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Roviditésk jegyzéke

AIRE autoimmun regulator

BAT barna zsirszovet (brown adipose tissue)

CCL C-C kemokin ligand

CCR C-C kemokin receptor

CD cluster of differentiation

C/EBP CCAAT-enhancer-binding proteins

DN dupla negativ

DP dupla pozitiv

EMT epitel-mesenhcymalis transzformacio

EpCAM epithelial cell adhesion molecule

FGF fibroblaszt novekedési faktor (fibroblast growth factor)
FoxN1 forkhead box protein N1

Foxp3 forkhead box P3

FPLD familiaris parcialis lipodisztrofia

FPLD2 familiaris parcidlis lipodisztrofia 2-es altipusa

FPLD3 familiaris parcialis lipodisztréfia 3-as altipusa

IGF iQ]XOLQ V]HU& Q| Yinswiti®epgrdwth Eakstod) R U
IL interleukin

Ly51 glutamyl aminopeptidase

MHC | KLV]WRNRPSDWLELOLWIiIVL NRPSOH[ P
ns nem szignifikans

OVA ovalbumin

PBMC periférias mononuklearis vérsejt@deripheral blood mononuclear cll
PPAR peroxisome proliferator activated receptor

33%5 peroxisome proliferator activated receptor gamma



333%5 .. peroxisome proliferator activated receptor gamma génhianyos

RANK receptor activator of nuclear factor kappa-
SP egyszeresen pozitiv (single positive)

TcR T-sejt receptor (T-cell Receptor)

Trec T cell-recombination excision circle

TZD thiazolidinedione

WAT fehér zsirszodvet (white adipose tissue)

wnt4 Wingless/Integrated family member 4



Bevezetés

$] LPPXQUHQGV]HU IHODGDWD D N«eOV SDWRJpQHN HOOHQL
sejtjeinek eltavolitdsa. Az immunrendszeren belll megkilonbdztetlink velesziletett és szerzett
(adaptiv) immunitast, illetve sejtes és humoralis immunitast. Az adaptiv immunitas sejtes elmei
aT-ésaBOLPIRFLWIN $] |[UHJHGpV D] LPPXQUHQGV]HUUH LV KL
az immunrendszer hatékonysaga egyre csokken, a betegségek kialakulasa gyakoribba valik. Az
Oregedés a T-sejtes immunitdsban konnyen tgitehK HW  Olimfddi@k BésZt vesznek a

kérokozok elleni védekezésben, a meghibadddsejtek eltavolitasaban és az immunrendszer
VIDEIiO\R]IiVIEDQ LV FV|INNHQW IXQNFLRQDOLWIVXN KRI]JiN
HO IRUGXOy WXPRURV HOYiIOWR]iVRN DXWRLPPXQ EHWHJ
8J\DQH]HQ IR O\D P higpendeasHaliadok @sokkent hatékonysagaért, mely szintén

D] LG VHEE NRURV]WiIiO\W pULQWLmeglEY U-sejteke wah hadsaly R U E D (
hanem a T-limfocitdk terrdl O GpVpQHN IRO\DPDWiIiUD (]JHQ EHQ+O LV 1| |
masnéven timuszt érinti. Ennek a szervaéiadata, hogy nicheA ELIWRVtWVRQ D FVRC(
NpS] GOZPIRFLWD HO DODNRN pUpVpQHN pV V]HOHNFLYyMiC
folyamatosan biztositja az Uj, ugynevezett naiv Tidéf WHUPHO GpVpW PHO\HN
idegen fehérjék felismerésére, de nem reagalnak eliminacioval a szervezet sajat fehérjéire. A
timusz funkcionalisan legfontosabb része az epitél haldzat, INghyW | Wgrihatd:H

kortikalis és medullaris allomary Oregedés soran ez az epitél halozat feloomlik és allomanya
OHFVINNHQ YDODPLQW D] HSLWpPO VH M iNnagiHIOMOMKHWYHY
Egyre elfogadottablD] D Qp]HW KRJ\ D WtPXV] |[UHJHGpVH VRUIQ D]
lassul, igy szamuk lecsdkken, valamint egyes epitél sejtek funkcidjukat vesztve adipoid iranyba
transzdifferencidlédnak. Ezen folyamat egyik kivaltd oka a pubertas soran nagy mértékben
megemeN HG V }sz{exai®hormonszint (]W D] HONpS]J]HOpVW HU VtwWL D] D
egyes szteroid alapu gyogyszeres kezelések az dregedéshez hasonl6 elvaltozasokat okoznak a
timuszban, valamint az a tény is, hogy egyes szteroid vegyiletek az adipoid iranyu
GLIIHUHQFLiOyGiVQDN NHGYH]QHN $ JVtUV]|YHW IHMO GpVr
UpVIWYHY MH D 33%$5 WUDQV]NULS F tepdszérmiNagipold irdr@Q HN D N
IHMO GpVW LQGXNIiO )RNR]JRWW 33%5 P&N]|Gke2elVegdrtgk ROy JLi
timuszdban is megfigyeltek. EpUWHOP& EL]JRQ\tWpNRN YDQQDN DUL
HO]JVtURVRGIVIEDQ D 33%5 IRQWRYV V]HU &gy WegvizsydydL N (] H
milyen hatassalYDQ D 333$5 vds¢i®dd Fd yimusz oOregedésépey D] LG VNRUL

immunoldgiai funkcidkra.



Irodalmi attekintés

Timusz

$ WtPXV] PiV QpYHQ FV-OEPHRFRWININHMDO7 GpVppUW IHOHO V
$ FVRQWY HOTBejel pUMN RN L WY dikerdnsiaidaicak. Brésiket befejezve

naiv T-sejtként elhagyjak a timuszt, hogy a periférian ellassak funkciojukat. A timusz feladata
tovdbba a funkcidképtelen és a kéros autoreaktiv T-sejtek eltadvaktdea a folyamat

biztositja, hogy a perifériara vandorlo T-sejtek nem aktivalédnak a szervezet sajat antigénjeire,

de idegen antigén felismerése ef@teP HIJIHOHO LPPXQYIiODV]JW LQGXNiIiOQDT

Timusz anatomiaja, szerkezete

A timusz a mellkasban a szegycsont mogétt a perikardialis mediasztinumban (gatoriregben)
helyezkedik el. Anterior helyzetben talalha® V]tY | HUHLKH] NipsdatlY W pV Y
aortaivhez viszonyitva.$ WtPXV] NpW HJ\PiVWyO HON+O|Q*O N|W V]
OHEHQ\E O iOO0O PHO\HNHW YpNRQA tisjigyt \ellqtd Havteia W RN KD
kortikomedullaris junkci6 tertletén lép be a timuszba. Ezutan kapillarisokra agazik, melyek
behaldézzak a kortikalis és medulléris terileteket. A kéreg alloméanyban a kapillarisok
makrofagokkal, epitél sejtekkel és perivaszkularis limfocitakkal egyutt alkotjak a vér-timusz

gatat. $ NDSLOOIULVRN Y pQiMdtRomédudacsHUNKciD terilstéd lepnek ki a
timuszbdl. A timuszban csak efferens nyirokerek talalhatdéak [1].

$ WtPXV] VIHUNH]JHWpPW D Q\LURNV]JHUYHN N|]W HJ\HG+*0iOOy
epitél sejtek egy olyartK i Oy]|DWRW DONRWQDN PHO\EIHGctak A& Q KHO\I
HSLWpO KiOy]DW NpW V]HUNH]HW Eddahk: fx&tegrX (kbiex)yésDQ HO
YHO iOORPIiQ\UD PHGXOOD $ NpW WHU*OHWHW HJ\PiVWyO
UpJLy KDWIUROMD HO +LV]WROyJLDL PHWV]J]HWHQ D NRUWH]
tertletként, a medulla vildgosabb, lazabb szerkezetet mutato terlletként lathat6 [1].

A WtPXV] IHMO GpVH

$ WtPXV] HPEULRQIOLV IHMO GpVpW HJpUEHQ UpV]OHWHVHQ
HQGRGHUPIOLV UpV]pE O IHMO Gi N) INSMDW ytOP BB} B Q3 CHY NR
kezdetbenD YHO FV BPHMHEIHWEIiOLYV VHMWHNE O pV SHULYDV]NX
indul meg [2]. EO V &fterhesség 12. napjan érkeznek hematopoetikus progenitorok a timuszba

[3]. Ebben az allapotban még éretlen a timusz epitél allomgnya,R O\DQ ELSREIHQV VHNM
DPLN NpV E EBEmiNdorBadii&tisl mindNRUWLNIiOLV HSLWRDAYépMWHNNP |



IHMO GpVpQHN NRUDL VIDNDV]IEDQ HOHQJHGEAMMIUO HQ+O
sejtek altal biztositott fibroblaszt névekedési faktorok (FGF, fibroblast growth factor), ezen

beliil az FGF10 és az FGFR2IlllpV D] LQ]XOLQ V]HU& Q| Y,HisHrGligd/L IDNW
growth factor), valamint az IGF-1 és az IGFitOWDO N|]YHWtWHWW VWLPXOXVR
IHMO GpVKH] (IHNQHN D VWLPXg@gaaV R NiQIBN efitél Kskjtel\i E D
differencidlodasa végbe megy, de expanzidjuk elmarad [5][6]{]W N |Y H4ikH Q
szilkségess@ timocitdk jelenléteis KRJ\ PHJIHOHO HQ YpJEH PHQMHQ |
organizacioja [8]. A timusz epitél hal6zata altal kdzvetitett szignalok elengedhetetlenek a
WLPRFLWIN IHMO GpVpKH] Dp#uig RéKEIGANetetIENEa pitddsHgtrovbH O H N
sejtjeinek aP & N | G p \ép temhiartasahoz [9].

A N|]|V HO DODN Kkogrtikahsleshngld0llaBs timusz epitél sejtek differencidlodasédhoz
rendkivil fontos a FoxN1 (forkhead box protein)anszkripcios faktor jelenléte [10][114

N|]I[V HO DODNEyO V]iUPD]y HSLWpO VHMWHN NpV EE Np\
eON*O|QtWKHW FVRA RiuiWalR VepitBl G&jtBkvé aDciokeratin 8, EpCAM1

(epithelial cell adhesion molecule), Ly51 (glutamyl aminopeptidase), CD205, MEGHHE -

I PROHNXOIN H[SUHVV]LYMD MHOOHP] B ®amBXx6OMHCLY HSLW
€s CD80 markereket expresszalnak [12]. A medullaris epitél sejtek tovabbi két alcsoportra
oszthatok az MHC-II és CD80 expresszi6 alapjan [8].

$ WtPXV] PHGXOOiIULV NRPSDUW PKit@aNed fo@dd Nis2 Bl heédL@aHO |TH M
epitélium és a B-sejtek végzik a negativ szelekciot, mely sordn az autoreadjiekben
DSRSWy]JLVW LQGXNIOQDN $ PHGXOOD N fak@-EEN(NKBJiQD N |
csalad tagjai [13]. A medullaris epitélium egyik egyedi funkcidja, hogy random expresszalja a

sejt minden sajat antigénjét, dd20 HO O H Q U L Js¢jiek utdresk@vit@sat7/Ezt a random
expressziot az AIRE (autoimmun regulator) transzkripciés faktor indukalja, mig az AIRE
expressziéjat a CD4CD3 inducer sejteken talalhaté RANK ligar{ceceptor activator of

nuclear factor kappatligand) aktivalja az NEB-n keresztil [14].

A timusz funkciéja,a T-VHMWHN IHMO GpVH

$ WtPXV] OHJI E EsejtdlCeresebe/dd skel@kcidjanak iranyitdsa. A timusz biztositja

azt a mikrokérnyezetet és azokat a stimulusokat, melynek eredményeként a @oriveD
szarmazo TVHM W H fonKaiGkBpe s} dszervezet sajat antigénjeire tolerans T-limfoéitakk

IHM O @R &hhgén specifikus T-sejt receptort (TcR, T-cell Receptor) expresszalé T-
OLPIRFLWINQDN DODSYHW V]JHUHS+N YIB]QA D-kep rec2@wtyY LPP
DQWLJIPQ IHOIgghPWMUH QUGM]HSpVVHO M|Q OpW U Heltéflendip Qi W U H (



szikséges kivalogatni az MHC molekulak altal aktivalodni képe’-rel UHQGHGOGNH] 7
sejteket, ez a pozitiv szelekcifl HQ W ~ ORBhQWHII Q GH] GpV WaRtanQgédneW U H M |
specifikus autoreaktiv T-sejteket is eliminalni kell, ez a folyamat a negativ szelekcié soran
megy végbe. A pozitiv szelekcio a kortikalis timusz epitélium feladata, mig a negativ szelekcioét
atimusz medullaris epitéliuma és a timuszban talalhaté dendritikus sejtek végzik [16].
AT-VHMWHN D FVRQWYHO EHQ NHOHWNH]QHN DPLW IHMO C
WtPXV]ED YIiQGRUROQDN $ FVRQW Ykbddkdnedull&isi juRKDipy HO D
terlletén lépnek be a timuszba [17]]HN D] H Onég @dmNeRpiesszaljak sem a TigR-

sem a CD4 és CDS8 sejtfelszini molekulakat, igy dupla negativ (DN) sejteknek nbveziiH W

[18]. A DN sejteket a CD25 és CD44 markerek expresszioja alapjan tovabbi alcsoportokra
oszthatjuk. A DN1 sejtek (CDAAD25") . T-sejtekké, /T-sejtekké V W NKMNejtekké

is differencialodhatnak [19]1$ WtPXV]ED pUNHMWRHOID ODNRN D NRUWLN
altal termelt DLL4 (Notch ligand) és IL-7 citokin hatdsara indulnak el a Esejt
differencialédas atjan [20][21]. A T-sejt i@\~ HON|WHOH] G s¥jtdk &NDKNHW HQ L
(CD44'/CD25") fazisba lépnek, megindul a T-sejt receptotancanak JpQiWUH®@GH] GpV
mikdzben a sejtek keresztiul vandornak a timusz kortikalis tertiletén [19]. A DN3-as (CD44
/CD25") szakaszban felépiil a pfeR komplex, mely gatolja az apoptoézist, beinditjBcR® .

OiQF JpQiWUHXQVGWHH MBWRNYWW y G i V Wseljt€kieeX [R2]0A praidR ko@plex 7

gatolja a CD25 expressziot, igy a sejtek a DN4 (C[ER5) fazisba Iépnek, ahol
PHIJNH]G GLN D &' pV & VHMWIHOV]tQL PROHNXOIN H[SUH
pozitiv (DP) fazisba kerilnek [23]. A DP sejtek, mar teljesen funkcionatR-rel
rendelkeznek. AlH M O -$gjtek’ a DP stadiumban esnek &t a pozitiv szelekcion, a timusz
kortikalis tertletén [24].

Egerekben naponta 50 millié dupla pozitiv (DP) T-sejt keletkezik, melynek 90%-a apoptotizal

a pozitiv szelekcié soran [16]. A kortikalis epitél sejtekben specialis proteolitikus folyamatok
jatszoédnak le, aminek eredményeként a pozitiv szelekcibhoz sziikséges egyedi peptidek
expresszalddnak az epitél sejtek felszinén, az MHC molekulakkal egyitt. A CD8 szelekciéhoz

a timoproteoszomaba® p Psmbll aktivitas, a CD4 szelekcidhoz a lizoszémalis cathepsin L

€s Prss16 aktivitas sziikséges [25][26]. Amikor a DP T-sejtek kapcsolddnak a timusz kortikalis
epitél sejtjein expresszalt MHC molekulakhoz, tulélés®@ V HelatWitel indul el az enyhe

affinitast mutatdé sejtekben. Az affinitdas®a QHP UH Q G H O N H JaffinNastJhutate- O HU V
VHMWHNEHQ DSRSWyY]JLV LQGXNiOy Gsejiek GDB\RGY GO S ]HOHNF
(single pozitiv) sejtekké differencialédnaBR WWy O 1¢JJ HQ MHR JholPkidighbk N



mutatnak nagyobb affinitast. Az MHC-I a CD8, mig az MHC-II molekula a CD4 iranyu
differencialédast serkenti [27].

