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OSSZEFOGLALAS

A disszertacioban bemutatott munka sordn arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy T
limfocitdkban az antigén-specifikus receptoron keresztiil érkezd jel mennyiségi és mindségi
eltérései hogyan képesek az adott sejtben ellentétes eldjelli folyamatokat kivaltani és ezaltal
az aktivalt sejt tovabbi sorsat iranyitani. Tovabba vizsgéaltuk, hogy egy adott vegyiilet
kiilonb6z6 receptorok aktivalasan keresztiil miként tud ellentétes sejten beliili folyamatokat
irnyitani.

Egy altalunk elézetesen kifejlesztett in vitro T sejt aktivacios modell segitségével egy
homogén sejt populacioban (IP12-7 egér CD4 " effektor/memoéria T sejt hibridoma) kiilonbdzé
sajatsagl antigén prezentald sejtek (APS) alkalmazasaval eltérd mindségli és mennyiségl
jeleket tudtunk kivaltani, amelyeket a T sejt aktivacid korai, kozéptavu €s késoi eseményeinek
monitorozasan keresztiil vizsgaltunk. Kimutattuk, hogy a T sejt receptoron (TSR) keresztiili
antigén-specifikus stimulaciot koveté valaszt a bemutatott peptid mennyisége mellett
nagymértékben befolyasoljak az antigént bemutato sejtek sajatsagai is. Igazoltuk, hogy a T
sejtben lezajlo aktivacids és apoptotikus folyamatok egymastol nem valaszthatok el, mivel a
legnagyobb mértékll sejtaktivacio (a 2PK3 APS alkalmazédsakor) egyben az aktivacid
indukalta sejthalal kivaltasaval is egyfitt jar.

A retinoidokrdl ismert, hogy szabalyozzédk a timocitdk osztddasat és aktivacio
indukalta elhaldsat valamint, hogy a kiilonb6zd retinsav receptorokon keresztiil zajlo
jelatviteli folyamatok dontd szerepet jatszanak a TSR-stimulaciot kovetd sejthalal folyamatok
szabalyozasaban. Ezért indokoltnak lattuk megvizsgélni a kiilonbdzd retinsav receptorok
retinoid agonistakat ¢s antagonistakat alkalmaztunk egy vagy tobb retinoid receptor

aktivaléasara, illetve gatlasara. A kiilonbozo retinoid receptorok aktivalt pereriférias T sejtekre

crer

crcr

gatolja a T sejtek osztodasat. Kimutattuk, hogy ezeket a hatdsokat a retinoid receptorok a
Nur77 transzkripcids faktor transzaktivacios képességének, a FasL apoptotikus fehérje
sejtfelszini megjelenésének, valamint az IL-2 jelatvitel szabdlyozasanak befolyéasolasaval

fejtik ki.



A T sejtek antigén-specifikus és egyéb stimulaciot kovetd valasza — aktivalodasa,
osztodasa, effektor sejtté valadsa vagy elhaldsa — nagymértékben befolydsolja a periférids T
sejt készlet képzddését és egyenstlyanak fenntartasat, illetve az immunoldgiai memoria
kialakulasat. E folyamatok Osszehangoldsa elengedhetetlen feltétele az immunrendszer

megfeleld miikodésének.



TARTALOMJEGYZEK

A dolgozatban szereplo roviditések jegyzéke

1. Irodalmi hattér

1.1 Az immunhomeosztazis fenntartasa

1.2 Sejthalal

1.2.1 A nekrotikus és az apoptotikus sejthalal

1.2.2 Sejthalal az immunrendszerben

1.3 A CD4" T sejtek aktivacidja és apoptozisa

1.3.1 A T sejt aktivalas ,,kétlépcs6s” modellje

1.3.2 Az immunologiai szinapszis ¢és a lipid mikrodomének szervezddése

1.3.3 A CD4" T sejtek aktivacio indukalta apoptozisanak eseményei

1.3.4 A T sejt aktivacio €s apoptozis kisérletes kivaltasanak lehetdségei

1.4 Aktivaci6 vagy apoptozis?

1.5 A természetes retinsavak

1.6 A retinsavak szerepe az immunrendszer szabalyozasaban

1.7. A kisérleteink kdzvetlen alapjaul szolgalé eredmények

2. Célkitizések

3. Anyagok és médszerek

3.1 Peptid specifikus T sejt hibridoma aktivacidjanak és sejthaldlanak vizsgélata

3.1.1 A kisérletekben alkalmazott sejtek és a sejttenyésztés feltételei

3.1.2 Szintetikus peptid

3.1.3 A sejtvonalak jellemzése és a sejtfelszini molekuldk vizsgalata
aramlasi citofluorimetriaval

3.1.4 Funkcionalis vizsgalatok

3.1.4.1 Alloreakcio kivaltasa

3.1.4.2 A T sejt hibridomak antigén specifikus aktivaloéddsanak mérése citokin
termelés alapjan

3.1.5 A sejtkultira feliiluszok citokin tartalmanak meghatdrozasa bioesszék
segitségével

3.1.5.1 A feliilaszok IL-2 tartalmanak meghatarozasa

3.1.5.2 A feliiluszok TNF tartalmdnak meghatarozasa

3.1.6 A T sejtek antigén specifikus aktivacidjanak vizsgalata az

oldalszam:

7.

9.

9.

10.
11.
12.
13.
13.
15.
16.
22.
22.
22.
24,
25.
27.
29.
29.
29.
30.

30.
32.
32.

32.

32.

32.
33.



intracellularis Ca" koncentracié emelkedésének mérése alapjan

3.1.6.1 A minték el6készitése

3.6.1.2 Az intracellularis Ca™ koncentracio mérése

3.1.7 Az aktivacié indukalta sejthalal vizsgalata dramlasi citofluorimetriaval

3.1.8 A T sejt — B sejt kapcsolatok mérése

3.1.9 A sejtek magneses elvalasztasa

3.1.10 Transzkripcios faktorok DNS kotd képességének vizsgalata

3.1.11 Génexpresszios vizsgalatok RT-PCR-rel

3.1.11.1 RNS nyerése

3.1.11.1 Reverz transzkripcid

3.2 Retinoidok hatdsanak vizsgalata a nur77 gén kifejezddésére és
transzaktivacios képességére

3.2.1 Retinoidok, kotodési vizsgalatok és transzaktivacios esszé

3.2.2 A kisérletekben alkalmazott sejtek ¢és a T limfociték tisztitasa

3.2.3 A sejttenyésztés feltételei

3.2.4 A DNS szintézis vizsgalata

3.2.5 Az apoptozis vizsgalata

3.2.6 Sejtciklus analizis

3.2.7 Az interleukin-2 termelés vizsgalata

3.2.8 Az IL-2 receptor sejtfelszini megjelenésének detektalasa

3.2.9 A fehérje tartalom kimutatasa

3.2.10 Stat5a és b fehérjék foszforilaciojanak vizsgalata

3.2.11 T sejtek aktivalasa

3.2.12 A nur77 génexpresszid vizsgalata

3.2.13 Tranziens transzfekcios esszé

4. Eredmények

4.1 Az antigén-specifikus T sejt aktivacio €s az aktivacid indukalta sejthalal
vizsgalata peptid specifikus T sejt hibridomakkal

4.1.1 A T sejt—B sejt kapcsolat erdssége fiigg az adott APS egyedi sajatsagaitol

4.1.2 A peptiddel stimulalt T sejtek korai jelatviteli eseményei fiiggnek az APS
fenotipus sajatsagaitol

4.1.3 A B sejt APS-ek eltérd T sejt aktivalo képességének molekularis hattere

4.1.4 A T sejtek citokin termeld képességét az antigén prezentalo sejt egyedi

sajatsagai €s a bemutatott peptid koncentracioja is befolyasolja

33.
33.
34.
34.
35.
35.
35.
36.
36.
36.

37.
37.
38.
38.
39.
39.
39.
40.
40.
40.
41.
41.
41.
41.
43.

43.
43.

44,
46.

48.



4.1.4.1 Az aktivalt T sejtek altal termelt oldott citokinek termelésének vizsgélata

funkcionalis vizsgalatokkal 48.
4.1.4.2 A T sejt aktivacido nyomonkdvetése a citokinek génexpresszidjanak

vizsgalataval 51.
4.1.5 A kiilonb6z6 APS-ekbdl szarmazo jelek meghatarozzak a T sejt

differencidltsagi fokat és tovabbi sorsat 52.
4.1.6 A T sejtek apoptozisa csak a leghatékonyabb antigén prezentalas feltételei

mellett valthato ki 54.
4.2 Retinoidok hatasanak vizsgalata 56.
4.2.1 AT sejt aktivacio indukalta sejthalalat gatoljak a retinsavak és az RARa

szelektiv retinoidok 56.
4.2.2 Az aktivaci6 indukalta sejthalal gatlasa az RARa receptoron keresztiil

befolyasolhaté az RXR vagy az RARYy kostimulacidjaval 58.
4.2.3 A retinoidok szabalyozzak a nur77 transzaktivaciojat 59.
4.2.4 Az RAR a ligandkdtése fokozza, mig az RARy ligand altali aktivacidja gatolja

a human periférias T sejtek osztodasat 61.

4.2.5 Az RARy receptor kis mértékben ha az IL-2 termelédésére és az

IL-2 receptor megjelenésére 65.
4.2.6 Az RARYy ligandkdtése nem indit apoptozist a PHA stimulalt T sejtekben 67.
4.2.7 Az RARy ligandkdtése beleavatkozik az IL-2 jelatviteli utvonalaba 68.

4.2.8 Az RARa ligand kotése fokozza a PHA stimulalt T limfocitak IL-2 termelését  71.
4.2.9 Az RARa ligandkotést kovetd IL-2 szint ndvekedés korabbi sejtciklusba

1épést és az apoptozis gatlasat eredményezi 72.
4.2.10 Az RXR kostimulaci6 elésegiti az RARa vezérelt proliferacié novekedést 72.
5. Az eredmények megbeszélése 74.
6. Irodalomjegyzék 83.
7. Kozlemények 109.
7.1 Az értekezésben felhasznalt kozlemények 109.
7.2 Egyéb kozlemények 109.
7.3 Konferencia absztraktok és eléadasok 110.
Koszonetnyilvanitas 112.



A DOLGOZATBAN SZEREPLO ROVIDITESEK JEGYZEKE
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1. IRODALMI HATTER

1.1 Az immunhomeosztazis fenntartasa

A homeosztazis fenntartasa az €16 szervezet normalis miikodésének elengedhetetlen
feltétele. Sejtek sziiletnek, funkcionalnak és halnak el térben és id6ben jol koriilhatarolt,
szigoru feltételek kozott. Testiink majdnem minden sejtjének megvan az a potencialis
képessége, hogy olyan rosszindulatu atalakuldson menjen 4t, ami korlatlan szaporodast enged
meg ¢és ezaltal veszElyt jelent a szervezet miikodésére és az egyed életére. A sejtosztodas
szamos ellendrz6 ponton szabalyozott folyamat, ami a szervezetben lezajlé szamtalan
proliferacidés esemény sordn a legtobb esetben karos kovetkezmények nélkiil meg végbe.
Ezzel szemben egyetlen sejt pusztuldsa soha nem jar az egész szervezetet érintd, dramai
valtozasokkal, igy a leghatékonyabb sejtosztddast szabalyozé folyamat a sejthalal (Green és
mtsai, 2002).

A gerincesek adaptiv immunolégiai védekezését biztositd limfocitak megfeleld
ingerek jelenlétében gyors szaporodésra képesek, ami nagymértékben fokozza a korokozokkal
szembeni védekezés hatasfokat. A szervezetet sajat molekuldit felismerd U.n. autoreaktiv
limfocitdk nem megengedett osztddasa azonban a szervezet maradandd karosodésat
okozhatja. Ezért a limfocita készlet kialakulasanak és mitkkodésének szabalyozasa rendkiviil
szigoru szabalyozas alatt all. Csakligy, mint az onkogenezis feliigyelete, a limfocita fejlddés,
szaporodas ¢s differencidcio regulalasa is gyakran igényli sejthalal folyamatok beinditasat.

Az immunsejtek elsddleges feladata a szervezetbe kertiilt idegen anyagok (antigének)
vagy karosan megvaltozott sajat struktirak felismerése és eltavolitasa. Ezt a feladatot a T és B
limfocitdk, valamint az egyéb immunkompetens sejtek dsszehangolt miikodése biztositja. Az
immunkompetens sejtek megfeleld mennyiségben ¢és mindségben vald képzddését az
aktivacio, a klonalis felszaporodas és a sejthalal megfeleld egyensulya biztositja oly modon,
hogy az idegen anyagok eliminacidja mellett a szervezetet felépitd sajat struktirdk ne
karosodjanak. Timuszon beliili fejlédésiik és érésiik sordn azok a T sejtek, amelyek
antigénfelismerd receptorai nem miikddéképesek, nem szaprodnak tovabb és mar a timuszban
elpusztulnak, a potencialisan autoreaktiv T limfocitak pedig a helyi aktivacié eredményeként
apoptozissal elhalnak. A sejthalal sorsara jutnak azok a timocitdk is, amelyek az MHC

molekulak révén nem tudnak kapcsolatot teremteni a szervezet sajat sejtjeivel.



A timuszbdl kilépd periférias T sejtek osztodasat és tovabbi differencidlodasat az
antigénnel valo taldlkozés valtja ki, de az antigén-specifikus aktivacio a végrehajtod (effektor)
sejtek pusztulasat is eredményezi. A fehérje természetli antigének fajlagos felismeréséhez a T
sejteknek kapcsolatba kell 1épniilik az antigén prezentalo sejtekkel (APS). A T limfocitak és
APS-ek kapcsolatat adhézios molekuldk biztositjak, a specifikus felismerésért az APS
membranon megjelend MHC molekuldkhoz kotott peptidek és a T sejt antigén felismerd
receptor (TSR) kolcsonhatasa biztositja. Az APS felszinén prezentalt adott MHC — peptid
komplex csak a megfeleld TSR-ral rendelkezd T limfocitak reakcidjat valtja ki. Az antigének
belépését kovetden a specifikus T limfocitak gyors klonalis felszaporodasa biztositja azt, hogy
az antigén eredetli peptidet bemutato sejteket a T limfocitak elpusztitsdk vagy az antigénnel
specifikus reakcioba 1€épd ellenanyagok megfeleld mennyiségben képzddjenek. Az antigén
hatékony eltavolitasat kovetden azonban a szervezet szamara feleslegessé valnak a
felszaporodott T limfocitdk, amelyek zome az aktivacio altal kivaltott programozott sejthalél
révén eltavolitodik a szervezetbdl, visszadllitva a homeosztazis felborult egyenstlyat. Az
immunologiai memoria kialakulasat és fenntartasat azonban néhany antigén-specifikus T sejt

tulélése biztositja.

1.2 Sejthalal

A sejthaldl szerepet jatszik a limfocita homeosztazis fenntartdsdban, a kérosodott
sejtek eltavolitasaban, valamint a talélési faktorokban szegény szdveti kornyezetbdl a nem
funkcionald sejtek elimindldsdban. Az immunvélasz folyaman a sejthaldl két mechanizmus
kozvetitésével ellensulyozza a limfocitdk nagymértéki klondlis felszaporodasat: (1)
novekedési faktor megvondssal és (2) aktivacid indukélta sejthaldllal (AICD). A sejthalalt
szabdlyoz6 faktorok a proliferaciot ¢és sejt differencidlodast regulald tényezokkel
Osszehangoltan szabalyozzak a limfocita homeosztazist €s az immunvalaszok lefolyasat.
Szamos példa mutatja, hogy mindkét folyamat nagyon érzékeny a sejthaldl utvonalak
ellen6rzd pontjainak meghibasoddsara. A sejthaldl csokkent mértékii eléforduldsa gyakran
vezet rosszindulati daganatok és autoimmun betegségek kialalakuldsahoz, mig til sok sejt
pusztulasa immundeficiencidkat és leukopéniat okozhat (Thompson, 1995; Kroemer és

Martinez, 1995, Abbas, 1996).
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1.2.1 A nekrotikus és az apoptotikus sejthalal

Egy adott tipusu és funkcidju sejt pusztulasat két folyamat valthatja ki: (1) nekrézis,
vagy (2) apoptozis. A nekrozis a nem fiziologids karosodasok eredménye, amelyet
morfoldgiailag visszafordithatatlan ozmotikus valtozasok, a sejt duzzadasa és nem kontrollalt
lizise jellemez (Duvall és Wyllie, 1986, Kerr és mtsai, 1991). Nekrozis sordn a sejtmag nem
kondenzalodik, a DNS darabolddas szamos enzim részvételével random modon torténik
(Duvall és Wyllie, 1986, Dong és mtsai, 1997). A sejtmembran sériilése kovetkeztében a
sejttartalom kiszabadul és a kornyezd szovetekben gyulladasos folyamatokat eredményez.

A nekrotikus sejthalallal ellentétben az apoptozis folyamata morfologiailag
megkiilonboztethetd szakaszokra oszthatd (1.1 abra), amelyek végiil a sejt dngyilkossagahoz
vezetnek (Kerr és mitsai, 1972; Duvall és Wyllie, 1986). igy az apoptozist programozott

sejthalalnak is nevezik.

1.1 abra. Az apoptozis folyamata
A laminok és az aktin filamentumok hasitoddsanak kovetkeztében a citoplazma
zsugorodasnak indul (A). A magi strukturalis fehérjék karosodéasa és a kromatin 6sszeomlasa
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miatt a sejtmag kondenzalddik, sok esetben patkoé alakot vesz fel (B). Az egész sejt
hatékonyan vesznek fel (D).

Az apoptdzis folyamata soran a sejtek eldszor elhatarolddnak a szomszédos sejtektol,
sejtmagjuk ¢és a citoplazmajuk kondenzalodik. Korai jelenségként a mitokondriumokbol
citokrom c jut a citoszdlba és a membran potencial csokken (Kluck és mtsai, 1997; Yang és
mtsai, 1997, Marchetti és mtsai, 1996; Zamzami és mtsai, 1996, Vander Heiden és mtsai,
1997, Bossy-Wetzel és mtsai, 1998). A magi szervezddés megsziinik, a sejtmag ¢és a
nukledlusz felbomlik, a kondenzalt kromatin 180 bazisparnyi (vagy ennek tobbszordsébol
allo) oligonukleoszémalis darabokra hasitodik (Wyllie, 1980; Wyllie és mtsai 1984). Agarodz
gélben végzett elektroforézis és etidium bromiddal végzett festés utan ezek az adott méretii
darabok jellegzetes ,,apoptotikus DNS létra” képét mutatjadk. Apoptdzis soran a plazma
membran Osszezsugorodik, a membrannal hatdrolt sejtfragmentumok apoptotikus testek
formajaban lefiizédnek. Igy a sejttartalom nem jut ki a kornyezetbe és — ellentétben a
nekrozissal — a kdrnyezo szovetekben nem kezdeményez gyulladasos folyamatokat. In vivo az
apoptotikus sejtek nagy részét a makrofagok receptor kozvetitette endocitozissal gyorsan
felveszik és kikiiszobolik a rendszerbdl. Ebben a folyamatban szdmos — az apoptotikus sejtek
felszinén megjelend — molekula, igy pl. a vitronektin (Savill és mtsai, 1990) vagy a
foszfatidilszerin szerepét igazoltdk, amelyeket a fagocita sejtek receptorai ismernek fel
(Martin és mtsai, 1995, Castedo és mtsai, 1996, Verhoven és mtsai, 1995, Bratton és mtsai,
1997). A fagocita rendszer gyors eltakaritdé miitkodése miatt az apoptotikus sejtek in vivo

jelenlétét és az apoptozis folyamatat nehéz kimutatni.

1.2.2 Sejthalal az immunrendszerben

Mig az apoptdzis kdzponti szerepe a magzati fejlédésben és a szervképzddésben
régota ismert, jelentdségét az immunrendszer milkddésében csak az utobbi évtizedben
fedezték fol (Kroemer és Martinez, 1995). Régebben az ,,apoptozis™ kifejezést specifikus
biokémiai és molekularis biologiai ismereteink robbandsszerii fejlodésével lehetdové valt a
sejthalal f6 ttvonalainak ¢és molekularis mechanizmusainak feltérképezése kiilonbozo
sejtrendszerekben a nematddaktol az emldsokig. Szamos 10 informacidt az apoptdzissal
kapcsolatban az immunrendszer — azon beliil is a T limfocitdk — vizsgalatan keresztiil

nyertiink.
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A kozponti tolerancia kialakitasaban alapvetd fontossagu folyamat, az autoreaktiv T
sejtek kikiiszobolése a timuszban, elsdsorban programozott sejthaldllal torténik. Kevésbé
ismert azonban, hogy az apoptotikus folyamatok miként szabalyozzék a periférias T sejtek
szelekcigjat, a tolerancia fenntartasat és a memoria sejtek kialakuldsat. A periférias tolerancia
kialakitasaban és fenntartasaban tobb mechanizmus szerepét is igazoltdk. gy a funkcionalis
valaszképtelenség , az,,anergia” kialakulasa (O ’Hehir és Lamb, 1990, Falb és mtsai, 1996), a
sejtfelszini TSR expresszid csokkenése (Schonrich és mtsai, 1991), valamint az antigén-
reaktiv T sejtek aktivacid indukalta kikiiszobolése a rendszerbdl (Kawabe és Ochi, 1991,
Webb és mtsai, 1990; D’Adamio, és mtsai, 1993, Arnold és mtsai, 1993) egyrant szerepet
jatszik az immunfolyamatok negativ szabalyozasaban.

A TSR-en keresztiili aktivacid apoptotikus sejthalalt eredményez a timocitak negativ
szelekcidjakor (Smith és mtsai, 1989), periférias effektor T sejtek eltavolitdsakor (Kawabe és
Ochi, 1991) és HIV fertozott egyedekben a nem fertézott T sejtekben (Gougeon, 1995). Nagy
antigén dozis esetén az eldzetesen aktivalt T limfocitdk az ismétlddd antigén stimulacio
hatasara aktivacio indukalta sejthalalt (AICD) szenvednek (Mixter és mitsai, 1999). Az
aktivalt periférias T limfocitak apoptotikus pusztuldsat a ndvekedési faktorok (pl. IL-2)
hianya (Cantrell és Smith, 1984), a naiv T sejtek esetében az antigén stimulust erdsitd

kostimulacios jel hidnya is kivalthatja (Pestano és mtsai, 1999).
1.3 A CD4" T sejtek aktivaciéja és apoptozisa
1.3.1 A T sejt aktivalas ,,kétlépcs6s” modellje

A T sejtek szamara az antigént az MHC-peptid komplexeket hordozé APS-ek
mutatjék be. A CD8" T limfocitdk az MHC-I, a CD4" T limfocitak az MHC-II molekulak éltal
prezentalt peptidek felismerésére szakosodtak. Az MHC-II molekuldk megjelenése a
hivatisos APS-ekre korlatozédik, igy a CD4" T limfocitak csak a B limfocitdkkal,
makrofagokkal és dendritikus sejtekkel kapcsolatot teremtve képesek aktivalédni. A TSR
kapcsolata az MHC—peptid komplexekkel nem elegendd a T sejt proliferacié kivaltasdhoz, a
megfeleld aktivacidhoz az antigén felismerésén til sziikség van jarulékos jelekre is. Az els6
jel az MHC-peptid-TSR komplex feldl, mig a masodik szignal a T sejt — APS kdozotti
kolcsonhatasban szerepet jatszé membran fehérjék feldl érkezik (Chambers és Allison, 1997).

Az eldaktivalt T sejtek kisebb peptid dozist és kevesebb kostimulalo jelet igényelnek az
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aktivaciohoz, mint a naiv T limfociték. Igy az effektor T sejt aktivacié mértékét (Liu és mtsai,
1997, Gause és mtsai, 1997) és az AICD kivaltdsanak feltételeit az antigen bemutatés
szinhelyén jelenlévd APS-ek sajatsagai hatarozzak meg (Van Parijs és mtsai, 1996).

