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1. BEVEZETES
1.1. Apoptozis

A természetes sejthalal az €16 szovetekben allandodan zajlo fiziologias folyamat. A
soksejtli szervezeteknek sziikségiilk van arra, hogy megszabaduljanak azoktol a
sejtektdl, melyek (a) életmiikddésiik szempontjabol foloslegben képzddnek; (b)
élettani funkcidval nem rendelkeznek; (c) mar betoltotték szerepiiket; (d) fejlodésiik
nem megfeleléen megy végbe; (e) az életfolyamatokra potencialisan veszélyesek. Ez a
fiziologias folyamat leggyakrabban ,,programozott sejthalal” révén valosul meg. A
programozott sejthalal, vagy masnéven apoptozis, aktiv sejtelimindcioés folyamat,
amelyben a karosodott vagy sziikségtelenné valt sejtek elpusztulnak és tartalmuk a
fagocitald makrofagok révén tjrahasznosul. Apoptozis soran az elhald sejtek
elveszitik kapcsolatukat az exracellularis matrixszal, a sejtmaganyag kondenzalodik,
majd fokozatosan feldarabolodik, a citoplazma zsugorodik, a sejtmembran
szabalytalan alakva valik, de a sejtalkotok tobbségénél nem kovetkezik be 1ényeges
valtozas. Az apoptotikus sejtek nem jutnak ki az extracellularis térbe, igy nem alakul
ki gyulladasos reakcio, hegképzddés. A cellularis immunitast kdzvetitd T-limfocitak
programozott sejthalal mechanizmusai. A T-sejtek elhalasi folyamataiban
bekovetkez6 zavarok szamos korképet hozhatnak létre: a fokozott apoptdzis
leukopéniat vagy immundeficienciat okozhat, a csokkent mértékii sejtelhalds
immunsejt eredetli daganatok kialakulasahoz vezet, mig a hibas szelekcio autoimmun
megbetegedések 1étrejottéhez jarulhat hozza. Az apoptozist elinditd tényezok, un.
apoptotikus faktorok, lehetnek sejtfelszini receptorok ligandjai (pl.: TNF vagy Fas
ligand) vagy magreceptorok ligandjai (pl.: gliikokortikoid, vagy retinsavak), de
apoptozist valt ki a talélési faktorok (pl.: eritropoetin, IL-1, CSF, névekedési faktorok)

crer

kombinacioja, illetve nem fiziologias hatdsok is (pl.: UV, toxinok, hipoxia).



1.2. A T-limfocitak fejlodése és az apoptozis

A T-limfocitak képzodése csontvel6i dssejtekbdl indul ki €és a timuszban megy végbe,
ahol a timusz epithelialis sejtjei, a dendritikus sejtek és a sztroma egyes elemei (pl.
fibroblasztok) altal biztositott mikrokdrnyezet elengedhetetlentil sziikséges a T-sejtek
tovabbi éréséhez. Azok a T-sejtek, amelyek tal alacsony affinitassal kétédnek az
MHC molekulakhoz, neglekcié révén elpusztulnak. A neglektalt sejtek elhalasat
gyorsitja a timikus epitélsejtek altal termelt gliikokortikoid hormon. A negativ
szelekcid soran apoptézissal elhalnak azok a T-limfocitak is, amelyek nagy affinitassal
képesek felismerni a sajat MHC-sajat fehérje peptidkomplexet. Csak azok a
korlatozott antigén felismerd képességgel rendelkez6 timocitak élnek tal és jutnak ki a
perifériara, melyek nem jelentenek veszélyt a sajat szoveti struktardkra, vagyis

toleransak.
1.3. A gliikokortikoid hormon

A szteroid hormonok kozé tartozo glitkokortikoid hormon szamos létfontossagu
biologiai folyamatot szabalyoz, és a T-sejtek differencialodasaban, aktivaciojaban,
tulélésében és apoptdzisaban is fontos szerepet jatszik. Endogén keletkezd, gyulladast
szabalyoz6 hormon. A gliikokortikoidok erds gyulladasgatld és immunszupressziv,
limfocita apoptdzist kivaltd hatasa miatt a leggyakrabban hasznalt gyogyszerek kozé
tartoznak. Gyogyitd hatasanak ellenére mellékhatasai miatt, mint példaul az
osteoporosis vagy bdratrofia, a terapidban torténd alkalmazhatosaga vagy annak
idotartama korlatozott. Nem csak a mellékvese kéreg, hanem a timusz kortiko-
epitelalis sejtjei is képesek glitkokortikoid hormon termelésére, ezért a

gliikokortikoidok lokalisan keletkezve is hathatnak a timocitakra.
1.4. A gliikokortikoid receptor

A gliikokortikoid hormon hatasat a magban hat6 gliikokortikoid receptorhoz kétodve
fejti ki. A szteroid receptorok a ligand éaltal indukalhato transzkripcios faktorok
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szupercsaladjaba tartoznak. Ezek a receptorok egyforma szerkezeti egységekbdl
éplilnek fel: egy konzervalt, centralis elhelyezkedésii cink-ujj DNS ké6t6 doménbdl
(DBD), egy kevésbé konzervalt C terminalis ligand kot6 doménbdl (LBD), és egy
kevésbé konzervalt N-terminalis doménbdl (NTD). Bar a szteroid receptorok tobbsége
a magban talalhat6é, hormon hianyaban a GR a citoszolban tartézkodik kiilonbdzd
szabalyozé fehérjékkel (Hsp90, Hsp70, Hsp56) komplexet alkotva. A GR-Hsp90
kapcsolodas a receptor megfeleld konformacidjanak a kialakitasan tal ligand kotés
hianyaban megakadalyozza a receptor DNS-hez torténd kapcsolodasat.
Gliikokortikoid hormon kotés hatasara a GR disszocialoédik a hésokk fehérjékrol,
dimerizalddik és a sejtmagba transzlokalodik. A sejtmagban a receptor homodimer
formaban felismeri kiillonbozd gének erdsen konzervalt palindrom szekvenciait
(GGRACAnnnTGTTCT) ¢és ezekhez a specifikus DNS szakaszokhoz, masnéven
glitkokortikoid valaszadd elemekhez kotddik hozza. A kotddés utan fokozza, vagy
gatolja szamos gén transzkripcidjat. Sok génrél ismert, hogy gliikkokortikoidok
hatadsara fokozottan irddik at, beleértve azokat is, amelyek részt vesznek az
immunsejtek aktivalasaban, miikodésének szabalyozasaban, apoptozisukban, mint pl.

