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1. Bevezetés
1.1 A glukokortikoid hormonok hatasai

A glukokortikoid hormonokat (GC) a mellékvese-kéreg zona fasciculata sejtjei
termelik. Emberben a legfontosabb GC a kortizol, ragcsalokban pedig a kortikoszteron. A
hormonok elvalasztasat a hypothalamus-hypophysis-mellékvese tengely szabalyozza és mind
pszichés, mind fizikai stressz kivalthatja. A GC-ok szamos élettani hatassal rendelkeznek;
szerepet jatszanak a szénhidratok, zsirok, fehérjék anyagcseréjében, hatdssal vannak fejlédési
folyamatokra, a viz- és elektrolit haztartasra, erek tonusara, illetve mindezek mellett
befolyasoljak az immunrendszert. Bioldgiailag aktiv GC-ok termel6édnek példaul a
thymusban, belekben, bérben, agyban és a zsirszovetben is.

A GC-ok jelentds hatassal vannak az immunrendszer muiikodésére. Befolyasoljak a
fejlodé thymocytak apoptozisat, szabalyozzak a T sejt receptoron (TcR) keresztiil érkezd
szignalokat. Az érett T sejtek funkcidjaban is fontosak; sziikségesek a megfeleld T sejt valasz
fenntartasahoz. A szintetikus GC-analogokat (pl. dexamethasone (DX)) elterjedten
alkalmazzdk a klinikai gyakorlatban autoimmun betegségek, hematoldgiai malignitasok és
allergiak kezelésében, mivel elésegitik a leukémias sejtek, fejlodé thymocytak és bizonyos
érett, aktivalt T sejtek apoptozisat.

1.2 A glukokortikoid receptor

A GC-ok intracellularis GC receptoron (GR) keresztiil fejtik ki hatdsaikat. A GR a
nuklearis receptor szupercsalad tagja, ligand-dependens transzkripciés faktor. A GR
konzervalt fehérje; a human, egér és patkany GR aminosavsorrendje kozel 90%-ban
megegyezik. A human GR-nak tobb izoformaja koziil leginkabb ismertek a GRa és GRp. A
GRao a citoplazmaban talalhatd, ez a dominans forma, a béta allandéan a sejtmagban
helyezkedik el. A GRp izoforma funkcidja kevésbé ismert. Egérben is sikeriilt bizonyitani a
GRa és GRP jelenlétét. Itt is a GRa a fontosabb izoforma, a GRP szerepe hasonld, mint
emberben. A GR a legtobb sejtben, szovetben expresszalodik.

1.3 A glukokortikoid receptor jelatviteli utvonalak

A GC-ok hatasaikat fleg kétféle utvonalon keresztiil fejtik ki. Ezen két titvonal a
lassabban kialakuldo genomikus hatasokat és a gyorsabban végbemend nem-genomikus
hatasokat foglalja magaban.
1.3.1 Genomikus hatasok

A GC-ok genomikus hatdsait irtdk le eldszor. A GR a citoplazmaban, inaktiv
formaban, fehérjekomplexhez (pl. hésokkfehérje- (Hsp-) 90, Hsp-70, p23) kapcsoldodva
helyezkedik el. A GR ligand-ko6tddés hatasara levalik a komplexr6l és dimerizalodva a
sejtmagba transzlokalodik, ahol a DNS meghatarozott szakaszaihoz, GRE-ekhez
(glucocorticoid responsive elements) kotodik és ezaltal a génexpressziot befolyasolja. A
géntranszkripcios valtozasok megvalosulasahoz hosszabb idére, tobb orara, esetleg napra van
szlikség. Az aktivalt GR képes transzkripcids faktorként direkt, illetve mas transzkripcios
faktorokhoz kapcsolodva (pl. AP-1, NF-kB, NFAT) indirekt médon befolyasolni szdmos gén
expresszidjat. Bizonyos gének atirasat serkenti (pl. annexin-1, interleukin- (IL-) 10), masokét
gatolja (pl. IL-2, IL-1B).




1.3.2 Nem-genomikus hatdsok
A nem-genomikus hatasok, amelyek akéar perceken beliil is kialakulhatnak, nem

kozvetitik transzkripcionalis valtozdsok, hanem egyéb alternativ utvonalakon keresztiil
valosulnak meg. A kovetkezd nem-genomikus hatasokat irtak le eddig:

1. A GC-ok bizonyos sejttipusokon képesek direkt membranhatasuk révén
membrantranszport-folyamatok befolyasolasara. Nagy dézisu szteroid kezelés megvaltoztatja
a membran lipidek mobilitasat, mert a GC-ok lipidoldékonysagukkal képesek, befolyasolni a
plazmamembran fiziko-kémiai tulajdonsagait.

2. A membran GR-t (MGR) monocytakon ¢és B sejteken is megfigyelték. Rheumatoid
arthritisben ¢és spondylitis ankylopoeticdban szenveddk B sejtjein és monocytdin
megemelkedik az expresszidja, ezért elképzelhetd, hogy ezen betegségekben patologias
szerepet tolt be.

3. A GR képes mas citoplazmatikus fehérjékhez hozzakapcsolodva jelatviteli
itvonalakat befolyasolni. Human CD4" T sejtekben TcR stimulaciot kovetden a GR
asszocialodott TcR jelatviteli molekuldkkal, az Lck-val és Fyn-nel. Rovid idejii DX kezelés
gatolta a TcR aktivacié altal indukalt Lck/Fyn foszforilaciot, ami a GR-TcR-Lck-Fyn
multimulekularis komplex szétesése miatt kovetkezett be. Jurkat, human T sejtvonalban 2-5
perc nagy doézist DX kezelés TcR aktivacié nélkiil atmeneti ZAP-70 tirozin foszforilaciot
okoz, melyet GR antagonista, RU486-tal gatolni lehetett. Szintén Jurkat sejtekben a GR a
ZAP-70 kinazzal asszocialodott, illetve, a GR a ZAP-70 kinazzal és a Hsp-90-nel egy
multimolekuldris komplexet hozott 1étre. A GC-ok hatékonyan gétoljak a T sejtek funkcidit,
amelynek molekularis hatterében a fent emlitett folyamatok is fontos szerepet jatszanak.

4. Ligand kotddést kovetden az aktivalt GR képes transzlokalédni a mitokondriumba
lymphoid és nem-lymphoid sejtekben egyarant, ahol hozzajarulhat az apoptotikus kaszkad
elinditasahoz. Kutatdcsoportunk korabbi munkaja soran ketts pozitiv (DP) thymocytakban
figyelte meg, hogy 30 perc GC-analog kezelés hatasara a GR inkabb a mitokondriumba
vandorolt (transzlokalodott), mint a sejtmagba, és a bekovetkez6 mitokondrialis
membranpotencial csokkenés jelezte, hogy az apoptozis folyamata is aktivalodott ezekben a
sejtekben. Ez a transzlokacio jol korrelalt a DP sejtek jelentés GC-indukalt apoptdzis
érzékenységével. Nem tudjuk, pontosan milyen modon jarul hozza a GR mitokondrialis
transzlokacioja az erre érzékeny sejtek apoptdzisahoz.

1.4 Apoptozis

Az apoptdzis, vagy programozott sejthaldl, szamos fiziologias folyamatban szerepet
jatszik, beleértve az immunsejtek fejlodését €s az immunvalaszt is. A sejthaldlnak sokféle
formaja ismert, amelyek mindegyike sok, komplex molekularis folyamatot foglal magaban.