A pozitiv szelekcidn atesett T-sejtek expresszaljdBCR7 kemokin receptort, és a timusz
medullaris régioi felé vandorolnak, ahol a medullaris epitél sejtek expresszaljak a CCR7
ligandjait a CCL19-et és a CCL21-et [28]. A medullaban a dendritikus sejtek és a medullaris
epitél sejtek végeznek antigén prezentaciot. Sajat antigénekre adott pozitiv valasazsetén
autoreaktiv T-sejtekben apoptdzis indul meg. Ezt a folyamatot nevezik negativ szelekcionak
[16]. Azért, hogy a sejt 0sszes sajat antigénjére tesztelve legyenek a T-sejtek, a timusz
medullaris epitél sejtjei random expresszaljak a genomban megtalalhatdé 6sszes fehérjét, és
SUH]JHQWIOMIiN MNskjtaknék. AHfMy@m&H JALN | UHJXOIiWBUB D] $,5(
medullaris epitél sejtek nem csakpresszaljak és bemutatjdk a sajat antigéneket, hanem azok

egy részét atadjak a dendritikus sejteknek is, amik szintén antigén prezentaciét vi&f@znek

A negativ szelekcié soran szinte az dsszes autoreaktiv T-sejt eliminalodik. Az autoreaktiv T-
sejtek fennmaradd része nem apoptotizdl. Ezek a sejtek Foxp3 transzkripcids faktort
expresszalnakpV EHO Oe<N D O D N X O xbjtek. MLrequlatbH T-Xefpeffatata az
immunoldgiai tolerancia fenntartdsa és az immunolégiai folyamatok szabalyozasa [31].
QHJIJDWtY VIHOHNFLYW W~¥ pl®™ WLHA\P iOKIDH WWN Q@DWYPXV]IW p\
immunoldgiai szovetekbe vandorolnak.

A pozitiv és negativ szelekcié eredményeként a timuszt csak olyan T-sejtek hagyikk el,

funkcioképeslcR-el rendelkeznek és toleransak a szervezet antigénjeivel szemben [12].



Az immunrendszer 6regedése

,G V NRUEDQ D VJHUYH]HW YpGHNH] NpSHVVpJH MHOHQW \
immunhianyos allapotot, de a csokkent immunoldgiai funkciok kovetkeztében magasabb a
sUyosNLPHQHWHO & | H[32 Nipderablled ariatasok is csokkent hatékonysagot
mutatnak [33]. Az &J HJH G pVad adap@v immunrendszert érinti igy a B- és T-sejtek
NpS] GpVpW pV D PiU pUHWW VHMWSRSXOIiFLY[34YV]EWpWHO]|
NRUEDQ FV|NNHQ D OLPIRFLWD WHUPHOpPVY PHO\QHN | EE F
timusz epitélben lezajlodo valtozasok [35][36]. Immunoldgiai szempontbdl a hematopoetikus
VVHMWHN OHJMHOHQW VHEE YiOWR]iVD KRJ\ V]JiPXN XJ\D(
képességuk, ugyanakkor a mieloid sejtek termelése fokozodik [37]. A fokozott termelés
HOOHQpUH D PHJIHOHO HQ IXQNFLRQiOw cBikkeém Riivel av HM W H N
VVHMWHN RV]WyYGIiVIEDQ D] |JUHJHGpPpV VRUIQ Q D KLED HVpC
N|]|WW HJ\UH J\DNUDEEDQ IRUGXOQDN HO[3839]PAPddgyi¢eHOH O H
NLVHEE V]iP~ OLPIRFLWD WHUPHO- ésViwHHWW RHOO D@ W/NR ND FN
osztodasi képességet és gyakoribb apoptozist mutatnak, mellyel sulyosbitjak az 6regedés
immunrendszerre gyakorolt hatasat [40][41].
+DEiU D OLPIRFLWiIN WHUPHOpPVH IRO\DPDW&WEQn&GYdNNHQ V
LGV NRUEDQ VHP OLQGHPHOOHWW D SHULIpULIQ WDOIOK
OpQ\HIJHVHQ D] |[UHJHGpV VRUIQ $]RQEDQ KD V]IiPEDQ QHP
MHOHQW V YIiOWRI]iIVRN PHQQHN Y pJEHtalpogutdibbap UyerQ PHJIW
példaul a memdria T-sejtek aranyanak névekedése, vagy aaighoria B-sejtek szamanak
FVINNHQpVH (JHNQHN D YiOWR]iIVRNQDN D N|YHWNH]PpQ\H I
immunitas és a gyakoribb autoimmun megbetegedések [34]. Ugyan a T-sejtes immunitas
hamarabb és sulyosabban érintett az ¢regedésbenVAHBAWHY LPPXQLWIVEDQ EI
valtozasok, mint példaul az oltasok hatasara kialakul6 plazmasejtek csokkent szama, vagy a
J\HQJpEE PLQ VpJ& DQWLWHVWHN WHUPHOpPVH LV MHOHQV
immunolégiai funkciok kialakulasahoz [42][43].
$] LG V NR WlogiaPréndellenesseégekben toldb p Q id-kkerepet jatszik. Az autoimmun
IRO\DPDWRN HU &khGap vhpu@zHHdnyatldsa, aminek kovetkeztében egyre tobb
autoreaktiv T-sejt keletkezik, valamint az autoimmun folyamatok szabalyozasanak csokkent
hatékonysaga [44][45]. Meggyengilnek ApGHNH] IRG\DPPWRINOV VRUEDQ D
antigtQHN HOOHQL FV|INNHQW LPRXQQYQ®MN NI | pEKGPW RARHW \

Oregedése miatt csdkken a naiv T-sejtek szadma a szervezetben, ami pl. a virus-partikulumok
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csokkent felismeréséhez vezet [46lHQ W~OPHQ HQ LG V NRUEDQ D] LPPXC
folyamatai is sérilnek, melynek kévetkeztében ritkabban alakul ki adekvat immunvalasz [47].

A timusz 6regedése

A timusz oregedésd W|EEL V]JHUYQpO MHOHQW VHQ NRUIEEDQ P}t
allomanyanak csokkenése emberben méar gyeNRKWEDQ HONH]G GLN D SXE
felgyorsul és 40-50 éves korban a timusz kapacitadsa 10%-ra csokken [48] [49]. Mar egy éves
kortol PHJILJ\HOKHW N KLV]WROyYJLD YiOWR]iVRN D WtPXV]ED
novekedése és a zsirszovet lassu felszaporodasa [50]. A timusz 6regedésével egyditt jar a T-
sejtes immunitds csokkent funkcionalitésa, amilHUW JpVHN WXPRURV HOYi
autoimmun betegségek kialakulasanak magasabb kockazatat eredme@yeyi N B1).ED Q

A timusz 6regedése egerekben részletesebben ismert. Az itt megfigyelt folyamatok bar sokban
egyeznek az embereknél leirtakkal, azonban néhany eltérést is megfigyelteflajkibtt.

llyen példaul, hogy mig egerekben a timusz mérete folyamatosan cstkken az 6regadés sora
addig emberekben a timusz mérete Iényegesen nem valtozik, azonban a funkciondlis szdveti
részek helyét felvaltjak a megnagyobbodd perivaszkularis terek és a zsirszoveti allomany [52].

$ WtPXV] |[UHIJHGpVH HJHUHNQpQ53]. Kdiom HhdhapbR Wdetdl hdaNH ]G G
egyérteP & HN D WtP XV] V]HUBH AKav'tex-she@uaRitiavdR BlImosodnak [53]

a medulla szerkezete felbomlik [55]. A timusz stroma &lloméanya fiatal kotbap QW D
NRUWLNiIiOLVY pV PHGXOOiIULV HSLWpO VHMWHNE O iOO HP
prezentald dendritikus sejtek és mesenchghdy HUHGHW& ILEUREODV]WRN L
allomanyat alkotjak [56]. Oregedés soran a timusz stroma allomanyanak Osszetétele
PHIJYIOWR]LN $] HSLWpO VHMWHN V]iPD, Bsvddyne iHagyolilh ILEUR
mennyiségben jelennek meg adipocitak a timuszban [8]83]. HSLWpO VHMWHN KHO
DGLSRFLWIN HUHGHWpPpUH NpW I HOPpOHW OpWH]LN $] HJ\L
H OaseeD felszabaduld nich® WtPXV]RQ NtY«OU O pUNHjltale&@Ul SRFLWELC
benépesitésre. Ezek a sejtek itt osztddasnak indulnak és zsirsejtekké differencidlédnak [57]. Ezt

az elméletet nem tAmogafa, hogy a timusz invollcidja egyutt jar a timusz stroma rezidens
sejtjeiben a3 3 $ 5(peroxisome proliferator activated receptpH[ SUHV V]LY HB4V|GpVp Yl
Masik elmélet szerint a timusz epitél elveszti funkcionalitasat és epitel-mesenhcymalis
transzforméacié (EMT) soran fibroblaszt s@jtp DODNXO (J]W N|YHW HQ H]HN
differencialédnak adipocita iranyba. Ezt az elméletet alatamasztjadk azok a kutatasok melyek
kimutattak, hogy a timusz epitél képes EMT-re, std\ OpWUHM|WW ILEUREODV]WR
H[SUHVV]LYW PXWDWQDN PHO\QHN N|YHWNH]WpBE8.Q DGLSRH
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A timusz stroma allomanyanak oregedéssel egyltt jaré hanyatlasa és a timuszban egyre
QDJ\REE DUIQ\EDQ PHIJMHOHQ |JVtUVHMWHN | VIVSE [« JJp V E |
termeléssel [59] $ F V| N N HiGsej@kBtama és a memoria T-sejtek aranyanak névekedése

a periférian egyuta T-sejt receptor diverzitds csokkenését eredményezik, ami autoimmun
betegségek, daganatos elvaltozasok, valanht) Vék kmlakulasanaky DOy V]t @@&vslip I p W

[60]. A timusz medullaris epitél sejtjeiben az antigén prezentacidban hasznalt szovet specifikus
antigének expresszioja is csokken az 6regedés soran, ennek kovetkeztében a negativ szelekcio
szinttn NHYpVEp KDWpNRQ\ EJ\ QDJ\REE aXdeakyiv -k mJIJHO N
perifériara, amlL QHN N |Y HW N H]W p BErhh@unPidgh@tegfepek Kodkératai& VHEE
korban [55].

A timusz korai 6regedéseének okai és mechanizmusa

A timusz dregedésének hatterében all6 folyamatok a mai napig sem ismertek teljesen. Az
Oregedést beindité és az dregedés soran lejatszédé molekularis mecharazmégpkem

irtak le minden részletikben. A timusz korai 6regedésének okairdl tobb feltételezés is létezik,
azonban minden kétséget kizar6 moédon még egyik elméletet sem sikertilt bizonyitani. igy a mai
napig szamos kutatas folyik, melynek célja a timusz 6regedésének részletes megértése.

Az mér biztosnak mondhaté, hogy a timusz korai 6regedése a sttéhd WHNREQOW D] HSLW¢
VHMWHNE O L Ql&aopbdetikys¥HQINEIDEZt alatamasztja, hogy a timusz mar

hét hetes korban 6regedésnek indul egerekben, azonbahR Q W Yhed@atopdétikus sejtek
oregedésének legkorabbl HOHL KpW KyQDSRV NRUEDQ PXWDWNR]JQDN
Oregedése nem jatszhat szerepet a timusz dregedésének kialakulasaban [34]. Ezt tamasztja ala
D] LV KRJ\ LGV HJHUHNE O V]iUPD{YHMWR (HVBYIBBeN @ WD O
kolonizalni a fiatal timuszt és ott naiv T-sefiNNp |H[BIQ Tevghba transzkripcidés
elemzések kimutattak, hogy egy éves egerek timuszaban a limfoid sejtek nem mutatnak eltérést,
mig a stomaVHMWHNEHQ MHOHQW V JpQH[SUHVV]LYV YiOWR]i\
egerekhez képest [62][55].

AFoxXNINXOFVIRQWRVViJ~ D WtPXV] HSLWpO VHMWMHLQHN NL
Oregedésik kdzbermA FoxN1l egy transzkripciés faktor, mely azokat a géneket aktivalja,
melyek a timusz epitél sejtek differencialodasahoz szikseégesek [63][64]. A FOxN1 egérben az
HPEULRQIOLV IHMO GpV Q D S Menx megPds Hridikaj@ a RimuszK p W H G
organogenezist Wnt4 (Wingless/Integrated family member 4) iranyitasa alatt [65][66][67]
Egérben a FoxN1l gén teljes hianya a timusz epitél sgjisk D] HSLWpO KiOy]DW

rendelleneségét okozza, aminek kovetkeztében sulyos immundeficiens allapot jon Iétre, mely
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allapotot Nude fenotipusnak nevezzik [68]G V HJH U HN®&H @xpi2ssziojanak
csokkeneését figyelték meg [69] a Wnt4 csokkenésével egyutt [70]. Kimutattdk, hogy a FoxN1
expresszié mesterséges csokkentése felgyorsitja a timusz oregedését [71]. Ezzel &zemben
timuszba injektalt FoxN1 cDNS részben javitotta a timusz funkciot 6éreg egerekbeA [72].

FoxN1l kozponti szerepét mutatja az a tanulménymelyben kimutattak, hogy a FoxN1

fokozott H{]SUHVV]LyMD P Hfank¢ipjat r3W OR-XIHIU V t W azVaHkiGéddis,) &

mely kimutatta, hogyL G timuszbamFoxN1 indukcio visszadllito® D WtPXV] |[UHJHGpV
szerkezetét ésT-sejt termelég74]. A FoxN1 aktivitasat a Wnt4 gliko-lipoprotein szabalyozza

[66][67], igy a Wnt4 kbzvetlel’W ]JHUHSHW MiWV]LN D[M][7BXAWrtkdla®dD GpVpE
timociték és az epitél sejtek is termelik [77]. A Wnt4 expressziojanak csokkenése egyutt jar
timusz 6regedésével [70]. Mivela FOXNMNWLYLWiVD D :QW MHOHQOpWpW O
hogy az dregedés soran a FoxN1-aktivitas csbkkenése a Wnt4 gatlasan keresztul alakul ki. A
kanonikus és nem kanonikus Wnt-jelatvitel valtord&sggyarant szerepet jatszanak a timusz
Oregedésében, de ezek a valtozasok inkadbb kovetkezményei és nem okozdéi a timusz
oregedésének [55]. igy a FoxN1 és a Wnt4 expresszidjaban bekovetkezett valtozasokrol is
IHOWpPpWHOH]KHW KRJ\ QHP LQGXNIiOMiIN D WtPXV] |UHJH
alakulnak ki.

$ WtPXV] |[UHJHGpVpPW MHOHQW VH gase kRlthdserReOddaalD KR U
VIWHURLGRN (]W WiPDV]WMD DOi D] D PHJILJ\HOpV KRJ\ LY
valamelyest javulnak [62]. A koOzismert timusz persistens esetében is az elégtelen
kortikoszteroid-haztartas tineteként jelentkezik a timusz involucio elmaradéasa [78][79][80].

,G VHEE HJHUHNEHQ N Dimiis¥ bvekeg¥gndk|iddIVWA st@maalldmany és a

limfoid sejtek szamaHJ\DUIiQW PHJQ szZBYR-§EdIiKus @ntigének expresszids
mintazata nem tér vissza a fiatalkori szintre, hanerh @&WtP XV V] D O Bzihfetird\tit]

igy a timusz funkcidja nem regeneralédik. Tovabba a regeneral6das atmeneti, par nap utan
megall, majd Gjabb hanyatlafQiGXO EH DPL U|YLG LG DODWW HOpUL I
JHOWpPpWHOH]KHW  &t& kivalottNibwsgWedeariekagid csak egy akut valasz a
KLUWHOHQ EHN|YHWNH] QDJ\PpUWpN& KRUPRQIOLV YIiOWR®
timusz regenerélodasat [S5]$]RQEDQ HJHNE O D PHJIktgtetOnk\aHaNE O N|
hogy a szexudl-szteroid hormonok jelenléte negativ hatdssal van a timuszra. Ezt a feltevést
HU VtwL D] D PHJILJ\HOpV LV KRJ\ D WtPXV] |[UHJHGpVH D
VIH[XiO VIWHURLG KRUPRQRN V]LBNWMH MHOHQW VHQ PHJHP
Ugyan még mindenrészldeHQ QHP LVPHUW KRJ\ D N O|QEmpdoQHPL KR

hatnak a timuszra, mar szamos medfigyelés szlletett arr6l, hogy az egyes szexudl-szteroid
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KRUPRQRN VILQWMpEHQ EHN]Y HWkbzrhgnnyel GaktkRa] iimisibaR.L O\ H Q
Megfigyelték, hogy az androgén hormonok hidnyaban a timusz megnagyobbodik, illetve

L Gkovi androgén megvonas esetén a timusz regeneralédni kezd [82][62]. Alacsony
WHVIWRVIWHURQ V] La®WwWrébhenOnddnd (eicte® hakv [T-skji Brahyt mutattak ki.

