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1. BEVEZETES

Tobb mint 20 évvel ezeldtti felfedezésiik ota a regulatorikus T-sejtek (Treg) nagy érdeklddést
valtottak ki mind az alap, mind a klinikai immunologia tertiiletén (Shevach, 2018). A Treg sejtek
antigénekkel szembeni tolerancia fenntartdsdban és a sejtek szupresszidjaban a tulzott
immunvalaszt kivalté antigénstimulacié esetén (Sakaguchi és mtsai, 2010). A Treg sejtek
segitenek fenntartani az immunologiai homeosztazist és csokkentik az autoimmun betegségek
¢s allergidk kialakulasanak kockézatat (Calzada és mtsai., 2018). Klinikailag fontos kérdés a
Treg sejtek részvétele a szervkilokddés megeldzésében transzplantacid utani betegeknél, az
anyai-magzati toleranciaban, valamint az autoimmun betegségek terapias alkalmazasaban is
(Chandran ¢és mtsai., 2017; Sharabi és mtsai., 2018). A Treg sejtek immunszupressziv ¢s
szabalyozo funkciojat kozvetlen sejt-sejt kdlesonhatds vagy immunszupressziv citokinek, pl.
Transzformald novekedési faktor béta (TGFp), 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 oOlosejteket (NK-sejtek)
(Shevach, 2018). A Treg sejtek legjobban jellemzett alcsoportjai a timuszbol szarmazo
természetes Treg sejtek, valamint a periférias Treg sejtek, amelyek a periférian 1évé CD4™ T-
sejtekb6l szarmaznak (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, és kulcsszerepet jatszik az immunszupressziv fenotipus
¢s funkcio6 szabalyozasaban (Lu és mtsai., 2017).

A Treg sejtek in vitro indukalhatok naiv T-sejtekbol TGFp és IL-2 jelenlétében, az ilyen sejteket
indukalt Treg (iTreg) sejtnek nevezik. Folyamatban vannak a kutatdsok egy stabil indukalt Treg
populacio létrehozasara klinikai alkalmazasokhoz. Szamos csoport elemezte a Foxp3™ T-sejtek
in vitro indukalasanak optimalis koriilményeit, mivel ez fontos a jovobeli Treg terapia
szempontjabol (Hadaschik és Enk, 2015). A magas hozam és az in vitro eléallitott iTreg
tisztasaga fontos, mivel a szennyezett hagyomanyos T-sejtek atvitele ndvelheti a nem kivant
autoimmunitas és gyulladas kockazatat. Egy T-sejt differencialodasi iranya a T-sejt
receptorkomplex (TCR) stimulaciéo soran a komplex mikrokdrnyezettdl fiigg, beleértve a
citokin kdrnyezetet, a metabolitokat és a hormonokat, amelyek meghatarozhatjak a toleranciat
kozvetitd 1Treg sejtek sorsat. Kiilonféle modszerek javasoltak a Foxp3 expresszidjanak
fokozasara ¢és stabilizdldsara, mint példaul a progeszteron, a retinsav, a D3-vitamin ¢s a
rapamicin (Hoeppli és mtsai., 2015; Schmidt és mtsai., 2016). Ezenkiviil hasznosak lehetnek
azok a gyogyszerek, amelyek kozvetleniil el6segithetik 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 Iép Treg sejtek fokozott szintli immunszupressziv
citokineket, IL-10-et és TGFp-t termelnek az in vivo Dexametazon (DX) kezelést kdvetden
(Ugor ¢és mtsai., 2018). Ezek az eredmények alatamasztjak azt az elképzelést, hogy a GC-k
befolyasoljak az immunrendszer szabalyozo agat és jelentdséggel birhatnak olyan klinikai
allapotok esetében, ahol a Treg sejt aktivitds fokozasa varhatéan eldnyos. Tekintettel a GC
hormonok, kéztiik a DX széles korben elterjedt haszndlatara, valamint az ilyen gyogyszereknek



az immunrendszer szabalyozasara gyakorolt hatasara, a DX-kezelés hatdsanak vizsgalatat
tliztiik ki célul a Treg sejtek in vitro expanzidjara és citokinprofiljara egy jovébeni stabil,
magasabb hozamu Treg populéci6 indukalasahoz.