GILZ.
1.5. A retinsavak és a retinoid receptorok

Az A-vitamin elengedhetetlen mikroelem az epitélidlis szovetek megfeleld
differencialodasahoz, a latas folyamatahoz és a szaporodashoz, valamint alapvetd
szerepe van a szerzett és veleszilletett immunitds fenntartisaban. Az A-vitamin
szarmazgékai, a retinoidok nagy dozisban toxikus hatastak és a limfoid szervek,
toxikus szint alatti dozisban a csecsemdmirigy sulyanak, a timikus kis limfocitdk
szdmanak ¢€s a nyirokcsomok cellularitasanak szignifikans novekedését eredményezik.
Az A-vitamin immunrendszerre gyakorolt hatasat elssorban annak aktiv metabolitjai,

a retinsavak — a transz és a 9-cisz-retinsav — kozvetitik. A retinsavak a sejtmagban



elhelyezked6 retinsav receptor csalad ligandjai. A transz-retinsav (ATRA) és a 9-cisz-
retinsav  (9cRA) szamos szovetféleségben megtalalhaté, hatasuk specifikus
receptoraik, a retinoid receptorok ligalasan alapul. A magi szteroid/tireoid/retinoid
hormonreceptor szupercsaladba tartozé receptorok ligand-fliggé transzkripcids
faktorok, melyek specifikus valaszaddé -elemeikhez kotédve (RARE, RXRE)
szabalyozzak bizonyos célgének expresszidjat. Mas transzkripcids faktorokkal is
kolcsonhatasba 1éphetnek, ezaltal szabalyozzak azok mikodését. A retinoid
receptoroknak két tipusa ismert: retinsav receptor ( RAR) ¢és retinoid X receptor
(RXR). Az RXR specifikus agonistija a 9cRA, mig az RAR ligalasaban mindkét
retinsav egyarant, de kiilonb6z6 affinitassal vesz részt. Az RAR-nak és az RXR-nak is
3 altipusa van az o, B és y. Az RAR-ok a retinoid X receptorokkal alkotott
heterodimerekként funkcionalnak. Az RXR receptorok képesek homodimer
kialakitasara, ugyanakkor dimerizacids partnerei kozott a szteroid/tireoid/retinoid
magreceptor csalad mas 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 miikodé ,,arva” receptor, mint pl. a Nur77. A retinsavak hatdsa az

immunrendszer mitkddésének szabalyozasara nézve szintén elég sokrétil. Fiziologias

srer
s

crer

ATRA indukélja a naiv FoxP3- CD4+ T-sejtek atalakulasat FoxP3+ regulatorikus T-
sejtekké. Az intézetiinkben évek ota folyd kutatomunka mutatott ra, hogy a retinsavak
fontos szerepet toltenek be a csecsemOmirigyben lezajlé T-limfocita fejlodés,

timopoézis szabalyozédsaban is.



1.6. Adenozin és adenozin receptorok

Az adenozin a szervezetben altalanosan jelenlévd nukleozid, melyet a sejtek normal
koriilmények kozott is folyamatosan termelnek, azonban szoveti sériilés vagy hipoxia
hatasara a képzodésik fokozodik. Az endogén adenozin szint ndvekedése
citoprotektiv, antiinflammatorikus és proinflammatorikus folyamatokban egyarant
megfigyelhetd, de megfigyelték apoptotikus funkcidit is. A timocitak esetében az
adenozin a normal koriilmények kozott lezajlo limfocita szelekcid soran folyamatosan
termelddik, mert az elhald sejteket fagocitalo makrofagok kibocsatjak. A normal
immunfolyamatok szabalyozasa soran az adenozin a sejtfelszini purinerg
receptorokhoz kotédik, aminek kovetkeztében mind egér, mind pedig human
timocitak és aktivalt T-sejtek apoptozisat is képes kivaltani. Az, hogy az adenozin
milyen tipusu sejtmiikodést serkent vagy gatol az fiigg az aktivalt adenozin receptor
tipusatol. Gerincesekben az adenozin receptorok a purinerg (P) receptorok csaladjaba
tartoznak, amelynek endogén ligandjai az adenozin, az AMP, az ADP ¢és az ATP. A
purinerg receptorokat attdl fiiggben, hogy adenin-nukleozidra (adenozin) vagy
nukleotidra (ATP) érzékenyek, P1 és P2 csoportba soroljuk. A Pl receptorok
azonosak az adenozin-receptorokkal. Ez utobbiak 4 féle alcsoportra oszthatdak: Aj,
Aon, Agg és Az. Ezek koziil valamennyi G fehérje kapcsolt. A receptorok miikddése
soran létrejovo tényleges sejtvalasz a PKA rendszer aktivacidja és tovabbi fehérjék
foszforilacidja révén jon 1étre. Emelett az adenozin receptorok G-fehérjéken keresztiil
a foszfolipaz C (PLC) enzim miikddését is befolyasolhatjak, melynek megnovekedett
aktivitasa révén, az IP; termelésén keresztiil, az intracellularis raktarakbol torténd
Ca®*- felszabadulas figyelheté meg. Az adenozin dezaminiz enzim hianyaban
megfigyelt adenozin koncentracidemelkedés, 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 610 hatas az adenozin Aja
receptorokon keresztiil kozvetitédik. Az 6lés mechanizmusat azonban kordbban nem

tisztaztak.



2. CELKITUZESEK

Korabbi, a laborunkban folytatott vizsgalatok azt mutattdk, hogy retinoidok
termelddnek a timikus kornyezetben is, és képesek a neglektalt sejtek apoptozisat is

kivaltani, valamint fokozzak a gliikokortikoid hormon altal kivaltott sejtelhalast is.

A laborunkban folyé vizsgalatok azt is igazoltdk, hogy az apoptotikus sejteket
eltavolitd makrofagok adenozint bocsatanak ki, illetve, hogy az adenozin sejthalalt is
kivalthat. Mas kutatocsoportok egér timocitakon végzett kisérletei azt bizonyitottak,

hogy a hatast az adenozin az Aya receptor kozvetiti.
Ezen el6zmények alapjan, kisérleteimben két teriiletet kivantam vizsgalni:

1. Milyen mechanizmussal fokozzak a retinoidok a gliikokortikoidok altal kivaltott

timocita sejtelhalast?

