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BEVEZETES

A mellékvese altal termelt glukokortikoid hormonoknak (GC-k) szertedgazo
¢lettani hatasaik vannak és mindezek mellett alapvetden befolyasoljak az immnunrendszer
kiilonb6z6 sejtes elemeinek funkcidit. A szintetikus GC-analégokat (pl. Dexamethasone,
Methylprednisolone)  kiterjedten hasznaljdk a  klinikumban immunszuppressziv
gyogyszerként kiilonb6z6 autoimmun és mas betegségek kezelésében.

A GC-k intracellularis receptoron, a glukokortikoid receptoron (GR) hatnak. A GR
ligandkotés utan kiillonbozd jelatviteli utvonalakat indithat el, melyek magyarazzak
egyrészt a lassan kifejlodo klasszikus, genomikus hatdsokat, masrészt a rovidebb id6 alatt
létrejové  alternativ, nem-genomikus hatasokat. A GR a citoplazmaban egy
fehérjekomplexhez kapcsolddik (melynek fontosabb tagjai a hdsokk- és kiilonbdzd
immunofillin fehérjék) majd ligandkotés hatasara errdl a komplexrdl levalva a sejtmagba
transzlokalodik, ahol a DNS meghatarozott szakaszaihoz, a GRE-khez (glucocorticoid

response element) kotddik és a géntranszkripcidt szabadlyozza (genomikus hatds). A

genomikus hatasok altaldban 6rdk-napok alatt kdvetkeznek be. Az utobbi évek kutatasai

szerint a GC-knek a klasszikustdl eltérd_nem-genomikus hatasai is vannak, amelyek akar

perceken beliil is 1étrejohetnek: 1.) A GC-k képesek a membrantranszport-folyamatok €s a
membranpermeabilitas befolydsolasara 2.) Egyes GC-indukalta apoptozisra rezisztens
sejtekben, példaul monocytdkon és B-sejteken membran-GR-t is azonositottak 3.) A GR
képes mas citoplazmatikus fehérjékhez kapcsolodni (Példaul Jurkat huméan T-sejtes
leukémia sejtvonalban, a T-sejt jelatvitelben kulcsszerepet betolté ZAP-70 kinaz a GR
egyik molekularis partnere).

A legljabb eredmények szerint a GR a GC-indukélta apoptézisra érzékeny

sejtekben, a GC-rezisztensekben nem, nemcsak a sejtmagba, hanem a mitokondriumba is
transzlokalodik, és ezaltal képes egyeldre még ismeretlen mechanizmussal az apoptotikus
kaszkadot aktivalni. A GR mitokondrialis transzlokacidja utdn lehetséges
hatdsmechanizmusként felvetddik: 1.) a mitokondridlis membranpotencial szabalyozasa 2.)
a GR pro-, illetve antiapoptotikus fehérjékhez valé kotddése 3.) a mitokondrialis DNS-hez
valo kotodés és a mitokondrialis génatiras szabalyozasa 4.) a nukledris receptorokon kiviil
egyéb transzkripcios faktorokat is azonositottak a mitokondriumban, mint pl. NF-xB, AP-

1, NFAT, szerepiik azonban nem teljesen ismert.

A T-sejtek az adaptiv immunrendszer 6 sejtes alkotdelemei kozé tartoznak a B-

sejtek mellett. Antigénreceptoruk a T-sejt receptor (TcR), lancosszetétele alapjan af- €s



v0- TcR-t kiilonboztetink meg. A T-sejtek az antigént, mely altalaban fehérje, az
antigénbemutatas folyamata soran ismerik fel, ami a CD4" T-sejtek esetében az MHC II
komplexen keresztiil torténik, a CD8" T-sejtek esetében pedig az MHC I-en. A T-sejtek
tobblépcsods, bonyolult érési folyamata a csontvel6ben kezdddik, majd a thymusban
folytatddik, melynek végeredménye az a naiv, antigénnel még nem talalkozott T-sejt
készlet (,,repertoire”), amely a periférias nyirokszervekbe vandorol, hogy effektorsejtekkeé

differencidlodjon és ellassa feladatat.

A thymus a 3. és 4. garattasakbdl kezd el fejlodni, az embryonalis fejlédés 10-11.
napjan, amiben a ,,forkhead box” transzkripcios faktor csaladba tartoz6 Foxnl molekula
kulcsszerepet jatszik. A Foxnl transzkripcids faktor expresszidjat a Wnt-4 glikoprotein
molekula indukalja egyelére még ismeretlen jelatviteli 1épéseken keresztiil. Részleteiben
még nem tisztdzott a Foxnl-nek a thymus késébbi fejlodésében betdltott szerepe. A
thymusban az embrionalis fejlédés 14. napjara alakul ki a cortex-medulla
kompartmentalizacid, biztositva a megfeleld molekularis és stroma kornyezetet a fejlodod
T-sejteknek. Az epithelium tovabbi differencidlodasa és szegregalodasa a keratin (K) és
mas kiilonb6zé gének expresszids-szintjeinek valtozasaival fiigg 0ssze. Minden thymus
epithelialis sejt (TEC) expresszalja a felszinén az EpCAM-molekulat, a medullaris
epithelsejtek (mTEC) magasabb ardnyban, mint a corticalisak (cTEC), a cTEC ezen kiviil
pedig Ly51 marker koexpresszidjaval is azonosithato (EpCAM Ly51"), ez az antigén az
mTEC felszinén nem talalhaté meg (EpCAM ™~ Ly51°). Ezenkiviil pedig az mTEC K5'K§',
a cTEC pedig KSK8" fenotipusuak.

