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Bevezetés

A gliikokortikoidok szamos ¢€lettani folyamatban nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak
¢s a leggyakrabban hasznalt gyulladascsokkentd gyogyszerek koz¢é tartoznak. Az 1940-
es években tortént felfedezésiik ellenére pontos hatdsmechanizmusuk még mindig nem
teljesen ismert. Sokaig ugy gondoltak, hogy a gliikkokortikoid hormonok egyetlen
nukledris receptoron, a jol ismert gliikokortikoid receptor a-an (GRa) keresztiil fejtik ki
szertedgazd biologiai hatdsukat. Az 1990-es években fedezték fel a GRB izoformat,
amelyet a késébbiekben mas, eltérd izoformdk leirdsa is kovetett. Napjainkban a
molekularis biologiai modszerek robbanasszerii fejlodésével a GR csaldd szamos Uj
hatésa keriil leirasra, melyek révén egyre komplexebb ismeretekkel rendelkeziink a
szerteagazé bioldgiai folyamatokat szabalyoz6 receptor mitkodésérol.

Kutatdsomban elsésorban a GR a ¢és B izoformak géntranszkripcidban betoltott
szerepét vizsgaltam molekularis bioldgiai médszerekkel. A GRS fokozott expressziojat
mutattdak ki szamos  autoimmun  megbetegedésben, koztik  gyulladasos
bélbetegségekben (IBD), ezért munkdm egyik részében Caco-2 bélhdmsejtvonalbol
1étrehozott in vitro modell segitségével jellemeztem a GRB szerepét a betegségben.

A cirkadidn o6ra a kornyezetiinkhoz valé ritmikus alkalmazkodast segiti és
napszaktol fliggéen szamos biologiai folyamatot szabalyoz. Majdnem az Osszes
szerviinkben megtaldlhaté a periférias cirkadian ora, amelyet az ugynevezett 6ragének
kozel 24 oras oszcillacidt biztositd visszacsatolasi kore alkot. A gliikokortikoidok
diurndlis elvalasztasuknak koszonhetden kiemelt szerepet jatszhatnak az oOragének
szabalyozasaban. Kevéssé ismert azonban, hogyan befolyéasoljak a gliikokortikoidok az
oragének expresszidjat, ezért munkdm madasodik részében a GR a és B izoformaknak a
periférias oOragénekre gyakorolt szabalyozo hatasat elemeztem mellékvesekéreg

sejtvonalon.
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l. Irodalmi attekintés

I.1. A gliikokortikoid hormonok és élettani hatasaik

Az 1920-as években Kendall és munkatdrsai a mellékvesekéregbdl allatkisérletek
soran szamos vegyliletet izolaltak. A vegyiiletek koziil a kezdeti kutatasok elsdsorban a
kortizon (compound E) hatasara fokuszaltak, melyet rheumatoid arthritisben adva
dramai javulast értek el a betegek allapotaban (1). A késébbi vizsgalatok kideritették,
hogy a hatds nem az inaktiv kortizonnak, hanem a szervezetben beldle kialakulo,
biologiailag aktiv kortizolnak (compound F) volt koszonhetd. A szervezetben a
gliikokortikoidok szintézise a hipotalamusz-agyalapi mirigy-mellékvese (HPA) tengely
szabalyozasa alatt a mellékvesekéregben torténik (1. abra).

A hipotalamusz paraventrikularis magjanak kortikotropin felszabadit6 hormonja
(CRH) serkenti az agyalapi mirigy adrenokortiokotropin (ACTH) elvélasztasat, amely
fokozza a mellékvesekéreg gliitkokortikoid szintézisét. A gliikokortikoidok negativ feed-
back mechanizmussal gatoljak a CRH és ACTH elvalasztast (2—4). A mellékvesekéreg
szovettanilag ¢és funkciondlisan hdrom részre oszthatd; a zona fasciculata rétegben a
gliikokortikoidok, a zona glomerulosa rétegben a mineralokortikoidok, mig a zona
reticularis rétegben az androgén hormonok termelédnek (5).

A gliikokortikoidok  szertedgazo ¢lettani  hatdsokkal  rendelkeznek.
Nélkiilozhetetlenek a stressz valasz kialakuldsaban és fontos szerepet toltenek be a
fehérje-, szénhidrat-, és zsiranyagcsere szabdlyozdsdban, a novekedésben, az
immunologiai és gyulladasos folyamatokban, a s6- és vizhaztartas szabalyozasaban, a
kardiovaszkularis, valamint kozponti idegrendszeri funkciokban. A metabolizmusban a
gliilkokortikoidok fokozzak a fehérjék lebontasat, a glilkoneogenezis serkentése €s a
gliikoz felhasznalas csokkentése révén emelik a vércukorszintet, valamint eldsegitik a
lipolizist. Igen fontos a gliikokortikoidok gyulladascsokkentd és immunszuppressziv
hatésa, gatoljak a sejtszintii immunvalaszt €s csdkkentik a proinflammatorikus citokinek
termelddését. Gyulladasgatlo hatasukat széles korben alkalmazzak tobb betegség

kezelésében.
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Forrés: rmp //wwwe.nature.com/neurofjournalv12/n3/fg_tab/nn0309-241_F2.html

1. abra A HPA tengely szabalyozasa
(www.nature/com, /neuro/journal/v12/n3/fhg_tab/nn0309-241_F2.html) alapjan

A fokozott gliikkokortikoid termelddés és a tartds gliikokortikoid kezelés azonban
sajnos szamos kedvezdtlen mellékhatassal is jar (1. tablazat). Klinikailag a diabetogén
allapot, csontritkulds, idegrendszeri zavarok, impotencia ¢€s a fertézé¢sekre valod hajlam

fokozodasa a legjelentésebbek (5).

A gliikokortikoid hormonok szérum szintje dinamikus mintdzatot mutat. A
legismertebb a kortizol cirkadian (diurnalis) elvalasztasa, amely emlésokben a
biologiailag aktiv napszak kezdetén, emberben a hajnali 6rdkban, ébredés elbtt éri el
maximumat. Megfigyelhetd ugyanakkor a kortizol koriilbeliil 6rankénti frekvenciaval,
valtozd6 amplitadoval torténd ultradian felszabadulasa i1s. A szekrécid pulzatilis
mintazata valészinilileg fontos szerepet tolt be a megfeleld gliitkokortikoid-érzékenység

fenntartdsaban (4,6). Erdekes modon pulzatilis glitkokortikoid kezelés soran ciklikus
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géntranszkripcid indukalodik, amelynek mintazata kiillonbozik a folyamatos kezelés

utan megfigyelheté modosulasoktol (7).

1. tablazat A gliilkokortikoidok mellékhatasai

Kozponti idegrendszer Depresszid

Pszichoézis

Fejfajas

Fokozott gorcskészség
Fokozott intrakranialis nyomas
Glaukéma

Katarakta

Fokozott fert6zés hajlam

Szem

Immunrendszer
Immunszuppresszio
Kardiovaszkularis rendszer Hipertonia
Hipokalémia
Gyomorfekély
Diabétesz

Centralis elhizas
Hiperlipidémia
Impotencia
Oligomenorrea
Csontritkulas
[zomgyengeség
Novekedés elmaradésa
Plethora

Livid striak
Elvékonyodott bor
Csokkent sebgyogyulas
Akne

Gasztrointesztinalis rendszer
Anyagcsere

Gonadok

Csontrendszer és vazizomzat

Bor

Szamos korképben zavart szenved a gliikkokortikoid elvéalasztas mintazata, tobbek
kozott  Cushing-szindromdban,  depresszioban,  obstruktiv — alvasi  apnoéban,
immunologiai betegségekben, PCOS-ben, abdominalis elhizasban, sét akut és kronikus
stresszhatas kovetkeztében is (4,7-13). Tovabbi fontos problémat jelent, hogy azokban
a betegségekben, amelyek tartds gliikokortikoid kezelést igényelnek, a terapia soran
nem tudjuk utdnozni a hormon ultradidn felszabaduldsat. A gliikokortikoidok

megvaltozott ritmusa hozzajarulhat a kedvezdtlen mellékhatasok kialakulasahoz.

