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BEVEZETES

Az immunrendszerben talalhaté 10" lymphocytabol naponta 10° sejt cserélédik ki. Az
elsddleges (primer vagy kozponti) nyirokszervekben keletkeznek a limfocitdk a limfoid
Ossejtekbol; itt valnak elkdtelezetté €s itt érnek funkcidoképes limfocitakkd (antigén kotd
receptor kialakuldsa). Mig a B-lymphocytdk esetében az érési folyamatok a csontveldben
zajlanak, a T-sejtek prekurzorai egy korai stddiumban kivandorolnak a csontvel6bdl és a
thymust kolonizaljak, ahol tovabbi proliferacios és differencidcios 1épéseken keresztiil érett T

sejtekké alakulnak.

1. A T-sejt differencialodas lépései

A T-lymphocyta eléalakok a kozos lymphoid &ssejtbdl differencidlodnak a
csontveldben, ahonnan a thymusba vandorolnak. A T sejt progenitoroknak a nem
hemopoetikus eredetli stroma sejtek (mesenchimalis fibroblastok illetve thymus epithel sejtek)
biztositanak megfeleldé mikrokdrnyezetet fejlédésiikhdz. A T sejt eldalakok thymusban
torténd vandorlasuk soran kiilonb6zé mikrokodrnyezetbe keriilnek, amely megfeleld jeleket
biztosit a differenciacid tovabbi 1épéseihez. Thymus hidnydban (emberben DiGeorge
szindroma, egérben ,nude” fenotipus) nem fejlddnek ki T-sejtek, ami a celluléris
immunitasban okoz sulyos zavarokat.

A T-sejt érés jol definialt 1épéseken keresztiil torténik, aminek eredményeképp az
éretlen, TcR -, kettds negativ (DN - CD4-/CD8-) sejtekbdl szigortian szabalyozott folyamatok
soran ¢érett, TcR-t expresszald, egyszeresen pozitiv (CD4 SP vagy CD8 SP) sejtek
keletkeznek, melyek képesek a sajat és nem sajat antigének elkiilonitésére. A thymocytak
random szomatikus génatrendezddéssel alakitjak ki az antigén kotésére alkalmas T sejt
receptort (TcR). Ezek az tn. DP sejtek az afTcR megjelenése mellett mar CD3, CD4 és CDS8
molekulakat is expresszalnak. A CD4 illetve CD8 SP iranyu elkotelezédést a TcR MHC
specificitasa hatdrozza meg (,,instrukciés modell”), de ebben szerepet jatszhat a Notch-1

receptor szignalizacid is.

2. Szelekcios folyamatok a thymusban

A koztes érési stadiumot képviseld kettds pozitiv sejtek (DP - CD4+ és CD8+)

szelekcios lépéseken esnek at. A thymus kérgi részében foleg epithel sejteken, a cortico-



medullaris hataron pedig makrofagokon és dendritikus sejteken nagy strliségben
expresszalodnak MHC-I és —II molekulak, melyek kulcsszerepet téltenek be a DP thymocytak
szelekcidjaban. Erdekes, hogy a szelekcios folyamatokban a TcR-en keresztiil érkez6 szignal
egyes esetekben pozitiv szelekciot okoz, azaz a sejt talél, mas esetekben viszont apoptosist
indukal.

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

elpusztul.

3. Humordlis szabdlyozo tényezok a thymocyta differencidacioban

Amellett, hogy a thymocytak érésiik soran folyamatosan sejt-sejt interakcidban vannak
a thymus stromajat alkotd elemekkel, a helyileg termelddd kiillonb6zé humoralis tényezdknek
is fontos szabalyozo6 szerepiik van. Vacchio és munkatarsai 1994-ben kozolték, hogy egérben
a thymus epithel sejtek lokalisan glukokortikoidokat (GC) is termelnek és felvetették annak a
lehetéségét, hogy a GC-k szerepet jatszhatnak a thymocyta szelekcid szabalyozasidban. A
thymus epithel sejtek glukokortikoid termeld képességét késdbb mas munkacsoportok is
kimutattdk: 1999-ben Pazirandeh és munkatarsai illetve 2000-ben Lechner és tarsai. Ez
utébbi munkacsoportnak késébb sikeriilt csirke thymusban €s bursaban kimutatni a steroid

szintézishez sziikséges enzimeket.