A hivatasos APS-ek kozos jellemzdje, hogy felszinikon MHC-I ¢é¢s MHC-II
molekuldkat, valamint szamos kostimulator molekulat fejeznek ki, amelyek a sejt-sejt
kapcsolat stabilizaldsaban és jarulékos jelek kozvetitésében jatszanak szerepet. A T sejt
felszinén 1évé CD28 koreceptor és az APS-en megjelend B7 csaladba tartozé ligandok
kolcsonhatasa képezi a T limfocitak legfontosabb kostimulaciot biztositd kdlcsonhatasat. Ez a
kapcsolat elOsegiti a sejtosztodast, az IL-2 termelés novekedését valtja ki és csokkenti a T sejt
aktivaciohoz sziikséges antigén dozis kiiszob értékét (Chambers és Allison, 1997, Powell és
mtsai, 1998, Shapiro és mtsai, 1997). Ezért a CD28 receptor adhézids és egyben koreceptor
funkciot is betdlt és képes a TSR aktivaciot kovetd jelatviteli folyamatok szabélyozasara
(Bachmann és mtsai, 1997, Tuosto és Acuto, 1998). CD28 hianyos egerekkel végzett
kisérletek bizonyitottdk, hogy ez a kostimuldcid6 nem minden antigén fliggd aktivacio
eléfeltétele (Green és mtsai, 1994). Ez azt sugallja, hogy mas jelek is kivalthatjdk a
kostimuldlo hatést, illetve hogy a nagy erdsségli vagy hosszan tarto6 MHC-peptid-TSR
kolcsonhatas kostimulacid nélkiil is elégséges lehet a teljes T sejt stimulacio kivaltasdhoz
(Kundig és mtsai, 1996). A CD4" T limfocitak sokkal érzékenyebbek a kostimulacios jelek
meglétére, mit a CD8" T sejtek (Kundig és mtsai, 1996), igy mind a naiv, mind az eldaktivalt
CD4" T sejtek aktivacidjanak mértéke a kapcsolatban résztvevd APS funkcionalis
aktivitasatol fiigg. Bizonyitékot nyert az is, hogy a B7-CD28 kolcsonhatasnak és az IL-2
citokinnek szerepe van a sajat struktirdk felismerését kovetd periférids tolerancia
kialakuldséban is, igy a T sejtes valasz elinditdsdban és befejezésében egyarant szerepet
jatszik.

A CD4" helper T sejtek kapcsolata specifikus peptid ligandjukkal az APS felszinén
szamos jelatvitali folyamatot indit el, amelyeket membranhoz kotott és intracellularis adaptor
molekulak 6sszegeznek (Buday és mtsai, 1994, Zhang és mtsai, 1998, Peterson és mtsai,
1998; Rudd, 1999). A T sejt aktivaci6 eredményeként kiilonbozd citokinek termelésért és
sejtfelszini molekulak megjelenéséért felelds gének kifejezodése és/vagy aktivacidja indul el,
melyet transzkripcids faktorok dsszehangolt miikodése biztosit (Karin, 1995, Jain és mtsai,
1995, Gerondakis és mtsai, 1998). A TSR-en keresztiil indulo6 jelatvitel fontos mozzanata a
TSR komplex ¢és a kostimuldlo jeleket tovabbitd receptorok immunoldgiai szinapszisba valod
szervezddése, mely foszfo-tirozin kindzok toborzasat, gatld molekuldk eltavolitasat és a

citoszkeleton atszervezddését eredményezi (Sperling és mtsai, 1998, Penninger és Crabtree,
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1999; Sanchez-Madrid és del Pozo, 1999). Kiilonb6z6 modelleken végzett szamos kisérlet
bizonyitotta, hogy a TSR specifikus ligandjahoz (adott MHC—peptid komplexek) mutatott
affinitasa, az APS segitségével bemutatott peptidek természete és koncentracioja és foként a
TSR aktivacid idétartama meghatarozo fontossagu a stimulaciot kovetd biokémiai folyamatok
szabalyozasaban. Ezek a hatdsok — amelyek az APS-sel kialakitott kapcsolat kovetkeztében
érik a T sejtet — meghatarozzak a T limfocita aktivacio kimenetelét (Valitutti és mtsai, 1995;
Kundig és mtsai, 1996, Itoh és Germain, 1997; Lezzi és mtsai, 1998, Lanzavecchia és mtsai,

1999).

1.3.2 Az immunolégiai szinapszis és a lipid mikrodomének szervezdédése

A T sejt és az APS kozott kialakulo kozvetlen sejt-sejt kapcesolatot az utdbbi idében
immunszinapszisnak (ISZ) nevezik. A T sejt és az APS kozotti kolcsonhatas eredményeként
kialakul6 érintkez6 membran felszinnek jellegzetes ,bivalyszem” mintdzata van (Monks és
mtsai, 1998). A kozépso régio (centralis szupramolekuléris aktivacios komplex — c-SMAC) 1-
3 uM atmérdjhi kis méretli sejtfelszini molekulakat tartalmaz, (TSR, CD28, CD2), amelyek
jelatvivé molekulaként miikodnek. Ezt 6leli koriil a periféridas adhézios gytri (p-SMAC),
melyet LFA-1 adhéziés molekuldk ¢€s talin citoszkeletalis fehérjék alkotnak. A korai és az
érett immunszinapszis (ISZ) Osszetétele eltérd. Az érett ISZ kialakuldsa néhany percet vesz
igénybe, mig a TSR aktivacid néhany masodpercnyi T sejt - APS kontaktus alatt lezajlik. Ez
arra enged kovetkeztetni, hogy az érett ISZ kialakulasdhoz nem sziikséges a specifikus TSR
kapcsolodasa az MHC-peptid ligandhoz (van der Merwe és mtsai, 2000, Delon és Germain,
2000). Az érett ISZ kialakulasanak sziikségességét eltérd elméletek probaljak magyarazni
(van Der Merwe és Davis, 2002). Az egyik elképzelés azt valdszinisiti, hogy az aktivalt T
értelmezés azzal all kapcsolatban, hogy a T sejt aktivacio kiteljesedéséhez tobb, mint 2 6ra
hosszat tartdé folyamatos jel sziikséges, ami az érett ISZ kozpontjdban elhelyezkedd CD28
kostimulaldo molekuldk folyamatos kotddésének segitségével valosithatdé meg (Bromley és
mtsai, 2001). igy a CD28 molekulak jelentésen felerdsithetik a TSR altal kozvetitett jelet. Azt
az ellenmondast, hogy a TSR molekuldk miért halmozodnak {6l az érett ISZ kdzepén, ha nem
novelik a jel hatékonysagat, tobb magyarazat is probalja feloldani. Lee és munkatarsai szerint
a TSR altal kozvetitett aktivaciot a receptor internalizacidja koveti és az érett ISZ ebben
jatszik szerepet (Lee és mtsai, 2002), mig masok az APS felé torténd aktivacios jelek

kozvetitésében tulajdonitanak szerepet a jelenségnek (van Der Merwe és Davis, 2002).
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Nemrég valt nyilvanvalova, hogy a TSR keresztkotést kovetden a plazma membran
lateralis kompartmentalizacigjat lipid mikrodoménekbe — raftokba (tutajokba) — a jelatviteli
folyamatok komponenseinek Osszerendezddése koveti (Xavier és mtsai, 1998; Montixi és
mtsai, 1998; Leitenberg és mtsai, 2001, Harder, 2001). A lipid tutajok
szfingolipid/koleszterol-gazdag mikrodomének, amelyek a plazma membranban azt a feliiletet
korvonalazzék, ahol lehetévé valik a szigndl komponensek kolcsonhatisa (Leitenberg és
mtsai, 2001; Harder, 2001). A kiilonb6z6 membranhoz ko6tott molekulak tutajba szervezddése
makromolekularis komplexet hoz 1étre, melyet szignaloszdmanak is neveznek. Ezen specidlis
membran szervez6dés felelds a TSR altali jelatvitel mindségi és mennyiségi szabalyozasaért.
A TSR szignaloszomat szamos, eltéré funkcidoju molekula — koreceptorok, kinazok,
foszfatdzok ¢és adaptorok - alkotja, melyek kiilonb6z0 szerepet jatszanak a jelatviteli
folyamatokban (Germain és mtsai, 2001, Leitenberg és mtsai, 2001; Harder, 2001). Ez a
makromolekularis komplex kapcsolja 0ssze a plazmamembranban torténé eseményeket a
késobbi jelatviteli kaszkaddal, amelyek végeredményben a T sejt tovabbi sorsat hatdrozzak
meg. Mikroszkopos vizsgalatokkal kimutattak, hogy az MHC-I és MHC-II molekulék szintén
tutajokban lokalizaltan, aggregatumokban helyezkednek el az APS felszinén (Szélldsi és
mtsai, 1996, Anderson és mtsai, 2000). Lehetségesnek tartjak, hogy ezek a csoportosulasok a
B7 molekulédkat is magukban foglaljak (Turley és mtsai, 2000).

1.3.3 A CD4" T sejtek aktivacié indukalta apoptézisanak eseményei

A CD4" T sejtek apoptozisardl szerzett ismereteink foként T sejt hibridomakon és
Jurkat T sejt vonalon végzett kisérletekbdl szarmaznak. Ezekben a sejtekben a TSR altali
jelatviteli folyamat a Fas (CD95) receptor fokozott kifejezédéséhez és a Fas ligand (FasL,
CDO95L) aktivacios membran fehérje megjelenéséhez vezet. A Fas receptor kdlcsonhatasa az
aktivalt T limfocitakra jellemz6 FasL membran fehérjével apoptotikus jelet tovabbit a T
sejteknek (1.2 abra) (Yang és mtsai, 1995). A folyamathoz transzkripcios faktorok (pl. a
Nur77) kozremiikodésére valamint de novo RNS és fehérje szintézisre van sziikség (Ucker és

mtsai, 1989; Woronicz, és mtsai, 1995).
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1.2 abra. A T sejtben zajlo aktivacio indukalta apoptézis folyamata
A TSR altal kivaltott intracellularis jel kis affinitast receptor — ligand kotés esetében,
noveledési faktorok hianyaban vagy a CD28 altali kostimulacids szignal hidnyaban apoptdzist
valt ki. A folyamat IL-2 citokin jelenlétében, vagy a Bcl-2/Bcl-X. fehérjék fokozott
kifejezddésével kivédhetd. A TSR 4ltal kozvetitett jel a CD28 feldl érkezd kostimulacios
szignallal egyiitt a sejtmagban az NF-AT/AP-1 transzkripcios faktorok révén az IL-2 és [L-2R
fehérje sejtfelszini megjelenését valtja ki. A TNFR ligand kotése az NF-«kB aktivalodasahoz
vezet €s anti-apoptotikus hatast. Az oldott vagy membranhoz kotott FasL illetve a TNF a
“halal doménnel” (death domain — DD) rendelkezd Fas és TNF receptorok trimerizaciojat, a
DD-t hordozé FADD ¢és TRADD intracellularis adaptor molekulak kapcsolodésat és
kozvetleniil a kaszpdz-8 enzim aktivalasat valtja ki. A kaszpaz enzim kaszkad aktivalodasa a
T sejt apoptdzisahoz vezet. A gliikkokortikoidok a nuklearis gliikokortikoid receptorhoz (GR)
kotddve az NF-AT és az NF-xB aktivitdsanak gatlasa révén indukalnak apoptozist.
(Gergely és Erdei (szerk.): “Immunbiologia” nyoman)

Az utobbi néhany évben valt nyilvanvalova a Fas/Fas ligand (FasL) (CD95/CD95L)
rendszer szerepe a T sejtek apoptozisanak elinditasaban és szabalyozasdban. Kimutattak, hogy
az AICD szamos esetben a Fas receptortdl fiiggd sejthaldl, a FasL a TSR-en keresztiili
aktivacio eredményeként jelenik meg. Az altalanos mechanizmus a kovetkezd: a T sejtek
stimulacidja a TSR/CD3 jelatvivé komplexen keresztiil tirozin foszforilaciot és a TSR
aktivacigjatol fiiggd transzkripcids faktorok aktivacigjat eredményezi. Ezek a FasL-ot kodold

gén gyors expressziojat, mRNS szintézist és a fehérje sejtfelszini megjelenését eredményezik.
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A FasL vagy a sejt sajat, illetve egy masik T sejt felszinén megjelend Fas receptorhoz kotodik
¢és elinditja a Fas-fliggd apoptozist (Dhein és mtsai, 1995, Brunner és mtsai, 1995; Ju és
mtsai, 1995; Alderson és mtsai, 1995).

Bar a Fas/FasL rendszer szerepe a T sejt apoptozisban egyértelmiien igazolt,
feltételezhetd hogy a T limfocitdk apoptdzisdban nem csak a Fas/FasL utvonal vesz részt,
hanem mas molekuldk is szerepet jatszanak. (Peter és mtsai, 1995; Tucek-Szabo és mtsai,
1996, Katsikis és mtsai, 1996). Bizonyos koriilmények kozott a TNF-a is szerepet jatszik az
aktivalt T sejtek apoptozissal torténd pusztuldsanak szabdlyozdsidban (Zheng és mtsai, 1995;
Sytwu és mtsai, 1996). A T limfocitdkat CD2 molekulan keresztiil torténd aktivaciojat

kovetden a Fas receptortol fiiggetlen apoptozist is leirtak (Mollereau és mtsai, 1996).
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1.3 abra. A Nur77 apoptotikus transzkripcios faktor szabalyozasa és a Flip
apoptozist gatlé szerepe
A Nur77 korai apoptotikus transzkripcios faktor; az intracellularis calcium szint
emelkedésének hatasara a Cabin-1 és a Mef-2 fehérjék kozvetitésével szintézise fokozodik és
aktivalodik. A Flip anti-apoptotikus molekula a Fas receptorhoz kétddve gatolja a tovabbi,
sejthalalt kozvetitd jelatviteli folyamatokat.

A Nur77 a szteroid/tiroid/retinoid magreceptor csalad tagja, arva receptor, mivel
ligandja nem ismert (Mangelsdorf és mtsai, 1995). Az intracellularis kalcium szint
emelkedése indirekt modon fokozza szintézisét (1.3 abra). A magas kalcium szint

kozvetkeniil a Cabin-1 fehérjére hat, amelynek a kalcium kotést kdvetden megvaltozik a
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konforméacidja, és elengedi a Nur77 génjének atirdsat pozitivan szabalyoz6 Mef-2
transzkripcids faktort. Az Gjonnan szintetizal6dé Nur77 meghataroz6 szeerpet tolt be a
sejthalal program elinditdsdban, amit a dominans-negativ Nur77 fehérjét kifejezd transzgén
egerekben igazoltak. Ezekben az allatokban a timuszon beliili negativ szelekcidé nem meg
végbe és szisztémas lupusz eritematozusz (SLE) szerti autoimmun betegség fejlodik ki. A
Nur77 funkcidjat a vele rokonsagban allé Nor-1 transzkripcios faktor részben helyettesitheti.
A nur77 a DNS-en az 6t kotd valaszold elemhez (NBRE) kapcsolédik (Wilson és mitsai,
1993), de az RXR-hez kotddve heterodimereket is képez és lehetdveé teszi a 9 cisz-retinsav
vezérelt génatirast a DRS szabalyozé elemet tartalmazo reporter szekvencidkban (Perlmann
és Jansson, 1995). Korabban bizonyitottdk, hogy a T limfocitdk TSR aktivacio altal kivaltott
sejthaldla folyaméan a nur77 szintje novekszik és az NBRE-hez valo kotédése korrelaciot
mutat az apoptotikus folyamatokkal. A Nur77 domindns-negativ formajat vagy antiszensz
oligonukleotidokat alkalmazva meg lehet gatolni a TSR aktivaciot kovetd, sejthalalhoz vezetd
eseményeket (Woronicz és mtsai, 1995; Woronicz és mtsai, 1994). A vad tipusu Nur77
transzgén formajaban torténd konstitutiv kifejezése egerekben a timocitdk fokozott
apoptozisahoz vezet (Calnan és mtsai, 1995). Mindezek az eredmények a Nur77 fontos
szerepét bizonyitjak a TSR-vezérelt apoptdzisban.

A Fas-vezérelt AICD kozponti szerepet jatszik a sajat strukturakat felismerd
autoreaktiv limfocitdk elimindldsdban, valamint a perzisztald fertézések eredményeként
kronikusan aktivalt T sejtek elhalasaban. Az AICD masik Utvonala akkor kapcsol be, ha a T
sejtek a természetes immunitas segitsége nélkiil vagy kostimulacié hidnyaban aktivalédnak.
Ekkor a Bcl-2 csalad pro-apoptotikus tagjai 1épnek mitkodésbe (példaul a Bim) ¢és a sejthalal
anti-apoptotikus molekuldk hidnydban, valamint a haldlreceptorok aktivaldsa nélkiil
kovetkezik be (Hildeman és mtsai, 2002).

Az AICD-re val6é fogékonysag részben a Fas receptor sejtfelszini megjelenésétol €s
érzékenységétol, részben a Fas receptoron at kozvetitett jelatviteli ut gatldo molekulainak
(FLICE inhibitor fehérjék: c-FLIP-ek, 1.3 4bra) altivitasatol fiigg (Hu és mtsai, 1997; Irmler
és mtsai, 1997, Tschopp és mtsai, 1998, Peter és mtsai, 1997, Peter és Krammer, 1998). A
Fas utvonalat szabalyoz6 c-FLIP molekula szerepe az apoptozis gatldsdban még nem teljesen
tisztazott. A c-FLIP fokozott expresszidja gatolja a Fas-vezérelt sejthalalt, azonban nincs
szerepe a Fas-érzékeny limfocitdk apoptoézisaban (Scaffidi és mtsai, 1999). Ezek a
megfigyelések azt sugalljak, hogy T sejtekben mas — eddig még nem azonositott — a Fas
receptor Utvonalat szabdlyoz6 molekuldk is miikddnek. Feltételezik azt is, hogy a c-FLIP a

kaszpaz-8 enzimmel egylittmiikodve a Fas-vezérelt kaszpaz aktivacioban jatszik szerepet,. A
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T sejtek IL-2-vel val6 érzékenyitése az AICD-re Osszefiigést mutat a c-FLIP mennyiségének
csokkenésével, az apoptdzist gatlo c-FLIP fehérje tultermelése pedig gatolja a sejthalallal
szembeni érzékenység kialakulasat (Refaeli és mtsia, 1998). igy a c—FLIP 4sszetett szerepet
jatszik a T limfocitak AICD-anak szabalyozéasaban.

Az AICD kifejlodése aktivalt T sejtekben azonban egyéb paraméterektdl is fiigg. A T
sejtek novekedési faktoraként hatdo IL-2 érzékenyiti az aktivalt T limfocitdkat az AICD-re
(Lenardo, 1991, Wang és mtsai, 1996). Ennek alapjan feltételezhetd, hogy a novekedési
faktorok szerepe az apoptdzis beinditdsdban az, hogy a T sejteket a sejtciklus S fazisaba
hajtva érzékenyitik a TSR-indukalta sejthalalra (Boehme és Lenardo, 1993).

Az IL-2 két lehetséges uton hathat a T sejtes immunvalasz terminalasara. Az el6zdek
szerint eldsegiti a T limfocitdk Fas-fiiggd apoptozisat (Lohr és mtsai, 1991; Van Parijs és
mtsai, 1997), ezen pro-apoptotikus szerepért a Fas Gtvonalat gatlé c-FLIP gatlasan keresztiil
fejti ki (Refaeli és mtsai, 1998). igy az immunvélasz korai fazisaban az IL-2 elsddlegesen
novekedési faktorként hat és a T sejtek talélését valamint a sejtciklusba l1épését segiti elo.
Hosszan tartd antigén stimulacidé — mint példdul magas antigén dozis vagy a sajat strukturak
elleni immunvalasz - sordan az IL-2 folyamatosan magas koncentracidja a T sejteket
érzékenyiti a Fas-koOzvetitett apoptozisra €s eldsegiti az aktivalt és effektor T limfocitak
aktivacié altal kivaltott elhalasat. Emellett az IL-2 citokin elésegiti a CD4" CD25" regulator T
sejtek képzddését is, amelyek képesek az aktivalt T sejtek effektor funkcidit gatolni (Malek és
mtsai, 2002; Nelson és mtsai, 2002).

Az IL-2 tehat kulcsszerepet jatszik a T sejt osztodas meginditasaban, majd ugyanazon
sejt apoptozisra vald érzékenyitésében is. Az AICD ezaltal a sejtciklus ellendérzé pontja, a
sejthalal programja olyan transzkripcios faktorok ellendrzése alatt all, amelyek a sejtciklus
indukci6jaban is szerepelnek. Igy pl. a TSR-on keresztiili stimulécié aktivalja az E2F-1
transzkripcids faktort, amely a p73 molekulan keresztiil apoptoézist indukal (Lissy és mtsai,
2000, Irwin és mtsai, 2000).

Az IL-2 citokin mellett az AICD programot a T sejt felszini molekuldinak ligand
kotése is modosithatja. A CD4 kostimulalé molekula keresztkdtése anti-CD4 ellenanyaggal
keresztiili aktivaciot kovetden a nyugvd CD4" sejtekben apoptozist valt ki (Newell és mtsai,
1990; Banda és mtsai, 1992). Mig a CD4 molekula keresztkotése noveli a nyugvo T sejtek
apoptozissal szembeni érzékenységét, aktivalt T limfocitdkban ez a hatas ellenkezd,
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fokozza a TSR/CD3 komplexen keresztiili aktivaciot és az AICD gatlasat a FasL fehérje
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temelddésének gatlasan keresztiil fejti ki (Oberg és mtsai, 1997; Sanzenbacher és mtsai,
1999). Kostimulacios inger hidnyaban a CD3 és a CD4 molekuldk egyiittes aktivalasa

azonban gatolja a T sejt aktivaciot (Portolés és mtsai, 1999).

1.3.4 A T sejt aktivacio és apoptozis kisérletes kivaltasanak lehetoségei

A T limfocitdk TSR/CD3 komplexen keresztiili stimuldcidjdhoz és az AICD
kivaltasdhoz széles korben alkalmaznak monoklondlis anti-TCR ¢és anti-CD3 antitesteket. Az
anti-CD3 ¢és az anti-TCR monoklonalis ellenanyagok — az antigén-specifikus aktivacidhoz
hasonléan — Ca®" bearamlast, citokin szintézist és IL-2 vezérelt sejtosztodast indukalnak
(Meuer és mtsai, 1983). Bar ez az eljards a TSR-en keresztiili antigén felismerést kovetd
aktivacionak megfeleld folyamatokat valt ki, a jel er6ssége és mindsége kiillonbozik attol a
fiziologias folyamattol, amelyet az APS altal bemutatott MHC-peptid komplexek valtanak ki
a specifikus TSR-ral valo kolcsonhatas kovetden (Gonzalo és mtsai, 1994, Kabelitz és
Janssen, 1997). Az anti-TCR/CD3 monoklonalis antitestek éretlen timocitdkban apoptozist
indukélnak (Smith és mtsai, 1989; McConkey és mtsai, 1989; Shi és mtsai, 1991; Tadakuma
és mtsai, 1990). A T sejtek fejlodésiik tovabbi stadiumaiban is érzékenyek az anti-CD3 altal
kivaltott osztdédas gatlasra, amely gyakran vezet programozott sejthalalhoz. A transzformalt
sejtek és a T sejt hibridomak spontan proliferacidja szintén gatolhat6é anti-CD3 antitestekkel,
mely folyamat DNS darabolodassal jar6 sejthaldlhoz vezet (Mercep és mtsai, 1988;
Takahashi és mtsai, 1998; Ucker és mtsai, 1989; Okada és mtsai, 1990; Vukmanovic és mtsai,
1991; Shi és mtsai, 1990). Késébb igazolodott, hogy nem csak az éretlen és a transzformalt
sejtek, hanem a normal, érett T limfocitak is érzékenyek az anti-CD3 altal kivaltott ndvekedés
gatlasra és apoptozisra. Korai kisérletek bizonyitottdk, hogy az anti-TCR/CD3
ellenanyagokkal kezelt aktivalt periférias egér és human T sejtekben gatlodik az IL-2 vezérelt
in vitro sejtosztddas (Nau és mtsai, 1987, Nau és mtsai, 1988, Webb és Sprent, 1987,
Breitmeyer és mtsai, 1987). Szamos kutatocsoport leirta, hogy a monoklonalis antitestekkel
keresztktott TCR/CD3 komplex AICD-t valt ki (Russell és mtsai, 1991; Bensussan és mtsai,
1990, Janssen és mtsai, 1991; Janssen és mtsai, 1992). A nyugvod periférias T limfocitak
altalaban érzéketlenek az anti-TCR/CD3 antitestek altal kivaltott AICD-re €s proliferacioval
valaszolnak erre a stimulusra. /n vitro koriilmények kozott tobb napos aktivaciora van
szlikség ahhoz, hogy a frissen izolalt periférias T sejtek AICD-érzékennyé valjanak (Klas és

mtsai, 1993, Janssen és Kabelitz, 1993, Radvanyi és mtsai, 1996, Salmon és mtsai, 1994).
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1.4 Aktivacio vagy apoptozis?