10
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I.2. A gliikokortikoid receptor (GR)

1.2.1. A GR szerkezete

A gliikokortikoidok biologiai hatasaikat a nuklearis receptor csaladba tartozé GR-on
(NR3C1) keresztiil fejtik ki. A GR ¢cDNS struktarajat el6szér 1985-ben Hollenberg és
munkatarsainak sikeriilt izolalnia (14). A GR-t kddold gén az 5. kromoszoman
helyezkedik el és 9 exon alkotja (15,16). Az 1. exon az 5’ nem transzlalédoé régiot
kodolja, a GR fehérje N-terminalis része a 2. exonrol irodik at. A 3 és 4-es exonok
kodoljak a DNS-kotésért felelds cink ujjas motivumokat, mig a tobbi exon a ligand-
kotésért felelds struktirakat alkotja. A 9-es exon alternativ splicingja (9a és 9B)

kovetkeztében két eltérd tulajdonsaga ligand koté domén johet 1étre (15) (2.A abra).

A
ATG
_M,_E (. \GM_S_'%*@'
i o0 O Ut
B
AF1 . AF2
NHZ—' NTD [DBD @ LBD — COOH
1 421 486 526 777

2. abra (A) GR gén szerkezete. (B) GR fehérje szerkezete. Roviditések: NTD, N-
termindlis domén; DBD, DNS-k6t6 domén; H, hinge régio; LBD, ligandk6té domén,;
AF1, aktivator funkcio 1; AF2, aktivator funkcio 2

A GR fehérje szerkezetileg 3 f6 doménbol all (2.B abra). Az 1-421 aminosavak
alkotjdk az N-termindlis domént, mely a transzaktivacids hatasért felel0s aktivacios
faktort (AF1) tartalmazza. Az AF1 ligand hidnydban is szdmos transzkripcios

kofaktorral képes interakcioba 1épni és tobb foszforilacids szabalyozohelyet tartalmaz.

crer

11
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helyezkedik el és a DNS-kotésen kiviil fontos szerepet tolt be a receptor
dimerizéacidjaban is. Itt helyezkedik el a receptor sejtmagba torténd transzportjaért
feleldos egyik nuklearis lokalizacidos aldomén (NLS1). A DBD ezen kiviil képes
interakcioba 1épni mas proteinekkel is (17-19). A C-terminalis domént egy 40
aminosavbol 4ll6 Un. hinge régi6 koti 6ssze a DBD-nel. A hinge domén egy flexibilis
régio, amelynek a dimerizacidban és a DNS-kotést kovetd megfelelé konformécio
kialakitasaban van szerepe (20). Az 527-777 aminosavak alkotjak a ligandk6té domént
(LBD). A régioban taladlhatdé egy madasodik nuklearis lokalizacids szignalt (NLS2)
tartalmaz6 motivum. Az LBD a chaperon kotddésben, valamint a receptor
dimerizacioban is szerepet jatszik. Ligandkdtést kovetden aktivalodik az LBD-ben
elhelyezked6 AF2 aldomén, amely tovabbi koaktivator és korepresszor fehérjék

kotodését teszi lehetévé (17-19,21).

1.2.2. A GR poszttranszlaciés médosulasa

A GR fehérje szdmos poszttranszlacidos modosulason mehet keresztiil, melyek
megvaltoztatjdk a receptor sejten beliili lokalizaciojat, €lettartamat és transzkripcids
aktivitasat. Ezek koziil a foszforilacids szabalyozas a legjobban ismert, eddig legalabb 6
kiilonb6z6 kindzt és szamos foszfatazt ismeriink, amely befolyasolja a GR foszforilacids
mintazatat (20). Ligandkotést kovetden a GR foszforilacios mintdzata megnovekszik. A
foszforilacids helyek az AF1 aldoménben helyezkednek el és befolyasolhatjak a GR
transzkripcids aktivitdsat. A Ser211 foszforilaciojardl kimutattak, hogy eldsegiti a
DRIP/TRAP koaktivator komplex kotodését, ezaltal fokozza a GR transzkripcios
aktivitasat (18). A Ser226 ¢és Ser404 aminosavak foszforilacioja ugyanakkor a fokozott
nuklearis export kovetkeztében csokkenti a GR tanszkripciods aktivitasat (20).

Tovabbi poszttranszlacids szabalyozéasra ad lehetdséget a fehérjék ubiquitin €s small
ubiquitin-like modifier (SUMO) molekulakkal torténé osszekapcsolasa. Az ubiquitin-
proteoszoma utvonal fontos szerepet tolt be a fehérjék lebontdsdban, mig a SUMO
jelolés elsdsorban a fehérje stabilitast, a sejten beliili lokalizaciot, a transzkripcids
aktivitast és a fehérje-fehérje interakcidt képes befolyasolni. A GR fehérjében eddig
legalabb egy ubiquitin és harom SUMO jel6lohelyet azonositottak, melyeken keresztiil
a receptor szabalyozodhat (17). A kdzelmultban Nader és munkatarsai kimutattak, hogy

a GR acetilacio utjan is képes szabalyozddni. A molekularis cirkadian o6ra egyik
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kovetkeztében gatolja a GR transzkripcios aktivitasat (22).

1.2.3. A GR jelatviteli ut

L2.3.1. A GR genomidlis hatdsai

A szteroid hormonok passzivan képesek a sejtmembranon athatolni, majd a
megfeleld nuklearis receptorhoz kapcsolodva fejtik ki transzkripcids hatasaikat. A GR
ligand hianydban, a sejtplazmaban, egy tobb fehérjébdl &llo heterokomplexhez
kapcsolodva helyezkedik el. A komplex tagjait tobbek kozott hdsokk-fehérjék (hsp70,
hsp90), a p23 chaperon és immunophillinek (FKBP51, FKBP52, CYP-40) alkotjak (23).
kialakitasaban és nuklearis transzportjaban (24). Ligandkotést kovetéen a GR
konformécidja megvaltozik, disszocial a heterokomplextél, majd a sejtmagba
transzlokalodik. A sejtmagon beliil a GR homodimert alkotva direkt DNS-kotddés altal
vagy mas transzkripcios faktorokkal torténd interakciokon keresztiil szabalyozza a
célgének expressziojat (3. abra).

A gliikokortikoid hatas kovetkeztében indukdlodd gének promoterében altalaban
megtaldlhatd gliikkokortikoid-érzékeny szekvencia (GRE), melyet 3 bazispar altal
elvalasztott palindrom hexamer szekvencidk, jellemzéen AGAACAnnnTGTTCT
nukleotid sorrend alkot (3,17). Ujabb kutatasok alapjan a GR monomerként is aktivalhat
olyan géneket, melyben a palindrom GRE szekvencia egyik fele (half-site GRE) van
jelen (25). Raadasul egyes gének transzkripcidjat a GR monomerként kozvetleniil is
gatolhatja az ugynevezett negativ GRE (nGRE) szekvenciakon keresztiil (26). Kromatin
immunoprecipitacios (ChlIP) vizsgalatok alapjan a GR nem képes a genomban talalhaté
szamos GRE kotohely mindegyikét elfoglalni (20). A nyitott kromatinallomany sejt-
specifikus mintdzata befolyasolja a  gliikokortikoid kotohelyek (GBS)
hozzéaférhetségét, ezaltal szabalyozhatja a gliikokortikoidok szdvetspecifikus hatdsait
(27). A gliikkokortikoid kdtohelyek gyakran a transzkripcids start helytdl (TSS) egészen
tavol, akar tobb mint 10kb tavolsagra helyezkednek el. Erdekes modon az indukalédo

gének esetében inkdbb proximalis, mig a repressziot mutatd gének esetében disztalis
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GR kotodési tendencia figyelhetd meg (28,29). A genomon beliil az egyes gének eltérd
gliikokortikoid-érzékenységgel rendelkeznek. Bizonyos gének mar egészen alacsony
csak nagyobb dozist kovetden valtozik meg. A génspecifikus GR reszponzivités
hatterében a kromatinallomany hozzaférhetésége és a receptor GBS-ok kozelében
elhelyezkedd egyéb transzkripcios faktorokkal torténd interakcidja allhat (30). Szamos
nukledris kofaktor képes fokozni (CBP, p300, SRCI1 és GRIP) vagy éppen gatolni (N-
CoR1, N-Cor2, HDAC, szirtuin) a GR transzkripcios aktivitasat (29).