A T-sejtek fejlodését a thymusban 1.) thymocytak és a stromasejtek kozotti direkt
sejt-sejt kapcsolatok (Notch a thymocytdkon ¢és ligandparja a Jagged thymus
epithelsejteken) €s 2.) stromasejtek altal szekretalt szolubilis molekuldk — citokinek (IL-7),
kemokinek (CCL19, CCL25), a Wnt-glikoprotein-csalad tagjai (kiilondsen a Wnt-4) ¢és
kiilonféle hormonok (pl. GC-k) - befolyasoljak. A fejlédési szakaszok feloszthatoak korai
(az éretlen, CD4 CD§ kettdsen negativ (DN) sejtek proliferacioja) és késéi (a CD4 CDS”
kettésen pozitiv (DP) sejtek szelekcidja és az érett sejtek kikeriilése a perifériara)
szakaszra.

A DP-sejtek a pozitiv szelekcio soran a cortexben kdzvetlen kapcsolatba kertilnek a

cTEC-ekkel, amelyek MHC-n keresztiil kiilonb6zd peptideket prezentdlnak nekik. Ha a
DP-sejtek nem tudnak az epithelialis sejtek MHC-jéhez kotddni talélési szignal hidnyaban



apoptozissal elpusztulnak (,,death by neglect”). A tuléld sejtek ezutan negativ szelekcion
esnek at, amely a sajat antigénekhez tal erdsen k6tddd, potencidlisan autoreaktiv sejteket
pusztitja el az aktivacio indukalta sejthaldl (AICD) mechanizmusaval. A thymusbol
kikeriild érett sejtek, CD4" vagy CD8" egyszeresen pozitiv (SP) fenotipusiiak. Az mTEC a
negativ szelekcidban az egyszeresen pozitiv sejteknek szoveti antigéneket (TRA-tissue
related antigens) expresszal bizonyos kombindciokban (,,promiscuous gene expression’) az
AIRE (autoimmune regulatory element) transzkripcios faktor segitségével, hogy a
thymuson kiviil meg tudjak kiilonboztetni a sajatot a nem sajattol és igy kialakul a centralis

tolerancia a thymusban.

crcr

sejtek, illetve a thymocyték (foleg a DP sejtek) apoptozisat okozzak. Ujabb adatok szerint,
a terapidsan széles korben alkalmazott immunszuppresziv szerek (ciklofoszfamid,
ciklosporin A), valamint a GC-analdég Dexamethasone (DX) blokkoljak a thymus
a thymocyték pusztulasa, mind pedig az epithelsejtek funkcidjanak megvaltozasa szerepet
jatszhat. Bar a thymocytdk GC-indukélta apoptozisarol sok adat gyiilt Ossze, a GC-k
thymus epithelsejtekre kifejtett hatdsai még feltarasra varnak.

Erdekes, hogy a thymocyta alcsoportok koziil a DP-sejtek a legérzékenyebbek a
GC-indukalta apoptozisra, alacsony GR fehérje és mRNS expresszidjuk ellenére, és a GC
okozta GR downreguléci6 is defektiv ezekben a sejtekben. Tovabbra sem ismert ennek a
fokozott GC-érzékenységnek a hattere. Korabbi munkank alapjan, T-sejt receptor
transzgenikus egérben a DP thymocytak GC-indukalta apoptdzisa mar 4 oran beliil
mérheté. A talélé DP-sejtekben pedig az antiapoptotikus Bcl-2 fehérje jelentosen
emelkedett szinjét talaltuk. Azonban a GR intracellularis eloszlasa és ,,mozgasa“ a
thymocytédkban ezen folyamatok soran még ismeretlen volt.

A GC-indukalt apoptdzis soran kiilonb6zo sejtekben (igy thymocytdkban is) tobb
biokémiai valtozast azonositottak: ezek a Ca2+-mobilizécic'), az Src- és a Cdk2-kinazok
aktivacidja, majd ceramidképzddés a foszfatidilinozitol-specifikus foszfolipdz C és a
savanyu szfingomielinaz aktivaciojakor. Az elébb emlitett szamos irodalmi adat mas
munkacsoportok, valamint a mi el6z6 munkank eredményei alapjan felmeriilt, hogy
alternativ GR-jelatviteli utvonalak és a Bcl-2 fehérje érintettsége miatt a mitokondralis

utvonal is aktivan részt vehetnek a DP-thymocytdk GC-indukalta apoptdzisaban.



