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1. BEVEZETES

A homeosztazis fenntartasa az €16 szervezet normalis miikodésének elengedhetetlen
feltétele. Sejtek sziiletnek, funkcionalnak és halnak el térben és idében jol koriilhatérolt,
szigoru feltételek kozott.

Az immunsejtek elsddleges feladata a szervezetbe keriilt idegen anyagok (antigének)
vagy karosan megvaltozott sajat strukturak felismerése ¢s eltavolitasa. Ezt a feladatot a T és B
limfocitak, valamint az egyéb immunkompetens sejtek 0sszehangolt miikddése biztositja. Az
immunkompetens sejtek megfeleld mennyiségben ¢és mindségben vald képzddését az
aktivacio, a klonalis felszaporodas ¢€s a sejthalal megfeleld egyensulya biztositja oly modon,
hogy az idegen anyagok eliminacidja mellett a szervezetet felépité sajat struktardk ne
karosodjanak.

A timuszbol kilépd periférias T sejtek osztddasat és tovabbi differencidlodasat az
antigénnel valo talalkozés valtja ki, de az antigén-specifikus aktivacié a végrehajto (effektor)
sejtek pusztulasat is eredményezi. A fehérje természetli antigének fajlagos felismeréséhez a T
sejteknek kapcsolatba kell 1épniiik az antigén prezentald sejtekkel (APS). A CD4" segité T
sejtek kapcsolata specifikus peptid ligandjukkal az APS felszinén szamos jelatviteli
folyamatot indit el, amelyeket membranhoz ko&tott €s intracelluldris adaptor molekuldk
Osszegeznek. A TSR specifikus ligandjdhoz (adott MHC—peptid komplexek) mutatott
affinitasa, az APS segitségével bemutatott peptidek természete és koncentracidja és foként a
TSR aktivacio idOtartama meghatarozo6 fontossagu a stimulaciot kovetd biokémiai folyamatok
szabalyozasaban. Ezek a hatdsok — amelyek az APS-sel kialakitott kapcsolat kovetkeztében
érik a T sejtet — meghatarozzak a T limfocita aktivaci6 kimenetelét.

Az IP12-7 peptid specifikus effektor/memoéria T sejt hibridomat alkalmazva a
korabbiakban felallitottunk egy rendszert, melyben a T sejtet kiillonbozd sajatsaga APS-ekkel
tudtuk aktivalni, igy a differencidlt T sejt stimuladcié megoldhatova ¢és tanulmanyozhatova
valt.

A laboratoriumunkban folyd megel6zé kisérletek bizonyitottdk, hogy a timocitak retinsav
receptor a-t és y-t fejeznek ki, valamint hogy a két receptornak ellentétes hatdsa van a
timocitak osztodasara és aktivacié indukalta sejthalalara. Mig az RARa ligand kotése gatolja
a timocitak negativ szelekciojat, addig az RARy aktivacioja timocitakban apoptdzist indit és
segiti a negativ szelekcios utat. Bizonyitast nyert, hogy az RARa és az RARy receptorok
ligandkdtése a FasL apoptotikus fehérje sejtfelszini megjelenésének szabalyozasan keresztiil
fejti ki ellentétes hatasat, mely a sejthaldl indukaldsaban nyilvanul meg. Ezt az expresszios
mintazatot a Nur77 transzkripcios faktor miikodése befolyasolja.



2. CELKITUZESEK

A CD4" peptid-specifikus  effektor/meméria T sejt hibridéma (IP12-7)
felhasznalasaval érzékeny modszert allitottunk be az antigén-specifikus aktivacido mértékének
¢és kovetkezményeinek tanulméanyozasara, amit a dolgozatban 0Osszefoglalt munkaban is
alkalmaztunk. Jelen vizsgalatainkban az IP12-7 T sejteket kiilonb6z0 hivatasos APS-ek
jelenlétében, eltérd dozisban alkalmazott peptid antigénnel aktivaltuk és vizsgaltuk a kivaltott
T sejt valasz mértékét €s kovetkezményeit. Kisérleteink sordn arra a kozponti kérdésre
kerestiik a valaszt, hogy a T sejtek aktivaciojat kovetden milyen tényezdk befolyasoljak a T
limfocita aktivalodas mértékét, az effektor funkcidk kivaltasat és hatasfokat valamint a
sejthaldl ut bekapcsolasat. A kérdés tanulmanyozasa soran szisztematikusan kovettiik végig a
hataroztuk meg az azonnali, korai, kozéptava és késoi jelatviteli eseményeket. Ebbol a célbol
mértlik az APS ¢és a T sejt kozott kialakuld sejtkapcsolatok intenzitasat, a T sejtekben kivaltott
intracellularis kalcium szint névekedését, az IL-2 citokin termelés kivaltasaban szerepet jatszo
transzkripcids faktorok aktivalodasat, az IL-2 €és egyéb citokinek mennyiségét, az aktivalt T
sejtek membranjan végbemend valtozdsokat valamint a citokin és az apoptotikus gének
aktivalodasat. Az in vivo antigén-specifikus T sejt valasz kiilonb6z6 szakaszainak
megfelelden kiilonb6zd APS-ek jelenlétében vizsgaltuk a bemutatott antigén mennyiségének,
a T sejt—-APS kolcsonhatds idOtartamanak valamint az antigén bemutatd sejt egyedi
sajatsagainak a hatasat.

