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BEVEZETES

A mellékvese dltal termelt glukokortikoid hormonok (GC-ok) szertedgazé élettani hatdsai
révén szabalyozzdk tobbek kozott a metabolikus folyamatokat, kiilonb6zé fejlédés- és
neurobiolégiai eseményeket, befolydsoljdk az immunrendszer mikodését valamint
apoptoézist okoznak bizonyos sejttipusokon. Az immunszabdlyozast szdmos ponton befolya-
soljak nemcsak a fiziol6gids GC-ok, hanem a terapids céllal adott GC analégok is. Igy tob-
bek kozott csokkentik a bazofil és neutrofil granulocitak, valamint a hizésejtek szamat,
apoptézist indukalnak bizonyos T-sejt alcsoportokon. Gyulladdscsokkentd hatasuk kiterjed a
monocytdk/makrofagok, granulocitdk, T- és endothel sejtek citokin termelésére egyarant. A
T-sejt jelatvitel gatlasa révén csokkentik a citokinek, kilondsen az IL-2 szintézisét, novelik
viszont a regulatérikus T-sejtek (Treg) és a Th17-sejtek szamat. Régéta ismert, hogy hosszan-
tarto stresszhelyzetben az emelkedett GC szint hatasara a timusz nagymértékd involicidval
reagal és az immunfunkcidk romlasa figyelhet6 meg.

Mindezen megfigyelések alapjan a szintetikus GC-analégokat (pl. Dexamethasone,
Methylprednisolone, Triamcinolone) kiterjedten hasznaljdk a klinikumban immunszup-
pressziv gyogyszerként allergia, asztma és autoimmun betegségek, bizonyos hematoldgiai
malignitasok kezelésére, valamint graft rejekcié megelG6zésére is A szintetikus GC-ok erds
gyulladasgatl6 és limfocita apoptézist kivaltd hatdsuk miatt vilagszerte a leggyakrabban ren-
delt gyoégyszerek kozé tartoznak.

A GC-k intracellularis receptoron, a glukokortikoid receptoron (GR) hatnak. A GR
ligandkotés utan kiilonbo6z6 jelatviteli Gtvonalakat indithat el, melyek magyardzzak egyrészt
a lassan kifejl6d6 klasszikus, genomikus hatasokat, mdsrészt a rovidebb id6 alatt 1étrejovo
alternativ, nem-genomikus hatdsokat. A GR a citoplazmdban egy fehérjekomplexhez kap-
csolodik (melynek fontosabb tagjai a h&sokk- és kilonb6zé immunofillin fehérjék) majd
ligandkotés hatasara errél a komplexrdl levdlva a sejtmagba transzlokalédik, ahol a DNS
meghatdrozott szakaszaihoz, a GRE-khez (glucocorticoid response element) kotddik és a
géntranszkripciét szabdlyozza (genomikus hatds). A genomikus hatasok altaldban 6rdk-
napok alatt kovetkeznek be. Az utébbi évek kutatasai szerint a GC-knak a klasszikustél elté-
r6 nem-genomikus hatdsai is vannak, amelyek akdr perceken beliil is létrejohetnek nagy
dézist (30 mg-Tg/nap) GC kezelés hatasara. Ezt a dozist alkalmazzadk asztmds roham és
anafilaxids reakciok kezelése sordn, transzplantacidkor [okésterapidban, valamint autoim-
mun betegségek fellangoladsa esetén is. Ezek a kdvetkez6 mechanizmusok lehetnek:

1.) A GC-k lipofil molekulaként GR-kot6déstdl fliggetlentil kozvetlen membranhatasok ré-
vén képesek a membrantranszport-folyamatok és a membran permeabilitas befolydsola-
sara.

2.) Egyes GC-indukdlta apoptézisra rezisztens sejtekben, példdul idegsejteken és
monocytdkon és B-sejteken membran-GR-t azonositottak. Ezen utébbi eredményeket az

intézetiinkben el@allitott anti-GR monoklondlis antitest felhasznaldasaval kollaboraci6-
ban Frank Buttgereit és munkacsoportja irta le.



3.) A GR ligandkotés utan képes mas citoplazmatikus fehérjékhez kapcsolédni, igy tobbek
kozott az 1kB, Lck, Fyn kacsolodas révén a T-sejt aktivacio korai eseményeit befolyasol-
hatja.

4.) A legtjabb eredmények szerint a GR a GC-indukdlta apoptézisra érzékeny sejtekben
nemcsak a sejtmagba, hanem a mitokondriumba is transzlokalodik, és ezaltal képes
egyel6re még ismeretlen mechanizmussal az apoptotikus kaszkadot aktivalni. A GR
mitokondridlis transzlokdcidja utdn lehetséges hatdsmechanizmusként felvetédik: 1. a
mitokondrialis membranpotencial szabdlyozasa 2. a GR pro-, illetve antiapoptotikus fe-
hérjékhez val6 kotédése 3. a mitokondridlis DNS-hez valé kot6dés és a mitokondridlis
génatiras szabdlyozasa.
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A glukokortikoid hormon (GC) genomikus (folyamatos nyil) és nem-genomikus (szaggatott

nyil) hatdsmechanizmusai
(Boldizsér F., 2010)

A T-sejtek az adaptiv immunrendszer fontos sejtes elemei, melyek a B-sejtekkel ellentétben
az antigént (amely altaldban fehérje), az antigénbemutatas folyamata soran ismerik fel. A
CD4* T helper sejtek T-sejt receptorukkal (TcR) MHC-II-h6z kapcsol6dé extracelluldris térbdl
szarmaz6, mig a CD8* T citotoxikus sejtek MHC-l-en bemutatott intracelluldris peptid anti-
géneket ismernek fel az antigénbemutato sejt felszinén. A T-sejtek tobblépcsés, érési folya-
mata a csontvel6ben kezd6dik, majd a timuszban folytatédik, melynek végeredménye az a
naiv, antigénnel még nem taldlkozott T-sejt készlet (,repertoire”), amely a periférids nyirok-
szervekbe vandorol, hogy effektorsejtekké differencidlédjon.

A T-sejtek fejlédését a timuszban 1.) timocitdk és a stromasejtek kozotti direkt sejt-sejt kap-
csolatok és 2.) a stromasejtek altal szekretdlt szolubilis molekuldk — citokinek (IL-7),
kemokinek (CCL19, CCL25), és kiilonféle hormonok (pl. GC-k) - befolyasoljak. A fejl&dési
szakaszok feloszthatéak korai (az éretlen, CD4CD8 kettGsen negativ (DN) sejtek



proliferaciéja) és késoi (a CD4*CD8* kettGsen pozitiv (DP) sejtek szelekcidja és az érett sej-
tek kikerllése a periféridra) szakaszra.

A DP-sejtek a pozitiv szelekcié soran a timusz kéregallomanyban kozvetlen kapcsolatba
kerlilnek a cortikdlis epitélsejtekkel (cTEC), amelyek MHC-n keresztiil kiilonb6z6 peptideket
prezentalnak nekik. Ha a DP-sejtek a véletlenszerlien generdl6dé TcR specificitasuk révén
nem tudnak az cTEC felszinén megjelené MHC-peptid komplexhez két6dni talélési szignal
hianyaban apoptézissal elpusztulnak (,death by neglect”). A tilél6 sejtek ezutan negativ
szelekcion esnek at, amely a sajat antigénekhez tdl erésen két6ds, potencidlisan autoreaktiv
sejteket pusztitja el az aktivacié indukdlta sejthalal (AICD) mechanizmusaval. A timuszbdl
kikeriil6 érett sejtek, CD4* vagy CD8* egyszeresen pozitiv (SP) fenotipustiak. A medullaris
epitélsejtek (MTEC) és antigénbemutato sejtek a negativ szelekciéban szoveti antigéneket
(TRA-tissue related antigens) expresszdlnak bizonyos kombinaciékban (,promiscuous gene
expression”) az AIRE (autoimmune regulatory element) transzkripciés faktor segitségével. Igy
az érett naiv T-sejtek a periférias szovetekben is meg tudjak kiilonboztetni a sajatot a nem
sajattol és igy kialakul a centrdlis tolerancia.

A timocitak szelekciéja nagyban fligg attol, hogy antigén receptoraikkal milyen er6s kapcso-
latot |étesitenek a stromasejtekkel. Az affinitds modell szerint a kotédés erésségétdl (a TcR
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a TcR ligandhoz valé affinitdsa donti el a szelektal6do sejt késGbbi sorsat.

A negativ szelekciés folyamat sordn FoxP3 transzkripciés faktort expresszalo,
CD4+CD25"s" természetes regulatérikus T-sejtek (tTreg) is képzGdnek, amelyeknek nagy
szerepe van a periféridn az antigén specifikus immunszuppresszi6 (tolerancia) fenntartdsa-
ban. Az azonban nem teljesen ismert, hogy a TcR kot6édés mértéke hogyan befolyasolja a
Treg sejtek fejl6dését a timuszban. Periférids eredetli indukalt regulatérikus T-sejtek (iTreg)
naiv CD4* T-sejt el6alakokbdl alakulnak ki a periférias nyirokszervekben. Létrejottiik fligg az
antigén koncentraciéjatél, a ko-stimulaciés mechanizmusoktél és a kiilonboz6 citokinek
koncentracidjatol. Létejottiknek kedvez a magas TGF-B és IL-2 koncentraci6, a
szuboptimalis dendritikus sejt aktivacio, a ko-stimulacié hidnya, ill. alacsony dézisu antitest-
peptid fGzios fehérje jelenléte.

A GC-k egyik régéta ismert hatdsa, hogy a timusz involdciéjat és a periférids T-sejtek, illetve
a timocitdk apoptézisat okozzak. Erdekes ugyanakkor, hogy GC hormont lokélisan a
timuszban a strémadllomanyt alkoté cTEC-ek is szekretaljak, s6t a legtjabb kutatasok szerint
maguk a timocitdk is tudjak termelni. Kimutattdk, hogy a GC-k nemcsak a timocitak
apoptézisat okozhatjdk, hanem bizonyos kortilmények kozott a talélésikhdz is hozzajarul-
hatnak (,kolcsénds antagonizmus modell”), amely azt jelzi, hogy a GC hormon komplex a
szelekcids szabdlyozasi mechanizmusok szereplGje lehet a timuszban. A ,kdlcsonds anta-
gonizmus” elmélet szerint, ha a T-sejt egyszerre kap szignalt a GR-en és a TcR-en keresztiil,
akkor tilél, szemben azzal, amikor kiilon a GR, illetve a TcR aktivalodik, mert annak ered-
ménye apoptézis lesz. Mindezen megfigyelések a TcR és GC indukalta jelétviteli Gtvonalak
Osszekapcsoldddsat az un. "receptor cross-talk" meglétét tamasztjak ala.

Ezek alapjan felmerilt, hogy alternativ GR-jelatviteli Gtvonalak (fehérje-fehérje kapcsoloda-
sok illetve mas nem-genomikus hatasok, pl. a mitokondridlis membranpotencidl szabalyoza-



sa) és a Bcl-2 fehérje érintettsége miatt a mitokondralis Gtvonal is aktivan részt vehet a DP-
timocitak GC-indukalta apoptézisaban. Egy sejt GC érzékenységét szamos faktor befolyasol-
ja, tobbek kozott a sejt megfelelS szintli GR expresszidja. Ha GC kezelés hatdsédra a sejt GR
expresszidja valtozatlan, vagy inkabb emelkedik, akkor az eredmény apoptodzis. Ez a jelen-
ség jellemz6 timocitakban és bizonyos T-sejtes limfomdkban. Ezzel szemben, ha a GC ha-
tasra a sejt a GR downreguldciojaval vélaszol, akkor megmenekiil az apoptotikus hatés aldl.

Munkdmban a T-sejtek differencidlédasa és miikodése soran létrejové nem-klasszikus GC
jelatviteli dtvonalakat vizsgaltam.

CELKITUZESEK

VIZSGALNI KiVANTUK A TIMOCITA ALCSOPORTOK GC HORMON ERZEKENYSEGET ES
GR EXPRESSZIOJUKAT

1. In vivo GC kezelés és TcR aktivacié egyiittes hatasat és id6beli lefutasat egér modelle-
ken vizsgaltuk.

2. GC antagonista el6kezelés és GC hormon szintézis gatl6 szerek hatasanak tesztelése.

3. Az in vivo GC kezelés és a TcR aktivacié egyiittes hatasanak vizsgdlata a timocitak
apoptozisara (caspase 3 aktivacio, Bcl-2 expresszid) és a mitokondrium-funkciora.

4. Az egyes timocita alcsoportok GR expresszidjat és annak véltozasat T-sejt aktivacio,
GC hatds, illetve GC antagonista kezelések utan.

