenotipusa hasonlit a Foxp3 mutéans egerekére, jelezve, hogy szoros kapcsolat 1étezhet a
CTLA-4 és a CD4"CD25" Treg sejtek kozott. CTLA-4 sziikséges a TGFp indukalta Foxp3
expressziohoz, mert a CTLA-4 hidnyos T-sejtek nem képesek indukalni a Foxp3-at TGFf
jelenlétében (Mond és mtsai., 1972; Scott, 1993; Tivol és mtsai., 1995; Zheng és mtsai., 2007).
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3. abra: Treg sejt fejlodés.

A T-sejtek eldalakjai a magzati majbol, kés6bb pedig a csontveldi multipotens hematopoetikus Gssejtekbdl
szarmaznak. Az eldalakok elhagyva a csontvel6t a timuszba vandorolnak. Az nTreg a CD4+ timocitakbol
képzédnek. Az iTreg sejtek a periférian keletkeznek. (Roviditések: Foxp3: Forkhead box protein 3. Az dbra:
Deng és mtsai., 2022. alapjan késziilt.)
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2.6. Foxp3 transzkripcios faktor

A Treg kutatasok kovetkezd mérfoldkovét a Foxp3 transzkripcios faktor leirasa
jelentette, amely kulcsszerepet jatszik a Treg sejtek képzddésében és szupressziv funkcidinak
fenntartasaban is. A Foxp3 gén kiiitése egérben hiperreaktiv CD4" T-limfocitak képzOédését
eredményezi, mig a spontan mutacidval kialakult ,,scurfy” fenotipus tobb immunszupressziv
mechanizmus kiesésének eredménye. A Foxp3 gén mutacioi egérben és emberben is végzetes
autoimmun korkép kialakulasahoz vezetnek (Immune dysregulation Polyendocrinopathy
Enteropathy X-linked — IPEX-szindroma). A fiatal férfiak esetében jelentkez6 korkép a
masodlagos limfoid szovetek megnagyobbodasaval, inzulinfliggd cukorbetegséggel,
ekcémaval, ételallergidval és sorozatos fertdzésekkel jar. A betegség gyogyitdsanak egyetlen
terapias lehet6sége jelenleg a csontveld-atiiltetés (Bennett és mtsai., 2001; Sakaguchi, 2005;
Van Gool és mtsai., 2019).

A Foxp3 a Treg sejtek kulcsfontossagi markere. A Foxp3 gén, egy olyan transzkripcios
faktort kodolt, amely genetikailag defektiv egy autoimmun és gyulladasos szindromaban az
emberekben és egerekben egyarant, specifikusan fejezddik ki a természetesen keletkezé CD4*
Treg sejtekben. Tovabba, leirtak, hogy a Foxp3 retroviralis géntranszfere atalakitja a naiv T-
sejteket Treg irAnyba, amely fenotipusa a természetesen elé6fordulo CD4" Treg sejtekre jellemzd
fenotipushoz hasonlé. Igy megallapitottak, hogy a Foxp3 egy kulcsfontossagu szabalyozo gén
a Treg sejtek fejlodésében (Gershon és mtsai., 1972, Hori és mtsai., 2003, Zhang és Zhao,
2007).

A naiv CD4" T limfocitakbol a periférids szovetekben képzédnek az iTreg sejtek,
melyek a Foxp3 negativ reguladlo 1 (Trl) és a T helper 3 (Th3) szabalyozd T-limfocitakat
foglaljak magukban, és IL-10 és TGFP citokinek révén fejtik ki gatld hatasukat. Az iTreg sejtek
kiilonboz6 fertézések hatasara képzddnek és bizonyos antigénekre, sejt- és tumortipusokra
specifikusak. A kétféle Treg sejt egérben és emberi szervezetben egyarant jelen van, de
képzbédésiik és fenotipusos sajatsagaik bizonyos eltéréseket mutatnak. Az nTreg sejtek a
periférids CD4" T-sejt készlet mintegy 5-10%-at alkotjak, az iTreg sejtek a periférias
szovetekben a konvencionalis T-sejtekbol fejlddnek. Igy a két sejttipus eltérd szoveti
kornyezetben, kiilonbozo feltételek mellett differencialodik (Hori és mtsai., 2003; Yi és mtsai.,

2006; Ugor és mtsai., 2013).
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2.7. A természetes szabalyozo T-limfocitak (nTreg sejtek)

A timuszban képzddo nTreg sejtek a pozitiv és negativ szelekcids 1épéseket kovetden a
timuszban fejlédnek tovabb. Pozitiv szelekcidjuk feltétele abban kiilonbozik a konvencionalis
T-limfocitakétol, hogy az nTreg TCR-jeinek kotddési erdssége a konvencionalis T-limfocitdk
negativ és pozitiv szelekciojat biztositd értékek kozé esik. A konvencionalis és az nTreg sejtek
TCR-jeinek 0Osszehasonlitd szekvenciaanalizise hasonld variabilitast igazolt, és kiilonleges

sajatsagokat nem mutatott ki (Moran és Hogquist, 2012).

A Foxp3 transzkripcioés faktor az nTreg sejtek fenotipusdnak stabilizalasaban és
fenntartasaban is fontos szerepet jatszik, mig a TGFp citokin a periférias az nTreg sejtek
kiilonb6z6 funkcidit gatolja. Az nTreg sejtek fenntartasaban a legfontosabb szerepet a CD28
altali kostimulacid és az IL-2 citokin jatssza. A CD28-B7 kapcsolat altali kostimuléci6 az IL-
2-termelés fokozasa révén eldsegiti az nTreg sejtek thlélését, hozzdjarul a sejtfelszini CD25
fokozott expressziojahoz, és biztositja a szabalyozé funkcidt is. Az nTreg sejtek képzodését
iranyit6 Foxp3 transzkripcios faktornak szdmos célgénje ismert, de kifejezddése dnmagaban
nem elegend§ a szupressziv funkcid kivaltdsahoz. A timuszban differencialéodo Foxp3* nTreg
sejtek gatlo funkciodjat kiillonbozo szinten mitkddo faktorok és folyamatok egyiittese biztositja.
Az nTreg sejtek hatasukat kdzvetlen sejtkdlcsonhatassal vagy kozvetve citokinek altal fejtik ki.
Altaluk termelt gatlé citokinek az IL-10, TGFp és az IL-35. Igazoltak, hogy az nTreg sejtek
képesek gatolni a DC-k aktivacidjat és kostimulacios képességét, tovabba modositjadk a
monocitak és makrofagok miikodését is. Igy szupressziv hatasukat az APC funkciok
modositasa révén is kifejthetik (Chen és mtsai., 1996; Zhang és Zhao, 2007; Mahnke €és mtsai.,
2007; Wu és mtsai., 2012). Azokban az egerekben, amelyekben a T-sejt-specifikus TGFf
jelatvitel hianyzik, a nTreg sejteknek differencidlodasi hibai vannak jelen, mivel a TGFf
jelatvitelrdl kimutattak, hogy eldsegiti a nTreg sejt prekurzorok tulélését (Liu és mtsai., 2008;

Ouyang ¢s mtsai., 2010).
2.8. A periférias indukalt szabalyoz6 T-limfocitak (iTreg sejtek)

Ellentétben a timusz eredeti nTreg sejtekkel, az iTreg limfocitdk in vivo a
konvencionalis periférias naiv CD4" T-sejtekbdl képzddnek és in vitro koriilmények kozott is
eldallithatok. Két tipusat kiilonboztethetjiik meg, az egyik szubpopulacié az IL-10 altal indukalt
iTreg-Trl limfocitak, a masik alcsoport pedig a TGF[3 hatasara képz6dé iTreg-Th3 limfocitak.
IL-10 és TGFB mellett az IL-4 és IL-13 citokinek is segitik a CD4" T-sejtek Foxp3™ Treg

sejtekké differencialodasat. A bél lamina propria rétegében talalhatd makrofagok retinsav, IL-
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10 és TGF jelenlétében szintén képesek a Foxp3™ iTreg sejtek képzédését kivaltani (Kaminska
¢és mtsai., 2005; Wu és mtsai., 2012; Yang és mtsai., 2017).

Az iTreg-Trl-sejtek egyedi sejtfelszini markerrel nem jellemezhet6k, képzddésiiket az
IL-10 termelé APC-k (éretlen DC, pDC, tolerogén mieloid DC) valtjak ki, IL-2 és IL-15
jelenlétében lassan osztodnak. A Trl sejteknek és az altaluk termelt IL-10-citokinnek kiemelten
fontos szerepe van a gyulladasos bélbetegségek megel6zésében és az allergének elleni
immunvalasz szabalyozasaban (Pletinckx és mtsai., 2011; Zhu és mtsai., 2010). Az IL-2 tobb
kiilonboz6 szinten is biztosit szignalokat a Treg sejtek szamara. Egyrészt elengedhetetlen a Treg
sejtek timuszban torténd fejlédéséhez, masrészt az IL-2 az egyik 6 citokin a felnétt egerek
iTreg sejtjeinek homeosztazisahoz. Végiil az antigénnel aktivalt konvencionalis T-sejtek
konnyen differencialodnak iTreg sejtekké IL-2 és TGFP stimulacio hatasara (Malek és mtsai.,

2002; Fontenot és mtsai., 2005; Malek és Castro, 2010; Zheng ¢és mtsai., 2007).

Az iTreg-Th3-sejtek CD4" naiv T-sejtekbdl torténd képzddését egérben és emberben is
a TGFp citokin segiti el6. Ez a gatlo sejttipus kiemelt szerepet jatszik a taplalék- és mikrobialis
antigénekben gazdag bélszovet immunologiailag kitilintetett allapotanak fenntartasaban. TGFf3
vagy TGFBRII hidnyaban a bélben spontan T-sejt-aktivacio és gyulladas alakul ki. A Trl és
Th3 sejtek az nTreg sejtek hianyaban is kialakulnak, ezzel igazolhato a kiilonbozé Treg sejtek
eltérd fejlodési utvonalai. A két sejtpopulacio egyiittmiikodését azonban jol alatdmasztja, hogy
az nTreg sejtek IL-10 és TGFp jelenlétében a naiv T-limfocitak iTreg iranyu differencialodasat
is elinditjak. Az IL-10 citokin és a TGFp is er6s immunregulator, mindketten a természetes
immunitasban ¢€s a gyulladasi folyamatokban szerepet jatszo citokinek kozé tartoznak (Y1 és

mtsai., 2006, Zhu és mtsai., 2010; Maynard és Weaver, 2008).

A TGFp egy multifunkcionalis citokin, amely egy tobb, mint 30 tagbol allé polipeptid
csalad tagja. Hatdsai kozé tartozik a sejtproliferacid gatlasa, immunszupresszié és az
extracellularis matrix szintézisének szabalyozasa. A novekedésgatlo hatasanak nagy figyelmet
szentelnek a legkiilonb6zobb vizsgédlatokban, szamos tanulmany igazolta a TGFf
tumorszupresszor funkcioit daganatkeletkezésben. Sok betegség hatterében ismert a TGFf
funkcidjanak kiesése, a TGFf patologias szerepe; TGFp rezisztenciat figyeltek meg szamos
daganatsejt esetében. A TGFB-gén hidnya a periférids nTreg sejtek szamanak és funkcidjanak
csokkenéséhez vezet, igazolva a TGFP sziikségességét a periférids az nTreg-egyensuly
fenntartasaban (Chen és mtsai., 1996; Kaminska és mtsai., 2005; Zhu és mtsai., 2010; Wu és

mtsai., 2012). Azokban az egerekben, amelyekben a TGF jelatvitel karosodott vagy teljesen
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elveszett a T-sejtekben, multifokalis autoimmunitas alakul ki, amely hasonl6 a globalis TGFB1

génhianyos egereknél megfigyelt betegséghez (Kulkarni és mtsai., 1993; Shull és mtsai., 1992).
2.9. Glukokortikoidok

A természetes GC-ket a mellékvesekéreg zona faszcikulata sejtjei termelik, prekurzora
a koleszterin. Szintézisiik és felszabadulasuk a hipofizis eliilsé lebenyének adrenokortikotrop
hormonja (ACTH) altal stimulalt, mig elvalasztasat a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese
tengely szabalyozza. Az ACTH-szekréciot a vérben 1évo GC szintje €s a hipotalamikus
kortikotrop releasing faktor hormon (CRF) szabalyozza. A f6 GC hormon in vivo az emberben

a kortizol, ragcsalokban pedig a kortikoszteron (Herman és mtsai., 2016).