4. A glukokortikoid receptor (GCR)

A glukokortikoid receptor (GCR) a szteroid receptor szupercsalad tagja, 3 doménbdl
all: hormonko6té domén, egy erésen konzervativ, DNS kotd domén és egy kevésbé
konzervativ N-terminalis domén épiti fel. Az inaktiv hormon receptor a citoplazméaban a
hsp90, hsp70 chaperon fehérjékkel és az FKBP52 immunophilin molekulaval alkot
komplexet. Ligand jelenlétében a receptor levalik a hsp-90-r6l és dimereket alkot, majd
transzlokalodik a sejtmagba, ahol transzkripcios faktorként specifikus konzervalt palindrom
DNS szekvenciakhoz (GGTACAnnnTGTTCT) GRE-k (,,glukokortikoid response elements”
= glukokortikoid valasz elemek) kotddik.

A klasszikus genomikus szteroid hatas mellett az utdbbi idében hdrom nem-

genomikus hatasmechanizmus 1étezését is feltételezik, a citoplazmatikus GCR kdlcsonhatasa



mas jelatviteli utakkal (pl. Src), nem specifikus membranhatasok, példaul az iontranszport
valtozasai a plazma membranon keresztiil, illetve felmeriilt membran receptor létezésének

lehetdsége is.

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

modell” (,,mutual antagonism theory”)

Tobb mint szaz éve vannak adatok arrdl, hogy a glukokortikoidok befolyésoljak a
thymus miikodését. Star a 19. szazad végén felismerte, hogy mellékvese alulmikodés
(Addison-kér) emberben thymus hypertrophiahoz vezet. Az 1920-as években patkany
modellben megmutattak, hogy adrenalectomiat kovetden thymus hypertrophia alakul ki, amit
adrenalinnal nem lehetett meggatolni, illetve, hogy stressz vagy gyogyszer altal indukalt
thymus atrophia meggatolhat6 volt adrenalectomiaval.

Ashwell és tarsai 1990-ben megjelent kozleményiikben T-sejt hibridoméakban és Th
sejtvonalakon leirtdk, hogy a glukokortikoszteroidok illetve a TcR-en keresztiili aktivacio
altal indukalt apoptosis in vitro kdlcsondsen antagonisztikusak, azaz a glukokortikoidok altal
kivaltott apoptosis a TcR-en keresztiili egyidejii aktivacioval gatolhatd. Ugyancsak a fenti
kutatocsoport 1994-ben kozolte, hogy a thymus epithel sejtek lokalisan glukokortikoidokat
termelnek ¢és feltételezték, hogy ezek parakrin médon szabalyozhatjdk a thymocytak érését. A
kolcsonds antagonizmus modell szerint (,,mutual antagonism theory”) a GC-k mddosithatjak a
TcR-en keresztiil érkezd szignalt, igy megakadalyozzak a DP sejtek apoptdzisat és pozitiv
szelekciot indukalnak. Azok a sejtek, amelyek egy bizonyos hatarérték alatti ,.erésségii”
(,,subthreshold) TcR jelet kapnak elpusztulnak ,,death by neglect” (részben a steroidok altal
indukalt apoptosissal), a nagy affinitds TcR-el rendelkez6 DP sejtekbe olyan ,.erds” TcR
szignal érkezik, amit a GC-k nem tudnak antagonizalni, ez negativ szelekciohoz vezet. Végiil
azok a DP sejtek élnek tul (pozitiv szelekcid), amelyek ,,kozepes erdsségli” TcR jelet kapnak
GC-k jelenlétében. Tehat mind a TcR szignal, mind a GC szignal apoptosist okoz, ha azonban
egyiitt érik a DP sejteket, taléléshez, pozitiv szelekcidhoz vezetnek.

Mas kisérletek ugyanakkor azt mutattdk, hogy a glukokortikoid hormon nem vesz
részt a pozitiv szelekcid szabalyozasaban. A Cole és munkatarsai altal eléallitott GCR-/-
egerek thymusdban normalis thymocyta differenciacié zajlik (sem a pozitiv sem a negativ
szelekcidban nem talaltak eltérést a normal vad tipusu egerekhez képest) annak ellenére, hogy

teljesen rezisztensek a GC-k altal indukalt apoptosisra. Ez az adat ugyan megkérddjelezi a



glukokortikoidok thymocyta fejlddésben betoltott szerepét, de az eltéréseket magyarazhatjak a

kisérleti rendszerek kozti kiillonbségek.

