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1. BEVEZETES

A biolégiai folyamatokat bonyolult sejten belili és sejten kiviili jelatviteli halozatok
szabéalyozzak. Ugy az embrionalis fejlddést, mint a felndtt szovetek napi miikodését, szoveti
meglep6é tehat, ha a jelatviteli utak hibai patologias elvaltozasokhoz vezetnek. Ezért, a
jelatvitel megértése fejlodési rendellenességek és felnottkori betegségek mechanizmusanak
feltérképezéséhez nélkiilozhetetlen. Ez a tudas szolgal alapjaul a terapias célok
azonositasahoz, farmakologiai hatéanyagok bevizsgalasahoz ¢és 1) terapias modszerek
kidolgozasahoz, illetve akar az 6regedés folyamatanak lelassitasahoz is.

Ennek ellenére, évtizedeken keresztiill még a sejten belili és sejten kiviili kommunikacio
alapjat képezé molekularis kapcsolatok biokémiai és genetikai feltérképezése is nehézségekbe
utkozott. Amikor végiil a technikai problémak megoldodni latszottak, a felhalmozott
informacié sokszor ellentmondasosnak bizonyult és a kialakult jelatviteli dogmak nem
magyaraztak a fiziologiasan megfigyelheté folyamatokat. Ekkor valt nyilvanvalova, hogy a
jelatvitel vizsgalata, a jelatvitel biologiai rendszerekben torténé modellezése és a kisérleti
eredmények értelmezése alapos atgondolast igényel.

Munkam f6 iranyvonala egyiitt evolvaldodott a jelatvitel megértéséhez nélkiilozhetetlen
kisérletes megkozelitési modokkal és értelmezési koncepciokkal. Kollégaimmal a fenti
meggondolasok figyelembevételével végeztiikk jelatviteli kisérleteinket, hogy ez a nagyon
bonyolult, és meglep6 modon, nagy pontossaggal mikodé biokémiai halozat fizioldgias
szinten torténd megértéséhez hozzajaruljunk.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

Az értekezésemben elsdsorban azoknak a vizsgalatainknak az eredményeit ismertetem,
amelyek soran a protein kinaz C és a Wnt jelatvitel fébb tulajdonsagait és fiziologias
jelentéségét tanulmanyoztuk sejtvonalakon, normal timusz-szoveti modelleken, oregedés
soran ¢€s az immunrendszer patologias elvaltozasaiban.

2.1. Az immunrendszer

2.1.1. Az immunrendszer sejtjei és szerepiik

A szervezet védekezési folyamatait az immunrendszer iranyitja. Az immunrendszer kdzponti
szovetel termelik az immunsejteket és iranyitjak azok fejlodését, majd érését. A kifejlett
immunsejtek altalanos és specifikus antigénfelismer6 képessége biztositja a fertdzések, illetve
daganatos betegségek elleni védelmet. Az immunrendszer f6 sejtes elemeit a természetes vagy
velesziiletett, illetve a szerzett immunitasban résztvevd kategoridba soroljuk. Mind a
természetes, mind a szerzett immunitas sejtes elemei specialis szoveti mikrokérnyezetben
fejlédnek ki, ahol a kornyezetbdl szarmazo sejten kiviili jeleket a sejten beliili jelatviteli
rendszereik segitségével forditjak le ¢és hasznositjak fejlédésiik, differencialodasuk és
aktivacios mechanizmusaik megvalésitasahoz.

Az immunsejtek fejlédéséhez a nyirokszervek biztositjak a szoveti mikrokornyezetet, melyek
kozott megkiilonboztetiink  elsédleges és masodlagos nyirokszerveket. Az  elsédleges
nyirokszerv a csontokban talalhat6 voros csontveld, valamint a szegycsont alatt elhelyezked6
csecsemomirigy. A vords csontvelében jonnek 1étre az immunsejtek Gssejtjei, majd fejlodnek
Ki a természetes immunitas sejtjei, mint a makrofagok, granulocitak és dendritikus sejtek,
tovabba a B limfocitak, illetve a T limfocitak prekurzorai, melyek koziil a T limfocitak a
timuszban (csecsemoémirigy) érik el teljes fejlettségi szintjiiket. A masodlagos nyirokszervek:
1ép, mandulak, nyirokcsomok biztositjak az antigén-specifikus immunvalasz és az antigén-
specifikus immunsejtek aktivalodasanak helyszinét. Immunrendszeriink sejtjei naponta millio
szamra termelddnek, differencialodnak és szelektalodnak, illetve 1épnek aktiv allapotba
szervezetiink integritasanak védelmében. Nem meglepd tehat, hogy az immunsejtek
kifejlodésében vagy aktivalodasaban fellépé zavarok sulyos kovetkezményekkel jarnak. Az
osztddasi zavarok proliferacios betegségek — pl. akut vagy kronikus mieloid leukémia,
limfoblasztos leukémia stb.- kialakulasat idézik elé. A specifikus szelekcios folyamatokban
fellépé zavarok az immunrendszer sajat strukturaival szemben kialakult toleranciajanak
megsziinéséhez vezetnek, amely autoimmun korképek kialakulasat eredményezi. Az
immunrendszer fokozott ,.érzékenysége” is a specifikus immunitas zavaraira vezetheto vissza,
amely minimalis kornyezeti ingerekre fokozott valaszadas kialakulasat eredményezheti és
allergias megbetegedések kialakulasahoz vezet. Az immunrendszer valaszadasi képességének
teljes vagy részleges megsziinése pedig a fertézések megallithatatlan ismétlédésével vezet a
beteg korai haldldhoz.

Annak érdekében, hogy hatékony terapias modszerek, specifikus gyogyszerek eldallitasara
lehetéség nyiljon, az immunszdvetekben zajlo folyamatok megértése, mind szoveti, mind
sejtek kozotti, mind sejten beliili jelatviteli szinten nagy fontossaggal bir.



dc_267 11

2.1.2. Az immunrendszer o6regedése

Az immunrendszer oregedése a szervezetben zajlo fiziologias oOregedési folyamatokkal
parhuzamosan jelenik meg ¢és vezet kiilonbozé szintiimmunhianyos allapotok
kialakulasahoz. Az egyedi immunologiai kompetenciat a primer limfoid szervekben fejl6dé
specializalt érett limfocitak és a masodlagos nyirokszervekben vagy a fertézés helyén
funkciojukat beteljesitd érett nyiroksejtek jelentik. Erthetd modon, ha aszoveti
mikrokornyezet megvaltozik, az donté modon befolyasoja mind a primer, mind a szekunder
immunvalaszt. Az immunszovetek Oregedésének vizsgalata soran mar Kimutatasra kerdilt,
hogy mind a B, mind a T limfocitak szoveti kdrnyezete 6regszik. Az dregedési folyamatok
jellemzéje pl a limfoid memoria sejtek taléléséhez sziikséges szoveti kapcsolatokbol
szarmazo jelek hianya (Aydar, Balogh et al. 2004) (Aydar, Balogh et al. 2003), avagy a T
limfocitak termelésének lecsokkenése a timusz szOvet atrofidjanak kovetkeztében.
Osszességében az dregedés kovetkeztében bekdvetkezd véltozasok autoimmun betegségek
kialakulasahoz és fert6zésekkel szembeni valaszképtelenséghez vezethetnek.

2.2. A szoveti fejlodést és differenciaciot szabalyozo
molekulacsaladok

Mind az embrionalis fejlédést, mind a felnétt szovetek homeosztazisat olyan sejten beliili
jelatviteli utvonalak szabalyozzak, melyeket kozvetlen és kozvetett sejt-sejt kozotti
kolcsonhatasok kontrollalnak. Noha egy-egy sejt valaszado képessége igen széles skalan
mozog, a fejlodést, regeneralodast és az oregedés folyamatat csak néhany, f6 jelatviteli
molekula, illetve molekula csalad szabalyozza. Koztiik a csont morfogén fehérje, azaz ,,bone
morphogenic protein” (BMP), a transzformalo novekedési faktor, azaz a ,.transforming
growth factor B” (TGFp), a fibroblaszt novekedési faktor, azaz ,fibroblast growth factor”
(FGF), a Notch és a Wnt gliko-lipoprotein csalad jatsza a legfontosabb szerepet. A Wnt
molekula csalad elemei esszencialisak az embrionalis fejlodés, a felndtt szovetek folyamatos
regeneracidja és Ossejt allomanyanak fenntartasa szempontjabol. A Wnt jelatvitel hibas
szabalyozasa daganatok, fibrozis és perzisztald gyulladasos folyamatok kialakulasahoz, illetve
felgyorsult 6regedéshez vezet (Nateri, Spencer-Dene et al. 2005; Liu, Fergusson et al. 2007).
Mivel kutatasaim jelent6s részét a Wnt jelatvitel vizsgalataval toltottem, ezért a Wnt jelatvitelt
részleteiben mutatom be.

2.3. Wnt jelatvitel

2.3.1. A Wnt jelatvitel altalanos jellemzoi

Maga a Wnt elnevezés a Drosophila ,,wingless” (szarnyatlan) és annak gerinces homologja az
,Int” Osszevonasabol Kkeletkezett. A gerincesek 19 Wnt fehérjéje bizonyitottan kozponti
szerepet jatszik a sejtdifferencialodas, Sejtosztodas, sejtmigracio és  sejtpolaritas
szabalyozasaban. A Wnt-ok ciszteinben gazdag, szekretalt gliko-lipoproteinek, amelyek
jeltovabbitasa két fo és ezeken beliil is tobb alcsoportot alkoto, bonyolult jeltovabbitasi
mechanismusra oszthatd. A Wnt fehérjék a Ryk (Kim, Her et al. 2008), illetve a Frizzled (Fz)
elnevezésii receptorokhoz kotédve inditjak el a jelatvitelt. A 9 gén altal kodolt 10 Fz fehérje
az LRP5/6 (low density lipoprotein related protein) ko-receptorral alkot aktiv receptor
komplexet (Pinson 2000).
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A Wnt-ok két {6 jeltovabbitasi rendszer aktivalasaval szabalyozzak a génatirodast. Az egyik a
klasszikus, avagy kanonikus jelatviteli ut, amely pB-katenin fiiggdé. A masik, a nem-kanonikus
ut, mely tovabbi két jelatviteli utra oszthato: a PCP (polar cell polarity) avagy a c-Jun N-
terminalis kindz (JNK) fiiggd és a protein kinaz C (PKC) fiiggé jelatviteli utakra. Attol
fiiggéen, hogy kanonikus vagy nem-kanonikus jeltovabbitasi rendszereket aktivalnak, a Wnt
fehérjék két csoportra oszthatok: a kanonikus (Wntl, Wnt3, Wnt7b, Wnt10b, etc) és a nem-
kanonikus (Wnt4, Wnt5a, Wnt11) Wnt-okra. A Wnt rendszer bonyolultsagat tovabb noveli,
hogy a Wnt molekulak receptor specificitisa nem abszolat, és igy tobb jeltovabbitasi
rendszert is aktivalhat egy fajta Wnt fehérje, ami a Wnt-rendszerekt6l fiiggé cellularis
folyamatok vizsgalatat igencsak megneheziti.

A Fz6 receptorbol nem csak aktivalo, hanem gatlo jelek (Golan, Yaniv et al. 2004) is
kiindulhatnak, amelyek megakadalyozzak a TCF fiiggd génatirodast.

2.4. Protein kinaz C enzim csalad

A protein kinaz C (PKC) szerin/treonin kinaz csalad prototipusat elészor Nishizuka
kutatocsoportja irta le (Takai, Kishimoto et al. 1979). Els6ként bizonyitottak, hogy a PKC-kat
diacilglicerol (DAG) aktivalja, amely a foszfatidilinozitol természetes bomlasterméke
(Kishimoto, Takai et al. 1980). Tovabbi kutatasok arra is fényt deritettek, hogy a tiz
izoformabol allo6 PKC csalad (Ono, Fujii et al. 1988) a tumorképzddést indukald
forbolészterek intracellularis receptora.

A PKC izoformak harom f& csoportba oszthatok strukturajuk és ko-faktor sziikségletiik
alapjan: a klasszikus vagy cPKC (a, BI, BII, és y), a novel vagy nPKC (5, &, 1, 0), és az
atipikus vagy aPKC ( és /L) csoportba. Az aktivaciohoz a PKC csalad minden tagjanak
szitksége van foszfatidilszerinre. A cPKC-k ezen tilmenden érzékenyek a kalcium (Ca")
szintre és sziikségiik van még DAG-ra vagy forbolészterre (pl 12-tetradecanoyl-13-phorbol
acetate, azaz TPA) az aktivaciohoz. Az nPKC-k fiiggetlenck a Ca?* -tol, de DAG vagy forbol-
észter jelenléte nélkiil nem aktivalhatok. Az aPKC-knak pedig elegend6 a foszfatidilszerin a
maximalis aktivalasi szint eléréséhez. Az izoformak jellemz6é domén szerkezete lehetové
teszi, hogy a C kinazok miikodését aktivald és gatlo molekulak széles skalaja szabalyozhassa
(Mellor és Parker 1998).

