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1. BEVEZETO3 

A biol·giai folyamatokat bonyolult sejten bel¿li ®s sejten k²v¿li jel§tviteli h§l·zatok 

szab§lyozz§k. Đgy az embrion§lis fejlŖd®st, mint a felnŖtt szºvetek napi mŤkºd®s®t, szºveti 

regener§ci·j§t ®s ºreged®s®t ezek az ºsszetett jeltov§bb²t§si h§l·zatok ir§ny²tj§k. Nem 

meglepŖ teh§t, ha a jel§tviteli utak hib§i patol·gi§s elv§ltoz§sokhoz vezetnek. Ez®rt a 

jel§tvitel meg®rt®se fejlŖd®si rendelleness®gek ®s felnŖttkori betegs®gek mechanizmus§nak 

felt®rk®pez®s®hez n®lk¿lºzhetetlen. Ez a tud§s szolg§l alapul a ter§pi§s c®lok azonos²t§s§hoz, 

farmakol·giai hat·anyagok bevizsg§l§s§hoz ®s ¼j ter§pi§s m·dszerek kidolgoz§s§hoz, illetve 

ak§r az ºreged®s folyamat§nak lelass²t§s§hoz is. 

Ennek ellen®re, ®vtizedeken kereszt¿l m®g a sejten bel¿li ®s sejten k²v¿li kommunik§ci· 

alapj§t k®pezŖ molekul§ris kapcsolatok biok®miai ®s genetikai felt®rk®pez®se is neh®zs®gekbe 

¿tkºzºtt. Amikor v®g¿l a technikai probl®m§k megold·dni l§tszottak, a felhalmozott 

inform§ci· sokszor ellentmond§sosnak bizonyult ®s a kialakult jel§tviteli dogm§k nem 

magyar§zt§k a fiziol·gi§san megfigyelhetŖ folyamatokat. Ekkor v§lt nyilv§nval·v§, hogy a 

jel§tvitel vizsg§lata, a jel§tvitel biol·giai rendszerekben tºrt®nŖ modellez®se ®s a k²s®rleti 

eredm®nyek ®rtelmez®se alapos §tgondol§st ig®nyel. 

Munk§m fŖ ir§nyvonala egy¿tt evolv§l·dott a jel§tvitel meg®rt®s®hez n®lk¿lºzhetetlen 

k²s®rletes megkºzel²t®si m·dokkal ®s ®rtelmez®si koncepci·kkal. Koll®g§immal a fenti 

meggondol§sok figyelembev®tel®vel v®gezt¿k jel§tviteli k²s®rleteinket, hogy ez a nagyon 

bonyolult, ®s meglepŖ m·don, nagy pontoss§ggal mŤkºdŖ biok®miai h§l·zat fiziol·gi§s 

szinten tºrt®nŖ meg®rt®s®hez hozz§j§ruljunk. 
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2. IRODALMI <44%+).4O3 

Az ®rtekez®semben elsŖsorban azoknak a vizsg§latainknak az eredm®nyeit ismertetem, 

amelyek sor§n a protein kin§z C ®s a Wnt jel§tvitel fŖbb tulajdons§gait ®s fiziol·gi§s 

jelentŖs®g®t tanulm§nyoztuk sejtvonalakon, norm§l t²musz-szºveti modelleken, ºreged®s 

sor§n ®s az immunrendszer patol·gi§s elv§ltoz§saiban. 

2.1. Az immunrendsz er 

2.1.1. !Ú ÉÍÍÕÎÒÅÎÄÓÚÅÒ ÓÅÊÔÊÅÉ ïÓ ÓÚÅÒÅÐİË 

A szervezet v®dekez®si folyamatait az immunrendszer ir§ny²tja. Az immunrendszer kºzponti 

szºvetei termelik az immunsejteket ®s ir§ny²tj§k azok fejlŖd®s®t, majd ®r®s®t. A kifejlett 

immunsejtek §ltal§nos ®s specifikus antig®nfelismerŖ k®pess®ge biztos²tja a fertŖz®sek, illetve 

daganatos betegs®gek elleni v®delmet. Az immunrendszer fŖ sejtes elemeit a term®szetes vagy 

velesz¿letett, illetve a szerzett immunit§sban r®sztvevŖ kateg·ri§ba soroljuk (1. §bra). Mind a 

term®szetes, mind a szerzett immunit§s sejtes elemei speci§lis szºveti mikrokºrnyezetben 

fejlŖdnek ki, ahol a kºrnyezetbŖl sz§rmaz· sejten k²v¿li jeleket a sejten bel¿li jel§tviteli 

rendszereik seg²ts®g®vel ford²tj§k le ®s hasznos²tj§k fejlŖd®s¿k, differenci§l·d§suk ®s 

aktiv§ci·s mechanizmusaik megval·s²t§s§hoz. 
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1. §bra: Az immunrendszer ®s funkci·ja 

Az immunsejtek fejlŖd®s®hez a nyirokszervek biztos²tj§k a szºveti mikrokºrnyezetet, melyek 

kºzºtt megk¿lºnbºztet¿nk elsŖdleges ®s m§sodlagos nyirokszerveket. Az elsŖdleges 

nyirokszerv a csontokban tal§lhat· vºrºs csontvelŖ, valamint a szegycsont alatt elhelyezkedŖ 

csecsemŖmirigy. A vºrºs csontvelŖben jºnnek l®tre az immunsejtek Ŗssejtjei, majd fejlŖdnek 

ki a term®szetes immunit§s sejtjei, mint a makrof§gok, granulocit§k ®s dendritikus sejtek, 

tov§bb§ a B limfocit§k, illetve a T limfocit§k prekurzorai, melyek kºz¿l a T limfocit§k a 

t²muszban (csecsemŖmirigy) ®rik el teljes fejletts®gi szintj¿ket. A m§sodlagos nyirokszervek: 

l®p, mandul§k, nyirokcsom·k biztos²tj§k az antig®n-specifikus immunv§lasz ®s az antig®n-

specifikus immunsejtek aktiv§l·d§s§nak helysz²n®t. Immunrendszer¿nk sejtjei naponta milli· 

sz§mra termelŖdnek, differenci§l·dnak ®s szelekt§l·dnak, illetve l®pnek akt²v §llapotba 

szervezet¿nk integrit§s§nak v®delm®ben. Nem meglepŖ teh§t, hogy az immunsejtek 

kifejlŖd®s®ben vagy aktiv§l·d§s§ban fell®pŖ zavarok s¼lyos kºvetkezm®nyekkel j§rnak. Az 

oszt·d§si zavarok prolifer§ci·s betegs®gek ï pl. akut vagy kr·nikus mieloid leuk®mia, 

limfoblasztos leuk®mia stb.- kialakul§s§t id®zik elŖ. A specifikus szelekci·s folyamatokban 

fell®pŖ zavarok az immunrendszer saj§t strukt¼r§ival szemben kialakult toleranci§j§nak 
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megszŤn®s®hez vezetnek, amely autoimmun k·rk®pek kialakul§s§t eredm®nyezi. Az 

immunrendszer fokozott Ă®rz®kenys®geò is a specifikus immunit§s zavaraira vezethetŖ vissza, 

amely minim§lis kºrnyezeti ingerekre fokozott v§laszad§s kialakul§s§t eredm®nyezheti ®s 

allergi§s megbeteged®sek kialakul§s§hoz vezet. Az immunrendszer v§laszad§si k®pess®g®nek 

teljes vagy r®szleges megszŤn®se pedig a fertŖz®sek meg§ll²thatatlan ism®tlŖd®s®vel vezet a 

beteg korai hal§l§hoz. 

Annak ®rdek®ben, hogy hat®kony ter§pi§s m·dszerek, specifikus gy·gyszerek elŖ§ll²t§s§ra 

lehetŖs®g ny²ljon, az immunszºvetekben zajl· folyamatok meg®rt®se, mind szºveti, mind 

sejtek kºzºtti, mind sejten bel¿li jel§tviteli szinten nagy fontoss§ggal b²r. 

2.1.2. !Ú ÉÍÍÕÎÒÅÎÄÓÚÅÒ ĘÒÅÇÅÄïÓÅ 

Az immunrendszer ºreged®se a szervezetben zajl· fiziol·gi§s ºreged®si folyamatokkal 

p§rhuzamosan jelenik meg ®s vezet k¿lºnbºzŖ szintŤ immunhi§nyos §llapotok 

kialakul§s§hoz. Az egyedi immunol·giai kompetenci§t a primer limfoid szervekben fejlŖdŖ 

specializ§lt ®rett limfocit§k ®s a m§sodlagos nyirokszervekben vagy a fertŖz®s hely®n 

funkci·jukat beteljes²tŖ ®rett nyiroksejtek jelentik. £rthetŖ m·don, ha a szºveti 

mikrokºrnyezet megv§ltozik, az dºntŖ m·don befoly§soja mind a primer, mind a szekunder 

immunv§laszt. Az immunszºvetek ºreged®s®nek vizsg§lata sor§n m§r kimutat§sra ker¿lt, 

hogy mind a B, mind a T limfocit§k szºveti kºrnyezete ºregszik. Az ºreged®si folyamatok 

jellemzŖje pl a limfoid mem·ria sejtek t¼l®l®s®hez sz¿ks®ges szºveti kapcsolatokb·l 

sz§rmaz· jelek hi§nya (Aydar, Balogh et al. 2004) (Aydar, Balogh et al. 2003), avagy a T 

limfocit§k termel®s®nek lecsºkken®se a t²musz szºvet atrofi§j§nak kºvetkezt®ben. 

¥sszess®g®ben az ºreged®s kºvetkezt®ben bekºvetkezŖ v§ltoz§sok autoimmun betegs®gek 

kialakul§s§hoz ®s fertŖz®sekkel szembeni v§laszk®ptelens®ghez vezethetnek. 

2.2. ! ÓÚĘÖÅÔÉ ÆÅÊÌěÄïÓÔ ïÓ ÄÉÆÆÅÒÅÎÃÉÜÃÉĕÔ ÓÚÁÂÜÌÙÏÚĕ 

ÍÏÌÅËÕÌÁÃÓÁÌÜÄÏË 

2.2.1. *ÅÌÜÔÖÉÔÅÌÉ ÍÏÌÅËÕÌÁÃÓÁÌÜÄÏË 

Mind az embrion§lis fejlŖd®st, mind a felnŖtt szºvetek homeoszt§zis§t olyan sejten bel¿li 

jel§tviteli ¼tvonalak szab§lyozz§k, melyeket kºzvetlen ®s kºzvetett sejt-sejt kºzºtti 
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kºlcsºnhat§sok kontroll§lnak. Kezdeti kutat§sokban a jel§tvitelt line§ris, molekul§r·l 

molekul§ra tºrt®nŖ folyamatnak felt®telezt®k, melynek v®g®n j·l kºr¿lhat§rolhat· 

v§laszreakci· §ll. Azonban a k²s®rleti eredm®nyek arra engednek kºvetkeztetni, hogy igen 

kiterjedt jel§tviteli h§l·zatokr·l van sz·, melyek komplex m·don g§tolj§k, illetve erŖs²tik a 

sejtet ®rŖ behat§sokat. A nem csak direkt sejt-sejt kºzºtti kontaktus, hanem szekret§lt 

faktorok ®s ligandok §ltal is kiv§ltott jelek mennyis®gi viszonyai dºntŖ fontoss§ggal b²rnak a 

sejt-v§lasz meghat§roz§s§ban. Noha egy-egy sejt v§laszad· k®pess®ge igen sz®les sk§l§n 

mozog, a fejlŖd®st, regener§l·d§st ®s az ºreged®s folyamat§t csak n®h§ny, fŖ jel§tviteli 

molekula, illetve molekulacsal§d szab§lyozza. Kºzt¿k a csont morfog®n feh®rje, azaz Ăbone 

morphogenic proteinò (BMP), a transzform§l· nºveked®si faktor, azaz a Ătransforming 

growth factor bò (TGFb), a fibroblaszt nºveked®si faktor, azaz Ăfibroblast growth factorò 

(FGF), a Notch ®s a Wnt gliko-lipoprotein csal§d (2. §bra) j§tsza a legfontosabb szerepet. 

 

2. §bra: A fejlŖd®st ®s regener§ci·t szab§lyoz· fŖ jel§tviteli ¼tvonalak ®s receptoraik 

(Molnar ®s Pongracz 2010) 

A n®gy fŖ jel§tviteli molekulacsal§d fŖ receptorait ®s c®lg®njeit demonstr§lja az §bra. A fent eml²tett 

molekulacsal§dok folyamatos szºveti jelenl®t®nek kombin§ci·i olyan intracellul§ris jel§tviteli 

¼tvonalakat k®pesek aktiv§lni, melyek nem csak kontroll§lj§k a receptorok, ligandok ®s jel§tviteli 

molekul§k expresszi·j§t, de a jelek modul§l§s§n kereszt¿l szab§lyozz§k a sejtek funkci·it is. Ezek a 

jel§tviteli h§l·zatok egyar§nt fontosak embrion§lis fejlŖd®sben, norm§l szºveti homeoszt§zis ®s 

regener§ci· fenntart§s§ban, vagy s®r¿l®st ®s mŤt®tet kºvetŖ szºvetk®pzŖd®sben ®s funkci·-specifikus 

differenci§l·d§sban. Term®szetesen a fent eml²tett molekul§k, illetve jel§tviteli ¼tvonalaik mut§ci·i 

patol·gi§s elv§ltoz§sokhoz vezethetnek. Ez®rt az §ltaluk ir§ny²tott folyamatok meg®rt®se kiemelt 

fontoss§ggal b²r az orvosbiol·giai kutat§sok szempontj§b·l. 
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2.2.2. 3ÚĘÖÅÔ ÓÐÅÃÉÆÉËÕÓ ÊÅÌÜÔÖÉÔÅÌÉ ÉÎÔÅÒÁËÃÉĕk 

2.2.2.1. FGF jel§tvitel (Lanner ®s Rossant 2010) 

Az FGF feh®rje csal§d 22 tag¼. Az FGF ligandok n®gy tirozin kin§z f¿ggŖ receptoron (FGFR-

k) kereszt¿l induk§lnak prolifer§ci·t, differenci§ci·t, migr§ci·t ®s t¼l®l®shez vezetŖ 

sejtfiziol·giai v§ltoz§sokat. A szervek szºveteinek eg®szs®ges fejlŖd®s®hez elengedhetetlen a 

szºvetek folyamatos ®s ºsszerendezett egym§sra hat§sa, amelyben az FGF feh®rje csal§d 

ligandjai ®s receptorai kºzponti szerepet j§tszanak. A szºveti interakci· reciprok§lis 

szab§lyoz§sa megfigyelhetŖ a csecsemŖmirigy fejlŖd®se ®s szºveti differenci§ci·ja sor§n is. A 

mezenhim§lis eredetŤ FGF7 ®s FGF10 a csecsemŖmirigy epit®li§lis h§l·zat§nak 

kialak²t§s§ban elengedhetetlen. FGF hi§ny§ban az epit®li§lis sejtek oszt·d§sa erŖsen 

lecsºkken, ezzel g§tolva a norm§l m®retŤ t²musz kialakul§s§t (Jenkinson, Jenkinson et al. 

2003). Az FGF jel§tvitelben r®szvevŖ intracellul§ris molekula rendszerek fŖ elemeit a 3. §bra 

foglalja ºssze. 

 

3. §bra: FGF receptorokb·l indul· jel§tviteli folyamatok 

A jel§tvitel megindul§s§hoz FGFR-ral trimert kell alkosson az FGF ®s a hepar§n szulf§t proteoglik§n 

(HSPG). A n®gy fŖ jel§tviteli ¼tvonal a receptor aktiv§l§st kºvetŖen szab§lyozza a g®n§t²r·d§shoz 

vezetŖ jeleket. Az egyik a Janus kin§z ®s Jak/Stat aktiv§tor (1, barna sz²nnel jelºlve), foszfoinozitid-

foszfolip§z C (PLCɔ; 2, sz¿rke sz²nnel), foszfatidil-inozitol 3-kin§z (PI3K; 3, zºld sz²nnel) ®s a 

mitog®n-aktiv§lta protein kin§z/extracellul§ris szign§l regul§lta kin§z (MAPK/Erk; 4, k®k sz²nnel 

jelºlve). A Ădual specificity phosphataseò-ok (DUSP), Spred ®s Sprouty proteinek (narancss§rga) 

negat²v visszacsatol§si mechanizmussal szab§lyozz§k az FGF-ek §ltal ind²tott jel§tviteli folyamatokat. 

FGFR-FGF-HSPG komplex

HSPGs

FGF

Plazma membr§nExtracellul§ris

Intracellul§ris

1.

2.

3.

4.

GTP

GDP

PIP2

PIP3

DAG + IP3

P

P

P

P

Ras

Ras Rac

Raf

MEKKs MEKs

DUSP

JNKp38 Erk1/2

Grb2

Shp2Frs2

Gab1 Spred,

Sprouty

PDK1

AKT

Ca2+PKC

PLCɔ

Stat

Jak

               dc_267_11



 

 14 

2.2.2.2. Notch jel§tvitel (Radtke ®s Raj 2003) 

A Notch g®n, amelyet 1980-ban siker¿lt megkl·nozni, olyan receptort k·dol, amely egy 

transzmembr§n dom®nnel rendelkezik. Noha egy prekurzor feh®rjek®nt szintetiz§l·dik, a 

Notch molekula kett®has²tva transzport§l·dik ®s heterodimer receptork®nt jelenik meg a 

sejtfelsz²nen. A receptor extracellul§ris r®sz®n epiderm§lis nºveked®si faktor (epidermal 

growth factor) (EGF)-szerŤ szekvenci§k tal§lhat·k, melyeket h§rom, ciszteinben gazdag 

Notch/Lin12 (LN) szekvencia kºvet. Az ism®tlŖdŖ EGF-szerŤ szakaszok a ligand kºt®s®rt 

felelŖsek, m²g az LN szekvenci§k a ligand hi§ny§ban megakad§lyozz§k a jeltov§bb²t§st. A 

receptor citoplazmikus meghosszabb²t§sa juttatja a jeleket a sejtmagba. A receptornak ez a 

r®sze tartalmazza a RAM vagy hat ankirin dom®nt, hordoz k®t nukle§ris lokaliz§ci·s szign§lt, 

transzkripci·s transzaktiv§ci·s dom®nt (TAD) ®s a PEST szekvenci§t. EmlŖsºkben n®gy 

Notch receptort (Notch1-4) ®s ºt ligandot (Delta-like azaz DLL1, DLL3, DLL4, illetve a 

szer§t (Ser)-szerŤ ligandokat Jagged (JAG1 ®s JAG2) siker¿lt eddig azonos²tani. 

A Notch jeltov§bb²t§st a k®t sejt kºzºtt l®trejºvŖ receptorïligand interakci· inicializ§lja, mely 

a Notch receptor citoplazmikus v®g®nek proteolitikus has²t§s§hoz ®s annak felszabad²t§s§hoz 

vezet. A Notch-IC ezut§n a membr§nb·l a sejtmagba jutva a CSL transzkripci·s faktorhoz 

kapcsol·dik, majd ko-aktiv§torokat vonz a komplexbe, mint p®ld§ul a Mastermind nevŤ 

molekul§t ®s a hiszton acetil-transzfer§zokat, amelyek a CSL-t transzkripci·s represszorb·l 

transzkripci·s aktiv§torr§ alak²tj§k. A Notch jel§tvitelnek csak n®h§ny transzkripci·s 

c®lmolekul§ja ismert, egyik¿k a Ăhairy/enhancer of splitò avagy HES (Iso, Kedes et al. 2003). 

               dc_267_11



 

 15 

 

4. §bra: A Notch receptor/ligand csal§d ®s Notch jel§tvitel 

A Notch jel§tvitel megindul§s§hoz Notch receptor ®s ligand kapcsol·d§s sz¿ks®ges. A receptorok ®s 

ligandok szerkezet®t az §br§n a felsŖ panel mutatja be (A), m²g a receptorb·l indul· jel§tvitel 

folyam§n lezajl· folyamatokat a (B) panel ºsszegzi. 

2.2.2.3. BMP-TGFb jel§tvitel (Miyazono, Maeda et al. 2005) 

BMP molekul§k a TGFb szupercsal§dhoz tartoznak, amely mag§ban foglalja a TGFb-n k²v¿l 

az aktivinokat ®s inhibineket, Nodal-t, miosztatint ®s AMH-t, azaz az Ăanti-M¿llerian-

hormoneò-t. A TGFb szupercsal§d ligandjai szerin/treonin kin§z receptorokhoz kapcsol·dnak, 

amelyek Smad-f¿ggŖ ®s -f¿ggetlen mechanizmusokon kereszt¿l tov§bb²tj§k a receptorb·l 

sz§rmaz· jeleket. Eddig tºbb mint 20 BMP-jellegŤ feh®rj®t siker¿lt azonos²tani, melyeket 

tov§bbi alcsoportokba sorolnak szerkezet¿k ®s funkci·juk alapj§n. BMP-2 ®s BMP-4 alkotj§k 

az elsŖ, m²g BMP-5, -6, -7, -8 a m§sodik, v®g¿l BMP-1, -12, 13 a harmadik csoportot. A 
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BMP csal§d t®rben ®s idŖben jellegzetes expresszi·s mint§zata szab§lyozza a sejtfiziol·gi§s 

v§ltoz§sokat ®s ezeken kereszt¿l a szºveti funkci·kat. 

 

5. §bra: Jel§tvitel a TGFb ®s BMP receptorokb·l 

TGF-b ®s BMP ligandok j·l kºr¿lhat§rolhat· receptorokb·l ind²tanak intracellul§ris jeleket. A 

receptor elŖszºr foszforiz§l·dik, majd meghat§rozott SMAD molekul§kat foszforiz§l, melyek 

heteromer komplexeket alkotnak Smad4-gyel, majd a sejtmagba transzlok§l·dnak. A k¿lºnbºzŖ Smad 

kombin§ci·k m§s-m§s DNS-kºtŖ proteint (DBP) ismernek fel, mely v®g¿l differenci§lt c®lg®n 

§t²r·d§shoz vezet. 

2.2.2.4. Wnt jel§tvitel (Pongracz JE ®s Stockley RA 2006) 

A Wnt molekulacsal§d elemei esszenci§lisak az embrion§lis fejlŖd®s, a felnŖtt szºvetek 

folyamatos regener§ci·ja ®s Ŗssejt §llom§ny§nak fenntart§sa szempontj§b·l. A Wnt jel§tvitel 

hib§s szab§lyoz§sa daganatok, fibr·zis ®s perziszt§l· gyullad§sos folyamatok kialakul§s§hoz, 

illetve felgyorsult ºreged®shez vezet (Nateri, Spencer-Dene et al. 2005; Liu, Fergusson et al. 

2007). Mivel kutat§saim jelentŖs r®sz®t a Wnt jel§tvitel vizsg§lat§val tºltºttem, ez®rt a Wnt 

jel§tvitelt r®szleteiben mutatom be. 
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2.3. 7ÎÔ ÊÅÌÜÔÖÉÔÅÌ 

2.3.1. ! 7ÎÔ ÊÅÌÜÔÖÉÔÅÌ ÜÌÔÁÌÜÎÏÓ ÊÅÌÌÅÍÚěÉ 

Maga a Wnt elnevez®s a Drosophila Ăwinglessò (sz§rnyatlan) ®s annak gerinces homol·gja az 

ĂIntò ºsszevon§s§b·l keletkezett. A gerincesek 19 Wnt feh®rj®je bizony²tottan kºzponti 

szerepet j§tszik a sejtdifferenci§l·d§s, sejtoszt·d§s, sejtmigr§ci· ®s sejtpolarit§s 

szab§lyoz§s§ban. A Wnt-ok ciszteinben gazdag, szekret§lt gliko-lipoproteinek, amelyek 

jeltov§bb²t§sa k®t fŖ ®s ezeken bel¿l is tºbb alcsoportot alkot·, bonyolult jeltov§bb²t§si 

mechanismusra oszthat·. A Wnt feh®rj®k a Ryk (Kim, Her et al. 2008), illetve a Frizzled (Fz) 

elnevez®sŤ receptorokhoz kºtŖdve ind²tj§k el a jel§tvitelt. A 9 g®n §ltal k·dolt 10 Fz feh®rje 

az LRP5/6 (low density lipoprotein related protein) ko-receptorral alkot akt²v receptor 

komplexet (Pinson 2000). 

A Wnt-ok k®t fŖ jeltov§bb²t§si rendszer aktiv§l§s§val szab§lyozz§k a g®n§t²r·d§st. Az egyik a 

klasszikus, avagy kanonikus jel§tviteli ¼t, amely b-katenin f¿ggŖ. A m§sik, a nem-kanonikus 

¼t, mely tov§bbi k®t jel§tviteli ¼tra oszthat·: a PCP (polar cell polarity) avagy a c-Jun N-

termin§lis kin§z (JNK) f¿ggŖ ®s a protein kin§z C (PKC) f¿ggŖ jel§tviteli utakra. Att·l 

f¿ggŖen, hogy kanonikus vagy nem-kanonikus jeltov§bb²t§si rendszereket aktiv§lnak, a Wnt 

feh®rj®k k®t csoportra oszthat·k: a kanonikus (Wnt1, Wnt3, Wnt7b, Wnt10b, stb) ®s a nem-

kanonikus (Wnt4, Wnt5a, Wnt11) Wnt-okra. A Wnt rendszer bonyolults§g§t tov§bb nºveli, 

hogy a Wnt molekul§k receptor specificit§sa nem abszol¼t, ®s ²gy tºbb jeltov§bb²t§si 

rendszert is aktiv§lhat egy fajta Wnt feh®rje, ami a Wnt-rendszerektŖl f¿ggŖ cellul§ris 

folyamatok vizsg§lat§t igencsak megnehez²ti. 
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6. §bra: A Wnt jel§tviteli ¼tvonalak ºsszefoglal· §br§zol§sa 

A Wnt jel§tvitel h§rom fŖ jel§tviteli ¼tra oszthat·. KettŖ aktiv§lja a g®n§t²r·d§st, m²g a harmadik 

g§tolja a TCF/LEF transzkripci·s faktorok §ltal aktiv§lt g®n§t²r·d§st. 

2.3.2. +ÁÎÏÎÉËÕÓ 7ÎÔ ÊÅÌÔÏÖÜÂÂþÔÜÓ 

A kanonikus vagy b-katenin/TCF f¿ggŖ Wnt jeltov§bb²t§si ¼t (6. §bra) a legink§bb vizsg§lt, 

kºvetkez®sk®ppen a legismertebb. A leg¼jabb eredm®nyeket gyakori ºsszefoglal· cikkek 

igyekeznek §tl§that·bb§ tenni (Moon, Kohn et al. 2004; Reya ®s Clevers 2005). Rºviden: 

Wnt-ok hi§ny§ban a glikog®n szint§z kin§z b (GSK-3b) aktiv§l·dik ®s foszforil§lja a b-

katenin-t az Ăadenomatous polyposis coliò (APC) ®s axin alkotta feh®rje komplexben, ahol a 

b-katenin a foszforil§l§s hat§s§ra inakt²vv§ v§lik (Ikeda 1998; Yamamoto 1999) ®s a 

proteosz·m§kban degrad§l·dik (Moon, Bowerman et al. 2002), ezzel csºkkentve a 

citoszolban a b-katenin szintet (Aberle 1997). 

A Wnt molekul§k jelenl®t®ben a Fz receptorb·l megindul· jel§tvitel a GSK-3b 

inaktiv§l§s§hoz, majd ennek kºvetkezt®ben a b-katenin akkumul§l·d§s§hoz vezet. A b-

katenin ezut§n a sejtmagba transzlok§l·dik, ahol a T sejt faktor azaz ĂT cell factorò (TCF) 

csal§dba tartoz· transzkripci·s faktorokkal (TCF1-4, LEF1) alkot akt²v transzkripci·s 

komplexet (Young 1998; van Noort ®s Clevers 2002) a CBP/p300 transzkripci·s ko-aktiv§tor 

(Labalette, Renard et al. 2004) jelenl®t®ben. A klasszikus Wnt jeltov§bb²t§si ¼t sz§mos c®lg®n 

aktiv§l§s§t eredm®nyezheti, kºzt¿k m§trix metalloprotein§z (MMP2, MMP3, MMP7 ®s 

MMP9)(Tamamura, Otani et al. 2005), cyclin D1 (Shtutman, Zhurinsky et al. 1999), Cox-2 
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(Longo, Kennell et al. 2002), c-myc (He, Sparks et al. 1998), c-jun (Mann, Gelos et al. 1999), 

Fra-1 (Mann, Gelos et al. 1999), stb., amely g®nek nagy fontoss§ggal b²rnak minden 

szºvet§trendezŖd®si folyamatban. 

2.3.3. Nem-ËÁÎÏÎÉËÕÓ 7ÎÔ ÊÅÌÔÏÖÜÂÂþÔÜÓ 

A k®t nem kanonikus jeltov§bb²t§si ¼t egyike (6. §bra) a JNK-f¿ggŖ PCP, a m§sik a 

kalcium/PKC-f¿ggŖ jeltov§bb²t§si ¼t (Kuhl, Sheldahl et al. 2000; P®sur, Maurus et al. 2002). 

A nem kanonikus jeltov§bb²t§si utak aktiv§l§sa a kanonikushoz hasonl·an G-protein f¿ggŖ 

(Malbon, Wang et al. 2001), de ezut§n m§s-m§s jeltov§bb²t§si molekul§k aktiv§l§sa ¼tj§n 

k¿lºnbºzŖ transzkripci·s faktorok, ®s ennek kºvetkezt®ben m§s-m§s g®nek aktiv§l§s§hoz 

vezetnek. M²g a JNK-f¿ggŖ Wnt jel§tviteli rendszer NFAT/AP1 aktiv§l§son kereszt¿l cyclin 

D1, MMP3, c-Jun, GMCSF stb g®nek §t²r§s§t vonja maga ut§n, addig a PKC-f¿ggŖ Wnt 

jeltov§bb²t§si ¼tvonal NFAT ®s NFkB aktiv§l§s ut§n a gyullad§si folyamatok 

szab§lyoz§s§ban igen fontos szerepet j§tsz· g®nek transzkripci·j§hoz vezet, tºbbek kºzºtt 

IL6, IL8, IL15 (Sen 2005). 