KUTATTUK A DP TIMOCITAK ELTERO GC ERZEKENYSEGENEK OKAT ES AZ APOPTOZIS
MECHANIZMUSAT

1. Az in vitro nagydé6zisi GC kezelés mitokondridlis funkciéra gyakorolt hatasat.

2. A GR cellularis eloszlasat/morfolégiajat timocita alcsoportokon.

3. A ligand indukalt GR mitokondridlis transzlokaciéjat DP timocitdk azok szubcelluldris
frakciéiban.

4. A mitokondridlis apoptézis Gtvonalat timocitakban in vitro GC kezelés hatdsara |étre-
jovd caspase aktivacio, citokrom C felszabadulas nyomon kovetésével és a GR Bcl-2

//////

NAGYDOZISU GC KEZELES GYORS, NEM GENOMIKUS HATASANAK VIZSGALATA A TCR
JELATVITELI UTVONALRA /N VITRO T-SEJT MODELLEN

1. A nagyddzisi GC kezelés hogy befolyasolja a T-sejtek tirozin foszforilaciés mintazatat
és a ZAP-70 kindz foszforilaciéjat?

2. A GR szerepének vizsgalata a ZAP-70 foszforilaciéban és kozvetlen fizikai kapcsolatuk
vizsgdlata.

3. A ZAP-70 tirozin foszforilaciés helyek szerepének vizsgalata a T-sejt aktivacidban és a
gyors GC hatdsokban ZAP-70 tirozin pontmutans T-sejt vonalakon.

4. A ZAP-70 azon tirozin maradékai, amelyek a nem-genomikus GC hatasokat kozvetitik,
befolyasoljak-e a ZAP-70 szubsztratjainak - SLP-76, LAT, Cbl - foszforilaciéjat?



GC HORMON HATASANAK VIZSGALATA TTREG ES ITREG SEJTEKRE ES AZOK CITOKIN
TERMELESERE VALAMINT AZOK /N VITRO EXPANZIOJA

1. A Treg sejtek el6forduldsi gyakorisaganak és azok GC érzékenységének vizsgalata
egér modellen.

2. Vizsgalni kivantuk a kilonb6z6 Treg alcsoportok IL-10 és TGFp citokin expressziojat
fehérje és mRNS szinten és az in vivo GC kezelés hatasat.

3. Timusz és |ép eredetli CD4+ T-sejtekbdl in vitro kiilonbdz6 stimulalé korilmények
kozott expandalni Treg sejteket és azok funkcidjat kévetni id6ben.

4. Meghatarozni a GR és FoxP3 transzkripcids faktor szinergizmus molekularis alapjait.

ANYAGOK ES MODSZEREK

KiSERLETI ALLATOK

Munkdnk sordn 3-4 hetes BALB/c egereket B10.Cg-TgN (TcrAND53Hed) galamb
cytochrome C specifikus (PCC peptid KAERADLIAYLKQATAK) I-E* (MHC-II) restrikciéval
mikodd VB3/Vall TcR transzgenikus egereket haszndltunk. Az allatokat konvenciondlis
koriilmények kozott tenyésztettiik a kisérletes munkak megfelelnek a PTE Allatetikai Bizott-
saga altal megallapitott szabalyoknak (#BA 02/2000-2/2006).

SEJTVONALAK

A GR-TcR jelatviteli Gtvonalak vizsgalatahoz Jurkat (human akut T-sejt leukémia ATCC) sej-
teket és annak p56-Ick és ZAP-70 deficiens szubklénjait (JCaM1.6 és P116) hasznaltuk va-
lamint a P116 sejtek lentivirdlis vektorral transzfektdlt variansait, amelyek vad tipusa (WT)
ZAP-70-et vagy kilonb6z6 aminosav pozicidkban Y-F pontmutacidkat tartalmaz6 ZAP-70-et
expresszaltak. Sp-2 egér myeloma és RBL2H3 patkany bazofil leukémia sejtvonalakat is
hasznaltunk munkdnk soran. A sejteket hagyomanyos 10% FCS / DMEM vagy RPMI-1640
(+PenStrep) médiumban tenyésztettiik.

ALLATOK IN VIVO KEZELESE, SEJTPREPARALAS

In vivo, a kisérleti egereknek 20 (nagyddézis) 2,0 (kdzepes) vagy 0,2 mg/kg (alacsony dézisd)
GC-anal6g Dexamethasone-t (DX) (Organon, Oradexon) adtunk i.p. 1-4 napon keresztiil, a
kontroll dllatoknak pedig PBS-t. A GR antagonista RU486 vagy RU43044 vegyiiletekbdl 1
mg/kg-ot 2 napig oltottuk i.p. T-sejt aktivacihoz i.v 5 vagy 50 pg/allat anti-CD3
monoklondlis antitestet hasznaltunk 6nalléan vagy kombindciéban DX-al. Az allatokat 24
6raval a kezelések utan aldoztuk fel, a timuszokat, 1épet, vagy nyirokcsomékat homogeni-
zaltuk, a szuszpenzi6t atsz{rtiik majd az €16 sejtszamot Biirker kamrdban meghataroztuk.

A SEJTEK KEZELESE

A DP-sejteket magnesesen Easysep anti-PE (StemCell Technologies) szelekcids koktéllal,
pozitiv szelekciéval izolaltuk, a-CD4-FITC és a-CD8-PE antitest koktéllal torténd kettds jelo-
lés utan. Western blot vizsgalatdhoz 5x107 timocitat kezeltiink 37°C-on CO2 termosztatban



tartva 10°M DX-al 30. ill. 60 percig, konfokalis mikroszképidhoz 30 percig és aramlasi
citometridhoz 30, 60, 120 és 180 percig.

Jurkat és P116 ZAP-70 variansait expresszal6 sejteket RPMI-ben a TcR/CD3 dtvonal vizsga-
latara anti-human-CD3 (klén OKT-3) antitesttel kezeltik 2 percig, a nem-genomikus GC
hatasok kivaltasara 10°M DX-al inkubaltuk 2-5 percig. Kombinalt kezelés esetén 2 perces
DX el6kezelést tovabbi 2 perces anti-CD3 aktivacié kovetett. Az intracelluldris Ca**-jel vizs-
galatakor a kombinalt kezelés esetén a sejteket 10 percig 10° M DX-al kezeltiik el6.

A Treg sejtek citokin termelésének meghatdrozasara a 1épbdl és timuszbdl eltavolitott
limfocitdkat stimuldltuk 24 6ran keresztll in vitro RPMI+10% FCS-ben 25ng/ml PMA,
Tpg/ml lonomycin és/vagy 10ug/ml Brefeldin-A jelenlétében. A sejteket mdsnap 2x 2mL
PBS-el mostuk, majd daramlasi citometrids jelolést végeztiink.

ARAMLASI CITOMETRIA

A sejtfelszini jelolésekhez 1 milli6 €16 timocitabdl indultunk ki, melyeket 100ul jel6l6 puf-
ferben (PBS 0,1% BSA/NaN3) 30 percig inkubaltuk jégen 1pg/ml koncentraciéja ani-CD4-PE
és anti-CD8-CyChr, anti-CD69-FITC fluoreszcens monoklondlis antitestekkel. Az inkubacié
utan 2-szer mostuk a PBS pufferben, majd 500ul fixalé pufferben (0,1% PFA in PBS) vettiik
fel a sejteket (Current protocols in Immunology chapter 5.4)

Az intracelluldris jelolésekhez a sejtfelszini jelolések utan fixalé oldatban (4%
paraformaldehid (PFA) tartalmd PBS) 20 percig fixaltuk a sejteket, majd kétszeri mosas utan
PBS/0,1%NaN3/0,1% Saponin tartalmd permeabilizalé pufferben végeztik az anti-Bcl-2-
FITC, anti-aktivalt Caspase-3-,8-,9-FITC, anti-GR-FITC, vagy anti-ZAP-70 fluoreszcens festé-
kekkel konjugdlt monoklondlis antitestekkel a jeloléseket.

Az apoptozis korai jeleinek meghatarozasahoz 10° timocitat 100 pl Annexin-koté pufferben
Tug/ml végkoncentraciéja FITC-el konjugdlt Annexin V-tel és 0,5 pg Propidium Jodidddal
(P1) 15 percig inkubdltunk szobah&mérsékleten, majd 400 ul Annexin-kotd puffert adtunk a
sejtekhez. A sejteket a jel6lés utdn maximum 1 6rdval aramldsi citométer segitségével vizs-
galtuk.

A Treg sejtek és citokinjei jel6lésére 10° sejt/minta sejtfelszini jel6lése utdn a mintakat mos-
tuk 2ml jelol6 pufferben. Az intracellularis jel6léshez a FoxP3/Transcription Factor Staining
Buffer Set (eBioscience Cat. #00-5523-00)-et hasznaltuk. Az intracellularis jeloléshez anti-
FoxP3-PE a citokinekhez anti-IL-10-APC, anti-IL-4-FITC, anti-IL17A-PerCP-Cyanine5.5 és
anti-IFNy—=APC monoklondlis antitesteket hasznaltunk. Mintanként 10000 eseményt mértiink
a limfocita kapubdl, majd a CD4" limfocitdkon beliil mértiik a Treg alcsoportokat és azok
anti-GR-FITC atlag fluoreszcencia intenzitasat.

MITOKONDRIALIS CMX-ROS FELTOLTES, SEJTFELSZINI ES INTRACELLULARIS JELOLESEK

A mitokondriumok jel6lésére és a mitokondridlis funkci6 mérésére a CMX-Ros
(chloromethyl-X-rosamine)(Invitrogen) mitokondridlis indikatort hasznaltuk. A feltoltést 37°C
fokon végeztiik, 30 percig a DX-kezeléssel parhuzamosan. A sejtfelszini a-CD4-Pacific blue
és a-CD8-Alexa647 jelolést (ill. anti-CD4-PE, valamint anti-CD8-CyC fluorokrémokkal aram-
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lasi cytometriara) jégen, jel6lé pufferben 30 percig végeztiik. Ezutan jel6l6 pufferrel mostuk
a sejteket, majd 20 percig 4%-o0s PFA fixalds kovetkezett, mely utan anti-GR antitesttel (5E4-
B1 PTE IBIl) vagy anti-Bak és Bax els6dleges antitestekkel és anti-nydl IgG-FITC antitesttel
jeloltik a sejteket intracelluldrisan 0,1% szaponin tartalmu jel6lé pufferben. A timocita al-
csoportok CMX-Ros atlagos fluoreszcencia intenzitasat (MFI) aramldsi citometrids méréssel
hisztogramokon dbrazoltuk.

AZ INTRACELLULARIS KALCIUM SZINT MERESE ARAMLASI CITOMETRIAVAL

Jurkat és P116 ZAP-70 variansait expresszalo sejteket Fluo-3AM (Invitrogen) kalcium szelek-
tiv indikdtor festékkel toltéttik f6l Minta és munkatarsainak protokollja szerint (Minta A.
1989). Kezeletlen vagy DX el6kezelt sejteken 50 mdsodpercig mértiik az alap kalcium szin-
tet, majd hozzaadtuk az anti-CD3-antitestet és igy vizsgaltuk tovabb az intracellularis kalci-
um szint valtozasat dramlasi citometridval. Az FL1 intenzitdsban észlelt valtozasok aranyo-
sak az intracelluldris kalcium szintjével.

AZ ANTI-CD3 INDUKALTA FOSZFORILACIO VALTOZASOK MERESE FOSZFO-FLOW TECHNIKAVAL

A nyugvo vagy anti-CD3 kezelt Jurkat és P116 sejteket 4% PFA-ban fixaltuk 37°C-on 10 per-
cig, majd Phosflow Perm Buffer Ill-ban (BD Biosciences) 30 percig, jégen permeabilizaltuk.
A mintdkat PBS/0,1% BSA/0,1% NaNs-ban mostuk, majd anti-SLP-76 pY128 vagy anti-LAT
pY171 antitestekkel 45 percig szobah6mérsékleten inkubaltuk. Ezt kovetéen ismét mostuk,
majd PBS-ben vettiik fel a sejteket.

A méréseket FACSCalibur vagy FACSCanto (BectonDickinson, San Jose CA) dramlasi
citométeren, az analizist pedig az FCS Express 4 Flow Research Edition programmal végez-
tuk

KONFOKALIS MIKROSZKOPIA

Az Olympus Fluoview 300 konfokalis mikroszképot és az Olympus Fluoview FV1000S-1X81
fotérendszert hasznaltuk munkankhoz. A jeleket 3-3 latétérben gydjtottiink és a CMX-Ros és
a GR valamint a FoxP3-GR ill., ZAP-70-GR kozotti morfolégiai kapcsolatot (kolokalizacio)
elemeztiik. A GR és Bcl-2 csaldd fehérjéinek kozelségét hasonloképpen vizsgdltuk, CD4 és
CD8 jelet UV-ban, a GR jelét a FITC, a Bak, Bax, Bcl-x.és Bim vagy a mitokondrium festést
a piros csatornaban detektdltuk, amikor a Bak és Bax jelét a FITC-nél. A jeleket 3-3- latétér-
ben detektaltuk és a Bak, Bax, Bcl-x., Bim—GR és CMX-Ros-Bak, -Bax morfoldgiai asszocia-
ciét analizéltuk. A képeket egymasra helyeztik és az Image] software
(http://rsb.info.nih.gov/ij) segitségével analizaltuk a kolokalizaciét 100-DP sejtet analizélva
mintanként.