A tesztoszteron fiziologias szWUH W | |UWpQ H P &) pMmMdbOhobnalpsietiékre

csokkent [83]. Az androgén hormonok pozitiv hatast is kifejtenek a T-sejtes immunitasra, mivel

a timusz epitél sejtekben serkentik az AIRE gén expressziodjat, igy az autoreaktik T-sejte
negativ szelekci6ja hatékonyabba valik [84]. Az androgén receptorok jelenléte a timusz epitél
sejtjein és az érett T-sejteken is kimutathato, igy az androgén hormonok nem csak a T-sejtek
IHMO GpVpUH KDQHP D SHULIpULiIQ EHW33)88] Az\8szkeogeN F Ly M X N
hormonok timuszra gyakorolt hatasai is részben ismertek. Osztrogén kezelés hatasara a timusz
NpUHJIOORPIQ\VIQDN FV|INNBgpVR QHNHJKHW i GWR]iIVQDN D
hogy az 6sztrogén gatolja a kéregben talalhat6 kord HMW HO DODNRN RV]WyGi
NI[YHWNH]WpPEHQ MH @upl@ PoziivinoEitdk N2AdMQ [d8][89]. Az dsztrogén
hormonok, az androgénekkel ellentétben, negativ hatést fejtenek ki a medullaris epitél sejtekben

az AIRE gén expresszidjara. Mig az androgének kozvetve fejtik ki hatdsukat, addig az
O0sztrogén kozvetlendl hat az AIRE expressziéra. Azonos koncentracié mellet az 6sztrogén
negativ hatasa dominal [90] ) HOWpWHOH]KHW HQ H] D] HJ\LN RND KF
IRUGXOQDN HO D XW[BI. mMegfigyeEeH, Wolgydtetpekstly soran mind a T-, mind
aB-OLPIRFLWIN IHMO GpVH JiWOYyGLN H]J]JHO SiUKX]DPRVDQ C
Azonban a terhesség utan a timusz regeneraldédasnak indul, a naiv T-sejt termelés a terhességet
PHIJHO ] V]LQW H\22]/0B].-AGaeMEESE] daran lejatszodd timusz invollaciéban a
SURJHV]WHURQ MHOHQ Wprdgedzidrod HimisxV ephing/ gyadkbdrolt $ratasat
progeszteron receptoron keresztil fejti ki. A progeszteron az dsztrogénnel szinergikusan fejti

ki hatasat, progeszteron receptor hidnyaban a timusz sokkal enyhébb elvaltozdsokat mutat
terhesség soran. A progeszteron Aaltal kivaltott timusz involicié szikséges a normal
UHSURGXNFLYV NpSHVVpJKH] KLIiQVIEDQ FV|NNHQ D PHJWH
vetélés kockazata [94].

A timusz Oregedésében szerepet jatszik a zsirsejtek differencialédasat ir&riy/Hkb
transzkripcios faktor is. Megfigyelték, hogy &3 $ 5expresszibPHJQ D WtPXV] |[UHJHC
soran [54]. Tovabba kimutattak, hogy3a3 $ 5aktivacioja negativ hatassal van a naiv T-sejt
termelésre, csokkenti a T-sejt receptor diverzitast, valamint serkenti a timusz elzsirosodasat
[95]. Medfigyelték, hogy a timusz epitél sejtek képesek EMT utjan fibroblasztta alakulni, és
ezekben a sejtekbeB 3 $ Saktivitas mutathato ki [58]. Ezek alapjanD Oy V ]t Q &ddyW K H W
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3 3 $ 5kozponti szerepet tolt be a timusz elzsirosodasdddwWw D IHOWHYpVEgyWRYIEE
a szexual-szteroid hormonok hatassal vannak3ab Saktivitasra [96]. igy a pubertassal egyiitt
jaré hormondlis véaltozasok & 3 $ 5n keresztil is serkenthetik a timusz 6regedését.

15



33%5
$ 3385 D 33%$5 FVDOIG W DJM Dranskkig8idsd faktdrakQig@ndindukalt

nuklearis receptor szupercsaladjaba tartozik. A PPAR csalad felfedezésik kapcsan a
peroxiszémakrol kerilt elnevezésre. A peroxiszOmakban a hosszu és az elagazo lancu zsirsavak
-oxidacio soran rovid zsirsavakra b8 QDN $ 33$5 FVDOIG WDJIJMDLUyYyO H(
PHJ KRJ\ DNWLYiIOyGiVXN KDWiVviuDb PHJQ D VHMWHNEHQ D
proliferacio jatszodik le. Ma mar tudjuk, hogy a PPAR csalad tagjai a sejtek anyagcsere
folyamatait szabalyozzak, igy aktivitasuk a peroxiszomakra is kihat [97].
(PO VINEHQ KiURPIpOH 33%$5 WDOIiOKDWyY 33%kar&dd / pV 3
X receptorral egyutt heterodimert alkotva szabalyozzak olyan gének expresszojat, melyeknek
D J\XOODGIVEDQ D] DQ\DJFVHUpEHQ pV D ]JV98.VA|YHW IH
haVRQOYViJRN HOOHQpUH PLQGKiIURP 33%$5 WtSXV HOWpU |
]VtUVDY R[LGiFLYW DNWLYiOMD | NpQW PiMEDQ V]tYEHQ pV
WLVVXH $ 33%5 / PLQGHQ V]|YHWEHQ H[SUH¥NIiSIrga& LN pV
oxidacibban az anyagcsere szempontjabdl fokozottan aktiv sztvetekben, mint példaul a
Yi]LIRP]DW D V]tY pV D PiM $ 33%$5 HU VHQ H[SUHVV]iOyGLN
adipose tissue) és barna zsirszOvetben is, amelyekben az adipoyenéz UHJXOIWRUDN
P&N|GLN (PHOOHWW D 33%$5 D] HJpV] VIHUYH]HW ONSLG DQ!
fontos szabalyozoja [99][100][101] $ 3 3 $riak két izoforméja létezik, melyek alternativ
VSOLFLQJ VRUIQ M|QQHN O p¥WsrdlethenJexpress3@dlik, adflig® & 30
DPLQRVDYYDO KRVV]DEE 33%$5 H[SUHVV]yMD D IL]JLROyYJLiV
korlatozédik [101][102].
$ 3335W H OedylddJadipoid differencialédas soran aktivalodo faktorkeént irtak le [101].
) OHJ D] DGLSRJpQ pV OLSRJpQ V]LIJQIO ~WYRWbBgerDéN LUIQ\t
PHJILJ\HOW WHMHV ]JVtUV]|YHWL KLiQ\ LV D]W WiPDV]WM
differencialédas nélkulozhetetlen szabdlyozéja [I033 GLSRJIJHQH]LY VRUIQ D 33%
adipogén transzkripciés faRURNNDO P&N|GLN HJAOCEBP-KPABR B 3BBGGi X O
D NLIHMO G|WW J]JVtUVHMWHN PHJIHOHO P&N|GpVpKH] LV HC
az adipocitak csak par napig életképesek [104]HQ W~OPHQ HQ D agmkéiz UpV]IW °
haztartas szabalyozasaban és fokozza a sejtek inzulin szenzitivitasat [98][101]. Ezt tamasztja
DOi D] D PHIJILJ\HOpV LV KHhRdgatl nuibveoGCBROOGIKDWYNH] HPEHU
részleges lipodisztréfiat és inzulin rezisztenciat figyeltek meg [105].
A thiazolidinedione-ok (TZDN D 33%$5 PHVWHUYV prliratlipddéhR&3 Lavitiv/ i L
diabetikus hatassal rendelkeznek. Korabban a 2-es tipusu cukorbetegség kezelésére hasznaltak
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a TZD vegyileteket [106]. Alkalmazasuk serkenteti a sejtek inzulin-érzékenységét. A
cukorbetegség kezelésében elért hatdsossaguk ellenére a kardiovaszkularis mellékhatasok miatt
hasznalatukat abbahagytak [107]% 33$5 DNWLYiIiWRURN PHOOHWW OpWH
33%5 IDUPDNROyYJLDL Jawigyicd- H B/IKHSKIHQR OFV|NNHQWL D
HO]J]VIURVRGIVIW pV Q| ¥RSRHDWL\NXYW YV MBIBMHN RVIWYGiViW
$ 33 3$Hak fontos szerepe van szdmos immunoldgiailag relevans sejtben, mint példaul a
makrofagokban és az antigén-prezentalé dendritikus sejtekben. A dendritikus sejtekben
szabalyozza a lipid anyagcserét, az antigén felvételét, az érést, azigiktavatgraciot és az

antigén prezentaciét [109]$ PDNURIIJRNEDQ D 33%5 UpV]W YHV] D OLS¢
gyulladasgatlé folyamatokban [110] (][HQ W~OPHQ HQ 33%$5 V]JHUHSHW
makrofagok érésében, hianyaban érésik elmarad [111]. Erdekes modon a viszcerdlis
zsirszovetben talalhaté CD4T-sejtHN PDJDV 33$5 H[SUHVV]LYW PXWDYV
szbvetekben talalhato CDA-sejfHN HVHWPpPEHQ 33$5 SRJLWLYLWIiV QHP
PHJILJ\HOpVW D 33§&%¥|NNKQO&E\N22AK Bapcsolatban, de pontos
funkci6ja még nem tisztazott [112].
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Lipodisztrofia

$ OLSRGLV]WUyYILIN KHWHURJpQ HOYIiOWR]JiVRN PHO\HNHW |
[113]. $ OLSRGLV]IWUYILINDW NpW KO FWRWG RDU W BDU NHRVMR OGKLDS/RN
allapotot irtak le, majdsek ezutan azonositottak az oroklott valtozatot [114]. A lipodisztréfiak

altal okozott zsirszoveti hianyt harom csoportba oszthatjuk. Lokalis valtozatrél beszélhetunk,

ha a zsirszovet egy kis, jol korul hatérolt taeidlW U O KLIiQ\]JLN $ SDUFLIOLV YiO
végtagokrol hianyzik a zsirszovet, mig a generalis valtozat esetében az egész testet érinti a
zsirszoveti hiany. A zsirszéveKLiQ\iQDN P pUW p Nep Wipodisztréfias Hli@pot
kovetkeztében W R Y i E E Ldm¥nyek kialakulhatnak, mint példaul inzulin rezisztencia,

diabétesz, policisztas ovarium, zsirmaj és egyeb anyagcsere betegségek [115].

Orokletes lipodisztréfia

Az Orokletes, mas néven familiari® LS R G L V] W U parciaNsD &Wéhtaybkdodl hidnyzo,
szubkutan zsirszéveti hiany jellemzi. Az ebben az elvaltozasban érintettek alltalaban normalis
]JVtUV][YHWL HORV]OiVW PXWDWQDN NRUDL J\HUPHNNRUED
alakul ki. A betegekreM HOOHP] D ]VtUV]| Yadaipbodisrrofid Blital Réh] gridiet
testtajakon [116] $ EHWHJIVpJ V]|Y GPpQ\HNpQW GLDEpWHV] pV DQ\
FVDN IHOQ WWNRUEDQ IHMO GQHN NL $ V]|Y GPpQ\HN iOWI
férfiak [117].

Mar tébb mint 11 kromoszdéma régiot azonositottak, melynek mutacidja szerepet jatszhat
Orokletes lipodisztrofia kialakulasdban. A genetikai elvaltozasok kdzott vannak recessziv és
dominans mutaciok is [114]. Az 6roklott lipodisztrofiat kivaltd metLyL N|]«O HO V]|U
LMNA gén mutécidjat azonositottak. Az LMNA gén a sejtmag lamin fehérjéinek szintézisében

vesz részt. Mutacibja okozza az FPLD (Familidris Parcialis Lipodisztréifiay tipusat

(FPLDZ2) [118]. Az LMNA gén mutécioja altal kialakuld6 FPLD2 az 6rokletes lipodisztrofiak
leggyakoribb valtozata [119]. Az FPLD2 betegekben tobb anyagcsere betegség is kialakulhat,
mint példaul diabétesz, hyperlipidaemia és hypertriglyceridaemia [12@Q). A EHWHJHN

nal megtermékenyitési problémarol is beszamoltak [128] /01$ JpQ PXWiFLyMD HOV
az A- és C-tipusu lamint érinti. Ennek kovetkeztében cstkken a maghartya integritasa mely
hibas sejtmag szerkezetet és korai sejthalalt eredményez az adipocitaknal [122]. Az LMNA
PXWIiFLYyW bty egyébHyént is azonositottak melyek mutacidja az FRLOO |Q E | ]
formaihoz vezethetnek, koztik®a3 $ 5-tis. A 3 3 $ Stranszkripcids faktor, nélkilézhetetlen

szerepet t6lt be az adipocita differencialédasban, dominans negativ mutacioja allF&4.D
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tipuséat (FPLD3) eredményezi [123]. Eddig 3B $ 5Smutéciot irtak le emberben mely FPLD3
kialakuldsat eredményezte. Szinte mindegyik mutaci8 a $5DNS-N|W YDJ\ OLJDQG N
régidjaban talalhaté [119]. Az FPLD3 esetében a zsirszOveti hiany a végtagok vége felé

HU WHOMMH& lBEEhoz kozeli részeken enyhébb. Az arcon, a nyakon és a térzsén
zsirszovetilHOKDOPR]yGiV [UI2HOKHME/' PBHIIJ\DNRULEE V]|Y GPp
inzulin rezisztencia, a hypertriglyceridaemia és az akut hasnyalmirigy gyulladas1p=4][
AZFPLDBULWNIEEDQ IRUGXO HO P L Q Wksioved Hianyps/eriyhébh,D O D N X

ugyanakkor az anyagcsere zavarok sulyosabbak mint FPLD2 esetében [119] [126].
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&pONLW&]pVHN

$] LG VNRUEDQ MHOHQWNH] LPPXQROyYyJLDL SUREOpPPIN HJ\L
T-sejtes immunrendszé NRUDL |UHJH G phalddtagdl d t@nudd €zduetl szerkezete
felbomlik, az epitél sejtek helyét zsirsejtek veszik at, melynek kovetkeztében csdkken a naiv T-
VHMWHN WHUPHO GpVH $ WtP X Vrho|dkudaiisifelyaxnatakt Maknapigv H U p E |
nem teljesen ismertek. Az&gN IHOWpPpWHOH]HWW N|]SRQWL VJHUHSO D
PHO\ D [VtUVHMW IHMO GpV QpON+O|]KHW H W@ XardbhiQ \t Wy M L
WDQXOPIQ\RN VIJHULQW D 33%$5 W~OP&N|GpVH D WtPXV] |UHJ
hiiQ\iQDN WtPXV] |[UHJHGpVUH J\DNRUROW KDWiViUyO QLQFVI
WtPXV] [UHJHGpPpVpPQHN YL]VJiOD egéwené3erbbrbehpeqyakini.Q\i ED Q

KXWDWYyPXQNiP FpPONLW&]pVHL D N|[YHWNH] N YROWDN

1. Atimusz 6regedésével jaroHZAJNH]J]HWL YIiOWR]iVRN N|YHWpVH 33%5

2. $ 3335 KLIiQ\iO OBt ievhel@drd gyakiorolt hatasanak vizsgalata egérben.