Galluzzi és munkatarsai a Nomenclature Committee on Cell Death-nek készitett
leglijabb, 2018-as ajanlasukban 2 f6 formdjat kiilonitették el a sejthalalnak; a véletlen, vagy
akaratlan sejthalalt (ACD; accidental cell death) és szabalyozott sejthalalt (RCD; regulated
cell death). ACD bekovetkezhet, ha a sejtet extrém fizikai, kémiai és mechanikai hatasok
érik. A RCD egy szigortian szabalyozott, Osszetett folyamat. Ide tartozik az apoptdzis is.
Harom 6 apoptotikus itvonalat (extrinsic, intrinsic és caspase-independens) kiilonboztetnek
meg, amelyek alapvetéen harom fazisra oszthatdak; az iniciaciéra vagy aktivaciora, a
végrehajtasra (execution) €s a sejtpusztulasra.



1.4.1 Extrinsic apoptozis

Az extrinsic utvonalat extracellularis stressz szignalok inditjak el, amelyeket a sejt
felszinén talalhato receptorok érzékelnek. Ezek a receptorok a halalreceptorok (DR, death
receptor). A leginkabb tanulmanyozottak: tumor nekrozis faktor (TNF) receptor (TNFR), Fas
receptor (FasR), TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL). Intracellularis doménjiik, a
haldldomén (death domain), a receptorok aktivacigjat kovetden kotohelyet biztosit
intracellularis fehérjéknek. A keletkezé szupramolekularis komplexet a death-inducing
signaling complex (DISC) ismeri fel, mely ezt kdvetden aktivalja a procaspase-8-at. Az tn. I-
es tipust sejtekben (pl. érett lymphocytak) a nagy mennyiségli aktiv caspase-8 aktivalja a
caspase-3 és -7-et és ez elegendd a sejt elpusztulasdhoz. Az un. II-es tipusu sejtekben (pl.
hepatocytak, pancreas [ sejtek, daganatos sejtek tobbsége) kevés aktiv caspase-8 képzodik,
illetve a csapase-3 és -7 aktivalodasat XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) gatolja.
A sejt pusztulasahoz a caspase-8-nak hasitania kell a Bid-et. A hasitott Bid (tBid) a
mitokondriumhoz vandorol, és ott a ,,BH3-only” fehérjékkel elinditja az intrinsic apoptotikus

utvonalat.
1.4.2 Intrinsic apoptdzis

Az intrinsic utvonalat elindithatja irreverzibilis DNS kéarosodas, magas
citoplazmatikus Ca?* koncentracio, oxidativ stressz, novekedési faktor megvonas,
endoplazmatikus retikulumot erd stressz. A szabalyozasért a Bcl-2 fehérjecsalad felelds.
Ezeknek a fehérjéknek kozos jellemzdje, hogy legalabb 1, maximum 4 konzervalt Bcl-2
homology (BH) domént tartalmaznak. A fehérjecsalad tagjait proapoptotikus (Bax, Bak, Bad,
Bcl-xs, Bid, Bik, Bim, Hrk) és anti-apoptotikus fehérjékre (Bcl-2, Bel-x,, Bel-W, Bfl-1, Mcl-
1) lehet osztani az alapjan, hogy az apoptdzis folyamatat eldsegitik vagy gatoljak. A
proapoptotikus fehérjéken beliil két tovabbi alcsoportot lehet elkiiloniteni az alapjan, hogy
hany BH domént tartalmaznak; a Bax, vagy multidomén proapoptotikus, fehérjéknek (Bax,
Bak, Bok, Mtd) BH1-BH3 vagy BH1-BH4 doménjiik van, a ,,BH3-only” alcsoportnak (Bim,
Bid, Bad, PUMA, Noxa) csak egy BH3 doménjiik van. A BH3-only fehérjék direkt
aktivalhatjak a multidomén pro-apoptotikus fehérjéket, hogy azok porust képezzenek a
mitokondrium kiils6 membranjan. Masrészt indirekt modon gatoljak az anti-apoptotikus

fehérjék apoptozist gatld hatasat.

Az aktivalt Bax és Bak molekularis komplexet hoznak létre, amellyel porust
formalnak a mitokondrium kiilsé membranjan (MOMP; mitochondrial outer-membrane
permeabilization), és ezzel lehet6vé teszik a citokrom c felszabadulasat a mitokondrium bels6
membranjabol. Az anti-apoptotikus fehérjék, mint a Bcl-2, Bcl-x_. ezen folyamat ellen
dolgoznak, neutralizdlva a pro-apoptotikus fehérjéket, megakadalyozzdk a citokrom c
citoplazmaba val6 kijutasat. A mitokondrium kiilsé membranjan a porus kialakulasa (,,point
of no return”) neheziti az ATP szintézist, toxikus fehérjék szabadulnak ki a citoplazmaba,
mint pl. citokrom c, apoptdzis indukald faktor (AIF), endonukledz G (EndoG), Smac (maés
néven Diablo), HtrA2 (mas néven Omi), végiil pedig a 1égzési lanc gatlasdhoz és reaktiv
oxigén szabadgyokok felszaporodasahoz vezet. A citoplazmaba keriilt citokrom ¢
asszocialodik az Apaf-1-el (apoptosis protease-activating factor-1) és a procaspase-9-el, ami
igy aktivalodik. Ezt a multimolekularis komplexet apoptoszomanak nevezik. A caspase-9
pedig aktivalja a caspase-3 és caspase-7-et, amelyek a sejt halalahoz vezetnek.



1.5 Glukokortikoidok hatasa thymocytak és T sejtek apoptozisara

A GC-ok immunrendszerre kifejtett hatdsai mar régdta ismertek. Nagy dozisu GC
Erdekes modon mind a thymocytdk, mind a TEC képesek GC szintézisre. GC szintézist
azonban nem talaltak a SP thymocytdkban, és a periférids T sejtekben, sem nyugvo, sem
aktivalt formaban. Ugy tiinik a GC szintézis a fejlddé thymocyték sajatos tulajdonsaga.

A GC-ok bizonyos koriilmények kozott a TcR-on keresztiil elinditott apoptozissal
szemben meg is védhetik a sejteket. Alacsonyabb koncentracioban a GC-ok képesek gatolni a
TcR-on keresztiil elinduld jelatvitelt a thymocytdkban, amikor azok mindkét receptoron
keresztiil érkezd szigndlt egyszerre kapjak. Ez képes azokat a thymocytdkat a TcR-on
keresztiil indukalt apoptdzistdl megmenteni, amelyek egyébként a negativ szelekcid soran
elpusztulnanak. Ez a kolcsonds antagonizmus modell. A kétféle szignalt egyidejiileg kapo
thymocytakban a Bel-2 fehérje up-regulalodik. Mas kutatocsoport a kdlesonds antagonizmus
modellt alapul véve bizonyitotta, hogy a GC-ok a pozitiv szelekcidban is szerepet jatszanak.

Mas kutatocsoportok érett, naiv T sejtekben irtdk le a GR és a TcR jelatviteli
molekulak kozotti cross-talk-ot; a GC-ok gatoltak az Lck, Fyn molekulakat. Feltételezheto,
hogy a mellékvese 4altal termelt GC-ok elsésorban szisztémas immunvalaszokat
befolyasolnak, ugyanakkor a thymusban lokalisan képzédé hormonok inkabb helyileg
befolyasoljak a T sejtek érését.

A thymocytak koziil a DP sejtek a legérzékenyebbek a GC-indukalt apoptozisra, annak
ellenére, hogy ebben a thymocyta alcsoportban a legalacsonyabb a GR expresszidja.
a mitokondridlis membréanpotencidl csdkkenését. Egy TcR transzgenikus egérmodellen
kimutattuk, hogy azok a thymocytdk, amelyek tulélik a T sejt szelekciot, up-regulaljak
(,.fellilszabalyozzak™) az anti-apoptotikus Bcl-2 fehérjét.