2. CELKITUZESEK

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

2. Vizsgalni kivantuk a Treg sejtek GC érzékenységét a Treg arany €s 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 kiilonbozd koriilmények kozott. Uj
modszereket alkalmazni stabil és funkcionalisan szupressziv Treg-ek eloéallitasara,
adoptiv transzfer kisérletekben torténd jovobeni felhasznalashoz.

6. Az in vitro differencialtatott Treg sejtek funkcionalis sajatossagait a sejtek citokin
termelésével, a citokinek, valamint a Foxp3 transzkripciés faktor relativ mRNS
expressziojanak mérésével kivantuk meghatarozni.

Elegendd szamu funkciondlisan hatékony és stabil Treg sejt megszerzése elsddleges fontossagu
a Treg sejtek in vitro manipulalasa soran az adaptiv sejtterapiaban olyan betegségekben, ahol
az immunszupresszi6 kivant kimenetel (Milward és mtsai., 2017).

3. ANYAG ES MODSZER
Kisérleti allatok

A kisérletekhez 3-4 hetes BALB/c ndstény egereket hasznaltunk. Az é4llatokat konvencionalis
koriilmények kozott tartottuk, kereskedelmi forgalomban kaphato egértapot €s 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.

In vivo DX kezelés

Kisérleti allatainkat 2-4 napig intraperitonealisan oltottuk magas do6zist (20 mg/testtomeg kg)
Dexametazonnal PBS-el higitva. Az utolsé oltast kdvetéen 24 ora elteltével eltavolitottuk az
egerek lépét és timuszat és RPMI-1640 (RPMI) médiumba helyeztiik.

Timocitak és 1épsejtek izolalasa

Az egerek feldldozasat kovetden eltavolitottuk timuszukat és I1épiiket. A szerveket
mechanikusan homogenizaltuk RPMI médiumban, majd a szuszpenziot atsziirtiik vattan, hogy



a szoveti tormelékt6l megszabaduljunk. A sejteket megmostuk 1X PBS-ben, 5 percig
centrifugaltuk 5000 rpm sebességgel, majd 1 mL RPMI tapfolyadékba vettiik fel. A sejtek
¢letképességének meghatarozasdhoz és a sejtszamolashoz tripankék festékkizarasos technikat
alkalmaztunk. 1x10° timocitat és lépsejtet kezeltiink nagy dozisa 10°M DX-nal (10°M
torzsoldat dimetil-szulfoxidban feloldva (DMSQO) szérummentes RPMI médiumban és 37°C-
on inkubaltuk 30 percig konfokalis mikroszkopiahoz és koimmunprecipitaciohoz, valamint egy
¢jszakdn at az aramlési citometrias mérésekhez. A kontroll mintdkat azonos koriilmények
kozott tartottuk €s azonos ideig inkubdltuk az oldoszer jelenlétében. A GC analdg kezelést
jéghideg PBS-NaNs (1X Foszfat pufferes sooldat, 0,1% Na-azid tartalommal) hozzdadéasaval
allitottuk le.

CD4" sejtek izolalasa és tisztitasa

A CD4" T-sejteket a frissen izolalt 1ép és timusz sejtekbdl negativ szelekcioval nyertiik az
EasySep Mouse CD4+ T Cell Enrichment Kits szelekcios kitet hasznalva. A szelekciot a gyarto
altal javasolt leirds alapjan végeztik EasySep Magnet gyari lila magnest hasznalva. A
szelekciot laminaris fiilkében végeztiik. A kiindulasi sejtszam 1-1.5 x 108 sejt/mL timocita
vagy 1ép sejt a szelekcids pufferbe felvéve (PBS, 2% FBS, 1 mM EDTA) 5 mL-es steril
polisztirol csében. A szelekcid a gyartdi protokollnak megfeleléen tortént. A magneses
szelekcio utdn a feliilisz6 tartalmazza a negativan szelektalt T-sejteket. A szelekcid végén
kinyert CD4" T-sejt populécio tisztasaganak ellenérzéséhez sejtfelszini anti-CD4-Pacific Blue,
CD8-PE jelolést végeztiik dramlasi citometrias méréshez és RNS-t izolaltunk. A szelektalt T-
sejtek CD4" tisztasdga >96% volt. A sejtek RPMI-ben torténd mosasat kovetden az é16
sejtszamot Biirker kamraban, tripankék festékkizarasos teszt segitségével hataroztuk meg.