A glukokortikoidok fontos tényezdi az immunvalasz szabalyozasanak és a periférias
tolerancia fenntartdsdnak. A homeosztazis fenntartasa érdekében szamos fizioldgiai folyamatot
szabalyoznak, mint a szénhidratok, fehérjék és lipidek anyagcseréje, a viz- €és sOhaztatas
szabalyozasa, tovabbd hatdsa van a fejlédési folyamatokra. Emellett befolyasoljak az
immunrendszer mitkodését, erés gyulladascsokkentd és immunszupressziv hatassal birnak, ma
a vilag egyik legelterjedtebb gyogyszerei (4. abra). A klinikumban igen széleskoriien
alkalmaznak kiilonboz6 betegségek kezelésében GC-analogokat (pl. Dexametazon-t (DX,
Dexamethasone) allergias 4llapotok, autoimmun betegségek, transzplantalt betegek,
kezelésére), amelyek vilagszerte az egyik leggyakrabban felirt gyogyszerek, a
gyulladascsokkentd ¢€s immunszupressziv —aktivitasuk, limfocita apoptdzist indukalo
képességiik miatt, mégis keveset tudunk a Treg sejtekre gyakorolt hatasaikrol. Irodalmi adatok
is alatamasztjak, hogy a klinikumban szisztémasan adott GC-k segitik a Treg-ek miikodését,

ezaltal i) megvilagitasba helyezve a GC-medialt immunszupressziot.
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Endogén glukokortikoidok

Kortizon Kortizol
Exogén / szintetikus glukokortikoidok

Prednizon Prednizolon Dexametazon

4. abra: Endogén (fels) és szintetikus (als6) glukokortikoidok.
(Pflug és mtsai., 2017., munkdja alapjan késziilt az dbra.)

A GC hormonok immunszupressziv hatasukat a citokin termelés és a sejt aktivacio
befolyasolasaval érik el. Biologiai hatasaikat intracellularis glukokortikoid receptorokhoz (GR)
kotddve kozvetitik, amelyek képesek genomikus és nem genomidlis mechanizmusokon
keresztiil hatni (Stary és mtsai., 2011; Oakley ¢és Cidlowski 2013, 2016, Ramamoorthy és
Cidlowski, 2016).

2.9.1. Genomikus hatasok

A GC-ok a sejtbe 1épve eldszor a specifikus receptorukhoz kapcsolodnak A GR-ok a
citoplazmaban talalhatok inaktiv formaban hésokkfehérje-komplexhez kapcsoltan. A ligand
kapcsolodésa utdn a konforméciovaltozas kovetkeztében lehasad a GR, a DNS-k6td domén
felszabadul, a komplex dimerizalodik és a sejtmagba transzlokalodik, ahol a glukokortikoid
valasz elemhez (GRE) kotddik és befolyasolja a génexpresszids folyamatokat (5. abra). A
genomikus hatasok ordk alatt kovetkeznek be. Képes bizonyos gének atirasat serkenteni, mint
pl. IL-10, mig masokét gatolni pl. IL-1B, IL-2, valamint kozvetett modon mas gének
levalasa a DNS-rdl szigortian szabalyozott folyamat, a szintetikus analdgok, mint pl. DX
esetében ez modosul a természetesnél erdsebb receptor affinitds miatt, amely a transzkripcios

folyamatot is megvaltoztathatja (Palinkas és mtsai., 2008; Boldizsar és mtsai., 2010; Oakley és
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Cidlowski, 2013; Busillo és Cidlowski, 2013; Ramamoorthy és Cidlowski, 2016; Kiraz és
mtsai., 2016; Liu és mtsai., 2022).

2.9.2. Nem genomikus hatdsok

A GC-ok néhany gyorsan végbemend, foként nagy koncentradcidban torténd
alkalmazasakor bekovetkezd hatdsa nem magyardzhatd a genomikus folyamatokkal.
Munkacsoportunk korabban publikalta, hogy a nagy dézisa GC kezelés eldsegiti az éretlen,
fejlédé CD4"CD8™ DP timocitak apoptdzisat a nem genomialis GC hormon hatéas révén. Mivel
az nTreg sejtek a timuszban DP timocitakbol fejlddnek ki, kérdéses volt, hogy az nTreg hogyan
reagdl a nagy dozisu GC kezelésre. Az elérhetd irodalom ellenmondésos a GC kezelésnek Treg
sejtekre kifejtett hatdsarol, ugyanakkor bizonyitott, hogy a GC felhasznalasa eldsegitheti a Treg
sejtek aktivaciojat (Boldizsar és mtsai., 2010; Mathian és mtsai., 2015; Prenek és mtsai., 2017).

¥OL

cytoplasmic
signaling-
proteins

5. abra: A glukokortikoid jelatvitel a T-sejtekben:

1. génexpresszid valtozas, genomikus hatés, 2. direkt membran hatdsok, 3. membranhoz
kapcsolt GR, 4. GR interakcidja citoplazmatikus fehérjékkel, 5. mitokondriumba vald

transzlokacid

(Boldizsar és mtsai., 2010., munkdja alapjdn késziilt az abra.)
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3. CELKITUZESEK

1. Munkank célja a GC hormon szerepének vizsgalata Treg sejtek differencialodasaban és

mukodésében.

2. Vizsgélni kivantuk a Treg sejtek GC érzékenységét a Treg arany és abszolut T-sejtszam

nyomon kovetésével kezeletlen és kezelt BALB/c egerek timuszaban és 1épében.

3. A GC kezelés hatasara a Treg sejtek funkcidjaban bekovetkezd valtozasokat a sejtek
szupresszor citokin termelésével, valamint a citokinek és Foxp3 transzkripcios faktor

relativ mRNS expresszidjanak mérésével kivantuk meghatarozni.

4. Tovabbi célunk volt, a GR és Foxp3 transzkripcios faktor lehetséges kolokalizacidjanak

vizsgalata Treg sejtekben DX nélkiil és in vitro DX kezelés utan.

5. Célunk volt megvizsgalni a GC hatasat a Treg sejtek in vitro differencialodasara,
valamint a timusz és 1ép eredetti CD4" T-sejtekre kiilonboz6 koriilmények kozott. Uj
modszereket alkalmazni stabil és funkciondlisan szupressziv Treg-ek eldallitasara,

adoptiv transzfer kisérletekben torténd jovobeni felhasznalashoz.

6. Az in vitro differencialtatott Treg sejtek funkcionalis sajatossagait a sejtek citokin
termelésével, a citokinek, valamint a Foxp3 transzkripcios faktor relativ. mRNS

expressziojanak mérésével kivantuk meghatarozni.

Elegendd szamu funkcionalisan hatékony és stabil Treg sejt megszerzése elsddleges fontossagu
a Treg sejtek in vitro manipulalasa soran az adaptiv sejtterapiaban olyan betegségekben, ahol

az immunszupresszio kivant kimenetel (Milward és mtsai., 2017).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Kisérleti allatok

A kisérletekhez 3-4 hetes BALB/c néstény egereket hasznaltunk. Az allatokat
konvencionalis koriilmények kozott tartottuk, kereskedelmi forgalomban kaphatd egértapot és
vizet ad libitum kaptak. A kisérletet a Pécsi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsag eldirasainak megfelelden hajtottuk végre (#BA 02/2000-16/2015). Az egereket a The
Jackson Laboratory laboratoriumtol (Bar Harbor, ME, USA) szereztiik be.

4.2. In vivo DX kezelés

Kisérleti allatainkat 2-4 napig intraperitonealisan oltottuk magas dézisa (20
mg/testtomeg kg) Dexametazonnal (DEXA-ratiopharm 4 mg/mL oldatos injekcié, TEVA,
OGYI-T-6071/03) PBS-el higitva. Az utolso oltast kovetden 24 ora elteltével eltavolitottuk az
egerek 1épét és timuszat és RPMI-1640 (RPMI) médiumba (Sigma-Aldrich Kft., Budapest,
Magyarorszag) helyeztiik.

4.3. Timocitak ¢és 1épsejtek izolalasa

Az egerek felaldozasat kovetden eltavolitottuk timuszukat és 1épiliket. A szerveket
mechanikusan homogenizaltuk RPMI médiumban (Sigma-Aldrich Kft., Budapest,
Magyarorszadg), majd a szuszpenzidt atszlirtiik vattdn, hogy a szoveti tormeléktdl
megszabaduljunk. A sejteket megmostuk 1X PBS-ben, 5 percig centrifugaltuk 5000 rpm
sebességgel Eppendorf 5804R centrifugan, majd 1 mL RPMI tapfolyadékba vettiik fel. A sejtek
életképességének meghatarozasdhoz €s a sejtszamolashoz tripankék festékkizarasos technikat
alkalmaztunk. 1x10° timocitat és lépsejtet kezeltink nagy dozist 10°M DX-nal (102M
torzsoldat  dimetil-szulfoxidban feloldva (DMSO, Sigma-Aldrich Kft.,, Budapest,
Magyarorszag)) szérummentes RPMI médiumban és 37 °C-on inkubaltuk 30 percig konfokalis
mikroszkopiahoz és koimmunprecipitaciohoz, valamint egy éjszakan at az aramlasi citometrias
mérésekhez. A kontroll mintdkat azonos koriilmények kozott tartottuk és azonos ideig
inkubaltuk az olddszer jelenlétében. A GC analdg kezelést jéghideg PBS-NaNs (1X Foszfat
pufferes so6oldat, Phosphate Buffered Saline, Molar Chemicals, Budapest, Magyarorszag), 0,1%
Na-azid tartalommal (Sigma-Aldrich Kft.)) hozzaadasaval allitottuk le.
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4.4. CD4" sejtek izolalasa és tisztitasa

A CD4" T-sejteket a frissen izolalt 1ép és timusz sejtekbdl negativ szelekcidval nyertiik
az EasySep Mouse CD4+ T Cell Enrichment Kits (Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada,
#19752, #19772) szelekcids kitet hasznalva. A szelekciot a gyarto altal javasolt leiras alapjan
végeztiik EasySep Magnet (Stemcell Technologies) gyari lila magnest hasznalva. A szelekciot
laminaris fiilkében végeztiik. A kiindulasi sejtszam 1-1.5 x 10® sejt/mL timocita vagy 1ép sejt a
szelekcids pufferbe felvéve (PBS, 2% FBS, 1 mM EDTA) 5 mL-es steril polisztirol cs6ben.
Els6 1épésként 50 uL. CD4™ T Cell Pre-Enrichment koktélt adtunk a sejtszuszpenzidhoz és 15
percig inkubaltuk szobahdmérsékleten. Ezt kovetden 150 uL Biotin szelekcids koktélt adtunk
a mintdhoz, 6sszekeverés utan 15 percig inkubaltuk szobahdémérsékleten. 150 uL. EasySep D
magneses partikulumot 0Osszekeverve 10 percig inkubdltuk a mintdkat, majd 2.5 mL
végtérfogatra kiegészitettiik az ajanlott médiummal és 5 percre a magnesbe helyeztiik. A
magneses szelekcio utdn a feliiltisz6 tartalmazza a negativan szelektalt T-sejteket. A szelekcid
végén kinyert CD4" T-sejt populacio tisztasaganak ellendrzéséhez sejtfelszini anti-CD4-Pacific
Blue, CD8-PE jelolést végeztiik aramlasi citometridas méréshez és RNS-t izolaltunk. A
szelektalt T-sejtek CD4" tisztasaga >96% volt. A sejtek RPMI-ben torténd mosasat kovetden
az ¢lo sejtszamot Biirker kamraban, tripankék festékkizarasos teszt segitségével hataroztuk

meg.
4.5. In vitro Treg sejt expanzio

A CD4" T-sejteket in vitro RPMI + 10% FCS + 100 U/mL penicillin/streptomycin + 2
mM L-gliik6z tartalmi médiumban tenyésztettiik in vitro 2-14 napig Dynabeads CD3/CD28 T-
sejt aktivald mikrogyongydk (2:1, gyongy:sejt aranyban) (Gibco; #11452D) segitségével, 30
U/mL rekombinans IL-2 (eBioscience; #34-8021-82) + 40 pg/mL rekombinans TGF beta 1
(eBioscience; #34-8342-82) = 10" mol/L DX (Sigma-Aldrich; #D4902) jelenlétében 24-lyuku
lemezen (1000 pL/lyuk) 37 °C-on 5% CO; tartalommal.

Az in vitro tenyésztést kovetéen a sejteket Osszegyljtottik és a mikrogydngyoket
eltavolitottuk az EasySep Magnet (Stemcell Technologies; #18000) mégnes segitségével. A
sejteket megmostuk 1X PBS-ben és meghataroztuk az €16 splenocita és timocita szamot Biirker
kamraban tripankék festékkizarasos teszt segitségével. A sejtekb6l RNS-t izolaltunk
NucleoSpin RNA XS (MACHEREY-NAGEL,; #740902.50) kit segitségével, valamint a

fluoreszcens jelolést kovetden aramlasi citometrias méréseket végeztiink.
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4.6. Antitestek és fluorokrémok

Az aramlasi citometrias méréseknél a Treg sejtek azonositasara anti-CD4-FITC (PTE
KK Immunolégiai és Biotechnologiai Intézet; YTS 191), anti-CD8-PE (BD Pharmingen; 53-
6.7) és anti-CD25-PE-Cy5 (eBioscience; RM4-5) vagy anti-CD25-PE-Cy7 (eBioscience;
PC61) sejtfelszini antitesteket, illetve anti-Foxp3-PE (eBioscience, Exbio; 3G3), anti-IL-10-
APC (BioLegend; JES5-16E3) és anti-TGFpB-PerCP (BioLegend, TW7-16B4) intracellularis

antitesteket hasznaltunk.

Az in vitro differencialt T-sejtek és Treg sejtek tovabbi vizsgalataihoz anti-1L-17A-
PerCP-Cyanine5.5 (eBioscience; eBiol7B7), anti-IFNy-APC (eBioscience; XMG1.2) és anti-
IL-4-FITC (eBioscience; BVD6-24G2) monoklonalis ellenanyagokat hasznaltunk.