CELKITUZESEK

A glukokortikoidok T sejt fejlodésben betoltott szerepének tisztdzasara kétféle modellen
végeztiink kisérleteket: BALB/c és TcR transzgenikus AND beltenyésztett egereken. BALB/c
modellben a GC-k hatésait tudtuk elsésorban tanulméanyozni, a TcR szignal helyettesitésére
pedig anti-CD3 antitest kezelést alkalmaztunk. A TcR transzgenikus modellben viszont
lehetségiink nyilt a TcR specifikus antigén felhasznalasaval kozvetleniil a TcR GC

kolesonhatés vizsgalatara.

BALB/c egér modell:

1. Vizsgaltuk, hogy a nagy és kis dozisu szintetikus GC (dexamethason — DX) kezelés
hogyan modositja a thymocyta alcsoportok megoszlasat és gatolhaté-e ez GC
antagonista eldkezeléssel?

2. Befolyasolja-e az anti-CD3 antitest kezeléssel kivaltott TcR aktivaciot a nagy, illetve a
kis dozisu GC kezelés, kivalthato-e igy a DP thymocytak fokozott pozitiv szelekcioja?

3. A thymocyta alcsoportok citoplazmatikus GCR- és GCR mRNS expresszidjanak
jellemzése és valtozasainak kovetése nagy, illetve kis dozisu szintetikus GC kezelés
hatasara GC antagonista el6kezelés utan vagy nélkiil.

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

protein expresszid szintjén.

TcR transzgenikus egér (AND) modell:
1. Az antigén ill. GC kezelés hatasainak vizsgalata a thymocyta dsszetételre valamint
a pozitiv és negativ szelekciora.
2. A fenti kezelés hogyan befolyasolja a transzgént hordozo V3 TcR sejtek aranyat
az egyes thymocyta alcsoportokon beliil?

3. Hogyan befolyésolja a GC, illetve antigén hatds a thymocytak apoptosisat?



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Egerek kezelése: Balb/c egerek ip. oltdsa magas (10mg / ttkg), illetve alacsony dozisu
(1mg / ttkg) DX-al RU 486 (1 mg / ttkg) elokezeléssel vagy nélkiile. Anti-CD3 antitest
(145.2C11 - horesog anti-egér CD3 antitest) (5 vagy 50 pg / ttkg). Galamb citokrom C
(pigeon cytochrome C - PCC) specifikus VB3 TcR transzgénikus AND egerek oltasa
ip. antigénnel (PCC) 40 pg / egér 2 vagy 4 napig, nagy vagy kis dozisu DX-al ill.
kombinalt PCC és DX-al.

2. Aramlasi citometria a thymocytak sejtfelszini ill. intracellularis immunfluoreszcens
jelolését kovetden. Felhasznalt antitestek: anti-CD4-PE, anti-CD8-CyC, anti-CD8-
FITC, anti-CD69-FITC, anti-GCR-FITC, anti-VB3 TcR-PE. Harom ill. négyszini
mérés ¢s analizis Becton Dickinson FACS Calibur aramlasi citométeren a Cell Quest

program segitségével.

3. Korai apoptotikus sejtek aranyanak vizsgalata Annexin V-FITC jelolést kovetoen

aramlasi citométeren.

4. Thymocyta alcsoportok szeparilasa anti-CD4-PE ¢és anti-CD8-CyC kettds jeldlést
kovetéen az FL2-FL3 csatorndkon mért fluoreszcencia alapjan Becton Dickinson

FACS Vantage SE késziiléken a Cell Quest Pro programmal.

5. RNS szeparilas, reverz transzkripcid, és real-time PCR. Tri Reagenssel torténd
total RNS szeparaldst kovetden reverz transzkripciot végeztiink oligo dT primerrel. A
cDNS-bdl real-time PCR-t végeztiink Roche Light Cycler segitségével. Felhasznalt
primerek: Egér GCR forward: 5’- TGGTGTGCTCCGATGA — 3’, reverse: 5° —
AGGGTAGGGGTAAGCT — 3, (termék hossz: 328 bp, Tm: 60 °C), Egér [—aktin
forward: 5’-ATCATGTTTGAGACCTTCAACAC-3’, reverse: 5°-
TCTGCGCAAGTTAGGTTTTGTC-3’, (termék hossz: 825 bp, Tm: 57 °C).