2. Milyen mechanizmussal valtja ki az adenozin az Aa receptor stimulaciojan
keresztiil az egér timocitak elhalasat?



3. KISERLETI ALLATOK

A kisérletek soran a kovetkezd egereket hasznaltuk: 4 hetes NMRI egerek (LATI,
Godolls, Magyarorszag), 4-5 hetes vad tipust, A2A-/-, Nur77-/-, Bim-/-, FADD-
dominans negativ, vav-bcl-2-269, Eu-bcl-2 transzgén egerek. Az NMRI egereket
kivéve minden egér C57/BL6 hatter{i. Az in vivo timocita apoptozis indukcié soran 4
hetes egereket oltottunk intraperitonealisan 0,2 mg dexametazon-acetattal Gnmagaban
vagy 50ng AM580-al vagy 50ug LG268-al egyiitt 0,1ml etanol és 0,4ml fiziologias
sooldatban oldva. Az adenozin in vivo hatasanak teszteléséhez, a kisérleteknél

feltlintetett modon és mennyiségben, NECA-t alkalmaztunk.
4. MODSZEREK
4.1. Timocita populaciok karakterizalasa és apoptozis detektalas

24 oras kiilonbozo in vivo kezelések utan izolaltuk a timocitakat a timuszbol, majd a
sejteket 0,1%-0s natrium azidot tartalmazé jéghideg PBS-ben vettilk fel a PE jeldlt
anti-CD4 ¢és FITC jelolt anti-CD8 festés eldtt. A tulélé sejteket megszamoltuk. A
sejteket 30 percig 4°C-on inkubaltuk a jelolé anyaggal, majd két, 1%-0S BSA-t és
0,1%-o0s natrium azidot tartalmazé jéghideg PBS-es mosast kdvetden 0.1%-0s natrium
azidot tartalmazd PBS-ben vettiik fel. A kétszeres fluoreszcenciat 488nm-en, Becton
Dickinson FACScan segitségével detektaltuk. Jeloletlen timocitakat hasznaltunk

autofluoreszcens kontrollként.

Az apoptézis vizsgalatok sordn a timocitakat és a T-sejt vonalakat dexametazonnal
(1uM) és kiilonbozod retinoidokkal kezeltik 6 oran keresztil 10% delipidalt FCS
jelenlétében. Az adenozinnal folytatott kisérletekben 10% FCS-t alkalmaztunk. A
timocitdk esetében a kezelések hatdsdra bekovetkez6 DNS degradacid mértékét
difenilamin reagenssel hataroztuk meg. A T-sejt vonalak esetében a degradalt DNS-t
tartalmazo sejtek (sub Go-G; sejtek) %-os aranyanak meghatirozasa &ramlasi-

citométerrel tortént, miutdn a sejteket propopidium jodiddal jeldltik. Az apoptdzis
9



indukcié tovabbi igazolasdhoz Annexin V jeldlést alkalmazva, ,,FITC Annexin V
Detection Kit” felhasznalasaval is meghataroztuk a kezelések hatasara kivaltodott

apoptozis mértékeét.

4.2. A Nur77, FasL, NDG-1 és -2, Bim mRNS Kkifejezédésének detektalasa RT-
PCR technikaval

A 4 oras kezeléseket kovetden a fenti gének mRNS expresszios mértékének
meghatarozasa RT (reverz transzkriptaz)-PCR-ral tortént. Total RNS Trizol-0s
izolalasat kovet6en, az mRNS-eket, amelyek poliA véget hordoznak, oligo dT primer
¢és reverz transzkriptaz enzim segitségével egyszali ¢DNS-s¢ irtuk at, majd adott
paraméterek alapjan PCR reakciot végeztiink. A kapott, adott hosszusagu termékeket

agaroz-gélen futtattuk meg.

43. A GILZ, Nur77, FasL, NDG-1 és -2, Bim valamint TRAIL mRNS

kifejez6désének mennyiségi meghatarozasa Q-PCR technikaval

A sejtekbdl a teljes RNS mennyiséget RNeasy® Mini Kit felhasznalasaval izolaltuk.
Ezt kovetden az RT 1épésben, a cDNS szintéziséhez 100nM teljes RNS-t hasznaltunk
mintanként. Az RT reakcidé 42°C-on 30 percig, majd 72°C-on 5 percig specifikus
reverz primer €s Superscript Il Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA)
alkalmazasaval tortént. Az RT I[épést kovetéen ABI Prism 7900-as késziiléket
hasznalva, 94°C-on 12 masodpercig, majd 60°C-on 1 percig tartd homérsékleti
koriilmények kozott lezajo 40 ciklust kovetéen TaqMan probak alkalmazasaval
meghataroztuk a keletkezett transzkriptek mennyiségét. A kapott eredményt a

konstansan Kifejez6d6 ciklofillin génre normalizaltuk.
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4.4, Tranziens transzfekcio

COSI1 sejteket a transzfekeio el6tt 24 oraval 48 lyuku tenyésztdedényben szélesztettiik
(10° sejt/lyuk). Mésnap a sejtek tranziens transzfekciojat polietilén-imin reagenssel
végeztiik. pPCMX-GRE-luc plazmiddal 6nmagaban vagy pCMX-FL-hRARa és/vagy
pCMX-FL-hRXRoa plazmidokkal egyiittesen transzfektaltuk a sejteket 5 oran
keresztiil. A riporter plazmidbol (pPCMX-B-Gal), is az el6z6khoz hasonld mennyiséget
juttattunk a sejtekbe. 5 6ra transzfekciot kovetden kdvetden 48 oran keresztiil kezeltiik
a sejteket dexametazon és retinoidok meghatarozott koncentracidival. A kezelés
leteltét kovetden sejtfeltarast végeztiink. A luciferaz enzimaktivitasat a feliiliszobol
Luciferase Assay System Kit segitségével hataroztuk meg. A kapott luciferaz

aktivitasokat a kontrollként hasznalt B-galaktozidaz aktivitasokra normalizaltuk.
4.5, Ko-immunprecipitacié

A timocitikat (4x10’) dexametazonnal (1uM) és kiilsnbozé retinoidokkal kezeltiik
o6nmagukban vagy egyiittesen 1 oran keresztiil 10% delipidalt FCS-t tartalmaz6 RPMI
1640 médium jelenlétében. A kezelést kovetden a timocitakat lizaltuk és a GR-t
immunprecipitaltuk agaréz-kapcsolt anti-egér GR antitest hozzaadasaval. SDS
poliakrilamid gél-elektroforézist kovetden Western blot technikaval anti-egér GR és
anti-egér RARa alkalmazasaval azonositottuk az immunprecipitalt GR-t és a vele ko-
immunprecipitalédott RARa receptort. Ugyanilyen médon vizsgaltuk a GR Ser232-en
torténd lehetséges foszforilalodasanak valtozasat retinoid kezeléseket kovetden. Ebben

az esetben specifikus, a foszforilalt Ser232 ellenes antitestet hasznaltunk.
4.6. Emlés két-hibrid rendszer

293T fibroblaszt sejteket transzfektaltunk pCMX-Gal-L-hGR és pMH100-TK-luc
plazmidokkal 6nmagukban, vagy VP-hRARoa-LBD, illetve VP-hRXRo-LBD-t
kifejezd plazmidokkal egyiittesen. A normalizal6 kontrollként pCMX-B-galaktozidaz-t

11



kifejez6 plazmidot alkalmaztunk. A kisérlet menete és a luciferaz aktivitas

meghatarozasa a tranziens transzfekcios kisérletekhez hasonléan tortént.
4.7. Az intracellularis cAMP koncentracié meghatarozasa