A Treg sejtek FACS szeparalasahoz anti-CD4-PE (ImmunoTools; YTS 191.1.2), és
anti-CD25-PE-CyS5 (eBioscience; PC61.5) antitesteket hasznaltunk.

A konfokalis mikroszkopos metszetek jeloléséhez anti-CD4-Pacific Blue (BD
Pharmingen; RM4-5), anti-CD8-PE (BD Pharmingen; 53-6.7), anti-CD25-PE-Cy5 (BD
Pharmingen; PC61), anti-Foxp3-Alexa Fluor 647 (BD Bioscience; 150D), anti-GR-FITC (PTE

KK, Immunologia és Biotechnologia Intézet; SE4-B1) antitesteket hasznaltunk.

4.7. Antitest jelolés és aramlasi citometrias mérés

A sejtfelszini jeloléshez az adott antitestnek megfeleld koncentraciokkal antitest koktélt
készitettiink 100 uL PBS/0,1% BSA/0,1% NaNj jeléld pufferben. Mintanként 10° é16 sejtet
jeloltiink fluoreszcens monoklonalis antitesttel. A sejteket 30 percen keresztiil inkubaltuk
sotétben, ezt kovetden a mintakat kétszer mostuk 2 mL PBS/NaN3 mos6 pufferben. Az
intracellularis jeloléshez az eBioscience Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set
(eBioscience, San Diego, Egyesiilt Allamok, #00-5523-00) kitet hasznaltuk. A sejteket 30
percig fixaltuk és permeabilizaltuk sotétben, jégen 1 mL fixalo/permeabilizald pufferrel
(Fixation/Permeabilization Concentrate 4x; Fixation/Permeabilization Diluent). A fixalast
kovetden 2 x 2 mL eldzdleg meghigitott permeabilizadldo pufferrel mostuk a sejteket
(Permeabilization Buffer (10X)). Az intracellularis jeldléshez a korabban felsorolt fluoreszcens
monoklondlis antitesteket hasznaltuk, a 30 perces inkubacio végén kétszer mostuk a sejteket
permeabilizald pufferben. A jel6lés végén 500 pL fixalo pufferben (15 uL 35%-0s formaldehid
+ 485 pL PBS) vettiik fel a sejteket és a mérés kivitelezéséig abban taroltuk azokat. A jeldlést

a kitben meghatarozott leiras alapjan végeztiik. A mintdkat FACSCanto II d&ramlasi citométeren
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(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) mértiik, az eredményeket az FCS Express 4 Flow
Research program segitségével analizaltuk. A spektralis atfedések korrekciojara kompenzaciot
végeztiink jeloletlen mintdkkal, egyszeresen jelolt mintdkkal és teljes jelolt mintakkal €16
sejteken. Mintanként 100000 eseményt mértiink a limfocita kapubol. A nagysag és granularitas
(FSC/SSC) paraméterek alapjan azonositottuk a limfocitakat, majd azokon beliil csak a CD4*
sejteket vizsgaltuk tovabb. A CD4* T-sejt populacion beliil CD25"9"*Foxp3* alpopulaciot
tekintettiik Treg sejteknek. A citokinek aranyat a CD4" T-sejt és a Treg populacion belill is
meghataroztuk (5. abra).

Kezeletlen Iép In vitro differencialt

11.36% [14.61%

CD4*
Kapu

CD25

3.61% 0.12% : 13.90% 19.83%

' CD25*Foxp3*
i Kapu

IL-10

03, 74% 2,53% 30.66% s 35,80%
1 2 5 s 5 i " i T s

TGFB

6. abra: Kapuzasi stratégia a Treg sejtek meghatarozasahoz a CD4" sejtpopulacion beliil.

4.8. Fluoreszcens jelolt mintak vizsgalata konfokalis mikroszkdppal

A fluoreszcens konfokalis mikroszkopos vizsgalatokhoz a sejtpreparatumokat
sejtfelszini €s intracellularis antitestekkel torténd jeldlést kovetden a metszetekre mért sejteket
laboratoriumi citocentrifuga segitségével 5 percig porgettiink 1000 rpm sebességen (Cytospin
III, Shandon). A Shandon Cytospin 3 centrifuga egyrétegii sejteket hoz létre egy egyértelmiien
meghatarozott terilileten, a behelyezés megdontott helyzetben torténik a sejtveszteség
megakadalyozasa érdekében. Miitkodés kozben fiiggdleges helyzetbe keriilnek a lemezek,
mikdzben a sejtek letapadnak a targylemezre. A Cytospin 3 centrifuga eldsegiti a sejtek

integritasanak megorzését, amely a tovabbi vizsgalatok céljabol fontos.
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Az elkésziilt citopreparatumokat szobahdmérsékleten szaritottuk 10 percig. A metszetek
fedése PromoFluor Antifade Reagent (BioLegend; #:PK-PF-AFR1) segitségével tortént, amely
minimalizdlja a fluorokromok kifakitasat (photobleaching) azaltal, hogy stabilizalja a
fluorkromokat fixalt-sejtekben, szovetekben €s sejtmentes preparatumokban. Az elkésziilt

metszeteket 4 °C-on taroltuk, s6tétben.

Olympus FluoView FV-1000 konfokalis 1ézerpasztazo mikroszkop és fluoreszcencia
korrelacios spektroszkdp segitségével, Olympus Fluoview FV-1000S-1X81 képgytijto szoftver
rendszerrel késziiltek a fluoreszcens felvételek a metszetekrdl. A mikroszkop 3 1ézere 456, 470,
488, 514, 543 és 633 nm-es gerjesztési hulldmhosszakat biztosit. A mintabol egyidejiileg 3
fluoreszcencia, ebbdl 2 spektralis feloldasu és egy atesd fényi (DIC kontrasztozasu) jel
detektalhatd. Pasztazassal 0,5 um optikai szelet vastagsagt képek készithetok. A kolokalizacio

elemzése ImagelJ szoftver segitségével tortént.

4.9. RNS készités és Real-time PCR

Az 0sszegylijtott timocitakat és 1épsejteket sejtfelszini anti-CD4-PE és anti-CD25-PE-
Cy5 antitestekkel jeloltiik a korabbiakban leirt protokoll szerint. A jeldlt sejtek analizise BD
FACSAriall Cell Sorting System segitségével tortént BD FACSDiva Software (BD
Biosciences). A limfocita kapun beliil a CD4" és magas CD25" pozitivitdst mutatd sejtek

keriiltek kivalogatésra.

Az RNS minték izolalasa NucleoSpin RNA XS (MACHEREY-NAGEL,; #740902.50)
kit segitségével tortént 10° CD4*CD25M9"™ sejtbdl, a komplementer DNS szintetizalasa random
oligo(dT) primerek (Applied Biosystems) felhasznaldsaval tortént. A génexpresszio
kvanitifikdlasa a SYBR Green modszerrel tortént Applied Biosystems 7500 RT-PCR
rendszerben. A relativ génexpresszios szintek meghatarozasahoz B-aktinra normalizaltunk, az
eredményeket pedig a kezeletlen Treg sejtek mRNS szintjeinek tobbszordseként abrazoltuk
(RQ érték). Az alkalmazott primer-szekvencidk a kdvetkezok voltak: B-ACTIN (Forward) 5°-
GGG AGG GTG AGG GAC TTC C -3’; B-ACTIN (Reverse) 5’- TGG GCG CTT TTG ACT
CAG GA -3’; IL-10 (Forward) 5’- GTG AAG ACT TTC TTT CAA ACA AAG -3’; IL-10
(Reverse) 5°- CTG CTC CAC TGC CTT GCT CTT ATT -3’; Foxp3 (Forward) 5’- TAC TTC
AGA AAC CAC CCC GC -37; Foxp3 (Reverse) 5’- GTC CAC ACT GCT CCC TTC TC -3’;
TGFB1 (Forward) 5’- GAC TCT CCA CCT GCA AGA CC 3’; TGFpB1 (Reverse) 5’- GGA
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CTG GCG AGC CTT AGT TT-3’; egér GR (Forward) 5’- TGG TGT GCT CCG ATG A-3’;
egér GR (Reverse) 5°-AGG GTA GGG GTA AGC -3°.

4.10. PMA/ionomycin stimulacio

A CD4" T-sejtek aktivaciojahoz in  vitro Forbol 12-mirisztat 13-acetat
(PMA)/ionomycin stimulaciot végeztiink a kezeletlen 1épbdl és timuszbol izolalt, valamint az
in vivo DX kezelt allatokbol szelektalt CD4* T-sejteken is. A stimulacié 25 ng/mL PMA
(Sigma-Aldrich Kft.) és 1 pg/mL lonomycin (Sigma-Aldrich Kft.) jelenlétében tortént RPMI
médiumban, 24 oran keresztiil, 37 °C-on, 5% CO: koncentracié mellett. Az inkubacios id6
leteltével a sejteket Osszegyljtottiik €s fluoreszcens antitesttel torténd jelolést kdvetden

aramlasi citometrias méréseket végeztiink a Treg sejt aranyok meghatarozasara.
4.11. Statisztikai analizis

A statisztikai kiértékelést SPSS V.22.0 statistics package (IBM, USA) statisztikai
programmal végeztiik. Munkank sordn, a diagramokon a mért adatok atlagat és az 4atlagok
standard hibajat (£ SEM) abrazoltuk. Normalitas vizsgalatot (Kolmogorov-Smirnov) kovetéen
a kiilonb6zo csoportok eredményeinek Osszehasonlitdsara egyutas vagy tobbutas ANOVA
tesztet alkalmaztunk LSD post hoc teszttel, és a p <0,05 eltérést fogadtuk el statisztikailag

szignifikansnak. Jelolések: * kontrollhoz képes, # kezelések kozotti kiilonbség

Az abrékon az n elemszam megjelolés csoportonként értendd, a kiilonb6zo kezelési
csoportokban felhasznalt kisérleti allatok szamat jeloli. A kisérletek legaldbb 3 fiiggetlen

kisérletet jelentenek kezelési csoportonként legalabb 3 kisérleti allattal.
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

5.1. In vivo DX kezelés hatasa a timusz és a 1ép Osszetételére

A regulatorikus T-sejtek kulcsfontossagu tényez6i az immunvalasz szabalyozasanak és
a periférids tolerancia fenntartdsanak. Korabbi tanulmanyunkban bebizonyitottuk, hogy a
timusz Treg sejtek rezisztensek az ismételt nagy dozisu in vivo GC hormonkezeléssel szemben
(Ugor és mtsai., 2018). Azt is kimutattuk, hogy mind a timusz, mind a 1ép Treg sejtek
emelkedett immunszupressziv IL-10 és TGFp citokin szinteket termelnek a DX kezelés utan,
amelyet megnovekedett Foxp3 mRNS expresszio kisér, amely a DX kezelés eredményeként
erdteljesebben tiikrozheti a sejtek Treg vonal iranyu elkotelezettségét. Ezek az eredmények
alatamasztottak azt az elképzelést, hogy a GC-k befolyasoljak az immunrendszer szabalyozasi
agat és relevansak lehetnek azokban a klinikai allapotokban, amelyekben a Treg sejtek

aktivitasanak fokozéasa varhatoan elényos lesz.

A 20 mg/kg naponta beadott GC koncentracié megfelel a klinikumban széles korben
immunszupresszansként és gyulladascsokkent6ként hasznalatos dozisnak. Munkank soran
elészor a nagy dozisu DX kezelés hatasat vizsgaltuk a timocitak és periférias nyirokszerv 1ép
T-sejt alcsoportjainak aranyara és abszollt sejtszamara. Ismételt nagy dozisa in vivo DX
kezelést kovetden megvaltozott a timusz €s 1ép sejtekbdl izolalt abszolut sejtszdm, mindkét

szervben csokkent a sejtes allomany (1. tablazat).

Osszsejtszam x 107 Timusz Lép
(atlag = SEM)

Kontroll 9,5+0,75 7,73+ 1,33
in vivo 2 nap DX 3,6+ 1,47* 3,12 £ 0,1**
in vivo 4 nap DX 1,12 £ 1,35* 2,65 +1,45*

1. tablazat: Abszolut sejtszamok in vivo 2 és 4 napos DX kezelés hatasara timuszban és

1épben.

Az ismételt in vivo nagy dozisu (20 mg/kg) DX kezelés hatasara a timuszban és a Iépben
szignifikansan csokkent az abszollt sejtszam. A tablazatban az aramlasi citometrids elemzéssel
kiszamolt adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (+ SEM) mutatjuk be (n=36). * azt jelzi, hogy p

<0,05; ** azt jelzi, hogy p <0,01 a kezeletlen kontroll és az in vivo DX kezelések kozott.
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Megvizsgaltuk a timusz és 1€p T-sejtek Osszetételének valtozasait DX kezelést
kovetden. Ismételt (4 napos) nagy dozisu in vivo DX kezelés hatasara a timuszban a DP
timocitak szinte eltlintek, aranyuk 1% ala csokkent (2. tdblazat), mig a CD4" és CD8" T-sejtek
aranya emelkedett a kontroll sejtekhez képest. A 1épben az ismételt in vivo DX kezelés hatasara
emelkedett a CD4*, CD8" és kis mértékben DP T-sejtek aranya a kontrollhoz képest (2.

tablazat).