CELKITUZESEK

A bevezetoben részletezett kérdések alapjan munkank sordn az alabbi célokat tliztiik ki:

Mivel a GR mind a genomikus, mind a nem-genomikus GC hatasok kozvetitésében

szerepet jatszik, ezért vizsgalni kivantuk:

s rer

Mivel a morfologiai vizsgéalatok soran felmeriilt a mitokondridlis GR jelenléte a

thymocytakban, valamint esetleges részvétele az apoptozis folyamatainak iranyitasaban,

ezért

crer

thymocytdkban kiilonds tekintettel a GC-indukalt apoptdzisra érzékeny DP-
sejtekre.
Jellemezni kivantuk az in vitro nagydozist GC kezelés mitokondrialis funkciéra

gyakorolt hatasat.

Munkénk masik részében a thymus epithelsejtek GC-indukalt funkcié zavara mogott

rejlé molekularis mechanizmusok vizsgalatat tiiztiik ki célul.

4.

Elemezni szerettiik volna a DX-kezelés thymus epithelialis sejtek szervezddésére
gyakorolt in vivo hatasat.

Jellemezni akartuk a thymus epithelialis sejtek altipusait, valamint a T-sejt
Tanulmanyozni kivantuk a DX-kezelt thymus epithelsejtek T-sejt fejlodést

tamogato funkcidjanak valtozasat in vitro T-sejt fejlodés modellben.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok
Munkank soran 3-4 hetes BALB/c egerekkel dolgoztunk. A kisérletes munkak

megfeleltek a Pécsi Tudoményegyetem Allatetikai Bizottsaga altal megéllapitott
szabalyoknak.

Sejtvonalak

Sp-2 egér myeloma és RBL2H3 patkany bazofil leukémia sejtvonalakat hasznaltunk
munkank sordn. A sejteket hagyomanyos 10% FCS tartalmi DMEM médiumban
tenyésztettiik, penicillin (10 egység/ml) és streptomycin (10 egység/ml) antibiotikum

kombinacio jelenlétében.

Thymocyta és thymus epithel sejt preparalas

A kisérleti allatok feldldozdsa utan thymusukat -eltavolitottuk, mechanikusan
homogenizaltuk, majd a kapott szuszpenzidt vattdn atsziirtiik. A sejtek viabilitasat
tripankék festék kizarasos teszttel hataroztuk meg.

A DP-sejteket magnesesen Easysep anti-PE (StemCell Technologies) szelekcios
koktéllal, pozitiv szelekcioval izolaltuk, anti-CD4-FITC és anti-CD8-PE antitestkoktéllal
torténd kettds jelolés utan.

Thymus epithelsejteket (EpCAM -sejtek) RNS-izolalasra a thymus kollagenazzal valo
sejtszeparalassal, EpCAM-FITC antitesttel tortént jelolés utdn, pozitiv szelekcioval

izolaltuk.

In vivo és in vitro Dexamethasone kezelés

In vivo, a kisérleti egereknek 20 mg/kg glukokortikoid-analég Dexamethasone-t (DX)
(Organon, Oradexon) adtunk (PBS-ben oldva) intraperitonealisan, a kontroll allatoknak
pedig PBS-t. Az allatokat 24 6ra, 72 ora, illetve 1 hét utan aldoztuk fel.

In vitro, a thymocytakat ¢s a sejtvonalakat szérummentes médiumban, 1 uM DX-nal
(Sigma) kezeltiik 30 percig, a reakciot pedig jéghideg PBS-aziddal allitottuk le. A kontroll
sejteket a megfeleld higitdsban oldoszerrel (a DX-t DMSO-ban tartottuk) kezeltiik.



CMX-Ros feltoltés, sejtfelszini és intracellularis jelolések

A mitokondriumok jelolésére és a mitokondrialis funkcid mérésére a CMX-Ros
(chloromethyl-X-rosamine) = mitokondridlis  indikatort  haszndltuk 1  pg/ml-es
koncentracioban, amely a voros csatornaban detektalhato (aramlasi cytometriaval FL2-ben,
ex. 579 nm, em: 599 nm). A feltoltést 37°C fokon végeztiik, 30 percig, szérummentes
RPMI médiumban, a DX-kezeléssel parhuzamosan. A sejtfelszini a-CD4 és a-CD8 jelolést
(Pacific blue és Alexa fluor 647 fluorokromokkal konfokalis mikroszkopidra; és FITC,
valamint CyC fluorokromokkal aramlési cytometridra) jégen, jeldlopufferben (0,1 % BSA-
t és 0,1 % NaNj-t tartalmazo PBS) 30 percig végeztiikk. Ezutan jeldldpufferrel mostuk a
sejteket, majd 20 percig 4%-os PFA fixalas kovetkezett, mely utdn az Intézetlinkben
eldallitott monoklonalis a-GR antitesttel (SE4-B1-klon) jeloltiik a sejteket intracellularisan
0,1% szaponin tartalmu jelolopufferben. A sejteket végiil cytocentrifugdval targylemezre
centrifugéltuk, vagy FACSFix (0,5% PFA PBS-ben) oldatban tartottuk a flow cytometrias
mérésig. Az aramlasi cytometrias analizist a CellQuest programmal végeztiik, 10.000
eseményt rogzitettiink, a tormeléket és az elpusztult sejteket morfologiajuk alapjan
kizartuk az analizisb6l, a thymocyta alcsoportokat pedig a sejtfelszini CD4 és CDS
expresszio alapjan kiilonitettik el. A thymocyta alcsoportok CMX-Ros atlagos