In vitro Treg sejt expanzio6

A CD4" T-sejteket in vitro RPMI + 10% FCS + 100 U/mL penicillin/streptomycin + 2 mM L-
gliikoz tartalmi médiumban tenyésztettiik in vitro 2-14 napig Dynabeads CD3/CD28 T-sejt
aktivalo mikrogyongyok (2:1, gyongy:sejt aranyban) segitségével, 30 U/mL rekombinans IL-2
+ 40 pg/mL rekombinans TGFB 1 + 10® mol/L DX jelenlétében 24-lyukt lemezen (1000
puL/lyuk) 37 °C-on 5% CO: tartalommal. Az in vitro tenyésztést kovetéen a sejteket
Osszegyljtottiik és a mikrogyongyoket eltavolitottuk az EasySep Magnet magnes segitségével.
A sejteket megmostuk 1X PBS-ben és meghataroztuk az €16 splenocita és timocita szamot
Biirker kamraban tripankék festékkizarasos teszt segitségével. A sejtekbél RNS-t izolaltunk
NucleoSpin RNA XS kit segitségével, valamint a floureszcens jelolést kdvetden aramlési
citometrias méréseket végeztiink.

Antitestek és fluorokromok

Az éaramlasi citometrids méréseknél a Treg sejtek azonositasara anti-CD4-FITC (YTS 191),
anti-CD8-PE (53-6.7) és anti-CD25-PE-Cy5 (RM4-5) vagy anti-CD25-PE-Cy7 (PC61)
sejtfelszini antitesteket, illetve anti-Foxp3-PE (3G3), anti-IL-10-APC (JES5-16E3) és anti-
TGFB-PerCP (TW7-16B4) intracellularis antitesteket hasznaltunk. Az in vitro differencialt T-
sejtek és Treg sejtek tovabbi vizsgalataihoz anti-IL-17A-PerCP-Cyanine5.5 (17B7), anti-IFNy-
APC (XMG1.2) és anti-IL-4-FITC (BVD6-24G2) monoklonalis ellenanyagokat hasznaltunk.



A Treg sejtek FACS szeparalasdhoz anti-CD4-PE (YTS 191.1.2) ¢és anti-CD25-PE-Cy5
(PC61.5) antitesteket hasznaltunk. A konfokalis mikroszkdpos metszetek jeldléséhez anti-CD4-
Pacific Blue (RM4-5), anti-CD8-PE (53-6.7), anti-CD25-PE-Cy5 (PC61), anti-Foxp3-Alexa
Fluor 647 150D), anti-GR-FITC (5E4-B1) antitesteket hasznaltunk.