A TIMOCITAK SZUBCELLULARIS FRAKCIONALASA

A sejtfrakciok izoldlasdhoz Mitokondrium Izolalé kitet (Pierce) haszndltunk a gyari elGiraso-
kat kovetve. A mintakat 5x fagyasztottuk és olvasztottuk folyékony nitrogénben, majd
inkubdltuk jégen 30 percig és centrifugaltuk 13,000 rpm-el 10 percig majd a supernatanst
haszndltuk.



A GR-BCL-2 FEHERJE CSALAD ASSZOCIACIO VIZSGALATA IMMUNPRECIPITACIOVAL

Immunprecipitaci6hoz a mag, a citoszolikus és mitokondridlis frakciokat a megfelel6
precipitdl6 antitesttel inkubaltuk majd Protein-G-t (Santa Cruz Biotechnology) adtunk a min-
takhoz és az immunkomplexeket SDS mintapufferben torténé f6zéssel tavolitottuk, majd a
sejtfrakciokat megf6ztiik és 7, 10 vagy 15%-os poliakrilamid gélen futtattuk, blottoltuk Bio-
Rad Trans-Blot rendszer segitségével

TCR-GR JELATVITELI UT IN VITRO VIZSGALATA IMMUNPRECIPITACIOVAL

A TcR/CD3 utvonal és a GC kezelés azonnali hatasanak vizsgalatara a Jurkat vagy P116 mu-
tans kontroll vagy kezelt mintakat 2 perc DX kezelés utan Triton X lizis pufferben lizaltuk,
SDS gélben torténd futtatas és blottolas utdn a megfelel6 elsGdleges antitestekkel inkubaltuk
a blotokat, majd mosast kovetéen HRPO konjugalt masodlagos antitesttel inkubaltuk és
Super Signal West Femto kemilumineszcens szubsztréttal (Pierce) hivtuk el6. A kapott jeleket
denzitometrids méréssel kvantifikaltuk, amit Scion Image software (Scion Corporation) segit-
ségével végeztiink.

TREG SEJTEK /N VITRO EXPANZIOJA

A CD4+ T-sejteket a frissen izoldlt 1ép és timusz sejtekbdl negativ szelekciéval nyertiik az
EasySep Mouse CD4* T Cell Enrichment Kit-et (Stemcell Technologies, Cat. #19752,
#19772) haszndlva. A 98% tisztasagli CD4+ T-sejteket in vitro RPMI/10% FCS (+Pen/Strep)
médiumban tenyésztettiik 2-14 napig anti-CD3/CD28 Dynabeads rekombindns IL-2
rekombinans TGFB és DX jelenlétében ismételt passzazsokkal. Az éI6 sejtszamot Biirker
kamraban, a Treg aranyt és citokin termelésiiket dramldsi citometriaval kovettiik. A sejtekbdl
RNS-t izoldltunk FoxP3, GR és citokin expresszidjuk nyomon kovetésére.

TREG SEJT SZEPARALASA FACS MODSZERREL ES STIMULALASUK CITOKIN TERMELESHEZ

Kontrol és 2 napig in vivo 20mg/kg DX-al kezelt allatok timuszabdl és 1épébdl sterilen 10%/ml
sejtet jeloltink RPMI/10% FCS-ben anti-CD4-FITC anti-CD25-PE-Cy7 antitestekkel, majd a
CD4+/CD25"e" sejteket kijeloltiik és szepardltuk FACSAria (Becton Dickinson) sejt szepara-
16 késziilékkel. A kapott sejtek 95%-nal nagyobb tisztasdgtak voltak. Ezutan a sejteket 4
oran keresztiil aktivaltuk PMA/ionomycinnel.

REAL-TIME PCR

A sejtek kezelése vagy stimuldlast kdvetGen RNeasy mini kit (Qiagen) segitségével RNS-t
izolaltunk, majd DNase (Sigma) emésztés utan ,High Capacity RNA to cDNA Kit” (Applied
Biosystems) segitségével cDNS-t szintetizaltunk. A qRT-PCR reakciét az ,Sybrgreen master
mix” vagy ,Tagman master mix“ (mindkett6 Applied Biosystems) segitségével végeztiik.

STATISZTIKAI ANALIZIS

Munkéank soran a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibdjat (+SEM) abrazoltuk. Az
eredmények statisztikai analizise SPSS 11.0 szoftver segitségével tortént. Az adatok kiértéke-
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[éséhez a Student-féle t-tesztet hasznaltuk, és a P <0,05 (*), P < 0,01 (**) és P < 0,001 (***)
értéknél fogadtuk el statisztikailag szignifikdnsnak.

EREDMENYEK

TIMOCITAK GC HORMON ERZEKENYSEGE ES GR EXPRESSZIOJUK

BALB/C és AND egér timuszanak sejtes dsszetétele és azok GC érzékenysége

A timuszt alkoté limfoid sejtek kilonb6zé fejl6dési stadiumban 1évé timocitak, melyeket a
CD4 és CD8 antigének sejtfelszini expresszidjaval négy csoportba tudunk sorolni. A ha-
romhetes BALB/c egerek timuszat jellemzGen 1-3% DN, 70-80% DP, 10-15% CD4 SP és 5-
8% CD8 SP timocita alkotja. Az AND TcR transzgenikus egerek timuszaban a TcR transzgén
dominal6 hatdsa miatt a DP populdci6 kevesebb és dominalnak az érett CD4 SP sejtek.

A fiziol6gids és farmakolégias doézisi GC hatas vizsgdlatdhoz 3-4 hetes BALB/c egereket 4
napon keresztil 24 éranként 20,0, 2,0, illetve 0,2 mg/kg DX-al kezeltiik in vivo. Az ismételt
DX kezelések koncentracié dependens csokkenést okoztak a teljes timocita szamban. A ke-
zeletlen kontrollhoz viszonyitva (120 millié sejt/timusz) az ismételt 20,0 mg/kg DX kezelés
tobb mint 100-szoros redukciét okozott a timocita szamban (1 millié sejt/timusz). A timusz
sejtes Osszetétele szintén megvaltozott az in vivo DX kezelések hatdsara: a DP timocitak a
legérzékenyebbek a GC kezelésre. 4 napos ismételt nagydézisi DX kezelés hatasara 95%-uk
elpusztul, mig az érett CD4 SP és CD8 SP, illetve éretlen DN populaci6 rezisztensebb. Az
érett SP sejtek kozott a CD8 pozitivak ellendllébbak voltak a glukokortikoid kezeléssel
szemben, mivel a CD4/CD8 arany csokkent az emelkedd dézist DX kezeléseknél.

Az egyszeri nagy dozisi DX hatasat is vizsgaltuk, amelyben 15 napig kovettiik az egyes
timocita populdcidk nagysdganak alakuldsat. A legnagyobb sejtszam depléciét a 4. napon
tapasztaltuk. Ezt kovetéen kezd6dott a timusz repopuldcidja, mely a 15. napra szinte telje-
sen végbement és a kiinduldsi allapothoz képest mdr nem tapasztaltunk szignifikans eltérést
egyik sejtcsoportban sem.

In vivo GR antagonista kezelés hatasa a timusz sejtes Osszetételére

A GC-k hatdsa konvenciondlisan a citoszolban talalhat6 GR-on keresztiil érvényesiil. A re-
ceptor kozvetitette GC hatdst kisérleteinkben a nem specifikus RU486 és a GR specifikus
RU43044 antagonistakkal blokkoltuk, amely megakaddlyozza a GR transzlokaciéjat a sejt-
magba. Az el6z6ekben leirt DX indukdlta timocita deplécié és sejtes Osszetétel valtozast
nem befolydsolta az egyidejlleg adott glukokortikoid antagonista kezelés (DX 20mg +
RU43044: 7 milli6 timocita). Onmagaban az in vivo RU43044 kezelésnek nem volt hatdsa
sem az abszolut sejtszamra (RU43044: 106 millié timocita), sem az egyes timocita popula-
ciok ardnydra. Ezek alapjan a GC-ok pro-apoptotikus hatdsa a DP sejtekben fliggetlennek

s s

tlinik az aktivalt GR sejtmagba torténé transzlokacigjatol.
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GR antagonista hatasanak és a GC szintézis gatlasanak /in vitro vizsgalata

A tovabbiakban kivancsiak voltunk, hogy milyen szerepe van a cTEC altal lokalisan termelt
GC-nak a DP timocitak talélésében. A lokalis GC szintézis gatlasat 1-2 napos BALB/c egerek
timusz lebeny szovetkultdrdjan vizsgaltuk in vitro, melyeket 24 6ran at kezeltiink 107 mol/l
DX-al, RU43044 GR antagonistaval, a kett6 kombinaciéjaval vagy a GC szintézis gatld
Methyraponnal. Eredményeink szerint a DP sejtek esetében mind a DX kezelés, mind a loka-
lis GC szintézis hidnya (Methyrapon) szignifikdns abszollt sejtszam csokkenést okozott a
kontroll allapothoz viszonyitva (Ctrl: 27,3 + 5,2 x 10° DP sejt, Methyrapon: 5,1 + 2,3 x 10°
DP sejt, DX: 6,0 + 2,7 x 10° DP sejt). A RU43044 GR antagonistanak 6nmagaban nem volt
szignifikans hatdsa a DP sejtszamra (24,6 + 6,1 x 10°> DP sejt), és kombinalt kezelésnél nem
gatolta a DX hatast (5,8 + 2,4 x 10° DP sejt). Ezzel in vitro szovetkultdran is bizonyitottuk,
hogy a GC-ok DP timocitakra gyakorolt pro-apoptotikus hatasa nem fliggeszthetd fel a re-
ceptor sejtmagba torténé transzlokacié gatlasaval, vagyis a GC jelatvitel nem a klasszikus
genomikus Gtvonalon zajlik, valamint azt is, hogy ugyanakkor az endogén GC hormon je-
lenléte sziikséges a DP timocitak pozitiv szelekcidja soran a sejtek tiléléséhez.

A kolcsonos antagonizmus modell vizsgdlata: GC és TcR aktivacié egyiittes hatasa
a timocitdkon

A tovabbiakban azt szerettiik volna vizsgalni, hogy a TcR aktivacié hogyan befolyasolja a
GC kezelés timocita sejtpusztitd hatasat. A kettés antagonizmus modell szerint a timusz ké-
regallomdnyaban a cTEC sejtek &ltal termelt GC sziikséges a DP timocitdk TcR indukdlta
apoptotikus hatdsadnak megakadalyozéasira. Onmagaban mindkét jelatviteli Gtvonal aktivéci-
Oja a sejtek apoptodzisat okozza, de a két jelatviteli dtvonal sszekapcsolédasa a sejtek tal-
élését eredményezi.

A GC és TcR jelatviteli Gtvonal aktivacidjat in vivo DX és anti-CD3 kezeléssel modelleztiik,
majd vizsgaltuk az apoptotikus markerek megjelenését BALB/c egerek timuszaban, csak anti-
CD3, csak DX és kombinalt anti-CD3 + DX kezelés utan 24 6raval. Mindharom kezelés ha-
tasara mind a korai, mind a kés6i apoptotikus sejtek ardnya megnétt a kontrol mintdkhoz
képest. A csak DX (28% korai, 22% késGi) illetve csak anti-CD3 kezelés hatasara megfigyel-
het6 apoptotikus sejtaranyokhoz (21% korai, 18% késGi) viszonyitva a kombinalt kezelés
hatasara kisebb mértékii apoptozist talaltunk (7% korai, 17% kés6i apoptotikus sejt). Ugya-
nezt tapasztaltuk AND TcR transzgenikus egérben is, amikor az antigén (PCC) és DX egyiit-
tes hatasat vizsgaltuk, vagyis a sejtek nagyobb mértéki talélése kovetkezett be a kombinalt
kezelésnél, mint a kiilon stimulacidk hatasara.

Tehat a kombinalt kezelés egyiitt kivédte a DX, illetve az anti-CD3 antitest, ill. az antigén
apoptozist indukald hatasat. Ez a két jelatviteli Gt 6sszekapcsolddasat jelzi, mely alatamaszt-
ja a kolcsonos antagonizmus modellt a timocitadk pozitiv szelekcidjaban.

Antigén és DX egyiittes hatasa gatolja a timocitdk apoptozisat

Az AND TcR transzgenikus egértdrzsben vizsgaltuk a DP és CD4 SP timocitdk
mitokondridlis funkci6jat a kezelések utan CMX-Ros festékkel inkubalva az dllatok
timocitait. Azt talaltuk, hogy a kontroll allatokban 21.18 + 5.2 % DP timocita volt CMX-Ros
pozitiv (intakt mitokondriummal rendelkezg). Ehhez viszonyitva minden kezelés szignifikan-
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san (p < 0,05) csokkentette az intakt mitokondridlis membran potencidllal rendelkezé sejtek
aranyat. A legkevesebb funkcionalé mitokondriummal rendelkezé DP sejtet az anti-CD3
(1.11 £ 0.21 %) ill. 6nmagaban alkalmazott 10,0 mg/kg dézisi DX kezelés (0.55 + 0.11 %)
utan talaltunk. Kombinalt kezelések hatasara (PCC+DX: 5.3 + 0.2; a-CD3+DX: 5.0 + 1.1 %
DP sejt) novekedett az intakt mitokondriummal rendelkez6 DP sejtek ardanya valamint
gatlédott a Caspase-3 aktivacio.

