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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ADH: alkohol dehidrogenaz

ADP: adenozin difoszfat

AIRE: autoimmun regulator

AMP: adenozin monofoszfat

ATP: adenozin trifoszfat

ATRA: transz retinsav

CAMP: ciklikus adenozin monofoszfat

CSF: koldnia stimulalé faktor

dbcAMP: dibutiril ciklikus adenozin monofoszfat
DBD: DNS-k&té domén

DEX: dexametazon-acetat

DISC: Death Inducing Signalling Complex

DR5: halal receptor 5

EMSA: Electrophoretic Mobility Shift Assay

FADD: Fas asszocialt haldl domén

FLICE: FADD-hoz hasonlé interleukin-1 beta-atalakit6 enzim
GC: gliikokortikoid

GILZ: gliikokortikoid 4ltal indukélhato6 leucin cippzar
GR: gliikokortikoid receptor

GRE: gliikokortikoid receptor valaszad6 elem

IFR-8: interferon 8



IkBa.: interferon kappa B alfa

IL-1: interleukin 1

IP: immunprecipitacio

IP3: inozitol-trifoszfat

LBD: ligand kot6 domén

MAPK: Mitogen activated protein kinase; mitogén aktivalt protein kinaz
NBRE: Nur77 kot6 valaszadd elem

MHC: {6 hisztokompatibilitasi komplex
NDG-1,2: Nur77 fiiggd gén 1,2

NLS: nuklearis lokalizacios szekvencia
ONPG: o-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid
PARP: poli-ADP-rib6z polimeraz

PBS: foszfat puffer

PELI: polietilén-imin

PI-PLC: foszfatidil-inozitol foszfolipaz C
PLC: foszfolipaz C

PTPC: Permeability Transition Pore Complex
PVDF: polivinil-difluorid

Q-PCR: Quantitativ polimeraz lancreakcio
9cRA: 9cisz retinsav

RAL: retinaldehid

RAR: retinsav receptor

RARE: retinsav receptor valaszadd elem



RXR: retinoid X receptor

RXRE: retinoid X receptor valaszadd elem
SDR: alkohol dehidrogenaz-reduktaz
TCR: T-sejt receptor

TNF: Tumor Nekrozis Faktor

TRAIL: Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand



3. BEVEZETES

A T limfocitdk érése a timuszban torténik meg. E sejtek fejlodésiik sordn random
generaljdk a minden T sejtre egyedileg jellemzé T sejt receptort. A random képzddés
eredménye, hogy a sejtek 90%-a olyan T sejt receptort hordoz, ami nem is képes az MHC
molekuldkhoz hozzékapcsolodni. Ezen hibas sejtek még a timuszban elhalnak. Egyre tobb
adat tamasztja ala, hogy a timocitdk kornyezetében keletkezd molekulak azok, amelyek a
gyors pusztulast kivaltjak. E molekuldk kozé tartoznak a timikus epitelidlis sejtek altal termelt
gliikokortikoid hormon ¢s retinoidok, valamint az elhal6 sejteket eltakarito makrofagok altal
kibocsajtott TGF-f és adenozin. Korabbi kutatdsok kimutattdk, hogy a gliikkokortikoidok a
gliikokortikoid receptoron keresztiil 4 gének megjelenitésével inditjak az elhaldst, és ezt
gyorsitani képesek az ugyancsak magreceptoron keresztiil hato retinoidok, mig az adenozin az
Aua receptor aktivalasan keresztiil valt ki apoptozist, de a mechanizmust még nem vizsgaltak.
Kisérleteimben bemutatom, hogy a retinoidok az RARo/RXR heterodimer ligacidjan
keresztiil fokozzak a gliikokortikoidok altal kivaltott sejtelhalast ugy, hogy a retinoid receptor
kozvetleniil hozzzakotddik a glikokortikoid receptorhoz, és az interakcid annak a
transzkripcios aktivitdsat fokozza. Az adenozin pedig az adenilat cikldz Ot aktivalasan
keresztiil vezet sejtelhalashoz 1gy, hogy a csak BH3 domént kifejez6 Bim fehérje
kifejez6dését fokozza. Bar egy korabban sejthaldlt kivaltd transzkripcios faktor, a Nur77
kifejez6dését is megfigyeltiik adenozin hatdsara, ugy taldltuk, e sejthalaliton, nincs
meghataroz6 szerepe. Eredményeim tovabbi adatokat szolgaltattak a timuszban zajld

szelekcids folyamatok megértéséhez.



4. IRODALMI ATTEKINTES

4.1. Apoptozis

A természetes sejthaldl az ¢l6 szdvetekben allanddan zajlo fiziologias folyamat. A
soksejtli szervezeteknek sziikségiik van arra, hogy megszabaduljanak azoktél a sejtektdl,
melyek (a) életmikddésiik szempontjabol foloslegben képzddnek; (b) élettani funkcidval nem
rendelkeznek; (c) mar betoltotték szerepiiket; (d) fejlodésiik nem megfelelden megy végbe;
(e) az életfolyamatokra potencialisan veszélyesek (Ameisen, 1992; Kopper és Fesiis, 2002).
Ez a fiziologids folyamat leggyakrabban ,,programozott sejthaldl” révén valosul meg. E
jelenség kutatasanak kezdete 1972-re tehetd, amikor Kerr, Wyllie és Currie a sejthaldl e
formajat elnevezték apoptdzisnak, illetve meghataroztdk azokat a morfologiai bélyegeket,
melyek egyértelmiien megkiilonboztetik a folyamatot az eukaridta sejtek masik sejthalal

formajatol, a nekrozistol (Kopper és Fésiis, 2002; Elmore, 2007).

A nekrézis sordn a sejtek kiilonbozo hirtelen sériilések hatasara (hipertermia, fizikai,
kémiai trauma) halnak el, mivel a sejtmembran elvesziti szelektiv ionpermeabilitasat. A
plazmamembran megsériil, nem tudja szabalyozni az ozmotikus nyomast, a sejt megduzzad és
a membran megreped, melynek eredményeként a sejt tartalma kijut az extracellularis térbe.
Hidrolazok, foszfolipdzok, nukleazok aktivaloédnak, melyek a membranalkotok, fehérjék,
RNS, DNS degradaciojat eredményezik. A kidramlo sejttormelék gyulladasos reakciot valt ki
az ép szovetekben (Elmore, 2007).

Ezzel szemben a programozott sejthaldl, vagy madasnéven apoptdzis, aktiv
sejteliminacios folyamat, amelyben a karosodott vagy sziikségtelenné valt sejtek elpusztulnak
¢s tartalmuk a fagocitdlo makrofdgok 4altal twjrahasznosul. A programozott sejthalal
genetikailag determinalt folyamat, az elnevezés az embriogenézis soran bekovetkezd
fiziologias sejtpusztuldst takarja. A posztembriondlisan lejatszodo természetes sejthalalformat

pedig apoptozisnak nevezziik (Kopper és Fésiis, 2002).

Apoptozis sordn az elhald sejtek elveszitik kapcsolatukat az exracellularis matrixszal,
a sejtmaganyag kondenzalodik, majd fokozatosan feldarabolodik, a citoplazma zsugorodik, a
sejtmembran szabalytalan alaktiva valik, de a sejtalkotok tobbségénél nem kovetkezik be
lényeges valtozas. A sejtek membrannal koriilvett nuklearis és citoplazmatikus részeket
tartalmazé apoptotikus testekre esnek szét, melyeket az apoptdzis utolsd Iépéseként

makrofagok és mas nem professzionalis fagocitdk kebeleznek be. Ennek kovetkeztében az
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apoptotikus sejtek nem jutnak ki az extracellularis térbe, igy nem alakul ki gyulladdsos

reakcio, hegképzddés (Kopper és Fésiis, 2002).

Az apoptozis meghatarozd szerepet tolt be a megfeleléen mikddé immunrendszer
kialakitdsaban, mind a sejtek szdmanak, mind azok milkddésének szabalyozédsa révén. A
cellularis immunitast kozvetité T-limfocitdk érett populdcidjanak kialakitasdban ¢és
fenntartasaban kozponti szerepet toltenek be a programozott sejthalal mechanizmusai. A T-
sejtek elhalasi folyamataiban bekdvetkezd zavarok szamos korképet hozhatnak 1étre: a
fokozott apoptdzis leukopénidt vagy immundeficiencidt okozhat, a csokkent mértekil
sejtelhalds immunsejt eredetli daganatok kialakuldsdhoz vezet, mig a hibas szelekcio

autoimmun megbetegedések Iétrejottéhez jarulhat hozza (Kopper és Fésiis, 2002).

Az apoptozist elinditdé tényezdk, un. apoptotikus faktorok, lehetnek sejtfelszini
receptorok ligandjai (pl.. TNF vagy Fas ligand) vagy magreceptorok ligandjai (pl.:
gliikokortikoid, vagy retinsavak), de apoptdzist valt ki a talélési faktorok (pl.: eritropoetin, IL-

crer

UV, toxinok, hipoxia).

4.2. Az apoptdzis szignalizacioja

Az apoptozis szignalizaciojadban harom szakaszt kiilonboztetiink meg, az induktor, az
effektor és a degradacios fazist (Penninger és mtsai, 1998). Az apoptozist beindito jelatviteli
utvonal a kaszpaz proteazokhoz kotott. A kaszpazok aktiv centrumukban cisztein-hisztidin
diadot tartalmaz6, aszpartat mellett hasitd protedazok. Aktivaloédasuk soran (amely auto- vagy
transzkatalizissel torténhet) a proformabodl kihasitott kis €s nagy alegységbdl épiil fel az aktiv
kotddése inditja el, kialakitva a kaszpéz aktivacidjahoz sziikséges apoptoszoma szerkezetet. A
szignalokra és a jelatviteli mechanizmusokra nagy heterogenités jellemz6. Az induktoroknak
két nagy csoportja van, a fiziologias szignalok, illetve a citotoxikus anyagok. A citotoxikus
vegyliletek nem fiziologias agensek, géntoxikus, DNS kérosodast okoz6 faktorok (ionizald
sugarzas, citotoxikus vegyiiletek, drogok) (Hickman és Boyle, 1997). Fiziologiasan
programozott sejtelhalds indukalhatd receptor-medidlt stimulusokkal, egyrészt sejthalal-
szignalokkal (gliikokortikoidok, tiroxin, retinoidok, Fas ligand, tumor nekrdzis faktor),
trofikus faktorok (IL-2, novekedési faktorok) hidnydval, masrészt egymdasnak ellentmondo
szigndlok kombinacidjaval (Iwata és mtsai, 1996). Ezen szignilok tobbsége a

mitokondriumok két membranjat 4thidalé megacsatorndkat (PTPC: Permeability Transition
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Pore Complex) nyitjadk meg, mely a mitokondrialis membran potencial elvesztéséhez (proton
gradiens elvesztéséhez) €s a kiillonbozé mitokondridlis fehérjék citoplazmaba jutdsdhoz vezet.
Ezen fehérjék egyike a citokrom c, mely a citoszoélban komplexet képez az Apaf 1 fehérjével
¢s ez a komplex a prokaszpaz 9-et képes aktivalni. A kaszpaz 9 ezt kovetden elinditja a
kaszpaz kaszkadot (Harvey és Kumar, 1998), melynek eredményeként az apoptotikus
folyamat atlép az effektor, majd a lebont6 szakaszba. A folyamatot, mely soran eld6l, hogy a
sejt életben marad vagy elpusztul szdmos protoonkogén és tumor szupresszor gén
befolyasolja. Koztilk a bcl-2 csalddnak kiemelkedd szerepe van. A csaldad fehérjéi a
mitokondriumban expresszalodnak, tagjai két csoportra oszlanak: apoptozis induktorok, mint
a bax, vagy a bad (Schorr és mtsai, 1999), illetve sejtelhalas gatlok, mint a bcl-2 és a bel-xl|
(Itoh és mtsai, 1993; Boise és mtsai, 1995). E fehérjék homo- és heterodimereket képesek
egymassal képezni attol fliggden, hogy milyen ardnyban és milyen foszforilaltsagi allapotban
vannak jelen egy adott pillanatban a sejtben. A homodimerek a funkciondlisan aktivak,
hatasukat a mitokondrium szintjén fejtik ki. A bcl-2 dimer képes a mitokondriumok
megacsatornainak kinyildsat megakadalyozni, igy a citokrom c felszabadulasat megeldzni,
mig a bax homodimerrdl bizonyitott, hogy a mitokondridlis membran potencial elvesztését
idézi eldo (Green, 1998; Green és mtsai, 1998). Szamos, e csoportba tartozo szignalrol
bizonyitott, hogy sejtelhalast indukald hatasuk a bcl-2 csaldd fehérjéinek expresszidjanak,

illetve foszforilaltsagi allapotanak szabalyozasan alapszik.
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1 4bra: A sejthalal mitokondrialis és sejthalal receptor medialt titja, a kaszpaz kaszkad
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A Fas ligand (FasL) és a TNF (tumor nekrozis faktor) sejthalal receptorokon keresztiil
haté apoptotikus szignalok, €s az elébbiekkel szemben hatdsuk kdzvetlen kaszpaz aktivacion
alapszik, igy a jelatvitelhez mitokondrialis valtozasok nem sziikségesek. Ezek a ligandok
mind membran kotott, mind szekretalt formaban megtalalhatéak a szervezetben. A ligand-
receptor kolcsonhatas egy fehérje komplex kialakuldsahoz vezet (DISC: Death Inducing
Signalling Complex) (Nagata, 1997). Ebben a komplexben a prokaszpaz 8 (FLICE) cisztein
proteaz kapcsolodik a receptorhoz a FADD (Fas Associated Death Domain) adaptor fehérje
segitségével. A prokaszpaz 8 Onmagat hasitva aktivalodik ¢és tovabbi kaszpazok
aktivaciojadhoz vezet. Kozvetlen kaszpaz aktivaciot a Fas/TNF rendszeren kiviil kiilsd
szignalok, mint a citotoxikus T-sejtek granzim enzime, is képesek kivaltani. A granzim egy
szerin proteaz, a citotoxikus T-sejtek granulumaiban taladlhatd. T-sejt aktivacid soran a
perforin fehérje segitségével képes a target sejtbe bejutni, ahol effektor kaszpazokat hasitassal
aktivalva a target sejt apoptotikus Gtvonalat kapcsolja be (Monte és mtsai, 1995). A Fas vagy
TNF aktivacio képes a mitokondrialis folyamatokat is elinditani, amennyiben a kaszpaz 8 a
bid nevii fehérjét aktivalja, mely a mitokondriumok megacsatornait kinyitva a mitokondrialis
potencial elvesztését és a citokrom c felszabadulasat eredményezi. Barmelyik Gtvonal indul is
el, a létrejott kaszpaz kaszkad utolso tagja a kaszpaz 3, 6 vagy 7 (effektor kaszpaz) lesz,
melyek kiilonb6zo target fehérjék hasitdsaval inditjak el az apoptdzis degradacids fazisat. Az
effektor szakaszt kovetd degradacidos fazis sordn jelenik meg az apoptozisra jellemzo

fenotipus: a DNS kondenzacio, a zeidzis és végiil az apoptotikus testek.

A effektor kaszpazoknak igen sokféle szubsztrat fehérjéje ismert, melyek kozott
talélési faktorok (Bcl-2), endonukledz inhibitorok (DFF45/ICAD), DNS javitasaért felelos
enzimek (PARP), strukturalis fehérjék (aktin, lamin) és azokat bont6 (gelsolin), szabalyozo
enzimek taldlhatok (Chan és Mattson, 1999). Az ICAD hasitasa endonukledzok
aktivalodasdhoz vezet, melyek kromatin fragmentaciot idéznek elé (Khodarev és mtsai,
1998). A lamin hasitasa szerepet jatszhat a DNS kondenzacidban és a sejtmag morfologiai
valtozésaiban, a citoszkeletalis fehérjék elbontasa pedig a sejtalak megvaltozasahoz, a szoveti
kapcsolat elvesztéséhez vezet. A morfologiai valtozasok mellett valtozasok torténnek a
sejtmembranban is, a sejt felszinén Uj szigndlmolekuldk (foszfatidil szerin, szénhidrat lancok)
jelennek meg, melyeket a makrofagok ismernek fel és az elhalt sejt fragmentumai

fagocitozissal tiinnek el a szovetbdl (Fadock és mtsai, 1992).
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4.3. A T-limfocitak fejlodése és az apoptozis

A T-limfocitak képzddése csontveldi dssejtekbdl indul ki és a timuszban megy végbe,
ahol a timusz epithelidlis sejtjei, a dendritikus sejtek és a sztroma egyes elemei (pl.
fibroblasztok) altal biztositott mikrokdrnyezet elengedhetetlentil sziikséges a T-sejtek tovabbi
éréséhez (Gergely és Erdei, 2000). A T-limfocita fejlodés tobb kiilonb6z6 allomasra oszthato
a CD4 ¢és CDS8 koreceptor molekuldk expresszidja alapjan. Az els6 fazisban az un. tripla
negativ T-sejt eldalakok nem rendelkeznek sem CD4, sem CD8 receptorral, valamint a CD3
receptort sem expresszaljak. Sikeres T-sejt receptor-p (TCR-B) gén atrendezddést kdvetben
kialakul a korai T-sejt receptor (TCR), melynek CD3 alegységéhez az atrendezett 3-gén és a
még at nem rendezett a-alegység kapcsolodik (Kopper és Fésiis, 2002; He, 2002). Ez a
folyamat az eldfeltétele az éretlen CD4+/CD8+, dupla pozitiv (DP) T-limfocitdk
differencialodasdnak. A timocita érés fontos eseménye a DP fazisban a TCR-a gén
atrendezOdése, mely utan a dupla pozitiv timuszsejtek egy szigoru szelekcios folyamattal
néznek szembe. Az egyedi TCR-t hordozé limfocitak szoros kdlcsonhatasba 1épnek a kérgi
hamsejtek fo hisztokompatibilitasi komplex I (MHCI) és I1 (MHCII) molekulaival. Azok a T-
sejtek, amelyek tul alacsony affinitdssal kotddnek az MHC molekuldkhoz, neglekcid révén
elpusztulnak (Kopper és Fésiis, 2002; Gergely és Erdei, 2000; He, 2002; Falus, 1998). A
neglektalt sejtek elhaldsat gyorsitja a timikus epithel sejtek altal termelt gliikokortikoid
hormon (Kopper és Fésiis, 2002). Azok a timocitdk, amelyek a sajat MHC molekulat
felismerve elegendd stimulust kapnak a taléléshez, pozitivan szelektalédnak. A sajat MHC ¢€s
nem-sajat fehérjébdl szarmazo peptidek kombinaciojara specifikus TCR-t hordoz6 dupla
pozitiv timocitdk tovabb differencidlodnak és vagy CD4+, vagy CD8+ érett T-sejtekké
alakulnak, melyek elhagyva a timuszt a perifériara jutnak ki. A negativ szelekcid soran
apoptozissal elhalnak azok a T-limfocitak, amelyek nagy affinitdssal képesek felismerni a
sajat MHC-sajat fehérje peptidkomplexet (Kopper és Fésiis, 2002; Gergely és Erdei, 2000;
He, 2002; Falus, 1998). Ezek az MHC-peptid kombinaciok a csecsemOmirigy
veldalloméanyaban 1évd, medullaris epithelidlis sejtek, valamint a csontveldbdl a timuszba
bevandorld dendritikus sejtek és makrofagok felszinén talalhatok. Ezek a sejtek teremtik meg
a negativ szelekciohoz sziikséges mikrokdrnyezetet egy specidlis transzkripcios faktor
(autoimmune regulator — AIRE) segitségével minden lényeges sajat fehérjét expresszalva és
az MHC molekulakkal bemutatva (Pitkdinen és mtsai, 2003). A sajat MHC-sajat peptid
kombindcidkat erdsen kotd DP sejtek aktivacid indukalta apoptdzissal elhalnak, mig azok a

korlatozott antigén felismerd képességgel rendelkezd timocitdk, melyek nem jelentenek
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veszélyt a sajat szoveti struktirakra, vagyis toleransak: talélnek (Starr és mtsai, 2003). A
negativ szelekcid, mely az Gn. centralis tolerancia kialakulasaért felelos, nem eredményezi az
Osszes autoreaktiv T-limfocita klon eliminaldsat. Szamos adat igazolja, hogy a perifériara
kikeriilnek olyan TCR-t hordozé érett T-limfocitak is, melyek sajat MHC molekuldk sajat
peptidekkel alkotott komplexeit ismerik fel, de fiziologias koriilmények kozott ezek jelenléte
— a periféridn is miikddo toleranciat fenntartdé mechanizmusok miatt — nem vezet onpusztitd

folyamatok beindulaséhoz.

Szubkapszulris epitélium Kapszula

Timocita

Trebekula

Cortex

Haematopoletikus
prekurzor
,/‘/\‘.-)
! S — =

Cortico-medulliris
junkeid

Medulla

Nature Reviews | Inmunology

2. dbra. A timocitak érésének sematikus folyamata a timuszban. CEC — kortikalis epithelidlis sejtek,
MEC — medullaris epithelialis sejtek, DC — dendritikus sejtek (Blackburn CC et al. Nat Rev Immunol.
2004.)