A periférias T limfocitak aktivacidja az antigén stimulacid mellett egyéb kornyezeti
tényezokkel is befolydsolhatd. Ennek vizsgéalatira az RARa és RARYy retinoid receptorok
hatasat mértiik a T sejt osztodasra és az aktivacio indukalt apoptdzis kivaltasara.

A kisérletek tervezésekor az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:

1. A kiilonbdzd eredetli, fenotipusu ¢és funkciondlis sajatsdgi APS-ek milyen
hatékonysaggal képesek az [P12-7 T sejt aktivalasara?

2. Magyarazhat6-e az APS-ek kiilonbozd antigén bemutatd képessége az eltérd
adhézids sajatsagokkal és/vagy a kostimulald vagy egyéb sejtfelszini molekuldk
megjelenésével?

3. Meghatarozhatoak-e molekularis szinten az aktivacio indukalta effektor funkcidkat
illetve apoptozist eldonto feltételek?

4. Hogyan befolyasoljak a kiilonb6z6 receptorokkal kdlcsonhatasba 1€pd természetes
¢s szintetikus retinsavak a periférias T limfocitak osztddasat és aktivacio indukalta
apoptozisat?

5. Milyen jelatviteli utak jatszanak szerepet a retinoid receptorok altal kozvetitett
folyamatokban?

A fenti kérdések megvalaszoldsahoz az aldbbi moddszereket és technikdkat terveztiik
alkalmazni:
1. in vitro sejttenyésztés és primer T limfocitdk nyerése periférias vérbol
2. a T sejek aktivalasa kiilonbozd APS-ekkel és anti-CD3 antitesstel, valamint
fitohemagglutininnal
3. a sejtosztodas nyomon kovetése [*H]timidin beépiilési vizsgalatokkal
4. sejt-sejt kolcsonhatas vizsgalata fluorescens mikroszkoppal
5. sejtfelszini molekuldk, az apoptézis és a sejtciklus detektdldsa aramlasi
citofluoriméterrel



6. az intracellularis kalcium ([Ca++] ic) szint valtozdsainak vizsgalata aramlési
citofluoriméterrel

7. a T sejt ciokin termelésének nyomon kovetése bioesszékkel, RT-PCR-rel és ELISA-
val

8. transzkripcios faktorok DNS kotésének vizsgalata EMSA-val

9. génexpresszios valtozasok kimutatdsa RT-PCR-rel

10. fehérje tartalom és foszforilacié nyomonkovetése Western blot technikaval

11. tranziens transzfekcios esszé.

Munkankkal — szandékaink szerint — kozelebb keriilink azon koézponti probléma
megvalaszolasahoz, hogy egyetlen receptoron keresztiil érkezd jel — pusztdn mennyiségi és
mindségi eltérések folytan - hogyan képes az adott sejtben akar ellentétes eldjelli folyamatok s
igy a sejt sorsanak irdnyitdsara. Tovabba, hogy egy adott vegyiilet kiilonbozé receptorok
aktivaldsan keresztil miként tud ellentétes sejtbéli folyamatokat irdnyitani. A hatdsok
kovetkezményei kozott emlithetjik a sejtosztodasnak ¢€s aktivacionak, valamint a
programozott sejthaldlnak a periférids T sejt készlet képzddésében ¢és fenntartasaban, illetve
az immunolégiai memoria kialakuldsaban jatszott szerepét.



3. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

A CD4" T limfocitak fejlddésében szerepet jatszo események felderitését szamos
kutatocsoport tlizte ki célul, eredményeik alapjan egy olyan progressziv modell képe
rajzolodik ki, amelyben a T sejtet érd jel erdssége a meghatarozd a sejt valaszanak
meghatarozasaban, a kiiszobérték hierarchikus valtozasaval parhuzamosan sejtosztddas,
differenciacio vagy aktivacio indukalt sejthalal kovetkezik be. A T sejt stimulacio erdsségét
befolyéasolja (1) az APC feliiletétn az MHC-II molekuldban bemutatott fehérje antigén
mennyisége, mely meghatdrozé a TSR trigger szempontjabol, (2) az APC-t6l szdrmazd
kostimulalo jelek eréssége, melyek a jelerdsitésben jatszanak szerepet, valamint (3) az antigén
specifikus T sejt és az APS kolcsonhatas iddbeli hossza, amely a két sejt adhézids
sajatsagaitol fiigg és befolyasolja az antigén bemutatas erdsségét. Ezen kisérletek legtobbjét
sejtvonalakon végezték, ahol a sejteket erds stimulussal gyors és teljes valaszra késztették.

Jelen kisérleteinkben meghataroztuk az azonnali, korai, kozéptava és késoi jelek,
valamint az AICD indukciojat egy egér effektor/memoria CD4" T sejt hibridoma kiilonbozé
sajatsagl antigén bemutato6 sejtekkel torténd aktivaciojat kovetden. Rendszeriink sajatossaga,
hogy egyetlen sejtvonalon kovethetdek végig a kiilonbozé erdsségli TSR jelek hatasai,
valamint hogy a korai aktivaciés eseményektdl kezdve, a kdzéptavu jelatviteli eseményeken
at az aktivacio indulalta sejthaldlig minden szinten vizsgalhatova valik a T limfocita valasza.
Eredményeink azt mutatjak, hogy az effektor/memoria T sejt, amely mind a sejtes, mind a
humordlis immunvalaszban kulcsfontossdgli szerepet jatszik, kiilonosen érzékeny a vele
kapcsolatba keriil6 APS kozvetitette jelekre.

A leghatékonyabb APS-nek a 2PK3 B sejt vonal bizonyult, amely az exogén
peptideket azonnal képes volt prezentdlni és a T sejthez vald kapcsolatai erdseknek
bizonyultak. A teljes mértékii T sejt valasz, amely stabil T sejt-B sejt kontaktusban, hosszan
tartd intracellularis kalcium szint emelkedésben, transzkripcids faktorok aktivalodasaban, a
TSR sejtfelszini megjelenésének csokkenésében, a FasL, CD69 és Nur77 expresszidjanak
novekedésében, az IL-2 és TNF-B gének kifejezddésének és a fehérjék expresszidjanak
emelkedésében, valamint az AICD megjelenésében nyilvanult meg, egyediil a leghatékonyabb
antigén bemutatd sejt, a 2PK3 jelenlétében kovetkezett be. Mas APS-ek mindségileg és
mennyiségileg eltérd T limfocita valaszt eredményeztek. A kiilonbozd tulajdonsagu APS-ek
hatékonysagi sorrendje minden egyes kisérletiinkben megegyezOnek bizonyult, ez sugallja,
hogy a B sejt felol érkezd 0Osszehangolt jelek koran eldontik a T sejt sorsat. Ezen
megfigyelések jo Osszhangban vannak azon kinetikai kisérletek eredményeivel, melyek
bizonysaga szerint a 2PK3 APS képes a leggyorsabb T sejt aktivacio kivaltasara.

2PK3 APS jelenlétében az osszes T limfocita gyorsan aktivalodott, mig A20 APS
esetén a T sejtek bizonyos populacioja stimulalodott csak és a sejtek masik része nem
aktivalodott vagy gyengén valaszolt. A 2PK3 ¢és az A20 esetében tapasztaltakkal ellentétben a
TA3 APS nem inditott mérhetd mennyiségti [Ca' Jic jelet a T sejt hibridéma sejtekben. Ez
tovabbi megerdsitésnek bizonyult, hogy a kalcium valasz a T sejt - B sejt kapcsolat korai
erosségének a fliggvényében alakul. A T sejt —B sejt kontaktus idejének megnovelése nem
befolyésolta az A20 és a TA3 APS jelenlétében tapasztalt gyengébb T sejt valaszt. Hasonlo
eredményeket kaptunk részlegesen agonista peptidek alkalmazasakor, melyek a T sejteknek
csak kisebb hanyadaban indukaltak kalcium jelet, mint a teljes agonista peptid. Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy az [Ca" i novekedése a sorozatos TSR-MHC-peptid
kontaktusok, a T sejt—APS kapcsolat erésségének ¢és id6tartamanak fiiggvénye.