3. AT-VHMW [JJ LPPXQROYJLDL IXQNFLYN YL]VJIiODWD 338"

4. $ 33%$5 KLiQ\iOODSRW KXPigdbthOHYDQFLiMiQDN
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Anyag és modszer

Allatok tenyésztése és tartasa

A kisérleteinkben C57BL/6J 33$5 V]J]HPSRQWMIiEYyO KiURPIpOH-JHQHWL
tipusu, +/- heterozigoéta, -/- null) torzset alkalmaztunk. A kisérleteink sordn azonos koru
DORPWiUV iOODWRNDW KDV]QiOWXQN $ 33$5 WUDQV]J
munkatarsai altal leirtak szerint tortént [127]. Az egereket a Debreceni Egyetem Altalanos
2UYRVWXGRPIQ\L .DU .tVPUOHWL iOODWKI]JIEDQ VEHQ\pV]IWHYV
on, 12 dras sotét-vilagos ciklusban. Autoklavozott pellet tappal €s csapdi#stumvoltak
elldtva. Tartasuk D QGDUG PpUHW & [ [ PP P&DQ\DJ NHWUHFH|
tortént. A kisérletek elvegzéséhez az egereket atszallitottdk a Pécsi Tudoméanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar Immunolégiai és Biotechnoldgiai Intézetének allathazaba, ahol
az alatoNDW D NRUIEEL N|U*OPpQ\HNNHO PHJHJ\H] HQ WDUWR
335 WUDQV]JHQLNXVY HIJHUHNHW D '"HEUHFHQL (WMHWWPRN Q.
(TMF/82-10/2015). A kisérletek elvégzése Pécsen a Pécsi Tudomanyegyetem részére kiallitot
engedéllyel tortentBA02/2000-46/2016, TMF/124-11/2017).

Human timusz mintak

A formalin-fixalt, paraffinba agyazott human timusz mintdk a Pécsi Tudomanyegyetem
EOWDOIQRV 2UYRVWXGRPIQ\L .DUIQDN 3P WiRtékyndihden ,QWp]H
HVHWEHQ D WtPXV]W HJ\iOWDOIQ QHP pULQW EHWHJIVpPJEH
s]iUPDJ]WDN $ PLQWIiN IL[iOiVD D KD OiOMindén¥isévietetimalyQ DS R Q
human mintdkat is magaban foglalt, a regionalis és a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai
J]JSRQW HWLNDL EL]JRWWVIiIJIQDN D KR]]iMiUX@gezitkDO pV
Ugyiratszam: 6331/2016.

Immunhisztokémia

A human timusz mintékat paraformaldehiddel fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk. 5um vastag
VIHOHWHN LPPXQKLV]WRNpPLDL MHO|OpVH D N|YilbNdINH] NpS
Oblitettik (3x 5perc)P DM G F V| N N H@ncaneabidgRkntvsas sorozatfal3 perc, 96%-
80%-70%-50%) tavolitottuk el a paraffint. A deparaffisél&l | Y H e nietzeteket 5 percig

desztillalt vizben aztatva rehidrataltuk. Az antigén feltaras Target Retrival Solution-nel (Dako)
tortént 97°C-n 30 percig. Ezutan a metszetek desztillalt vizzel mostuk (2x 5perc), majd az
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endogén peroxidaz aktivitas blokkolasa 3%OHKt tartalmazé TBS oldat 15 perces
inkub&cidjavad W|UWpQW (JW N|YHW HQ D PHW V- tdnslimar6I VBSKi URP V]
ROGDWWDO W|UWpQ -tRaRaazb PBS\bidattal inkalaBuk 20 percig, majd anti

3 3 $ 5antitesttel (nyal monoklonalis antitest klon: C26H12 Cell Signalling Technology) 12

oran keresztil inkubaltuk 4°C-n. Ezutan a metszeteket, haromszori TBS oldatban val6 mosast
NIYHW HQ SHUR/[Laéti Inyll RuQitdstidli (éske poliklondlis antitest DAKO)
LQNXEiOWXN SHUFLJ $ MHO|OpV HO KtXivdyfes®eheR OGDW'
hematoxylin festést alkalmaztunk. Végil a metszetek fedését Faramount Aqueous Mounting
Medium-al (Dako) végeztik. A metszetek kiértékelését Panoramic MIDI (3DHistech)
sZennerrel és ImageJ szoftverrel végeztiR hematoxylin festés altal kFNHQ MHO|O G
WHU*OHWHNHW WHNLQWHWWeN VHMWHY iOORPIQ\QDN $ 33%
PHWV]J]HWHNHQ $ VHMWHY iOORPIiQ\ pV D 33%5 SR]JLWtY WHL
ImageJ szoftver IHC toolbox [128 YtWPpQ\pW KDV]QiOWXN

Immunfluoreszcens jeldlések

Egerek timuszabdl készilt gm-es fagyasztott metszeteken immunfluoreszcens jel6lést
végeztik. A metszetek hideg acetonnal fixaltuk, majd szaradas utan 5%-os BSA oldattal
LQNXEIiOWXN SHUFLJ PDWGEI BQW IG®3HIH W R Q R/N KARIQ MDW W @
C26H12 Cell Signalling Technology, FITC konjugalt patkany anti EpCAM1 monoklonalis
antitest klon: G8.8 PTE AOK Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet, PE konjugélt patkany

anti Ly51 monoklonalis antitest klon: 6C3 eBiocsience) 12 6ran keresztul inkubéltuk 4°C-n.
Jeldletlen antitestek esetében masodlagos antitestként Alexa-555 konjugalt anti nyul antitestet
hasznaltunk (kecske poliklonalis antitest Life Technologies), mellyel 4 o6ran keresztil
inkubaltuk a metszeteket 4°C-nOLQG D] HOV GOHJHV PLQG D PiVRGOD.
inkubalas 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 mikroszképpal (Nikon Eclipse Ti-U) és NIS-Elements, valamint ImageJ

szoftverrel tortént.

Aramlasi citometrias mérések

A timocita alcsoportokat és a vérben talalhatd T-sejt alcsoportokat aramlasi citométerrel
kulonitettik el. A sejteket fluorofér konjugalt antitestekkel jel6ltik, 5% BSA tartalmu PBS
oldatban 4°C-on 60 percig, majd 5% BSA tartalmi PBS oldatban mostuk a mintakat. Minden
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meéréshez 100.000 sejtet jel6ltink. A méréseket és az analizist FACSCanto Il citométerrel és
FASCDiva (Becton Dickinson) szoftverrel végeztik. Minden esetben a morfolégiai limfocita
kapu alapjan 10.000 eseményt rogzitettiink. A timocita alcsoportok meghatarozasahoz CDA4-
Alexa647 és CD8,7& DQWLWHVWHW KDV]QiO W-xeR Nalcsdportop UEHQ
YLIVJIODWIiIKR] D N|[YHWNH] BeQad DibkihSow &itdl igyatrtort BudiafdHrO W X N
konjugalt monoklondlis antitestek: CD3-Pacific Blue (klén: 17A2), CD4-PerCP (klon: GK1.5)
CD8-APC/Cy7 (klén: YTS156.7.7), CD4BE (klon: IM7), CD62L-APC (klén: MEL-14). PTE

AOK Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet altal gyartott fluorofér konjugalt monoklonalis
antitestek: VD4-Alexa-647 (klon: YTS 191), CD8-FITC (klon: IBL 3/25), CD19-FITC (klon:

1D3).

Trec kdpiaszam méreés

A Trec (T cell-recombination excision circle) a T-4¢NEHQ YpJEHPHQ JpQiWUH
HUHGPPQ\HNpQW NHOHWNH]LN MH OFEXekpan s Kinuthatd IpULiU
Vizsgalataval megfigyelhetjik a timusz T-séf HUP HO O3SMWALWzEgMawioXVDNS-

izolaltunk egér timocitakbol NucleoSpin Tissue kittel (Macherey-Nagel) és human periférias
vérmintakbol DNA Blood Mini kit (Qiagen) hasznalataval. Mindkét esetben a gyarté utasitasit
kovettik. Az abszolut Trec kdpiaszamokat digitélis PCR technika segitségével hataroztuk meg,
QuantStudio 3D Digital PCR platform (ThermoFisher) eszkéz hasznalataval. A reakciokhoz

30ng DNS mintat hasznaltunk. A Tagman primer probakat és a reakciéhoz szikséges anyagokat

D 7KHUPR)LVKHUW O YiVIUROWXN pV D J\iUWsgrntintako iVDL V]
tortént vizsgalatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kdzpont etikai bizottsaganak
engedélyével végeztik (Referencia szam: 6439/2016). A mintak forrdsa: David B. Savage, MD,

PhD (Metabolic Research Laboratories, School of Clinical Medicine, University of Cambridge,
Cambridge, United Kingdom).OLQGHQ UpV]JWYHY tUIVRV EHOHJ\H]pV)
HI\H]PpQ\QHN P HJits@ataokddQa 40- pYHV NRURV]WIiO\EyO IpUIL
egyarant részt vettek. Az FPLD2 és FPLD3 lipodisztrofias allapotot genetikai diagnézissal

hataroztak meg.

Oralis tolerancia kialakitasa egérben

Az ordlis tolerancia kialakitasat és kiértékelését kordbban leirt mddszer szerint végeztik
[129][130][131]. A vad tipusu és a PPARaploinszufficiens egerek 5mg/ml ovalbumint

(OVA) tartalmaz¢ ivovizet kaptak 7 napon keresztil. A 7. napon az egereket intraperitonealisan
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beoltottunk 53 29%Y DO O 3%6 pV N&ipmasHW wanyl Kexepekben
oldva). A 14. napon az egereket masodszor is intraperitoneélisan beoltoftuk 5-%al (200

O 3% ehkpnvplett Freund-adjuvans 1:1 aranyda keverékben oldva). Az egerek szérum
mintéit D QDSRQ J\&MW|WWeN |[VV]H $] 29%$ HOOHQL ,J* DQWL)
hataroztuk meg. A 96 Iyukd Microtest Plate-et (Sarstedt) OVA-val vontuk be, és BSA-val
bBIRNNROWXN D QHP VSHFLILNONHW | W] Gh ¥YHN FAM igt&SRND \WHHO H
sorozataval (1:100% 1:3200) inkubdltuk. Az antitest tartalmat HRP konjugalt egér
immunglobulin ellenes antitesttel (nyul poliklonalis, Dako) jelenitettiik meg. Az optikai

denzitast 492 nm-en mértik IEMS Reader MF (Thermo Labsystems) plate olvasé segitségével.

Influenza vakcinacio egérben

$] LQIOXHQ]D ROWiV KDWpNRQ\ViIiJiQDN HOOHQ U]pVpW 5DPLI
végeztik [132] 5|YLGHQ KyQDSRV NRUEDQ PLQG D YDG W
haploinszufficiens egereket intramuszkularisan beoltottuk egy alkalommal 0,1 ml human
influenza vakcinaval (3Fluart), a human vakcinacié modellezése érdekében (a null egerek
UHQGV]HULQW QHP pOLN PHJ HIW D NRUW DQ\DJFVHUH DOTL
az egerek 12 hoénapos kordban megmértik az egerek szérum mintainak H1IN1
(A/California/7/2009-es torzs, melyet a 3Fluart is tartalmaz) elleni antitest tartalmat ELISA
modszerrel, hogy megallapitsuk az oltds hatékonysagat. A méréshez az ELISA plate-ket
EHYRQWXN J D+1 LQIOXHQ]D $ W|U]V +$% IHKpUMpYH:
A/California/7/2009 His Tag, Life Technologies). AplakHW D] HIJpU V]pUXPRN IHOF
sorozataval (1:50 £ 1:1600) inkubaltuk. Az antitest tartalmat HRP konjugélt egér
immunglobulin elleni antitest (nydl poliklonalis, Dako) segitségével tettiik detektalhatova. Az
optikai denzitast 492 nm-en mértik iIEMS Reader MF (Thermo Labsystems) plate olvasé

segitségével.

Statisztikai analizis

Vizsgalatainkban a minimum elemszam 6t. A méréseket duplikdlva végéztékedmények

a mérések atlagat mutatjak a szorassal egyitt. A statisztikai analizist GraphPad Prism
szoftverrel végeztik. Statisztikai probaként T-tesztet, illetve Kolmogorov-Smirnov-tesztet
hasznaltunk. A szignifikans kilonbségeket csillaggal jeleztiik (ns: nem szignifikans);0%p,

**:p "0,01, ***: p "0,001).
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Eredmények

A PPAR Jexpresszidjanak véaltozasa az éregedés soran

Korabbi vizsgélatok kimutattédk, hogy egérben a PRBg&h expresszios szintje dregedés soran
emelkedik a timuszban [70]. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, az 6regedés soran a
PPARJfehérje szintje is emelkedik-e, fluoreszcens immunhisztokémiai jel6lést végeztink 1 és
KyQDSRV HJHUHNE O V]iUPD]y WtPXV] PLQWIiN PHWV]HWHL
hogy mig a fiatal egér timuszaban alig detektalhat6 a PPARKpUMH MHOHQOpPWH D
timuszdban a PPARHU WHOMHYV H[SW.HuE)] BYW G XWHDM UHNE O V]iu
mintakon megfigyeltitkD 33$5 pV D] (S &BMarkerSegyittes expresszidjat is
ugyanazon sejtekgl./B abra nyillal jeld sejtek). Az egylttes expresszio egy koztes allapotra
utalhat, ahol a sejtek még mutatnak sejtfelszini epitél jelleget (EpCAM1), de a magban mar a
zsirsejt iranyu transzdifferenciacieV PHJIJNH]G G|WWRY3BEDS PHJILJ\HOKHW
VHMWPDJRN V]iPiQDN MHOHQW V F\spKiN H @npocitdk s24amaRakO\ D]

csokkenését mutatja a timuszban.
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1. &bra: PPARJfehérje expresszié egér timuszban

A PPARJexpressziot immunfluoreszcens jeldléssel vizsgaltuk 1 honapos (fiatal) (A) és 15

KyQDSRV LG V  %metdzéekenVBIPHSLWpO VHMWHN ]|OG V]tQQtF
EpCAM1-FITC antitest), a PPARSLURYV V]tQQHO MH QDO LEGIO HDIHW L DIBW !
Alexa-555 konjugélt masodlagos antitesttel), a sejtmagok kék szinnel lathatéak (DAPI). A

MHO|O GpVL PLQWIi]DW D] HOYiUWQDN PHJIHOHO D] (S&$0
PPAR/D VHMWPDJEDQ ORNDOL]iIiOyGLN 0tJ HJ\ KyQDSRV NRUETL
el, ssPPARIMHO|O GpV QHP OiWKDWYy DGGLJ" sejek @eystRivial R UE D Q

ésmegndvekedik a PPARozitivitas.
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Vizsgaltuk tovabba a PPARH[SUHVV]LYMiQDN |[UHJHGpPV VRUIQ EHN|YHW
LV ,PPXQKLV]WRNpPLDL MHO|OpVW YpJH]W+QN ILDWDO N|
timusz mintadkon. Azt figyeltik meg, hogy a timuszban a PBfaRerje mennyisége emberben

is emelkedika lRU HO UHKD&bR)GBY aXaltaras szignifikhnsnak mutatkozott a fiatal

pV D N[]JpSNRU~ LOOHWYH I|L-BWdnak psgzéh@soviitdsa EdetdrH N WtP X V]

B

o
o
1

ns

Pozitiv/teljes sejtes alloméany
. O
S

Fiatal felndtt Kozépkorua 1d&s

2. 4bra: PPARJfehérje expresszio human timuszban
Huméan formalin-fixalt timusz metszeteken immunhisztokémiai jeloléssel vizsgaltuk & PPAR
expressziot 20-30 éves (ALDW D O | F6® €ve8V(B/ kdzépkoru) és 70-80 evesL(G) V
korban. A PPARJ/barna szinnel (DAB) ©|O GLN $ VHMW P DheR&MoxMipN V]tQQ
MHO|O GQHN PHO\ KIWWpUIHVWpPVNpQW V]RAZIAMB & V]|YHWL
abran egy-egy reprezentativ minta lathaté az adott korcsoportbdl. A diagram (D) a FJPAR

pozitiv és a sejtes allomany aranyat mutatja az egyes korcsoportokban.
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A PPAR Jhatasa a timusz szerkezetére