Vizsgalatainkkal bizonyitottuk tovabba, hogy a kombindlt kezelés, vagyis a sejtek GC és TcR
jelatviteli Gtvonalon torténé aktivacidja noveli a sejtek CD69 expresszidjat és a Bcl-2 pozitiv
DP és CD4 SP sejtek aranyat és abszollt szamdt is (Palinkas et al. 2008), vagyis a kett6s
szignal hatasara aktivalédnak a sejtek és novekszik a tlél6 sejtek ardnya és azok Bcl-2
upregulacio révén kerdlik ki az apoptozist.

A GR szerepének vizsgalata a timocita apoptézisban

Az egyes timocita alcsoportok eltér6 GC érzékenységének hatterét kutatva elséként kivan-
csiak voltunk az egyes timocita alcsoportokban taldlhaté GR fehérje expresszié mértékére,
mivel az Osszefliggésbe hozhaté a sejtek GC hormon érzékenységével.

Az anti-GR monoklonalis antitestek jellemzése

GR jelolésekhez a PTE Immunolégiai és Biotechnoldgiai Intézetben kifejlesztett anti-GR
monoklondlis antitesteket hasznaltunk, melyek a receptor regulatoros doménjében elhelyez-
kedé a GR-re jellemz& és mas szteroid receptorban nem szereplé 26 aminosav hosszuisagu
szekvencidban elhelyezkedd epitopokat ismerik fel (APTEK 26). A hasznalt IgG1 izotipust
klonok (8E9 és 5E4) mind a ligand kotott, mind a szabad receptort képesek felismerni a ci-
toplazméban és sejtmagban egyarant.

GR expresszio a kiilonbozé timocita alcsoportokban

Sejtfelszini és intracelluldris jelOléssel el6zetes szepardlas nélkil tudtuk a négy kiilonb6zé
érettségli timocita alcsoport (DN, DP, CD4 és CD8 SP) GR expresszidjat vizsgalni aramlasi
citométerrel. A GR expresszi6 RT-PCR vizsgalatat FACSVantage késziilékkel szeparalt a
CD4/CD8 jeloléssel elkilonitett DN, DP és CD4 ill. CD8 SP 98%-nal nagyobb tisztasagu
timocita alcsoportokban végeztiik.

Eredményeink szerint fiatal (3-4 hetes) BALB/c egerek timocita alcsoportjaiban eltéré mér-
tékben expresszalddik a GR. Az érett CD4 SP sejtek mérsékelten kevesebb GR-t talaltunk,
mint a CD8 SP sejtekben, melyet alatdmasztanak human periférias vérmintan elvégzett vizs-
galataink eredményei is. A CD4+CD8+ (DP) timocitak a tobbi populdciéhoz képest szignifi-
kdnsan alacsonyabb mértékben expresszaljdk a GR-t. Azonos eredményeket kaptunk RT-
PCR mérésekkel is a GR mRNS szint{i expresszidjat vizsgalva.

Egyszeri nagy dézisi DX kezelés hatdsa a GR expresszidra

Ugyancsak vizsgaltuk egyszeri nagydézist (20 mg/kg) in vivo GC kezelés utan 24 éraval a
timocita alcsoportokban a ligand indukalta GR expresszié véltozdst mind fehérje, mind
mRNS szinten. )6l megfigyelhet6 a DN és CD4/CD8 SP sejtekben a GR ligand indukalta
homolég downregulacidja, mig a DP sejtekben ez hianyzik.
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Ennek egyik lehetséges magyardzata, hogy a timuszban taldlhaté6 DP timocitdk a lokalis GC
termel6 cTEC sejtek kornyezetében differencialédnak. Feltételezhetd, hogy ez az oka, hogy
a tobbi timocita sejtcsoporthoz képest benniik a legalacsonyabb a GR expresszio, mégis
ebben differencidlédasi stddiumban érzékenyebbek a GC indukalt apoptoézisra. Ezt erdsiti
azon megfigyelésiink is, hogy ebben a sejtcsoportban magas a Dig2 (DX-indukalt gén) és
alacsony a Bcl-2 expresszidja.

A DP TIMOCITAK GR JELATVITELI UTVONALA ES APOPTOZIS MECHANIZMUSA

DP timocitakban a GR granularis eloszlast mutat és GC hatasra a mitokondriumba
vandorol

A GR intracellularis eloszlasanak vizsgédlatahoz a CD4/CD8 sejtfelszini jeloléssel elkilonitett
négy timocita alcsoportban els6ként a GR-FITC morfoldgiai jellemzését végeztiik el és azt
lattuk, hogy DP-sejtekben a legkevesebb a GR és eltérd fest6dési mintazatot is ad, eloszlasa
granuldris, mig a SP-sejtekben homogénebb. A DP-sejtek granuldrisabb jellegl fest6dési
mintazata utalhat arra, hogy a GR ezekben a sejtekben mitokondrialis elhelyezkedés( lehet.

A CMX-Ros mitokondridlis festék és a GR kozotti atfedést mind a 4 timocita alcsoportban
megvizsgaltuk és minden sejtcsoportban taldltunk bizonyos szintl kolokalizaciét. DP
timocitakban in vitro 30 perces DX kezelés hatdsara a GR f6leg a mitokondriumba, nem
pedig a sejtmagba transzlokdlodott.

Mivel a DP sejtek a legérzékenyebbek a GC kivaltott apoptosisra, ezért vizsgaltuk a
mitokondrialis funkciét a CMX-Ros MFI valtozasokat kovetve a DP-sejtekben DX hatasara
Harminc perc DX-kezelés hatasara szignifikains CMX-Ros MFI csokkenést tapasztaltunk a
DP-sejtekben, ami valészinileg a mitokondridlis funkcié romldsanak egyik korai indikatora.
Ahhoz, hogy a morfoldgiai eredményeket Western-blottal is aldtdmasszuk, a timocitakbol
citoplazma, mitokondrium és sejtmag frakciét izolaltunk. Sikerilt igazolnunk, hogy a DP
sejtekben a GR valéban csak a mitokondriumba transzlokalédik, a sejtmagba nem.

A GR asszocidcidja a Bcl-2 fehérjecsalad tagjaival

A tovabbi munkankban a GR mitokondridlis transzlokacidja soran lehetséges mitokondrialis
fehérje célpontként a Bcl-2 fehérjecsalad tagjai kozil a Bak és Bax proapoptotikus fehérjé-
ket, az anti-apoptotikus Bcl-x. és a BH3-only fehérjék koziil a Bim viszonyat vizsgaltuk a
GR-hez.

Konfokalis mikroszképos képeken a DX kezelés nem okozott kolokalizacié valtozast a DP
sejtekben GR-Bax és GR-Bak esetében. Ugyanakkor fokozédott a GR-Bim és csokkent a GR-
Bcl-x. kolokalizacié mértéke a DX kezelt mintdkban. A GR valédi molekularis interakciéja-
rél a Bcl-2 csalad egyes fehérjéivel a tovabbiakban immunprecipitaciés kisérletekben ellend-

riztik, mégpedig a timocitakbdl izolalt citoplazma és mitokondridlis sejtfrakciokban egya-

rant a kontrol és 30 percig DX-al kezelt mintakban. Az anti-GR ellenanyaggal precipitalt
mintakban kozvetlen molekuldris asszociaciot talaltunk a GR és Bak, Bim és Bcl-x, moleku-
l[akkal mind a citoplazma, mind a mitokondrialis frakciéban. A 30 percig DX kezelt mintak-
ban a GR-Bak és GR-Bcl-xL interakci6 a citoplazma frakciéban névekedett, a mitokondri-
umban csokkent, mig a GR-Bim molekuldris interakcié a mitokondridlis frakciéban emelke-
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dett. Kozvetlen GR-Bax molekularis interakci6 nem volt megfigyelhet6 a timocitak
szubcellularis frakciéiban. Ugyanakkor a 30 perces DX kezelés hatasara a Bax mitokondri-
alis akkumuldciojat figyeltiik meg a szubcelluldris frakcidk western blot analizisével és
konfokalis mikroszképpal egyarant, a Bax-CMX-Ros kolokalizacié emelkedésével.

A GC indukalta kaszpaz aktivacié Gtvonalanak vizsgalata

Ezutan megvizsgdltuk, hogy timocitdkban nagydézisd in vitro DX kezelés utan 1 6raval mely
kaszpazok aktivalédnak, ill. a mitokondridlis Gtvonal aktivacidjat jelz6 Citokrom C felszaba-
dulds kimutathat6-e a sejtek citoplazma frakcidjdban. Meglepetésiinkre azt taldltuk, hogy a
teljes timocita lizatumban a GC kezelés utan 1 6raval a kontrolhoz képest a hasitott kaszpaz
9, és enyhébb mértékben, de a kaszpaz 8 hasitott formdaja is emelkedést mutatott. Ez azt
jelenti, hogy nem csak az intrinsic, mitokondrialis Gtvonal aktivalédik GC kezelés hatdséra.
Az apoptézis egy késébbi |épésének aktivacidjat jelzi a mitokondriumbdl kiszabadul6
Citokrom C mennyiségének emelkedése és az effektor kaszpdz 3 hasitdsa is. Mindkett6
emelkedett 1 6raval a GC kezelés utan.

A kaszpaz aktivaciot aramlasi citometrids modszerrel is ellenériztiik, ahol CD4/CD8 sejtfel-

szini jeloléssel a DP sejtcsoportban tudtuk vizsgalni a hasitott kaszpazok id6beni megjelené-
sét. Hasonlbéan a Western blotndl kapott eredményekhez a kaszpaz 9 és 8 aktivacié egyarant
kimutathat6 volt a DX kezelés utan 1-3 6érdban vizsgalva. Az effektor kaszpaz 3 aktiv forma-
ja szintén jelent&sen emelkedett a DP timocitakban. Ezen eredmények azt jelzik, hogy 1 6ra
in vitro DX kezelés hatasara aktivalodik az intrinsic apoptézis Gtvonal, de kismértékben ki-
mutathaté az extrinsic iniciator kaszpaz 8 aktivacidja is. Mindez jelent&s citokrom C felsza-
badulast és az effektor kaszpdz aktivaciéjat okozza.

A GC GYORS NEM-GENOMIKUS HATASAINAK VIZSGALATA A TCR JELATVITELI
UTVONALRA

Timocitdk Ca** jele és tirozin-foszforilaciéja 7in vitro TcR aktivacié hatasara DX
jelenlétében

A GC és TcR jelatviteli at kapcsolatanak tovabbi bizonyitdsdra vizsgdltuk a timocita alcso-
portok (DN, DP, CD4 és CD8 SP) TcR-en keresztiil torténs aktivaciojat rovid ideig tart6 in
vitro DX el6kezeléssel és anélkil. Az intracellularis szabad Ca** jel kovetésére aramldsi
citometrids id6kinetika vizsgalatot végeztiink az anti-CD3 kezelést kovet6 360 masodpercen
(6 perc) keresztiil. Azt tapasztaltuk, hogy a DX el6kezelt mintakban csokken a Ca** jel az
érett sejtekben, mig a DN és DP éretlen sejtek szabad intracellularis Ca** jele fokozédik.

Megvizsgaltuk DX kezelt és kontrol timocita mintdkon az anti-CD3 kezelés hatasét a sejtek
tirozin-foszforilaciéjara is anti-foszfotirozin antitesttel torténd jelolést kovetGen aramlasi
citometridval a sejtek anti-PTY fluoreszcencia intenzitdsainak detektdlasaval. Azt tapasztal-
tuk, hogy DX el6kezelt timocitak tirozin foszforilaciéja 10 perccel az anti-CD3 kezelés utdn
magasabb volt a kontrol mintdkhoz képest, vagyis a CD3 stimulacié és DX kezelés additiv

hatasu a sejtek tirozin foszforilcidjara.
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A folyamat molekularis mechanizmusanak tisztdzasara a primer timocitak kevéssé alkalma-
sak, ezért helyettiik egy stabil T-sejt vonalat (Jurkat) valasztottunk, amelyen reprodukalhaté
modon vizsgalhatd a TcR aktivacié molekularis folyamata, valamint rendelkezésre dllnak a
TcR jelatviteli molekuldiban, mint a p56-Ick és ZAP-70 deficiens szubklénjai (JCaM1.6 és
P116). Vizsgalatainkkal arra kerestiik a valaszt, hogy a GC hormon hogy befolydsolja a TcR
jelatviteli Gtvonal korai eseményeit, és van-e a két jelatviteli Gtvonal molekulai kdzott direkt
kapcsolat? A gyors GC hatasok vizsgdlatdhoz nagydozisu rovid ideig tarté in vitro GC keze-
|éseket alkalmaztunk a TcR aktivaciot pedig anti-CD3 kezelésekkel modelleztiik.