EREDMENYEK

BALB/c modell

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

osszetételere

3-4 hetes BALB/c egerek thymusaban a thymocytak tipikus megoszlasa: 2-3 % DN,
70-80 % DP, 8-15 % CD4 SP és 4-5 % CDS8 SP sejt, azaz az €retlen, atmeneti érési stadiumot
képviseld DP thymocytdk jelentds talsulya figyelhetd meg az érett sejtekhez viszonyitva.
Mivel az érett SP sejtek €s az éretlen DP sejtek aranya jol jellemzi a thymusban zajlo T-sejt
differencidciot, ezért megvizsgaltuk az érett (CD4 SP és CD8 SP sejtek) valamint az éretlen
(DP) sejtek aranyéanak valtozésait. Egyszeri anti-CD3 kezelés, és kombinalt anti-CD3 +
alacsony dozisi DX kezelések hatasara szignifikdnsan nott az érett — éretlen sejtek aradnya
(mindkét esetben koriilbeliil 0.3), mig alacsony dézisi DX kezelés Onmagédban nem
befolyasolta ezt az aranyt (0.2) a kontrolhoz viszonyitva (0.21).

Mivel az egyszeri kezelések csak kismértékli valtozasokat okoztak a thymocytak
Osszetételében, megvizsgaltuk az ismételt DX kezelések hatasat is. A DP sejtarany
szignifikansan csokkent ismételt alacsony illetve magas dozisu DX kezelésre (18 % illetve 3
%-ra) a kontrolhoz viszonyitva (79 %). Az érett CD4 SP és CD8 SP sejtek aranya viszont
fokozddott mind alacsony, mind magas d6zist DX hatasara (CD4 SP 53 % illetve 43 %; CD8
SP: 24 % illetve 48 %) a kontrolhoz képest (CD4 SP: 15 %; CDS8 SP: 3 %) (10. abra). A DN
sejtek aranya nem valtozott a DX kezelések hatasara.

Ezek utan vizsgaltuk, hogy egy GC antagonistaval (RU 486) gatolhatok-e a thymus
Osszetételének DX indukalt valtozasai. RU 486 eldkezelés nem gatolta a thymocyta
alcsoportok aranyaiban DX kezelések hatasara kialakuld valtozasokat, és az RU 486 kezelés
Onmagaban nem okozott a thymocyta ardnyban eltérést.

A fenti adatokbodl kiszdmolva az érett SP / éretlen DP ardnyokat, a kontrollban
tapasztalt 0.27-rél ismételt kis illetve nagy dozisi DX kezelés hatasara szignifikans
novekedést talaltunk (4.28-ra, ill. 30.34-re) az egyszeri DX oltasokhoz viszonyitva, ami nem
volt gatolhatdé RU 486-al. Az RU486 kezelés 6nmagdban nem valtoztatta meg a thymus

Osszetételét.



2. A CDG69 expresszio valtozdasai

A CD69 expresszio fokozodasa a DP és CD4 SP sejteken a pozitiv szelekcio egyik
jellemzd markere. Ezért megvizsgéltuk a kis dozisi DX, anti-CD3 és kombinalt kezelés
hatasait a thymocytak CD69 expresszidjara. A CD69 pozitiv DP sejtek szama szignifikansan
nétt mind anti-CD3 (2.5 x 10°-al tdbb CD69+ DP sejt, mint a kontrollban), mind kombinalt
anti-CD3 és DX kezelésre (2.5 x 10°-al t5bb CD69+ DP sejt, mint a kontrollban). A CD69
pozitiv CD4 SP sejtszamot az anti-CD3 kezelés 6nmagaban is fokozta (2.5 x 10°-al tobb
CD69+ DP sejt, mint a kontrollban), a kombinalt anti-CD3 és DX kezelés pedig még tovabbi
ndvekedést okozott (5 x 10°-al tobb CD69+ CD4 SP sejt, mint a kontrollban). A DX kezelés
6nmagaban jelentdsen csokkentette a CD69 pozitiv DP (5 x 10°-al kevesebb CD69+ DP sejt,
mint a kontrollban) illetve CD4 SP (3 x 10°-al kevesebb CD69+ CD4 SP sejt, mint a
kontrollban) sejtek szamat.