2.5. PKC-k a Wnt jelatvitelben

A Wnt molekulak két, mar korabban részletezett jelatviteli utvonal a B-katenin fiiggd
kanonikus és a JNK és PKC fliggé nem-kanonikus jelatviteli uton keresztiil szabalyozzak a
génatirodast és ezaltal a kiilonféle sejtfunkciokat. Ezen felosztas arra az idore vezethetd
vissza, amikor még a mainal is kevesebb ismerettel rendelkeztiink a Wnt-ok jelatvitelérol.
Azdta nyilvanvalova valt, hogy a Wnt eredetii jelatvitel komplex szabalyozasanak része a
jelatviteli utak halézatszerii Osszekapcsolodasa és az, hogy bizonyos jelatviteli
molekulacsaladok nem rendelheték kizardlagosan egyik vagy masik Wnt aktivalta jelatviteli
uthoz. A kalcium fiiggd és a INK planaris cell polaritasi kaszkadok kapcsolodasi pontjaként
mar sikeriilt meghatarozni a PKC aktivalta cdc42 (Schlessinger, McManus et al. 2007)
molekulat, mely a Wnt jelatviteli rendszerek szoros kapcsolatat bizonyitja. Eddig konkrétan a
PKC o (Kuhl, Geis et al. 2001), PKC ( (Ossipova, Bardeesy et al. 2003), és PKC 6
(Kinoshita, lioka et al. 2003) izoformak specifikus szerepét sikeriilt bizonyitani. A PKC 3-rol
kideriilt, hogy azon talmenden, hogy Wntba stimulus hatasara transzlokalodik a
plazmamembranba, a Dvl foszforilacidjaban és ezért a Wnt receptorbdl valo jelatvitelben

9
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fontos szerepet jatszik. A PKC ( viszont a GSK-3p foszforilacio-fiiggé aktivalasaban vesz
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molekuldk képesek a PB-katenint megkeriilve is szabalyozni a RhoA migraciot indukalo
aktivitasat a PKC a, B, és p izoenzimeken keresztiil (Qiang, Walsh et al. 2005).

2.6. A timusz fiziologiaja és a Wnt-ok

2.6.1. A timusz anatoémiaja és f6 funkcioi

A timusz paros lebenyes szerv, a szegycsont alatt helyezkedik el és a harmadik garattasakbol
fejlodik ki (Manley 2000). Egér embriokban a timusz-kezdemény mar a 10. embrionalis nap
koriil (E10.5) lathatova valik. A timusz organogenezisét szamos szekretalt molekulacsalad
szabalyozza. Mig az epitélialis sejtek osztodasahoz elengedhetetlenek az FGF (Jenkinson,
Jenkinson et al. 2003), addig a timusz epitélialis karakter kialakitasahoz a Wnt csalad tagjai
sziikségesek (Balciunaite, Keller et al. 2002). A timusz 6 szerkezeti egységei a lebenykék,
melyeken beliil a timusz epitélialis sejtek halozata alkotja a kortexet és a medullat.

A timusz epitélialis sejtek altal alkotott halozatan beliil a limfoid progenitorokbdl fejlédnek Ki
a T-sejtek, melyek a timuszt elhagyva, a periférias immunszovetekben fejezik be fejlédésiiket
¢és érnek funkcionalisan aktiv immunsejtekké. A human timuszban — az egéréhez hasonloan -
az epitélialis sejtek igen fontos szerepet toltenek be a timocitak fejlédésének szabalyozasaban.
Kemokineket, mint pl CCL21 és CCL25 termelnek, melyek a csontvel6b6l a timuszba
vonzzak a limfoid progenitorokat (Liu, Ueno et al. 2005). Citokineket is szekretalnak, mint pl
IL7 (Chantry, Turner et al. 1989; Zamisch, Moore-Scott et al. 2005) ¢s IGF (Kecha, Brilot et
al. 2000), melyek esszencialisak a fejlods T-sejtek taléléséhez és osztodasdhoz (Eserson,
Owen et al. 1994; Anderson ¢s Jenkinson 1995). A T-sejt progenitorok a timuszba 1épve a
tobb 1épcsés  fejlédésen esnek at, amikor még nem expresszalnak CD4 ¢és CD8
koreceptorokat, azaz kettésen (double) negativak (DN). A korai fejlédési allapotban 1évé
timocitak CD44 ¢és CD25 markerek expresszios valtozasai alapjan kiilonithetok el és
oszthatok négy jol definialhato fejlédési csoportba (DN1-DN4). A proliferacios és
differenciacios 1épéseket kovetden CD4'8", azaz ,,double” pozitiv (DP) timocitakban az
atrendez6dott T sejt receptor B és a lancok génjei antigén felismerd receptorokka alakulnak,
majd a sejtek TCR-k antigén felismerdképessége alapjan szelekcios 1épéseken esnek at. A
funkcioképes TCR alapjan a kortikalis és medullaris epitélialis sejtek, illetve a dendritikus
sejtek a fejlodé T-sejtek koziil eliminaljak a funkcioképtelen, illetve a potencialisan
autoreaktiv sejteket (Anderson MS, Venanzi ES et al. 2005).

2.6.2. Wnt-ok a timuszban

A Wnt jelatvitel vizsgalata kezdetben a T-sejtek fejlédésére koncentralodott. Kezdeti
kisérletek bizonyitottak, hogy a timuszban a szolubilis Fz receptorokkal manipulalt Wnt
jelatvitel (Staal 1999; Mulroy 2002) a T-sejtek fejlodésében drasztikus valtozasokat okozott,
mind talélés, mind differencialodas terén. Nem meglepé modon, hiszen a fejlédé timocitak
DN3-bol DN4 fejlodési allapotba valod 1épéséhez B-katenin fiiggd, kanonikus Wnt-ok altal
aktivalt, TCF/LEF transzkripcios faktorok altal szabalyozott génatirodasra van sziikség
(Verbeek 1995; Schilham 1998). Késobbi kutatasok kideritették azonban, hogy nem csak a
timocitak igénylik a Wnt jelatvitelt, hanem a timocitak fejlodéséhez elengedhetetlenek timusz
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epitélialis sejtek is, hiszen Wnt jelatvitel szabalyozza a timusz epitélium Kkarakterét
meghatarozd6 FOXN1 transzkripcids faktor expressziojat (Balciunaite, Keller et al. 2002). A
timusz szovet dregedés soran bekovetkezd valtozasai

A timusz mérete és szerkezete egyéb szerveinkkel ellentétben drasztikusan valtozik az
életkorral. Otven éves korra mar a timusz szdveti allomanyanak 80%-a adiopoid szdvet
(Marinova 2005). Ezzel parhuzamosan a még meglévé epitélialis sejtekben csdkken a timusz
karaktert fenntartd FOXN1 expresszio. A timusz epitélialis szoveti allomanyanak elvesztése
kovetkeztében a korabbi de novo T-sejt-termelési és szelekcios kapacitasa lecsokken, amely
lehetévé teszi autoimmun korképek gyakoribb kialakulasat és a fert6zo, pl. viralis eredeti
betegségek elleni ellenalloképesség lecsokkenését (Grubeck-Loebenstein 2010).

2.6.3. Wnt-ok az oregedésben

Az Ossejtek tulélésének és differencialodasanak fontos szabalyozoi a Wnt-ok. A legtobb
vizsgélat arra mutatott ra, hogy a drasztikusan lecsokkent Wnt szintek felgyorsult 6regedéshez
hatas is bizonyitast nyert, mely szerint a Wnt jelatvitel gatlasat blokkolo inhibitort,
,KLOTHO”-t talexpresszald egerek szovetei ugyancsak felgyorsult oregedési folyamaton
esnek at (Kuro-o, Matsumura et al. 1997; Liu, Fergusson et al. 2007). Ennek feltehetéen az az
oka, hogy az 0Ossejt allomany a folyamatos osztodas miatt kimeriill és a regeneracios
folyamatokhoz sziikséges sejtforras kiapad.

2.6.4. Szteroidok hatasa a timusz oregedésre

Kezdetben a fiziologias, szex szteroidok termelésének megindulasat feltételezték a timusz
atrofia kivalto okaként, hiszen korabbi kutatasok az oOregedés lathato jeleit a pubertast
kovetéen azonositottak. Ezt a feltételezést latszott alatamasztani, hogy akar sebészeti, akar
kémiai kasztralas eredményeként a timusz atrofiaja drasztikusan csokkent. A szteroid hatas
kizarolagossaganak latszik ellentmondani azonban, hogy a mostanaban végzett vizsgalatok
mar joval a pubertas megkezdése el6tt behataroltak oregedésre utalod jeleket (LGuatente,
Partridge et al. 2008). A szteroidok timusz oregedésre Kifejtett hatasa azonban mégis
valoszintsithetd, mivel terapias szteroidok alkalmazasardl is kimutathat6, hogy felgyorsult
timusz atrofidhoz vezet (Blomgren és Esersson 1970; Boersma, Betel et al. 1979; Fletcher,
Lowen et al. 2009).
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3. CELKITUZESEK

Az értekezésemben kitlizott munka célja az immunrendszer és az immunrendszer kifejlddését
tamogato sejtekben folyd jelatviteli rendszerek megismerése volt.

3.1. A PKC izoformak aktivitasanak vizsgalata primer human
immunsejtekben és sejtvonalakon

3.1.1. PKC izoformak aktivalasanak és gatlasanak modositasi lehetéségei

3.1.2. PKC izoformak neutrofilek aktivalasaban és apoptotikus

sejthalalaban betoltott szerepének megismerése

3.2. Jelatvitel vizsgalata a fejl6d o timusz sejtjeiben egér modellen

3.2.1. TCR-bdl szarmazo jelek hatasa a T-sejtek fejlodésére

3.2.2. Wnt jelatvitel hatasa a T-sejtek fejlodésére a timuszban

3.3. A Wnt jelatvitel szerepének megismerése a timusz adipoid
involuciodja soran

3.3.1. A timusz adipoid degeneracidos mechanizmusainak vizsgalata

3.3.2. A PKC-k szerepének vizsgalata az timusz involicidja soran
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK, KiSERLETI MODELLEK

Kisérleteim soran olyan szerteagaz6 modszertani és technikai repertoart alkalmaztam, melyek
részletezésére nincs maod a jelen keretek kozott. A leglényegesebbekrol teszek emlitést, a hivatkozasok
megjelolésével.

4.1. Sejtek és szovetrendszerek
4.1.1. A kisérletekben felhasznalt szovetek forrasai

4.1.1.1. Humdn sejtek

Egészséges felnétt donorok vénas vére szolgalt az emberi sejtek forrasaul. Az emberi vérbél szarmazo
neutrofilek kisérletben torténé felhasznalasahoz etikai engedéllyel rendelkeztink (University of
Birmingham).

4.1.1.2. Egér torzsek és fenntartdsuk

A kisérletek egyes csoportjaihoz meghatarozott kort embriokra volt sziikség, melyeket idézitett
terhességgel allitottunk el6, a paroztatas napjat véve az embrionalis fejlédés 0. napjanak. Az allatok
tenyésztése patogénmentes kornyezetben tortént. ,,Ad libitum” tapanyag és viz adagolasa mellett. A
korosodasra vard egereket is a fenti koriilmények kozott tartottuk, mikézben semmilyen kezelésben
nem részesiiltek.

Egér torzsek: Balb/c; kettésen (double) MHC | &Il -/- (H-2") MHC deficiens egér (Grushy,
Auchincloss et al. 1993), azaz DK, Bcl2 tg, Balb/c-GFP (Kvell, Czompdély et al. 2010). Az allatok
kisérletben torténé felhasznalasa az etikai szabalyok és engedélyek (University of Birmingham illetve
a Pécsi Tudomanyegyetem) figyelembevételével tortént.