Mind egerekben, mind pedig emberekben megfigyelték, hogy az dregedés soran a timusz
szerkezete és epitél haldzata felbomlik. A timusz medullaris allomanyanak aranya lecsokken,
mely végul a T-sejt termelés cstkkenéséhez vezet [59][55]. Azért, hogy megvizsgaljuk a
PPARJnak van-e szerepe a timusz szovettani szerkezeténék felbomlasaban, 6sszehasonlitottuk

a timusz kortikalis és medullaris kompartmentjének aranyét vad tipusu, PPARV 33$5
KHWHUR]JLJYWD HJHUHNEHQ pV KyQDSRV NRUEDQ 33%5
anyagcsere-betegség miatt). Korabbi mérések szarinmtedullaris &llomany fokozottan
pU]JpNHQ\ UHJUHVV]LyUD @33N RLB. Bb@AnUmnuDflDdPeSAENEdD Qelolt
WtPXV] PHWV]J]HWHN OiIWKDWYN D ]|IOGHQ MHO|O G WHU-O
tertletek a kortikalis allomanynak felelnek meg. Jél lathatd, hogy mig a vad tipusu egerekben

D PHGXOOD LQWHJULWIiVD DmliMRaddigH® PBARKKOO P3G WBIXYEE0 IHO
heteroziggta HIHUHNEHQ PHJ U]JL LQWHJULWIVIW $ NpUHJ pV I
0sszehasonlitva, mig a vad tipusu egereknél a medulla szignifikans csokkenését figyelhetjiuk
PHJ DGGLJ DKpwgaregi®l a medulla allomany aranya enyhén novekdzik L G

HO UHKDODGWIiYDO $ PHGXOOD DUIQ\VIQDN Q|JYHNHGpPVH L
PHJILJ\HOKHW EiU NLVHEE PpUWpNEHQ PLQW D 33%$5 .2 HJ
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3. abra: Epitél kompartmentek aranya a timuszban
Egér timusz metszeteken immunfluoreszcens modszerrel jel6ltik a medullaris és kortikalis
tertileteket. A medullaris epitél halézat z6ld szinnel (anti EpCAM1-F)T@ kortikalis epitél
halozat piros szinnel (anti LyFaE") lathaté a képeken. A metszetek vad tipust 1 hénapos (A)
pV KyQDSRV % HJHUHNE O Yhe@b#dJoR \T) éskPPARG ®Y 333$5
HIHUHNE O V]iUPD]QOH D$PEHIGKIQWOP RY NRUWH[ DUIQ\D OiwW

korcsoportokban.
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A PPAR Jhatasa timusz naiv TVHMW WHUPHOpVUH pV D WLPRFLWIN IHN

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, a PRknya hatassal van-e a timusz naiv T-sejt
WHUPHOpVpUH IHOQ WW NRUEDQ PHJPpUWlKtezigbtaR® FLW i N
PPARJ KO egerekben 1 és 8 honapos korban. A Trec a HEHQ YpJEHPHQ
JPpQiIWUHQGH] GpV HUH G Pmpift\BNGprasiektdriddR. HW/l 14 Trdc DNS

lancok csak naiv WVHMWHNEHQ PXWDWKDWYN NL tJ\ PHQQ\LVpJeN
timusz T"VHMW WHUP H(Q36]D Dighdliy gMCR/ niéiEseink kimutattak, hogy a
timocitakbdl izolalt Trec képiaszam szignifikAnsan magasabb a RIK&Regerekben a vad
tipustakhoz képest. Tovabba kimutathato, hogy a PRER mar egy alléljanak az elvesztése

is a Trec kopiaszam szignifikAns emelkedéséhez vezet (dézishatas) (4. abra).

**

Relativ mTrec k6piaszam valtozas

4. bra: Naiv T-sejt termelés véltozasa timuszban
Digitélis gPCR modszerrel vizsgaltuk a naiv T-sejtekben megtalalhatdé Trec kdpiaszamot 1 és
8 hdénapos vad tipusl, PPAReterozigéta és PPARKO HJH U H N&t nocifdkban. A
Trec kopiaszdmY iOWR]iVD |VV]KDQJEDQ YDQ D]-seiRRQdmBva@l. W HUPHC
diagram a 8 hénapos Trec kopi@] iPRN DUIQ\iW PXWDWMD D] KyQDSRYV

mintak értékeihez képest.

Megvizsgaltuk a Trec kopiaszamot és az egerek timocita alcsoportjainak eloszlasat annak
kideritésére, hogy a PPARatassalvardH D WLPRFLWD DOFVRSRUWRN HORV]C

jol latszik, hogy mig a PPABelvesztése pozitiv hatassal van a naiv T-sejt termelésre (4. abra),
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nem befolyasoljamagatatimosiD DOFVRSRUWRN PHJRV]OiIVIW OHJIILJI\HC
KO, sem a PPARheterozigota egerek timocita eloszlasa nem tér el szignifikansan a vad tipusu

egerek timocita alcsoport eloszlasatol 8 hénapos korban (5. abra).
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5. &bra: Timocita alcsoportok aranya
A timocita alcsoportok aranyat aramlasi citometridas moédszerrel vizsgaltuk 8 hénapos vad
tipusu, PPARhIeterozigéta és PPAR. 2 HIHUHNEHQ $ GLDJUDP D NHWW V
/ICD8 NHWW V SR]UQD8Y), C34 e§yszeresen pozitiv (CD4, CBZD8) és CD8

egyszeresen pozitiv (CD8, CIZD8") alcsoportok szazalékos eloszlasat abrazolja.
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A PPAR Jhatasa a periférias T-selW SRSXOiFLYNUD ITHOQ WW NRUEDAQ

Annak megallapitasara, hogy a PPARatassal van-e a timuszon kivul a periférias
immunrendszer sejtes eloszlasara is, a periférias T-sejt populaciokat is megvizsgaltuk. Egy éves

vad tipusti és PPARKHWHUR]LJyWD HJH-tizélBltup HEEBD B BORRUEDQ D 3.
.2 HJHUHN PiU QHP N|YHWKHW N QHP pOHWN,pSH¢HN DQ\D
populacidk eloszlasat aramlasi citometrias meéréssel vizsgaltuk. A 6. abran lathato, hogy a
PPARJheterozigota egerekben a T-sejtek arany a tobbi vérsejthez képest neml tdr@H QW V H Q
D YDG WtSXV~ HJHUHNpKH] NpSHVW 7RY iUEgi aRladak J\HOKH
elvesztése nem befolyasolja szignifikansan a CD4 és CD8 csoportok eloszlasat a teljes T-sejt

populacién beldl.
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6. dbra: Periférias T-sejt populacidk aranya
A T-sejt csoportok aranyat aramlasi citometrias médszerrel vizsgaltuk 1 éves vad tipusu és
PPAR.heterozigoéta egerek vérében. A diagram a T-sejtek (C&¥anyat a tobbi limfocitahoz
képes abrazolja. A helper T-sejtek (CDXD4") és citotoxikus T-sejtek (CD3CD8")

szazalékos megoszlasat a teljes T-sejt populacion belil értelmezve abrazolja a grafikon.
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Mig a CD4 és CD8 megoszlasban nem tapasztaltvrik O HiBWHs&get, addig a naiv és

memoria T-sejtek ardnyéaban szignifikaNe O | QEVpJHN ILJ\HOKHW N PHJ D YDG
heterozigota egerek kdzott. A naiv T-sejtek aranya szignifikdns emelkedést, mig a memoria T-
sejtek aranya szignifikdns csokkenést mutat a PB#dRerozigota egerekben a vad tipushoz

képest(7. 4bra).
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7. abra: Naiv és memoaria T-sejtek megoszlasa
A naiv (CD3, CD44, CD62L*) és memoéria (CD3 CD44, CD62L"") T-sejt csoportok
aranyat aramlasi citometrias modszerrel vizsgéaltuk 1 éves vad tipusu ésJAB®ROZIgota
egerek vérében. A grafikon a naiv és memoaria T-sejtek teljes T-sejt populacion bellli eloszlasat
abrazolja.
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A memoria T-sejteket tovabb vizsgalva megallapitottuk, hogy az effektor memodria T-sejtek
aranya szignifikansan alacsonyabb a PRARterozigota egerekben. Viszont a centrélis

memoria T-sejtek ardnya nem mutat eltérést a vad tipushoz k&pasta).
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8. abra: Memoria T-sejt alcsoportok eloszlasa
Az effektor memoéria (CD3CD44", CD62L) és centralis memoéria (CD3CD44", CD62L")
T-sejt csoportok aranyat aramlasi citometrias mdédszerrel vizsgaltuk 1 éves vad tipusu és
PPARJNheterozigota egerek vérében. A grafikon a memdéria T-sejt alcsoportok teljes T-sejt

populécién bellli eloszlaséat abrazolja.

34



A PPAR Jhatasa az immunologiai funkcidkra

Eredményeink ramutatnak, hogy a PPARanya hatassal van a timusz oregedésére, és
eltéréseket okoz a periféerias VY HMW SRSXOiIFLYNEDQ ITHOQ WW NRUEDQ
megvizsgaljuk a PPAR hatassal van-e az immunologiai funkcidkra, tovabbi teszteket
végeztunkin vivo egérmodellen. Irodalmi adatokbdl ismertK RJ\ LG N ak Brélig D
WROHUDQFLD NLDODNtWiVIQDN NpSHVVpJH MHOHQW VHQ OH
T-sejt szam miatt [130][131]. Egy éves vad tipusu és PBsierozigota egerekben vizsgaltuk

egy testidegen fehérje, az ovalbumin altal kivaltott (naiV HMWHNHW LJpQ\O RUIOL
kialakuldsat, hogy megvizsgaljuk a PPARianya hatéssal van-e az oralis tolerancia
kialakitasanak képességére. ASEUIQ OIWKDWy HUHGPpPpQ\HLQNE O MyO O]
tipusu egérben alig alakult ki ordlis tolerancia, viszont a PPA&erozigota allatokban

HU WHOMHY RUIOLY WROHUDQF1#éBveDODNXOW NL RYDOEXPLQ
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9. abra: Oralis tolerancia kialakitasanak képessége
Az oralis tolerancia kialakitasanak képességét vad tipusu és PRA&0zigota egerekben
vizsgaltuk 12 hénapos korban ovalbumint hasznalva. Az egerek ovalbumint az itaté viziikben
(OVA) vagy intraperitonedlis injekcioban (Vac) vagy mindkét modon kaptak. Az ovalbumin
ellen termelt IgG mennyiséget ELISA modszerrel hataroztuk meg. A diagram az ELISA soran

mért optikai denzitas értékeket abrazolja.
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$] LG VNRUL YDNFLQiFLY Q H-Kgjt]dependdnsNridilz WAHHAIWNHNNAH W LJIpQ!
antigének esetében. A human influenza oltast modellezve vizsgaltuk, hogy aJRRAR

okoz-e eltérést 1 éves egerek oltasi reakcidjdban. Annak érdekében, hogy minél pontosabban
modellezziik az emberi vakcinaciot, az egerek esetében nem a szokdsos egér-immunizacios
protokollt alkalmaztuk (t6bbszori oltds szamos testtajon komplett Freund-adjuvanssal), hanem

a human vakcinaciés protokoll szerint jartunk el (egyszeri intramuszkularis oltas 3Fluart
LQIOXHQ]D YDNFLQiIYDO  0HJIlhdterodigota \&llatokbBnItbbD abtiBehs
WHUPHO G|WW D] R OavsdxiQudbazkBpestVaddribantenaz eltérés statisztikailag

nem volt szignifikans (10. abra).
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10. abra: Vakcinacios hatékonysab G V NRUEDQ
A vad tipusu és PPARheterozigota egerek vakcinacios hatékonysagat vizsgaltuk 9 hénapos
korban human influenza oltéanyag felhasznalasaval. A human oltéanyag (3Fluart) ellen
termelt antitestek mennyiségét az oltas utan 3 honappal mértik ELISA médszerrel. A diagram

az ELISA soran mért optikai denzitas értékeket abrazolja.
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A PPAR Jhianyallapot hatasa a human immunrendszer 6regedésére

A PPARJhianyallapot egyHP EH U EH Q nragyo® ptWaH1/1.000.000) FPLD3 néven

ismert (familiaris parcialis lipodisztrofia 3-as altipusa) genetiddd HGHW & DbapegsépF vV H U H
Az emberben kialakul6 anyagcsere betegséget lipodisztrofianak nevezik, amelyitasonl

33%$5 .2 HJferdtipdsdhoz [134][135][136]. Egy masik, szintén lipodisztréfiat okozo,

GH HOWpU JHQHWLNDL KiwW W HL0XRW) RO ietgsgda RRQDY L W N C
(familiaris parcidlis lipodisztréfia 2-es altipusa), melyben a PBARitacio helyett lamin
PXWiFLy IHOHO V XJ\Dadyi&yRiabkpbagR M86l3H HOWpU JHQHWLND
ellenére mindkét ritka betegség lipodisztrofiat okoz, azonban ezeknek a timusz fuakciojar
gyakorolt hatasat még nem vizsgaltak. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk van-e zltérés a
FPLD2 és FPLD3 betegek naiv T-sejt termelésében, PBMC DNS mintabol megmeértik a Trec
kopiaszamot digitdlV T3&5 PyGV]HUUHOQO hofHHd |IRRABINutasWFPLD3

betegek esetében magasabb a Trec kdpiaszam (vagyis a naiv T-sejt termelés), mint a lamin
mutans FPLD2 betegekben (11. &bra), azonos kor és anyagcsere betegség mellett. A Trec
NySLDV]iP 33$5 pULQWHWWVpJ HVHWpPEHQ HOmphom& NRUFV
tartomanyat (200 kopidy DNS), mig lamin-érintettség esetében joval elmatddly \&z O
anyagcsere betegség kovetkeztében. (A megfigyelt eltérés nem szignifikans az egyém varian

€s az alacsony mintaszam (FPLD2 esetében n=3, FPLD3 esetében n=5) miatt. Az elemszam
Q|YHOpPVPUH QLQFV OHKHW VpJ*eQN D EHWHJIVpJHN QDJ\RQ U
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11.4bra: Timuszl XQNFLY IHOQ WW )3/' EHWHJHNEHQ
A human timusz funkci6é vizsgdalatah3/' pV )3/ EHWHJIHN SHULIpULIV Y
leukocitdk Trec koépia tartalmat mértik digitalis gPCR méddszerrel. A diagr@DNS-re
szamitott abszollt Trec képiaszamot abrazol. A szaggatott vonal az életkornak (atlag kb. 50 év)
PHIJIHOHO Q RitbRaQy aldd Hatard! jeloli.
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Diszkusszio

