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Osszefoglalas

Szamos betegség €s klinikai szituacio kezeleseben a medicina egyik legregebbi torekvéseihez
tartozik, hogy a természetes immunvédekezést erdsitsiik toxikus mellékhatas nélkiil es ezaltal
gatoljuk a pathologias allapotok progressziojat valamint javitsuk a betegek életmindségét.

A fehér fagyongy (Viscum album) galaktozid specifikus lektinje (VAA-I) a természetes im-
munrendszer cellularis aktivitasat (igy peldaul a granulocytak priming-jat vagy a természetes
killer sejtek cytotoxicitasat) stimulalni tudta alacsony és nem toxikus 0.5-3 ng/kg dozisban
kiilonbozo allat modelekben. Az in vitro tesztekben VAA-I hasonld adagban segiti el6 az
apotozist és a természetes immunrendszer cellularis elemeinek aktivalasat. Az in vivo
vizsgalatok soran a természetes immunfukciok mellett a keringd lymphocytak koncentracioja
is egy Gauss tipust dozis-hatas eloszlast mutatott, melynek biologiai mehanizmusa még nem
tisztazott. Mivel a thymocytak maturacioja kétségtelen szerepet kap ezen hatasokban, jelen
vizsgalatok célja az volt, hogy a lektin (VAA-I) hatasat immuncytokémiai és aramlasi
cytometriai technikéval vizsgaljuk a thymocytakra in vivo. Balb/c egerek.thymocytainak
teljes sejtszdmat, limfoid sejt megoszlasat, azaz a double negative (DN), double positive
(DP), CD4+ valamint CD8+ sejtek aranyat, apoptozisdnak mértéket &s a glikokortikod koto
receptor expresszios kinetikajat hatdroztuk meg 1, 4 és 21 napig tartd (hetenként 2-szer al-
kalmazott 1 es 30 ng/kg) lektin kezelese utan. VAA-I mindkét vizsgalt, de foleg a magasabb
dozisban szignifikans thymocyta proliferaciot indukalt a DN, DP és CD8+ subpopulaciokban.
30 ng/kg VAA-I az apoptotikus sejtek aranyanak szignifikans emelkedését okozta, amely
foleg a single positive (SP) sejteket érintette. 1 ng/kg VAA-I viszont erdsebb protektiv hatast
fejtett ki a dexamethasone (DX) altal indukalt fokozott apoptozis miatt kivaltott thymocyta
szam redukciora. A magasabb (30 ng/kg) lektin dozis additiv modon fokozta a DX altal
indukalt apoptozist, amely két kiilonbdzo hatasbol tevodik 6ssze. VAA-I a SP sejtekre, DX
viszont foleg az ¢retlen (DN ¢és DP) sejtekre hat. Parhuzamosan ezzel a lektin emelte a
glucocorticoid (GC) high pozitiv thymocytak szamat foleg a DP, de a tobbi subpopulacioban
is. Az elvégzett vizsgalatok 1j megvilagitasban jarulnak hozza azokhoz az eredményekhez,
amelyek a VAA-I immunmodulacios hatasat egy Gausz tipusu dozis-hatas eloszlasban
igazoltak. Jelen adatok tovabba azt is felvetik, hogy VAA-I a thymocytak maturaciojara
hatassal van ¢és emeli a thymocytak GC érzékenységét. Jelen eredmények therapias
jelentdsegének megitéléséhez még tovabbi vizsgalatok sziikségesek..



Bevezetés, kutatasi elozmények

Sy

rekvés, hogy a természetes immunvédekezést erositsiik toxikus mellekhatasok nélkil és
ezaltal gatoljuk a betegségek illetve a rak progressziojat. Sajnos ezeknek az attraktiv elképze-
léseknek a képviselete az utobbi evtizedekben egyre inkabb a természetgyogyaszat keretei
kozé keriilt, mivel a természettudomanyos kutatasokra tamaszkodd medicinanak sokszor
nehézsegeket okoz allast foglalni az immunrendszer szerepérol a kiilonbozo betegségek
kialakulasaban ¢s a tumorimmunologia szamos fontos kérdésében.. Ennek ellenére nem
szabad ezeknek a kutatasi iranyzatoknak semmi esetre sem atkeriilni egy ,alternativ”
medicinaba.

