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Bevezetés

Az immunrendszer feladata a kiilsé patogének elleni védelem és a szervezet hibas miikodést
sejtjeinek eltavolitadsa. Az immunrendszeren belul megkilénbdztetink velesziletett és szerzett
(adaptiv) immunitast, illetve sejtes és humoralis immunitast. Az adaptiv immunitas sejtes
elmei a T- és a B-limfocitdk. Az 6regedés az immunrendszerre is hatassal van. A kor
elérehaladtaval az immunvalasz mértéke csokken, a betegségek kialakuldsa gyakoribba valik.
Az Oregedés a T-sejtes immunitdsban konnyen tetten érheté. Mivel a T-limfocitdk részt
vesznek a kdrokozok elleni védekezesben, a meghibasodott T-sejtek eltavolitasaban és az
immunrendszer szabalyozasaban is, csokkent funkcionalitasuk hozzajarul az idés korban
gyakrabban el6forduld tumoros elvaltozasok, autoimmun betegségek és fertdzések
kialakuldsdhoz. Ugyanezen folyamat felelés a (T-dependens) oltasok csokkent
hatékonysagaért, mely szintén az idésebb korosztalyt érinti. Az 6regedés elsdsorban nem a
meglévé T-sejtekre van hatassal, hanem a T-limfocitak termel6désének folyamatara. Ezen
beliil is féként a csecsemémirigyet, masnéven timuszt érinti. Ennek a szervnek az a feladata,
hogy niche-t biztositson a csontvelében képzdd6é T-limfocita eldalakok érésének és
szelekcigjanak. Megfelel6 miikodése esetén folyamatosan biztositja az 0j, igynevezett naiv T-
sejtek termelddését, melyek képesek az idegen fehérjék felismerésére, de nem reagalnak
eliminacioval a szervezet sajat fehérjéire. A timusz funkcionalisan legfontosabb része az
epitél halozat, mely két fo részre oszthatd: kortikalis és medullaris alloméanyra. Oregedés
soran ez az epitél halozat felbomlik és allomanya lecsdkken, valamint az epitél sejtek helyét
atvevo zsirsejtek megjelenése is megfigyelhetd. Egyre elfogadottabb az a nézet, hogy a timusz
oregedése soran az 1ij epitél sejtek képzddése lassul, igy szamuk lecsokken, valamint egyes
epitél sejtek funkcidjukat vesztve adipoid irdnyba transzdifferencialodnak. Ezen folyamat
egyik kivaltdé oka a pubertdss sordn nagy mértékben megemelkedé szexual-szteroid
hormonszint. Ezt az elképzelést erdsiti az a megfigyelés is, hogy egyes szteroid alapu
gybgyszeres kezelések az dregedéshez hasonlé elvaltozasokat okoznak a timuszban, valamint
az a tény is, hogy egyes szteroid vegytletek az adipoid iranyu differencialodasnak kedveznek.
A zsirszovet fejlédésének egyik elengedhetetlen ¢és kozponti résztvevdje a PPARy
transzkripcids faktor. Ennek aktivalodasa rendszerint adipoid iranyu fejlédést indukal.
Fokozott PPARy miikodést fiziologiasan Oregedd és szteroid-kezelt egerek timuszaban is
megfigyeltek. Egyértelm(i bizonyitékok vannak arra, hogy a timusz elzsirosodasaban a
PPARy fontos szerepet jatszik. Ezen tanulmany célja, hogy megvizsgalja milyen hatassal van

a PPARYy funkcidvesztése a timusz oregedésére és az idéskori immunoldgiai funkciokra.



Irodalmi attekintés

Timusz
A timusz, més néven csecsemOmirigy, a T-limfocitak fejlodéséért felelés immunologiai szerv.

A csontveldbdl érkezd T-sejt el6alakok itt osztodnak és differencialodnak. Erésiiket befejezve
naiv T-sejtként elhagyjak a timuszt, hogy a periférian ellassak funkcidjukat. A timusz feladata
tovabba a funkcidképtelen és a karos autoreaktiv T-sejtek eltavolitdsa is. Ez a folyamat
biztositja, hogy a periféridra vandorl6 T-sejtek nem aktivalédnak a szervezet sajat

antigenjeire, de idegen antigén felismerése esetén megfelelé6 immunvalaszt indukalnak.

A timusz fejlédése
A timusz embriondlis fejlodését egérben részletesen megfigyelték. A timusz a harmadik

garativ endodermalis rész¢bdl fejlédik ki az embrionalis kor 10,5. napjatdl kezdddden.
Fejlodése kezdetben a veldcsd eredetli mesenchymalis sejtekbdl és perivaszkularis
kotészoveti sejtekbol indul meg [1]. El8szor a terhesseég 12. napjan érkeznek hematopoetikus
progenitorok a timuszba [2]. Ebben az allapotban még éretlen a timusz epitél allomanya, és
olyan bipotens sejtekbdl all, amik késébb képesek mind medullaris, mind Kkortikalis epitél
sejtekké fejlédni [3]. A timocitak jelenléte szlikséges, hogy megfeleléen végbe menjen a
timusz stroma organizacioja [4]. A timusz epitél halézata altal kozvetitett szignalok
elengedhetetlenek a timocitak fejlédéséhez, a timocitakbol érkezé jelek pedig
nélkilozhetetlenek a timusz stroma sejtjeinek a miikodéséhez és fenntartasahoz [5].

A Kortikalis és medullaris timusz epitél sejtek differencialodasahoz rendkivil fontos a FoxN1
(forkhead box protein N1) transzkripcios faktor jelenléte [6][7]. A k6z6s el6alakbol szarmazo
epitél sejtek, késobb két funkcioban és lokalizacioban jol elkiilonithetd csoportot alkotnak. A
kortikalis epitél sejtekre a citokeratin 8, EpCAML1 (epithelial cell adhesion molecule), Ly51
(glutamyl aminopeptidase), CD205, MHC-I és MHC-1I molekulak expresszidja jellemz6. A
medulléris epitél sejtek citokeratin 5, CD326, MHC-I1 és CD80 markereket expresszalnak [8].
A medullaris epitél sejtek tovabbi két alcsoportra oszthatok az MHC-11 és CD80 expresszid
alapjan [4].

A timusz medullaris kompartmentjének megfeleld fejlédése kiemelten fontos, hisz a
medullaris epitélium és a B-sejtek végzik a negativ szelekciot, mely soran az autoreaktiv T-
sejtekben apoptozist indukalnak. A medullaris epitélium egyik egyedi funkcidja, hogy random
expresszalja a sejt minden sajat antigenjét, ezzel -ellenérizve a fejlodé T-sejtek

autoreaktivitasat. [9].



A timusz funkcioja, a T-sejtek fejlédése
A timusz legf6bb feladata a T-sejtek érésének és szelekcidjanak iranyitasa. A timusz biztositja