4.1.2. Egér és human sejtvonalak és primer sejtek

4.1.2.1. Sejtvonalak

Egér sejtvonalak: Tepl, Tepl-GFP, Tepl-Wnt4-GFP

Humdan sejtvonalak: 293T vese epitélium, U937 mielomonocita leukémia (diffaz hisztiocitikus
limféma), HL60 promieloid (akut mieloid leukémia)

4.1.2.2. Primer sejtek
Egér: timocitak (double negativ (DN), double positive (DP), és single positive (SP) fejlodési alakjai);
T-sejt progenitorok, Bcl2 transzgén egerek és MHC 1& 11 -/- (H-2% timocitai, timusz epitélialis sejtek

(TEC)
Human: Neutrofil granulocitak

4.1.3. Primer human és egér szovetek

4.1.3.1. Primer humdn szévet

Egészséges felnottek vérébol Percoll gradiens centrifugalassal (Jepsen és Skottun 1982) neutrofilokat
szeparaltunk kisérletes aktivalasra és apoptotikus sejthalal manipulalasara.
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4.1.3.2. Primer egér szovetek

Embrionalis (E12, E14, E15), ujsziilott (NB), 1, 3, 6, 9, 12, 18 honapos Balb/c (H-2%) és Balb/c-GFP
egerek timuszat, illetve majszévetét hasznaltuk a kisérletekben.

4.2. Sejt- és szovettenyészetek

4.2.1. Emberi és egér sejt- és szovetkulturak fenntartasahoz alkalmazott
tapfolyadék

4.2.1.1. Emberi sejtkulturdk tdpfolyadék osszetétele

A HL60, U293 sejtvonalakat és a neutrofil inkubaciokat 10% FCS-t (foetal calf serum) és 100 pg/ml
penicillint, streptomicint és B-merkapto-etanolt (5x10° M) tartalmazé RPMI 1640-ben tenyésztettiik,
37°C-on, 5% CO, atmoszféraban.

4.2.1.2. Egér sejt- és szovetkulturdk tapfolyadék osszetétele

TEP1 (Tanaka, Mamalaki et al. 1993) és 293T sejt vonalakat DMEM médiumban tenyésztettiik 10% FCS
(foetal calf serum) és 100 pg/ml penicillin, streptomycin és p-merkapto-etanol (5x10° M) jelenlétében,
37°C-on, 5% CO, atmoszféraban. A szdvettenyészeteket is a fenti médiumban inkubaltuk a kisérletben
meghatarozott ideig.

4.2.2. Komplex timusz szovetkulturak

A timusz szoveti allomanya kollagenazos emésztéssel elemeire bonthato, majd ujra 6sszeallithatd. Az
epitélidlis sejtek T-sejt fejlédést és szelekciot tamogatdo Kképessége nem sériil, amennyiben
folyamatosan haromdimenzidos szoveti kulturaban tartjuk az epitéliumot. A szerv és reaggregatum
szerv kultarak legkonnyebben embrionalis timusz szovetekkel allithatok elé, de felnétt timusz
szovetek is felhasznalhatok az elkészitésiikhoz. A sejtes elemeire szétvalasztott majd kiilonféle
kombinacioban tjra 6sszeallitott haromdimenzids aggregatumokban megmarad a timusz epitélium T-
sejt fejlodést tamogatd képessége. Ez a technika azért is kiilonosen alkalmas a jelatviteli folyamatok
vizsgalatara, mert a sejtekben a gén és fehérje expresszid modositasa konnyen kivitelezhet6 a timusz
sejtes elemeinek reaggregalasa el6tt vagy alatt.

Id6zitett terhességbdl szarmazd egér embriok timusz lebenyei eltavolitasra keriiltek. A lebenykéket
az epitélialis sejtek konnyebben tisztithatok és szabadon felhasznalhatok kisérletekben -, vagy a
lebenyeket timocita forrasként hasznaltuk fel a reaggregatumok készitéséhez.

4.2.2.1. Timusz sejtek szepardldsa és dusitdsa

Timusz lebenyeket 1mg/ml kollagenazzal 30 percen Kkeresztil emésztettik, majd 10% FCS-t
tartalmazo6 DMEM-mel mostuk. Az epitélium tisztitaisahoz a sejt szuszpenziot anti-EpCAM1-FITC
(G8.8-as klon) epitélialis marker ellen termeltetett ellenanyaggal inkubaltuk, majd vagy magneses
MACS oszlopon anti-FITC mikrogydngy (Miltenyi Biotec) felhasznalasaval, vagy MoFlo sejt
szorterrel tisztitottuk (Hare, Pongracz J et al. 2003).

Timocita alpopulaciokat anti-CD44, anti-CD25, anti-CD8, anti-CD4, anti-CD45, anti-CD69 (Hare,
Pongracz et al. 2002) elsédleges ellenanyagokkal és a megfelel6 kombinacioban alkalmazott
masodlagos jelzéssel (FITC, PE vagy APC) Dynalbeads (magneses elvalasztas) vagy MoFlo sejt
szorter alkalmazasaval valasztottuk el. Amikor csak timocitakra volt sziikség, akkor a timusz
lebenyekbdl mechanikai uton, a lebenyek felszeletelésével szabaditottuk Ki a limfoid sejteket.
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4.2.2.2. Limfoid sejteket nem tartalmazé timusz lebenyek elédllitdsa

A E14 illetve E15 napos timusz lebenyeket szovetkultirakban inkubaltuk 2-deoxiguanozin
jelenlétében (Jenkinson, Eserson et al. 1992). Mivel a 2-deoxiguanozin gatolja a sejtosztodast, a
periodust kovetéen. Az igy elokezelt timusz lebenyekbdl az epitélialis és egyéb timusz stroma sejtek
tisztitaisa CD45-6s depléciot kovetden igen nagy hatasfoku.

4.2.2.3. Timusz reaggregdtum kultirdk

A tisztitott sejtkulturakbol 1:4 (timocita:epitélium) aranyu keveréket készitettiink, majd vagy
centrifugalassal (100xg, 5 perc, 4°C, majd 150xg, 5 perc, szobahén) aggregaltuk (Eserson és
Jenkinson 2007 ), vagy 20 ul-nyi folyadékban fiiggd csepp kultarat készitettink. A 12-24 oras
inkubalasat kovetéen az aggregalt timusz kultirak stabilizalodtak és 5 ml-nyi médiumban szivacsra
helyezett Millipore filteren 5-11 napon keresztiil inkubalhatok voltak, amikor is a timocitik
differencialédasi markereit aramlési citométerrel ellendrizni lehetett (Pongracz JE, Parnell SM et al.
2006).

4.2.2.4. Fiiggo csepp (hanging-drop) kultirdk

Mikrogravitas vagy fiiggé csepp Kkultarakat steril mianyagbol késziilt plate-eken (Terasaki plate)
allitottuk 6ssze. A Terasaki plate-ek mind 60-lyuka, mint 72-lyukt formatumban késziilnek, orvosi
tisztasagi polisztirénbdl. Minden egyes lyuk térfogata kb.10 pl, ezért lyukanként 20 pl-nyi
folyadékkal fejjel lefelé forditva a plate-eket kialakulnak a fligg6-cseppek, melyeket a kapillaris hatas
tart a mtianyaghoz rogzitve. Egy ilyen folyadékcsepp-ben a szuszpenzidban levé sejtek lassan
letilepednek, és aggregatumot képeznek. Mivel a kicsi térfogatban a tapanyag mennyisége limitalt,
amint az aggregatum Kkialakult, a mikroszovetet nagyobb szovettenyészt6 edénybe helyeztiik at
(Pongracz JE, Parnell SM et al. 2006; Anderson és Jenkinson 2007 ).

A fiiggé csepp kultira megkonnyiti a limitalt sejtszama populaciokbdl szoveti aggregatumok
készitését, mivel igen kevés sejtszam esetén is hasznalhat6 és manipulalhato eljaras.

4.3. Sejt specifikus molekulak detektalasa

4.3.1. Citospin

Kezelt vagy kezeletlen neutrofilekb6l, timocitakbol vagy sejtvonalakbol (TEP1, U937, HL60)
1x10%ml sejt szuszpenziot készitettiink, majd 100 pl-nyi sejtet vittiink a citocentrifuga sejttartalyaiba
(300 rpm, 3 perc, 20°C). Centrifugalast, majd szaritast kovetéen a festési eljarashoz sziikség szerint
optimalizalt fixalasi (aceton, metanol, etanol, paraformaldehid) és permeabilizalasi (Tween20, vagy
szaponin) eljarasnak vetettiik ala a sejteket. Ezt kovetéen fehérje specifikus ellenanyaggal jeldltiik a
kisérlet szempontjabol fontos fehérjéket. Immunofluorescens és konfokalis mikroszkopiaval végeztiik
az analizist. Az apoptotikus neutrofileket hematoxilin-eozinnal festett sejt Sszuszpenziobol
mikroszkopikus analizissel morfologia alapjan azonositottuk (Afford, Pongracz et al. 1992).

4.3.2. Szoveti metszetek

Fagyasztott primer timuszbol vagy reaggregatum kultirabol 8-9 um vastag metszetek késziiltek,
amelyeket hideg acetonban vagy 4%-os paraformaldehidben fixaltunk (Talaber, Kvell et al. 2011). A
metszetek szaritasat kovetéen 5%-o0s bovine serum albumin-nal blokkoltuk (BSA PBS-ben, 20 perc)
mielétt a megfelelé specifikus ellenanyaggal (anti-Ly51-PE (clone 6C3), anti-EpCAM-FITC (clone
G8.8), jeleztiik a fehérjéket. Amennyiben intracellularis fehérjék (pl anti-PKC 8) expresszios vagy
lokalizacios analizisét végeztiik, a metszeteket paraformadehides fixalas utan szaponinos kezeléssel
permeabilizaltuk. A sejtmagot DAPI festéssel, mig a zsirszovetet LipidTOX Red festéssel tettiik

17



dc_267 11

lathatova. A metszeteket Olympus BX61 mikroszkoppal és AnalySIS szoftverrel analizaltuk (Kvell,
Varecza et al. 2010).

4.3.3. Aramlasi citometria és szortolas

A sejtfelszini markerek vagy GFP expresszio alapjan hataroztuk meg az egyes sejtpopulaciok
jelenlétét illetve aranyait (Pongracz JE, Parnell SM et al. 2006). A sejtfelszini markerekre specifikus
primer ellenanyagok 1ézerrel gerjeszthetd festékkel direkt konjugalt formait (anti-Ly51-PE, anti-
EpCAM-FITC) vagy masodlagos ellenanyagok konjugaltjait alkalmaztuk. A sejteket jégen inkubaltuk
az ellenanyagok jelenlétében 30 percig, majd PBS-ben tortént mosasi 1épéseket kovetéen tovabbi 30
percig inkubaltuk masodlagos ellenanyag jelenlétében. A sejteket PBS-es mosast kovetéen 0,5%-0s
paraformaldehidben fixaltuk az aramlasi citometria megkezdése el6tt. Amennyiben életképes
sejtpopulaciora volt sziikség a tovabbi kisérletekhez, ugy a fixalasi 1épés elmaradt.

4.4. Apoptozis detektalasa

4.4.1. Korai apoptodzis detektalasa

A Korai apoptozist annexin festéssel detektaltuk, mivel annexin V nagy affinitassal k6t6dik a membran
foszfolipid foszfatidil-szerinhez, amely a belsé6 membranbdl a kiilsé membranba transzlokalodik még a
DNS fragmentacié megindulasa el6tt. A sejteket szuszpenzidban direkt FITC-konjugalt annexin V-tel
inkubaltuk (végsé koncentracio: 1 pug/ml), majd aramlasi citométerrel 488 nm-nél analizaltuk
(Pongracz, Parnell et al. 2003).

4.4.2. Késo6i apoptozis detektalasa

Az apoptozis kés6bbi stadiumait, amikor a membran ateresztéképessége fokozoddott, propidium
jodiddal teszteltiikk és aramlasi citométerrel mértiik. A DNS fragmentacié meghatarozasahoz DNS-t
tisztitottunk, majd a DNS létrat (apoptotikus fragmentumokat) agardéz gélben szeparaltuk, majd
etidium bromiddal, UV fényben tettiik lathatéva. Neutrofil sejtszuszpenziok esetében az apoptotikus
morfologiat mutaté sejtek kvantitalasa érdekében citospint készitettiink, majd a sejteket hematoxilin-
eozin festést kovetéen mikroszkopikus uton analizaltuk (Pongracz, Parnell et al. 2003).

4.5. RNS izolalas, cDNS készités, RT-PCR és Q-RT-PCR

4.5.1. RNS izolalas, cDNS készités és végpont RT-PCR

A szoveti vagy sejtes mintakbol NucleoSpin RNA clean-up kit felhasznalasaval keriilt sor RNS
izolalasra. A kinyert RNS-bdl SuperScript Il RNaseH-reverse transcriptase (Invitrogen) Kkit
felhasznalasaval késziilt cCDNS. Az igy kapott cDNS-b6l szekvencia specifikus primerek (szekvenciak
a kozleményekben talalhatok) és ReddyMix PCR Master Mix felhasznalasaval végeztik. A
reakcioterméket etidium-bromid jelenlétében, 1%-1,5%-0s agaroz gélben szeparaltuk. A gél UV fény
alatti elemzése Bio-Rad image analizator segitségével tortént. Belsé kontrollként altalaban B-aktin-t
hasznaltunk (Pongracz, Hare et al. 2003).