ChIP vizsgélat alapjan a GR szamos olyan DNS szakaszokhoz is kotddik, amely
nem tartalmaz klasszikus GRE szekvencidkat. Ezekben az esetekben a GR maés
transzkripcids faktorok segitségével képes kotddni jellemzéen inkomplett GRE
szekvencidkhoz ¢és ezaltal serkenteni vagy gatolni a transzkripciot. Ezeket az Osszetett
kotéhelyeket kompozit szekvencidknak nevezziik. A GBS-ek kozelében leggyakrabban
aktivator protein 1 (AP1) kotdhely azonosithatd, amely a GR receptor egyik jol ismert
kofaktora (28). Az AP1 segit fellazitani a kromatinallomanyt, ezaltal eldsegiti a GR
kotédését a DNS-hez (31).

A GR DNS-kotddés nélkiil, protein-protein interakcion keresztiill is képes
szabalyozni a transzkripciot. Ezek koziil a legismertebb a GR-nak a NF-xB és az AP1
transzkripcids aktivitdsdnak gatlasan keresztiil kifejtett gyulladdscsokkentd hatdsa. A
GR fehérjén végzett mutacids vizsgalatok alapjan a DBD fontos szerepet tolt be a
transzrepresszié kialakulasaban (29,32). Kevésbé ismert, de a GR aktivald hatast is
kifejthet mas fehérjékkel torténd interakcio altal. Ezek kozé tartozik a GR-STATS

szinergista hatasa a majsejtek gliikokortikoid-fiiggd novekedésében és érésében (33).
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3. abra A GR genomialis és nem genomidlis szabalyozé mechanizmusainak
egyszerlsitett sémaja. Az aktivalt GR serkentheti a transzkripciot (a) direkt GRE-hez
torténd kotédés, (b) kompozit DNS szekvenciakhoz vald kotédés, (¢) transzkripcios
faktorral torténd direkt vagy indirekt fehérje-fehérje interakcid altal. Az aktivalt GR
gatolhatja a transzkripcioét (d) nGRE-hez torténd kotédés, (e) mas transzkripcios
faktorral torténd direkt vagy indirekt fehérje-fehérje interakcié altal (Ratman, 2013
nyoman). Roviditések: GR, glilkokortikoid receptor; mGR, membrankotott
gliikokortikoid receptor; Hsp, hé sokk proteinek; TF, transzkripcios faktor; GRE,
gliikokortikoid reszponziv szekvencia; GBS, gliikokortikoid receptor kotohely; nGRE,
negativ gliikokortikoid reszponziv szekvencia

Ujabban a GR-nak egy kordbban nem ismert poszttranszkripcionélis szabalyozo
hatésa is leirasra keriilt. Az aktivalt GR serkenti a cink ujjas tristetraprolin fehérje (TTP)
szintézisét, amely destabilizalja szamos gyulladdsos medidtor mMRNS-¢ét, ezaltal fokozva
lebontasukat (34). Ishmael és munkatarsai tovabba megfigyelték, hogy a GR direkt
modon is képes befolyasolni egyes gének mRNS-ének stabilitasat. Budesoniddal kezelt
human léguti laphamsejtekben a GR csokkentette a CCL2 és CCL7 mRNS-ek
féléletidejét. Az aktivalt GR az 5S’UTR régid6 GC gazdag motivumahoz kapcsolddva
fejtette ki hatdsat és motivumkotddési predikeids vizsgalatok alapjan akér tobb ezer

transzkriptum mRNS-ének stabilitasat is befolyasolhatja (35).
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1.2.3.1. A GR nem genomialis hatdsai

A gliikokortikoidok nem csak a géntranszkripciot képesek befolydsolni, hanem a
sejten beliil azonnali, nem genomialis valaszokat is 1étrehozhatnak. A gliitkokortikoidok
a membranfluiditast, a sejtproliferaciot, a gyulladasos és immunvalaszt, a sejten beliili
ionhaztartas-szabalyozast, valamint kdzponti idegrendszeri folyamatokat is képesek
nem genomialis uton befolyasolni (36). Tobbek kozott a gliikokortikoidok HPA
rendszerre kifejtett negativ feedback-je is feltételezhetden nem genomidlis modon
torténik (36,37). A gliikkokortikoidok nem genomialis hatasainak hatterében allo
molekularis mechanizmusok kevésbé ismertek. A membranfluiditéast a gliikkokortikoidok
a GR kozvetitd hatasa nélkiil képesek szabalyozni, mig mas esetekben a GR
heterokomplexbdl a ligandkotést kdvetden felszabaduld fehérjék kinaz aktivitdsa hoz
1étre azonnali valtozasokat (36,38). A nem genomialis hatasok 1étrejottében az 1990-es
években felfedezett membranhoz kotott gliikokortikoid receptorok (mGR) is szerepet
jatszhatnak. Az endoplazmatikus retikulumban a GR olyan poszttranszlacios
modosulasokon megy keresztiil, amelyek eldsegitik a sejtmembranba épiilését, azonban
az mGR jelatviteli mechanizmusarol egyelére még keveset tudunk (39). A kézelmultban
fedezték fel, hogy a mGR gliikkokortikoid kotést kovetden aktivalja a p38-MAPK

utvonalat, melyen keresztiil szamos sejten beliili folyamatot szabalyozhat (3,39).

1.2.4 A GR izoformak

Sokaig ugy gondoltak, hogy a gliikokokortikoidok egyetlen GR fehérjén keresztiil
fejtik ki hatasukat. A klasszikusan ismert gliikokortikoid hatdsok a szdmos szovet- és
sejttipusban megtalalhaté GRa kozvetitésével jonnek létre. Ma mar tudjuk, hogy az
mRNS feldolgozas soran az alternativ splicing és transzlacido kovetkeztében szamos
egyéb GR izoforma is Iétrejohet. Az egyes izoformdak kiilonbdzd transzkripcids

aktivitassal rendelkeznek és eltérd génkészleteket szabalyozhatnak (40).
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1.2.4.1. A GRJ} izoforma