CD4* CcD8* CD4*CD8*
Timusz Kontroll 14,68 + 0,32 5,79 £ 3,34 77,13+ 0,49
in vivo 2 nap DX 59,73 £1,73 28,16 £ 3,06 755+1,6
in vivo 4 nap DX 57,3+3 32,29+ 4,31 0,71+0,12
Lép Kontroll 21,74 £ 0,44 10,12 £ 1 0,09 £ 0,01
in vivo 2 nap DX 30,6+1,2 15,06 £ 1,16 0,12 +0,03
in vivo 4 nap DX 30,1+2,1 16,28 + 1,3 0,26 £ 0,02

2. tablazat: in vivo 2 és 4 napos DX (20 mg/kg) kezelés hatasa a timusz és 1ép T-sejt

Osszetételére.

A tablazat az in vivo ismételt DX kezelés hatasara bekovetkezd a CD4*, CD8* és a CD4*CD8* T-
sejtek aranyaban bekovetkezd valtozasokat szemlélteti. Az ismételt in vivo DX kezelés T-sejtek aranya
a kett6s pozitiv timocitak aranya lecsokkent, mig a CD4" és CD8" T-sejtek aranya emelkedett a
kezeletlen allatokhoz képest. A 1épben a CD4* és CD8" T-sejtek aranya emelkedett az ismételt in vivo
DX kezelés hatasara, mig a kettds pozitiv sejtek aranya nem valtozott. A tablazatban az aramlasi
citometrias elemzéssel kiszamolt szazalék adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (+ SEM)

mutatjuk be (n=18).
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Az ismételt in vivo DX kezelés hatasara megvaltozott a timusz és 1ép Treg sejtek aranya.

A timusz sejtek allomanya kozel a tizedére csokkent a kezelést kovetden, mikdzben a Treg

sejtszam valtozatlan maradt (7. abra), a Treg sejtek aranya emelkedett (8. abra). A 1épben az in

vivo DX kezelés kovetkeztében lecsokkent az abszolut Treg sejtszam (7. abra).
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7. abra: Abszolut Treg sejtszamok a timuszban és 1épben és in vivo 2 és 4 napos DX

kezelést kovetHen.

Az ismételt in vivo nagy dozist (20 mg/kg) DX kezelés hatasara a Iépben szignifikansan csokkent az

abszolut Treg Osszsejtszam, mig a timuszban inkabb enyhe, Treg sejtszam emelkedés volt

megfigyelhet6. Az abra az aramlasi citometrias elemzéssel kapott adatok atlagat és az atlagok standard

hibajat (= SEM) mutatja be (n=18). ** azt jelzi, hogy p <0,01 a kezeletlen kontroll és az in vivo DX

kezelések kozott.
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8. abra: CD4"CD25"Foxp3* Treg sejt aranyok a timuszban és Iépben ismételt in vivo 2 és 4

napos DX kezelést kovetden.

Az ismételt in vivo DX kezelés hatasara a timuszban emelkedett a Treg sejtek szazalékos aranya, mig a
1épben csokkenés volt megfigyelheté. A diagram az aramlasi citometrias elemzéssel kiszamolt adatok
atlagat és az atlagok standard hibajat (+ SEM) mutatja be (n=18). * azt jelzi, hogy p <0,05; ** azt

jelzi, hogy p <0,01 a kezeletlen kontroll és az in vivo DX kezelések kozott.

A timuszban a nagy dozisu DX (20 mg/kg) kezelés hosszaval parhuzamosan tovabb
novekszik a Treg sejtek aranya, mikdzben az Gsszsejtszam tovabb csokken, igy a tapasztalt

arany novekedése a Treg sejtek talélésébdl adodik.

Az ionomycin és PMA egylittesen hasznalatos a T-sejtek aktivaciojara. A PMA
aktivalja a protein-kinaz C-t, mig az ionomycin egy kalcium-ionofor, és az ezekkel a
vegyliletekkel végzett stimuldcido megkeriili a T-sejtmembran-receptor komplexet, és szdmos
intracellularis jelatviteli utvonal aktivalasahoz vezet, ami a T-sejtek aktivalodasat és szdmos
citokin termelését eredményezi (Ai és mtsai., 2013). A tovabbiakban megvizsgaltuk a 1ép és
timusz sejtekben a Treg aranyok valtozasait PMA/ionomycin stimulacio hatasara, valamint az

ismételt in vivo DX kezelést koveté PMA/ionomycin stimulaciot kovetden (9. abra).
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9. dabra: CD4"CD25"Foxp3"* Treg sejt aranyok a timuszban és 1épben in vitro
PMA/ionomycin stimulaci6 hatasara, ismételt nagy dozisu in vivo 2 napos DX kezelést

kovetden.

PMA/ionomycin in vitro stimulacio hatasara a timuszban emelkedett a Treg sejtek szazalékos aranya,
mig a l1épben csokkenés volt megfigyelhetd. Az ismételt in vivo DX kezelés és PMA/ionomycin
egylittes hatasara a 1épben kozel felére csokkent a Treg sejtek szazalékos aranya. Az abra az aramlasi
citometrias elemzéssel kiszamolt adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (+ SEM) mutatja be
(n=18). * azt jelzi, hogy p <0,05 a timusz és 1ép kezeletlen kontroll és az in vivo DX kezelések,
valamint a timusz in vivo DX és PMA/ionomycin stimulacio kozott. *** azt jelzi, hogy p <0,001 a 1ép
kezeletlen kontroll és a PMA/ionomycin stimulacio kozott; valamint a 1ép kontroll és az in vivo DX és
PMA/ionomycin stimulacié kozott. Abra magyarazat: stimulalt = PMA/ionomycinnal in vitro

stimulalt.

Megvizsgaltuk az in vivo DX kezelt timusz és 1ép Treg sejtek 1L-10 és TGF[ citokin aranyainak

valtozasait in vitro PMA/ionomycin stimulacio hatasara (3. tablazat).

Timusz Lép
IL-10 TGFB IL-10 TGFpB
Kontroll 0,19+0 2,7+0,1 334+£0,1 | 2,51£0,2
Stimulalt 0,39+0 3,01+0,1 | 1,41£0,1 | 4,64+0,2
In vivo DX 2,22+0,1 | 486+0,1 | 1,82+0,1 | 527+0,2
In vivo DX/stimulalt | 2,26 + 0,1 1,69+0,1 | 2,05+0,1 | 2,79+0,1
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3. tablazat: in vivo 2 napos DX kezelés hatasa a timusz és 1ép Treg sejtek IL-10 és TGFp

citokin ardnyaira.

A tablazat a timusz és 1ép Treg sejtekben in vivo ismételt DX kezelés és PMA/ionomycin in vitro
stimul4cio6 hatasara bekovetkezd IL-10 és TGF citokin aranyaban bekovetkezd valtozasokat
szemlélteti. A tablazatban az aramlasi citometrias elemzéssel kiszamolt szazalék adatok atlagat ¢s az
atlagok standard hibajat (+ SEM) mutatjuk be (n=18). Tablazat magyarazat: stimulalt =

PMA/ionomycinnal in vitro stimulalt.

Tekintettel a glukokortiokoid (GC) hormonok, koztiik a DX, széles korti alkalmazasara
¢s az ilyen gyodgyszereknek az immunrendszer szabalyozasara gyakorolt hatdsara, a
tovabbiakban megvizsgaltuk a DX kezelés hatasat a regulatorikus T-sejtek in vitro

expanzidjara, valamint azok citokin profiljara.

5.2. TGFp és DX hatasa a Treg sejtek in vitro expanzidjara

A CD4" T-sejteket 3 napig stimulaltuk T-sejt aktivator CD3/CD28 mikrogyongyokkel
rekombinans IL-2 (rIL-2) jelenlétében, hozzaadott rekombinas TGFp (rTGFp), valamint plusz
DX jelenlétében is. A stimulaciot kovetden a timusz eredetii CD4™ T-sejtek esetében nem volt
vagy csekély mértékli emelkedést mértiink az abszolut sejtszamokban, mig a 1épbdl szdrmazo
CD4" T-sejtek esetében proliferaciot tapasztaltunk mindegyik stimulaciot kovetden. A
legmagasabb szignifikans emelkedést az abszolut sejtszamban az anti-CD3/CD28

mikrogyongyok + rIL-2 jelenlétében figyeltink meg (10. A. és B. abra).

I
N DO ®

Abszolut T-sejtszam x 10°
[2=Y
o

o N B O

10. A. abra: Abszolut timusz sejtszamok a 3 napos in vitro expanziot kovetden.
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A timusz abszolut T-sejt szamok nem valtoztak szignifikansan a 3 napos in vitro differenciaciot
kovetéen anti-CD3/CD28 mikrogyongyok (Bead) + rIL-2 and + rTGFp + DX jelenlétében. A
diagramon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (= SEM) mutatjuk be (n=12).

Abszolut T-sejt szam x 10°
e e L =
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10. B. abra: Abszolut 1ép sejtszamok a 3 napos in vitro expanziot kovetden.

A 1ép abszolut T-sejt szamok szignifikansan emelkedtek a 3 napos in vitro differenciaciot kovetden

anti-CD3/CD28 mikrogyongyok (Bead) + rlL-2 jelenlétében. * azt jelzi, hogy p <0,05 a kontroll (0.

nap) és az anti-CD3/CD28 mikrogy6ngyok + rIL-2 + rTGFp + DX kezelések kozott. A diagramon a
mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (+ SEM) mutatjuk be (n=12).

Ezt kovetden fenotipusos vizsgalatokat végeztiink az in vitro stimulalt CD4" T-sejteken
aramlasi citometridas mérés segitségével. A timusz eredeti CD4" T-sejtek esetében a
CD4*CD25"9"*Foxp3* Treg sejt arany szignifikinsan emelkedett (23,4 + 1,9%-ra) anti-
CD3/CD28 mikrogyongyok, rIL-2 ¢és rTGFp jelenlétében. Az indukalt Treg sejt arany nem
valtozott szignifikansan a sejtkultiiras médiumhoz hozzaadott DX jelenlétében (24,6 + 0,8%)
(11. A. abra). A timuszbol expandalt Treg sejtek szama a legnagyobb emelkedést az anti-
CD3/CD28 mikrogyongyok, rIL-2, rTGFP jelenlétében mutatta, DX hozzaadasa nélkiil (11. B.

abra).
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11. A. 4bra: A Treg sejtek expanzidja timusz CD4™ T-sejtekbdl 3 napos in vitro stimulaciot

kovetden.

A timusz CD4" T-sejtekbdl szarmazo Treg aranyok 3 napos in vitro expanzio utan emelkedtek az anti-
CD3/CD28 mikrogyongyok + rIL-2 + rTGFp + DX jelenlétében. * azt jelzi, hogy p <0,001 a kontroll
(0. nap) és kezelt mintdk kozott. A diagramon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (+

SEM) mutatjuk be (n=12).
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Abszolut Treg sejtszam x 10°

11. B. abra: Abszolut Treg sejtszamok a timusz CD4" T-sejtekbdl 3 napos in vitro stimulaciot

kovetben.
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A timuszbol szarmazé abszolut Treg sejtszamok szignifikansan ndvekedett 3 napos in vitro
differencialas utan anti-CD3/CD28 mikrogyongyok (Bead) + rIL-2 + rTGFP + DX jelenlétében. * azt
jelzi, hogy p <0,001 a kontroll (0. nap) és az eltérden kezelt mintak kozott, # azt jelzi, hogy p <0,05 az
anti-CD3/CD28 mikrogyongyok + rIL-2 + rTGFp kozott DX kezeléssel és hozzaadott DX nélkil. A
diagramon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (= SEM) mutatjuk be (n=12).

A 1ép CD4" T-sejtek in vitro expanzdja soran a leghatékonyabb stimulaciot az anti-
CD3/CD28 mikrogyongyok, rIL-2 és rTGFp jelenlétében kaptuk. Az indukalt Treg sejtek
aranya 44,6 + 2,9%-ra emelkedett, amely tovabbi emelkedést mutatott a sejtkultirahoz
hozzaadott in vitro DX jelenlétében 50,9 + 1,0%. Onmagiban az anti-CD3/CD28
mikrogyongyok és rIL-2 jelenlétében nem detektaltunk szignifikans in vitro Treg sejt expanziot
(12. A. éabra). A 1épbdl szarmazo indukalt Treg sejtek abszolut sejtszama szignifikansan
emelkedett az in vitro expanzi6 soran anti-CD3/CD28 mikrogydngy stimulécio és rIL-2, rTGFB
jelenlétében, amely abszollt sejtszam tovabbi emelkedést mutatott, ha DX-t is adtunk a

sejtkulturas médiumhoz (12. B. abra).
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12. A. abra: A Treg sejtek expanzidja 1ép CD4" T-sejtekbdl 3 napos in vitro stimulaciot

kovetben.