Irodalmi adatok szerint ezek a sajat antigéneket felismer6 sejtek regulator T-sejtekként
(Treg) a sajat antigéneket felismerd sejtek gatlasaval el6zik meg az autoimmun folyamatok
kialakulasat (Maggi és mtsai, 2005). A negativ szelekciot taléld timocitdk vagy csak CD4
vagy csak CD8 ko-receptor molekulat hordozo, egyszeresen pozitiv (Single Positive, SP),
érett sejtekké alakulnak, és helper (CD4 SP) vagy citotoxikus (CD8 SP) T-limfocitdkként

funkcionalnak a periférian.
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4.4. A gliikkokortikoid hormon

A szteroid hormonok kozé tartozd gliikkokortikoid hormon szdmos létfontossagu
biologiai folyamatot szabalyoz és a T-sejtek differencialodasaban, aktivaciojaban, tulélésében
¢s apoptozisaban is fontos szerepet jatszik (Reichart, 2004). A gliikokortikoidok erds
gyulladasgatldo és immunszupressziv (Fauci és mtsai, 1976), limfocita apoptozist kivalto
hatasa miatt a leggyakrabban hasznalt gyogyszerek kozé tartoznak. A glikokortikoidokat
rheumatoid arthritis kezelésében hasznaltak elsdként sikeresen az 1940-es években. Ekkortol
lettek a gliikokortikoidok a legfontosabb és leggyakrabban alkalmazott gyogyszerek az akut-
¢s kronikus gyulladasos betegségek, az allergias €s autoimmun betegségek, valamint a
leukémia és limfomas megbetegedések kezelésében, illetve a transzplantaciot gyakorta kdvetd
szervkilokddés megeldzésében. Gyogyitd hatdsanak ellenére egyes esetekben, mint példaul az
osteoporosis, boratrofia kezelése soran csak részben volt hatdsos, s6t mivel szdmos élettani
folyamatban is meghataroz6 szabalyozo szerepet tolt be, nagyobb adagban, huzamosabb ideig

tarté adasa osteoporosist okoz (Mazziotti és mtsai, 2007).

Nem csak a mellékvese kéreg, hanem a timusz kortiko-epithelalis sejtjei is képesek
gliikokortikoid hormon termelésére (Pazirandeh és mtsai, 1999), ezért a gliikokortikoidok
lokélisan is hathatnak a timocitakra €s ezaltal fontos szereplik van a timocitdk érésének

szabalyozasaban.

4.5. A gliikkokortikoid receptor (GR)

A szteroid receptorok a ligand 4ltal indukalhaté transzkripcios faktorok
szupercsaladjaba tartoznak. A gliikokortikoid receptor mellett ide tartozik az 0Osztrogén
receptor, az androgén receptor, a progeszteron receptor, D3 vitamin, a retinoid receptorok és
szamos arva receptor, mint példaul a Nur77 (Evans, 1988).

Ezek a receptorok egyforma szerkezeti egységekbdl épiilnek fel: egy konzervalt,
centralis elhelyezkedésii cink-ujj DNS ko6td doménbdl (DBD), egy kevésbé konzervalt C
termindlis ligand k6t6 doménbdl (LBD), €és egy kevésbé konzervalt N-termindlis doménbdl
(NTD). A receptor N-terminalis része hordozza a transzaktivacios domént, mely gazdag
negativan toltott aminosavakban. A receptor ezen részének, mely AF-1 (activation function 1)
vagy tau-1 néven ismert, transzkripciot moédositd hatasa ligand fiiggetlen, szerepe a kiilonb6zo

transzkripcios enzimekkel torténd kapcsolat Iétrehozasaban van (Hollenberg és mtsai, 1985).
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Az AF-1 régio utan a DNS-ko6té domén (DBD) kovetkezik, mely két cink-ujjat formalva, azok
haromdimenziés szerkezete révén lehetové teszi a gliikokortikoid receptor DNS-hez torténd
kotodését. Az N-terminalis cink ujj a megfelels, DNS-hez valo, kotédési hely
kivalasztasaban, a C-terminalis pedig a receptor dimerizacidjaban fontos (Freedman és Luisi,
1985). A DNS-ko6té domént koveti az 1. nuklearis lokalizacios szekvencia (NLS1). A masodik
transzaktivacios domén, a ligand koté domén (LBD) és a 2. nuklearis lokalizacios szekvencia
(NLS2) a C-terminalison talalhat6, a variabilis hinge région (H) keresztiil kapcsolodva DBD-
hez. A hinge régid teszi lehetdvé a receptor meghajlasat, konformacié valtozasat. A GR C-
terminalis végén talalhato LBD egyrészt a hormon kotéséért felelds, masrészt tartalmazza a

Hsp90 (hd sokk fehérje, 90 kDa) molekula kotését lehetdvé tevo szekvenciat.

Coding region
1 2 345

-

Spliced transcript

N ;:r':"r'l'i”l DB | Hinge | LBD C
Protein interactions I HEP binding
——— Dimerization
— = AF binding
—— .1 interaction
I M Fex B interaction

3. abra: A gliikokortikoid receptor szerkezete (Mc Master, A., Ray, D.W,; Drugs Fut. 2008)

Béar a szteroid receptorok tobbsége a magban taldlhatd, hormon hidnyaban a GR a
citoszolban tartdzkodik kiillonb6z6 szabdlyozo fehérjékkel (hsp90, hsp70, hsp56) és
immunofillinekkel (FKBP52, FKBP51, Cyp40 ¢és PP5) komplexet alkotva. Néhany
jelatvitelben szerepet jatszo fehérje (src, Rafl) szintén kapcsolodik a citoplazméban talalhatéd
gliilkokortikoid  receptorhoz. A GR-HsSp90 kapcsolédds a  receptor megfeleld
konformacidjanak a kialakitasan tal ligand kotés hianydban megakadéalyozza a receptor DNS-
hez torténé kapcsolddasat). Glitkokortikoid hormon kotés hatasara a GR disszocialodik a

hdsokk fehérjékrdl, dimerizalodik, feltarul az NLS2 szignél szekvencidja, melynek hataséara a
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receptor a magba transzlokalodik (Berki és mtsai, 2000). Az FKBP52-nek szintén Szerepe
van a receptor ligandkotést kovetd nukledris transzlokacidjanak szabalyozasaban. Az LBD-
ben taldlhaté masodik transzaktivaciés domén (AF2) a ligand kotést kovetéen konformacids
valtozason esik at és igy lehetévé valik a kiilonbozé ko-aktivatorral vagy ko-represszorral
torténd interakcidja. A sejtmagban a receptor homodimer formaban felismeri kiilonb6zo
gének erbsen konzervalt palindrom szekvenciait (GGRACAnnnTGTTCT, Berg, 1989) és
ezekhez a specifikus DNS szakaszokhoz, masnéven gliikokortikoid valaszado elemekhez
(glucocorticoid responsive elements, GRE), kotodik hozza. A kotddés utan fokozza, vagy
gatolja az egyes gének transzkripcidjat. Bar sok génrdl ismert, hogy gliikokortikoidok
hatasara felregulalodik, beleértve azokat is, amelyek részt vesznek az immunsejtek
aktivalasaban, miikodésének szabdlyozasaban, apoptozisukban, mint pl. a MAPK foszfataz 1,
Bcl-xL, IkBa, GILZ, GITR ¢és az IRF8, azonban ezek kozvetlen Gre-n keresztiili

szabalyozdsa még nem teljesen bizonyitott.

4.6. A gliikkokortikoid hormon kiilonb6z6 hatasmédjai

Noha régota ismert a sokrétii hatasa a gliikokortikoid hormonnak, a
hatdsmechanizmusa még a mai napig nem tisztazott és kutatasok eldterében all. Azon kiviil,
hogy ligand-szabalyozott moédon gének atirodasat fokozza, ligand kotott allapotban DNS
kotése nélkiil is képes génexpresszid szabalyozasara azaltal, hogy mads transzkripcios
faktorokhoz kotddve azok mikodését gatolja vagy fokozza. Legismertebbek az AP1
transzkripcios faktorral 1étrejott kolcsonhatasai.

A klasszikus, lassu, genomikus hatdsmodon tul egyre tobb adat all mar rendelkezésre a
sokkal gyorsabb, percek alatt kifejlodé gliikkokortikoid hormonhatasokrdl is. Mivel ezek a
nagyon sokrétli hatdsok sokkal gyorsabbak anndl, minthogy gének aktivacidjan vagy
elnyomasan  alapulhatnanak,  nem-genomikus  hatasoknak  hivjuk  6ket,  hogy
megkiilonboztessiik a klasszikus hatasoktol. Bizonyitottak, hogy a gliitkokortikoidok nagyon
rovid id6 alatt (<30 perc) gatoljak a fagocitozist és a szuperoxid-anion termelést ragcsalo
peritonealis makrofagjaiban (Long és mtsai, 2005). A gliikokortikoidok szintén gyorsan
hatnak a kiilonboz6é jelatviteli utak aktivitasara: in vitro GC kezelések hatasara gyors
biokémiai valtozasokat talaltak, melyek az intracellularis Ca™ szintet, masodlagos
messengerek szintjét, illetve kiillonbozo jelatviteli fehérjek foszforilaciojat (pl.: MAPK,
annexin-1, foszfolipaiz A2) érintették (Solito és mtsai, 2003). Preklinikai és klinikai

megfigyelések szerint a GC hormon kardioprotektiv hatasat gyors, nem-genomikus
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mechanizmussal valtja ki, mivel tal gyorsan alakul ki és nem lehet transzkripcié gatloval
megakadalyozni a kifejlodését (Hafezi-Moghamed és mtsai, 2002). Hasonlo, nem-
genomikus hatasmoda neuroprotektiv hatasrol szamoltak be nagy doézisi GC kezelés utan

cerebralis ischaemias modellben (Buttgereit és mtsai, 2004).

4.7. A retinsavak és retinoid receptorok

Az A-vitamin elengedhetetlen mikroelem az epitélidlis szovetek megfeleld
differencialodéasidhoz, a latas folyamatahoz €s a szaporodashoz, valamint alapvetd szerepe van
a szerzett és velesziiletett immunitas fenntartasaban (Reifen, 2002). Régota ismert, hogy az
A-vitamin hianya immundeficiencidval jar egyiitt és szdmos fert6zo betegség irant érzékenyit
(Goodman, 1994). A-vitamin hianyos allatokban hatarozott, erételjes 1ép és timusz atrofiat
figyeltek meg. Az A-vitamin szarmazékai, a retinoidok nagy dozisban toxikus hatastak és a
mérsékelt, toxikus szint alatti dozisban a csecsemOmirigy sulyanak, a timikus kis limfocitak
szamanak ¢és a nyirokcsomok cellularitdsanak szignifikins novekedését eredményezik
(Szondy, Reichert és Fésiis, 1998). Az A-vitamin immunrendszerre gyakorolt hatdsat
elsésorban annak aktiv metabolitjai, a retinsavak — a transz ¢és a 9-Cisz-retinsav — kozvetitik,
mivel az A-vitamin hiany immunrendszerre vonatkozé tiineteit meg Ilehetett sziintetni
retinsavak adasaval (Mendelsohn és mtsai, 1994). A retinsavak a sejtmagban elhelyezkedd
retinsav receptor csalad ligandjai (Mangelsdorf, 1994).

A retinsavak nagy affinitassal kotédve receptoraikhoz, a biologiai folyamatok széles
korében szabalyozo szereppel rendelkeznek, ezért termelésiik €s katabolizmusuk nagyon
szorosan szabalyozott. A retinol retinsavva torténd oxidativ atalakitasaban szamos kiilonb6zo
géncsaladba tartozo enzim vesz részt (R0sS, 2003). Az enzimatikus folyamat els6 I€pése soran
az A-vitaminbdl retinaldehid keletkezik alkohol dehidrogendz (ADH) izoenzimek
segitségével (Chen és mtsai, 2000). A rovid szénlanct alkohol dehidrogenaz/reduktdz (SDR)
enzim olyan reverziblis reakciot katalizal, mely soran a retinol retinaldehiddé (RAL)
oxidalodik és a RAL a késdbbiekben redukalodik retinolld. A masodik 1épés a retinaldehid
atalakitasa retinsavvd. A folyamatban résztvevd enzimek a retinaldehid dehidrogenazok
csaladjanak tagjai (Ziouzenkova és mtsai, 2000). Meg kell emliteni még két enzimet, melyek

a retinoid homeosztazisaban kulcsfontossagliak: az egyik a lecitin:retinol aciltranszferaz

crer
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regulaciojat (Ross, 2003), a masik a CYP26, a citokrom p450 csalad retinsav altal indukalhato
tagja, ami a retinsavak degradaciojaért felelés enzim (Vermot és mtsai, 2000; Kiss és mtsai,

2008).
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3. abra: A-vitamin metabolizmusa

A transz-retinsav (ATRA) és a 9-cisz-retinsav (9cRA) szamos szovetféleségben
megtaldlhato, hatasuk specifikus receptoraik, a retinoid receptorok ligdlasan alapul. A magi
szteroid/tireoid/retinoid hormonreceptor szupercsalddba tartozd receptorok ligand-fiiggd
transzkripcios faktorok, melyek specifikus valaszadé elemeikhez kotédve (RARE, RXRE)
szabalyozzdk bizonyos célgének expresszidjat. Mas transzkripcidos faktorokkal s
kolcsonhatasba Iéphetnek, ezaltal szabalyozzak azok miikodését (Szondy, Reichert és Fésiis,
1998).

A magreceptorokra altalanosan jellemzd, 3 f6 doménbdl allo szerkezet megfigyelhetd
a retinoid receptorok esetében is. A C-termindlis ligandkoté domén (LBD), mely

multifunkciondlis, a ligandkotd hely mellett tartalmaz egy receptor dimerizacioért és egy
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receptor-fiiggd transzaktivacios funkcidért felelds régiot (Cao és mtsai, 2004). A DNS kotod
domén (DBD) a receptort specifikus DNS szekvencidkhoz, a valaszadd elemekhez iranyitja.
Két nagymértékben konzervalt Zn-ujjat tartalmaz, melyek egyike a DNS-kotésért felelds
régiot tartalmazza, a masik a dimerizaciét biztositja (Adam, Dux, Faragé, Fésiis,
Machovich, Mandl és Siimegi, 2002). A harmadik f&6 domén a variabilis hosszusdgi N-

terminalis domén.

(@)
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specific DNA binding Hinge Ligand binding, dimerization, AF-2 ?
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Regions: A/B C D f f
Nature Reviews | Drug Discovery

4. abra: Retinoid receptorok szerkezete (Angle R. at al.; Nature Reviews, 2007)

A retinoid receptoroknak két tipusa ismert: retinsav receptor (Retinoic Acid Receptor,
RAR) és retinoid X receptor (RXR) (Szondy, Reichert és Fésiis, 1998). Az RXR specifikus
agonistdja a 9-cisz retinsav, mig az RAR ligdlasaban mindkét retinsav egyarant, de kiilonbdzd
affinitassal részt vesz. A transz-retinsav fiziol6gias koncentracidban nem kotédik az RXR-
hoz, igy a nagyobb koncentraciondl megfigyelhetd RXR aktivalas annak a valdsziniisithetd
kovetezménye, hogy a transz-retinsav 9-cisz retinsavva alakul (Szondy, Reichert és Fésiis,
1998). Az RAR-nak 3 altipusa van (RARa, RARP, RARY), mindegyik rendelkezik tovabbi
izoformakkal, melyek az N-terminalis A régioban térnek el egymastol. Az RAR-0k a retinoid
X receptorokkal alkotott heterodimerekként funkcionalnak (Germain, 2006). Az RXR-nak

szintén 3 altipusa van, melyek képesek homodimer kialakitdsara, ugyanakkor dimerizacios
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partnerei kozott a szteroid/tireoid/retinoid magreceptor csalad mads tagjai is megtalalhatoak,
pl.: tireoid hormon receptor, D-vitamin receptor, peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor,
maj X receptor, farnezoid receptor, pregnan X receptor, konstitutiv androsztan receptor és
néhany transzkripcios faktorként miikodo ,,arva” receptor, mint pl. a Nur77 (Germain, 2006).

A retinsavak hatasa az immunrendszer miikodésének szabalyozasara nézve szintén
elég sokréti. Fiziologias koncentracioban gatoljak a B-sejtek és B-sejt prekurzorok
proliferaciojat, mivel a Go-fazisban 1év6 sejtek nem jutnak az osztodas S-fazisaba (Blomhoff,
2004). Ezzel szemben azonban, a fiziologias koncentracioju retinsav fokozza a periférias
vérben 1évo T-sejtek proliferacidjat, amit fokozott interleukin-2 termelés kozvetit (Blomhoff,
2004). Ezek mellett a transz-retinsav indukalja naiv FoxP3- CD4+ T-sejtek atalakulasat
FoxP3+ regulatorikus T-sejtekké. Ezek a sejtek nagy mennyiségben expresszalnak un. bél
homing receptorokat, melyek a regulator T-sejtek vékonybél mukozéajdhoz t6rténd homingban
toltenek be jelentOs szerepet. A retinsavak pozitivan szabalyozzak ezt a folyamatot. Az
intézetliinkben évek oOta folyd kutatomunka kimutatta, hogy a retinsavak fontos szerepet
toltenek be a csecsemOmirigyben lezajlé T-limfocita fejlodés, timopoézis szabdlyozasaban is

(Szondy és mtsai, 1998).

4.8. Adenozin és adenozin receptorok

Az adenozin a szervezetben altalanosan jelenlévé nukleozid, melyet a sejtek normal
koriilmények kozott is folyamatosan termelnek, azonban szoveti sériilés vagy hipoxia hatdsara
a képzodésik fokozodik. Az endogén adenozin szint novekedése citoprotektiv,
antiinflammatorikus €s proinflammatérikus folyamatokban egyarant megfigyelhetd, de
megfigyelték apoptotikus funkcioit is (Blackburn, 2003).

Az adenozin egy nukleozid, amely purinbazisbol, adeninbdl és egy hozza glikozidos
kotéssel kapesolodo cukorbdl, a ribozbol all. A legtobb extracellularis adenozin intracellularis
AMP-bA1 keletkezik a plazmamembranon elhelyezkedd enzim, az 5’-nukleotiddaz hatasara
(Polosa, 2002). Az AMP a koncentracio gradiensének megfeleléen szabadon vandorol a
sejtek kozott, elérve a sejthartyat, az ott 1évd 5’-nukleotiddz enzim adenozinna hasitja. Az
intracellularis AMP a sejtek energiafelhasznalasa soran keletkezik ATP-bdl. Normalis esetben
az AMP-t a szervezet visszalakitja ATP-vé, azonban fokozott energiasziikséglet, vagy hipoxia
esetén az AMP defoszforilalddva adenozinnd alakul. Az intracelluldris adenozint a sejtben

lévé enzimrendszer alacsony szinten tartja, egyrészt az adenozin-kindz enzim révén, mely

21



AMP-v¢ alakitja az adenozint, masrészt ha az energiaigény nagy, akkor az adenozin-deaminaz
enzim lebontja inozinnd és hipoxantinnd, ami késobb tovabb bomlik hugysavra. Az
extracellularis adenozin a koncentracié gradensnek megfelelden egy nukleozid transzporteren
keresztiil aramlik az extra- és intracellularis tér kozott, de mivel az igen hatékony
enzimrendszer folyamatosan alacsony szinten tartja az intracellularis adenozin szintet, ezért az
extracellularis szint is alacsony (Polosa, 2002).

A timocitdk esetében az adenozin a normal koriilmények kozott lezajlo limfocita
szelekcid soran folyamatosan termelddik, mert az elhalo sejteket fagocitdlo makrofagok
kibocsatjak. A timocitakban a legtobb adenozin hasitdodik az adenozin-deaminaz enzim altal,
folyamatos alacsony adenozin szintet tartva fent. Azonban az elhalt sejtek fagocitdzisa
folyamatosan eredményez olyan magas adenozin szintet, ami aktivalhatja az Aja €s Az
receptorokat.

A normal immunfolyamatok szabdlyozdsa soran az adenozin a sejtfelszini purinerg
receptorokhoz kotddik, aminek kovetkeztében mind egér, mind pedig human timocitdk és
aktivalt T-sejtek apoptozisat is képes kivaltani (Szondy, 1997).

Az, hogy az adenozin milyen tipusu sejtmiikodést serkent vagy gatol az fiigg az
aktivalt adenozin receptor tipusatodl. Gerincesekben az adenozin receptorok a purinerg (P)
receptorok csaladjaba tartoznak, amelynek endogén ligandjai az adenozin, az AMP, az ADP
¢s az ATP. A purinerg receptorokat attol fliggéen, hogy adenin-nukleozidra (adenozin) vagy
nukleotidra (ATP) érzékenyek, P1 és P2 csoportba soroljuk. A P1 receptorok azonosak az
adenozin-receptorokkal. Ez utobbiak 4 féle alcsoportra oszthatoak: A1, Aza, Az és Az (Plaut,
1987).
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5. dabra: Adenozin receptorokon keresztiil zajlo jelatvitel
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Ezek koziil valamennyi G fehérje kapcsolt (Ohta és Sitkovsky, 2001).

Az A; receptorokat az adenozin mar 107M-os koncentracioban aktivalja. E receptor
altal szabalyozott jelatvitel a Gj és Go fehérjéken keresztiil torténik, mely sordn az adenilat-
ciklaz enzim aktivitasa gatlodik, ami a ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) szintjének
csokkenéséhez vezet. Az Aga és Agg receptorokat magasabb koncentracioban, 5x107M és 10
*M-nal aktivalja az adenozin és ezek Gs fehérjék aktivalasan keresztiil hatnak, igy serkentik
az adenilat-ciklazt, ezaltal emelik a cAMP szintjét. Az adenozin receptorok harmadik
csoportja, az As receptorok esetében az adenozin 10°M-os koncentracioban stimulalé hatasu
¢s ezek szintén Gi-fehérje kapcsoltak, mialtal adenilat ciklazt géatolnak és cAMP szintet
csokkentenek (Olah és Stiles, 1995).