Az immunmodulacios kezelések masik nehézségét az a tény képezi, hogy a bonyolult
kaszkade mehanizmusokra €piild immunrendszer nem modulalhato folyamatosan, csak bizo-
nyos ritmusok betartasaval, amely figyelembeveszi a biologiai szabalyozas kinetikajat.

Lassan tobb mint 60 ¢éve hasznalnak Europa néhany orszagaban fagyongy levelebol ¢s
szarabol szarmazo vizes noveényi kivonatokat a rak gyogyitasara mint immunmodulatort. A
vezetd hatdanyagot viszont csak 10 ¢vvel ezelott sikeriilt kimutatni a fagyongyben. Ez egy
galaktozidspecifikuss cukorkotd feherje (lektin), amelynek eltavolitasa a ndvényi
extraktokbol az immunmodulacids hatas elveszteset okozta in vivo kiserletekben. [1]. Ezért a
fagyongy kutatas az elmult 10 ¢vben a benne levo lektinekre koncentralt.[2-3]. A dontd
biologiai hatasokat egy galaktosidspecifikus lektin, a Viscum album agglutinin (VAA)-I
képviseli, amely ma mar rekombinant formaban is rendelkezeésre all. A fehér fagyongy
(Viscum album) Iektinje (VAA-I) két lancbol all. A 29 kd molekulastlyta ,,A-lanc” N-
glikozidaz aktivitasa révén egy erds riboszoma inaktivator [4-8]. A cukorkdtd 34 kd moleku-
lasalyu ,,B-lanc” felelds a lektin molekula immunmodulécids hatdsaért [9-11].

Kiilonbozd eukaryota sejtek kultirajaban a DNS-fragmentacié és a hypodiploid DNS-
peak vizsgalata révén sikeriilt kimutatni, hogy a VAA-I 10 ng/ml feletti koncentracioban ké-
pes, 24 6ra inkubacid utan, apoptozist indukalni [12]. PCR és ELISA vizsgalatok kimutattak,
hogy 1 ¢és 10 ng/ml kozotti koncentracioban a VAA-I stimuladlta a human periférias
mononukledris sejtekben torténd proinflammatorikus citokinek szintézisét és termelését [10,
13]. Ezek az eredmények azzal is 6sszefliggnek, hogy VAA-I az inflammatorikus sejtvona-
lakhoz (monocitak, granulocitak és NK sejtek) erdsebben kotddik, mint egyéb immunsejtek-
hez [10]. VAA-I egyiittes inkubacioja interleukin (IL)-2-vel és IL-12-vel additiv modon tudta
fokozni azoknak a természetes 010 sejtekre (NK sejtek) kifejtett stimulacids hatasat [14].
Ezek az in vitro adatok 6sszhangban vannak az in vivo eredményekkel [14-15]. A természetes
immunrendszer egyes cellularis funkcidja, igymint a granulocytak phagocytosis aktivitasa, az
NK sejtek cyotoxikus hatasa és az un. large granular lymphocytak (LGL sejtek) koncentracio-
ja Gauss tipust dozis-hatas eloszlast mutat, ha ezeket kisérleti allatokban 24 vagy 48 oraval a
lektin injekcidk beadasa utan vizsgaljuk [14-15]. PBMC és csontvel6i CD34+ sejtek 14 napos
kultarajaban a VAA-I hematopoetikus ndvekedési faktorokkal egyiitt adva fokozta az dssejtek
kolonia képzését és novekedését [16]. A természetes immunrendszer egyensulya szamos be-
tegségben (pl. egyes autoimmun korképekben és rosszindulati daganatok esetében is), ma
mar egyre jobban megértett mechanizmusok révén zavart szenved, ami esetleg a VAA-I ada-
saval pozitivan befolyasolhat6 lehet.