Az Oregedés az élettel egyutt jar6 természetes folyamat, mely sordn a szervezet megujuld
képessége csokken, a funkcidjukat vesaejtek helyétF V| N NH Q  «VasFIPAE Bjapnan
keletkezest PHJIHOHO HQ BXjek) elgn@k Agvetkeztében az élettani funkciok
hanyatlasnak indulnak. Habar az 6regedést nem lehet elkerilni, a modern orvoslasnak és a
IHMOHWW WiUVDGDOPL UHQGViddd) G BlédreQfelyamatdsgn D] HF
novekszik [137]. Azért, hogy a hosszabb élettartam ne csak az 6regkor meght&saabb
jelentse, hanem az aktiv élettartam megnovekedését is eredményezze, fontosak azok a
kutatasok, melyeknek célja az o6regedés folyamatanak megismerése d3]ig G VNRUL
POHWPLQ VpJ MD,YRWIi QD Y & QV Mg x dfyak Rgkoraban dregedésnek
indul6 szerv, emberben és egérben egyarant. Hanyatlasd W Wa PHNNRUEDQ PHJINH]G
a pubertaskorban lejatsz6dé hormondlis valtozasokkal felgyorsul [36]. Mivel a timusz
nélkilozhetetlen szerepet jatszik az immunrendszer T-sejtieinek termelésében és
szelekcidjdban IXQNFLYyMiQDN FV|NNHQpVH NRPRO\ N|YHWNH]PpQC
J\DNUDEEDQ HO IRUGXOyYy IHUW ]JpVHV PHJEHW&NMdS pV HN
elvaltozasok dsszefliggést mutatnak a timusz nawHMW WHUPHO IXQNFLYMIiQDN
[60]. A timusz 6regedésében,aMHMW |IHM O GmpiVEetapetNgts20HpitdDailomany a
OHJLQNIEE pULQWHWW $] LG HO UHKDODGWIiYDO D] HSLWpC
szadma csokken, helylket zsirsejtek vesze & OLYHO LG V NRUEDQ D WtPXV] |
]JVtUV][IYHWHN PHJMHOHQpPVpW REOLJIW PYGRQ D 33%$5 WL
YLI]VJIOWXN D 33%$5 WUDQVINULSFLYV IDNWRU WtPXV] |[UHJH
$ WtPXV] |[UHJHGpVH VR U ir€ssagslalteoFasbkat nigy QorhpBan is vizsgalta
csoportunk. TPXV] PLQWiINRQ NLPXWDWWXN KRJ\ D 33$5 WUDQ
szintje oregedés soran emelkedik [54{]W D PHJILJ\HOpVW D MHOHQ YL]VJi
Egér timusz metszeteken végzett immunfluoreszcens jeldléssel a fiatal, egy honapos egerek
WtPXV]IiEDQ D 335 MHOHQOpPWH PpJ QHP ILJ\HOKHW PHJ PF
KyQDSRV HJHUHN WtPXV]IiEDQ D 333%5 IRNRTBWMbBA MHOHC
kimutattuk, hogy izolalt esetekben ugyanazon sejtek felszinén még epitél marker (EpCAM1),
mig magjaban mar zsirsejt-iranyu differenciaciora utalé (PPARarker detektalhatd. Ez
PHJHU VtWL NRUIEEL IHOWpPpWHOH]pV*QNHW KRJ\ D] |UHJ
transzdifferencialodnak zsirsejt iranyjpartRLYHO D 2Ri8ias a zsirsejt-irdnyd
differenciéciot indukélja [103] OHJYL]VJIOWXN D 33%$5 H[SUHVV]LY NR
WtPXV]EDQ LV ,PPXQKLV]IWRNpPLDL MHO|OpVW KdVapQiOYD P
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D ILDWD O-30Haue), Wkdzépkora (50- pYHV  pV D80EwsVhuman timuszban

LV D 33%$5 H[SUHVV]LY HU V|G p YeHalAutBVvaIDa\sEMeD &idhianyhozD NRU
képest $ ILDWDO IHOQ WW PLQWiINKR] NpSHVW D N|]pSNRU~ pV
3335 MHOHQOpPpWAHWL® XWBWW PN QW iN E Di&yabbii 9zigQiftkénsY R O W
emelkedés 33$5 H[SUHV ¥ kbzépkoEIDrintakhoz képest).

$ 33%%al kapcsolatos tanulméanyok kozt tobb olyan eredmény is szlletett, mely
IVV]HI+JJpVW WDOIOW D IRNR]JRWW 33%5 DNWLYLWiV pV
%HV]IPROQDN DUU y-®akt&da §ztBroidl 2pu gyogyszerkészitmenyek, vagy a
PPARJagonista TZD-alapu gyégyszerek a timusz fokozott elzsirosodasat okozhatjak, ezaltal

az immunoldgiai funkciok csokkenését eredményezhetik. Valamint kimutatkaR J\ D 33 $5
fokozott expresszidja felgyorsitja a timusz éregedését [95]. Ezek az eredmények dsszhangban
vannak az altalunk megi\HOW |UHJHGpVVHO HJ\«WW MiUy @385 H[SUI
2. abra). Ezen eredmények azt sugallakK RJ\ D 33%$5 DNWtY VJHUHSSHO
|[UHIJHGpVPQHN PHFKDQL]PXVIEDQ OLYHO D 33%5 IRNR]JRWW
de hianyanak hatasat még nem vizsgaltak a timusz szempontjabdl, igy a timusz 6regedését
33%5 KLIiQVIOODSRWRYV HJHIY héyiazegaltpy HPEHUHNEHQ

A timusz szdvettani szerkezetét vizsgalva megfigyeltiik, hogy vad tipusu egérben 8 hénapos
korra, mely a timusz 6regedéseisP SRQWMIiEYO PiU ¥RomiR&AN ¥ FhydulldrR U
WHU*OHWHN DUIQ\D PHJYIOWR]LN D] HSLWpO \E/MBVHN KiO
iIEUD (]JHN D GHIJHQHUDWtY HOYIiOWR]JiVRN D JpQKLIQ\RV 33
egerekben nem kovetkeznek be (3./CtEU D $QQDN WLV]IWIi]iVIiUD KRJ\ D :
WtPXV] VIHUNH]HWpPQHN PHJ U]JpVH PHOOHW WedvizégaRuK V] | XQ N
a naiv T-sejt termelést Trec digitalis qPCR mddszerrel. A Trec képiak olyan cirkularis DNS
molekuldk, melyek a T-sejtekben lezajl6 HC JpQiIWUHQGH] GpV PHOOpPNW
keletkeznek, mennyiségiik aranyos a naiv T-sejt termelés mértékével. Vizsgéalatainkkal
kimutattuk, hogy mig vad tipusu egérben 8 honapos korra enyhe 6@gkke ILJ\HOKHW PH.
Trec kopiaV]iPEDQ DGGLJ D 33%$9zigota querekbeh\VVaHTrec koépiaszam
szignifikdnsan magasabb az 1 honapos kontroll egerekben mért értékekhez Képekt V 1+ J J
meértékben (4. &bra). A timocita alcsoportok CD4/CD8 megoszlasanak vizsgalataval
PHJILJ\HOW+eN KRJ\ D WLPRFLWD DOFVRSRUWRN HORV]OIiViW
heterozigéta mintdk nem mutatnak eltérést a vad tipushoz képest (5. apgale O DUUD
NIYHWNH]WHWKHW+QN , ERJ\PB B@B5H AKIL i) \Ndej@kisabhat]deQDLY 7
D WLPRFLWIN |IHM @ernsheiolyddeljal az dicsbpontbk megoszlasat nem torzitja.
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$ IHQWL HUHGPpQ\HLQN DODSMiQ D ti8 hétassal xanNaFtmusH O Y H V]
szerkezetére €s naiv T-sejt termelésére dregedés soran. Tovabba azt is megfigyeltila hogy ez
KDWiV QHP FVDN D JpQ WHOMHV KLiQ\iEDQ KDQHP PiU HJ\ D
Gy]JLVKDWIiV $ 33%$5 WoHOMIydY akyhdgc3ame bbtgs€yekhez vezet egér
esetében [127] (QQHN N|YHWNH]JWpPpEHQ D 33%$5 kd¥etésdHthehHN KRV
NLYLWHOHKWOMSRQ W~O (JHN D V~O\RV DQ\DJFVHUH HOY
KHWHUR]JLJYyWD HJHUHNQpPO QHP ILJ\HOdtaagerskePri¢mh éniY HO D
D 33$5 KLIiQ\iQDN pOHWWDUWDPRW pV DQ\DJFVHUpW EHIRO
gyakorolt pozitiv hatas kimutathaté volt, tovabbi kisérleteinked VHE E dtékkeEdZ Q
allatokkal végeztuk.
Annak érdekében, hogy megvizsgéljuk a fokozott timusz funkcié (naiv T-sejt termelés)
kovetkezményekkel jar-e a periférias immunrendszerre nézve, 6sszehasonlitottuk 12 hénapos
YDG WtSXV~ pV 33%5 KHWHUR]LJyW-§ejt HhldsbpbHd¥ avapyapEHQ N
Kimutattuk, hogy a T-sejtek ardnya nem valtozik a tobbi limfocita tipushoz képest, valamint a
CD4 és CD8 T-sejtek ardnya sem valtozik a periférias vérben (6. abra). Korabbi tanulmanyok
leirtak, hogy 6regedés soran a naiv T-sejtek ardnya csokken a memoria T-sejtek arénya visz
emelkedik [60][138]. Részben a naivVHMWHN DUIQ\VIQDN FV|NNHQpVH IHO
medgfigyelt, gyengébb immunoldgiai valaszokért [60][139][14@WLYHO D 33%$5 KLiQ\D SF
hatassal van a timusz naiv T-sejt termelésére, megvizsgaltuk, hogy ez hatdssal vanFe a naiv
VHMWHN DUIQ\IiUD D SHULIpULIV YpUEHQ OHJILJ\HOW+N K
egerekben a naiv T-sejtek aranya szignifikAnsan magasabb, mint a memdria T-sejigk arany
szemben vad tipusu egerekben mért értékekkel (7. 4bra). A memoria T-sejt populéciét tovabb
vizsgalva megéllapitottuk, hogy mig a centralis memoria T-sejtek ardnya nem valtozik, addig
az effektor meméria TH MWHN DUIQ\D DODFVRQ\DEE D 33%$5 KHWHU
tipushoz képest (8. abra).
Az eddg EHPXWDWRWW HUHGPpQ\HN DODSMiQ D 33%$5 KLiQ'
allomanyanak t6regedését, pozitiv hatdssal van a naiv T-sejt termelésre és a periférids vérben
megnovelia naiv VHMWHN DUiIiQ\iW (JHN DODSMiQ IHOWpWHOH]KH!
T-VHMW |+J Jologidt RuXkQiok aktivabbak maradnak 33$5 JpQKLIiQ\RV HJHUH
mint kontroll tarsaikban. Annak érdekében, hogy ezt a feltevést megvizsgaljuk, az oralis
tolerancia kialakulasanak készségét és egy human oltéanyag hatékonysagat vizsgaltuk 12
KyQDSRV YDG WtSXV~ pV 3385 KHWHUR]JLJYWDVHMW HNBEH Q
valamint NRUIEEL WDQXOPIQ\RN NLPXWDMW tHokken KR ditasbiG VHEE

hatékonysaga és oralis (étel)-intolerancia is gyakrabban alakul ki [141][130]. Kimutattuk, hogy
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mig 12 hénapos korban a vad tipusu egérben alig alakul ki orélis tolerancia (bar ez fiatal korba
konnyen kialakithat6 [131] DGGLJ D 33%$5 KHWHUR]JLIJyWD HJHUHNEF
konnyedén kialakul méd. G VHEE N® 80D Qovabba az influenza oltas hatékonysaga

is PHIJPDUDG B&$YHEEHWHUR]LIYWD HJHUHNEHQ MPAQHQMNG VM (B
gyengébb (10. abra). Ezek alapjan arra kévetkeztethetlink, hogy a timuszra és azon belll a naiv
T-VHMW WHUPHOpVUH J\DNRUROW NHGYH] KDWiVDBsdifpYpQ D
[«JJ LPPXQROYJLDL IXQNFLYNUD LG VHEE NRUEDQ

Egér modellen kimutatott eredményeink human vonatkozasait is megwgsgil $ 33 3$5
génhianyos allapot, mintl -as tipusu familiaris parcialis lipodisztréfia, ismert ritka betegség
(1/2.000.000) emberben is. Bar a betegség altal okozott sulyos anyagcsere problémakat tobb
klinikai kutatas is kimutatta [124][125], a PPA KLiQ\iOODSRW LPPXQUHQGV]H
hatdsat azonban még nem vizsgaltak. Mivel a jarulékos anyagcsere problémak is cstkkent
immunoldgiai funkciokhoz vezethetnek és kozépkord (mar nem fidEdh)WHIHNU O YDQ
eredményeinket a hasonlé korl és hasoBl@@\DJFVHUH SUREOpPINDW HUHG
33$5W QHP pULQW ODPLQ PXWIiFLyQ[ID®)28R K G3/HPEMW H BIKf
hasonlitottuk. Megfigyeltik, hogy FPLD3 betegek vérében magasabb a Trec kdpiaszam, mint

D NRUEDQ pV EHWHJVpPJEHQ PHJHJ\H] )3/" EHWDB OHN MINH W
varhato értéknek (11. dbra). HAN DODSMiQ DUUD N|YHWNH]JWHWKHW+QN
hianyéllapot az egerekhez hasonléan pozitiv hatassabvaw tP XV] IXQNFLyUD LG VHE

9L]VJIODWDLQNNDO NLPXWDWWXN KRJ\ D 33%$5 KLiQ\D HJH
$ 3335 Jp @gPaléljanak hianya is azt eredményezi, hogy a timusz epitél hal6zatanak
IHOERPOiIVD NpV EE NH]G GLN PHJ YDG@ jaenssy \pozittdJHUH Nk
kovetkezménye a fokozott naiv T-sejt termelés és a hatékonyabtdi ™MW 1¢JJ LPPXQROYy
funkci6 33$5 JpQKLIiQ\RV HIJIHUHNEHQ (J]W D SR]JLWtY KDWiVW |
igazolni PPARJhidnyéllapotu betegekben. Bar &3 $5 KLiQ\i& nirbikédszerre

pozitiv hatast gyakorol, ennek ellenére sulyos anyagcsere problémakat is okoz, ami miatt a
VILVIWpPiV 333%5 [EinOaNaln@aEhBt0 a timusz oOregedésének késleltetése
erdekében. Ezért tovabbi célunk olyan mechanizmus azonositasa, mely genetikai (szisztémas)
hatas helyett célzottan a timusz epitélre kifejtett PB&MRagonista hatast kozvetitene. Jelen
tudasunk és parhuzamos kutatasi eredményeink alapjan céljainkra mesterséges nanorészecskék
vagy természetes exoszomak lehetnek alkalmasak, de ennek részletezése tulmutat a jelen

dolgozaton.
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Uj eredmények 6sszefoglalasa

Kimutattuk, hogy3 3 $ 5génhidnyos egerekben a timusz szerkezetének dregedéssel egyutt
MiUy YIOWR]iVDL NpV EE MiWV]yG& B egrigydliik, BoGy &¢ 8S X VK R ]
késleltetesGy LV 1+JJ a 3Bi%begyetlen alléljanak hianyaban is végbemegy, nem

csak a3 3 $ Steljes hianyaban.

. Bebizonyitottuk, hogy a3 3 $5 hianya hatassal van a naiv T-sejt termelésre. Nyolc
hénapos korbanMHOHQW VHQ P D aiD V-Beff EernfdRe6€8\W8 $ B géRhianyos
egerekben, mint vad tipusu tarsaikban. Megfigyeltik, hogy ez a jelenség szintén
dozisl «JJ PLYHO h2t8&§bta egerekben a T-sejt termelés magasabb volt a vad
tipusnal, de alacsonyabb3a3 $ 5KO egereknél.

. Medfigyeltik, hogy egereknél atimhsV]HPSRQWMIiEyYy O kdgy éval Koxbavi i PtW'y
33%$5 hianya befolyasolja a naiv T-sejtek aranyat periférias vérben. A naiv T-
sejt/memodria T-sejt ardany a naiv T-sejtek javara tolodik®B $ Sheterozigbta egerekben

vad tipusu tarsaikhoz viszonyitva.

. A naiv T-sejtek ardnyanak ndvekedése hatast gyakorol\aHTM W |« J Jologid P X Q
funkciokra.ln vivokisérletekkel kimutattuk, hogy az oralis tolerancia kialakulasa, valamint
a vakcinalhatosag fokozott hatékonysaggal ment végbe egy £8ek5 heterozigota

egerekben, vad tipusu tarsaikhoz képest.