Antitest jelolés és aramlasi citometrias mérés

A sejtfelszini jeloléshez az adott antitestnek megfelelé koncentraciokkal antitest koktélt
készitettiink 100 uL PBS/0,1% BSA/0,1% NaN3 jeldlé pufferben. Mintanként 10° é16 sejtet
jeloltiink fluoreszcens monoklondlis antitesttel. A sejteket 30 percen keresztiil inkubaltuk
sOtétben, ezt kovetéen a mintakat kétszer mostuk 2 mL PBS/NaNs mosé pufferben. Az
intracellularis jel6léshez az eBioscience Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set kitet
hasznaltuk. A sejteket 30 percig fixaltuk és permeabilizaltuk sotétben, jégen 1 mL
fixalo/permeabilizaldo pufferrel. A fixdladst kovetden 2 x 2 mL eldézdleg meghigitott
permeabilizald pufferrel mostuk a sejteket. Az intracellularis jeloléshez a korabban felsorolt
fluoreszcens monoklonalis antitesteket hasznaltuk, a 30 perces inkubaci6 végén kétszer mostuk
a sejteket permeabilizalo pufferben. A jel6lés végén 500 pL fixald pufferben (15 uL 35%-0s
formaldehid + 485 pL PBS) vettiik fel a sejteket €s a mérés kivitelezéséig abban taroltuk azokat.
A jelolést a kitben meghatarozott leiras alapjan végeztiik. A mintakat FACSCanto II aramlasi
citométeren mértilk, az eredményeket az FCS Express 4 Flow Research program segitségével
analizaltuk. Mintanként 100000 eseményt mértiink a limfocita kapubdl. A nagysag és
granularitas (FSC/SSC) paraméterek alapjan azonositottuk a limfocitdkat, majd azokon beliil a
CD4* sejteket vizsgaltuk tovabb. A CD4* T-sejt populacion beliill CD25"9"*Foxp3*
alpopulaciot tekintettiik Treg sejteknek. A citokinek aranyat a CD4" T-sejt és a Treg populacion
beliil is meghataroztuk.

Fluoreszcens jelolt mintak vizsgalata konfokalis mikroszkoppal

A fluoreszcens konfokalis mikroszkopos vizsgalatokhoz a sejtpreparatumokat sejtfelszini és
intracellularis antitestekkel torténd jelolést 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 Iétre egy egyértelmiien meghatarozott
teriileten, a behelyezés megdontott helyzetben torténik a sejtveszteség megakadalyozasa
érdekében. Miikodés kozben fiiggdleges helyzetbe keriilnek a lemezek, mikdzben a sejtek
letapadnak a targylemezre. A Cytospin 3 centrifuga eldsegiti a sejtek integritdsanak megdrzését,
amely a tovabbi vizsgalatok céljabol fontos.

Az elkésziilt citopreparatumokat szobahdmérsékleten szaritottuk 10 percig. A metszetek fedése
PromoFluor Antifade segitségével tortént, amely minimalizalja a fluorokromok kifakitasat
(photobleaching) azéltal, hogy stabilizalja a fluorkromokat fixalt-sejtekben, szovetekben és
sejtmentes preparatumokban. Az elkésziilt metszeteket 4 °C-on taroltuk, s6tétben. Olympus
FluoView FV-1000 konfokalis lézerpasztazd mikroszkop és fluoreszcencia korrelacios
spektroszkop segitségével, Olympus Fluoview FV-1000S-1X81 képgyijtd szoftver rendszerrel
késziiltek a fluoreszcens felvételek a metszetekrdl. A mikroszkop 3 1ézere 456, 470, 488, 514,
543 ¢és 633 nm-es gerjesztési hullamhosszakat biztosit. A mintabol egyidejiileg 3
fluoreszcencia, ebb6l 2 spektralis feloldast és egy ates6é fényti (DIC kontrasztozasu) jel



detektalhatd. Pasztazassal 0,5 pm optikai szelet vastagsagu képek készithetok. A kolokalizacio
elemzése Imagel szoftver segitségével tortént.