Az in vivo vizsgalatok soran a természetes immunfukciok mellett a keringd lymphocytak
koncentracioja is egy Gauss tipust dozis-hatas eloszlast mutatott [14-15, 17-20], melynek
biologiai mehanizmusa még nem tisztazott. Mivel a thymocytak maturacioja kétségtelen sze-
repet kap ezen hatasokban, jelen vizsgalatok egyik célja az volt, hogy a lektin (VAA-I)
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hatasat immuncytokémiai és aramlési cytometriai tehnikaval vizsgaljuk a thymocytakra in
Vivo.

A T lymphocytak szigoru szelekcios folyamatokon esnek at a thymusban, hogy az autoreaktiv
¢s a nem funkcioképes sejtek ne juthassanak el a peripheriara [21]. A glucocorticoid (GC)
hormonok, amelyeket a thymus epithelialis sejtjei is termelnek [22], valosziniileg fontos sze-
repet jatszanak a T lymhocytak fejlodésében, de ennek pontos hatasmehanizmusardl még nin-
csenek egyértelmii elképzelések. Az érett €s éretlen thymocytak glucocorticoid érzékenysége
jelentdsnek tiinik mind a pozitiv és negativ szelekcioban, mivel transgenikus egerekben, ahol
a glucocorticoid receptorok  (GCR) expresszidja csokkentett mertékii, a thymocytak
abnormalis fejlodést mutatnak [21]. A thymocytakon a GCR szint magasabb, mint a
splenocytakon. A thymocyta subpopulaciok kozott a DP sejtek felszinen talalhato a legkeve-
sebb GCR [23]. A neutrophil sejteken pedig kevesebb GCR van, mint a lymphocytakon vagy
a monocytakon [24]. Mindezek a kiilonbségek az immunsejtek GCR expressziojaban felvetik
a kérdést, hogy nincs-e Osszefiiggés az egyes subpopulaciok GCR szintje és GC erzékenysége
kozott. Valoban GCR deficiens thymocytak rezisztensek a GC altal indukalt apoptozisra [25].
Azonban GCR gen deplécigja esetén normalis thymocyte fejlodést is megfigyeltek [26], ami
arra utal, hogy a GCR expresszioja nem kizarolagos meghatarozoja az immunsejtek GC ér-
zékenységének [25].

Vizsgalatainknak masodik része ezért annak tisztazasara iranyult, hogy hogyan hat a VAA-I a
GC altal indukalt thymocyta apoptozisra €s a kiilonb6zo subpopulaciok GCR expresszidjara.

Elvégzett vizsgalatok:

A fagyongy lektin immunmoduldlé hatdsdnak igazolasara fiatal BALB/c egereket
valasztottunk. Ezen a beltenyésztett egértorzson elokisérleteink soran mar tobbszor sikertilt a
VAA-I immunmodulécidés hatasat kimutatni immuncytokémiai modszerekkel. A meghataro-
zott protokoll szerint adott VAA-I hatdsat monoklonalis ellenanyagokkal végzett dramlasi
cytometrias mérésekkel hataroztuk meg. Igy az immunbiologiai hatas tisztizasa mellett a
preklinikai és a késobbi klinikai vizsgéalatok szamara a lektin-hatas mérésének standardizala-
sat ¢és az eredmények reprodukalhatosdganak biztositasat is igyekeztiink eldsegiteni. Mivel
VAA-I hasonlé adagban segiti el6 az apotozist €s a természetes immunrendszer cellularis
elemeinek aktivalasat, a lektinnek a nyirokszervekre, elsdsorban a thymusra gyakorolt hatas-
nak a vizsgalatat, immuncytokémiai és daramlasi cytometriaia technikdval a kovetkezd
protokol szerint végeztiik:

Az allatok a kovetkezd lektin adagokat kaptak hetente két alkalommal, szubkutan, 3 héten
keresztiil beadni:

Izotonias NaCl mint negativ kontrol

1 ng /kg lektin

1 ng/kg lektin + 1 mg /kg dexamethason

30 ng/kg lektin

30 ng/kg lektin + 1 mg/kg dexamethason

1 mg/kg dexamethason mint pozitiv kontrol



Az egerek egy csoportja 24 oraval az elso injekcio utan, egy masodik része 4 napi €s a tobbi 3
heti kezelés utan a kdvetkezd parmétereke lett vizsgalva:

1.) Thymus teljes sejtszam meghatarozas

2.) Thymus sejtek korai és késoi apoptozisdnak meghatarozasa

3.) Flow-cytometrids vizsgalatok a limfoid sejtek megoszlasanak és a GCR
expresszios kinetikajanak meghatarozasaval:

A vizsgalatok fontosabb célkitiizeései:

1.) A lektin (VAA-I) immunmodulacios hatasanak in vivo vizsgalata

2.) Az érett CD4+ és CD8+ valamint az éretlen DN és DP sejtek lektin altal
kivaltott proliferaciojanak €s apotozisanak meghatarozasa

3.) VAA-I protektiv hatasanak vizsgalata a GC altal indukalt thymocyta sejtszam
redukciora.

4.) VAA-I-nak a GC altal indukalt apoptozisra gyakorolt additiv hatasanak
meghatarozasa a kiilonbdzo thymocyta subpopulaciokban

5.) Thymocytak GCR expressziojanak vizsgalata

6.) Gauss tipust dozis-hatds eloszlds tovabbi interpretacidja az uj ismeretek
birtokaban.

7.) A preklinikai és a késObbi klinikai vizsgalatok szamara a lektin-hatas mérésé-
nek standardizalasat és az eredmények reprodukalhatdosdganak biztositdsat is
szeretnénk ezekkel az eredményekkel elosegiteni

Anvagok és modszerek

Anyagok

VAA-I a friss ndvény levelebol €s szarabol késziilt vizes extraktumbol laktoz-agaroz oszlo-
pon lett izolalva, ahogyan ezt elozoleg publikaltuk [15]. Endotoxin kontaminacio a hasznalt
lektinoldatokban mindig kevesebb volt, mint 0.5 pg/ml a quantitativ kinetikus LAL assay
alapjan. Dexamethason (DX) N.V.Organon Oss Holland cégtdl lettek vasarolva. Az apoptozis
meghatarozasahoz Annexin V-FITC a Pharmingentol (kat.sz. 556420) és propidium jodid a
Sigmatol (p 4170) lett alkalmazva.

A harmas jeloleéssel jaro kisérletekhez a kovetkezd monoklonalis antitestek lettek hasznalva:
phycoerythrin (PE) patkany egérellenes CD4 (L3T4, Pharmingen, kat.sz.:09005A) és Cy-
chrome konjugalt patkany egér ellenes CD8 (L-2 Pharmingen kat.sz. 553034). Anti-GCR-
FITC a sajat laboratoriumban lett eldallitva [26].

Az allatok kezelése

Him és nostény Balb/c egerek mindig fele-fele aranyban lettek kezelve és vizsgalva. Az
allatok (atlagos ¢életkoruk 6 hét, testsulyuk 20 g +/-10%) Charles Rivers Laboratoriiumoktol
lettek vasarolva. Az allatok randomizaltan keriiltek harmas csoportokba. Az allatok subkutan
hetenkent ketszer lettek a kovetkezo injekciokkal kezelve: placebo (phosphat puffer), 1 ng/kg
¢és 30 ng/’kg VAA-I egyediil vagy 1 mg/kg DX-val. Az egerek egy csoportja 24 oraval az elso
injekcio utan, egy masodik része 4 napi €s a tobbi 3 heti kezelés (72 oraval az utolso injekcio)
utan lett egy gyors decapitaciot kdvetden vizsgalva.