Az 1990-es évek elején fedezték fel, hogy a GR gén 9-es exonjanak alternativ
splicingja kovetkeztében a GRa mellett egy masik izoforma, a GRS is keletkezhet. A
két izoforma az elsd 727 aminosavig megegyezik egymassal, azonban a C-terminalis
végiik kiilonbozik. Az alternativ splicing kovetkeztében a GRB izoformat tovabbi 15
eltér6 aminosav beépiilésével 742 aminosav alkotja, mig a GRa Osszesen 777
aminosavbol 4ll. Az igy kialakulé megrovidiilt C-terminalis kovetkeztében a GR nem
képes gliikokortikoid-kotésre. A GRB nem képes a GRE tartalmazé promoterek
transzkripci¢jat indukalni, azonban dominans negativ gatlo hatast fejt ki a GRa
aktivitasra (41-43). Csonkolasos vizsgalatok soran, ha a GRB C-terminalis végét alkotod
15 egyedi aminosavat eltavolitjuk, az igy keletkezett csonkolt receptor tovabbra sem
képes DEX kotésre, azonban megsziinik a GRa-ra kifejtett gatlé hatasa (42). Tovabbi
vizsgalatok a GRB LBD-jének gatlé hatasat minddssze két B-izoforma specifikus
aminosav jelenlétére szikitették (44). A GRB expresszidja a GRa-nal kisebb
mennyiségben, de szintén szamos szOvetben kimutathatd. Sejt- és szovetspecifikus
moddon a sejten beliil elsésorban a sejtmagban helyezkedik el, azonban a citoplazmaban
is megtalalhaté (45). Kimutattak, hogy a GRS sejtmagi lokalizacidja sziikséges a GRa
antagonista hatés kialakulasahoz (44). A GRB tobbféle mechanizmus utjan képes gatolni
a GRa funkcidt. Mivel mindkét izoforma rendelkezik DBD-nel, ezért a GRa versenghet
az inaktiv GRB-val a GRE kd&tohelyekért, tovabba egymassal 6sszekapcesoldodva inaktiv
GRo-GRB heterodimereket is 1étrehozhatnak (41,42,46). Ezen kiviil a GRB az AFI
doménjén keresztiil megkotheti a p160 koaktivator komplex tagjait, tobbek kozott a
GRIP1 koaktivatort, igy kompetitiv moédon képes gatolni a GRa transzkripcios
aktivitasat (47).

Az elmult években egyre tobb kutatds tdmasztja ala, hogy a GRB szabalyoz6 hatdsa
nem kizarélag a GRo gatldson keresztiil valosul meg. Teljes genom génexpresszids
vizsgalatok alapjan a GRB izoforma a GRa hidnya esetén is képes szabalyozni a
géntranszkripciot (48). A GRS taltermelés hatasara a GRa-tol eltéré gének expresszioja
valtozik meg (49,50). Mindezek alapjan a GRB 06nallo, a GRa-tol fliggetlen
transzkripcids aktivitassal is rendelkezik. Ennek a mechanizmusa kevésbé ismert, mivel

a GRB nem képes gliikkokortikoid kdtésre és a klasszikus GRE szekvencidkat sem képes
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indukélni. Lewis-Tuffin és munkatarsai ugyanakkor kimutattak, hogy a nem specifikus
GR antagonista RU486 képes kotddni a GRB-hoz, rdadasul fokozza a receptor
gatolja a GRB 6nalld transzkripcios aktivitasat (48). A GRB RU486 kot képessége
ugyanakkor ellentmondasos, mivel egy késobbi tanulmanyban nem sikeriilt az el6z6
megfigyeléseket megerdsiteni (49). A GRB taltermelés altal szabalyozott gének
tobbségében nem talalhatd klasszikus GRE, igy a GRB Onalldan elsdsorban nem a
hagyomanyos gliikokortikoid reszponziv géneket szabdlyozza. Elképzelhetd, hogy a
GRB fehérje-fehérje interakcion , vagy mas transzkripcios faktorokon keresztiil fejti Ki
onallo szabalyozo hatasat. Ezt tamasztja ala, hogy a GRB AF1 doménjével a GRa-hoz
hasonloan interakcioba léphet mas transzkripcios komplexekkel (45). Kelly és
munkatarsai kimutattak, hogy a GRB képes kapcsolodni a hiszton-deacetilaz 1-hez
(HDACTI) és a HDAC-k kozvetitésével gatolja az IL5 és IL13 gének expressziojat (51).
A kozelmultban keriilt felfedezésre, hogy a GRB a PTEN transzkripcio és az Aktl
foszforilacid szabalyozasan keresztiil képes fokozni az inzulin stimuldlta ndvekedési
utvonalat (52). Elképzelhet6 ugyanakkor az is, hogy a GRf3, a GRy izoformahoz hasonld
modon, egyeldre nem ismert GRE-szerti, GRS specifikus szekvencidkat képes aktivalni

(45,53).

1.2.4.2. A GRy izoforma

A GRy izoforma alternativ splicing kovetkeztében, a klasszikus GRa-t6l minddssze
egyetlen, a DBD-ben elhelyezkedd arginin aminosav inzerciéban kiilonbozik (54). A
GRy is szdmos szovetben expresszalddik, a teljes GR transzkripcid koriilbeliil 4-8%-at
teszi ki.(20). A y-izoforma gliikokortikoid kotést kovetéen a GRa-nal gyengébben, de
képes aktivalni a GRE-t tartalmazé promotereket (55). Gliikokortikoid kezelést
kovetden a GRy szamos gént a GRa-hoz hasonléan szabalyoz, azonban microarray
vizsgalatok alapjan GRa- és GRy-specifikus géneket is azonositottak. Kimutattak, hogy
az aminosav inzercid kovetkeztében megvaltozik a fehérje szerkezete, ezaltal részben
megvaltozik a receptor DNS-koté preferenciaja (53). Erdekes médon azonban a GRy

egyidejli expresszidja a GRa-val megsziintette a gliilkokortikoidok nukleéris faktor kB-n
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(NF-xB) keresztiil kifejtett gyulladasgatlo hatasat, ezaltal szerepet jatszhat a

gliikokortikoidok elleni rezisztencia kialakulasaban (55).

1.2.4.3. Egyéb GR izoformak

Az mRNS feldolgozids sordn tovabbi izoformak is keletkezhetnek, melyek
jelentdségérol és hatasardl egyeldre kevés ismerettel rendelkeziink. A GR-A
izoformaban hianyoznak az 5-7 exonok, a GR-P izoforma a 8-9-es exonok delécidja,
mig a GR-0 izoforma a 2-es exonon beliili delécié kovetkeztében jon létre. A GR-P
megnovekedett expressziojat mért€ék tobbek kozott hematologiai betegségekben és
kissejtes tiidokarcindmaban (20). A GR-S1 és GR-DLI1 izoformak csonka fehérjéket
kodolnak és transzaktivacios képességiik csokkent. A kozelmultban felfedezett GR-NS1
izoforma ugyanakkor megnovekedett aktivitassal rendelkezik (20).

A 2-es exonon beliil talalhato eltérd transzlacids iniciacios helyek kovetkeztében a
GRoa-nak legalabb 8 kiilonbozé fehérje izoformaja (GRa-A, B, C1, C2, C3, D1, D2 és
D3) keletkezhet, melyek koziil a GRa-A kodolja a teljes, 777 aminosav hosszisagl
receptort. Az egyes fehérje izoformak szovet specifikus modon expresszaldodnak,
kiilonb6zd a sejten beliili lokalizaciojuk ¢€s eltérd transzkripcios aktivitdssal
rendelkeznek (17). Feltételezhetden a tobbi mRNS izoforma is rendelkezik az eldbb
ismertetett alternativ transzlacios helyekkel, igy a gliikkokortikoidok hatdsat szamtalan
GR transzlaciés izoforma kozvetitheti. A kiilonbozé izoformék szovetspecifikus
expresszioja ¢és heterogén funkcionalis tulajdonsdgai részben ~magyarazatul

szolgalhatnak a gliikkokortikoidok komplex és sokrétii bioldgiai hatasaira (40).

1.2.5. A GRS izoforma jelentdsége egyes betegségekben

A GRS izoforma expresszidja szamos sejt- és szovettipusban (neutrofil granulocita,
monocita, vazizomzat, maj, vese, tiido, sziv, agy, orrnyalkahartya) kimutathato, azonban
a GRa-hoz képest kb. 400-szor kisebb mértékben (56). Ennek megfeleléen az egyes
szovetekben a GRS fehérje igen kevés mennyiségben, vagy egyaltalan nem detektalhatd
(56,57). A GRS fizioldgiai szerepe nagyrészt ismeretlen, azonban figyelemre mélto,

hogy az evolucid soran az emberi valtozattdl fliggetleniil zebrahalban is kialakult egy a
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human GRB-nak megfeleld GR izoforma. Ezen kiviil a kdzelmultban egerek majaban
is sikeriilt azonositani a GRB izoformat, és a kisérletek felvetették szerepét az
anyagcsere szabalyozasaban (45,58).