azt a mikrokornyezetet és azokat a stimulusokat, melynek eredmeényeként a csontvel6bél
szarmazo T-sejt el6alakok funkcidképes, a szervezet sajat antigénjeire tolerans T-limfocitakka
fejlddnek. A T-sejtek a csontveldben keletkeznek, amit fejlodésiik korai szakaszéban
elhagynak és a timuszba vandorolnak. A csontvel6bdl szarmazé eléalakok a kortikomedullaris
junkcid tertletén lépnek be a timuszba [10]. Ezek az eléalakok még nem expresszaljak sem a
TcR-t, sem a CD4 és CD8 sejtfelszini molekulakat, igy dupla negativ (DN) sejteknek
nevezzik 6ket [11]. A DN sejteket a CD25 és CD44 markerek expresszioja alapjan tovabbi
alcsoportokra oszthatjuk. A DN1 sejtek (CD447/CD25") off T-sejtekkeé, yd T-sejtekkeé, s6t akar
NK sejtekké is differencialédhatnak [12]. A timuszba érkez6 korai T-sejt eléalakok a
kortikalis epitél sejtek altal termelt DLL4 (Notch ligand) és IL-7 citokin hatasara indulnak el a
T-sejtes differencialodas utjan [13][14]. A T-sejt irdnyu elkotelez6dést kdvetéen a sejtek a
DN2 (CD44%/CD25") fazisba lépnek, megindul a T-sejt receptor B lancanak génatrendezédése
mikozben a sejtek keresztlil vandornak a timusz kortikalis tertiletén [12]. A DN3-as (CD44
/CD25%) szakaszban felépiil a pre-TcR komplex, mely gatolja az apoptozist, beinditja a TcR «
lanc génatrendez0dését, és sejtosztodast indukal a fejlodé T-sejtekben [15]. A pre-TcR
komplex gatolja a CD25 expressziot, igy a sejtek a DN4 (CD44°/CD25") fazisba lépnek, ahol
megkezdddik a CD4 ¢s CDS sejtfelszini molekulak expresszaldsa, mellyel a sejtek a dupla
pozitiv (DP) fazisba kertlnek [16]. A DP sejtek, mar teljesen funkcionalis TcR-rel
rendelkeznek. A fejlodé T-sejtek a DP stddiumban esnek at a pozitiv szelekcion, a timusz
kortikalis tertiletén [17].

A kortikalis epitél sejtekben specialis proteolitikus folyamatok jatszddnak le, aminek
eredményeként a pozitiv szelekcidohoz szlikséges egyedi peptidek expresszalodnak az epitél
sejtek felszinén, az MHC molekuldkkal egyutt [18][19]. Amikor a DP T-sejtek kapcsolddnak
a timusz kortikalis epitél sejtjein expresszalt MHC molekulédkhoz, talélést-elGsegité jelatvitel
indul el az enyhe affinitast mutatd sejtekben. Az affinitissal nem rendelkezd, vagy tal er6s
affinitast mutato sejtekben apoptozis indukalodik. A pozitiv szelekeidt taléld T-sejtek CD4*
vagy CD8" SP (single pozitiv) sejtekké differencialodnak attol fiiggéen, hogy melyik MHC
molekulahoz mutatnak nagyobb affinitast. Az MHC-1 a CD8, mig az MHC-II molekula a
CD4 iranyu differencialodast serkenti [20].

A pozitiv szelekcion atesett T-sejtek expresszaljak a CCR7 kemokin receptort, és a timusz

medullaris régidi felé vandorolnak, ahol a medullaris epitél sejtek expresszaljak a CCR7



ligandjait a CCL19-et és a CCL21-et [21]. A medullaban a dendritikus sejtek és a medullaris
epitél sejtek végeznek antigén prezentaciot. Sajat antigénekre adott pozitiv vélasz esetén az
autoreaktiv T-sejtekben apoptdzis indul meg. Ezt a folyamatot nevezik negativ szelekcidnak
[22]. Azért, hogy a sejt Osszes sajat antigénjére tesztelve legyenek a T-sejtek, a timusz
medullaris epitél sejtjei random expresszaljak a genomban megtalalhatd 6sszes fehérjét, es
prezentaljak oket a fejlodé T-sejteknek. A folyamat egyik f6 regulatora az AIRE [23]. A
negativ szelekcidé sorén szinte az 6sszes autoreaktiv T-sejt elimindlédik. Az autoreaktiv T-
sejtek fennmarad6é része nem apoptotizal. Ezek a sejtek Foxp3 transzkripcids faktort
expresszalnak és beldliik alakulnak ki a regulator T-sejtek [24]. A negativ szelekciot tulélé
immar érett, naiv T-sejtek elhagyjak a timuszt és a periférian 1évé immunolGgiai szévetekbe

vandorolnak.

A timusz 6regedése
A timusz Oregedese a tObbi szovetnél jelentdsen korabban megkezdédik. A timusz epitél

alloményanak csokkenése emberben mar gyermekkorban elkezdédik, a pubertas soran
felgyorsul és 40-50 éves korban a timusz kapacitasa 10%-ra csdkken [25] [26]. A timusz
Oregedésevel egydtt jar a T-sejtes immunitas csokkent funkcionalitasa, ami a fert6zések,
tumoros elvaltozdsok és autoimmun betegségek kialakuldsanak magasabb kockéazatat
eredményezi idds korban [27].

A timusz Oregedése egerekben részletesebben ismert. Az itt megfigyelt folyamatok bar
sokban egyeznek az embereknél leirtakkal, azonban néhany eltérést is megfigyeltek a két faj
kozott. llyen példaul, hogy mig egerekben a timusz mérete folyamatosan csokken az dregedes
sorén, addig emberekben a timusz mérete Iényegesen nem valtozik, azonban a funkciondlis
szOveti részek helyét felvaltjdk a megnagyobbodd perivaszkularis terek és a zsirszdveti
allomany [28].

A timusz Oregedése egereknél 7 hetes korban kezdédik [29]. Harom hdnapos kortol mar
egyértelmiiek a timusz szerkezeti valtozasai [30]. A kortex-medulla hatarok elmosédnak [29],
a medulla szerkezete feloomlik [31]. Oregedés soran a timusz stroma allomanyanak
Osszetétele megvaltozik. Az epitél sejtek szama csokken, a fibroblasztok szama nd, €s egyre
nagyobb mennyiségben jelennek meg adipocitak a timuszban [4][25]. Az epitél sejtek helyét
atvevd adipocitak eredetére két fo elmélet 1étezik. Az egyik elképzelés szerint a timusz epitél
sejtek eltlinésével felszabaduld niche a timuszon kiviilr6l érkez6 adipocita eldalakok &ltal
kerull benépesitésre. Ezek a sejtek itt osztddasnak indulnak és zsirsejtekké differencialédnak

[32]. Ezt az elméletet nem tamogatja az, hogy a timusz invollcidja egyditt jar a timusz stroma



rezidens sejtjeiben a PPARy (peroxisome proliferator activated receptor y) expresszio
er6sodésével [30]. Méasik elmélet szerint a timusz epitél elveszti funkcionalitisat és epitel-
mesenhcymalis transzformacio (EMT) soran fibroblaszt sejtté alakul. Ezt kovetéen ezek a
fibroblasztok differencialodnak adipocita irdnyba. Ezt az elméletet alatamasztjdk azok a
kutatasok melyek kimutattdk, hogy a timusz epitél képes EMT-re, és az igy létrejott
fibroblasztok fokozott PPARy expressziot mutatnak, melynek kovetkeztében adipocita iranyu
elkotelezédést mutatnak [33].

A timusz stroma allomanyanak oregedéssel egydtt jaré hanyatlasa és a timuszban egyre
nagyobb aranyban megjelend zsirsejtek, Osszefiiggésben allnak a csokkend naiv T-sejt
termeléssel [34]. A csokkené naiv T-sejtek szama és a memoria T-sejtek aranyanak
ndvekedése a periférian egyitt a T-sejt receptor diverzitas csokkenését eredményezik, ami
autoimmun betegségek, daganatos elvaltozasok, valamint fertézések kialakulasanak
valoszintiségét noveli [35]. A timusz medullaris epitél sejtjeiben az antigén prezentacioban
hasznélt szOvet-specifikus antigének expresszidja is csokken az Oregedés soran, ennek
kdvetkeztében a negativ szelekcid szintén kevésbé hatékony. Igy nagyobb valdsziniiséggel
keriilnek autoreaktiv T-sejtek a perifériara, aminek kovetkeztében megnd az autoimmun

megbetegségek kockazata is idésebb korban [31].