Mintanként 10° sejtbél kiindulva, a kiilsnbozd kezeléseket kovetéen az sejten beliili

s

hasznalataval tortént, a kit altal megadott instrukciok alapjan.
4.8. A citoszélikus Ca®" koncentracié meghatirozasa timocitakban

A timocitékat (1x10” sejt/ml) 1 6ran keresztiil, szobahémérsékleten 5 uM Fura-2AM-t
(Fura-2-acetoximetil-észter) tartalmazo RPMI 1640 médiumban (0,2 mM L-glutamin,
5% FCS) tartva kezeltiik. A kezelést kovetden lemostuk a sejtekrdl a Fura-2AM-t és
friss médiumba vettiik fel 6ket. Quartz kiivettaban 340/380 nm-en spektrofotométerrel

hatéroztuk meg a citoszolikus Ca®* koncentraciojaban beallt valtozas mértékét.
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5. EREDMENYEK

5.1. A retinsav receptor o (RARa) és a retinoid X receptor (RXR) ligacioja

fokozza az egér timocitak dexametazon indukalta sejtelhalasat in vitro és in vivo

Kisérleteink soran el6szor a dexametazon dozisfliggd hatasat teszteltiik egér timocitak
apoptozisara. A dexametazon dozisfiiggé modon valtotta ki a timocitak sejtelhalasat 6
oras kezelést kovetden. A tovabbi kisérletekhez a dexametazon 0.1pM-0s
koncentracidjat (a sejtek 50%-anak elhalasat okozta) valasztottuk Ki, hogy
tovabbiakban a retinoidok nével6 vagy esetlegesen csokkentd hatasat tesztelhessiik. A
0.1uM dexametazon mellett alkalmazott természetes retinsavak koziil az ATRA
minden RAR receptort aktival, a 9cRA viszont mind az RAR, mind az RXR
receptorok hatasos aktivatora. A szintetikus retinoidok koziil az AM580 és CD2081 az
RARa receptor, a CD437, CD666 és a CD2325 az RARYy, az LG268 pedig az RXR
receptor agonistaja. Az dsszes RARa és RXR specifikus ligand hatasosan, kb 30%-kal
fokozta a timocitdk dexametazon kivaltotta apoptdzisat. Az RARy-n keresztiil hatd
ligandok hatéastalannak bizonyultak. Az ATRA a 9cRA-nal kisebb hatékonysaggal
fokozta a glitkokortikoid altal kivaltott timocita apoptozist, azonban amikor mellette
LG268-at (0,1nM) is adtunk, a 9cRA-nal is hatasosabban novelte gliikokortikoid altal
indukalt apoptézis mértékét. Az RARa szerepének bizonyitasara RARo knock out
egerekbdl izolalt timocitakon is teszteltilk a retinoidok hatasat. Az RARa receptor
hianyaban csak az RXR receptort aktivaldo LG268 és 9cRA volt képes a
gliikokortikoid altal kivaltott sejtelhalas fokozasara. Az RARa szerepének tovabbi
bizonyitasahoz egy RARa antagonistanak (CD2503) a hatasat is teszteltiik. A vad
tipusu, dexametazon kezelt sejtek esetében a CD2503 énmagédban adva dexametazon
jelenlétében szintén apoptézis fokozodast hozott 1étre. Az RARa null timocitdkban
nem volt hasonld hatasa. Ez a megfigyelés arra utal, hogy ahhoz, hogy a retinoidok
hatdsosan fokozzdk a GR indukalta timocita sejtelhalast, nem sziikséges a retinoid

receptorok transzkripcids hatasa. Az in vitro kisérletek mellett dexametazonnal (0,2
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mg) és retinoiddal (50ug) injektalva az egereket, 24 6ras in vivo kezelés is végeztiink,
mely soran mind az RARa, mind az RXR ligaldsa fokozta a timocitak
gliikkokortikoiddal kivaltott sejtelhalasat, ami leginkabb a CD4+CD8+ dupla pozitiv

populacidt érintette.

5.2. A retinoidok, a timocita apoptézis soran, emelik a GILZ (Gliikokortikoid
altal Indukalhaté Leucin Zippzar) gliikokortikoid indukalta expresszidjat

Abbol kiindulva, hogy a gliikokortikoid indukalta apoptozis a gliikokortikoid receptor
transzkripcios aktivitasatol fliggd folyamat, vizsgaltuk, hogy az altalunk megfigyelt
retinoid hatasok a dexametazon kivaltotta sejtelhalasban, befolyasoljak-e a
glitkokortikoid receptor transzkripcios aktivitasat. Tobb génrdl mar ismert volt, hogy
kifejezddésiik fokozodik a timocitdk dexametazon indukalta sejtelhaldsa soran. Ezen
gének koziil a kozvetleniil gliikkokortikoidra aktivalodo gént, a GILZ-t valasztottuk,
mert mar a gliikokortikoid indukalta timocita elhalas kezdeti fazisaban aktivalodik,
valamint prometere hordoz szamos glitkokortikoid valaszadé elemet. Az izolalt
timocitdkat az el6z6ekhez hasonld koncentracioban hasznalt dexametazonnal és
kiilonbozo retinoidokkal kezeltiik és 2 oras kezelést kovetden a sejtekbdl izolalt RNS-
b6l qPCR technikat alkalmazva meghataroztuk az aktivalodott GILZ mRNS-ének
mennyiségét. Megfigyeltiik, hogy dexametazonnal tértént egyiittes kezelés soran mind
az alkalmazott RARa agonista és antagonista, valamint az RXR receptor agonista is

dozisfliiggd modon fokozta a GILZ gliikokortikoid indukalta génexpresszios szintjét.

5.3. A retinoidok transzaktivaciés hatasa RARo/RXR heterodimeren Kkeresztiil

szabalyozédik

A retinoidok elébbiekben bemutatott transzaktivacios hatasat in vitro gliikokortikoid
luciferdz riporter esszével vizsgaltuk tovabb, melynek sordan olyan sejteket
transzfektaltunk tranziens transzfekcioban a pCMX-GRE-luc riporter konstrukcioval,