Ezek az adatok arra utalnak, hogy az anti-CD3 6nmagéban és DX-al kombindlva is
pozitiv szelekciot valtott ki BALB/c egérben, a DX 6nmagaban viszont nem fokozta a pozitiv

szelekciot..

3. Anti-CD3 illetve DX kivaltotta apoptozis vizsgalata

A thymocyték érésében és szelekcidjaban kulcsszerepet jatszik az apoptozis. Ismert,
hogy a DX kezelés illetve a TcR-CD3 komplexen keresztiil kivaltott jelatvitel is apoptozist
valthat ki T sejt hibridomakban illetve thymocytakban. A programozott sejthaldl egyik
nagyon korai eseménye a sejtmembranban a foszfatidil-szerin (PS) molekuldknak a belso lipid
rétegbdl a kiils6be vald transzlokacioja. A kiilsé lipid rétegben megjelend PS molekuldkat
AnnexinV-el lehet kimutatni, ezért a korai apoptotikus sejteket AnnexinV jelolés utdn
aramlési citométeren detektaltuk. DX vagy anti-CD3 kezelés hatdsara nétt a korai apoptotikus
sejtek ardnya (21.5 illetve 18.1 %-ra) a kontrolhoz képest (9 %), mig a kombinalt kezelésre
nem valtozott szignifikansan a korai apoptotikus sejtarany (10.7 %).

Tehat a CD3 molekulan keresztiil érkezd, illetve a GC jelek 6nmagukban fokoztak a
korai apoptotikus sejtek szamat in vivo, egyiittesen azonban a thymocytak tulélését

eredményezték.



4. A thymocyta alcsoportok GCR expresszidja

Mivel irodalmi adatok felvetették, hogy a thymocytdk eltérd szinten expresszaljak a
GCR-t, mint a periféras T-sejtek, illetve hogy az egyes thymocyta alcsoportok eltéré GC
érzékenységet mutattak, megvizsgaltuk a thymocytdk GCR expressziojat fehérje és mRNS
szinten.

A thymocyta alcsoportok citoplazmatikus GCR fehérje szintjét dramlési citométeren
jellemeztiik. DP sejtekben mértiik a legalacsonyabb GCR expressziot, ezeket kovették a CD4
SP, CD8 SP ¢s DN sejtek.

Az egyes thymocyta alcsoportok GCR mRNS expresszidjat a sejtek szeparalasa utan
real-time PCR-el jellemeztik. DP thymocytakban talaltuk a legalacsonyabb a GCR mRNS
szintet, a CD4 sejtekben kétszeres, a CD8 SP sejtekben koriilbeliil négyszeres, a DN sejtekben
pedig 5.5-szeres GCR mRNS szintet mértiink a DP sejtekéhez viszonyitva. A GCR mRNS
szint valtozasokat a mintak aktin expresszio szintjéhez korrigaltuk.

A flow citometriaval mért citoplazmatikus GCR fehérje szintek és a real-time PCR-al
kapott GCR mRNS szintek jol korrelaltak. Frdekes médon a DP sejtek mutattik a
legalacsonyabb GCR expressziot, holott ez a thymocyta alcsoport a legérzékenyebb a GC

hatasokra. Ennek pontos oka, illetve jelentésége egyelére nem ismeretes.

5. A DX kezelés hatdsa a GCR expressziora

A tovabbiakban vizsgaltuk a GCR expresszido idobeni valtozasait egyszeri, nagy
dozisu DX kezelést kovetden. 4-8 ordval a DX beadasat kovetden a GCR mRNS szint 4-5-
szOor0s emelkedést mutatott, ezutdn viszont fokozatos csokkenés kovetkezett be 24 oraig,
amikorra a GCR mRNS szint a kezdeti érték 40-50 %-ra esett. Parhuzamosan vizsgaltuk a
citoplazmatikus GCR szint valtozasait is d&ramlasi citométeren. A GCR fehérje szint kb. 8 6ras
latencidval kovette a GCR mRNS szint valtozasait. RU 486 (GC antagonista) eldkezeléssel
nem lehetett a GCR mRNS illetve fehérje szint valtozasait gatolni. Az RU 486 dnmagaban
adva nem okozott szignifikans valtozast a GCR expresszioban.