A timusz korai dregedésének okai és mechanizmusa
A timusz korai oregedésének okairdl tobb feltételezés is létezik, azonban minden kétséget

kizar6 modon még egyik elméletet sem sikerllt bizonyitani. Az mar biztosnak mondhato,
hogy a timusz korai 6regedése a stroma sejtekbdl, foként az epitél sejtekbdl indul ki, és nem a
hematopoetikus sejtekbdl [31]. Ezt timasztja ala, hogy id6s egerekbdl szarmazo csontveld
altal termelt T-sejt eléalakok is képesek kolonizalni a fiatal timuszt és ott naiv T-sejtekké
fejlédni [36].

A FoxN1 kulcsfontossagli a timusz epitél sejtjeinek kialakuldsdban és jelentds valtozast mutat
Oregedésiik kdzben. A FoxN1 egy transzkripcids faktor, mely azokat a géneket aktivalja,
melyek a timusz epitél sejtek differencialodasahoz sziikségesek [37][38]. A FoxN1 egérben az
embrionalis fejlédés 11. napjan, emberben a 6. héten jelenik meg és indukéalja a timusz
organogenezist Wnt4 (Wingless/Integrated family member 4) iranyitasa alatt [39][40][41].
Id6s egerekben a FOxN1 expressziojanak csokkenését figyeltétk meg [42] a Wnt4
csokkenesevel egyitt [43]. Kimutattak, hogy a FOXN1 expresszié mesterséges csokkentése
felgyorsitja a timusz oregedését [44]. Ezzel szemben a timuszba injektalt FoxXN1 cDNS

részben javitotta a timusz funkciét 6reg egerekben [45]. A FoxN1 aktivitasat a Wnt4 gliko-



lipoprotein szabalyozza [40][41], igy a Wnt4 kdzvetlen szerepet jatszik a timusz fejlodésében
[46][47]. A Wnt4-et a timocitak és az epitél sejtek is termelik [48]. A Wnt4 expressziojanak
csokkenése egyutt jar a timusz oregedésével [43]. Mivel a FoxN1 aktivitaisa a Wnt4
jelenlététol figg, igy feltételezhetd, hogy az oregedés soran a FOXN1-aktivitas csokkenése a
Wnt4 gatlasan keresztil alakul ki. A kanonikus és nem kanonikus Wnt-jelatvitel valtozasai
egyarant szerepet jatszanak a timusz Oregedéseben, de ezek a VvAaltozasok inkéabb
kdvetkezményei és nem okozoéi a timusz 6regedésének [31].

A timusz Oregedését jelentésen befolyasoljak a hormonalis hatasok, kilondsen a szexudl-
szteroidok. Ezt tamasztja ala az a megfigyelés, hogy ivartalanitast kovetéen a timusz funkcioi
valamelyest javulnak [49]. Id6sebb egerekben kasztraciot kovetden a timusz novekedésnek
indul. Azonban ez a regeneralddas atmeneti, par nap utdn megall, majd Gjabb hanyatlas indul
be, ami rovid id6 alatt eléri a kasztracio eldtti szintet [31]. Ezekb6l a megfigyelésekbol
kovetkeztethetlink arra, hogy a szexual-szteroid hormonok jelenléte negativ hatdssal van a
timuszra. Ezt a feltevést erdsiti az a megfigyelés is, hogy a timusz 6regedése a pubertas idején
gyorsul fel, amikor a szexual szteroid hormonok szintje jelentdsen megemelkedik [50].

A timusz Oregedésében szerepet jatszik a zsirsejtek differencialodéasat iranyité PPARy
transzkripcids faktor is. Megfigyelték, hogy a PPARy expresszidé megnd a timusz oregedése
sorén [30]. Tovabba kimutattak, hogy a PPARYy aktivacidja negativ hatassal van a naiv T-sejt
termelésre, csokkenti a T-sejt receptor diverzitést, valamint serkenti a timusz elzsirosodasat
[51]. Megfigyelték, hogy a timusz epitél sejtek képesek EMT utjan fibroblasztta alakulni, és
ezekben a sejtekben PPARYy jelenléte mutathato ki [33]. Ezek alapjan valosziniisithet6, hogy a
PPARy kozponti szerepet tolt be a timusz elzsirosodasaban. Ezt a feltevést tovabb erdsiti,
hogy a szexual-szteroid hormonok hatassal vannak a PPARy aktivitasra [52]. igy a
pubertassal egydtt jaré hormonélis valtozdsok a PPARy-n keresztil is serkenthetik a timusz

Oregedéset.

PPARy
A PPARy a PPAR csalad tagja. A PPAR csalad a transzkripcios faktorok ligand-indukalt

nukledris receptor szupercsaladjdba tartozik. Emldsokben haromféle PPAR taldlhat6: PPARa,
PPARPB/S és PPARy. A PPAR-ok a retinoid X receptorral egyutt heterodimert alkotva
szabalyozzak olyan gének expresszojat, melyeknek a gyulladasban, az anyagcserében és a
zsirszovet fejlédésében van szerepiik [53]. A PPARy er6sen expresszalodik fehér
zsirszovetben (WAT: white adipose tissue) és barna zsirszOvetben is, amelyekben az

adipogenezis 6 regulatoraként miikodik. Emellett a PPARy az egész szervezet lipid



anyagcseréjének és inzulin haztartasanak fontos szabalyozoja [54][55][56]. A PPARy-nak keét
izoforméja létezik, melyek alternativ splicing sordn jonnek létre. Mig a PPARyl szdmos
szOvetben expresszalddik, addig a 30 aminosavval hosszabb PPARy2 expresszoja a
fiziologias korilmények kozott a zsirszévetre korlatozodik [56][57].

A PPARy-t elészor egy az adipoid differencialodas soran aktivalodo faktorként irtak le [56].
Féleg az adipogén és lipogén szignal utvonalak iranyitojaként ismert. A PPARy-null egérnél
megfigyelt tejes zsirszoveti hiany is azt tamasztja ald, hogy a PPARy az adipocita
differencialodas nélkulozhetetlen szabalyozdja [58]. A PPARy a kifejlédott zsirsejtek
megfeleld mikodéséhez is elengedhetetlen, mert PPARy gatlas esetén az adipocitak csak par
napig életképesek [59]. Ezen tGlmenden a PPARy részt vesz a glikéz haztartas
szabalyozéséaban és fokozza a sejtek inzulin szenzitivitasat [53][56].

A PPARy-nak fontos szerepe van szdmos immunoldgiailag relevans sejtben, mint példaul a
makrofagokban és az antigén-prezentaldé dendritikus sejtekben. A dendritikus sejtekben
szabalyozza a lipid anyagcserét, az antigen felvételét, az érést, az aktivaciot, a migréciot és az
antigén prezentaciot [60]. A makrofagokban a PPARy részt vesz a lipid anyagcserében €s a
gyulladéasgétld folyamatokban [61]. Erdekes modon a viszceralis zsirszdvetben talalhatd
CD4" T-sejtek magas PPARy expressziot mutatnak, mig mas szovetekben talalhatd6 CD4" T-
sejtek esetében PPARY pozitivitas nem mutathato ki. Ezt a megfigyelést a PPARy gyulladas-

csokkent6 szerepével hozzak kapcsolatban, de pontos funkcidja még nem tisztazott [62].

Lipodisztroéfia
A lipodisztrofidk heterogén elvaltozasok, melyeket a kiillonboz6 zsirszovetek hianya jellemez

[63]. A lipodisztrofiakat két f6 csoportba sorolhatjuk. ElGszor a szerzett lipodisztrofias
allapotot irtak le, majd csak ezutan azonositottak az 6roklott valtozatot [64].