4.5.2. Q-RT-PCR

A kvantitativ PCR reakciokhoz vagy SYBR green vagy TagMan modszert alkalmaztunk. A , master
mix”’-hez gén specifikus primereket adtunk, melyek szekvenciaja a csatolt publikaciokban
megtalalhatok. A kvantitativ RT-PCR adatok analiziséhez a delta Ct (dCt) és a Relative Quantity (RQ)
modszereket alkalmaztuk. Minden minta triplikatumokban keriilt mérésre. A PCR reakciot a
disszociacios gorbe analizisével ellenériztiik (Kvell, Varecza et al. 2010).
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4.6. Imnmunprecipitacio és Western blot

4.6.1. Immunoprecipitacio

A megfelelé kezelést kovetéen a kisérleti sejttipusokbol Szuszpenziot készitettiink, majd lizis
pufferben (lasd Western blot), jégen inkubaltuk 20 percen keresztiil. A kisérlet altal megkovetelt
ellenanyagot (pl. anti-foszfo-szerin, anti-Bcl2, anti-PKC §8) és protein A Sepharose-t adtunk a
lizatumhoz, majd folyamatos rotacio mellett végzett egész éjszakas inkubalast (O/N, 4°C-on) kovetden
a Sepharose gyongyoket gyors centrifugalassal (5", 4°C, 14,000 rpm) 6sszegyt;jtottiik, jéghideg TBS
(10 mM Tris/HCI, pH 7,8) pufferben mostuk, majd ujra szuszpendaltuk 50 pl TBS-ben +25 ul 2xSDS-
minta pufferben, aztan 3 percig forraltuk, mielétt centrifugaltuk és SDS-PAGE gélben szeparaltuk.
Amennyiben enzimaktivitast kivantunk mérni, ugy a TBS puffer helyett az enzimaktivitas méréséhez
sziikséges Osszetételii pufferben szuszpendaltuk fel a Sepharose gyongyoket (Pongracz, Parnell et al.
2003; Varecza, Kvell et al. 2011).

4.6.2. Western blot

A megfelelé kezelést kovetéen a kisérleti sejttipusokbdl Sszuszpenziot készitettiink, majd lizis
pufferben (20 mM HEPES pH7.4, 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl, 137 mM NaCl, 50 mM B-glicerofoszfat,
1% Triton X100 kiegészitve 1mM DTT, 2mM PMSF, 2ug/ml leupeptin, 1ug/ml aprotinin, 2 mM
NasVO, , 0,1 M Na-pirofoszfat, 1 uM B-mikrocisztin és10 mM NaF) jégen inkubaltuk 20 percig. Az
inkubalast kovetéen a mintakat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk ¢és -70°C-on taroltuk
felhasznalasig. Mielétt 10% SDS-PAGE-n szeparaltuk a fehérjéket, a mintakat 2xSDS, minta
pufferben felforraltuk. A géleket PVDF (Immobilon)-membranra blottoltuk, majd 1%BSA-val
foszfo-Akt, anti-foszfo-Bad, anti-Bad, anti-Bcl2, anti-p-katenin, anti-PKC & vagy p-aktin). Specifikus
masodlagos HRP-ellenanyaggal jeloltiik a primer ellenanyagot, majd a fehérjéket chemiluminescent
»oupersignal kit” segitségével (Pierce) tettiik lathatova. A mennyiségi 6sszehasonlitast denzitometrias
analizissel végeztiik (Alpha Imager, Flowgen). Amennyiben yP¥-ATP beépiilését vizsgaltuk, ugy a
blottokat megszaritottuk és autoradiografianak vetettiik ala (Pongracz, Webb et al. 1999; Pongracz,
Parnell et al. 2003).

4.7. Enzimaktivitas mérése

4.7.1. PKC izoenzimek, Akt/PKB, PI3K és JNK aktivitasanak mérése

A megfeleld kezelést kovetden neutrofilekbol, timocitakbol vagy timusz epitélials sejtekbdl keriilt sor
enzim fehérjére specifikus ellenanyag felhasznalasaval az enzim immunprecipitacidjara (2 ora, 4°C-
on), majd a megfelelé gatlo (pl. S33559) és aktivalo (pl. DAG, TPA) kontroll kezelések alkalmazasa
mellett mértiik a y-**P-ATP beépiilését az enzim specifikus szubsztratba (Pongracz, et al. 1999). Mas
kisérletekben viszont a szubsztratba beépiilt radioaktivitds folyadék szcintillicids mérésével
hataroztuk meg az enzim aktivitasat (Griffiths, Garrone et al. 1996; Pongracz, Parnell et al. 2003).

4.7.2. PKC-k autofoszforilacidja

A PKC izoenzimek autofoszforilacidjanak méréséhez a sejtvonalakat 4 oran keresztiil 200 mCi/ml

[**P] ortofoszfatot tartalmazo médiumban inkubaltuk, majd PKC izoenzim specifikus ellenanyag
felhasznalasaval immunprecipitaltuk. 8% SDS-PAGE-n végzett elektroforézist kovetden a géleket
megszaritottuk, majd autoradiografaltuk (Griffiths, Garrone et al. 1996).
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4.8. Génexpresszio modositasa

4.8.1. Rekombinans virusok készitése

A rekombinans virusok megkonnyitik a gének bejuttatasat primer sejtekbe, mivel fiziologias
folyamatokat hasznalnak a génbevitelre. Mig a retrovirusok osztod6 sejteket, addig az adenovirusok
nem osztodo, elsésorban epitélialis eredetii sejteket fert6znek meg. A retrovirusok altal bejuttatott
gének beépiilnek a genomba, mig az adenovirusok altal bejuttatott gének nem. Mind a rekombinans
retro, mind a rekombinans adenovirusok fertézéképesek, de vad tipust sejtekben osztodni nem tudnak.
A virusok eléallitasahoz ezért specialis sejtvonalakra (293A, Phenix) van sziikség, amelyek hordozzak
a virusok replikacidjahoz sziikséges géneket.

4.8.1.1. Rekombindns retrovirusok

A rekombinans retrovirusok készitéséhez a MIG (MSCV-IRES-GFP) plazmid konstrukciot
hasznaltuk, melybe szekvencia specifikus primerek segitségével amplifikalt célszekvenciakat
klonoztunk. gy késziilt el a MIG-CMV-IRES-GFP, MIG-CMV-ICAT-IRES-GFP, MIG-CMV-Wnt4 -
IRES-GFP ¢s a MIG-CMV-ICNOTCH-IRES-GFP plazmid. Az elkésziilt virus plazmidokat tisztitas
utan 293A sejtvonalba transzfektaltuk Lipofectamine 2000 felhasznalasaval. A sejtvonal hordozza a
virus replikacidjahoz sziikséges szekvenciakat, és a sejtvonalban termelt retrovirusokat a médiumba
bocsatja ki. A médiumot harom napon at gyjtottiik, majd felhasznaltuk osztodo, primer timocitak
megfertézésére (Pongracz, Hare et al. 2003; Pongracz JE, Parnell SM et al. 2006).

A MIG plazmid Prof Warren Pear (Pennsilvania) ajandéka volt a kisérletek kivitelezéséhez. Az abran
a piros és kék jelek restrikcios helyeket jelolnek, melyek megkonnyitik a restrikcios térkép elkészitését
a klonozas soran. A bejuttatasra vard géneket ,,multiple cloning site’-on valamelyik restrikcios hely
kivalasztasaval ugy klonoztuk, hogy a gént a restrikcios helyekre jellemz6 ,ragados” véggel
készitettiik el.

4.8.1.2. Rekombindns adenovirusok készitése

A rekombinans adeno-virusok készitéséhez a kereskedelmi forgalomban 1évé alapvektorokat
hasznaltunk (Hare, Pongracz J et al. 2003). El6szor a ,,shuttle” vektorba klénoztuk a modositott
expressziot igényl6 szekvenciat, majd a ,,shuttle” és ,,acceptor” vektort homolog rekombinaciénak
vetettiik ala. A homolog rekombinaciot kovetéen a vektorokat baktériumokban felszaporitottuk,
megtisztitottuk, linearizaltuk, majd a 293A sejtvonalba juttattuk Lipofectamine 2000 segitségével. A
sejtvonalban a sikeres transzfekciot kovetéen megfeleld mennyiségii plazmidot hordozo sejtek
virusokat kezdtek termelni. A virustermel6 sejtek elpusztultak és a kiszabaduld virusok tovabbi
sejteket fertoztek meg. Igy nétt meg a virus koncentracioja a feliiliszoban, amellyel tovabbi sejteket
fertéztink meg. A megfelel6 mennyiségii fertézott sejt elérése utan a virusokat kereskedelmi
forgalomban is elérheté Ad virus tisztito kit segitségével tisztitottuk, majd centrifugalasos modszerrel,
Millipore sziiréket felhasznalva koncentraltuk.

A Kkisérletekhez az alabbi adenoviralis vektorokat készitettiikk: Ad-CMV-CD80-IRES-GFP, Ad-CMV-
IRES-GFP.

4.8.2. siRNS Kkisérleti alkalmazasa

Az siRNS avagy a ,,small interfering RNA” alkalmazasa ma mar bevett gyakorlat a gén transzkripciot
kovetd, transzlacios folyamatok megakadalyozasara. Kisérleteinkben kereskedelmi forgalomban
elérheté SiPKC 6-t hasznaltunk a PKC & fehérje szint és aktivitas csokkentésének elérése érdekében
(Varecza, Kvell et al. 2011).
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5. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

5.1. PKC-k a mieloid tipusui immunsejtek jelatvitelében

A mieloid tipusi sejtek az immunoldgiai védelem elsé vonalat képviselik, melynek
kovetkeztében szerepiik elengedhetetlen a természetes immunvalasz kialakitasaban. A mieloid
sejtekben kialakuld betegségek ezért megbénitjak az immunrendszer miikodését, amely
sulyos, gyakran halalos patoldgias folyamatok kialakuldsdhoz vezet.

Kezdeti kisérleteinkben a PKC csalad fiziologias hatasainak felderitése volt a célunk A
kisérleteinkben alkalmazott aktivatorokat és inhibitorokat az 1. tablazat foglalja Gssze.

1. tablazat

Rovi- Akti- Inhi-
Teljes elnevezés dités vator bitor Célenzim
12-tetradecanoyl-13-phorbol acetate TPA + PKC csalad
12-deoxyphorbol-13-phenylacetate Dopp + PKC csalad
12-deoxyphorbol-13-phenylacetate-20-acetate Doppa + PKC csalad (PKCp)
thymeleatoxin THY + PKC csalad
Bistratene A BisA + PKCs
Staurosporine SA + PKC
G06976 + cPKC
Rottlerin + PKCs
Bisindolylmaleimide I Bis + cPKC
PD98059 + MAPK-ERK1,2
LY379196 + PKCp
13-Hydroxyoctadecadienoic acid 13-HODE + PKC
SB202190 + p38

5.1.1. PKC izoenzimek szerepének vizsgalata mieloid sejteken gyulladasi,
proliferacios és apoptotikus folyamatokban

A mieloid sejtek eldalakjaibol készitett sejtvonalak alkalmasnak bizonyultak a PKC
izoenzimek fiziologias folyamatokban torténd jelatviteli szerepének meghatarozasara.

A kutatasainkban alkalmazott egyik vegyiilet a 13-HODE. A hydroxylinoleic sav a
lipoxigenaz egyik f6 metabolitjaként ismert, amelyet a gyulladasos folyamatokban résztvevo
mieloid tipusu sejtek termelnek a gyulladasos sejtek aktivitisanak modositasara.

Kezdeti vizsgalataink soran ¢él6 sejtekben vizsgaltuk az enzimaktivacio hatasara végbemend
fehérjelokalizacios valtozasokat. Kisérleteinkben a promieloid, HL60-as sejtvonalat és
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rekombinans PKC izoformakat hasznalva megallapitottuk, hogy a 13-HODE képes gatolni a
PKC a-t, BI-t és PIlI-t, azaz a klasszikus PKC-kat, de nem befolyasolja a novel PKC &
aktivaciojat. A kisérletek eredményeként arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a PKC 6 a
gyulladasos folyamatok jelatvitelében feltehetéen nem jatszik szerepet.