A receptorok miikodése soran Iétrejovo tényleges sejtvalasz a PKA rendszer
aktivacidja és tovabbi fehérjék foszforilacidja révén jon létre (Kizaki és mtsai, 1990).
Emelett az adenozin receptorok G-fehérjéken keresztiil a foszfolipaiz C (PLC) enzim
miikodését is befolydsolhatjak, melynek megndvekedett aktivitdsa révén, az IP3 termelésén

keresztiil, az intracellularis raktarakbol torténé Ca®'- felszabadulés figyelheté6 meg (Szondy,
1994).

Az adenozin dezamindz enzim hidnyaban megfigyelt adenozin koncentracio
emelkedés és az azt kovetd T (és B) sejtes immudeficiencia hivta fel a figyelmet arra, hogy az
adenozinnak erds timocita 616 hatasa van. Egér kisérletek bizonyitottak, hogy ez az 616 hatas
az adenozin Aza receptorokon keresztiil kozvetitédik. Az 6lés mechanizmusat azonban

korabban nem tisztaztak.

Korabbi, a laborunkban folytatott vizsgalatok viszont azt mutattak, hogy retinoidok
termelddnek a timikus kornyezetben is (Kiss és mtsai, 2008) és képesek a neglektalt sejtek
apoptozisat is kivaltani (Szondy és mtsai, 1998), valamint a gliikokortikoidok altal kivaltott
sejtelhalast fokozni (Fésiis, Szondy és Uray, 1995). Elézetes eredményeink azt is igazoltak,
hogy az apoptotikus sejteket eltdvolité makrofagok adenozint bocsatanak ki, illetve, hogy az
adenozin sejthalalt is kivalthat. Mas kutatdécsoportok egér timocitdkon végzett kisérletei azt

bizonyitottak, hogy a hatast az adenozin az Aja receptor kdzvetiti.

Ezen el6zmények alapjan, kisérleteimben két teriiletet kivantam vizsgalni: 1. Milyen
mechanizmussal fokozzdk a retinoidok a gliikokortikoidok 4&ltal kivaltott sejtelhalast 2.
Milyen mechanizmussal valtja ki az adenozin az Aya receptor stimulacidjan keresztiil az egér

timocitak elhalasat?
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5. 1. Anyagok

Az 0Osszes retinoid, amit kisérleteinkben hasznaltunk a Galderma Research &
Development (Sophia Antipolis, Franciaorszag)-t6l szarmazik, az ATRA és 9cRA kivételével,
amelyet a Sigma-Aldrich (Budapest, Magyarorszag) forgalmaz, az AM580 Tocris Bioscience
(Ellisville, MO) terméke, az LG00268-at pedig R. Heyman (Ligand Pharmaceuticals)-t6l
kaptunk. A dexametazon-acetat szintén a Sigma-Aldrich terméke. A felhasznalt plazmidok
Ron Evans (San Diego, Kalifornia)-tol szarmaztak. A proteindz K, a ribonukleaz A, a
propidium jodid, az Rp-adenozin 3°,5’-ciklikus monofoszforotioat trietilammonium so, a
NECA, a DPMA, a forskolin, az 1,9-dideoxyforskolin, a dbcAMP, a kolera toxin, a Fas/Fc
kiméra protein, a CGS21680 és a cAMP Enzyme Immunoassay Kit a Sigma-Aldrich
(Budapest, Magyarorszag) terméke. A human TRAIL R2/Fc kiméra fehérje (szolubilis DRY)
molekula R&D Systems (Minneapolis, USA) szarmazik. Minden egyéb altalunk felhasznalt

reagens vagy vegyszer analitikai tisztasagu volt és kereskedelmi forrasbol beszerezheto.

5. 2. Kisérleti allatok

A Kkisérletek soran a kovetkez6 egereket hasznaltuk: 4 hetes NMRI egerek (LATI,
Godollé, Magyarorszag), 4-5 hetes vad tipusu, A2A-/-, Nur77-/-, Bim-/-, FADD-dominans
negativ transzgén, vav-bcl-2-269, Eu—bcl-2. Az NMRI egereket kivéve minden egér C57/BL6
hatteri. Az in vivo timocita apoptdzis indukcié soran 4 hetes egereket oltottunk
intraperitonealisan 0.5 mg dexametazon-acetattal dnmagaban vagy 50ug AM580-al vagy
50ung LG268-al egyiitt 0.1ml etanol és 0.4ml fiziologias sdldatban oldva. Az adenozin in vivo
hatasanak teszteléséhez, a kisérleteknél feltiintetett modon €s mennyiségben, NECA-t
alkalmaztunk. A kontroll allatok az oldoszerrel voltak oltva. Az allatkisérletek a Debreceni

Egyetem Allathazanak a jovahagyéasaval torténtek.
5. 3. Modszerek

5. 3. 1. Timocita populdaciok karakterizdlisa

24 6rés kiilonbozd in vivo kezelések utan izoldltuk a timocitdkat a timuszbol, majd a
sejteket két mosast kdvetden 0.1% -os natrium savat tartalmazo jéghideg PBS-ben vettiik fel a

PE jelolt anti-CD4 ¢és FITC jelolt anti-CD8 festés elétt (BD Biosciences Pharmingen,
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Erembodegen, Belgium). A sejteket 30 percig 4°C-on inkubaltuk a jel616 anyaggal, majd két,
1%-0s BSA-t és 0.1%-0s natrium-savat tartalmazé jéghideg PBS-es mosast kovetden 0.1%-0S
natrium-savat tartalmaz6é PBS-ben vettiik fel. A jeloletlen timocitdk, mint autofluoreszcens
kontrollok esetében az eljaras hasonld volt. A kétszeres fluoreszcencia 488nm-en, Becton

Dickinson FACScan-nel (BD Biosciences) volt detektalva.

5. 3. 2. Timocita kultarak, sejtvonalak és apoptozis detektalds

A timocita kulturakat 4 hetes NMRI és RARa knock out egerek timuszabol izolaltuk,
majd RPMI 1640 médiumba (10% charcoal-treated FCS, 2mM glutamin, 100 IU
penicillin/100pg streptomicin/ml) vettikk fel. Ezt kdvetden a timocitak 3 egymast kovetd
mosasa utdn beallitottuk a végleges sejtszamot (SXIO6 sejt/ml), majd 37°C-on tartottuk Oket,
5% C0O2/95% levegd atmoszféraju inkubatorban. Az izolalast kovetden a sejthalal detektalasat
a sejtek tripan-kék festékkel torténd jelolésével végeztiikk. A kinyert sejtek 95-98%-a nem
jelolodott a festekkel.

A kisérletek soran hasznalt sejtvonalak koziil az IP-12-7 CD4" T-sejt hibridomak BALB/c
egérbdl szadrmaznak, melyet eldszor preimmunizaltak az influenza virus hemagglutinin
HA317-341 peptidszakaszaszaval, majd ezt kovetden A/PR/8/34 human influenza virus A-
val oltottak (Eicher és Waldmann, 1998). A Kit225 1G3 sejtvonal egy IL-2 fiiggetlen human
leukémia T-sejt szubklon (Rajnavolgyi és mtsai, 1994). A CCRF-CEM sejtek limfoszarkoma
¢s akut limfoblasztos leukémia tiinetegyiittesében szenvedd gyermek periférias vérébol
szarmaznak, melyet Buzas Edit (Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem, Budapest) bocsatott

a rendelkezésiinkre.

Az apoptozis vizsgalatok soran a timocitak ¢és a T-sejt vonalak dexametazonnal (1uM) és
kiilonboz6 retinoidokkal voltak kezelve 6 oran keresztiil 10% delipidalt FCS (Sigma-Aldrich,
Budapest) jelenlétében. A dexametazon és a retinoidok beolddsdhoz hasznalt DMSO végsd
koncentracidja minden minta esetében 0.5% volt. A timocitdk esetében a kezelések hatasara
bekovetkez6 DNS degradacio mértékét difenil reagenssel hataroztuk meg. A T-sejt vonalak
esetében a degradalt DNS-t tartalmazd sejtek (sub Go-Gi sejtek) %-os aranyanak
meghatarozasa aramlasi-citométerrel tortént, miutan a sejteket etanollal fixaltuk, majd Rnaz A
kezelést kovetden propopidium jodiddal jeldltik. Az apoptdzis indukeid tovabbi igazolasahoz
Annexin V jelolést alkalmazva, ,FITC Annexin V Detection Kit” (BD Pharmingen, San
Diego, CA) felhasznalasdval is meghataroztuk a kezelések hatdsira kivaltddott apoptdzis
mértékét. Ennek soran a kezeléseket kovetden, a sejteket 2x mostuk PBS-ben, majd felvettiik
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mintanként 100ul 1x-es, annexin V ,,Binding” pufferben, amelyhez 5ul FITC Annexin V-6t
¢és Sul propidium jodidot adtunk. 15 perces, sotétben tortént inkubacio utan, 400 ul ,,Binding”

puffert adtunk a mintdkhoz, majd dramldsi citométerrel meghataroztuk az apoptdzis mértékét.

Az eml6s-két hibrid rendszerrel végzett kisérletek soran hasznalt 293T sejtek, valamint a
tranziens transzfekcios esszékben alkalmazott COS1 sejtek 10% delipidalt FCS-ben voltak

tartva antibiotikumok adasa mellett.

5. 3. 3. PI-PLC immunprecipitdacio és Western blot

A timocitakban 1évd, gliikokortikoid receptorhoz kapcsolodd fehérjék kimutatasara
immunprecipitaciot alkalmaztunk. A sejteket dexametazonnal (1 uM) 6nmagaban illetve 9-cis
retinsavval (0.3 uM) kezeltiik 30 percig. A kezelések utan a sejteket 9sszegyiijtottiik, majd
RIPA lizis pufferben (50mM Tris-HCL, pH 8.0; 137mM NacCl; 10% glicerol; 1% Nonidet P-
40 (NP-40); 1nM natrium-vanadat; 10mM natrium-pirofoszfat; 50mM natrium-fluorid; 1mM
fenilmetilszulfonil flourid; 10 pg/ml leupeptin; 2 pg/ml aprotinin) lizaltuk. A foszfotirozin
tartalmt peptideket agar6z-konjugalt 4G10 antitesttel (Upstate Biotechnology, Waltham, MA)
immunprecipitaltuk, majd Western blottal anti-PI-PLC antitest felhasznalasaval (Upstate
Biotechnology, Waltham, MA) mutattuk ki a PI-PLC fehérjét. Az antigén-antitest komplex

lathatova tétele kemilumineszcencian alapuld detektéalassal tortént.

5. 3. 4. Nur77, FasL, NDG-1 és -2, Bim mRNS expresszidjanak detektaldsa RT-PCR

technikaval

A 4 oras kezeléseket kovetden a fenti gének mRNS expresszios mértékének
meghatarozasa RT (reverz transzkriptaz)-PCR-ral tortént. Total RNS Trizol-os izolalasat
kovetden, az mRNS-eket, amelyek poliA véget hordoznak, oligo dT primer és reverz
transzkriptaz enzim segitségével egyszali cDNS-sé irtuk at, majd adott paraméterek alapjan
(Long, 2005) PCR reakciot végeztiink. A kapott, adott hosszisagu termékeket agardz-gélen
megfuttattuk.

A kisérlet soran hasznalt primerek:

-Nur77: sense 5’-TTC ATC CTC CGC CTG GCA TAC C-3’; antisense 5’-GTC CGA AGC
TCA GGC AGT TTG C-3” (353bp)
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-FasL: sense 5°-CAG CAG TGC CAC TTC ATC TTG G-3’; antisense 5’-TTC ACT CCA
GAG ATC AGA GCG G-3’ (471bp)

-Bim: sense 5°-TCA ATG CCT TCT CCA TAC CAG-3’; antisense 5’-ATG GCC AAG CAA
CCT TCT GAT G-3’ (Bimg: 591bp; Bim,: 423bp)

-NDG-1,2: sense 5’-GCA AGG CAG ATT CCA AGG TCT-3’; antisense 5’-TCC CCC TTT
GTT AAG TGC ATA ATA A-3’ (352bp)

-B-aktin: sense 5’-GGC TAC AGC TTC ACC ACC AC-3’; antisense 5’-GCG CTC AGG
AGG AGC AAT G-3’ (423bp)

5. 3. 5. GILZ, Nur77, FasL, NDG-1 és -2, Bim valamint TRAIL mRNS expresszio

meghatdrozdasa O-PCR technikadval

A kezeléseket kovetden, az egyes gének expresszidjanak meghatarozasahoz quantitativ
polimeraz lancreakciés (Quantitative Polimerase Chainreaction, Q-PCR) technikat
alkalmaztunk. A sejtekbdl a total RNS-t RNeasy® Mini Kit (Quiagen, Hilden, Németorszag)
felhasznalasaval izolaltuk. Ennek soran a sejteket 1% [-merkaptoetanolt tartalmazo
lizispufferben lizaltuk (RTL Buffer), majd 70%-o0s etanolt adtunk a mintdkhoz. A mintékat az
RNS kikotésére alkalmas membrant tartalmazd oszlopra vittiik fel és a megadott feltételek
alapjan centrifugalasos ¢s mosasi lépéseket kovetden 50 ul steril, Rnaz mentes desztillalt
vizbe visszaoldottuk az oszlopra kotddott RNS-eket. Ezt kovetden az RT Iépésben, a cDNS
szintéziséhez 100nM total RNS-t hasznaltunk mintanként. Az RT reakci6é 42°C-on 30 percig,
majd 72°C-on 5 percig specifikus reverz primer és Superscript II Reverse Transcriptase Kit
(Invitrogen, Carlsbad, USA) alkalmazésaval tortént. Az RT 1épést kovetden ABI Prism 7900-
as késziiléket hasznalva, 94°C-on 12 masodpercig, majd 60°C-on 1 percig tartd6 homérsékleti
koriilmények kozott lezajo 40 ciklust kovetden TagMan probak alkalmazésaval
meghataroztuk a keletkezett transzkriptek mennyiségét. A kapott eredményt a konstansan

expresszalodo ciklofillin génre normalizaltuk.
A kisérlet soran hasznalt primerek:

-mGILZ: reverse 5’-CTT CAG TGG ACA GAT CAG GGA G-3’; forward 5’-AGA CCA
GCCTCACAATGCG-3’

-Nur77: reverse 5’-GAG CCC GTG TCG ATC AGT G-3’; forward 5’-TGA TGT TCC CGC
CTTTGC-3
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-FasL: reverse 5>-GCC ACC TTT CTT ATA CTT CAC TCC AG-3’; forward 5°’-AAC CCC
CACTCAAGGTCCA-3

-NDG-1: reverse 5’-AAA GAC TGC TCC CTG ATT CCG-3’; forward 5’-GCA GAT CCG
GGATCATCCT-3

-NDG-2: reverse 5°’-GGG AGC TCA GAC CGT GAT TG-3’; forward 5’-GAG CGA CCT
AAC CCT GTG TGA G-3°

-Bim: reverse 5’-TGA GAC TGT CGT ATG GAA GCC-3’; forward 5’-TCA ACA CAA
ACC CCA AGT CCT-3’

-TRAIL: reverse 5°-TGG TTG AGA AAT GAA TGC CCT-3’; forward 5’-GGA TGG AAA
GAC CTT AGG CCA-3’

-mCyc: reverse 5’-TCT GCT GTC TTT GGA ACT TTG TC-3’; forward 5°’-CGA TGA CGA
GCC CTT GG-3°

5. 3. 6. Tranziens transzfekcio

COS1 sejteket a transzfekcid eldtt 24 oraval 48 lyuku plate-re szélesztettiik (10°
sejt/lyuk). Masnap a sejtek tranziens transzfekciojat polietilén-imin (PEI) (Promega, Madison,
Wisconsin) reagenssel végeztiik. pCMX-GRE-luc plazmiddal 6nmagaban vagy pCMX-FL-
hRARa és/vagy pCMX-FL-hRXRa plazmidokkal egyiittesen transzfektaltuk a sejteket 5 6ran
keresztiil 10%-os delipidalt FCS-t tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s Modified Essential
Medium) jelenlétében (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary). A riporter plazmidbdl, pPCMX-[3-
Gal, is az el6z6khoz hasonldo mennyiséget juttattunk a sejtekbe. 5 ora transzfekciot kovetéen
friss médiumot adtunk a sejtekhez, majd ezt kovetden 48 oran keresztiil kezeltilk dexametazon
¢és retinoidok meghatarozott koncentracioival. A kezelés leteltét kovetden, a sejteket 2x
mostuk 1%-os PBS (foszfat puffer)-sel, majd sejtfeltarast végeztiink lizispuffer jelenlétében 2
oran 4t szobahdmérsékleten ¢és ezt kovetden 2 I1épéses fagyasztasos eljardssal. Az
enzimaktivitds mérése a feltarast kdvetden a feliiliszobol tortént. A luciferaz enzimaktivitdsat
a Luciferase Assay System Kit (Promega, Madison, Wisconsin) segitségével hataroztuk meg.
A B-galaktozidaz enzimaktivitasat spektrofotometriaval mértiik az ONPG (o-nitrofenil-f3-D-
galaktopiranozid) hasitasi rataja alapjan. A kapott luciferdz aktivitdsokat a kontrollként

hasznalt -galaktozidaz aktivitdsokkal normalizaltuk.
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5. 3. 7. A tranziens transzfekciot koveto Western blot analizis

48 oras transzfekciot kovetden Western blot technikat alkalmazva vizsgaltuk, hogy a
mintdk esetében a transzfekcié soran azonos mértékii plazmid bejuttatdsa tortént e meg. 48
ora utan, a sejteket Osszegyljtottiik, majd SDS poliakrilamid gélen megfuttattuk. Az
elvalasztott fehérjéket polivinil-difluorid (PVDF) membranra blottoltuk at. Az RAR« illetve
RXRa fehérjéket specifikus anti-egér RARa és RXRaw antitesttel mutattuk ki. Mésodlagos

antittestként anti-egér IgG-t hasznaltunk. Konrollként $-aktin antitestet alkalmaztunk.

5. 3. 8. Ko-immunprecipitdcio

Annak bizonyitasara, hogy a GR ¢és RARa receptorok kozott kozvetlen interakcio
alakul ki, egyrészr6él ko-immunprecipiticids technikat alkalmaztunk. Ennek soran a
timocitakat (4x10") dexametazonnal (1uM) és kiilonbdzé ligandokkal kezeltik dnmagukban
vagy egyittesen 1 Oran keresztil 10% delipidalt FCS-t tartalmazé6 RPMI médium
jelenlétében. A kezelést kovetden a timocitdkat lizaltuk és a GR-ort immunprecipitaltuk
agardz-kapcsolt anti-egér GR antitest (SantaCruz, Calfornia) hozzaadasaval a cég altal
megadott instrukciok kovetésével. SDS poliakrilamid gél-elektroforézist kdvetéen Western
blot technikdval anti-egér GR ¢és anti-egér RARoa alkalmazasaval azonositottuk az
immunprecipitalt GR-t és a vele ko-immunprecipitalédott RARa receptort.

Egy ettdl fliggetlen kisérletben, de ugyanilyen médon vizsgaltuk a GR Ser211-en
torténd lehetséges foszforilalodasanak valtozasat retinoid kezeléseket kovetden. Ebben az

esetben specifikus, a foszforilalt Ser211 ellenes antitestet hasznaltunk.

5. 3. 9. Emlds két-hibrid rendszer

Az ko-immunprecipitacios kisérlet mellett, annak bizonyitasara, hogy a gliikokortikoid
receptor ¢és a retinoid receptorok kozott direkt interakcio jon létre, emlds két-hibrid esszét
alkalmaztunk. 293T fibroblaszt sejteket transzfektaltunk pCMX-Gal-L-hGR és pMH100-TK-
luc plazmidokkal énmagukban, vagy VP-hRARa-LBD illetve VP-hRXRa-LBD-t kifejez6
plazmidokkal egyiittesen. A normalizalé kontrollként pCMX-B-galaktozidaz-t kifejezd

plazmidot alkalmaztunk. A kisérlet menete és a luciferaz aktivitds meghatarozasa a tranziens

transzfekcios kisérletekhez hasonldan volt végezve és normalizalva.
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5. 3. 10. Intracellularis cAMP koncentracio meghatdarozdsa

Mintanként 10° sejtb6] kiindulva, a kiilonbozé kezeléseket kovetben az intracellularis

crcr

Aldrich, Budapest, Hungary) hasznalataval tortént, a kit altal megadott instrukcidk alapjan.

5. 3. 11. A citoszolikus Ca®* koncentrdcié meghatdrozdsa timocitakban

A timocitdkat (1x10” sejt/ml) 1 6ran keresztiil, szobahémérsékleten 5 pM Fura-2AM-t
(Fura-2-acetoximetil-észter) tartalmazé6 RPMI 1640 médiumban (0.2 mM L-Glutamin, 5%
FCS) tartva kezeltiik. A kezelést kovetden lemostuk a sejtekrél a Fura-2AM-t és friss
médiumba vettiik fel 6ket. Quartz kiivettaban 340/380 nm-en spektrofotométerrel hataroztuk

meg a Ca®* koncentraciojaban beallt valtozas mértékét.