fluoreszcencia intenzitasat (MFI) hisztogramokon abrazoltuk.

Konfokalis mikroszkopia

Az Olympus Fluoview 300 konfokalis mikroszkopot €és az Olympus Fluoview
FV1000S-I1X81 fotérendszert hasznaltuk munkankhoz. A jeleket négy kiilonb6zo
csatorndban detektaltuk: DIC (differencial interferencia kontraszt), a CD4-et UV kozeli
csatornaban, a GR-t a FITC (zo6ld) csatornaban, a CMX-Rost a vords csatornaban, a CD8-
at pedig a tavoli vorosben. Szekvencialis pasztazasi modot, valamint Kalman zajsziirést
hasznaltunk, hogy a spektralis atfedést a csatornak kozott elkeriiljiik. A jeleket 3-3
latotérben gytjtottink és a CMX-Ros és a GR kozotti morfologiai kapcsolatot

(kolokalizaci6) elemeztiik.

Digitalis képelemzés, kvantitativ mikroszkopia

100 kontroll és 100 DX-kezelt DP sejtben elemeztiik a GR - CMX-Ros kolokalizacio
mértékét. Az Imagel] szoftvert (http://rsb.info.nih.gov/ij) hasznaltuk a kolokalizacios
kiegészitd modullal (pluginnal). A szoftver a GR — CMX-Ros kolokalizalt pontokat egy



kiilon képen fehér pontokként jelenitette meg, amely pixeleket megszamoltuk majd

abrazoltuk.

Szubcellularis frakcionalas

A mitokondrium frakciok izolalasdhoz mitokondrium izolalé kitet (Pierce) hasznaltunk
a gyari eldirdsokat kovetve, kisebb modositasokkal. Az oldészerrel és DX-nal kezelt
thymocytdkat megmostuk jéghideg PBS-ben, majd a sejteket lizaltuk. 800g-vel valo
centrifugdlds utan a magfrakciokat haromszor 0,5% NP-40 detergenst tartalmazé TBS
pufferrel mostuk, majd a pelletet 10 %-os merkaptoetanolt is tartalmazd SDS-
mintapufferben (125 mM Tris, 4% SDS, 10% glycerol, 0,006% bromfenolkék) vettiik fel
¢s megfoztiik. A posztnuklearis szupernatanst egyszer 3000g-vel 15 percig, majd 12000g-
vel 5 percig centrifugaltuk, a pelletet 10% merkaptoetanolt tartalmazé SDS-mintapufferben
felvettilk, majd megfoztiikk. Citoplazma frakcioként a 3000g utani centrifugalasi 1&épés

szupernatansat hasznaltuk fel.

Western blot és denzitometria

A sejtfrakciokat megfoztiik és 7, 10 vagy 15%-os poliakrilamid gélen futtattuk meg. A
géleket egy €jszakan at blottoltuk nitrocellul6z membranra a Bio-Rad Trans-Blot rendszer
segitségével. A blottolds utdn a membranokat 2%-os BSA — vagy 1% tejpor tartalmu
pufferrel (2% BSA, 10 mM Tris, 100 mM NacCl és 0.1% Tween 20, pH 7.4) telitettiik. A
blotokat anti-GR, anti-B-aktin, anti-citokrém c egér monoklonalis antitestekkel, anti-
hiszton-H1 nytl poliklonalis antitesttel inkubaltuk, majd a megfeleld anti-egér-HRPO ¢és
anti-nyul-HRPO maésodlagos ellenanyagokkal hivtunk el6. A blotokat denzitometriaval
analizaltuk, a GR relativ denzitasokat a megfeleld frakcidkban az aktin, citokrom c, hiszton
H1 csikok denzitasdhoz normalizaltuk. A denzitometrias méréseket a BioRad Quantityone

szoftvercsomaggal végeztiik el.

Immunfluoreszcencia thymus metszeteken

Az egerek eltavolitott thymusabol 5-10 um vastag fagyasztott metszeteket készitettiink,
majd a kovetkezd ellenanyagokkal festettiik aceton fixalas és 5% BSA-tartalmi PBS
pufferrel vald telités utdn: GR-FITC (5E4-B1) és EpCAM/a-patkany-Cy3; EpCAM-FITC
¢és Ly51-PE; EpCAM-FITC és MHC Il/a-patkany-PE, EpCAM-FITC egyiitt a poliklonalis
kecske Wnt-4/a-kecske-PE parral. A metszeteket Olympus fluoreszcens mikroszkoppal

analizaltuk.