PKC & altal iranyitott jelatviteli folyamatok vizsgalatira elséként a PKC & aktivaciot
indukal6 Bistratene A (Bis A) elnevezési poliétert hasznaltuk (Degnan, Hawkins et al. 1989).
Bis A hatasat vizsgalva megallapitottuk, hogy ez a vegyiilet citosztatikus hatassal rendelkezik,
G2/M(10) fazisban allitva le a sejtosztodast (Griffiths, Garrone et al. 1996). Amennyiben a
promieloid HL60 sejtvonalat kezeltiik BisA-val, a sejtek megindultak a monocita/macrofag
(Watters, Marshall et al. 1990) iranyu differencialodas utjan, melyet differenciacios markerek,
mint pl a CD11-es molekula expresszidjanak megjelenésével és az adhézids képesség
megndvekedésével bizonyitottunk. Kisérleteinkbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
klasszikus PKC-kel ellentétben a novel PKC & elsésorban a differencialodast iranyito
jeltovabbitasban vesz részt.

Kérdéses maradt azonban, hogy a klasszikus PKC alcsalad minden tagja proliferaciot
indukalé jeleket tovabbit-e, vagy ezek az enzimek szerepet jatszanak sejtdifferenciacio vagy
apoptozis szabalyozasaban is? Ennek a kérdésnek megvalaszolasahoz PKC aktivatorokra
vagy inhibitorokra volt sziikség. Hogy a klasszikus alcsaladba tartoz6 PKC [ izoenzim
altalanos szerepkorét tanulmanyozzuk, az U937-es sejtvonal felhasznalasaval végeztiink
kisérleteket a TPA-nal nagyobb enzimspecificitast mutatdo, PKC [ specifikusnak feltételezett
forbolészter, Doppa felhasznalasaval.

A PKC o-t, B-t, 8-t és (-t expresszalo U937-es sejtvonalon végzett kisérletekben Kimutattuk,
hogy a PKC B gyors aktivacioja az apoptotikus folyamatok megindulasahoz vezet, mellyel

------

Osszességében kisérleteink segitségével sikeriilt arra ravilagitanunk, hogy a PKC izoenzimek
egyedileg és enzimcsoportokként is részt vesznek specifikus jelatviteli folyamatokban.
Tovabba megallapitottuk, hogy a biologiai rendszerek PKC izoenzim Gsszetétele, azok
aktivacios szintje, a bejovo jelek eréssége és az enzimek hatasiranyanak eredéje donti el a
fiziologias valaszképességet. Ennek tiikrében azonban felmeriilt, hogy mennyiben relevansak
a mutans sejtvonalakon végzett kisérletek, ha az emberi szervezetben, természetes
formajukban jelen 1évé immunsejtek miikodését kivanjuk megismerni és terapias célzattal
befolyasolni? Hogy kozelebb keriilhessiink a PKC-k fiziologias jelatvitelben betoltott
szerepének Mmegértéséhez, sejtvonalak helyett a tovabbiakban primer human neutrofilekben
kovettiik a jelatviteli folyamatokat.

5.1.2. Gyulladasos folyamatok jelatviteli vizsgalata

Neutrofil granulocitak a legnagyobb szamban jelen 1évé fehérvérsejtek a keringésben. A
neutrofilek a természetes immunitas igen fontos alkotoi, hiszen fertézések esetén mikrobakat
fagocitalnak ¢és pusztitanak el. A fertézés eliminalasa utan a neutrofilek apoptozissal
elpusztulnak és maradvanyaikat a makrofagok fagocitaljak. Ertheté modon, ha a neutrofilek
apoptozisa nem, vagy csak késve indul meg, tgy a fertézésen atesett teriilet szoveti elemeinek
pusztitasa tovabb folytatodik, mely kronikus szoévetkarosodashoz vezet.

Mivel az aktivalt neutrofilek perzisztens jelenléte igen Kiterjedt szovetkarosodast
eredményezhet, a kronikus gyulladasi folyamatok leallitasa terapias szempontbol is igen
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fontos cél. A hatékony terapia megtervezéséhez azonban sziikséges a neutrofil apoptdzis
molekularis folyamatainak megértése, és olyan molekulak megismerése, melyek terapiaban
valo alkalmazasaval szabalyozhatova valnak a neutrofilek aktivaciés és apoptotikus
folyamatai.

A neutrofil aktivacios folyamatok vizsgalatanal figyelembe vettiik, hogy a neutrofil aktivacio
egyik f6 1épése a NADPH oxidaz aktivacioja, mely enzim NADPH felhasznalasaval
katalizalja a reaktiv oxigén gyokok termelését. A reaktiv molekulagyokok termelése fontos
1épés a neutrofilek sejtpusztitdé képességének kialakulasaban. A folyamat fobb 1épései a
kovetkezok: az inaktiv neutrofilekben a sok komponensbdl all6 NADPH oxidaz disszocialt
allapotban van. Sejten kiviili stimulal6 jelek hatasara az aktivalt neutrofilekben megindul az
enzim két f6 kompnonensének (p47°"* és p67°"™) foszforilacioja, melynek hatésara igen
gyorsan asszocialodik az aktiv enzim komplex. Ennek eredményeként a neutrofil képessé
valik reaktiv oxigén gyokok eldallitasara és sejtpusztitd funkcidjanak betoltésére.

Annak eldontésére, hogy a PKC-k szerepet jatszanak-e a neutrofilek szuperoxid termelésében,
forbolészterek és formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine (fMLP) hatasat teszteltik rovid
id6tartami, PKC izoenzim aktivacios kisérletekben.

A Kkisérletekbdl megallapithaté volt, hogy az fMLP kezelés leginkabb PKC o és PII
aktivaciojahoz vezet, mely leginkabb a TPA altal indukalt izoenzim transzlokacios
mintazathoz hasonlit. Ez felvetette annak lehet6ségét, hogy a szuperoxid termel6déséhez
vezetd folyamatokat klasszikus PKC-k iranyitjak, feltehetéen PKC o. Ez annal is inkabb
valdszintinek tiint, mivel a PKC B specifikus Doppa és a PKC & specifikus BisA kezelés nem
vezetett szuperoxid termeléshez.

Hogy tovabbi bizonyitékot nyerjiink az izoenzimek szerepér6l a neutrofilek szuperoxid
termelésében, PKC aktivaciot gatld farmakologiai hatdanyagokat alkalmaztunk a
kisérleteinkben. Elészor a neutrofileket PKC inhibitorokkal el6kezeltiik (Bis, Rottlerin,
G06976 és 13-HODE), mielétt a sejteket TPA-val vagy fMLP-vel aktivaltuk. Erdekes modon,
mig kisérleteinkben a TPA hatasat teljes mértékben alatamasztottak az inhibitorokkal végzett
tesztek, azaz a klasszikus alcsaladba tartozo PKC izoenzimek donté szerephez jutottak a TPA
altal indukalt szuperoxid termelésben, addig az fMLP receptorbol induld jeleket a
farmakolodgiai inhibitorok egyike sem gatolta.

A kisérleti eredményekbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy szamos jelatviteli ut vezethet
a reaktiv oxigén gyokok termeléséhez. Mivel szamos jelatviteli folyamat befolyasolja a
neutrofilek aktivaciojat, félrevezeté lehet a kisérleti rendszerek tulzott leegyszeriisitése és a
természetes hatdanyagok eliminalasa. A neutrofilek fiziologias folyamatainak megértéséhez
ezért tovabbi kisérletekre volt sziikség. Kérdéses maradt ugyanis, hogy neutrofilek
apoptotikus sejthalalaban szerepet jatszanak-e PKC fiiggé folyamatok? Ennek a kérdésnek a
megvalaszolasa igen fontos lehet, hiszen a gyulladasos folyamatokban aktivalodo és
szovetkarosito neutrofilek eltavolitasa fontos terapids cél.

A neutrofilek apoptotikus folyamatainak vizsgalatara a vérarambol frissen eltavolitott
neutrofileket hasznaltunk. Megallapitottuk, hogy az életképes sejtekkel szemben, az
apoptotikus folyamatok megindulasakor PKC B és PKC & izoenzimek talalhatok a neutrofilek
partikularis frakcidiban, melybdl arra kovetkeztettiink, hogy ez a két PKC izoenzim fontos
szerepet tolthet be a neutrofil apoptozis szabalyozasaban.
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Kisérleteink ramutattak, hogy a PKC & noha fontos, nem lehet egyetlen eleme az apoptotikus
kaszkadnak. Tobbek kozott azért, mert a PKC 6—t aktivalod kaszpaz-3-nak is szamos egyéb
szubsztratja ismeretes (pl. az apoptozis-specifikus endonukledz inhibitora, citoszkeletalis
fehérjék, stb.), tehat kizardlag a PKC o-ra koncentraldo potencialis terapias eljarasok nem
lehetnek hatékonyak.

Noha kutatasaink soran sikeriilt azonositanunk a PKC csalad fontos szerepét mind az
apoptotikus sejthalal, mind a sejtek tulélése Szempontjabol, a kisérletekb6l az is
nyilvanvalova valt, hogy a szoveti kornyezetbdl szarmazod extracellularis jeleket szorosabb
kapcsolatba kell allitani a sejten beliili jelatviteli folyamatokkal ahhoz, hogy terapias
szempontbol is alkalmazhaté ismereteket nyerjiink.

Osszességében kisérleteink eredményeként nyilvanvaléva valt, hogy a szoveti kornyezet
komplex hatasa befolyasolja az egyes sejtek tulélését, aktivalodasat, illetve halalat kivalto
jelatviteli folyamatokat, melynek behatobb vizsgalatahoz Osszetettebb kisérleti modellre van
sziikség.

5.2. Jelatvitel a timusz organogenezise és a timocitak fejlédése soran

A csecsemémirigyben, avagy a timuszban végbemend sejtes és szoveti valtozasok, mind a
szerv kialakulasa, mind a benne fejléd6é T-sejtek differencialodasa és szelekcidja soran idealis
kornyezetet biztositanak a jelatviteli rendszerek vizsgalatara. A timusz kiilonlegessége az is,
hogy a fejlédés, osztodas, differencialodas és sejthalal ugyanabban a szovetben,
parhuzamusan megy végbe ugy, hogy a fenti folyamatokat kivalto sejtes interakciok illetve
szekretalt faktorok hatasanak eredéje szabja meg a szévet minden sejtjének valaszreakcioit.

A timuszban fejl6dé T-sejtek szamos fontos osztodasi, differenciacios és szelekcios 1épésen
esnek at. Ezek koziil a T sejt receptorhoz (TCR-hoz) kapcsolodik mind a sejtek pozitiv, mind
negativ szelekcidjanak folyamata, melynek eredményeként eld6l, hogy a periférian milyen
TCR repertoarral rendelkeznek majd a T-sejtek.

Kisérleteinkben abbol a megfigyelésbél indultunk ki, hogy az antigén-MHC komplexet
felismerd T-sejtek kapcsolodasi erésségének tesztelése elsésorban a timusz epitélialis sejtjeire
harulo feladat. A timusz epitélialis sejtek ugyanis képesek mind MHCI, mind MHCII
expresszidjara. A fejlédo timocitak a kortikalis és medullaris epitéliumon tesztelik elészor a
TCR génatrendez6dés eredményeként 1étrejovo receptor fehérjék antigén és MHC felismerd
képességét. Az antigén-MHC-komplexet felismer6 TCR-bdl szarmazo jeleken tulmenden
szamos Kko-receptor-ligand kapcsolat szabja meg a jel erdsségét, amely vagy a timocitak
tuléléséhez vagy apoptotikus sejthaldlahoz vezet.

A TCR-bdl szarmazo jelatviteli folyamatok vizsgalatara és annak megallapitasara, hogy
mekkora erésséggel kotédik a timocita az epitéliumhoz elészor azt vizsgaltuk, hogy mely
molekuldkra van sziikség ahhoz, hogy a timocitak komplexet képezzenek az epitélium
membranjan talalhat6 peptid-MHC molekulakomplexszel. In vitro kisérletekben TCRa-/-,
azaz funkcioképtelen TCR-ral rendelkezé timocitakat, és MHC-val nem rendelkez6, azaz DK
(MHCI/11-/-) epitéliumot hasznaltunk a vad tipusu, Balb/c egerekbél szarmazo szovetek és
sejtek kontrolljaként.