2.3.4. ! 7ÎÔ ÊÅÌÔÏÖÜÂÂþÔÜÓ ÓÚÁÂÜÌÙÏÚÜÓÁ 

Mivel a Wnt jeltov§bb²t§si rendszerek igen szerte§gaz· cellul§ris funkci·kat szab§lyoznak, a 

Wnt-ok szab§lyoz· mechanizmusai is igen ºsszetettek. Ezekben ¼gy sejten bel¿li (Yan, 

Wallingford et al. 2001), mint sejten k²v¿li (Mao 2001), szekret§lt szab§lyoz· molekul§k, 

illetve jeltov§bb²t· rendszerek vesznek r®szt. A k®t fŖ Wnt jeltov§bb²t§si rendszer egym§s 

aktiv§l§s§t is k®pes szab§lyozni (Kuhl, Geis et al. 2001). Ezen t¼lmenŖen a sejten bel¿li 

inhib²tor molekul§k az ICAT (b-katenin TCF kºtŖd®s®t g§tl· molekula) (Tago, Nakamurea et 

al. 2000) ®s a Naked (Nkd1 ®s Nkd2) (Yan, Wallingford et al. 2001) a kanonikus jeltov§bb²t§s 

g§tl§s§ban vesznek r®szt. A Nkd-ek (Yan, Wallingford et al. 2001) a kanonikus rendszer 

g§tl§s§n t¼lmenŖen a nem-kanonikus rendszer egyidejŤ aktiv§l§s§ra k®pesek ¼gy, hogy a 

bejºvŖ Wnt jeleket a nem-kanonikus rendszer fel® ir§ny²tj§k, a Dishevelled (Dvl) membr§n-

kºzeli jeltov§bb²t§si molekula szintj®n. 

A Fz6 receptorb·l szint®n indulnak g§tl· jelek (Golan, Yaniv et al. 2004), amelyek 

megakad§lyozz§k a TCF f¿ggŖ g®n§t²r·d§st ¼gy, hogy a Nemo-like-kin§z (NLK) ®s a TGFb 

aktiv§lta kin§z (TAK1) aktiv§l§s§nak (Ishitani, Kishida et al. 2003) eredm®nyek®nt a TCF 
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transzkripci·s faktort foszforil§lj§k, amelynek kºvetkezt®ben a TCF olyan szerkezeti 

v§ltoz§sokon megy §t, hogy alkalmatlann§ v§lik a b-katenin kºr¿l kialakul· transzkripci·s 

komplexbe tºrt®nŖ kapcsol·d§sra (6. §bra). 

2.3.5. ! 7ÎÔ ÊÅÌÔÏÖÜÂÂþÔÜÓ ÌÅÇÕÔĕÂÂ ÆÅÌÆÅÄÅÚÅÔÔ ÁËÔÉÖÜÃÉĕÓ ÍÅÃÈÁÎÉÚÍusai 

Noha m§r az eddigi kutat§si eredm®nyek is egy igen komplex jel§tviteli rendszer k®p®t 

v§zolt§k fel, napjaink kutat§sai a Wnt jel§tviteli rendszer tov§bbi bonyolults§g§ra der²tettek 

f®nyt. Kider¿lt ugyanis, hogy az intracellul§ris Wnt jel§tvitel aktiv§l§s§hoz sok esetben a Wnt 

ligandot megkºtŖ Fz receptor internaliz§ci·j§ra is sz¿ks®g van (Blitzer ®s Nusse 2006), amely 

folyamat sok esetben m§s Wnt kºtŖ receptorok, p®ld§ul Ryk (Kim, Her et al. 2008) akt²v 

kºzremŤkºd®s®tŖl f¿gg. Noha az internaliz§ci· jel§tvitelben betºltºtt jelentŖs®ge ®s pontos 

mechanizmusa sem ismert, annyi nyilv§nval·, hogy hepar§n szulf§t-f¿ggŖ folyamat (Morita, 

Kawabe et al. 2004). 

2.4. 0ÒÏÔÅÉÎ ËÉÎÜÚ # ÅÎÚÉÍÃÓÁÌÜÄ 

2.4.1. ! 0+# ÃÓÁÌÜÄ ÆÅÈïÒÊÅ ÓÚÅÒËÅÚÅÔÅ ïÓ ÆěÂÂ ÊÅÌÌÅÍÚěÉ 

A protein kin§z C (PKC) szerin/treonin kin§z csal§d protot²pus§t elŖszºr Nishizuka 

kutat·csoportja ²rta le (Takai, Kishimoto et al. 1979). ElsŖk®nt bizony²tott§k, hogy a PKC-kat 

diacilglicerol (DAG) aktiv§lja, amely a foszfatidilinozitol term®szetes boml§sterm®ke 

(Kishimoto, Takai et al. 1980). Tov§bbi kutat§sok arra is f®nyt der²tettek, hogy a t²z 

izoform§b·l §ll· PKC csal§d (Ono, Fujii et al. 1988) (7. §bra) a tumork®pzŖd®st induk§l· 

forbol®szterek intracellul§ris receptora. 

Am²g PKC ɘ ®s ɚ hum§n/eg®r ortol·gokat reprezent§lnak, a kor§bban ĂPKC ɛò-k®nt ismert 

PKC val·j§ban nem tartozik a C protein kin§zok kºz®, hanem egy j·l elk¿lºn²thetŖ m§sik, a 

D protein kin§z (PKD) csal§d tagja. A PKC-k sz§mos cellul§ris funkci·t ir§ny²t· jel§tviteli 

¼tvonal akt²v r®sztvevŖi, melyek a sejtmigr§ci·t, polarit§st, prolifer§ci·t, differenci§ci·t ®s 

sejthal§lt ir§ny²tj§k. 
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7. §bra: A protein kin§z csal§d szerkezeti megoszl§sa 

A PKC izoform§k h§rom fŖ csoportba oszthat·k strukt¼r§juk ®s ko-faktor sz¿ks®glet¿k alapj§n: a 

klasszikus vagy cPKC (Ŭ, ɓI, ɓII, ®s ɔ), a novel vagy nPKC (ŭ, Ů, ɖ, ɗ), ®s az atipikus vagy aPKC (ɕ ®s 

ɘ/ɚ) csoportba. Az aktiv§ci·hoz a PKC csal§d minden tagj§nak sz¿ks®ge van foszfatidilszerinre. 

A PKC csal§d minden tagja nagyon hasonl· szerkezettel b²r. Szab§lyoz· dom®nek tal§lhat·k 

az N-termin§lison, m²g katalitikus dom®nek a C termin§lison. A k¿lºnbºzŖ r®gi·kat 

konzerv§lt r®gi·kk®nt (C1ïC4) ®s vari§bilis r®gi·kk®nt kategoriz§lt§k (V1ïV5). Az ut·bbiak, 

azaz a vari§bilis r®gi·k az izoform§k kºzºtt sokf®les®get mutatnak (Ono, Fujii et al. 1988). A 

PKC csal§dra jellemzŖ, hogy mindegyik izoforma szerkezet®ben fellelhetŖ a 

pszeudoszubsztr§t dom®n jelenl®te a szab§lyoz· r®gi·ban. A pszeudoszubsztr§t dom®n 

hasonl²t az enzimek szubsztr§t felismerŖ hely®re, de fŖ funkci·ja az, hogy blokkolja a 

szubsztr§t felismerŖ helyet, ezzel akad§lyozva a nem k²v§nt aktiv§ci·t. 

A PKC izoform§k h§rom fŖ csoportba oszthat·k strukt¼r§juk ®s ko-faktor sz¿ks®glet¿k 

alapj§n (7. §bra): a klasszikus vagy cPKC (Ŭ, ɓI, ɓII, ®s ɔ), a novel vagy nPKC (ŭ, Ů, ɖ, ɗ), ®s 

az atipikus vagy aPKC (ɕ ®s ɘ/ɚ) csoportba. Az aktiv§ci·hoz a PKC csal§d minden tagj§nak 

sz¿ks®ge van foszfatidilszerinre. A cPKC-k ezen t¼lmenŖen ®rz®kenyek a k§lcium (Ca
2+

) 

szintre ®s sz¿ks®g¿k van m®g DAG-ra vagy forbol®szterre (pl 12-tetradecanoyl-13-phorbol 

acetate, azaz TPA) az aktiv§ci·hoz. Az nPKC-k f¿ggetlenek a Ca
2+

 -t·l, de DAG vagy forbol-

®szter jelenl®te n®lk¿l nem aktiv§lhat·k. Az aPKC-knak pedig elegendŖ a foszfatidilszerin a 

maxim§lis aktiv§l§si szint el®r®s®hez. Az izoform§k jellemzŖ dom®n szerkezete lehetŖv® 

teszi, hogy a C kin§zok mŤkºd®s®t aktiv§l· ®s g§tl· molekul§k sz®les sk§l§ja szab§lyozhassa 

(Mellor ®s Parker 1998). 
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2.4.2. SzubsÚÔÒÜÔ ÓÐÅÃÉÆÉÃÉÔÜÓ 

A PKC izoform§k szubsztr§t specificit§sa is jellemzŖ egy adott izoform§ra. P®ld§ul a PKC Ŭ, 

ɓ, ®s ɔ erŖsen foszforil§lja a hiszton, a Ămyelin basic proteinò (MBP), ®s a protamin 

feh®rj®ket, m²g a PKC ŭ, Ů, ®s ɖ ezeket a szubsztr§tokat nem k®pes foszforil§lni. A szubsztr§t 

felismer®se szempontj§b·l elengedhetetlen, hogy a szubsztr§tot felismerŖ r®gi·b·l 

elt§vol²t§sra ker¿ljºn a g§tl· funkci·t ell§t· pszeudoszubsztr§t (Mellor ®s Parker 1998). Noha 

a PKC-knek sz§mos szubsztr§juk ismert, a legtºbb PKC izoforma hasonl· szekvenci§t 

foszforil§l. Ez®rt nyilv§nval·, hogy sz§mos mechanizmus egy¿ttes mŤkºd®s®re van sz¿ks®g 

ahhoz, hogy a k¿lºnf®le PKC izoform§k specifikusan mŤkºdhessenek egy-egy jel§tviteli 

¼tvonalban. 

2.4.3. ! ÔÉÒÏÚÉÎ ÆÏÓÚÆÏÒÉÌÜÃÉĕ ÊÅÌÅÎÔÌěÓïÇÅ 

A PKC izoform§k szerin/treonin kin§z aktivit§ssal b²rnak, de saj§t aktiv§l§sukhoz is 

szerin/treonin foszforil§ci· sz¿ks®ges (Le Good ®s Brindley 2004). Ezen t¼lmenŖen, 

aktivit§suk tirozin foszforil§ci·n kereszt¿l is szab§lyoz·dik, melyet elŖszºr a PKC ŭ izoforma 

g§tl§s§n§l mutattak ki. M§s tirozin foszforil§ci·s helyek foszforil§ci·s szintj®nek v§ltoz§sa 

azonban pozit²van is szab§lyozhatja a PKC aktivit§st ¼gy PKC ŭ, mint m§s PKC Ŭ, ɓ, Ů, ®s ɕ 

izoform§k eset®ben ak§r sejthal§l, ak§r bizonyos nºveked®si faktorok §ltal induk§lt jelek 

§tvitele kapcs§n. 

2.4.4. Intracellul ÜÒÉÓ ÅÌÏÓÚÌÜÓ 

M§sik fontos jellemzŖje a PKC aktiv§l§si folyamatnak, hogy a PKC izoform§k 

foszfolipidekkel asszoci§l·dnak ®s k®peznek stabil membr§n komplexeket (Ron ®s Kazanietz 

1999). Ez az alapja a klasszikus transzlok§ci·s vizsg§latoknak a PKC izoform§k 

aktiv§l·d§s§nak bizony²t§s§ra (Altman, Villalba et al. 2003). Ezen t¼lmenŖen, bizonyos PKC 

izoform§k j·l kºr¿lhat§rolhat· cellul§ris kompartmentekbe lokaliz§l·dhatnak. P®ld§ul a PKC 

Ŭ citoszkelet§lis, Ătight junctionò, Ăcaveolaeò ®s dezmosz·ma komplexeket, a PKC ɔ Golgi 

appar§tus, ®s a PKC ɖ perinukle§ris endoplazmatikus retikulum (RER) komplexeket k®pez. 

Tov§bb§, az aktiv§lt PKC-k specifikus sejten bel¿li lokaliz§ci·ja meghat§rozza a PKC 

funkcion§lis szerep®t. Igy p®ld§ul a PKC Ŭ, ɓ, ŭ, Ů, ®s ɕ transzlok§ci·ja a mitokondriumba, a 

Golgi appar§tusba, a nukle§ris vagy perinukle§ris r®gi·ba szab§lyozza a mit·zis, apopt·zis ®s 
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sejtt¼l®l®si jel§tviteli ¼tvonalakat. PKC aktiv§ci· a plazmamembr§nban szerin 

foszforil§ci·hoz ®s transzmembr§n proteinek ®s receptorok endocit·zis§hoz vezet. ĉgy p®ld§ul 

PKC Ŭ a plazmamembr§nban a fibroblaszt nºveked®si faktor receptor, azaz a Ăfibroblast 

growth factor receptorò (FGFR), m²g PKC ŭ az inzulin receptor (IR) internaliz§ci·j§hoz 

vezet. PKC ŭ az inzulin receptor szubsztr§t-1-t (IRS-1) is foszforil§lja inzulin hat§s§ra, ®s 

ezzel, mint a negat²v visszacsatol§si rendszer r®sze, szab§lyozza az IR funkci·j§t. Tov§bb§, az 

extracellul§ris matrix (ECM) receptor, integrin ®s citoszkelet§lis feh®rj®k foszforil§ci·j§ban is 

sz§mos PKC csal§dtag vesz r®szt, pl. a PKC Ŭ, PKC d  ®s PKC Ů. Egy m§sik mechanizmus is 

l®tezik a PKC-k citoszolb·l egy meghat§rozott sejt kompartmentbe val· transzlok§ci·j§ra. 

Ebben a folyamatban a Ăreceptors for activated/inactive kinasesò (RACKs/RICK) szekvenci§k 

fontos szerepet tºltenek be. Mivel ezek a szekvenci§k meghat§rozott PKC izoform§k 

specifikus szekvenci§ihoz kapcsol·dnak, a RACK-ok seg²ts®g®vel meghat§rozhat·v§ v§lt a 

PKC-k aktiv§ci·s §llapota. 

2.4.5. 3ÚĘÖÅÔÉ ÍÅÇÏÓÚÌÜÓ 

PKC izoform§k §ltal§nosan elterjedtek a k¿lºnf®le szºvetekben. Am²g azonban n®melyik 

izoforma (PKC Ŭ, ŭ, ®s ɕ) sz®les szºveti megoszl§st mutat, addig m§s izoform§k szºvet-

specifikusak (Mellor ®s Parker 1998). PKC ɔ ®s a PKC ɕ rºvid transzkriptj®nek PKM-nak 

expresszi·ja p®ld§ul az agyra ®s egy®b neur§lis szºvetre jellemzŖ (Cardell, L®ssend et al. 

1998; Hern®sez, Blace et al. 2003). Kor§bbi kutat§sok kimutatt§k, hogy PKC ɘ a her®kre ®s 

inzulint szekret§l· sejtekre jellemzŖ (Selbie, Schmitz-Peiffer et al. 1993), m²g PKC ɗ a 

szkelet§lis izomban ®s T-sejtekben expressz§l·dik (Berry ®s Nishizuka 1990). Leg¼jabb 

eredm®nyek viszont r§mutattak, hogy mindk®t izoforma megtal§lhat· az epidermiszben; ahol 

a PKC ɘ a Ătight junctionò-ok form§l§s§ban vesz r®szt (Helfrich, Schmitz et al. 2007). Szºveti 

megoszl§st·l f¿ggŖen a PKC ŭ-r·l m§r kimutatt§k, hogy k¿lºnf®le sejtmodellekben 

kontroll§lhat mind prolifer§ci·t, mind apopt·zist (Pongracz, Johnson et al. 1994; Shen, Alt et 

al. 2001). Tov§bb§, a Ăklasszikusò inzulinra reag§l· szºvetekben vagy sejtekben, mint p®ld§ul 

az izom, m§j ®s adipocit§k, a PKC ŭ a gluk·z transzportot ®s metabolizmust szab§lyozza 

(Braiman, Alt et al. 1999; Shen, Alt et al. 2001). 
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2.5. PKC-Ë Á 7ÎÔ ÊÅÌÜÔÖÉÔÅÌÂÅÎ 

A Wnt molekul§k k®t, m§r kor§bban r®szletezett jel§tviteli ¼tvonalon a b-katenin f¿ggŖ 

kanonikus, ®s a JNK ®s PKC f¿ggŖ nem-kanonikus jel§tviteli ¼ton kereszt¿l szab§lyozz§k a 

g®n§t²r·d§st ®s ez§ltal a k¿lºnf®le sejtfunkci·kat. Ezen feloszt§s arra az idŖre vezethetŖ 

vissza, amikor m®g a main§l is kevesebb ismerettel rendelkezt¿nk a Wnt-ok jel§tvitel®rŖl. 

Az·ta nyilv§nval·v§ v§lt, hogy a Wnt eredetŤ jel§tvitel komplex szab§lyoz§s§nak r®sze a 

jel§tviteli utak h§l·zatszerŤ ºsszekapcsol·d§sa ®s az, hogy bizonyos jel§tviteli 

molekulacsal§dok nem rendelhetŖk kiz§r·lagosan egyik vagy m§sik Wnt §ltal aktiv§lt 

jel§tviteli ¼thoz. A k§lcium f¿ggŖ ®s a JNK plan§ris cell polarit§si kaszk§dok kapcsol·d§si 

pontjak®nt m§r siker¿lt meghat§rozni a PKC aktiv§lta cdc42 (Schlessinger, McManus et al. 

2007) molekul§t, mely a Wnt jel§tviteli rendszerek szoros kapcsolat§t bizony²tja. Eddig 

konkr®tan a PKC a (Kuhl, Geis et al. 2001), PKC z (Ossipova, Bardeesy et al. 2003), ®s PKC 

d (Kinoshita, Iioka et al. 2003) izoform§k specifikus szerep®t siker¿lt bizony²tani. A PKC d-

r·l kider¿lt, hogy azon t¼lmenŖen, hogy Wnt5a stimulus hat§s§ra a plazmamembr§nba 

transzlok§l·dik, a Dvl foszforil§ci·j§ban ®s ez®rt a Wnt receptorb·l val· jel§tvitelben fontos 

szerepet j§tszik. A PKC z viszont a GSK-3b foszforil§ci·-f¿ggŖ aktiv§l§s§ban vesz r®szt. 

GSK-3b aktiv§ci·ja a b-katenin proteoszom§lis degrad§ci·j§t (Moon, Bowerman et al. 2002) 

szab§lyozza, ®s ezzel a kanonikus Wnt jel§tvitel g§tl§s§t eredm®nyezi. A mieloma plazma 

sejtek inv§zi·j§nak ®s migr§ci·j§nak vizsg§lata sor§n der¿lt f®ny arra, hogy a Wnt molekul§k 

k®pesek a b-katenint megker¿lve is szab§lyozni a RhoA migr§ci·t induk§l· aktivit§s§t a PKC 

a, b, ®s m izoenzimeken kereszt¿l (Qiang, Walsh et al. 2005). 

2.6. ! ÔþÍÕÓÚ ÆÉÚÉÏÌĕÇÉÜÊÁ ïÓ Á 7ÎÔ-ok 

2.6.1. ! ÔþÍÕÓÚ ÁÎÁÔĕÍÉÜÊÁ ïÓ Æě ÆÕÎËÃÉĕÉ 

A t²musz p§ros lebenyes szerv, a szegycsont alatt helyezkedik el ®s a harmadik garattasakb·l 

fejlŖdik ki (Manley 2000). Eg®r embri·kban a t²musz-kezdem®ny m§r a 10. embrion§lis nap 

kºr¿l (E10.5) l§that·v§ v§lik. Felt®telez®sek szerint a szerv kifejlŖd®s®ben mindh§rom 

cs²rasejt-r®teg r®szt vesz. A folyamat k®t szakaszra oszthat·: a korai st§diumban az epit®li§lis- 

®s mezenhim§lis szºvetek kºlcsºnhat§sa, m²g a m§sodik szakaszban az epit®li§lis sejtek ®s a 

fejlŖdŖ T-sejtek kºzºtti kapcsolat a dºntŖ. A t²musz organogenezis®t sz§mos szekret§lt 
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molekulacsal§d szab§lyozza. M²g az epit®li§lis sejtek oszt·d§s§hoz elengedhetetlenek az FGF 

(Jenkinson, Jenkinson et al. 2003), addig a t²musz epit®li§lis karakter kialak²t§s§hoz a Wnt 

csal§d tagjai sz¿ks®gesek (Balciunaite, Keller et al. 2002). A t²musz fŖ szerkezeti egys®gei a 

lebenyk®k, melyeken bel¿l a t²musz epit®li§lis sejtek h§l·zata alkotja a kortexet ®s a medull§t 

(8. §bra). 

 

8. §bra: A t²musz szerkezete 

A t²musz fŖ szerkezeti egys®gei. A lebenyk®ken bel¿l az epit®li§lis sejtek h§l·zata alkotja a kortexet ®s 

a medull§t, mely h§l·zaton bel¿l fejlŖdnek a T-sejtek. 

A t²musz epit®li§lis sejtek §ltal alkotott h§l·zaton bel¿l a limfoid progenitorokb·l fejlŖdnek ki 

a T-sejtek (9. §bra), melyek a t²muszt elhagyva, a perif®ri§s immunszºvetekben fejezik be 

fejlŖd®s¿ket ®s ®rnek funkcion§lisan akt²v immunsejtekk®. 
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9. §bra: T-sejtek fejlŖd®se a t²muszban (Blackburn ®s Manley 2004) 

Timocit§k fejlŖd®si alakjai: DN (double negative), azaz CD4
-
8

-
, DP (double positive), azaz CD4

+
8

+
; 

SP (single positive) CD4
+
8

-
, CD4

-
8

+
. 

A hum§n t²muszban ï az eg®r®hez hasonl·an - az epit®li§lis sejtek igen fontos szerepet 

tºltenek be a timocit§k fejlŖd®s®nek szab§lyoz§s§ban. Kemokineket, mint pl CCL21 ®s 

CCL25 termelnek, melyek a csontvelŖbŖl a t²muszba vonzz§k a limfoid progenitorokat (Liu, 

Ueno et al. 2005). Citokineket is szekret§lnak, mint pl IL7 (Chantry, Turner et al. 1989; 

Zamisch, Moore-Scott et al. 2005) ®s IGF (Kecha, Brilot et al. 2000), melyek esszenci§lisak a 

fejlŖdŖ T-sejtek t¼l®l®s®hez ®s oszt·d§s§hoz (Anderson, Owen et al. 1994; Anderson ®s 

Jenkinson 1995). A T-sejt progenitorok avagy elŖalakok a t²muszba l®pve tºbb l®pcsŖs 

fejlŖd®sen esnek §t, amikor m®g nem expressz§lnak CD4 ®s CD8 koreceptorokat, azaz 

kettŖsen (double) negat²vak (DN). A korai fejlŖd®si §llapotban l®vŖ timocit§k CD44 ®s CD25 

markerek expresszi·s v§ltoz§sai alapj§n k¿lºn²thetŖk el ®s oszthat·k n®gy j·l defini§lhat· 

fejlŖd®si csoportba (DN1-DN4). A prolifer§ci·s ®s differenci§ci·s l®p®seket kºvetŖen 

CD4
+
8

+
, azaz Ădoubleò pozit²v (DP) timocit§kban az §trendezŖdºtt T sejt receptor b ®s a 

l§ncok g®njei antig®n felismerŖ receptorokk§ alakulnak, majd a sejtek TCR-k antig®n 

felismerŖk®pess®ge alapj§n szelekci·s l®p®seken esnek §t. A funkci·k®pes TCR alapj§n a 

kortik§lis ®s medull§ris epit®li§lis sejtek, illetve a dendritikus sejtek a fejlŖdŖ T-sejtek kºz¿l 
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elimin§lj§k a funkci·k®ptelen, illetve a potenci§lisan autoreakt²v sejteket (Anderson MS, 

Venanzi ES et al. 2005). 

2.6.2. Wnt -ÏË Á ÔþÍÕÓÚÂÁÎ 

A Wnt jel§tvitel vizsg§lata kezdetben a T-sejtek fejlŖd®s®re koncentr§l·dott. Kezdeti 

k²s®rletek bizony²tott§k, hogy a t²muszban a szolubilis Fz receptorokkal manipul§lt Wnt 

jel§tvitel (Staal 1999; Mulroy 2002) a T-sejtek fejlŖd®s®ben drasztikus v§ltoz§sokat okozott, 

mind t¼l®l®s, mind differenci§l·d§s ter®n. Nem meglepŖ m·don, hiszen a fejlŖdŖ timocit§k 

DN3-b·l DN4 fejlŖd®si §llapotba val· l®p®s®hez b-katenin f¿ggŖ, kanonikus Wnt-ok §ltal 

aktiv§lt, TCF/LEF transzkripci·s faktorok §ltal szab§lyozott g®n§t²r·d§sra van sz¿ks®g 

(Verbeek 1995; Schilham 1998). K®sŖbbi kutat§sok kider²tett®k azonban, hogy nem csak a 

timocit§k ig®nylik a Wnt jel§tvitelt, hanem a timocit§k fejlŖd®s®hez elengedhetetlen t²musz 

epit®li§lis sejtek is, hiszen Wnt jel§tvitel szab§lyozza a t²musz epit®lium karakter®t 

meghat§roz· FoxN1 transzkripci·s faktor expresszi·j§t (Balciunaite, Keller et al. 2002).  

2.6.3. A ÔþÍÕÓz ÓÚĘÖÅÔ ĘÒÅÇÅÄïÓ ÓÏÒÜÎ ÂÅËĘÖÅÔËÅÚě ÖÜÌÔÏÚÜÓai 

A t²musz m®rete ®s szerkezete egy®b szerveinkkel ellent®tben drasztikusan v§ltozik az 

®letkorral (10. §bra). 

 

10. §bra: T²musz szerkezete v§ltozik az ºreged®ssel 

Sz¿let®s ut§n kb egy ®ves korig a t²musz epit®li§lis h§l·zata teljes, majd megindul az atr·fia, 

amelynek kezdeti nyomai esetenk®nt m§r h§rom ®ves kor kºr¿l felfedezhetŖk. ¥tven ®ves korra 

viszont a t²musz szºveti §llom§nya elzs²rosodik, ®s T-sejt termel®se lecsºkken. Ott azonban, ahol m®g 

szigetekben fellelhetŖ a t²musz epit®lium, a szºvet v§ltozatlanul kortexre (K) ®s medull§ra (M) 

tagol·dik ®s k®pes a de-novo T-sejt szelekci·ra. 
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¥tven ®ves korra m§r a t²musz szºveti §llom§ny§nak 80%-a adiopoid szºvet (Marinova 

2005). Ezzel p§rhuzamosan a m®g megl®vŖ epit®li§lis sejtekben csºkken a t²musz karaktert 

fenntart· FoxN1 expresszi·. A t²musz epit®li§lis szºveti §llom§ny§nak elveszt®se 

kºvetkezt®ben a kor§bbi de novo T-sejt-termel®si ®s szelekci·s kapacit§sa lecsºkken, amely 

lehetŖv® teszi autoimmun k·rk®pek gyakoribb kialakul§s§t ®s a fertŖzŖ, pl. vir§lis eredetŤ 

betegs®gek elleni ellen§ll·k®pess®g lecsºkken®s®t (Grubeck-Loebenstein 2010). 

2.6.4. Wnt -ÏË ÁÚ ĘÒÅÇÅÄïÓÂÅÎ 

Az Ŗssejtek t¼l®l®s®nek ®s differenci§l·d§s§nak fontos szab§lyoz·i a Wnt-ok. A legtºbb 

vizsg§lat arra mutatott r§, hogy a drasztikusan lecsºkkent Wnt szintek felgyorsult ºreged®shez 

vezetnek, feltehetŖen az Ŗssejtek depl®ci·j§nak kºvetkezt®ben. £rdekes m·don az ellenkezŖ 

hat§s is bizony²t§st nyert, amely szerint a Wnt jel§tvitel g§tl§s§t blokkol· inhib²tort, a 

ĂKLOTHOò-t t¼lexpressz§l· egerek szºvetei ugyancsak felgyorsult ºreged®si folyamaton 

estek §t (Kuro-o, Matsumura et al. 1997; Liu, Fergusson et al. 2007). Ennek feltehetŖen az az 

oka, hogy az Ŗssejt §llom§ny a folyamatos oszt·d§s miatt kimer¿l ®s ez®rt a regener§ci·s 

folyamatokhoz sz¿ks®ges sejtforr§s kiapad. 

2.6.5. Szteroidok ÈÁÔÜÓÁ Á ÔþÍÕÓÚ ĘÒÅÇÅÄïÓÒÅ 

Kezdetben a fiziol·gi§s, szex szteroidok termel®s®nek megindul§s§t felt®telezt®k a t²musz 

atr·fia kiv§lt· okak®nt, hiszen kor§bbi kutat§sok az ºreged®s l§that· jeleit a pubert§st 

kºvetŖen azonos²tott§k. Ezt a felt®telez®st l§tszott al§t§masztani, hogy ak§r seb®szeti, ak§r 

k®miai kasztr§l§s eredm®nyek®nt a t²musz atr·fi§ja drasztikusan csºkkent. A szteroid hat§s 

kiz§r·lagoss§g§nak l§tszik ellentmondani azonban, hogy a mostan§ban v®gzett vizsg§latok 

m§r j·val a pubert§s megkezd®se elŖtt behat§roltak ºreged®sre utal· jeleket (LGuatente, 

Partridge et al. 2008). A szteroidok t²musz ºreged®sre kifejtett hat§sa azonban m®gis 

val·sz²nŤs²thetŖ, mivel ter§pi§s szteroidok alkalmaz§s§r·l is kimutathat·, hogy felgyorsult 

t²musz atr·fi§hoz vezet (Blomgren ®s Andersson 1970; Boersma, Betel et al. 1979; Fletcher, 

Lowen et al. 2009). 
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2.7. JÅÌÜÔÖÉÔÅÌÉ ÈÜÌĕÚÁÔÏË 

A kutat§sokb·l kider¿lt, hogy a Wnt jel§tvitel extracellul§ris ®s intracellul§ris aktiv§l· ®s 

g§tl· molekul§k jelenl®t®tŖl ®s a p§rhuzamosan fell®pŖ egy®b jel§tviteli rendszerek 

aktiv§l§s§t·l f¿gg, melynek komplexit§s§t a 11. §bra szeml®lteti. A sejten bel¿li jel§tviteli 

utak, amelyekben a PKC csal§d tagjai is akt²van r®szt vesznek, olyan ºsszetett m·don 

szab§lyozott h§l·zatot alkotnak (Kestler ®s K¿hl 2008), melyek felder²t®se elengedhetetlen a 

fiziol·gi§s folyamatok meg®rt®s®hez ®s az immunv§laszt befoly§sol· hat®kony g®n-, immun-, 

®s farmakoter§pi§k kidolgoz§s§hoz. 
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11. §bra: Wnt jel§tviteli h§l·zatok 

A Wnt jel§tviteli utak ®s a jeltov§bb²t§sukban r®sztvevŖ intracellul§ris jel§tviteli molekul§k ®s a 

kºzt¿k bizony²tott kapcsolatok h§l·zata. 
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3. #O,+)4±:O3%+ 

Az ®rtekez®semben kitŤzºtt munka c®lja az immunrendszer ®s az immunrendszer kifejlŖd®s®t 

t§mogat· sejtekben foly· jel§tviteli rendszerek megismer®se volt. A jel§tviteli folyamatok 

vizsg§lata igen nagy jelentŖs®ggel b²r, hiszen az immunrendszer sejtes §llom§ny§nak 

kifejlŖd®se ®s aktivit§s§nak manipul§l§sa ²g®retes ter§pi§s c®lpontok azonos²t§s§ra ny¼jt 

lehetŖs®get. Munk§m sor§n a PKC-k mieloid sejtek prolifer§ci·s ®s apoptotikus 

folyamataiban betºltºtt szerep®t vizsg§ltam, illetve a TCR-b·l, a Notch ®s Wnt receptorokb·l 

sz§rmaz· jelek T-sejtek fejlŖd®s®ben betºltºtt szerep®nek tiszt§z§s§ra §ll²tottam fel k¿lºnf®le 

k²s®rleti rendszereket. Munk§m tov§bbi c®lja volt, hogy a t²musz epit®li§lis 

mikrokºrnyezet®ben az extra- ®s intracellul§ris jelek v§ltoz§sainak a t²musz fiziol·gi§j§ra 

kifejtett hat§s§t vizsg§ljam az ºreged®s folyamat§ban. 