RNS készités és Real-time PCR

Az Osszegyljtott timocitakat és lépsejteket sejtfelszini anti-CD4-PE és anti-CD25-PE-Cy5
antitestekkel jeloltiik a kordbbiakban leirt protokoll szerint. A jelolt sejtek analizise BD
FACSAriall Cell Sorting System segitségével tortént BD FACSDiva Software. A limfocita
kapun beliil a CD4" és magas CD25" pozitivitast mutaté sejtek keriiltek kivalogatasra. Az RNS
mintak izolaldsa NucleoSpin RNA XS kit segitségével tortént 105 CD4*CD25"M sejtbél, a
komplementer DNS szintetizdladsa random oligo(dT) primerek felhasznalasaval tortént. A
génexpresszio kvanitifikalasa a SYBR Green modszerrel tortént Applied Biosystems 7500 RT-
PCR rendszerben. A relativ génexpressziés szintek meghatarozasahoz [-aktinra
normalizaltunk, az eredményeket pedig a kezeletlen Treg sejtek mRNS szintjeinek
tobbszoroseként abrazoltuk (RQ érték). Az alkalmazott primer-szekvencidk a kovetkezok
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 AAGACT TTCTTT
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 -3’; Foxp3 (Reverse) 5’- GTC CAC
ACT GCT CCC TTC TC -3’; TGFpB1 (Forward) 5’- GAC TCT CCA CCT GCA AGA CC 3’;
TGFpB1 (Reverse) 5°- GGA CTG GCG AGC CTT AGT TT-3’; GR (Forward) 5’- TGG TGT
GCT CCG ATG A-3’; GR (Reverse) 5°-AGG GTA GGG GTA AGC -3°.

PMA/ionomycin stimulacio

A CD4" T-sejtek aktivacidjahoz in vitro Forbol 12-mirisztat 13-acetat (PMA)/ionomycin
stimulaciot végeztiink a kezeletlen 1€pbdl és timuszbol izolalt, valamint az in vivo DX kezelt
allatokbol szelektalt CD4* T-sejteken is. A stimulacio 25 ng/mL PMA és 1 ug/mL lonomycin
jelenlétében tortént RPMI médiumban, 24 6rdn keresztiil, 37 °C-on, 5% CO: koncentracid
mellett. Az inkubacids 1d6 leteltével a sejteket Osszegylijtottiik és fluoreszcens antitesttel
tortend jelolést kovetden aramlasi citometrids méréseket végeztiink a Treg sejt aranyok
meghatarozasara.

Statisztikai analizis

A statisztikai kiértékelést SPSS V.22.0 statistics package (IBM, USA) statisztikai programmal
végeztilk. Munkank soréan, a diagramokon a mért adatok atlagat ¢és az atlagok standard hibajat
(£ SEM) ébrazoltuk. Normalitas vizsgalatot (Kolmogorov-Smirnov) kévetéen a kiilonb6zo
csoportok eredményeinek Osszehasonlitasdra 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 dbrakon az
n elemszam megjelolés csoportonként értendd, a kiilonbozd kezelési csoportokban felhasznalt
kisérleti allatok szamat jeloli. A kisérletek legalabb 3 fliggetlen kisérletet jelentenek kezelési
csoportonként legalabb 3 kisérleti allattal.