Kisérleteinkben megallapitottuk, hogy a timocitaknak rendelkezniiik kell funkcioképes TCR-
rel, mig az epitélialis sejteknek MHC-val ahhoz, hogy a szelekcios folyamatok
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megindulhassanak. A fenti kisérletben olyan kisérleti rendszer Osszeallitasara kerilt sor,
amelyben a timocitak valaszreakcidéi kivaldéan nyomonkovethetévé valtak differenciacios
markerek segitségével, mig a sejten beliili jelatviteli valtozasok is tesztelheték maradtak.
Megallapitottuk, hogy a timocita-epitélium komplexben az aktiv receptor-ligand kapcsolat az
aktin citoszkeleton koncentralt polimerizaciojaval jar mind a timocitakban, mind az epitélialis
sejtekben, mely a timocitakban tirozin foszforilaciotol fiiggé Ca ion szint novekedéséhez
vezet, azaz aktiv jelatvitel megindulésa észlelhetd.

A fenti kisérleti rendszerben aktivalt DP timocitakat ez utan timusz reaggregatum kulturakban
inkubaltuk tovabb hét napon at. A haromdimenziés (3D) timusz epitélialis szovet megfeleld
mikrokornyezetet biztosit a T-sejtek teljes kifejlédéséhez. Ebben a mikrokdrnyezetben a hét
napos inkubacios id6 lehetdséget biztosit a T-sejtek kifejlédésére és a pozitiv szelekcio
folyamatanak nyomonkovetésére. A fenti kisérleti rendszer alkalmazasa egyértelmiivé tette,
hogy az in vitro sejtszuszpenzidban epitélialis sejtekkel konjugaltatott timocitak olyan tulélési
jelet kaptak, ami lehetévé tette a CD4" helper és a CD8" citotoxikus T-sejtekké torténd
differencialodasukat, azaz a DP timocitak pozitiv szelekcion estek at. Ez a folyamat a
sejtfelszini markerek karakterisztikus valtozasaval nyomonkovethet6 volt.

A sejtek egymasrahatasanak kovetkeztében meginduldé pozitiv szelekcidhoz vezet6
folyamatok soran szamos intracellularis jelatviteli molekula aktivalodasa is megfigyelhet6
volt. Hogy a molekularis aktivaciot lathatova tegyiik, a timocita-epitélialis sejt
konjugatumban a két sejt kozotti kapcsolat helyén sejtfelszini, és sejten beliili jelatviteli
molekuldkat jeloltiink meg. A sejtek kozotti interakcio helyére a CD3, CD45, CD4, CD8
sejtfelszini és, a p56lck tirozin kinaz, LAT adapter protein és PKCO belsé jelatviteli
molekuldk koncentralddtak.

Noha szamos jelatviteli molekula koncentralddott az epitélium-timocita kapcsolat pontjara, ez
a folyamat mégis fiiggetlennek bizonyult a ,,lipid raft”-ok avagy ,,lipid tutajok” jelenlététol,
melyeket korabban elengedhetetlennek feltételeztek az aktiv jelatvitel kialakulasahoz. Az a
felfedezés, mely szerint ,lipid tutajok” nem alakulnak ki a timuszon beliil fejlodé T-sejtek
jelatvitelekor kiilonosen fontosnak bizonyult, hiszen ramutatott a timuszban zajlo TCR-fiigg
szelekcios és a periférian végbemend TCR-fiiggd aktivacios jelek jeltovabbitasi
kiilonbségeire.

A jelatviteli kiilonbségeket analizalva feltételeztiik, hogy a CD28-B7 (CD80 és CD86)
kolcsonhatas, mint ko-stimulacios jel lehet az egyik kiilonbség a periférias T-sejtek és a
fejlodé, DP T-sejtek TCR-fiiggd jelatvitele kozott. Kiilonosen fontosnak tiint ennek a
feltételezésnek a vizsgalata, hiszen a timuszban a kortikalis epitélialis sejtek az érett,
periférias antigén prezentalo sejtekkel (APC) ellentétben nem expresszalnak CD80 vagy
CD86 ko-stimulacios ligandokat. Az elmélet ellenérzése kezdetben technikai problémakba
tk6zott, ugyanis a timusz epitélialis sejteken sziikség volt a fehérjeexpresszid modositasara.
Tovabbi nehézségként meriilt fel, hogy a sejtfelszinen expresszaltatott fehérjéknek
funkcioképesnek kellett lenniiik, mikézben a timusz epitélialis sejtek életképességét meg
kellett orizziik a fehérjeexpresszio modositasat eldidézo vektorok bejuttatasat kovetden is. A
korabban hasznalt génexpressziot modositd modszerek nem vezettek volna eredményre, mivel
a fenti modszerek alkalmazasahoz a timusz epitéliumot kétdimenzids kultirakban kellett
volna tenyészteni. Kétdimenzios szovettenyészetekben a timusz epitélialis sejtek azonban
elveszitik azon képességiiket, hogy a T-sejtek fejlodését és differencialodasat tamogassak.
Eppen ezért, végiil rekombinans adenoviralis (rAd) génbevitelre esett a vélasztasunk, amely
igen hatékonynak bizonyult az epitélialis sejtek fehérjeexpresszidjanak modositasaban akar
intakt timusz lebenyek esetében is. Kisérleteink ramutattak arra, hogy a rAd-sal CD80
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expressziora kényszeritett, majd fejlodé timocitakkal reaggregaltatott timusz epitélialis sejtek
Llipid tutajok” kialakulasat indukaljak a timocitakban, amelynek kovetkezményeként
megndvekszik az apoptdzis és csdkken a pozitiv szelekcio. Megallapitottuk tehat, hogy a ko-
stimulacios molekulak jelenléte modositja a TCR-fiiggé szelekcios jelek erdsségét.

Noha a ko-receptorok jelenléte, illetve hianya tampontot nyujtott a szelekcios jelek er6sségét
meghataroz6 folyamatok eredetére, a koncentraltan megjelend jelatviteli molekulak a
timocita-epitélium érintkezési feliileten nem adtak intracellularis magyarazatot a szelekcios
jelek er6ssége kozott fellépd kiilonbségekre.

Hogy a szoveti kornyezetbdl szarmazo talélést, illetve sejthalalt indukald sejten beliili jelek
kozotti kiilonbségeket azonositani tudjuk, két, a periférian ,,high avidity” jelet utanzé és ezért
T-sejtaktivaciot el6idézo faktort, anti-CD3e ellenanyagot és concanavalin A (ConA)-t
alkalmaztunk. Azért esett a valasztasunk az ellenanyagra és ConA-ra, mert fejl6dé timocitakra
mas hatast gyakorolnak, mint periférialis T-sejtekre. Mig az anti-CD3e ellenanyag a DP
timocitak apoptotikus halalat idézi el6, addig ConA kezelésiik pozitiv szelekciot és
kovetkezésképpen talélést indukal. A kisérleteket intakt embrionalis (E15) timusz
lebenyekben végeztiik annak bizonyitasat kdvetéen, hogy mind az ellenanyag, mind a ConA
bediffunddlnak a lebenyekbe. gy a két anyag hatasat az ambgy érintetlen szoveti
mikrokornyezetben vizsgalhattuk. Az anti-CD3e ellenanyag és a ConA hatasa kozotti
kiilonbség molekularis szinten mar korant sem bizonyult annyira egyértelmiinek, mint a
fejlodé T-sejtekre kifejtett szelekcios hatasuk. Korabbi kisérletek bizonyitottak, hogy a
timocitak TCR altal indukalt apoptotikus folyamatai soran a nur77 (Cheng 1997; Winoto

1997) transzkripcios faktor expresszidja megnd. Meglepd modon azonban mind az anti-CD3e
ellenanyag, mind a ConA ndvelte a nur77 expresszidjat megkozelitben azonos szinten.
Tovabba, a szelekcios folyamatok megindulasat jelz6, mind a negativ, mind a pozitiv
szelekcio soran expresszids csokkenést mutatd tcfl génre, gyakorlatilag azonos hatassal
voltak, csokkentve annak transzkripciojat.

crer

kinaz jelenlétébol arra kovetkeztettink, hogy esetleg a lipid ,,second-messenger”-ek
felszabadulasa lehet mas a két hatéanyag jelenlétében, amely aktivan modosithatja a talélési
és apoptotikus jeleket. A kiilsé receptor-ligand interakciok differencialt lipid ,,second-
messenger” indukcidja modosult kinaz aktivitast eredményezhet, mely a talélési
folyamatokban dont6 szerepet jatszo AKt/PKB enzim differencialt aktivalasat idézheti elo,
megvaltoztatva ezzel a talélés, illetve a sejthalal kivaltasat indukalo jelek aranyat. A
feltételezés kisérletes bizonyitasahoz a timocitak anti-CD3e és ConA kezelését kovetden a sejt
lizatumbodl immunprecipitaltuk az Akt/PKB enzimet, majd aktivitasméréssel bizonyitottuk,
hogy a ConA kezelés kovetkeztében az enzim aktivitasa megkozelitéen kétszeresére nd az
anti-CD3e-nal kezelt timocitakbol izolalt Akt/PKB aktivacios értékeivel 6sszehasonlitva.

Ebbdl az eredménybdl arra kovetkeztettiink, hogy az Akt/PKB fontos szerepet tolthet be a
tulélési folyamatok meginditasaban.Tovabbi kisérleteink ravilagitottak arra, hogy a ConA
sokkal nagyobb mértékben indukalja a Bad molekula foszforilacidjat, mint az anti-CD3¢
kezelés, amelynek kovetkezménye lehet az anti-apoptotikus BclXL fokozott felszabadulasa.
Ezen talmenden a ConA ellentétben az anti-CD3¢ ellenanyag hatasaval, idével a bad-gén
atirodasanak teljes gatlasat eredményezte, mikdzben egy masik anti-apoptotikus molekula, a
Bcl2 foszforilacidjat és ezzel aktivitasat novelte. Mivel a Bcl2 molekula foszforilacioja
gyakorlatilag azonnali, foszfataizok (PP2A) altal katalizalt de-foszforilaciohoz vezet,
megvizsgaltuk, hogy a de-foszforilacid miért nem kovetkezik be ConA kezelést kdvetden?

26



dc_267 11

Mivel a PP2A foszfatazt ceramidok aktivaljak, kémiai inhibitorokkal gatoltuk mind a savas
sfingomielinaz (SR33557), mind a ceramid szintaz (fumosin) aktivitasat, majd megvizsgaltuk
a DP timocitak talélését anti-CD3e ellenanyag, illetve ConA kezelést kovetden.

Varakozasainkkal ellentétben, a ceramid termelésének gatlasa nem akadalyozta meg az
ellenanyag altal kivaltott timocita depléciot. A ceramid termelés gatlasa viszont gatolta a
folyamat nagymértékben fiigg a savas sfingomielinaz aktivitasatol. Ennek kovetkeztében, és a
korabbi elméletiinkkel ellentétben nem a PP2A foszfataz, hanem a proliferacios folyamatokat
Is szabalyozo (Kolesnik 1995) PKC ( aktivalasahoz elengedhetetlen (Lozano 1994) ceramid-
termelés jatszik fontos szerepet.

rrrrrr

er0sen befolyasolja a TCR vagy Notch jelatvitel. Azonban a Notch és TCR fiiggé jelatvitel
nem elegend6 a timocitak Kifejlédéséhez. A Wnt jelatvitel is fontos szerepet tolt be a T-sejtek
érési és differencialodasi folyamataiban. A tisztitott timocita éstimuszepitélialis
sejtpopulaciokon végzett génexpresszios vizsgalatok ravilagitottak arra, hogy a Wnt rendszer
ligandjait els6sorban a timusz epitélidlis sejtek termelik. Ellentétben azonban a Notch
jelatvitellel, ezek a ligandok szekretaltak és a T-sejteken a tiz receptoruk koziil csak limitalt
szamu Fz talalhat6. A timocitak altal kiilonb6z6 fejlédési 1épésekben mas-mas Fz receptor
jelenlétét azonositottuk, amibél arra kovetkeztettink, hogy a Wnt jelatvitel jol
koriilhatarolhato folyamatokat szabalyoz a timocitak fejlédése és differencialddas soran.

Kisérleti eredményeink arra engedtek kovetkeztetni, hogy a Wnt jelatvitelre a timuszban
fejlédé timocitaknak elsésorban a DN-DP fejlédési atmenetnél van sziikségiik. Annak
megallapitasara, hogy csak a sejtek tuléléséhez sziikséges vagy a timocitak fejlédési
1épéseihez is elengedhetetlen-e a kanonikus Wnt jelatvitel, a B-katenin-fiiggd jeltovabbitas
modositasara volt sziikség. A sejtekben fiziologiasan is jelenlévd B-katenin inhibitor, ICAT,
génjének szamos példanyat rekombinans retrovirussal juttattuk a fejlodé timocitakba, ezzel
elérve azt, hogy a fejlédé timocitak nagy szazalékaban igen magas szinten expresszalodjon a
[B-katenin jelatvitelt gatlo molekula.