3.1. ! 0+# ÉÚÏÆÏÒÍÜË ÁËÔÉÖÉÔÜÓÜÎÁË ÖÉÚÓÇÜÌÁÔÁ ÐÒÉÍÅÒ ÈÕÍÜÎ 

immunsejtekben ïÓ ÓÅÊÔÖÏÎÁÌÁËÏÎ 

3.1.1. 0+# ÉÚÏÆÏÒÍÜË ÁËÔÉÖÜÌÜÓÜÎÁË ïÓ ÇÜÔÌÜÓÜÎÁË ÍĕÄÏÓþÔÜÓÉ ÌÅÈÅÔěÓïÇÅÉ 

3.1.2. 0+# ÉÚÏÆÏÒÍÜË ÎÅÕÔÒÏÆÉÌÅË ÁËÔÉÖÜÌÜÓÜban ïÓ ÁÐÏÐÔÏÔÉËÕÓ 

ÓÅÊÔÈÁÌÜÌÜÂÁÎ ÂÅÔĘÌÔĘÔÔ ÓÚÅÒÅÐïÎÅË ÍÅÇÉÓÍÅÒïÓÅ 

3.2. *ÅÌÜÔÖÉÔÅÌ ÖÉÚÓÇÜÌÁÔÁ a ÆÅÊÌěÄě ÔþÍÕÓÚ sejtjeiben  ÅÇïÒ ÍÏÄÅÌÌÅÎ 

3.2.1. TCR-ÂěÌ ÓÚÜÒÍÁÚĕ ÊÅÌÅË ÈÁÔÜÓÁ Á 4-ÓÅÊÔÅË ÆÅÊÌěÄïÓïÒÅ 

3.2.2. 7ÎÔ ÊÅÌÜÔÖÉÔÅÌ ÈÁÔÜÓÁ a T-ÓÅÊÔÅË ÆÅÊÌěÄïÓïÒÅ Á ÔþÍÕÓÚban 
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3.3. ! 7ÎÔ ÊÅÌÜÔÖÉÔÅÌ ÓÚÅÒÅÐïÎÅË ÍÅÇÉÓÍÅÒïÓÅ Á ÔþÍÕÓÚ adipoid 

ÉÎÖÏÌĭÃÉĕÊÁ ÓÏÒÜÎ 

3.3.1. ! ÔþÍÕÓÚ ÁÄÉÐÏÉÄ ÄÅÇÅÎÅÒÜÃÉĕÓ ÍÅÃÈÁÎÉÚÍÕÓÁÉÎÁË ÖÉÚÓÇÜÌÁÔÁ 

3.3.2. A PKC-Ë ÓÚÅÒÅÐïÎÅË ÖÉÚÓÇÜÌÁÔÁ ÁÚ ÔþÍÕÓÚ ÉÎÖÏÌĭÃÉĕÊÁ ÓÏÒÜÎ 
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4. ANYAGOK O3 -s$3:%2%+ 

K²s®rleteim sor§n olyan szerte§gaz· m·dszertani ®s technikai reperto§rt alkalmaztam, melyek 

r®szletez®s®re nincs m·d a jelen keretek kºzºtt. A legl®nyegesebbekrŖl teszek eml²t®st, a 

hivatkoz§sok megjelºl®s®vel. 

4.1. 3ÅÊÔÅË ïÓ ÓÚĘÖÅtrendszerek  

4.1.1. ! ËþÓïÒÌÅÔÅËÂÅÎ ÆÅÌÈÁÓÚÎÜÌÔ ÓÚĘÖÅÔÅË ÆÏÒÒÜÓÁÉ 

4.1.1.1. Hum§n sejtek 

Eg®szs®ges felnŖtt donorok v®n§s v®re szolg§lt az emberi sejtek forr§s§ul. Az emberi v®rbŖl 

sz§rmaz· neutrofilek k²s®rletben tºrt®nŖ felhaszn§l§s§hoz etikai enged®llyel rendelkezt¿nk 

(University of Birmingham). 

4.1.1.2. Eg®r tºrzsek ®s fenntart§suk 

A k²s®rletek egyes csoportjaihoz meghat§rozott kor¼ embri·kra volt sz¿ks®g, melyeket 

idŖz²tett terhess®ggel §ll²tottunk elŖ, a p§roztat§s napj§t v®ve az embrion§lis fejlŖd®s 0. 

napj§nak. Az §llatok teny®szt®se patog®nmentes kºrnyezetben tºrt®nt. ĂAd libitumò t§panyag 

®s v²z adagol§sa mellett. A korosod§sra v§r· egereket is a fenti kºr¿lm®nyek kºzºtt tartottuk, 

mikºzben semmilyen kezel®sben nem r®szes¿ltek. 

Eg®r tºrzsek: Balb/c; kettŖsen (double) MHC I &II -/- (H-2
d
) MHC deficiens eg®r (Grusby, 

Auchincloss et al. 1993), azaz DK, Bcl2 transzg®n, Balb/c-GFP (Kvell, Czºmpºly et al. 

2010). Az §llatok k²s®rletben tºrt®nŖ felhaszn§l§sa az etikai szab§lyok ®s enged®lyek 

(University of Birmingham illetve a P®csi Tudom§nyegyetem) figyelembev®tel®vel tºrt®nt. 
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4.1.2. %ÇïÒ ïÓ ÈÕÍÜÎ ÓÅÊÔÖÏÎÁÌÁË ïÓ ÐÒÉÍÅÒ ÓÅÊÔÅË 

4.1.2.1. Sejtvonalak 

Eg®r sejtvonalak: Tep1, Tep1-GFP, Tep1-Wnt4-GFP 

Hum§n sejtvonalak: 293T vese epit®lium, U937 mielomonocita leuk®mia (diff¼z 

hisztiocitikus limf·ma), HL60 promieloid (akut mieloid leuk®mia) 

4.1.2.2. Primer sejtek 

Eg®r: timocit§k (double negative (DN), double positive (DP), ®s single positive (SP) fejlŖd®si 

alakjai); T-sejt progenitorok, Bcl2 transzg®n egerek ®s MHC I& II -/- (H-2
d
) timocit§i, t²musz 

epit®li§lis sejtek (TEC) 

Hum§n: Neutrofil granulocit§k 

4.1.3. 0ÒÉÍÅÒ ÈÕÍÜÎ ïÓ ÅÇïÒ ÓÚĘÖÅÔek 

4.1.3.1. Primer hum§n szºvet 

Eg®szs®ges felnŖttek v®r®bŖl Percoll gr§diens centrifug§l§ssal (Jepsen ®s Skottun 1982) 

neutrofilokat szepar§ltunk k²s®rletes aktiv§l§sra ®s apoptotikus sejthal§l manipul§l§s§ra. 

4.1.3.2. Primer eg®r szºvetek 

Embrion§lis (E12, E14, E15), ¼jsz¿lºtt (NB), 1, 3, 6, 9, 12, 18 h·napos Balb/c (H-2
d
) ®s 

Balb/c-GFP egerek t²musz§t, illetve m§jszºvet®t haszn§ltuk a k²s®rletekben. 
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4.2. Sejt- ïÓ ÓÚĘÖÅÔÔÅÎÙïÓÚÅÔÅË 

4.2.1. %ÍÂÅÒÉ ïÓ ÅÇïÒ sejt - ïÓ ÓÚĘÖÅÔËÕÌÔĭÒÜË ÆÅÎÎÔÁÒÔÜÓÜÈÏÚ ÁÌËÁÌÍÁÚÏÔÔ 

ÔÜÐÆÏÌÙÁÄïË 

4.2.1.1. Emberi sejtkult¼r§k t§pfolyad®k ºsszet®tele 

A HL60, U293 sejtvonalakat ®s a neutrofil inkub§ci·kat 10% FCS-t (foetal calf serum) ®s 

100 mg/ml penicillint, streptomicint ®s b-merkapto-etanolt (5x10
-5

 M) tartalmaz· RPMI 1640-

ben teny®sztett¿k, 37
o
C-on, 5% CO2 atmoszf®r§ban. 

4.2.1.2. Eg®r sejt- ®s szºvetkult¼r§k t§pfolyad®k ºsszet®tele 

TEP1 (Tanaka, Mamalaki et al. 1993) ®s 293T sejtvonalakat DMEM m®diumban teny®sztett¿k 

10% FCS (foetal calf serum) ®s 100 mg/ml penicillin, streptomycin ®s b-merkapto-etanol (5x10
-5
 

M) jelenl®t®ben, 37
o
C-on, 5% CO2 atmoszf®r§ban. A szºvetteny®szeteket is a fenti m®diumban 

inkub§ltuk a k²s®rletben meghat§rozott ideig. 

4.2.2. Komplex tþÍÕÓÚ ÓÚĘÖÅÔËÕÌÔĭÒÜË 

A t²musz szºveti §llom§nya kollagen§zos em®szt®ssel elemeire bonthat·, majd ¼jra 

ºssze§ll²that·. Az epit®li§lis sejtek T-sejt fejlŖd®st ®s szelekci·t t§mogat· k®pess®ge nem 

s®r¿l, amennyiben folyamatosan h§romdimenzi·s szºveti kult¼r§ban tartjuk az epit®liumot. A 

szerv ®s reaggreg§tum szervkult¼r§k legkºnnyebben embrion§lis t²musz szºvetekkel 

§ll²that·k elŖ, de felnŖtt t²musz szºvetek is felhaszn§lhat·k az elk®sz²t®s¿khºz. A sejtes 

elemeire sz®tv§lasztott, majd k¿lºnf®le kombin§ci·ban ¼jra ºssze§ll²tott h§romdimenzi·s 

aggreg§tumokban megmarad a t²musz epit®lium T-sejtek fejlŖd®s®t t§mogat· k®pess®ge. Ez a 

technika az®rt is k¿lºnºsen alkalmas a jel§tviteli folyamatok vizsg§lat§ra, mert a sejtekben a 

g®n- ®s feh®rje-expresszi· m·dos²t§sa kºnnyen kivitelezhetŖ a t²musz sejtes elemeinek re-

aggreg§l§sa elŖtt vagy alatt. 
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12. §bra: T²musz szerv reaggreg§tum k®sz²t®se 

IdŖz²tett terhess®gbŖl sz§rmaz· eg®r embri·k t²musz lebenyei elt§vol²t§sra ker¿ltek. A lebenyk®ket 

ezut§n vagy deoxiguanozin jelenl®t®ben inkub§ltuk, amely a timocit§k depl®ci·j§hoz vezetett ï ekkor 

az epit®li§lis sejtek kºnnyebben tiszt²that·k ®s szabadon felhaszn§lhat·k k²s®rletekben ï, vagy a 

lebenyeket timocita forr§sk®nt haszn§ltuk fel a reaggreg§tumok k®sz²t®s®hez. 

4.2.2.1. T²musz sejtek szepar§l§sa ®s d¼s²t§sa 

T²musz lebenyeket 1mg/ml kollagen§zzal 30 percen kereszt¿l em®sztett¿k, majd 10% FCS-t 

tartalmaz· DMEM-mel mostuk. Az epit®lium tiszt²t§s§hoz a sejtszuszpenzi·t anti-EpCAM1-

FITC (G8.8-as kl·n) epit®li§lis marker ellen termeltetett ellenanyaggal inkub§ltuk, majd vagy 

m§gneses MACS oszlopon anti-FITC mikrogyºngy (Miltenyi Biotec) felhaszn§l§s§val, vagy 

MoFlo sejtszorterrel tiszt²tottuk (Hare, Pongracz J et al. 2003). 

Timocita alpopul§ci·kat anti-CD44, anti-CD25 (Anderson, Anderson et al. 1997), anti-CD8, 

anti-CD4, anti-CD45, anti-CD69 (Hare, Pongr§cz et al. 2002) elsŖdleges ellenanyagokkal ®s a 

megfelelŖ kombin§ci·ban alkalmazott m§sodlagos jelz®ssel (FITC, PE vagy APC) 

Dynalbeads (m§gneses elv§laszt§s) vagy MoFlo sejtszorter alkalmaz§s§val v§lasztottuk el. 

Amikor csak timocit§kra volt sz¿ks®g, akkor a t²musz lebenyekbŖl mechanikai ¼ton, a 

lebenyek felszeletel®s®vel szabad²tottuk ki a limfoid sejteket. 

E15 eg®r

embri·

E15 t²musz

lebenyek
Deoxiguanozin

kult¼r§k

T²muszepit®li§lis

sejtek

T-limfocita

elŖalakok

Reaggreg§tum
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4.2.2.2. Limfoid sejteket nem tartalmaz· t²musz lebenyek elŖ§ll²t§sa 

A E14 illetve E15 napos t²musz lebenyeket szºvetkult¼r§kban inkub§ltuk 2-deoxiguanozin 

jelenl®t®ben (Jenkinson, Anderson et al. 1992). Mivel a 2-deoxiguanozin g§tolja a 

sejtoszt·d§st, a jelenl®t®ben tºrt®nŖ inkub§l§s a gyorsan oszt·d· timocit§k depl®ci·j§hoz 

vezet a 4-5 napos inkub§l§si peri·dust kºvetŖen. Az ²gy elŖkezelt t²musz lebenyekbŖl az 

epit®li§lis ®s egy®b t²musz str·ma sejtek tiszt²t§sa CD45-ºs depl®ci·t kºvetŖen igen nagy 

hat§sfok¼. 

4.2.2.3. T²musz reaggreg§tum kult¼r§k 

A tiszt²tott sejtkult¼r§kb·l 1:4 (timocita:epit®lium) ar§ny¼ kever®ket k®sz²tett¿nk, majd vagy 

centrifug§l§ssal (100xg, 5 perc, 4ÁC, majd 150xg, 5 perc, szobahŖn) aggreg§ltuk (Anderson ®s 

Jenkinson 2007), vagy 20 ml-nyi folyad®kban f¿ggŖ csepp (12. ®s13. §bra) kult¼r§t 

k®sz²tett¿nk. A 12-24 ·r§s inkub§l§s§t kºvetŖen az aggreg§lt t²musz kult¼r§k stabiliz§l·dtak 

®s 5 ml-nyi m®diumban szivacsra helyezett Millipore filteren 5ï11 napon kereszt¿l 

inkub§lhat·k voltak, amikor is a timocit§k differenci§l·d§si markereit §raml§si citom®terrel 

ellenŖrizni lehetett (Pongracz JE, Parnell SM et al. 2006). 

4.2.2.4. F¿ggŖ csepp (hanging-drop) kult¼r§k 

Mikrogravit§ci·s vagy f¿ggŖ csepp kult¼r§kat (13. §bra) steril mŤanyagb·l k®sz¿lt plate-eken 

(Terasaki plate) §ll²tottuk ºssze. A Terasaki plate-ek mind 60-lyuk¼, mind 72-lyuk¼ 

form§tumban k®sz¿lnek, orvosi tisztas§g¼ polisztir®nbŖl. Minden egyes lyuk t®rfogata kb.10 

ml, ez®rt lyukank®nt 20 ml-nyi folyad®kkal fejjel lefel® ford²tva a plate-eket kialakulnak a 

f¿ggŖ-cseppek, melyeket a kapill§rishat§s tart a mŤanyaghoz rºgz²tve. Egy ilyen 

folyad®kcsepp-ben a szuszpenzi·ban levŖ sejtek lassan le¿lepednek, ®s aggreg§tumot 

k®peznek. Mivel a kicsi t®rfogatban a t§panyag mennyis®ge limit§lt, amint az aggreg§tum 

kialakult, a mikroszºvetet nagyobb szºvetteny®sztŖ ed®nybe helyezt¿k §t (Pongracz JE, 

Parnell SM et al. 2006; Anderson ®s Jenkinson 2007). 
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13. §bra: F¿ggŖ csepp kult¼ra 

A f¿ggŖ csepp kult¼ra megkºnny²ti a limit§lt sejtsz§m¼ popul§ci·kb·l szºveti aggreg§tumok 

k®sz²t®s®t, mivel igen kev®s sejtsz§m eset®n is haszn§lhat· ®s manipul§lhat· elj§r§s. 

4.3. 3ÅÊÔ ÓÐÅÃÉÆÉËÕÓ ÍÏÌÅËÕÌÜË ÄÅÔÅËÔÜÌÜÓÁ 

4.3.1. Citospin  

Kezelt vagy kezeletlen neutrofilekbŖl, timocit§kb·l vagy sejtvonalakb·l (TEP1, U937, HL60) 

1Ĭ10
6
/ml sejtszuszpenzi·t k®sz²tett¿nk, majd 100 ml-nyi sejtet vitt¿nk a citocentrifuga 

sejttart§lyaiba (300 rpm, 3 perc, 20ÁC). Centrifug§l§st, majd sz§r²t§st kºvetŖen a fest®si 

elj§r§shoz sz¿ks®g szerint optimaliz§lt fix§l§si (aceton, metanol, etanol, paraformaldehid) ®s 

permeabiliz§l§si (Tween20, vagy szaponin) elj§r§snak vetett¿k al§ a sejteket. Ezt kºvetŖen 

feh®rjespecifikus ellenanyaggal jelºlt¿k a k²s®rlet szempontj§b·l fontos feh®rj®ket. 

Immunfluoreszcens ®s konfok§lis mikroszk·pi§val v®gezt¿k az anal²zist. Az apoptotikus 

neutrofileket hematoxilin-eozinnal festett sejtszuszpenzi·b·l mikroszkopikus anal²zissel 

morfol·gia alapj§n azonos²tottuk (Afford, Pongracz et al. 1992). 

Kevert sejt szuszpenzi· vagy timocita

mentes t²muszlebeny timocit§k

jelenl®t®ben Ămikrotiter plateò-en

Az aggreg§tum egy napon bel¿l ºssze§ll,

illetve, a m§sik m·dszer szerint (amikor az 

aggreg§tum csak epit®li§lissejtket

tartalmaz) a timocit§kat²muszlebenybe 

v§ndorolnak

A m§sodik napon a kult¼r§kat

folyad®k-g§z hat§rfelsz²nen teny®sztj¿k 

tov§bb 5-7-11-napon kereszt¿l, f¿ggŖen a

kiindul§si timocit§kdifferenci§lts§gi

fok§t·l
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4.3.2. 3ÚĘÖÅÔÉ ÍÅÔÓÚÅÔÅË 

Fagyasztott primer t²muszb·l vagy reaggreg§tum kult¼r§b·l 8-9 mm vastag metszetek 

k®sz¿ltek, amelyeket hideg acetonban vagy 4%-os paraformaldehidben fix§ltunk (Talaber, 

Kvell et al. 2011). A metszetek sz§r²t§s§t kºvetŖen 5%-os Ăbovine serum albuminò-nal 

blokkoltuk (BSA PBS-ben, 20 perc) mielŖtt a megfelelŖ specifikus ellenanyaggal (anti-Ly51-

PE (clone 6C3), anti-EpCAM-FITC (clone G8.8), jelezt¿k a feh®rj®ket. Amennyiben 

intracellul§ris feh®rj®k (pl anti-PKC d) expresszi·s vagy lokaliz§ci·s anal²zis®t v®gezt¿k, 

a metszeteket paraformaldehides fix§l§s ut§n szaponinos kezel®ssel permeabiliz§ltuk. 

A sejtmagot DAPI fest®ssel, m²g a zs²rszºvetet LipidTOX Red fest®ssel tett¿k l§that·v§. 

A metszeteket Olympus BX61 mikroszk·ppal ®s AnalySIS szoftverrel analiz§ltuk (Kvell, 

Varecza et al. 2010). 

4.3.3. <ÒÁÍÌÜÓÉ ÃÉÔÏÍÅÔÒÉÁ ïÓ ÓÚÏÒÔÏÌÜÓ 

A sejtfelsz²ni markerek vagy GFP expresszi· alapj§n hat§roztuk meg az egyes sejtpopul§ci·k 

jelenl®t®t illetve ar§nyait (Pongracz JE, Parnell SM et al. 2006). A sejtfelsz²ni markerekre 

specifikus primer ellenanyagok l®zerrel gerjeszthetŖ fest®kkel direkt konjug§lt form§it (anti-

Ly51-PE, anti-EpCAM-FITC) vagy m§sodlagos ellenanyagok konjug§ltjait alkalmaztuk. 

A sejteket j®gen inkub§ltuk az ellenanyagok jelenl®t®ben 30 percig, majd PBS-ben tºrt®nt 

mos§si l®p®seket kºvetŖen tov§bbi 30 percig inkub§ltuk m§sodlagos ellenanyag jelenl®t®ben. 

A sejteket PBS-es mos§st kºvetŖen 0,5%-os paraformaldehidben fix§ltuk az §raml§si 

citometria megkezd®se elŖtt. Amennyiben ®letk®pes sejtpopul§ci·ra volt sz¿ks®g a tov§bbi 

k²s®rletekhez, ¼gy a fix§l§si l®p®s elmaradt. 

4.4. ApoptĕÚÉÓ ÄÅÔÅËÔÜÌÜÓÁ 

4.4.1. +ÏÒÁÉ ÁÐÏÐÔĕÚÉÓ ÄÅÔÅËÔÜÌÜÓÁ 

A korai apopt·zist annexin fest®ssel detekt§ltuk, mivel az annexin V nagy affinit§ssal kºtŖdik 

a membr§n foszfolipid foszfatidil-szerinhez, amely a belsŖ membr§nb·l a k¿lsŖ membr§nba 

transzlok§l·dik m®g a DNS fragment§ci· megindul§sa elŖtt. A sejteket szuszpenzi·ban direkt 

FITC-konjug§lt annexin V-tel inkub§ltuk (v®gsŖ koncentr§ci·: 1 mg/ml), majd §raml§si 

citom®terrel 488 nm-n®l analiz§ltuk (Pongracz, Parnell et al. 2003). 
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4.4.2. +ïÓěÉ ÁÐÏÐÔĕÚÉÓ ÄÅÔÅËÔÜÌÜÓÁ 

Az apopt·zis k®sŖbbi st§diumait, amikor a membr§n §teresztŖk®pess®ge fokoz·dott, 

propidium jodiddal tesztelt¿k ®s §raml§si citom®terrel m®rt¿k. A DNS fragment§ci· 

meghat§roz§s§hoz DNS-t tiszt²tottunk, majd a DNS l®tr§t (apoptotikus fragmentumokat) 

agar·z g®lben szepar§ltuk, majd et²dium bromiddal, UV f®nyben tett¿k l§that·v§. Neutrofil 

sejtszuszpenzi·k eset®ben az apoptotikus morfol·gi§t mutat· sejtek kvantit§l§sa ®rdek®ben 

citospint k®sz²tett¿nk, majd a sejteket hematoxilin-eozin fest®st kºvetŖen mikroszkopikus 

¼ton analiz§ltuk (Pongracz, Parnell et al. 2003). 

4.5. RN3 ÉÚÏÌÜÌÜÓ, cDN3 ËïÓÚþÔïÓȟ 24-0#2 ïÓ 1-RT-PCR 

4.5.1. 2.3 ÉÚÏÌÜÌÜÓȟ Ã$.3 ËïÓÚþÔïÓ ïÓ ÖïÇÐÏnt RT-PCR 

A szºveti vagy sejtes mint§kb·l ĂNucleoSpin RNA clean-up kitò felhaszn§l§s§val ker¿lt sor 

RNS izol§l§sra. A kinyert RNS-bŖl ĂSuperScript II RNaseH-reverse transcriptase kitò 

(Invitrogen) felhaszn§l§s§val k®sz¿lt cDNS. Az ²gy kapott cDNS-bŖl szekvencia specifikus 

primerek (szekvenci§k a kºzlem®nyekben tal§lhat·k) ®s ĂReddyMix PCR Master Mixò 

felhaszn§l§s§val v®gezt¿k. A reakci·term®ket et²dium-bromid jelenl®t®ben, 1%-1,5%-os 

agar·z g®lben szepar§ltuk. A g®l UV f®ny alatti elemz®se Bio-Rad image analiz§tor 

seg²ts®g®vel tºrt®nt. BelsŖ kontrollk®nt §ltal§ban ɓ-aktin-t haszn§ltunk (Pongracz, Hare et al. 

2003). 

4.5.2. Q-RT-PCR 

A kvantitat²v PCR reakci·khoz vagy SYBR green vagy TaqMan m·dszert alkalmaztunk. A 

Ămaster mixò-hez g®nspecifikus primereket adtunk, melyek szekvenci§ja a csatolt 

publik§ci·kban megtal§lhat·k. A kvantitat²v RT-PCR adatok anal²zis®hez a delta Ct (dCt) ®s 

a Relative Quantity (RQ) m·dszereket alkalmaztuk. Minden minta triplik§tumokban ker¿lt 

m®r®sre. A PCR reakci·t a disszoci§ci·s gºrbe anal²zis®vel ellenŖrizt¿k (Kvell, Varecza et al. 

2010). 
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4.6. )ÍÍÕÎÐÒÅÃÉÐÉÔÜÃÉĕ ïÓ Western blot  

4.6.1. Immun precipit ÜÃÉĕ 

A megfelelŖ kezel®st kºvetŖen a k²s®rleti sejtt²pusokb·l szuszpenzi·t k®sz²tett¿nk, majd l²zis 

pufferben (l§sd Western blot), j®gen inkub§ltuk 20 percen kereszt¿l. A k²s®rlet §ltal 

megkºvetelt ellenanyagot (pl. anti-foszfo-szerin, anti-Bcl2, anti-PKC d) ®s protein A 

Sepharose-t adtunk a liz§tumhoz, majd folyamatos rot§ci· mellett v®gzett eg®sz ®jszak§s 

inkub§l§st (O/N, 4ÁC-on) kºvetŖen a Sepharose gyºngyºket gyors centrifug§l§ssal (5", 4ÁC, 

14,000 rpm) ºsszegyŤjtºtt¿k, j®ghideg TBS (10 mM Tris/HCl, pH 7,8) pufferben mostuk, 

majd ¼jra szuszpend§ltuk 50 ml TBS-ben +25 ml 2xSDS-minta pufferben, azt§n 3 percig 

forraltuk, mielŖtt centrifug§ltuk ®s SDS-PAGE g®lben szepar§ltuk. Amennyiben 

enzimaktivit§st k²v§ntunk m®rni, ¼gy a TBS puffer helyett az enzimaktivit§s m®r®s®hez 

sz¿ks®ges ºsszet®telŤ pufferben szuszpend§ltuk fel a Sepharose gyºngyºket (Pongracz, 

Parnell et al. 2003; Varecza, Kvell et al. 2011). 

4.6.2. Western blot  

A megfelelŖ kezel®st kºvetŖen a k²s®rleti sejtt²pusokb·l szuszpenzi·t k®sz²tett¿nk, majd l²zis 

pufferben (20 mM HEPES pH7.4, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2 137 mM NaCl, 50 mM b-

glicerofoszf§t, 1% Triton X100 kieg®sz²tve 1mM DTT, 2mM PMSF, 2mg/ml leupeptin, 

1mg/ml aprotinin, 2 mM Na3VO4 , 0,1 M Na-pirofoszf§t, 1 mM b-mikrocisztin ®s10 mM NaF) 

j®gen inkub§ltuk 20 percig. Az inkub§l§st kºvetŖen a mint§kat foly®kony nitrog®nben 

lefagyasztottuk ®s -70ÁC-on t§roltuk felhaszn§l§sig. MielŖtt 10% SDS-PAGE-n szepar§ltuk a 

feh®rj®ket, a mint§kat 2xSDS, minta pufferben felforraltuk. A g®leket PVDF (Immobilon)-

membr§nra blottoltuk, majd 1%BSA-val blokkoltuk. Ezt kºvetŖen specifikus ellenanyagokkal 

megjelºlt¿k a k²s®rlet¿nk c®lfeh®rj®j®t (pl. anti-foszfo-Akt, anti-foszfo-Bad, anti-Bad, anti-

Bcl2, anti-b-katenin, anti-PKC d vagy b-aktin). Specifikus m§sodlagos HRP-ellenanyaggal 

jelºlt¿k a primer ellenanyagot, majd a feh®rj®ket kemilumineszcens ĂSupersignal kitò 

seg²ts®g®vel (Pierce) tett¿k l§that·v§. A mennyis®gi ºsszehasonl²t§st denzitometri§s 

anal²zissel v®gezt¿k (Alpha Imager, Flowgen). Amennyiben gP
32

-ATP be®p¿l®s®t vizsg§ltuk, 

¼gy a blottokat megsz§r²tottuk ®s autoradiogr§fi§nak vetett¿k al§ (Pongr§cz, Webb et al. 

1999; Pongracz, Parnell et al. 2003). 
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4.7. %ÎÚÉÍÁËÔÉÖÉÔÜÓ ÍïÒïÓe 

4.7.1. PKC izoenzimek, Akt/PK B, PI3K ïÓ *.+ ÁËÔÉÖÉÔÜÓÜÎÁË ÍïÒïÓÅ 

A megfelelŖ kezel®st kºvetŖen neutrofilekbŖl, timocit§kb·l vagy t²musz epit®li§lis sejtekbŖl 

ker¿lt sor enzim feh®rj®re specifikus ellenanyag felhaszn§l§s§val az enzim 

immunprecipit§ci·j§ra (2 ·ra, 4ÁC-on), majd a megfelelŖ g§tl· (pl. S33559) ®s aktiv§l· 

(pl. DAG, TPA) kontroll kezel®sek alkalmaz§sa mellett m®rt¿k a g-
32

P-ATP be®p¿l®s®t az 

enzimspecifikus szubsztr§tba (Pongr§cz, Webb, et al. 1999). M§s k²s®rletekben viszont a 

szubsztr§tba be®p¿lt r§dioaktivit§s folyad®k scintill§ci·s m®r®s®vel hat§roztuk meg az enzim 

aktivit§s§t (Griffiths, Garrone et al. 1996; Pongracz, Parnell et al. 2003). 