A ZAP-70 kindz GR dependens foszforilaciéjanak vizsgalata

A ZAP-70 kozponti szerepet jatszik a TcR jeldtviteli Gtvonalban, szdmos szubsztratot
foszforildlva és 6nmaga is szamos tirozin molekuldn foszforilalodik. Ezért vizsgaltuk a ZAP-
70 tirozin-foszforilaciojat DX és/vagy anti-CD3 kezelés utan. 5 perc 10pM DX kezelés 6n-
magaban is atlagosan 4-szeres (3.32 + 1.72) foszforilacié emelkedést okozott a ZAP-70
kindzon, anti-CD3 kezelés 6nmagdban szintén 4-szeres (3.59 + 1.69) tirozin foszforildcié
emelkedést okozott, mig kombindlt DX + anti-CD3 kezelés hatdsdra tovabb emelkedett a
ZAP-70 tirozin foszforilacidja 5-szorosére. (4.98 + 2.83). A DX kezelés hatasara bekovetke-
z8 ZAP-70 tirozin foszforilacié id6-kinetikdjat vizsgalva a maximumat a 2. percben éri el,
majd 5 perc utdn mar csokkenés (defoszforilacio) figyelhet6 meg. Azt is bizonyitani tudtuk,
hogy a folyamat Ick dependens, mivel a folyamat a JCaM1.6 (Ick deficiens) sejteken nem jott
[étre. Ugyancsak bizonyitottuk, hogy GR gatlas hatdsdra sem torténik meg a folyamat, tehat
ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a DX indukalta ZAP-70 tirozin foszforilacié p56-lck és GR
dependens folyamat.

A GR - ZAP-70 kindz asszocidcié vizsgalata

Annak bizonyitasara, hogy van-e fizikai kapcsolat a citoplazmatikus GR és ZAP-70 molekula
kozott, immunprecipitaciot végeztink a DX-al vagy oldészerével kezelt Jurkat sejt
lizatumain mind anti-ZAP-70 mind anti-GR antitestekkel. Megallapithatjuk, hogy a DX ke-
zelt Jurkat sejtekben a GR co-precipital6dott a ZAP-70 molekulaval és vica versa. A két mo-
lekula kapcsolédasa a DX kezelt mintdkban fokozédott. Mindezt konfokalis mikroszképos
vizsgdlattal is megerGsitettiik.

DX kezelés gatolja a ZAP-70 - CD3 asszocidciot és a Ca** jelet

A ZAP-70 kozponti szerepet jatszik a TcR-CD3 komplexbdl kiindulé jelatviteli folyamatok-
ban. Eredményeink azt bizonyitjdk, hogy nagydézisi DX jelenlétében a ZAP-70 asszociacio-
ja a CD3 komplexhez gatlodik, miutdn a DX kezelt mintdkban nem jott [étre a két molekula
koprecipitacioja

Az intracellularis Ca**-jel kialakuldsa a T-sejt aktivacié tovabbi fontos eseménye. Kisérleteink
soran megvizsgaltuk azt is, hogy rovid idejd (10 perces) DX el6kezelés hogyan befolydsolja
az anti-CD3 kivdltotta Ca’*-jelet. 10°M DX el6kezelés az intracellularis Ca’* szint szignifi-
kans csokkenéséhez vezetett a csak anti-CD3-mal kezelt mintdhoz viszonyitva.
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A ZAP-70 tirozin foszforilaciés helyek szerepe a nem-genomikus GC hatasokban

A kisérleteink szerint a ZAP-70 kindz mind anti-CD3, mind DX kezelés hatdsara
foszforildlodik. Mivel a ZAP-70 aktivacids és gétld tirozin maradékokat is tartalmaz, igy fel-
merl, hogy a kiilonb6z6 kezelések soran mas-mds funkcidju tirozinok foszforilalédnak és
kozvetitenek eltér6 jeleket a downsteam molekuldknak. A ZAP-70 kindz egyes tirozinjainak
vizsgalatara olyan transzgenikus Jurkat sejteket hoztunk létre, amelyek stabilan
expresszalnak tirozin-fenilalanin  (Y-F) pontmutans ZAP-70-et. Ehhez P116 sejteket
transzfektdltunk lentivirdlis vektorral, ami WT vagy Y-F pontmutans ZAP-70-et kdol a 069,
126, 178, 238, 292, 315, 492 és 493 pozicidban.

A WT DX kezelt mintdhoz viszonyitva, szignifikans foszforilacié csokkenést kaptunk azok-
ban a sejtvonalakban, amelyekben az aminosav csere a 315 és 492 poziciékban tortént, igy
feltételezziik, hogy a nem-genomikus GC hatasok kozvetitésében a ZAP-70 ezen két tirozin
maradéka vesz részt. Az F315 és F492-ZAP-70-et expresszalé sejtekben a 2 perces DX keze-
|éskor kapott csokkent tirozin foszforilacié ellenére nem véltozott meg a ZAP-70-GR asszo-
ciacié, ami arra utal, hogy a Y maradékok nem vesznek részt direkt médon a 2 molekula
fizikai kapcsolatdnak szabdlyozdsaban

A ZAP-70 Y-F pontmutdcidja a 315 és 492 poziciokban meggatolja a rovid ideji, nagy
dézist DX kezelés indukalta SLP-76 és Cbl foszforilaciot

A Jurkat sejtek lizatumabdl készitett Western blotokon lathat6, hogy a ZAP-70 kindz mellett
tovabbi molekuldk foszforilacidja is megvéltozik rovid idejd, nagy dézisi DX kezelés hatdsa-
ra. A T-sejt aktivacié soran a ZAP-70 szubsztratjai az SLP-76, a LAT és a Cbl molekulak.
Megvizsgaltuk, hogy ezen molekulak foszforilaciéja megvaltozik-e 2 perces DX kezelés ha-
tasara és azt tapasztaltuk, hogy novekedett mind az SLP-76, a LAT és a Cbl foszforilacidja is.
Kombindlt DX + anti-CD3 kezelésnél a DX részben gétolta az SLP-76 és Cbl anti-CD3 indu-
kalta foszforilaci6 novekedését. A LAT esetében a kombinalt kezelés nagyobb mértékd
tirozin foszforilaciét eredményezett, mint akar a DX vagy az anti-CD3 kezelések 6nmaga-
ban.

Annak megerGsitésére, hogy a ZAP-70 315 és 492 tirozinjai valéban részt vesznek a nem-
genomikus GC hatdsok tovabbitdsdban, F315- és F492-ZAP-70-et expresszalé sejtekben
vizsgdltuk az SLP-76, LAT és Cbl foszforilaciéjat 2 perces DX kezelést kovetGen. Az Y-F
aminosavcsere a ZAP-70 315 és 492 pozicidjaban gatolta az SLP-76 és a Cbl DX indukalta
foszforilaciéjat. A LAT esetében egyik pontmutacié sem befolydsolta a DX indukalta
foszforilacié novekedést. Ez arra utal, hogy a ZAP-70 medialta nem-genomikus GC hataso-
kat az SLP-76 és a Cbl molekulak kozvetitik. A LAT-ot a ZAP-70-en kivil az Itk és az Lck is
foszforildlja, igy feltehetGen a LAT-on megfigyelt nem-genomikus GC hatasokat ezek a mo-
lekulak idézik el6.
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GC HORMON HATASA A REGULATORIKUS T-SEJTEK /N VIVOES IN VITRO
DIFFERENCIALODASARA ES FUNKCIOIRA

A természetes és indukalt regulatorikus T-sejtek eloszlasa és GC érzékenysége

A regulatérikus T-sejtek (Treg) kulcsfontossagu tényez6i az immunvalasz szabdlyozasdnak és
a periférids tolerancia fenntartasanak. Ezért alapvet6 kérdés, hogy az immunszuppressziv
hatasaért széles korben alkalmazott GC hormon analégok hogyan hatnak a szintén
szuppresszor hatasu Treg sejtek el6forduldsara és funkcidira.

Megvizsgaltuk a nagy do6zisi (20 mg/kg) in vivo DX kezelések hatdsat a kiilonb6z6 nyirok-
szervekben el6fordulé Treg-ek aranyara és abszol(t sejtszamra is. 4 napos ismételt DX keze-
[és utan 24 6raval a timuszban a Treg-ek ardnya szignifikdnsan emelkedett. Ez a véltozas a
DP, GC érzékeny, éretlen timocitdk jelent6s pusztulasanak a kovetkeztében kialakulé relativ
sejtarany emelkedésnek koszonhets. Az abszollt Treg sejtszamban enyhe, de nem szignifi-
kans novekedést latunk, ami azt bizonyitja, hogy a timuszban a Treg-ek rezisztensek a DX
indukalta apoptézisra.

A periférias nyirokszervek kozil a lépben tapasztaltunk enyhe, de szignifikans Treg arany
csokkenést a GC kezelt allatokban, ugyanakkor sem a nyirokcsoméban sem a PP-ben a Treg
arany nem véltozott. Ugyanakkor a periférids nyirokszervekben GC kezelés hatasara az 6ssz-
limfocita szdm és ezzel egyiitt a Treg sejtszam is szignifikdnsan lecsokkent, ami a szervek
méretének latvanyos kisebbedésével is jart. Ezek alapjan Ggy tlinik, hogy a periférias nyirok-
szervekben az érett T-sejtek és a Treg-ek hasonlé GC érzékenységet mutatnak.

In vivo GC kezelés hatasa a Treg sejtek citokin termelésére

Megvizsgaltuk a Treg sejtek jellemz& szuppresszor hatdst citokinjeinek az IL-10 és
TGFB valamint az utébbi id6ben leirt IL-35 citokin termelésének valtozasat 2 napos in vivo
DX kezelést kovetSen. Miutan el6z6 kisérleteink alapjan a periférids nyirokszervekben talal-
haté Treg sejtek hasonl6 6sszetételt és vdltozasokat mutattak DX kezelés hatdsdra, a tovab-
biakban csak a ép és timusz limfoid sejtjeit vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a DX kezelt
egerekben szignifikdnsan emelkedett mindkét citokin termel6 tTreg és iTreg sejtek aranya is.
Mindkét szervben az IL-10 termel& Treg sejtek aranya emelkedett nagyobb mértékben. Meg-
vizsgdltuk a timusz és [ép eredetl Treg sejtek citokin termelését mRNS szinten is szeparalt
CD4+CD25"s" sejteken. Ez a sejtcsoport elfogadott, mint szeparalt Treg sejt. A timuszban az
IL-10 és a TGFp expresszi6 is emelkedett (RQ>2) a DX kezelt mintdkban, de az IL-10 mRNS
mennyisége a kezeletlen mintdkban is magasabb volt és a DX hatdsra bekovetkezd emelke-
dés is sokkal latvanyosabb volt, mint a TGFB-é. Az IL-35 Ebi3 [dnca nem mutatott valtozast,
mig az IL-12a ldnc expresszié inkdbb csokkent a DX kezelt mintdkban. A [épben taldlhaté
Treg sejtekben ellenkez6leg a TGFB mRNS szint volt magasabb és annak DX indukalt emel-
kedése volt jelentds, mig az IL-10 és IL-35 lancai inkdbb kissé csokkent expressziot mutattak
a DX kezelés hatasara.

A GR és FoxP3 expresszio Treg sejtekben 2 napos DX kezelés utan

Egy sejt GC érzékenységét jelentGsen meghatdrozza, hogy milyen mértékben expresszaljak a
GR-t. Ezért a tovdbbiakban a Treg-re jellemzd viszonylagos szteroid-rezisztencia, valamint a

18



GR expresszié kozotti Osszefliggést kerestiik. Ehhez az intézetlinkben mar korabban is al-
kalmazott intracellularis aramldsi citometrias GR jel6lést haszndltuk, amely korreldl a sejtek
GR tartalmaval mind fehérje, mind RNS szinten (Berki T., 2002). Eredményeink szerint a
kezeletlen dllatok timuszaban a tTreg sejtekben alacsonyabb a GR fehérje szintje (MFI), mint
a periférids nyirokszervekben (1ép) taldlhaté Teg-ek GR szintje. Kétszeri, nagy dozisu, in vivo
DX kezelés utdn a timuszban talél6 (GC rezisztens) Treg-ek GR expresszidja a kontrolhoz
képest kissé novekedett. Ezzel szemben a periférids nyirokszervekben a korabbi human vizs-
galatainkban is tapasztalt GR MFI csdkkenés volt megfigyelheté a DX kezelést kovetéen. Ez
a valtozas csak a Iépben volt szignifikans. Ezek alapjan gy tlinik, hogy DX kezelés hatasara
a timuszban a tilélé GC rezisztens Treg-ekben az eredetileg alacsony GR szint emelkedik
(az érett SP sejteket megkozelit6 szintre), a [épben taldlhat6 Treg sejtekben pedig az érett T-
sejtekre jellemz& GR downregulacio figyelheté meg.