Miutan bizonyitottuk, hogy az ICAT aktiv, a rekombinans retrovirussal modositott tisztitott
DN timocitakat, illetve tisztitott DP timocitakat kiilon-kiilon reaggregalt timusz kultarakban
tenyésztettiik tovabb. Ezekben a kulturakban minden jel, a TCR-MHC jelatviteltél, a Notch
szignalokon keresztiil, a Wnt ligandokon és receptorokon at rendelkezésre allt a timocitak
fejlédéséhez és differencialodasahoz. Az egyetlen kivételt, a kanonikus Wnt jelatvitel
jelentette a timocitakon beliil, amelyet hatékonyan blokkolt az inhibitor jelenléte. A DN
timocitakkal végzett kisérletek bizonyitottak, hogy a Wnt jelatvitel a DN-bol a DP fejlédési
allapotba valo atmenethez sziikséges. Erre mar a Fz receptorok expressziés Mmintazatanak
vizsgalatabol is kovetkeztetni lehetett, hiszen a timocitak Wnt receptorokat elsésorban a DN3,
DN4 és DP fejlodési allapotban expresszalnak. Az inhibitor jelenlétében végzett kisérletek
ramutattak arra, hogy az ICAT-et expresszalo sejtek a DN, illetve a DN'TCRp", a DP
fejlédési allapotot kdzvetleniil megel6z6 differencialodasi szinten rekedtek meg a fejlédésben.

A DP timocitakkal végzett kisérletek ramutattak arra is, hogy a tovabbi differencialodasi
szakasz nem igényli a kanonikus Wnt jelatvitelt, hiszen a timocitdk SP (CD4%8" helper és
CD48" citotoxikus) sejtekké értek a kanonikus Wnt inhibitor jelenlétében.

crer
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epitéliumbol szarmaznak. Ezek nélkiil, azaz Notch avagy Whnt jelek nélkiil, a timocitak nem
érik el azt a fejlédési szintet, amely elengedhetetlen a receptorlancok génjeinek
atrendezédéséhez. Amennyiben nincsenek miikodéképes receptorok a fejlodé timocitak
felszinén, Ggy a funkcioképtelen sejtek apoptotikus sejthalallal elpusztulnak. A funkcioképes
TCR kialakulasa utan azonban minden egyéb jelet feliilimak a TCR fiiggo szelekcios
szignalok.

5.3. Jelatvitel a timusz atroéfidja soran

Annak megértése érdekében, hogy a T-sejtek fejlédését tamogatd timusz epitélium hogyan
alakul ki, a Wnt jelatvitel alaposabb megértése tiint a legcélravezetébb kutatasi iranynak. A
Whnt jelatvitel kiilondsen fontosnak igérkezett, mivel a Wnt4 jelatviteli molekula hianyaban a
timusz epitélium karakterét kialakito transzkripcios faktor, FOXN1 transzkripcioja nem indul
meg, azaz a timusz epitélium nem alakul ki. A timusz epitéliumban zajlé jelatvitel
megértéséhez azonban olyan kisérleti rendszer kialakitasara volt sziikség, amelyben a
célgének azonositasaval a Wnt jelatvitel jol nyomon kovetheté. Ehhez olyan komplex
»Microarray” kisérleteket végeztiink, amelyekben a szelektiv Wnt célgének azonositasat
kivantuk elvégezni. A kisérletekhez a Fz receptorbdl szarmazo jelek tovabbitasaban fontos
szerepet betolté PKC (PKC 8) molekula modosulatait alkalmaztunk. Ezek a kutatasok végiil
teljesen 10 iranyt adtak a jelatviteli rendszerek és a timuszban zajlo folyamatok
megismerésének.

5.3.1. Fizioldgias timusz atroéfia

A timusz epitélialis sejtekben végzett Wnt jelatviteli vizsgalatok, melyekhez modositott
aktivitassal rendelkez6 PKC & molekuldkat is hasznaltunk, a kordbbi évtizedekben
»thymopoietin”-nek nevezett molekula génexpresszios szintjének Wnt fliggé valtozasait
azonositottak. A gén mai neve lamin asszocialt protein 20, azaz LAP2a, mely fontos szerepet
tolt be sejtek, kiilonosen a mezenhimalis eredetii fibroblasztok adipoid iranya
transzdifferenciaciojanak szabalyozasaban. Ezzel az eredménnyel felmeriilt annak a
lehetésége, hogy egy olyan jelatviteli rendszer néhany elemét sikeriilt azonositanunk, amely

fontos szerepet jatszik az dregedés folyaman lezajlo timusz atrofia szabéalyozasaban.

A fenti feltételezés alatamasztasara megkezdtik az oregedé vad tipust Balb/c egerek
timuszanak vizsgalatat, mely ravilagitott arra, hogy az 6regedés egy bizonyos fazisaban az
epitélialis és mezenhimalis markerek ko-lokalizalnak. Ez arra engedett kovetkeztetni, hogy a
korabbi elméletekkel ellentétben az dregedés soran a timusz epitélialis sejtek nem valdszini,
hogy apoptdzissal elpusztulnak és az igy tamadoé szovethianyt a kornyezetb6l bearamlo
zsirsejtek toltenék meg. Sokkal inkabb tgy tiinik, hogy az epitélialis sejtek eldszor epitélialis-
mezenhimalis tranzicion, azaz EMT-n esnek at, amelynek kdvetkezményeként a mar jol
ismert fibroblaszt-adipocita transzdifferenciaciora is képesek lesznek.

A timusz epitéliumban zajlo Sregedési folyamatok molekularis vizsgalatanak megkezdésekor
a Wnt4, illetve célgénje, a timusz epitélium karakterét meghatarozo FOXN1 transzkripcios
faktor expresszios vizsgalatara koncentraltunk. Oregedés soran mind a Wnt4, de kiilondsen a
FOxN1 expresszidja és az epitélialis sejtek differenciacios szintjét jelzé E-kadherin csokkenést
mutatott, mig ezzel parhuzamosan megnovekedett a LAP20 szintje, és a zsirosodast
szabalyozo PPARYy és ADRP transzkripcidja.
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A kezdeti kisérletekben azonositott molekulak a timusz epitélium elzsirosodasi folyamataiban
betoltott szerepét transzgén sejtvonalakban végzett kisérletekkel tamasztottuk ala. Mig a
LAP2a gén tranziens expresszidja megnovekedett PPARy és ADRP expresszidhoz vezetett,
addig a Wnt4 expresszios szintjének novekedése mind a PPARy-t, mind az ADRP-t a kontroll
szint ala csokkentette.

Ezzel bizonyitotta valt, hogy a kor elérehaladtaval lecsokkené Wnt4 szint valoszintileg igen
nagy fontossaggal bir, hiszen lehetové teszi a timusz epitélium epitélialis karakterének
elvesztését és ezzel az EMT kialakulasat. Ez, parhuzamosan az adipoid transzdifferenciaciot
szabalyozo LAP2a szintjének novekedésével, az regedd timusz elzsirosodasahoz vezet.

5.3.2. Gliikokortikoidok (GC) altal indukalt timusz atrofia

Egerekben a gyulladascsokkentd terapiaban gyakran alkalmazott, gliikokortikoid kezelését
kovetéen mind a Wnt4, mind a FoxN1 lecsokken és huzamos kezelést kovetden az expresszos
szint nem tért vissza a kontroll szintre, ami azt jelzi, hogy a GC kezelés felgyorsult és
visszafordithatatlan timusz epitélialis Oregedéshez vezet. Ennek kovetkezményeként a
timocitak negativ szelekcidjanak mikrokornyezete karosodik, amelynek végeredményeként a
GC kezelés megsziintetését kovetéen az autoreaktiv T-sejtek felszaporodhatnak, ami noveli az
autoimmun betegségek Kialakulasanak kockazatat.

Mivel a LAP2a altal szabalyozott elzsirosodasi folyamat felismerése a modositott PKC
o aktivitas eredményeként jott 1étre, a jelatviteli folyamatok vizsgalatara kiilon figyelmet
forditottunk és a felmeriilé kérdéskor vizsgalatat a Fz4, Fz6 és a PKC & gének expresszios
szintjének vizsgalataval kezdtik. Meglep6 modon mindharom gén (Fz4, Fz6 és a PKC
d) emelkedett expressziot mutatott mind mRNS, mind protein szinten az O6regedés
elérehaladtava. Azonban, amig a fiatal timuszban a Fz4 és Fz6 receptorok elsésorban
medullaris lokalizaciot mutattak, addig a korosodo allatok timuszaban a kortexben is
megnovekedett a receptorok expresszidja.

Ellentétben a receptor-fehérjék timusz epitéliumban torténé megoszlas-valtozasaval, a PKC 6
fehérje a fiatal egerekben elsésorban a kortikalis epitéliumban talalhatd, mig a kor
elérahaladtaval az expresszos szint ndvekszik a medullaris régioban is.

A Kkisérleti eredményeink arra engedtek kovetkeztetni, hogy a PKC 6 fontos szerepet jatszik
az oregedési jelek transzdukciojaban, de arra a kezdeti elemzések nem adtak, magyarazatot,
hogy milyen szinten kapcsolodik be a PKC & az oregedési folyamatok szabalyozasaba.
Ahhoz, hogy a PKC & szerepére fényt derithessiink, a sejtekben a PKC & enzim aktivitasat
modositottuk. Az aktivitds novelése érdekében a PKC o-t talexpresszaltattuk a TEP1
sejtvonalban. A vad tipusu PKC & gént retroviralis uton juttattuk a sejtekbe. PKC 6 expresszio
csokkentéséhez viszont kereskedelmi forgalomban is beszerezhet6 siPKC &-t hasznaltunk. A
PKC & tulexpresszaltatasa Wnt4 hatasara nem novelte a Wnt4 célgén, a CTGF expresszidjat,
mig a PKC & enzim szintjének csokkenése szignifikans CTGF expresszid6 ndvekedéshez
vezetett. Az eredmények alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a PKC 6 feltehetéen egy negativ
visszacsatolasi rendszer része és a kanonikus Wnt jelatvitel célgénjeinek atirddasahoz vezeto
jelatviteli folyamatokban csak sokkal kisebb mértékben vagy egyaltalan nem vesz részt.

A receptorok immunprecipitacidjaval kontroll és Wnt4 kezelt sejtekben megvizsgaltuk, hogy
a Wnt receptorokhoz kapcsolhato-e a jelatvitel szempontjabol fontos két molekula, a PKC &
¢és a Dvl.
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Az eredmények alatamasztani latszottak a kezdeti feltételezéseinket, miszerint az oregedés
kezdetén a Fz4 receptor szintje n6 és ezzel parhuzamosan megnovekszik a Wnt4 célgének
atirodasa. E mellett novekszik a negativ visszacsatolasban résztvevo jelatviteli molekulak
jelenléte is a rendszerben, gatolva ezzel a kanonikus Wnt jelatvitelt. Ennek eredményeként
hiaba erésodik a kanonikus Wnt jelek extracellularis jelenléte, az intracellularis szabalyozas
nem engedi a kanonikus Wnt jelek altal indukalt proliferacios és egyéb, a sejtek taléléséért
felelés gének atirodasat. Ezzel a timusz epitélialis Gssejtek proliferacios képessége, végiil
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szama is lecsokken, amely az 6regedo epitélialis haldzat regeneraciojanak gatlasahoz vezet.