Az orokletes, mas néven familiaris lipodisztrofiakat foleg parcidlis, a végtagokrdl hianyzo,
szubkutan zsirszoveti hiany jellemzi. Az ebben az elvaltozasban érintettek alltalaban normalis
zsirszoveti eloszlast mutatnak korai gyermekkorban, a zsirszovet eltiinése a késdbbiekben
alakul ki. A betegekre jellemz6 a zsirszoveti felhalmozodasa a lipodisztrofia altal nem érintett
testtajakon [65]. A betegség szovodményeként diabétesz és anyagcsere problémak altalaban
csak felnéttkorban fejlédnek ki [66].

azonositottak. Az LMNA gén a sejtmag lamin fehérjéinek szintézisében vesz részt. Mutacioja
okozza az FPLD (Familiaris Parcialis Lipodisztréfia) Il-es tipusat (FPLD2) [67]. Az LMNA

gén mutacioja altal kialakulé FPLD2 az 6rokletes lipodisztréfiak leggyakoribb véaltozata [68].



Az FPLD2 betegekben tobb anyagcsere betegség is kialakulhat, mint példaul diabétesz,
hyperlipidaemia és hypertriglyceridaemia [69]. Az LMNA mutaciot kovet6en tobb egyéb gént
is azonositottak melyek mutécidja az FPLD kilonb6zé formaihoz vezethetnek, koztik a
PPARy -t is. A PPARy transzkripcios faktor, nélkilozhetetlen szerepet tolt be az adipocita
differencidlodasban, dominans negativ mutdciéja az FPLD lll-as tipusat (FPLD3)
eredményezi [70]. Eddig 20 PPARy mutaciot irtak le emberben mely FPLD3 kialakuldsat
talalhato [68]. Az FPLD3 esetében a zsirszoveti hiany a végtagok vége felé erételjesebb, mig
a torzshoz kozeli részeken enyhébb. Az arcon, a nyakon és a torzson zsirszOveti
felhalmozodas figyelheté meg [70]. Az FPLD3 leggyakoribb szovédményei az inzulin
rezisztencia, a hypertriglyceridaemia és az akut hasnyalmirigy gyulladas [71][72]. AZ FPLD3
ritkabban fordul el6 mint az FPLD2, és a kialakul6 zsirszoveti hiany is enyhébb, ugyanakkor

az anyagcsere zavarok stlyosabbak mint FPLD2 esetében [68] [73].
Célkitiizések

Az id6skorban jelentkezé immunoldgiai problémak egyik Kivalto oka a timusz és vele egyutt
a T-sejtes immunrendszer korai oregedése. Az id6 elérehaladtaval a timusz szoveti szerkezete
felbomlik, az epitél sejtek helyét zsirsejtek veszik &t, melynek kdvetkeztében csokken a naiv
T-sejtek termelddése. A timusz oregedésének hatterében allé molekularis folyamatok a mai
napig nem teljesen ismertek. Az egyik feltételezett kozponti szerepld a PPARY transzkripcids
faktor, mely a zsirsejt fejlodés nélkiilozhetetlen iranyitoja és a lipid anyagcsere szabalyozoja.
Korabbi tanulmanyok szerint a PPARy tulmiikodése a timusz oOregedését felgyorsitja.
Azonban a PPARy hianyanak timusz Oregedésre gyakorolt hatasarol nincsenek ismereteink.
Ezért tliztiik ki célul a timusz 6regedésének vizsgalatat a PPARy gén hianyaban, egérben és

emberben egyarant.

Kutatomunkam célkitlizései a kovetkezok voltak:
1. A timusz oregedésével jard szerkezeti valtozasok kovetése PPARy hianyaban egérben.
2. A PPARy hianyallapot naiv T-sejt termelésre gyakorolt hatdsanak vizsgalata egerben.
3. A T-sejt fiiggé immunoldgiai funkciok vizsgalata PPARy hidnyaban egérben.
4

. A PPARy hianyallapot human relevanciajanak vizsgalata.



Anyag és modszer

Allatok tenyésztése és tartasa
A Kisérleteinkben C57BL/6J, PPARy szempontjabol haromféle genetikai hattérti (+/+ vad-

tipusu, +/- heterozigéta, -/- null) torzset alkalmaztunk. A Kisérleteink sordn azonos koru
(alomtars) allatokat hasznaltunk. A PPARy transzgenikus allatok eldallitdis Nadra és
munkatarsai altal leirtak szerint tortént [74]. Az egereket a Debreceni Egyetem Altalanos
Orvostudomanyi Kar Kisérleti allathdzaban tenyésztették és tartottak, sziirt levegon, 23-25°C-
on, 12 oras sotet-vilagos ciklusban. Autoklavozott pellet tappal és csapvizzel ad libitum
voltak ellatva. Tartasuk standard méretii (160x137x330 mm) milanyag ketrecekben, sterilezett
almon tortént. A Kkisérletek elvégzéséhez az egereket atszallitottdk a Pécsi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézetének éllathazaba,
ahol az allatokat a korabbi koriilményekkel megegyezden tartottuk a kisérletek elvégzéséig. A
PPARY transzgenikus egereket a Debreceni Egyetem engedélyével Debrecenben tenyésztették
(TMF/82-10/2015). A Kkisérletek elvégzése Pécsen a Pécsi Tudomanyegyetem részére
kiallitott engedéllyel tortént (BA02/2000-46/2016, TMF/124-11/2017).

Human timusz mintak
A formalin-fixalt, paraffinba &gyazott human timusz mintdk a Pécsi Tudoméanyegyetem

Altaldnos Orvostudomanyi Karanak Patologia Intézetébdl szarmaztak. A mintdk minden
esetben a timuszt egyaltalan nem érintd betegségben vagy balesetben elhunyt személyektdl
szarmaztak. A mintak fixalasa a halalt kovetd egy napon beliil tortént. Minden kisérletet, mely
huméan mintdkat is magaban foglalt, a regionélis és a Pécsi Tudoméanyegyetem Klinikai
Kozpont etikai bizottsaganak a hozzajarulasaval és elGirasainak betartasaval végeztik.

Ugyiratszam: 6331/2016.

Immunhisztokémia
A human timusz mintakat paraformaldehiddel fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk. 5um vastag

szeletek immunhisztokémiai jelolése a kovetkezOképpen végeztiik: a metszetek eldszor
xilollal dblitettik (3x 5perc), majd csokkend alkohol-koncentracioju mosés sorozattal (3-3
perc, 96%-80%-70%-50%) tavolitottuk el a paraffint. A deparaffinadlast kovetéen a
metszeteket 5 percig desztillalt vizben &ztatva rehidrataltuk. Az antigén feltaras Target
Retrival Solution-nel (Dako) tortent 97°C-n 30 percig. Ezutan a metszetek desztillalt vizzel

mostuk (2x 5perc), majd az endogén peroxidaz aktivitas blokkolasa 3% H,O»-t tartalmazé



crer

Tween-t tartalmazd TBS oldattal torténd mosasa utan, 3% BSA-t tartalmazdé PBS oldattal
inkubaltuk 20 percig, majd anti PPARy antitesttel (nydl monoklonalis antitest klon: C26H12
Cell Signalling Technology) 12 oran keresztil inkubaltuk 4°C-n. Ezutdn a metszeteket,
haromszori TBS oldatban valdé mosast kdvetden, peroxidaz konjugalt anti nyul antitesttel
(kecske poliklonalis antitest DAKO) inkubaltuk 90 percig. A jelolés eldhivasa DAB oldattal
(Dako) tortént. A magfestéshez hematoxylin festést alkalmaztunk. Végul a metszetek fedését
Faramount Aqueous Mounting Medium-al (Dako) végeztiik. A metszetek kiértekelését
Panoramic MIDI (3DHistech) szkennerrel és ImageJ szoftverrel végeztik. A hematoxylin
festés altal kéken jel616d6 teriileteket tekintettilk sejtes allomanynak. A PPARy pozitiv
teriiletek barna szinnel latszanak a metszeteken. A sejtes allomany és a PPARy pozitiv
teriletek méretének meghatarozasdhoz az ImageJ szoftver IHC toolbox [75] bévitményét

hasznaltuk.