A 1ép CD4" T-sejtekben a Treg sejtek aranya emelkedett 3 napos in vitro stimulaciot kévetéen anti-
CD3/CD28 mikrogyongyok (Bead), rIL-2 és rTGFp + DX jelenlétében. * azt jelzi, hogy p <0,01 a
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kontroll (0. nap) és az anti-CD3/CD28 mikrogydngyok (Bead) + rlL-2 = rTGFp + DX kezelések
kozott, # azt jelzi, hogy p <0,05 a kezelések kozott DX jelenlétében és hidnyaban. A diagramon a mért
adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (+ SEM) mutatjuk be (n=12).
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12. B. 4bra: Abszolut Treg sejtszamok a 1ép CD4" T-sejtekbdl 3 napos in vitro stimulaciot

kovetben.

A 1épbdl indukalt Treg abszolut sejtszamok szignifikansan emelkedett a 3 napos in vitro stimulaciot
kovetden anti-CD3/CD28 mikrogyongyok (Bead) + rlIL-2 + rTGFp + DX jelenlétében. * azt jelzi,
hogy p <0,01 a kontroll (0. nap) és az anti-CD3/CD28 mikrogyongydk + rIL-2 = rTGFp £ DX
kezelések kozott. A diagramon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (+ SEM) mutatjuk
be (n=12).

5.3. A rekombinans TGFp és DX upregulalja a Foxp3 expressziot a Treg sejtekben in vitro

Az aramlasi citometriaval tortént Treg expanzidés méréseket kovetden, meg akartuk
vizsgalni a DX hatasat a Foxp3 mRNS expressziora az in vitro differencialt Treg sejtekben
kvantitativ RT-PCR analizis segitségével. A timuszbol in vitro expandalt Treg sejtek esetében
a Foxp3 relativ mRNS expresszidé szignifikans emelkedést mutatott az anti-CD3/CD28
mikrogyongyok, rIL-2 és rTGFf jelenlétében. DX hozzaadasa tovabb emelte a Treg sejtek
Foxp3 mRNS expressziojat (13. A. abra). A 1épbdl szarmazo6, in vitro generalt Treg sejtekben
azonos kezelési koriilmények kozott a Foxp3 mRNS expresszidjanak szignifikdns emelkedését

detektaltuk TGFP jelenlétében, hasonloan a timusz eredetii Treg sejtekben megfigyelt
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eredményekhez. Az in vitro DX kezelés tovabb fokozta a Foxp3 mRNS expresszidjat (13. B.

abra).

Foxp3 relativ mRNS expresszi6 a Treg sejtekben

13. A. abra: Foxp3 relativ mRNS expresszidja a timusz Treg sejtekben in vitro 3 napos
differencialtatast kovetden.

A timusz Treg sejtekben emelkedett a Foxp3 relativ mRNS expresszidja anti-CD3/CD28
mikrogyongyok (Bead) + rIL-2 + rTGFp jelenlétében és tovabb emelkedett hozzaadott DX hatasara. *
azt jelzi, hogy p <0,05 a kontroll (0. nap) és az anti-CD3/CD28 mikrogyongyok + rIL-2 + rTGFp +
DX kezelések kozott. A diagramon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (+ SEM)
mutatjuk be (n=3).
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Foxp3 relativ mMRNS expresszio a Treg sejtekben

13. B. abra: Foxp3 relativ mRNS expresszidja 1ép Treg sejtekben in vitro 3 napos
differencialtatast kovetden.

A 1ép Treg sejtekben emelkedett a Foxp3 relativ mRNS expresszidja anti-CD3/CD28 mikrogydngyok
(Bead) + rIL-2 + rTGF jelenlétében és tovabb emelkedett hozzaadott DX hatasara. * azt jelzi, hogy p
<0,05 a kontroll (0. nap) és az anti-CD3/CD28 mikrogyongyok + rIL-2 +£ rTGFB + DX kezelések
kozott, # azt jelzi, hogy p <0,05 az anti-CD3/CD28 mikrogyongydk + riL-2 + rTGF + DX kezelések
kozott. A diagramon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (£ SEM) mutatjuk be (n=3).

5.4. In vitro differencialt Treg sejtek immunszupressziv citokin termelése

Annak érdekében, hogy felmérjiik a kiilonb6z6 kezelési koriilmények Treg sejtek
mitkodésére gyakorolt hatasat, el6szor az in vitro indukalt Treg-ek altal termelt
immunszupressziv IL-10 és TGFp citokineket mértiik intracellularis detektalassal aramlasi
citométer segitségével. A frissen izolalt kezeletlen kontroll sejtekhez képest (IL-10: 0,4 + 0,1%;
TGFp: 1,4 £ 0,3%) szignifikdnsan magasabb IL-10 (9,5 = 1,6%) és TGFp (7,9 + 1,2%) citokin
termeld Treg sejt ardnyt figyeltiink meg az anti-CD3/CD28 gydnggyel aktivalt és differencialt
timikus Treg sejtekben. Tovabbi emelkedést detektaltunk a TGFp citokin termeld Treg-ek
aranyaban (12,4 + 1,5%), amikor DX is jelen volt a sejtkultiraban (14. A. abra).

crer

és 1épbdl szarmazé CD4" T-sejtekbdl indukalt Treg sejtekben a 3 napos in vitro stimulaciot
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kovetden. Megnovekedett IL-10 relativ mRNS expressziot figyeliink meg a timusz eredeta
Treg-ekben, anti-CD3/CD28 mikrogyongydk és rIL-2 jelenlétében (14. B. abra). Rekombinans
TGFP és DX hozzdadasa a sejtkultirdas médiumhoz nem okozott tovabbi emelkedést az IL-10
mRNS szintekben. A TGFp relativ mRNS expresszidja szignifikansan emelkedett, amikor DX
is jelen volt a sejtkultiras médiumban a CD3/CD28 aktivator mikrogyongyok, riL-2 és rTGFp
mellett (14. C. abra).

14. abra: Timusz Treg sejtek citokin expresszidja 3 napos in vitro stimulaciot kdvetéen.

#
16 -
14 4 *
12 -1 * *
10 -
OKontroll
mBead+IL-2

EBead+IL-2+TGFB
EBead+IL-2+TGFB+DX

Citokint termel6 timusz Treg sejtek
aranya
0]

IL-10 TGFB

14. A. abra: Timusz Treg sejtek citokin expresszidja 3 napos in vitro stimulaciot kovetden.
A Treg sejtekben az IL-10 és TGFp citokinek aranya szignifikans emelkedést mutatott anti-CD3/CD28
mikrogyongyok (Bead) + rlL-2 + rTGFp + DX jelenlétében. A DX hozzaadasa tovabb emelte a TGFf

expressziojat. * azt jelzi, hogy p <0,001 a kontroll (0. nap) és az anti-CD3/CD28 mikrogyongydk +
riL-2 + rTGFp + DX kezelések kozott, # azt jelzi, hogy p <0,05 a DX kezelt és kezeletlen sejtkulturak
kozott. A diagramon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hib4jat (+ SEM) mutatjuk be (n =8).
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14. B. abra: Timusz Treg sejtek IL-10 relativ mRNS expresszidja 3 napos in vitro stimulaciot
kovetden.

A timusz Treg sejtekben az IL-10 relativ mRNS expresszidja szignifikansan emelkedett a 3 napos in
vitro stimulaciot kovetéen mindegyik kezelési kondici6 hatasara a kontrollhoz (0. nap) képest. * azt
jelzi, hogy p <0,05 a kontroll (0. nap) és kiilonb6z6 kezelések kozott. A diagramon a mért adatok
atlagat és az atlagok standard hibajat (= SEM) mutatjuk be (n=4).
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14. C. abra: Timusz Treg sejtek TGFp relativ mRNS expresszidja 3 napos in vitro stimulaciot

kovetben.
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A TGFp relativ mRNS expresszioja szignifikansan emelkedett anti-CD3/CD28 mikrogydngyok
(Bead) + riL-2 + rTGFp + DX jelenlétében 3 napos in vitro stimulaciot kovetéen a kontrollhoz (0.
nap) képest a timusz Treg sejtekben. * azt jelzi, hogy p <0,05 a kontroll (0. nap) és anti-CD3/CD28
gyongyok + rIL-2 + rTGF + DX kezelések kozott. A diagramon a mért adatok atlagat és az atlagok
standard hibajat (= SEM) mutatjuk be (n=4).

Meghataroztuk a kezeletlen és a kiilonbozé koriilményekben torténd differencidlds
hatasara bekovetkez6 citokinek aranyat a 1ép eredetli Treg sejtekben aramlasi citometris
méréssel. A frissen 1épbél izolalt kontroll CD4*CD25"9"*Foxp3* Treg sejtekben az 1L-10
termeld sejtek aranya 3,6 £ 0,2%, mig a TGF aranya 2,5 + 0,3% volt. 3 napos in vitro expanziot
kovetden a 1ép eredetli Treg sejtek immunszupressziv citokin termeld aranya emelkedett anti-
CD3/CD28 mikrogyongyok és rIL-2 jelenlétében (IL-10: 16,9 + 0,5% TGF: 19,7 + 1,2%),
amely tovabbi emelkedést mutatott rTGFp hozzaadésa esetén (IL-10: 25,1 = 1,1% TGFf: 30,3
+ 3,6%). DX jelenlétében enyhe tovabbi emelkedés volt mérheté a TGF[} aranyaban (IL-10:
25,9 £ 1,2%, TGFB: 34,5 = 3,1%) (15. A. abra). Megvizsgaltuk a citokinek relativ mRNS
expressziojat. A 1épbdl szarmazo Treg sejtekben szignifikans IL-10 emelkedést figyeltiink meg
mindegyik kezelési kombinacido esetében, amely legmagasabb az anti-CD3/CD28
mikrogyongyok és rIL-2 jelenlétében volt (15. B. abra). Egyik sejtkultaras kezelés sem indukalt
szignifikans valtozasokat a TGFp relativ mRNS expresszidjaban a 1épbdl expandalt Treg
sejtekben (15. C. abra).

15. abra: Lép Treg sejtek citokin expresszidja a 3 napos in vitro stimulaciot kdvetden.
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15. A. abra: IL-10 és TGF citokin termel6 1ép CD4*CD25"9"*Foxp3* Treg aranyok.

A Treg sejtekben az IL-10 és TGFp citokinek aranya szignifikans emelkedést mutatott minden
kezelési koriilmény hatasara a kontroll (0. nap) sejtekhez viszonyitva. * azt jelzi, hogy p <0,001 a
kontroll (0. nap) és az anti-CD3/CD28 mikrogyongyok (Bead) + rIL-2 + rTGFp kezelések kozott, # azt
jelzi, hogy p <0,05 az anti-CD3/CD28 gyongyok + rIL-2 és a hozzaadott + rTGFp + DX kezelt

sejtkulturdk kozott. A diagramon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (+ SEM)
mutatjuk be (n =8).
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15. B. abra: Lép Treg sejtek IL-10 relativ mRNS expresszidja 3 napos in vitro stimulaciot
kovetden.

A 1ép Treg sejtekben az IL-10 relativ mRNS expresszidja emelkedett a 3 napos in vitro stimulaciot
kovetéen mindegyik kezelési kondicio hatasara a kontrollhoz (0. nap) képest. * azt jelzi, hogy p <0,05
a kontroll (0. nap) és az anti-CD3/CD28 gyongyok + rIL-2 és + rTGFP + DX kezelések kozott. A
diagramon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (+ SEM) mutatjuk be (n=4).
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15. C. abra: Lép Treg sejtek TGFp relativ mRNS expresszidja 3 napos in vitro stimulaciot
kovetden.
A TGEF relativ mRNS expresszioja nem valtozott szignifikansan a 3 napos in vitro expanziot
kovetden a kontrollhoz (0. nap) képest. A diagramon a mért adatok atlagat és az atlagok standard

hibajat (+ SEM) mutatjuk be (n=4).

5.5. Az in vitro Treg sejt expanzidja nem okoz Th1, Th2, Th17 iranyu citokin termelést

Az immunszupressziv IL-10 és TGFp citokinek mellett a kovetkezokben megvizsgaltuk
a kiilonb6z6 T-sejt alcsoportokhoz tartozd Thl-tipusu IFNy, Th2-tipust IL-4 és Thl7-tipusu
IL-17 citokineket az in vitro differencialt CD4*CD25"9"*Foxp3* 1ép Treg sejtekben anti-
CD3/CD28 mikrogyongyodk ¢€s rIL-2 £ rTGFp + DX jelenlétében. Az IFNy expresszald Treg-
ek aranya 1,02% volt a kontroll mintakban, az in vitro differenciaciot és expanziot kovetden
egyik kezelési kombinacioban sem volt detektalhato a citokin. Az IL-17 termel6 Treg sejtek
aranya 0,72% a kiindulasi CD4" T-sejtekben, amely az in vitro expanziot kovetden lecsokkent
a CD3/CD28 mikrogyongyok + rIL-2 + rTGFB + DX jelenlétében egyarant. Az IL-4 termeld
Treg-ek aranya 0,04% a kontroll sejtekben, amely emelkedett 0,4%-ra az in vitro anti-
CD3/CD28 mikrogyongyok + rIL-2 + rTGFP stimul4dcid hatasara, azonban nem volt

detektalhato, amikor DX is jelen volt a sejtkulturas médiumban (5. tablazat).
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Lép IL-10 TGFp IFNy IL-4 IL-17
Kontroll 3,64+01 | 252402 | 1,02+0.1 | 0,04+0,01 | 0,72+ 0,02
CD3/CD28 + riL-2 16,9+0,1 |19,72+0,1 0 03+004 | 026+0,04
CD3/CD28 + rlL-2 + rTGF | 25,1+0,1 |3037+1,9 0 04+0,07 | 0,04+0,01
CD3/CD28 + rIL-2 + rTGFp + DX | 25,93+ 0,4 | 34,52+ 0,9 0 0 0,11 +0,02

5. tablazat: Citokin termel6 1ép Treg sejtek aranya 3 napos in vitro differenciaciot kovetden.

A mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (£ SEM) abrazoltuk (n=4).

e ey

Az intézetiinkben végzett korabbi kutatdsban megvizsgaltuk a nagy dozist terapids GC

hormon analogok hatasat a timusz Treg ¢és 1ép Treg sejtekre, amelyek kulcsszerepet jatszanak a

fiziologids immunszupressziodban. Igazoltuk, hogy a periférias Treg sejtek érzékenyek a nagy

dozisi (20 mg/kg) DX kezelésre, ezzel elletétben a timikus Treg sejtek rezisztensnek

bizonyultak. Mindkét periférids és timusz taléld Treg-ek esetében emelkedett IL-10 és TGFf

citokin expresszié volt megfigyelhetd (Ugor és mtsai., 2018). A korabbi eredményekre

alapozva, kivancsiak voltunk, hogy a kisérleti allatok in vivo DX el6kezelése hogyan

befolyasolja az in vitro Treg differenciaciot a CD4" T-sejtekbdl. El6szor 6sszehasonlitottuk a

timusz és 1ép CD4*CD25"9"Foxp3* Treg aranyokat a kontroll allatok és a DX el8kezelt allatok

kozott. Az in vivo 4 napos ismételt nagy dozist DX kezelés szignifikansan emelkedett timusz

Treg szazalékos aranyt valtott ki, mikdzben a 1épben ellentétes hatast figyeltiink meg (16. abra).
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16. abra: In vivo DX hatasa a CD4" timusz és 1ép T-sejtekben a Treg aranyokra.

A timikus Treg sejtek aranya szignifikansan emelkedett 4 napos ismételt nagydozisu (20 mg/kg) in
vivo DX kezelés hatasara, ezzel szemben a 1ép CD4+ T-sejtekben szignifikansan csokkent a Treg
sejtek aranya. ** azt jelzi, hogy p <0,001, * azt jelzi, hogy p <0,01 a kezeletlen kontroll és az in vivo
DX kezelt allatok kozott. A mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (= SEM) abrazoltuk
(n=4).

Az in vivo DX el6kezelt T-sejtek funkcionalis valtozasainak meghatarozasahoz,
megmértiik a CD4* T-sejtek in vitro differencialoédasi potencialjat, abbdl a célbol, hogy
nagyobb szamu Treg sejtet generalhassunk. A vizsgalathoz a korabbi az in vitro sejtkulturas
rendszer (anti-CD3/CD28 mikrogyongyok, rIL-2 = rTGFp + DX) segitségével a 4 napig in vivo
DX el6kezelt allatok timuszabol és 1épébdl izolalt CD4™ T-sejteket stimulaltuk in vitro. A
timusz eredeti CD4" T-sejtekben az in vivo nagy doézisu DX elékezelés emelkedett Treg sejt
expanziot indukalt anti-CD3/CD28 mikrogyongyok + rIL-2 £ rTGFB = DX jelenétében a
kezeletlen allatokbol izolalt CD4" T-sejtekhez viszonyitva (17. A. dbra). A timusz eredetii CD4"
T-sejtekhez képest a 1ép eredetli CD4" T-sejtek in vitro differencialodasa kevésbé kifejezett
emelkedést okozott a kezeletlen allatokbol izolalt kontroll sejtekhez viszonyitva, mindegyik
kezelési kondicioban (17. B. abra).
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17. abra: Az egerek in vivo 4 napos DX kezelésének hatasa az in vitro expandalt timusz és

1ép Treg sejtekre.
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17. A. abra: In vivo DX hatéasa a timusz Treg aranyokra.

A timusz eredetl sejtekben, a 4 napos in vivo DX kezelését kovet6en az in vitro 3 napos stimulacio
hatasara emelkedett az indukalt Treg sejtek aranya anti-CD3/CD28 mikrogyongyok (Bead) + rlL-2 +
rTGFp + DX jelenlétében a kontrollhoz (0. nap) viszonyitva. * azt jelzi, hogy p <0,05 a kontroll (0.
nap) és az anti-CD3/CD28 mikrogyongyok + rIL-2 + rTGFp + DX kezelések kozott, ** az jelzi, hogy
p <0,01 az in vivo 4 napos DX kezelt mintak kontroll mintak (0. nap) és az anti-CD3/CD28
gyongyokkel + rIL-2 + rTGFB + DX- kezelés kozott, # azt jelzi, hogy p <0,05 a kezeletlen és az in
vivo DX kezelt allatok kozott. A diagramon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (+
SEM) abrazoltuk (n=4).
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17. B. abra: In vivo DX hatasa a 1ép Treg aranyokra.

napos in vitro expanziot kovetéen emelkedtek anti-CD3/CD28 mikrogyongyok (Bead) + rlL-2 +
rTGFp + DX jelenlétében. Az in vivo 4 napos DX elékezelés alacsonyabb Treg aranyt eredményezett a
1ép CD4* T-sejtekbdl szarmaztatva anti-CD3/CD28 mikrogyongyok + rIL-2 + rTGFp + DX
jelenlétében. * azt jelzi, hogy p <0,001 a kontroll (0. nap) és az anti-CD3/CD28 mikrogyongyok + rIL-
2 £ r'TGFp £ DX kezelések kozott; ** az jelzi, hogy p <0,01 az in vivo 4 napos DX-nal kezelt mintak
és az in vivo DX kezelt anti-CD3/CD28 mikrogyongyokkel (Bead) + rlL-2 + rTGF + DX stimulacio
kozott; # azt jelzi, hogy p <0,05 az in vivo DX kezelt és a kezeletlen kontroll allatok kozott, amikor a
T-sejteket anti-CD3/CD28 mikrogyongyok + rIL-2 + rTGFp + DX jelenlétében expandaltattuk. A
diagramon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (£ SEM) abrazoltuk (n=4).

Mivel a timusz emelkedett Treg sejt aranyt mutatott a magas dézisu DX el6kezelést
kovetden, megvizsgaltunk a DX hatdsat a Foxp3, IL-10 és TGFp relativ mRNS expresszidjara
a timuszbol szarmazo indukalt Treg sejtekben. Az in vivo DX elékezelt allatokbol izolalt CD4*
T-sejtekbdl in vitro expandalt Treg sejtekben mindegyik kezelési kondicio hatasara emelkedett
a Foxp3 mRNS relativ expresszidja (18. A. abra). Ezen Treg sejtek funkcionalis aktivitasanak
vizsgalata azt mutatta, hogy az in vivo DX el6kezelés csokkent expressziot okozott az
immunszupressziv citokinek relativ mRNS expresszidjaban. A valtozas a legszembetiindbb az
IL-10 mRNS expresszioja esetén volt (18. B. abra), mikézben a TGF3 mRNS expresszidja

csekély mértékben csokkent vagy nem valtozott (18. C. abra). A kontroll sejtekhez képest a
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TGFp relativ mRNS expresszidjanak szignifikans csokkenését csak azokban az in vitro
expandalt Treg sejtek esetében tapasztaltunk, ahol in vivo és in vitro DX is jelen volt a

sejtkulturaban.

18. abra: Foxp3, IL-10 és TGFp relativ mRNS expressziok a kontroll és az in vivo 4 napos

DX kezelt timusz Treg sejtekben 3 napos in vitro differenciaciot kovetden.
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18. A. abra: In vivo DX hatasa a timusz Treg aranyokra.

A Foxp3 relativ mRNS expressziok a timusz Treg sejtekben emelkedtek a kezeletlen allatokbol 3
napos in vitro expanziot kovetden anti-CD3/CD28 mikrogyongyok (Bead) + rIL-2 = rTGFp + DX
jelenlétében és tovabbi emelkedést mutattak a DX eldkezelt CD4* T-sejtekbdl differencialtatva. * azt
jelzi, hogy p <0,05 a kontroll (0. nap) és az anti-CD3/CD28 mikrogyongyok + rIL-2 + rTGFB = DX
kezelések kozott a DX el6kezelt és kezeletlen kontroll mintakbol. A diagramon a mért adatok atlagat
és az atlagok standard hibajat (= SEM) abrazoltuk (n=4).
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18. B. abra: IL-10 relativ mRNS expresszioja timusz Treg sejtekben.

Az IL-10 mRNS relativ expresszidja egyarant emelkedett a kezeletlen és az in vivo 4 nap DX kezelt
timusz Treg sejtekben a 3 napos in vitro expanzidt kovetéen anti-CD3/CD28 mikrogyongyok (Bead) +
riL-2 + rTGFp + DX jelenlétében a kiindulasi kontrollokhoz (0. nap) viszonyitva. Az in vivo DX
elkezelés Iényeges csokkenést okozott az IL-10 relativ mRNS expressziokban minden tovabbi in vitro
kezelési kondicio esetén. * azt jelzi, hogy p <0,05 a kontroll (0. nap) és az anti-CD3/CD28
mikrogyongyok + rIL-2 + rTGFp + DX kezelések kozott, valamint az in vivo DX kezelt és az anti-
CD3/CD28 mikrogyongyok + rIL-2 + rTGFP + DX kezelt mintak k6zott. A diagramon a mért adatok
atlagat és az atlagok standard hibajat (= SEM) abrazoltuk (n=4).
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18. C. abra: TGF relativ mRNS expresszioja timusz Treg sejtekben.

A TGFp relativ mRNS expresszidja a timusz Treg sejtekben nem valtozott a 3 napos in Vitro expanziot

kovetden, kivéve a kezeletlen allatbol CD3/CD28 mikrogydngyok + rlL-2 + rTGFp + DX jelenlétében
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differencialtatott sejtek esetében. A 4 napos in vivo DX eldkezelése az allatoknak nem befolyasolta a
TGFp relativ mRNS expresszidjat az in vitro expanzio soran. * azt jelzi, hogy p <0,01 a kontroll (O.
nap) és az anti-CD3/CD28 mikrogyongyok (Bead) + rIL-2 + rTGFp + DX kezelés kozott. A
diagramon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (+ SEM) abrazoltuk (n=4).

5.7. DX hatasa a GR ¢és Foxp3 expressziora

Az endogén glukokortikoidok (GC) szamos fiziologiai folyamatot szabalyoznak. A
glukokortikoid receptorok (GR) az egész testben expresszalddnak, de a GC érzékenység és az
indukalt bioldgiai vélaszok jelentds heterogenitdst mutatnak a szovetekben, a kiilonbozo
sejteken expresszalddo GR szintje meghatarozza a sejtek GC érzékenységét (Cain és Cidlowski,
2015; Ramamoorthy ¢és Cidlowski, 2013). A GC kezelés altal indukalt GR expresszid
emelkedését Intézetiink korabban leirta DP timusz sejtekben és a GR expresszio csokkenését
érett és SP T-sejtekben human és egér mintakban egyarant (Berki és mtsai., 2002, Boldizsar és
mtsai., 2006.) A GC hormonra érzékeny DP timocitakban a DX kezelés hatasara a sejtmagbol
a GR mitokondrialis transzlokacidja kovetkezik be, amely arra utalhat, hogy a receptor
expresszios szinjének valtozasa mellett a GR elhelyezkedése is befolyasolja a sejtek talélését.
Munkacsoportunk korabbi kisérleteibdl kideriilt, hogy az ismételt nagy dozisu in vivo DX
kezelés hatdsara a timusz eredetli Treg sejtekben emelkedik a GR fluoreszcencia intenzitasa
(MFI), mig a kontroll allatok 1ép Treg sejteiben a mért magasabb GR MFI az in vivo 2 napos
ismételt DX kezelés kovetkeztében csokken (Ugor és mtsai., 2018).