Az immunrendszer T sejtjeinek azon képessége, hogy ugyanazokat a jelatvitel utakat
(TCR/CD3, B7-CD28 és IL-2-IL-2 receptor) hasznalja mind a sejtaktivacid beinditasahoz,
mind annak fékezés¢hez, leallitasdhoz, tovabbi érdekes kutatdsi iranyokat jelol ki. Annak
kutatasa, hogy a T limfocita a monovalens TSR a ligand megkdtését kotését kovetden miként
képes a jelek integralt tovabbitasara és eltérd kimenetelli valaszok — effektor sejtté torténd
differenciacio, anergia, memoria sejtek kialakuldsa, AICD — szabalyozéaséara, a mai biokémiai
¢s immunologiai kutatasok egyik kulcskérdése (Bongrand és mtsai, 1998, Germain és
Stefanova, 1999). Alapvetd kérdésként meriil fel az is, hogyan és mikor dont a T sejt a
lehetdségek kozott, hogyan tudja a sejtaktivacid két egymadssal ellentétes kimenetelét — az
effektor és memoria sejtté¢ torténd differencidlodds folyamatat és a klonalis expanzid
apoptdzis utjan torténd korlatozasat — egyensulyban és kontroll alatt tartani.

Az aktivalt T sejtek sorsa meghatarozza effektor funkcioikat, az AICD mértékét és a
memoria  kialakuldsat, amely folyamatok szabdlyozdsa a sejtes immunvalasz

tanulmanyozasanak még megoldatlan kérdései koz¢ tartozik.

1.5 A természetes retinsavak

Az A vitamin fontos szerepet jatszik az immunfunkciok szabalyozasaban (Blomhoff és
mtsai, 1994; Semba, 1998). Régdta ismert, hogy az A vitamin hidnya immundeficienciat
eredményez €és szamos fertdz6 betegséggel szemben érzékenyit (Goodman, 1994). A vitamin
hianyos egerekben erdteljes timusz és 1ép atrofiat figyeltek meg (West és mtsai, 1989), ezen
allatokban mind a velesziiletett, mind a szerzett immunitas elégteleniil mikddik (Ross, 1992).
Az A vitamin poétlasaval a deficiens allatokban és az A vitamin hidnyos gyermekekben az
immunfunkciok altalanosan javithatoak és bizonyos antigénekkel szemben az immunvélasz
fokozhato (Semba, 1994). Ezeket az immunrendszerre gyakorolt hatdsokat valosziniisithetden
az A vitamin aktiv metabolitjai, a 9-cisz-retinsav (9CRA) és a transz-retinsav (TRA) valtjak
ki (1.4 abra) (Semba, 1998). A 9CRA és a TRA T sejt hibridoméakban (Yang és mtsai, 1995,
Bissonette és mtsai, 1995), timocitdkban (Fésiis és mtsai, 1995) és HIV virussal fertézott
egyének periférias vér limfocitaiban (Yang és mtsai, 1995; Szondy és mtsai, 1998) gatoljak a
TSR indukalt apoptdzist.
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1.4 abra. A természetes retinsavak és receptoraik
Az RAR ¢és RXR retinoid receptorok homo- és heterodimerek formajaban funkcionalnak. A
9-cisz-retinsav mindkét tipusu receptorhoz tud kétddni, mig a transz-retinsav csak az RAR-
hez.

Ezek a retinsav izomerek a retinsav receptorok két eltérd csaladjahoz tartozo
receptorokhoz kotddnek, a retinsav receptorokhoz (RAR) és a retinoid X receptorokhoz
(RXR). A 9CRA ¢s a TRA ugyanolyan affinitdssal kotédik az RAR-ekhez, mig a 9CRA
RXR-hez val6 kotddési képessége 50-szer magasabb, mint a TRA-¢ (Heyman és mtsai, 1992).
Mivel a TRA fiziologids koncentracioban nem kot az RXR receptorhoz (1.4 abra), a nagyobb
koncentracioindl megfigyelheté RXR aktivacié annak lehet a kdvetkezménye, hogy a TRA
9CRA-va alakul egy eddig még nem ismert mechanizmussal (Urbach és Rando, 1994). A
retinoid receptorok retinsavak jelenlétében RAR/RXR heterodimerekként vagy RXR/RXR
homodimerekként funkcionalnak (Zhang és mtsai, 1992) és a retinsav vélaszolo elemmel
rendelkezé gének atirddasat szabalyozzdk. Az RXR képes heterodimert képezni mas, a
szteroid/tiroid/retinoid receptor csalddba tartozo6 tagokkal, igy a Nur77-tel is (Mangelsdorf és
Evans, 1995). Tovabba a ligandum-kotott retinoid receptorok mas transzkripcids faktorok
aktivitasat is befolyasolhatjak, valosziniileg direkt interakcio Utjan (Salbert és mtsai, 1993;
Perlmann és Jansson, 1995). A kiilonbo6zé6 RAR-ek (a, B és y) és RXR-ek (a, B és 7)
kifejezédése a kiilonb6zd szovetekben és sejttipusokban eltérd és pleiotrop hatasokat fejtenek
ki. Kimutattak, hogy a 9CRA hatékonyabban gatolja a TSR aktivaciot kovetd apoptozist, mint

a TRA (Bissonette és mtsai, 1995; Fésiis és mtsai, 1995), ami azt valdsziniisiti, hogy az RXR-
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ek szerepet jatszanak a folyamatban. Mivel a Nur77 szerepét az apoptdzis folyamataban
igazoltak, felmeriilt, hogy az RXR a Nur77-tel heterodimert formalva akadalyozza annak az
apoptozis soran kifejtett hatasat (Okabe és Nawata, 1996). Szelektiv RXR agonista retinoidok
onmagukban gatoltdk a TSR indukalt sejthalalt, de csak nagyobb koncentraciéban, mint a
9CRA. RAR ¢és RXR szelektiv agonistdk egyiittes alkalmazasakor az apoptdzis teljes
mértékben gatolhatd volt,olyan koncentracioknal is, ahol egyenként alkalmazva a retinoidokat
a hatds nem volt kimutathatd (Bissonette és mtsai, 1995, Yang, és mtsai, 1995). Ezek az
adatok azt bizonyitottdk, hogy nem cask az RXR, hanem az RAR receptorok is

nélkiilozhetetlenek az aktivacié indukalta sejthalal kivédésében.

1.6 A retinsavak szerepe az immunrendszer szabalyozasaban

A retinoidok immunrendszerre gyakorolt hatasanak egyik modja a T sejt proliferacid
befolyéasolasa. A szervezetben a TSR-en keresztiil az APS altal bemutatott antigén hatdsara
aktivalodnak a T limfocitdk, ez és a kostimulator jelek kivaltjak a T sejtek IL-2 termelését,
ami proliferaciohoz vezet (Robey és Allison, 1995). Az IL-2 nagy affinitdsu receptora a
citokin kotéséért felelés IL-2Ra-lancbol és két jelatvivo egységbdl, az IL-2RB-1ancbdl és egy
kozos y-lancbol (yc) all (Theze és mtsai, 1996). Az 1L-2 altal kivaltott sejtosztédas a Janus
kindzok (Jakl1 és Jak3) aktivalodasat igényli, melyek az IL-2R és a yc-lanchoz kapcsolddnak
(Gesbert és mtsai, 1998). Az IL-2RB-lanc tirozinon foszforilalodik, ami a Shc adaptor protein
¢és a Stat5 transzkripcids faktor szadmara dokkold helyek kialakuldsat eredményezi. Az IL-2 jel
itt két uton halad tovabb, a Shc vagy a Stat5S kozvetitette jelpalyakon, melyek promitogén
gének expresszidjat eredményezik (Friedmann és mtsai, 1996). A mitogének altali
sejtosztddas beinduldsahoz a Stat5 foszforilacidja és aktivacidja sziikséges. Az inaktivalt
Stat5a/StatSb géneket hordozd egerek T sejtjei képtelenek az osztdédasra és nem tudnak
belépni a sejtciklusba (Moriggl és mtsai, 1999). Ez azt sugallja, hogy a Stat5 TSR-en
keresztiili foszforilacidja a mitogén indukalta T sejt aktivacio kritikus pontja (Welte és mtsai,
1999). A sejtciklusba 1épés tovabbi foszforilacidos eseményeket is igényel, példaul a
retinoblasztoma tumor szupresszor gén (Rb) fehérje kiilonb6zé mértékii foszforilaciojat. A
retinoblasztoma foszforilacidja kiillonbozo transzkripcids faktorok (pl. az E2F) komplexekbdl
val6 kiszabadulasat és igy az S-fazis gének atirodasat eredményezi (Weinberg, 1995).
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ezen a ponton is kapcsolddva a sejt tulélésének szabdlyozasahoz (Lord és mtsai, 2000).
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mtsai, 1995).

A T sejtek poliklonalis aktivaciojat in vitro koriilmények kozott szamos természetes €s
szintetikus komponenssel is eld lehet idézni, ilyenek a CD3 és a CD28 molekulak elleni
antitestek, a concanavalin A ¢s a fitohemagglutinin (PHA) ndvényi lektinek, valamint a forbol
mirisztil acetat (Abb és mtsai, 1979; Coligan és mtsai, 1992). Ezen mitogéneket hasznalva
mar viszonylag kordn kimutattdk, hogy a transz-retinsav fokozza az aktivalt T limfocitak
aktivaciojat (Abb és Deinhadt, 1980; Friedman és mtsai, 1993). Az eredmények arra utaltak,
hogy a retinoidok mind a mitogén kivaltotta IL-2 produkcié fokozasa (Ertesvag és mtsai,
2002; Ballow és mtsai, 1997), mind az IL-2 receptor megjelenése révén hatnak (Jiang és
mtsai, 1993). Utobbi feltételezés alapja az IL-2 koncentracid novekedésének az IL-2Ra
kifejezddését noveld parakrin hatas (Ballow és mtsai, 1997). Szintetikus RAR agonistakat
hasznalva bebizonyitottdk, hogy a retinoidok hatisukat a retinoid receptorokon keresztiil

kozvetitik (Ertesvag és mtsai, 2002).

1.7 A kisérleteink kozvetlen alapjaul szolgalé eredmények

Elézetes eredmények szerint az emberi influenza A virus hemagglutinin
prekurzoranak (HAO) alegységek kozotti, az eltérd altipusokban konzervativ szakasza (a nem
hasitott molekula 317-341 aminosavak kozotti régidja) beltenyésztett BALB/c egerekben a
segit6 T limfocitdk és az ellenanyag termelé B sejtek aktivaciojat egyarant kivaltja
(Rajnavolgyi és mtsai, 1994, Nagy és mtsai, 1994). A HAjz17341 (HINI altipus) régiot
magaban foglald szintetikus peptiddel torténd immunizalés a letalis d6zist influenza virussal
szemben immunoldgiai védelmet valt ki. A protektiv epitopot atfogd szintetikus peptid
segitségével sejtfuzidos moddszerrel fejlesztettik ki az IP12-7 helper T sejt hibridomat
(Rajnavolgyi és mtsai, 1994). A hibridoma 4altal felismert epitdopot - atlapold szintetikus
peptidek segitségével - az influenza virus hemagglutinin HA1 alegységének C-terminalis
végén a HAl317.329 szakaszra lokalizaltuk (Rajnavélgyi és mtsai, 1994, Horvath és mtsai,
1998). Az IP12-7 T sejtek nemcsak a HA3j7.34; régiot magdban foglald szintetikus
peptidekkel, de az A/PR8/34 (HIN1) influenza virussal elokezelt antigén prezentalo sejtekkel
is aktivalhatok. Az influenza-specifikus IP12-7 T sejt finomspecificitasanak tisztazasara
iranyul6 tovabbi vizsgalatainkban igazoltuk az I-E® szerepét a peptid bemutatasban
(Rajnavolgyi és mtsai, 1997) és feltérképeztiik a peptid illeszkedését az MHC-II molekula

kotdhelyébe (Gogolak és mtsai, 2000). Az epitdop minimalis méretének meghatarozasakor az
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A20 és a 2PK3 APS-ek alkalmazésa soran eltéré eredményeket kaptunk, aminek alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy a két B sejt eltérd hatasfokkal prezentalja az epitdp kiilonbdzé méretii
szakaszait.

Jelen kisérleteinkben ezt a részletesen jellemzett peptid-specifikus T-sejtet hasznaltuk
annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy a TSR-en keresztiil érkez6 antigén-specifikus jel
hogyan befolyasolja a T sejt valaszat, dontését az aktivacid altal kivaltott effektor funkcid és
az aktivacio indukalta sejthaldl kozott. Eldzetes megfigyeléseink alapjan tovabba azt is
vizsgaltuk, hogy az APS milyen szerepet jatszik a kivaltott T sejt valasz mennyiségi és
mindségi sajatsdgainak szabalyozasaban.

Megel6z6 kisérletek bizonyitottak, hogy a timocitdk RARa és RARy receptorral
rendelkeznek (Szondy és mtsai, 1997) valamint hogy a két receptornak ellentétes hatdsa van a
timocitak aktivacié indukalta sejtpusztuldsa sordn. A RARa ligandkétése gatolja a timocitak
negativ szelekciojat (Szondy és mtsai, 1998; Szegezdi és mtsai, 2003), mig az RARy
aktivacioja timocitakban apoptozist indit el (Szondy és mtsai, 1997) és segiti a negativ
szelekcios utat (Szondy és mtsai, 1998). Bizonyitast nyert, hogy az RARa és az RARy
receptorokhoz kotédo specifikus ligandok az apoptotikus FasL fehérje sejtfelszini
megjelenésének szabdlyozdsa révén, a sejthalal indukaldsdn keresztiil fejtik ki ellentétes
hatasukat. A folyamatot a Nur77 transzkripcios faktor miikodése befolyasolja (70th és mtsai,

1999).
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2. CELKITUZESEK

A CD4" peptid-specifikus  effektor/memoéria T sejt hibridoma (IP12-7)
felhasznalasaval érzékeny modszert allitottunk be az antigén-specifikus aktivacio mértékének
¢s kovetkezményeinek tanulmanyozasara, amit a dolgozatban Osszefoglalt munkdban is
alkalmaztunk (Gogoldk és mtsai, 1996; Réthi és mtsai, 2002). Jelen vizsgélatainkban az IP12-
7 T sejteket kiilonboz6 hivatasos APS-ek jelenlétében, eltérd dozisban alkalmazott peptid
antigénnel aktivaltuk és vizsgaltuk a kivaltott T sejt valasz mértékét és kovetkezményeit.
Kisérleteink soran arra a kozponti kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a T sejtek aktivacidjat
kovetéen milyen tényezdk befolydsoljak a T limfocita aktivalodas mértékét, az effektor
funkciok kivaltasat ¢és hatdsfokat valamint a sejthaldl Ut bekapcsolasat. A kérdés
tanulmanyozasa soran szisztematikusan kovettik végig a TSR antigén-specifikus
korai, kozéptavu ¢€s késoi jelatviteli eseményeket. Ebbol a célbol mértiik az APS és a T sejt
kozott kialakuld sejtkapcsolatok intenzitdsat, a T sejtekben kivaltott intracellularis kalcium
szint novekedését, az IL-2 citokin termelés kivaltdsdban szerepet jatszo transzkripcios
faktorok aktivalodasat, az IL-2 és egyéb citokinek mennyiségét, az aktivalt T sejtek
membranjan végbemend valtozdsokat valamint a citokin és az apoptotikus gének
aktivalodasat. Az in vivo antigén-specifikus T sejt valasz kiilonbozd szakaszainak
megfelelden kiilonbozd APS-ek jelenlétében vizsgaltuk a bemutatott antigén mennyiségének,
a T sejt—-APS kolcsonhatas iddtartamédnak valamint az antigén bemutatd sejt egyedi
sajatsagainak a hatasat.

A periférids T limfocitdk aktivacidja az antigén stimulacidé mellett egyéb kornyezeti
tényezokkel is befolydsolhatd. Ennek vizsgélatira az RARa és RARYy retinoid receptorok

hatasat mértiik a T sejt osztddasra és az aktivacio indukalta apoptozis kivaltasara.

A kisérletek tervezésekor az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:

1. A kiilonb6zd eredetli, fenotipusu és funkcionalis sajatsdga APS-ek milyen
hatékonysaggal képesek az IP12-7 T sejt aktivalasara?

2. Magyarazhat6-e az APS-ek kiilonb6z0 antigén bemutatd képessége az eltérd
adhézios sajatsagokkal és/vagy a kostimuldld és egyéb sejtfelszini molekuldk

megjelenésével?
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3. Meghatéarozhatdak-e molekularis szinten az aktivacio indukalta effektor funkciokat
illetve apoptozist eldontd feltételek?

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

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

folyamatokban?

Eredményeink azt igazoltdk, hogy az Aaltalunk kifejlesztett in vitro kisérleti
rendszerben az antigén-specifikus T sejt vélasz az in vivo koriilményekhez hasonlo,
kontrollalt feltételek mellett vizsgalhato. A T sejt aktivacid mértékét az antigén dozis mellett
az APS is érzékenyen szabalyozza. Aktivacié indukalta apoptozis az effektor/memoria T
sejtekben csak nagy peptid dozis és hatakony APS jelenlétében valthato ki. Ezek a feltételek a
dendritikus sejtek és antigén-specifikus memoria B sejtek, mint a leghatékonyabb APS-ek
kiemelt szerepét igazoljak a T sejtes memoria kialakuldsédban €s fenntartasaban. A természetes
¢s mesterséges retinsavak a receptor természetétdl fliggden segithetik vagy gatolhatjak a T

sejt aktivaciot illetve apoptozist.

28



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Peptid specifikus T sejt hibridoma aktivaciojanak és sejthalalanak

vizsgalata

3.1.1 A kisérletekben alkalmazott sejtek és a sejttenyésztés feltételei

Munkénk soran az Intézetiinkben eldallitott influenza virus specifikus monoklonalis egér T
sejt hibridomat hasznaltunk, mint CD4" effektor/memoéria sejtet (IP12-7). Ez a sejtvonal az
influenza virus hemagglutinin HA317-341 peptidszakaszaval eléimmunizalt és ezt kdvetden
az A/PR/8/34 human influenza A virussal oltott Balb/c egérbdl szarmazik (Rajnavélgyi és
mtsai, 1997; Horvdth és mtsai, 1998, Buzas és mtsai, 1995). Az A3.4C6 T sejt hibridoma a
5/4E8 T sejt hibriddma human és egér porc proteoglikanra specifikus.

A 2PK3, az A20 valamint a TA3 sejtvonalakat hasznaltuk antigén prezentalo sejtekként. A
primer APS-eket C57.B1/6 (H-2b) egerekbol 1€pébdl, steril koriilmények kozott
elhomogenizalva azokat frissen izolaltuk. A B sejt blasztokat 20 pg/ml LPS-sel aktivaltuk két
napon at. Harom nappal a 100pug Concanavalin A-val torténd intraperitonedlis oltds utdn a
peritonealis iiregbdl kimosott sejteket tenyészedényben 37 °C-on 2 6ran at inkubaltuk, a nem
kitapad6 sejteket eltavolitottuk, a kitapadt makrofagokat egy napig IFNy-val aktivalt 1épsejt
kultara feliiluszojaval aktivaltuk. A csontveldi dendritikus sejteket granulocita-makrofag
koldniastimulalo  faktort (GM-CSF) tartalmazd transzfektalt X63 sejtek  10%-os
feliiliszojaban tenyésztettiik 7 napig (Chen és mtsai, 1994).

A CTLL-2 ¢és a WEHI-164-13 sejtvonalakat hasznaltuk a citokin kimutatasi bioesszékben.

A kisérleteinkben hasznalt sejtvonalak:

Név: Jellemzés: Hivatkozas:

IP12-7 egér T sejt hibridoma

Rajnavélgyi és mtsai, 1994

A3.4C6 egér T sejt hibridoma

Jay  Berzofsky (NIH,
Bethesda, Maryland, USA)
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5/4E8 egér T sejt hibridoma Espevik és Nissen-Meyer,
1986
2PK3 egér B sejt limfoma ATCC TIB 203
Spencer és mtsai, 1992
A20.11 egér B sejt limfoma ATCC TIB 208
Glimcher és mtsai, 1982
TA3 egér B sejt hibridoma Glimcher és mtsai, 1982
CTLL-2 egér citotoxikus T sejt, IL-2 fiiggd ATCCTIB 214
WEHI-164-13 egér fibroszarkoma, TNF érzékeny | Espevik és Nissen-Meyer,
1986

Az alkalmazott sejtvonalak fenntartasat és a funkcionalis vizsgalatokat 2 mM L-glutamint, 1
mM natrium-piruvatot 5x10° M 2-merkaptoetanolt, antibiotikumot és 10 v/v% magzati borji
szérumot (FCS) tartalmazdo RPMI-1640 tapfolyadékban 37 °C-on, 5% CO, és >90%

paratartalom mellett végeztiik.

3.1.2 Szintetikus peptid

A kisérletek soran felhasznalt, az influenza virus hemagglutinin adott szakaszat reprezentald
szintetikus peptidet kollaboracidés munka keretében Dr. Toth Gabor (SZTE Orvosi Vegytani
Intézet, Szeged) allitotta eld. A szintézist kdvetden a peptid tisztitasa HPLC moddszerrel
(295%), jellemzése aminosav analizis és tomeg spektroszkopia felhasznaldsaval tortént
(Hollosi és mtsai, 1992; Holly és mtsai, 1993, Toth és mtsai, 1993; Majer és mtsai, 1995). A
szintetikus peptid (317-329 H1) szekvencidja: VTGLRNIPSIQSR

3.1.3 A sejtvonalak jellemzése ¢és a sejtfelszini molekulak vizsgalata aramlasi

citofluorimetriaval

A sejteket dramlési citometridhoz hasznalt csdvekbe osztottuk 5x10° sejtszamban. A mintakat
FACS pufferrel mostuk (PBS, 0.5% FCS, 0.05% azid), a sejtekhez hozzdadtuk a specifikus
fluorescensen jelolt ellenanyag megfelelé higitasait. A csoveket fél oran keresztiil 4 °C-on
inkubaltuk, majd Gjra mostuk. Ezutdn a csoveket fél ml pufferrel feltoltottiik. Az elpusztult,
aspecifikusan festddo sejteket a mérés soran fényszorasi sajatsagaik alapjan vagy a sériilt
sejtek membranjan athatolni képes DNS festék (1 pg/ml propidium jodid) alkalmazasaval
kiilonitettiik el.
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A fluoreszcencia intenzitasokat Becton Dickinson FACScan készulékkel meértik. A mért

értekeket a Becton Dickinson CellQuest programmal értékeltiik ki.

A vizsgalt mintdkat egyes esetekben az atlagos fluoreszcencia intenzitas értékével, maskor a

fluoreszcencia intenzitds novekedésére jellemzd mesterséges egységgel jellemeztik. A

mesterséges egység szamitdsa a kovetkez6 modon tortént: a vizsgalt minta fluoreszcencia

intenzitdsanak atlagértékét elosztottuk a kontroll ellenanyaggal tortént jeloléssel kapott

atlagos fluoreszcencia intenzitas értékével.

Kisérleteinkhez az alabbi ellenanyagokat hasznaltuk:

Megnevezés: Tulajdonsag: Hivatkozas:
I-AY, I-E%* specifikus M5/114 patkany IgG2B | ATCC TIB 120
I-E% specifikus 14.4.4S egér [gG2a

egér B7-1 (CD86) specifikus 1610A horcsog IgG Razi-Wolf és mitsai,
egér B7-2 (CD80) specifikus GL1 patkany IgG2a gg‘ijo’hcock és mtsai,
egér LFA-1a (CD11a) specifikus M17/4.4.11.9 | patkany IgG2a fjl?éC TIB 217
egér ICAM-1 specifikus BE29G1 patkany IgG2a ATCC HB 233
egér CD40 specifikus FGK45.4 patkany IgG2a

egér HSA specifikus M1/69.16.11 patkany IgG2b ATCC TIB 125
egér CD44 specifikus I11/9 patkany IgG2a

FITC-konjugalt egér CD3 specifikus 145-2C11 horesog 1gG

egér Fas specifikus Jo2 horesog IgG

Fitc-konjugalt horcsog IgG specifikus ellenanyag | kecske (Fab’),

FITC-konjugalt  patkany  IgG  specifikus | kecske IgG

ellenanyag

PE-konjugalt egér IgG specifikus ellenanyag nyul IgG (Fab’), | DAKO R0439
FITC-konjugalt egér CD3 specifikus 145-2C11 horesog I1gG

FITC-konjugalt egér Fas specifikus Jo2 horesog IgG

PE-konjugalt egér B220 specifikus RA3-6B2 patkany IgG2a

PE-konjugalt egér Cd69 specifikus H1.2F3 horesog 1gG

egér FasL specifikus ellenanyag nyul IgG

FITC-konjugalt horcsog IgG

kecske (Fab’)y

FITC-konjugalt nyul IgG

kecske IgG
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3.1.4 Funkcionalis vizsgalatok
3.1.4.1 Alloreakcio kivaltasa

Az allogén APSeket (2PK3 és A20) eldzetesen tapasztalati Uton bedllitott sugarddzissal
kezeltiik, majd 24 lyukd sejttenyészté lemezekre osztottuk szét (2x10° sejt/minta). Ehhez
adtuk hozza a C57.B1/6 (H-2) egér 1épébdl készitett 1épsejt szuszpenziot (2x10° sejt/1 ml
minta). A feliiluszokbol 24 ora elteltével mintdkat vettiink és az IL-2 citokin tartalmukat
meghataroztuk (lasd ,,A sejtkultira feliiluszok citokin tartalmanak meghatarozasa bioesszék

segitségével” cimii fejezetet).