Ezutan vizsgaltuk az egyes thymocyta alcsoportokban a GCR mRNS expresszid
valtozasat kis vagy nagy dozisi DX kezelés utan egy nappal. A GCR mRNS szint DN
sejtekben 73 % illetve 81 %-al, CD4 SP sejtekben 67 % illetve 74 %-al, mig CD8 SP
sejtekben 88 % illetve 93 %-al csokkent, DP sejtekben viszont valtozatlan maradt. GCR



mRNS szinten nem talaltunk kiilonbséget a nagy illetve kis doézisu DX kezelések hatasai
kozott.

A GCR mRNS szint valtozasi mellett megvizsgaltuk a thymocyta alcsoportok
citoplazmatikus GCR fehérje szintjének valtozasait is, anti-GCR-FITC antitesttel végzett
intracellularis jelolés utan aramlési citométeren. Kis illetve nagy doézisi DX kezelés hatasara
szignifikans citoplazmatikus GCR szint csokkenést tapasztaltunk DN, CD4 SP ¢s CD8 SP
sejtekben, nem valtozott azonban a DP sejtek GCR szintje. A nagy do6zisu DX kezelés fehérje
szinten nagyobb mértékli GCR szint csdkkenést okozott, mint az alacsony dézisu DX.

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

valtozott a GCR expresszio.

AND TcR transzgenikus modell

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

expresszal.

1. Thymocyta szam vialtozds antigén, DX illetve kombindlt kezelés hatdsdra.

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

antigén és DX kezelésre (4.3 + 3.5 milli6 sejtre) jelentdsen csokkent.

2. A thymocyta osszetétel valtozasai

AND thymusban a sejtpopuldcidok ardnyai jelent0sen eltérnek a normal Balb/c

egérétdl. Balb/c thymusban a DP sejtek alkotjdk a legnagyobb sejtcsoportot (60-70%),
emellett 10-15% CD4 SP, 5-8% CDS8 SP ¢és 2-5% DN sejtet taldlunk. AND thymusban a



legnagyobb sejtpopulacio a CD4 SP (60-70 %), a DP sejtarany 20-30 %, a DN sejt arany
pedig 5-6 %, CD8 SP sejt gyakorlatilag nincs az AND thymusban.

A DP sejtarany szignifikansan csokkent mind PCC (14 + 2.2 %), mind kis (2.7 + 0.8
%) illetve nagy doézisu (0.9 + 0.3 %) DX, mind pedig kombindlt (2.2 + 1.9%) kezelés
hatasara. Ezzel parhuzamosan szignifikans CD4 SP sejtarany novekedést figyeltiink meg:
PCC (65.7 + 5.6 %), kis vagy nagy dozisu DX (87.6 + 1.9 % illetve 78.5 + 13.6 % ), vagy
kombinalt kezelésre (74.2 + 1.1 %).

Az érett CD4 SP és éretlen DP sejtek aranya kontrol AND thymusban 2.3 + 0.7 volt.
PCC kezelés hatasara kétszeres emelkedés kovetkezett be (4.7 + 0.4), kis vagy nagy dozisu
DX illetve kombinalt kezelésre tovabbi szignifikdns emelkedést tapasztaltunk (91.4 + 34.6,
34.5 + 11.2 illetve 50.4 + 24.3).

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

fokozott kiérésének kdszonheto.