Megvizsgaltuk ugyanezen aramldsi citometrids jel6léssel a timusz és [ép Treg sejtekben a
FoxP3 expressziot is a FoxP3 fluoreszcencia intenzitds (MFI) értékeket dsszehasonlitva, de
fehérje szinten nem tudtunk szignifikdns expresszié valtozast kimutatni DX kezelés hatdséra.
Ugyanakkor a szepardlt timusz és ép Treg sejtekbSl (CD4/CD25"s™ expresszié alapjan) izo-
lalt relativ mRNS génexpresszié qRT-PCR-al torténé meghatdrozasakor a lIépben a DX kezelt
mintakban emelkedett a FoxP3 relativ expresszidja (RQ>2), mig a timuszban nem valtozott.
Ezek alapjan dgy tlinik, hogy a timuszban stabil a tTreg sejtek FoxP3 expresszidja, mig a
lépben DX kezelés hatdsira indukdlhaté a CD4+CD25"" sejtekben a FoxP3 expresszid,
ami a periférids Treg sejtek nagyobb plaszticitasat jelzi.

A GR és FoxP3 fehérjék lokalizaciéjanak vizsgalata Treg sejtekben

Kisérleteink alapjan dgy tlinik, hogy a tTreg sejtek rezisztensek a GC kezelésre, vagyis nem
indul el benniik a mitokondridlis apoptézis Gtvonal, ugyanakkor fokozddik a sejtek
szuppresszor hatdsa, amelyet a citokin termelésiik fokozdddsa és a lépben a FoxP3
expresszié novekedése is jelez. Ez alapjan feltételezziik, hogy a Treg sejtekben a GC els6-
sorban a genomikus jeldtviteli Gtvonalon fejti ki hatasat.

Ennek bizonyitasdra megvizsgdltuk a Treg sejtekben a GR és FoxP3 cellularis lokalizaciéjat
konfokalis mikroszkoppal. A CD4/CD25/FoxP3+ sejtekben vizsgaltuk a GR és FoxP3 jel6ls-
dés mintazatat és a két molekula kozelségét, amit a két fluoreszcens jel atfedd pixeljeinek
(sdrga) a mérésével kovettiink. Azt lattuk, hogy a kezeletlen mintakban a timusz és 1ép Treg
sejtekben is a GR és FoxP3 nagyon hasonl6 foltos, sejtmagi lokalizaciéja jelol6dést mutat.
Az in vitro GC kezelés (+DX) hatasara mindkét molekula magbeli csomés elhelyezkedése
megvaltozott és koszoru alakot oltott. Mar a kezeletlen Treg sejtekben is magas aranyd, 50%
korili GR - FoxP3 kolokalizaciét figyeltiink meg a 1ép és timusz mintakban egyarant. In vivo
GC kezelés nem okozott véltozast a GR és FoxP3 kolokalizaciéban, de 30 perces in vitro DX
kezelés fokozta a GR - FoxP3 kolokalizaciot a timuszban és |épben egyarant. Ez alapjan dgy
tlinik, hogy a FoxP3+ sejtekben a GR ligand nélkil is nagyrészt a sejtmagban lokalizal6dik
(GRp?), amely hasonl6 eloszlast mutat, mint a FoxP3 fehérjéé. Ez meger&siti azt a feltétele-
zést, hogy a ligand-kotott GR és a FoxP3 két transzkripcios faktorként egymas kozelségében
helyezkednek el a sejtmagban és feltételezhetSen szinergista hatdstiak. Ennek bizonyitasara
tovabbi kisérleteket terveziink.
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Az in vitro Treg expanzié mikrokdrnyezetének optimalizalasa

El6szor 1épbdl és timuszbdl izolalt CD4+ T-sejtek in vitro aktivaciés kortilményeit optimali-
zaltuk. A kezeletlen vagy 4 napig DX-al el6kezelt dllatok |épébdl és timuszabdl CD4+ T-
sejtet izolaltunk negativ szelekciéval EasySep magneses kit segitségével. A sejtek tisztasdgat

CD4 jeloléssel ellendriztik és 98%-nal magasabb tisztasdgl mintdbdl indultunk ki. Mintan-

ként 5x10° sejtet stimulaltunk in vitro Tml RPMI-FCS médiumban 2-4 napig anti-CD3/CD28
mikrogyongyok (bead) (2:1, gyongy:sejtardnyban) segitségével, rekombinans IL-2 +TGFf +
10°°mol/l DX jelenlétében. Kiilonb6z6 idépontokban vizsgéltuk a sejtek életképességét és a
CD4/CD25/FoxP3+ Treg sejtek %-0s megoszlasat valamint azok citokin termelését.

Az in vitro stimulaciés koriilményeket 0sszehasonlitva a CD3/CD28 bead és IL-2 jelenlét-
ében 3 napos tenyésztés utdn a timusz CD4+ sejtjeinek 8%-a tTreg, a 1épbdl 24% iTreg dif-
ferencidlédott. Mindkét szervbdl nagyobb aranyban differencidlodtak Treg sejtek, ha TGFp is
jelen volt (20% tTreg 45% iTreg). Ugyanakkor az in vitro DX jelenléte a tapfolyadékban csak
a |épbdl differencialodo iTreg ardnyt novelte (55% iTreg), a timusz CD4+ sejtekbdl a tTreg
differencidléddsra hatdstalan volt. Megvizsgéltuk azt is, hogy az in vivo DX el6kezelt 1épbdl
és timuszbdl milyen hatékonysaggal lehet in vitro Treg sejtet differencidltatni. A tTreg diffe-
rencidlédds az in vivo DX-al el6kezelt timuszbdl hatékonyabb volt (38% tTreg), mint az ke-
zeletlen timuszokbdl, de itt is a TGFp jelenléte sziikséges volt. Ennek egyik magyarazata,
hogy a 4 napos DX oltds eleve emelte a CD4+ sejteken belili Treg sejt aranyt a timuszban
(3%-r6l 8%-ra), igy a kiinduldsi Treg arany magasabb volt. Ezzel szemben a 4 napos DX
el6kezelés a 1épben a CD4+ T-sejtek és Treg sejtek szamat is csokkenti, ezért hatékonyabb a
kezeletlen |épbdl az in vitro Treg differencialédas.

Ezek alapjan a Treg expanzié a periférids nyirokszervbdl izoldlt CD4+ sejtekbdl hatéko-
nyabbnak bizonyult, ami az iTreg expanzi6é nagyobb plaszticitasat bizonyitja. A 4 napos DX
kezelés olyan nagymérvii timusz invollciét okoz, hogy nehézségeket okozott tobb allat
timuszabol kinyerni a szlikséges mennyiségli CD4+ T-sejtet. Ezért a tovabbiakban 4 napos in
vivo DX el6kezelés utdn csak a lépet vizsgaltuk.

In vitro differencialtatott Treg sejtek citokin termelése

A Treg sejtek szuppresszor funkciéjat az altaluk termelt IL-10 és TGFp citokinek biztositjak.
Ezért megvizsgdltuk a tenyésztett sejtek citokin termelését a 3. napon. Mind a timusz, mind a
[ép eredetli Treg sejtek legnagyobb ardnyban a CD3/C28 microbead, IL-2 és TGFp jelenlét-
ében termeltek szuppresszor hatasd citokint. A timusz eredetli TGFp termel6 Treg-ek meg-
oszlasa tovabb emelkedett in vitro DX hozz4adasa esetén.

Megvizsgdltuk a |ép eredetl periférias CD4+ T-sejtekbdl differencidltatott iTreg-sejtek citokin
mintazatat is, az IL-10, TGFP mellett az IL-4, IFNy és IL-17 termel sejtek megoszlasat detek-
talva. Azt tapasztaltuk, hogy 4 nap Treg expanzié hatdsdra tovabb fokoz6dik az IL-10 (18%)
és TGFB (36%) termel Treg sejtek aranya, a tobbi citokin 0-1%-ban mutathat6 ki a sejtek-
ben.

Erdekes megfigyelésiink, hogy a 4 napos DX elSkezelt 1épbé| differencidltatott Treg sejtek
27%-a IL-10-et, 41%-a TGFB-t termel, de a sejtek 2,7%-ban kimutathat6 IFNy és 8%-ban IL-
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4 is. Kisérleteink alapjan ugy tiinik, hogy a Iép CD4+ T-sejtjeib6l nagyobb mennyiségben
differencidltathaté szuppresszor funkciéji CD4+/CD25+/FoxP3+ Treg sejt. In vivo 4 napig
DX elGkezelt [épbdl differencidltatott Treg sejtekben az in vitro DX hatas nemcsak a
szuppresszor hatast citokinek szekréciojat emelte, de megfigyelhet6vé valt 1L-4 és IFNy
citokin termelés is, ami tovabbi vizsgalatokat igényel. Ezek alapjan a kezeletlen 1épbdl kiin-
dulva az altalunk optimalizalt in vitro mikrokornyezetben egyértelmien szuppresszor hatasi
citokineket termelG iTreg sejtek differencialtathatok.

OSSZEFOGLALAS, MEGBESZELES

Ugyan a fiziolégias GC hormontermelés és a stresszhelyzetben megemelkedett GC hormon-
szint valamint a terapias GC adagolds is szamos szerv és sejttipus miikodését befolyasolja
célunk a specifikus immunvalaszt szabalyoz6 T limfocitdk jelatviteli Gtvonalaiban bekovet-
kezett valtozasok vizsgalata volt.

27 7

Ehhez eszkdzként szolgalt az intézetlinkben a vildgon elséként el6allitott GR specifikus
monoklondlis ellenanyag csaldd (anti-GR), amelyek alkalmasak aramldsi citometrids méd-
szerrel a GR expresszi6 fehérje szintli vizsgalatara, valamint mikroszképos és Western blot
eljarassal is a receptor sejtszint(i lokalizaciéjanak nyomon kovetésére. (Berki T., 1998). Kli-
nikai vizsgdlatokkal parhuzamosan, ahol a hosszantart6 GC kezelés genomikus hatasaira
kaptunk informaciét a periférias vérben taldlhaté limfocita alcsoportokban, tovabbra is kér-
désként meriilt fel a GC kezelés T-sejt jelatvitelre gyakorolt hatasa. Kivancsiak voltunk, hogy
a timuszban zajlé elsédleges T-sejt differencidlédas kezdeti 1épéseitsl a periférias effektor
sejtté érésig tartd folyamatban hogy véltozik a sejtek GC érzékenysége, milyen jelatviteli
dtvonalak indulnak el a GC hatasra 6nmagédban és a TcR stimuldcidval egyidében. Ezen
folyamatok vizsgdlata human primer sejteken nagyon nehéz, ezért modell allatokat és in
vitro tenyésztett folyamatos T limfocita eredet( sejtvonalakat hasznaltunk.

Els6ként a GC hormon primer T-sejt differencialédasaban jatszott szerepét vizsgdltuk a
timuszban a 4 timocita alcsoport 6sszetételének és abszolit sejtszamanak mérésével. Ismert,
hogy hosszantart6 stressz, vagy GC adagolas a timusz atréfidjat eredményezi. Eredményeink
szerint a hosszantarté GC kezelés a kettGs pozitiv (DP) timocitdk dézis-fliggé deplécidjat
okozza (Berki et al. 2002) mind Balb/c mind az AND TcR transzgenikus egértorzsben vizs-
galva (Palinkas et al. 2008). A tébbi timocita altcsoport GC érzékenységében a kovetkezd
sorrendet allithatjuk f6l: DP > DN > CD4 SP > CD8 SP. Vagyis tobb napos GC kezelés utan
a DP timocitdk pusztuldsa miatt a SP sejtek dominancidja all el6 és timuszra jellemz6 SP sejt
arany CD4:CD8=3:1 megfordul és a CD8+ sejtek keriilnek tobbségbe (CD4: 43% : CD8:
48% = 1:1), ami az jelzi, hogy a CD8+ citotoxikus T-sejtek a legrezisztensebbek a GC indu-
kalt apoptozisra. Human vizsgalati adataink szerint is a periférias vérben taldlhaté CD8+ T-
sejtek és B limfocitdkban jelentkezik a leger6teljesebb GC indukdlta homolég GR
downreguldcio, ami a sejtek GC rezisztencidjaval mutat Osszefliggést (Berki et al. 2002).

Kisérleteinkkel bizonyitani tudtuk, hogy a TcR stimuldci6é (anti-CD3 kezeléssel vagy PCC
antigén adagoldssal) és egyidejli GC kezelés mind in vivo, mint in vitro szovetkultiraban a
DP sejtek tulélését eredményezi, vagyis a két jelatviteli Gtvonal 6sszekapcsolédik a DP sej-
tekben. Ezt jelzi a tulél6 DP és CD4 SP sejtek fokozott CD69 expresszidja valamint a DP
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sejtek emelkedett Bcl-2 expresszidja és megtartott mitokondridlis funkcidja is (Boldizsar et
al. 2006). Eredményeink szerint a DP sejtek pozitiv szelekciéja soran sziikség van a TcR jel
mellett a lokalis GC hormon jelenlétére, vagyis a DP timocita akkor tud a timuszban tovabb
differencidlédni, ha mind a TcR mind a GC indukdlta jelatviteli Gtvonal aktivalodik.