. Végll bizonyitast nyert, hogy az immunrendszer, azon belll is a timusz 6regedéséd Jp U
PRGHOOEHQ Q\HUW HUHGPPpPQ\HLQN AKriXkR isporitéil PRAR W V pJJ|
hianyallapottal (FPLD3 betegsé) HQGHONH] EHWHJIHN HVHWaBHQ IHOC
a timusz funkciéja (nav VHMW WHUPHOpV PLQW D]JRQRV NRU~ pV
hattetrUHO UH Q G H O N Hdetéb&H FALDZ N betegség, lamin hianyallapot

kovetkeztében).
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Thymic senescence contributes to increased incidence of infection, cancer and auto-
immunity at senior ages. This process manifests as adipose involution. As with other
adipose tissues, thymic adipose involution is also controlled by PPARgamma. This is
supported by observations reporting that systemic PPARgamma activation accelerates
thymic adipose involution. Therefore, we hypothesized that decreased PPARgamma
activity could prevent thymic adipose involution, although it may trigger metabolic
adverse effects. We have con rmed that both human and murine thymic sections show
marked staining for PPARgamma at senior ages. We have also tested the thymic lobes
of PPARgamma haplo-insuf cient and null mice. Supporting our working hypothesis
both adult PPARgamma haplo-insuf cient and null mice show delayed thymic senes-
cence by thymus histology, thymocyte mouse T-cell recombination excision circle gPCR
and peripheral blood naive T-cell ratio by ow-cytometry. Delayed senescence showed
dose—response with respect to PPARgamma de ciency. Functional immune parameters
were also evaluated at senior ages in PPARgamma haplo-insuf cient mice (null mice do
not reach senior ages due to metabolic adverse affects). As expected, sustained and
elevated T-cell production conferred oral tolerance and enhanced vaccination ef ciency
in senior PPARgamma haplo-insuf cient, but not in senior wild-type littermates accord-
ing to ELISA 1gG measurements. Of note, humans also show increased oral intolerance
issues and decreased protection by vaccines at senior ages. Moreover, PPARgamma
haplo-insuf ciency also exists in human known as a rare disease (FPLD3) causing met-
abolic adverse effects, similar to the mouse. When compared to age- and metabolic
disorder-matched other patient samples (FPLD2 not affecting PPARgamma activity),
FPLD3 patients showed increased human Trec (hTrec) values by gPCR (within healthy
human range) suggesting delayed thymic senescence, in accordance with mouse
results and supporting our working hypothesis. In summary, our experiments prove that
systemic decrease of PPARgamma activity prevents thymic senescence, albeit with
metabolic drawbacks. However, thymic tissue-speci ¢ PPARgamma antagonism would
likely solve the issue.

Keywords: PPARgamma, thymus, immunity, senescence, rejuvenation
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INTRODUCTION Pecs (ref. no.: 6331/2016) according to their guidelines. All
subjects gave written informed consent in accordance with the
e peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) molecu- Declaration of Helsinki.
lar family is widely studied+{3). ese nuclear receptor proteins
possess transcription factor activities and in uence multiple celHuman Immunohistochemistry
lular events at the molecular level including adipocyte di erentiaHyman thymus lobes were xed in paraformaldehyde (4% PFA in
tion and metabolism. Among them, PPARgamma is of particulapBsS) then para n embedded. 5 um thick sections were stained
interest being expressed by all adipose tissue subtypes and bgjsigig immunohistochemistry3f). First, the slides were rinsed
indispensable for adipose tissue development and for the home@- heated xylene and were washed with a descending series of
stasis of physiological metabolisd+-{). As a consequence, in alcohol to remove para n. A er depara nation the slides were
the mouse systemic loss of PPARgamma activity severely impaihydrated in distilled water and antigen retrieval was performed
glucose and lipid metabolism as characterized by otBets)( by heating the slides in Target Retrieval Solution (pH 6 DAKO)
In accordance, PPARgamma null mice are only viable if using 97°C for 20-30 min. Subsequently slides were washed@n dH
conditional knockout strategyL(). Similar to the mouse above, and endogenous peroxidase activity was blocked with &% H
in human PPARgamma haplo-insu ciency leads to the develcontaining TBS (pH 7.4) for 15 min. en slides were washed three
opment of a rare metabolic condition known as familial partiatimes with TBS containing Tween (0.05%, pH 7.4). Pre-blocking
lipodystrophy, type 3 (FPLD3, ORPHA 79083) also characterizeghs carried out with 3% BSA in TBS for 20 min before overnight
by diabetes and dyslipidemiaX-15). incubation with anti-PPARgamma (1:100, rabbit monoclonal
In mammals, systemic PPARgamma activity may be increasggtibody clone: C26H12 Cell Signalling Technology) primary
at multiple levels. Environmental factors including excesantibody at 4°C. Following incubation slides were washed with
sive caloric consumption or corticosteroid exposure increasgBs for three times then incubated with peroxidase conjugated
PPARgamma activity systemicallf6¢18). Pharmacological secondary antibody (1:100, Polyclonal Goat Anti-Rabbit IgG,
systemic activation may be achieved through administration @hAKO) for 90 min. Antibody labeling was visualized with the
thiazolidinediones previously used as part of oral antidiabetigelp of liquid DAB Substrate Chromogen System (DAKO). For
treatment, but currently neglected due to adverse cardiovasculdiiclear counterstaining, hematoxylin staining was performed.
side e ects {9, 20). Genetic engineering-based enhancement ofinally, slides were mounted with Faramount Aqueous Mounting
PPARgamma activity in mouse models has also been performgfédium (DAKO). Histological evaluation was performed with
(21). In every case, increased PPARgamma activity promotése help of Panoramic MIDI digital slide scanner (3DHistech).

adipose tissue development at multiple sites of the body. Image analysis was performed using ImageJ so ware with IHC
ymic aging is observed as adipose involution during which toolbox plug-in.
the functional thymus niche that normally supports T-cell pro-

duction is gradually lost and replaced by adipose tissi)e ¢ Mouse Breeding and Maintenance
process starts focally in childhood then spreads and acceleraigg certain experiments, we have used wild-type and PPARgamma
with puberty due to hormonal changes3) Diminishing T-cell  heterozygous (haplo-insu cient) or PPARgamma null (KO) mice
production results in decreased availability of fresh naive T-cell§ c57BL/6J genetic background. e mice were age matched,
(24). Consequences include increasing incidence of infectiognd both genders were used for the investigation. e design
cancer and autoimmunity observed at senior &gg&8¢). ymic to generate PPARgamma KO mice was described previously
adipose involution appears to be PPARgamma-dependent: apy1). Brie y, PPARgamnia /Sox2Cre male mice were crossed
condition that systemically enhances PPARgamma activity—yith PPARgamma / female mice to generate heterozygous
either environmental, pharmacological, or genetic—acceleratgipARgamrfY /Sox2Cre and homozygous PPAR gammia/
thymic senescence or adipose involution with all its immunologisox2Cre mice, wherein the oxed allele was recombined
cal consequence8%-32). However, the opposite phenomenon resulting a null allele. Mice were housed under minimal disease
whether systemically decreased PPARgamma activity can anggnditions in the Laboratory Animal Core Facility of University
liorate long-term functional immune parameters has barely beegf Debrecen. Animal rooms were ventilated 15 times/h with
addressed33, 34). For this reason, we have set out to characterizgered air, mice received autoclaved pellet diet (Altromin VRF1)
the e ect of systemic genetic PPARgamma loss of function ognd tap watermd libitum. e cages contained sterilized bed-
long-term immune homeostasis in both mouse and human.  ding. Room lightning was automated with 12 h light and 12 h
dark periods. e room temperature was 24 2°C, the relative

MATERIALS AND METHODS humidity is between 30 and 60%. Senescent animals developed
and aged normally, without any treatment. Permission to perform
Human Thymus Samples the described animal experiments was granted to the relevant

Formalin- xed, paran-embedded (FFPE) human thymus utilities of the University of Pecs (ref. no.: BA02/2000-46/2016).
samples from age groups 30-40, 50-60, and 70-80 years wegemission to generate PPARgamma GM mice was granted to the
obtained from the Department of Pathology (Faculty of Medicineselevant utilities of the University of Debrecen (ref. no.: TMF/82-
University of Pecs, Hungary.) Experiments involving humarl0/2015). Permission to perform experimental procedures with
thymus samples were performed with the consent of the RegiorRPARgamma GM mice was granted to the relevant utilities of the
and Local Ethics Committee of Clinical Centre, University ofUniversity of Pecs (ref. no.: TMF/124-11/2017).
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Mouse Immuno uorescence on the QuantStudio 3D Digital PCR platform ( ermoFisher)
Immuno uorescent staining was performed on 8 pum cryesecUsing 30 ng DNA per sample. Tagman primers/probes and digital
tions of mouse thymus lobes as described previowsly ( dPCR reagents were also purchased from ermoFisher and used
Brie y, the slides were xed in cold acetone, then dried ands suggested. For age-matched range of healthy human hTrec val-
blocked to prevent non-speci ¢ staining using 5% BSA in PB8es, refer to the work of Lynch et &g)( Permission to perform

for 20 min before staining with uorochrome-conjugated or the described animal experiments was granted to the relevant
primary antibodies: anti-EpCAM1-FITC (1:100, rat moneclo utilities of the University of Pecs (ref. no.: BA02/2000-46/2016).
nal antibody clone: G8.8), anti-Ly51-PE (1:100, rat monoclon&ixperiments involving human blood samples were performed
antibody clone: 6C3, eBioscience), and anti-PPARgamm¥ith the consent of the Regional and Local Ethics Committee of
(rabbit monoclonal antibody clone: C26H12 Cell SignalingClinical Centre, University or Pecs (ref. no.: 6439/2016) accord-
Technology). For secondary antibody, Alexa-555 conjugatel@d to their guidelines.

a-rabbit goat I9G (1:200, Life Technologies) was used. In certain . )

cases, DAPI (Life Technologies) nuclear counterstain was al§¥al Tolerance Induction in Mouse

applied. Sections were analyzed using a Nikon Eclipse Ti-lpduction and evaluation of oral tolerance was performed
microscope equipped with a CCD camera (Andor Zyla 5.5) an@s described by other§%-41). Briey, both wild-type and
NIS-Elements so ware. e medulla/cortex ratio was calculated PPARgamma haplo-insu cient mice received 5 mg/ml ovalbu

using ImageJ so ware. min (OVA, Sigma-Aldrich) in drinking water for seven days.
On day 7, mice were challenged with an intraperitoneal-injec
Mouse Flow Cytometry tion of 5 pg ovalbumin in 200 pl of 1:1 of PBS:complete Freund

ymocyte subsets and T-cell subpopulations in blood were adjuvant. On day 14, mice received an intraperitoneal injection

investigated by ow-cytometry as published by oth& £7). of '5 pg ovalbumin in 200 pl of 1:1 of PBS:incompIgte Freund
ymocytes and PBMC were isolated from mice and labeleg@diuvant. Serum was collected on day 21 and anti-OVA IgG
with uorophore-conjugated antibodies in PBS-BSA (5% ps/ntibodies were measured by ELISA. Brie y, 96-well Microtest
diluted in PBS). In every case, 100,000 cells were stained Fiptes (Sarstedt) were coated with OVA and blocked with BSA.

measurement. Incubation with antibodies was performed afN plates were incubated with serial dilutions of mouse serum

4°C for 60 min followed by a washing step. FACSCanto Il owsSamples (1:100-1:3,200). e antibody content was visualized

cytometer and FACSDiva soware (Becton Dickinson) werdVith the help of HRP-conjugated antimouse immunoglobulin
used for analysis. In every case, 10,000 events (parent R1 nfHibody (rabbit polyclonal, Dako). Optical density was meas
phological lymphocyte gate) were recorded by ow-cytometry!r€d at 492 nm with iEMS Reader MF equipment (ermo
For thymocyte subset measurement, Alexa-647 conjugated antiaPSyStems).

mouse CD4 (clone: YTS 191) and FITC-conjugated antimouse T
CD8 (clone: IBL 3/25) antibodies were used (both produced i uenza Vaccination in Mouse

the Department of Immunology and Biotechnology, University & € €iéncy of inuenza vaccination was investigated as
of Pecs, Hungary). For peripheral blood T-cell subpopulatim‘]ies’Crlbed elsewher&j. Brie y, both wild-type and PPARgamma

analysis, Paci ¢ Blue-conjugated antimouse CD3 (clone: 17A ’aplo-insu cient mice were injected intramuscular once with

PerCP-conjugated antimouse CD4 (clone: GK1.5), APC/Cy 1 ml human sea_son_al in uenza vaccine cocktail (3quar_t) to
conjugated antimouse CD8 (clone: YTS156.7.7), PE-conjugat8§mic human vaccination at 9 months of age. In order to imitate
antimouse CD44 (clone: IM7), APC-conjugated antimousé]“ma!" exposure pattern serum antibody IgG titer against HIN1
CD62L (clone: MEL-14) (all purchased form BioLegend), an@V/California/7/2009 strain (part _of 3Fluart_) was measured by
FITC-conjugated antimouse CD19 (clone: 1D3, produced by thELISA three months a er initial single vaccination at 12 months

Department of Immunology and Biotechnology, University of®’ @9e. For detection, ELISA plates were coated with 0.05
Pecs, Hungary) were used. HA protein of in uenza strain A (Recombinant subtype H1IN1

A/California/7/2009 His Tag, Life Technologies). en plates

. . . . were incubated with serial dilutions of mouse serum samples
T-Cell Recombination EXCIS_IO_n Circle . (1:5-1:1,600). e antibody content was visualized with the help
(TREC) Measurement by Digital gPCR in of HRP conjugated a-mouse immunoglobulin antibody (rabbit
Mouse and Human polyclonal, Dako). Optical density was measured at 492 nm with
T-cell recombination excision circle by-products of geneiEMS Reader MF equipment ( ermo Labsystems).
rearrangement in fresh naive T-cells were also assessed. We

performed mouse Trec (mTrec) digital gPCR using mouse anBtatistical Analysis

human Trec (hTrec) digital gPCR using human samples bjll experiments were performed at least on three occasions,
adapting methods published by otheB3)( Briey, DNA was representative experiments are shown. Measures were obtained
isolated from mouse thymocytes using the NucleoSpin Tissue kit triplicates, data are presented as mean+®id as error bars.
(Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s instructionGraphpad Prism so ware was used for statistical analysis. Two-
For human, peripheral-blood samples were processed usintgiled Studentd-test was applied. Signicant di erences are
the DNA Blood Mini kit (Qiagen) following the manufacturer’s shown by asterisks (ns for not signi cant, * for 0.05, ** for
guides. Absolute copy numbers were measured by digital P@GR 0.01, *** fopp  0.001).
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RESULTS indicate that PPARgamma expression signi cantly and progres-
sively increases with adeidures 1A—Q. Of note, total cellular
PPARgamma Distorts the Ratio of Thymic areas shrink at senior ages in both hunfgyre 10 and mouse

Epithelial Compartments with Age (Figure 1F. As a result the ratio of PPARgamma-expressing

Previously reported mouse results showed increasi:%‘?”UIar areas shows relative increase with &ggure 1D).
PPARgamma expression with age in the thymic epithelial confimuno uorescent staining of mouse thymic cryosections at

partments, accompanied by thymic adipose involution. We have® Months of age-(gure 1F) provides visual support for thymic

set out to prove human relevance of previous mouse ndings arfePithelial to adipose transdi erentiation in harmony with the

test whether PPARgamma activity in uences the ratio of thymi®vorking hypothesis of cellular transdi erentiation. A portion
epithelial compartments. of stromal cells shows dual staining for epithelial identity and

adipose di erentiation, a hallmark of thymic adipose involution.

is phenomenon is not observed at young adult agégure 15.
PPARgamma Expression Increases in the Adult

Thymus with Age PPARgamma Skews the Ratio of Epithelial

Human FFPE thymic sections were analyzed for thei€ompartments with Age

PPARgamma expression in several adult age groups from youlMguse thymic cryosections were dierentially stained for
through middle-aged to seniofFigures 1A-D. Our results medullary and cortical epithelial compartments at several ages

FIGURE 1 | PPARgamma expression in the adult thymus. Human formalin- xed, paraf n-embedded (FFPE) thymic sections were analyzed for PPARgamma
expression by immunohistochemistry in age groups of 20-30 years called young adyA), 50-60 years called middle-aged(B), and 70-80 years called senior
(C). Brown color reaction (DAB) shows PPARgamma expression. Blue color (hematoxylin) shows nuclear counter-stain and de nes total cellular areas. The ratio of
PPARgamma-expressing cellular areas and total cellular areas is also shown for the different age gro§p$. Immuno uorescent staining is also shown for mouse
at 1 month of age called young adult and at 15 months of age called seniofE,F). Green color shows epithelial cells (anti-EpCAM1-FITC), red color shows
preadipocytes (anti-PPARgamma primary AB with Alexa-555 secondary AB) and blue color de nes nuclei (DAPI counter-stain). Note arrowheads pointing at
double-staining (EpCAM-1/PPARgamma’) cells(F). Both stainings show expected patterns: EpCAM-1 staining presents cell surface markers, while PPARgamma-
staining shows nuclear localization (observed in magenta color due to overlap with DAPI nuclear counterstainfigure 1F ). For exact numerical data, refer to
Supplementary Material. Signi cant differences are shown by asterisks (ns for not signi cant, * for  0.05, **forp  0.01, ***forp 0.001).
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and using various genetic backgrouné#ggres 2A-D. Our  whether morphological changes alter thymus function: naive
results show that in the wild-type setting the medullary epiT-cell production. Going beyond, we were eager to see-if sus
thelial compartment signi cantly shrinks with age as reportedtained in uence of PPARgamma status on thymocyte function is
previously 81). is, however, is not observed in PPARgamma also re ected in the peripheral blood.