4.7.2. PKC-k autoÆÏÓÚÆÏÒÉÌÜÃÉĕÊÁ 

A PKC izoenzimek autofoszforil§ci·j§nak m®r®s®hez a sejtvonalakat 4 ·r§n kereszt¿l 

200 mCi/ml [
32

P] ortofoszf§tot tartalmaz· m®diumban inkub§ltuk, majd PKC izoenzim 

specifikus ellenanyag felhaszn§l§s§val immunprecipit§ltuk. 8% SDS-PAGE-n v®gzett 

elektrofor®zist kºvetŖen a g®leket megsz§r²tottuk, majd autoradiograf§ltuk (Griffiths, Garrone 

et al. 1996). 

4.8. 'ïÎÅØÐÒÅÓÓÚÉĕ ÍĕÄÏÓþÔÜÓÁ 

4.8.1. 2ÅËÏÍÂÉÎÜÎÓ ÖþÒÕÓÏË ËïÓÚþÔïÓÅ 

A rekombin§ns v²rusok megkºnny²tik a g®nek bejuttat§s§t primer sejtekbe, mivel fiziol·gi§s 

folyamatokat haszn§lnak a g®nbevitelre. M²g a retrov²rusok oszt·d· sejteket, addig az 

adenov²rusok nem oszt·d·, elsŖsorban epit®li§lis eredetŤ sejteket fertŖznek meg. A 

retrov²rusok §ltal bejuttatott g®nek be®p¿lnek a genomba, m²g az adenov²rusok §ltal 

bejuttatott g®nek nem. Mind a rekombin§ns retro-, mind a rekombin§ns adenov²rusok 

fertŖzŖk®pesek, de vad t²pus¼ sejtekben oszt·dni nem tudnak. A v²rusok elŖ§ll²t§s§hoz ez®rt 

speci§lis sejtvonalakra (293A, Phenix) van sz¿ks®g, amelyek hordozz§k a v²rus 

replik§ci·j§hoz sz¿ks®ges g®neket. 
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4.8.1.1. Rekombin§ns retrov²rusok 

A rekombin§ns retrov²rusok k®sz²t®s®hez a MIG (MSCV-IRES-GFP) plazmid konstrukci·t 

haszn§ltuk, melybe szekvenciaspecifikus primerek seg²ts®g®vel amplifik§lt c®lszekvenci§kat 

kl·noztunk. ĉgy k®sz¿lt 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 elk®sz¿lt v²rus 

plazmidokat tiszt²t§s ut§n 293A sejtvonalba transzfekt§ltuk Lipofectamine 2000 

felhaszn§l§s§val. A sejtvonal hordozza a v²rus replik§ci·j§hoz sz¿ks®ges szekvenci§kat, ®s a 

sejtvonalban termelt retrov²rusokat a m®diumba bocs§tja ki. A m®diumot h§rom napon §t 

gyŤjtºtt¿k, majd felhaszn§ltuk oszt·d·, primer timocit§k megfertŖz®s®re (Pongracz, Hare et 

al. 2003; Pongracz JE, Parnell SM et al. 2006). 

 

14. §bra: Rekombin§ns retrov²rusok elŖ§ll²t§s§hoz g®nseb®szeti elj§r§sokkal k®sz²tett 

MIG plazmid t®rk®pe 

A MIG plazmid Prof Warren Pear (Pennsilvania) aj§nd®ka volt a k²s®rletek kivitelez®s®hez. Az §br§n 

a piros ®s k®k jelek restrikci·s helyeket jelºlnek, melyek megkºnny²tik a restrikci·s t®rk®p elk®sz²t®s®t 

a kl·noz§s sor§n. A bejuttat§sra v§r· g®neket Ămultiple cloning siteô-on valamelyik restrikci·s hely 

kiv§laszt§s§val ¼gy kl·noztuk, hogy a g®nt a restrikci·s helyekre jellemzŖ Ăragad·sò v®ggel 

k®sz²tett¿k el. 

MIG
6231 bp
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4.8.1.2. Rekombin§ns adenov²rusok k®sz²t®se 

A rekombin§ns adenov²rusok k®sz²t®s®hez a kereskedelmi forgalomban l®vŖ alapvektorokat 

haszn§ltunk (Hare, Pongracz J et al. 2003). ElŖszºr a Ăshuttleò vektorba kl·noztuk a 

m·dos²tott expresszi·t ig®nylŖ szekvenci§t, majd a Ăshuttleò ®s Ăacceptorò vektort homol·g 

rekombin§ci·nak vetett¿k al§. A homol·g rekombin§ci·t kºvetŖen a vektorokat 

bakt®riumokban felszapor²tottuk, megtiszt²tottuk, lineariz§ltuk, majd a 293A sejtvonalba 

juttattuk Lipofectamine 2000 seg²ts®g®vel. A sejtvonalban a sikeres transzfekci·t kºvetŖen 

megfelelŖ mennyis®gŤ plazmidot hordoz· sejtek v²rusokat kezdtek termelni. A v²rustermelŖ 

sejtek elpusztultak ®s a kiszabadul· v²rusok tov§bbi sejteket fertŖztek meg. ĉgy nŖtt meg a 

v²rus koncentr§ci·ja a fel¿l¼sz·ban, amellyel tov§bbi sejteket fertŖzt¿nk meg. A megfelelŖ 

mennyis®gŤ fertŖzºtt sejt el®r®se ut§n a v²rusokat kereskedelmi forgalomban is el®rhetŖ Ad 

v²rus tiszt²t· kit seg²ts®g®vel tiszt²tottuk, majd centrifug§l§sos m·dszerrel, Millipore szŤrŖket 

felhaszn§lva koncentr§ltuk. 

A k²s®rletekhez az al§bbi adenovir§lis vektorokat k®sz²tett¿k: Ad-CMV-CD80-IRES-GFP, 

Ad-CMV-IRES-GFP. 

4.8.2. ÓÉ2.3 ËþÓïÒÌÅÔÉ ÁÌËÁÌÍÁÚÜÓÁ 

Az siRNS avagy a Ăsmall interfering RNAò alkalmaz§sa ma m§r bevett gyakorlat a 

g®n§t²r·d§st kºvetŖ, transzl§ci·s folyamatok megakad§lyoz§s§ra. K²s®rleteinkben 

kereskedelmi forgalomban el®rhetŖ siPKC d-t haszn§ltunk a PKC d feh®rje szintj®nek ®s 

aktivit§s§nak csºkkent®s®re (Varecza, Kvell et al. 2011). 
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5. %2%$-O.9%+ O3 -%'"%3:O,O3 

5.1. PKC-Ë Á ÍÉÅÌÏÉÄ ÔþÐÕÓĭ ÉÍÍÕÎÓÅÊÔÅË ÊÅÌÜÔÖÉÔÅÌïÂÅÎ 

A mieloid t²pus¼ sejtek az immunol·giai v®delem elsŖ vonal§t k®pviselik, melynek 

kºvetkezt®ben szerep¿k elengedhetetlen a term®szetes immunv§lasz kialak²t§s§ban. A mieloid 

sejtekben kialakul· betegs®gek ez®rt megb®n²tj§k az immunrendszer mŤkºd®s®t, amely 

s¼lyos, gyakran hal§los patol·gi§s folyamatok kialakul§s§hoz vezet. 

Kezdeti k²s®rleteinkben a PKC csal§d fiziol·gi§s hat§sainak felder²t®se volt a c®lunk, hiszen 

az irodalomb·l ismert, de ellentmond§sos k²s®rleti eredm®nyek kºvetkezt®ben a ter§pi§s 

szempontb·l ²g®retes PKC-k fiziol·gi§s szerepe felder²tetlen maradt (Moore, Jenkinson et al. 

1992; Rajotte, Haddad et al. 1992.). A k²s®rleti ellentmond§sok okai visszavezethetŖk arra, 

hogy a legtºbb k²s®rletben nem vett®k figyelembe a farmakol·giai eredetŤ aktivit§st m·dos²t· 

vegy¿letek, mint pl. a TPA koncentr§ci·-f¿ggŖ saj§toss§gait ®s a k²s®rletben alkalmazott 

biol·giai rendszereket. Gyakran m®g a k²s®rleti rendszer izoenzim ºsszet®tel®t sem vizsg§lt§k 

meg, m®gis messzemenŖ kºvetkeztet®seket vontak le az eredm®nyekbŖl, amelyek ®veken §t 

hat§ssal voltak a PKC-k fiziol·giai funkci·j§nak meg²t®l®s®re. A k²s®rleteinkben alkalmazott 

aktiv§torokat ®s inhib²torokat az 1. t§bl§zat foglalja ºssze. 

1. t§bl§zat 

Teljes elnevez®s 

Rºvi-

d²t®s 

Akti -

v§tor  

Inhi -

b²tor C®lenzim 

12-tetradecanoyl-13-phorbol acetate TPA +  PKC csal§d 

12-deoxyphorbol-13-phenylacetate Dopp +  PKC csal§d 

12-deoxyphorbol-13-phenylacetate-20-acetate Doppa +  PKC csal§d (PKCb) 

thymeleatoxin THY +  PKC csal§d 

Bistratene A BisA +  PKCd 

Staurosporine SA  + PKC 

Go6976   + cPKC 

Rottlerin   + PKCd 

Bisindolylmaleimide I Bis  + cPKC 

PD98059   + MAPK-ERK1,2 

LY379196   + PKCb 
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Teljes elnevez®s 

Rºvi-

d²t®s 

Akti -

v§tor  

Inhi -

b²tor C®lenzim 

13-Hydroxyoctadecadienoic acid 13-HODE  + PKC 

SB202190   + p38 

 

5.1.1. 0+# ÉÚÏÅÎÚÉÍÅË ÓÚÅÒÅÐïÎÅË ÖÉÚÓÇÜÌÁÔÁ mieloid sejtek ben gÙÕÌÌÁÄÜÓÉ, 

ÐÒÏÌÉÆÅÒÜÃÉĕÓ ïÓ ÁÐÏÐÔÏÔÉËÕÓ folyamat ok ÓÏÒÜÎ 

A mieloid sejtek elŖalakjaib·l k®sz²tett sejtvonalak alkalmasnak bizonyultak a PKC 

izoenzimek fiziol·gi§s folyamatokban tºrt®nŖ jel§tviteli szerep®nek meghat§roz§s§ra, hiszen 

kºnnyŤ teny®szthetŖs®g¿k elegendŖ sz§m¼ sejtet biztos²tott a k²s®rletek elv®gz®s®re. 

K²s®rleteinkben a PKC izoenzimeket szelekt²ven aktiv§l· vagy g§tl· molekul§kat 

alkalmaztunk a vizsg§latokban. Ezekben a k²s®rletekben azt vizsg§ltuk, hogy a mind 

aktiv§ci·juk m·dj§ban, mind szubsztr§tspecificit§sukban nagyon hasonl· enzimeknek mi a 

fiziol·gi§s szerepe ®s vajon ter§pi§s c®lpontk®nt alkalmazhat·ak-e? Ezen t¼lmenŖen a 

k²s®rleti rendszereink alkalmasnak bizonyultak a specifikus PKC inhib²torokk®nt vagy 

aktiv§torokk®nt ismertt® v§lt vegy¿letek specificit§s§nak ®s hat§smechanizmus§nak 

vizsg§lat§ra is. 

A kutat§sainkban alkalmazott egyik vegy¿let a 13-Hydroxyoctadecadienoic sav (avagy 13-

HODE). A hydroxylinoleic sav a lipoxigen§z egyik fŖ metabolitjak®nt ismert, amelyet a 

gyullad§sos folyamatokban r®sztvevŖ mieloid t²pus¼ sejtek termelnek a gyullad§sos sejtek 

aktivit§s§nak m·dos²t§s§ra. ElŖszºr HUVEC-ben (human umbilical cord endothelial cell), 

azaz nem hematopoietikus, hanem endoteli§lis sejtekben bizony²tott§k, hogy a 13-HODE 

be®p¿l a DAG-ba, melynek kºvetkezt®ben szelekt²ven g§tolni tudja a PKC-k aktivit§s§t. 

Mivel a DAG-ra mind a klasszikus (c), mind a novel (n) PKC-nak sz¿ks®g¿k van a teljes 

aktiv§l·d§shoz, felt®telezhetŖ volt, hogy e k®t izoenzim alcsal§d egy¿ttes g§tl§s§hoz vezet a 

13-HODE alkalmaz§sa. Ez®rt felt®telezt¿k, hogy a 13-HODE a jel§tvitel §ltal§nos 

sejtfiziol·giai tanulm§nyoz§s§ban is hasznosnak bizonyulhat. A term®szetesen is elŖfordul· 

PKC inhib²tor alkalmaz§sa a mieloid t²pus¼ sejtek aktiv§l§s§nak szab§lyoz§s§ra az®rt is nagy 

jelentŖs®gŤnek tŤnt, mert specifikus g§tl· molekul§k betegs®gek kimenetel®nek m·dos²t§s§ra 

ny¼jthatnak lehetŖs®get. Felt®telezt¿k, hogy amennyiben a 13-HODE val·ban k®pes g§tolni a 

gyullad§si folyamatokban r®sztvevŖ sejtek aktiv§l·d§s§t, ¼gy ak§r egy igen hat®kony 

gyullad§sg§tl· is kifejleszthetŖ a k²s®rleteinkbŖl nyert ismeretek alapj§n. 
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Kezdeti vizsg§lataink sor§n ®lŖ sejtekben vizsg§ltuk az enzimaktiv§ci· hat§s§ra v®gbemenŖ 

feh®rjelokaliz§ci·s v§ltoz§sokat. K²s®rleteinkben figyelembe vett¿k a jel§tvitel val·s idŖbeni 

sebess®g®t. Ker¿lt¿k a hosszadalmas enzimtiszt²t§si l®p®seket, mint pl DE52 ®s hidroxilapatit 

alkalmaz§s§t, amely helyett transzlok§ci·s ®s immunprecipit§ci·val kombin§lt 

enzimaktivit§si vizsg§latokat v®gezt¿nk. K²s®rleteinkben a promieloid, HL60-as sejtvonalat 

®s rekombin§ns PKC izoform§kat haszn§lva meg§llap²tottuk, hogy a 13-HODE k®pes g§tolni 

a PKC a-t, bI-t ®s bII -t, azaz a klasszikus PKC-kat, de nem befoly§solja a novel PKC d 

aktiv§ci·j§t. A k²s®rleteket a HL60-as sejtvonalban a PKC izoform§k indukci·ra v®gbemenŖ 

transzlok§ci·j§val ®s immunprecipit§lt izoenzimek aktivit§s§nak m®r®s®vel bizony²tottuk 

(15. §bra). Eredm®nyeinket rekombin§ns PKC-vel v®gzett k²s®rletek is al§t§masztott§k (16. 

§bra). 

 

15. §bra: A 13-HODE hat§sa PKC izoenzimek transzlok§ci·j§ra HL60-as sejtekben 

(Pongr§cz, Lord et al. 1999) 

Csak 10 nM TPA, 10 nM TPA ®s szimult§n adott 3 ng/ml 13-HODE, csak 3 ng/ml 13-HODE, vagy 3 

ng/ml 13-HODE 30 perccel a 10 nM TPA aktiv§l§st megelŖzŖen ï a HL60-as sejtekbŖl citoszol (C) ®s 

membr§n (M) frakci·kat izol§ltunk, majd a feh®rj®ket SDS-PAGE g®len szepar§ltuk Western blot 

anal²zishez. A blottokat PKC izoenzim specifikus ellenanyagok felhaszn§l§s§val tesztelt¿k (a, bI, bII, 

®s d). Anti-b-aktin ellenanyagot haszn§ltunk az egyenlŖ mennyis®gŤ feh®rje felvitel®nek 

bizony²t§s§ra. 
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16. §bra: A 13-HODE hat§sa rekombin§ns PKC isoenzimek aktivit§s§ra 

(Pongr§cz, et al. 1999) 

Rekombin§ns hum§n PKC izoenzimeket (a, bI, bII, ®s d) TPA-val aktiv§ltuk (10 nM), amellyel 

szemben a 3 ng/ml 13-HODE enzimaktivit§sra kifejtett hat§s§t m®rt¿k PKC specifikus peptid 

szubsztr§tba val· r§dioakt²v ATP ([g
32

P]ATP)-bŖl sz§rmaz· P-be®p¿l®s®vel. A csillag jelºli a 

szignifik§ns v§ltoz§sokat (p Ò 0.05). 

Eredm®nyeink alapj§n a 13-HODE, mint term®szetes metabolit k®pes volt a klasszikus PKC 

izoenzimek g§tl§s§ra, de a novel PKC d-ra nem volt hat§ssal. A k²s®rletek eredm®nyek®nt arra 

a kºvetkeztet®sre jutottunk, hogy a PKC d a gyullad§sos folyamatok jel§tvitel®ben feltehetŖen 

nem j§tszik szerepet. Mivel a PKC d fiziol·gi§s szerep®nek meg®rt®s®hez a 13-HODE-dal 

v®gzett k²s®rletekkel nem jutottunk kºzelebb, annak meg§llap²t§s§ra, hogy a PKC d mely 

fiziol·gi§s folyamatok jeleit tov§bb²tja, enzimspecifikus aktivit§s-m·dos²t§si lehetŖs®geket 

alkalmaztunk. 

PKC d §ltal ir§ny²tott jel§tviteli folyamatok vizsg§lat§ra elsŖk®nt a Bistratene A (Bis A) 

elnevez®sŤ poli®tert haszn§ltuk, mely vegy¿letet a Heron Szigeti Korallz§tony (Ausztr§lia) 

kºzel®ben lehal§szott zs§k§llatb·l (Lissoclinum bistratum) (Degnan, Hawkins et al. 1989) 

izol§ltak. Bis A hat§s§t vizsg§lva meg§llap²tottuk, hogy ez a vegy¿let citosztatikus hat§ssal 

rendelkezik, G2/M(10) f§zisban §ll²tva le a sejtoszt·d§st (Griffiths, Garrone et al. 1996). 

Amennyiben a promieloid HL60 sejtvonalat kezelt¿k BisA-val, a sejtek megindultak a 

monocita/macrof§g (Watters, Marshall et al. 1990) ir§ny¼ differenci§l·d§s ¼tj§n, melyet 

differenci§ci·s markerek, mint pl a CD11-es molekula expresszi·j§nak megjelen®s®vel ®s az 

adh®zi·s k®pess®g megnºveked®s®vel bizony²tottunk. K²s®rleteinkbŖl arra a kºvetkeztet®sre 
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jutottunk, hogy a klasszikus PKC-kel ellent®tben a novel PKC d elsŖsorban a 

differenci§l·d§st ir§ny²t· jeltov§bb²t§sban vesz r®szt. 

K®rd®ses maradt azonban, hogy a klasszikus PKC alcsal§d minden tagja prolifer§ci·t 

induk§l· jeleket tov§bb²t-e, vagy ezek az enzimek szerepet j§tszanak sejtdifferenci§ci· vagy 

apopt·zis szab§lyoz§s§ban is? Ennek a k®rd®snek megv§laszol§s§hoz olyan aktiv§torokra 

vagy inhib²torokra volt sz¿ks®g, amelyek a klasszikus PKC izoenzimek differenci§lt 

aktiv§l§s§ra illetve g§tl§s§ra k®pesek. Mivel a cPKC alcsal§d tagjainak differenci§lt ®s 

specifikus g§tl§sa az akkor rendelkez®sre §ll· inhib²torokkal nem volt lehets®ges, aktiv§torok 

felhaszn§l§s§val v®gezt¿k a k²s®rleteket. Pozit²v kontrollk®nt a PKC izoenzim specificit§st 

nem mutat· TPA-t haszn§ltuk, mivel a TPA potens PKC aktiv§tor l®v®n a promieloid sejtek 

differenci§l·d§s§t ®s apopt·zis§t is induk§lni tudja (Lotem, Cragoe et al. 1991; Clemens M.J., 

Trayner et al. 1992). Hogy a klasszikus alcsal§dba tartoz· PKC b izoenzim §ltal§nos 

szerepkºr®t tanulm§nyozzuk, az U937-es sejtvonal felhaszn§l§s§val v®gezt¿nk k²s®rleteket a 

TPA-n§l nagyobb enzimspecificit§st mutat·, PKC b specifikusnak felt®telezett forbol®szter, 

Doppa (12-deoxyphorbol-13-phenylacetate-20-acetate) felhaszn§l§s§val. A k²s®rletek 

elv®gz®s®t az is indokolta, hogy az eredeti Doppa forbol®szter k²s®rletek egyebek mellett 

figyelmen k²v¿l hagyt§k azt a t®nyt, hogy 6 ·ra inkub§l§st meghalad· fiziol·gi§s 

hat§svizsg§latok m§r nem a Doppa, hanem hidrol²zis term®ke, a Dopp (12-deoxyphorbol-13-

phenylacetate) hat§s§t tesztelt®k. Dopp eset®ben azonban semmilyen PKC 

izoenzimspecificit§s nem mutathat· ki, ugyanazokat az izoenzimeket aktiv§lja, mint a TPA, 

csak kisebb hat®konys§ggal. Teh§t az egyedi izoenzimek fiziol·gi§s folyamatokban betºltºtt 

szerep®re nem vonhat·k le kºvetkeztet®sek a 6 ·r§nyi inkub§ci·t meghalad· k²s®rletekbŖl. 

A PKC a-t, b-t, d-t ®s z-t expressz§l· U937-es sejtvonalon v®gzett k²s®rletekben kimutattuk, 

hogy a PKC b gyors aktiv§ci·ja az apoptotikus folyamatok megindul§s§hoz vezet, mellyel 

szemben a sejtek differenci§ci·j§hoz sz§mos PKC izoenzim egyidejŤ aktiv§l§sa sz¿ks®ges 

(17. §bra). 
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17. §bra: TPA, Dopp vagy Doppa induk§lta differenci§ci· (Pongr§cz,  et al. 1996) 

U937-es sejteket 72 ·r§n §t inkub§ltuk TPA (1-25 nM), Dopp (5-100 nM) vagy Doppa (5-100 nM) 

jelenl®t®ben ®s katepszin B aktivit§s§nak m®r®s®vel hat§roztuk meg a monocita ir§ny¼ differenci§ci·t. 

(Az enzimaktivit§st (Units/10
6
 sejt) standard devi§ci· megjelen²t®s®vel §br§zoltuk). 

A forbol®szterek PKC izoenzimekre kifejtett hat§s§t az enzimek sejten bel¿li lokaliz§ci·s 

v§ltoz§saival is nyomon kºvett¿k (18. §bra), mely k²s®rletek al§t§masztott§k, hogy a PKC 

enzimek egy ·r§s aktiv§ci·ja is messzemenŖ v§ltoz§sokat id®z elŖ az enzimek aktiv§ci·s 

szintj®ben ®s lokaliz§ci·j§ban. 
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18. §bra: PKC izoenzimek aktiv§ci·ja TPA, Dopp ®s Doppa forbol®szter kezel®st kºvetŖen 

U937-es mielo-monocita sejtvonalban (Pongr§cz,  et al. 1996) 

A kontroll sejteket csak m®diummal, m²g a tov§bbi sejtkult¼r§kat 10 nM TPA-val, 25 nM Dopp vagy 

25 nM Doppa-val kezelt¿k 2 perc ®s 1 ·ra idŖtartamra mielŖtt a PKC izoenzimeket izol§ltuk a 

citoszolb·l (C) ®s a membr§n (M) frakci·b·l. A feh®rj®ket SDS-PAGE g®lben szepar§ltuk ®s a PKC 

izoenzimek jelenl®t®t Western-blottal hat§roztuk meg izoenzimspecifikus ellenanyagok 

felhaszn§l§s§val. 

A k²s®rleteink eredm®nyeit al§t§masztotta, hogy a PKC b mut§ns HL60-as sejtvonal 

rezisztenss® v§lt a differenci§l·d§st ®s az apopt·zist induk§l· jelekre, ®s ez a rezisztencia 

megsz¿ntethetŖ volt a PKC b szint helyre§ll²t§s§val. 

¥sszess®g®ben k²s®rleteink seg²ts®g®vel siker¿lt arra r§vil§g²tanunk, hogy a PKC izoenzimek 

egyedileg ®s enzimcsoportokk®nt is r®szt vesznek specifikus jel§tviteli folyamatokban. 

Tov§bb§ meg§llap²tottuk, hogy a biol·giai rendszerek PKC izoenzim ºsszet®tele, azok 

aktiv§ci·s szintje, a bejºvŖ jelek erŖss®ge ®s az enzimek hat§sir§ny§nak eredŖje dºnti el a 

fiziol·gi§s v§laszk®pess®get. Ennek t¿kr®ben azonban felmer¿lt, hogy mennyiben relev§nsak 

a mut§ns sejtvonalakon v®gzett k²s®rletek, ha az emberi szervezetben, term®szetes 

form§jukban jelen l®vŖ immunsejtek mŤkºd®s®t k²v§njuk megismerni ®s ter§pi§s c®lzattal 

befoly§solni? Hogy kºzelebb ker¿lhess¿nk a PKC-k fiziol·gi§s jel§tvitelben betºltºtt 

szerep®nek meg®rt®s®hez, sejtvonalak helyett a tov§bbiakban primer hum§n neutrofilekben 

kºvett¿k a jel§tviteli folyamatokat. 
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5.1.2. 'ÙÕÌÌÁÄÜÓÏÓ ÆÏÌÙÁÍÁÔÏË ÊÅÌÜÔÖÉÔÅÌÉ ÖÉÚÓÇÜÌÁÔÁ 

Neutrofil granulocit§k a legnagyobb sz§mban jelen l®vŖ feh®rv®rsejtek a kering®sben. A 

neutrofilek a term®szetes immunit§s igen fontos alkot·i, hiszen fertŖz®sek eset®n mikr·b§kat 

fagocit§lnak ®s puszt²tanak el. A neutrofilek naponta kb 1-2Ĭ10
11

 sz§mban termelŖdnek, de 

term®szetes ®letidej¿k rºvid, ®s amennyiben nincs jelen fertŖz®s, ¼gy 24-36 ·ra alatt 

apopt·zissal elpusztulnak. FertŖz®s eset®n a neutrofilek kemoattrakt§nsok hat§s§ra 

(mikrobi§lis term®kek pl fMLP, komplement komponensek pl C5a, ®s kemokinek, pl IL8) 

elhagyj§k a v®r§ramot ®s a fertŖzºtt szºveti ter¿letre migr§lnak, ahol megkezdik a 

fagocit·zist. Fagocit§l§st kºvetŖen elŖszºr l²tikus enzimeket, reakt²v oxig®n ®s nitrog®n 

gyºkºket termelnek, melyek seg²ts®g®vel elpuszt²tj§k a fertŖzŖ mikr·b§kat ®s a fertŖzºtt 

sejteket egyar§nt. Mindez idŖ alatt pro-inflammatorikus citokinek kibocs§t§sa is megindul, 

mellyel m®g tºbb immunsejtet vonzanak a fertŖz®s hely®re. A fertŖz®s elimin§l§sa ut§n a 

neutrofilek apopt·zissal elpusztulnak ®s maradv§nyaikat a makrof§gok fagocit§lj§k. £rthetŖ 

m·don, ha a neutrofilek apopt·zisa nem, vagy csak k®sve indul meg, ¼gy a fertŖz®sen §tesett 

ter¿let szºveti elemeinek puszt²t§sa tov§bb folytat·dik, amely kr·nikus szºvetk§rosod§shoz 

vezet. 

Mivel az aktiv§lt neutrofilek perzisztens jelenl®te igen kiterjedt szºvetk§rosod§st 

eredm®nyezhet, a kr·nikus gyullad§si folyamatok le§ll²t§sa ter§pi§s szempontb·l is igen 

fontos c®l. A hat®kony ter§pia megtervez®s®hez azonban sz¿ks®ges a neutrofilek 

apopt·zis§nak molekul§ris szintŤ meg®rt®se, ®s olyan molekul§k megismer®se, melyek 

ter§pi§ban val· alkalmaz§s§val szab§lyozhat·v§ v§lnak a neutrofilek aktiv§ci·s ®s 

apoptotikus folyamatai. 

A neutrofilek aktiv§ci·s folyamatainak vizsg§lat§n§l figyelembe vett¿k, hogy a neutrofil 

aktiv§ci· egyik fŖ l®p®se a NADPH oxid§z aktiv§ci·ja, mely enzim NADPH felhaszn§l§s§val 

kataliz§lja a reakt²v oxig®n gyºkºk termel®s®t. A reakt²v molekulagyºkºk termel®se fontos 

l®p®s a neutrofilek sejtpuszt²t· k®pess®g®nek kialakul§s§ban. A folyamat fŖbb l®p®sei a 

kºvetkezŖk: az inakt²v neutrofilekben a sok komponensbŖl §ll· NADPH oxid§z disszoci§lt 

§llapotban van. Sejten k²v¿li stimul§l· jelek hat§s§ra az aktiv§lt neutrofilekben megindul az 

enzim k®t fŖ komponens®nek (p47
phox

 ®s p67
phox
) foszforil§ci·ja, melynek hat§s§ra igen 

gyorsan asszoci§l·dik az akt²v enzimkomplex. Ennek eredm®nyek®nt a neutrofil k®pess® 

v§lik reakt²v oxig®n gyºkºk elŖ§ll²t§s§ra ®s sejtpuszt²t· funkci·j§nak betºlt®s®re. 
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Annak eldºnt®s®re, hogy a PKC enzimcsal§d tagjai milyen szerepet j§tszanak a foszforil§ci·s 

folyamat kºvetkezt®ben megindul· oxig®n szabadgyºkºk, azaz szuperoxid termel®s®ben, 

sz§mos faktort kellett figyelembe venn¿nk. Tºbbek kºzºtt azt, hogy noha az igen hat®kony 

PKC aktiv§tor, TPA, szuperoxid termel®shez vezet, nem mindegyik neutrofil aktiv§ci·hoz 

vezetŖ folyamat ig®nyli a PKC r®szv®tel®t a jel§tvitelben. Ilyen pl. a C5a komplement faktor 

§ltal induk§lt szuperoxid termel®s is. Ez®rt k²s®rleteinkben m§r nem csak a PKC izoenzimeket 

direkt kapcsol·d§s ¼tj§n aktiv§l· farmakol·giai hat·anyagokat alkalmaztuk, hanem receptor 

agonistak®nt formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine-t (fMLP) is. Az N-formil§lt peptidekrŖl 

bebizonyosodott, hogy a bakteri§lis feh®rj®k ®s a szºveti k§rosod§s kºvetkezt®ben 

kiszabadul· mitokondriumok degrad§ci·s term®kei. A hum§n fMLP receptorhoz kºtŖdŖ 

formil§lt ligandok degranul§ci·hoz ®s oxig®n radik§lisok termel®s®hez vezetnek fagocit·zisra 

k®pes sejtekben. Ez®rt az fMLP a PKC szerep®t vizsg§l· k²s®rletekben term®szetes aktiv§ci·t 

induk§l· kontrollk®nt ker¿lt alkalmaz§sra. A term®szetes neutrofil aktiv§ci·ra az®rt is sz¿ks®g 

volt, mivel a forbol®szterek §ltal induk§lt aktiv§ci· nem §ll le. A forbol®szterek ugyanis a 

DAG kºtŖ helyekhez elt§vol²thatatlanul kapcsol·dnak, ez®rt a PKC izoenzimek sz§m§ra 

folyamatos aktiv§l§si jelet jelentenek, amelynek kºvetkezt®ben az enzimek kimer¿lnek ®s 

v®g¿l degrad§l·dnak. £rthetŖ m·don, a forbol®szterek §ltal kiv§ltott jelek ez®rt hossz¼ t§v¼ 

k²s®rletekben nem hasonl²that·k a kºrnyezeti jelek erŖss®g®hez ®s fiziol·gi§s hat§s§hoz. 