5. 3. 12. Oligonukleotid-vég jelolés

A Nur77 adenozin hatdsdra bekovetkez6 DNS-kotd képességének vizsgalatdhoz
sziikséges jelolt oligonukleotidok eldallitasara szolgald technika. A kisérlet a sordn a mintakat
NBRE (Nur77 binding response element) —re specifikus eliils (sense) és hatulso (antisense)
oligonukleotidokat hokezeltiik 68°C-on 15 percig, majd fokozatosan lehtitottiik ket 4°C-ra. A
kapott duplaszalt oligonukleotidot (100ng) 2 MBq [y->*P]JATP-vel jelsltik 25 U Ts- kindz
segitségével 70mM Tris-HCI (pH 7,6), 10mM MgCl; és 5mM DTT mellett 37°C-on 1 6ran
keresztiil. Ezt kdvetéen 6%-0S nem-denaturald poliakrilamid gélen megfuttatva az elegyet,
majd a kapott savoknak megfelelden kivagtuk a gélbol és Tris-EDTA pufferben (10mM Tris-
HCl, ImM EDTA) kidiffundaltatva gélszemcsék kozil, tisztitottuk meg a jelolt DNS

darabokat a nem jel610dott daraboktol.

Az NBRE eliilsé (sense) oligonukleotid szekvencidja: 5°-GAT CCT CGT AAA AGG
TCA AGC GCT A-3".

5. 3. 13. Sejtmagi extraktum kinyerése timocitakbol

A kezeléseket kovetden a timocitakat 2x mostuk PBS-ben, majd felvettiik ket 400l
A pufferben (10mM Hepes pH 7,9; 1.5 mM MgCl,; 10mM KCI; 10mM B-merkaptoetanol,
1mM dithiotreitol/DTT; 1mM NazVO, és proteaz inhibitorok: Sug/mL leupeptin, antipain,
chymostatin, 0.3mM PMSF, 1mM 6-amino-hexanoid sav). A sejtmagot tartalmazo pelletet 5

percig 4°C-on centrifugaltuk 5000rpm-en, majd 5 percig jégen tartottuk. A sejtmagi kivonatot
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tartalmazo pelletet C pufferben (20mM Hepes pH 7.9; 25% glicerol; 420mM NaCl; 1.5mM
MgCl,; 10mM B-merkaptoetanol; ImM DTT; 1mM NaszVOy és proteaz inhibitorok) oldottuk
vissza ¢€s jégen inkubdltuk 15 percig. A sejtmagi tormeléket 15 perces 14000 x g-vel tortént

centrifugalassal tavolitottuk el, a kapott feliiluszot -70°C-on taroltuk.

5. 3. 14. Elektroforetikus mobilitdas tesgt (EMSA, Electrophoretic mobility shift assay)

Az EMSA fehérjék DNS koté képességének vizsgalatara alkalmazott modszer. A
fehérje-DNS komplex kevésbé képes mozogni a nativ agardz gélelektroforézis soran, ezért
ezek a komplexek a nem kété DNS-kontrollhoz és mintdkhoz képest, nagyobb mulekula
tomeg felé eltolodva jelennek meg a gélben. A kisérlet soran 10pg-nyi sejtmagi fehérjét 15
percig jégen tartva eldinkubaltunk ,,binding” pufferben (SmM MgCly; 0.1 mM EDTA;
0.75mM DTT; 7.5% glicerol; 0.05% Nonidet P-40) 0.25 pg/ml BSA és 0.08 U poli(dIdC)
jelenlétében. Osszehasonlitasként az egyik esetben 1.5 pug anti-Nur77 antitestet, egy masik
esetben pedig 100x-os feleslegben radioaktivan nem jele6lt (,,hideg”) nukleotidot is adtunk az
eldinkubélas alatt egy-egy mintdhoz. 15 perc utan 50000 cpm jeldlt oligonukleotidot adtunk
hozzajuk €s tovabbi 15 percig jégen inkubaltuk az elegyeket. A kialakult komplexet 6%-0s
nem denaturald poliakrilamid (akrilamid:biszakrilamid; 30:0.8) gélelektroforézissel futtattuk
meg, 0.25x-06s Tris-Borate-EDTA pufferes kozegben. A futtatds utan a gélt 80 °C-on

szaritottuk 2 6ran keresztiil, majd autoradiografiaval értékeltiik ki az eredményt.

5.3.15. Statisztikai analizis

Az egyes kezelések hatasainak vizsgalatakor a kiilonbozd kisérletek eredményeit
Student féle t-probaval hasonlitottuk 6ssze és a p<0.05 eltéréseket fogadtuk el szignifikansan

kiillonb6zonek.
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6. EREDMENYEK:

6. 1. A retinsav receptor (RAR) és a retinoid X receptor (RXR) ligacidja

fokozza az egér timocitak dexametazon altal indukalt sejtelhalasat

El6zetes kutatasi eredményekbd] mar ismert volt, hogy a gliikokortikoidok képesek a
T- és B-sejtek mellett a timocitak apoptdzisanak kivaltasara is (Tuckermann és mtsai, 2005;
Reinhardt és mtsai, 1995). Elozetes vizsgalatok kimutattdk, hogy az ATRA és a 9cRA
képesek a gliikokortikoid altal kivaltott sejtelhalast gyorsitani. Azonban az, hogy milyen
retinoid receptorokon keresztiil és milyen mechanizmussal valtjak ki az elozetesen megfigyelt

fokoz6 hatést, eddig még nem volt tisztazott.

6. 1. 1. A dexametazon dozistfiiged modon fokozza a timocitak apoptozisat in vitro

Kisérleteink soran eldszor a dexametazon dozisfliggd hatasat vizsgaltuk egér timocitak
apoptozisara. Ennek soran a 6 Ords kezelés soran a sejteket a dexametazon emelkedd
koncentracioival kezeltiik, majd meghataroztuk a degradalodott DNS szazalékos aranyat.
Ahogy az 1. abran is latszik, a dexametazon dozisfliggdé moddon valtotta ki a timocitdk
sejtelhalasat 6 oOras kezelést kovetéen. A tovabbi kisérletekhez a dexametazon 0.1puM-0s

koncentracidjat valasztottuk, hogy a retinoidok noveld vagy esetlegesen csokkentd hatasat egy

kisérletes rendszerben tesztelhessik.

1. abra: 6 orat kovetoen a dexametazon dozis-fiiged modon
indukadlja a timocitak DNS-fragmentdciojat

A kisérletekben 24 lyuku tenyészté edényben 10"/ml timocitat
kezeltink dexametazon-acetat jelzett koncentracidival. Hat
oraval késébb a modszerekben leirt modon meghataroztuk a
fragmentalodott DNS%-os aranyat. Az adatok 3 fiiggetlen
mérés atlagat és szorasat mutatjak be.

0 -8 -7 -6 -5
Log DEX koncentracié (M)
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6. 1. 2. A dexametazon mellett adott RAR« illetve RXR specifikus retinoidok fokozzik az

egér timocitak dexametazon dltal kivaltott apoptozisdt in vitro és in vivo

A tovabbiakban 0.1uM dexametazon (a sejtek 45%-anak elhalasat kivaltd
koncentracid 6 oras kezelést kovetéen) mellett természetes retinsavak és kiillonbozo retinoid
receptorokra specifikus retinoidok emelkedd koncentracidival kezeltiik az egér timocitakat,

majd 6 oras kezelést kovetden meghataroztuk a fragmentalodott DNS aranyat (2. abra).
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2. abra: A gliikokortikoidok kivaltotta apoptozis fokozdisa az RARa és RXR receptorok egyiittes
ligdldsa révén valosul meg. A7z RARa agonista ATRA, 9cRA és CD2081, az RXR agonista LG268, valamint az
ATRA/LG268 (0.1nM) kombinacidja fokozza az egér timocitak dexametazon (0.1 pM) indukalta DNS

crer

fiiggetlen kisérlet atlagat és szorasat mutatjak be.
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DNA fragmentacié emelkedése (%)

A timocitak csak RARa és RARy, valamint RXR receptorokat fejeznek ki (Szondy és
mtsai, 1997). Az alkalmazott retinsavak és retinoidok koziil az ATRA minden RAR receptort
aktival, az AMS580 és CD2081 az RARa receptor, a CD437, CD666 ¢és a CD2325 az RARy,
az LG268 pedig az RXR receptor agonistaja. A 9cRA viszont mind az RAR, mind az RXR
receptorok hatasos aktivatora. Ahogy a 2. abra mutatja, az ATRA kivételével az 6sszes RARo
¢s RXR specifikus ligand hatasosan, kb 30%-kal fokozta a timocitak dexametazon kivaltotta
apoptozisat. Ezek a vegyliletek 6nmagukban nem fokoztdk az apoptdzist (3. abra). Masrészt
az RARy-n keresztiil hato ligandok, melyekrdl el6z6leg mar kimutattak, hogy fokozzak az
egér timocitak apoptozisat (Szondy és mtsai, 1997), a gliikokortikoidok altal indukalt egér
timocita apoptozis fokozasaban hatistalannak bizonyultak (3. dbra). Az ATRA fizioldgias
koncentracioban ugyan dexametazonnal egyiitt adva szintén hatéstalan volt, viszont abban az
esetben, amikor mellette LG268-at is adtunk, fokozta gliikokortikoid indukalta apoptdzist.
Eredményeink alapjan val6szintsithetd, hogy az RARa és RXR receptor egyiittes ligalasa

sziikséges ahhoz, hogy a fokozd hatast tapasztaljuk.

30 3. dbra: A vigsgdlt retinoidok hatdsa a
timocitdk spontdn apoptozisdra.
20} 10’/ml timocitat 6 oraig kezeltink a
retinoidok jelzett koncentracioival. A
10l fragmentalodott DNS %-os aranyat a kezelés 6.
orajaban hataroztuk meg. A spontan DNS
LG268 fragmentalodas mértéke 8+3% volt. Az adatok 3
ol e fliggetlen mérés atlagat és szorasat mutatjak be.
0 9 8 -7 -6 010 -9 -8 -7
30
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0 TE— =1 3= 3¢ &8
CD2081 : !
0o 9 8 7 o 9 8 7

Log retinoid koncentracio (M)
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Annak megfelelden, hogy az egér timocitdk RARP receptort nem expresszalnak, az
erre specifikus liganddal (CD2314) torténd kezelést kovetden fokozd hatast szintén nem

tapasztaltunk.

Latva, hogy az RAR receptorok koziil, egyediil az RARa-an keresztiil hat retinoidok
bizonyultak hatasosnak, annak tovabbi bizonyitasara, hogy valéban az RARa receptor vesz
részt a folyamatban, RARa knock out egerekbdl (Chapellier és mtsai, 2002) izolalt
timocitakon is teszteltliik a retinoidok hatasat. Ahogy az 4. dbra mutatja, az RARa receptor
hianyaban csak az RXR receptort aktivalo LG268 és 9cRA volt képes a gliikokortikoid altal
kivaltott sejtelhalas fokozasara. Adataink azt mutatjak, hogy az AM580 ¢és az ATRA nagy
koncentracional megfigyelt fokozo hatasa az RARa receptoron keresztiil valosul meg, de az

RXR 6nmagaban torténd ligacidja is hatasos lehet.

30

o

Cwm [

£2 9cm;%,}/{%—§ LG268

Eg 10 - -
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Log retinoid koncentraci6 (M)

4. abra: A7 RXR specifikus retinoidok az RAR«a null timocitik esetében is fokozzak, mig a RARa
agonistik hatdstalanok a dexametazon indukdlt timocita apoptézisban. 10" /ml timocitat 6 oraig kezeltiink a
retinoidok jelzett koncentracioival. A fragmentalodott DNS %-os aranyat a kezelés 6. orajaban hataroztuk meg.
A spontan DNS fragmentalodas mértéke 8+3% volt. Az adatok 3 fliggetlen mérés atlagat és szorasat mutatjak be.

Az RARa szerepének tovabbi bizonyitasdhoz egy RARa antagonistanak (CD2503) a hatasat
is teszteltiik, melynek eredményét az 5. abra mutatja be. Meglepetésiinkre a vad tipus,
dexametazon kezelt sejtek esetében a CD2503 6nmagédban adva dexametazon jelenlétében
szintén apoptozis fokozodast hozott 1étre. A CD2503 is biztosan az RARa -n keresztiil hatott,
mert az RARa null timocitakban nem volt hasonlé hatasa (5. abra). Mivel az antagonista nem
fokozza az RAR« receptor transzkripcios hatasat, ez a megfigyelés arra utal, hogy ahhoz,

hogy a retinoidok hatasosan fokozzdk a GR indukalta timocita sejtelhalast, nem sziikséges a

retinoid receptorok transzkripcios hatésa.
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5. dbra: A7 RARc antagonista_az_agonistikhoz hasonlé mddon_fokozta a gliikokortikoidok dltal kivaltott
apoptézist. 10" /ml timocitat 6 oraig kezeltiink a retinoidok jelzett koncentracioival. A fragmentalodott DNS %-
os aranyat a kezelés 6. orajaban hataroztuk meg. A spontan DNS fragmentalodas mértéke 8+3% volt. Az adatok
3 fiiggetlen mérés atlagat €s szorasat mutatjak be.

Bar a DNS fragmentacidé a sejthaldl apoptotikus formajanak jellemzdje, a timocita
differenciacié soran bekovetkezd lehetséges DNS atrendezddés beleszolhat a fragmentalt
DNS apopto6zisbol fakado eredetébe. Ezért annak bizonyitasara, hogy a retinoidok fokozzak a
gliikokortikoidok hatasara apoptdzissal elhalt sejtek szamat, egyiittes PI és annexin V-FITC
jelolést alkalmazva, aramlasi citométerrel IS meghataroztuk az elhalt sejtek aranyat. Ahogy a
6. abra is mutatja, a 9cRA, AM580, CD2503 valamint az LG268 is emelte a dexametazon
indukalta apoptozist éretlen timocitdkban, melyek koztudottan érzékenyek a

glitkokortikoidokra (Cohen, 1992).

6. abra: A timocitakban a DNS
& : 0.1uM DEX+0.3uM CD2503
10.8% DNSO 8.3% 3_3cy°'0'1'u‘MT'D:—EX13_'5oA, 1%/0‘ e 38.2% hasitas mértékével jellemzett

® sejtelhalds valoban apoptoZis.

A

3* 83.6% !- T 7T% 55% 233% 125% | 35.8% 10 /ml timocitat 6 éraig kezeltink a

retinoidok jelzett koncentracioival.

St CJENG i i 0~ ANV
1,M DEX+1nM LG268 Az apoptotikus sejtek %-os aranyat
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;1-1% 42% o-g% 43%| 10.8% o 46% a kezelés propidium jodid/annexin
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Az in vitro kisérletek mellett dexametazonnal (0.2 mg) és retinoiddal (50ng) injektalva
az egereket, 24 Oras in vivo kezelés utan meghataroztuk a tuléld sejtek szamat és a talélt
timocitak tipusat. A 7. dbrdn lathatd médon mind az RARa, mind az RXR ligalasa fokozta a
timocitak gliikokortikoiddal kivaltott sejtelhalasat, ami leginkabb a CD4+CD8+ dupla pozitiv

populaciot érintette.

DMSO DEX7 DEX+AM580 DEX+LG268
sejt szam: 39x107 N 17x10 o 7x107 _ 9x107
[ 12%|76.2% 7 | 16.7% |36.2% - | 16.9% | 22.2% 17.2% | 229% '

[
»

} uwv N p

{1 - -\"""}

R
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[ 6.9%4.9% [ ¥ 36% 12.:3% 122%

CD8-FITC

7. _dbra: Retinoidok oltasdt kovetéen a CD4+/CD8+ duplapozitiv_timocitik dexametazon dltal kivaltott
sejtelhaldsa fokozddott in vive. Dexametazonnal (0.2mg) egyiittesen alkalmazva, mind az AM580 (50ng), mind
pedig az LG268 (50ug) oltasat kovetden megfigyelhetd a retinoidok in vivo apoptozist fokozo hatasa
CD4+/CD8+ duplapozitiv timocitak esetén, 24 ora elteltével.

6. 1. 3. A retinoidok nem emelik a gliikokortikoid hormon dltal indukalt PI-PLC
foszforilaciot

Korabbi tanulmanyokban azt talaltuk, hogy a PI-PLC foszforilalassal torténd
aktivacioja példa a dexametazon indukalta timocita sejtelhalas ,,nem genomikus” hatasara
(Cifone és mtsai, 1999). Mivel a CD2503-al folytatott kisérleteink arra utaltak, hogy a
retinoid receptorok nem transzkripcios hatasuk révén vesznek részt a folyamatban, vizsgaltuk,
hogy vajon a retinoidok kivaltjak-, illetve fokozzak-e a PI-PLC gliikkokortikoidok altal
indukalt foszforilacidjat. A kisérlet soran a (tirozin oldallancon foszforilalt) fehérjét agaroz-
konjugalt 4G-10 antitestte]l immunpreciptacios technikat alkalmazva nyertiik ki a sejtekbdl,
majd az immunprecipitalt PI-PLC-t anti-PI-PLC antitesttel mutattuk ki Western blot-tal.
Ahogy a 8. abra mutatja, a 9cRA, amely a természetes retinsavak koziil a leghatékonyabbnak
bizonyult a dexametazon indukalta timocita sejtelhalas fokozéasdban, a PI-PLC gliikokortikoid
kivaltotta foszforilacidjat nem fokozta, bizonyitva, hogy nem a PI-PLC foszforilacio a

legfontosabb targetje a retinoid hatasnak.
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8. dbra: A gliikokortikoidok dltal indukdlt P\-PLC foszforilacio nem emelkedett retinoid
kezelés hatdasdra. A foszforilalt fehérjéket agardz-konjugalt 4G-10 antitesttel immunpecipitaltuk a
timocitak sejtlizatumabdl retinoid (0.3uM) és dexametazon (0.1uM) kezelést kovetben, majd Western
blot-tal mutattuk ki az immunprecipitatumban megjelend foszforilalt fehérjék (PI-PLC) jelenlétét PI-
PLC ellenes antitest hasznalataval, 3 egymast kovetd, fiiggetlen kisérletben.

6. 2. A retinoidok, a timocita apoptézis soran, emelik a GILZ
(Gliikokortikoid altal Indukalhato Leucin Zippzar) gliikokortikoid hormon

altal indukalt expressziojat

Egyre tobb kisérletes eredmény tamasztja ald, hogy a sejtmagi receptorok amellett,
hogy sajat cél génjeik expressziojat szabalyozzak transzaktivacios tulajdonsagaik révén, ezen
kiviil képesek mas transzkripcios faktorhoz kapcsolddni és ezéltal szabalyozni annak
transzkripcios mitkodését is. Az elsé megfigyelés ezzel kapcsolatban 1990-b6l szarmazik,
amikor is megfigyelték, hogy a gliikokortikoid receptor képes gatolni az AP1 transzkripcios
faktor transzkripcios aktivitasat (Yang-Yen és mtsai, 1990). A megfigyelt transzrepresszio
kolesonos €s olyan, jelenleg ismeretlen allapotat igényli a receptornak, mely aktivalhatéo mind
agonistakkal, mind pedig egyes esetekben, a vizsgalt magreceptor antagonistaival is. Szintén
megfigyelték, hogy a kolcsonhatds Onmagaban nem feltétlen vezet csak negativ
szabalyzashoz, tobb tanulmany is leirta, hogy a kapcsolat két transzkripcids faktor kozott sok
esetben pozitiv transzkripcids hatast valt ki (Shemshedini és mtsai, 1991). Ezek alapjan,
illetve abbol kiindulva, hogy elézetesen mdar szintén leirtdk a gliikkokortikoid indukélta
apoptozis a gliikokortikoid receptor transzkripcids aktivitasatol fiiggd folyamat, vizsgaltuk,
hogy az éaltalunk megfigyelt retinoid hatdsok a dexametazon kivaltotta sejtelhalasban,
befolyasoljak-e a gliikokortikoid receptor transzkripcids aktivitasat. Ennek eldontéséhez
elészor megvizsgaltuk, vajon a retinoidok valtoztatjak e a GR mennyiségét, amelynek soran
timuszbol izolalt timocitdkat kezeltiink 0.1uM dexametazonnal dnmagaban illetve 0.3puM
ATRA, 9cRA, AMS580 és CD2503 adasaval egyiittesen. 2 6ras kezelést kovetden immunoblot
technikaval hataroztuk meg a GR mennyiségét. Ahogy a 9. abran lathato, a retinoidok nem
emelték a GR szintjét, tehat jelen esetben nem a GR mennyiségének megvaltozasa miatt

latunk valtozast a retinoid indukalta folyamatokban.
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9. dbra: A retinoidok nem_emelik az alap, dexametazon kezelés hatasdra kialakult gliikokortikoid-
receptor_szintet. 10’sejt/ml timocitat 0.1uM dexametazonnal kezeltink ¢nmagaban, illetve 0.3uM 9CRA,
AMS580, CD2503 és 0.1nM LG268 jelenltében egyiittesen. 2 oras kezelést kdvetéen immunoblot analizissel
mutattuk ki a kezelések hatasara bekovetkezd GR mennyiségének valtozasat. A felvitt mintak azonos fehérje
mennyiségének igazolasara kontrollként -aktint hasznaltunk.