de cient settings. Loss of PPARgamma activity shows protection

in a progressive manner prgsenting dose'—re.spcﬁigere 2B. PPARgamma Disturbs Thymic T-Cell Output with Age
PPARggmma de ciency e C|enjtly gnd signi cantly prevent§ Age-related changes in thymocyte levels of mTrec (DNA loop
the erosion _of thg medullary epithelial compartment, OtherW'S‘By-product of mouse T-cell receptor gene rearrangement) were
prone to shrink with senescence. evaluated in wild-type and PPARgamma de cient settings using
. digital qPCR Figure 3A). Our results indicate slight (though

PPARga_'mma Aﬁec'_[s Thymlc T-Cell not signi cant) decrease of mTrec and hence fresh-naive T-cell
Production and Peripheral Blood T-Cell output with age in thymocytes of wild-type mice. PPARgamma
Distribution with Age de ciency signi cantly and progressively counteracts the process
We have observed changes in thymus architecture in resporsiso showing dose-responsive increase of thymocyte mTrec
to PPARgamma status. Consequently, we were interested levels. In further analyses, the percent distribution of thymocyte

FIGURE 2 | Ratio of epithelial compartments in the adult thymus. Mouse thymic cryosections were stained differentially for medullary (anti-EpCAM1-FITC
anti-Ly51-PE ) and cortical (anti-Ly51-PE*, anti-EpCAM1-FITC) epithelial compartments. Wild-type thymus is shown at 1 montl¢A) and 8 months of age

(B). PPARgamma heterozygougC) and PPARgamma KO(D) animals are shown at 8 months of age. The ratio of medullary and cortical epithelial compartment is
also shown (E) for both ages and genetic backgrounds. For exact numerical data, refer to Supplementary Material. Signi cant differences are shown by asterisks
(ns for not signi cant, * forp  0.05, ** forp  0.01, **forp 0.001).
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FIGURE 3 | Thymocyte development in the adult thymus. Changes in leve
of mouse T-cell recombination excision circles (mTrecs) was evaluated by
Tagman digital gPCR in wild-type, PPARgamma heterozygous, and
PPARgamma KO thymocytes(A). The columns represent mTrec values

measured at 8 months divided by those measured at 1 month for every FIGURE 4 | T-cell subpopulations in adult peripheral blood. Peripheral blood

strain. The ratio of thymocyte subpopulations was assessed by
ow-cytometry at 8 months of age in wild-type, PPARgamma
heterozygous and PPARgamma KO animal¢B). Double negative (CD4,
CD8 ), double positive (CD4, CD8*), and single positive (CD4 or CD8")

T-cell subpopulations were evaluated by ow-cytometry at 12 months of age
in wild-type and PPARgamma heterozygous animals (KO animals decease b
this age). Percent distribution of T-cells (CD3, helper T-cells (CD3, CD4"),
and cytotoxic T-cells (CD3, CD8") is shown by(A). Also, the percent

subpopulations are shown. For the measurement of every sample,
100,000 cells were stained and 10,000 events (parent R1 morphological
lymphocyte gate) were recorded by ow-cytometry. For exact cell
numbers, refer to Supplementary Material. Signi cant differences are
shown by asterisks (ns for not signi cant, * fop  0.05, ** forp  0.01,
***forp  0.001).

distribution of naive T-cells (CD3 CD44 , CD62L") and memory T-cells
(CD3, CD44*, CD62L" ) was evaluated within the CD3-gate of T-cells

(B). Further analysis of memory T-cell subpopulation shows percent
distribution of effector memory T-cells (CD3 CD44*, CD62L ) and central
memory T-cells (CD3, CD44*, CD62L*) within the CD3-gate of T-cells

(C). For the measurement of every sample, 100,000 cells were stained and
10,000 events (parent R1 morphological lymphocyte gate) were recorded
by ow-cytometry. For exact cell numbers, refer to Supplementary Material.
Signi cant differences are shown by asterisks (ns for not signi cant, * for
subpopulations was assessed using ow-cytometry in wild-typep 0.05, *forp 0.01, **forp 0.001).

and PPARgamma de cient micd=igure 3B). All thymocyte
subpopulations showed near identical distribution pattern with
all genetic backgrounds. Taken together, PPARgamma de ciency
progressively enhances thymocyte development in adult age, sgveals signi cant e ect of PPARgamma de cienéyglire 4B).
without skewing the distribution of thymocyte subpopulations or €re is signi cant increase of naive T-cells in the peripheral
their di erentiation preference. blood of PPARgamma de cient animals compared to wild-type
animals, conversely and signi cantly decreasing the memory
PPARgamma In uences T-Cell Subpopulation T-cell pool within the CD3-gate of T-cells. Deeper analysis of
Distribution in Adult Peripheral Blood the memory T-cell pool reveals it is the mobile e ector memory
Peripheral blood T-cell subpopulations were evaluated by owT-cell subpopulation that shows signi cant decrease and not
cytometry at 12 months of age in wild-type and PPARgammeentral memory T-cellsF{gure 4Q within the CD3-gate of
de cient animals. Our results do not show dierences in theT-cells. Sustained and prolonged naive T-cell production due to
percent distribution of the major T-cell groups of helper T-cellPPARgamma de ciency in the thymus as suggested by mTrec
and cytotoxic T-cellsHigure 4A) within the CD3-gate of T-cells. values above apparently a ects peripheral blood T-cell subpopu-
However, the evaluation of naive T-cell and memory T-cell ratitations as shown here.
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Functional Immunological Consequence
and Human Relevance

experimental setting despite age, profoundly and signi cantly
decreasing OVA-speci c IgG titerigure 5A). Consequently,

Having seen the far-reaching in uence of PPARgamma stat¥ve T-cell dependent immune regulation (oral tolerance)
on thymus architecture, thymus function and peripheral blood©Mains € cient in PPARgamma heterozygous animals despite

T-cell composition with age, we have set out to test whether theQ¢ir 29e. _ _ o
4 € capacity to mount immune reaction to foreign in uenza

changes have functional immunological relevance. If so, it woul

be also of high interest to test if our comprehensive mouse resuffaligens was also tested as human seasonal in uenza vaccine was
have human relevance. injected into aged adult wild-type and PPARgamma de cient

animals. Subsequent analysis of serum IgG titers speci c to a vac-
cine component showed elevated protective antibody production
(maximal ELISA OD values) in PPARgamma de cient animals,

We have tested the capacity to mount oral tolerance to the forei it not in thelr wild-type I|tterma'c'e?<1:(gure 53 is tendency
protein OVA in wild-type and PPARgamma de cient aged adult® not signi cant because of individual variation observed due
mice by measuring OVA-speci ¢ IgG titers following oral and/© the applied human vaccination protocol being inferior to
or intraperitoneal OVA challengeFigure 5A). As reported by standard mouse immunization protocol. Nevertheless, naive
others, age impairs oral tolerance in wild-type anim&ls4(1). T-cell dependent immune response proves to be e cient in aged,
As a consequence, there is only moderate, insu cient decreagéDARgamma heterozygous animals.

of OVA-speci c IgG titers in case of parallel oral OVA admin . .
istration and i.p. OVA-injection in senior animals. However,Human Evidence of PPARgamma De ciency

PPARgamma de ciency rescues oral tolerance in the Sanlfé'eventlng Thymic Senespencg . .
Genetic PPARgamma de ciency is a rare, but existing condition

in human called FPLD3LE). It leads to a metabolic phenotype
called lipodystrophy, similar to the mouskl{15). Other rare
human conditions not aecting PPARgamma can also lead
to lipodystrophy (2-15). In case of FPLD2 lamin mutations
trigger similar metabolic change%4). Peripheral blood hTrec
(DNA loop by-product of human T-cell receptor gene rearrange
ment) levels were measured using digital gPCR in age-matched
patients with FPLD2 condition and FPLD3 conditidiigure 6).

As expected and in perfect harmony with previous mouse
thymocyte results elevated mean hTrec levels were detected in
FPLD3 samples compared to FPLD2 samples. e tendency is

PPARgamma Modulates Immune Regulation
and Immune Response

FIGURE 5 | Functional immunological experiments in adult hosts. Oral
tolerance induction capacity to ovalbumin (OVA) was assayed in wild-type
and PPARgamma heterozygous animals at 12 months of age. Animals
received OVA by either drinking water, i.p. injection, both or neither.
OVA-speci ¢ 1gG titers were evaluated 3 weeks later by ELISA method

(A). The presented gure was obtained using 1:400 dilution of serum.

Mean ELISA OD values are shown for each study group. Human seasonal
in uenza vaccine (3Fluart) was injected (0.1 ml, %, i.m.) into wild-type and
PPARgamma heterozygous animals at 9 months of age. Serum IgG titers
speci ¢ to a vaccine component (HIN1 A/California/7/2009 strain) were
tested 3 months later by ELISA method(B). The presented gure was
obtained using 1:50 dilution of serum. Maximal ELISA OD values are shown
for each study group. For exact numerical data, refer to Supplementary
Material. Signi cant differences are shown by asterisks (ns for not signi cant,
*forp 0.05,* forp 0.01, **forp 0.001).

FIGURE 6 | Thymus function in adult FPLD patients. Level of human T-cell
recombination excision circle (hTrec) was measured by Tagman digital g°PCR
in peripheral blood leukocytes of age-matched and disease-matched rare
disease patients with FPLD2 condition (lipodystrophy due to LMNA

de ciency) and FPLD3 condition (lipodystrophy due to PPARgamma

de ciency) (Figure 6 ). Patient sample numbers weren = 3 for FPLD2 and

n = 5 for FPLD3. For exact numerical data, refer to Supplementary Material.
For age-matched (approx. 50 years of age) range of healthy human hTrec
values, refer to the work of Lynch et al.38). Accordingly, the lower limit of
healthy human hTrec threshold (approximaterly 200 copiesg DNA) is
represented by dotted line.
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not signi cant due to individual variation within the patient is direct evidence of sustained T-cell development indicating
groups. Unfortunately, current patient sample numbers cannointact thymic niche in PPARgamma de cient animal models
be increased due to the extremely rare nature of these conditicssd human patients3@). Of note, the distribution of thymo-
(FPLD2 or ORPHA 2348 has prevalence ©f1,000,000 and cyte subpopulations shows identical pattern irrespective of
FPLD3 or ORPHA 79083 also has prevalencel(f,000,000) PPARgamma status proving that sustained, enhanced thymo
(14, 15). For age-matched range of healthy human hTrec valuesyte development does not skew di erentiation preference, but
refer to the work of Lynch et al3g). Lower limit of healthy rather enhances fresh, naive T-cell production of all thymocyte
human hTrec threshold (approx. 200 copigsDNA) is not  subtypes uniformlyRigure 3B). Finally, since sustained thymic
reached by FPLD2 (lamin) patient samples, but this is rescuedive T-cell production is not restricted to a given time-point,
in FPLD3 (PPARgamma) patients despite being age and dise&se rather represents a continuous trend, the peripheral blood

matched. naive T-cell population shows cumulative di erences as it is
rescued from age-driven shrinking, against the memory T-cell
DISCUSSION population—more speci cally against the e ector memory

T-cell pool Figures 4B,0.

PPARgamma Drives Thymic Epithelial to
Adipose Trans-Differentiation with Age PPARgamma Hampers T-Dependent

It has been previously suggested based on direct fate-mappirfamune Regulation and Immunity with

experiments that with senescence thymic adipose tissue devel

"0”? the thyml.c stromalk?r epkllthellalIcompartmeﬁBI.hBased Oral consumption of foreign T-depended antigen normally
on indirect evidence others have also supported this conceplitiates immune tolerance inhibiting any eliminative immune

(29)' In further. support, we here. presgnt visual evidelnc.e qjesponse (e.g., serum IgG), despite parallel immunization in
.ep|FheI|aI to adipose transdi erentiation in the mouse. is is oung adult individuals with appropriate naive T-cell supply.
mdpgted by the presence by Ep.CAM-llPPARgamma (?'OUb' nfortunately, the phenomenon is disrupted at senior age due
positive cells shown by hlstolog&@rg 1D)', ese ce!ls St'_" .to the lacking naive T-cell pool in the Peyer's patches of the
express cell surface markers of their fadlng_thymlc ep'thelgut (40, 41, 45) is loss of oral tolerance (impaired immune
|de_nt|ty (Ep_CAM-;),_but already_show_ early signs of the nov egulation) is a possible link to increasing food intolerance
adipocyte di erentiation program in their nuclei (PPARgamma). revalence observed in the aging adult populatiéB-49).

e fact that such double positive cells show rather scattered an&owever the phenomenon may be rescued by PPARgamma

not unifo_rm staining pattern at_a giv_en tim? point_ may provide e ciency despite age providing evidence that sustained T-cell
explanation for gradual thymic adipose involution Ol:’Ser\“:’cfﬂaroduction is necessary for e cient oral (immune) tolerance

during senescence. (Figure 5A).

. . Senescence-triggered decrease of naive T-cell output also
PPARga_‘mma! Impairs Naive T-Cell impairs T-dependent immunity. An example in the senior
Production with Age human population is decreased protection from seasonal u

ymus histology data show that the medullary compartment strains despite annual vaccination campaighs-%2). e

is rescued from age-related shrinking in case of PPARgammaenomenon has well established animal mod&iz-56).

de ciency (Figures 2A-D. Extended survival of this stromal is is caused by low levels of neutralizing antibody titers due
niche ensures permissive environment for sustained thymus lacking naive T-cells necessary during T-B cooperation to
function: naive T-cell production. is is indicated by elevated mount adequate innate immune response against T-dependent
mTrec values showing direct correlation with PPARgamma de antigens of the vaccine. is, however, is not the case with
ciency Figure 3A). Of extreme importance and highlighting PPARgamma de ciencyFgure 5B). Single intramuscular
human relevance, peripheral blood leukocyte hTrec values fromaccination against seasonal u (mimicking human vaccination
adult FPLD3 patients (with genetic PPARgamma de ciencyfampaign) resulted in higher maximal antibody production
also exceed adult FPLD2 patient values (with unrelated genetlree months later (a typical delay in human exposure). is
background) despite being age-matched and disease-matchesh rms that the cause of decreased vaccination e ciency in
(lipodystrophy, diabetes)(gure €). Of note, such metabolic the senior population is impaired T-dependent immunity due
disorders are known to impair thymus function indicatedto thymic senescence.

by decreased hTrec values as reported by oth&rg4). For In our experiments, we have focused on the decline of
exactly, this reason have we used disease-matched contréldependent immunity since the thymus shows early and dra-
(FPLD2 vs. FPLD3) to show enhanced thymus function witimatic signs of senescence during adipose involution. is, how-
PPARgamma de ciency despite metabolic disorders. Unlikever, is not the case for the B-cell compartment for which aging
lower than physiological hTrec values measured in FPLDRas been reported to occur later and in a more gradual fashion,
(lamin) patients, those measured in FPLD3 (PPARgammadacking such profound histological change§).(

patients are within healthy human physiological range PPARgamma is an enigmatic transcription factor showing
(Figure 6). Since both mTrec and hTrec DNA loops originateunigue expression pattern in both time and space throughout the
from gene rearrangement during thymocte development thi®ody G7). PPARgamma a ects both hemopoietic and stromal
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compartments during development and aging. Further dissesAUTHOR CONTRIBUTIONS
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Limitations and Perspectives

We here present the long-term thymus- and T-depende
immunity-preserving e ect of systemic (genetic) loss o
PPARgamma function as observed in PPARgamma de cie
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