Megvizsgdltuk a kiilonb6z6 timocita alcsoportokban a GR expressziét és meglepetésiinkre, a
GC-ra legérzékenyebb DP sejtekben a legalacsonyabb a GR expresszié mind fehérje, mind
mRNS szinten (Berki et al. 2002,). Aramldsi citometridval, valamint real-time PCR-ral kapott
eredményeinkhez hasonléan konfokalis mikroszképos médszerrel vizsgalva a DP-sejtekben
expresszalédik a legkevesebb GR az éretlen DN és az érett CD4*, valamint a CD8* SP sej-
tekhez viszonyitva. Emellett eltéré fest6dési mintdzatot is talaltunk. A DP-sejtekben a GR
eloszlasa granuldris, mig a CD4*SP sejtekben homogén. A DP-sejtek domindns granularis
fest6dési mintdzata utalt arra, hogy a GR ezekben a sejtekben mitokondrialis elhelyezkedési
lehet. A GR eltér6 miikodését jelzi a DP timocitdkban az a megfigyelésiink is, hogy GC ke-
zelés ezekben a sejtekben nem okoz GR downreguldciét szemben az Osszes tobbi, GC-ra
kevéshé érzékeny DN és SP sejtcsoporttal, ahol a GR downreguldcidja figyelhet6 (Boldizsar
et la. 2006). Ugyanakkor a GC ligand indukdlt GR funkciét, vagyis az apoptézist nem tudtuk
felfiiggeszteni a GR magi transzlokdcidjat blokkol6 kezelésekkel (RU48044, RU 486). Ez azt
jelenti, hogy a timocita apoptdzis nem a klasszikus genomikus GR jelatviteli Gtvonalon, ha-
nem valamelyik nem-genomikus mechanizmussal torténik. A DP timocitdkban a
mitokondridlis funkcié romldsa és a Bcl-2 upreguldcié szamunkra azt jelezte, hogy a sejtek-
ben a mitokondridlis apopt6zis ttvonal aktivalédott GC kezelés hatasara (Palinkas L., 2008).

Eredményeink szerint a DP-timocitakban rovid idejl, nagydézisa in vitro GC kezelés hatasa-
ra a GR f6leg a mitokondriumba transzlokalédik (Talabér G. 2009). A GR pontosabb elhe-
lyezkedését vizsgalva, mar kezeletlen DP-sejtekben is megfigyelheté volt alacsony szintl
GR-mitokondrium kolokalizacié, melyet mar a DP-sejtek granularis GR-fest6dési mintazata
is felvetett. Ezek alapjan a GR akar ligand-independens moddon is jelen lehet a
mitokondriumban. Mivel a DP sejtek a timuszban GC-gazdag mikrokornyezetben helyez-
kednek el, ez szintén hozzajarulhat a GR downregulaci6jahoz és a mitokondridlis lokaliza-
ci6hoz.

GC ligandkotést kovetSen 30 perc alatt a GR transzlokdlédott a mitokondriumba DP-
sejtekben és ennek kovetkezményeként nem-genomikus Gton lecsokkentette a
mitokondridlis membranpotencidlt. Feltételeztiik, hogy a Bcl-2 fehérjecsalad tagjaival valé
kapcsolédason keresztiil okoz apopto6zist timocitakban a mitokondridlis GR is. Azt talaltuk,
hogy timocitdk mitokondriumaban és citoplazmajdban a GR kozvetlen fizikai kapcsolatban
van a Bak, Bim és Bcl-xL fehérjékkel. GC kezelés hatdsdra a mitokondridlis GR - Bcl-xL asz-
szociacié csokkent, a GR - Bim interakcié fokozédott, amelyet a Bax mitokondrialis akku-
mulaciéja kisért. A GR és Bax kozott nem tudtunk direkt fizikai kapcsolédast kimutatni
(Prenek L., 2016.). Azt azonban sikerilt kimutatnunk, hogy DP timocitakban a ligand-kotott
GR a mitokondridlis membran-potencial csokkenését majd citokrém C felszabaduldst és
kaszpaz 9 aktivaciot, majd kaszpaz 3 aktivaciot okoz. Arra nézve kevés informaciénk van,
hogy mi lehet az oka, hogy a DX kezelt mintdkban emelkedik a kaszpaz 8 aktiv forma is,
ami az intrinsic és extrinsic apoptdzis Gtvonal aktivacié kozti atkapcsolast jelezheti.
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Munkank els6 részének eredményeit Osszefoglalva, adataink Gj informaciét nydjtanak az
éretlen DP-timocitdk fokozott GC-érzékenységérdl, melynek hatterében az egyik tényezé a
GR mitokondridlis transzlokaciéja, amely egy Uj alternativ GR-jelatviteli Gtként kilonosen
fontos a GC-indukalta apoptézis mechanizmusanak részletesebb megismerése és igy a DP
timocitak szelekcios folyamatainak megértése terén.

Munkénk tovabbi szakaszaban arra voltunk kivancsiak, hogy a timocitak talélését jelentd
TcR és GR jelatviteli Gtvonalak milyen pontokon talalkoznak. A timuszban elhelyezkedd
sejtek kiilonbozd érési stadiumban vannak, igy azokon nehéz a jelatviteli Gtvonalak moleku-
laris szintl vizsgalata. Ezért a tovabbiakban Jurkat T-sejteket hasznaltunk, amely elfogadott
in vitro modellje a T-sejt aktivacié vizsgalatanak. Tovabbi segitséget jelentett, hogy tobb
olyan Jurkat sejt mutdns T-sejt vonal is rendelkezésre 4ll, amelyekben valamelyik molekula
hianyzik, példaul az Lck deficiens JCaM1A vagy a ZAP-70 deficiens P116. Az &ltalunk vizs-
galt GC hatasok 10 yM DX kezelés perceken beliili eseményeit rogzitik, melyek kétséget
kizdréan nem-genomikus mechanizmust jelentenek. Azt taldltuk, hogy DX kezelés 6nmaga-
ban perceken beliil foszforilaciés eseményeket indit el Jurkat sejtekben, mig a DX el6kezelés
felfliggesztette szamos fehérje anti-CD3 kezelés hatasara bekovetkezd foszforilacidjat.

A ZAP-70 kindz kozponti szerepet jatszik a TcR-CD3 komplexbdl elindulé jelatviteli folya-
matban, ahol a ZAP-70 molekula autofoszforilacidja és src-kindzok &ltali foszforilaciéja utan
tovabbi adapter fehérjéket foszforilal pl. a LAT, SLP-76, Cbl. Megvizsgdltuk, hogy a DX ke-
zelés hogy befolydsolja a ZAP-70 foszforilacidjat és azt taldltuk, hogy 6nmagdban is noveli a
foszfotirozin tartalmat hasonl6képpen, mint az anti-CD3 kezelés nmagaban. Ugyanakkor a
kombinalt DX + anti-CD3 antitest hatdsara tovabb emelkedik a ZAP-70 tirozin foszforilacio,
ami arra utal, hogy a kétféle kezelésre mds tirozin maradékok foszforilalédnak. A human
ZAP-70 619 aminosavbdl all és 30 tirozint tartalmaz, amelybdl eddig 11-et azonositottak,
mint foszforilaciés helyet. Ezek koziil bizonyos tirozinok foszforilaciéja aktivalé, mig masok
gatlo hatdssal vannak a molekula kindz aktivitdsdra

A ZAP-70 tirozinjainak szerepét a tovabbiakban Boldizsar és mtsai. altal intézetiinkben el&-
allitott Y-F pontmutans ZAP-70 variansokat stabilan expresszal6 sejtvonalakon vizsgaltuk. A
sejtvonalak jellemzése utan vizsgaltuk az egyes tirozin maradékok szerepét a nagy dézisu
GC-ok direkt ZAP-70 foszforilaciét el6idézé hatdsaban és a T-sejt jelatviteli Gtvonalat médo-
sité hatasaban (Szab6é M., 2012). Elemeztik, hogy a ZAP-70 kindz mely tirozin maradékai
vesznek részt a nem-genomikus GC hatasok kialakitasaban, valamint azt, hogy a kialakult
jelet mely downstream célmolekulak kozvetithetik. Rovid idejli, nagy dézisi DX kezelés
csokkent ZAP-70 foszforilaciohoz vezetett az F315- és F492-ZAP-70-et expresszal6 sejtek-
ben, ami azt mutatja, hogy a ZAP-70 ezen 2 tirozin maradéka vehet részt a nem-genomikus
GC jelatvitelben. Frdemes megjegyezni, hogy ezen két tirozin ellentétes szerepet tolt be a T-
sejt aktivaciéban, az Y315 aktivaciés, mig a Y492 gatlé funkcidju tirozin. Az eredmények
tehat arra utalnak, hogy finom kiilonbségek figyelhet6k meg a ZAP-70 foszforilaciés minta-
zatdban a nem-genomikus GC és a TcR/CD3 jelatvitel sordn. Korabbi kisérleteink sordn GC
indukdlta ZAP-70-GR asszociaciét figyeltiink meg, igy a fenti foszforilacié csokkenés magya-
razataul szolgalt volna, ha a Y-F aminosavcsere hatdsara a ZAP-70-GR asszociacio is meg-
valtozik (Bartis D., 2007). Nem talaltunk azonban kiilénbséget a pontmutéans sejtek ZAP-70-

......
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sanak lehetséges csokkenésére, vagy a T-sejt jelatviteli kaszkad soran a ZAP-70-t6l
proximalisan elhelyezkedd molekuldk (pl.: Lck) szerepére hivja fel a figyelmet.

Vizsgaltuk tovabba a ZAP-70 kindz kdzvetlen szubsztratjainak szerepét a nem-genomikus
GC jelatvitelben. A LAT és az SLP-76 adaptereken kiviil kiilonos figyelmet forditottunk a Cbl
molekulara, mivel negativ reguldtorként fontos szerepet jatszhat az immunszuppressziv fo-
lyamatok szabalyozasdban. Mindharom molekula foszforilaciéja emelkedett rovid idejd,
nagy dézisi DX kezelés hatdsdra, tehat valamennyien szerepet jatszhatnak a nem-
genomikus GC hatdsok kozvetitésében. Megvizsgaltuk azt is, hogy a F315 és F492-ZAP-70-
et expresszalo sejtekben a mutacié hogyan befolydsolja a LAT, SLP-76 és Cbl foszforilacié
novekedését. A Cbl és SLP-76 esetében a mutdciok meggatoltak a DX indukalta foszforilacié
novekedést, mig a LAT foszforildci6jat nem befolyasoltak. Ez arra utal, hogy a ZAP-70
medidlta nem-genomikus GC hatdsokat az SLP-76 és a Cbl molekulak kozvetitik
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Nem-genomikus GC hatasok feltételezett mechanizmusai a TcR jelatvitel dltalunk vizsgalt

molekuldira.
Szabo M., 2012)

Megvizsgalva a ZAP-70 foszforilacié id6-kinetikdjat azt talaltuk, hogy az altalunk alkalma-
zott nagyddzisi DX gyors, tranziens ZAP-70 foszforilacié emelkedést okozott, ami 5 perc
utdn mar csokken. Az azonnali foszforilacios jelenségek membran-kozeli molekulak részvé-
telére utalnak. Az a megfigyelésiink, hogy a DX indukalt ZAP-70 foszforilacié hidnyzik a
p56-Ick deficiens JCaM1.6 sejtekben egyértelmlien alatdmasztja a p56-Ick szerepét a folya-
matban. Ezzel ellentétben a ZAP-70 foszforilacié zavartalan a CD3 keresztkotés utan
JCaM1.6 sejtekben. Ez az anti-CD3 aktivacidkor belép6 mas src-kinazok, igy a p59-lck
kompenzatdrikus hatasanak tudhaté be és meger&siti azt a feltételezésiinket, hogy az anti-
CD3 és DX kezelés hatasara a ZAP-70-en mas tirozin molekulak foszforilaciéja torténik.

A foszforilacié véltozasok mellett az intracellularis Ca**-jel is a T-sejt aktivacié kulcsesemé-
nyei kozé tartozik. Az anti-CD3 indukdlta Ca**-jel részben gatolhato rovid idejd, nagy dézi-
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st DX el6kezeléssel, hasonl6an az SLP-76 foszforildciéjahoz. Ez az adat 6sszhangban lehet
azzal a megfigyelésiinkkel, miszerint a Ca**-jel kialakulasat Jurkat sejtekben inkdbb az SLP-
76 szabdlyozza. A DX kezelés mds moédon is befolydsolhatja a Ca**-jelet, példdul a memb-
ranok ioncsatornaira kifejtett hatason keresztil. Az intracelluldris Ca**-jel csokkenésének a
kalcineurin-NFAT tengely gatldsa lehet a kdvetkezménye.

Természetesen a kordbban bemutatott GC analég indukdlt ZAP-70-GR asszociaci6 felveti
annak a lehetGséget is, hogy a nem-genomikus GC hatds fizikailag ,kivonja” a ZAP-70-et a
TcR/CD3 jelatviteli Gt proximalis komplexébdl, igy gatolva/csokkentve a TcR/CD3 aktivacio
hatékonysagat.