Thymocytak preparacioja, festése €s analysise




A thymus mirigy eltavolitas utan jeges PBS oldatba lett helyezve, majd {liveg/iiveg
homogenizatorral homogenizalva. A sejt suspenzid nylon mesh filterrel lett megsziirve. A
thymocytak kétszer lettek PBS-ben mosva, majd a sejt szam és a viabilitas trypan blue
segitségével hemocytometerrel lett meghatarozva. 1 x 10° thymocyta a kitd pufferban (PBS/
0,1%NaNs/ 0,1%BSA) CD4 ¢s CD8-ra lett jelolve 30 percig, majd 2-szeri PBS-vel végzett
mosas utan PBS /0,1%PFA oldatba lett helyezve a flow cytometrias analizisig. A korai
apoptozis vizsgalathoz 15 percig tartdo Annexin V-FITC jeldlés lett hasznalva.. A késoi
apoptozis meghatarozasahoz a sejtek 4%-os PFA-val valo fixalas utan szaponin pufferben
(0,1% Szaponin /0,1% BSA/ 0,1% NaN; PBS-ben) 50 pg/ml propidium jodiddal lettek 30
percig szobahdomérsékleten inkubalva. A mintak FACS Calibur flow cytometerrel (Becton
Dickinson, San Jose CA) lettek analizalva CellQuest software-t alkalmazva.

Statisztikai analysis

Az eredmenyek Student's t test ¢s a Wilcoxon, Mann ¢s Whitney féle U test segitségével a
Statgraphics statisztikai IBM computer program keretében lettek statisztikailag analizalva.

Eredmények

TNty

Ha 24 oraval egyetlen lektin injekcio utan a thymocytak totalis szama lett meghatarozva, nem
volt kimutathato kiilonbség a kezelt és a kontrol csoportok kozott (1. abra A része). Haa DN,
DP ¢és SP thymocyta subpopulaciok lettek 6sszehasonlitva, akkor a CD8+ thymocytak 1 ng/kg
VAA-I utan 70%-o0s ¢s 30 ng/kg VAA-I utan 44%-os emelkedést mutattak (p<0.025 ill.
p>0.05). Ezzel egyértelmiien a CD4/CD8 ratio csokkent a thymusban 39 ill 38 %-kal 24
oraval a két lektin dozis utan (p<0,01 ill. p<0,01). (2. abra C része, tablazat A része). Ezzel
ellentétben a periférias verben 1 ng/kg utan 74 %-kal és 30 ng/kg lektin dozis utan 55 %-kal
emelkedett a CD4+/CD8+ ratio (p<0,005 ill. p<0,01) (2. abra A rész).

Az allatoknak egy masik csoportja 3 hetig lett kezelve a lektinnel (VAA-I) hetente kétszer s
72 oraval az utolso injekcio utan lettek a vizsgalatok elvégezve. Ahogyan ezt az 1. abra B
része mutatja mindket lektin dozis utan emelkedett a thymocytak totalis szama (p<0,05 ill.
0,025). Ha az egyes thymocyta subpopulaciok lettek dsszehasonlitva (a tablazat B része), ak-
kor 30 ng/kg lektin dozis utan CD4+ sejtek kivételével valamennyi vizsgalt sejt typus (DN,
DP és CD8+) szignifikans emelkedést mutatott (p<<0,01, p<0,05 ill. 0,0025). 1 ng/kg VAA-I
utan szintén valamennyi thymocyta subpopulacio emelkedett, de ez csak a CD8+ populacio
esetén volt szignifikans, ami arra utal, hogy a CD8+ thymocyta subpopulacido mutatja a legna-
gyobb érzékenységet a lektin indukalta proliferaciora.