Erdekes médon asztmaban, egyes autoimmun betegségekben és leukémiaban is
emelkedett GRB expresszi6 mutathaté ki, amely Osszefiiggést mutatott a szoveti
szteroid-rezisztencia kialakulasaval (59). Gliikokortikoid-inszenzitiv asztmas betegek
bronhcialis moséfolyadékbol szarmazoé makrofagokban, 1éguti T-sejtekben és periférias
vér mononuklearis sejtekben (PMBC) is emelkedett GRB expressziot mutattak ki (60—
62). Ehhez hasonloan, szteroid-rezisztens rheumatoid arthritisben, Crohn betegségeben
¢s ulcerativ colitisben szenvedd betegek PMBC-ben is emelkedett GRB expressziot
talaltak a gliikokortikoidokra jol reagalo betegekhez képest (63—65).

Egyes proinflammatorikus citokinek, példaul interleukinok, TNFa és interferonok
képesek indukalni a GRB expressziot (45). Webster és Leung vizsgalataik soran
megallapitottak, hogy citokinek hatasara fokozodik a GRB expresszio és a
megnovekedett GRB/GRo ardny korreldlt a sejtek gliikokortikoid-érzékenységével
(61,66). Ezen kiviil akut és kronikus limfoid leukémiaban az emelkedett GRB/GRa
arany megakadalyozta a daganatos sejtek gliikokortikoid indukalt apoptozisat (67,68).
Egyes szerz6k ugyanakkor megkérddjelezik a GRB szerepét a szteroid-rezisztencia
kialakuldsdban. Neéhany sejttipusban nem sikeriilt megfigyelni a GRB GRa-t
antagonizalo hatasat, tovabba az in vitro kisérletekben a GRa-hoz képest legalabb 5-
szOoros GRB tobbletre volt sziikség a gatld hatas kifejtéséhez, mig €16 szervezetekben a
GRB expresszié minddssze toredéke a GRa-nak. A génexpresszido mértéke ugyanakkor
nem feltétleniil korrelal a fehérje mennyiséggel, azonban jelenleg nem rendelkeziink
atfogd vizsgalatokkal, amelyek a GRB fehérjét vizsgaljak szteroid-érzékenység
tilkrében. (69).

1.3. A gliikokortikoidok szerepe gyulladasos bélbetegségekben (IBD)

1.3.1. Az IBD Kklinikai megjelenése és terapiaja

Az IBD elsodleges jellemzdje a tapcsatorna kronikus gyulladdsos elvaltozasa.
Leggyakrabban fiatal felndttkorban és a hatvanas életévekben jelentkezik. A betegség

tiinetei koz¢é tartozik a kronikus hasmenés, az étvagytalansag, a hanyinger és gyakran a
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hasi fajdalom is. Klinikai és szOvettani sajatossagok alapjan az IBD két csoportra,
Crohn betegségre (CD) és colitis ulcerosa-ra (UC) oszthatdo. A CD leggyakrabban a
terminalis ileum és vastagbél szakaszat érinti, de a tipcsatorna egészén el6fordulhat.
Jellemz6je a bélfal transzmuralis gyulladasa, melynek kovetkezményeként gyakorta a
bélnyalkahartyan elszortan fekélyek, bélszikiilet, fisztulazé sipolyok alakulhatnak ki.
Az UC els6sorban a disztalis vastagbél nyalkahartyajanak gyulladasos elvaltozasa. A
nyalkahartydn feliiletes erozidk, petechidk, fekélyek figyelhetdk meg. Elérehaladott
esetekben a bélfal atrofiassa valik, elvesziti reddit, csdszertivé valik, pszeudopolipusok,
ritkdn toxikus megacolon alakulhat ki. Az IBD-t az esetek egy részében
extraintesztinalis bor (erythema nodosum, pyoderma), szem (uveitis) €s iziileti (arthritis)
tiinetek is kisérhetik (70). A betegség klinikai aktivitasa hullamzo, az elsé panaszok
megjelenését kovetden akar évekig remisszidban maradhat a betegség, maskor gyakori
relapsusok okozhatnak stulyos panaszokat.

Az IBD-ben kialakul6 szekunder laktdz-intolerancia és malnutritio miatt fontos lehet
diétas étrend kialakitasa és a vitaminok, asvanyi anyagok megfelelé bevitele. Az IBD
gyogyszeres kezelésében jelenleg kétféle stratégiat alkalmaznak. A hagyomanyos ,,step-
up” megkozelités szerint a terapiat a kevesebb mellékhatassal rendelkezd, am kevésbé
hatékony gyogyszerekkel inditjuk. Ezek hatastalansaga esetén tovabbi hatékonyabb,
ugyanakkor potencialisan toxikus mellékhatdsokkal rendelkezd gyogyszerekkel,
fokozatosan egészitjiikk ki a terapiat. Els6 1épésként az aminoszalicilat szarmazékok
alkalmazasa javasolt, melyek a remisszi6 fenntartasdban is szerepet jatszhatnak. A
tiinetek rosszabbodasa, vagy hatastalansag esetén sziikségessé valhat gliikokortikoidok
(prednison, budesonide) alkalmazasa. Kifejezett gyulladasgatldo hatasuk ellenére a
remisszio fenntartasara nem alkalmasak, hossza tavu alkalmazasuk szamos kedvezd6tlen
mellékhatassal jar, illetve az esetek egy részében sajnos gliikokortikoid-rezisztencia,
illetve dependencia kialakulasa figyelheté meg. Gliikokortikoid-refrakter esetekben
vagy adjuvans terdpiaként immunszuppressziv szerek (azatioprin, mercaptopurin,
methotrexat, ciclosporin, tacrolimus) alkalmazasa jon szoba. A konvencionalis
terapiara nem reagald esetekben TNFa elleni monoklonalis antitestek (infliximab,
adalimumab) alkalmazasara lehet sziikség. Ugyanakkor egyre tobb bizonyiték szol
amellett, hogy a hagyomanyos kezelési stratégia nem megfelelé hatékonysagu, mivel a

klinikai tiinetmentességet nem feltétleniil kiséri a bélham gyogyulasa. A ,top-down”
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megkozelités célja, ezért hogy az immunszuppressziv szerek ¢és a bioldgiai terapia korai
alkalmazéasaval azonnali remissziot és a bélham gyodgyulasat érjiik el. A sebészeti
beavatkozasoknak elsésorban a sz6vodmények kezelésében van jelentdségiik. Bizonyos
esetekben a gyogyszeres terapia kudarca esetén, valamint diszplazia vagy karcinéma

kialakulasakor a miitéti megoldas mellett kell donteni (71).