illetve pCMX-FL-hRARa, és /vagy pCMX-FL-hRXRa receptorral dnmagaban vagy
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egyiittesen, melyek nagyon alacsony szinten expresszaljak a retinoid receptorokat.
Fiziologias koncentraciojit ATRA csak RXR jelenlétében nem befolyasolta a GR
indukalta transzkripciot, és RARa vagy RARo/RXR jelenlétében is csak nagyon
alacsony transzkripcid fokozast mutatott. A 9cRA szignifikdnsan emelte a GR
indukalta transzkripciét mind RXR mind pedig RARa jelenlétében. A hatds azonban
sokkal kifejezettebb volt, amikor az RARa/RXR receptorok egyiittesen voltak jelen a
sejtekben. Az RXR receptor agonista LG268 szintén szignifikansan emelte a
transzkripciot mind az RXR mind az RARo/RXR heterodimer jelenlétében. A
szintetikus RARo agonista AMS580 és az antagonista CD2503 az ATRA-hoz
hasonloan szintén hatastalannak bizonyult abban az esetben, amikor csak RXR
receptor volt jelen, és csak kis mértékben hatott RARa jelenlétében. Azonban, amikor
mindkét retinoid receptor jelen volt, mindkét vegyiilet szignifikansan emelte a
glitkokortikoid indukalta transzkripcidt. Abban az esetben, ha az RARa/RXR
heterodimert expresszald sejteket egyiittesen kezeltik AMS580-al és LG268-al a
dexametazon mellett, az eldbbiekhez képest sokkal hatékonyabb transzkripciot
detektaltunk. Ezekbdl a kisérletekbél arra kovetkeztettiink, hogy az RARa/RXR
heterodimer kozvetiti retinoidok hatasat a gliikokortikoidok altal indukalt
transzkripciora, és akkor a leghatékonyabb, amikor mindkét oldal ligalt allapotban
van. Az a tény, hogy a CD2503, ami nem fokozza az RARo receptor transzkripcios
aktivitasat, hasonl6 hatassal rendelkezett, mint a receptor agonistak, arra utalt, hogy a
retinoid receptorok nem a transzaktivacios hatasuk révén fokozzak a GR miikodését.
Ezért a retinoid receptorok DNS-k6t6 mutansainak vizsgalataival teszteltiik, hogy
kell-e egyaltalan a retinoid receptoroknak kétddnie a DNS-hez a hatas kifejtéséhez.
Adataink azt mutatjak, hogy a retinoid receptorok DNS-hez valé kotddése nem

sziikséges a megfigyelt hatas eléréséhez.
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5.4. Ligandkotést kovetéen a gliikokortikoid és a retinoid receptorok kozott

kolcsonhatas 1ép fel

Ismert, hogy a magi receptorok ligandjuk kotddését kovetden nemesak sajat génjeiket
aktivalhatjak, hanem befolyasolhatjak mas transzkripcios faktorok miikodését is ugy,
hogy kozvetleniil k6tddnek hozzajuk, és ez a kotddés nem feltétleniil igényli a magi
receptor DNS-hez torténd kotodését. Ezért megvizsgaltuk, hogy 1étrejon-e
kolcsonhatas a retinoid receptorok és a GR kozott. Immunprecipitacids technikéat
alkalmazva, egyiittes dexametazon és retinoid kezelést kovetéen a gliikokortikoid
receptor mellett kimutathatdé volt a co-immunprecipitalt RARo receptor. Azt a
feltételezést, hogy a gliikkokortikoid indukalta sejtelhalas RARo/RXR heterodimeren
keresztiil szabalyozodik a retinoidok hatasara, az immunprecipitacios kisérlet is
igazolta, mivel az RXR agonista LG268 kezelés hatdsara a co-immunoprecipitalt
RARa receptor szintén kimutathatd volt. Annak vizsgalatat, hogy a receptorok kozott
1étrejott kolesonhatas kozvetleniil torténik-e, emlds két-hibrid technikaval végeztiikk. A
kisérletben 293T fibroblaszt sejteket transzfektaltunk pCMX-Gal-L-hGR és pMH100-
TK-luc plazmidokkal nmagaban vagy VP-hRARa-LBD plazmiddal egyiitt. Azokban
az esetekben, amikor a pMH100-TK-luc/pCMX-Gal-L-hGR transzfektalt sejtekben a
VP-hRARa-LBD is jelen volt egyidejileg, ahhoz hasonld luciferdz aktivitast
detektaltunk, amilyet dexametazon kezelés mellett, de VP-hRARo-LBD plazmid
hianyaban mértiink. Ezek igazoljak, hogy a 1étrejott kolcsonhatas kdzvetleniil torténik.
A tranziens transzfekcids kisérletekben lattuk, hogy az RXRo receptor ligacidja
onmagaban is képes volt fokozni a dexametazon indukalta transzkripciot, ezért
vizsgaltuk, hogy a GR és az RXR receptor kozott is kialakul-e hasonld kdlesonhatas,
mint a GR és RARa esetében. A pMHI100-TK-luc/pCMX-Gal-L-hGR-ral és VP-
hRXRa-LBD-vel egyiittetesen transzfektalt sejtekben ahhoz hasonl6 luciferaz aktivitas
volt detektalhatd, mint amilyet dexametazon kezelés mellett, de VP-hRXRo-LBD

plazmid hidnydban mértiink. Azonban, a GR/RARo ko6zotti interakcid vizsgalata
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soran tapasztaltakkal ellentétben ebben az esetben mind az RXR receptor ligalasa,

mind pedig a GR ligélasa fokozta az interakci6 létrejottének hatékonysagat.

55. A retinoidok nem Dbefolyasoljak a gliikokortikoid receptor 232-es

poziciéjaban elhelyezked6 szerin oldallancan bekovetkezo foszforilaciot

Mivel elézetesen mar megfigyelték, hogy a Ser232 foszforilacioja promoter specifikus
uton emeli a GR transzkripcids aktivitasat, mi is teszteltiik, hogy a retinoid kezelés
hogyan befolyasolja a GR dexametazon indukalta Ser232 foszforilacigjat egér
timocitdkban. A kisérlet soran a timocitakat 1 6ran at kezeltikk 0,1uM dexametazonnal
6nmagaban vagy 0,3uM AMS580, CD2503 illetve 50nM LG268-al egyiittesen. A
dexametazon hatasara ugyan a GR foszforilalodott a Ser232-en, azonban azt a retinoid
hatasa nem fokozta, valosziniisitve, hogy a retinoid receptorok mas modon keresztiil

fejtik ki hatasukat.