A [épbdl és a timuszbol szarmazd CD4* T-sejtekben a 3 napos in vitro Treg sejt
expanziok soran a sejtkultiras médiumban jelenlévd in vitro DX fokozta a Foxp3™ Treg sejtek
aranyat mindkét szervbdl szarmazo T-sejtekben. Ennek okan kivancsiak voltunk az in vitro DX
hatasara a kezeletlen kontroll és az in vivo ismételt DX kezelt 1ép és timusz Treg sejtekben a
GR-ra. Az in vitro DX kezelés hatasara emelkedett az in vivo DX kezelt 1ép Treg sejtekben a
GR MFI (19. abra). A timusz Treg sejtek esetében a korabbi mérésekhez hasonléan csokkent
az in vivo DX ismételt kezelés hatasara a GR MFI, azonban az in vitro DX kezelés hatasara
emelkedd tendencia figyelhetd meg mind a kontroll, mind pedig az in vivo ismételt DX kezelt

timusz Treg sejtek GR atlag fluoreszcencia intenzitasaban (20. abra).
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19. abra: Lép eredeti Treg sejtek GR expresszidja

Az ismételt in vivo DX kezelt 1ép Treg sejtek GR atlag fluoreszcencia intenzitasa emelkedett in vitro
DX kezelés hatasara. * azt jelzi, hogy p <0,01 az in vivo DX kezeléshez képest. A diagramon a mért

adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (= SEM) abrazoltuk (n=8).
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20. abra: Timusz eredeti Treg sejtek GR expresszidja

Az in vitro DX kezelés hatasara emelkedik a kontroll és az in vivo DX kezelt timuszbol szdirmaz6 Treg
sejtek GR atlag fluoreszcencia intenzitasa. * azt jelzi, hogy p <0,05 a kontroll és in vitro DX, valamint
az invivo DX és az in vivo + in vitro DX kezelések kozott. A diagramon a mért adatok atlagat és az
atlagok standard hib4jat (= SEM) abrazoltuk (n==8).

A tovabbiakban konfokalis mikroszkop segitségével megvizsgaltuk a Foxp3 és GR
kolokalizaciojat a kezeletlen kontroll és az in vivo DX kezelt Treg sejtekben hozzaadott in vitro
DX jelenlétében (21-23. abra).
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21. abra: Foxp3 GR kolokalizacio6 1ép Treg sejtekben.

Az in vitro DX kezelés hatasara emelkedik a kontroll és az in vivo DX kezelt 1épb6l szarmazo Treg
sejtekben a Foxp3 kolokalizacioja a GR-hoz. * azt jelzi, hogy p <0,05 a kontroll és in vitro DX,
valamint az in vivo DX és az in vivo + in vitro DX kezelések kozott. A diagramon a mért adatok

atlagat és az atlagok standard hibajat (= SEM) abrazoltuk (n=8).
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22. abra: Foxp3 — GR kolokalizacié timusz Treg sejtekben.

Az in vitro DX kezelés hatasara emelkedik a kontroll és az in vivo DX kezelt timuszbol szairmazé Treg
sejtekben a Foxp3 kolokalizacioja a GR-hoz. * azt jelzi, hogy p <0,05 a kontroll és az in vitro DX
kezelések kozott. A diagramon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (= SEM)
abrazoltuk (n=8).
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Kontroll in vitro DX

23. abra: Foxp3 — GR kolokalizaci6 timusz CD4" T-sejtekben.

Reprezentativ kép a konfokalis mikroszkopos felvételekbol a Foxp3 — GR kolokalizaciorél CD4*
pozitiv T-sejt populacioban.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kutatasunk soran optimalizalni szerettiik volna a megfelel feltételeket a Treg sejtek in
vitro differencialodasahoz és expanzidjahoz timusz és 1ép CD4" T-sejtekbdl. A Treg sejtek az
immunszabalyozas és az immunologiai tolerancia fenntartasanak elengedhetetlen kozvetitoi, és
mint ilyenek, szdmos betegség szempontjabol kulcsfontossagu terapias célpontok (Danikowski
¢és mtsai., 2017; Kawai és mtsai., 2018; Li és mtsai., 2018; Romano és mtsai., 2017; Sakaguchi
¢s mtsai., 2008). A Treg sejtek adoptiv transzfer terapiaja egy feltorekvo teriilet, amelynek célja
anem kivant, a tilzott vagy a patologias immunreakciok megfékezése. Ahhoz, hogy az adoptiv
Treg sejt terapidk sikeresek legyenek, magas hatékonysagu, tisztasagu és hozamau, jol jellemzett
Treg sejtekre van sziikség (Safinia €s mitsai., 2015; Vaikunthanathan ¢és mtsai., 2018).
Kisérleteink soran fontos szempont volt az a tény, hogy a Treg sejtek az immunoldgiai kutatas
¢lvonalaban vannak, valamint, hogy a glukokortikoid (GC) hormon analégok a legfontosabb
gyogyszerek kozott vannak a gyulladasos és autoimmun betegségek, allergiak, valamint a
szervatiiltetések és rosszindulati daganatokban szenveddk kezelésében (Cain and Cidlowski,
2017). A glukokortikoidok immunszabalyozé tulajdonsagait a klinikan gyulladasos és
autoimmun betegségek, valamint bizonyos rosszindulati hematoldgiai daganatok kezelésére
hasznaljak ki, de a karos mellékhatasok nehezitik a hosszan tartd hasznalatot. A glukokortikoid
kezelés élettani hatasait meghatarozo molekularis események teljes megértése betekintést nyujt
az optimalis glukokortikoid kezelésekbe, a betegek glukokortikoid érzékenységének
megbizhatd felmérésébe, és eldmozdithatja az Gj GR agonistak kifejlesztését, amelyek
immunszupressziv hatast fejtenek ki, mikozben elkeriilik a karos mellékhatasokat. Annak
ellenére, hogy mindkét iranyban van érdekl6dés, a GC analdogoknak a Treg sejtekre gyakorolt
hatasara vonatkozo informaciok in vivo és ex vivo (in vitro) koériilmények kozott viszonylag
ritkak. Csak maroknyi tanulmény jelent meg, amelyek mindkét témaval atfogoéan foglalkoznak,
koztiik néhany latszolag ellentmondasos eredményekkel (Chen és mtsai., 2003; 2016; Olsen és

mtsai., 2015; Zhang és mtsai., 2018; Jargensen és mtsai., 2019; Bruscoli és mtsai., 2021).

A munkank elsddleges célja az volt, hogy meghatarozzuk azokat a feltételeket, amelyek
kozott a Treg sejtek robusztusan gyarapithatok. Feltartuk az anti-CD3/CD28 stimulacionak,
rekombinans IL-2-vel és rTGFB-val torténd stimulacionak, valamint a hozzéadott DX vagy
nélkiile torténd hatasat a CD4" T-sejtek differencidloédasara, a Treg-vonal elkotelezettségére
(Foxp3 expresszid) és az immunszupressziv citokinek termelésére, amelyek fontos tényezok a

Treg sejtek funkcionalis meghatarozasahoz.
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Osszehasonlitottuk a frissen izolalt 1ép és timusz CD4* T-sejteket, differencialtatst
alkalmaztunk kiilonb6z6 kondiciok segitségével. A sejtek legjobb expanzidja a [épbdl szarmazd
T-sejtek esetében volt megfigyelhetd anti-CD3/CD28 és rIL-2 jelenlétében, koriilbeliil 70%-
kos relativ emelkedés a sejtszamban. Amikor a Treg sejtek relativ aranyat és abszolut sejtszamat
megvizsgaltuk a CD4" T-sejtpopulacioban a stimulacids rend fliggvényében, szignifikans
novekedést tapasztaltunk a Treg sejtek szdzalékaban és az abszolut sejtszamban mind a timusz,
mind a 1ép eredetii Treg sejtekben, az in vitro anti-CD3/CD28 stimulalas hatasara rlL-2 +
ITGFB ésrlL-2 + rTGFB + DX jelenlétében (Pap és mtsai., 2019). Ezzel 6sszefiiggésben Hippen
¢s munkatarsai beszamoltak egy nagy ex Vvivo human természetes Treg sejt expanziorol
periférias vérbol izolalt sejtekbdl (Hippen és mtsai., 2011). A DX modellbe térténd beépitése
relevans lehet a GC hormonok immunrendszerben jatszott komplex szerepének tovabbi
megismerésében (Bereshchenko és mtsai., 2018; Cain és Cidlowski, 2017; Quatrini és mtsai.,

2021; Li és mtsai., 2023).

A Foxp3 relativ mRNS szintek novekedtek a rIL-2 + rTGFp kezeléssel és tovabbi
novekedést mutattak, amikor DX-t adtunk a sejtkulturakhoz. Ezek az adatok arra utalhatnak,
hogy a timikus és 1ép CD4" T-sejtek differencialddasa a Treg fenotipus felé eldsegithetd 1L-2
+ TGFp + DX kezeléssel in vitro koriilmények kozott (Pap és mtsai., 2019). Az IL-2 + TGFpB
hatasa a naiv CD4" T-sejteknek a Treg-fenotipus iranyaba torténd polarizacidjara ismert (Apert
¢s mtsai., 2018; Safinia és mtsai., 2015; Sanjabi és mtsai., 2017). Az IL-2 citokint hasznaljak
klinikai korilmények kozott kiilonféle autoimmun betegségek és transzplantacion atesett
betegek kezelésére, ahol kimutattak, hogy a Treg sejtek in vivo expanzidjahoz vezet (Koreth és
mtsai., 2011; Saadoun és mtsai., 2011; Ye és mtsai., 2018). A TGFB immunrendszerre
gyakorolt fizioldgiai és patologias koriilményekre gyakorolt hatasarol szolo jelentds ismeretek
ellenére a TGFPB kozvetlen klinikai alkalmazésat kevésbé kutatott; néhany folyamatban 1évo
klinikai vizsgalatrol szamoltak be reumatoid artritisszel és oszteoartritisszel kapcsolatban (van
der Kraan, 2018). Milyen mechanizmus kozvetitheti a Treg sejtek DX altal indukalt
képzosédét? A GC hormon és a TGFP jelatvitel kozotti atszabalyozas relevans lehet.
Bereshchenko és munkacsoportja beszamolt arrol, hogy a GC-indukalta leucin cipzar (GILZ),
a GC-k altal indukalt protein, el0segitette a Treg sejtek termelddését (Bereshchenko és mtsai.,
2014). Az eredményeink a TGFB és DX egyiittes hatasarél a megnovekedett Treg sejt
termelésre és a Foxp3 expressziora vonatkozo adatok Osszhangban allnak ezzel a modellel.
Vizsgalatunkban figyelemre méltd a Foxp3 fokozott expresszioja a TGFB és DX kezelés

eredményeként, mivel a Foxp3 gén expresszio predikcidja a stabil transzkripcios
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elkotelezettségnek a Treg sejt fenotipus irant. A Foxp3 széles korben elismert Treg sejt
epigenom alakitova valik azaltal, hogy asszocialodik azokkal a molekulakkal, amelyek
kozvetitik az epigenetikus modositasokat, amelyek befolyasoljak a tobb Foxp3 célgén

aktivalasat vagy elnémitasat (Bereshchenko €s mtsai., 2014; Lu és mtsai., 2017).

Megvizsgaltuk a kulcsfontossagi immunszupressziv citokinek (IL-10, TGEFp)
termelését a Treg sejtekben. A Treg sejtekben megnovekedett aranyban detektaltunk IL-10-et
¢s a TGFp citokint expresszald sejteket amikor IL-2, TGFB és DX kombinacidval kezeltiik
azokat. Az IL-10 mRNS relativ szintje novekedést mutatott, Osszehasonlitva a kontroll
sejttenyészetekkel (anti-CD3/CD28), kivéve a 1épbdl szarmazo sejteket, ha 1L-2 + TGFpB-val
tenyésztettiik. A TGFB mRNS relativ szintje timusz eredetii Treg-ekben csak abban az esetben
emelkedett szignifikansan, amikor anti-CD3/CD28 mikrogyongyokkel + rIL-2 + rTGFp + DX-
nal kezeltiink (Pap és mtsai., 2019).

Korabban leirtuk, hogy az in vivo DX kezelés az egerekben emelkedett IL-10 és TGFp
termeld Treg sejt aranyokat eredményezett a timuszban €s a 1épben is (Ugor és mtsai., 2018).
Ez megegyezik az in vitro eredményeinkkel, azonban megjegyzendd, hogy in vitro
modelliinkben a DX-t exogén modon hozzaadott anti-CD3/CD28 + rlL-2 + rTGFp-val
kombinalva hasznaltuk (Pap és mtsai., 2019). Az in vivo DX kezelés soran a GC hormon exogén
eredetli (az endokrin rendszer altal termelt endogén GC hormonok kivételével), de az IL-2 és a
TGFp a citokinek endogén készletének részeként vannak jelen. Feltételezziik, hogy a Treg
sejtek fokozott IL-10 és TGFp termelése, akar in vivo, akar in vitro DX-nal kezelve (utobbi
esetben a recipiensbe torténd atiiltetés utan), segitheti az ilyen Treg sejteket a gyulladasgatlo
kornyezet kialakitasaban az immunszupressziv citokinek, valamint a DC-k modulalasa révén.
Ezek az események eldsegithetik a tovabbi Treg sejtek képzddését a prekurzor sejtekbdl, és
iranyitott elérecsatolassal erdsithetik a Treg halozatot (Kendal és Waldmann, 2010; Milward és

mtsai., 2017; Kim és mtsai., 2020).