3.1.42 A T sejt hibriddmak antigén specifikus aktivalodadsanak mérése citokin termelés

alapjan

A letapadd APS-eket sejtkaparoval mechanikusan tavolitottuk el a tenyésztdedény feliiletérdl.
5x10* T hibridéma sejtet megegyezé szami autolog APS jelenlétében kiilonbozé higitast
specifikus antigénnel vagy szintetikus peptiddel 250 ul térfogata sejtkultira médiumban 16-

24 oran 4t inkubaltuk. Egyes kisérletekben az APS-eket 2x10°/ml koncentracidban 3 6ran

kiilonb6z6 mennyiségli, peptiddel eldkezelt APS jelenlétében tenyésztettink a kiillonbdzd
kisérletekben megadott feltételek szerint. Az antigén specifikus aktivalast kovetéen a
citokinek meghatarozasara a sejtkulturdk feliiliszoibol 75 pl-eket uj mikrotitrald lemezekre
vittiink at. A mintakat —20 °C-on fagyasztva taroltuk.

3.1.5 A sejtkultira feliilaszok citokin tartalmanak meghatarozasa bioesszék segitségével

3.1.5.1 A feliiluszok IL-2 tartalmanak meghatarozasa
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A sejtkultardk feliiluszojdnak IL-2 tartalmat a CTLL-2 nevii IL-2 fliggd sejtvonal
felhasznalasaval hataroztuk meg. Ezeket a sejteket egy héten haromszor 5 ml friss 200U/ml
IL-2 tartalmu tapfolyadék jelenlétében tenyésztettiik. A sejtek az IL-2 adasat kovetd masodik

napon kertiltek az IL-2 detektalasara alkalmas ,,éhezd” allapotba. A sejteket mostuk, majd az

e

cre

2-t tartalmazo sejttenyészté folyadékhoz (0,02-200U/ml, pozitiv kontroll) is adtunk indikator
sejteket a citokin tartalom pontos meghatarozasanak céljabol. Az €16 CTLL-2 sejtek szamat a
tiazoli kék (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetraz6lium  bromid, MTT) festék
atalakitdsdnak mértéke alapjan hataroztuk meg. Ennek alapja, hogy az ¢l sejtek aktiv
mitokondrialis dehidrogenazai a sarga tetrazélium vegyiiletet kék szinti kristalyos formazan
termékké alakitjadk at. A keletkezett termék relativ mennyiségét detergens hozzdadéasaval
feloldva 570 nm hulldmhosszon, fotometridsan hatdroztuk meg.

Az ismeretlen mintdk IL-2 tartalmat a standard gorbe felvételét kdvetden annak linedris
szakaszara torténd egyenes illesztés alapjan regresszids analizissel szamitottuk. Az abrakon

szerepld értékeket a negativ kontroll értékére normalizaltuk.

3.1.5.2 A feliiluszok TNF tartalménak meghatarozasa

A sejtkultura feliiluszok TNF tartalmat a citokin sejtpusztitd hatasara érzékeny WEHI-164-13
sejtvonak felhasznalasavalvégeztiik. A letapado jelzd sejtekbdl foszfat pufferrel elkészitett 10
mM EDTA oldat segitségével sejtszuszpenzidt készitettiink, majd 100 pl tapfolyadékban
kultaranként 3x104 sejtet osztottunk szét. A sejtek tovabbi osztoddsat 4 pg/ml emetin
hozzaadasaval gatoltuk. Az €16 és elpusztult sejtek ardnyat 24 ora elteltévet MTT festék
hozzaadasaval hataroztuk meg. Kontrollként ismert koncentrdcidoban human TNF-o-t
tartalmazd mintékat és tires tapfolyadékot is hasznaltunk. Az IL-2 tartalom meghatarozdsanal

emlitettekhez hasonléan standard TNF higitdsokbol szamitottuk az ismeretlen TNF

crer

3.1.6 A T sejtek antigén specifikus aktivaciéjanak vizsgalata az intracellularis Ca™"

koncentracio emelkedésének mérése alapjan

3.1.6.1 A mintak el6készitése
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10" T hibridoma sejtet megmostunk, majd 10 ml-es U-alju csében 1 ml 5 uM Fluo-3 AM-et
¢s 100 pg/ml pluronic F-127-et tartalmazo tapfolyadékban szuszpendaltuk fel. Ezt az elegyet
egy oran keresztiil 37 °C-os vizfiirddben, folyamatos razas mellett inkubaltuk. A cséveket
ezek utan meleg tapfolyadékkal toltottiik fel (9 ml) és az inkubélés tovabbi egy oran keresztiil
folytattuk. A sejteket mostuk és a megfeleld sejtszamra bedllitva tapfolyadékban, jégen
taroltuk maximum néhany 6ran keresztiil, felhasznalasukig.

Az APS-eket 3 6ran at 37 °C-on 1 ml tapfolyadékban inkubaltuk 50-100 uM koncentracioju
peptid antigén jelenlétében, majd a megfeleld sejtszamra bedllitva jégen tartottuk

felhasznalasig.

. y . 4+ 7 .7 r or
3.6.1.2 Az intracellularis Ca' " koncentracid mérése

A Fluo-3-mal feltoltott T sejteket az antigénnel eldinkubalt APS-ekkel megfeleld aranyban,
aramlédsos citofluorimetridhoz hasznalt csében 1 ml tapfolyadékban 0Osszekevertiik. A
csoveket 37 °C-os vizfiirdében 5 percig inkubaltuk, majd &aramlasos citométerrel 20
masodpercen keresztiil mértiikk az aktivalatlan T sejtek fluorescencia intenzitasat. Ezutan a
sejteket a csovekben asztali mikrocentrifugaval 30 masodperc alatt sejtcsomokba iilepitettiik a
T sejt—-APS kontaktusok gyors kialakuldsa céljabol, majd razogéppel Gjra szuszpenzidba
vittiik és folytattuk az aktivalt T limfocitdk fluorescencia intenzitdsdnak mérését.

Az elpusztult sejteket a hagyomanyos aramlasi citometrids méréseknél emlitett modon, DNS

festddésiik alapjan zartuk ki a mérésbol.

3.1.7 Az aktivaci6 indukalta sejthalal vizsgalata aramlasi citofluorimetriaval

A sejteket FACS pufferben mostuk, majd 100 ul Annexin pufferben vettiik f61 (10 mM
HEPES, 140 mM natrium-klorid, 2.5 mM kalcium-klorid) és hozzajuk adtunk 2 pul Annexin
V-FITC festéket. A mintidkat 20 percig szobahdn, s6tétben inkubaltuk, 1 pg/10° sejt
propidium jodidot és 400 pl Annexin puffert adtunk a csdvekhez. A mintékat 30 percen beliil
FACScan késziilékkel lemértiik. A kiértékelést Becton Dickinson CellQuest programmal

végeztik.
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3.1.8 A T sejt—B sejt kapcsolatok mérése

10° IP12-7 T sejtet Oregon Green 488 intracellularis fluorescens festékkel toltottiink fel 1

1M-os végkoncentraciot alkalmazva 1 ml szérummentes tapfolyadékban. A sejteket 37 °C-on
inkubaltuk 30 percig, mostuk és ujabb 30 percig inkubaltuk. 10° peptiddel toltétt vagy
toltetlen APS-hez adtunk ugyanennyi T sejtet és egy ora hosszat inkubaltuk a mintakat. A T
sejt—B sejt komplexeket Olympus fluoreszcens mikroszképpal vizsgaltuk. Mintanként 100

sejtet megszamolva a komplexek aranyat szazalékosan fejeztiik ki.

3.1.9 A sejtek magneses elvalasztasa

A T és B sejteket magneses sejtszeparald berendezéssel valasztottuk el egymastol azon
vizsgalatok elott, amelyeknél erre sziikség volt (EMSA és RT-PCR).

Az egyenld szamu T és B sejtet tartalmaz6d mintdkat FACS pufferben mostuk. Ezutdn a
sejteket biotin-konjugalt anti-B220 mononuklearis antitesttel (5 png/100 pl puffer) jeldltiik, és
10 pl streptavidin mikrogyonggyel inkubéaltuk 20 percen at. A jelolési lépések nem
befolyéasoltak az APC-k T sejt aktivaldo hatasait. 500 ul MACS pufferben torténd
szuszpendalas utdn a B sejteket VarioMACS késziilékben valasztottuk el a T sejtektdl, LS
oszlopot hasznalva. A T limfocitak tisztasdga 95-99%-os volt, melyet FACS analizissel

ellendriztink.

3.1.10 Transzkripcios faktorok DNS koto képességének vizsgalata

A 20 pM-os peptiddel feltoltott APS-eket megegyezd szamt IP12-7 T sejttel asztali
centrifugan Osszefugaltuk és 15 vagy 45 percig 37 °C-on tartottuk 6ket. 25 mM natrium-
fluoridot, 5 mM EDTA-t és 0.1 mM natrium-ortovanadatot tartalmazo PBS-ben felvéve a
sejteket magneses szeparavioval elvalasztottuk egymastol (1asd 3.1.9).

A sejteket kétszer mostuk hideg PBS-ben, mely 25 mM natrium-fluoridot és 0.1 mM natrium-
ortovanadatot tartalmazott, majd folvettiik 400 pl frissen elkészitett A pufferben (10 mM
HEPES pH 7.9, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA pH 8.0, 0.1 mM EGTA pH 8.0, 1 mM
dithiothreitol (DTT), 0.5 mM fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF), 10 png/ml aprotinin, 10 pg/ml
leupeptin, 10 pg/ml antipain és 1 mM natrium ortovanadat). A sejtszuszpenziot 15 percig

jégen tartottuk, majd 5 pl 10%-os NP-40-et adtunk a mintdkhoz. A sejteket 5 percig 4 °C-on
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800 rpm-mel centrifugaltuk. A magi pelletet 30-50 ul C pufferben (10 mM HEPES, pH 7.9,
0.4 M natrium klorid, 1 mM EDTA, pH 8.0, 1 mM EGTA, pH 8.0, | mM DTT, 1 mM PMSF,
10 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml antipain €s 0.1 mM natrium ortovanadat)
vettiik fol és 15 percig 4 °C-on, alland6 razogatas mellett inkubaltuk. A magi tormeléket 10
perces 16,000 g fordulaton, 4 °C-on végzett fugalassal tavolitottuk el. A fehérje koncentraciot
Lowry esszével mértiik. A transzkripcids faktorokat EMSA-val analizaltuk (Van Parijs és
Abbas, 1998), mintanként 4 pg fehérjét alkalmazva.

3.1.11 Génexpresszios vizsgalatok RT-PCR-rel

3.1.11.1 RNS nyerése

A kiilonbozé mintak T sejtjeibdl magneses szeparalast kovetden TRI reagenssel RNS-t
izolaltunk. 5x10° sejthez 500 pl Tri reagenst mértink és 23 G-s fecskendd tivel
homogenizaltunk. A mintdkhoz 50 pl kloroformot adtunk, a fecskenddvel ujra
homogenizaltunk, majd 5 percig jégen inkubaltunk. Ezt kovetden 12,000 rpm fordulaton, 4
°C-on 15 percig centrifugaltunk. A felsd, atlatszo vizes fazist uj Eppendorf csbe pipettaztuk
¢és egyenld térfogat jéghideg izopropanollal kiegészitettiik. A mintakat vortexeltiil és 10 percig
jégen inkubaltuk. Ezt kovetéen 12,000 rpm fordulaton, 4 °C-on 10 percig centrifugaltunk. A
feliiltiszo leszivésa utan a pellethez 300 pl jéghideg 70 %-os etanolt adtunk és az RNS-t 7,500
rpm-mel 4 °C-on 8 percig fugaltuk. Az RNS-t 20 ul DEPC kezelt vizben feloldottuk. Az RNS

koncentraciokat 100x-os higitdsban GeneQuant késziilékkel hatdroztuk meg.

3.1.11.2 Reverz transzkripcid

5 pg totdl RNS-bdl Superscript I reverz transzkriptdz és 1 pg/ml oligo(dT) primer
segitségével 42 °C-on torténd 1 oras inkubacioval cDNS-t gyartottunk. A kiilonbozé gének
expresszidjanak vizsgalatat a cdNS-ek 1-1 pl-ébdl végeztiik Taq polimeraz és génspecifikus
primerek folhasznalasaval. A cDNS koncentraciokat a P-aktin génexpresszid segitségével

allitottuk be. A PCR-ekhez az aldbbi primer parokat és hdmérsékleti profilokat hasznaltuk:

Gén: | Szenz primer (5°-3°): Antiszenz primer (5°-3°): | HOmérsékleti profil:
[B-aktin iggCTCAGGAGGAGCA SGCTACAGCTTCACCACCA 20 x (94OC—4SS, 530C—3OS, 720C—3OS)
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IL-2 égglé?g}CTCCACTTCAA géCAGAAGGCTATCCATCT 30x (9 4°C-45 5,5 7°C-30 S, 72°C.3 0s)
I"I:I;_FO;B/ Egﬁ((:}%i&GTTGGGTACC éTACACAGACTTCTGCGCA 30x (9 4°C-45 S, 5 7°C-30 S, 79°C.3 05)
nur77 XI;CA/(X:"I(":CCTCCGCCTGGC g(l;gCGAAGCTCAGGCAGTT 30x (9 4°C-45 5,5 7°C-30 S, 79°C-3 0s)
fasL g?gggGTGCCACTTCAT EE%ACTCCAGAGATCAGAG 30x (9 4°C-45 5,5 7°C-30 S, 79°C.3 0s)
bel-2 Xg(i(éGTGTAACTAAAG gTCAAAGAAGGCCACAATC 30x (9 4°C-45 S, 5 7°C-30 S, 79°C.3 0s)
flip gi(éﬁ(;?”é?ACATAACC ggﬁ(é?GACTGCTCTCCCAA 30x (9 4°C-45 s, 5 7°C-30 S, 79°C.3 0s)

A termékeket 1.5 %-os agaroz gélen futtatuk meg.

3.2 Retinoidok hatasanak vizsgalata a nur77 gén kifejezodésére és

transzaktivacios képességére

3.2.1 Retinoidok, kotodési vizsgalatok és transzaktivacios esszé

A kisérleteinkben alkalmazott retinoidokat a Galdrema Research Development cég

szintetizalta ¢és eldz6 kisérleteinkben karakterizaltuk (Szondy és mtsai, 1997; Szondy és mtsai,

1998)a CD2781 kivételével, melyet mashol irtak le (Kagechika és mtsai, 1988).

A rertinoidok hérom retinoid receptor (RARa, B és y) altipushoz mutatott disszocidcios

konstansat (Kq értékét) kompeticios kotédési vizsgalatokban hataroztak meg [*H]-CD367-et,

mint radioaktivan jelzett referencia retinoidot haszndlva (Martin és mtsai, 1992). Mivel

radioaktivan jelzett retinoid X receptor (RXR) specifikus ligand nem allt rendelkezésre, a

kiilonb6z6 retinoidok ezen receptorhoz vald kotddését funkciondlis transzaktivacids esszével

hataroztdk meg (Delescluse és mtsai, 1990). Az RARo, RARP és az RARYy szelektiv anyagok

transzaktivacios képességét az eldzdekben leirtak szerint vizsgaltak (Brand és mtsai, 1998).

Kisérleteinkben az alabb felsorolt szintetikus retinoidokat alkalmaztuk:

Név: Kémiai felépités: Hivatkozas:

CD336 {4-[(5,6,7,8-tetrahidro- Kagechika és mtsai, 1988
5,5,8,8-tetrametil-2-naftalenil)
karboxamido-] benzoesav}

CD367

CD437 {6-[3-(1-adamantil)-4- Charpentier és mtsai, 1995
hidroxifenil]-2-naftonsav}

CD2019 {6-[3-(1-metilciklohexil)-4- Kagechika és mtsai, 1988

metoxifenil]-2-naftonsav}
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CD2081 {2-hidroxi-4-[5,5,8,8- Charpentier és Bernardon,
tetrametil-5,6,7,8- 1993

tetrahidronaftalén-2-
karboxamido] benzoesav}

CD2314 [2-(5,6,7,8-tetrahidrometil-2- | Charpentier és Bernardon,
antril)-4- tiofénkarboliksav] | 1993

CD2325 {4-[(E)-2-(3-(1-adamantil)-4- | Nagy és mtsai, 1995
hidrofenil) profenil]
benzoesav}

CD2503

CD2624

CD2665

CD2781 {[E]-4-[1-hidroxi-1-(5,6,7,8- | Kagechika és mtsai, 1988

tetrahidro-5,5,8,8-tetrametil-
2-naftil)-2-propenil]
benzoesav}

3.2.2 A kisérletekben alkalmazott sejtek és a T limfocitak tisztitasa

IP12-7 T sejt hibridoma sejtek (lasd ,,Anyagok és modszerek™ I.). A human Jurkat sejtvonalat
Marie-Lise Gougeon (Pasteur Intézet, Parizs) volt szives rendelkezésiinkre bocsatani. A
mononukledris sejteket egészséges human vérbol nyertiik gradiens centrifugalassal. A T
limfocitakat méagneses sejtszeparalast alkalmazva tisztitottuk az egyéb sejtektol Pan T sejt
izolacios kitet alkalmazva. A CD3" sejek ardnya >90% volt. A kiilénboz6 RAR-ek humén T
sejteken torténd expresszidjanak vizsgdlatdhoz a T limfocitdkat a gradiens centrifugalast
kovetden FITC-konjugalt anti-CD3 antitest hasznélataval pozitivan szelektaltuk. A T sejtek

tisztasaga >98% volt.

3.2.3 A sejttenyésztés feltételei

A T sejteket 10°/0.2 ml kezdeti koncentracioban 10% héinaktivalt FCS-t, 2 mM L-glutamint,
100 U/ml penicillint és 100 pg/ml streptomycint tartalmazé6 RPMI-1640 tapfolyadékban 37
°C-on, 5% CO;, és >90% paratartalom mellett végeztiik. A sejtosztodas beinditasahoz a
tisztitott T sejtekhez fitohemagglutinint (PHA) adtunk retinoidok jelenlétében vagy azok
nélkiil. Néhany kisérletben, amikor a retinoidoknak az IL-2 utvonalban betdltott szerepét
vizsgaltuk, 5x10° sejt/ml kezdeti koncentraciot hasznalva a proliferaciét 5 ug/ml PHA és 30
U/ml IL-2 citokin alkalmazasaval valtottuk ki. 2 nappal késébb a halott sejteket gradiens
centrifugaldsal szeparaltuk és és az ¢loket 30 U/ml IL-2-t tartalmazé tapfolyadékban tartottuk

tovabbi 4 napig. 8 oraval a sejttenyésztd folyadék cseréjét kovetden a retinoidokat ujra
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hozzaadtuk a mkintdkhoz. A StatSa és b foszforilacidjat, valamint a DNS szintézist a
megadott idOpontokban vizsgéltuk. A kontroll mintdkhoz minden esetben a retinoid
koncentracioknak megfelelé dimetil-szulfoxidot (DMSO 0.5%) adtunk. Mivel a retinoidok

fényérzékenyek, a veliik végzett kisérleteket voros fényben végeztiik.

3.2.4 A DNS szintézis vizsgalata

A DNS szintézis mértékét 96 lyuku sejttenyészté lemezeken vizsgaltuk, a sejteket 10°/0.2 ml
kezdeti koncentracioban alkalmazva. PHA vagy IL-2 adéasat kovetéen a megadott
idépontokban 2 pCi [’H]-timidint adtunk a mintdkhoz. 12 6ra elteltével a sejteket
szlir6papirra sziireteltiik és Beckman C5 7500 folyadék szcintillacios késziilékben mértiik a

beiitésszamokat.

3.2.5 Az apoptozis vizsgalata

A CD4" és a CD8" T sejtek apoptézisanak megfigyelését 7-amino-aktinomicin-D (7-AAD)
modszerrel végeztik (Schmid és mtsai, 1994). A modszer alapja, hogy a halott sejtek
felveszik a 7-AAD festéket a membran permeabilitdsuk megnovekedése kovetkeztében. A
festék jelenlétét aramlasi citofluoriméterrel detektaltuk FITC-konjugalt anti-CD4 és anti-CDS8
monoklonadlis ellenanyagok jelenlétében. A sejteket 1% BSA-t tartalmazé PBS-ben (FACS
puffer) 4 °C-on inkubaltuk 30 percig az anti-CD4 vagy az anti-CDS8 ellenanyagokkal, majd
mostuk és és tovabbi 20 percig 4 °C-on tartottuk 6ket 20 pg/ml 7-AAD hozzaadasaval. A
sejteket ezutan fixaltuk 1% paraformaldehidet és 20 pg/ml nem-fluorescens aktinomicin D-t
tartalmaz6é FACS pufferben. A fluorescencia intenzitdsokat FACScan 4ramlési citométerrel

detektaltuk, az eredményeket a CellQuest programmal értékeltiik ki.

3.2.6 Sejtciklus analizis

A sejtciklusban 1évo sejtek szézalékos aranyat meghatdrozandd, propidium jodidos DNS
festést végeztiink. A T sejteket 70%-o0s jéghideg ethanolban 5 percig fixaltuk, mostuk, majd

100 pg/ml RN-azt tartalmazo PBS-ben (100 ul) felvettiik és 10 percig szobahén inkubaltuk.
Ezutan 400 pl 50 pg/ml propidium jodidot tartalmazé PBS-t adtunk a sejtekhez. Az
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apoptozist szenbvedd valamint a Go-G1, S vagy G2-M fazisban 1évo sejteket DNS tartalmuk

alapjan aramlési citofluorimetridval hataroztuk meg.

3.2.7 Az interleukin-2 termelés vizsgalata

10° sejt/ml T limfocitat tenyésztettink a DNS szintézis vizsgilatoknak megfelel6
koriilmények kozott (lasd 3.2.4). A megadott idépontokban a mintdkat centrifugéltuk és a
feliilaszokat —70 °C-on taroltuk. Az IL-2 mennyiségeket a BIOTRAK human IL-2 ELISA

kittel hataroztuk meg, kdvetve a gyarto utasitasait.

3.2.8 Az IL-2 receptor sejtfelszini megjelenésének detektalasa

10° sejt/ml T limfocitat tenyésztettink a DNS szintézis vizsgalatoknak megfelel6
koriilmények kozott (lasd 3.2.4). 12 ora elteltével a sejteket FACS pufferben vettiik fol
5x10°/ml sejt koncentracioban. A limfocitakat 1 pg/ml PE-konjugalt anti-CD25 (IL-2Ra. lanc)
vagy anti-IgG1 antitest jelenlétében 1 6rat 4 °C-on inkubaltuk. A sejteket mostuk és a
fluorescens jeleket FACScan aramlési citométerrel detektaltuk, az eredményeket a CellQuest

programmal értékeltiik ki.

3.2.9 Fehérjetartalom kimutatasa

Mintanként 5x10° sejtet hasznalva teljes sejt lizatumokat készitettink RIPA pufferben (30
mM Tris pH 7.6, 140 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM NaF, 1 mM natrium ortovanadat, 2
mM natrium pirofoszfat, 50 mM fenil-arsin-oxid, 0.1% SDS, 0.5% deoxikolat, 1% Triton X-
100 és 35 pg/ml PMSF haromszor desztillalt vizben) 20 percig jégen. A fehérje tartalmakat
(Laemmli, 1970) 5 percig 95 °C-on tartottuk A mintakat 7.5% (foszfo-retinoblasztdéma — pRB)
vagy 12% (Bcl-2) redukalé poliakrilamid gélen futtattuk meg és a fehérjéket Immobilon-P
membranokra vittiik at. 10% zsirmentes tejport és 0.1% Tween 20-at tartalmazé TBST-ben
valo blokkolas utan a membréanokat 1 pg/ml antitestet (anti-human Bcl-2 — David Y. Mason,
John Radcliff Hospital, Oxford, UK, anti-JAK3 mAb - Robert Kirken, Texas University
Medical School, Houston, Texas vagy anti-pRB - Pharmingen) tartalmaz6 TBST-ben
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inkubaltuk, majd torma-peroxiddz (HRP)-kotott masodik antitestet adtunk hozzajuk. A
fehérjéket ECL modszerrel rontgenfilmen tettiik lathatova.