5.6. Az adenozin in vitro adenozin Apa receptor fiiggd és fiiggetlen sejthalalt is

indukal egér timocitakban

Korabbi, A, receptor antagonistan alapuld kisérletek kimutattdk, hogy egér
timocitakban az adenozin Aja receptora kozvetiti az adenozin kivaltotta sejtelhalast.
Ebbél kiindulva kisérleteink elsd részében az adenozin és kiilonboz6 adenozin
analogok hatasat teszteltik vad tipusu és adenozin A,s receptor hianyos egerek
timocitain is. A kapott eredmények azt mutattak, hogy mig az adenozin dozisfiiggd
modon fokozta a vad tipusu timocitak apoptézisat, az A, receptor hidnyos egerekben
az adenozin 200uM-os koncentracidja alatt apoptozist nem valtottunk ki. Ugyanezt
figyeltilk meg akkor is, amikor a sejteket adenozin analdgokkal kezeltiik. Mind a
NECA (egy nem specifikus adenozin receptor agonista), mind pedig a DPMA és a
CGS21680 (adenozin Aqa receptor specifikus agonistak) dozisfliggd apoptdzist valtott
ki vad tipust timocitdkban. E vegyiiletek az A, receptor hidnyos timocitakban az

alacsony koncentraciokban nem voltak apoptozist kivalté hatasuak. Egy adenozin Aga
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receptor antagonistaval (ZM41385) is kezeltiik a timocitakat adenozin illetve NECA
mellett adva. Az antagonista 100pM adenozin, valamint 25uM NECA mellett adva
meggatolta az apoptozist kivaltd hatasukat. Annak kizarasara, hogy az A,a receptor
hianyos timocitdk csokkent adenozin valasza nem egy, az ezekre a timocitakra
jellemzé altalanos apoptozis defektus eredménye-e, a receptor hianyos timocitakat
apoptozist mas uton indukald vegyiiletekkel kezeltiik. Minden hasznalt vegyiilet a vad
tipust sejtekhez hasonldé mértéki(i apoptozist indukalt a receptor hianyos sejtekben is,
bizonyitva, hogy az apoptézisra vald hajlamuk nem valtozott meg. Ezek az adatok
egylittesen azt mutatjak, hogy az adenozin az A,a receptoron keresztiil kozvetitett

apoptozist indukal.

5.7. Az in vivo adenozin indukalta sejtelhalas nagy része az adenozin Aja

receptorokon keresztiil szabalyozdédik

Az adenozin altal kivaltott timocita sejtelhalas mértékét in vivo koriilmények kozott is
vizsgaltuk, melyek soran a NECA emelkedd koncentracidival intraperitonealisan
oltottunk vad tipust és A,a” receptor hidnyos egereket. Az apoptdzis mértékét 20 ora
elteltével jellemeztiik a NECA emelked6 koncentracioinak oltasat kdvetden, a tuléld
sejtek mennyiségének meghatarozasaval. Az in vitro kezeléseknél tapasztaltakhoz
hasonléan a NECA in vivo oltasat kovetéen az Apa receptor hianyos timocitak
sejtelhalasanak mértéke ebben az esten is elmaradt a vad tipusu timocitak esetében
tapasztaltaktol. A legnagyobb mértékii sejtpusztulas a CD4+CD8+ dupla pozitiv
populacidban volt megfigyelhetd mindkét torzs esetében. Ezen adatok szintén azt
tamasztjak ald, hogy az adenozin indukalta sejtelhalas nagyrészt az A,a receptorokon
keresztiil szabalyozodik, és azt mutatjak, hogy els6sorban a CD4+CD8+ dupla pozitiv

timocitakat érinti.
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5.8. Egér timocitakban az adenozin A, receptor az adenilat ciklaz jelatviteli

utvonalat aktivalja

Miutan egyéb sejtek esetében mar megfigyelték, hogy az adenozin A, receptorok
mind az adenilat ciklaz, mind pedig a foszfolipaz C altal szabalyozott jelatviteli utakat
aktivalhatjak, tisztazni kivantuk, hogy egér timocitakban melyik jelatviteli Ut kozvetiti
az adenozin apoptozist kivaltd hatasat. Ennek vizsgalatakor egyrészt a timocitakat 15
percig kezeltiik adenozinnal és kiilonb6z6 adenozin-analdgokkal, majd ,,cyclic AMP
Enzyme Immunoassay Kit” segitségével meghataroztuk a képzédott cAMP mértékét.
Masrészt, a kezeléseket kovetéen Fura-2AM (a Fura-2 kalcium indikator membran
permeabilis szarmazéka) jelolés utan vizsgaltuk az intracellularis Ca® szintjének
valtozasat. Azt talaltuk, hogy a vad tipusu timocitak esetén az adenozin kezelést
kovetden jol és konnyen detektalhato intracellularis cAMP indukcidé mérhetd, azonban
citoszolikus Ca*" koncentracié emelkedést sem adenozin, sem pedig adenozin-
receptor specifikus agonistak adasaval nem sikeriilt kivaltanunk. Ugyanakkor
ugyanezen adenozin receptorra hatd vegyiiletek nem voltak képesek cAMP
emelkedést indukalni A, receptor hianyos timocitdkban, ami megerésiti, hogy az
adenozin a cAMP szintet emeld hatdsit az A,a receptorokon keresztiil kozvetiti,
valamint, hogy az adenozin az A,a receptorokon keresztiil az adenilat ciklaz utvonalat

aktivalja.

5.9. Vad tipusi timocitak esetén az adenozin az ic. cAMP szint szabalyzasan

Keresztiil stimulalja a Nur77 expressziojat és DNS-hez val6 kiotddését, in vitro

Annak vizsgalatahoz, hogy vajon az adenozin indukalta apoptdzis igényli-e 0 fehérjék
megjelenését, aktinomicin-D és cikloheximid kezelést alkalmaztunk. Az eldbbi
vegyiilet az RNS-, mig az utdbbi a fehérjeszintézis gatloja. Mind az aktinomicin D,
mind pedig a cikloheximid kezelés maximalisan meggatolta az adenozin és dbcAMP
kivaltotta apoptdzist, valdsziniisitve, hogy a timocitadk apoptozisanak adenozin altal

torténd szabalyzasa intakt transzkripcios €s transzlacidés folyamatok aktivitasanak
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fiiggvénye. Mivel elézetesen mar ismert volt, hogy a Nur77-nek szerepe van a
timocitdk negativ szelekcidjanak szabalyozasaban, valamint, hogy neuronokban
kifejezddését fokozhatja az adenilat-ciklaz utvonal, teszteltik a Nur77 esetleges
szerepét az adenozin indukalta sejtelhalas szabalyozasaban is. Megfigyeltiik, hogy vad
tipust timocitak esetén 4 Oras in vitro adenozin kezelést kovetéen a Nur77
indukalodik, mig a receptor hianyos timocitak esetén ez az indukcio elmarad. Az
adenozin Nur77 indukald hatasan kiviil megfigyeltiik, hogy a forszkolin (adenilat
ciklaz aktivator), kolera toxin (Gs aktivator) és dbcAMP altal kivaltott cCAMP szint
emelkedés szintén a Nur77 expresszidjanak a ndvekedését valtja ki. A Nur77 szdmos
fehérjesavban volt detektalhatd, ami arra utal, hogy nemcsak indukalodik, hanem

foszforilalodik is az adenilat ciklaz ut aktivaciojanak hatasara.