Az egerek nagy dozistu DX-nal torténd el6kezelésével végzett kisérleteink azt mutattak,
hogy a CD4" T-sejtekben a Treg sejtek aranya novekedett a timuszban, de csokkent a 1épben.
Ez arra utal, hogy a timikus Treg sejtek nagyobb ellenallast mutatnak a DX-indukalt sejthalallal
szemben, mint a 1épbdl szarmazo Treg sejtek, ami dsszhangban 4ll korabbi adatainkkal (Ugor
¢és mtsai., 2018). A GC-hormonokrol ismert, hogy lokélisan a timuszban képzddnek (Talaber
¢s mtsai., 2015), igy a timusz T-sejtek hosszabb ideig in vivo ki vannak téve a

glukokortikoidoknak; ennél fogva feltételezhetd, hogy a timusz Treg sejtek relativ ellenallasa a
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DX-ra részben a magasabb GC szinteknek tulajdonithatd, amelyek a timusz Treg sejtek
szelekcidjat okozhatjdk a GC-rezisztens fenotipus felé. Megfigyeltiik tovabba a timikus T-
sejtek fokozott differencialodasat in vitro Treg sejt iranyaba azokbdl az egerekbdl, amelyeket
DX-nal 4 napig eldkezeltlink, 6sszehasonlitva a kontroll egerekkel, mig a 1épbdl szarmaztatott
sejtek esetében ellenkezd hatast figyeltiink meg (Pap és mtsai., 2019). Ez azt sugallja, hogy a
timusz T-sejtek populacioja Treg fenotipus felé mutathat, amint azt a Foxp3 expressziojuk is
tikrozi (lehetséges, hogy a GC-k helyi termelése miatt a timuszban), amelyek in vivo DX

elokezelésnél erdteljesebben elkotelezédhetnek a Treg leszarmazas felé.

A Foxp3, IL-10 és TGFB mRNS expresszioja tekintetében a timusz eredetli Treg
sejtekben Osszetettebb kép alakult ki; az egerek in vivo DX kezelésének eredményeként
megfigyeltiik a Foxp3 és az IL-10 mRNS szintek novekedését és csokkenését is (Pap és mtsai.,
2019). A TGFP mRNS tekintetében az egerek in vivo DX kezelése nem okozott szignifikans
valtozast az azt kovetkez6 in vitro kezelési koriilmények kozott, kivéve az anti-CD3/CD28 +
riL-2 + rTGFB + DX kezeléssel végzett in vitro kisérletekben, ahol csokkentett TGF mRNS
szintet tapasztaltunk in vivo DX-nal kezelt egerek timikus Treg sejtjeiben a kezeletlen
egerekhez viszonyitva. Ezek az eredmények tiikrozhetik a Treg-vonal heterogenitasat és

plaszticitasat (Sawant és Vignali, 2014).

Megvizsgaltuk az in vitro DX hatasat a Treg sejtek GR expresszidjara, emelkedett GR
fluoreszcencia intenzitast kaptunk a 1ép és timusz Treg sejtek GR expresszidjaban a kezelés
hatasara, tovabba emelkedett Foxp3 transzkripcios faktor és GR kolokalizaciot tapasztaltunk a
timusz és a 1ép CD4" T-sejtekben az in vitro DX kezelést kovetéen. A GR — Foxp3
transzkripcids faktor kolokalizaci6 magyarazatot adhat a GC Treg sejtekre gyakorolt hatasanak

mechanizmusara.

Osszegezve az eredményeinket, az adataink tovabbi betekintést nydjtanak a GC
hormonok immunrendszer szabéalyozasara gyakorolt hatasara. A GC analog DX eldsegiti a
timikus és 1ép Treg sejtek expanzidjat, eldsegiti a Foxp3™ expressziojat és az IL-10 és TGF
immunszupressziv citokinek termelését in vitro. Az egerek DX-nal torténd elokezelése eltérd
modon befolyasolja a Treg sejtek kés6bbi in vitro gyarapitasat (emelkedett a timusz Treg sejtek
expanzioja és csokkent a 1ép eredetli Treg sejteké). Ez arra utal, hogy a GC terdpiaban részesiilo
betegek esetében kiilon figyelmet kell forditani a Treg sejtek in vitro expanzidjara. Végiil, a

GC-k fontos gyogyszerré valhatnak a terapias Treg sejtek optimalizalasaban.

65



7. SUMMARY

In our research, we wanted to optimize the appropriate conditions for the in vitro
differentiation and expansion of Treg cells from thymus and spleen CD4* T cells. Treg cells are
essential mediators of immune regulation and maintenance of immunological tolerance and, as
such, are key therapeutic targets for many diseases (Danikowski et al., 2017; Kawai et al., 2018;
Lietal., 2018; Romano et al. 2017; Sakaguchi et al., 2008). Adoptive transfer therapy for Treg
cells is an emerging area aimed at curbing unwanted, excessive, or pathological immune
responses. For adoptive Treg cell therapies to be successful, well-characterized Treg cells with
high efficiency, purity, and yield are required (Safinia et al., 2015; Vaikunthanathan et al.,
2018). An important consideration in our experiments was the fact that Treg cells are at the
forefront of immunological research and that glucocorticoid (GC) hormone analogs are among
the most important drugs in the treatment of inflammatory and autoimmune diseases, allergies,
and organ transplants and malignancies (Cain and Cidlowski, 2017). The immunoregulatory
properties of glucocorticoids are used in the clinic to treat inflammatory and autoimmune
diseases, as well as certain hematological malignancies, but long-term use is hampered by
adverse side effects. A full understanding of the molecular events that determine the
physiological effects of glucocorticoid therapy provides insight into optimal glucocorticoid
therapies, a reliable assessment of patients' glucocorticoid susceptibility, and may promote the
development of new GR agonists that exert immunosuppressive effects while avoiding adverse
side effects. Although there is interest in both directions, information on the effect of GC
analogs on Treg cells in vivo and ex vivo (in vitro) is relatively rare. Only a handful of studies
have been published that deal comprehensively with both topics, including some seemingly
contradictory results; for example (Chen et al., 2003; 2016; Olsen et al., 2015; Zhang et al.,
2018; Jorgensen et al., 2019; Bruscoli et al., 2021).

The primary goal of our work was to determine the conditions under which Treg cells
can be robustly proliferated. We investigated the effect of anti-CD3/CD28 stimulation,
stimulation with recombinant IL-2 and rTGFp, and the presence or absence of added DX on
CD4" T cell differentiation, Treg line binding (Foxp3 expression), and immunosuppressive

cytokines. important factors that are important for the functional determination of Treg cells.

Freshly isolated spleen and thymus CD4" T cells were compared and differentiated
using different conditions. The best cell expansion was observed in spleen-derived T cells in

the presence of anti-CD3/CD28 and rIL-2, with a relative increase in cell number of
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approximately 70%. When the relative proportions and absolute cell numbers of Treg cells in
the CD4 + T cell population as a function of the stimulation order were examined, there was a
significant increase in the percentage of Treg cells and the absolute number of cells in both
thymic and spleen-derived Treg cells, in vitro anti-CD3 / CD28 upon stimulation in the presence
of rIL-2 + rTGFp and rIL-2 + rTGFp + DX (Pap et al., 2019). In this context, Hippen et al.
reported a large ex vivo expansion of human natural Treg cells from cells isolated from
peripheral blood (Hippen et al., 2011). The incorporation of DX into the model may be relevant
for further understanding of the complex role of GC hormones in the immune system
(Bereshchenko et al., 2018; Cain and Cidlowski, 2017; Quatrini et al., 2021; Li et al., 2023).

Foxp3 relative mMRNA levels increased with rIL-2 + rTGFp treatment and showed a
further increase when DX was added to cell cultures. These data may suggest that
differentiation of thymic and splenic CD4" T cells toward the Treg phenotype may be facilitated
by in vitro treatment with IL-2 + TGFB + DX (Pap et al., 2019). The effect of IL-2 + TGFp on
the polarization of naive CD4"* T cells toward the Treg phenotype is known (Apert et al., 2018;
Safinia et al., 2015; Sanjabi et al., 2017). The cytokine IL-2 is used in clinical settings to treat
a variety of autoimmune diseases and transplant patients where it has been shown to lead to in
vivo expansion of Treg cells (Koreth et al., 2011; Saadoun et al., 2011; Ye et al., 2018). Despite
significant knowledge of the effect of TGFp on the physiological and pathological conditions
of the immune system, the direct clinical use of TGFf has been less studied; some ongoing
clinical trials have been reported for rheumatoid arthritis and osteoarthritis (van der Kraan,
2018). What mechanism can mediate the DX-induced generation of Treg cells? The
upregulation between GC hormone and TGFp signaling may be relevant. Bereshchenko and
colleagues reported that GC-induced leucine zipper (GILZ), a GC-induced protein, promoted
the production of Treg cells (Bereshchenko et al., 2014). Our results on the combined effect of
TGFp and DX on increased Treg cell production and Foxp3 expression are consistent with this
model. In our study, the overexpression of Foxp3 as a result of TGFp and DX treatment is
remarkable, as Foxp3 gene expression is a precedent for stable transcriptional commitment to
the Treg cell phenotype. Foxp3 becomes a widely recognized Treg cell epigenoma modifier by
associating with molecules that mediate epigenetic modifications that affect the activation or

silencing of multiple Foxp3 target genes (Bereshchenko et al., 2014; Lu et al., 2017).

We examined the production of key immunosuppressive cytokines (IL-10, TGFp) in
Treg cells. Both thymus and spleen-derived Treg cells showed an increased proportion of IL-

10 and TGFp cytokine-producing cells when treated with a combination of IL-2, TGFp, and
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DX (except for thymus-derived Tregs when IL-10 alone was used). The relative level of IL-10
MRNA showed an increase compared to control cell cultures (anti-CD3/CD28 treatment),
except for spleen-derived cells when cultured with IL-2 + TGFp. The relative level of TGFf
MRNA in thymic Tregs was only significantly increased when treated with anti-CD3/CD28
microbeads + rIL-2 + rTGFp + DX (Pap et al., 2019).

In our previous research, we described that in vivo DX treatment in mice resulted in
increased IL-10 and TGFp-producing Treg cell ratios in both the thymus and spleen (Ugor et
al., 2018). This is consistent with our in vitro results, however, it should be noted that in our in
vitro model, DX was used in combination with exogenously added anti-CD3/CD28 + rIL-2 +
rTGFp (Pap et al, 2019). During in vivo DX treatment, GC hormone is of exogenous origin
(except for endogenous GC hormones produced by the endocrine system), but IL-2 and TGFf
are present as part of an endogenous pool of cytokines. It is hypothesized that increased
production of IL-10 and TGFp by Treg cells, either in vivo or in vitro treated with DX (in the
latter case after transplantation into the recipient), may help such Treg cells to develop an
antiinflammatory environment for immunosuppressive cytokines and by modulating DCs.
These events may promote the formation of additional Treg cells from the precursor cells and
may strengthen the Treg network through directed feeding (Kendal and Waldmann, 2010;
Milward et al., 2017; Kim et al., 2020).

Our experiments with pretreatment of mice with high-dose DX showed that the
proportion of Treg cells in CD4" T cells increased in the thymus but decreased in the spleen.
This suggests that thymic Treg cells show greater resistance to DX-induced cell death than
spleen-derived Treg cells, consistent with our previous data (Ugor et al., 2018). GC hormones
are known to be formed locally in the thymus (Talaber et al., 2015), so that thymic T cells are
exposed to glucocorticoids for a longer period of time in vivo; therefore, it can be hypothesized
that the relative resistance of thymic Treg cells to DX is due in part to higher GC levels that
may induce selection of thymic Treg cells for the GC-resistant phenotype. Increased
differentiation of thymic T cells into Treg cells was also observed in vitro under all in vitro
stimulation conditions from mice pretreated with DX for 4 days compared to untreated (control)
mice, whereas the opposite effect was observed in spleen-derived cells observed. This suggests
that the population of thymic T cells may point to the Treg phenotype, as reflected by their
Foxp3 expression (possibly due to local production of GCs in the thymus), which may be more

strongly bound to Treg lineage than in vivo DX pretreatment.
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Regarding to the expression of Foxp3, IL-10 and TGFB mRNA, a more complex picture
emerged in thymic Treg cells; an increase and decrease in Foxp3 and IL-10 mRNA levels were
also observed as a result of in vivo DX treatment of mice. In case of TGFp mRNA, in vivo DX
treatment of mice did not cause a significant change under subsequent in vitro treatment
conditions, except in the in vitro experiments with anti-CD3/CD28 + rIL-2 + rTGFp + DX
treatment, where reduced TGFf3 mRNA levels were observed. In the thymic Treg cells of mice
treated with in vivo DX compared to untreated mice. These results may reflect the heterogeneity
and plasticity of the Treg line (Sawant and Vignali, 2014).

We examined the effect of in vitro DX on GR expression in Treg cells, increased GR
fluorescence intensity in GR expression of spleen and thymus upon treatment, and increased
Foxp3 transcription factor and GR colocalization in thymus and spleen CD4" T cells after in
vitro DX treatment. GR-Foxp3 transcription factor colocalization may explain the mechanism

of the effect of GC on Treg cells.

Summarizing our results, our data provide further insight into the effect of GC hormones
on the regulation of the immune system. The GC analog DX promotes the expansion of thymic
and splenic Treg cells, promotes Foxp3* expression, and the production of IL-10 and TGFB
immunosuppressive cytokines in vitro. Pretreatment of mice with DX has a different effect on
subsequent in vitro proliferation of Treg cells (increased thymic Treg cell expansion and
decreased splenic Treg cells). This suggests that special attention should be paid to the in vitro
expansion of Treg cells in patients receiving GC therapy. Finally, GCs may become an

important drug in the optimization of therapeutic Treg cells.
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