Reaggregalt thymus szerv kultura (RTOC)

A thymus epithelsejteket a CD45 expresszido hianya és az EpCAM pozitivitas
alapjan szelektaltuk magnesesen. A TN (triple negative), éretlen thymocytékat (CD3°CD4
CDS8) kezeletlen felnétt egérbol, CD3/CD4/CD8 magneses deplécioval izolaltuk. A
thymus epithelsejteket 4:1 aranyban centrifugaltuk 6ssze a thymocytakkal, majd 1 hét utan
a kultarakban a thymocytdk CD4/CDS8 expresszidjat analizaltuk. Ahhoz, hogy az RTOC-
bdl szarmazo6 thymocyta alcsoportokat helyesen el tudjuk kiiloniteni, parhuzamosan festési

kontrollként teljes thymocyta szuszpenzion is elvégeztiik a CD4 és CD8 jeldlést.

Real-time PCR

A magnesesen szepardlt thymus epithelsejtekb6l 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 real-time PCR
reakciot az ,,Sybrgreen master mix“ vagy ,,Tagman master mix“ (mindketté Applied

Biosystems) segitségével végeztilk. A felhasznalt primerek szekvencidi az alabbi

tablazatban olvashatoak.

Gén Forward primer Reverse primer

CD45 5’-CCG GAA TTC CGG ATG GGT TTG | 5’-CCG CTC GAG CGG CTA ATC ACT
TGG CT-3’ GGG TG-3’

GR 5’-TGG TGT GCT CCG ATG A-3’ 5’-AGG GTA GGG GTA AGC-3’

FoxN1 Applied Biosystems TagMan probe
PN4351272 (Mm00477457 ml)

Keratin 5 (K5) | 5’-CCCTCT GAA CCT GCA AAT CG- 5’-TGA TCT GCT CCC TCT CCT CAG
3 T-3’

Keratin 8 (K8) | 5’-TCA GCT ACG GAA TGA GCT CCT | 5’-GTG GTG CGG CTG AAA GTG T-3’
T-3

Keratin 14 5’-CCT CTG GCT CTC AGT CAT CCA- | 5>-TGC ACA TCC ATG ACC TTG GT -

(K14) 3’ 3

Keratin 18 5’-CGC TTG GTG GAG GAT GGA-3’ 5’-TGC ACA GTT TGC ATG GAG TTG-

(K18) 3

CIITA 5’-CTA GCC AAG TCC CTC CTA 5’-ATC TCA GAC TGA TCC TGG CAT-
AGG-3 3

AIRE 5’-ACC TAA ACC AGT CCC GGA 5’-CGA GGC TCC AGT GCT T-3’
AAG-3

MHC I (H2D1) | 5’-ACCT GCA GTT CGC CTA TGA 5’-CCG CCG TCC ACG TTT TC-3’
AG-3’

IL-7 5’-ACT ACA CCC ACC TCC CGC A-3* | 5>-TCT CAG TAG TCT CTT TAG G-3°

Wnt4 5’-CTC AAA GGC CTG ATC CAG AG- | 5’-TCA CAG CCA CACTTC TCC AG-3’
3 9

18S rRNA 5’-GGG TCG GGA GTG GGT AAT TT- | 5’-AGA AAC GGC TAC CAC ATC
3 CAA-3

18S rRNA Applied Biosystems TagMan probe

Taqman 4352656-0701012




Statisztikai analizis
Munkénk soran az adatokat atlag + standard deviacioként (SD) tiintettiik fel és
Student-féle  t-tesztet  hasznaltunk a  kiillonb6zd  csoportok  eredményeinek

Osszehasonlitdsara, a p<0,05 eltérést fogadtuk el statisztikailag szignifikdnsnak.

EREDMENYEK ES MEGBESZELES

A mitokondrialis GR DP-thymocytakban

Korabbi munkank sordn flow cytometrids mérésekkel és kvantitativ PCR-al is
igazoltuk (mas laboratorium eredményeivel egyezden), hogy a DP-sejtek expresszaljak a
GR-t a legalacsonyabb szinten. A receptor intracellularis eloszldsa azonban ezekben a
sejtekben nem volt ismert, ezért jelenlegi munkank soran ezt tisztaztuk elészor. Aramlasi
cytometriaval, valamint real-time PCR-ral kapott eredményeinkhez hasonléan konfokalis
mikroszkopos modszerrel vizsgalva a DP-sejtekben expresszalddik a legkevesebb GR az
éretlen DN és az érett CD4 -, valamint a CD8" SP sejtekhez viszonyitva. Emellett eltérd
festddési mintazatot is taldltunk. A DP-sejtekben a GR eloszlasa granularis, mig a CD4"
SP-sejtekben homogén. A DP-sejtek domindns granuléris festédési mintdzata utalt arra,
hogy a GR ezekben a sejtekben mitokondrialis elhelyezkedésii lehet. A CMX-Ros — GR
kozotti atfedést mind a 4 kontroll thymocyta alcsoportban megvizsgaltuk €s minden

sejtcsoportban talaltunk bizonyos szintii kolokalizaciot.