A jelatviteli rendszerek Osszegzéseképpen megallapithatjuk, hogy az oregedési folyamat
félidejében, amikor még a Wnt4 expresszio csokkenése nem kifejezett, megindul a Wnt4
receptorok expresszids szintjének novekedése. Ez a folyamat nem csak a korabban ezeket a
receptorokat expresszalo epitélialis alcsoportokra jellemzd, hanem a timusz epitéliumra
altalaban. A megndvekedett receptorexpressziobol szarmazéd jelatvitel meginduldsa
értelemszertien noveli a kanonikus célgének atirodasat. Ennek a folyamatnak azonban a
linearis logika ellentétje az eredmény, hiszen a cél gének koziil a negativ visszacsatolasi
rendszerben jatszik szerepet példaul a CTGF, amely szekréciojat kovetéen a Fz8 receptorhoz
is kapcsolodhat. Feltehetéen egy PKC ( indukalta mechanizmuson keresztiil aktivalja a
GSK3p enzimet, amely a B-katenin molekulat foszforilalja, és igy a p-katenin érzékennyé
valik a proteoszomalis degradaciora. Ezzel csokken a B-katenin szint, amellyel a kanonikus
jelatvitel célgénjeinek atirodasa is csokken. Ezzel parhuzamosan erésodnek a Fz6 gatld
receptorbol szarmazo jelek is. Ez a folyamat annak a kovetkezménye, hogy a megndvekedett
receptor expressziohoz megnovekedett PKC & szint tarsul, amely preferencialisan a Fz6
receptorhoz kapcsolodik, novelve ezzel a negativ jelek tovabbitasanak aranyat. Igy a
kanonikus Wnt jelatvitel két uton is gatlas ala keriil: a B-katenin szint csokkenésével és a TCF
transzkripcios faktor foszforilaciéjaval. fgy, ha a p-katenin be is jut a magba, az aktiv
transzkripcios komplex osszeallasanak esélye rohamosan csokken, hiszen a TCF foszforilalt
allapotban nem képes a [-kateninhez kotédni. Ennek a jelatviteli folyamatnak a
kovetkezménye, hogy a kanonikus jelatviteli jelekre érzékeny FOXN1 transzkripcios faktor
atirodasa drasztikusan lecsokken. A lecsokkent FOXN1 szint lehet6vé teszi az epitélialis sejtek
dedifferenciaciojat, majdfibroblaszt-jellegiiatalakulasat. Az epitélialis-mezenhimalis
tranzicion atesett sejtekben, ahol a zsirsejt iranya atalakulast szabalyozo molekulak (LAPZ2aq,
PPARy, ADRP) szintje novekszik, az adipoid transzdifferenciacio mar visszafordithatatlanna
valik.
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6. EREDETI TUDOMANYOS FELISMERESEK OSSZEFOGLALASA ES
GYAKORLATI ALKALMAZHATOSAGA

A hagyomanyos Kkisérleti megkozelitési modszerek a jelatviteli folyamatok fizilogias
hatasainak felderitésére egyre kevéssé alkalmazhatok. A szervezetben lezajlo jelatviteli
folyamatok nem értheték meg ugyanis kizardlag sejtvonalakon végzett kutatasokkal, hiszen
minden fiziologias valaszreakcio a szovetek és sejtek reciprokalis egymasra hatasanak
kovetkeztében keltett, receptor-ligand kapcsolatbol szarmazo intracellularis jelek eredéjeként
jon 1étre. Ezért az immunrendszer specialis sejtjeinek periférialis aktivacidja, avagy fejlodése
kozben végbemend osztddasi vagy differencialodasi illetve 6regedési jelatviteli folyamatairol
csak komplex szoveti rendszerek felallitasa mellett kaphatunk atfogo képet. A komplex
szoveti rendszereken talmenden nagyon fontos a primer sejtek alkalmazasa is, hiszen a
fiziologias folyamatokrol csak primer szovetek sejtjei szolgaltatnak megbizhaté adatokat. Az
altalanos jelatviteli folyamatok megismerésén tilmenden a szovet-specifikus jelatviteli
rendszerek megismerése igen nagy fontossaggal bir, hiszen terapias célzattal csak a jol ismert
folyamatok manipulalhatoak biztonsaggal.

Munkank soran a kiilonféle immunsejtek komplex szoveti rendszerekben torténé vizsgalata
kiemelked6 fontossagh osszefiiggések felismeréséhez vezetett. Megallapitottuk, hogy pusztan
a PKC csalad tagjainak specifikus manipulalasa nem lehet hatékony terapias célpont, hiszen
az enzimek kozotti hasonlésag és funkcionalis redundancia nem teszi ezt lehet6vé. Arra is
ravilagitottunk, hogy egyedi PKC molekulak szamos, akar ellentétes elojeld, jelatviteli
folyamatban parhuzamosan is részt tudnak venni, ezért funkcioikat csak a jelatviteli
rendszerek ereddjeként értelmezhetjiik. A sejten beliili jelatviteli folyamatok komplexitasaval
vetekedik az extracellularis jelek sokasaga, amelyek az intracellularis jelatvitel
meginditasaval késztetik specifikus valaszreakciora a sejteket, szoveteket. A szovetek és a
szoveti regeneraciojukhoz sziikséges progenitor vagy 6ssejtjeik fenntartasaban kozponti
szerepet jatszik a négy f6 jelatviteli molekula csalad és koztiik fellépo interakciok sokasaga,
melyben a Wnt csalad tagjai kiemelt helyet foglalnak el.

A Wnt-ok nem csak a timusz mikrokornyezetét hozzak 1étre, ahol a specialis kérnyezetben
fejlédnek és differencialodnak a T-sejtek, hanem a Wnt-ok a fejlédé timocitakra is kozvetlen
hatast gyakorolnak, befolyasolva életképességiiket és fogékonysagukat a differenciacios
jelekre. A DP sejtekké differencialodott T-sejtek a timusz mikrokornyezetben szelektalodnak,
melyhez mint kimutattuk, a timusz epitélium felszinén MHC-hez kotott antigén komplex és a
funkcioképes TCR-rel rendelkezé T-sejt direkt interakcioja sziikséges. A pozitiv szelekciot
kovetéen még egy szelekcios 1épés var a fejlodé T-sejtekre a dendritikus sejtekben dus
medullaris mikrokornyezetben. A kiilonféle antigén felismerd képességgel rendelkezé T-
sejtek receptor specificitasa a periférias immunrendszerben dont6é fontossaggal bir korokozok
elleni immunvalasz soran, avagy tilérzékenységi €s autoimmun betegségek kialakulasaban.

Eredményeink ramutattak, arra is, hogy kornyezeti tényezdk, illetve receptor-ligand
interakciok megvaltozasa vezethet a TCR-b6l szarmazo ,,high avidity” azaz apoptotikus jelek
modositasahoz, ami a fejlédé timocitak tuléléséhez és potencialisan autoreaktiv T-sejtek
feldusulasahoz vezet.

Kisérleteink eredményei kapcsan a timusz oregedésére vonatkozé altalanos dogmak is
megkérdbjelezhetévé valtak. Eddigi feltételezések szerint az oregedd timuszban a timusz

crer
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tolti fel a szervezet. A kisérletekkel is alatamasztott kovetkeztetéseink azonban teljesen 1j
alapokra helyezik a timusz adipoid atrofidgjanak molekularis hatterét. Bizonyitottuk, hogy
zsirsejtekké torténd atalakulasat. Ez a folyamat olyan komplex jelatviteli szabalyozas alatt all,
amelyet mas kutatocsoportoknak még nem sikeriilt azonositaniuk. Ennek megfeleléen a mi
munkank uttoré jellegh nem csak a timusz, de az egész immunrendszer oOregedésének
megértése szempontjabal is.

Az immunrendszer jelatviteli folyamatainak megértése nagy jelentéséggel bir, hiszen az
egészséges szervezetben lezajlo fiziologias folyamatok leirdsa képezi az alapjat minden, a
betegségekben megvaltozott jelatviteli szabalyozas megismerésének, terapias megkozelitési
moédok  kidolgozasanak,  illetve  farmakologiai  célpontok  azonositasanak — és
gyogyszerhatoanyagok kifejlesztésének.

Az immunologiai folyamatok megértésére tett eréfeszitések kiilonosen fontosak az oregedés
szempontjabol. Nem csak Magyaroszag, de az egész fejlett vilag népessége rohamosan
oregszik, melynek az egyénre és a tarsadalomra nehezed6 anyagi terhei a megnovekedett
egészségiigyi koltségek terén is jelentkeznek. Az immunrendszer oregedésének lassitasa, az
idések hatékonyabb immunizalhatosagat tenné lehetévé, és parhuzamosan novelné az
immunologiai valaszkészséget. Ezzel csokkenthetové valna a fertézé betegségek terjedése,
stlyos daganatos és autoimmun korképek kialakulasa, melynek kozvetlen kovetkezménye a
koltséges korhazi kezelést és apolast igényld betegek szamanak csokkenése is.

A T-sejtek fejlodési 1épéseinek megismerése mellett a sejttipusok egymasba vald
atalakithatosaganak jelentdségét sem szabad alabecsiilni. Az Oregedés kapcsan tovabbi
jelatviteli  vizsgalatainkban az  epitélialis-mezenhimalis  tranzicio forditottjanak, a
mezenhimalis-epitélialis atalakulas szabalyozasanak molekularis hatterét kivanjuk felderiteni.
Ehhez a sajat kisérleteinkben felismert szabalyozo molekulakra koncentralunk elsdsorban,
melyhez sikeriilt megnyerniink magyar és finn kis és kozépvallalatokat is. Els6sorban a Wnt4
molekula timusz epitéliumra Kifejtett protektiv hatasat vizsgaljuk tovabb, illetve olyan fehérje
interakciok  kidolgozasara  igyeksziink  koncetralni, amely a LAP2a adipoid
transzdifferenciaciot indukald hatasat csokkenti. A terdpias célpontok meghatdrozasa nem
csak az immunrendszer fiziologias oregedésének sebességét csokkenthetné, hanem reményt
adhat kronikus betegségek szteroid kezelése kovetkeztében felgyorsult 6regedési folyamatok
lassitasara vagy visszaforditasara is.

A kisérletek kivitelezéséhez hasznalt komplex szoveti rendszerek kidolgozasa kapcsan a
»tissue engineering” tertiletén IS hasznosithatd Wjitasokat eredményeztek munkaink.
Kisérleteink alatamasztottak, hogy az altalunk kidolgozott kisérleti rendszerek és a szovetek
kozotti interakciot szabalyozd fo jelatviteli csaladok szervezett egyiittmiikodése magasan
szervezett szovetek elballitasat teszi lehetévé in vitro koriilmények kozott. Az igy eldallitott
szoveti rendszerek mind jelatviteli kisérletek Kivitelezésére, mind gyogyszerek tesztelésére,
mind transzplantacio-kész szovetek eldallitasara alkalmasak. Ezekkel az eredményekkel
kapcsolatosan jelenleg harom szabadalmi beadvany és négy kutatasi cikk varja a biralok
dontését.
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8. KOZLEMENYEK

8.1. Publikacios mutatok:
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Tankonyvfejezetek szama angol nyelven: 4
Szerkesztett tankonyv angol nyelven: 1
Egyetemi jegyzet angol nyelven: 2
Egyetemi jegyzet magyar nyelven: 2

Eredeti kozlemények szama: 32
Osszesitett IF: 111,493

Teljes idézetek szama: 1102
Fiiggetlen idézetek szama: 994
Hirsh index: 19

Fiiggetlen Hirsh index: 18
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8.3. Az értekezés alapjaul szolgalo 6sszefoglalok
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9. KOSZONETNYILVANITAS

Ezuton szeretném kifejezni koszonetemet mindazoknak, akik segitséget nyuajtottak munkam
soran.

Koszonom Berki  Lili  professzornak, mint tudomanyos diakkorés mentoromnak és
diplomamunkam témavezet6jének, hogy iranyt mutatott a biokémiai kutatasokban és mindig
minden kisérletben a leheté legnagyobb precizitast varta el. Ez az elvaras kihatott a kés6bbi
kutatasi tevékenységemre.

Sokat koszonhetek Csaba Béla professzornak, aki tamogatott az egyetemi doktori fokozatom
megszerzésében és felkeltette érdeklédésemet az immunoldgia irant.

Kilonosen sokkal tartozom Fésiis Laszlo professzornak, akadémikusnak, aki az egyetemi
doktori értekezésem opponenseként az immunologia és jelatvitel 0j, akkor még igen kevéssé
felderitett teriileteire terelte érdeklédésemet.

Anglidban eltoltott tizenhat év alatt igen sokat tanultam Janet Lord, Robert Stockley és Eric
Jenkinson birminghami professzoroktol, akikkel hazatértem ota is kivaldo munkakapcsolatot
apolok, és tamogatasukra mindig szamithatok.

Ko6szonom Németh Péter professzornak, hogy hazatérésemet egyengette és Szekeres-Bartho
Julia, ifj Kellermayer Miklos, Molnar F Tamas és Nyitrai Miklos professzoroknak, hogy
kritikus, de barati tamogatasukkal megkonnyitették a beilleszkedésemet a magyar
tudomanyos életbe.

Ko0szonom még barataimnak, Dr Katona Evéanak, Dr Holynski Marianak, Sonia Parnellnek,
Mary Keen professzornak, hogy tamogattak és batoritottak.

Végiil koszonom a sziileimnek Dr Pongracz Péternek és Zuranyi Erzsébetnek, hagomnak,
Evanak, hogy mindig biztak bennem és nem utolsé sorban férjemnek, Dr Miskei Gyorgynek
¢és lanyunknak Judith-Annanak, hogy szeretetiikkel, tiirelmiikkel és megértésiikkel mindig
mellettem alltak.
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