3. A V3 TcR expresszio valtozdasai PCC, DX illetve kombinadlt kezelésre

Kontrol, kezeletlen AND egérben a VB3 TcR trnszgént expresszald thymocytak
aranya az érés soran fokozatosan né (DN: 76.8 + 3.4 %, DP: 88.3 + 2 %, CD4: 99.5 + 0,3 %).
PCC kezelés hatdsara a DN sejtek kozott csokkent (51.8 + 13.5 %), a DP stddiumban viszont
valtozatlan maradt (83.8 + 4.4 %) a VB3 pozitiv sejt ardny. Kis dézisu DX hatdsira mind a
DN, mind a DP thymocytak kozott szignifikdnsan csokkent a V33 arany (62.3 + 9.1 % és 80.2
+ 1 %). Nagy dozisu DX szignifikdnsan csokkentette a VB3 pozitiv DN thymocyta aranyt
(34.5 + 8.6 %), mig kismértékben, de szignifikdnsan ndvelte a VB3 DP sejtek aranyat (98.2 +
3.1 %). A kombinalt PCC és DX kezelés hatdsara szignifikans esés kovetkezett be a V33
pozitiv DP sejtek ardnyaban (58.7 + 9.1 %). Egyik kezelés sem befolyasolta a V3 pozitiv
CD4 SP sejtek aranyat. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a kombinalt kezelés hatasara
az éretlen sejtek koziil els6sorban a Vb3 transzgént expresszald sejtek mutatnak fokozott

kiérést.
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4. A DP és CD4 SP sejtek CD69 expresszidja

Ezek utan azt vizsgéltuk, hogy ki lehet-e valtani CD69 expresszio fokozodast, azaz
pozitiv szelekciot PCC, DX vagy kombinalt kezeléssel. Kontrol egerekben a DP sejtek csak
koriilbeliil 1 %-a expresszalt CD69-et a sejtfelszinen. Mindegyik kezelés szignifikansan
megnovelte a CD69 expresszidt a DP sejteken (PCC: 5.1 + 2 %, kis dozist DX: 13.1 + 1.6 %,
nagy dozisa DX: 9.8 + 0.6 %, PCC + DX kis: 19.4 + 9.7 %). A CD69 pozitiv CD4 SP sejtek
aranyat a PCC, a kis dozisu DX ¢és a kombinalt kezelés szignifikansan fokozta (PCC: 29.7 +
10.9 %, DX kis 28.2 + 3.4 % és PCC + DX kis 49.3 + 28.2 %), a nagy d6zisu DX viszont nem
okozott jelentds valtozast a CD69 pozitiv CD4 SP sejtek aranyaban (9.2 + 0.3 %), a kezeletlen
kontrol értékekhez viszonyitva (11.5 + 4.7 %).

AND egérben antigén, alacsony dozisi GC vagy kombinalt kezelés esetén tehat
pozitiv szelekcio fokozddast észleltiink (mind a DP, mind a CD4 SP sejteken nétt a CD69

expresszio).

5. Korai apoptozis vizsgalata

Hasonléan a BALB/c modellhez, a korai apoptosis meghatirozasara a sejtek
AnnexinV kotését vizsgaltuk. Kontrol AND egerekben a DP sejtek 8.1 + 1,9 %-a mutatott
AnnexinV pozitivitdst. PCC kezelés nem okozott szignifikdns valtozast a korai apoptotikus
DP sejtek aranyaban (9.5 + 3.6 %). Kis dozisi DX ¢és kombindlt PCC + DX kezelés
szignifikansan ndvelte az AnnexinV pozitiv DP sejtek aranyat (36.5 + 9.7 % illetve 48.9 +
16.7 %-ra). A legjelentdsebb korai apoptotikus DP sejt arany-ndvekedést nagy dozisi DX
kezelés utan tapasztaltuk (70 + 12.45 %). A CD4 SP populacioban kis dozisi DX és
kombinalt PCC + DX kezelés okozott szignifikdns AnnexinV pozitivitds ndvekedést (6.8 +
3.2 % ¢s 20.6 + 16.6 %) a kontrolhoz viszonyitva (3.1 + 1 %).

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

BALB/c illetve AND TcR transzgenikus egér modellekben vizsgaltuk a
glukokortikoid hormon szerepét a thymocyta érés soran. A , kolcsonds antagonizmus modell”
szerint a GC hatas és a TcR-en keresztiili aktivacid is apoptozist indukalnak dnmagukban a
koztes érési stddiumban 1évé DP sejteken, ha azonban a két hatds egylittesen érvényesiil,
akkor tulélést eredményez. Ez valdsziniileg tigy jon létre, hogy a GC-k antagonizéljak az
egyébként letalis TcR jelet.