5.10. NECA oltasat kovetéen a Nur77 és néhany Nur77 fiiggé gén, valamint a
Bim is indukalédik vad tipusu timocitakban, mig az adenozin A, receptor

hidnyosakban nem

Mivel el6zetesen mar tapasztaltuk, hogy in vitro adenozin kezelést kovetéen a Nur77
indukalodik, tesztelni kivantuk ezt a hatast in vivo koriilmények kozott is. NECA
oltasat kovetéen a vad tipusu egerekben dozisfiiggé modon indukalodott a Nur77,
szemben a receptor hianyos egerekkel, amelyeknél indukcié nem volt megfigyelhet6.
Abbol kiindulva, hogy a Nur77 indukalédott adenozin hatasara, vizsgaltuk, hogy
egyéb Nur77-fiiggd gének indukcidja szintén bekovetkezik-e NECA kezelést
kovetéen. A FasL, a TRAIL és a NDG-1,-2 sejthalal gének kifejez6dését vizsgaltuk.
Minden vizsgalt gén dozisfliggd modon indukalédott NECA kezelést koveten, ami
azonban csak vad tipusu timocitak esetén volt megfigyelhetd, receptor hianyos egerek
esetén nem. A tovdbbiakban, mivel elézetes vizsgdlataink a negativ szelekcio
szabalyozasanak szempontjabol azt valoszintsitették, hogy a Bim (egy ,,csak” BH3
fehérje) indukcidja Osszefligghet a Nur77 transzkripcios aktivitdsaval, a Bim

expresszios szintjének valtozasat is teszteltik NECA oltasat kovetden. Eredményeink
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azt mutattak, hogy a Bim két formaja, a Bimg_ (,,extralong” forma) és Bim, (,,long”
forma) koziil NECA oltasat kovetGen az utobbi indukalodott. Az elzetesen vizsgalt
génekhez hasonldan, azonban ez is csak a vad tipusu timocitadk esetén volt

megfigyelheto.

5.11. A Bim, ,csak” BH3 doménii fehérje, kozvetiti az adenozin apoptézist

kivalté hatasat egér timocitakban

A tovabbiakban azt teszteltiik, hogy az adenozin altal regulalt molekulak kozil melyik
az, amely meghatarozod szerepet tolt be az apoptozis indukcidjaban. A Nur77 szerepét
Nur77 hianyos timocitakban vizsgaltuk. A Nur77 altal regulalt gének koziil a FasL
hatasat a FasFc kiméraval, a TRAIL hatasat szolubilis DR5 molekula adasaval
kozombositettiik. A legtobb sejthalal receptor a FADD molekulan keresztiil aktivalja a
prokaszpaz 8 enzimet. A FADD ¢és igy a sejthalal receptorok hatasa gatolt a FADD
dominans negativ fehérjét expresszald egerekben. Eredményeink azt mutattak, hogy e
molekuldk hatdsanak a k6zombdsitése nem meggatolta, hanem fokozta az adenozin
kivaltotta apoptozist, tehat, bar az adenozin fokozza e molekulak kifejez6dését, ezek
egyike sem jatszik szerepet a megfigyelt apoptozisban. Ezt kdveten a Bim szerepét is
megvizsgaltuk. A vizsgalat soran egyrészt olyan timocitakat hasznaltunk, amelyekbdl
hianyzott a Bim fehérje, masrészr6l olyan timocitakat, amelyek a Bcl-2 (anti-
apoptotikus) transzgént fokozottan expresszaltak. Megfigyeltiik, hogy mind a Bim
hianya, mind pedig a Bcl-2 fokozott kifejez6dése meggatolja az adenozin kivaltotta
apoptozist, valészintisitve, hogy az adenozin A,a receptor altal szabalyozott timocita
apoptozis egy, a Bcl-2 altal szabalyozott utvonal altal regulalédik, és kivaltasaban

meghataroz6 szerepet tolt be a BH3 doménnel rendelkez6 fehérje, a Bim.
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6. MEGBESZELES

Jelen tanulmanyban azt vizsgaltuk, hogy egyrészt milyen mechanizmussal fokozzak a
retinoidok a gliikokortikodok altal kivaltott sejtelhalast, masrészt, hogy az adenozin

milyen machanizmussal valtja ki az egér timocitak apoptozisat.

A laboratériumunkban jelenleg is folytatott kutatasok kimutattak, hogy a timikus
mikrokdrnyezetben szamos olyan molekula van jelen, amelyek hozzajarulhatnak a
neglektalt sejtek elhalasanak fokozasdhoz, mint példaul a retinoidok, melyekrdl
elézetes kisérletek mar bizonyitottak, hogy fokozzak a gliikokortikoidok altal kivaltott
sejtelhalast. Masrészrdl, a kutatocsoportunkban végzett kisérletek azt is igazoltak,
hogy az apoptotikus sejteket eltavolitd makrofagok adenozint bocsatanak ki, és ez az

adenozin sejthalalt is kivalthat.

A dolgozatban megerdsitettiik korabbi megfigyelésiinket, hogy a retinoidok képesek
fokozni az éretlen timocitak gliikkokortikoid-indukalta apoptozisat. Kiilonbozo
retinoidokat, illetve RARa hidnyos timocitakat alkalmazva, bizonyitottuk, hogy a
retinoidok apoptozist fokozd hatdsa RARa és RXR receptorokon keresztiil
szabalyozodik, egyrészt a két receptor természetes retinsavak altal torténd egyiittes
aktivalasaval, masrészt szintetikus retinoidok altal a receptorok kiilén-kiilon torténd
ligalasaval. Mivel egy alkalmazott RARa - specifikus antagonista szintén emelte a
gliikkokortikoid altal indukalt apoptézist, feltételeztilk, hogy a retinoid receptor a
gliikokortikoid transzkripciot fokozo hatasat nem transzkripcios aktivitasa révén fejti

ki.

Bizonyitottuk, hogy a timocitdkban a retinoidok az RARa és az RXR receptoron
keresztiil is képesek fokozni a gliikokortikoid altal indukalhaté gén, a GILZ
kifejez6dését, azaz fokozni a gliikkokortikoid receptor transzkripcios aktivitasat. Ezt a
hatast kiilonboz6 retinoid receptorok transzfekcidjaval is igazoltuk, mely kisérletek

soran azt talaltuk, hogy a kiilonb6z6 retinoidok RARa/RXR heterodimeren keresztiil
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szabalyozzak a leghatékonyabban a gliikokortikoid receptor transzkripcios aktivitasat.
Megfigyeltiik, hogy RARo/RXR heterodimer jelenlétében minden vizsgalt RARo és
RXR agonista, valamint az RARa antagonista énmagaban is képes volt emelni a
gliikokortikoid receptor transzkripcios aktivitasat. Csak az RARa ligaldsa onmagaban
nem volt hatékony a transzkripcié fokozasa szempontjabol, azonban az RXR receptor
onmagaban torténd aktivalasa specifikus ligandja altal, hatasos modon fokozta a
glitkokortikoid receptor transzkripcidjat, igazolva az RXR receptor meghatarozo
szerepét a gliikokortikoid receptor indukalta transzkripcid szabalyozasaban, mind

6nmagaban, mind pedig az RARa receptorral heterodimert alkotva.