Immunfluoreszcens jel6lések
Egerek timuszabdl készilt 8 pum-es fagyasztott metszeteken immunfluoreszcens jel6lést

vegeztuk. A metszetek hideg acetonnal fixaltuk, majd szaradas utan 5%-o0s BSA oldattal
inkubaltuk 20 percig, majd els6dleges antitesttel (nyul anti PPARy monoklonalis antitest klon:
C26H12 Cell Signalling Technology, FITC konjugalt patkany anti EpCAM1 monoklonalis
antitest klon: G8.8 PTE AOK Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet, PE konjugalt patkany
anti Ly51 monoklonalis antitest klon: 6C3 eBiocsience) 12 6ran keresztil inkubaltuk 4°C-n.
Jel6letlen antitestek esetében masodlagos antitestként Alexa-555 konjugalt anti nyul antitestet
hasznaltunk (kecske poliklondlis antitest Life Technologies), mellyel 4 o6ran Kkeresztiil
inkubaltuk a metszeteket 4°C-n. Mind az elsédleges, mind a masodlagos antitesttel torténd
inkubalds utan PBS-ben mostuk a metszeteket (3x 5perc). A magfestés DAPI-val (Life
Technologies) tortént. A metszetek analizise CCD (Andor Zyla 5.5) kameraval felszerelt
fluoreszcens mikroszkoppal (Nikon Eclipse Ti-U) és NIS-Elements, valamint ImageJ

szoftverrel tortént.

Aramlasi citometrias mérések
A timocita alcsoportokat és a vérben talalhatdé T-sejt alcsoportokat aramlasi citométerrel

kilonitettuk el. A sejteket fluorofér konjugalt antitestekkel jel6ltik, 5% BSA tartalmd PBS
oldatban 4°C-on 60 percig, majd 5% BSA tartalmd PBS oldatban mostuk a mintakat. Minden

méréshez 100.000 sejtet jeloltlink. A méréseket és az analizist FACSCanto Il citométerrel és
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FASCDiva (Becton Dickinson) szoftverrel végeztiik. Minden esetben a morfologiai limfocita
kapu alapjan 10.000 eseményt rogzitettink. A timocita alcsoportok meghatérozasahoz CD4-
Alexab47 és CDS8-FITC antitestet hasznaltunk. A vérben keringd T-sejt alcsoportok
vizsgalatahoz a kovetkezé antitesteket hasznaltuk: Becton Dickinson altal gyartott fluorofor
konjugalt monoklonalis antitestek: CD3-Pacific Blue (klon: 17A2), CD4-PerCP (klon:
GK1.5), CD8-APC/Cy7 (klon: YTS156.7.7), CD44-PE (klon: IM7), CD62L-APC (klon:
MEL-14). PTE AOK Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet altal gyartott fluorofor
konjugalt monoklonalis antitestek: VD4-Alexa-647 (klon: YTS 191), CD8-FITC (klén: IBL
3/25), CD19-FITC (kl6n: 1D3).

Trec kopiaszadm mérés
A Trec (T cell-recombination excision circle) a T-sejtekben végbemend génatrendezddés

eredményeként keletkezik, jelenléte a perifériara keriild naiv T-sejtekben is kimutathato.
Vizsgalataval megfigyelhetjik a timusz T-sejt termel6 aktivitasat [76]. A vizsgalathoz DNS-t
izolaltunk egér timocitakbdl NucleoSpin Tissue Kittel (Macherey-Nagel) és human periférias
vérmintakb6l DNA Blood Mini kit (Qiagen) hasznalatdval. Mindkét esetben a gyartd
utasitasit kovettik. Az abszolut Trec kdpiaszamokat digitalis PCR technika segitségével
hataroztuk meg, QuantStudio 3D Digital PCR platform (ThermoFisher) eszkdz hasznalataval.
A reakciokhoz 30ng DNS mintat hasznéaltunk. A Tagman primer probakat és a reakcidhoz
sziikséges anyagokat a ThermoFishertdl vasaroltuk, €s a gyarto eldirdsai szerint hasznaltuk. A
human vérmintakon tortént vizsgalatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont etikai
bizottsdganak engedélyével végeztik (Referencia szam: 6439/2016). A mintak forrasa: David
B. Savage, MD, PhD (Metabolic Research Laboratories, School of Clinical Medicine,
University of Cambridge, Cambridge, United Kingdom). Minden résztvevo irasos belegyezést
adott a Helsinki egyezménynek megfeleléen. A vizsgalatokban a 40-60 éves korosztalybol
férfiak és nék egyarant részt vettek. Az FPLD2 és FPLD3 lipodisztrofias allapotot genetikai

diagnozissal hataroztdk meg.

Oralis tolerancia kialakitasa egérben
Az oralis tolerancia kialakitasat és kiértékelését korabban leirt mddszer szerint végeztik

[771[78][79]. A vad tipusu és a PPARy haploinszufficiens egerek 5mg/ml ovalbumint (OVA)
tartalmazo ivovizet kaptak 7 napon keresztil. A 7. napon az egereket intraperitoneélisan
beoltottunk 5ug OVA-val (200 ul, PBS és komplett Freund-adjuvans 1:1 aranyu keverékben

oldva). A 14. napon az egereket mésodszor is intraperitonealisan beoltottuk 5ug OVA-val

11



(200 pl, PBS és inkomplett Freund-adjuvans 1:1 aranyu keverékben oldva). Az egerek szérum
mintdit a 21. napon gyujtottiik Ossze. Az OVA elleni IgG antitestek mértékét ELISA
modszerrel hataroztuk meg. A 96 lyukd Microtest Plate-et (Sarstedt) OVA-val vontuk be, és
BSA-val blokkoltuk a nem specifikus kotodéseket. A plate-eket az egér szérumok felezd
higitasi sorozataval (1:100 — 1:3200) inkubaltuk. Az antitest tartalmat HRP konjugélt egér
immunglobulin ellenes antitesttel (nydl poliklondlis, Dako) jelenitettik meg. Az optikai
denzitdst 492 nm-en mértik iEMS Reader MF (Thermo Labsystems) plate olvaso

segitségével.

Influenza vakcinacio egérben
Az influenza oltds hatékonysaganak ellendrzését Ramirez ¢és munkatarsai szerint leirtak

alapjan végeztik [80]. Roviden, 9 honapos korban mind a vad tipus, mind a PPARy
haploinszufficiens egereket intramuszkularisan beoltottuk egy alkalommal 0,1 ml human
influenza vakcinaval (3Fluart), a human vakcinacid6 modellezése érdekében (a null egerek
rendszerint nem élik meg ezt a kort, anyagcsere alapbetegség miatt). Majd 3 honappal késobb,
az egerek 12 hoénapos kordban megmértik az egerek szérum mintainak HIN1
(A/California/7/2009-es torzs, melyet a 3Fluart is tartalmaz) elleni antitest tartalmat ELISA
maodszerrel, hogy megallapitsuk az oltds hatékonysagat. A méréshez az ELISA plate-ket
bevontuk 0,05 pg a HINI influenza A torzs HA fehérjével (Recombinant subtype HINI
A/California/7/2009 His Tag, Life Technologies). A plate-ket az egér szérumok felez6 higitasi
sorozataval (1:50 — 1:1600) inkubaltuk. Az antitest tartalmat HRP konjugalt egér
immunglobulin elleni antitest (nyul poliklonalis, Dako) segitségével tettiik detektalhatova. Az
optikai denzitast 492 nm-en mértik iEMS Reader MF (Thermo Labsystems) plate olvaso

segitségével.

Statisztikai analizis
Vizsgéalatainkban a minimum elemszam 6t. A méréseket duplikalva végeztik. Az eredmények

a mérések atlagat mutatjadk a szorassal egyltt. A statisztikai analizist GraphPad Prism
szoftverrel végeztik. Statisztikai probaként T-tesztet, illetve Kolmogorov-Smirnov-tesztet
hasznaltunk. A szignifikans kildnbségeket csillaggal jeleztiik (ns: nem szignifikans, *: p <
0,05, **: p < 0,01, ***: p <0,001).