3.2.10 Stat5a és b fehérjék foszforilaciojanak vizsgalata

A sejteket (10° sejt/ml)1% Triton X-100-at tartalmazo lizis pufferben oldottuk f5l, majd
centrifugdléssal tisztitottuk (Kirken és mtsai, 1999). Az immunprecipitdcidhoz a feliiliszokat
human StatSa és Stat5b ellenes poliklonalis nytl antiszérummal inkubaltuk (Nagy és mtsai,
2002). A membranokat 1 pg/ml egér anti-foszfotirozinnal vagy anti-StatSa és StatSb
antitestekkel reagaltattuk (Kirken és mtsai, 1999).

3.2.11 T sejtek aktivalasa

Anti-CD3 antitestet (145-2C11 klon) a Pharmingentdl (San Diego, CA), az anti-huméan CD3
antitestet (IoT3) az Immunotech-t6l (Marseille, Franciaorszag) vaséaroltuk. Az anti-CD3
antitesteket 1 pg/ml koncentracioban, sejttenyésztd platehez kitapasztva hasznaltuk, a sejteket
6 o6ra hosszat aktivaltuk. A retinoidokat pedig az alabbiak szerint adagoltuk: TRA: 10 uM,
9CRA: 100 nM, CD336: 300 nM, CD437: 300 nM, CD2019: 10 uM.

3.2.12 A nur77 génexpresszio vizsgalata

Az IP12-7 ¢és a Jurkat sejtek mintaibol az ,,Anyagok €s modszerek” 1. fejezetben emlitettek
szerint RNS-t nyertiink, cDNS-s¢ irtuk 4at, P-aktin primerekkel beallitottuk a
koncentraciojukat és RT-PCR-rel detektaltuk a nur77 gén kifejezddését. A Jurkat sejtekhez az
alabbi nur77 primereket hasznaltuk: szenz: 5-GCACAACTACCAGCAACACAG-3' és
antiszenz: 5'-CGCATCTGGCAACTAGACAC-3'. A PCR termékeket 1.5%-0s agar6z gélen
futtatuk meg.

3.2.13 Tranziens transzfekcios esszé
2x10° Jurkat sejtet transufektaltunk 10 pg Tk-NBREx3-Luc reporter plazmiddal (Ron Evans,
Salk Intézet) elektroporacioval. A halott sejteket Histopaque centrifugalassal tavolitottuk el.

Az inkubacios 1d0 leteltével luciferaz aktivitast mértlink Promega Luciferaz Kit segitségével.

A luminescenciat 10 mdsodpercig detektaltuk és az enzim aktivitast relativ fényegység
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(RLU)/masodperc/mg fehérje egységben adtuk meg. Kontrollként nem kezelt mintakat

alkalmaztunk.
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4. EREDMENYEK

4.1 Az antigén-specifikus T sejt aktivacio és az aktivacio indukalta sejthalal

vizsgalata peptid specifikus T sejt hibridomakkal

4.1.1 A T sejt-B sejt kapcsolat erdssége fiigg az adott APS egyedi sajatsagaitol

A T sejt—B sejt kolcsonhatés elsd fazisaban a sejtek adhézids molekuléik segitségével
szoros kontaktusba keriilnek egymassal. Els6 kisérleteinkben a sejtek adhézios képességének
vizsgélataval tanulmanyoztuk az IP12-7 T sejt hibridoma kiilonb6zé APS-ekkel kialakitott
kapcsolatat. E célbol a T sejt és az APS kozotti sejtkdlcsonhatas mértékét specifikus peptid
jelenlétében és annak hianyaban fluoreszcens mikroszkopiaval vizsgaltuk. A T limfocitakat
Oregon Green festékkel jeloltiik és a vizudlisan értékelt T sejt—B sejt kapcsolatok szdmat a

teljes sejtszdm szazalékdban adtuk meg.

— [ w—

T sejt - APS komplexek (%)
e B 5 8 8
T sejt - APS komplexek (%)

= 45 & 2
T sejt - APS komplexek (%)
o B 5 &8 8 B

o

kontroll  20umaol peptid kontroll  20umal peplid kontroll  20umal peptid

2PK3 A20 TA3

4.1.1 abra. Az IP12-7 T sejtek és a kiilonb6z6é APS-ek adhézidja
Az IP12-7 T hibridoma sejteket Oregon Green fluoreszcens festékkel jeldltiik és 2PK3, A20
valamint TA3 B sejtekkel tenyésztettiik egylitt 4 6ra hosszat. Az APS-eket peptid nélkiil vagy
20 uM HA 317309 peptiddel eldzetesen feltdltve adtuk a T sejtekhez. A T sejt—B sejt
kolesonhatasokat fluoreszcens mikroszkoppal figyeltiik meg és szamoltuk.
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Amint az a 4.1.1 abran lathatd, a harom kiilonb6z6 APS eltér6 mértékben alakitott ki
kapcsolatot az IP12-7 sejtekkel. A spontdn adhézido — amelyet a peptiddel nem feltdltott B
sejtek jelenlétében mértiink — a 2PK3 APS esetében nagyobb volt (28%), mint a masik két
APS esetén (~10%). A HA,,, ., peptid és a 2PK3 APS jelenléteben mért T sejt-B sejt

komplexek aranya 82%-ra ndvekedett, A20 B sejt esetén ez 40% volt, mig a TA3 prezentald

sejt jelenlétében nem volt kimutathato kiilonbség a spontan adhézidohoz képest.

4.1.2 A peptiddel stimulalt T sejtek korai jelatviteli eseményei fiiggnek az APS fenotipus

sajatsagaitol

Annak vizsgalatara, hogy a kiilonb6z6 adhézids képességgel rendelkezd B sejt APS-ek
hogyan befolyasoljak a T limfocitak antigén-specifikus aktivacidjat, a tovabbiakban egy korai
jelatviteli eseményt, az intracellularis kalcium szint ([Ca’™]i) novekedésének mértékét
vizsgaltuk eltéré APS-ek jelenlétében, a korabbiakban leirt modszerrel (Réthi és mtsai, 2002).
A Fluo-3-mal jelolt T sejteket a peptiddel eldzetesen feltoltétt B sejtekkel egyiitt

centrifugaltuk, majd aramlasi citofluoriméterrel mértiik az [Ca' J;c valtozasat.
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4.1.2 abra. A kiilonb6zo APS-ek hatasa az intracellularis kalcium szint emelkedésére
A Fluo-3 jelolt IP12-7 sejtek kalcium jelét peptid jelenléte nélkiil (iires szimbolumok) és 20
UM HAj317.329 peptidddel elokezelt 2PK3 (m), A20 (A) és TA3(¢) APS-ek jelenlétében
mértiik. Pozitiv kontrollként ionomycinnel aktivalt T sejteket hasznaltunk (o).

A kalcium szint emelkedését a T sejt populacio atlag értékeivel jellemeztiik (A). A peptiddel
eldzetesen feltoltott APS-ekkel stimulalt T sejtekben a kalcium jel valtozasait a populacio
egyedi sejtjeinek szintjén is 0sszehasonlitottuk (B).

Amint azt a 4.1.2A ¢és B abran bemutatjuk, a specifikus peptid jelenléte nélkiilozhetetlen a
mérhetd kalcium jel kivaltasdban. ([Ca™']i) emelkedést a 2PK3 és az A20 APS-ek
jelenlétében tapasztaltunk, mig a TA3 sejtek altal torténd peptid bemutatds nem
eredményezett mérhetd kalcium jel valtozast. Az APS-ek eltérd T sejt aktivalo képességébol
eredd [Ca' Jic szint kiilonbségek a T sejtekben kiilonbozé (0.1-100 uM) peptid dozisok
jelenlétében is kimutathatéak voltak, a kalcium jel mértéke egyenes ardnyban ndtt a novekvd
peptid koncentraciéval (nem bemutatott adatok).

A T sejt antigén specifikus stimuldcidjakor szamos transzkripcios faktor aktivalodik.
Annak tanulményozéasara, hogy ebben a folyamatokban milyen szerepet jatszanak a
kiilonb6zé funkcionalis aktivitdsu APS-ek, az IP12-7 T sejt hibridoma sejtekben EMSA
modszerrel vizsgaltuk az NF-kB, AP-1 és az NF-AT DNS-hez valo kotodési képességét. A

vizsgalat eredményei a 4.1.3 4dbran lathatoak.

2PK3 A20 TA3 - 2PK3 A20 TA3 - 2PK3 A20 TA3 -

S L

45 perc ... . "ii .... w
-1

AP NF-«B NF-AT

4.1.3 abra. Az eltéré funkcionalis aktivitasu APS-ek hatasa a T sejtekben aktivalodo
transzkripciods faktorok DNS-koto képességére
A T sejt aktivaciot 20 pM HA3;7.329 peptiddel eldzetesen feltoltott 2PK3, A20 és TA3 APS-
ekkel végeztiik. A rovid aktivaciot kdvetden az APS-eket biotinalt anti-B220 ellenanyagok és
streptavidin vasszemcsék segitségével magneses modszerrel elvalasztottuk, majd az aktivalt T
limfocitdkbol nyert magi extraktumot vizsgaltunk. Az NF-kB, az AP-1 és az NF-AT
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transzkripcids faktorok DNS kotd képességét 15 és 45 perces antigén-specifikus aktivaciot
kovetéen EMSA modszerrel mutattuk ki.

Eredményeink szerint 15 perc elteltével csak a 2PK3 APS jelenlétében tapasztaltuk a vizsgalt
transzkripcids faktorok aktivaciojat, mig az A20 és a TA3 prezentdlo sejteknek 45 percnyi
peptid specifikus aktivaciora volt sziikségiik, hogy a T sejtben az NF-xB, AP-1 és az NF-AT
transzkripcids faktorok DNS kotd képességét ki tudjuk mutatni. Ebben a vizsgalati
idépontban is a 2PK3 APS éltal eldidézett transzkripcios faktor aktivacid bizonyult a
leghatékonyabbnak. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az APS egyedi sajatsagai az NF-«xB,
AP-1 ¢és az NF-AT molekuldk aktivaci6janak nemcsak az erdsségét, hanem a kinetik4jat is
befolyasoljak. Adataink azt is jelzik, hogy a 2PK3, az A20 és a TA3 APS-ek eltérd
funkcionalis aktivitdssal vesznek részt a produktiv T sejt-B sejt kapcsolatok kialakitasaban,
aminek révén képesek a kalcium jel erdsségét és idOtartamdt valamint a transzkripcios
faktorok aktivitasat befolyasolni. Tovabbi vizsgalataink arra irdnyultak, hogy tisztazzuk az

APS-ek eltér6 funkcionalis aktivitasaért felelds mechanizmusokat.

4.1.3 A B sejt APS-ek eltéro T sejt aktivalo képességének molekularis hattere

Annak vizsgalatara, hogy a peptid antigének MHC-II molekuldkhoz torténd kotddése
az APS-ek felszinén vagy intracellularisan megy végbe, tovabbi kisérleteinkben a kiilonb6z6
APS-eket rovid ideig eldinkubaltuk a HA3;7.309 peptiddel, majd kalcium jelet mértiink a fent
leirtak szerint. 2PK3 APS jelenlétében a T sejtek 52%-a azonnal aktivalodott, mig a masik két
APS jelenlétében azonnali vélaszt nem tudtunk kimutatni. 1-6 perc peptiddel vald
eldinkubacié elegendd volt ahhoz, hogy a 2PK3 sejtek a T limfocitdk ~77%-at aktivaljak,
amely megkdzeliti azt az ardnyt, amelyet a 2PK3 sejtek jelenlétében 3 oras T sejt aktivaciot
kovetden mértiink (4.1.1 tablazat). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a leghatékonyabb
T sejt aktivald képességgel rendelkezd 2PK3 APS felszinén iires MHC molekuldk jelennek
meg, amelyekhez a peptid antigén nagy affinitassal kotodik.
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Peptid jelenlét (perc)
0* 1 6 180
Antigén prezentalé

Aktivalt T sejtek %-a
sejt
2PK3 52.45 62.37 77.02 87.75
A20 0 0 1.5 53.26
TA3 0 0 0.5 1

4.1.1 tablazat. Az IP12-7 sejtekben mért intracellularis kalcium szint valtozasai a
kiilonb6z6 APS-ek eltéro idejii peptiddel torténo feltoltésének fiiggvényében
Az APS-eket 20 uM HA3;7.329 peptiddel a megadott ideig 37°C-on eldzetesen inkubaltuk,
majd eldmelegitett, Fluo-3 festékkel jelolt T sejtekkel 1:1 aranyban 0sszekevertiik, rovid
centrifugalassal llepitettiik, Ovatosan fellazitottuk €s a fluoreszcencia intenzitast mértiik.

A “0 perces peptid jelenlét” azt jelenti, hogy a peptidet kdzvetleniil a centrifugalas el6tt adtuk az APS ésa T
sejt keverékéhez.

Korabban bizonyitottuk, hogy a 2PK3 és az A20 B sejtek hasonld hatékonysaggal
képesek a HAj317.329 peptid bemutatésara az I-EY molekulédkhoz kapcsolodva (Rajnavolgyi és
mtsai, 1997). Mostani eredményeink arra utalnak, hogy a 2PK3 APS esetén nincs sziikség a
peptid internalizacidjara és az Gjonnan képzddo intracellularis MHC-II molekulak feltdltésére,
hanem a peptid az ,,iires” vagy a gyengén kotddo peptidekkel feltdltott MHC-II molekuldkhoz
kotodik.

Az eltérd T sejt aktivalasi képesség hatterét tanulmanyozva a tovabbiakban az APS-ek
felszinén megjelend és az antigén prezentdcidoban, valamint a T limfocitdk aktivaldsaban
fontos szerepet betoltd egyéb molekuldk megjelenését is vizsgaltuk aramlasi citofluoriméter
segitségével. Az MHC-II, valamint egyes kostimuldld ¢és adhézids sejtfelszini molekuldk
megjelenését vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a 2PK3 sejt nagyobb szamban fejezi ki a B7-1,
B7-2, CD40 ¢és CD44 molekuldkat, mint az A20 vagy a TA3 sejtek (4.1.2 tablazat). Mindezek
alapjan a 2PK3 APS kimagaslo funkcionalis aktivitasaért a sejtfelszinen megjelend iires
MHC-II molekuldk valamint az adhézids és kostimuldlé molekuldk nagy denzitasa tehetd

felelOssé.
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Fluoreszcencia intenzitas novekedés

2PK3 A20 TA3
MHC-II 45.26 83.97 51.76
B7-1 19.03 7.40 3.36
B7-2 7.8 3.37 1.96
LFA-1 5.9 5.29 2.59
ICAM-1 11.34 8.16 7.11
CD40 19.30 8.66 5.22
CD44 3.85 1.11 1.08
Fas 1.36 7.38 3.45

4.1.2 tablazat. Az MHC-11, kostimulilo és adhéziés molekuliak sejtfelszini megjelenése a
kiilonb6z6 APS-eken
A fluorescencia intenzitas novekedésének mértékét az ,,Anyagok ¢s modszerek”™ fejezetben
leirtak szerint hatdroztuk meg és a megfeleld izotipus kontrollhoz viszonyitva adtuk meg.

Eredményeinket 0sszevetve megallapithatd, hogy az erdsebb T sejt kapcsolat kialakitasara
képes ¢és sejtfelszini molekuldi révén aktivabban kommunikalé APS a T limfocita
stimulacidban is a leghatékonyabbank bizonyult. Az APS-ek antigén prezental6 képességében

nem talaltunk jelentds kiillonbséget a harom APS kozott (nem bemutatott adatok).

4.1.4 A T sejtek citokin termel6 képességét az antigén prezentald sejt egyedi sajatsagai és

a bemutatott peptid koncentracidja is befolyasolja

cres

TNF citokineket termel. A citokin szekrécié a T limfocita aktivaciot kovetd késOi valasz,
amelynek kinetikajat az IL-2 és a TNF-B termelés mRNS ¢és fehérje szintli mérésével

kovettiink nyomon.

4.1.4.1 Az aktivalt T sejtek altal kifejezett oldott citokinek termelésének vizsgalata

funkcionalis vizsgalatokkal

Ezekben a vizsgéalatokban kiilonb6zd peptid specificitastt T sejt hibridomakat azonos

szaml B sejt APS-ek és novekvd peptid koncentracio jelenlétében tenyésztettiink és a termelt
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citokinek mennyiségét a sejtkultira feliilluszokban hatidroztuk meg (4.1.4A és B abra). Mas

kisérletekben a peptiddel eldzetesen feltoltott APS-ek szamat, és ezaltal a T sejt:APS aranyt

valtoztattuk (4.1.4C és D abra).
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4.1.4 abra. Az APS szam ¢és a peptid koncentracio hatasa a T sejtek citokin termelésére
2x10* IP12-7 hibridéma T sejtet 2x10* 2PK3 (#), A20 (A) vagy TA3 (x) APS-sel, csokkend
HA317.300 peptid koncentracio mellett tenyésztettiink (A,B). A kiilonb6zo APS-eket elézetesen

20 uM HA317.320 (IP12-7 T sejt) vagy WMG 3;-145 peptiddel (A34.C6 T sejt) peptiddel
toltottiik fel és valtozé szamban mértiik hozza a megfeleld T sejtekhez. A T sejt aktivaciot 24
oras tenyésztést kovetden IL-2 (A,C,D) vagy a TNF termelés (B) alapjan hataroztuk meg.

Az eltéré6 APS-ek jelenlétében az 1P21-7 (4.1.4A-C abra), az A3.4C6 (4.1.4D abra) és az
5/4E8 (nem bemutatott adatok) T sejt hibridomék antigén-specifikus aktivacidja kiilonb6zo
mértékil volt. Leghatékonyabb APS-nek a 2PK3 B sejt bizonyult, amely alacsony sejt szam
(<200) és peptid koncentracié (1-0.5 nM ) mellett is aktivalta a bemért 2x10* T sejtet (4.1.4A-
D éabra). Az A20 APS is stimuldlta a T limfocitdkat, de csak 50-100-szoros peptid dozis €s
APS szam esetén (4.1.4A-D abra). A TA3 APS nem csak az [P12-7 (4.1.4A-C ébra), de az
A3.4C6 (4.1.4D ébra), és a H1-10-9-7 hibridoma (amely egy masik I-Ed korlatozéssal

mikédé influenza-specifikus T sejt hibridoma, nem bemutatott adatok) esetén is csak kis

mértekll T sejt aktivaciot valtott ki. Az autoreaktiv I—Ad specifikus 5/4E8 T sejteket az I-Ed

molekulak nem hordozé 2PK3 sejtek nem, de az A20 aktivalta (nem bemutatott adatok).
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Eredményeink az mutatjak, hogy az eltéré funkcionalis sajatsdgokkal rendelkezd APS-ek
kiilonboz6 erdsséggel aktivaljak a kiilonbozo specificitastt és MHC-II korlatozassal miikodé T
sejteket, ami a T limfocitakban eltéré mértéki citokin termelést valt ki. A kiilonb6zé APS-ek
egymasohoz viszonyitott aktivitdsa a vizsgalt T sejtek esetében allandd volt, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy az aktivitasbeli kiilonbségek az APS-ek egyedi sajatsagaibol adodnak. A
T sejt stimuldcid mértéke és a termelt citokinek mennyisége a bemutatasra keriilé peptid
mennyiségétdl is jelentdsen fliggott. A bemutatott adatok tovabba az IL-2 és a TNF-P
citokinek 0sszehangolt termelddését is bizonyitjak.

A kiilonboz6é antigén bemutatd sejtek jelenlétében kivaltott sejt aktivacid mindségi és
mennyiségi eltérései az antigén specifikus T sejt aktivacio kinetikai vizsgalatat is lehetévé
tették. Az IP12-7 T sejtek altal termelt IL-2 megjelenésének kinetikdjat 2PK3 és A20 APS-ek
jelenlétében magas (70 uM) és optimalis (7 uM) peptid koncentracié mellett is vizsgaltuk. A
2PK3 APS-sel valo tenyésztés utan 2 oraval a T sejtek mar kimutathatd mennyiségii 1L-2
citokint termeltek, mig A20 jelenlétében ehhez hosszabb idére volt sziikség. A szecernalt IL-2
mennyisége 24 Oraig tartd tenyésztést kovetden sem érte el a 2PK3 APS jelenlétében mért IL-
2 mennyiségét (nem bemutatott adatok). Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy az eltérd
APS-ekkel torténd T sejt aktivacid a T sejt valasz mértékét, az effektor funkciok kinetikajat és
intenzitasat egyarant befolyasolja. A gyors IL-2 termelés a hatékony T sejt-B sejt kontaktus
gyors kialakulasaval valamint a korai jelatviteli mechanizmusok erdteljes beinduldsaval
magyarazhatoak.

Annak vizsgalatara, hogy az altalunk alkalmazott B sejt vonalak T sejt aktivald képessége
mennyire felel meg az in vivo miikodé APS-ek aktivitasanak, az A20 és a 2PK3 sejtek altal
kivaltott IL-2 szekrécid mértékét dsszehasonlitottuk kiillonbozé, BALB/c egérbdl szarmazd
primer sejtek T sejt aktivald képességével. Ezekben a vizsgalatokban APS-ként egér 1ép
sejteket, LPS-sel stimulalt B sejt blasztokat és in vivo aktivalt peritonealis makrofagokat
valamint csontveld eredetli dendritikus sejteket haszndltunk az IP12-7 és az A3.4C6
majd novekvd szamban adtuk a T sejtekhez. Az IL-2 termelést kivaltdé képességiik szerint
meghataroztuk a maximalis citokin termelddéséhez sziikséges minimalis sejtszamot.

Eredményeinket a 4.1.3 tablazatban foglaltuk ossze.
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Az optimalis IL-2 termeléshez
sziikséges APS (x10-3)
Antigén prezentalo sejt T sejt
1P12-7 A3.4C6
Csontveldi eredetli DS-ek 1.5 nem mert
Peritonedlis makrofagok 10 15
LPS-aktivalt B sejtek 60 250
Lépsejtek 250 1000
A20 50 100
2PK3 1.5 3

4.1.3 tablazat. Primer APS-ek és B sejtek T sejt aktivacioban mutatott relativ
hatékonysaga
Az APS-eket 20 uM HA317.3290 (IP12-7 T sejt) vagy WMGi 32145 (A3.4C6 T sejt) peptidekkel 3
6ran at 37°C-on elbzetesen toltottiik fel. A peptidfelesleget mosassal eltavolitottuk és az APS-
eket csokkend szamban 2x10* T sejttel egyiitt tenyésztettiink. A termelt IL-2 mennyiségét 24
oOra tenyésztés utan mértiik a sejtek feliiliszdjabol. A maximalis IL-2 termeléshez sziikséges
legkevesebb APS szamat harom fliggetlen kisérleti eredménybdl kapott titralasi gorbébol
hataroztuk meg.
A 2PK3 B sejtek T sejt aktivalo képessége a dendritikus sejtekével, mig az A20 B limfocitaké
az LPS-sel stimulalt B sejtekével mutatkozott hasonlonak. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
kiilonboz6 funkcionalis aktivitassal rendelkezd B sejt APS-ek az in vivo koriilmények kozott

miikddd primer APS-ekhez mérhetd T sejt aktivald képességgel rendelkeznek.

4.1.4.2 A T sejt aktivacido nyomonkdvetése a citokinek génexpressziojanak vizsgalataval

A citokin termelés génszinti vizsgélatahoz a kiilonboz6 APS-ek jelenlétében eltérd peptid
dozisokkal aktivalt T sejt hibridoméakbol RNS-t izolaltunk és reverz transzkripciot kovetd
polimeraz lancreakcioval (RT-PCR) hataroztuk meg az adott citokin génjének transzkripcids
aktivitasat. A cDNS-ek megfeleld koncentracidit a B-aktin szintek alapjan allitottuk be (4.1.8
abra). Eredményeink, melyeket a 4.1.5 abran lathatoak, azt mutatjak, hogy az IL-2 és a TNF-3

gén aktivacioja fiigg az APS egyedi sajatsagaitol és az alkalmazott peptid koncentraciojatol.