Ezt kovetden vizsgaltuk a retinoidok hatasat a GR transzkripcids aktivitdsdban,
megfeleld célgént valasztva. Tobb génrdl korabban mar leirtdk, hogy kifejezddésiik fokozodik
a timocitak dexametazon indukalta sejtelhalasa soran (Woodward és mtsai, 2010). Ezen
gének kozil a kdzvetleniil gliikokortikoidra aktivalodé gént, a GILZ-t valasztottuk, mert mar
a gliikokortikoid indukalta timocita elhalas kezdeti fazisaban aktivalodik (Delfino és mtsai,
2004), valamint prometere hordoz szamos gliikokortikoid valaszadd elemet (Muzikar és
mtsai, 2009). Kisérleteink soran azt vizsgaltuk, hogyan valtozik ennek a génnek az
expresszids szintje dexametazon és retinoid kezelést kovetden. Az izolalt timocitakat az
elézéekhez hasonld koncentrdcidban hasznalt dexametazonnal és kiilonb6zd retinoidokkal
kezeltiik és 2 oOras kezelést kovetden a sejtekbdl izolalt RNS-b61 gPCR technikat alkalmazva
meghataroztuk az aktivalodott GILZ mRNS-ének mennyiségét. A kapott eredmények alapjan
elmondhatjuk, hogy mig a retinoidok Onmagukban nem valtoztattdk meg a GILZ
expresszidjanak szintjét, addig dexametazonnal tortént egyiittes kezelés soran mind az
alkalmazott RARo agonista és antagonista, valamint az RXR receptor agonista is dozis fiiggd

modon fokozta a GILZ gliikokortikoid indukalta génexpresszios szintjét (10. abra).
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* ' 0.07 10. abra: A retinoidok emelik a gliikokortikoid-
* 0.06 N o indukdlta GILZ expressziot.
0.05

GILZ/Cyclophilin

Izolalt egér timocitakat 0.1uM dexametazonnal és

00 a retinoidok emelkedé koncentracidival kiilon és

0.03 egyiittesen is kezeltiink. A GILZ mRNS szintjének

0.02 0.02 meghatarozasa a kezeléseket kovetd 2 h mulva

0.01 tortént. A feltlintetett adatok 3 parhuzamos mérés

atlagabol adodnak. A dexametazon-kontrollhoz

DEX(O.WM) - + - 4 - + - + - + DEXOWM) - + - + - + - + - + - 4 viszonyitott tobbi eredmény szignifikans eltérését
AM580 (uM) 0 0.003  0.03 0.3 3 LG268 (nM) 0 05 5 10 50 100
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Ezen adatok alapjan elmondhatjuk, hogy a retinoidok fokozzdk a GR transzkripcios
aktivitdsat, mely hatadsukat mind az RARa mind pedig az RXR receptor ligicidja révén
kifejthetik, valamint az RARa transzkripcios aktivitasa nem sziikséges a megfigyelt hatas
kivaltasahoz, mivel az RARa antagonista az agonistahoz hasonlé moédon befolyasolta a GILZ

génexpresszios szintjét (11. abra).

0.07 * 11. _dabra: Az RARa antagonista _szintén fokozza a

£ 006 * gliikokortikoid fiiggd GILZ expressziot.

—_ *

-5_0_05 Az RARa antagonista CD2503 (0.3uM) kezelést
o) kovetéen fokozodik a gliikokortikoid fliggd gén, a
O 0041 GILZ expresszidja, 2 Oras kezelést kdvetéen. A
60.03 feltiintetett adatok 3 parhuzamos mérés atlagat és
= szérasat mutatjdk. A dexametazon-kontrollhoz
5 0.02 viszonyitott tobbi eredmény szignifikdns eltérését
— Student t-teszttel hataroztuk meg (p<0.05).

O o.01

DEX(O.uM) = + - + - + - + - +
CD2503(uM) 0 0.003  0.03 0.3 3

6. 3. A retinoidok transzaktivacios hatasa RARa/RXR heterodimeren

keresztiil szabalyozodik

Az elobbiekben bemutatott transzaktivacios hatas tovabbi vizsgalatdban a retinoidok
hatasat in vitro gliilkokortikoid luciferaz riporter esszével vizsgaltuk, mely soran COSI1
sejteket transzfektaltunk tranziens transzfekcioban pCMX-GRE-luc riporter konstrukcioval,
illetve pCMX-FL-hRARa, és /vagy pCMX-FL-hRXRa receptorral Onmagiban vagy
egylttesen polietilénimin (PEI) jelentlétében. 48 orés transzfekciot kovetden a kapott
luciferaz aktivitasokat a mért P-galaktozidaz aktivitashoz viszonyitva normalizaltuk. A
hasznalt COS1 sejtek a GRE-luc konstrukci6 transzaktivalasahoz elegendé mennyiségii
gliilkokortikoid receptort expresszalnak, viszont RAR receptorok csak minimalisan

expresszalddnak benniik (Crettaz és mtsai, 1990).
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12. dbra: A dexametazon dozis-fiiggd modon indukdlja a pCMX-GRE-luc konstrukcio expresszojdt. A
tranziensen transzfektalt COS1 sejtek 5 oras transzfekcidjat és dexametazon emelkeddé koncentracidinak
jelenlétében torténd 48 oras kezelését kovetéen a dexametazon dozisfliggd modon indukalja a luciferaz
konstrukcio expresszidjat. A statisztikai hibaszazalék 3 egymastol fiiggetlen kisérletbdl fakad (p<0.05).

Ahogy a 12. abran is lathaté, a GRE-luc riporter plazmid tranziens transzfekciojat
kovetden a riporter enzim dozisfliggd modon indukélodott, azonban a dexametazon 10puM-0s

koncentracidja mar toxikusnak bizonyult.

Az ebben a kisérletben kapott eredmények alapjan a tovabbi vizsgalatokra szintén a
dexametazon 0.1uM-os koncentraciojat valasztottuk ki, a retinoidok gliikokortikoid indukalta

transzkripcio szabalyozasaban betoltott szerepének vizsgalatara.

Eloszor azt teszteltiik, hogy a retinoidok onmagukban, gliikokortikoid adasa nélkiil
hogyan befolyasoljak a GR transzkripcids aktivitasat. A kapott eredmények azt mutattak,
hogy egyik vizsgalt retinoid sem ndvelte meg a gliikkokortikoid indukalta transzaktivaciot,
amely megegyezik azzal a megfigyeléssel, hogy ezek a COS1 sejtek kis mennyiségben
expresszaljak az RAR receptort (13. abra).
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13. abra: A 6 ords transzfekciot kévetoen a retinoidok dexametazon hianyaban nem befolyasoljik a

PCMX-Gre-luc_konstrukcio _expresszidjat. A COS1 sejteket a jelzett plazmidokkal transzfektaltuk 5 oréan

keresztiil, majd a feltiintetett dozist retinoidokkal kezeltiik 48 oran keresztill. Az adatok 3 fiiggetlen mérés

atlagat és szorasat mutatjak be (p<0.05).

Ezt kovetden mar az dnmagukban, illetve egylittesen transzfektalt RARo és RXRa
receptorok szerepét, valamint az emelkedé koncentracidban alkalmazott retinoidok hatédsat
vizsgaltuk a dexametazon indukalta luciferaz expresszioban. A 14-17. abrak mutatjak, hogy a
kiilonb6zd retinoid receptorok transzfekcidja, retinoid kezelés hidnydban nem valtoztattak
meg a dexametazon indukalta luciferaz expresszidjat, azonban retinoidok jelenlétében eltérd
transzkripcios hatékonysag volt megfigyelhetd. Az ATRA, ami egy természetes RAR
agonista, csak RXR jelenlétében nem befolyasolta a GR indukalta transzkripciot, azonban
RAR« illetve RARo/RXR jelenlétében is csak nagyon alacsony expresszid fokozast mutatott
(14. abra).
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none RARa RXRa  RARa/RXRa 14. dbra: Az ATRA névekvd koncentrdcidinak hatdsa a
4000 - dexametazonnal kivdltott transzkripciora RARa, RXR
és RARa/RXR egyiittes jelenléte esetéen. Az ATRA
emelked6 koncentracioival kezeltik a sejteket 48 oran
3000 . . it
B keresztiil 0.1uM  dexametazon jelenlétében. A
2000 | feltiintetett adatok 3 parhuzamos mérés atlagat és
szorasat  mutatjdk. A dexametazon-kontrollhoz
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1000 Student t-teszttel hataroztuk meg, ahol (p<0.05).
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A masik természetes RAR/RXR agonista, a 9cRA szignifikdnsan emelte a GR
indukalta transzkripciot mind RXR mind pedig RARa jelenlétében. A hatas azonban sokkal
kifejezettebb volt, amikor az RAR/RXR receptorok egyiittesen voltak jelen a sejtekben (15.
abra).

5000
none RARa RXRa  RARa/RXRa
*
4000 - Lt
*
x *
3000 *
2000 1
1000
0
DEX +++++ +++++ +++++ +++++
90RA(HM)°E§§§ =§%§§ =2%§§ ci'%%,%

15. abra: A 9cRA novekvd koncentrdcidinak hatdsa a dexametazonnal kivaltott transzkripciora RAR o, RXR
és RARaIRXR receptorok egyiittes jelenléte esetén. A 9cRA emelkedd koncentracioival kezeltiik a sejteket 48
oran keresztiil 0.1uM dexametazon jelenlétében. A feltiintetett adatok 3 parhuzamos mérés atlagat és szorasat
mutatjak. A dexametazon-kontrollhoz viszonyitott tobbi eredmény szignifikans eltérését Student t-teszttel
hataroztuk meg, ahol (p<0.05).

Ezek az adatok azt mutatjak, hogy ugyan az RXR ligdldsa 6nmagaban is képes
hatékonyan emelni a GR indukalta transzkripciot, azonban a maximalis emelkedés csak abban

az esetben volt lathatd, amikor mindkét receptor jelen volt és ligalva volt 9cRA altal.

Tovabb vizsgalva ezt a jelenséget, szintetikus retinoidokat is alkalmaztunk, mely soran
azt tapasztaltuk, hogy az RXR receptor agonista LG268 szintén szignifikdnsan emelte a
transzkripciot RXR jelenlétében és ehhez hasonldéan RARo/RXR heterodimer jelenlétében is
(16. abra).

43



>

U‘
o
o
o

’é none RAR« RXRa RARo/RXRa
[(b]

£4000 . z
3}) ** *
m 1 %*
53000

O

=2000 1

©

()]

0

= 1000-

£

e o

DEX +++++ ++4+++ +++++ ++++
LG268(nM) = - w = 2

50 +

50

S - S S S = n =

S - =
o -

16. dabra: A7 RXR receptor _agonista L G268 névekvd novekvd koncentrdcidinak hatdisa a dexametazonnal
kivaltott transzkripciora RARa, RXR és RARaIRXR receptorok egyiittes jelenléte esetén. Az 1.G268 emelkedd
koncentracioival kezeltiik a sejteket 48 oran keresztiil 0.1uM dexametazon jelenlétében. A feltiintetett adatok 3
parhuzamos mérés atlagat €s szorasat mutatjadk. A dexametazon-kontrollhoz viszonyitott tobbi eredmény
szignifikans eltérését Student t-teszttel hataroztuk meg, ahol (p<0.05).

A szintetikus RARa agonista AM580 ¢és az antagonista CD2503 az ATRA-hoz
hasonloan szintén hatastalannak bizonyult abban az esetben, amikor RXR receptor volt jelen
¢s szintén csak kis mértékben hatott RARa jelenlétében, azonban amikor mindkét receptor

expresszalva volt, mindkét vegyiilet szignifikdnsan emelte a gliikokortikoid indukalta

transzkripciot (17. abra).

5000 none RARa RXRo RARa/RXRa 5000 none RARw RXRa  RARa/RXRa
* *
4000 x* 4000 1 * ¥
* *

3000 3000
2000 1 2000 1
1000 10001

0 0-
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17. abra: Az RARo agonista AMS580 és antagonista CD2503 novekvd koncentrdacioinak hatdisa a
dexametazonnal kivaltott transzkripciora RARo, RXR és RARa/RXR receptorok egyiittes jelenléte esetén. Az
retinoidok emelked6 koncentracioival kezeltiik a sejteket 48 6ran keresztiil 0.1uM dexametazon jelenlétében. A
feltiintetett adatok 3 parhuzamos mérés atlagat és szordsat mutatjak. A dexametazon-kontrollhoz viszonyitott
tobbi eredmény szignifikans eltérését Student t-teszttel hataroztuk meg, ahol (p<0.05).
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Abban az esetben, ha az RARa/RXR heterodimert expresszald sejteket egyiittesen
kezeltik AM580-al és LG268-al a dexametazon mellett, az elobbieckhez képest sokkal
hatékonyabb transzkripciot detektaltunk (18. abra), melyb6l arra kovetkeztettiink, hogy a
heterodimer mindkét tagjanak egyiittes ligalasa sziikséges ahhoz, hogy a gliikokortikoid

receptor magas hatékonysagu transzkripcios aktivitasat valtsuk ki.

6000

RARo+RXRa

5000 |

4000 -

3000 1

2000 H

1000

normalised luciferase intensity

O A

DEX + + + +

AM580 (0.3uM) - + -
LG268 (50nM) - - + +

+

18. dbra: Az RARa és RXRa receptor egyiittes ligdldsa fokozza a leghatdsosabban a GR transzkripcids
aktivitasdsdt. A retinoidok abran feltiintetett koncentracidival kezeltiik a sejteket 48 oran keresztiil 0.1uM
dexametazon jelenlétében. A feltiintetett adatok 3 parhuzamos mérés atlagat és szorasat mutatjak. A
dexametazon-kontrollhoz viszonyitott t6bbi eredmény szignifikans eltérését Student t-teszttel hataroztuk meg,
ahol (p<0.05).

Ezek az adatok azt bizonyitjak, hogy az RARo/RXR heterodimer sziikséges ahhoz,
hogy a retinoidok a hatékonyan fokozzak a gliikokortikoidok altal indukalt transzkripciot, a
fokozas mindkét receptor ligalasa esetén a leghatékonyabb, megemlitve, hogy az RXR/RXR

heterodimerek is kozvetithetik a hatast.

Mivel a CD2503 ugyan nem transzaktivalja az RARo receptort, viszont jelen
tanulmanyban megfigyelt hatasa megegyezett a receptor agonistainak hatdsaval, ezért annak a
lehetdségét, hogy a mi esetiinkben a retinoid receptoroknak nem sziikséges a DNS-hez
kotddnitik ahhoz, hogy a GR transzkripcids aktivitasat fokozzak, a retinoid receptorok DNS-
koté mutansainak vizsgalataival teszteltiik. A sejteket a fentiekhez hasonld koriilmények
kozott transzfektaltuk, annyi kiilonbséggel, hogy a fent leirt retinoid receptorok helyett ebben
a kisérletben RARa-LBD és RXRoa-LBD receptorokat hasznaltunk, amelyek a receptorok

DNS-t kotni nem tudé mutinsai. Ahogy a 19. abran lathat6, ebben az esetben is
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megfigyelhetd volt az alkalmazott retinoidoknak a GR transzkripcids aktivitasat fokozo hatasa
a vad tipusu receptorokkal végzett kisérleti eredményekhez hasonléan, ami igazolja, hogy a

retinoid receptorok DNS-hez torténd kotddése nem sziikséges a megfigyelt hatas eléréséhez.
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19. dbra: A retinoidok receptorok DNS-hez torténd kotddése nem_sziikséges a gliikokortikoid indukdlta
sejtelhalds fokozdsanak kivdltisahoz. A Western blot analizis a COS1 sejtekben 1évo transzfekcio elotti és a
transzfekciot kovetd receptorok mennyiségét mutatja. Kontrollként IG3 sejtvonalat hasznaltunk. A masik abra a
vad tipusu retinoid receptorok DNS-hez k6tddni nem tudd mutansaival (RARa-LBD, RXRa-LBD) tortént
transzfekcideredményét mutatja, mely soran a COSI1 sejteket a transzfekciot kovetéen 0.1uM dexametazon
mellett 9cRA, AM580 ¢és LG268 abran feltiintetett koncentracioival kezeltiik. A feltiintetett adatok 3 parhuzamos
mérés atlagat €s szoasat mutatjak. A dexametazon-kontrollhoz viszonyitott tobbi eredmény szignifikans eltérését
Student t-teszttel hataroztuk meg, ahol (p<0.05).

6. 4. Ligandkotést kovetoen a gliikokortikoid és a retinoid receptorok kozott

kolcsonhatas lép fel

Ismert, hogy a transzkripcids faktorok liganddal torténd aktivalas utan kolcsonhatnak
egymassal ¢s ez a létrejové kapcsolat kiilonbozoé transzkripcios faktorok kozott gyakran
kozvetlen kdlesonhatason keresztiil szabalyozodik, amelynek Iétrejotte nem feltétleniil igényli

a kolcsonhat6 partner DNS- hez valo kotddését.

6. 4. 1. A glitkokortikoid és azg RAR o receptor kolcsonhat egymadssal

Eddigi eredményeink alapjan, mi is vizsgaltuk egy lehetséges kdlcsonhatéas 1étrejottét
az RARa és a GR kozott. Kiséleteink elsd részében a lehetséges kdlesonhatas kimutatasara a
két receptor kozott, immunprecipitacios technikat alkalmaztunk, mely sordan a timocitak
dexametazonnal és kiilonbozd retinoidokkal tortént kezelését kovetden a gliikokortikoid

receptort agar6z-kapcsolt GR ellenes antitesttel kivontuk a sejtekbdl, majd Western blottal
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mutattuk ki a gliikkokortiokoid receptorral kolcsonhato retinoid receptort. A 20. abran lathato,
hogy a kiilonbozd retinoidokkal tortént kezelés hatdsira ugyan egyforma mennyiségii GR
fehérjét mutattunk ki, azonban amikor a co-immunoprecipitalt fehérjéket vizsgaltuk
dexametazon kezelés hianyaban, co-immunprecipitalt RARa receptor nem volt kimutathato,
de egyiittes dexametazon ¢és retinoid kezelést kovetéen a gliikokortikoid receptor mellett

kimutathato volt a co-immunprecipitalt RARa receptor is.
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20. dbra: Az RARa koimmunoprecipitilhato volt a GR-ral abban az esetben, ha mindkét receptor ligandja
egyiittesen jelen volt. Az abran a GR-ral koimmunprecipitalt RARo lathat6é. Mindkét receptor egyiittes ligalasa
volt sziikséges a komplex 1étrejottéhez. A kisérlet soran 0.1uM dexametazon mellett 0.3 nM-os koncentracioban
alkalmaztuk a retinoidokat, kivéve az LG268-at, melyet 100nM koncetracioban hasznaltunk.

Azt a feltételezést, hogy a gliikkokortikoid indukalta sejtelhalas RARo/RXR
heterodimeren keresztiil szabalyozddik a retinoidok hatasara, az immunprecipitacios kisérlet
is igazolta, mivel az RXR agonista LG268 liganddal torténd kezelés hatdsara a co-

immunoprecipitdlt RARa receptor szintén kimutathat6 volt.

Annak vizsgalatat, hogy a receptorok kozott létrejott kolcsonhatas kozvetleniil
torténik- e €s nem valamilyen egyéb fehérjén keresztiil alakul ki, emlds két-hibrid technikaval
végeztik. A kisérletben 293T fibroblaszt sejteket transzfektaltunk pCMX-Gal-L-hGR és
PMH100-TK-luc plazmidokkal 6nmagaban vagy VP-hRARa-LBD plazmiddal egyiitt. A
transzfekcios hatékonysadg normalizalasahoz pCMX-b-galaktozidaz plazmidot hasznaltunk.
Ebben az esszében csak abban az esetben indukalddik a luciferaz enzim, ha egyrészt a
glitkokortikoidok hatnak a pMH100-TK-luc és pCMX-Gal-L-hGR plazmidokkal transzfektalt
sejteken, mivel ekkor a ligandkotést kovetden a transzfektalt GR hozzakotddik, Gal fuzids
DNS koté doménjén keresztiil, a luciferaz promoteréhez, mely transzaktivaciohoz vezet. A
masik lehetdség, amely soran a luciferaz enzim indukalodik, hogy gliikokortikoid hidnyaban a

VP-hRARa-LBD plazmiddal kédolt RARa fuzids fehérje, ami egy Herpes simplex virusbol
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szarmaz6 transzaktivacios domént (VP) hordoz és nem rendelkezik DNS kotési képességgel,
kolcsonhat a pCMX-Gal-L-hGR kodolt GR fazids fehérjével, szintén transzaktivaciohoz

vezetve.

Amint a 21. abra mutatja, azokban a sejtekben, amelyek pMH100-TK-luc plazmiddal
onmagaban vagy pCMX-Gal-L-hGR illetve VP-hRARa-LBD plazmidokkal egyiittesen
voltak transzfektalva szignifikdns luciferaz aktivitds nem volt detektalhato. Viszont azokban
az esetekben, amikor a pMH100-TK-luc/pCMX-Gal-L-hGR transzfektalt sejtekben a VP-
hRARa-LBD is jelen volt egyidejiileg, ahhoz hasonld luciferaz aktivitas volt detektalhato,
amilyet dexametazon kezelés mellett, de VP-hRARa-LBD plazmid hianyaban mértiink. Ezek
az adatok szintén alatdmasztjak, hogy a két receptor kozott interakcid jon létre, valamint

igazoljak, hogy a 1étrejott kolcsonhatas kozvetleniil torténik.