A DP sejtekben tovabb analizaltuk a CMX-Ros és a GR kozotti morfoldgiai
kapcsolatot és érdekes modon azt talaltuk, hogy in vitro DX kezelés hatasara a GR foleg a
mitokondriumba, nem pedig a sejtmagba transzlokalodott. Mivel a GR a DP-sejtekben nem
transzlokalodott a sejtmagba, ezért morfoldgiai (és modszertani) kontrollként ugyanazon
protokoll szerint elvégeztiik a jeloléseket két sejtvonalon is, az Sp-2 egér myeloma- és az
RBL2H3-patkany leukémia sejtvonalakon is. Az Sp-2 sejtvonalban a GR nem
transzlokalodott a magba 30 perces DX-kezelés hatasara. Az RBL2H3-sejtvonalban a GR
mar 10 perces DX expozicidé utan a sejtmagba transzlokalddott, ez 30 perces expozicid
utan mar teljes volt, tehat modszeriink alkalmas a GR transzlokéacio szubcellularis

morfologiai vizsgalatara.

crer

kovetni tudjuk, tobb latdtérben véletlenszeriien kivalasztott 100 kontroll és 100 DX-kezelt
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DP-sejtben a CMX-Ros és a GR csatornaban is detektalhatd, kolokalizalt pixeleket
meghataroztuk az ImageJ szoftvercsomag kolokalizaciés pluginje segitségével. Erdekes,
hogy a kontroll sejtekben is megfigyelhetd volt kolokalizacié alacsony szinten, amely
valésziniileg azzal magyarazhaté, hogy a thymocytdk a thymusban egy GC-gazdag
mikrokornyezetben talalhatéak, ami mar in vivo mitokondrialis GR lokalizaciot
eredményezhet. Egy masik lehetséges magyarazat az lehet, hogy egy GR frakcio
eredendden a mitokondriumban is megtalalhatd, mint ahogy azt egyes sejtvonalakban is

leirtak.

A CMX-Ros aramlasi cytometrids mérésre is hasznalhato, hiszen a fluoreszcencia
intenzitds (MFI) a mitokondridlis membranpotencialtol fiigg. Sejtfelszini jelolésekkel
kombindlva meghataroztuk az egyes thymocyta alcsoportokban a CMX-Ros atlag
fluoreszcencia intenzitast, amely a DP sejtekben bizonyult a legalacsonyabbnak
dsszehasonlitva a DN, valamint a CD4" és a CDS8" SP sejtekkel. Mivel a DP sejtek a
legérzékenyebbek a GC kivaltott apoptozisra, ezért vizsgaltuk a CMX-Ros MFI
valtozasokat a DP-sejtekben DX hatasara. Harminc perc DX-kezelés hatasara szignifikans
CMX-Ros MFI csokkenést tapasztaltunk a DP-sejtekben, ami valoszinlileg a

mitokondrialis funkci6é romlasanak egyik korai indikatora.

Ahhoz, hogy a morfologiai eredményeket Western-blottal is alatdmasszuk, a
thymocytakbdl citoplazma, mitokondrium ¢és sejtmag frakciot izolaltunk. A szubcellularis
frakcionalast elvégeztik mind teljes thymocyta szuszpenzion (minden alcsoportot
tartalmaz), illetve késobb tisztitott DP-sejteken is. 3-4 hetes BALB/c egérben a thymocytak
kb. 80%-a DP-sejt. A szeparalatlan sejtekben DX-kezelés hatdsira a GR szintje a
citoplazmaban szignifikdnsan lecsokkent, mig egy hatarozott frakcio valt detektalhatéva a
mitokondriumban ¢és a sejtmagban. Az erés GR-reaktivitas a sejtmagban valdsziniileg azzal
magyarazhat6, hogy a tobbi thymocyta alcsoportban joval magasabb a GR-expresszio,
amely szignifikdnsan hozzajarulhat a kapott magi reaktivitaishoz. A szubcellularis
frakcionalast megismételtiik magneses sejtszeparalassal tisztitott DP-sejteken is. Sikeriilt
igazolnunk, hogy a DP sejtekben a GR valdban csak a mitokondriumba transzlokalodik, a
sejtmagba nem.

Mivel feltételeztik, hogy a GR a mitokondriumban az apoptézis kaszkadot
proapoptotikus  fehérjéken  keresztiil  aktivalhatja, valamint ligandkotés  utan

citoplazmatikus partnerérél, a Hsp-90 fehérjérél levalva, esetleg egy masik
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hésokkfehérjével kapcsolddik, ezért a tovabbi munkdnkban lehetséges mitokondrialis
fehérje célpontként a Bak és a Bax proapoptotikus fehérjéket, valamint a Hsp60-at
vizsgéltuk. A fehérjeasszociaciok igazolasara magnesesen tisztitott DP-sejtek
mitokondriumabol végeztiink immunprecipitaciokat. Eldzetes eredményeink alapjan
valoszinlsitjiik, hogy a GR a mitokondriumban a Hsp-60 ¢és a Bak fehérjékhez

asszocidlodhat, ez azonban tovabbi megerdsitést igényel.