51



A TNES B

IL-2
0 0007 3.5 70 0 0007 3.5 70
wmol peptid Lmol peptid

4.1.5 abra. A citokin gének kifejezodése kiilonbozo APS-ek jelenlétében eltéro peptid
dozisok mellett aktivalt T sejtekben
5x10°T sejtet a HA317.329 peptid ndvekvo koncentracidjaval elézetesen feltdltott APS-ekkel 4
oran at tenyésztettiink és a T limfocitakban RT-PCR-rel vizsgaltuk a génexpressziot. A cDNS
mintak koncentraciojat B-aktin cDNS alapjan allitottuk be (1asd 4.1.8 abra).

Az IL-2 gén expressziojat nagyon alacsony (7 nM) peptid koncentracié mellett, valamint a
TA3 APS alkalmazasakor nem tudtuk kimutatni. Erételjes aktivaciot tapasztaltunk, ha a 2PK3
¢és az A20 APS-ek jelenlétében magasabb peptid dozisokat (3.5 és 70 uM) alkalmaztunk. A
peptid dozis és az IL-2 gén expresszidjanak mértéke egyenes aranyossagot mutatott.

Ezekkel a vizsgdlatokkal sikeriilt igazolni azt is, hogy az aktivalt IP12-7 T sejtek
milyen tipusu TNF-et termelnek. Specifikus primerekkel végzett RT-PCR vizsgéalatokkal
bizonyitottuk, hogy a T hibridoma anti-CD3 ¢és anti-CD28 hatasara (nem bemutatott adatok),

valamint 2PK3 APS ¢és 3.5 vagy 70 uM HA , beptid jelenléteben torténd T sejt

317-32
stimulaciokor TNF- (limfotoxin-a) citokint termel. A leghatékonyabb T limfocita aktivalast
¢s ennek megfelelden a legnagyobb mértékii IL-2 citokin gén expressziot a 2PK3 APS és
magas peptid koncentracid esetén mutattunk ki. Az A20 és TA3 prezentald sejtek
alkalmazasakor a citokin gének kisebb mértékii aktivacidja volt megfigyelheto.

RT-PCR modszerrel kapott eredményeink 6sszhangban vannak a citokinek biologiai
aktivitdsan alapuld bioesszék segitségével kapott eredményekkel és azokkal a megel6zd
eredményeinkkel, miszerint kisérleti rendszeriinkben a leghatékonyabb antigén prezental6 sejt

a 2PK3 B limfocita.

4.1.5 A kiilonb6zo APS-ekbdl szarmazo jelek meghatarozzak a T sejt differencialtsagi

fokat és tovabbi sorsat
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Az of lancokbol all6 TSR — a specifikus ligandum megkotését kovetden — a
sejtfelszini TSR szambeli csokkenését vonja maga utan, aminek fontos szabalyozd szerepe
van a jelatviteli folyamatokban. A CD69 az aktivalt T és B sejteken megjelend korai
aktivacios molekula, a késobb megjelend FasL fehérje az aktivacié indukalta T limfocita
apoptozisban kulcsfontossagu. Az eltérd sajatsaiga APS-ek T limfocitak sejtfelszini
molekulainak megjelenésére gyakorolt hatasat vizsgalva a CD3, a CD69 és a FasL molekulak
mennyiségének aktivaciot kovetd valtozasait kovettiik nyomon aramlési citofluorimetridval.
A T sejteket 3 oran at peptiddel elézetesen feltoltott APS-ekkel aktivaltuk és a T sejteken
mértiik ezeknek a molekuldknak a kifejez6dését. Adatainkat a 4.1.6 dbran foglaltuk 6ssze.

2PK3 A20 TA3
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4.1.6 abra. A T sejt receptor és az aktivacios molekulak kifejezédése az aktivalt IP12-7 T
sejtek felszinén
Az IP12-7 T sejteket 20 uM HA3;7.309 peptiddel eldinkubalt APS-ekkel tenyésztettiik 3 és 6
oran at. A B sejteket B220-FITC ellenanyaggal jeloltiik és a T sejteken kifejezodo aktivacios
molekulakat fikoeritrinnel jel6lt anti-CD69, anti-FasL és anti-CD3 antitestekkel detektaltuk.

A 2PK3 B sejtek a TSR-ek nagy mértékii internalizacidjat eredményezték, A20 APS
alkalmazasakor ez a jelenség erdsen csokkent. A TA3 APS nem valtotta ki a TSR-ek

sejtfelszini expressziojanak valtozasat. Ugyanezen mintdkban a CD69 molekula jelentds, bar
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eltér6 mennyiségli sejtfelszini megjelenését figyeltilk meg, jelezve, hogy a T sejt aktivacio
mindharom esetben elkezdddott. A FasL megjelenése a 2PK3 APS-ekkel stimulalt mintdkban
valamint kisebb szdmban A20 B sejtek hasznalatakor is kimutathatdé volt. A TA3 APS
jelenlétében a FasL megjelenését nem tudtuk kimutatni. Az 4ramlasi citofluorimetriaval
nyert eredmények jo Osszhangot mutatnak a megel6zd kisérleteinkben kapott adatainkkal,

valamint j6l mutatjak a T sejtek kiilonb6zd aktivaltsagi allapotait.

4.1.6 A T sejtek apoptozisa csak a leghatékonyabb antigén prezentalas feltételei mellett
valthaté ki

Az 1smétlddd és hosszan tartd antigén-specifikus T limfocita aktivalas a T sejteket
programozott sejthaldlba hajtja. Az altalunk alkalmazott jol jellemzett vizsgalati rendszerben
kisérleteket tettlink az apoptézis kivaltasara képes aktivacios jel feltételeinek
meghatarozasara. Ebbol a célbdl a kiilonbozéd APS-ek jelenlétében aktivalt T sejtekben
mértiik a foszfatidil-szerin molekula sejtfelszini megjelenését aramlasi citofluorimetriaval. Az
IP12-7 T sejteket 2PK3, A20 vagy TA3 APS-ekkel peptid nélkiil vagy 70 uM, 3.5 uM és 7

nM HA, . .., peptid jelenléteben inkubaltuk. Az apoptotikus és a nekrotikus sejteket az

Annexin-V molekula megkétése valamint a propidium jodid festék felvétele alapjan

kiilonitettiik el. Eredményeinket a 4.1.7 4bra foglalja 0ssze.
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4.1.7 abra. A T sejt apoptozis kinetikaja kiilonbozo APS-ek és eltéro peptid dozisok
jelenlétében
3x10* IP12-7 T sejtet peptid nélkiil (e) illetve 70 M (A ), 3.5 uM(m) vagy 7 nM(¢) HA3,7.
320 peptiddel feltoltott, 3x10* 2PK3, A20 vagy TA3 APS-ekkel tenyésztettiink. Az
apoptotikus és nekrotikus sejteket Annexin-V-FITC és propidium jodid festékekkel
valasztottuk el és az apoptotikus sejtek ardnyat dramlési citofluoriméterrel hataroztuk meg.

A 3.5 vagy 70 uM peptiddel feltoltott 2PK3 sejtek 12 ora alatt az IP12-7 T sejtek mintegy
70%-anak apoptozisat valtottak ki. Ha APS-ként A20 vagy TA3 sejteket alkalmaztunk, nem

tapasztaltunk kimutathat6 vagy jelentds mértékili programozott sejthalalt.
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Ezt kovetden az apoptozis bekovetkeztének génszintii vizsgalatat végeztiik el. Az
AICD-hez kapcsolodo korai apoptotikus nur77 és a fasL gének expresszidjanak valtozéasait
RT-PCR-rel kisértiik nyomon, a ¢cDNS koncentraciokat az eléz6ek szerint a B-aktin gén
mennyisége alapjan allitottuk be. Az agar6z gélen valo futtatds utan a 4.1.8 abran bemutatott

eredményeket kaptuk.
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4.1.8 abra. Kiilonb6z6 APS-ek és peptid koncentraciok hatasa a T sejtek apoptotikus
génjeinek kifejezoédésére
5x10° T sejtet 4 6ran at kiilonbdzé APS-ek jelenlétében tenyésztettiink. Az APS-eket peptid
nélkiil vagy novekvo peptid koncentraciokkal torténd eldzetes feltoltés utan alkalmaztuk. Az
APS-eket magneses szeparalassal elvalasztottuk, a T sejtekben zajlo génexpressziot RT-PCR
alapjan hasonlitottuk 6ssze.
3.5 vagy 70 pM peptiddel elokezelt 2PK3 APS alkalmazasakor a nur77 és a fasL gének
nagymérvii expresszié novekedését tapasztaltuk. Az apoptotikus gének megjelenésének
kisebb mérvii er6sodését tapasztalhattuk A20 antigén prezentald sejtek jelenlétében. A
legkevésbé hatékony antigén bemutatast végz0 TA3 sejtek hasznalatakor nem lattunk
kimutathaté mennyiségli géntermékeket.

Az aktivacio indukalta sejthaldl vizsgalatai kisérleti rendszeriinkben megmutattak,

hogy csak a legsikeresebb antigén prezentacié vezet a T limfocitak apoptdzisahoz.



4.2 Retinoidok hatasanak vizsgalata

4.2.1 A T sejt aktivacié indukalta sejthalalat gatoljak a retinsavak és az RARa szelektiv

retinoidok

A retinoidok hatasat a fentebb jellemzett IP12-7 T sejt hibridoma sejteken vizsgaltuk.
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4.2.1 abra. Kiilonb6z6 retinoidok novekvé koncentracioinak hatasa a T sejt hibridoma
aktivacio indukalta sejthalalara
A T hibridoma sejtek sejthalalat immobilizalt anti-CD3 antitesttel (1 pg/ml) valtottuk ki.
9CRA (e), TRA 6nmagaban (o) TRA + 1 uM CD2624 (V) (A),
CD2624 RXR agonista (V), CD367 RAR agonista dnmagéaban
(o) vagy 1 uM CD2624 jelenlétében (o) (B). A sejtek életképességét MTT esszével hataroztuk
meg 16 ora elteltével.

Amint az a 4.2.1 A é4bran lathat6, az [P12-7 sejtek aktivacio indukalta apoptdzisat a 9-cisz-
retinsav (9CRA) és a transz-retinsav (TRA) gatolta. A 9CRA sokkal hatékonyabban fejtette ki
ezt a hatast, mutatva, hogy a 9CRA 4ltal szelektiven aktivalt RXR is szerepet jatszhat e
folyamatban. A CD2624 (1 uM) RXR agonista egyideji hasznalata a TRA sejthalalt gatlo
hatdsat nagymértékben fokozta (4.2.1A abra). A CD367 RAR pan-agonista retinoid az

56



aktivacio indukalta apoptézist a TRA-hoz hasonld mértékben gatolta (4.2.1B abra), bar kisebb
koncentracioban volt letalis a sejtekte, mint a TRA. CD2624 RXR ligand 6nmagaban nem
akadalyozta az AICD-t, CD367-tel egyiitt alkalmazva azonban nagymértékben gatolta a
sejthalalt (4.2.1B abra). Erdeményeink alatamasztottdk azokat a korabbi megfigyeléseket
(Bissonette és mtsai, 1995; Yang és mtsai, 1995), miszerint mind az RAR, mind az RXR
receptorok szerepet jatszanak a TSR-indukalt sejthalal gatlasaban.

A tovabbiakban RT-PCR segitségével meghataroztuk, milyen retinoid receptorokat
fejeznek ki az IP12-7 T sejtek. RARa és y expresszidt tudtunk kimutatni, mig az RARP
jelenlétét nem (nem bemutatott adatok).

A CD2304 RAR specifikus szintetikus retinoid — a receptor hidnyaban — nem volt
hatassal a T sejtek apoptdzisara. Két RARy agonoista (CD437 és CD2019) hasznalata esetén
az aktivacié indukalta sejthalal novekedését tapasztaltuk (4.2.2 abra). gy vilagossa valt, hogy

az AICD gatlasaban sem az RARP, sem az RARY receptorok nem szerepelnek.
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4.2.2 abra. Az RARa és y ellentétes hatasa a T hibridoma sejtek aktivacio indukalta
sejthalalara
A T hibridoma sejtek sejthalalat immobilizalt anti-CD3 antitesttel (1 pg/ml) valtottuk ki.
CD2081 (V) és CD336 (0) RARa agonistakat vagy
CD437 (e) és CD2019 ( A) RARy agonistakat adtunk a sejttenyészetekhez a jelzett
koncentraciokban.
A sejtek életképességét MTT esszével hataroztuk meg 16 ora elteltével.

A sejtek kezelése két RARa agonista (CD336 és CD2081) retinoiddal az aktivacié inditotta
apoptdzis nagy mértékili gatlasat eredményezte (4.2.2 abra). Eredményeink azt sugalljak, hogy
az RARa ligandkotése Onmagaban felelés a természetes retinsavak (9CRA ¢és TRA)

apoptozist akadalyoz6 sajatsagaért.
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Ezt a lehetdséget megvizsgalva CD2503 RAR antagonista retinoidot adtunk a
sejtekhez. Ez a retinoid dnmagaban 10 uM koncentracio felett sem volt hatassal a TSR-
indukalt sejthalélra, de 5 uM mennyiségben hatékonyan gatolta a 9CRA és a TRA, valamint a
CD367 és CD2624 apoptozist gatld hatasat (nem bemutatott adatok).

4.2.2 Az aktivacio indukalta sejthalal gatlasa az RARa receptoron Kkeresztiil

e rer

Mivel a TRA, a CD336, a CD364 ¢s a CD2081 kozel egyforma mértékben képesek
kotddni az RARa receptorhoz, az apoptdzis gatlasban mutatott eltérd hatékonysaguk
hatterében mas magreceptorokkal vald kapcsolatuk allhat. Ezért a tovabbiakban az RARYy és
az RXR kostimulacié hatdsait vizsgaltuk. Amint azt a 4.2.3 abran bemutatjuk, a CD2665
RARy antagonista alkalmazédsa csokkentette mind a CD367, mind a TRA AICD-t gatld
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4.2.3 abra. A T hibridoma sejtek aktivaciéo indukalta sejthalalanak gatlasa pan-
RARa agonista vagy RARY antagonista egyiittes alkalmazasaval
A T hibridoma sejtek sejthalalat immobilizalt anti-CD3 antitesttel (1 pg/ml) valtottuk ki a
CD367 (V) vagy TRA (o) jelenlétében 0.5 uM CD2665 egyiittes adasaval (teli szimbdlumok)
vagy anélkiil (lires szimbdlumok).
A sejtek életképességét MTT esszével hataroztuk meg 16 ora elteltével.

Tovéabba a CD437 RARY agonista alkalmazasa megakadalyozta a CD336 RARa ligand AICD

gatld képességét (nem bemutatott adatok).

Mivel a 9CRA hatékonyabb TSR-indukalt apoptdzis géatlonak bizonyult a TRA-nal
(2.4.1A abra) és ezt a tulajdonsagat az RXR kostimulald képességének tulajdonitottuk,
megvizsgaltuk az RXR ligandkotés tovabbi hatésait is. Az RXR aktivalasa csokkentette a
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TRA ¢s a CD336 hatékony AICD-gatlo dozisat, valamint CD2624 RXR agonista jelenlétében
a CD437 RARy szelektiv retinoid nem tudta kifejteni az RARa tutvonal gatlasat (nem
bemutatott adatok).

4.2.3 A retinoidok szabalyozzik a Nur77 transzaktivacigjat

Az IP12-7 T sejt hibridomardl leirtdk, hogy a FasL indukcidja a Nur77 transzkripcids
faktor segitségével valosul meg (Toth és mtsai, 1999). Igy az RAR« aktivaciot kovetd AICD
gatlas hatterét vizsgalva a Fas és a FasL kifejez6dését tanulmanyoztuk. Egy RARa szelektiv
retinoid (CD336) hatékony AICD-gatlo koncentracidja nem volt hatassal sem a Fas, sem a
FasL. mRNS szintjére és sejtfelszini megjelenésére, viszont hatékonyan gatolta a TSR-
aktivaciora a sejtmembranon megjelend FasL-ot. CD437 RARy agonista és TSR aktivaciod
egylittes alkalmazasa tovabb novelte a sejtfelszinen megjelend FasL. mennyiségét. Jurkat T
sejtek vizsgalataval hasonlé eredményekre jutottunk (nem bemutatott adatok).

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a retinoidok hatassal vannak-e a nur77 gén
kifejezddésére és transzaktivacids képességére a Nur77 kotd valaszold elemen (NBRE). Mind
az IP12-7 sejtekben, mind a Jurkat sejtekben 6 oras anti-CD3 kezelést kovetéen a nur77 gén

indukciogjat tapasztaltuk.

A

-aktin—

B

nur/7—

1 2 3 4 5 Ms
1 2 3 4 5 6 7 Ms
4.2.4 abra. Kiilonb6z6 retinoidok hatasa az aktivacio indukalta nur77 gén kifejezodésére
Anti-CD3 stimulalt IP12-7 T sejt hibridomaban és Jurkat T sejtekben vizsgaltuk a Nur77

mRNS szintjének valtozasait RT-PCR-rel. A nur77 kifejez6dését T hibridoma sejtekben
detektaltuk 6 6ra anti-CD3 kezelést kovetden, az alabbi retinoid kezeléseket alkalmazva: 300
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nM CD336 (1), 10 uM TRA (2), 1 uM 9CRA (3), csak anti-CD3 (4), médium (5) (A). Nur77
mRNS szintet mértiink Jurkat sejtekben 6 6ra inkubaciot kovetden médiumban (1), 300 nM
CD437 (2), 10 uM CD2019 (3) kezelést kovetden, illetve anti-CD3 stimulacié utani 300 nM
CDA437-et adva (4), magaban (5), 10 uM CD2019-cel egyiitt (6) vagy 300nM CD336-tal.

Mint az a 4.2.4 abran lathatd, az alkalmazott retinoidok (9CRA, TRA, CD336, CD2019) nem

befolyasoltak 1ényegesen a Nur77 alap mRNS szintjét, kivéve a CD437 RARy analdgot, mely

onmagaban alkalmazva haromszoros ndvekedést indukalt Jurkat T sejtekben. Hasonlé méddon,

a CD437 kissé novelte az anti-CD3 kivaltotta nur77 génexpresszidjat, mig mas retinoidoknak

nem volt jelentds hatasa erre.

Vizsgaltuk, hogy a retinoidok beleszdlnak-e a Nur77 transzaktivacios képességébe. A

Jurkat sejteket tranziensen transzfektaltuk a Tk-NBREx3-Luc plazmiddal.
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4.2.5 abra. Kiilonboz6 retinoidok hatasa a Nur77 transzaktivacios képességére
A retinoidok hatasat a Nur77 transzaktivacids képességére Jurkat sejtekben vizsgaltuk, egy
Nur77 valaszolo promoter konstrukciot hasznalva. Az alap transzaktivacios aktivitas
vizsgalata (A). TSR aktivaciot kdvetd Nur77 transzaktivacios képesség vizsgalata (B).
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Amint az a 4.2.5B abran lathatd, a reporter tranziens transzfekcidja a gén 2.5-sz0r0s
emelkedését mutatta anti-CD3 kezelést kovetden. Az RARy ligandkotése tovabb emelte ezt a
szintet, mig az RARa stimuldcidja és a természetes retinsavak (9CRA és TRA) teljesen
blokkoltak a Nur77 funkciét az NBRE promoteren. Osszhangban a CD437 mRNS szintet

noveld hatasaval, a Nur77 alap transzaktivacios aktivitasat is fokozta (4.2.5A abra).

4.2.4 Az RAR o ligandkotése fokozza, mig az RARy ligand altali aktivaciéja gatolja a

human periférias T sejtek osztodasat

Mivel megel6z6 kisérleteink bizonyitottak, hogy a timocitdk RARa és RARYy retinoid
receptorokat fejeznek ki, melyek a T limfocitdk apoptozisara ellentétes hatast fejtenek ki
(Szondy és mtsai, 1997), tovabbi kisérleteinkben arra a kérdésre kerestlink valaszt, hogy ezen
retinoidok altali meghatarozottsagat korabban publikaltdk (Friedman és mtsai, 1993; Ertesvag
és mtsai, 2002). A human periférids T limfocitdkban megjelend retinoid receptorokat RT-
PCR-rel hatidroztuk meg. Ezen kisérleteinkhez a T sejteket FITC-kapcsolt anti-CD3
antitestekkel végzett tisztitasi Iépésekkel nyertiik. Mint ahogy a 4.2.6 abran lathatd, hasonldéan
az egér limfocitakhoz ezek a sejtek is RARa és RARY receptorokat fejeznek ki, mig RARpB-t

nem.

RARa. RARB RARy

MS + - CD3*+ - CD3t+ - (D3

200 bp—p
100 bp—p

4.2.6 abra. A human periférias T sejteken kifejez6do retinsav receptorok
5x10° tisztitott huméan T sejtbd] RNS-t nyertiink ki, cDNS 4tiratot készitettiink és az RAR
receptor expressziot RT-PCR-rel detektaltuk. Pozitiv kontrollként fransz-retinsav kezelt human
bor fibroblasztokat hasznaltunk.

Ezek utan meghataroztuk, hogy ezek a receptorok milyen modon vesznek részt a T sejt

proliferacié szabalyozasaban. Kisérleteinkhez receptor specifikus szintetikus retinoidokat
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alkalmaztunk, a sejteket fitohemagglutininnal (PHA) aktivaltuk. A retinoidok kotodési

allandoit és transzaktivacids képességeit a 4.2.1 tablazatban tiintettiik fel.

Ktés Ky/nM Transzakt.
Retinoid ECs/nM Sajatsag
RARa RARP RARYy RXRa

transz-retinsav 16 7 3 >1000 agonista
9-cisz-retinsav 30 11 20 24 agonista
CD336 8 131 450 > 1000 agonista
CD367 4 3 2 nincs kotés | agonista
CD2081 6 147 753 > 1000 agonista
CD2314 > 3760 145 nincs kotés > 1000 agonista
CD437 6500 2480 77 > 1000 agonista
CD2781 388 3500<0>1000 76 > 1000 agonista
CD2019 1100 26 160 > 1000 agonista
CD2503 6 964 > 1000 > 1000 antagonista
CD2665 > 1000 306 110 > 1000 antagonista
CD2624 > 5000 > 5000 > 5000 300 agonista

4.2.1 tablazat. A kisérleteinkben alkalmazott retinoidok kot6édési konstansai és
transzaktivacios képességei
A kotoédeési konstansokat €s a transzaktivacios képességeket az ,,Anyagok ¢s modszerek”
fejezetben leirtak szerint hatdroztuk meg. Az adott receptorokhoz valo kotodési képességet
vastagon szedett szamokkal jeloltiik.

A sejtosztodast a limfocitik vizsgalatanal gyakran hasznalt [*H]timidin DNS-be valo
beépiilésével kdvettiik nyomon 48 és 60 ora sejttenyésztést kovetden (Coligan és mtsai, 1992).
Elézetes megfigyeléseink szerint a jelzett iddpontokban a PHA 1.5-25 pg/ml koncentracidban

alkalmazva a [’H]timidin nagymérvii DNS-be vald épiilését, tehat erés T sejt proliferaciot

crer
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alkalmaztuk, lehetOséget biztositva a retinoidok esetleges sejtosztodast fokozd hatdsanak

érvényesiilésére.
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4.2.7 abra. Az RARa és az RARy ligandkotésének hatasa a periférias T sejtek
osztodasara
5x10° T sejtet 5 pg/ml PHA-val aktivaltunk a megadott RARa (A) vagy RARy (B) retinoid
koncentraciok jelenlétében 3 napon at. ["H]timidint (2 pCi) adtunk a tenyészetekhez és a
sejtek DNS-ébe valo beépiilését 12 oraval késobb detektaltuk. Az adatokat és a szoras
értékeket harom fliggetlen kisérlet eredményeibdl hataroztuk meg.