1.3.2. A gyulladasos bélbetegségek patogenezise

1.3.2.1. Genetikai és kiornyezeti tényezok

Az IBD kialakuldsa multifaktorialis; genetikai hajlam, kornyezeti hatasok, az
immunszabdlyozas hibai és nyalkahartya-eltérések egyiittesen vezethetnek a betegség
megjelenéséhez. Az IBD kialakuldsaval kapcsolatban csaladi halmozddas figyelheto
meg ¢s ikervizsgalatok eredményei is aldtdmasztjak a genetikai meghatarozottsagot. A
teljes genomot fel6leld kapcesoltsagi vizsgalatok eddig 9 (IBD1-9) lokuszt azonositottak
a genomban, melyek hajlamositanak az IBD kialakulasara. Az els6 CD-re hajlamosito
genetikai eltérést a 16-os kromoszoman elhelyezked6 CARD15/NOD2 génben fedezték
fel (72). A NOD2 fehérje a velesziiletett immunrendszer részeként képes felismerni a
Gram pozitiv és negativ baktériumokban is megtaldlhatd6 muramyl dipeptid
peptidoglikant és ezaltal aktivalni az immunrendszert (73). Az IBD 3 lokusz a 6-0s
kromoszéman elhelyezkedé6 human leukocita antigéneket (HLA) tartalmazza. Az
immunrendszer részben a HLA vagy f6 hisztokompatibilitasi rendszer (MHC) altal
kodolt egyedi sejtfelszini fehérjék alapjan képes felismerni a sajat és idegen
struktarakat. A HLA antigének valtozékonysdga ellenére ugy tlinik, hogy a HLA-
DRB3*0301, HLA-DRB1*0103 ¢és DRB1*1502 allélok hajlamositanak az IBD
kialakulasara (74). Haplotipus vizsgalatok alapjan a 10-es kromoszoman elhelyezkedd
DLGS is Osszefiiggésbe hozhaté az IBD megjelenésével. A DLGS fehérje a sejt-sejt
kapcsolatban jatszik szerepet, ezaltal a barrier funkcid szabalyozasaban vehet részt (72).
Mas genetikai vizsgalatok a tumor nekrozis faktor (TNF), a citokinek koziil az IL23R, a
multi-drog transzporter fehérje (MDR-1) és egyes organikus kation transzporterek
(SLC22A4, SLC22A5) génekben azonositottak IBD-re jellemzd polimorfizmusokat
(74-76).
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Az eddig azonositott genetikai eltérések koziil azonban egyiknek sem teljes a
betegséget okozd penetrancidja. Az elmult évtizedekben az IBD incidenciaja
fokozatosan ndvekedett, melynek hatterében egyes szerzok a higiénias kornyezet
valtozasat feltételezik. A javuld egészségligyi €s higiéniai viszonyok kovetkeztében
kora gyermekkorban a szervezet nem talalkozik patogén organizmusokkal, melynek
kovetkeztében a késdbbi életkorban enterdlisan bekeriilé ismeretlen antigénekre
inadekvat immunvalasz jelentkezik (77). A dohanyzas érdekes moédon az UC
kialakulasaval szemben védo hatassal rendelkezik, azonban a CD kialakulasara
hajlamosit (78). A fogamzasgatlok, nem szteroid gyulladasgatlok, antibiotikumok

hasznalata szintén novelhetik az IBD kialakulasanak esélyét (77).

1.3.2.2. Megvaltozott immunologiai és barrier funkcio

Szdmos kutatds megerdsitette az immunrendszer fokozott aktivitasat és a
velesziiletett, valamint az adaptiv immunvalasz megvaltozott mikodését IBD-ben
(76,79,80). A velesziiletett immunitas nem specifikus védelmet biztosit a korokozok
ellen. A makrofagok, dendritikus, valamint epithel sejtek ugynevezett mintazat
felismerd receptorok (PRR) segitségével azonositjak a patogén asszocialt molekularis
mintazatokat (PAMP) és az NF-kB utvonal kovetkezményes aktivacidjan keresztiil
segitik eld a gyulladas kialakulasat. A PRR aktivacio ezen kiviill fokozza az antigén-
prezentdlo sejtek érését és a T-sejt aktivaciot, ezaltal kommunikacidt is biztosit a
velesziiletett és az adaptiv immunrendszer k6zott (76,80). Az adaptiv immunrendszer
mikédése antigén specifikus és hossza tavli immunitast biztosit. Az adaptiv
immunvalasz kialakitdsdban els6sorban az immunglobulin termeld B-sejtek ¢és a
gyulladdsos mediatorok szabdlyozdsdban kulcsszerepet betoltdé Thl és Th2 sejtek
vesznek részt. Az CD-re inkabb a Thl sejtek, mig UC-re a Th2 altal termelt citokinek
tulstlya jellemzé (79). Az el6bbicken kiviil mas T-limfocita alcsoportok megvaltozott
mikodését is leirtdk IBD-ben. Szdveti biopszids mintdkban a dontden
proinflammatorikus hatasi Th17 sejtek fokozott aktivitasat talaltak, mig a T-sejt
differencialodast és aktivitast szabalyozd Treg sejtek gyulladasgatld hatdsa ineffektiv
volt (80). A szervezet a bélcsatornaban szamos idegen antigénnel talalkozik és az

immunszabalyozas hibai kontrollalatlan gyulladas kialakuldsdhoz vezethetnek. Egyes

23



DOI:10.14753/SE.2018.2064

feltételezések szerint patogén mikroorganizmusok (Helicobacter pylori, Mycobacterium
avium) valtjak ki a gyulladast, egyértelmli Osszefiiggést azonban még egyik
kérokozoval sem sikeriilt kimutatni. Mas elméletek a bélflora védd és karositd
baktériumainak egyenstlyanak felbomlasat hangsulyozzak IBD-ben (77). Egyes
Bacteroides ¢és Enterobacteriacea fajok altaldban nagyobb, mig Firmicutdk és
Faecalibacterium prausnitzii baktériumok alacsonyabb szamban fordultak el¢ Crohn
betegek bélcsatornajaban, mint egészségesekben. A diszbiodzis és a CD kozotti kapcesolat
ellenére azonban nem sikeriilt egyetlen olyan fajt sem azonositani, mely kétséget
kizardan felel6s lenne a betegség megjelenéséért (81).

Régota ismert, hogy a bél permeabilitdsa fokozott IBD-ben. Sokdaig nem volt
egyértelmii, hogy a megvaltozott permeabilitds oka vagy kovetkezménye-e a
gyulladasos folyamatoknak. Az elmult években allatkisérletek, valamint teljes genom
génexpresszios vizsgalatok alapjan kerilt el6térbe a nyalkahartya megvaltozott
barrierfunkcidjanak jelentésége az IBD kialakulasaban (82,83). A bélnyalkahartya nem
csupan fizikai véddvonalat hoz létre, hanem a bakteridlis, viralis és fungélis antigének
PRR-okon keresztiil torténd felismerésével az immunvalasz kialakulasaban is kiemelt
szerepet jatszik (76). A bélhamsejteknek egyszerre kell biztositaniuk a megfeleld viz- és
ioncserét, a tdpanyagok felszivodasat, ugyanakkor egyensulyt kell fenntartaniuk a bélbe
jutod artalmatlan antigének, a koérokozok €s a normal bélflora kozotti immunologiai
folyamatok szabalyozasaban (83). A védvonal kialakitasaban tobb komponens is
szerepet jatszik. A mikrobak elleni védekezéshez hozzajarul a goblet sejtek altal
szekretalt és az epithél sejtek apikalis feléhez kotott glikoproteinek (mucin) altal
kialakitott nyalkaréteg. Ez atengedi a kiilonb6z6 tapanyagokat, ugyanakkor elhatarolja a
baktériumokat a bélhdmsejtektdl. A védekezésben €s a sejt regeneracidban hasonldéan
fontosak a szekretalt antimikrobialis peptidek és IgA molekulak. Végiil az epithel sejtek
hataroljak el szorosan a béllument a mélyebb kotdszovetes rétegektdl. Ebben kiemelt
szerepet jatszanak a sejtek kozotti adhézids kapcesolatok és a tight junction (TJ) fehérjék
(72,80,83). Az elégtelen barrier funkcid kovetkeztében mikrobialis és mas idegen
antigének juthatnak a mélyebb rétegekbe és a T-sejtek aktivacidjan keresztiil gyulladast
indukalhatnak.
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1.3.3. A gliikokortikoidok gyulladasgatlo hatasa és a gliikkokortikoid-rezisztencia
kialakulasanak mechanizmusai IBD-ben