A GC-K hatasanak vizsgalata a thymus epitheliumon in vivo

A thymus epithelialis sejtek fontos szerepet jatszanak a T-sejtek fejlodésében,
azonban egyeldre elég kevés adat van arrol, hogy a GC-k befolyasoljak-e funkcidjukat.
Egy nemrég megjelent kozlemény szerint magas dozisu DX-kezelés lecsokkenti mind a
corticalis, mind pedig a medulléris epithelialis sejtek szamat. Ezek alapjan célunk volt azon
molekulak azonositasa, amelyek ezt a folyamatot kozvetithetik.

A GC-k hatasaikat nagyrészt a GR-en keresztiil fejtik ki, ezért elsonek felmeriilt az
a kérdés, hogy vajon az egér primer thymus epithelium expresszal-e GR-t. A GR t6bb
szerv epithelialis kompartmentjének fenntartasdhoz is sziikséges, mint példaul a bor és a
tidd. A TEC ¢és a thymocytdk GR  expresszigjadt PCR-technikaval és
immunfluoreszcenciaval is igazoltuk.

Immunfluoreszcens vizsgéalatokkal kimutattuk, hogy egyszeri DX-kezelés utan 24
oraval a thymusban csokken az epithelialis sejteken az EpCAM ¢és a Ly51 expresszidja.
Ezen két molekula expresszidja 72 éraval a DX-injekcid utan részleges, 168 ora utan pedig
majdnem teljes regeneracio jeleit mutatjadk morfologiailag.

A tovabbiakban a thymus epithelsejteken expresszalodd, a T-sejt fejlodést
befolyasold fehérjéket vizsgaltunk morfoldgiai szempontbdl a thymus epithelsejteken. Az
MHC 1I jelenléte a thymus epithelialis sejteken fontos a megfeleld T-sejt készlet
kialakitasahoz, ezért vizsgaltuk expresszidjanak valtozasat immunfluoreszcenciaval. Az
MHC 1II molekula expresszié csokkenését 24 oraval a DX kezelés utan detektaltuk a
thymus epithelsejteken (EpCAM-festéssel egyiitt).

A Wnt-ok koziil a legnagyobb mennyiségben a Wnt-4 termelddik a thymusban, ami
fontos a thymus cellularitdsanak fenntartdsaban, ezért jelen munkankban is ennek az
expresszids szintjét vizsgaltuk immunfluoreszcenciaval. Az MHC II-h6z hasonléan

EpCAM-festés mellett a Wnt-4 csokkent szintjét talaltuk a thymus epithelsejteken.
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Ezen morfologiai eltérések mellett, tisztitott epithelialis sejtekben csokkent Foxnl
expressziot talaltunk real-time PCR analizissel 24 ora utan, amely nem érte el a kontroll
értékét 1 héttel a kezelés utan sem. Tovabba csokkent keratin (K) 5, 8, 14 és 18 (a thymus
epithelialis sejtek fobb markerei) mRNS-szinteket mértiink 24 oraval a DX-kezelés utan.
Az elobbi markerek csokkent szintje is arra utal, hogy a DX-kezelés alapvetden
megvaltoztatja a thymus epithelialis sejtek fenotipusat és differencidlodasi programjat,
mivel a Foxnl ¢és keratin molekuldk expresszidja a thymus epithelsejtek identitasanak
indikatora. A tovabbiakban azon molekuldk expressziojat vizsgaltuk a thymus
epitheliumban, amelyeknek fontos szerepe lehet a T-sejtek fejlodése szempontjabdl. Az
AIRE (autoimmune regulator), MHC 1 és CIITA (az MHC II expresszidjat szabalyozo
transzaktivator) molekuldknak fontos szerepiik van abban, hogy autoreaktiv T sejtek ne
keriilhessenek ki a thymusbol. Az AIRE, H2D1, CIITA, valamint az IL-7 expresszidja
DX-kezelés utan az epithelialis sejtekben, azonban 1 hét alatt mRNS szintjiik megkdzelitik
a kiindulési szintet.

A Foxnl transzkripcidos faktor alapvetd fontossagt a thymus fejlodése
szempontjabol és minden thymus epithelsejt expresszalja. A Wnt-4 szintje, a Foxnl
expresszios mintazatahoz €s az immunfluoreszcenciaval kapott eredményekhez hasonléan

csokkent 24 oraval a DX-kezelés utan és 1 hét utan sem mutatott novekedést.