Annak eldºnt®s®re, hogy a PKC-k szerepet j§tszanak-e a neutrofilek szuperoxid termel®s®ben, 

forbol®szterek ®s fMLP hat§s§t tesztelt¿k rºvid idŖtartam¼, PKC izoenzimeket aktiv§l· 

k²s®rletekben (19. §bra). 
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19. §bra: PKC izoenzimek aktiv§ci·ja primer neutrofilekben (Pongr§cz,  et al. 1998) 

V®n§s v®rbŖl tiszt²tott neutrofileket 10nM TPA, 25-25nM Dopp, Doppa, ThyA, SA ®s BisA, illetve 

100 nM fMLP kezel®snek vetett¿k al§ 2 percre, majd a kezelt ®s kezeletlen kontroll (Ko) sejtekbŖl 

citoszol (C) ®s membr§n (M) frakci·kat izol§ltunk. A feh®rj®k sz®tv§laszt§s§t kºvetŖen Western blot-

tal mutattuk ki a PKC izoenzimek lokaliz§ci·j§t izoenzim specifikus ellenanyagok seg²ts®g®vel. 

A k²s®rletekbŖl meg§llap²that· volt, hogy az fMLP kezel®s legink§bb PKC a ®s bII 

aktiv§ci·j§hoz vezet, amely legink§bb a TPA §ltal induk§lt izoenzim transzlok§ci·s 

mint§zathoz hasonl²tott. Ez felvetette annak lehetŖs®g®t, hogy a szuperoxid termelŖd®s®hez 

vezetŖ folyamatokat klasszikus PKC-k ir§ny²tj§k, feltehetŖen PKC a. Ez ann§l is ink§bb 

val·sz²nŤnek tŤnt, mivel a PKC b specifikus Doppa ®s a PKC d specifikus BisA kezel®s nem 

vezetett szuperoxid termelŖd®shez (20. §bra). 
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20. §bra: Szuperoxid termel®s PKC aktiv§torokkal ®s fMLP-vel kezelt hum§n neutrofilekben 

(Pongr§cz, et al. 1998) 

Neutrofileket 100 nM fMLP, 10 nM TPA, vagy 25 nM DOPP, SA, ThyA, BISA, vagy DOPPA 

jelenl®t®ben inkub§ltuk 1 ·r§n kereszt¿l 37
o
C-on, majd a szuperoxid termel®st m®rt¿k. 

Hogy tov§bbi bizony²t®kot nyerj¿nk az izoenzimek szerep®rŖl a neutrofilek szuperoxid 

termel®s®ben, PKC aktiv§ci·t g§tl· farmakol·giai hat·anyagokat alkalmaztunk a 

k²s®rleteinkben. ElŖszºr a neutrofileket PKC inhib²torokkal elŖkezelt¿k (Bis, Rottlerin, 

Go6976 ®s 13-HODE), mielŖtt a sejteket TPA-val vagy fMLP-vel aktiv§ltuk. £rdekes m·don, 

m²g k²s®rleteinkben a TPA hat§s§t teljes m®rt®kben al§t§masztott§k az inhib²torokkal v®gzett 

tesztek, azaz a klasszikus alcsal§dba tartoz· PKC izoenzimek dºntŖ szerephez jutottak a TPA 

§ltal induk§lt szuperoxid termel®sben, addig az fMLP receptorb·l indul· jeleket a 

farmakol·giai inhib²torok egyike sem g§tolta (21. §bra). 
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21. §bra: PKC inhib²torok fMLP vagy TPA kezel®s §ltal kiv§ltott szuperoxid termel®sre 

kifejtett hat§sa (Pongr§cz,  et al. 1998) 

Neutrofileket 500 nM bisindolylmaleimide 1-gyel, 20 nM Go6976-tal, 300 nM 13-HODE-dal, vagy 

5 mM Rottlerinnel kezelt¿k 30 percig (A) 10 nM TPA vagy (B) 100 nM fMLP hozz§ad§s§t 

megelŖzŖen, majd a szuperoxid termel®st m®rt¿k. Statisztikailag szignifik§ns k¿lºnbs®geket csillaggal 

jelºlt¿k (p Ò 0.05). 

A k²s®rleti eredm®nyekbŖl arra a kºvetkeztet®sre jutottunk, hogy sz§mos jel§tviteli ¼t vezethet 

a reakt²v oxig®n gyºkºk termel®s®hez. Mivel sz§mos jel§tviteli folyamat befoly§solja a 

neutrofilek aktiv§ci·j§t, f®lrevezetŖ lehet a k²s®rleti rendszerek t¼lzott leegyszerŤs²t®se ®s a 

term®szetes hat·anyagok elimin§l§sa a k²s®rleti rendszerekbŖl. K²s®rleti eredm®nyeink 

hozz§j§rultak annak meg®rt®s®hez is, hogy a sz§mos neutrofil aktiv§ci·t elŖid®zŖ 

intracellul§ris mechanizmus kºzºtt redundancia lehets®ges, ®s a neutrofil aktiv§ci·s 

folyamatok klasszikus PKC izoenzimek aktiv§l§s§val is kiv§lthat·k. A neutrofilek fiziol·gi§s 

folyamatainak meg®rt®s®hez azonban tov§bbi k²s®rletekre volt sz¿ks®g. K®rd®ses maradt 

ugyanis, hogy neutrofilek apoptotikus sejthal§l§ban szerepet j§tszanak-e PKC f¿ggŖ 

folyamatok? Ennek a k®rd®snek a megv§laszol§sa igen fontos lehet, hiszen a gyullad§sos 

folyamatokban aktiv§l·d· ®s szºvetk§ros²t· neutrofilek elt§vol²t§sa fontos ter§pi§s c®l. 

A neutrofilek apoptotikus folyamatainak vizsg§lat§ra a v®r§ramb·l frissen elt§vol²tott 

neutrofileket haszn§ltunk, melyeket k¿lºnbºzŖ ideig inkub§ltunk. In vitro k²s®rletekben 24 

·ra eltelt®vel a neutrofilek 70%-a apoptotikuss§ v§lik, ez®rt apoptotikus sejtek nagy sz§mban 

§lltak rendelkez®sre a jel§tviteli folyamatok vizsg§lat§ra. Annak meghat§roz§s§ra, hogy az 

apoptotikus folyamat beindul§s§val mely PKC izoenzimek akt²v§l·dnak, Western blot 
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k²s®rleteket v®gezt¿nk PKC a, b, d ®s z izoenzimek sejten bel¿li lokaliz§ci·j§nak 

vizsg§lat§ra. Meg§llap²tottuk, hogy az ®letk®pes sejtekkel szemben, az apoptotikus 

folyamatok megindul§sakor PKC b ®s PKC d izoenzimek tal§lhat·k a neutrofilek partikul§ris 

frakci·iban (22/A. §bra), amelybŖl arra kºvetkeztett¿nk, hogy ez a k®t PKC izoenzim fontos 

szerepet tºlt be a neutrofilek apoptotikus folyamatainak szab§lyoz§s§ban. 

 

22. §bra: PKC izoenzimek aktiv§ci·ja neutrofil apopt·zis sor§n (Pongr§cz, Webb et al. 1999) 

A) PKC izoenzimek aktiv§ci·j§nak vizsg§lat§t a citoszolb·l (C) a partikul§ris (P) frakci·ba tºrt®nŖ 

transzlok§ci·juk detekt§l§s§val v®gezt¿k frissen izol§lt ®s 20 ·r§n §t inkub§lt neutrofilokb·l, Western 

blot technik§val, anti-PKC izoenzim ellenanyag alkalmaz§s§val. 10 ng rekombin§ns human PKC-a, -

b, -d, ®s -z k®pviselte a standardot. B) teljes sejt extraktumokat k®sz²tett¿nk frissen izol§lt ®s 20 ·r§n 

kereszt¿l 20mM DEVD-fmk jelenl®t®ben vagy hi§ny§ban inkub§lt neutrofilekbŖl, majd Western blot-

tal detekt§ltuk a teljes m®retŤ (78 kDa) ®s kaszp§z §ltal has²tott (40 kDa) PKC d fragmentumot. C) 

DEVD-fmk kaszp§z 3-ra kifejtett g§tl· hat§s§nak bizony²t§sa frissen izol§lt ®s 20 ·r§n §t inhib²tor 

jelenl®t®ben vagy hi§ny§ban inkub§lt neutrofilekben. Az enzimaktivit§st fluoreszcensen jelºlt kaszp§z 

3 szubsztr§t alkalmaz§s§val v®gezt¿k (fluoreszcens egys®g/1Ĭ10
6
 sejt). 

Annak meghat§roz§s§ra, hogy PKC b ®s d izoenzimek val·ban szab§lyozz§k-e az apoptotikus 

folyamatok lezajl§s§t, tov§bbi k²s®rleteket v®gezt¿nk PKC izoenzimek g§tl§s§t elŖid®zŖ 

farmakol·giai inhib²torokkal. K²s®rleti rendszer¿nkben Go6976, mint a klasszikus (PKC-a, -

b, ®s -g), LY379196 mint a PKC b specifikus (Jirousek, Gillig et al. 1996), ®s Rottlerin, mint 

PKC d specifikus (Gschwendt, M¿ller et al. 1994) inhib²torokat tesztelt¿k. Mivel a PKC d 

izoenzim kaszp§z-3 has²t§s ¼tj§n is aktiv§lhat·, ez®rt kaszp§z-3 inhib²tort (DEVD-t) is 

alkalmaztunk a k²s®rletekben. M²g a klasszikus PKC-kat §ltal§nosan g§tl·, ®s a PKC 

b specifikus inhib²torok nem voltak hat§ssal az apoptotikus folyamat megindul§s§ra, addig 

mind a DEVD (22/B. ®s C. §bra), mind a Rottlerin g§tolta a programozott sejthal§lt (23. §bra). 
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23. §bra: PKC d ®s kaszp§z 3 inhib²torok neutrofil apopt·zisra kifejtett hat§sa 

(Pongr§cz, Webb et al. 1999) 

Neutrofileket 20 ·r§n kereszt¿l inkub§ltuk PKC inhib²torok Go6976 (20 nM), Rottlerin (10nM) vagy 

LY379196 (10 nM) vagy kaszp§z 3 inhibitor DEVD-fmk (20 mM) jelenl®t®ben, illetve inhib²torok 

hi§ny§ban. A, az apoptotikus morfol·gia jelenl®t®nek vizsg§lat§t May-Gr¿nwald Giemsa fest®ssel 

l§that·v§ tett neutrofileken v®gezt¿k. A statisztikai szignifikanci§t csillaggal jelºlt¿k pÒ0.05. B, a 

k²s®rletben haszn§lt inhib²torok hat§s§t bizony²tja az izoenzimek citoszolb·l partikul§ris frakci·ba 

tºrt®nŖ transzlok§ci·j§nak g§tl§sa. 

Azt, hogy a PKC d fontos szerepet tºlt-e be a neutrofilek apoptotikus sejthal§l§nak 

jel§tvitel®ben, enzimdepl®ci·s acellul§ris k²s®rletekkel is al§t§masztottuk. Ezekkel a 

k²s®rletekkel tov§bb bizony²tottuk, hogy a neutrofil apopt·zis PKC d f¿ggŖ folyamat. 

Tov§bbi k²s®rleteink arra is r§vil§g²tottak, hogy apopt·zis sor§n a PKC d a sejtmagban 

lokaliz§l·dik (24. §bra), ahol felt®telezhetŖen az apopt·zist ir§ny²t· enzimatikus 

folyamatokban r®sztvevŖ enzimeket ®s transzkripci·s faktorokat aktiv§lja. 

 

24. §bra: PKC ŭ szubcellul§ris lokaliz§ci·ja eg®szs®ges ®s apoptotikus neutrofilekben 

(Pongr§cz, Webb et al. 1999) 

Az §br§n frissen izol§lt neutrofilek (A) ®s 8 ·r§n §t sejtkult¼r§ban inkub§lt neutrofilek (B) l§that·ak. A 

PKC d izoenzimet anti-PKC d ellenanyaggal tett¿k l§that·v§ (FITC, zºld), m²g a sejtmagot propidium 
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jodiddal (vºrºs) jelºlt¿k. Ahol a vºrºs (sejtmag) ®s a zºld (PKC d) fest®s azonos helyen 

koncentr§l·dik, ott a kialakul· s§rga sz²n a PKC d jelenl®t®t jelzi a sejtmag anyag§ban. 

K²s®rleteink r§mutattak, hogy PKC d noha fontos, nem lehet egyetlen eleme az apoptotikus 

kaszk§dnak. Tºbbek kºzºtt az®rt, mert a PKC d-t aktiv§l· kaszp§z-3-nak is sz§mos egy®b 

szubsztr§tja ismeretes (pl. az apopt·zis-specifikus endonukle§z inhib²tora, citoszkelet§lis 

feh®rj®k, stb.), teh§t kiz§r·lag a PKC d-ra koncentr§l· potenci§lis ter§pi§s elj§r§sok nem 

lehetnek hat®konyak. K²s®rleteinkkel azt is al§t§masztottuk, hogy a p38 MAP kin§z szerepet 

j§tszik a stressz §ltal induk§lt, de nem a spont§n ¼ton kialakul· neutrofil apopt·zisban. Ez 

al§t§masztotta kor§bbi eredm®nyeinket, melyek szerint egyetlen sejtben p§rhuzamosan jelen 

lehetnek olyan jel§tviteli kaszk§dok, melyek ugyanahhoz a fiziol·gi§s v§laszreakci·hoz 

vezetnek, de mindezek nem sz¿ks®gk®ppen aktiv§l·dnak egyidejŤleg. 

Noha kutat§saink sor§n siker¿lt azonos²tanunk a PKC csal§d fontos szerep®t mind az 

apoptotikus sejthal§l, mind a sejtek t¼l®l®se szempontj§b·l, a k²s®rletekbŖl az is 

nyilv§nval·v§ v§lt, hogy a szºveti kºrnyezetbŖl sz§rmaz· extracellul§ris jeleket szorosabb 

kapcsolatba kell §ll²tani a sejten bel¿li jel§tviteli folyamatokkal ahhoz, hogy ter§pi§s 

szempontb·l is alkalmazhat· ismereteket nyerj¿nk a jel§tvitel minŖs®gi ®s mennyis®gi 

viszonyair·l. Ennek t¿kr®ben a primer neutrofilek §ltal ny¼jtott lehetŖs®gek limit§ltnak 

tŤntek, hiszen az ®rett neutrofilek Ăfiziol·gi§s programj§banò a sejthal§l kit¿ntetett helyet 

foglal el. Mivel a PKC-k p§rhuzamosan tºbb jel§tviteli rendszerben is szerepet j§tszanak, 

neutrofilekben nehezen azonos²that·, hogy mely bejºvŖ jelek eredŖjek®nt ker¿l sor a 

fiziol·gi§s v§ltoz§sokra. Tov§bbi neh®zs®get jelentett, hogy a temin§lisan differenci§l·dott ®s 

rºvid ®letidejŤ neutrofilek g®nexpresszi·s m·dos²t§sa majdnem lehetetlen feladat, hiszen igen 

®rz®kenyen reag§lnak k¿lsŖ behat§sokra (pl. elektropor§ci· vagy k®mia membr§n-

permabilit§s nºvelŖk, stb), amelyek a sejtek pusztul§s§hoz vezetnek. Ez®rt a PKC-k 

aktivit§s§nak m·dos²t§s§ra a farmakol·giai hat·anyagokra voltunk k®nytelenek szor²tkozni, 

melyek specificit§sa egyre ink§bb megk®rdŖjelezhetŖv® v§lt. 
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25. §bra: A neutrofilek citokin-depriv§ci· kºvetkezt®ben apopt·zissal elpusztulnak (Webb, 

Wang et al. 2000) 

A csontvelŖben tºrt®nŖ fejlŖd®s¿k ®s differenci§l·d§suk sor§n a fejlŖdŖ sejtek t¼l®l®si jeleket kapnak, 

pl GM-CSF form§j§ban. A kering®sbe val· kiker¿l®s¿k sor§n a t¼l®l®st szab§lyoz· citokin szint 

lecsºkken®s®nek kºvetkezt®ben beindul az apopt·zis g®pezete. A fertŖz®sek hely®n azonban, ahol a 

citokin szintek magasak, a neutrofilek ®lettartama megnºvekszik. 

¥sszess®g®ben k²s®rleteink eredm®nyek®nt nyilv§nval·v§ v§lt, hogy a szºveti kºrnyezet 

komplex hat§sa befoly§solja az egyes sejtek t¼l®l®s®t, aktiv§l·d§s§t, illetve hal§l§t kiv§lt· 

jel§tviteli folyamatokat (25. §bra). Hogy a jel§tviteli folyamatok szab§lyoz§s§t meg®rthess¿k, 

elengedhetetlenn® v§lt olyan k²s®rleti rendszerek alkalmaz§sa, amelyekben a komplex szºveti 

kºrnyezetben p§rhuzamosan ®rnek ingerek fiziol·gi§s v§laszreakci·k sz®les sk§l§j§ra k®pes 

sejteket. 

5.2. *ÅÌÜÔÖÉÔÅÌ Á ÔþÍÕÓÚ ÏÒÇÁÎÏÇÅÎÅÚÉÓÅ ïÓ Á ÔÉÍÏÃÉÔÜË ÆÅÊÌěÄïÓÅ ÓÏÒÜÎ 

A csecsemŖmirigyben, avagy a t²muszban v®gbemenŖ sejtes ®s szºveti v§ltoz§sok, mind a 

szerv kialakul§sa, mind a benne fejlŖdŖ T-sejtek differenci§l·d§sa ®s szelekci·ja sor§n ide§lis 

kºrnyezetet biztos²tanak a jel§tviteli rendszerek vizsg§lat§ra. K¿lºnºs tekintettel arra, hogy a 
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sejtek t¼l®l®s®t, illetve a hal§l§t kiv§lt· szelekci·s faktorok folyamatos jelenl®te lehetŖs®get 

biztos²t mennyis®gi v§ltoz§sok m®r®s®re ®s az intra- ®s extracellul§ris jel§tviteli molekul§k 

szerep®nek pontosabb meghat§roz§s§ra. A t²musz k¿lºnlegess®ge az is, hogy a fejlŖd®s, 

oszt·d§s, differenci§l·d§s ®s sejthal§l ugyanabban a szºvetben, p§rhuzamusan megy v®gbe 

¼gy, hogy a fenti folyamatokat kiv§lt· sejtes interakci·k illetve szekret§lt faktorok hat§s§nak 

eredŖje szabja meg a szºvet minden sejtj®nek v§laszreakci·it. Az egyik olyan sejtt²pus a 

t²muszban, amelyre sz§mos jel hat egyidejŤleg, az a fejlŖdŖ timocit§k csoportja. 

A t²muszban fejlŖdŖ T-sejtek sz§mos fontos oszt·d§si, differenci§ci·s ®s szelekci·s l®p®sen 

esnek §t. Ezek kºz¿l a T sejt receptorhoz (TCR-hoz) kapcsol·dik mind a sejtek pozit²v, mind 

negat²v szelekci·j§nak folyamata, melynek eredm®nyek®nt eldŖl, hogy a perif®ri§n milyen 

TCR reperto§rral rendelkeznek majd a T-sejtek. A TCR specificit§s§nak biztos²t§s§hoz 

viszont elengedhetetlen, hogy csak MHC-I-hez vagy MHC-II-hºz kºtºtt antig®nt 

ismerhessenek fel az ®rett, perif®ri§lis T-sejtek. Ez®rt a T-sejtek MHC (emberben HLA), 

illetve antig®n-MHC-t felismerŖ k®pess®g®nek tesztel®se igen fontos l®p®s a timocit§k 

fejlŖd®s®ben. Sem az MHC-t, sem az antig®n-MHC-t fel nem ismerŖ T-sejtekre nincs 

sz¿ks®ge az immunrendszernek, hiszen ezek haszontalanok az immunv§lasz kialakul§sa 

szempontj§b·l. Tov§bb§ azokra a sejtekre sincs sz¿ks®g, amelyek igen nagy affinit§ssal ®s 

avidit§ssal kºtŖdnek az antig®n-MHC komplexhez, hiszen ²gy igen erŖs, szab§lyozhatatlan 

immunv§lasz alakul ki, gyakran saj§t antig®nekkel szemben. Ennek elker¿l®se ®rdek®ben 

sz§mos szelekci·s folyamat megy v®gbe a t²muszban. Noha a TCR-b·l sz§rmaz· jelek 

erŖss®ge kºzti k¿lºnbs®gnek tulajdon²tj§k a CD4
+
CD8

+
, azaz DP timocit§k t¼l®l®s®hez 

(pozit²v szelekci·) vagy apopt·zis§hoz (negat²v szelekci·hoz) vezetŖ folyamatok 

megindul§s§t, val·j§ban a Ăjel erŖss®g®nekò pontos mibenl®t®t intracellul§ris jel§tviteli 

szinten neh®z meghat§rozni. 

K²s®rleteinkben abb·l a megfigyel®sbŖl indultunk ki, hogy az antig®n-MHC komplexet 

felismerŖ T-sejtek kapcsol·d§si erŖss®g®nek tesztel®se elsŖsorban a t²musz epit®li§lis sejtjeire 

h§rul· feladat. A t²musz epit®li§lis sejtek ugyanis k®pesek mind MHCI, mind MHCII 

expresszi·j§ra. A fejlŖdŖ timocit§k a kortik§lis ®s medull§ris epit®liumon tesztelik elŖszºr a 

TCR g®n§trendezŖd®s eredm®nyek®nt l®trejºvŖ receptor feh®rj®k antig®n ®s MHC felismerŖ 

k®pess®g®t. Az antig®n-MHC-komplexet felismerŖ TCR-bŖl sz§rmaz· jeleken t¼lmenŖen 

sz§mos ko-receptor-ligand kapcsolat szabja meg a jel erŖss®g®t, amely vagy a timocit§k 

t¼l®l®s®hez vagy apoptotikus sejthal§l§hoz vezet. 
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A TCR-bŖl sz§rmaz· jel§tviteli folyamatok vizsg§lat§ra ®s annak meg§llap²t§s§ra, hogy 

mekkora erŖss®ggel kºtŖdik a timocita az epit®liumhoz, elŖszºr azt vizsg§ltuk, hogy mely 

molekul§kra van sz¿ks®g ahhoz, hogy a timocit§k komplexet k®pezzenek az epit®lium 

membr§nj§n tal§lhat· peptid-MHC molekulakomplexszel. In vitro k²s®rletekben TCRa-/-, 

azaz funkci·k®ptelen TCR-ral rendelkezŖ timocit§kat, ®s MHC-val nem rendelkezŖ, azaz DK 

(MHCI/II -/-) epit®liumot haszn§ltunk a vad t²pus¼, Balb/c egerekbŖl sz§rmaz· szºvetek ®s 

sejtek kontrolljak®nt (26. §bra). 

 

26. §bra: CD4
+
8

+
 timocit§k TCR ®s MHC f¿ggŖ konjug§tumot k®peznek a t²musz 

epit®liummal (Hare, Pongracz J et al. 2003). 

A CD4
+
8

+
 timocit§kat PKH26, m²g a t²musz epit®li§lis sejteket CFSE fiziol·gi§s fest®ssel jelezt¿k. A 

sejteket 1:1 ar§nyban kevert¿k ºssze, majd vagy azonnal (A) vagy 30 percig, 37ÁC-on tºrt®nt 

inkub§ci·t kºvetŖen §raml§si citometri§val (B) vagy mikroszk·ppal analiz§ltuk (C). A konjug§tumok 

form§l·d§s§nak alakul§s§t 0 ®s 60 perc kºzºtt a PKH26 ®s a CFSE esem®nyek gyakoris§g§t m®rve 

hat§roztuk meg (D, rombusz). Kontrollk®nt MHC-/- t²musz epit®liumot kevert¿nk vad t²pus¼ 

timocit§kkal (D, n®gyszºg), vagy TCRa-/- timocit§kat vad t²pus¼ (VT) t²musz epit®li§lis sejtekkel (D, 

h§romszºgek). 

K²s®rleteinkben meg§llap²tottuk, hogy a timocit§knak rendelkezni¿k kell funkci·k®pes TCR-

rel, m²g az epit®li§lis sejteknek MHC-val ahhoz, hogy a szelekci·s folyamatok 

megindulhassanak. A fenti k²s®rletben olyan k²s®rleti rendszer ºssze§ll²t§s§ra ker¿lt sor, 

amelyben a timocit§k v§laszreakci·i kiv§l·an nyomonkºvethetŖv® v§ltak differenci§ci·s 
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markerek seg²ts®g®vel, m²g a sejten bel¿li jel§tviteli v§ltoz§sok is tesztelhetŖk maradtak. 

Meg§llap²tottuk, hogy a timocita-epit®lium komplexben az akt²v receptor-ligand kapcsolat az 

aktin citoszkeleton koncentr§lt polimeriz§ci·j§val j§r mind a timocit§kban, mind az epit®li§lis 

sejtekben (27. §bra). Tov§bb§ ez a kapcsolat a timocit§kban tirozin foszforil§ci·t·l f¿ggŖ Ca 

ion szint nºveked®s®hez vezetett, azaz akt²v jel§tvitel megindul§s§t ®szlelt¿k (28. §bra). 

 

27. §bra: A timocita-epit®l sejt interakci· az aktin citoszkeleton polimeriz§ci·j§t eredm®nyezi 

(Hare, Pongracz J et al. 2003) 

MHC-/- egerekbŖl sz§rmaz· CD4
+
8

+
 timocit§kat t²musz epit®liummal inkub§ltuk 30 percen kereszt¿l, 

majd a kitapadt sejteket permeabiliz§lva falloidint haszn§ltunk az aktin citoszkeleton 

polimeriz§ci·j§nak vizsg§lat§ra (A). A konjug§tumok k®pzŖd®s®nek anal²zis®hez §raml§si 

citomeri§val v®gezt¿nk vizsg§latokat citokalazin (cyt) D-kezelt timocit§k ®s kezeletlen t²musz 

epit®li§lis sejtek (n®gyszºgek), vagy kezeletlen timocit§k ®s citokalazin D-kezelt epit®lium 

(h§romszºgek), illetve kontrollk®nt kezeletlen timocita ®s epit®lium (rombuszok) (B) felhaszn§l§s§val. 
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28. §bra: A timocita-epit®li§lis sejt interakci· nºveli a timocit§kban az intracellul§ris k§lcium 

szintet ®s foszfotirozin akkumul§ci·t id®z elŖ (Hare, Pongracz J et al. 2003) 

CD4
+
8

+
 timocit§kat t²musz epit®liummal inkub§ltuk 30 percen kereszt¿l, majd a kitapadt sejteket 

permeabiliz§lva foszforil§lt tirozint felismerŖ ellenanyaggal inkub§ltuk a konjug§tumokat (A). Az 

MHC-/- egerekbŖl sz§rmaz· CD4
+
8

+
 timocit§kat Indo-1-gyel kezelt¿k, majd PKH26-tal jelºlt¿k, m²g 

a t²musz epit®li§lis sejteket CFSE fiziol·gi§s fest®ssel jelºlt¿k. A sejteket 1:1 ar§ny¼ kever®st 

kºvetŖen 5 percig inkub§ltuk, majd a konjug§tum-k®pzŖd®st §raml§si citometri§val analiz§ltuk (B). A 

citoszolban levŖ k§lcium koncentr§ci·t a nem konjug§l·dott szabad (C) ®s az epit®liumhoz kapcsol·d· 

timocit§kban (D) §raml§si citometri§val analiz§ltuk. Annak meg§llap²t§s§ra, hogy a k§lcium-

be§raml§s a tirozin kin§z aktiv§ci·j§nak kºvetkezm®nye-e, az Indo-1/PKH26-jelzett timocit§kat 50 

mM tirf osztin A9-cel inkub§ltuk a konjug§tum k®pzŖd®st megelŖzŖen, majd a k§lcium be§raml§s§t 

m®rt¿k szabad (E) ®s epit®liumhoz kºtºtt timocit§kban (F). 

A fenti k²s®rleti rendszerben aktiv§lt DP timocit§kat ezut§n t²musz reaggreg§tum kult¼r§kban 

inkub§ltuk tov§bb h®t napon §t. A h§romdimenzi·s (3D) t²musz epit®li§lis szºvet megfelelŖ 

mikrokºrnyezetet biztos²t a T-sejtek teljes kifejlŖd®s®hez. Ebben a mikrokºrnyezetben a h®t 

napos inkub§ci·s idŖ lehetŖs®get biztos²t a T-sejtek kifejlŖd®s®re ®s a pozit²v szelekci· 

folyamat§nak nyomon kºvet®s®re. A fenti k²s®rleti rendszer alkalmaz§sa egy®rtelmŤv® tette, 

hogy az in vitro sejtszuszpenzi·ban epit®li§lis sejtekkel konjug§ltatott timocit§k olyan t¼l®l®si 

jelet kapnak, ami lehetŖv® teszi a CD4
+
 helper ®s a CD8

+
 citotoxikus T-sejtekk® tºrt®nŖ 

differenci§l·d§sukat, azaz a DP timocit§k pozit²v szelekci·j§t. Ez a folyamat a sejtfelsz²ni 

markerek karakterisztikus v§ltoz§s§val nyomon kºvethetŖ volt (29. §bra). 
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29. §bra: A timocita-epit®li§lis sejtek kºzºtti konjug§tum k®pzŖd®s a pozit²v szelekci· 

induk§l§s§t jelenti (Hare, Pongracz J et al. 2003) 

A tiszt²tott, vad t²pus¼ Balb/c timocit§k ®s epit®li§lis sejtek konjug§tumait reaggreg§tum 

szervkult¼r§ba helyezt¿k (A), majd 7 napos inkub§l§st kºvetŖen a timocit§kat TCR, CD4 ®s CD8 

expresszi· szempontj§b·l analiz§ltuk §raml§si citometria seg²ts®g®vel (B). 