A gliikokortikoidok erds gyulladdsgatld hatdsat gyakran hasznaljak az IBD €s mas
kronikus gyulladasos megbetegedések kezelésében. A gliikkokortikoidok tobbek kozott
gatoljak a T-sejt aktivacidt €s a proinflammatorikus citokinek transzkripciojat.
Immunszuppressziv hatasuk hatterében tobb molekularis mechanizmus is ismert. Ezek
koziil a legjobban tanulméanyozott az NF-kB proinflammatorikus jelatviteli utvonalra
kifejtett gatld hatas. Az NF-kB szamos citokin, kemokin, komplement faktor
transzkripcidjanak aktivalasan, valamint a ciklooxigendz-2 indukcio kovetkeztében
fokozott prosztaglandin termelésen keresztiil kulcsszerepet jatszik a gyulladas
kialakulasaban és fenntartasaban (84). A gliikokortikoidok gatoljak az NF-kB
transzkripcids hatasat, valamint az IkB serkentésén keresztiil inaktiv allapotban tartjak a
NF-kB komplexet a citoplazmaban (84,85). Bakterialis, viralis ingerek, citokinek,
valamint UV fény okozta kdrosodéas hatdsara a MAPK kaszkddon keresztiil aktivalodik
a c-Jun transzkripcids faktor, majd az igy keletkezd c-Jun:cFos heterodimerek aktivaljak
a szdmos gyulladdsos mediator promoterében megtalalhatdo AP1 kotShelyeket
(32,84,86). A gliikokortikoidok a MAPK foszfataz 1 indukcidjan keresztiil inaktivaljak
a MAPK foszforilacios kaszkad tagjait, ezaltal meggatoljak az AP1-en keresztiil torténd
gyulladasos aktivaciot. Ezen kiviill a gliikokortikoidok protein-protein interakcion
keresztiil is képesek gatolni az AP1 funkciot (32). Egyes elméletek szerint, mivel az
NF-kB, AP1 és GR jelatviteli utak azonos transzkripcios koaktivator fehérjéket képesek
felhasznalni, ezért lehetséges az, hogy a gliikokortikoidok a koaktivatorok kompetitiv
gatlasan keresztiil is kifejtik hatasukat (29). Egyes gyulladasos medidtorok képesek
stabilizalni a tumor nekrozis faktor o (TNFa) hirvivé RNS-t (mRNS), amely egyébként
gyorsan lebontdodna a citoplazmaban. A GR aktivacié képes megforditani ezt a
folyamatot, aminek hatasara a ribonukleazok ujra képesek degradalni az mRNS-t (87).

Az elmult években szdmos kisérlet felvetette, hogy IBD-ben az elégtelen
barrierfunkcio is hozzajarulhat a gyulladas kialakulasahoz. In vitro kisérletek alapjan a
szteroidok antagonizaljadk a TNFa barrier permeabilitast noveld hatasat, rdadasul a TJ
fehérjék szabalyozasan keresztiil csokkentik a paracelluldris transzportfolyamatokat
(88,89). Mindezek alapjan a gliikokortikoidok nem csupan a gyulladast magat, hanem
elképzelhetd, hogy a gyulladast kivalto folyamatokat is képesek befolyasolni IBD-ben.
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Sajnalatos moédon az IBD-ben szenvedd betegek egy részében a gliikkokortikoidok
hatastalannak bizonyulnak. Eddigi tanulméanyok alapjan kiemelt fontossagli lehet
ezekben az esetekben, hogy a szteroidok nem képesek elnyomni a T-limfocitak és mas
gyulladasos sejtek talmiikodését (85). A rezisztencia kialakulasanak hatterében szamos
molekularis folyamat allhat. Ezek érinthetik a GR-t és a hozza kapcsolodo kofaktorokat,
a proinflammatorikus medidtorok miikodését, és a xenobiotikumok eltavolitasaért
felel6s multi-drog rezisztencia 1 (MDR1 vagy P-glikoprotein) fehérjét is (90). Az esetek
egy részében az inszenzitivitds mogott genetikai tényezok figyelhetdéek meg. A
leggyakrabban tanulmanyozott GR egypontos nukleotid polimorfizmusok (SNP) koziil
az ER22/23EK, TthIll és a GR-98 csokkent, mig az N363S és a Bcll fokozott
gliikokortikoid-érzékenységgel jarnak. Ezek koziil IBD-ben azonban eddig csak a Bcll
esetében sikeriilt Osszefiiggést talalni a gliikokortikoid-reszponzivitassal (90). Ezen
kiviil a GR kofaktor FKBP1, a MDR1, a gyulladdasos mediator NALP1 ¢és a TNFa
génekben sikeriilt olyan SNP-ket azonositani, melyek hozzajarulhatnak a szteroid-
rezisztencia kialakulasahoz (90-92). A megvaltozott lokalis gliikkokortikoid-egyensuly
is hozzajarulhat a szteroid-rezisztencia kialakulasahoz (59). A 11B-hydroxiszteroid-
dehidrogenaz enzimek (HSD11B) szovetspecifikus modon a  kortizon-kortizol
atalakulasban vesznek részt. A HSD11B1 az aktiv kortizol, mig a HSD11B2 az inaktiv
receptor szinten képes befolyasolni a szteroidok elérhetdségét, ezaltal gliikokortikoid-
rezisztens kornyezetet létrehozva (59). A szoveti GRa receptor mennyisége is jol
korrelalt UC betegekben a gliikkokortikoid terapia eredményességével (93). Tobb
tanulmany az elégtelen gliikkokortikoid hatds hatterében a GRB megnovekedett
expresszidjat mutatta ki a keringé PMBC-ekben, illetve szoveti szinten is (64,65,87,93).

Szteroid-inszenzitivitast okozhat a proinflammatorikus mediatorok talzottan magas
szintje is. Szamos in vitro tanulmany tamasztja ald, hogy az emelkedett 1L-1, IL-2, IL4,
TNFa és AP1 szintek képesek meggatolni a normalis GRa funkciot (90). A MDR1
protein fontos szerepet jatszik a gyogyszerek sejtekbdl torténd aktiv kivalasztasaban.
Gliikokortikoidok irant rezisztens betegek keringd limfocitdiban fokozott MDR1
expresszi6 mutathatd ki, rdaddsul az MDRI1 protein gatlasa csokkenti a kortizol

sejtekbol torténd kipumpalasat a T-limfocitakban és epithel sejtekben (87,90).
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I.4. A gliikokortikoidok szerepe a cirkadian ora szabalyozasaban

1.4.1. A cirkadian ora

Mar a XVIII. szazadban megfigyelték, hogy a nappalok és éjszakak valtakozasa
sordn egyes novények aktivitdsa periodikus mintdzatot mutat. A cirkadian ritmus
szabalyozo rendszerének felderitésére az 1950-es évektdl kezdve szdmos allatkisérletet
végeztek, majd az 1971-ben ecetmuslicakban (Drosophila melanogaster) sikeriilt
feltarni az els6 cirkadian o6ra szabalyozasaban részt vevo géneket is (94,95). A cirkadian
ora a legtobb fényérzékeny organizmusban, igy a cianobaktériumoktdl az emberig
megtalalhato és segit alkalmazkodni a kdrnyezet ritmikus valtozasaihoz (96).

Emldsokben a cirkadidn oOra szerkezetileg két alegységre, kdzponti és periférids
cirkadian orara oszthat6. A kozponti cirkadian o6ra a hipotalamusz szuprakiazmatikus
magjaban (SCN) helyezkedik el. Az SCN-be érkezd szamos idegpalya koziil
emlOsOkben az egyik legfontosabb a retina ganglionsejtjeibdl induld tractus
retinohypothalamicus, mely a fény-sotétség valtakozasarol szolgéltat informaciot. Mas
idegpalydkon keresztiil taplalkozasi, homérsékleti ingerek, sét direkt vagy indirekt
modon egyes szteroid hormonok is képesek modositani az SCN miikodését (96-98).
Fény hatasara az SCN sejtjeiben egységes, szinkronizalt valasz jon létre, igy a kiilso
informaci6 tovabbitdsaval az SCN-bdl kiinduld idegpalydkon keresztiil, illetve
neuroendokrin mediatorok (GABA, AVP, VIP, PK2) elvalasztasaval mas agyteriiletek
¢s a belsd szervek cirkadian miikddését szabalyozza (96). Az SCN tovabbi fontos
szerepe, hogy a tobozmirigyhez futd idegpéalydkon keresztiil az ,,alvashormonnak™ is
nevezett melatonin elvalasztast is szabalyozza (96). Osszefoglalva tehat a kdzponti
egész szervezet napi ritmusat.