Az [Ca™"];. szint intenzitasa, frekvencidja és idStartama bizonyitottan aktival olyan
transzkripcids faktorokat, melyek a T limfocitak effektor folyamatainak (pl. citokin termelés,
membran fehérjék kifejezése, AICD) génszintli szabdlyozdsdban jatszanak szerepet.



Eredményeink az NF-AT gyors aktivacidjat mutattak 15 perccel az antigén specifikus
aktivaciot kovetden, ha az APS a 2PK3 sejt volt, mig mis APS-ek esetén ezt nem
tapasztaltuk. A leghatékonyabb NF-AT, AP-1 és NF-kB transzkripciés faktor stimulaciot
2PK3 jelenlétében lattunk, A20 és TA3 APS-ek kisebb hatékonysaggal aktivaltak azokat.
Ezek a mérési adatok Osszhangban allnak a sejt—sejt kapcsolatok és a kalcium szint
emelkedésének tanulméanyozéasakor tapasztaltakkal.

Az IP12-7 T sejtek kontaktusa a kiilonboz6 APS-ekkel kimutathaté mennyiségli I1L-2
¢s TNF termelését, valamint a CD69 molekula sejtfelszini megjelenését eredményezte, bar az
NF-AT, az AP-1 ¢és az NF-xB gyors aktivaciojat, a TSR lereguldlasat, a tnf-B és a nur77
gének expresszidjanak novekedését, a FasL megjelenését és AICD-t csak a legeredményesebb
antigén prezentdld 2PK3 alkalmazésa esetén tudtunk kimutatni. Osszhangban az IL-2
termeléssel és a FasL megjelenésével a peptidet benutaté 2PK3 sejtekkel vald kdlcsonhatas az
[P12-7 T hibridoma sejtek gyros apoptdzisahoz vezet.

A 2PK3 sejtek funkcionalis aktivitdsa a csontvel6i eredetii dendritikus sejtekével
megegyez0 mértékil, nanomoléris mennyiségii peptid és alacsony sejtszam esetén is megfeleld
jelet produkal a T sejtek citokin szintétiséhez. Ezen sejteken nagy szamban jelennek meg a
B7-1 és B7-2, a CD40 és CD44 kostimulator molekulak.

A T sejt valasz monitorozasa kinetikai mérésekkel ebben a jol karakterizalt
rendszerben elvezet a kiilonb6zd T limfocita effektor folyamatok kiiszobének ¢és
kovetelményeinek megértéséhez. Eredményeink demonstraljak, hogy a T sejt és az APS
kozotti konjugatum kialakulasanak kinetikdja és intenzitdsa szamos sejtbeni esemény
kiiszobértékére eltéré mértékben hat. Igy a TSR sejtfelszini eltiinése, a FasL kifejezédése és
az AICD a leghatékonyabb APS (2PK3) jelenlétét igényli, a kalcium jel mind a 2PK3, mind
az A20 jelenlétében indukélodik, mig a CD69 molekula sejtfelszini megjelenését a 2PK3, az
A20 és a TA3 APS egyarant kivaltja.

Mivel a retinoidok szabalyozzdk a timocitdk sejtosztodasat és aktivacid indukalta
sejtelhalasat, igy indokoltnak lattuk megvizsgalni a kiilonbozd retinsav receptorok
aktivacigjanak hatasait a periférids T limfocitdkra. Kisérleteinkben receptor specifikus
retinoid agonistakat ¢és antagonistakat alkalmaztunk egy wvagy tobb retinoid receptor
aktivalasara vagy gatlasara.

Kimutattuk az IP12-7 egér T sejt hibridomat és a huméan Jurkat sejtvonalat vizsgélva,
hogy az RARa ¢és az RARy retinoid receptorok ellentétes hatdsai a Nur77 fehérje
transzaktivacios képességét befolyasoljak, ezzel szabalyozva tobbek kozott a biologiailag
aktiv FasL forma kialakulasat.

Miutén igazolodott, hogy a TSR-stimulaciot kovetd sejthalal folyamatok befolyasolasaban
dontd szerepet jatszanak a kiilonbozd retinsav receptorokon keresztiil zajlo jelatviteli
folyamatok, a tovabbiakban ezen magreceptorok sejtosztodasra kifejtett hatasait is
tanulmanyoztuk.