Mig az RARP szelektiv CD2314-nak — a receptor hidnyaban — nem volt hatdsa a PHA aktivalt
periféridas T limfocitdk osztddéasi képességére (nem bemutatott eredmények), addig az RARy
aktivalo retinoidok alkalmazasakor dozisfiiggd proliferacio gatlast tapasztaltunk (4.2.7B ébra). A
sejtosztodas 50%-os gatlasa a CD437 (5 nM) és a CD2019 (40 nM) kiilonb6z6 koncentracidinal
valosult meg, az RARy-hoz mutatott eltérd kotddési képességeikbdl adddoan (lasd 4.2.1
tablazat). Erdekes médon a CD2781 RARy agonista — amely erésebb kotddést mutat az RARa
receptorhoz, mint a masik két y receptor agonista — a sejtproliferacio 50%-os gatlasat 1 uM

koriili koncentracioban mutatta. Az RARa aktivacidja szintetikus agonistakkal a T sejt osztodas
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serkentésével jart, a retinoidok Ky érték koriili koncentracidinak alkalmazéasakor (4.2.7A ébra).
Magas koncentraciokban alkalmazva az RARa szelektiv retinoidok az RARy-hoz is kétodnek,
igy itt szintén dozisfiiggd osztddéas csokkenést tapasztaltunk. 10 uM-os koncentracional a T
limfocitakban toxikus hatasok 1épnek fol, melyet tripankék festék beépiilésével detektaltunk.

Tovéabb tanulméanyozva a kiilonbozd retinoid receptorok T sejtekre gyakorolt hatésait, a
CD437 RARy receptor ligand 300 nM-os, teljes ["H]timidin beépiilést gatlé mennyiségét
alkalmaztuk.
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sejtek ["H]timidin beépiilésére Kiilonbozé PHA koncentraciok jelenlétében
5x10° T sejtet aktivaltunk 1.5 ug/ml (A) vagy 5 ug/ml (B) PHA-val 3 nM CD336 jelenlétében
a jelzett ideig. [*H]timidint (2 uCi) adtunk a kultirdkhoz és 12 ora elteltével vizsgaltuk a
beépiilés mértékét. 3 nM CD336 vagy 300 nM CD437 hatasa a human periférias T sejtek
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[*H]timidin beépiilésére 5 nappal az 5 pg/ml PHA stimulaciot kovetden (C).A T sejteket 10
személybdl nyertiik. *Szignifikdnsan eltéré a PHA-kezelt kultaraktol (t-proba, (p<0.05).

crer

alacsony és magas PHA mennyiség hasznalata esetén is tapasztaltuk. A sejttenyésztés 5. napjan a
[*H]timidin beépiilés mértéke a PHA-aktivalt T sejtek esetén szignifikansan magasabb volt a
kontroll tenyészetben tapasztaltakhoz képest (4.2.8C abra). A CD437 alkalmazdsa minden
idépontban gatolta a T sejt proliferaciot (4.2.8C, 4.2.9 abra).

4.2.5 Az RARYy receptor kis mértékben ha az IL-2 termelodésére és az IL-2 receptor

megjelenésére

Mivel az IL-2 nagyon fontos szerepet jatszik a T sejtek novekedésében és klonalis
szaporodasaban, a kdvetkezokben megvizsgaltuk az RARy specifikus CD437 retinoid szerepét
az aktivalt T limfocitdk IL-2 termelésének befolydsolasaban valamint az IL-2 receptor

kifejezddésének szabalyozasaban.
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4.2.9 abra. Az RARa és az RARy ligandkotésének hatasa a PHA aktivalt periférias T
sejtek osztodasara, IL-2 termelésére és apoptozisara
5x10° T sejtet 5 pg/ml PHA-val aktivaltunk retinoidok nélkiik illetve CD336 (3 nM) vagy
CD437 (300 nM) jelenlétében. A sejtosztodast a [PH]timidini beépiilés mértékével vizsgaltuk,
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az IL-2 termelést ELISA-val detektaltuk és a T sejt populaciok apoptdzisat aramlasi
citofluoriméterrel kovettiik nyomon 4 napon at.

Szuboptimalis PHA-val stimuldlva a T sejteket a kezelést kovetd elsd két napon IL-2 termelést
mértiink (4.2.9 abra). Az IL-2 szekrécid 3. napon tapasztalt csokkenésével parhuzamosan a
[*H]timidin beépiilése, a sejtosztodas is csokkent. CD437 retinoid alkalmazasa esetén a kinetika
hasonl6 volt, az IL-2 termelés kismértékii csokkenését figyeltilk meg. Ez jelezte, hogy nem az
IL-2 kifejezés szabalyozasa a CD437 6 hatéstertilete.

Az IL-2 receptor harom alegységbdl all: az IL2-Ra-bol (CD25), az IL-2B-bol és az IL-
Ry-bol, melyek egyiitt alkotjdk a nagy affinitast receptort (Theze és mtsai, 1996). A T
limfocitak az IL-2 citokinre adott valaszképességiiket képesek az IL-2Ra expresszidjanak
transzkripcios kontrolljaval szabalyozni. (4lgarte és mtsai, 1995). Aramlasi citofluoriméteres
vizsgélatainkban azt tapasztaltuk, hogy a PHA 12 ora elteltével a T sejtek 45%-aban
megnoveli az IL-2Ra kifejezddésének mértékét, de ezt a CD437 alkalmazéasa Iényegesen nem

befolyasolja (4.2.10 abra).

3 A
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4.2.10 abra. Retinoidok hatasa az IL-2Ra (CD25) kifejezodésére
1x10° periférias T sejtet 5 pg/ml PHA-val aktivaltunk retinoidok nélkiil illetve CD336 (3 nM)
(A) vagy CD437 (300 nM) (B) jelenlétében 12 6ran at és az IL-2Ra sejtfelszini jelenlétét
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fikoeritrin-jelolt anti-CD25 antitesttel, &ramlasi citofluoriméterrel mutattuk ki. Izotipus anti-
IgGl1 antitestet hasznaltunk negativ kontrollként.
Eredményeink jelezték, hogy az IL2-Ra kifejezddésének szabalyozasa sem lényeges pontja a

CDA437 hatasmechanizmusanak.

4.2.6 Az RARYy ligandkotése nem indit apoptozist a PHA stimulalt T sejtekben

Mivel az RARYy ligandkotése nem befolyasolta 1ényegesen az IL-2 citokin termelését és az
IL2-Ra kifejezddését, de a timocitak apoptozisat eldsegitette (Szondy és mtsai, 1997), ezért a
kovetkezékben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a CD437 [*H]timidin beépiilést gatlo
hatasa kapcsolatban van-e a PHA aktivalt T sejtek programozott sejthalalaval. A CD437 adésat
kovetd apoptdzis jelenlétét a T sejtek CD4 és CD8 pozitiv populacidiban a 7-amino-
aktinomicinD festék felvétele alapjan mutattuk ki (Schmid és mtsai, 1994). Mivel az elpusztult
sejtek gyorsan degradalodnak a sejttenyészetben, szdzalékos meghatirozasuk az adott napra
vonatkozik és nem a tenyészetben vald felhalmozddasukra. A kontroll mintadkban az alap

sejtelhalas 0.7% korili értéket mutatott mindkét T sejt populacid esetén az Osszes vizsgalt

crer

crer

tenyésztés elsé két napjan, amikor még volt termelt IL-2 a rendszerben. A 3. napon azonban,
amikor a sejtek IL-2 termelése csokkent, az apoptdzis ndvekedését tapasztaltuk (4.2.11 abra).
A CDA437 jelenléte nem novelte a sejthalal mértékét, jelezve, hogy hatasa inkabb a
sejtosztodas gatlasan keresztiil érvényesiil, mint az apoptdzis indukcidjan at. Ezt sejtciklus

analizis vizsgalattal is alatdmasztottuk (4.2.11 abra).

67



S 3
- {Kontroll “{PHA |
R R | ‘
[&] ) O 5
=] ] cuj |
- 0.69% 1.64% o 0.94% ‘ | 9.32%
3 M1 P M2 3 }'?'! l M2
“-'-WFWW]_‘—'-'WHﬂ'iI—v—mvn-'—'—I—mm : ')I r"‘\\—'—
10° 10" 102 10° 104 100 1" 102 108 " 10°
FL-3: PI FL-3: PI
8 g
~{PHA + CD336 F “JPHA + CD437
° 87 A ° g ‘
o] 0.91% | (19.37% - 1.45% 1.74%
E | M1 ||I | e ol | M |
L} I S S U o] : J N\
100 10’ 102 10° 104 10° 10" 102 10° 104
FL-3: PI FL-3: PI

4.2.11 abra. Az RARa és az RARy ligandkotésének hatiasa a PHA-aktivalt T sejtek
sejtciklusba 1épésére
A tisztitott human periférias T sejteket 5 pg/ml PHA-val stimulaltuk retinoidok nélkiil illetve
CD336 (3 nM) vagy CD437 (300 nM) jelenlétében. A sejtciklus analizist 48 6ra milva
végeztik, a sejtmag allomanyt propidium jodiddal festettiik és a mérést aramlasi
citofluoriméterrel végeztiik.
A CDA437 jelenlétében tapasztalt apoptdzis mértéke minden mérési idOpontban a kontroll
tenyészetben lathatohoz hasonldan alakult jelezve, hogy azok a sejtek, amelyek nem 1épnek

be a sejtciklusba kevésbé érzékenyek a sejthaldlra, mint azok, amelyek a PHA aktivaciot

kovetden osztodnak.

4.2.7 Az RARYy ligandkotése beleavatkozik az IL-2 jelatviteli utvonalaba

Mivel az exogén adott IL-2 (20U/ml) nem volt képes a PHA stimulalt T sejtek
az RARy ligandkotése az IL-2 utvonalba szl bele. Az IL-2 a sejtciklusba valo belépést a pRB
foszforilacidjan keresztiil szabalyozza (Weinberg, 1995) valamint a sejthalalt a Bcl-2
expresszio novelésével gatolja (Yang és Korsmeyer, 1996), igy a tovabbiakban megnéztiik a

CDA437 hatéasat ezen eseményekre.
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4.2.12 dbra. Az RARa és az RARy ligandkotésének hatiasa a PHA-indukalt Bel-2 fehérje
kifejezodésére human T sejtekben
A human T sejteket 5 ug/ml PHA-val aktivaltuk retinoidok nélkiil illetve CD336 (3 nM) vagy
CD437 (300 nM) jelenlétében a jelzett iddpontokig. Teljes sejt lizdtumokat készitettiink és a
Bcl-2 expressziot Western blot analizissel kovettiik nyomon. Az azonos fehérje
koncentréaciokat a B—Aktin fehérje mennyiségének meghatarozasaval ellendriztiik.

A Western blot kisérlethez hasznalt alacsony sejtszamnal a kontroll tenyészetekben nem
tudtuk kimutatni a Bcl-2 jelenlétét. A T sejtek PHA-val valé stimulalasat kovetden 2 nappal a
Bcl-2 fehérje novekedését tapasztaltuk, ez az idOpont egybeesett a legtobb IL-2 produkcid
iddészakéaval. Ezt kovetéen a Bcl-2 szintje a kimutathatdsdgi hatar ald csokkent. CD437

jelenlétében a PHA stimulaciora megjelend Bcel-2 teljes gatklasat tapasztaltuk (4.2.12 abra).
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4.2.13 abra. Retinoid szabalyozott valtozasok a pRB foszforilaciojaban
Human T sejteket 5 pg/ml PHA-val aktivaltunk a jelzett idépontokig retinoidok nélkiil illetve
CD336 (3 nM) vagy CD437 (300 nM) jelenlétében. Teljes sejt lizatumot preparaltunk és
meghatarozasara Western blot analizissel. A pRb és a ppRB fehérjéket pRB specifikus
monoklondlis antitesttel tettiik 1athatova.
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A foszforilalt pRB lassabban mozdul el a poliakrilamid gélben, mint a kevésbé foszforilalt
forma. Mint az a 4.2.13 4bran lathatd, CD437 jelenléte teljesen megakadalyozta a pRb PHA
adasat kovetden 36 oraval megjelend foszforilalodasat.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy az IL-2 hatasara bekovetkezd kulcsfontossagu
1épések nem mennek végbe CD437 jelenlétében.

Korabban mar leirt adatok bizonyitjdk, hogy az RAR receptorok direkt interakcioja
mas transzkripcios faktorokkal gatol bizonyos jelatviteli utakat (Salbert és mtsai, 1993; Kang
és mtsai, 2000) valamint ismert, hogy a Stat5 fehérje transzkripcios aktivitasa kulcsszerepet
jatszik az IL-2 hatdsainak szabalyozasadban (Friedmann és mtsai, 1996). Ezért kovetkezd
kérdésként azt vetettiik fol, hogy a CD437 beleszol-e a Stat5 jelatvitelbe. Mivel a Stat5
fehérje mennyisége és foszforilacids allapota 6nmagaban is befolyasolja a DNS-hez vald
kotés mértékét, a molekula foszforilacids allapotanak valtozéasait vizsgaltuk meg CD437

kezelést kovetHen.
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4.2.14 abra. Az RARa és az RARy ligandkotésének hatasa a Jak3 expressziora és a Stat5
foszforilaciora PHA aktivalt human T sejtekben
A CD336 (3 nM) és a CD437 (300 nM) Jak3 és Stat5 kifejezddésre valamint a Stat5
foszforilaciora kifejtett hatasait PHA (5 pg/ml) stimulalt T sejtekben a PHA adast koveto 48.
oréban vizsgaltuk (A). Az RARY agonista hatdséat detektaltuk a Stat5 (B) vagy a Jak3 (C)
expressziora IL-2-ben tartott human T sejtekben. A T sejteket 5 pg/ml PHA-val aktivaltuk és
30 U/ml IL-2-ben tartottuk. Ezutan CD437 (300 nM) retinoidot adtunk a sejtekhez a jelzett
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ideig ¢s teljes sejt lizatumot készitettiink a mintakbol. Imunprecipitaltunk StatSa és b
antitesttel. A mintakat Jak3, foszforilalt tirozin és Stat5 antitestekkel reagaltattuk, a fehérjéket
Western blot analizissel detektaltuk.

Mint azt a 4.2.14 abran bemutatjuk, a PHA-val stimuldlt T limfocitdkban a Stat5a és b
molekulak mennyisége nem véltozott, de a foszforildcios dallapotuk nagymértékben
novekedett 36 ora elteltével. Ez az iddkinetika volt megfigyelhetd az IL-2 termelés és a pRB
foszforilacidé vonatkozasaban is (4.2.11 ébra). A CD437 nem volt hatdssal a Stat5 fehérje
kifejez6dé mennyiségére viszont jelenlétében a StatSa és b fehérjék tirozinon keresztiili

foszforilacidja elmaradt.

A Stat5 foszforilacioja a TSR-en keresztiil is szabalyozodik (Welte és mtsai, 1999)
valamint kimuattuk, hogy a CD437 kezelés csokkentette az IL-2 termelést, igy adodott a
feltevés, hogy a Stat5 foszforilacio hianya esetleg nem megfeleld IL-2 jelatvitellel parosul. A
PHA aktivalt T limfocitdkat 30 U/ml IL-2-ben tenyésztettiik, ezutan hozzajuk adtuk a CD437
RARy agonistat (300 nM) ¢és a StatSa ¢és b foszforilaciéra gyakorolt hatéasat
immunprecipitaciot kovetd Western blot analizissel vizsgaltuk a feltiintetett idépontokban. A
4.2.14B abréan lathatdo eredmények szerint az RARy aktivacid a fent emlitett koriilmények
mellett 9 6ran beliil teljes mértékben meggatolta a Stat5 aktivaciot, mig a fehérje mennyiségét
nem valtoztatta meg. Ebben az iddintervallumban a kontroll tenyészetekben nem tapasztaltuk
a tirozin foszforilacid valtozasat.

Mivel a Jak3 fehérje mikodése a Stat5S foszforilacié szabalyozasanak fontos pontja
(Gesbert és mtsai, 1998) és mennyiségét befolydsolja az IL-2, megvizsgaltuk a Jak3 szint
alakulasat a PHA stimulalt T sejtekben CD437 jelenlétében ¢és anélkiil. A 4.2.14A abran
bemutatott eredményeink azt mutatjdk, hogy a PHA aktivacid6 megnovelte a Jak3
mennyiségét, a CD437 viszont teljesen meggatolta ezt. A CD437 IL-2 fiiggd sejtekben is
megakadanyozta a Jak3 kifejez0dését. Adataink azt mutatjak, hogy a CD437 valdban
interferal az IL-2 jelatviteli folyamattal és nem kizart, hogy a TSR vezérelt StatS

foszforilacidt is gatolja

4.2.8 Az RARa ligandkotése fokozza a PHA stimulalt T limfocitak IL-2 termelését

Megvizsgaltuk az RARa receptor agonista CD336 hatasait is az IL-2 produkciora és
az IL-2R expresszidra. A CD336 alkalmazisa fokozta a PHA stimulalt T sejtek IL-2
termelését 4 napon 4t fenntartott magas citokin koncentraciot eredményezve (4.2.9 ébra), de

az IL-2R kifejez6désére nem volt 1ényeges hatassal (4.2.10 abra). Adataink azt mutatjak, hogy
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a CD336 f8 hatasteriilete az IL-2 szint emelése. Osszehangoltan a megndvekedett IL-2
szinttel, a Stat5 foszforilacid szintén emelkedett CD336 jelenlétében (4.2.13 dbra).
Mivel a Stat5 foszforilacié az IL-2-tdl fiiggetlentil is szabalyozodhat, megvizsgaltuk a Stat5
aktivacio alakuldsat CD336 adasat kovetden kiviilrdl adagolt IL-2 jelenlétében is. Mig a
CDA437 ezekben a sejtekben nagymértékben csokkentette a Stat5 foszforilaciot (4.2.14 abra), a
CD336-nak nem volt hatasa (nem bemutatott adatok). Nem befolyasolta tovabba a [H]timidin
DNS-be beépiilését sem az IL-2 feleslegben adott koncentraciojanal (50 U/ml).

Adataink azt sugalljak, hogy a CD336 kezelést kovetd Stat5 foszforilacio emelkedés
PHA stimulalt T limfocitdkban a megndvekedett IL-2 koncentracié kovetkezménye és az RARa

stimulaciot kdvetd proliferaciot serkentd hatasat is az IL-2-n keresztiil érvényesiti.

4.2.9 Az RARa ligandkotést kovetd IL-2 szint novekedés korabbi sejtciklusba 1épést és az

apoptozis gatlasat eredményezi

Mivel az IL-2 szabalyozza a sejtciklusba 1épést és hatassal van a sejtek apoptdzisara, a
tovabbiakban ezen eseményeket kovettiik figyelemmel CD336 adasat kdvetéen. Mint az a
4.2.14 é4bran lathatd, az IL-2 termelés novekedése emelt szintli Jak3 kifejezédést és Stat5
foszforilaciét eredményezett, valamint korabbi sejtciklusba 1épést a pRB foszforilacidjan
keresztiil (4.2.13 4bra). Ezekkel 6sszhangban 48 ora elteltével tobb sejt keriilt a sejtciklus S
G,-M fazisaba (4.2.11 abra). Emellett a Bcl-2 fehérje mar a CD336 kezelést kovetd 1. napon

detektalhat6 volt €s szintje a 4. napig magasan maradt (4.2.12 abra).

4.2.10 Az RXR kostimulacio elosegiti az RARa vezérelt proliferacio novekedést

1 uM-os optimalis koncentracidban a transz-retinsav serkenti a T sejtek osztodasat
(Abb és mtsai, 1979; Coligan és mtsai, 1992; Abb és mtsai 1980). A transz-retinsav RARo-
hoz k6t6d6 osztodast indukald hatasat vizsgalva a PHA stimulalt T sejtekhez CD2503 RARa
antagonistat adtunk az 5. napon, amikor a legmarkansabb kiilonbséget tapasztaltuk az osztodo

¢és a nem 0szt0do kultarak kozott.
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4.2.15 abra. Az RXR kostimulaci6 hatasa az RARa kivaltotta T sejt proliferacio
serkentésre
5x10° T sejtet 5 pg/ml PHA-val aktivaltunk retinoidok nélkiil (fekete oszlopok) vagy transz-
retinsav (10 nM) jelenlétében (sziirke oszlopok) a jelzett retinoid komponensek melett
(CD2503 RARa antagonista, 100 nM; CD2624 RXR agonista, 100 nM; CD2665
RARy antagonista 100 nM) 5 napon 4t. ["H]timidint (2 pCi) adtunk a kultirakhoz és
beépiilését 12 ora elteltével detektaltuk. *Szignifikdnsan eltérd transz-retinsav kezelt
mintaktol (t-proba (p<0.05).

A 4.2.15 abran bemutatott adatok szerint a CD2305, melynek dnmagéaban csekély osztodast
csOkkentd hatdsa volt, teljesen meggatolta a transz-retinsav altal kifejtett proliferaciéo noveld
hatést, bizonyitva ezzel az RARa szerepét e folyamatban. Ezek a megfigyelések sugalljak,
hogy a transz-retinsav szarmazékok, melyek nem térnek el lényegesen a szintetikus
retinoidoktol, szintén befolyasolhatjak a sejtosztddast.

Mivel a 9-cisz-retinsav eltér a transz-retinsavtol (Urbach és Rando, 1994) és az RXR
kostimuléci6 befolyasolja a T sejtekben zaljo retinoid Utvonal kimenetelét (Szondy és mtsai,
1998), megvizsgaltuk az RXR ligandkotés hatdsait. Az RXR agonista CD2625 dnmagéaban
nem volt hatdssal a sejtosztddasra 10 uM-os koncentracioban alkalmazva sem, de erdsen
fokozta a transz-retinsav alacsony koncentraciojanal tapasztalt sejtproliferaciot (4.2.15 abra).

A transz-retinsav hatadsanak fokozddasat tapasztaltuk RARy antagonista alkalmazésa esetén is.
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5. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

A most bemutatasra keriild munkéaban periférids T sejtek és T sejt klonok stimulacid
hatasara adott valaszat és az aktivacio indukalta sejthalal kivaltasanak feltételeit vizsgaltuk
kiilonboz6 kisérleti rendszerekben. Célunk az volt, hogy felderitsiik a TSR antigén-specifikus
aktivaciojat kovetd molekuldris eseményeket és megtalaljuk azokat a tényezdket, amelyek
meghatarozzak a T sejt aktivaciot kovetd valaszt és a T limfocitak sorsat.

A naiv T limfocitdk az APC-vel kapcsolatba kertilve aktivalodnak, differencialédnak
és antigén specifikus effeltor és memoria sejtekké alakulnak. A CD4" T limfocitak
fejlodésében szerepet jatszd események felderitésével szamos kutatécsoport foglalkozik,
eredményeik alapjan egy olyan progressziv modell képe rajzolodik ki, amelyben a T sejtet érd
jel erdssége jatssza a meghataroz6 szerepet a sejt valaszdnak meghatdrozdsaban. Az
aktivacios kiiszobérték hierarchikus valtozasatol fliggden sejtosztodas, differenciacio vagy
aktivacio indukalt sejthalal kovetkezik be (lezzi és mtsai, 1999; Sallusto és mtsai, 1999,
erdsségét befolyasolja 1) az APC felszinén megjelend, MHC-II molekuldkhoz kotott
specifikus peptidek mennyisége, ez meghatdrozza a TSR altal kozvetitett stimulaciot, (2) az
APC feldl érkezé kostimulald jelek erdssége, melyek a jelerdsitésben jatszanak szerepet
valamint (3) az antigén specifikus T sejt €¢s az APS kozotti kolcsonhatas idOtartama, amely a
két sejt adhézios sajatsagaitol fiigg €s befolyasolja az antigén bemutatas erdsségét (Valitutti és
mtsai, 1995; Tuosto és mtsai, 1998; Wulfing és mtsai, 1997; Viola és Lanzavecchia, 1996;
Viola és mtsai, 1999; Fraser és mtsai, 1991). Ezen kisérletek legtobbjét sejtvonalakon
végezték, ahol a sejteket erds stimulussal gyors és teljes valaszra késztettek (Lanzavecchia és
Sallusto, 2000).

Jelen kisérleteinkben egy egér effektor/memoéria CD4" T sejt hibridoma vizsgalataval
meghataroztuk azokat a feltételeket, amelyek az azonnali, korai, kozéptava és késoi jelek
valamint az AICD indukcidjat kiilonboz6é sajatsagu antigén bemutatd sejtek jelenlétében
biztositjak. Az eldzetes vizsgalatok soran kifejlesztett in vitro modell rendszer (Réthi és mtsai,
2002; Rajnavolgyi és mtsai, 1997; Gogolak és mtsai, 1996, Gogolak és mtsai, 2000) lehetové
tette a stimulacids jelek tervezett iranyitasat, ezaltal a részleges vagy teljes aktivacio, illetve

az AICD kivaltéasat a stimulalt T sejtben.
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Eredményeink azt mutatjdk, hogy az effektor/memoéria CD4" T sejtek vélasza az
antigén-specifikus stimuldciora — amely kulcs szerepet jatszik mind a sejtes, mind a humoralis
immunvalasz szabalyozasban (Rajnavolgyi és Lanyi, 2003) — kiilondsen érzékeny a vele
kapcsolatba keriildé APS altal kozvetitett jelekre. A jelen kisérletsorozatban a CD4"™ T

limfocitak antigén-specifikus aktivaciora adott valaszait — amely az APS-ek felszinén

megjelend I-Ed vagy 1-AY molekulakhoz kapcsolodo agonista peptidek hatdsara alakul ki —
kinetikai  vizsgalatokban elemeztilk. Eredményeink szerint a  peptid-specifikus
effektor/memoria CD4" T sejtek aktivacidjanak érzékenysége, kinetikaja és mértéke a peptid
antigén koncentracidja mellett nagymértékben fligg a résztvevd APS egyedi sajatsagaitol is.
fgy az antigén megjelenési helyén 1évé APS szama és funkcionalis allapota befolyasolhatja az
adott effektor T limfocita valaszanak intenzitdsat és azoknak a sejteknek a szdmat, amelyek
AICD-vel reagélnak.