Bcl-2 fehérjék fontos szerepet jatszanak a DX-indukalt thymocyta apoptdzisban.
Megfigyelték, hogy a Bax és a Bak fontos szerepet jatszik a DX-indukalt apoptozisban. A
GC-okrol kimutattak, hogy szabalyozzak a Bcl-2 fehérjék expresszids szintjét iS, genomikus
hatasaik révén megvaltoztatjadk a Bim ¢és a Bcl-x_ expresszidjat. Ezek az eredmények a
sajatjainkkal egylitt megerdsitették annak a lehetdségét, hogy a DP thymocytdk GC-indukalt
apoptozisaban az intrinsic apoptotikus utvonal szerepet jatszhat.

A GC-oknak nem csak a DP thymocytdkra gyakorolt hatasat vizsgaltuk. Egy masik
munkank soran in vivo DX beadasat kovetden figyeltilk meg a kiilonb6z6 nyirokszervek sejtes
Osszetételében bekodvetkezd valtozasokat. Figyelmiinket kiilonos tekintettel az immunrendszer
szabalyozasaban fontos szerepet jatszo regulatorikus T sejtekre Osszpontositottuk. Azt
tapasztaltuk, hogy a thymusban 1év6 regulatorikus T sejtek (tTreg) bizonyos foku
rezisztenciat mutattak a DX-indukalt apoptézissal szemben, ezzel ellentétben a 1épben
talalhaté Treg-ek (pTreg) viszont érzékenyek voltak a DX-indukalt apoptozisra. Ennek
molekularis hatterét azonban még nem ismerjiik.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a GR mitokondrialis transzlokacidja, eziltal nem-
genomikus hatasa, valdsziniileg fontos szerepet jatszik a thymocytdk apoptdzisdban, habar
ennek pontos folyamata még nem teljesen tisztazott. Ugyanakkor mas sejtek eltéré reakcidja
az in vivo DX kezelésre felveti annak a lehetéségét, hogy benniik a GR talan mas apoptotikus
folyamatokat aktival, esetleg mas nem-genomikus folyamatok révén.



2. Célkitiizések

A GC-ok fontos szerepet jatszanak az immunsejtek fejlodésében és apoptozisaban, azonban a
kiilonbozo sejtek eltérd mértékii érzékenységgel reagalnak a szteroid kezelésre. A thymocyta
alcsoportok koziil a DP thymocytak bizonyultak a legérzé¢kenyebbnek a DX-indukalt
apoptozisra. Amelyért a GC-ok nem-genomikus hatasai koziil feltehetéen az aktivalt GR
mitokondriumba valé transzlokacidja és az ennek kovetkeztében bekdvetkezd mitokondridlis
membranpotencial csokkenés a felelds. A folyamat molekularis mechanizmusai azonban még
nem ismertek.

Munkank soran a GC-ok DP thymocytak apoptotikus folyamatokra gyakorolt hatasait akartuk
vizsgalni, kiilonos tekintettel a GR-nak a Bcl-2 fehérjékkel vald interakcidjara, illetve a
caspase-ok aktivaciojara.

1. GR interakcidjanak vizsgalata Bcl-2 fehérjékkel DP thymocytakban

2. Bcl-2 fehérjék szubcellularis eloszlasbeli valtozasainak megfigyelése rovid idejii DX

kezelés hatasara
3. Citokrom c citoplazmatikus megjelenésének detektalasa
4. Caspase aktivacio kinetikajanak jellemzése

Korabban végezett in vivo DX kezelés soran megfigyeltiik, hogy a kiilonb6z6 T sejt
alcsoportok eltér6 GC-indukalt apoptozis érzékenységet mutatnak, a tTreg-ek kiilondsen
ellenallonak tiintek a tobbi sejthez képest.

Az ennek hatterében meghuzodo folyamatok azonban még nem ismertek, ezért szerettiik
volna Oket alaposabban feltarni.
5. Korai apoptotikus jelek vizsgalata Annexin V segitségével CD4" thymocytakban,
tTreg-ekben, CD4" 1épsejtekben és pTreg-ekben
6. Caspase aktivacio kinetikdjanak nyomon kovetése CD4" thymocytdkban és
Iépsejtekben, valamint Treg-ekben
7. GR és Foxp3 kozotti kolokalizacid vizsgalata pTreg-ekben és tTreg-ekben

3. Anyagok és modszerek

3.1 Egerek

A kisérletekhez 4-6 hetes BALB/c egereket hasznaltunk. Az allatokat konvencionalis
koriilmények kozott tartottuk, kereskedelmi forgalomban kaphato egértapot és vizet ad
libitum kaptak. Minden kisérletet a Pécsi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatj6léti Bizottsag
eléirasainak megfelelden hajtottuk végre (#BA 02/2000-16/2015).

3.2 Izolalt thymocytak és lépsejtek in vitro GC-analog kezelése
Az egerek feladldozasat kovetden eltavolitottuk thymusukat és 1épiiket. Ezt kvetden a
szerveket mechanikusan homogenizaltuk, majd a sejteket atsziirtiik. 5x10” thymocytat és



1épsejtet kezeltink 10°M DX-nal szérum-mentes RPMI-ben. A kontroll mintikat azonos
koriilmények kozott tartottuk, azonos ideig inkubaltuk az oldoszer jelenlétében.

3.3 Antitestek

Aramlasi citometridhoz a kovetkez6 antitesteket hasznaltuk: anti-CD4-PE-Cy5, anti-
CD4-PE, anti-CD8-PE, anti-CD8-PE-Cy5, anti-CD25-APC. Az aktivalt, hasitott caspase-ok
vizsgalatahoz a kovetkez6 antitesteket hasznaltuk elsddleges antitestként: nyul anti-caspase-3,
nyul anti-caspase-8 és nyul anti-caspase-9, masodlagos antitestként a kecske anti-nyul IgG-
Alexa Fluor 488-t hasznaltuk.

Konfokalis mikroszkopiahoz anti-CD4-Pacific Blue, anti-CD8-Pacific Orange, anti-
GR-FITC, anti-Foxp3-Alexa Fluor 647 valamint nyal anti-Bak, -Bax, -Bcl-x_ és nyul anti-
Bim els6dleges és kecske anti-nyul IgG-Cy3 valamint kecske anti-nyual IgG-FITC masodlagos
antitesteket hasznaltuk.

Az aktivalt caspase-ok Western blot vizsgalatahoz elsédleges antitestként nytl anti-
caspase-3, -8, -9-et hasznaltuk, masodlagos antitestként anti-nytl IgG-peroxidazt. A citokrom
¢ kimutatasahoz egér anti-citokrom c-t és anti-egér-PO-t hasznaltuk. A nyul anti-Bax anti-
nyul-PO-zal alkalmaztuk. T6ltési kontroll vizsgalathoz egér anti-f-aktin-t és anti-citokrom c-t
hasznaltuk anti-egér-PO masodlagos antitesttel.

Immunprecipitaciohoz anti-GR-t hasznaltuk. Az immunprecipitalt mintak Western
blot analiziséhez a kovetkez6 antitesteket hasznaltuk: egér anti-Bcl-x,. anti-egér-PO
masodlagos antitesttel, nytl anti-Bak, anti-Bax és nyul anti-Bim anti-nyul-PO masodlagos
antitesttel. Toltési kontroll vizsgalathoz anti-GR-t és anti-egér-PO masodlagos antitestet
hasznaltuk.

3.4 Annexin V jelolés

Thymocytakban és 1épsejtekben az apoptozis korai kimutatasara Annexin V jelolést
végeztiink a sejteken. 10° kontroll és DX kezelt sejt sejtfelszini anti-CD4-PE, anti-CD8-PE-
Cy5 és anti-CD25-APC jelolése utan Annexin V-FITC jelolést végeztiink. A mintakat
aramlési citométerrel analizéltuk.