A sejtek egym§sra hat§s§nak kºvetkezt®ben megindul· pozit²v szelekci·hoz vezetŖ 

folyamatok sor§n sz§mos intracellul§ris jel§tviteli molekula aktiv§l·d§sa is megfigyelhetŖ 

volt. Hogy a molekul§ris aktiv§ci·t l§that·v§ tegy¿k, a timocita-epit®li§lis sejt 

konjug§tumban a k®t sejt kºzºtti kapcsolat hely®n sejtfelsz²ni, ®s sejten bel¿li jel§tviteli 

molekul§kat jelºlt¿nk meg. A sejtek kºzºtti interakci· hely®re a CD3, CD45, CD4, CD8 

sejtfelsz²ni ®s, a p56lck tirozin kin§z, LAT adapter protein ®s PKCQ belsŖ jel§tviteli 

molekul§k koncentr§l·dtak (30. §bra). 
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30. §bra: A t²musz epit®liummal val· ®rintkez®s a timocit§kban molekul§ris §trendezŖd®shez 

vezet (Hare, Pongracz J et al. 2003) 

MHC-/- egerekbŖl sz§rmaz· CD4
+
8

+
 timocit§kat vad t²pus¼ t²musz epit®li§lis sejtekkel inkub§ltuk 30 

percen kereszt¿l, majd t§rgylemezhez tapad§suk ut§n permeabiliz§ltuk a sejteket ®s jel§tviteli 

molekul§kra specifikus ellenanyagokkal megjelºlt¿k: CD3 (A), CD45 (B), CD4 (C), CD8 (D), p56lck 

(E), ®s LAT (F). Am²g a polariz§ci· szembetŤnŖ volt minden olyan timocit§n, amely t²musz 

epit®liummal konjug§tumot k®pezett, addig a nem konjug§lt sejtek nem polariz§l·dtak. 

Noha sz§mos jel§tviteli molekula koncentr§l·dott az epit®lium-timocita kapcsolat pontj§ra, ez 

a folyamat m®gis f¿ggetlennek bizonyult a Ălipid raftò-ok avagy Ălipid tutajokò jelenl®t®tŖl 

(31. §bra), melyeket kor§bban elengedhetetlennek felt®teleztek az akt²v jel§tvitel 

kialakul§s§hoz. Az a felfedez®s, mely szerint Ălipid tutajokò nem alakulnak ki a t²muszon 

bel¿l fejlŖdŖ T-sejtek jel§tvitelekor, k¿lºnºsen fontosnak bizonyult, hiszen r§mutatott a 

t²muszban zajl· TCR-f¿ggŖ szelekci·s ®s a perif®ri§n v®gbemenŖ TCR-f¿ggŖ aktiv§ci·s jelek 

jeltov§bb²t§si k¿lºnbs®geire. 
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31. §bra: A timocit§k pozit²v szelekci·j§nak megkezdŖd®se nem j§r egy¿tt a GM1 lipid-

tutajok akkumul§l·d§s§val (Hare, Pongracz J et al. 2003) 

Az MHC-/- eg®r tºrzsbŖl sz§rmaz· CD4
+
8

+
 timocit§kat kolera-toxin-FITC-cel jelºlt¿k, majd vad 

t²pus¼ t²musz epit®liummal inkub§ltuk 30 percen §t. A sejteket ezut§n t§rgylemezre tapasztottuk ki, 

hogy a GM1 polariz§ci· vizsg§lhat· legyen (A). Mind CD4
+
8

+
 timocit§k, mind perif®ri§s T-sejtek 

kolera-toxin-FITC-cel ker¿ltek megjelºl®sre, majd §raml§si citometri§val analiz§ltuk a v§ltoz§sokat 

(B). 

A jel§tviteli k¿lºnbs®geket analiz§lva felt®telezt¿k, hogy a CD28-B7 (CD80 ®s CD86) 

kºlcsºnhat§s, mint ko-stimul§ci·s jel lehet az egyik k¿lºnbs®g a perif®ri§s T-sejtek ®s a 

fejlŖdŖ, DP T-sejtek TCR-f¿ggŖ jel§tvitele kºzºtt. K¿lºnºsen fontosnak tŤnt ennek a 

felt®telez®snek a vizsg§lata, hiszen a t²muszban a kortik§lis epit®li§lis sejtek az ®rett, 

perif®ri§s antig®n prezent§l· sejtekkel (APC) ellent®tben nem expressz§lnak CD80 vagy 

CD86 ko-stimul§ci·s ligandokat. Az elm®let ellenŖrz®se kezdetben technikai probl®m§kba 

¿tkºzºtt, ugyanis a t²musz epit®li§lis sejteken sz¿ks®g volt a feh®rjeexpresszi· m·dos²t§s§ra. 

Tov§bbi neh®zs®gk®nt mer¿lt fel, hogy a sejtfelsz²nen expressz§ltatott feh®rj®knek 

funkci·k®pesnek kellett lenni¿k, mikºzben a t²musz epit®li§lis sejtek ®letk®pess®g®t meg 

kellett Ŗrizz¿k a feh®rjeexpresszi· m·dos²t§s§t elŖid®zŖ vektorok bejuttat§s§t kºvetŖen is. A 

kor§bban haszn§lt g®nexpresszi·t m·dos²t· m·dszerek nem vezettek volna eredm®nyre, mivel 

a fenti m·dszerek alkalmaz§s§hoz a t²musz epit®liumot k®tdimenzi·s kult¼r§kban kellett 

volna teny®szteni. K®tdimenzi·s szºvetteny®szetekben a t²musz epit®li§lis sejtek azonban 

elvesz²tik azon k®pess®g¿ket, hogy a T-sejtek fejlŖd®s®t ®s differenci§l·d§s§t t§mogass§k. 

£ppen ez®rt, v®g¿l rekombin§ns adenovir§lis (rAd) g®nbevitelre esett a v§laszt§sunk, amely 

igen hat®konynak bizonyult az epit®li§lis sejtek feh®rjeexpresszi·j§nak m·dos²t§s§ban ak§r 

intakt t²musz lebenyek eset®ben is. K²s®rleteink r§mutattak arra, hogy a rAd-sal CD80 

expresszi·ra k®nyszer²tett, majd fejlŖdŖ timocit§kkal reaggreg§ltatott t²musz epit®li§lis sejtek 

Ălipid tutajokò kialakul§s§t induk§lt§k a timocit§kban, amelynek kºvetkezm®nyek®nt 
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megnºvekedett az apopt·zis ®s csºkkent a pozit²v szelekci· (). Meg§llap²tottuk teh§t, hogy a 

ko-stimul§ci·s molekul§k jelenl®te m·dos²tja a TCR-f¿ggŖ szelekci·s jelek erŖss®g®t. 

 

32. §bra: CD80 expresszi·ra k®nyszer²tett t²musz epit®lium megind²tja a lipid tutajok 

kialakul§s§t ®s csºkkenti a pozit²v szelekci·t (Hare, Pongracz J et al. 2003) 

Deoxiguanozinnal kezelt embrion§lis t²musz lebenyekbŖl sz§rmaz· t²musz epit®liumba rAd-CD80-

GFP-t ®s kontroll, rAd-GFP-t juttattuk be. A fertŖzºtt sejteket §raml§si citometri§val analiz§ltuk GFP 

®s CD80 expresszi·ra (A ®s B). MHC-/- eg®r tºrzsbŖl sz§rmaz· CD4
+
8

+
 timocit§kat kolera toxin 

FITC-cel jelºlt¿k, majd CD80-at expressz§l· t²musz epit®liummal inkub§ltuk 30 percen kereszt¿l. A 

sejtek kitapaszt§sa ut§n, a sejteket anti-CD80 ellenanyaggal, majd anti-eg®r rhodaminnal jelºlt¿k. A 

GM1 polariz§ci·t mutat· (C) CD80-hoz kºtºtt timocit§k kvantit§l§s§t a D §bra mutatja., A DP 

timocit§kb·l ®s a rAd-sal elŖkezelt epit®liumb·l reaggreg§tumokat k®sz²tett¿nk, majd ºt napi 

inkub§l§s ut§n a timocit§k CD4 ®s CD8 expresszi·j§t analiz§ltuk §raml§si citometria seg²ts®g®vel (E) 

®s (F). 

Noha a ko-receptorok jelenl®te, illetve hi§nya t§mpontot ny¼jtott a szelekci·s jelek erŖss®g®t 

meghat§roz· folyamatok eredet®re, a koncentr§ltan megjelenŖ jel§tviteli molekul§k a 

timocita-epit®lium ®rintkez®si fel¿leten nem adtak intracellul§ris magyar§zatot a szelekci·s 

jelek erŖss®ge kºzºtt fell®pŖ k¿lºnbs®gekre. 

Hogy a szºveti kºrnyezetbŖl sz§rmaz· t¼l®l®st, illetve sejthal§lt induk§l· sejten bel¿li jelek 

kºzºtti k¿lºnbs®geket azonos²tani tudjuk, k®t, a perif®ri§n Ăhigh avidityò jelet ut§nz· ®s ez®rt 

T-sejtaktiv§ci·t elŖid®zŖ faktort, anti-CD3e ellenanyagot ®s concanavalin A (ConA)-t 

alkalmaztunk. Az®rt esett a v§laszt§sunk az ellenanyagra ®s ConA-ra, mert fejlŖdŖ timocit§kra 

m§s hat§st gyakorolnak, mint perif®ri§lis T-sejtekre. M²g az anti-CD3e ellenanyag a DP 
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timocit§k apoptotikus hal§l§t id®zi elŖ, addig ConA kezel®s¿k pozit²v szelekci·t ®s 

kºvetkez®sk®ppen t¼l®l®st induk§l. A k²s®rleteket intakt embrion§lis (E15) t²musz 

lebenyekben v®gezt¿k annak bizony²t§s§t kºvetŖen, hogy mind az ellenanyag, mind a ConA 

bediffund§lnak a lebenyekbe. ĉgy a k®t anyag hat§s§t az am¼gy ®rintetlen szºveti 

mikrokºrnyezetben vizsg§lhattuk. Az anti-CD3e ellenanyag ®s a ConA hat§sa kºzºtti 

k¿lºnbs®g molekul§ris szinten m§r kor§nt sem bizonyult annyira egy®rtelmŤnek, mint a 

fejlŖdŖ T-sejtekre kifejtett szelekci·s hat§suk. Kor§bbi k²s®rletek bizony²tott§k, hogy a 

timocit§k TCR §ltal induk§lt apoptotikus folyamatai sor§n a nur77 (Cheng 1997; Winoto 

1997) transzkripci·s faktor expresszi·ja megnŖ. MeglepŖ m·don azonban mind az anti-CD3e 

ellenanyag, mind a ConA nºvelte a nur77 expresszi·j§t megkºzel²tŖen azonos szinten. 

Tov§bb§, a szelekci·s folyamatok megindul§s§t jelzŖ, mind a negat²v, mind a pozit²v 

szelekci· sor§n expresszi·s csºkken®st mutat· tcf1 g®nre, gyakorlatilag azonos hat§ssal 

voltak, csºkkentve annak transzkripci·j§t (33. §bra). 

 

33. §bra: Anti-CD3 ellenanyag ®s ConA hat§sa nur77 ®s tcf1 g®nek expresszi·j§ra 

(Pongracz, Parnell et al. 2003) 

Az anti-CD3Ů (5 mg/ml) ®s Con A (5 mg/ml) fiziol·gi§s hat§sai MHC DK timocit§k g®nexpresszi·j§ra 

szervkult¼r§ban tºrt®nt inkub§ci·t kºvetŖen. nur77 ®s tcf1 g®nek szemikvantitat²v RT-PCR anal²zise 

TCR lig§ci·t 1 ®s 4 ·r§t kºvetŖen. (PCR reakci·ban b-aktin-t alkalmaztunk belsŖ kontrollnak). A 

reakci·term®kek m®ret®t az §bra jobb oldal§n t¿ntett¿k fel. 

Kor§bbi k²s®rleteinkben a TCR-epit®lium konjug§ci·j§nak hely®re akkumul§l·dott sz§mos 

kin§z jelenl®t®bŖl arra kºvetkeztett¿nk, hogy esetleg a lipid Ăsecond-messengerò-ek 

felszabadul§sa lehet m§s a k®t hat·anyag jelenl®t®ben, amely akt²van m·dos²thatja a t¼l®l®si 
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®s apoptotikus jeleket. A k¿lsŖ receptor-ligand interakci·k differenci§lt lipid Ăsecond-

messengerò indukci·ja m·dosult kin§zaktivit§st eredm®nyezhet, mely a t¼l®l®si 

folyamatokban dºntŖ szerepet j§tsz· Akt/PKB enzim differenci§lt aktiv§l§s§t id®zheti elŖ, 

megv§ltoztatva ezzel a t¼l®l®s, illetve a sejthal§l kiv§lt§s§t induk§l· jelek ar§ny§t. A 

felt®telez®s k²s®rletes bizony²t§s§hoz a timocit§k anti-CD3e ®s ConA kezel®s®t kºvetŖen a sejt 

liz§tumb·l immunprecipit§ltuk az Akt/PKB enzimet, majd aktivit§sm®r®ssel bizony²tottuk, 

hogy a ConA kezel®s kºvetkezt®ben az enzim aktivit§sa megkºzel²tŖen k®tszeres®re nŖ az 

anti-CD3e-nal kezelt timocit§kb·l izol§lt Akt/PKB aktiv§ci·s ®rt®keivel ºsszehasonl²tva 

(34. §bra). 

 

34. §bra: Akt/PKB enzim aktivit§sa anti-CD3e ®s ConA kezel®st kºvetŖen 

(Pongracz, Parnell et al. 2003) 

MHC DK t²musz lebenyeket anti-CD3Ů (5 mg/ml) ®s Con A-val (5 mg/ml) kezelt¿k 4 ·r§n kereszt¿l. 

Egymilli· timocit§t liz§ltunk a m®r®sekhez, melyekbŖl az Akt/PKB enzimet immunprecipit§ltuk, majd 

a g
32

P-ATP be®p¿l®s®vel szubsztr§tba tºrt®nŖ be®p¿l®s®vel m®rt¿k az enzim aktiv§ci·s szintj®t. 

EbbŖl az eredm®nybŖl arra kºvetkeztett¿nk, hogy az Akt/PKB fontos szerepet tºlthet be a 

t¼l®l®si folyamatok megind²t§s§ban, viszont arra nem der¿lt f®ny, hogy milyen folyamatok 

vezethetnek az Akt/PKB differenci§lt aktiv§l§s§hoz. Mivel sz§mos megfigyel®s azt 

bizony²totta, hogy az Akt/PKB aktiv§ci·j§t a PI3K ir§ny²tja (Bondeva 1999), a TCR-bŖl 

kiindul· ®s a PI3K-t aktiv§l· jelek m·dos²t§s§ra PI3K specifikus inhib²torokat alkalmaztunk. 

Az inhib²torokkal tºrt®nt elŖinkub§l§st kºvetŖen az intakt t²musz lebenyekben l®vŖ 

timocit§kat anti-CD3e ®s ConA hat§s§nak tett¿k ki, majd m®rt¿k az Akt/PKB enzim 

aktivit§s§t ®s a DP timocit§k sz§m§t ®s ®letk®pess®g®t (35. ®s 36. §bra). 
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35. §bra: Akt/PKB foszforil§ci·ja PI3K inhib²tor, majd anti-CD3e ®s ConA kezel®st 

kºvetŖen (Pongracz, Parnell et al. 2003) 

MHC-/- eg®r embri·kb·l sz§rmaz· t²musz lebenyeket PI3K specifikus inhib²torral LY294002 (1.5 

mM, 37
o
C), anti-CD3Ů (5 mg/ml) illetve Con A (5 m g/ml) jelenl®t®ben inkub§ltuk, majd a timocit§k 

liz§l§s§t kºvetŖen az immunprecipit§lt Akt/PKB foszforil§ci·s szintj®t m®rt¿k. 

 

36. §bra: A PI3K g§tl§s§nak fiziol·gi§s hat§sa (Pongracz, Parnell et al. 2003) 

MHC-/- eg®r embri·kb·l sz§rmaz· t²musz lebenyeket PI3K specifikus inhib²torral LY294002 (1.5 

mM, 37
o
C, 1 ·ra) elŖinkub§ltuk, azut§n anti-CD3Ů (5 mg/ml), illetve Con A-val (5 m g/ml) kezelt¿k 16 

·r§n kereszt¿l, majd a timocit§k CD4
+
 ®s CD8

+
 expresszi·j§t analiz§ltuk §raml§si citom®terrel. A 

szignifik§ns k¿lºnbs®get csillaggal jelºlt¿k. 

Mivel a PI3K csºkkent aktivit§sa csak az anti-CD3e-ellenanyaggal keresztkºtºtt TCR 

eset®ben csºkkentette a timocit§k t¼l®l®s®t, felmer¿lt annak a lehetŖs®ge, hogy a t¼l®l®si 

folyamatok szab§lyoz§s§ban r®sztvevŖ Akt/PKB a PI3K-t·l teljesen f¿ggetlen¿l is 
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aktiv§lhat·, amely magyar§zatot szolg§ltatott volna a timocit§k t¼l®l®s®ben mutatkoz· 

k¿lºnbs®gekre. Ennek tiszt§z§s§ra, mind az Akt/PKB-b·l, mind az Akt/PKB-hoz vezetŖ 

jel§tviteli ¼tvonalakat behat·bb vizsg§latnak vetett¿k al§. 

Az apopt·zist ®s ®letk®pess®get szab§lyoz· Bcl molekulacsal§dra esett a v§laszt§sunk a 

Ădown-streamò elemek vizsg§lat§ban. K¿lºnºsen, mivel a Bcl csal§d sz§mos tagja 

szubsztr§tja az Akt/PKB, illetve a t¼l®l®st ®s apopt·zist ir§ny²t· PKC enzimeknek. 

Vizsg§lataink kimutatt§k, hogy mennyis®gi k¿lºnbs®gek is dºntŖ hat§st gyakorolnak a 

jel§tvitelre. A pro-apoptotikus Bad foszforil§ci·j§nak kºvetkezm®nye az anti-apoptotikus 

BclXL felszabadul§sa, amely g§tolja a mitokondriumokb·l a citokr·m C felszabadul§s§t ®s 

ezzel a kaszp§z-aktiv§lta apopt·zis megindul§s§t. K²s®rleteink r§vil§g²tottak arra, hogy a 

ConA sokkal nagyobb m®rt®kben induk§lja a Bad molekula foszforil§ci·j§t, mint az anti-

CD3e kezel®s (37. §bra), amelynek lehet a kºvetkezm®nye az anti-apoptotikus BclXL 

fokozott felszabadul§sa. Ezen t¼lmenŖen a ConA, ellent®tben az anti-CD3e ellenanyag 

hat§s§val, idŖvel a bad-g®n §t²r·d§s§nak teljes g§tl§s§t eredm®nyezte, mikºzben az anti-

apoptotikus molekula, a Bcl2 foszforil§ci·j§t ®s ezzel aktivit§s§t nºvelte (38. §bra). 

 

37. §bra: Bad foszforil§ci· ®s mRNS szintek (Pongracz, Parnell et al. 2003) 

(A) MHC-/- eg®r embri·kb·l sz§rmaz· t²musz lebenyeket anti-CD3Ů (5 mg/ml) illetve Con A (5 m 

g/ml) jelenl®t®ben inkub§ltuk 4 ·r§n §t, majd timocit§kb·l (1x10
6
/kezel®s) a Bad molekul§kat 

immunprecipit§ltuk. A feh®rj®k g®len tºrt®nŖ szepar§l§s§t kºvetŖen (15% SDS-PAGE) blottoltuk, 

majd anti-foszfo-Bad ellenanyag felhaszn§l§s§val vizsg§ltuk a feh®rj®k foszforil§ci·s szintj®t. (B, C) 

12 ·r§s anti-CD3Ů (5 mg/ml), illetve Con A (5 m g/ml) kezel®st kºvetŖ Bad mRNS ®s protein 

expresszi·ja. 
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38. §bra: Bcl2 foszforil§ci· (Pongracz, Parnell et al. 2003) 

MHC-/- eg®r embri·kb·l sz§rmaz· t²musz lebenyeket anti-CD3Ů (5 mg/ml), illetve Con A (5 mg/ml) 

kezel®s kºzben g
32

P-ATP jelenl®t®ben inkub§ltuk. A timocit§k felt§r§sa ut§n a Bcl2-t 

immunprecipit§ltuk ®s foszforil§ci·s szintj®t m®rt¿k. 

Mivel a Bcl2 molekula foszforil§ci·ja gyakorlatilag azonnali (m§sodperceken bel¿li), 

foszfat§zok (PP2A) §ltal kataliz§lt de-foszforil§ci·hoz vezet, megvizsg§ltuk, hogy a de-

foszforil§ci· mi®rt nem kºvetkezik be ConA kezel®st kºvetŖen? Mivel a PP2A foszfat§zt 

ceramidok aktiv§lj§k, k®miai inhib²torokkal g§toltuk mind a savas sfingomielin§z (SR33557), 

mind a ceramid szint§z (fumosin) aktivit§s§t, majd megvizsg§ltuk a DP timocit§k t¼l®l®s®t 

anti-CD3e ellenanyag, illetve ConA kezel®st kºvetŖen (39. §bra). 
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39. §bra: A savas sfingomielin§z inhib²tor (SR33557) hat§sa a DP timocit§k viabilit§s§ra 

(Pongracz, Parnell et al. 2003) 

MHC-/- eg®r embri·kb·l sz§rmaz· t²musz lebenyeket 30 mM SR33557-ral, majd anti-CD3Ů (5 mg/ml) 

illetve Con A-val (5 m g/ml) kezelt¿k. A viabilit§st propidium jodiddal (A), m²g a DP timocit§k 

depl®ci·j§t (B) anti-CD4-PE ®s CD8-FITC ellenanyagok felhaszn§l§s§val, §raml§si citometri§val 

m®rt¿k. 

V§rakoz§sainkkal ellent®tben, a ceramid termel®s®nek g§tl§sa nem akad§lyozta meg az 

ellenanyag §ltal kiv§ltott timocita depl®ci·t. A ceramid termel®s g§tl§sa viszont g§tolta a 

ConA §ltal kiv§ltott t¼l®l®si jel§tvitelt, ami arra utal, hogy a ConA §ltal induk§lt t¼l®l®si 

folyamat nagym®rt®kben f¿gg a savas sfingomielin§z aktivit§s§t·l. Ennek kºvetkezt®ben, ®s a 

kor§bbi elm®let¿nkkel ellent®tben nem a PP2A foszfat§z, hanem a prolifer§ci·s folyamatokat 

is szab§lyoz· (Kolesnik 1995) PKC z aktiv§l§s§hoz elengedhetetlen (Lozano 1994) ceramid-

termel®s j§tszik fontos szerepet. 

K²s®rleteink bizony²tott§k, hogy a TCR-b·l sz§rmaz· jelek m·dos²that·k ®s egy®b receptor-

ligand kapcsolatokb·l p§rhuzamosan ind²tott jel§tviteli kaszk§dok mennyis®gi viszonyai 

dºntŖ hat§ssal b²rnak a fejlŖdŖ timocit§k t¼l®l®s®re, szelekci·j§ra. A TCR-f¿ggŖ szelekci·s 

jeleken t¼lmenŖen azonban, a t¼l®l®st ®s a timocit§k differenci§l·d§s§t egy®b, a szºveti 

fejlŖd®st szab§lyoz· fŖ jel§tviteli rendszerek is befoly§solj§k. Ezek kºz¿l k²s®rleteink sor§n 

kettŖvel, a Notch ®s a Wnt jel§tviteli rendszerek hat§saival foglalkoztunk behat·bban, m²g a 

BMP hat§saival ®rintŖlegesen. 

A Notch jel§tvitel hat§s§nak vizsg§lat§val tov§bbi betekint®st nyert¿nk a negat²v ®s pozit²v 

szelekci· komplex jelt§viteli szab§lyoz§s§ba. K²s®rletinkkel bizony²tottuk, hogy a Notch 

ligandok expresszi·ja nem a timocit§k, hanem a t²musz epit®li§lis sejtek feladata (40. §bra), ®s 
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hogy a t²musz epit®liummal val· ®rintkez®s hi§ny§ban a timocit§k fejlŖd®se elakad, melyet a 

Notch jel§tvitel c®lg®njeinek (Hes1 ®s Deltex) megszŤnŖ transzkripci·ja is jelez (41. §bra). 

 

40. §bra: A t²muszban a Notch ligand expresszi· az MHC class II
+
 epithelium-ra 

korl§toz·dik (Anderson, Pongracz et al. 2001) 

Jagged-1, Jagged-2 ®s Delta-like-1 expresszi·t timocit§kb·l ®s t²musz str·ma sejtekbŖl elŖ§ll²tott, 

cDNS-ben m®rt¿nk. BelsŖ kontrollk®nt b-aktin-t haszn§ltunk. A PCR term®kek m®reteit az §bra jobb 

oldal§n tŤntett¿k fel (bp). 

 

41. §bra: T²musz epit®li§lis sejtek sz¿ks®gesek ®s szab§lyozz§k a Notch jel§tvitelt DP 

(CD4
+
8

+
) timocit§kban (Anderson, Pongracz et al. 2001) 

Bcl-2 transzg®n CD4
+
8

+
TCR

ï
 timocit§kat (A) vagy epit®lium jelenl®te n®lk¿l inkub§ltuk egy ®jszak§n 

§t (B), vagy m®g ºt napon kereszt¿l t²musz str·ma hi§ny§ban (C) vagy jelenl®t®ben (D) reaggreg§lt 

kult¼r§ban. A timocit§kban CD4, CD8 illetve Notch-1, Deltex ®s Hes-1mRNA szinteket analiz§ltunk. 
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K²s®rleteink azt is igazolt§k, hogy a Notch jel§tvitel c®lg®njeinek expresszi·j§ra kiz§r·lag az 

aktiv§lt Notch receptor jelenl®te hat, de ez nem elegendŖ a timocit§k differenci§ci·j§nak 

megindul§s§hoz. Azt is bizony²tottuk, hogy a TCR-MHC interakci·b·l sz§rmaz· jelek 

nincsenek befoly§ssal a Notch c®lg®nekre (42. §bra), de a t²musz epit®lium kapcsolatb·l 

sz§rmaz· TCR-MHC interakci·k jelei sz¿ks®gesek a pozit²v szelekci· megindul§s§hoz. 

 

42. §bra: T²musz epit®li§lis sejtek aktiv§lj§k a Notch jel§tvitelt CD4
+
8

+
 timocit§kban a TCR-

MHC interakci· hi§ny§ban is (Anderson, Pongracz et al. 2001) 

CD4
+
8

+
TCR

ï 
timocit§k bcl-2 transzg®n ¼jsz¿lºttekbŖl egy ®jszak§n §t tart· inkub§l§st kºvetŖen (A), 

majd reaggreg§ltatva vad t²pus¼ (VT) (B) vagy MHCï/ï t²musz str·m§val (C) ºt napon kereszt¿l. 

Hasonl·k®ppen, TCRa-/- timocit§kat vad t²pus¼ t²musz str·m§val inkub§ltuk egy¿tt (D), majd a 

timocit§kban CD4, CD8 feh®rje illetve Notch-1, Deltex ®s Hes-1mRNS szinteket analiz§ltunk. 

Hogy kider²ts¿k, hogy a t²musz epit®liumb·l sz§rmaz· Notch jel§tvitel aktiv§l§sa v®delmet 

ny¼jt-e negat²v szelekci·s szign§lokkal szemben, rekombin§ns retrov²russal permanensen 

akt²v (IC-Notch) Notch-ot juttattunk a timocit§kba, majd megvizsg§ltuk, hogy a dendritikus 

sejtek §ltal prezent§lt staphylococcus enterotoxin szuperantig®n (SEB) §ltal induk§lt 

sejthal§llal szemben ellen§ll·kk§ v§lnak-e (43. §bra). 
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43. §bra: Konstitut²van akt²v Notch1 expresszi· nem v®di meg a DP timocit§kat a 

szuperantig®n medi§lta negat²v szelekci·t·l (Hare, Pongr§cz et al. 2002) 

A k²s®rletekben Bcl-2 transzg®n ¼jsz¿lºtt egerekbŖl sz§rmaz· timocit§kba IC-Notch-GFP-t, illetve a 

kontroll csoportba GFP-t juttattunk rRetrov²rus felhaszn§l§s§val. A timocit§kat egy napos inkub§l§s 

ut§n 10:1 ar§nyban SEB-t (10 mg/ml) prezent§l· illetve nem prezent§l· dendritikus sejtek jelenl®t®ben 

48 ·r§n tov§bb inkub§ltuk. A deltex expresszi·t mRNA szinten PCR-rel vizsg§ltuk, m²g GFP ®s T-sejt 

receptor expresszi·s anal²zis®t §raml§si citometri§val v®gezt¿k. 

K²s®rleti eredm®nyeink bizony²tott§k, hogy a timocit§kat nem v®di meg az akt²v Notch 

jel§tvitel a szuperantig®n §ltal induk§lt sejthal§lt·l. Tov§bb§ ezzel a k²s®rlettel azt is siker¿lt 

bizony²tanunk, hogy a pozit²v szelekci·t kºvetŖen m®g egy szelekci·s l®p®s v§r a fejlŖdŖ T-

sejtekre a t²musz dendritikus sejtekben d¼s, medull§ris epit®li§lis mikrokºrnyezet®ben, mely 

tov§bb finom²tja a perif®ri§n megjelenŖ T-sejtek TCR reperto§rj§t. 

A sejtek t¼l®l®s®t, differenci§ci·j§t, ºreged®s®t azonban nem kiz§r·lag a Notch jel§tvitel 

szab§lyozza. A Wnt jel§tvitel komplex ®s komplik§lt jel§tviteli rendszereirŖl is felt®telezhetŖ 

volt, hogy befoly§solj§k a T-sejtek ®r®si ®s differenci§l·d§si folyamatait. ElsŖ 

vizsg§latainkkal arra k²v§ntunk f®nyt der²teni, hogy honnan sz§rmaznak a Wnt ligandok a 

t²muszban, ®s hogy a T-sejtek rendelkeznek-e Wnt receptorokkal? A tiszt²tott timocita ®s 

t²musz epit®li§lis sejtpopul§ci·kon v®gzett g®nexpresszi·s vizsg§latok r§vil§g²tottak arra, 

hogy a Wnt rendszer ligandjait elsŖsorban a t²musz epit®li§lis sejtek termelik (44. §bra). 