Miutan megvizsgaltuk a T-sejt fejlédés egyes molekuldris dsszetevoit, kivancsiak
voltunk arra, hogy a thymus epithelsejtek funkcidja miként valtozik DX-kezelés hatasara,
azaz hogyan képesek érett T-sejteket generalni. Erre a reaggregalt thymus szerv kultura
(RTOC) modszerét alkalmaztuk, amely soran 200 ezer epithelsejtet és 50 ezer DN
thymocytat centrifugaltunk Ossze és 1 hétig inkubaltuk Oket in vitro. Egy hét utan a
kultarakbdl thymocytakat izoldltunk és sejtfelszini CD4/CDS8 jeldlést végeztiink, hogy a
thymocyta alcsoportok 0Osszetételét vizsgaljuk daramlasi cirométerrel. A DX-kezelt
egerekbdl izolalt epithelsejtek nem voltak képesek arra, hogy érett SP sejteket
generaljanak, a kisérlet végén is csak DN sejtek voltak kimutathaték, mig a kontroll
kultrdkban a thymocyta differencidcié a normal thymushoz hasonléan zajlott. Ahhoz,
hogy az RTOC-kbol izolalt thymocyta alcsoportokat abrazold dot-plotokat megfeleléen
értékelni tudjuk, parhuzamosan fiatal egérbdl thymocytakat izolaltunk és CD4/CD8 kettds

jelolést végeztiink.
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Osszefoglalva, munkank soran megallapitottuk, hogy a nagy dézisi GC kezelés
hatasa tobb szinten érvényesiilhet a thymusban: a DP-thymocytakban massziv apoptozist
valt ki (valészinlileg a nem-genomikus mitokondridlis GR jelatvitelen keresztiil); és a
TEC-ek funkciojat karositja (valészinlileg a Wnt-4 — FoxN1 szabalyozasi tengelyen
keresztiil). A thymusban zajlo, DP-thymocytakat és TEC-et is érintd, nagydozisu GC-
expozicid kovetkezményeiként fellépd molekuléris szintli folyamatokat az alabbi abran
foglaljuk 6ssze. Ezek alapjan tovabb szovddik a thymus epithelsejtek és a thymocytak
kozotti komplex molekularis kolcsonhatasok és finom jelatviteli itvonalak hélozata, hiszen
a GC-indukélta valtozasoknak mind a thymus epithelsejtekben, mind a T-sejt

prekurzorokban mélyrehato térbeli és idobeli kdvetkezményei vannak.

Szolubilis faktorok TEC
Direkt sejt-sejt kapcsolatok

A 4

Mitokondrialis Génexpresszios
GR transzlokacid valtozasok
| /\
GR - Hsp60 asszociacié ? Regeneracié? Tartés?
GR- Bcl-2 csalad asszociacid ? AIRE, IL-7, MHC Il Wnt-4, Foxn1

Mitckandrialis génatiras ?

l

Apoptozis Differencialodasi program
valtozas

14



Az uj eredmények osszefoglalasa:

10.

Morfologiailag jellemeztiik a GR eloszlasat a thymocyta populaciokban amivel
egyrészt alatimasztottuk eddigi d&ramlasi cytometriaval és real-time PCR-analizissel
kapott adatainkat, masrészt megismertik a GR sejteken beliili pontosabb
elhelyezkedését.

Kimutattuk, hogy a DP thymocytdkban a GR ligandkotés hatasara a
mitokondriumba nem pedig a sejtmagba transzlokalddik, ezt a jelenséget konfokalis
mikroszkopiaval és sejtfrakcionalas utdn Western-blottal is igazolni tudtuk.

Kontrol DP-sejtek mitokondiruméban is megfigyelhetd alap GR expresszio.
Megallapitottuk, hogy a DP-sejtekben a legalacsonyabb az alap mitokondriélis
membranpotencial az 6sszes thymocyta alcsoport koziil.

Eredményeink szerint nagy doézisu, rovid idejii GC-kezelés DP-sejtekben a
mitokondrialis funkcio romlasahoz vezet.

Igazoltuk mRNS- ¢és fehérje szinten, hogy a thymus epithelsejtek GR-t
expresszalnak.

In vivo nagy dozisi GC-kezelés negativan befolyasolja a thymus epithelsejtek
funkciojat, valamint a thymusban a kéreg-vel6 organizaciot tonkreteszi.

In vivo nagy dozisu GC-kezelés hatdsara csokkent FoxN1 és keratin expressziot
talaltuk thymus epithelsejtekben, amely arra utal, hogy a thymus epithelsejtek
differencialodasi programja a magas dozisu szteroid hatdsara megvaltozik.
Tovéabba, az epithel sejtekben a T-sejt fejlodéssel szoros kapcsolatban allo6 gének
(AIRE, CIITA, MHC 1, IL-7) expresszidjat vizsgalva csokkent expresszids
szinteket talaltunk.

In vitro T-sejt fejlédés modellben, azaz RTOC-ban kimutattuk, hogy az el6zbleg in
vivo DX-kezelésnek kitett TEC nem tudta teljes egészében tamogatni a T-sejtek

fejlodését.
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