3.5 Mitotracker chloromethyl-X-rosamine (CMX-Ros) jelolés konfokalis
mikroszkopiara

A Mitotracker CMX-Ros egy fluorescens festék, ami a mitokondriumok jel6lésére
alkalmas. 10° thymocytat inkubaltunk szérum-mentes RPMI-ben, amihez CMX-Ros
torzsoldatot adtunk, 30 percig 37°C-on. Konfokalis mikroszkopiahoz sejteket tovabb jeldltiik;
sejtfelszini anti-CD4-Pacific Blue, anti-CD8-Pacific Orange és intracellularis nyul anti-Bax és
anti-nyul IgG-FITC jelolést végeztiink.

3.6 Jelolés konfokalis mikroszképiara

30 perc DX kezelést kovetden sejtfelszini jelolést végeztiink anti-CD4-Pacific Blue és
anti-CD8-Pacific Orange antitestekkel jelolopufferben, fixalas utan az intracellularis jelolést
permeabilizald pufferben végeztiik, nyul anti-Bak, -Bax, -Bcl-x., és -Bim elsddleges
antitestekkel, majd anti-nyal IgG-Cy3 masodlagos antitesttel, végiil 1pg/ml anti-GR-FITC
antitesttel.



3.7 GR-Foxp3 interakcio vizsgalata konfokalis mikroszkdépiaval

A negativan szeparalt CD4 pozitiv (EasySep Mouse CD4" T Cell Isolation Kit)
thymocytakat és 1épsejteket tovabb szeparaltuk pozitivan CD25-re (EasySep Mouse CD25
Regulatory T Cell Positive Selection Kit). 30 perc DX kezelést kovetéen a sejteket anti-CD4-
Pacific Blue antitesttel, majd anti-GR-FITC ¢és anti-Foxp3-Alexa Fluor 674-tel Foxp3
Transcription Factor Staining Buffer Set segitségével jeloltik a GR-Foxp3 interakciod
vizsgalata érdekében.

3.8 Konfokalis mikroszkopia

A minték vizualizaldsa és analizise Olympus Fluoview 300 konfokalis mikroszkoppal,
a Olympus Fluoview FV1000S-1X81 Image Acquisition Software System segitségével
tortént. Szekvencialis pasztazasi modot hasznaltunk. A jeleket 3-3 latotérben gytjtottiik és a
Bak, Bax, Bcl-x., Bim fehérjék és a GR, valamint a Bax-CMX-Ros kozotti, tovabba a GR-
Foxp3 kozotti kolokalizaciot, analizaltuk Image] szoftver co-localisation plug-in-ja
segitségével. 100 kontroll és 100 DX kezelt sejtben elemeztiik a kolokalizalt pixeleket a Cy3-
GR, a CMX-Ros-Bax ¢és a GR-Foxp3 kozott.

3.9 Aktivalt caspase-ok jelolése Aramlasi citometriara

10° thymocytat és lépsejtet kezeltink DX-nal 0,5, 1, 2, 3 és 6 oOraig. A sejtfelszini
jelolést anti-CD4-PE-Cy5, anti-CD8-PE ¢és anti-CD25-APC  segitségével végeztiik, az
intracellularis jeloléshez elsddleges antitestként nyul anti-caspase-3, -8, -9-et hasznaltunk,
masodlagosként pedig anti-nyl IgG-Alexa Fluor 488-at. A mintakat aramlasi citométerrel
analizaltuk.

3.10 Aramlasi citometria

A mintakat FACSCalibur aramlasi citométerrel és a CellQuest Pro programmal mértiik
le és analizaltuk. Thymocyta és 1épsejt szubpopulaciokat kiilon analizaltuk a sejtfelszini CD4,
CDS8 ¢és CD4 és CD25 egyiittes expressziojuk alapjan. A populaciokban az Annexin V-FITC-
et és Alexa Fluor 488-at az FL1 csatornaban detektaltuk. Fluoreszcencia hisztogramok
segitségével hataroztuk meg a kiilonbdzo mintakban az aktiv caspase-3, -8, -9-et expresszalo
sejtek (Alexa Fluor 488 pozitiv sejtek), illetve az Annexin V pozitiv sejtek aranyat.

3.11 Szubcellularis frakcionalas

Thymocytakbol mitokondrialis, citoplazmatikus és nukleéaris frakciok izolalasahoz
Mitochondrial Isolation Kit-et hasznaltunk, kovetve a gyari elGirasokat, Kkisebb
modositasokkal. A citoplazmatikus és mitokondridlis frakciokat vagy kozvetleniil Western
blotra hasznaltuk, vagy immunprecipitaciéra. Immunprecipitacidhoz a mitokondrialis pelletet
tovabb lizaltuk TEGM lizis pufferben. 30 percig jégen inkubaltuk, majd 10 percig 13 000
rpm-el centrifugaltuk, és a feliiluszot hasznaltuk fel immunprecipitacidhoz.

3.12 Immunprecipitacié

A citoplazmatikus és mitokondrialis frakciokat a precipitalo antitesttel, anti-GR, egy
¢jszakan at inkubaltuk 4°C-on, folyamatos forgatas mellett. Masnap Portein-G-vel tovabbi 2
oran at forgattuk oket. A Protein-G-rél az immunkomplexeket SDS mintapufferben valo
forralassal tavolitottuk el, centrifugalast kovetéen a feliiliszot hasznaltuk fel a Western blotra.



3.13 Western blot

A mitokondrialis és citoplazmatikus frakciokkal SDS poliakrilamid gélelektroforézist
végeztiink. Az els6dleges antitestek; anti-caspase-3, -8, -9 ¢s anti-Bax, az immunprecipitalt
mintak esetében: anti-Bak, -Bax, -Bcl-x, -Bim és anti-GR. A t6ltési kontroll vizsgalatot anti-
B-aktin és anti-citokrom C antitestek segitségével végeztiik. A masodlagos antitestek; anti-
egér-PO vagy anti-nyal-PO. Vizualizalashoz kemilumineszcens modszert és a Fujifilm LAS
4000 Blot Documentary System-et hasznaltuk.

3.14 Blotok analizise

A blotok denzitometrids analizisét az Image J software segitségével végeztik. A
vizsgalt fehérjék relativ denzitasat a [-aktin, citokrom ¢ és a GR denzitasahoz volt
normalizaltuk.

3.15 Statisztikai analizis

GraphPad Prism programot hasznaltuk az abrak készitéséhez és a statisztikai analizis,
Student-féle t proba, elvégzéséhez. A p < 0,05 értékeket tekintettilk statisztikailag
szignifikansnak. Az adatokat mint atlag + SEM é&bréazoltuk.

4. Eredmények

4.1 DX indukalta valtozasok a GR és a Bcl-2 fehérjecsalad tagjainak kolokalizacidjaban

Az aktivalt GR-nak potencialis molekularis partnereket kerestiink, amelyek szerepet
jatszhatnak a mitokondrialis, intrinsic, apoptotikus utvonalban a GC-indukalt apoptdzis soran.
Ehhez megvizsgaltuk a GR és a Bak, Bax, Bcl-x. és a Bim kolokalizacidjat kontroll és 30
percig nagy dozisu DX-nal kezelt DP thymocytakban konfokalis mikroszkdp segitségével.
Megfigyeltiik, hogy a GR bizonyos mértékig kolokalizalodott mind a négy vizsgalt Bel-2
fehérjével. A kolokalizaci6  mértékének  kvantifikdlasdhoz  meghataroztuk  és
Osszehasonlitottuk a kolokalizalt pixelek szamat a kontroll és a 30 percig DX-nal kezelt DP
thymocytakban. DX kezelést kdvetden a kolokalizalt pixelek szdma minimalisan valtozott a
GR ¢és Bak kozott, enyhén csokkent a GR ¢és a Bax esetében. A GR és a Bcl-x_
kolokalizacigja szignifikansan csokkent DX kezelés hatdsara. Tovabba jelentds emelkedest
figyeltiink meg a GR és a Bim kolokalizacigjaban 30 perc DX kezelést kovetden, amely
azonban nem volt statisztikailag szignifikans.