8000
Gal-hGR VP-RAR Gal-hGR+VP-RAR

6000

4000

2000+

Norm. luciferase activity

NDJ NDNDND ND NDND NDNDNDNDND i

01~ . . ,
DEX (0.1uM) -
ATRA (0.3pM) - -
AM580 (0.3uM) - -
LG268 (0.1nM) - -

+
o 4
[ SR T |
1
L N
1
]
1
LI I
1
LI I3
[
[
| I |
[ I S|
1
e+ +
o4+ o+
1

21. abra: Az emlos-két hibrid rendszer kozvetlen interakciot valosziniisit az RARa és a GR kozott, amelyet

nem _befolydsol a retinoidok kitédése. 293T sejteket Gal-hGR és VP-RXR plazmidokkal transzfektaltunk 5 6ran

keresztiil, majd 48 éran at kezeltiik a sejteket 0.1uM dexametazonnal és 0.3uM 9cRA és AMS580-al, valamint
100nM LG268-al. A feltiintetett adatok 3 parhuzamos mérés atlagit és szordsat mutatja. A dexametazon-

kontrollhoz viszonyitott tobbi eredmény szignifikans eltérését Student t-teszttel hataroztuk meg, ahol (p<0.05).
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6. 4. 2. Ligandkotést kovetoen a Qliikokortikoid és az RXR receptor szintén kolcsonhat

egymdssal

A tranziens transzfekcios kisérletekben lattuk, hogy az RXRo receptor ligacidja
onmagaban is képes volt fokozni a dexametazon indukalta transzkripciot, ezért szintén emlds
két-hibrid technikat alkalmazva vizsgaltuk, hogy a GR ¢s az RXR receptor kozott is kialakul e
hasonlé kolcsonhatas, mint a GR és RARa esetében. A kisérleteket az elozovel azonos
modon és koriilmények kozott végeztiik, kivéve, hogy ebben az esetben a sejteket a pCMX-
Gal-L-hGR mellett VP-hRXRa-LBD koédolt plazmiddal transzfektaltuk. A 22. abra mutatja,
hogy a pMH100-TK-luc plazmiddal 6nmagaban illetve a pCMX-Gal-L-hGR vagy a VP-
hRXRa-LBD plazmiddal egyiittesen transzfektalt sejtekben szignifikans luciferaz aktivitas
szintén nem volt kimutathatd. Azonban, amikor a pMHI100-TK-luc/pCMX-Gal-L-hGR
transzfektalt sejtekben a VP-hRXRa-LBD is jelen volt egyidejlileg, szintén ahhoz hasonlo
luciferaz aktivitas volt detektalhatd, amilyet dexametazon kezelés mellett, de VP-hRXRa-
LBD plazmid hidnyaban mértiink, amely ebben az esetben is azt igazolja, hogy a két receptor
kozott direkt interakcio jon létre. Azonban a GR/RARa kozotti interakcid vizsgéalata soran
tapasztaltakkal ellentétben ebben az esetben mind az RXR receptor ligalasa, mind pedig a GR

ligalasa fokozta az interakcio létrejottének hatékonysagat.
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22. abra: Az emlos-két hibrid rendszer kozvetlen interakciot valosziniisit az RXR és a GR kozott, melyet erdsen
befolydsol_a_ligandok jelenléte. 293T sejteket Gal-hGR és VP-RXR plazmidokkal transzfektaltunk 5 oran
keresztiil, majd 48 déran at kezeltiik a sejteket 0.1uM dexametazonnal és 0.3uM 9cRA és AMS580-al, valamint
100nM LG268-al. A feltiintetett adatok 3 parhuzamos mérés atlagat és szorasat mutatja. A dexametazon-
kontrollhoz viszonyitott tobbi eredmény szignifikans eltérését Student t-teszttel hataroztuk meg, ahol (p<0.05).
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6. 5. A retinoidok nem befolyasoljak a gliikokortikoid receptor 232-es

pozicioban elhelyezkedd szerin oldallancan bekovetkezo foszforilaciot

Bér a ligandkotés alapvetd a GR transzkripcios aktivitdsanak az elinditdsdhoz, a
receptor foszforilacid révén bekovetkezd poszttranszlacios modositasat szintén megfigyelték
(Bodwell és mtsai, 1991). A poszttranszlaciés modositas soran a GR-on szamos szerin és
treonin aminosav foszforilalodik, foként az amino (N) — terminalis szakaszon. Mind
konstitutiv, mind pedig ligand indukalt foszforilaciot megfigyeltek (Wang és mtsai, 2002).
Bar ezeknek a modositdsoknak a hatidsa még nem teljesen tisztazott, a nagyszamu
foszforilacidos helyet érintd modosuldsok megvaltoztathatjdk a receptor stabilitasat ¢€s
mikodését (Bodwell és mtsai, 1991). A foszforilacionak a receptor miikddését szabalyozo
szerepét tamasztja ala az a megfigyelés, hogy ligand kotddést kovetden a Ser203 foszforilalt
receptorok inkdbb a citoplazméban, mig a Ser211 foszforilalt receptorok a sejtmagban
helyezkednek el (Bodwell és mtsai, 1991). Szintén megfigyelték, hogy a Ser21l
foszforilacidja promoter specifikus Gton emeli a GR transzkripcios aktivitasat (Webster és
mtsai, 1997). Ezek alapjan mi is teszteltiik, hogy a retinoid kezelés hogyan befolyasolja a GR
dexametazon indukalta Ser211 foszforilacidjat egér timocitadkban. A Kkisérlet soran a
timocitdkat 1 6ran at kezeltiik 0.1uM dexametazonnal 6nmagéaban vagy 0.3uM AMS80,
CD2503 illetve 50nM LG268-al egyiittesen. A kezelést kovetéen a GR-t immunoprecipitacios
technikdval agar6z konjugalt anti-GR antitesttel vontuk ki a sejtekbdl, majd Western blot
soran GR és Ser211 specifikus antitesttel azonositottuk a foszforilalt GR-t. Ahogy a 23. abran
latszik, a dexametazon hatasara Ser211-en a GR foszforilalodott, azonban azt a retinoid hatasa

nem fokozta, valoszinlsitve, hogy a retinoid receptorok mas utvonalon keresztiil fejtik ki

hatasukat.
o 23. dbra: A S211 foszforiliaciojanak
o
8 < E § E+ % é +§ fokozasa nem figyelhetd meg a
+
E LéJ @) (_ID o <§( (@] 8 retinoid kezelést kovetden.
S211=—> = e

* Timocitakat 0.1uM dexametazonnal
onmagaban, illetve amellett 0.3uM

GR—> “ AMS580 és CD2503-al, valamint 50nM
LG268-al kezeltiink egyiittesen 1 oran

keresztiil. A kezeléseket kovetden a sejtlizatumbol a GR-t agardz-konjugilt anti-GR antitesttet
hasznalva immunprecipitaltuk, majd a foszforilalodott Ser211 oldallancot egy arra specifikus antitesttel

Westren blot analizis soran mutattuk ki.
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6. 6. A retinoidok daganatos T-sejt eredetii sejtvonalak gliikokortikoid

indukalta apoptozisat is fokoztak

Mivel az eddig leirt eredményeket egér timocitakon végzett kisérletek soran kaptuk,
vizsgalni kivantuk, hogy vajon a megfigyelt hatasok csak timocitdkra jellemzdek- e. Ezért a
retinoidok apoptozis fokozo hatasat egy egér (IP-12-7) (Rajnavolgyi és mtsai, 1994) és két
human (IG3 (Eicher és Waldmann, 1998) ¢s CCRF-CEM (Foley és mtsai, 1965) )
gliikokortikoid-szenzitiv T sejt eredetii sejtvonalakon is teszteltilk. Ahogy a 24. abran latszik,
az alkalmazott retinoidok ezen sejtvonalak esetén is hatdsosan fokoztak a gliikokortikoid

indukalta sejtelhalas mértékét, hasonloan az egér timocitakon elvézett kisérletekhez.

0',,,12_7 8053 E 24. dbra: A retinoidok nem_csak
;: | 50 * . o 7 . rr
2 50/ timocitak, hanem T sejt eredetii
= 40
© 1 I . . . .
o) “© 30 ) sejtvonalak gliikokortikoiddal
o 30
[C] 20 o« 7 r e . ,
2 II kivdltott _apoptozisat _is _fokozzdk.
10
10
o, INNANNE | o AmmmEE | IP12-7, IG-3 és CCRF-CEM T
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(0.1uM,0.3uM), illetve LG268 (10nM, 50nM) kezelést is alkalmaztunk a dexametazon kezelés mellett. A
feltiintetett adatok 3 parhuzamos mérés atlagat és szorasat mutatjak. A dexametazon-kontrollhoz viszonyitott

tobbi eredmény szignifikans eltérését Student t-teszttel hataroztuk meg, ahol (p<0.05).
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6. 7. Az adenozin in vitro adenozin A receptor fiiggé és fiiggetlen

sejthalalt is indukal egér timocitakban

Ismert, hogy az adenozin a normal koriilmények kodzott zajloé limfocitaszelekcid soran
termelédik a szelektalodd timocitdk mikrokornyezetében. A limfocitdk az adenozin
receptorok 4 tipusat expresszaljak felszintikon (Plaut, 1987), melyek koziil az A; receptort az
adenozin mar 107 M-os koncentraciéban aktivalja, mikézben az intracellularis ciklikus
adenozin-monofoszfat (cCAMP) szintjét csokkenti. Az adenozin Aza és Ag az adenozin
magasabb, 5X107 M és 10° M-os koncentricidja aktivalja a cAMP szint novelését
eredményezve. A 4. tipus az adenozin Aj receptor, melyet az adenozin mar 10° ™M
koncentracional stimuldl az adenildt-ciklaz gatlasa kozben (Olah és Stiles, 1995). Korabbi
kisérletek kimutattak, hogy egér timocitdkban az adenozin Aja receptora kozvetiti az
adenozin kivaltotta sejtelhalast, de a mechanizmus nem volt tisztdzott (Armstrong és mtsai,

2001).

Kisérleteink els6 részében az adenozin hatasat vizsgaltuk egér timocitak apoptdzisanak
Kivaltasaban. Az adenozin emelkedé koncentracioival kezeltiik a sejteket 44 oran keresztiil,
majd propidium jelolést kdvetden dramlasi citométerrel meghataroztuk az apoptotikus sejtek
%-o0s aranyat. Ahogy a 25. abra mutatja, az adenozin dozis fliggd modon fokozta az egér
timocitdk apoptdzisat. A korabbi publikacidkban kozoltekkel megegyezéen mi is azt
tapasztaltuk, hogy az adenozin egy relative magas koncentracidja sziikséges a timocitak
maximalis sejtelhaldsahoz, ami azzal magyarazhatd, hogy a timocitdk adenozin-deaminaz
aktivitasa hamar elbontja az adenozint. Mivel valoszinilisithetd, hogy az adenozin egér
timocitdk esetén az Apa receptoron keresztiil fejti ki eldzetesen bemutatott hatdsat
(Armstrong és mtsai, 2001), az adenozin hatasat vizsgaltuk A,a” egerek timocitain is
(Ledent és mtsai, 1997). A kapott eredmények azt mutattak, hogy az A,a receptor hianyos
egerekben az adenozin 200uM-os koncentracidja alatt apoptozist nem valtottunk ki, az a
fo16tti koncentraciokban viszont, mar apoptozist indukalt (25. abra). Ugyanezt figyeltiik meg
akkor is, amikor a sejteket adenozin analdogokkal kezeltiik. Mind a NECA ( egy nem
specifikus adenozin receptor agonista), mind pedig a DPMA ¢és CGS21680 (adenozin Aza
receptor specifikus agonistak) dozisfiiggd apoptozist valtott ki vad tipust timocitakban. E
vegyiiletek az Asa receptor hidnyos timocitdkban az alacsony koncentraciokban nem voltak
apoptozist kivalté hatasuak, de a magas koncentraciok itt is kivaltottak sejthalalt, bar sokkal

kisebb mértékben, mint a vad tipusu timocitdkban (25. abra).
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25. abra: Az adenozin és adeozin analogok hatésosan fokoztak a timoictak sejtehalasat

A timocitakat vad tipusi és A,a receptor hidnyos egerekbdl izolaltuk majd adenozinnal vagy
adenozin receptor agonistakkal kezeltiik, majd vizsgaltuk a kivaltott apoptozis mértékét az
apoptdzisba 1épett timocitak %-os aranyanak meghatarozasaval.

Ugyanezt az eltéré dozis érzékenységet figyeltiik meg, amikor egy adenozin Aja
receptor antagonistaval (ZM41385) is kezeltiik a timocitakat adenozin illetve NECA mellett
adva. Mig az antagonista 100uM adenozin, valamint 25uM NECA mellett mindkettd
apoptozist kivaltd hatdsat meggatolta, addig ezen vegyiiletek magasabb koncentracidoban
(ImM adenozin, 100uM NECA) tortént alkalmazasa soran ez a gatld hatas nem volt
megfigyelhet6 (1. tablazat).
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++ -I-
Aon Aon

Kezelés Apoptozis (%)
DMSO 0.5% 29.7+0.7 29.2+0.9
ZM241385 20 uM 30.2+1.1 29.7+1.1
Adenozin 1 mM 44.6+2.7* 35.241.4% **
+ZM241385 20 uM 38.7+1.9* 35.7+1.8
Adenozin 100 uM 36.8+0.3* 29.440.8%**
+ZM241385 20 uM 29.9+1.9 n.d.
NECA 100 uM 50.9+3.1* 47.44+2.2%
+ZM241385 20 uM 49.9+1.9* n.d.
NECA 25 uM 37.1+£2.6%* 29.1+1.6**
+ZM241385 20 uM 29.9+1.9 n.d.

1. tabldzat: A kiilonbozd kezelések hatdsa az A,n™"™" és Ayp" timocitdk in vitro apoptézisdban

A kezeléseket kovetd 44 oraval vad tipusa és A,n” receptor hidnyos egerekbdl izolaltuk a timocitakat, majd
meghataroztuk az apoptotikus sejtek %-os aranyat. Az adatok 4 kiilénb6z6 egérbdl szarmazo mérésnek az atlagat
és szorasat mutatjadk. *A DMSO kontrolltdl, illetve**az azonos modon kezelt vad tipust sejtektdl eltérd
szignifikans kiilonbségeket Student t-probaval hataroztuk meg (p<0.05).

Hogy tovabb bizonyitsuk az Aja receptor szerepét, ki akartuk zarni azt a lehetdséget,
hogy az Aza receptor hidnyos timocitak csokkent adenozin valasza nem egy, az ezekre a
timocitakra jellemzd altalanos apoptozis defektus eredménye-e. Ezért a receptor hidnyos
egerekbdl szarmazo timocitakat apoptozist mas uton is indukélo vegyiiletekkel kezeltiik.
Minden hasznalt vegyiilet (0.1uM dexametazon, 5uM etopozid, 5ng/ml forbol-di-
butirat/PdBu, 1ng/ml ionomicin, 10pg/ml anti-CD3) a vad tipusu sejtekhez hasonldo mértéki
apoptozist indukalt ezekben a sejtekben is (26. abra), bizonyitva, hogy az apoptdzisra vald
hajlam nem valtozott meg az Aza receptor null sejteknél. Ezek az adatok egyiittesen azt
mutatjak, hogy az adenozin alacsonyabb koncentracidban A,a receptoron keresztiil kdzvetitett
apoptozist indukal, azonban amikor az adenozin magas koncentracidoban van jelen, akkor az
Aon receptortdl fliggetlen mechanizmussal is apoptozist tud indukalni. Ezt azonban a

tovabbiakban nem tanulmanyoztuk.
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26. abra: Az adenozin az A5 receptoron keresztiil szabdlyozza a timocitik apoptdzisdt

A timocitak apoptézisat 0.1uM dexametazonnal, 0.5uM etopoziddal, 5ng/mL PdBu-val,
1lug/mL ionomicinnel, 1ug/ml anti-Fas antitesttel, illetve 10pg/ml anti-CD3 antitesttel valtottuk ki,
majd 44 oras kezelést kdvetéen hataroztuk meg az apoptotikus sejtek szdzalékos aranyat. A spontan
apoptozis mértéke 29+0.7% volt. Az adatok 5 fliiggetlen mérés atlagat és szorasat mutatjak (p<0.05).

6. 8. Az in vivo adenozin indukalta sejtelhalas nagy része az adenozin Aa

receptorokon Kkeresztiil szabalyozodik

A kisérletek kovetkezd részében az adenozin altal kivaltott timocita sejtelhalas
mértékét in vivo korilmények kozott is vizsgaltuk, melyek soran a NECA emelkedd
koncentracidival intraperitoneédlisan oltottunk vad tipusa és Aon” receptor hidnyos egereket.
Azért valasztottuk ezekre a vizsgalatokra a NECA-t az adenozin helyett, mert az adenozin in
Vivo nagyon gyorsan degradalodik az adenozin-deaminaz enzim altal, valamint elokisérleteink
szerint a NECA az egyediili olyan adenozin receptor agonista, amely nem valtja ki az allatok
gyors halalat. Az apoptozis mértékét 20 oOra elteltével jellemeztik a NECA emelkedd
koncentracidinak oltdsat kovetden, a taléld sejtek mennyiségének meghatirozasaval. A
timuszbol kinyert timocitdk CD4-PE ¢és CD8-FITC jelolését kovetden az apoptozis érzékeny
timocita populaciot is meghataroztuk. A 27. dbran lathato, hogy az oltatlan egerek esetében a
kiilonbdzd timocita populacidk eloszlasa hasonld a vad tipusu és az Aon” receptor hianyos
egerek esetében, az Osszsejtszam tekintetében azonban az Aga” receptor hidnyos egerek

timusza 25%-kal kevesebb sejtet tartalmaz, mint a vad tipustiaké. Az in vitro kezeléseknél
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tapasztaltakhoz hasonloan a NECA in vivo oltasa az Aon” receptor hidnyos timocitakban
szintén sejtelhalast indukalt, aminek mértéke azonban itt is elmaradt a vad tipust timocitdk
esetében tapasztaltaktol, mivel a 25ug-os NECA oltasa utan a vad tipusu egerek timocitdinak
50%-a, mig az A,a” receptor hidnyos egerek timocitainak csak 12%-a halt el. A legnagyobb
mértékll sejtpusztulas a CD4+CD8+ dupla pozitiv populacidban volt megfigyelhetd mindkét

torzs esetében.

A2 A+ A2A
NECA . 15x107 115407
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*',\ ” ‘ | o “ ’
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27. abra: A NECA in vivo oltisa is apoptozist indukdal vad tipusu egerek CD4+/CD8+
duplapozitiv timocita populdcioiban in vivo

Vad tipusti és A,n” egereket oltottunk i. p. 0 (DMSO kontroll), 15 és 25 ng NECA-val, majd
20 oras kezelést kovetéen meghataroztuk a kiilonb6z6 timocita populaciok egymashoz viszonyitott
aranyat. Az eredmények 3 fiiggetlen mérés atlagat mutatjak (p<0.05).

Ezen adatok szintén azt tamasztjak ala, hogy az adenozin indukalta sejtelhalas
nagyrészt az Apa receptorokon keresztiil szabalyozodik és azt mutatjak, hogy elsésorban a

CD4+CD8+ dupla pozitiv timocitakat érinti.
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6. 9. Egér timocitakban az adenozin A5 receptor az adenilat ciklaz

jelatviteli utvonalat aktivalja

Miutan egyéb sejtek esetében mar megfigyelték, hogy az adenozin Aja receptorok
mind az adenilat ciklaz, mind pedig a foszfolipaz C 4altal szabalyozott jelatviteli utakat
aktivalhatjak (Fredholm és mtsai, 2000), tisztazni kivantuk, hogy egér timocitakban melyik
jelatviteli ut kdzvetiti az adenozin apoptdzist kivaltd hatasat. Ennek vizsgalatakor egyrészt a
timocitakat 15 percig kezeltiikk adenozinnal €s kiilonbozé adenozin-analégokkal, majd ,,cyclic
AMP Enzyme Immunoassay Kit” segitségével meghataroztuk a képzédott cAMP mértékét.
Masrészt, a kezeléseket kovetden Fura-2AM (a Fura-2 kalcium indikator membran
permeabilis szarmazéka) jelolés utan SPEX Fluoromax spektrofluoriméterrel vizsgaltuk az

. o 2+ . .7 ’ J
intracellularis Ca®" szintjének valtozasat.

Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a vad tipust timocitak esetén az adenozin kezelést
kovetden jol és konnyen detektdlhatd intracellularis cAMP indukcid mérhetd, azonban
citoszolikus Ca®* koncentracid emelkedést sem adenozin, sem pedig adenozin-receptor
specifikus agonistdk adasdval nem sikeriilt kivaltani. Ugyanakkor ugyanezen adenozin
receptorra hatoé vegyiiletek nem voltak képesek cAMP emelkedést indukalni A,a receptor
hianyos timocitdkban. Az Aja receptor hianyos egerek egyébként képesek voltak cAMP-t
termelni, ha a sejteket kolera toxin (cCAMP szintet emel az adenilat ciklaz stimulalé G-fehérje
ADP -ribozilalasaval (Cassel és Selinger, 1977) ) vagy forskolin (adenilat ciklaz aktivator
(Seamon és mtsai, 1981) ) hatasanak tettiik ki (28. abra), ami arra utal, hogy az adenozin
cAMP szintet emel6 hatasat az Aya receptorokon keresztiil kozvetiti. Mindezek az adatok arra
utalnak, hogy az adenozin az Aja receptorokon keresztiil az adenilat ciklaz ttvonalat

aktivalja.
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28. dabra: Vad tipusu egerek esetén az
adenozin cAMP szint emelkedést valt ki

Vad tipusi  és  A,a”  timocitakat
adenozinnal, CGS221680-al, NECA-val,
DPMA-val, kolera  toxinnal és
forskolinnal kezeltiink, majd 15 perces
kezelést kovetden ,,cyclic AMP Enzyme
Immunoassay Kit”-tel meghataroztuk a

keletkezett cAMP mennyiségét.

mutatjak (p<0.05).

6. 10. Egér timocitakban az adenozin a cAMP fiiggé protein kinazok

aktivalodasan keresztiil indukal sejthalalt

Annak vizsgélatara, hogy az adenilat ciklaz ut aktivalodasa elegend6-e az apoptdzis
kivaltasdhoz, a timocitdkat olyan szerekkel kezeltiik, amelyek a receptort megkeriilve emelik
a cAMP szintet. A 2. tablazatban lathat6 moédon mindegyik vegyiilet sejthalalt indukalt,
bizonyitva, hogy az adenilat cikldz Ot aktivdléddsa Onmagaban is sejthalalt kivalto. E
vegyliletek az Asa receptor hianyos egerekben is sejthalalt kivaltoak voltak, bizonyitva, hogy

adenozin ciklaz utra e sejtek is ugyanugy képesek reagélni.