VAA-I gatlo hatasa a glucocorticoid altal indukalt thymocyta szam redukciora

Mivel jol ismert, hogy GCs jelntosen redukaljak a thymocytak szamat a thymusban ¢és ezt a
jelenleg elvégzett vizsgalatok is igazoltak (1. abra A ¢s B részének 4. oszlopai), ezért most a
lektin hatasa is vizsgalva lett erre a DX altal indukalta thymocyta szam redukciora. Ha DX
VAA-I-val egyiitt lett adva, akkor a lektin szignifikansan mérsékelte a GC altal-indukalt
sejtszam redukciot a thymusban. (1. abra A és B részének 5. és 6. oszlopa). A lektinnek ez a
protektiv hatasa valamennyi vizsgalt subpopulaciot (DN, DP, SP) ¢érintette (tablazat B része).
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Mindkét lektin dozis hatasosnak bizonyult, de 1 ng/kg erdsebben volt protektiv, mint a 30
ng/kg.

VAA-I hatasa a thymocytak apoptozisara

Mivel a lektin indukalta fokozott thymocyta proliferacio egy gyorsabb maturacio (pozitiv és
negativ szelekcio) révén az apoptotikus sejteknek emelkedett szamat is okozhatja, fontos volt
ezt ugyanabban az allatmodelben szintén vizsgalni. Ahogyan ezt a 3. abra A része mutatja, az
apoptotikus thymocytak szazalékos aranya 1,9-szeresen ¢és 2,2-szeresen emelkedett 24 oraval
1 ng/kg es 30 ng/kg VAA-I adasa utan (p<0,07 ill. p<0,05). Ugyancsak 30 ng/kg lektin dozis
hatasa bizonyult erdsebbnek, ha a korai apoptozist a phosphatidylserin expressziojaval mértiik
a thymocyta subpopulaciok feliiletén. Ahogyan ezt a 4. abra mutatja, 24 oraval 30 ng/kg
lektin injekcio utan a SP CD4+ és CD8+ sejtek mutattak 2-szeres illetve 1,7-szeres emelke-
dést. Az allatok egy masik csoportjaban, amelyek 3 hétig lettek kezelve (3. abra B része), 72
oraval az utolso 30 ng/kg lektin injekcid utan 54 %-kal emelkedett az apoptotikus sejtek
szama (p<0.01).

VAA-I hatasa a DX altal indukalt apoptozisra

Mivel GC hormonok jelentds szerepet toltenek be a thymus sejtek fejlodesében (a positiv €s
negativ szelekcioban) és mind in vitro, valamint in vivo kisérletekben jelentdsen fokozzak a
thymocytak apoptozisat, ezert fontos volt a lektin hatasat a DX altal indukalt apoptozisra
ugyanebben az allatmodelben szintén vizsgalni. Ahogyan ezt az 5. abra mutatja 30 ng/kg
VAA-I szignifikansan emlte a CD4+ és CD8+ SP thymocytak korai apoptozisat (p<0,025 ill.
p<0,01). Azonban a kiilonbeg 24 oraval az injekcio utan viszonylag kicsi volt, ha a lektin
egyediil vagy 1 mg/kg dexametasonnal egyiitt lett adva. Ha a lektin a 0 és 3. napon lett
injekciozva napi 2 mg/kg DX mellett, 4 nap utan a kombinacios adagolas mar szignifikansan
magasabb szazalékban (p<0,05) okozott késodi apoptozist (23 +/-3,1%) mint VAA-I egyediil
(15,1 +/-1,7). Ez a kiilonbség 3 hét utan is kifejezett maradt (6. abra). 30 ng/kg VAA-I egye-
diil 54 %-ban, 1 mg/kg DX egyediil 13 %-ban, de a kettd kombinaciojaban 100 %-ban emelte
az apoptotikus sejtek szazalékos aranyat (p<0,05).