Emlds két-hibrid rendszerben vizsgalva a kozvetlen kolcsonhatas lehetéségét a
gliikokortikod és a retinoid receptorok kozott, bizonyitottuk, hogy a GR és az RARa
illetdleg az RXR receptor kozvetleniil kapcsolodnak egymaéssal. Addig azonban, mig
ezt az interakciot az RARa ligand ko6tddése nem, az RXR ligand kotddése erdsen
fokozta. Az RARa és a GR kozotti kolcsonhatast 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 apoptozist, beleértve az
RXR agonista LG268-at. Ez utobbi megfigyelés alapjan gy tiinik, hogy bar az RXR
agonista LG268 hatasat az RXR homodimereken keresztiil is kifejthetné, in vivo az is
az RARo/RXR heterodimeren keresztiil hat. Adataink Osszességében arra utalnak,
hogy a GR transzkripciot fokozo hatasat az RARa/RXR heterodimeren beliil az RXR
kolcsonhatas a gliikokortikoid receptorral 1étrej6jjon, az RARo/RXR heterodimer

mindkét oldalanak a ligalasa stabilizalhatja.

A tovabbiakban, az adenozin timocita apoptozisban betoltott szerepének vizsgalata
soran Vad tipusu és adenozin A,a receptor hianyos egérb6l szarmazé timocitakat
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bizonyitottuk, hogy adenozin kezelés hatasara a timocitdk A,a receptoron keresztiil
szabalyozott apoptozissal halnak el. Miutan egyéb sejtek esetében mar ismert volt,
hogy az adenozin A,a receptorok mind az adenilat ciklaz, mind a foszfolipaz C
jelatviteli ttvonalat aktivalhatjak, vizsgaltuk, hogy egér timocitdk apoptdzisanak
inditasadban melyik jelpalya vesz részt. Eredményeink azt mutatjak, hogy egér
timocitakban az adenozin A,a receptor az adenilat ciklaz aktivalasan keresztiil valt ki
apoptozist, s a hatdst cAMP fliggé protein kinazok kozvetitik. Adataink azt is
igazoltak, hogy adenozin-medialta sejthalal a sejtek intakt transzkripcids ¢és
transzlacios aktivitasatol fiigg, mely soran a Nur77 és Nur77 fiiggd gének is
indukalodnak, azonban ez utobbiaknak nincs szerepe az altalunk vizsgalt adenozin
indukalt sejtelhalas szabalyzasaban. A megfigyelt hatasok az A, receptor hianyos
timocitak esetén elmaradtak, igazolva az A,a receptor szerepét a Nur77 indukcidjaban

is.

Mivel a timocitak negativ szelekcidja kapcsan ismert volt, hogy a Nur77 mellett a Bim
is indukalédik, azt is teszteltiik, valtozik-e a Bim kifejez6dése az adenozin kivaltotta
sejtelhalas soran. Eredményeink azt mutattdk, hogy adenozin hatdsra a Bim
indukalodik, ami szintén csak vad tipust timocitak esetében volt megfigyelhetd,
valamint azt is lattuk, hogy a Bim antagonistajaként hatdé Bcl-2 fehérje tultermelése
megakadalyozta az adenozin kivaltotta sejtelhalast, valosziniisitve, hogy az adenozin
Ao receptor altal szabalyozott timocita apoptozis, egy, a Bcl-2 altal szabalyozott

utvonal altal regulalodik és kivaltasaban meghatarozo a Bim.

Eredményeinknek két orvosi vonatkozasa van. Egyrészt azt talaltuk, hogy a retinoidok
nemcsak a timocitak, hanem gliikokortikoid érzékeny malignus T sejtvonalak
gliikokortikoiddal kivaltott sejtelhaldsat is fokozzak, ami felveti alkalmazhatdsagukat
leukémidk kezelésében. Masrészt az adenozin timocita 616 hatdsa magyarazatot adhat

arra, miért lesznek immunhianyosak az adenozin dezaminaz hidnyos betegek, ahol az
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adenozin lebontasanak zavara, magas adenozin koncentraciét eredményez e sejtek

kdrnyezetében.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az apoptozis 1dofliggd indukcidjanak fontos szerepe van a normal sejtciklusban és
fejlodésben. A timuszban zajlo T-limfocita szelekcio és differencialédas soran a
timocitak 90%-a negativ szelekcid, illetve neglekcio révén szelektalodik ki. Az utobbi
folyamatban igazoltdk a gliikokortikoid hormonok sejthalalt gyorsitdo szerepét. A
timusz epitélialis sejtjei a gliikokortikoid hormonok mellett retinoidok termelésére is
képesek, valamint ezek szerepét szintén igazoltak mind az a apoptodzis folyamataban,

mind pedig a glitkokortikoidok altal kivaltott sejtelhalas fokozasaban.

A gliikokortikoidok és retinoidok mellett megfigyelték, hogy az adenozinnak is
szabalyoz6 szerepe van az apoptozis folyamataban, melyet az egér timocitak esetén az
adenozin Apa receptoron keresztiill hatva fejt ki. Ismert, hogy az adenozin a
szelektalodo timocitak mikrokdrnyezetében termelddik, az elhalt sejteket fagocitalo

makrofagok termelése altal.

Megfigyeltiik, hogy a retinoidok fokozzak az egér timocitak gliikokortikoidok altal
kivaltott apoptdzisat, mely hatas RARo/RXR heterodimeren keresztiil szabalyozodik.
A ligalt RARo/RXR heterodimer kozvetleniil kdlcsonhat a glitkokortikoid receptorral,
az interakcio létrejotte nem igényli a RARo/RXR heterodimer DNS-hez torténd
kotédését, viszont fokozza a gliikkokortikoid receptor transzkripcids aktivitasat.
Eredményeink azonban azt is igazoltak, hogy ez a transzkripciot fokozo hatas nem a
gliikokortikoid receptor foszforilacids allapotanak megvaltoztatasan keresztiil jon

létre.

Megfigyeltiik tovabba, hogy adenozin hatdsara a timocitdk adenozin A,a receptoron
keresztiil szabalyozott apoptozissal halnak el, mely folyamat soran az adenilat ciklaz
rendszer aktivalddik a Nur77 indukcidjahoz és foszforilaciojahoz vezetve. A Nur77-el
Osszefliggden Nur77 fiiggden indukalodd gének megjelenését is igazoltuk, azonban

ezeknek nncs sezerepe az adenozin altal kivaltott timocita apoptozisban. Az
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adenozinra indukal6dé gének kozott az elobbi emlitett mely egy, a bcl-2-vel

Osszefliggd ton, kozvetleniil szabalyozodik az géneken kiviil megfigyeltiik a Bim

ey
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