Ismert, hogy a protein-kinaz-A alapveté cél fehérjéje a cAMP-nek (Skalhegg és
Tasken, 2000), ezért vizsgaltuk e fehérje szerepét is az adenozin indukalta apoptdzis
jelatviteli utvonalban. A kisérlet soran vad tipusu timocitakat kezeltiink adenozin mellett Rp-
CAMPS-trietilaminnal is, ami egy specifikus inhibitora a CAMP-fiiggd protein-kinaz I és II-
nek (van Hassert és mtsai, 1984). Az 2. tablazatban feltiintetett eredmények mutatjak, hogy
vad tipust timocitdk adenozin-indukdlta apoptozisa teljes mértékben géitolhat6 volt Rp-
CAMPS-trietilaminnal, igazolva ezen kindzok alapvetd szerepét az adenozin kivaltotta

sejtelhalasban.
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++ -/-
A2A AZA

Kezelés Apoptozis (%)
DMSO 0.5% 29.7+0.7 29.2+0.9
RPCAMPS 100 uM 28.9+1.4 27.6+0.6
Adenozin 1 mM 44.6+2.7* 35.241.4% **
+RPCAMPS 100 uM 53.4+1.7* 35.4+2.3
Adenozin 100 uM 36.8+0.3* 29.4+0.8%*
+RPCAMPS 100 uM 27.4+1.7 n.d.
NECA 100 uM 50.9+3.1* 47.4£2.2*
+RPCAMPS 100 uM 57.4+1.7* n.d.
NECA 25 uM 37.1+£2.6* 29.1+1.6%*
+RPCAMPS 100 uM 27.4+1.7 n.d.
Kolera toxin 200 ng/mi 44 .4+2 3% 42.6+1.8*
Forskolin 5 uM 49.743.1% 48.612.7%*
Dideoxiforskolin 5 uM 29.4+0.6 29.7+1.2

2. tablizat: A kiilonbozd kezelések hatisa az A»p"" és A,p"" timocitdk in vitro apoptézisiban

A kezeléseket koveté 44 oraval vad tipusu és Aga’ receptor hianyos egerekbél izolaltuk a timocitakat, majd
meghataroztuk az apoptotikus sejtek %-os aranyat. Az adatok 4 kiilonb6z6 egérbdl szarmazo mérésnek az atlagat
és szorasat mutatjadk.*A DMSO kontrolltdl, illetve**az azonos moddon kezelt vad tipust sejtektdl eltérd
szignifikans kiilonbségeket Student t-probaval hataroztuk meg (p<0.05).

6. 11. Vad tipusi timocitak esetén az adenozin az ic. cAMP szint
szabalyzasan Keresztiil stimulalja a Nur77 expressziojat és DNS-hez valo

kotodését, in vitro

A tovabbiakban, annak vizsgalatdhoz, hogy vajon az adenozin indukélta apoptdzis
igényli-e 1) fehérjék megjelenését, aktinomicin-D és cikloheximid kezelést alkalmaztunk. Az
elobbi vegyiilet az RNS-, mig az utobbi a fehérjeszintézis gatloja. A kisérlet soran a
timocitakat adenozinnal és dbcAMP-vel tortént elokezelés utan 1 illetve 2 oran keresztiil
aktinomicin D-vel és cikloheximiddel szintén kezeltiik. Ahogy a 3. tablazatban feltiintettiik,
mind az aktinomicin D, mind pedig a cikloheximid kezelés maximalisan legétolta az adenozin

és dbcAMP kivaltotta apoptozist, valoszinilisitve, hogy a timocitak apoptdzisanak adenozin
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altal torténd szabdlyzédsa intakt transzkripcidos és transzlacios folyamatok aktivitdsanak

fliggvénye.
NG Aon”
Kezelés Apoptozis (%)
DMSO 0.5% 29.7+0.7 29.2+0.9
Aktinomicin D 12.5 pg/ml 24.6%1.5 23.4+1.6
Cikloheximid 25 pg/ml 24.8+1.4 23.7+1.1
Adenozin 100 uM 36.8+0.3* 29.4+0.8%*
+ Aktinomicin D 12.5 pg/ml 24.842.1 n.d.
+Cikloheximid 25 pg/ml 25.1£1.6 n.d.
dbcAMP 100 uM 40.1£1.7*% 39.6+2.1*
+ Aktinomicin D 12.5 pg/ml 25.842.2 n.d.
+Cikloheximid 25 pg/ml 26.1£1.6 n.d.

3. tabldzat: A kiilonbiizd kezelések hatdsa az Aop*"™" és App™ timocitdk in vitro apoptézisiban

A kezeléseket kovetd 44 oraval vad tipust és A,n” receptor hidnyos egerekbdl izolaltuk a timocitakat, majd
meghataroztuk az apoptotikus sejtek %-os aranyat. Az adatok 4 kiilonbozd egérbdl szarmazo mérés atlagat és
szorasat mutatjak. * A DMSO kontrolltdl, illetve**az azonos modon kezelt vad tipust sejtektol eltérd szignifikans
kiilonbségeket Student t-probaval hataroztuk meg (p<0.05).

Mivel a Nur77-r61 mar bizonyitottdk, hogy szerepe van a timocitdk negativ
szelekciojanak szabalyozasaban (Woronicz és mtsai, 1994; Liu és mtsai, 1994; Kuang és
mtsai, 1999) és a Nur77-r6l az is ismert volt, hogy neuronokban kifejez6dését fokozhatja az
adenilat-ciklaz utvonal (Fass és mtsai, 2003), ugy dontottiink, hogy teszteljik a Nur77
esetleges szerepét az adenozin indukalta sejtelhalas szabalyozasadban is. Ahogy a 29. abran
latszik, vad tipusu timocitak esetén 4 o6ras in vitro adenozin kezelést kovetéen Nur77
indukciot figyeltiink meg. Az adenozin Nur77 indukéld hatasan kiviil megfigyeltiik, hogy a
forszkolin, kolera toxin és dbcAMP altal kivaltott cAMP szint emelkedése szintén a Nur77
expresszidjanak a novekedését valtja ki (29. dbra). A Nur77 szdmos fehérjesavban volt
detektalhatd, ami arra utal, hogy nemcsak indukaldédik, hanem foszforilaloédik is az adenilat

ciklaz ut aktivaciojanak hatésara.
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29. dabra: A cAMP szint emelkedésével egyidejiileg fokozodik a Nur77 expresszidja

Vad tipusu timocitdkat 1mM adenozinnal, 5uM forszkolinnal, 200ng/ml kolera toxinnal, illetve
100uM dbcAMP-vel kezeltiink, majd 4 6ras kezelést kovetéen WB-tal mutattuk ki az expresszalodo
fehérjét anti-Nur77 antitest hasznalataval.

A Nur77 egy olyan transzkripcios faktor, amely sejthalalt indit6 szerepét részben
gének atirddasanak fokozasaval valtja ki. Ezért ,electroforetic mobility shift” esszével
megnéztiik, hogy az adenozin illetve NECA kezelést kovetden az adenozin indukalta Nur77
kotédik-e a NBRE-hez, mivel ismert, hogy a Nur77 kotédése ehhez az elemhez egyiitt jar az
apoptozis folyamatanak elinditasaval (Woronicz és mtsai, 1994). Az esszé soran a 4 Oras
kezelést kdvetden a sejtekbdl a sejtmagot kivontuk, majd a kezelés hatasara kialakult Nur77-
DNS komplexet anti-Nur77 antitesttel azonositottuk, ami fixalta a kialakult Nur77-DNS
komplexet, specifikussa téve a komplex kimutatasat (Kristie és Roizman, 1986). A kapott
eredmények alapjan, a DMSO kezelt kontrollhoz, illetve a radioaktivan nem jelzett (hideg)
probakhoz viszonyitva, elmondhat6, hogy adenozin-, illetve NECA in vitro kezelést kovetGen,
a Nur77-DNS komplex kialakuldsanak intenzitasa fokozodott (30. abra), igazolva a Nur77
DNS-hez torténd kotodését.
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30. abra: Az adenozin fokozza a Nur77 NBRE-hez torténd kotodeését

Vad tipust timocitakat kezeltink ImM adenizonnal, illetve SuM NECA-val. A sejtmagi
kivonatot a kezelést kovetd 4 oraval készitettilk, majd 10ug extraktumot vittiink fel mintanként a gélre.
Az 1, 4 és 7 jelzésii mintak a DMSO kontrollok; a 2, 5 és 8-as az adenozin kezelt, mig a 3, 6 és 9-es a
NECA kezelt mintak. A gél-shift specificitasanak vizsgalatahoz anti-Nur77 antitestet (1-3 mintak) és
100-szor toményebb koncentracioji radioaktivan nem jelzett (,hideg”) NBRE-t (4-6 mintak)
hasznaltunk.

6. 12. NECA oltasat kovetoen a Nur77 és néhany Nur77 fiiggé gén, valamint
a Bim is indukalédik vad tipusi timocitakban, mig az A" hidnyosakban

nem

Mivel el6zetesen mar tapasztaltuk, hogy in vitro adenozin kezelést kdvetéen a Nur77
indukaloédik, tesztelni kivantuk ezt a hatdst in vivo koriilmények kozott is, NECA oltdsat
kovetden. Ennek sordn az egereket a NECA ndvekvd koncentracioival oltottuk, majd 4 6ran
beliil vizsgaltuk mind az mRNS (RT-PCR és Q-PCR), mind pedig a fehérje szint (Western
blot) valtozasat. Ennél a kisérletnél is A,a vad tipusi és hidnyos egerek keriiltek
Osszehasonlitasra. Ahogy az 31. abra is mutatja, az oltdsokat kdvetden a vad tipust egerekben
dozis-fliggd modon aktivalodott a Nur77, szemben a hidnyos egerekkel, amelyeknél indukcio
nem volt megfigyelhetd. Mindezek az eredmények azt mutatjdk, hogy az adenozin Aza

receptor aktivacioja in vivo is a Nur77 indukciojat valtja ki.
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31. dbra: NECA oltdsdt kovetoen megfigyelhetd a Nur77 indukcidja vad tipusu
egerek esetében in vivo is

Vad tipusti és A2A™ egereket oltottunk NECA emelkedd koncentracidival, majd 4
oras oltast kdvetéen WB-tal meghataroztuk az expresszalodott fehérje szintjét.

Abbol kiindulva, hogy a Nur77 indukélodott adenozin hatdsara, vizsgaltuk, hogy
egyéb Nur77-fliggd gének (Rajpal és mtsai, 2003) indukcidja is megfigyelheto-e NECA
kezelést kovetden. A FasL, a TRAIL ¢és a NDG-1,-2 gének expressziojat vizsgaltuk. Az RT-
PCR-os kisérletek soran hasznalt primerek koziil, az NDG-1,-2 esetében azonos helyre voltak
tervezve, ezaltal detektalasuk egyiittesen tortént. Ahogy a 32. dbra mutatja, mind az NDG-1,-
2, mind pedig a FasL ddzis fliggé modon indukalodott NECA kezelést kovetden, ami azonban

csak vad tipusu timocitdk esetén volt megfigyelhetd, hidnyos egerek esetén nem (32. 4bra).
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32. dabra: NECA oltasat kovetoen vad tipusu timocitik
esetéen Nur77, Bim és Nur77 fiiggo gének, a FasL, NDG-
1,2 és a TRAIL expresszioja figyelheto meg.

4 hetes A2A™ & A2AT egereket a NECA jelzett
dozisaival oltottuk, majd RT-PCR technikaval detektaltuk a
vizsgalt gének expressziojat.

0 15 20 25

DoseofNECA(y)

Ezen eredményeket Q-PCR technikaval is kimutattuk, amely soran 20ug NECA
oltasat kovetden 4 oraval, FasL, TRAIL ¢és NDG-1,-2 expresszio fokozodast detektaltunk vad
tipust sejtek esetén. Az A2AT hianyos egerekben azonban nem volt kifejez6dés fokozddas

egyik gén esetében sem (33. abra).

5 — 33. abra: NECA oltdsdt kdvetden vad tipusu timocitak
control wi

20ug NECA wt ban fokozdédik a Nur77, a Bim és néhdany Nur77
control A2A-/- fiiged gén, a FasL, az NDG-1,2 és a TRAIL

20ng NECA A2A-/- expresszidja.

*

11

4 hetes A2A"" & A2A” egereket a NECA-val
oltottunk, majd az oltast kovetd 4 oraval Q-PCR
- technikaval detektaltuk a vizsgalt gének mRNS-ének
g expresszidjat. A feltlintetett adatok 3 parhuzamos
I . mérés atlagat és szorasat mutatjdk. A DMSO
¢§ kontrollhoz viszonyitott tobbi eredmény szignifikans
Nur77 FasL NDG1 NDGZ TRAIL Bim eltérését Student t-teszttel hataroztuk meg (p<0.05).
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Mivel elézetes vizsgalataink a negativ szelekcid szabalyozasanak szempontjabdl azt
valoszintisitik, hogy a Bim (egy ,,csak” BH3 fehérje) indukcidja Osszefligghet a Nur77
transzkripcios aktivitasaval (Szegezdi és mtsai, 2003), a Bim expresszios szintjének
valtozasat is teszteltiik NECA oltasat kovetden (32. abra). Eredményeink azt mutattak, hogy a
Bim két formaja, a Bimg, (,,extralong” forma) és Bim( (,,Jong” forma) koziil NECA oltasat
kdvetden az utobbi szintén indukalodott. Az elézetesen vizsgalt génekhez hasonloan, azonban
az is csak a vad tipust timocitak esetén volt megfigyelhetd. A Bimg, szintjében valtozast nem

tapasztaltunk.

6. 13. A Bim, ,,csak” BH3 doménii fehérje, kozvetiti az adenozin apoptoézist

kivalto hatasat egér timocitakban

A tovabbiakban azt teszteltiik, hogy az adenozin altal reguldlt molekulak koziil melyik
az amely meghatarozo6 szerepet tolt be az apoptdzis indukcidjaban. A Nur77 szerepét Nur77
hianyos timocitakban vizsgaltuk. A Nur77 altal regulalt gének koziil a FasL hatasat a FasFc
kiméraval, a TRAIL hatéasat szolubilis DR5 molekula adasaval kozombositettiik. A legtobb
sejthalal receptor a FADD molekulan keresztiil aktivalja a prokaszpaz 8 enzimet. A FADD ¢és
igy a sejthaldl receptorok hatdsa gatolt a FADD dominans negativ fehérjét expresszald
egerekben. Nagy meglepetésiinkre, e molekuldk hatasanak a kozombositése nem meggatolta,
hanem fokozta az adenozin kivaltotta apoptdzist. Tehat, bar az adenozin fokozza e molekulak

kifejezddését, ezek egyike sem jatszik szerepet a megfigyelt apoptozisban (34. abra).

40

1mM Ado 34. abra: A Nur77 hidanya, illetve a ,,sejthalal receptor
1 CGS21680 4 e utvonal” gdtldsa nem gdtolja a timocitik adenozin-

30 | ';" e indukalta sejtelhaldsat in vitro
* * X + FasFc és szolubilis DR5 jelenlétében, FDN-t
v, |l e T T T expresszald, valamint Nur77 fehérjét nem expresszalo
transzgén egerekbdl szadrmazod timocitdk apoptdzisat
1 adenozin, illetve CGS21680 adasaval valtottuk ki, majd
ey o n T O E 44 orat kovetden hataroztuk meg az apoptotikus sejtek
%-os aranyat. Az adatok 3 fiiggetlen kisérlet atlagat és

0 szorasat mutatjak. (p<0.05)
wt FasFcsDRS FDN Nur77--
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Ezt kovetéen a Bim szerepét is vizsgaltuk az adenozin kivaltotta timocita
apoptdzisban, mivel elézetesen megfigyeltiik, hogy a Bim szintén indukéalodik adenozin
analog hatasara in vivo. A vizsgalat soran egyrészt olyan timocitakat hasznaltunk, amelyekbdl
hianyzott a Bim fehérje (Buillet és mtsai, 1999), masrészrél olyan egereket, amelyek T-
limfocitaikban bcl2 (antiapoptotikus) transzgént expresszaltak (Ogilvy és mtsai, 1999;
Strasser és mtsai, 1991). A 35. 4dbran feltiintetett eredményeink mutatjak, hogy mind a Bim

hianya, mind pedig a bcl-2 overexpreszidja meggatolta az adenozin kivaltotta apoptdzist.
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35. abra: Mind a Bim hidnya, mind pedig a Bcl-2 overexpresszidja gdtolja az adenozin kivdltotta apoptozist

Bim hianyos, VAV-bcl-2 és Ep-bcl-2 transzgén egerekbdl izolalt adenozin érzékeny timocitik apoptozisat
adenozin és CGS21680 adasaval valtottuk ki, majd 44 orat kdvetden meghataroztuk az apoptotikus sejtek %-0s
aranyat. Az adatok 3 fliggetlen kisérlet atlagat és szorasat mutatjak (p<0.05).

A CGS21680 adenozin receptor aktivald vegylilettel elvégzett kisérletek is hasonlo
eredményt hoztak (35. dbra), valoszinisitve, hogy az adenozin Aja receptor altal szabalyozott
timocita apoptozis egy, a bcl-2 altal szabalyozott utvonal altal regulalodik és kivaltasdhoz

sziikséges a BH3 doménnel rendelkezd fehérje, a Bim is.
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7. MEGBESZELES

Az apoptdzis idofliggd indukcidjanak fontos szerepe van a normdl sejtciklusban és
fejlodésben. A timusz az apoptdzis tanulmanyozasdnak nagyon érdekes szerve, hiszen tobb,
mint 95%-a a keletkezett timocitaknak apopt6zis utjan elhal a timuszban zajlo szelekcids
folyamatok eredményeként. A timocitak érésének szabalyozasaban kdzponti szerepet tolt be a
random generalodd T sejt receptor €s az antigén prezentald timikus epitelidlis sejtek kozott
létrejovo interakcid mértéke, illetve annak elmaradasa. A timocitdk 90%-a nem megfeleld T
sejt receptort fejez ki, mert az nem képes az antigén prezentald sejtek MHC molekuldival
kapcsolatba 1épni. Ezek a sejtek az interakcid hianya miatt nem képesek tovabbfejlédni €s
megrekednek a CD4CD8 dupla pozitiv stddiumban. Nem maradnak azonban sokaig jelen a
timuszban, mert a timikus mikrokdrnyezetben szamos olyan hatés éri 6ket, amely apoptdzist

indukal benniik.

Az altalanos nézet az, hogy ebben az apoptozist indukaldé folyamatban a timikus
epitelidlis sejtek altal lokalisan termelt glilkokortikoid hormonnak van meghatarozo szerepe.
A timocitdk gliikokortikoidok altal kivaltott sejtelhalasi folyamata a legkordbban felismert
apoptozis (Wyllie, 1980). A gliikokortikoid hormon 4&ltal inditott sejtelhalas 0j gének
atirodasanak fokozasan keresztiil valésul meg, mert olyan timocitdkban amelyek olyan mutalt
GR-t fejeztek ki, ami képes volt ugyan mas transzkripcios faktorokkal kapcsolodni, de maga
nem volt képes gének transzkripcidjanak elinditasara, nem lehetett apoptdzist inditani
(Reichardt és mtsai, 1995). Maig tobb olyan gént is azonositottak, amely indukalodik a
glitkokortikoid hormon altal kivaltott sejtelhalas soran. Ilyen gén a GILZ (Cannarile és
mtsai, 2001; Delfino és mtsai, 2004), a dig2 (Wang és mtsai, 2003), a tdag8 (Malone és
mtsai, 2004), a bim, (Wang és mtsai, 2003) és az Gjonnan leirt Tnfaip8 (Woodward és
mtsai, 2010).

Egyre tobb kisérletes eredmény sugallja azt, hogy a gliikkokortikoidokkal kivaltott
apoptozis effektor fazisa a mitokondridlis sejthalal Giton aktivalodik, és ebben kiilonféle Bel-2
fehérje csaladtagok vesznek részt. (Veis és mtsai, 2003; Rathmell és mtsai, 2002; Bouillet
és mtsai, 1999; Villunger és mtsai, 2003). A mitokondrium szerepét tamasztja az is ala,
hogy sem az APAf-1, sem a kaszpaz 9 hianyos egerek timocitai nem reagalnak glitkokortikoid

hormonra. (Hakem és mtsai, 1998; Yoshida és mtsai, 1998).
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A laboratéoriumunkban jelenleg is folytatott kutatasok azonban kimutattdk, hogy a
timikus mikrokdrnyezetben mas molekulak is lehetnek jelen, amelyek hozzajarulhatnak a
neglektalt sejtek elhaldsdnak fokozasdhoz. A kordbbiakban mar kimutattuk, hogy retinoidok
képzddnek a fejlodé timuszban (Kiss és mtsai, 2008). Bar ¢ kozleményben elsdsorban a
timikus epitelialis sejtekben azonositottunk retinsav szintézisért felelds enzimeket, egy PhD
tarsam, Garabuczi Eva legljabb eredményei azt mutatjak, hogy az apoptotikus sejteket
fagocitald makrofagok is termelnek retinoidokat, amelyek visszahatnak az apoptotikus sejtek
apoptozisara, ¢és tobbek kozott hozzajarulnak a transzglutamindz 2 enzim apoptdtikus
timocitdkban megfigyelt megjelenéséhez. Egy mdsik PhD tarsam, Koroskényi Krisztina,
pedig azt mutatta ki, hogy az apoptotikus sejteket fagocitald makrofagok, az apoptotikus sejt
degradalasa soran adenozint bocsatanak ki, amelynek koncentracioja eléri azt az értéket,
amelyben az adenozin A2A receptorok mar aktivalodhatnak. Koroskényi K, Duré E, Pallai
A, Sarang Z, Kloor D, Ucker D, Ledent CA, Chawla A, Castrillo A, Fésiis L, Szondy Z.
(2010) Involvement of Adenosine A;a Receptors in Engulfment-Dependent Apoptotic

Cell Suppression of Inflammation. 2011. J. Immunol. (in press).