VAA-I hatasa a thymocytak glucocorticoid receptorara (GCR)

A thymocytak lektin indukalta fokozott apoptozisa miatt felmeriilt az a kérdés is, hogy VAA-I
hat-e a thymus sejtek GCR expressziojara. 24 oraval a lektin injekcio utan szignifikans
valtozasok még nem voltak észlelhetok. 4 napi kezelés utan foleg a GCR high pozitiv DP és
kevésbé a DN sejtek szama emelkedett szignifikansan (7. abra, p<0,05). A DP thymocytak
GCR fluorescence intenzitasa pedig szintén 2,5-szeresére emelkedett a 4 napos kombinacios
kezelésre.

72 oraval az utolso injekcio utan a 3 heti kezelést kovetden a GCR high pozitiv sejtek szama
hasonlo mértékben 20 % felett (8.abra) emelkedett minden thymocyta subpopulacioban.

Megbeszélés

Jelen eredmények ésszhangban vannak az elozetes in vitro leletekkel [12], mivel VAA-I in
vivo mind proliferaciot és mind apoptozist indukal a thymusban, mely az érett ¢s éretlen
thymocytakat egyarant érinti. Ezeknek a hatasoknak esetleges mehanizmusaként felmeriil a
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lektin (VAA-I) altal indukalt proinflammatorikus aktivitas is, mivel interleukin (IL)-1beta,
IL-6, tumor necrosis factor (TNF)-alpha ¢és interferon (IFN)-gamma jelentds szerepet toltenek
be a thymocytak proliferaciojaban és apoptozisaban [27-32]. Ennek a feltevésnek a korrekt
megitélése azonban még tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségessé.

Kiilobozo eukaryotikus sejtek kulturajaban VAA-I modulalta a protein synthesist, mivel - ez
mint mar emlitve volt - VAA-I a 29 kd molekulasulyt A-lancanak N-glikozid4z aktivitasa
révén egy erds riboszoma inaktivator [4-8]. A lektinnek az apoptotikus hatasaban a caspase-3
legalabb is részben szerepet jatszik. [33]. Jelen in vivo vizsgalatok Osszhangban vannak
azokkal az in vitro leletekkel, melyek szerint a VAA-I altal indukalt apoptozis dozis-
dependens. 24 oras sejtkulturakban VAA-I 10 és 1000 ng/ml k6zotti koncentracioban okozott
programozott sejthalalt [33-34]. Az in vivo vizsgalatok szerint 30 ng/kg lektin dozis
erdsebben hat a thymocytak proliferaciojara és apoptozisara, mint 1 ng/kg VAA-I. Viszont 1
ng/kg lektin dozis erdsebben volt protektiv a DX altal indukalt thymocyta sejtszam csokke-
nésre. Valamennyi apoptozis vizsgalatot dsszevetve a lektin hatas a fokozott szelekcios fo-
lyamatok kdvetkezménye is lehet ellentétben a DX altal indukalt direkt apoptozissal az éret-
len thymocytakon. Mind a protektiv és mind az apoptozist stimulald hatas klinikai
jelentosegenek megitélése (pl. GC rezisztencia esetén) tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségessé.

A GC hormonoknak talan a legismertebb hatasa az immunsuppresszio, amely a thymocytakat
is er0sen €rinti. A thymusban ugyanis GC hormonok potens apoptozis inducerek. Igy peldaul
egy stress szituacio altal indukalt emelkedett GC koncentracio a DP sejtek fokozott halalat
tudja eldidézni [22]. Thymus epithelsejtek is termelnek endogen GC hormonokat, amelyek
jelentds szerepet toltenek be a DP thymocytak pozitiv szelekcidjaban [22]. Erdekes modon a
DP thymocytakon talalhatd a legalacsonyabb GCR expresszio [23]. Fokozott GCR gén
expresszio egerekben emelni tudta GC-indukalta thymocyta apoptozist [35]. Ezek a hatasok a
GCR expresszio regulacios jelentdseéget tamasztjak ala kiilonb6zo fiziologias és pathologias
folyamatokban.