4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

Kutatasunk soran optimalizalni szerettiik volna a megfeleld feltételeket a Treg sejtek in vitro
differencialodasahoz és expanzidjdhoz timusz és 1ép CD4" T-sejtekbdl. A Treg sejtek az
immunszabalyozas és az immunologiai tolerancia fenntartasanak elengedhetetlen kozvetitoi, és
mint ilyenek, szamos betegség szempontjabol kulcsfontossagu terapias célpontok (Li és mtsai.,
2018; Sakaguchi és mtsai., 2008). A Treg sejtek adoptiv transzfer terapiaja egy feltorekvo
tertilet, amelynek célja a nem kivant, a talzott vagy a patologids immunreakciok megfékezése.
Ahhoz, hogy az adoptiv Treg sejt terapidk sikeresek legyenek, magas hatékonysagu, tisztasagu
¢s hozamu, jol jellemzett Treg sejtekre van sziikség (Vaikunthanathan és mtsai., 2018).
Kisérleteink soran fontos szempont volt az a tény, hogy a Treg sejtek az immunoldgiai kutatas
¢lvonaldban vannak, valamint, hogy a glukokortikoid (GC) hormon analogok a legfontosabb
gyogyszerek kozott vannak a gyulladasos és autoimmun betegségek, allergiak, valamint a
szervatliltetések és rosszindulati daganatokban szenveddk kezelésében (Cain and Cidlowski,
2017). A glukokortikoidok immunszabalyozé tulajdonsagait a klinikan gyulladasos és
autoimmun betegségek, valamint bizonyos rosszindulatii hematoldgiai daganatok kezelésére
hasznaljék ki, de a karos mellékhatdsok nehezitik a hosszan tartd hasznélatot. A glukokortikoid
kezelés élettani hatdsait meghatarozd molekularis események teljes megértése betekintést nyujt
az optimalis glukokortikoid kezelésekbe, a betegek glukokortikoid érzékenységének
megbizhatd felmérésébe, és elomozdithatja az ) GR agonistak kifejlesztését, amelyek
immunszupressziv hatast fejtenek ki, mikdzben elkeriilik a karos mellékhatasokat. Annak
ellenére, hogy mindkét iranyban van érdeklédés, a GC anal6goknak a Treg sejtekre gyakorolt
hatasara vonatkozo6 informaciok in vivo és ex vivo (in vitro) koriilmények kozott viszonylag
ritkdk. Csak maroknyi tanulmany jelent meg, amelyek mindkét témaval atfogdan foglalkoznak,
koztiik néhany latszolag ellentmondasos eredményekkel (Jorgensen 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 rTGFp-val torténd stimuldcionak, valamint a hozzaadott DX vagy
nélkiile torténd hatasat a CD4™ T-sejtek differencialddasara, a Treg-vonal elkotelezettségére
(Foxp3 expresszid) és az immunszupressziv citokinek termelésére, amelyek fontos tényezok a
Treg sejtek funkcionalis meghatarozasahoz.

Osszehasonlitottuk a frissen izolalt 1ép és timusz CD4* T-sejteket, differencialtatist
alkalmaztunk kiilonb6z0 kondiciok segitségével. A sejtek legjobb expanzidja a 1€pbdl szarmazo
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 abszolt sejtszamat
megvizsgaltuk a CD4" T-sejtpopulacioban a stimulacids rend fliggvényében, szignifikans
novekedést tapasztaltunk a Treg sejtek szazalékaban és az abszolut sejtszamban mind a timusz,
mind a 1ép eredetli Treg sejtekben, az in vitro anti-CD3/CD28 stimulalas hatasara rIL-2 +
ITGFB és rIL-2 + ITGFP + DX jelenlétében (Pap és mtsai., 2019). A DX modellbe torténd
beépitése relevans lehet a GC hormonok immunrendszerben jatszott komplex szerepének
tovabbi megismerésében (Bereshchenko és mtsai., 2018; Quatrini és mtsai., 2021).



A Foxp3 relativ mRNS szintek novekedtek a rIL-2 + rTGFp kezeléssel és tovabbi ndvekedést
mutattak, amikor DX-t adtunk a sejtkultarakhoz. Ezek az adatok arra utalhatnak, hogy a timikus
és 1ép CD4" T-sejtek differencialodasa a Treg fenotipus felé elésegithetd IL-2 + TGFB + DX
kezeléssel in vitro koriilmények kozott (Pap és mtsai., 2019). Az IL-2 + TGFp hatasa a naiv
CD4" T-sejteknek a Treg-fenotipus irdnyaba torténd polarizacidjara ismert (Apert és mtsai.,
2018). Az IL-2 citokint hasznaljak klinikai koriilmények kozott kiilonféle autoimmun
betegségek ¢€s transzplantacion atesett betegek kezelésére, ahol kimutattak, hogy a Treg sejtek
in vivo expanzidjahoz vezet (Ye és mtsai., 2018). A TGFB immunrendszerre gyakorolt
fiziologiai és patologias koriilményekre gyakorolt hatasardl sz616 jelentds ismeretek ellenére a
TGFpB kozvetlen klinikai alkalmazasat kevésbé kutatott; néhany folyamatban 1évé klinikai
vizsgalatrdl szamoltak be reumatoid artritisszel és oszteoartritisszel kapcsolatban (van der
Kraan, 2018). Milyen mechanizmus kozvetitheti a Treg sejtek DX éltal indukalt képzdsédét? A
GC hormon ¢és a TGFp jelatvitel kozotti atszabdlyozas relevans lehet. Bereshchenko és
munkacsoportja beszamolt arrol, hogy a GC-indukalta leucin cipzar (GILZ), a GC-k altal
indukalt protein, eldsegitette a Treg sejtek termelddését (Bereshchenko és mtsai., 2014). Az
eredményeink a TGFB és DX egyiittes hatdsardl a megnovekedett Treg sejt termelésre és a
Foxp3 expressziora vonatkoz6 adatok sszhangban éllnak ezzel a modellel. Vizsgalatunkban
figyelemre mélto a Foxp3 fokozott expresszidja a TGFP és DX kezelés eredményeként, mivel
a Foxp3 gén expresszid predikcidja a stabil transzkripcios elkotelezettségnek a Treg sejt
fenotipus irant. A Foxp3 széles korben elismert Treg sejt epigenom alakitova valik azaltal, hogy
asszocialodik azokkal a molekuldkkal, amelyek kozvetitik az epigenetikus modositasokat,
amelyek befolyésoljak a tobb Foxp3 célgén aktivalasat vagy elnémitasat (Bereshchenko és
mtsai., 2014; Lu és mtsai., 2017).