A kutatdcsoportunkban folyod kutatasokhoz kapcsolodva munkdm sordn egyrészt azt
vizsgaltam, hogy vajon a retinoidok hogyan képesek befolyasolni a gliikokortikoidok
apoptozis kivalto hatasat éretlen T- sejtekben. Masrészt, hogy a fagocita sejtek atal kibocsatott
adenozin, milyen modon és mely fehérjék szabalyozasan keresztiil befolyasolja a szelekcios

folyamatokat.

A dolgozatban megerdsitettem korabbi megfigyelésiinket, hogy a retinoidok képesek
fokozni az éretlen timocitak gliikkokortikoid-indukalta apoptozisat. Kiilonbozé retinoidokat,
illetve RAR« hianyos timocitakat alkalmazva, bizonyitottam, hogy a retinoidok apoptozist
fokozo hatdsa RARa és RXR receptorokon keresztiil szabalyozdodik, egyrészt a két receptor
természetes retinsavak altal torténd egyiittes aktivaldsdval, masrészt szintetikus retinoidok
altal a receptorok kiilon-kiilon torténd indukalasaval. Mivel egy alkalmazott RARa -
specifikus antagonista szintén emelte a gliikokortikoid altal indukalt apoptozist, feltételeztiik,
hogy a retinoid receptor a fokozoé hatasat nem a transzkripcids aktivitasa révén fejti ki.
Masrészrol a nem genomikus hatasként megfigyelt PI-PLC foszforilacidja a dexametazon-
indukalta timocita sejtelhalas soran (Cifone és mtsai, 1999), a mi esetiinkben retinoid kezelés

hatasara nem fokozodott, ezért mas mechanizmust kerestiink a megfigyelt hatas tisztazasdhoz.
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Mivel a sejtmagi receptorokrol ismert, hogy kolcsonhatnak kiilonb6zd transzkripcids
faktorokkal és ezaltal ligand-fiiggd modon szabalyozzak azok transzkripcios aktivitasat
(Yang-Yen és mtsai, 1990; Shemshedini és mtsai, 1991), mi is vizsgaltuk, hogy vajon a
retinoid receptor €és a gliikkokortikoid receptor kozott szintén megfigyelheto-e kdlesonhatés.
Az elvégzett kisérletek azt mutattak, hogy a timocitdkban a retinoidok az RARa és az RXR
receptoron keresztiil is képesek fokozni a gliikokortikoid altal indukalhaté gén, a GILZ
kifejez0dését. Tovabb vizsgalva ezt a hatast, kiilonboz6 retinoid receptorok transzfekcidja
utan, lattuk, hogy a kiilonb6z0 retinoidok RARo/RXR heterodimeren keresztiil szabalyozzak
a leghatékonyabban a gliitkokortikoidok altal kivaltott apoptozis fokoz6 hatast. Megfigyeltiik,
hogy RARo/RXR heterodimer jelenlétében minden vizsgalt RARa és RXR agonista,
valamint az RARa antagonista 6nmagaban is képes volt emelni a gliikokortikoid receptor
onmagaban nem volt hatékony a transzkripci6 fokozasa szempontjabdl, azonban az RXR
receptor dnmagaban torténd aktivaldsa specifikus ligandja altal, ugyan a ligalt heterodimer
formanal kisebb mértékben, de hatasos moddon fokozta a gliikokortikoid receptor
transzkripciojat. Ez utobbi eredmény mutatja az RXR receptor meghatarozo szerepét a
gliikokortikoid receptor indukalta transzkripcid szabalyozasaban, mind Oonmagaban, mind

pedig az RAR« receptorral heterodimert alkotva.

Mivel ismert, hogy a transzkripcios faktorok liganddal torténd aktivalas utan
kolcsonhathatnak egymassal, és ez a 1étrejovo kapcsolat kiilonb6z6 transzkripcids faktorok
kozott gyakran kozvetlen kolcsonhatason keresztiil szabalyozddik, amelynek Iétrejotte nem
feltétleniil igényli a kolcsonhaté partner DNS-hez torténéd kotddését, emlds két-hibrid
rendszerben vizsgaltuk a kozvetlen kdlcsonhatéas lehetdségét a gliikokortikod és a retinoid
receptorok kozott. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a GR és az RARa illetdleg az RXR
receptor kozvetleniil kapcsolodnak egymassal. Addig azonban, mig ezt az interakciot az
RARa ligand kotddése nem, az RXR ligand kotddése azonban erdsen fokozta. Az RARa és a
GR kozotti kdlesonhatast a retinoid receptornak a gliikokortikoid receptorral tortént egyiittes
ko-immunoprecipitalasa is bizonyitotta. E receptorok azonban csak abban az esetben voltak
egyiittesen detektalhatoak, amennyiben a timocitak egyiittesen voltak kezelve dexametazonnal
¢és azokkal a retinoidokkal, amelyek emelték a gliikkokortikoid indukalta apoptdzist, beleértve
az RXR agonista LG268-at. Ez utobbi megfigyelés alapjan Ggy tinik, hogy bar az RXR
agonista LG268 hatasat az RXR homodimereken keresztiil is kifejthetné, in vivo az is az
RARo/RXR heterodimeren keresztiil hat.
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Hogyan magyarazhatjuk azt, hogy az emlds két hibrid rendszerben kifejezett GR és
retinoid receptorok ligand nélkiil is kapcsolodtak, mig in vivo a kdlcsonhatas a ligandok
jelenlétéhez kotott volt? Fiziologids koriilmények kozott, amikor a receptorok fiziologias
mennyiségben expresszalddnak a timocitakban, az egyik szerepe a GR/RARo/RXR interakcid
sejtmagba, ahol a retinoid receptorokkal a GR fiziologias koriilmények kdzott kolesonhathat.
Az emlds két hibrid esszében megfigyelt, ligandok nélkiil is 1étrejovo interakcid a receptorok
kozott  valoszinlileg annak a kovetkezménye, hogy a gliikokortikoid receptor
overexpresszidjanak a hatdsara a GR fehérje szintje telitddik, nincs elég fiziologias
mennyiségl fehérje, amely a foldoszomaban tartana, ezért ligand hianyaban is transzlokalodik

a sejtmagba.

Mivel a tranziens transzfekcios kisérletek soran azt lattuk, hogy 1, 6nmagaban az
RARa receptor ligaldsa csak nagyon kis mértékben emelte a GR transzkripcids aktivitasat, 2,
hogy az RXR ligand altal aktivalt RXR oldal maximalis hatékonysaggal emelte a GR
transzkripcios hatékonysagat és 3, az RARa ligand nem fokozta hatasosan a RARa és a GR
kozotti interakciot, azt valoszinisitjiik, hogy a RARo/RXR heterodimer RXR oldala
szabalyozza a megfigyelt GR transzkripcios aktivitds fokozodast. Az RXR-nak azt a
konformaci6jat, amely sziikséges ahhoz, hogy a kolcsonhatas a gliikokortikoid receptorral
1étrej6jjon, az RARo/RXR heterodimer mindkét oldalanak a ligalasa stabilizalhatja. A
vizsgalt RARa specifikus retinoidok azonban eltéré médon képesek erre. Az ATRA kotddése
nem stabilizalja ezt az RXR komformaciot, mig a szintetikus RARo agonistak €és antagonista
igen. Mivel az ATRA és a szintetikus RARa ligandok, hatasukat tekintve kiilonboznek a
RARo/RXR heterodimer altal medialt transzkripcidé szabalyozasa és a GR-ral val6 interakcio
létrejottének indukéldsa szempontjabol, valosziniisithetd, hogy mindegyikiik kiilonb6zd
konformaciojat stabilizdlja az RARa-nak Az Am580 egy olyat, ami fokozza a transzkripcidt

¢s az RXR GR kapcsolodasi konformaciojat, az ATRA egy olyat, ami fokozza a

crer

crcr

Hogy a megfigyelt RXR/GR interakcié hogyan fokozza a GR 4altal szabalyozott
transzkripciot, nem vizsgaltuk, de azt bizonyitottuk, hogy a megfigyelt hatdsokhoz nem
sziikséges a ligalt retinoid receptorok DNS-hez torténd kotddése. Emellett a retinoid

receptorok kotddése nem befolydsolta a GR dexametazon kezelés hatdsara Ser211-en
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bekovetkezd olyan foszforilaciojat sem, amely fokozza a transzkripcios képességet. Ezért
inkdbb gy gondoljuk, hogy a két transzkripcidos faktor interakcidja a GR aktiv

konformacidjanak stabilizalasan keresztiil hathat.

Osszefoglaléan megallapithatjuk, hogy a retinoidok az irodalomban 4ltalanosan
elfogadott gliikokortikoid hatasokhoz megegyezd hatasokat fejtenek ki a timuszban. Mind a
retinoidok, mind a gliikkokortikoidok fokozzdk az immunrendszer szempontjabol nem
megfeleld timocitak elhalasat, amit vagy dnmagukban (Wyllie, 1980; Fésiis, Szondy és Uray
1995; Szondy, Reichert és Fésiis, 1998; Szondy és mtsai, 1997) vagy, ahogy itt bemutattuk,
egymassal kdlcsonhatva szabalyoznak. Emellett mindkét vegytiletcsoport géatolja a negativ
szelekciot (Szondy, Reichert és Fésiis 1998; Szondy és mtsai, 1998; Szegezdi és mtsai,
2003; Zhang és mtsai, 1992). Adataink azt mutatjak, hogy a retinoidok és a
gliikokortikoidok kolcsondsen tigy hatnak, hogy csak a megfeleld T sejt receptoru timocitak

érkezhessenek a perifériara.

A normal koriilmények kozott zajlo limfocita szelekcio soran, a szelektdlodo timocitdk
mikrokdrnyezetében adenozin is termelédik. A timuszban képz6dé adenozin nagy részét a
timocitak adenozin-dezaminaz enzime ugyan elbontja, de egy olyan kdrnyezetben, ahol a
sejtek 95%-a apoptozisba 1ép, e sejtek fagocitozisat kovetden elegendé mennyiségii adenozin

termelédik az adenozin receptorok aktivalasahoz (Blackburn és mtsai, 1996).

Kiilonboz6 fajokbdl szarmazo limfocitdk a sejtfelszini adenozin receptornak 4 tipusat
expresszaljak (Plaut, 1987). Ezek koziil az egér timocitak embrionalis korban adenozin Aja,
Aog és Asz, mig a sziiletést kovetden mar csak Apa receptorokat expresszalnak felsziniikon,
melyek adenozin hatasara apoptozist indukalnak (Van de Wiele és mtsai, 2002). Vad tipusu
és Apa” hianyos egérbdl szarmazd timocitakon elvégzett kisérleteink megerdsitették azokat
az irodalmi adatokat, amelyek azt mutatjak, hogy adenozin kezelés hatasara a timocitak Aza
receptoron keresztiil szabalyozott apoptdzissal halnak el. Ennek indukalasara in vitro relative
aktivitasa az adenozint gyorsan elbontja. Az a tény azonban, hogy a CGS21680-bol, amit nem
bont az adenozin dezaminiz, elég volt nanomoldris koncentraciét adni az apoptozis
kivaltasahoz, azt sugallja, hogy ezek a receptorok az adenozin stabil koncentraciojara jol
valaszolhatnak in vivo. A szérum adenozin koncentracidoja 50nM koriili (Drumm és mtsai,

2004), de irodalmi adatok szerint a timuszban sokkal magasabb (Blackburn és mtsai, 1996).

crcr
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fagocitalodo sejtek kornyezetében ez még magasabb lehet, ami elegendd az apoptdzis
inditasahoz. Ezt a feltevést tamasztja ala az a megfigyelésiink, hogy az adenozinnal

indukélhato gének alap mRNS szintje szignifikansabb alacsonyabb az Asa” timuszban.

Miutan egyéb sejtek esetében mar ismert volt, hogy az adenozin Aza receptorok mind
az adenilat ciklaz, mind a foszfolipaz C jelatviteli utvonalat aktivalhatjak (Fredholm és
mtsai, 2000), kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy egér timocitak apoptdzisanak inditasaban
melyik jelpalya vesz részt. Eredményeink azt mutatjak, hogy egér timocitdkban az adenozin
Ay receptor az adenilat cikldz aktivalasan keresztiil valt ki apoptdzist, s a hatast cAMP fliggd
protein kinazok koézvetitik. Adataink azt is igazoltak, hogy adenozin-medialta sejthalal a
sejtek intakt transzkripcios és transzlacios aktivitasatol fligg, és azok a fehérjék, amelyek

kritikusak az apoptdzis indukciojaban, mar az els6 2 6raban megszintetizalodnak.

A Nur77 egy olyan transzkripcios faktor, amelyrél korabban bizonyitottak, hogy
onmagaban kifejezédve is képes timocitak apoptdzisanak inditdsara, szamos Nur77 fliggd
apoptozis gén atirasan keresztiil (Rajpal és mtsai, 2003). Mivel idegsejtek esetén a Nur77
csalad kifejezOdését elsdsorban a protein-kinaz A jelatviteli Gt szabalyozza (Fass, Butler és
Goodman, 2003; Fernandez és mtsai, 2000), teszteltiik, vajon a Nur77 a timocitak adenozin

kivaltotta sejtelhalasaban is szerepet jatszhat-e.

A Nur77 cAMP fiiggd indukcidojat mind mRNS, mind pedig fehérje szinten
megfigyeltiik adenozin hatasara egér timocitakban. A keletkezett Nur77 DNS-hez is k6t6dott
¢€s tobb Nur77 fiiggd gén pl FasL, TRAIL vagy NDG-1 kifejezddését is fokozta. Mindezek a
hatasok elmaradtak adenozin adasara adenozin Aza receptor hianyos timocitakban, bizonyitva

az Aqa receptor szerepét a Nur77 indukciojaban.

Mivel a timocitak negativ szelekcioja kapcsan ismert volt, hogy a Nur77 mellett a Bim
is indukalodik azt is teszteltiikk, valtozik-e a Bim kifejez0dése az adenozin kivaltotta
sejtelhalas soran. Az adenozinra indukalodé gének kozott megtalaltuk a Bim-et is, amely
azonban a Nur77-t tultermel6 timocitakban nem indukalédott (Rajpal és mtsai, 2003). Ez két
dolgot jelenthet. Vagy az adenozin indukalt Bim kifejez6dés fliggetlen a Nur77 jelenlététol,
vagy ugyan fligg téle, de mellette mas adenozin-indukalt transzkripcios faktorokra is egyarant
sziikség van. Mivel az adenozin-indukalta sejthalal az intracellularis CAMP felhalmozodas
fiiggvénye, Clustal W programot hasznalva azt kerestilk, hogy az egér Bim promotere
tartalmaz-e cAMP valaszad6 elemet. A TGACGTTA szekvencia, ami egy vélt valaszado

elem, a promoéter 1277-es pozicidjaban megtaldlhato, jelezve, hogy a Bim expresszioja
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valoszinileg kozvetleniil szabalyozodik az adenilat-ciklaz utvonal altal hasonléan a mas

limfoid sejtekben megfigyeltekhez (Zhang és Insel, 2004).

A tovabbiakban arra probaltunk vélaszt adni, hogy a Nur77, vagy a Bim kifejezddése
jatszik-e meghatarozd szerepet az adenozin kivaltotta sejtelhalasban. Ehhez kiilonféle
transzgenikus egerekbdl szdrmazo timocitdkon teszteltiik az adenozin hatasat. A Nur77
szerepét Nur77 hidnyos, a sejthaldl receptorok szerepét FADD dominans negativ fehérjét
kifejez0 timocitdkon vizsgaltuk. A TRAIL hatadsat és a FasL hatdsat is kiilon kiilon
blokkoltuk. Nagy meglepetésiinkre, ezen ttvonalak blokkoldsa nem gatolta, hanem fokozta az
adenozin altal kivaltott apoptozist. A jelenséget akkor nemigen tudtuk magyarazni.
Feltételezziik, hogy az adenozin Nur77 utvonalra gyakorolt hatdsa talan az oszt6dé sejteken
nyilvanult meg, mivel a kisérletekben nem valasztottuk szét az apoptdzis érzékeny CD4CDS8
DP populaciot. A Nur77 osztodd T sejtekben korai idépontban megjelend transzkripcios
faktor és hozzajarulhat a proliferacidhoz. De nem zarhatjuk azt sem ki, hogy egy bizonyos
jelatviteli kornyezetben a Nur77 a DP sejtekben is antiapoptotikus fehérjeként hat. Ezt
alatamasztando fibroblasztokban a Nur77-nek olyan anti-apoptotikus funkci6jat talaltak, mely
az NFKB transzkripcionalis aktivitasanak fokozasan keresztiil kiilonb6z6 anti-apoptotikus

gének expresszidjanak fokozodasat eredményezte (Villunger és mtsai, 2004).

Elozetes kutatasi eredmények igazoltak, hogy a gliikkokortikodok altal kivaltott
cAMP/PKA ttvonalon keresztiil kivaltott apoptdzis szorosan 0sszefligg a Bim expressziojaval
(Zhang és Insel, 2004). A Bim szerepét tesztelve megfigyeltiik, hogy a Bim egyértelmiien az
adenozin kivaltott sejtelhalds mediatora is. Nemcsak, hogy Bim hidnyos sejtekben nem
tudtunk apoptozist kivaltani, hanem a Bim antagonistajaként hato Bcl-2 fehérje tultermelése is
megakadalyozta az adenozin kivaltotta sejtelhalast. Adataink azt mutatjak, hogy a Bim tobb a
timuszban keletkezé vegyiilet apoptdzis kivaltd hatasat is kozvetitheti. Igy meghatarozo
szerepet tolt be a negativ szelekcido és a gliikokortikoid kivaltott sejtelhalds mellett, az

adenozin hatasaban is.

Osszefoglaléan elmondhatjuk, hogy a timuszban 8sszhangban zajlanak az apoptétikus
és az apoptotikus sejteket eltavolitd fagocitotikus folyamatok. A timikus sejtek altal termelt
gliikokortikoid hormon fokozza a timikus sejtek elhalasat és az elhalt sejtek fagocitozisat is
(McColl és mtsai, 2009). Az elhald sejteket eltavolito fagocitak retinoidokat és adenozint

bocsatanak ki, s ezzel fokozzdk a folyamatosan keletkezd neglektalt sejtek apoptozisat. E
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vegyiiletek kibocsatasa a fagocitdzis kovetkezménye, s ahogy a laboratoriumunkban folyd

kisérletek mutatjak, egyben a fagocitdzis fokozddasahoz is vezetnek.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az apoptozis idéfliggd indukcidjanak fontos szerepe van a normadl sejtciklusban és
fejlodésben. A timuszban zajlé T-limfocita szelekcid és differencialodas soran a timocitak
90%-a negativ szelekcio, illetve neglekcid révén szelektalodik ki. Az utobbi folyamatban
igazoltak a gliitkokortikoid hormonok sejthalalt gyorsitd szerepét. A timusz epitélidlis sejtjei a
gliitkokortikoid hormonok mellett retinoidok termelésére is képesek, valamint ezek szerepét
szintén igazoltak mind az a apoptdzis folyamataban, mind pedig a gliikokortikoidok altal

kivaltott sejtelhalds fokozéasaban.

A gliikkokortikoidok ¢és retinoidok mellett megfigyelték, hogy az adenozinnak is szabalyozo
szerepe van az apoptozis folyamatiban, melyet az egér timocitak esetén az adenozin Aja
receptoron keresztiil hatva fejt ki. Ismert, hogy az adenozin a szelektalodd timocitak

mikrokornyezetében termelddik, az elhalt sejteket fagocitalo makrofagok termelése altal.

Megfigyeltiik, hogy a retinoidok fokozzak az egér timocitak gliikokortikoidok altal kivaltott
apoptozisat, mely hatds RARo/RXR heterodimeren keresztiil szabalyozodik. A ligalt
RARo/RXR heterodimer kozvetleniil kolcsonhat a gliitkokortikoid receptorral, az interakcio
létrejotte nem igényli a RARo/RXR heterodimer DNS-hez torténd kotédését, viszont fokozza
a gliikokortikoid receptor transzkripcios aktivitasat. Eredményeink azonban azt is igazolték,
hogy ez a transzkripciét fokozé hatas nem a gliikokortikoid receptor foszforilacios

allapotanak megvaltoztatasan keresztiil jon létre.

Megfigyeltilk tovabba, hogy adenozin hatdsara a timocitak Aja receptoron keresztiil
szabalyozott apoptozissal halnak el, mely soran az adenilat-ciklaz rendszer aktivalodik a
Nur77 indukciojahoz €s foszforilacidjahoz vezetve. A Nur77-el sszefliggden Nur77 fliiggden
indukalodo gének megjelenését is igazoltuk, azonban ezeknek nincs szerepe az adenozin altal
Kivaltott timocita apoptdzisban. Az adenozinra indukalodo gének kozott, az elébb emlitett
géneken kiviil, megfigyeltiik a Bim indukcidjat is, mely egy, a bcl-2-vel Osszefiiggd uton,

kozvetleniil szabalyozodik az adenozin hatasban.

Az elvégzett munkat tdmogatta OTKA K77587
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