Korabbi vizsgalataink kimutattak, hogy VAA-I modulalni tudja bizonyos lymphocyta
populaciok ,.circulating pool”-janak mértékét [14, 36]. A lymphocyta szamot emeld alacsony
(0,5 - 1 ng/kg) és a lymphocyta szamot csokkentd magasabb (>30 ng/kg) lektin dozisok
hatasai kozott szignifikans kiillonbségek voltak megfigyelhetok [14]. A thymocyta ¢és
peripherias lymphocyta szamot szabalyozo homeosztatikus regulacio ma még nem egészen
megértett. Transgenikus egerekben, amelyeknek redukalt GCR expresszioja van, fokozott
thymocyta és T sejt szamot mutattak ki [37]. Igy ez nagyon valdsziniinek latszik, hogy a
fiziologias GC ¢és GCR szint szerepet kap a thymocytak és T sejtek pool-janak
ellenorzésében. Emlitett adatok miatt a lektin (VAA-I) altal indukalt GCR expresszio emel-
kedés és additiv hatas a DX altal kivaltott apoptozisra talan segitséget nyujtanak a lektin Ga-
uss tipust dézis-hatés eloszlasanak jobb megértéséhez.

A lektin additiv hatasa a DX altal indukalt apoptozisra 2 kiilonb6zo akciobol tevodhet Gssze.
A DX apoptotikus hatasa erdsebben iranyul az éretlen thymocytakra, mig VAA-I inkabb az
érett sejtekre hat. Ennek az additiv hatasnak esetleg therapias jelentosége lehet, ha GC maga-
sabb plasma szintje alacsonyabb GC érzékenységet, vagy rezisztenciat valt ki. Emellett
VAA-I a lymhocytak ,circulating pool”-jara protektiv hatast is gyakorol, amely esetleg
tovabb javithatja a therapias eredményeket a GC kezelés folyaman.



Tablazat
A. Egyetlen VAA-I and DX kezelés hatasa a thymocyta subpopulaciokra x 10°
(SEM)
Thymus Ctrl VAA1ng | VAA30ng | VAAlIng | VAA 30ng DX
+DX +DX
DN 2,4(04) | 3,0(0,5) 470, | "1,6004) | 1,8(0,6) | *1,2(0,1)
DP 117,8 (7,5) | 97,1 (1,3) | 104,5(13) 64,4 (14) [55,7(13,0) | *48,1 (5,4)
CD4+ 12514 | 12,7(1,7) | 10,5(1,2) 9,0 (1,7) 82124 | *5,4(0,2)
CD8§+ 4,9 (1,3) *8,4 (1,2) 7,1 (1,7) 7,0 (2,8) 6,9 (2,9) |*2,3(0,03)
B. 3 heti VAA-I and DX kezelés hatasa a thymocyta subpopulaciokra x 10°
(SEM)
Thymus Ctrl VAA1Ing | VAA30ng | VAA1Ing | VAA 30ng DX
+DX +DX
DN 32007 | 35(0.2) | *47(024) | "48(16) | "3,0(0.8) | *0,9(0.3)
DP 48,8 (14,7) | 69,7 (15,9) [*101 (18,0) |"54,4 (16) | *53,7(16,7) | *10,2 (1,5)
CD4+ 7,2 (1,4 9,4 (0,9) 10,6 2,1) | *7,6 (2,0) 6,3 (1,8) | *2,2(0,3)
CD8§+ 2,3(0,3) | *3,6(0,08) | *4,4(0,1) | "3,8(0,9 5,0 (3,0) *0,9 (0,3)

DN, DP, CD4+ ¢és CD8+ thymocytak atlagos abszolut szama (+SEM) lett 6sszehasonlitva
kiilonbozo kezelések utan. (*) azt jelenti, hogy az értek a negativ kontrolhoz hasonlitva
szignifikans (p<0,05), mig (* ) a pozitiv kontrolhoz (DX kezelést egydiil kapo csoporthoz)

képest jelzi a statisztikai szignifikanciat.
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