A GC hatast kis illetve nagy d6zisi DX oltassal modelleztiik. A TcR szignalt BALB/c
modellben anti-CD3 antitest kezeléssel, AND egerek esetében pedig a TcR specifikus antigén
kezeléssel valtottunk ki. Ebben a tekintetben a két modell egymastdl jelentdsen eltér, ugyanis
az anti-CD3 kezelés a sejtfelszini CD3 jelatviteli komplexet nagy affinitassal keresztkoti,
ezzel szemben a transzgenikus TcR az antigén fragmentumait MHC prezentalt formaban

kiilonb6z6 affinitassal ismerheti fel, igy tehat a jelek erdéssége és mindsége is kiilonbozik.

Legfontosabb eredményeink:

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

2. Az eltérd citoplazmatikus GCR szintek hatterében eltéré6 GCR mRNS expressziot
mértlink a thymocyta alcsoportokban.

3. A GC kezelést kovetden 4-8 oraval 4-5-sz6ros GCR mRNS expresszid fokozodas volt
tapasztalhatd, amit fokozatos csokkenés kovetett 24 oraig a kezdeti szint kb. felére. Az
mRNS szint valtozasokat 8 oras latenciaval kovették a GCR fehérje szint valtozasai.
GC antagonistaval nem tudtuk a fenti hatasokat gatolni és az antagonista dnmagaban
sem befolyasolta a GCR expresszidjat.

4. Nagy dozisi GC kezelésnek jelentds pro-apoptotikus hatasa volt a DP sejtekre, kis
dozisban viszont inkabb a pozitiv szelekcio iranyaba hatottak. Ezeket a hatasokat GC
antagonistaval nem lehetett gatolni. Anti-CD3 antitest és alacsony dozisu GC egyiittes
jelenlétében tovabb fokozta a pozitivan szelektalodott sejtek szamat.

5. AND TcR transzgenikus egér modellben kimutattuk, hogy bar 6nmagaban mind az

antigén kezelés, mind pedig a DX kezelés is fokozhatja a pozitiv szelekciot (nétt a
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CD4 SP sejtek aranya a DP sejtekhez képest ill. fokozodott a CD69 expresszio a DP és
CD4 SP sejtek felszinén), a kombinalt kezelés joval hatékonyabbnak bizonyult ebben.
6. A pozitiv szelekcio mellett a negativ szelekcid jeleként jelentésen csokkent thymus
0ssz sejtszamot mértiink mind antigén, mind DX mind pedig a kombinalt kezelések
utan.
7. Fokozott apoptosist tapasztaltunk féleg nagy dozisit DX, a kombinalt antigén és DX

kezelést kovetOen.

Osszefoglalva kisérleteink eredményeit, sikeriilt kétféle egértdrzsben jellemezniink a
glukokortikoidok szerepét thymocytak érésében illetve szelekcidjaban in vivo. TcR szignal és
GC jelenlétében a DP sejtek pozitiv szelekcigjat tudtunk indukéalni. Megmutattuk, hogy a
thymocyta alcsoportok kiilonb6zé mértékben expresszalnak a GCR-t, illetve a GC-k hatdséara
kiilonbozéképpen valtozik a GCR expresszid DP sejtekben, mint a masik harom alcsoportban.
Ezen eredményeink felvetik a nem klasszikus GC hatdsmechanizmusok részvételét
thymocytakban. A tovabbiakban az egyes jelatviteli utakkal valod kdlcsonhatasok tisztazasaval

még pontosabb képet nyerhetiink a GC-k szabalyoz6 szerepérdl a thymusban.
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A GCR és a TcR jelatviteli utak kolcsonhatasainak lehetséges pontjai. A GCR nem csak
transzkripcios faktorként befolyasolhatja a DP thymocytak sorsat, hanem citoplazmaris

kolesonhatasok is részt vehetnek a pozitiv illetve negativ szelekcios jel kialakitasaban.
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Tamasnak (molekuléris bioldgiai vizsgalatok), Dr. Palinkas Laszlonak (aramlési citometria,
allatkisérletek), Dr. Bartis Domokosnak, Papa Laszlonénak ¢s Dr. Melczer Attilanénak a
technikai segitségért valamint az Immunolégiai és Biotechnolégiai Intézet minden
dolgozdjanak.

Dr. Szondi Zsuzsannanak (DE-OEC, Biokémiai ¢s Molekularis Biologiai Intézet) az TcR
transzgenikus egerekért.

Munkénkhoz az NKFP 1/48/2001, NKFP 1/26/2001 illetve az ETT — 593/2003 palyazati

tdmogatasokat hasznaltuk fel.
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