A szoros sejt-sejt kontaktus elengedhetetlen feltétele a T sejt és a hivatasos APS
hatékony talalkozasanak. A két sejt kozelsége az adhézids és kostimuldtor molekuldk,
valamint a specifikus peptidet hordoz6 MHC és TSR kapcsolodasanak eredményeként valosul
meg és mindkét résztvevore hato kommunikéciot indit el, amely a kozvetlen sejt kapcsolatok
mellett az oldott citokinek termelésén keresztiil valosul meg.

Egyike a legkorabbi jelatviteli mechanizmusoknak az intracellularis kalcium szint
emelkedése, mely akar orakon at is fennmaradhat (Negulescu és mtsai, 1996, Donnadieu és
mtsai, 1992). A kisérleteinkben alkalmazott APS-ek széles korben hasznalt B sejt vonalak,
primer B sejtek, makrofagok és dendritikus sejtek voltak. A vizsgalt B sejt vonalak hasonlo
mértékben fejezik ki az MHC-II molekulat és kdzel azonos mennyiségli peptid bemutatasara
képesek (Rajnavélgyi és mtsai, 1997). Mindezek ellenére a kisérleteinkben alkalmazott
harom, eltérd specificitisti effektor/memoria fenotipusi CD4" T sejt hibridomat eltérd
mértékben voltak képesek aktivalni. Ezek az eredmények arra engedtek kdvetkeztetni, hogy a
peptid bemutatdson tul az APS-ek mas egyedi sajatsagai felelosek az eltérd intenzitasu T
limfocita stimulalo képességért.

A legeredményesebb APS-nek a 2PK3 B sejtek bizonyultak, amelyek az exogén
peptidek azonnali prezentalasara voltak képesek €s a T sejttel vald kapcsolatteremtésben is a
leghatékonyabbnak bizonyultak. A teljes mértékli T sejt valasz, amely az er6s T és B sejt
kontaktus kialakulasaban, a hosszan tart6 intracellularis kalcium szint fenntartisaban, a
transzkripcids faktorok aktivalddasaban, a TSR sejtfelszini megjelenésének csokkenésében, a

FasL, CD69 ¢és Nur77 expresszidjanak novekedésében, az IL-2 és a TNF-B gének
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crer

megjelenésében nyilvanult meg, egyediil a leghatékonyabb antigén bemutatd sejt, a 2PK3
jelenlétében kovetkezett be. Mas APS-ek mindségileg ¢s mennyiségileg eltéréd T limfocita
valaszt eredményeztek. A kiilonb6z6 tulajdonsagii APS-ek hatékonyséagi sorrendje minden T
sejt esetében megegyezOnek bizonyult, ami azt igazolja, hogy a B sejt feldl érkezo
Osszehangolt jelek kordn eldontik az aktivalodd T sejtek tovabbi sorsat. Ezen megfigyelések
jO Osszhangban vannak azoknak a kinetikai kisérleteknek az eredményeivel, amelyek szerint a
2PK3 APS képes a T sejt aktivacio leggyorsabb kivaltasara.

A 2PK3 APS jelenlétében az 6sszes T limfocita gyorsan aktivaldédott, mig az A20 APS
esetén a T sejteknek csak egy része vett részt a stimulacioban, mig a sejtek masik része nem
aktivalodott vagy gyengén valaszolt. A 2PK3 és az A20 esetében tapasztaltakkal ellentétben a
TA3 APS nem inditott mérhetd mennyiségii [Ca” ]ic jelet a T sejt hibridoma sejtekben. Ez
megerdsitette, hogy a kalcium valasz a korai T sejt-B sejt kapcsolat erdsségének a
fliggvényében alakul. A T sejt—B sejt kontaktus idejének ndvelése nem befolyasolta az A20 és
a TA3 APS jelenlétében tapasztalt gyengébb T sejt valaszt (Réthi és mtsai, 2002). Hasonld
eredményeket kaptunk részlegesen agonista peptidek alkalmazasakor is, amelyek az agonista
peptiddel ellentétben a T sejteknek csak kisebb hanyadaban indukaltak kalcium jelet (Wulfing
és mtsai, 1997). Ezek az eredmények azt igazoljék, hogy az [Ca' ;. ndvekedése a sorozatos
TSR-MHC-peptid kontaktusok szamatdl fiiggnek, ami a T sejt—APS kapcsolat erdsségének és
id6tartamanak fliggvénye.

Feltételezésiink szerint a 2PK3 sejtek gyors peptid felvételét és bemutatasat a
felsziniikon 1év6 szabad vagy iires, ujra felszinre keriil6 MHC-II molekuldk jelenléte teszi
lehetévé. Ilyen molekuldk eléforduldsa nem altalanos, de jelenlétiiket dendritikus sejteken
kimutattdk (Santambrogio és mtsai, 1999). A 2PK3 sejtek kiilonds sajatsaga, hogy a
sejtfelsziniikén nemcsak I-EY molekuldk jelennek meg, hanem az I-A%: lanc deficiencija
miatt I-Eda/I-AdB lancokbol kialakult vegyes dimerek is nagy mennyiségben fordulnak eld
rajtuk (Spencer és mtsai, 1992). Feltételezziik, hogy az lires I-E heterodimer molekuldk
sejtfelszinre jutasat a feleslegben 1évé intracellularis I-EB lancok teszik lehetévé. Igy a
felszinre kertilt tires, hibrid MHC-II molekuldk egy része, képes az exogén peptidek gyors
megkotésére (Gogolak és mtsai, 2000).

Az [Ca i szint emelkedése, frekvencidja és idétartama bizonyitottan olyan
transzkripcids faktorokat aktival, amelyek a T limfocitak effektor folyamatainak (pl. citokin
termelés, membran fehérjék kifejezése, AICD) génszintli szabalyozasaban jatszanak szerepet

(Dolmetsch és mtsai, 1997, Dolmetsch és mtsai, 1998). A TSR-en keresztiili jelatvitel altal
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szabalyozott IL-2 gén transzkripciojat a kalcium/kalcineurin fliggé NF-AT sejtmagba valo
athelyezddése ¢és mas transzkripcios faktorokkal (AP-1, NF-kxB) valdé kollaboracioja
szabalyozza (Gerondakis és mtsai, 1998, Rao és mtsai, 1997; Shapiro és mtsai, 1998, Rooney
és mtsai, 1995). Az 1L-2 citokinhez hasonléan a TNF-a és a FasL génje is NF-AT
szabalyozas alatt all, mig a CD69 és a CD40 promotere AP-1 kotdhelyet tartalmaz (Rooney és
mtsai, 1995, Chuvpilo és mtsai, 1993; Goldfeld és mtsai, 1993, Latinis és mtsai, 1997;
Tsitsikov és mtsai, 1994). Eredményeink a 2PK3 APS alkalmazasa esetén — 15 perccel az
antigén specifikus aktivaciot kovetéen — a T sejtekben az NF-AT gyors aktivaciojat mutattak,
mig mas APS-ek esetén ezt nem tapasztaltuk. Az NF-AT, AP-1 és NF-kB transzkripcios
faktorok leghatékonyabb stimulaciojat 2PK3 jelenlétében figyeltiik meg, az A20 és TA3 APS-
ek kisebb hatékonysaggal aktivaltak azokat. Ezek a mérési adatok 6sszhangban allnak a sejt —
sejt kapcsolatok ¢és a kalcium szint emelkedésének tanulméanyozéasakor tapasztaltakkal.

Az IP12-7 T sejtek kontaktusa a specifikus peptidet bemutato kiilonbdzo APS-ekkel
kimutathatdé mennyiségli IL-2 és TNF termelését valamint a CD69 molekula sejtfelszini
megjelenését eredményezte, ami a T sejt aktivacid kivaltasat bizonyitotta. Az NF-AT, az AP-
1 és az NF-xB gyors aktivacigjat, a TSR leszabalyozéasat, a TNF-B és a nur77 gének
expresszidjanak novekedését, a FasL megjelenését és az AICD kivaltasat azonban csak a
legeredményesebb 2PK3 APS alkalmazésa esetén tudtuk kimutatni. Irodalmi adat, hogy az
AICD a FasL kifejezodésének (Li-Weber és Krammoler, 2002) és a CD95-medialt apoptozis
bekovetkeztének a fliiggvénye (Dhein és mtsai, 1995; Ju és mtsai, 1995, Brunner és mtsai,
1995, Alderson és mtsai, 1995). A TSR leregulaldsa a TSR-en at kivaltott aktivacio és az Src
kinazok altal szabalyozott korai jelatvive események fliggvénye (Lanzavecchia és mtsai,
1999; Germain és Stefanova, 1999; Martin és Bevan, 1998). Osszhangban a magas IL-2
termeléssel €s a FasL megjelenésével a peptidet bemutatd 2PK3 sejtekkel valo kdlcsonhatas
az IP12-7 T hibridoma sejtek gyros apoptozisahoz vezet. Kimutattdk, hogy az AICD fiigg a
TSR stimuldcid erdsségétdl és a FasL fehérjeszintézistdl fliggd sejtfelszini megjelenésétdl
(Toth és mtsai, 1999). A 2PK3 B sejtek tehat a leger6sebb T sejt aktivacio kivaltasara
képesek, mivel optimalis peptid koncentracié jelenlétében a jelatviteli folyamatok
kovetkezményeinek teljes sorat képesek aktivalni. Ezek hatékony effektor folyamatokat és

végeredményben a sejtek AICD révén torténd eliminéacidjat eredményezik.
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A 2PK3 sejtek funkcionalis akktivitdsa a csontveldi eredetli dendritikus sejtekével
vethetdek 0ssze, amennyiben nanomoldris mennyiségll peptid és alacsony APS szam esetén is
kimutathatdé mennyiségli citokin termelését valtjak ki. A 2PK3 sejteken nagy szdmban
jelennek meg a B7-1 és B7-2, a CD40 és CD44 kostimulator molekuldk. Ezek ligandumhoz
valo kotddése gatolja a programozott sejthaldlt (lezzi és mtsai, 1998, Kirchhoff és mtsai,
2000).

A T sejtek 2PK3 sejtek jelenlétében kivaltott IL-2 szintézise a B7/CD28 interakcio
megaladalyozasaval teljes mértékben gatolhatd (Glimcher és mtsai, 1982). Ez a kezelés a
gyors kalcium jelet csak kis mértékben érinti, de a jel tartés fennmaradasa erdteljesen
gatlodik. Ez egybevag azzal a megfigyeléssel, hogy a hatékony, de tranziens TSR-fliggd
jelatvitel a CD28/B7 kolcsonhatas hianyaban alacsony peptid dozis esetén is megtorténik,
amennyiben a sejtfelszinen elegendd szamu specifikus MHC-II-peptid komplex van jelen
(Réthi és mtsai, 2002).

A T sejt valasz molekularis szinti monitorozéasa kinetikai mérésekkel ebben a jol
karakterizalt kisérleti rendszerben elvezetett a kiilonbozé T limfocita effektor folyamatok
kovetelményeinek és kiiszobértékeinek megértéséhez. Osszhangban a ,kinetic proofreading”
modellel (McKeithan, 1995), eredményeink azt demonstraljak, hogy a T sejt és az APS
kozotti konjugatumok kialakulasanak kinetikaja €s intenzitdsa a sejten beliili események
beinditasdhoz sziikséges feltételekre eltéré mértékben hat. fgy a TSR sejtfelszini eltiinése, a
FasL kifejezddése és az AICD a leghatékonyabb APS (2PK3) kozremiikodését igényli, a
kalcium jel a 2PK3 és az A20 jelenlétében is indukéalodik, mig a CD69 molekula sejtfelszini
megjelenését a 2PK3, az A20 és a TA3 APS egyarant kivaltja.

A kiilonbo6z0 sajatsagti APS-ek eltérd T sejt aktivald képessége in vivo szituaciokban
is jelentds. Az effektor/memoria T sejteknek a periférids szovetekben a makrofagok, a
dendritikus sejtek és a memoria B sejtek mutathatjdk be a peptid antigéneket. Ezek a
hivatasos antigén bemutatd sejtek kevésbé hatékonyak, mint az aktivalt dendritikus sejtek,
melyek képesek a T sejt valasz elsddleges stimulalasara a nyirokcsomoéban, de elég prezentald
molekulat hordoznak az effektor/memodria T limfocitdk aktivalasdhoz. Ez — antigén
jelenlétében — eldsegiti az effektor/memoria T sejtek talélését. Fiiggetleniil az antigénbdl
szarmaz6 peptid mennyiségétdl, az adhéziés ¢és kostimulator molekulak sejtfelszini
megjelenése nagymértékben filigg az aktivacidos szignaltol ¢és az adott APS
mikrokornyezetébdl szarmazé stimulusoktél. fgy az antigén-specifikus effektor/meméria T
limfocitak a periférids szovetekben kiilonbozé APS-ekkel talalkozhatnak, amelyek kiilonbozo

T sejt stimuldlo képességiik révén eltéré mértékii aktivaciot, végeredményként részleges vagy
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teljes effektor aktivitast, esetleg AICD-t valthatnak ki. Az AICD-t elszenvedd sejtek aranya az
antigén eliminaldsat kontrollalja. A T limfocita funkciok ilyen finomsagu szabalyozasa fontos
az antigén specifikus immunvélasz pozitiv ¢és negativ regulacidjaban valamint az
immunoldgiai memoria és a tolerancia kifejlédésében €s fenntartasaban.

Mivel a retinoidok szabalyozzak a timocitdk sejtosztodasat és aktivacio indukalta
sejtelhalasat, igy indokoltnak lattuk megvizsgdlni a kiilonbozd retinsav receptorok
aktivaciojanak hatésait a periférias T limfocitakra.

Az RAR ¢és RXR retinoid receptorok kiilonb6zd expresszidjanak és kolcsonhatasainak
bonyolultsdga miatt a retinoidok fiziol6gids hatasainak tanulmanyozédsa nagyon nehéz. A
vizsgalatok két lehetséges modja (1) a megfeleld receptor génjének kiiitése homolog
rekombinacéval (Lohnes és mtsai, 1993) vagy dominans-negativ varidnsok kifejezésével
(Saitou és mtsai, 1995) és (2) receptor szelektiv retinoid agonistak és antagonistak hasznalata
a megfeleld retinoid receptorok stimulalasara vagy gatlasara. Jelen munkankban a masodik
lehetéséggel éltiink az RARa és az RARY receptorok human periférias T sejtek osztodasara
gyakorolt ellentétes hatasainak vizsgaltatahoz. Ezt az ellentétes hatast nem csak az bizonyitja,
hogy az RARa agonistdk serkentik, mig az RARy szelektiv retinoidok gatolja a T sejtek
osztodasat, hanem az is, hogy a kiilonb6zd szintetikus retinoidok hatdsa erdsen fiigg az egyes
RAR receptorokhoz mutatott affinitasuktol. A CD437 nagy affinitassal kotédik az RARy-hoz,
mig RARa-ko6td képessége kicsi, a sejtproliferaciot pedig nagymértékben gatplja. A CD2781
RARy-hoz mutatott K4 értéke a CD437-ével megegyezd, de az RARa receptorhoz sokkal
nagyobb affinitdssal kot, igy a sejtproliferaciot kisebb hatékonysaggal gatolja. Az RARa
specifikus retinoidok magas koncentracidoban szintén sejtosztédast gatlonak bizonyultak,
hiszen ekkor az RARy is aktiv. A transz-retinsavrdl kimutattak, hogy 1 uM-os koncentracidig
eldsegiti a proliferacidt (4bb és mtsai, 1980; Friedman és mtsai, 1993, Ertesvag és mtsai,
2002), K4 értékei az RARa-hoz 16 nM, mig az RARy-hoz 3 nM (Szondy és mtsai, 1997). Az
RARa stimulacidja transz-retinsavval (Friedman és mtsai, 1993) és a sejten beliil spontan
zajlo transz-retinsav atalakulas az RXR aktivald 9-cisz-retinsavva (Urbach és Rando, 1994),
amely szintetikus retinoidok esetén nem torténik meg, megahtarozhatja az RARa ttvonal
sejtosztodast fokozd hatasanak kimenetelét. A T sejtek apoptozisdnak szabalyozasaban fontos
szerepe van az RXR ligandkotésének, mivel dont az RARa vagy a RARy jelatviteli 1t
kifejezddése kozott (Szondy és mtsai, 1998).

Jelen munkénkban bizonyitottuk, hogy ezek a hatasok érvényesiilnek az aktivalt periférids

T sejtek novekedés szabalyozasaban és sejthalaluk regulalasaban is. Kisérleteinkben receptor
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specifikus retinoid agonistakat és antagonistakat alkalmaztunk egy vagy tobb retinoid receptor
aktivalasara vagy gatlasara. Ezzel kiséreltiik meg kideriteni, hogy a természetes retinsavak
milyen receptorokin keresztiil fejtik ki fiziologids hatasaikat. Eredményeink azt mutatjak,
hogy at RXR kostimulacidé — melyet in vivo korilmények kozott a 9CRA stimuldl —
hatékonyan befolyasolja a T sejt sorsat, az RARa jelatviteli titon kifejezett sejthalal gatld €s
proliferacié fokfozé hatasan keresztiil.

Az 1P12-7 T sejt hibridomardl leirtdk, hogy a FasL indukcidja a Nur77 transzkripcios
faktor segitségével valosul meg (7oth és mtsai, 1999). Kimutattuk egy egér T sejt hibridomat
¢s a human Jurkat sejtvonalat vizsgalva, hogy az RARa és az RARy retinoid receptorok
ellentétes hatasai a nur77 gén transzaktivacios képességét befolyasoljak, ezzel befolyasolva
tobbek kozott a bioldgiailag aktiv FasL forma kialakulasat. Ezek az adatok megfelelnek azon
késobbi megfigyelésekkel, hogy az RARa képes gatolni a Jurkat sejtek aktivacio indukalta
sejthalalat. Ezenkiviil az RARa és a Nur77 direkt kapcsolatat is sikeriilt kimutatni (Kang és
mtsai, 2000).

Miutén igazolodott, hogy a TSR-stimulaciot kovetd sejthalal folyamatok befolyasolasaban
donté szerepet jatszanak a kiilonb6zé retinsav receptorokon keresztil zajlo jelatviteli
folyamatok, indokoltnak lattuk megvizsgalni ezen magreceptorok sejtosztodasra kifejtett
hatésait is.

Az RARa altal vezérelt sejtosztodds novelés a megndvekedett IL-2 termeléssel all
Osszefiiggésben, mivel az RARa szelektiv CD336 retinoid eldsegitette a PHA kivaltotta IL-2
produkciot, de nem volt hatdsa nagy feleslegben adott IL-2 esetén. A CD336 adésat kdvetd
megemelkedett IL-2 koncentraci6 fokozta a Jak3 kifejez6dését, a Stat5 foszforilaciot, korabbi
sejtciklusba 1épést eredményezett (melyet a pRb soszforilacios allapotanak emelkedésével
detektaltunk), novelte a Bcl-2 expresszidjat és gatolta az apoptdzist. Ezen megfigyeléseink
Osszhangban allnak azokkal a korabbi eredményekkel, miszerint a retinoidok sejtosztodast
stimulalé hatasa az IL-2 termelés szabalkyozéasan keresztiil érvényesiilnek (Friedman és
mtsai, 1993; Ballow és mtsai, 1997). Mai tuddsunk szerint nincs retinoid valaszol6 elem az
IL-2 gén promoterében. Azonban bizonyitottak, hogy az RARa in vitro képes gatolni az AP-
1/OAP ¢és specifikus DNS kotd helye kozotti kapcsolatot, igy akadalyozva meg ezen AP-1
elem Oct-2 fliggd cisz-reguldld funkcigjat, mely tudvalevdleg jelen van az IL-2 gén
enhancerében (de Grazia és mtsai, 1994). Erdekes elgondolas, hogy az RARa ligandkotése

¢s/vagy az RXR kostimulacid szabalyozhatja ezt a gatlo hatast.
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Amig az RARa aktivacid képes volt a T sejtek osztodasat serkenteni az IL-2 termelés
novelésével, addig az RARy ligandkdtése gatolta a T sejt ndvekedést az I1-2 jelatviteli utba
vald beleszolassal. Raadasul az RARy stimuldcié kis mértékben csokkentette az IL-2
tremelddését, anélkiil, hogy az IL-2Ro mannyiségét jelentds mértékben befolyasolta volna.
Az RARy specifikus retinoid alkalmazasa csokkentette a Jak3 kifejezddédét, valamint a StatS
foszforilacidjat, amely transzkripcids faktor az IL-2 sejtosztodast eldsegité hatdsanak a
kozvetitdje (Friedmann és mtsai, 1996). A Stat5 vezérelt sejt ciklusba keriilés el0segitése €s a
Bcl-2 szint emelkedése szintén gatolt volt az apoptozis beinditasa nélkiil. Ez 6sszefliggésben
lehet azzal a ténnyel, hogy az IL-2 egy Jak3 fiiggetlen sejttaléld programot is szabalyozhat
(Kawahara és mtsai, 1995). Korabbi kisérleteinkben bizonyitottuk az RARa és az RARy
ellentétes hatasait a T sejt apoptdzis szabdlyozasaban. Most kozolt adataink azt mutatjak,
folyamatba kulcsfontossagt fehérjék szintjének szabalyozasaval és ezek jelatvitelben betoltott
szerepének modositasaval szolnak bele. A T limfocitak osztodasanak szabalyozasa
szempontjabol elengedhetetlen IL-2 termelddését az RARa aktivacid eldsegiti, mig az RARy
ligandkotése gatolja. A T sejt apoptozis esetén a Nur77 korai apoptotikus fehérje szintje
szabalyozddik (Calnan és mtsai, 1995). Kisérleteinkbdl nyert adataink bizonyitjak a két
retinoid receptor ellentétes jhatasat a T sejt repertoar kialakitdsaban. Az RARa a timocitak
serkentésével és aktivacid indukalta sejthalalanak megakadalyozasaval eldsegiti a T sejt
készlet novekedését. Az RARy ligandkdtése ellenben csokkenti a rendelkezésre allo T sejt
repertoar méretét azaltal, hogy eldsegiti a timocitak apoptozisat, valamint gatolja a periférias

T sejtek osztodasat €s eldsegiti aktivacio inditotta apoptdzisukat.

Eredményeinket tehat az alabbiakban foglalhatjuk dssze:

1. Egy altalunk kifejlesztett in vitro AICD modell segitségével egyetlen sejtvonalon
(IP12-7 CD4" effektor/memoria T sejt hibtidoma) és kiilonbozé sajatsagu APS-ek
hasznéalataval mutattuk be az eltérd mindségli és mennyiségli antigén bemutatés
hatasat a T sejt aktivacio korai, kozéptavu és késdi eseményeinek indukciodjara.

2. Kimutattuk, hogy a T sejtek antigén-specifikus aktivaciojat kovetd valasz
nagymértékben fligg az antigént bemutato sejtek sajatsagaitdl és a bemutatott peptid

mennyiségétol.
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Igazoltuk, hogy a T sejt aktivacids, effektor €s apoptotikus folyamatai egymastol nem
elvalaszthatéak, mivel a legnagyobb mértékii sejt aktivacio (a 2PK3 APS
alkalmazésakor) egyben az aktivacio indukalta sejthaldl maximalis kifejezédésével is
egyltt jar.

A kiilonb6z6 retinoid receptorok aktivalt pereriférias T sejtekre kifejtett hatasait

crer

crer

T sejtek osztodasat.

Kimutattuk, hogy ezen hatasokat a retinoid receptorok a Nur77 transzkripcids faktor
transzaktivacios  képességének, a FasL  apoptotikus fehérje  sejtfelszini
megjelenésének, valamint az IL-2 jelatvitel szabalyozasanak befolyédsolasa révén fejtik

ki.
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