Eredmények
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A PPARYy expresszidjanak valtozasa az dregedés soran
Vizsgéalatainkbol megallapitottuk, hogy mig a fiatal egér timuszéban alig detektalhat6 a

PPARYy fehérje jelenléte, addig feln6tt egér timuszaban a PPARY erételjes expressziot mutat.
Az 1d6s egerekbdl szarmazd mintdkon megfigyeltiik a PPARy és az EpCAMI epitél marker
egyuttes expresszidjat is ugyanazon sejteken. Az egylttes expresszio egy koztes allapotra
utalhat, ahol a sejtek még mutatnak sejtfelszini epitél jelleget (EpCAML), de a magban mar
megkezd6dott a zsirsejt irdnyu transzdifferenciacio (PPARYy).

Immunhisztokémiai jelolést végeztiink fiatal, kozépkort és idés emberekbdl szarmazd timusz
mintakon. Azt figyeltik meg, hogy a timuszban a PPARy fehérje mennyisége emberben is
emelkedik a kor el6rehaladtaval. Ez a valtozas szignifikansnak mutatkozott a fiatal és a

kozépkord, illetve fiatal és id6s emberek timusz-mintainak dsszehasonlitasa esetén.

A PPARY hatésa a timusz szerkezetére
Mind egerekben, mind pedig emberekben megfigyelték, hogy az 6regedés soran a timusz

szerkezete és epitél haldzata felbomlik. A timusz medullaris allomanyanak aranya lecsokken,
mely végll a T-sejt termelés csokkenésehez vezet [34][31]. Azért, hogy megvizsgaljuk a
PPARy-nak van-e szerepe a timusz szOvettani szerkezeténék felbomlésaban,
dsszehasonlitottuk a timusz kortikalis és medullaris kompartmentjének aranyat vad tipusu,
PPARy KO és PPARY heterozigota egerekben 1 honapos és 8 hdnapos korban. Vizsgalataink
kimutattak, hogy mig a vad tipusi egerekben az epitél kompartmentek integritdsa a kor
elérehaladtaval felbomlik, addig a PPARy KO és PPARY heterozig6ta egerekben az integritas
fennmarad. A kéreg és a medulla allomany teruiletét dsszehasonlitva, mig a vad tipusd
egereknél a medulla szignifikans csokkenését figyelhetjik meg, addig a és PPARy KO

egereknél ugyanez nem detektalhato.

A PPARY hatésa timusz naiv T-sejt termelésre, és a timocitak fejlodésére
Annak érdekében, hogy megvizsgéljuk, a PPARy hianya hatassal van-e a timusz naiv T-sejt

termelésére feln6tt korban, megmértiik a timocitak Trec tartalmat vad, PPARY heterozig6ta és
PPARy KO egerekben 1 honapos és 8 hdnapos korban. A Trec a T-sejtekben végbemend
génatrendez6dés eredményeként keletkezik, mint DNS melléktermék. Mivel a Trec DNS
lancok csak naiv T-sejtekben mutathatok ki, igy mennyiségiikb6l jol kovetkeztethetiink a
timusz T-sejt termeld aktivitasara [76]. Digitadlis qPCR meréseink kimutattdk, hogy a

timocitakbol izolalt Trec kopiaszam szignifikansan magasabb a PPARy KO egerekben a vad
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tipusuakhoz képest. Tovabba kimutathato, hogy a PPARy gén mar egy alléljanak az elvesztése
is a Trec kopiaszam szignifikans emelkedésehez vezet (dozishatas).
A timocita alcsoportok analizise kimutatta, hogy mig a PPARYy elvesztése pozitiv hatassal van

a naiv T-sejt termelésre, nem befolyasolja a timocita alcsoportok megoszlasat.

A PPARYy hatasa a periférias T-sejt populaciokra felnétt korban
A periférias T-sejt populaciok eloszlasat aramlasi citometrias meréssel vizsgaltuk egy éves

vad tipust és PPARYy heterozigéta egerekben. A PPARY heterozigdta egerekben a T-sejtek
aranya a tobbi vérbeli sejthez képest nem tér el jelentésen a vad tipusl egerekéhez képest.
Tovabba megfigyelhet6, hogy a PPARy egy alléljanak elvesztése nem befolyasolja
szignifikansan a CD4 és CD8 csoportok eloszlasat a teljes T-sejt populécion beldl. Mig a CD4
és CD8 megoszlasban nem tapasztaltunk jelentds kilénbséget, addig a naiv és memoria T-
sejtek aranyaban szignifikans kiilonbség figyelheté meg. A naiv T-sejtek ardnya szignifikans
emelkedést, mig a memoria T-sejtek aranya szignifikdns csokkenést mutat a PPARy
heterozigota egerekben a vad tipushoz képest. A memoéria T-sejteket tovabb vizsgalva
megallapitottuk, hogy az effektor memdria T-sejtek aranya szignifikansan alacsonyabb a
PPARy heterozigota egerekben. Ezzel szemben a centralis memdria T-sejtek aranya nem

mutat eltérest a vad tipushoz képest.

A PPARYy hatasa az immunologiai funkciokra
Annak érdekében, hogy megvizsgéaljuk a PPARy hatassal van-e immunologiai funkcidkra,

tovabbi teszteket végeztiink in vivo egérmodellen. Egy éves vad tipusu és PPARY heterozig6ta
egerekben vizsgaltuk egy testidegen fehérje, az ovalbumin altal kivaltott (naiv T-sejteket
igényl6) oralis tolerancia kialakulasat, hogy megvizsgaljuk a PPARy hidnya hatéassal van-e az
oralis tolerancia kialakitasanak képességére. Eredményeinkbdl jol lathatd, hogy az 1 éves vad
tipust egérben alig alakul ki oralis tolerancia, viszont a PPARYy heterozigéta allatokban
erételjes oralis tolerancia alakul ki ovalbumin fehérjére nézve.

A human influenza oltast modellezve azt vizsgaltuk, hogy a PPARy hianya okoz-e eltérést 1
éves egerek oltasra adott immunvéalaszaban. Megfigyeltik, hogy a PPARy heterozigota
allatokban magasabb antitest titer termel6dott az oltdéanyaggal szemben a vad tipushoz képest

(azonban ez az elterés statisztikailag nem értékelheto pilot jellege miatt).

A PPARY hidnyéllapot hatdsa a human immunrendszer dregedésére
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A PPARYy hianyéllapot egy emberben is létez6 ritka (<1/1.000.000) FPLD3 néven ismert
(familiaris parcialis lipodisztrofia 3-as altipusa) genetikai eredetli anyagcsere betegsébetegseg
[81][82][83]. Egy masik, szintén lipodisztrofiat okozod, de eltérd genetikai hatteri ugyancsak
ritka (<1/1.000.000) emberi betegseg az FPLD2 (familiaris parcidlis lipodisztrofia 2-es
altipusa), melyben a PPARy mutacié helyett lamin mutacié felelés ugyanazon anyagcsere
betegség kialakulasaért [83]. Az eltér6 genetikai hattér ellenére mindkét ritka betegség
lipodisztrofiat okoz, azonban ezeknek a timusz funkcidjara gyakorolt hatdsat még nem
vizsgaltak. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk van-e eltérés az FPLD2 és FPLD3 betegek
naiv T-sejt termeléseben, PBMC DNS mintabdl megmértik a Trec kdpiaszamot.
Megfigyeltik, hogy a PPARy-mutans FPLD3 betegek esetében magasabb a Trec kdpiaszam
(vagyis a naiv T-sejt termelés), mint a lamin-mutans FPLD2 betegekben. A Trec kdpiaszam
PPARY ¢érintettség esetében eléri a korcsoport (kb. 50 éves atlagéletkor) normal tartomanyat

(200 kopia/ug DNS), mig lamin-érintettség esetében elmarad ett6l.