Megvizsgaltuk a kulcsfontossagli immunszupressziv citokinek (IL-10, TGFp) termelését a Treg
sejtekben. A Treg sejtekben megndvekedett aranyban detektaltunk IL.-10-et és a TGF citokint
expresszalo sejteket amikor IL-2, TGFB és DX kombinacioval kezeltiik azokat. Az 1L-10
mRNS relativ szintje ndvekedést mutatott, dsszehasonlitva a kontroll sejttenyészetekkel (anti-
CD3/CD28), kivéve a 1épbdl szarmazoé sejteket, ha IL-2 + TGFp-val tenyésztettiik. A TGFp
mRNS relativ szintje timusz eredetli Treg-ekben csak abban az esetben emelkedett
szignifikansan, amikor anti-CD3/CD28 mikrogyongyokkel + rlL-2 + rTGFp + DX-nal
kezeltiink (Pap és mtsai., 2019).

Korabban leirtuk, hogy az in vivo DX kezelés az egerekben emelkedett IL-10 és TGF termeld
Treg sejt aranyokat eredményezett a timuszban és 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 + rIL-2 + rTGF-val kombinalva hasznaltuk
(Pap és mtsai., 2019). Az in vivo DX kezelés soran a GC hormon exogén eredetii (az endokrin
rendszer altal termelt endogén GC hormonok kivételével), de az IL-2 és a TGFf a citokinek
endogén készletének részeként vannak jelen. Feltételezziik, hogy a Treg sejtek fokozott 1L-10
¢s TGFp termelése, akar in vivo, akar in vitro DX-nal kezelve (utdbbi esetben a recipiensbe
torténd atiiltetés utan), segitheti az ilyen Treg sejteket a gyulladasgatlo kornyezet kialakitdsaban
az immunszupressziv citokinek, valamint a DC-k modulalasa révén. Ezek az események



elosegithetik a tovabbi Treg sejtek képzddését a prekurzor sejtekbdl, és iranyitott
elérecsatolassal erdsithetik a Treg halozatot (Kim és mtsai., 2020).

Az egerek nagy dozisu DX-nal torténd elokezelésével 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 sejthaléllal
szemben, mint a 1épbdl szarmazd 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 ellenéllasa a
DX-ra részben a magasabb GC szinteknek tulajdonithatd, amelyek a timusz Treg sejtek
szelekciojat okozhatjak a GC-rezisztens fenotipus felé. Megfigyeltiik tovabba a timikus T-
sejtek fokozott differencialodasat in vitro Treg sejt iranyaba azokbol az egerekbdl, amelyeket
DX-nal 4 napig elékezeltiink, 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 populacidja 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 elkotelezddhetnek a Treg leszarmazas felé.