4.2 A GR interakcidja a Bcl-2 fehérjecsalad tagjaival a thymocytak citoplazmajaban és
mitokondriumaban

A konfokalis mikroszkdppal kapott eredményeinket megerdsitendd megvizsgaltuk a
GR és a Bcl-2 fehérjecsalad tagjai; a Bak, Bax, Bcl-x. és a Bim fehérjék interakcidjat ko-
immunprecipitacios kisérletekben. Ezekben a kisérletekben a precipitdcidhoz anti-GR
antitestet hasznaltunk. Azt is vizsgalni akartuk, hogy a DX kezelés okoz-e valamilyen
valtozast a GR-Bcl-2 fehérje komplexek szubcellularis eloszlasaban. Hogy ezt kideritsiik
szubcellularis frakcionalast végeztiink és izolaltuk szeparalatlan, kontroll és 30 percig DX-nal
kezelt thymocytak citoplazmajat és mitokondriumat.



A ko-immunprecipitacios kisérletek megerdsitették a konfokalis mikroszkoppal kapott
eredményeinket. A Bak koprecipitdlodott a GR-ral és DX kezelést kovetden a Bak-GR
koprecipitacid mértéke megemelkedett a citoplazmatikus és kis mértékben a mitokondrialis
frakcioban is. A GR-Bcl-x,_ koprecipitaciéo mértéke emelkedett a citoplazmatikus és csokkent
a mitokondrialis frakcioban a kontrollhoz képest. A GR-Bim asszocidcid csak minimalisan
valtozott a citoplazmatikus frakcioban, viszont jelentdsen emelkedett a mitokondridlisban. A
Bim jelent6s mitokondrialis felhalmozddasa jelezheti potencialis szerepét a GC-indukalt
thymocyta apopt6zis mitokondrialis (intrinsic) apoptotikus utvonalaban. Egyediil a Bax nem
mutatott direkt asszociaciot a GR-ral sem a citoplazmatikus, sem a mitokondrialis frakcidban.

4.3 A DX kezelés a Bax akkumulaciojat okozza a mitokondriumban

A Bax esetében nem tudtuk megerdsiteni a konfokalis mikroszkoppal kapott
kolokalizacios eredményeket ko-immunprecipitacioval. Ezért ko-immunprecipitacio nélkiil
vizsgaltuk meg, hogy a nagy doézisu DX kezelés okoz-e valtozast a Bax citoplazmatikus és
mitokondrialis eloszlasdban. Megfigyeltiikk, hogy a Bax DX kezelésre akkumuldlodott a
thymocytdk mitokondridlis frakciojaban 30 perc DX kezelést kovetden. Ezt az eredményt
sikeriilt konfokalis mikroszkoppal is megerdsiteniink, a Bax-CMX-Ros kolokalizalodott
pixelek szdma megemelkedett a DX kezelést kdvetden.

4.4 A caspase-ok aktivaciéjanak Kinetikaja DP thymocytakban

DP thymocytakban vizsgaltuk a caspase-ok aktivaciojat. Az aktivalt, hasitott caspase-
O-et tartalmazo sejtek aranya szignifikdnsan megemelkedett 2 és 3 6ra DX kezelést kdvetden.
Az aktivalt caspase-3-at tartalmazo DP sejtek aranya mar 1 6ra kezelést kovetden emelkedett,
és 2, 3 ora DX kezelést kdvetéen ez az arany mar szignifikdnsan emelkedett a kontrollhoz
képest. A caspase-9 ¢és caspase-3 aktivacidja DX kezelést kovetden az intrinsic apoptotikus
utvonal aktivacidjat jelzi. Az aktiv caspase-8-at tartalmazo DP sejtek ardnya 30 perc és 1 ora
DX kezelést kovetden enyhén emelkedett, és ez emelkedés szignifikdnssa valt 2 és 3 ora
kezelést kovetéen, hasonld tendenciat mutatva a caspase-9 aktivacidjahoz. A caspase-9
aktivacioban megfigyelhetd valtozasok kifejezettebbnek tlinnek, mint a caspase-8 esetében 2
¢s 3 ora DX kezelést kovetden, ami a caspase-9 fontosabb szerepét jelzi a DX-indukalt
thymocyta apoptozisban.

4.5 DX-indukalt caspase aktivacio és citokrom c felszabadulas thymocytak
citoplazmajaban

In vitro DX kezelt és kezeletlen thymocytak sejtlizatumaban Gsszehasonlitottuk az
aktiv caspase-3, -8, -9 és citokrom c szinteket. A citokrom c citoplazmaba vald
felszabadulasat 1 6ra DX kezelést kovetden vizsgaltuk. Egy 6ra, nagy dozisa DX kezelés
szignifikdns emelkedést okozott a citokrom c citoplazmatikus szintjében. Megfigyeltiik az
aktiv caspase-9, -3 szintek szignifikdns emelkedését a kontrollhoz képest 3 6ra DX kezelést
kovetden.

4.6 Annexin V vizsgalata CD4" T sejtekben és regulatorikus T sejtekben

Sejtfelszini CD4, CDS8, CD25 jelolés utan Annexin V jeldlést végeztiink
thymocytakon és I1épsejteken kezelés elott és 0, 2 és 4 6ra DX kezelés utan. A thymus eredetii
CD4" T sejtekben 4 6ra DX kezelést kdvetden szignifikinsan megemelkedett az Annexin V
pozitiv sejtek aranya. A tTreg-ek estében még 4 ora elteltével sem figyeltik meg a DX
apoptozis indukalo hatasat. A 1ép eredetti CD4" T sejteknél mar kettd 6rdndl emelkedett az
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Annexin V pozitiv sejtek ardnya, 4 6ranal az emelkedés tovabbra is fennallt, habar kisebb
mértékll volt. A pTreg-ek esetében szintén kettd oranal lattunk emelkedést, 4 6ranal a kezelt
és a kezeletlen mintdban nem volt kimutathaté kiilonbség. Erdekes, hogy a kontrol CD4"
thymocytakban és a tTreg-ekben is emelkedik 4 o6ra utan az Annexin V pozitiv sejtek aranya.
Ez a jelenség azonban nem figyelhetd meg a kezeletlen CD4" Iépsejtek és a pTreg-ek
esetében.

4.7 Caspase-ok aktivaciéjanak vizsgilata CD4" T sejtekben és regulatorikus T sejtekben

Thymocytdkon ¢és Iépsejteken is elvégeztik az aktiv caspase-ok jelolését. Ez
alkalommal is CD4, CDS8, CD25 sejtfelszini jelolést alkalmaztunk a vizsgalni kivant
populaciok elkiilonitésére. Mind a thymus, mind a 1ép eredetii sejtek esetében elmondhato,
hogy az aktivalt caspase-okat tartalmazo sejtek aranya minden esetben joval alacsonyabb volt
a DP thymocytdkban megfigyelteknél.

DX Kezelés hatdsara a thymus eredetii CD4" T sejtekben 2 és 3 6ra DX kezelés utan
szignifikans volt az aktivalt caspase-okat tartalmazo sejtek aranya, 6 6ra utan pedig jelentds
emelkedés figyelhetd meg az aktivalt caspase-okat tartalmazo sejtek aranyaban. A tTreg-ek
esetében csak minimalis emelkedést figyeltiink meg DX kezelés hatasara. Csak a caspase-3
pozitiv sejtek ardnya volt szignifikans 6 6ra kezelés utan.