Diszkusszio

Az Oregedés az élettel egyutt jaro természetes folyamat, mely soran a szervezet megujulo
képessége csokken, a funkcidjukat vesztett sejtek helyét csokkend litemben veszik at Gjonnan
keletkezett megfeleléen funkcionald sejtek, melynek kovetkeztében az élettani funkciok
hanyatlasnak indulnak. Habar az dregedést nem lehet elkertini, a modern orvoslasnak és a
fejlett tarsadalmi rendszernek koszonhetéen az emberiség varhatd életkora folyamatosan
novekszik [84]. Azeért, hogy a hosszabb élettartam ne csak az dregkor meghosszabbitasat
jelentse, hanem az aktiv élettartam megnovekedését is eredményezze, fontosak azok a
kutatdsok, melyeknek célja az Oregedés folyamatanak megismerése és igy az idGskori
¢letminéség javitasa. A timusz, mas néven csecsemOmirigy egy koran oregedésnek induld
szOvet, emberben és egerben egyarant. Hanyatlasa méar gyermekkorban megkezdédik és a
pubertaskorban lejatsz6d6 hormondlis valtozasokkal felgyorsul [76]. Mivel a timusz
nélkulozhetetlen szerepet jatszik az immunrendszer T-sejtjeinek termelésében és
szelekcidjaban, funkciojanak csokkenése komoly kovetkezményekkel jar. Az idés korban
gyakrabban el6forduld fertdzéses megbetegedések, autoimmun betegségek és tumoros
elvaltozasok 6sszefuiggést mutatnak a timusz naiv T-sejt termeld funkciojanak csokkenésével
[35]. A timusz Gregedéseben, a T-sejt fejlddésben kozvetlendil szerepet jatszo epitél allomany

erdsen érintett. Az 1d6 eldrehaladtaval az epitél halozat szerkezete felbomlik, az epitél sejtek

15



szama csokken, helyiiket zsirsejtek veszik at. Mivel id6s korban a timusz elzsirosodik és a
zsirszovetek megjelenését obligat médon a PPARYy transzkripcids faktor iranyitja, ezért
vizsgaltuk a PPARYy transzkripcids faktor timusz dregedésben betoltott szerepét.

A timusz Oregedése soran végbemend génexpresszids valtozasokat mar korabban is vizsgalta
csoportunk. Timusz mintakon kimutattuk, hogy a PPARy transzkripcios faktor expresszios
szintje Oregedés soran emelkedik az epitél sejtekben [30]. Ezt a megfigyelést, a jelen
vizsgalatok is megerdsitik. Egér timusz metszeteken végzett immunfluoreszcens jeloléssel a
fiatal, egy honapos egerek timuszaban a PPARYy jelenléte még nem figyelhetd meg, mig a
timusz szempontjabol mar idés 15 honapos egerek timuszaban a PPARY fokozott jelenléte
volt megfigyelhet6. Tovabba kimutattuk, hogy egyes esetekben ugyanazon epitél sejtek
felszinén még epitél marker (EpCAM1), mig magjéban mar zsirsejt-iranyd differenciéciora
utalé (PPARY) marker detektalhatd. Ez megerdsiti korabbi feltételezésiinket, hogy az dregedés
sorén a timusz epitél sejtjei transzdifferenciadlédnak zsirsejt iranyban, mivel a PPARy aktivitas
a zsirsejt-irdnyu differencidciot indukélja [58]. Megvizsgaltuk a PPARy expresszio
korfliggését human timuszban is. Immunhisztokémiai jeldlést hasznalva megfigyeltik, hogy
bar a PPARY jelen van a fiatal feln6tt (20-30 éves), a kozépkoru (50-60 éves) és az idés (70-
80 éves) human timuszban is, a kor el6rehaladtival a PPARy expresszid er6sodése
tapasztalhatd. A fiatal feln6tt mintdkhoz képest a kdzépkoru és az idés mintdk szignifikansan
erdsebb PPARY jelenlétet mutattak.

A PPARy-val kapcsolatos tanulmanyok kozt toébb olyan eredmény is szlletett, mely
Osszefliggést talalt a fokozott PPARy aktivitas ¢és a csokkent timusz funkcio kozott.
Beszdmolnak arrdl, hogy a PPARy-t aktivalo szteroid alapu gyogyszerkészitmények, vagy a
PPARYy agonista TZD-alapu gyégyszerek a timusz fokozott elzsirosodasat okozhatjak, ezaltal
az immunologiai funkcidk csokkenését eredmeényezhetik. Valamint kimutattak, hogy a
PPARy fokozott expresszidja felgyorsitja a timusz Oregedesét [51]. Ezek az eredmények
Osszhangban vannak az altalunk megfigyelt, oregedéssel egyiitt jar6 PPARy expresszio
novekedéssel. Ezen eredmények azt sugalljak, hogy a PPARy aktiv szereppel bir a timusz
Oregedésének mechanizmusaban. Mivel a PPARy fokozott expresszidjanak hatdsa mar ismert,
de hianyanak hatasat még nem vizsgaltak a timusz szempontjabdl, igy a timusz éregedését
PPARYy hianyallapotos egerekben és emberekben is megvizsgaltuk.

A timusz szdvettani szerkezetét vizsgalva megfigyeltik, hogy vad tipusd egérben 8 hénapos
korban (mely a timusz Oregedése Szempontjabol mar szamottevé kor) a kortikélis és
medullaris teriiletek ardnya megvaltozik, az epitél sejtek halozatdnak felbomlasa

megkezdddik. Ezek a degenerativ elvéltozasok a génhidnyos PPARy KO, illetve PPARy
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heterozigota egerekben nem kovetkeznek be. Annak tisztdzésara, hogy a PPARy hianya a
timusz szerkezetének megérzése mellett a timusz funkcidjara is hatassal van-e, megmértik a
naiv T-sejt termelés mértékét Trec digitalis gPCR mddszerrel. A Trec kopidk olyan cirkulris
DNS molekuldk, melyek a T-sejtekben lezajl6 TCR génatrendez6dés melléktermékeként
keletkeznek, mennyiségiuk aranyos a naiv T-sejt termelés mértékével. Vizsgalatainkkal
kimutattuk, hogy mig vad tipust egérben 8 honapos korban méar enyhe csokkenés figyelhetd
meg a Trec kopiaszamban fiatal felnétt korhoz képest, addig a PPARy KO és heterozigéta
egerekben a Trec kopiaszam szignifikansan magasabb, dozisfiiggé mértékben. A timocita
alcsoportok CD4/CD8 megoszlasanak vizsgalatdval megfigyeltik, hogy a timocita
alcsoportok eloszlasat tekintve sem a PPARy KO, sem a PPARY heterozigdta mintdk nem
mutatnak eltérést a vad tipushoz képest. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a PPARy hidnya,
bar megndveli a keletkez6 naiv T-sejtek szamat, de a timocitak fejlédésének iranyat nem
befolyasolja, az alcsoportok megoszlasat nem torzitja.