Osszefoglaldsként tehat megdllapithatjuk, hogy a TcR/CD3 jelétvitelt a T-sejt aktivacié mo-
lekuldinak finom 6sszehangolt miikodése szabdlyozza. Az aktivacié kezdeti folyamatainak
szabdlyozdsaban a ZAP-70 tirozin maradékai kiemelked szerepet jatszanak, valamint a
kindz szubsztratjai kulcsfontossagiak a nem-genomikus GC hatasok kialakitasaban is. A GC
vagy kombindlt (anti-CD3+DX) hatdsok a proximalis jelatviteli molekuldk finom kolcsonha-
tasanak, komplex szabdlyozasanak koszonhet6en, részben eltér6 médon tovabbitédnak.

Gyulladdsos betegségek, autoimmun és transzplantalt betegek kezelésének egyik legfonto-
sabb eszkozei a GC analégok, mégis keveset tudunk a Treg sejtekre kifejtett hatdsairol.
Munkédnk soran a GC kezelés centrdlis és periférias nyirokszervekben el6fordulé tTreg
(CD4*CD25*FoxP3*Helios*) és iTreg (CD4*CD25*FoxP3*Helios) sejtekre kifejtett hatdsat
vizsgaltuk. Nagy dézisi DX kezelés hatasara a timusz és a 1ép szerkezete is megvéltozott, a
tTreg sejtek aranya szignifikansan emelkedett, a kezelés hosszaval parhuzamosan pedig to-
vabb nétt, mikdzben a timocitdk szama dramaian csokkent — ami a DP, GC érzékeny
timocitdk pusztuldsaval magyardzhaté. Ekdzben a Treg abszoldt sejtszam nem viltozott, igy
a tapasztalt ardny novekedése kizarélag azok talélésébdl adodik. Ez arra enged kovetkeztet-
ni, hogy a timuszban tobbségben jelenlevé tTreg sejtek rezisztensek a GC indukdlta
apoptotikus hatdsra.

A periférids nyirokszervekben sokkal magasabb a Treg-ek ardnya, de 45-60%-uk iTreg. [smé-
telt DX kezelés hatdsdra a Iépben és a mLN-ben kismérvi Treg sejtarany csokkenés volt
megfigyelheté mikozben az 6ssz-sejtszamok is csokkentek. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy
a periférian el6fordulé iTreg-ek és tTreg-ek masképp reagdlnak GC expoziciéra. Eredménye-
ink inkdbb azt a megallapitast tamasztjak ald, hogy a periférian a Helios transzkripcios faktos
megjelenése T-sejt aktivaciés marker, és bdr kétségtelen, hogy a timuszban magasabb a
Helios pozitivitas a Treg-eken beliil, expresszija mégsem kizarélag a tTreg-re jellemzd.

Egy adott sejt GC érzékenysége fligg annak GR expresszids szintje mellett a sejtet éré egyéb
jelatviteli Gtvonalak parbeszédétdl is. A timuszban a DP timocitak reagalnak legérzékenyeb-
ben a GC indukalta apoptdzisra, benniik taldltuk a legalacsonyabb GR expresszi6t, amely
GC kezelés hatasara nem valtozik. Az érett SP T-sejtekben és a periférias limfocitakban ma-
gasabb a GR fehérje szint, de rezisztensebbek GC anal6g adasara és benniik a GR szignifi-
kans down-regulacidjat figyelhetjiik meg (Boldizsar F., 2007). Kisérleteinkben a kezeletlen
allatok timuszaban talalhato tTreg sejtek GR expresszidja alacsonyabb, mint a 1épben, ami a
lokalis mikrokornyezeti hatdsok (lokdlis GC termelés) kovetkezménye lehet. GC kezelés ha-
tasara a GR expresszi6 a timuszban taldlhato6 tTreg sejtekben kissé novekszik, mig a |épben
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down-reguldcio figyelhet6 meg. Ez Gsszefligghet a timuszban és periférias szervekben taldl-
haté Treg sejtek eltéré GC érzékenységével.

A Treg sejtek stabilitasat a FoxP3 transzkripciés faktor jelenléte jelzi, amely epigenetikai
szabdlyozas alatt all, amit tTreg sejtekben a FOXP3 gén enhancer régidjanak metildcidja
jelez (Morkawa H., 2014). Kisérleteink szerint egér centralis (timusz) és periférids (Iép) Treg
sejtjeiben 2 napos nagydozisu in vivo DX kezelés hatdsara a FoxP3 mRNS expresszi6 a tTreg
sejtekben nem valtozik, mig a |épben taldlhaté Treg sejtekben emelkedik. Ez azt sugallja,
hogy a tTreg sejtekben a FoxP3 expresszi6 stabil, mig a periférids nyirokszervekben a
CD4+CD25"e" sejtekben GC hatdsra indukdlhat6. Tovdbbi FoxP3 mRNS génexpresszio
emelkedést okoz 4 6ras in vitro PMA/ionomycin stimuldcié is mind a timusz, mind a 1ép
eredetl Treg sejtekben, de ezt nem befolyasolja az el6zetes in vivo GC hatas. Vagyis a Treg
sejtekben in vitro aktivacié hatasara emelkedik a FoxP3 mRNS expresszi6.

Megvizsgdltuk a FoxP3 lokalizaciéjat a Treg sejtekben és annak viszonyat a ligand-aktivalt
GR-hez, ami szintén transzkripcios faktorként viselkedik a klasszikus genomikus hatds soran.
Mindkét molekula klasszikus nuklearis mintazatot ad konfokalis mikroszképos felvételeken.
Erdekes megfigyelésiink, hogy ligand nélkiil is a GR a Treg sejtekben nagyrészt a sejtmagban
lokalizalédik igen szoros asszocidciét mutatva a FoxP3-al. Ez felveti a magi lokaliz4ciojq,
GR-FoxP3 asszociacié még tovabb fokozodik rovid idej in vitro GC hormon kezelést kove-
téen, ami a ligand-kotott GR magi transzlokaciéjat tamasztja ald. A konfokalis mikroszkop-
ban latott szoros ko-lokalizacié nem ad informaciét a két molekula fizikai kapcsolatara,
ezért ennek tisztazasa tovabbi vizsgdlatokat igényel.

Miutan a Treg sejtek és a GC hormon immunszuppressziv hatasat egyarant a citokin terme-
[és és a sejtaktivacio befolydsolasan keresztil fejti ki, felmeriilt a kett6 szinergizmusanak
vizsgdlata. A Treg sejtek egyrészt szekretalt citokinjei révén, masrészt direkt sejt-sejt kapcso-
l6das Gtjan fejtik ki az immunvalaszt gatlé hatdsaikat. Vizsgalataink alatamasztjak, hogy 2-4
napos GC kezelés mind a timuszban, mind a Iépben néveli az IL-10 és TGFp szekretalé Treg
sejtek aranyat. Ezt fehérje szinten mindkét citokin esetében egyértelmden ki tudtuk mutatni,
mig szepardlt CD4+CD25"&" sejtekben qRT-PCR-al a timuszban erGteljes IL-10, enyhe fokd
TGFB, mig a Iépben csak TGFp emelkedés jellemz6. A [épben az IL-10 mRNS inkabb csok-
kenést mutatott a GC kezelt mintakban, ami felveti az IL-10 szerepét egér FoxP3+ periférids
Treg sejtekben. Az utébbi id6ben leirtdk az IL-35 citokint is, mint a Treg sejtek
immunszuppressziv hatasd termékét. Vizsgalataink alapjan a két polipeptid lancbdl felépiilé
citokin inkdbb csokkent termel6dést mutatott a GC kezelés hatdsdra. Miutdn a molekula
egyik lanca az IL-12a, egy gyulladasos citokin komponense is, igy nem meglepd, hogy GC
anti-inflammatérikus hatasara ezen molekula inkdbb csokkent expressziét mutat.

A periférias nyirokszervekben a naiv CD4+ T-sejtek elkotelez6dése iTreg irdnyba fligg az
antigén koncentracidjatél, a citokin kornyezettdl, kiilondsen a magas IL-2 és TGFB koncent-
racié és szuboptimalis dendritikus sejt aktivacio és a kostimulacié hianya kedvez kialakula-
suknak. A sajattal szembeni immunoldgiai tolerancia és az immunvdlasz egyensudlyanak
helyredllitdsa az autoimmun betegségek kezelésnek a stratégidja. Ennek egyik lehetGsége a
Treg transzfer, amely citokinjei révén alkalmas lehet az immunolégiai egyensuly helyrealli-
tasara. Ehhez 6sszehasonlitottuk timusz és 1ép eredetli CD4+ T-sejtek in vitro expanzidjaval
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nyert Treg-ek funkciondlis aktivitdsat. Azt tapasztaltuk, hogy mindkét szervb&l magneses
negativ szelekciéval szepardlt CD4+ T-sejtek anti-CD3/CD28 stimuldcié valamint IL-2 és
TGFB jelenlétében szaporodtak a leginkabb. A DX jelenléte a tapfolyadékban csak a |épbdl
differencial6dé Treg sejtek ardnyat emelte, valamint azok TGFp szekréciéjat. 4 napos in vivo
DX el6kezelés a timusz eredetl tTreg sejtek in vitro expanzidjat és differencialoddsat segitet-
te, de ez azzal is magyarazhatd, hogy a 4 napos DX kezelés hatdsdra a timusz CD4+ sejtjei-
nek sokkal nagyobb hdnyada Treg sejt, mint a kezeletlen timuszban. Ez a sejtek in vivo GC
rezisztencidjaval magyarazhaté, ugyanakkor Gjabb bizonyiték a GC jelenlétének fontossaga-
ra a Treg elkotelez6désben. A sejtek citokin termelését megvizsgalva is azt lattuk, hogy az in
vitro DX jelenléte a |épben fokozza mind az IL-10+ mind a TGFp+ Treg sejtek ardnyat. Eb-
ben a mikrokornyezetben a sejtek sem Th1 sem Th2 sem Th17 iranyud elkotelez6dést nem
mutatnak. Az in vivo GC elSkezelt CD4+ lépsejtekbdl differencidltatott Treg sejtekben a
legmagasabb a szuppresszor hatasid IL-10 és TGFP termel§ sejtek ardnya, de megjelentek
alacsony %-ban Th1 és Th2 citokin termel6 FoxP3+ sejtek. Ez feltételezésiink szerint az in
vivo mar elkotelezett CD4+ T-sejtekbdl kialakulé az in vitro aktivalé mikrokdrnyezetben
megvalosulé Treg irdnyd elkotelez6dés eredménye. Miutan ez a jelenség a kezeletlen 1€pbdl
nem volt kimutathatd, in vivo Treg transzfert ezekkel a Treg sejtekkel terveziink proteoglycan
indukalt reumatoid arthritises egér modellen.

UJ) EREDMENYEK

1. Leirtuk, BALB/C és AND-TCR transzgenikus egértdrzs timocita alcsoportjainak 6sszeté-
telét és azok eltéré GC érzékenységét.

2. Azt talaltuk, hogy a timocita alcsoportokban a GR expresszi6 nem egyforma: a
glukokortikoid hormonra legérzékenyebb DP populdciéban a legalacsonyabb a GR
expresszio.

3. GR antagonistak segitségével leirtuk, hogy a DP timocita apoptézis korai fazisanak ki-
valtdsdhoz nem sziikséges a GR nukledris transzlokdcidja, mig késébbi apoptozis sta-
diumban mdr igen.

4. Morfolégiailag jellemeztik a GR eloszlasat a timocita populdcidkban és kimutattuk,
hogy a DP timocitakban a GR ligandkotés hatasara a mitokondriumba nem pedig a
sejtmagba transzlokal6dik.

......

mint a Bim, Bcl-x. és Bax molekuldkkal és ennek szerepét a GC indukalt
mitokondrialis apoptézis Gtvonal aktivaciéjaban DP timocitdk.

6. Eredményeink szerint a GR és TcR stimuldcié egyiitt magasabb aranyd DP timocita
talélést okoz, ami a korai apoptotikus folyamatok gatlasdnak koszonhetd és a két jelat-
viteli Gt Osszekapcsolédasat és a kolcsonds antagonizmus modellt tamasztja ala a
timocita szelekci6 soran.
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10.

11.

Leirtuk a GR-ZAP-70 asszocidciét T-sejtekben rovid idejl nagydozisi GC kezelés ha-
tasara, valamint bizonyitottuk, hogy ekdzben gatlédik a ZAP-70 CD3 kacsolédas.

Bizonyitottuk, hogy a ZAP-70 Y315 és Y492 vesznek részt a nem-genomikus GC hata-
sok kozvetitésében, amelyet az SLP-76 és a Cbl molekuldk kozvetitik, nem a LAT.

Bizonyitottuk a tTreg sejtek GC rezisztenciajat és GC hatasra fokozédé IL-10 és TGFB
citokin termelését.

Leirtuk, hogy a periférias Treg sejtek érzékenyek a GC indukdlta apoptézisra, de a tul-
él6 sejtekben indukalhaté a FoxP3 expresszié és citokin termelés, ami a sejtek na-
gyobb plaszticitasat jelzi.

Megfigyeltik a GR és FoxP3 nagyfokd kolokalizaciéjat a timusz és [ép Treg sejtek
magjaban, ami a ligandkotés utdn tovabb fokozdédik. Ez a két transzkripciés faktor
funkcionalis hasonlésagara hivja fel a figyelmet Treg sejtekben.
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