A 1ép eredetii CD4" T sejtek 2 és 3 6ra DX kezelés utan mar szignifikinsan magasabb
aranyban tartalmaztak aktivalt caspase-okat, és ez a tendencia 6 o6ra kezelés utan is hasonlo
maradt, de az emelkedés mértéke nem volt olyan mértékii, mint a thymus eredetii CD4" sejtek
esetében. Osszességében az aktivalt caspase-okat tartalmazé 1ép eredetii CD4™ T sejtek aranya
minden vizsgalt idépontban kevesebb volt, mint a thymus eredetii CD4" sejtek esetében. A
pTreg-ck esetében csak 3 ora DX kezelés utan figyeltiik meg az aktivalt caspase-3 és -8-at
tartalmazo sejtek ardnyanak szignifikans emelkedését, ami tovabbi emelkedést mutatott 6 ora
kezelés utan, de ez az emelkedés kisebb volt, mint amit a 1ép eredetti CD4" sejtek esetében
lattunk.

4.8 GR és Foxp3 kozotti interakcié vizsgalata konfokalis mikroszkopiaval

Megvizsgaltuk, hogy van-e valamilyen kapcsolat a GR és a Treg-ek esetében kdzponti
fontossagu Foxp3 transzkripcios faktor kozott, és ez valtozik-e DX kezelésre. tTreg-ekben és
pTreg-ekben 30 perc DX kezelés el6tt és utan vizsgaltunk konfokalis mikroszképpal a GR-
Foxp3 kolokalizaciot. DX kezelés nélkiil a GR ¢és a Foxp3 jelentds kolokalizaciot mutatott
mind a thymus, mind a 1ép eredetii regulatorikus T sejtekben, a DX kezelés hatasara ez a
kolokalizacio tovabb emelkedett a pTreg-ekben, de a tTreg-ekben nem mutatkozott valtozas.

5. Osszefoglalas, megbeszélés

A GR fontos szerepet jatszik az immunsejtek szelekcidjaban és apoptozisaban. A
nukledris transzlokacidja mellett a ligand kotott GR mitokondridlis transzlokécidja szoros
Osszefliggést mutat a sejtek apoptozis érzékenységével. Korabbi munkainkban megfigyeltiik,
hogy a GC-indukalt apoptozisra a thymocyta alcsoportok koziil leginkabb érzékeny DP
thymocytakban, rovid idejii in vitro GC kezelés hatasara a GR inkabb a mitokondriumba
transzlokalodott és nem a nukleuszba. Ehhez kapcsolodoan sikeriilt azt is megfigyelniink
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ugyanezen sejtcsoportban, hogy a DX kezelés hatdsdra a sejtek mitokondrialis
membranpotencialja szignifikdnsan csokkent, ami az apoptdzis egyik korai ¢s meghatirozo
eseménye. A GR DX hatasara bekovetkezd mitokondrialis transzlokacidja csak GC-indukalt
apoptozis érzékeny sejtekben figyelhet6 meg, mint amilyenek a DP thymocytdk is.
Mindezekbdl arra koveteztettiink, hogy a mitokondrialis, intrinsic, apoptotikus utvonal
kiemelten fontos a GC-indukalt apoptozisban.

Megfigyeltiik, hogy a thymocytakban a Bak asszocialoédott a GR-ral. Ez az asszociacio
nem valtozott a mitokondridlis frakcidban, de megemelkedett a citoplazmaban révid idej,
nagy dozisi DX kezelés hatasara. A Bak GC-indukalt apoptdzisban betdltott esetleges
szerepét nem tudjuk kizarni az eredményeink alapjan, de elképzelhetd, hogy az apoptodzis egy
késobbi fazisaban aktivalodik, mint amit mi vizsgaltunk. Ezt a feltevésiinket méasok korabbi
eredményei is alatamasztjak, Bax/Bak kettés KO egerek teljesen rezisztensnek bizonyultak a
GC-indukalt apoptozissal szemben, ugyanakkor a Bax vagy Bak egyszeresen KO egerek
thymocytai megorizték GC érzékenységiiket. A thymocytak szelekcidja Bax/Bim KO egér
esetében felgyorsult, zavart szenvedett, a Bak/Bim KO egér esetében inkabb a vad tipusu
egérére hasonlitott. Ez arra utal, hogy a Bax és a Bak is rész vesznek a thymocytak
apoptdzisaban, de a Bak onmagaban nem elegendd a folyamat véghezviteléhez. Ehhez
hasonld kovetkeztetést vonhatunk le a GC-indukalt apoptozis estében is; a Bak is fontos
szerepet jatszik benne, de inkabb a Bax szerepe az elsddleges, esetenként viszont a Bax és a
Bak egymas hianyat kompenzalhatjak.

Munkank soran sikeriilt kimutatnunk a Bim, egy ,,BH3-only” fehérje, és a GR
frakcioban. Feltehetéen a Bim ezt kovetden aktivalja a pro-apoptotikus Bcl-2 fehérjéket, vagy
gatolja az anti-apoptotikusokat, és ezzel elinditja az intrinsic apoptotikus utvonalat. Korabban
Bim knock out egérben a GC-indukalt apoptozis zavarat irtak le, ami a Bim fontos, de nem
kizarolagos szerepére utal a folyamatban. Két vagy 3 6ra DX kezelést kovetéen a GC-ok
képesek a Bim expresszidjat fokozni ragcsalok thymocytdiban, ezt a megnovekedett
expressziot osszefiiggésbe hoztak a GC-indukalt apoptozis érzékenységgel.

A GC-okat lymphocyta elpusztitd képességiik miatt gyakran alkalmazzak lymphoid
malignitasok kemoterapias protokolljaban, kiilonosen gyermekkori akut lymphoblastos
leukémiaban (ALL). A betegség kedvezobb kimenetelét Osszefliggésbe hoztak a betegek egy
részében azzal, hogy a GC kezelés képes-e a Bim transzkripcidjat elGsegiteni, a Bim
megndvekedett expresszidja ugyanis korrelalt a GC-indukalt apoptdzis szenzitivitassal. A
Bim génjének hibds szabéalyozasa eléfordul hematologiai malignitasokndl. Csokkent
expresszioja, illetve bizonyos single nucleotid polimorfizmusai rosszabb anti-tumor terapias
valasszal hozhatoak Osszefliggésbe. A mi eredményiink is azt a tényt erdsiti, hogy a Bim-nek
fontos szerepe van szteroid érzékeny, DP thymocytak GC-indukalt apoptdzisanak
Bax aktivacigjat és oligomerizacidjat a mitokondrium kiils6 membranjdban, ezéltal a
mitokondrialis apoptotikus Gtvonal elinditasat.

Erdekes modon a GR interakcidba 1épett az anti-apoptotikus Bcl-x, fehérjével is. A
Bel-x -r61  kimutattak, hogy képes visszahelyezni (retrotranszlokalni) a Bax-ot a
mitokondriumbol a citoplazmaba azaltal, hogy hozzakapcsoldodik és gatolja pro-apoptotikus
hatasat. Feltételezziik, hogy a GR ¢és a Bcl-x. k6zotti kapcsolat gatld hatassal van a Bel-x.

12



ezen funkciojara. 30 perc DX kezelés utan a GR-Bcl-x. komplex aranya megemelkedett a
citoplazmaban és csokkent a mitokondriumban, ami arra utal, hogy miutan a Bcl-x_
athelyez6dott a citoplazmaba a mitokondriumbol, hozzak6tddott GR-hoz és ez gatolta a Bel-
XL apoptotikus folyamatra kifejtett gatld hatasat. Ezen feltevésiinket tamogatja mas
kutatocsoport eredménye is, ahol megfigyelték, hogy a Bcl-X| expresszioja csokkent 2 vagy 3
ora DX kezelést kovetden. Tehat a DX Bcl-x -t gatlo hatdsa nem csak fehérje, hanem
génexpresszid szinten is megfigyelhetd.