A fenti eredményeink alapjan a PPARy funkci6 elvesztése pozitiv hatassal van a timusz
szerkezetére és naiv T-sejt termelésere dregedés soran. Tovabba azt is megfigyeltlk, hogy ez
a hatas nem csak a gén teljes hidnyaban, hanem mar egy alléljanak elvesztésével is
megfigyelhetd (dozishatas). A PPARYy teljes hidnya azonban stilyos anyagcsere betegségekhez
vezet egér esetében [74]. Ennek kovetkeztében a PPARy KO egerek hosszu tavu kovetése (10
honapon tul) nem kivitelezhet. Ugyanezen sulyos anyagcsere elvaltozasok azonban a PPARy
heterozigdta egereknél nem figyelhet6k meg. Mivel a PPARY heterozigéta egereket nem érinti
a PPARy hianyanak élettartamot és anyagcserét befolyasold negativ hatési, viszont a timuszra
gyakorolt pozitiv hatds kimutathatd volt, tovabbi kisérleteinket id6sebb korban ezekkel az
allatokkal végeztik.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a fokozott timusz funkcié (naiv T-sejt termelés)
befolyasolja-e a periférids immunrendszer sejtes 0sszetételét, dsszehasonlitottuk 12 honapos
vad tipust és PPARy heterozigota egerek vérében keringdé T-sejt alcsoportok aranyat.
Kimutattuk, hogy a T-sejtek ardnya nem valtozik a tobbi limfocita tipushoz képest, valamint a
CD4 és CD8 T-sejtek aranya sem valtozik a periférias vérben. Korabbi tanulmanyok leirtak,
hogy Oregedés sordn a naiv T-sejtek aranya csokken, mig a memdria T-sejtek aranya
emelkedik [35][85]. Részben a naiv T-sejtek aranyanak csokkenése lehet felelés az idds
korban megfigyelt, gyengébb immunologiai valaszért [35][86][87]. Mivel a PPARy hianya
pozitiv hatassal van a timusz naiv T-sejt termelésére, megvizsgaltuk, hogy ez hatassal van-e a
naiv T-sejtek aranyara a periféridas vérben. Megfigyeltik, hogy 12 hoénapos PPARy

heterozigota egerekben a naiv T-sejtek ardnya szignifikansan magasabb, mint a vad tipusa 12
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honapos kor( egerekben. A memdria T-sejt populaciot tovabb vizsgalva megallapitottuk,
hogy mig a centrdlis memdria T-sejtek aranya nem valtozik, addig az effektor meméria T-
sejtek aranya alacsonyabb a PPARy heterozigdta egerekben a vad tipushoz képest 12 honapos
korban.

Az eddig bemutatott eredmények alapjan a PPARy hianya késlelteti a timusz epitél
alloményanak Oregedését, pozitiv hatassal van a naiv T-sejt termelésre és a periférids vérben
megndveli a naiv T-sejtek aranyat. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy idésebb korban a naiv
T-sejt fiiggd immunoldgiai funkciok aktivabbak maradnak a PPARy génhianyos egerekben,
mint kontroll tarsaikban. Annak érdekében, hogy ezt a feltevést megvizsgaljuk, az oralis
tolerancia kialakulasénak készségét és egy human oltéanyag hatékonysagat vizsgaltuk 12
hénapos vad tipust és PPARy heterozigdta egerekben. Mind a két folyamat naiv T-sejt fiiggo,
valamint korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy id6sebb korban csdkken mind az oltasok
hatékonysaga és oralis (étel)-intolerancia is gyakrabban alakul ki [88][78]. Kimutattuk, hogy
mig 12 honapos korban a vad tipust egerben alig alakul ki ordlis tolerancia (bar ez fiatal
korban kdnnyen kialakithat6 [79]), addig a PPARy heterozigéta egerekben az oralis tolerancia
konnyedén kialakul még 12 hdénapos korban is. Tovabba az influenza oltas hatékonysaga is
megmarad idésebb PPARy heterozigdta egerekben, mig vad tipus esetében ez jelentdsen
gyengébb. Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a timuszra és azon bellil a naiv T-sejt
termelésre gyakorolt kedvezd hatasa révén a PPARy hianya pozitiv hatassal van a T-sejt
fliggd immunoldgiai funkciokra idésebb korban.

Egér modellen kimutatott eredményeink human vonatkozésait is megvizsgéltuk. A PPARYy
génhianyos allapot (l11-as tipusu familiaris parcialis lipodisztréfia) egy ismert ritka betegség
(1/1.000.000) emberben is. Bar a betegség altal okozott stlyos anyagcsere problémaékat tébb
Klinikai kutatas is kimutatta [71][72], a PPARy hianyallapot immunrendszerre gyakorolt
hatdsat azonban még nem vizsgaltak. Mivel a jarulékos anyagcsere problémak is csokkent
immunoldgiai funkciokhoz vezethetnek és kdzépkord (mar nem fiatal) betegekrél van szo,
eredményeinket a hasonld korti €s hasonld anyagcsere problémakat eredményezd, de a
PPARy-t nem érinté lamin mutacion alapuld FPLD2 betegségben [67] szenvedé emberekhez
hasonlitottuk. Megfigyeltiik, hogy FPLD3 betegek vérében magasabb a Trec kdpiaszam, mint
a korban és betegségben megegyezd FPLD?2 betegek esetében, és megfelel az életkor alapjan
varhat6 értéknek. Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az emberi PPARy hidnyallapot
az egerekhez hasonloan pozitiv hatassal van a timusz funkciora idésebb korban.
Vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy a PPARY hidnya egerekben késlelteti a timusz dregedését.

A PPARYy gén mar egy alléljanak hianya is azt eredményezi, hogy a timusz epitél hal6zatanak
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felbomlasa kés6ébb kezdédjon meg vad tipusi egerekhez képest. A jelenség pozitiv
kdvetkezménye a fokozott naiv T-sejt termelés és a hatékonyabb T-sejt fiiggé immunologiai
funkciok PPARy génhianyos egerekben. Ezt a pozitiv hatast human vonatkozasban is sikeriilt
igazolni PPARYy hianyallapotu betegekben. Bar a PPARy hianyallapot az immunrendszerre
pozitiv hatast gyakorol, emellett sulyos anyagcsere problémékat is okoz, ami miatt a
szisztémas PPARy gatlas nem lenne alkalmazhaté a timusz Oregedésének késleltetése
érdekében. Ezért tovabbi célunk olyan mechanizmus azonositasa, mely genetikai (szisztémas)
hatas helyett célzottan a timusz epitélre Kifejtett PPARYy antagonista hatast kozvetitene. Jelen
tudasunk és parhuzamos kutatdsi eredményeink alapjdn céljainkra mesterséges
nanorészecskek vagy exoszomak lehetnek alkalmasak, de ennek részletezése tulmutat a jelen

dolgozaton.

Uj eredmények dsszefoglalasa

1. Kimutattuk, hogy PPARy génhidnyos egerekben a timusz szerkezetének oOregedéssel
egyiitt jard valtozasai kés6bb jatszodnak le a vad tipushoz képest. Azt is megfigyeltik,
hogy ez a kesleltetés dozisfiiggé, mar a PPARy egyetlen alléljanak hidnyaban is
vegbemegy, nem csak a PPARy teljes hianyaban.

2. Bebizonyitottuk, hogy a PPARy hianya hatassal van a naiv T-sejt termelésre. Nyolc
honapos korban jelent6sen magasabb volt a naiv T-sejt termelés PPARy génhianyos
egerekben, mint vad tipust tarsaikban. Megfigyeltik, hogy ez a jelenség szintén
dozisfiiggs, mivel a PPARy heterozigota egerekben a T-sejt termelés magasabb volt a vad

tipusnal, de alacsonyabb a PPARy KO egereknél.

3. Megfigyeltik, hogy egereknél a timusz szempontjabol idésnek szamitod egy éves korban a
PPARy hidnya befolydsolja a naiv T-sejtek ardnyat periférias vérben. A naiv T-
sejt/memoria T-sejt ardny a naiv T-sejtek javara tolddik el a PPARy heterozigéta

egerekben vad tipusu tarsaikhoz viszonyitva.

4. A naiv T-sejtek aranyanak novekedése hatast gyakorol a T-sejt fliggd immunoldgiai
funkciokra. In vivo kisérletekkel kimutattuk, hogy az oralis tolerancia kialakulasa,
valamint a vakcindlhatésdg fokozott hatékonysaggal ment végbe egy éves PPARy

heterozigota egerekben, vad tipusu tarsaikhoz kepest.
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