Ellent®tben azonban a Notch jel§tvitellel, ezek a ligandok szekret§ltak ®s a T-sejteken a t²z 

receptoruk kºz¿l csak limit§lt sz§m¼ Fz tal§lhat·. A timocit§k §ltal k¿lºnbºzŖ fejlŖd®si 

l®p®sekben m§s-m§s Fz receptor jelenl®t®t azonos²tottuk, amibŖl arra kºvetkeztett¿nk, hogy a 
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Wnt jel§tvitel j·l kºr¿lhat§rolhat· folyamatokat szab§lyoz a timocit§k fejlŖd®se ®s 

differenci§l·d§s sor§n (45. §bra). 

 

44. §bra: Wnt csal§d tagjait szelekt²ven expressz§lja a t²musz epit®lium 

(Pongracz, Hare et al. 2003) 

(A) Wnt-ok relat²v expresszi·j§t E15 t²musz epit®liumban ®s DN timocit§kban vagy (B) 

funkcion§lisan ®rett kortik§lis epit®liumban ®s DP timocit§kban vizsg§ltuk RT-PCR reakci·val. BelsŖ 

kontrollk®nt b-aktin-t haszn§ltunk. (C) Wnt-4 feh®rje expresszi·j§nak vizsg§lata CD45 deplet§lt 

(limfocita ®s makrof§g mentes) t²musz str·m§ban, DN ®s DP timocit§kban Western-blot anal²zissel. 

Az egys®ges feh®rje felvitelt anti-b-aktin ellenanyaggal mutattuk ki. 
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45. §bra: A Fz receptor csal§d tagjait szelekt²ven expressz§lj§k a timocit§k ®s a t²musz 

epit®lium (Pongracz, Hare et al. 2003) 

(A) Frizzled receptorok ®s ko-receptor (LRP6) expresszi·ja a fejlŖdŖ DN ®s TCR
+
DP T-sejtken. (B) A 

DN timocit§k n®gy alpopul§ci·j§ban (DN1-DN4), TCR
-
 ®s TCR

+
 DP timocit§kban, illetve a 

szelekci·s folyamatok megindul§s§t jelzŖ CD69
+
DP ®s a pozit²v szelekci·n sikeresen §tjutott Ăsingleò 

pozit²v (SP, CD4
+
8

-
69

+
) timocit§kon vizsg§ltuk a Wnt jel§tvitelhez sz¿ks®ges receptorok Fz5 ®s Fz6 

expresszi·j§t, illetve a Wnt kanonikus jel§tviteli ¼t fŖ jel§tviteli molekul§j§nak, a b-kateninnek ®s 

c®lg®nj®nek a Tcf-1 transzkripci·s faktornak a jelenl®t®t RT-PCR reakci·val. (C) Fz5 

feh®rjeexpresszi·t Western-blottal vizsg§ltuk DN ®s DP timocit§kban, illetve CD45 deplet§lt t²musz 

str·ma §llom§nyban. 

K²s®rleti eredm®nyeink arra engedtek kºvetkeztetni, hogy a Wnt jel§tvitelre a t²muszban 

fejlŖdŖ timocit§knak elsŖsorban a DN-DP fejlŖd®si §tmenetn®l van sz¿ks®g¿k, hiszen mind a 

receptorexpresszi·, mind a jel§tviteli molekul§k jelenl®te ebben a fejlŖd®si st§diumban a 

legmark§nsabb. Annak vizsg§lat§ra, hogy a Wnt jeleket val·ban a t²musz epit®liumb·l 

kapj§k-e a fejlŖdŖ T-sejtek, timocit§kat t²musz str·mamentes kºrnyezetben inkub§ltuk ºt ·r§n 

§t, majd megvizsg§ltuk a b-katenin molekula expresszi·s ®s foszforil§ci·s szintj®t. A 

foszforil§ci· csak a str·ma n®lk¿l inkub§lt timocit§kban emelkedett, amibŖl arra 

kºvetkeztett¿nk, hogy a timocit§k §ltal termelt kis mennyis®gŤ Wnt ligand nem elegendŖ a 

kanonikus Wnt jel§tvitel fenntart§s§ra a t²musz epit®lium hi§ny§ban. Mivel a b-katenin 

foszforil§ci·ja a feh®rje proteolitikus degrad§ci·j§hoz sz¿ks®ges, a feh®rjeszint is csºkkenŖ 

tendenci§t mutatott az inkub§ci·s peri·dus v®g®re (46. §bra). 
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46. §bra: b-katenin stabilit§s§nak vizsg§lata Western blottal (Pongracz, Hare et al. 2003) 

DN (CD4
ï
CD8

ï
) timocit§kat vagy frissen nyert¿k ki E15 embrion§lis t²muszb·l, vagy 5 ·r§s inkub§l§s 

ut§n t²musz str·ma hi§ny§ban, illetve jelenl®t®ben inkub§ltuk. A timocita feh®rj®k szepar§l§sa ut§n 

anti-b-katenin ®s anti-foszfo-b-katenin ellenanyaggal mutattuk ki a feh®rje szintŤ v§ltoz§sokat. 

Annak meg§llap²t§s§ra, hogy csak a sejtek t¼l®l®s®hez sz¿ks®ges vagy a timocit§k fejlŖd®si 

l®p®seihez is elengedhetetlen-e a kanonikus Wnt jel§tvitel, a b-katenin-f¿ggŖ jeltov§bb²t§s 

m·dos²t§s§ra volt sz¿ks®g. A sejtekben fiziol·gi§san is jelenl®vŖ b-katenin inhib²tor, ICAT, 

g®nj®nek sz§mos p®ld§ny§t rekombin§ns retrov²russal juttattuk a fejlŖdŖ timocit§kba, ezzel 

el®rve azt, hogy a fejlŖdŖ timocit§k nagy sz§zal®k§ban igen magas szinten expressz§l·djon a 

b-katenin jel§tvitelt g§tl· molekula. Az ICAT molekula expresszi·s szintj®t ®s aktivit§s§t a 

k²s®rletek megkezd®se elŖtt hat§roztuk meg. A Wnt jel§tvitel c®lg®njeinek egyike a Ăbone 

morphogenic proteinò (BMP) ®s Ăactivin membrane-bound inhibitorò, azaz BAMBI , amely a 

TGFb/BMP jel§tvitelt szab§lyozza. A BAMBI expresszi·s szintj®t RT-PCR-ral m®rt¿k, 

amely az ICAT-et t¼lexpressz§l· sejtekben detekt§lhatatlan szintre csºkkent (47. §bra). EbbŖl 

arra kºvetkeztett¿nk, hogy az ICAT molekula akt²van g§tolja a b-katenin f¿ggŖ Wnt 

jel§tvitelt. Ebben a k²s®rleti rendszerben m§r vizsg§lhattuk a b-katenin jel§tvitel fiziol·gi§s 

hat§s§t a fejlŖdŖ timocit§kban. 
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47. §bra: ICAT t¼lexpressz§ltat§sa T-sejt prekurzorokban 

(Pongracz JE, Parnell SM et al. 2006) 

Retrovir§lis konstrukci·kkal (MIG-GFP ®s MIG-ICAT) rekombin§ns retrov²rusokat §ll²tottunk elŖ, 

melyekkel megfertŖzt¿k a DN azaz CD4
ï
8
ï
 timocit§kat (A, B). A fertŖzºtt, azaz GFP-t expressz§l· 

sejteket MoFlo sejt szorter seg²ts®g®vel elv§lasztottuk a GFP negat²v popul§ci·t·l, majd az ICAT 

szintj®t illetve az ICAT aktivit§s§nak nyomkºvet®s®re szolg§l· BAMBI szintj®t vizsg§ltuk RT-PCR 

reakci·val. 

Miut§n bizony²tottuk, hogy az ICAT akt²v, a rekombin§ns retrov²russal m·dos²tott tiszt²tott 

DN timocit§kat (48. §bra) illetve tiszt²tott DP timocit§kat (49. §bra) k¿lºn-k¿lºn reaggreg§lt 

t²musz kult¼r§kban teny®sztett¿k tov§bb. Ezekben a kult¼r§kban minden jel, a TCR-MHC 

jel§tviteltŖl, a Notch szign§lokon kereszt¿l, a Wnt ligandokon ®s receptorokon §t 

rendelkez®sre §llt a timocit§k fejlŖd®s®hez ®s differenci§l·d§s§hoz. Az egyetlen kiv®telt, a 

kanonikus Wnt jel§tvitel jelentette a timocit§kon bel¿l, amelyet hat®konyan blokkolt az 

inhib²tor jelenl®te. A DN timocit§kkal v®gzett k²s®rletek bizony²tott§k, hogy a Wnt jel§tvitel a 

DN-b·l a DP fejlŖd®si §llapotba val· §tmenethez sz¿ks®ges. Erre m§r a Fz receptorok 

expresszi·s mint§zat§nak vizsg§lat§b·l is kºvetkeztetni lehetett, hiszen a timocit§k Wnt 

receptorokat elsŖsorban a DN3, DN4 ®s DP fejlŖd®si §llapotban expressz§lnak. Az inhib²tor 

jelenl®t®ben v®gzett k²s®rletek r§mutattak arra, hogy az ICAT-et expressz§l· sejtek a DN, 

illetve a DN
-
TCRb

+
, a DP fejlŖd®si §llapotot kºzvetlen¿l megelŖzŖ differenci§l·d§si szinten 

rekedtek meg a fejlŖd®sben. 
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48. §bra: ICAT t¼lexpressz§ltat§sa a DP §tmenet elŖtt blokkolja a T sejtek fejlŖd®s®t 

(Pongracz JE, Parnell SM et al. 2006) 

Embrion§lis m§jb·l sz§rmaz· CD45
+
 T-sejt prekurzor sejteket MIG-GFP vagy MIG-ICAT 

retrovirussal fertŖzt¿nk, majd limfocita-mentes t²musz lebenyeket koloniz§ltattunk a m·dos²tott 

timocit§kkal. 11 nap inkub§l§st kºvetŖen a sejteket §raml§si citom®terrel analiz§ltuk. (A, E) GFP 

expresszi· MIG-GFP ®s MIG-ICAT kult¼r§kban, ahol GFP
ï
, GFPalacsony ®s GFPmagas sejt 

popul§ci·kat k¿lºn-k¿lºn tov§bbi anal²zisnek vetett¿nk al§ (BïD, FïH). Minden alcsoportban 

megvizsg§ltuk a CD4 ®s CD8 [(BïD) expresszi·j§t a MIG-GFP, (FïH) ®s MIG-ICAT kult¼r§kban. A 

T sejt receptor g®n§trendezŖd®s®nek ®s a DP §tmenetet kºzvetlen¿l megelŖzŖ TCRb l§nc expresszi·j§t 

is vizsg§ltuk CD4
ï
8

+
 sejtekben mind MIG-GFP (J), mind MIG-ICAT (K) kult¼r§kban ®s felnŖtt 

t²muszb·l sz§rmaz· CD4
ï
8

+
 sejtek expresszi·s szintj®vel hasonl²tottuk ºssze (L). A kult¼r§k abszol¼t 

sejtsz§m§t is megjelen²tett¿k (I) h§rom f¿ggetlen k²s®rlet §tlagak®nt. 
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A DP timocit§kkal v®gzett k²s®rletek r§mutattak arra is, hogy a tov§bbi differenci§l·d§si 

szakasz nem ig®nyli a kanonikus Wnt jel§tvitelt, hiszen a timocit§k SP (CD4
+
8

-
 helper ®s 

CD4
-
8

+
 citotoxikus) sejtekk® ®rtek a kanonikus Wnt inhib²tor jelenl®t®ben. 

 

49. §bra: ICAT hat§sa a DP CD4
+
8

+
 timocit§k fejlŖd®s®re 

(Pongracz JE, Parnell SM et al. 2006) 

Frissen izol§lt CD4
+
8

+
CD3

ï
 sejteket (A,B) MIG-GFP vagy MIG-ICAT retrovirussal fertŖzt¿k, majd 

reaggreg§lt t²musz szervkult¼r§kban teny®sztett¿k 5 napon §t. Az inkub§l§st kºvetŖen a sejteket 

§raml§si citom®terrel analiz§ltuk GFP expresszi·ra MIG-GFP (C) ®s MIG-ICAT (D) kult¼r§kban, 

illetve CD4 ®s CD8 (EïI) expresszi·s mint§zatra. £rett CD4
+
8

-
 ®s CD4

-
8

+
 T-sejtek minden kezel®st 

kºvetŖen megtal§lhat·k, azt mutatva, hogy a kanonikus jel§tvitel g§tl§sa nem akad§lyozza a DP-SP 

fejlŖd®si §tmenetet (E-I). A k²s®rletekbŖl visszanyert sejtsz§mokat a G ®s J grafikonokon ºsszes²tett¿k 

h§rom f¿ggetlen k²s®rlet alapj§n. 

A fŖ jel§tviteli rendszerek ®s fiziol·gi§s hat§saik komplex ®s egym§s hat§s§t szab§lyoz· 

kapcsolata k²s®rleteink alapj§n nyilv§nval·v§ v§lt. A kutat§saink azonban arra is f®nyt 

der²tettek, hogy az §ltalunk vizsg§lt jel§tviteli rendszerek nem csak a T-sejtek fejlŖd®s®re 

hathatnak. R§vil§g²tottunk arra is, hogy a T-sejtek fejlŖd®s®hez ®s differenci§l·d§s§hoz 
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olyannyira n®lk¿lºzhetetlen t²musz epit®li§lis sejtek is hordozz§k azokat a receptorokat ®s 

intracellul§ris jel§tviteli molekul§kat, amelyek k®pess® teszik a mikrokºrnyezet e fontos 

elemeit a jel§tviteli rendszerek §ltal kºzºlt kºrnyezeti inform§ci· megv§laszol§s§ra. 

A BMP jel§tviteli rendszerben a receptor-ligand jelenl®t®t vizsg§lva hasonl· expresszi·s 

mint§zatokra bukkantunk, mint a Wnt ®s Notch jel§tviteli rendszerek eset®ben. K²s®rleteink 

r§mutattak arra, hogy a BMP4-et, amelyre a timocit§knak is sz¿ks®g¿k van a fejlŖd®s¿khºz 

(Tsai, Lee et al. 2003) a t²musz str·ma sejtek ®s nem a timocit§k termelik (50. §bra), m²g a 

receptorok ïkiv®ve a BMPR1b receptort az MHCII+ t²musz epit®liumon- mind a timocit§kon, 

mind a t²musz str·ma sejteken megtal§lhat·k. A fŖ jel§tviteli rendszerek receptor ®s ligand 

expresszi·j§nak mint§zat§b·l arra a kºvetkeztet®sre jutottunk, hogy ugyanazok a jel§tviteli 

rendszerek szab§lyozz§k a t²musz epit®lium fejlŖd®s®t is, mint a timocit§k®t. 

A sejten bel¿li jel§tviteli molekul§k alaposabb vizsg§lata is elŖrevet²tette a jel§tvitel 

meg®rt®s®nek tov§bbi neh®zs®geit. Csak p®ldak®nt, a kanonikus Wnt jel§tvitel c®lg®nje, a m§r 

kor§bbi k²s®rletekben Ăread-outò g®nk®nt alkalmazott BAMBI , nem kiz§r·lag a TGFb ®s a 

BMP jel§tvitelt szab§lyozza. A BAMBI molekula kapcsolatot tud l®tes²teni a Wnt jel§tvitel 

sz§mos elem®vel, ²gy a Wnt receptor Fz5-tel, a Fz ko-receptor LRP6-tal ®s a Wnt jel§tvitelben 

fontos Dvl2-vel, amely interakci· ¼tj§n erŖs²ti a Fz5 receptorb·l sz§rmaz· jeleket (Lin, Gao 

et al. 2008). Ez§ltal a BAMBI p§rhuzamosan h§rom jel§tviteli ¼tat is befoly§sol. 
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50. §bra: A t²musz epit®li§ls sejtek rendelkeznek receptorral a BMP-kre 

(Anderson, Jenkinson et al. 2006) 

Szemikvantitat²v RT-PCR reakci·val vizsg§lva E14 embri·kb·l sz§rmaz· DN timocit§k, illetve 

deoxiguanozinnal kezelt t²musz lebenyekbŖl izol§lt k¿lºnf®le str·ma sejt popul§ci·k BMP ®s BMP 

receptor mRNS szintj®t analiz§ltuk. 

A timocit§k fejlŖd®s®t vizsg§lva meg§llap²tottuk, hogy a timocit§k prolifer§ci·j§ban ®s 

differenci§ci·j§ban fontos szerepet betºltŖ jel§tviteli folyamatok aktiv§l§si jelei a t²musz 

epit®liumb·l sz§rmaznak. Ezek n®lk¿l, azaz Notch avagy Wnt jelek n®lk¿l, a timocit§k nem 

®rik el azt a fejlŖd®si szintet, amely elengedhetetlen a receptorl§ncok g®njeinek 

§trendezŖd®s®hez. Amennyiben nincsenek mŤkºdŖk®pes receptorok a fejlŖdŖ timocit§k 

felsz²n®n, ¼gy a funkci·k®ptelen sejtek apoptotikus sejthal§llal elpusztulnak. A funkci·k®pes 

TCR kialakul§sa ut§n azonban minden egy®b jelet fel¿l²rnak a TCR f¿ggŖ szelekci·s 

szign§lok. 

Az immunol·giai v§laszreakci·kban igen fontos szerepet j§tsz· T-sejtek fejlŖd®se igen 

komplex folyamat. A T-sejtek fejlŖd®s®re, differenci§l·d§s§ra ®s szelekci·j§ra a t²musz 

str·ma§llom§ny§t·l f¿ggŖ sejtes kºlcsºnhat§sok ®s jel§tviteli h§l·zatok szºvev®nye, azaz a 

speci§lis mikrokºrnyezet igen nagy befoly§ssal b²r. Ezek a jelek azonban nem csak a T-sejtek 

fejlŖd®s®t szab§lyozz§k, hanem visszahatnak az epit®li§lis sejth§l·zat fenntart§s§ra is. 
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5.3. *ÅÌÜÔÖÉÔÅÌ Á ÔþÍÕÓÚ ÁÔÒĕÆÉÜÊÁ ÓÏÒÜÎ 

Annak meg®rt®se ®rdek®ben, hogy a T-sejtek fejlŖd®s®t t§mogat· t²musz epit®lium hogyan 

alakul ki, a Wnt jel§tvitel alaposabb meg®rt®se tŤnt a legc®lravezetŖbb kutat§si ir§nynak. A 

Wnt jel§tvitel k¿lºnºsen fontosnak ²g®rkezett, mivel a Wnt4 jel§tviteli molekula hi§ny§ban a 

t²musz epit®lium karakter®t kialak²t· transzkripci·s faktor, a FoxN1 transzkripci·ja nem indul 

meg, azaz a t²musz epit®lium nem alakul ki. A t²musz epit®liumban zajl· jel§tvitel 

meg®rt®s®hez azonban olyan k²s®rleti rendszer kialak²t§s§ra volt sz¿ks®g, amelyben a 

c®lg®nek azonos²t§s§val a Wnt jel§tvitel j·l nyomon kºvethetŖ. Ehhez olyan komplex 

Ămicroarrayò k²s®rleteket v®gezt¿nk, amelyekben a szelekt²v Wnt c®lg®nek azonos²t§s§t 

k²v§ntuk elv®gezni. A k²s®rletekhez a Fz receptorb·l sz§rmaz· jelek tov§bb²t§s§ban fontos 

szerepet betºltŖ PKC (PKC d) molekula m·dosulatait alkalmaztuk, mely kutat§sok v®g¿l 

teljesen ¼j ir§nyt adtak a jel§tviteli rendszerek ®s a t²muszban zajl· folyamatok 

megismer®s®nek. 

5.3.1. &ÉÚÉÏÌĕÇÉÜÓ ÔþÍÕÓÚ ÁÔÒĕÆÉÁ 

A t²musz epit®li§lis sejtekben v®gzett Wnt jel§tviteli vizsg§latok, melyekhez m·dos²tott 

aktivit§ssal rendelkezŖ PKC d molekul§kat is haszn§ltunk, a kor§bbi ®vtizedekben 

Ăthymopoietinò-nek nevezett molekula g®nexpresszi·s szintj®nek Wnt f¿ggŖ v§ltoz§sait 

azonos²tott§k. A g®n mai neve lamin asszoci§lt protein 2a, azaz LAP2a, mely fontos szerepet 

tºlt be sejtek, k¿lºnºsen a mezenhim§lis eredetŤ fibroblasztok adipoid ir§ny¼ 

transzdifferenci§ci·j§nak szab§lyoz§s§ban. Ezzel az eredm®nnyel felmer¿lt annak a 

lehetŖs®ge, hogy egy olyan jel§tviteli rendszer n®h§ny elem®t siker¿lt azonos²tanunk, amely 

fontos szerepet j§tszik az ºreged®s folyam§n lezajl· t²musz atr·fia szab§lyoz§s§ban. 

A fenti felt®telez®s al§t§maszt§s§ra megkezdt¿k az ºregedŖ vad t²pus¼ Balb/c egerek 

t²musz§nak vizsg§lat§t (51. §bra), mely r§vil§g²tott arra, hogy az ºreged®s egy bizonyos 

f§zis§ban az epit®li§lis ®s mezenhim§lis markerek ko-lokaliz§lnak. Ez arra engedett 

kºvetkeztetni, hogy a kor§bbi elm®letekkel ellent®tben az ºreged®s sor§n a t²musz epit®li§lis 

sejtek nem val·sz²nŤ, hogy apopt·zissal elpusztulnak ®s az ²gy t§mad· szºvethi§nyt a 

kºrnyezetbŖl be§raml· zs²rsejtek tºlten®k meg. Sokkal ink§bb ¼gy tŤnik, hogy az epit®li§lis 

sejtek elŖszºr epit®li§lis-mezenhim§lis tranz²ci·n, azaz EMT-n esnek §t, amelynek 
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kºvetkezm®nyek®nt a m§r j·l ismert fibroblaszt-adipocita transzdifferenci§ci·ra is k®pesek 

lesznek. 

 

51. §bra: Az epit®li§lis h§l·zat dezintegr§ci·ja (Kvell, Varecza et al. 2010) 

(A) 1 h·napos Balb/c eg®r t²musz§nak metszete, (B) 1 ®ves Balb/c eg®r t²musz metszete, ahol a zºld 

fest®s, anti-EpCAM1-FITC, a t²musz epit®liumot azonos²tja, m²g az anti-Ly51-PE (vºrºs) fest®s a 

kortik§lis ®s medull§ris epit®lium kºzºtt tesz k¿lºnbs®get. A sejtmagot DAPI-val festett¿k (k®k). óMô 

=medull§ris epit®lium (EpCAM1
++

, Ly51
-
), óCô= kortik§lis epit®lium (EpCAM1

+/-+
, Ly51

+
). A B §br§n 

a csillag (*) degenerat²v vaku·lumokat jelºl, m²g a k®t csillag (**) az epit®li§lis festŖd®s teljes hi§ny§t 

jelzi. (C) 2 h·napos, m²g (D) 9 h·napos Balb/c eg®r t²musz metszet®ben §br§zolja az epit®li§lis anti-

EpCAM1-FITC (zºld), ®s a mezenhim§lis marker ER-TR7-PE (piros) expresszi·j§t. A sejtmagot itt is 

DAPI (k®k) jelzi. A medull§t folyamatos zºld vonallal emelt¿k ki. 

A felhalmoz·dott lipidek jelenl®t®t az §ltalunk k®sz²tett GFP transzg®n Balb/c eg®r (Kvell, 

Czºmpºly et al. 2010) t²musz§nak vizsg§lat§val mutattuk ki (52. §bra). Az eg®r minden sejtje 

expressz§lja a zºld fluoreszcens feh®rj®t, melynek kºvetkezt®ben j·l l§tszik a t²musz 

epit®li§lis sejtekben a sejtmembr§nhoz szorul· zºld citoplazma a vºrºsen festŖdŖ zs²r 

vaku·lumokkal szemben. 
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52. §bra: Adipoid invol¼ci· (Kvell, Varecza et al. 2010) 

M§sf®l ®ves GFP transzg®n Balb/c eg®r t²musz metszete. GFP (zºld), LipidTox Red (vºrºs) a 

lipidekkel tºltºtt vaku·lumokat jelzi a sejteken bel¿l. 

A t²musz epit®liumban zajl· ºreged®si folyamatok molekul§ris vizsg§lat§nak megkezd®sekor 

a Wnt4, illetve c®lg®nje, a t²musz epit®lium karakter®t meghat§roz· FoxN1 transzkripci·s 

faktor expresszi·s vizsg§lat§ra koncentr§ltunk. ¥reged®s sor§n mind a Wnt4, de k¿lºnºsen a 

FoxN1 expresszi·ja ®s az epit®li§lis sejtek differenci§ci·s szintj®t jelzŖ E-kadherin csºkken®st 

mutatott, m²g ezzel p§rhuzamosan megnºvekedett a LAP2a szintje, ®s a zs²rosod§st 

szab§lyoz· PPARg ®s ADRP transzkripci·ja (53. §bra). 

 

53. §bra: Molekul§ris v§ltoz§sok adipoid invol¼ci· sor§n (Kvell, Varecza et al. 2010). 

Molekul§ris v§ltoz§sok MACS tiszt²tott (Ep-CAM1
+
) t²musz epit®liumban. A t²musz epit®li§ls sejtek 

mRNS-®bŖl k®sz²tett cDNS-bŖl quantitat²v RT-PCR-rel m®rt¿k a g®nexpresszi·s v§ltoz§sokat. Az Y 

tengely logaritmikus sk§l§t mutat. 
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A kezdeti k²s®rletekben azonos²tott molekul§k a t²musz epit®lium elzs²rosod§si folyamataiban 

betºltºtt szerep®t transzg®n sejtvonalakban v®gzett k²s®rletekkel t§masztottuk al§. M²g a 

LAP2a g®n tranziens expresszi·ja megnºvekedett PPARg ®s ADRP expresszi·hoz vezetett, 

addig a Wnt4 expresszi·s szintj®nek nºveked®se mind a PPARg-t, mind az ADRP-t a kontroll 

szint al§ csºkkentette (54. §bra). 

 

54. §bra: LAP2a-t ®s Wnt4-et t¼lexpressz§l· t²musz epit®li§ls (TEP1) sejtvonal molekul§ris 

v§ltoz§sai (Kvell, Varecza et al. 2010) 

LAP2a-t ®s Wnt4-et t¼lexpressz§l· t²musz epit®li§ls (TEP1) sejtvonal, melyben a g®nexpresszi·t 

kvantit²v RT-PCR-rel m®rt¿k. Am²g a LAP2a expresszi·ja tranziens volt, ¼gy a Wnt4-et rekombin§ns 

retrov²russal juttattuk be a sejtekbe, majd GFP alapj§n v§lasztottuk ki a Wnt4-et t¼lexpressz§l· 

sejtpopul§ci·t. 

Ezzel bizony²tott§ v§lt, hogy a kor elŖrehaladt§val lecsºkkenŖ Wnt4 szint val·sz²nŤleg igen 

nagy fontoss§ggal b²r, hiszen lehetŖv® teszi a t²musz epit®lium epit®li§lis karakter®nek 

elveszt®s®t ®s ezzel az EMT kialakul§s§t. Ez, p§rhuzamosan az adipoid transzdifferenci§ci·t 

szab§lyoz· LAP2a szintj®nek nºveked®s®vel, az ºregedŖ t²musz elzs²rosod§s§hoz vezet. A 

k®rd®s, hogy milyen fiziol·gi§s v§ltoz§sok §llhatnak az ºreged®si t²musz elzs²rosod§s 

h§tter®ben, megv§laszolatlan maradt. Kor§bbi felt®telez®sek szerint a t²musz ºreged®se a szex 

hormonok termelŖd®s®nek megindul§s§val kºthetŖ ºssze. Ezt l§tszott al§t§masztani, hogy 

ak§r seb®szeti, ak§r k®miai kasztr§l§s a t²musz atr·fi§j§t meg§ll²tani l§tszott. Tov§bbi 

bizony²t®kot a ter§pi§s gl¿kokortikoidok §ltal induk§lt §tmeneti t²musz atr·fia szolg§ltatott 

(Fletcher, Lowen et al. 2009). Felmer¿lt a k®rd®s, hogy a gl¿kokortikoidok §ltal induk§lt 

t²musz invol¼ci· ugyanazokat a molekul§ris folyamatokat ind²tja-e meg, mint amelyeket a 

t²musz fiziol·gi§s ºreged®se sor§n siker¿lt azonos²tanunk? 
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5.3.2. 'ÌİËÏËÏÒÔÉËÏÉÄÏË (GC) ÜÌÔÁÌ ÉÎÄÕËÜÌÔ ÔþÍÕÓÚ ÁÔÒĕÆÉÁ 

Hogy biztosak lehess¿nk abban, hogy a t²musz epit®liumot nem m§sodlagos hat§sak®nt a 

timocit§k GC-ok induk§lta pusztul§sa k®szteti atr·fi§ra, hanem ez a folyamat a GC-ra adott 

direkt v§lasz, elsŖ l®p®sk®nt bizony²tottuk, hogy a timocit§k mellett a t²musz epit®li§lis sejtek 

®s a k²s®rletekben alkalmazhat· t²musz epit®li§lis sejtvonal, a TEP1 rendelkezik GC 

receptorral (55. §bra). Ezzel al§t§masztottuk azt a felt®telez®st, hogy a t²musz epit®li§lis sejtek 

®rz®kenyek lehetnek a szteroid szintek v§ltoz§s§ra. 

 

55. §bra: Gl¿kokortikoid receptor (GR) expresszi·ja t²musz epit®li§lis sejtekben (TEC) ®s 

t²musz epit®li§lis (TEP1) sejtvonalon (Talaber, Kvell et al. 2011) 

T²musz epit®liumb·l, TEP1 sejtvonalb·l tiszt²tott mRNS-bŖl k®sz¿lt cDNS-en RT-PCR-ral tesztelt¿k 

a GR expresszi·j§t. Timocit§b·l izol§lt mRNS-bŖl k®sz¿lt cDNS- haszn§ltunk pozit²v kontrollk®nt. A 

t²musz epit®li§lis sejtek tisztas§g§t CD45 specifikus primerekkel tesztelt¿k. BelsŖ kontroll-nak 18S 

rRNS-t haszn§ltunk (A). GR feh®rj®t konfok§lis mikroszk·pi§val tesztelt¿k anti-GR-FITC-jelzett 

ellenanyaggal (zºld) kezeletlen, felnŖtt BALB/c t²muszban. T²musz epit®li§lis sejteket anti-EpCAM1 

ellenanyaggal azonos²tottuk anti-patk§ny-Northern Light 637 m§sodlagos ellenanyag seg²ts®g®vel 

(vºrºs). A sejtmagot DAPI-val tett¿k l§that·v§ (k®k) (B). 