Jollehet a Bcl-x. és a GR kolokalizacioja szignifikansan csokkent a DX kezelést
kovetden, ez azonban szarmazhat abbol, hogy a kolokalizacios eredmények csak DP sejtekbdl
szarmaztak ¢és egy Ossz-kolokalizaciot mutatnak mind a citoplazmaban, mind a
mitokondriumban, ugyanakkor a ko-immunprecipitaciohoz szeparalatlan thymocytakat
hasznaltunk ¢és a citoplazmat és a mitokondriumot kiilon vizsgaltuk.

A Bax citoplazma és mitokondrium kozotti ingédzéasa fontos szabalyozdja az intrinsic
(mitokondrialis) apoptotikus Gtvonalnak. Kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy a GR és Bax
kozotti kolokalizacid alig valtozott DX kezelés hatdsara, és nem tudtuk a kolokalizacios
eredményeket megerdsiteni ko-immunprecipitacioval. Ennek oka lehet, hogy a kolokalizacio
csak molekuldk kozelségét mutatja meg, de nem feltétleniil utal kozvetlen molekularis
interakciora, asszociaciora két molekula kozott. A Bax és a GR esetében, ahol nem sikeriilt a
kolokalizaciét megerdsiteniink, ez arra utal, hogy a két molekula nagyon kozel volt
egymashoz, de nem volt kozottiink kozvetlen kapcsolat. A GR egy 94 kDa molekulatomegii
fehérje, ami mas Bcl-2 fehérjékkel asszocialodik, melyek a Bax kozelében vannak. Mésok
munk4jabol ismert, hogy a Bcl-2 fehérjék egymassal interakcioba lépnek. Ezek alapjan a
kozvetlen kapcsolat nélkiili kolokalizacio konnyen elképzelhet6 a Bax és a GR kozott, mivel a

Mindezek mellett, ko-immunprecipitacid nélkiil, megfigyeltiik a Bax felhalmozddasat
a mitokondriumban, amely eredmény jol korrelalt masokéval, és arra utal, hogy a Bax fontos
szerepet jatszik a thymocytdk DX-indukalt apoptdzisaban. A Bax mitokondrialis kiilsé
membranban vald oligomerizacidja révén egy poérust formal, ami a mitokondridlis
membranpotencial csokkenését okozza, ahogy azt a kordbbi munkdnk soran mar
megfigyeltiik.

A caspase-ok mind az extrinsic, mind az intrinsic apoptotikus utvonalak fontos
ora DX kezelést kovetden. Megfigyeltiik, hogy szignifikdnsan emelkedett az aktiv caspase-3,
-8, -9-et tartalmaz6é DP thymocytdk aranya 2 ¢és 3 6ra DX kezelést kovetden. 1 ora utan a
caspase-3 aktivacioja lehetett a caspase-9 aktivacié kovetkezménye, ami a mitokondriélis
membranpotencial 30 perc DX kezelést kovetd csokkenése utan kovetkezett be. Ugyanakkor
részben okozhatta mas apoptotikus Utvonal aktivalodasa is, mint példaul a ceramid és
szfingozin képzddése, amik szintén képesek a caspase-3-at aktivalni. A caspase-9 prominens
aktivaciojat (2 o6ra DX kezelést kdvetden) jelentds caspase-3 aktivacio kovette (3 ora DX
kezelés utan). Az aktivalt caspase-9-et tartalmazo DP sejtek aranya majdnem kétszeresére
emelkedett 2 ora kezelést kovetdéen. Az aktiv caspase-8-at tartalmazo DP thymocytak
szamanak emelkedése is szignifikans volt, de nem annyira jelentés, mint a csaspase-9
esetében, ami arra utalhat, hogy a caspase-9 aktivacidja elsddleges a caspase-8-éval szemben.
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Ez tovabb erdsiti azt az elgondolasunkat, hogy a mitokondrialis apoptotikus tvonal kiemelt
szerepet jatszik a DP thymocytak DX-indukalt apoptozisaban.

Ezen eredményeinket mas kutatocsoportok munkéja is alatdmasztja. Néhany eredmény
a caspase-9 elsddleges szerepét hangsulyozza a GC-indukalt apoptdzisban, masok épp az
ellenkezojét allitjak. Caspase-9 KO thymocytak rezisztensek voltak DX-indukalt apoptozisra,
de tovabbra is érzékenyek maradtak TNF-a, a-CD95 altal indukalt sejthalalra. Apaf'/‘ KO
thymocytak csak részleges rezisztenciat mutattak a DX-indukalt apoptdzissal szemben, de
érzékenyek maradtak a Fas ligacio révén indukalt apoptozisra. Ezzel szemben a caspase-8
delécioja nem okozott a thymocytdk GC-indukalt apoptézisaban valtozast. Erdekes modon a
caspase-3 hianyos egérben sem irtak le zavart a GC-indukalt apoptdzisban. Ezzel szdges
ellentétben 4ll a caspase-3 gatlokkal kapott eredmény, mely a caspase-3 fontossagat emeli ki a
folyamatban. Elképzelhetd, hogy a caspase fehérjecsalad egyes elemei képesek kompenzalni
egymast ilyen koriilmények kozott. Ugyanakkor a peptid inhibitorok alkalmazasakor végzett
tanulmanyok,, a caspase-3 és -8 fontossagat hangsulyozzédk a GC-indukalt thymocyta
apoptozisban, habar ezen inhibitorok specificitasa olykor megkérddjelezhetd. A GC-indukalt
apoptdzis semmilyen zavarat nem észlelték Bid deficiens egérben, ami utalhat az extrinsic
apoptotikus utvonal kevésbé fontos szerepére a GC-indukélt sejthaldlban. A caspase-8
aktivacioja lehet a caspase-9 aktivaciojanak a kovetkezménye is, a cathepsin B vagy a
caspase-3 aktivacioja révén, ami aztan a caspase-6-ot majd a caspase-8-at aktivalja. De az
aktivaciojat okozhatja mas apoptotikus utvonalak aktivacidja is; pl. ceramid szfingozin
produkcid, cyclin-dependens kindz 2 aktivacid, cathepsin B lizoszoméakbol vald
felszabadulasa.

Kisérleteinkben, ahol az in vivo beadott DX hatasat vizsgaltuk a nyirokszervek sejtes
Osszetételére nézve, azt tapasztaltuk, hogy a thymusban a regulatorikus T sejtek aranya
jelentésen megnétt a DX kezelés hatasara, azonban ez csak aranybeli novekedés volt, amely a
tobbi sejt, elsdésorban a GC érzékeny DP thymocytdk, masrészt a CD4, CD8 egyszeresen
pozitiv thymocytak pusztulasa miatt kovetkezett be. Ez arra utalt, hogy a tTreg-ek bizonyos
foku rezisztenciat mutatnak a GC-indukalt apoptozissal szemben. A 1ép esetében nem tudtuk
megfigyelni a regulatorikus T sejtek ardnyanak novekedését. A 1ép Ossz-sejtszama jelentdsen
csokkent DX kezelés hatdsara, és a pTreg-ek egy része a CD4" T sejtekhez hasonléan
elpusztultak. Ebbol azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Iépben talalhatdo pTreg-ek GC
érzékenysége eltér a thymusban talalhat6 tTreg-ekétdl.