Az RARo altal vezérelt sejtosztodds a megndvekedett IL-2 termeléssel all
Osszefiiggésben, mivel az RARa szelektiv CD336 retinoid eldsegitette a PHA kivaltotta 1L-2
produkciot, de nem volt hatdsa nagy feleslegben adott IL-2 esetén. A CD336 adasat kovetd
megemelkedett IL-2 koncentraci6 fokozta a Jak3 kifejezddését, a Stat5 foszforilaciot, korabbi
sejtciklusba 1épést eredményezett (melyet a pRB foszforildcios allapotanak emelkedésével
detektaltunk), novelte a Bcl-2 expresszidjat és gatolta az apoptozist. Ezen megfigyeléseink
Osszhangban 4llnak azokkal a kordbbi eredményekkel, miszerint a retinoidok sejtosztodast
stimulalo hatasa az IL-2 termelés szabalyozasan keresztiil érvényesiilnek.

Amig az RARa aktivacid képes volt a T sejtek osztdodasat serkenteni az IL-2 termelés
novelésével, addig az RARYy ligand kotése gatolta a T sejt novekedést az IL-2 jelatviteli ttba
valdé beleszolassal. Raadasul az RARy stimuldcio kis mértékben csokkentette az IL-2
termelddését, anélkiil, hogy az IL-2Ra mannyiségét jelentds mértékben befolyasolta volna.



Az RARy specifikus retinoid alkalmazéasa csokkentette a Jak3 kifejezddését, valamint a Stat5
foszforilacidjat, amely transzkripcidés faktor az IL-2 sejtosztdédast eldsegité hatasanak a
kozvetitdje. A Stat5 vezérelt sejt ciklusba keriilés eldsegitése és a Bcl-2 szint emelkedése
szintén gatolt volt az apoptozis beinditadsa nélkiil. Ez Osszefliggésben lehet azzal a ténnyel,
hogy az IL-2 egy Jak3 fliggetlen sejttuléld programot is szabalyozhat.

Korabbi kisérleteinkben bizonyitottuk az RARa és az RARy ellentétes hatasait a T sejt
apoptdzis szabalyozasaban. Most kozolt adataink azt mutatjak, hogy ezen retinoid receptorok
fehérjék szintjének szabdlyozéasaval és ezek jelatvitelben betdltott szerepének modositasaval
sz6lnak bele. A T limfocitdk osztddasanak szabalyozasa szempontjabol elengedhetetlen 1L-2
termelddését az RARa aktivacio eldsegiti, mig az RARy ligand kotése gatolja. A T sejt
apoptdzis esetén a Nur77 korai apoptotikus fehérje szintje szabalyozddik. Kisérleteinkbdl
nyert adataink bizonyitjak a két retinoid receptor ellentétes hatasat a T sejt repertoar
kialakitasaban. Az RARa a timocitdk negativ szelekciojanak gatlasaval, valamint a periférias
T limfocitak proliferaciojanak serkentésével ¢és aktivacio indukalta sejthaldlanak
megakaddlyozéasaval eldsegiti a T sejt készlet ndvekedését. Az RARy ligand kotése ellenben
csokkenti a rendelkezésre 4llo T sejt repertoar méretét azaltal, hogy eldsegiti a timocitak
apoptozisat, valamint gatolja a periférias T sejtek osztédasat és eldsegiti aktivacid inditotta
apoptozisukat.

A doktori disszertacioban foglalt munkdk eredményeit tehat az aldbbiakban foglalhatjuk
Ossze:

1. Egy éltalunk kifejlesztett in vitro AICD modell segitségével egyetlen sejtvonalon
(IP12-7 CD4" effektor/memoria T sejt hibridéma) és kiilonbozé sajatsagii APS-ek
hasznalataval mutattuk be az eltérd mindségli €s mennyiségli antigén bemutatas
hatasait, a T sejt aktivacid korai, kozéptavu €s késéi eseményeinek monitorozasan
keresztiil.

2. Kimutattuk, hogy a T sejt TSR-en keresztiili stimulacidt kovetd sorsat nagymértékben
befolyasoljak az antigént bemutat6 sejt sajatsdgai és a bemutatott peptid mennyisége.

3. Igazoltuk, hogy a T sejt aktivaciés és apoptotikus folyamatai egymastdol nem
elvalaszthatoak, mivel a legnagyobb mértékli sejtaktivacio (a 2PK3 APS
alkalmazésakor) egyben az aktivacio indukalta sejthaldl maximalis kifejezddésével is
egylitt jar.

4. A kiilonb6zd retinoid receptorok aktivalt pereriférias T sejtekre kifejtett hatésait

crer

crcr

T sejtek osztodasat.

5. Kimutattuk, hogy ezen hatdsokat a retinoid receptorok a Nur77 transzkripcios faktor
transzaktivacios képességének, a FasL apoptotikus fehérje sejtfelszini megjelenésének,
valamint az IL-2 jelatvitel szabalyozasanak befolyasolasaval viszik véghez.
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