Balb/c egerek dexametazon kezel®s®t kºvetŖen m®rt¿k mind a Wnt4, mind a FoxN1 g®nek 

expresszi·s szintj®t. Mindk®t g®n transzkripci·ja drasztikus csºkken®st mutatott, m²g az 

adipoid differenci§ci·t szab§lyoz· g®nek emelkedett expresszi·j§t detekt§ltuk. A kezel®s 

molekul§ris szinten felgyors²tott fiziol·gi§s ºreged®s jeleit mutatta. Ezzel p§rhuzamosan a 

t²musz morfol·gi§j§ban is invol¼ci·s v§ltoz§sok v§ltak kimutathat·v§ (56. §bra). 
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56. §bra: Dexametazon induk§lta g®nexpresszi·s ®s morfol·giai v§ltoz§sok az eg®r 

t²muszban (Talaber, Kvell et al. 2011) 

Foxn1 ®s Wnt4 g®nek expresszi·s mint§zata (A) kontroll ®s DX-kezelt, tiszt²tott t²musz epit®liumban 

24 ·ra eltelt®vel. A sz¿rke oszlopok reprezent§lj§k a 168 ·r§val k®sŖbb m®rt g®nexpresszi·t. A 

csillaggal jelºlt ®rt®kek szignifik§ns k¿lºnbs®geket jelºlnek (*p<0.05). (B) T²musz metszetek PBS- ®s 

DX-kezelt egerek t²musz§b·l 24 ·r§val a stimulust kºvetŖen. Anti-EpCAM1-FITC (zºld) ®s anti-

Ly51-PE (vºrºs) ellenanyagok seg²ts®g®vel mutattuk ki a kortik§lis ®s medull§ris epit®liumot. A fest®s 

elsŖsorban a medulla depl®ci·j§t mutatta. Ezzel p§rhuzamosan a Wnt4 feh®rje expresszi·s szintje is 

csºkkent DX kezel®s hat§s§ra (B, jobb). Wnt4-Northern Lights557 (vºrºs) ®s EpCAM1-FITC (zºld) 

(24 h). (C) LAP2a, PPARg ®s ADRP expresszi·ja t²musz epit®liumban 168 ·r§val a DX injekci·t 

kºvetŖen. A g®n expresszi·t 18S rRNS-re normaliz§ltuk. 

A folyamat azonban megford²that·nak bizonyult, amennyiben csak egyszeri alkalommal 

kezelt¿k az §llatokat dexametozonnal, de h§rom h·napnak ²gy is el kellett telnie ahhoz, hogy 

a t²musz epit®lium molekul§ris alapszintje helyre§lljon (57. §bra). 
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57. §bra: A t²musz szºvet regener§ci·ja h§rom h·napot ig®nyel egyszeri dexametazon 

injekci·t kºvetŖen (Talaber, Kvell et al. 2011) 

(A) Az oszlopdiagrammok a g®nexpresszi· v§ltoz§s§t mutatj§k DX kezel®st kºvetŖen. A Wnt4 szint 

m®g 3 h·nap eltelt®vel is szignifik§nsan alacsonyabb maradt (*p<0.05), LAP2a ®s PPARg szintje nem 

v§ltozott, m²g az ADRP expresszi·s szintje csºkkent. Kontroll ®s DX kezelt t²musz metszetek 

morfol·giai anal²zise h§rom h·nappal a DX kezel®st kºvetŖen EpCAM-Ly51 (B, bal) ®s EpCAM-ER-

TR7 (t²musz epit®lium ®s fibroblaszt marker) (B, jobb). A (C) panel a medull§ris marker, autoimmun 

regul§tor (AIRE) expresszi·j§t mutatja, a kontrollhoz k®pest szignifik§ns k¿lºnbs®g nem mutatkozik. 

A gyullad§scsºkkentŖ ter§pi§ban gyakran alkalmazott, ism®telt gl¿kokortikoid kezel®s 

viszont m§s molekul§ris eredm®nnyel j§rt. Sem a Wnt4, sem a FoxN1 szint nem t®rt vissza a 

kontroll szintre, ami azt jelzi, hogy huzamos szteroid ter§pia felgyorsult ®s 

visszaford²thatatlan t²musz epit®li§lis ºreged®shez vezet. K²s®rleteink arra is r§mutattak, hogy 

az elzs²rosod§si folyamatokban a LAP2a feltehetŖen §tmeneti szerepet tºlt be, ®s mire az 

elzs²rosod§st szab§lyoz· ADRP szint jelentŖsen megnºvekszik, addigra a LAP2a-ra m§r 

nincs sz¿ks®g az elzs²rosod§si folyamat befejez®s®hez. Eredm®nyeink r§mutattak arra is, hogy 

a t²musz medull§ris §llom§nya sokkal ®rz®kenyebb az ºreged®si jelekre, mint a kortex. Ennek 

kºvetkezm®nyek®nt a timocit§k negat²v szelekci·j§nak mikrokºrnyezete k§rosodik, amelynek 

v®geredm®nyek®nt a felszaporodott autoreakt²v T-sejtek nºvelik az autoimmun betegs®gek 

kialakul§s§nak kock§zat§t. 
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58. §bra: Ism®telt dexametazon kezel®s hat§sa a t²musz epit®lium g®nexpresszi·j§ra ®s a 

t²musz szºvet morfol·gi§j§ra (Talaber, Kvell et al. 2011) 

(A) Wnt4, Foxn1, LAP2a, PPARg, ®s ADRP expresszi·s szintje kontroll szºveti szinthez hasonl²tva. 

EpCAM1-Ly51 fest®s t²musz metszeteken kimutathat· a medulla kontroll-hoz viszony²tott csºkkent 

mennyis®ge (B). ER-TR7 fest®s nem mutatott szignifik§ns k¿lºnbs®get, de ink§bb pºttyºzºtt 

mint§zatot mutatott. 

Mivel kezdeti k²s®rleteinkben a Wnt4 t¼lexpressz§ltat§sa hat®konynak bizonyult az 

elzs²rosod§st szab§lyoz· g®nek expresszi·s szintj®nek csºkkent®s®ben, megvizsg§ltuk annak 

lehetŖs®g®t, hogy a Wnt4 k®pes-e megakad§lyozni a szteroid induk§lta g®nexpresszi·s 

v§ltoz§sokat? K²s®rleteinkbŖl kitŤnik, hogy a Wnt4 molekula folyamatos jelenl®te a k²s®rleti 

rendszerben k®pes a dexametazon induk§lta LAP2a, PPARg ®s ADRP expresszi·j§t azonos 

szinten tartani a k²s®rleti kontroll sejtek®vel (59. §bra), azaz az ºreged®si elzs²rosod§si 

folyamatokat megakad§lyozni. 
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59. §bra: Wnt4 t¼lexpresszi·ja a TEP1 sejtvonalban k®pes megv®deni a sejteket a 

dexametazon (DX)-induk§lta adipoid transzdifferenci§ci·t·l (Talaber, Kvell et al. 2011) 

G®nexpresszi·s v§ltoz§sok a TEP1 sejtvonalban 168 ·r§nyi DX-kezel®s ut§n. A Wnt4, LAP2a, 

PPARg, ®s ADRP mRNA szintjeit tesztelt¿k old·szer ®s DX-kezelt norm§l (A) ®s Wnt4-

t¼lexpressz§l· TEP1 (B) sejtvonalakon. A feh®r oszlopok az old·szerrel kezelt, m²g a fekete oszlopok 

a DX kezelt sejtek eredm®nyeit mutatj§k. A g®neexpresszi· szintje mark§nsan k¿lºnbºzik. 

A Wnt4 szerep®nek jelentŖs®g®t l§tszanak al§t§masztani Aspinall ®s munkat§rsainak k²s®rletei 

(Henson, Pido-Lopez et al. 2004; Henson, Snelgrove et al. 2005), akik kimutatt§k, hogy IL7 

kezel®s a timocita §llom§ny fenntart§s§hoz vezet, melynek kºvetkezt®ben a t²musz epit®lium 

§ltal alkotott szºveti h§l·zat kortik§lis ®s medull§ris epit®liumra oszthat· szºveti morfol·gi§ja 

is fenntarthat·. Mivel kor§bbi k²s®rleteinkben kimutattuk, hogy azon kev®s Wnt-ok kºz¿l, 

amit a timocit§k termelnek, a Wnt4 az egyik, felt®telezhetj¿k, hogy a nagy mennyis®gben 

jelen l®vŖ timocit§k hasonl· hat§st gyakorolnak a t²musz epit®liumra, mint a Wnt4 molekula 

t¼lexpressz§ltat§sa. 

K²s®rleteink ºsszegz®sek®nt fel§ll²tottunk egy modellt, melyben ºsszefoglaltuk a fiziol·gi§s, 

®s gl¿kokortikoidok §ltal induk§lt, felgyors²tott ºreged®s molekul§ris mechanizmus§nak 

kºzºs elemeit. Azaz a csºkkent Wnt4 ®s FoxN1 szint lehetŖs®get biztos²t az EMT 

kialakul§s§ra, amely sor§n az ²gy keletkezett fibroblaszt-szerŤ sejtek k®pesek a 

megnºvekedett LAP2a, PPARg ®s ADRP hat§s§ra az elzs²rosod§si folyamatot befejezni (60. 

§bra). Eredm®nyeink szignifik§ns elŖrel®p®st jelentettek a t²musz ºreged®s®nek 

megismer®s®ben, mivel a sz§mos morfol·giai ®s molekul§ris megfigyel®s le²r· jellegŤ 

interpret§ci·ja helyett a mi k²s®rleteink vezettek az eddigi eredm®nyeket is ¼jra®rtelmezŖ, 

§ltal§nos t²musz ºreged®si elm®let fel§ll²t§s§hoz. 
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60. §bra: Fiziol·gi§s ®s GC induk§lta ºreged®si modell (Kvell, Varecza et al. 2010) 

A t²musz epit®lium ºreged®si modellj®ben felt®telezz¿k, hogy az epit®li§lis sejtekben lezajl· 

v§ltoz§sok az epit®liumot ®rz®kenny® teszik az EMT-re, majd ezt kºvetŖen a kialakul· fibroblaszt-

jellegŤ sejtek m§r §talakulhatnak adipocit§kk§. 

Mivel a LAP2a §ltal szab§lyozott elzs²rosod§si folyamat felismer®se a m·dos²tott PKC 

d aktivit§s eredm®nyek®nt jºtt l®tre, a jel§tviteli folyamatok vizsg§lat§ra k¿lºn figyelmet 

ford²tottunk. Irodalmi adatok al§t§masztott§k, hogy a Wnt4 jel§tvitel®hez Fz4 ®s Fz6 

receptorok sz¿ks®gesek (Lyons, Muller et al. 2004). Meg§llap²tottuk, hogy ezekkel a Wnt 

recoptorokkal, a t²musz epit®liumnak mind a kortex, mind a medulla §llom§nya rendelkezik 

(Pongracz, Hare et al. 2003). Azt sem hagyhattuk figyelmen k²v¿l, hogy a Fz receptorokb·l 

indul· jelek §tvitel®hez PKC d sz¿ks®ges, ugyanis PKC d foszforil§lja a Dvl molekul§kat a 

jel§tviteli kaszk§d megind²t§s§hoz. K®rd®ses volt azonban, hogy v§ltozik-e ez a folyamat az 

ºreged®s sor§n? Illetve, ismerve a PKC d jel§tviteli ¼tvonalakban betºltºtt v§ltozatos 

szerep®t, nem v§ltozik-e a PKC d feladatkºre az ºreged®si folyamatokban. 
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A felmer¿lŖ k®rd®skºr vizsg§lat§t a Fz4, Fz6 ®s a PKC d g®nek expresszi·s szintj®nek 

vizsg§lat§val kezdt¿k korosod·, de m®g nem kifejezetten ºreg egerekben. Az®rt v§lasztottunk 

fiatalabb, azaz 18 ®s 12 h·napos egerek helyett 9 h·napos eg®r t²muszokat, mert a kor§bbi 

k²s®rleteink arra engedtek kºvetkeztetni, hogy a karakterisztikus molekul§ris jellemzŖk 

idŖlegesek ®s k²s®rleteinkben nem a v®gpontot, hanem az ehhez vezetŖ v§ltoz§sokat akartuk 

behat§rolni. MeglepŖ m·don mindh§rom g®n (Fz4, Fz6 ®s a PKC d) emelkedett expresszi·t 

mutatott mind mRNS, mind protein szinten az ºreged®s elŖrehaladt§val (61. ®s 62. §bra). 

Azonban, am²g a fiatal t²muszban a Fz4 ®s Fz6 receptorok elsŖsorban medull§ris lokaliz§ci·t 

mutattak, addig a korosod· §llatok t²musz§ban a kortexben is megnºvekedett a receptorok 

expresszi·ja (61. §bra). 

 

61. §bra: Fz4 ®s Fz6 receptorok expresszi·s szintj®nek m·dosul§sa ºreged®s sor§n 

(Varecza, Kvell et al. 2011) 

(A) ®s (B) Fz-4 ®s Fz-6 Q-RT-PCR anal²zise fiatal (1 h·napos) ®s korosod· (9 h·napos) tiszt²tott 

t²musz epit®liumban. BelsŖ kontrollnak b-aktin-t haszn§ltunk. A statisztikailag szignifik§ns 

k¿lºnbs®geket csillag jelºli. (C)ï(F) Fz-4 ®s Fz-6 feh®rje expresszi· ®s mint§zat bemutat§sa anti-Fz-4-

NL663 ®s anti-Fz-6-NL663 ellenanyagok felhaszn§l§s§val. A t²musz morfol·gi§j§t anti-EpCAM1-

FITC ®s anti-Ly51-PE markerek fest®s®vel tett¿k l§that·v§. 
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Ellent®tben a receptorfeh®rj®k t²musz epit®liumban tºrt®nŖ megoszl§s§nak v§ltoz§s§val, a 

PKC d feh®rje a fiatal egerekben elsŖsorban a kortik§lis epit®liumban tal§lhat·, m²g a kor 

elŖrahaladt§val az expressz·s szint nºvekszik a medull§ris r®gi·ban is (62. §bra). 

 

62. §bra: PKC d Wnt4 jel§tvitelben ®s az ºreged®s sor§n (Varecza, Kvell et al. 2011) 

(A) Wnt4 kezel®s hat§s§ra a PKC d citoszolb·l a membr§n frakci·ba transzlok§l·dik, melyet Western 

blot anal²zissel mutattunk ki. A k²s®rletben kontroll, Wnt4 kezelt ®s Wnt4 t¼lexpressz§l· TEP1 

sejtvonalat haszn§ltunk. ĂPonceau redò fest®ssel gyŖzŖdt¿nk meg az felvitt feh®rj®k egyenlŖ szintj®rŖl. 

(B) PKC d expresszi· v§ltoz§s§nak m®r®se ºreged®s sor§n Q-RT-PCR-val. T²musz epit®li§lis sejteket 

fiatal (1 h·napos) ®s korosod· (9 h·napos) egerekbŖl tiszt²tottunk, melyekbŖl RNS-t, majd cDNS-t 

k®sz²tett¿nk. BelsŖ kontrollnak b-aktin-t alkalmaztunk. A statisztikailag szignifik§ns k¿lºnbs®geket 

csillag jelºli. (C) ®s (D) PKC d feh®rje expresszi·s v§ltoz§sai a kor elŖrahaladt§val. T²musz 

metszeteket fiatal (1 h·napos) ®s korosod· (9 h·napos) egerekbŖl anti-PKC d-NL663, anti-EpCAM1-

FITC ®s anti-Ly51-PE ellenanyagokkal festett¿k. 

A k²s®rleti eredm®nyeink arra engedtek kºvetkeztetni, hogy a PKC d fontos szerepet j§tszik 

az ºreged®si jelek transzdukci·j§ban, de arra a kezdeti elemz®sek nem adtak magyar§zatot, 

hogy milyen szinten kapcsol·dik be a PKC d az ºreged®si folyamatok szab§lyoz§s§ba. Hogy 

a Wnt4 ®s PKC d kºzºtti kapcsolatot meg®rthess¿k, elengedhetetlenn® v§lt a Wnt4 specifikus 

c®lg®nek azonos²t§sa. K²s®rleteinkben sz§mos g®nt azonos²tottunk a TEP1 sejtvonalban, 
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amelyek transzkripci·ja szignifik§nsan nŖtt vagy csºkkent Wnt4 illetve Wnt7b kezel®s 

hat§s§ra. Noha elm®letileg a FoxN1 transzkripci·s faktor megfelelŖ lett volna specifikus 

c®lg®nk®nt, a TEP1 sejtvonal nem expressz§l FoxN1-et, m²g a primer t²musz epit®liumban a 

c®lg®nek azonos²t§sa ¿tkºzºtt neh®zs®gbe. A c®lg®nek azonos²t§s§t ez®rt a TEP1 sejtvonalon 

v®gezt¿k el ®s az adatok ºsszehasonl²t· elemz®se ut§n v®g¿l a Ăconnective tissue growth 

factorò-t (CTGF) v§lasztottuk, mint megb²zhat· c®lg®nt. Ez a g®n ugyanis Wnt4 kezel®s 

hat§s§ra emelked®st mutatott mind a sejtvonalakban, mind a primer t²musz epit®li§lis 

sejtekben. Ahhoz, hogy a PKC d szerep®re f®nyt der²thess¿nk, a sejtekben a PKC d enzim 

aktivit§s§t m·dos²tottuk. Az aktivit§s nºvel®se ®rdek®ben PKC d-t t¼lexpressz§ltattuk a TEP1 

sejtvonalban. A vad t²pus¼ PKC d g®nt retrovir§lis ¼ton juttattuk a sejtekbe. PKC d expresszi· 

csºkkent®s®hez viszont kereskedelmi forgalomban is beszerezhetŖ siPKC d-t haszn§ltuk. A 

megszokott, line§ris jel§tviteli gondolatmenetet kºvetve, azt v§rtuk, hogy mivel Wnt4 

hat§s§ra aktiv§l·dik a PKC d, ez®rt a PKC d t¼lexpressz§l· sejtekben a Wnt4 c®lg®n szintje 

emelkedni fog, m²g az siPKC d jelenl®t®ben csºkkenni. Ezzel szemben a felt®telezett 

kimenettel ellent®tes eredm®nyeket kaptunk (63. §bra). Azaz, a PKC d t¼lexpressz§ltat§sa 

Wnt4 hat§s§ra nem nºvelte a CTGF expresszi·j§t, m²g a PKC d enzim szintj®nek csºkken®se 

szignifik§ns CTGF expresszi· nºveked®shez vezetett. Az eredm®nyek alapj§n arra 

kºvetkeztett¿nk, hogy a PKC d feltehetŖen egy negat²v visszacsatol§si rendszer r®sze ®s a 

kanonikus Wnt jel§tvitel c®lg®njeinek §t²r·d§s§hoz vezetŖ jel§tviteli folyamatokban csak 

sokkal kisebb m®rt®kben vagy egy§ltal§n nem vesz r®szt. Ennek azonban ellentmondani 

l§tszott az a t®ny, hogy a receptorb·l tºrt®nŖ jel§tvitel megindul§s§hoz Dvl foszforil§ci·ra van 

sz¿ks®g, amely viszont PKC d-f¿ggŖ folyamat. Hogy ezt a l§tsz·lagos ellentmond§st 

feloldjuk, alaposabb vizsg§latnak vetett¿k al§ a Wnt4 receptorok, Fz4 ®s Fz6, eddig ismert 

funkci·it ®s megvizsg§ltuk ugyanebbŖl a szempontb·l az §ltalunk v§lasztott Wnt4 specifikus 

c®lg®n, a CTGF eddig ismert funkci·it is. 
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63. §bra: CTGF expresszi· m·dos²tott PKC d aktivit§s jelenl®t®ben  

A) CTGF g®n expresszi·j§nak vizsg§lata Q-RT-PCR anal²zissel kontroll ®s Wnt4 kezelt PKC d 

t¼lexpressz§l· TEP1 sejtvonalban. (B) CTGF g®n expresszi·j§nak vizsg§lata Q-RT-PCR anal²zissel 

kontroll ®s Wnt4 kezelt siPKC d elŖkezelt TEP1 sejtvonalban. BelsŖ kontrollnak b-aktin-t 

alkalmaztunk. A statisztikailag szignifik§ns k¿lºnbs®geket csillag jelºli. 

A receptorok immunprecipit§ci·j§val kontroll ®s Wnt4 kezelt sejtekben megvizsg§ltuk, hogy 

a Wnt receptorokhoz kapcsolhat·-e a jel§tvitel szempontj§b·l fontos k®t molekula, a PKC d 

®s a Dvl (64. §bra). M²g mindk®t receptor eset®ben kimutathat· volt a jel§tvitelhez sz¿ks®ges 

molekul§k jelenl®te, addig arra is f®ny der¿lt, hogy Wnt4 kezel®st kºvetŖen a Fz6 

molekul§hoz emelkedett szinten kapcsol·dik mind a PKC d, mind a Dvl. EbbŖl arra 

kºvetkeztett¿nk, hogy a PKC d preferenci§lisan a Fz6 receptorb·l sz§rmaz· Wnt4 jelek 

tov§bb²t§s§hoz sz¿ks®ges. K²s®rleteink nem z§rt§k ki a Fz4 receptorb·l tºrt®nŖ jel§tvitelt, 

hiszen csak feh®rje szinteket m®rt¿nk ®s a molekul§k aktiv§ci·s szintj®t nem analiz§ltuk. A 

molekul§k jelenl®te azonban arra enged kºvetkeztetni, hogy Wnt4 jel§tvitel®hez minden 

molekul§ris felt®tel adott volt mindk®t receptor eset®ben. A receptorok fiziol·gi§s hat§sair·l 

eddig ismert adatokat ºsszehasonl²tva, arra is f®ny der¿lt azonban, hogy a Fz6 receptort 

gyakran asszoci§lj§k (Golan, Yaniv et al. 2004) negat²v, kanonikus jel§tvitelt g§tl· jelek 

transzdukci·j§val. A Fz6 receptor TAK1, NLK kin§zok aktiv§l§s§val a TCF1 transzkripci·s 

faktor foszforil§ci·j§n (Ishitani, Kishida et al. 2003) ®s ebbŖl eredŖ g§tl§s§n kereszt¿l 

akad§lyozza meg a kanonikus Wnt c®lg®nek §t²r·d§s§t. Amennyiben a Fz6 receptor val·ban 

g§tl· receptork®nt funkcion§l a t²musz epit®lium Wnt4 jel§tvitele tekintet®ben, akkor a c®lg®n 

§t²r·d§sa feltehetŖen a Fz4-bŖl sz§rmaz· jel§tviteli kaszk§d aktiv§l§s§nak kºszºnhetŖ. Ezzel 

is al§t§masztva azt a felt®telez®st, hogy az immunprecipit§ci·val kimutatott Fz-Dvl-PKC d 

komplex j· indik§tora a Fz4 ®s a Fz6 receptor aktivit§s§nak. 

R
e
l
a
t
²
v
 
C
T
G
F
 

e
x
p
r
e
s
s
z
i
·

Kontroll

100

80

20

60

0

40

PKCŭTE
PKCŭTE 

+Wnt4

B.A.

R
e
l
a
t
²
v
 
C
T
G
F
 

e
x
p
r
e
s
s
z
i
·

Kontroll

PKCŭ

siRNA

3,5

3,0

1,5

2,5

1,0

2,0

Wnt4 SN
PKCŭsiRNA

+Wnt4 SN

0,5

0,0

               dc_267_11



 

 100 

 

64. §bra: Fz4, Fz6, Dvl ®s PKC d ko-lokaliz§ci·j§nak anal²zise (Varecza, Kvell et al. 2011) 

(A) ®s (B) Western blot anal²zis anti-Fz6 (A) ®s anti-Fz4-ellenanyaggal (B) tºrt®nŖ 

immunoprecipit§ci·t kºvetŖen. Wnt4 kezel®st kºvetŖen a PKC d fokozottan asszoci§l·dik a Fz-6 

receptorhoz kapcsol·d· Dvl molekul§val. (C) ®s (D) 1 ®s 9 h·napos egerek t²musz§b·l k®sz¿lt 

metszeteken anti-PKCdïNL663, anti-Fz-6-NL557 ®s anti-EpCAM1-FITC ellenanyagokkal k®sz¿lt 

fest®s l§that·. A h§rom fest®s egym§sra r®tegz®s®t az utols· k®p §br§zolja. 

Az irodalmi adatok alapj§n arra is f®ny der¿lt, hogy a megszokott funkci·in ®s ligand-receptor 

kapcsolat§n t¼lmenŖen, a CTGF a Fz8 receptorhoz is k®pes kapcsol·dni (Luo, Kang et al. 

2004). A Fz8 receptorb·l sz§rmaz· jelek viszont a GSK3b enzim aktiv§l§s§hoz ®s ezzel a b-

katenin proteoszom§lis degrad§ci·j§hoz vezetnek. Ennek kºvetkezm®nye a kanonikus Wnt 

jel§tviteli rendszer g§tl§sa. Az eddigi eredm®nyeink t¿kr®ben megvizsg§ltuk a CTGF ®s Fz8 

g®nek expresszi·s szintj®nek v§ltoz§s§t is az ºreged®s sor§n (65. §bra). 
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65. §bra: CTGF ®s Fz8 receptor expresszi· v§ltoz§sa ºreged®s sor§n 

(Varecza, Kvell et al. 2011) 

(A) ®s (B) CTGF ®s Fz8 g®n expresszi·j§nak vizsg§lata Q-RT-PCR anal²zissel 1 ®s 9 h·napos egerek 

t²musz§b·l tiszt²tott t²musz epit®liumban. BelsŖ kontrollnak b-aktint alkalmaztunk. A statisztikailag 

szignifik§ns k¿lºnbs®geket csillag jelºli. 

Az eredm®nyek al§t§masztani l§tszottak a kezdeti felt®telez®seinket. Kezdetben az ºreged®s 

sor§n a Fz4 receptor szintje nŖ ®s ezzel p§rhuzamosan megnºvekszik a Wnt4 c®lg®nek 

§t²r·d§sa. E mellett nºvekszik a negat²v visszacsatol§sban r®sztvevŖ jel§tviteli molekul§k 

jelenl®te is a rendszerben, g§tolva ezzel a kanonikus Wnt jel§tvitelt. Ennek eredm®nyek®nt 

hi§ba erŖsºdik a kanonikus Wnt jelek extracellul§ris jelenl®te, az intracellul§ris szab§lyoz§s 

nem engedi a kanonikus Wnt jelek §ltal induk§lt prolifer§ci·s ®s egy®b, a sejtek t¼l®l®s®®rt 

felelŖs g®nek §t²r·d§s§t. Ezzel a t²musz epit®li§lis Ŗssejtek prolifer§ci·s k®pess®ge, v®g¿l 

sz§ma is lecsºkken, amely az ºregedŖ epit®li§lis h§l·zat regener§ci·j§nak g§tl§s§hoz vezet. 

A jel§tviteli rendszerek ºsszegz®sek®ppen (66. §bra) meg§llap²thatjuk, hogy az ºreged®si 

folyamat f®lidej®ben, amikor m®g a Wnt4 expresszi· csºkken®se nem kifejezett, megindul a 

Wnt4 receptorok expresszi·s szintj®nek nºveked®se. Ez a folyamat nem csak a kor§bban 

ezeket a receptorokat expressz§l· epit®li§lis alcsoportokra jellemzŖ, hanem a t²musz 

epit®liumra §ltal§ban. A megnºvekedett receptorexpresszi·b·l sz§rmaz· jel§tvitel 

megindul§sa ®rtelemszerŤen nºveli a kanonikus c®lg®nek §t²r·d§s§t. Ennek a folyamatnak 

azonban a line§ris logika ellent®te az eredm®nye, hiszen a c®lg®nek kºz¿l a negat²v 

visszacsatol§si rendszerben j§tszik szerepet p®ld§ul a CTGF, amely szekr®ci·j§t kºvetŖen a 

Fz8 receptorhoz is kapcsol·dhat. FeltehetŖen egy PKC z induk§lta mechanizmuson kereszt¿l 

aktiv§lja a GSK3b enzimet, amely a b-katenin molekul§t foszforil§lja, ®s ²gy a b-katenin 

®rz®kenny® v§lik a proteoszom§lis degrad§ci·ra. Ezzel csºkken a b-katenin szint, amellyel a 

kanonikus jel§tvitel c®lg®njeinek §t²r·d§sa is csºkken. Ezzel p§rhuzamosan erŖsºdnek a Fz6 
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g§tl· receptorb·l sz§rmaz· jelek is. Ez a folyamat annak a kºvetkezm®nye, hogy a 

megnºvekedett receptor expresszi·hoz megnºvekedett PKC d szint t§rsul, amely 

preferenci§lisan a Fz6 receptorhoz kapcsol·dik, nºvelve ezzel a negat²v jelek tov§bb²t§s§nak 

ar§ny§t. ĉgy a kanonikus Wnt jel§tvitel k®t ¼ton is g§tl§s al§ ker¿l: a b-katenin szint 

csºkken®s®vel ®s a TCF transzkripci·s faktor foszforil§ci·j§val. ĉgy, ha a b-katenin be is jut a 

magba, az akt²v transzkripci·s komplex ºssze§ll§s§nak es®lye rohamosan csºkken, hiszen a 

TCF foszforil§lt §llapotban nem k®pes a b-kateninhez kºtŖdni. Ennek a jel§tviteli 

folyamatnak a kºvetkezm®nye, hogy a kanonikus jel§tviteli jelekre ®rz®keny FoxN1 

transzkripci·s faktor §t²r·d§sa drasztikusan lecsºkken. A lecsºkkent FoxN1 szint lehetŖv® 

teszi az epit®li§lis sejtek dedifferenci§ci·j§t, majd fibroblaszt-jellegŤ §talakul§s§t. Az 

epit®li§lis-mezenhim§lis tranz²ci·n §tesett sejtekben, ahol a zs²rsejt ir§ny¼ §talakul§st 

szab§lyoz· molekul§k (LAP2Ŭ, PPARg, ADRP) szintje nºvekszik, az adipoid 

transzdifferenci§ci· m§r visszaford²thatatlann§ v§lik. 

 

66. §bra: A t²musz ºreged®s®nek molekul§ris modellje (Varecza, Kvell et al. 2011) 

Fiatal t²muszban a Wnt4 szint magas, ®s mindk®t receptora, a Fz4 ®s a Fz6 receptorok is kºzel azonos 

szinten expressz§l·dnak. Az ºreged®s megindul§s§val csºkkenni kezd a Wnt-4 expresszi· ®s 

nºvekszik a receptor, k¿lºnºsen a g§tl· receptor, Fz6 expresszi·, amelynek kapcs§n a kanonikus Wnt 

jel§tvitelt negat²van befoly§sol· folyamatok indulnak meg. Ezek hat§s§rra csºkken a FoxN1 szint, ami 

elŖszºr EMT-hez, majd adipoid transzdifferenci§ci·hoz vezet. 
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