A thymusban 1évé CD4" sejtek mar 2 6ra DX kezelés utan szignifikansan nagyobb
aranyban tartalmaztak aktivalt caspase-3, -8, -9 —et, és 4 ora elteltével az Annexin V pozitiv
sejtek ardnya is szignifikansan megemelkedett. Ezzel szemben a tTreg-ek esetében ugyanezen
idopontoknal csak minimalis caspase aktivaciot figyeltiink meg, Annexin V jelolésnél pedig
nem tapasztaltunk valtozast. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a tTreg-ek kevésbé érzékenyek a
DX-indukalt apoptézisra, mint a CD4" thymocytak vagy a DP sejtek. A 1ép esetében szintén 2
¢s 3 ora DX kezelés utan mar szignifikansan megemelkedett az aktivalt caspase-okat
tartalmazé CD4" T sejtek ardnya, és 3 6ra elteltével a pTreg-ekben is szignifikansan nagyobb
aranyban fordultak elé az aktivalt caspase-3, és -8-at tartalmazo6 sejtek, valamint mindkét
sejtpopulacié Annexin V pozitivitasa emelkedett 2 6ra DX kezelés utan. Ezek alapjan a
Iépben 1évo Treg-ek apoptozis érzékenysége Kifejezettebb volt, mint a tTreg-eké, és inkabb a
1épben 1évé CD4" sejtekéhez volt hasonld.
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A GC-ok regulatorikus T sejtek apoptdzisara gyakorolt hatasaval, kiilondsen az
aktivalodo apoptotikus utvonalak vizsgdlataval, kevés tanulmany foglalkozik. A legtobb
raadasul valamilyen betegségmodellben vizsgalja a GC-0k Treg-ek szamara gyakorolt hatasat,
azonban ezek az eredmények néha ellentmonddak. Ragcsalokban megfigyelték, hogy a DX
hatdsara megemelkedett a Treg-ek aranya periféridas vérben ¢és a masodlagos
nyirokszervekben. Ugyanakkor asthma és sclerosis multiplex egérmodellekben a GC-ok a
Treg-ek szamanak csokkenését okoztak. A human eredmények is ellentmondasosak: asthmas
betegek szteroiddal torténd kezelése soran eldszor a keringd Treg-ek szamanak novekedését
irtak le, és hasonld jelenséget figyeltek meg autoimmun betegeknél is; szisztémas lupus
erythematosusban szenvedd betegek vérében, akik GC kezelést kaptak, magasabb CD25" T
sejt szamot figyeltek meg, mint a GC kezelésben nem részesiilo betegek esetében, vagy az
egészséges kontrollokban. Maés kutatocsoportok viszont a GC-ok ellenkezd hatasat
tapasztaltadk hasonld betegekben. Human periférids vérbol izolalt Treg-ek vizsgalatanal egy
kutatdcsoport azt talalta, hogy a Treg-ek érzékenyebbek a DX-indukalt apoptdzisra, mint az
effektor T sejtek. Azonban ezt az érzékenységiiket minimalis d6zist IL-2 ellenstlyozni tudta,
valoszintileg a rajtuk expresszalodo nagyszamu IL-2 receptornak (CD25) kdszonhetden. Az
eredmények Osszehasonlithatosagat neheziti, hogy kiilonb6zé modellekben, eltérd szteroid
dozissal végezték a GC kezeléseket, illetve a Treg-ek azonositasara hasznalt markerek is
eltéréek voltak.

Treg-ekben a GR és Foxp3 interakcidjat vizsgaltuk. Mar a kezeletlen tTreg-ekben ¢és
pTreg-ekben megfigyeltiik a két molekula kolokalizéciojat, amit a DX kezelés csak a pTreg-
ek esetében novelt meg, a tTreg-ek esetében a kolokalizacido mértéke nem valtozott.

Osszefoglalva az eredményeink jol mutatjdAk a GC-indukélt korai apoptotikus
folyamatok komplexitasat DP thymocytdkban. Ligand kotddés nélkiil is megfigyelhetd némi
asszociacio a GR és a Bcl-2 fehérjék kozott (Bak, Bim, Bcel-x). Nagy dozisu DX kezelés
hatasara azonban az aktivalodott GR megvaltoztatja a Bcl-2 fehérjék egyensulyat olyan
modon, hogy az eldsegitse az apoptozist. A GR transzlokalodik a mitokondriumba, ahol az
interakcidja jelentésen megnovekszik a Bim-mel. A Bim feltehetden aktivalja a Bax-ot, ami a
formal, mely a mitokondridlis membranpotencial csokkenéséhez vezet, valamint a citokrom c
felszabadulasahoz és a caspase-9 aktivacidjahoz. A Bcl-x. Bax porusformalasara kifejtett
Bak asszociacid szerepének megértése még tovabb vizsgalatokat igényel. A caspase-8
aktivaci6 lehet a GR-nak mas apoptotikus tUtvonalakkal valo interakcidjdnak a
kovetkezménye. Osszességében elmondhatjuk, hogy az eredményeink megerdsitik a
mitokondrialis apoptotikus utvonal és a nem-genomikus hatdsok fontossdgat a thymocytak
GC-indukalt apoptézisaban. A CD4" sejtek és a regulatorikus T sejtek esetében tapasztalt, a
DP sejtekénél kisebb, apoptozis érzékenység lehet mas, nem-genomikus utvonalak,
aktivalodasanak kovetkezménye, és sziikség van az ezt feltard, tovabbi, alaposabb vizsgalatok
elvégzésére.
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6. Uj eredmények osszefoglalisa

1. Megfigyeltik, hogy DP thymocytdkban az aktivalt GR kolokalizalédott a Bcl-2
fehérjecsalad tagjaival; a Bax, Bak, Bcl-x és Bim fehérjékkel, illetve jellemeztiik, hogy a
kolokalizacié mértéke hogyan valtozott 30 perc DX kezelés hatasara.

2. Immunprecipitacidval sikeriil alatdmasztanunk a kolokalizacios eredményeinket. A Bak,
Bcl-x, és a Bim precipitalédott a GR-ral, a Bax azonban nem. Jellemeztiik tovabba, hogy DX
kezelés hatdsara hogyan valtozott a fehérjék megoszlasa a DP sejtek citoplazmdja ¢és
mitokondriuma kozott.

3. Immunprecipitacié nélkiil tanulmanyoztuk, hogy hogyan véltozik a Bax szubcellularis
eloszlasa DX kezelés hatasara. A Bax felhalmozodott a mitokondriumban.

4. Kimutattuk, hogy 1 6ra DX kezelés utan a citokrom c szintje szignifikdnsan megemelkedett
DP sejtek citoplazmajaban, annak kovetkezményeként, hogy a mitokondrium kiilsé
membranjaban a pro-apoptotikus fehérjék porust formaltak.

5. Jellemeztiik a caspase-3, -8 €s-9 aktivacigjat kiilonb6z6 idétartami DX kezelést kdvetden.
2 ora DX kezelést kovetden mar szignifikans valtozast tudtunk kimutatni. A caspase-9
aktivacioja kifejezettebb volt, mint a caspase-8-¢.

6. Az aramlasi citometriaval végzett caspase aktivacios kisérleteinket sikeriilt Western blottal
is megerdsiteniink. 3 6ra DX kezelést kovetéen a DP sejtek citoplazmajaban szignifikdnsan
magasabb volt az aktivalt caspase-ok mennyisége.

7. CD4" thymocytakban szignifikansan magasabb Annexin V szintet figyeltiink meg 4 6ra DX
kezelést kdvetden, mint a kontrollban. A 1ép eredetii CD4" sejtekben, a tTreg-ekben és a
pTreg-ekben az Annexin V pozitivitas joval alacsonyabb volt.

8. Jellemeztiik a capase-3,-8 és -9 aktivacidjanak kinetikajat thymus és 1ép eredetli CD4"
sejtekben és tTreg-ekben valamint pTreg-ekben. A tTreg-ek jelentds rezisztenciat mutattak a
DX-indukalt apoptdzissal szemben.

9. Kimutattuk a GR ¢és a Foxp3 kolokalizaciojat konfokalis mikroszkoppal tTreg-ekben és
pTreg-ekben.
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