A Foxp3, IL-10 és TGFB mRNS expresszioja tekintetében a timusz eredetii 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 €s mtsai., 2019). A TGFf
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 + rTGFf +
DX kezeléssel végzett in vitro kisérletekben, ahol csokkentett TGFB 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 Iép és timusz Treg sejtek GR expresszidjaban a kezelés
hataséra, 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 kolokalizacié magyardzatot adhat a GC Treg sejtekre gyakorolt hatasanak
mechanizmusara.

5. OSSZEFOGLALAS ES UJ EREDMENYEK

Osszegezve az eredményeinket, az adataink tovabbi betekintést nytjtanak a GC hormonok
immunrendszer szabalyozasara gyakorolt hatdsara. A GC analdog DX eldsegiti a timikus és 1ép
Treg sejtek expanzidjat, elGsegiti a Foxp3™ expressziojat és az IL-10 és TGFp
immunszupressziv citokinek termelését in vitro. Az egerek DX-nal t6rténd eldkezelése eltérd
modon befolyasolja a Treg sejtek kés6bbi in vitro gyarapitasat (emelkedett a timusz Treg sejtek
expanzidja és csokkent a 1ép eredetli Treg sejteké). Ez arra utal, hogy a GC terapidban részesiild



betegek esetében kiilon figyelmet kell forditani a Treg sejtek in vitro expanzidjara. Végiil, a
GC-k fontos gyodgyszerré valhatnak a Treg sejtek terapias optimalizalasaban.

1. Sikeriilt in vitro Treg sejtet expandalni timuszbol és 1épbdl izolalt CD4™ T-sejtekbol
CD3/CD28 mikrogyongyok, rIL-2 és rTGF[3 segitségével.

2. A timuszbol in vitro expandalt Treg sejtek abszolat szama a legnagyobb emelkedést
CD3/CD28 mikrogyongyok, rIL-2 és rTGFp jelenlétében mutatta. A 1épbdl in vitro
expandalt Treg sejtek abszolut sejtszama szignifikdnsan emelkedett CD3/CD28
mikrogyongyok, rIL-2 és rTGFp jelenlétében, és tovabb emelkedett DX hozzdadéasara.

3. A timuszbdl és 1épbdl in vitro expandalt Treg sejtekben emelkedett a Foxp3
transzkripcios faktor relativ mRNS expresszidja CD3/CD28 mikrogyongyok, rIL-2 és
rTGFp jelenlétében, amely a 1épbdl indukalt Treg sejtek esetében tovabbi szignifikans
emelkedést mutatott DX hozzdadasara.

4. Az in vitro timuszbol és 1épbdl differencialtatott Treg sejtek 1L-10 és TGFp citokineket
termelnek. A timuszbol differencialtatott Treg sejtek CD3/CD28, rIL-2, rTGFf hatasara
emelkedett I1L-10 és TGFpB termelést mutattak, DX hozzaadasara a TGF[ tovabb
emelkedett. A 1épbdl in vitro differencialtatott sejtek emelkedett 1L-10 és TGFf
szekréciot mutattak mar a CD3/CD28 mikrogyongyok, rIL-2 hatasara is, a TGF[} tovabb
emelkedett DX jelenétében.

5. A Treg sejtek in vitro expanzidja nem okoz Thl, Th2, Th17 iranyt citokin termelést.

6. Az invivo DX el6kezelés javitja a timuszbol indukalt Treg sejtek in vitro expanziojat,
mig a 1épbdl nem.

7. Az in vitro DX kezelés kovetkeztében emelkedik a timuszbol és 1épbol indukalt Treg
sejtek GR expresszioja, tovabba emelkedik a Foxp3 transzkripcids faktor és a GR
kolokaliz4cigja.
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tamogattak, folyamatosan biztattak a munkam soran, mindvégig mellettem alltak tanulmanyaim
alatt, és akik nélkiil nem sikertilt volna megvalodsitani az 4lmaimat.

A munkam a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal (NKFI), K105962 szamu
tamogatds, a GINOP-232-15-2016-00050 ¢és EFOP361-16-2016-00004 tdmogatasok
segitségével valosult meg.
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