A periférids cirkadian 6ra a legtobb szerviinkben megtalalhatd, az SCN-tdl
fliggetleniil is ©Onalld6 mikdédésre képes rendszer, amely szamos, szOvetspecifikus
folyamat ritmikus szabalyozasat végzi (96,99,100). Erdekes médon az egyes szervekbél
kivett szovettenyészetekben is megfigyelhetdé néhany napig a cirkadian ora gének
expresszidjanak egyre csokkend amplitadoval torténd oszcillacioja. Ennek magyardzata,
hogy az egyes sejtekben tovabbra is funkciondlis marad a cirkadian 6ra, azonban a

megfeleld szinkronizald hatas hidnyaban az egyes sejtek fazisa egymashoz képest
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fokozatosan eltolodik, amelyek hatdsa eredményeként végiil kioltjak egymas hatasat
(101-103).

Meglepd modon még egyes daganatos sejtvonalakban is Gjra indukalhato a cirkadian
ora, ha a sejteket szinkronizaljuk a tapfolyadékban taldlhatdé szérum tomény

alkalmazasaval (szérum sokk) vagy gliikkokortikoidokkal torténd kezeléssel (104,105).

1.4.2. A cirkadian ora molekularis mechanizmusa

A cirkadian o6ra molekularis szerkezetének magjat az nugynevezett oragének, két
egymashoz kapcsolodo és kdlesonhatasban allo szabalyozo kore alkotja. Az elsédleges
visszacsatolo korben a Period-Arnt-Single (PAS) transzkripcios csaladba tartozo
ARNTL (BMALT1) és CLOCK fehérjék egymassal heterodimert alkotva serkentik az un.
E-box szabalyozé elemekkel rendelkezé Period (PER1, PER2, PER3) és Cryptochrome
(CRY1, CRY2) gének atirodasat. Ugyanakkor a PER és CRY fehérjék a sejtmagba
transzlokalodva az ARNTL:CLOCK heterodimer gatlasan keresztiilt megakadalyozzak
sajat transzkripcidjukat. A masodlagos szabalyoz6 korben az ARNTL:CLOCK
heterodimer serkenti a REV-ERBa (NR1D1) és RORa gének atirodasat. Mind a REV-
ERBo, mind a RORa képes kapcsolodni az ARNTL promoterében taladlhatd retinsav-
kapcsolt arva receptor reszponziv szekvenciakhoz (RORES), ugyanakkor mig a RORa
pozitivan szabalyozza az ARNTL transzkripciojat, addig a REV-ERBa gatolja azt (106).
(4. abra)

A transzkripcids visszacsatolasi folyamatok mellett szamos poszt-transzlacios
mechanizmus, példaul foszforilacid, ubikvitindlas, valamint a legujabb kutatasok
alapjan, a rovid szabalyozo RNS-ek, az un. mikroRNS-ek is nélkiilozhetetlenck a
cirkadian ora szabalyozasaban (107,108). Mindezek egyiittes eredményeként a cirkadian
orat alkotd gének kifejezddésének megkozelitdleg 24 oras ritmikus oszcillacidja jon

létre.
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PERI k /
PER2
Masodlagos kor

Elsédleges kor

4. abra A cirkadian o6ra molekularis szerkezete. Roviditések: ARNTL, aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator like; CLOCK, circadian locomotor clock
output cycles kaput protein; CRY1,2, cryptochrome 1,2; REV-ERBa, nuklearis
receptor REV-ERBa; RORa, RAR-kapcsolt arva receptor A; E-box, enhancer box (109)

1.4.3. A periférias cirkadian ora szabalyozasa

Az SCN az autoném idegrendszeren keresztiil, mintegy karmesterként, kozvetleniil is
képes befolyasolni az egyes szervekben taléltatd cirkadidn o6rdk miikodését. Kozponti
szabalyozés hianyaban az egyes szovetek cirkadidn 6rdi egymashoz képest fokozatosan
eltolodnak, és a szervezet deszinkronizalédik (96,102). Allatkisérletekben a szimpatikus
vagy paraszimpatikus idegrostok atvagasa esetén megfigyelték tobbek kozott a tiido-,
maj- és mellékvese miikodés ritmusanak megvaltozasat (110-112).

Az SCN mellett a periférias ordkat a taplalkozas, egyes hormonok és kisebb
mértékben a homérséklet is képes szabalyozni (96,100). Kimutattak, hogy az éhezés,
illetve taplalkozas soran felszabaduld ghrelin és leptin, egyes metabolitok (gliikoz,
koleszterin, zsirsavak, hem), valamint az intracelluldlis energiaellatdsban részt vevo
nikotinsav-amid (NAD) kozvetleniil is képes befolyasolni az oragének miikodését
(96,98). Allatkisérletekben, a cirkadian lokomotoros aktivitast az SCN eltavolitdsaval
megsziintetve, az egyedek cirkadian ritmusa visszaallithato volt korlatozott etetéssel.

Szamos hormon is kozvetleniil szabalyozhatja a cirkadidn 6rat: a nemi hormonok
kozil az Osztradiol a méhben, a tesztoszteron a prosztatdban szabalyozza oragének

transzkripcidjat (113,114). A kortizol elvalasztas cirkadian mintazata jol ismert, igy
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nem meglepd, hogy a hormonok kozil a legnagyobb figyelmet a gliikokortikoidok
kaptak. Mellékvese-eltavolitason atesett allatokban a vesében, a majban, corneaban és
az agyalapi mirigyben is megvaltozott az oOragének expesszidja, ezaltal az egyes
szervekben mikodd periférias oOrak egymashoz képest eltolodtak (115). SCN-
eltavolitason atesett allatokban a gliikokortikoidok ismét szinkronizaltdk a méjban a
korabban ritmikus expressziot mutaté transzkriptumokat (116). Erdekes médon még
fibroblaszt sejtvonalban is Gjra indukalhato volt a cirkadian 6ra dexametazon hatasara
(105). Ujabb kutatisok mar emberekben is kimutattdk, hogy a kiviilrél adott

gliikokortikoidok képesek szabalyozni a periférias 6ra mikodését (117).

1.4.4. A cirkadian o6ra klinikai jelentosége

Szamos tanulmany igazolta, hogy emberekben a megvaltozott cirkadidn ritmus
(éjszakai miiszak, rendszertelen taplalkozas, jet-lag) kovetkeztében fokozott a 2-es
tipust cukorbetegség, az elhizas, a sziv- és érrendszeri megbetegedések, valamint egyes
daganatok kialakulasanak kockazata (118-121). A szokasostol 12 draval eltérd alvasi és
étkezési mintdzat mar révid tdvon 1is kimutathato élettani és metabolikus
kovetkezményekkel jar. Megemelkedik az atlagos artérids kézépnyomas ¢€s a
posztprandidlis gliikkdz szint, valamint megfordul a kortizol-elvalasztds napi ritmusa.
Tovabbi fontos kovetkezmény, hogy csokken a szervezetben a leptin szintje, mely az
¢hségérzet fokozasan keresztiil  elhizashoz vezethet (122). Az alvasmegvonas
kovetkezményei molekularis szinten is kimutathatoak. A kisérletben részt vevd emberek
teljes vérébol izolalt mintdkban megvaltozott a cirkadian oragének és egyes kromatin-
modosulasban, gyulladasos- ¢és immunvalaszban, valamint a géntranszkripcio
szabalyozasaban szerepet jatszo gének expresszidja (123). Erdekesség, hogy familiaris
korai alvasi rendellenességben (egy autoszomalis domindnsan Orokl6dd szindréma,
amikor ez emberek mar este 18 o6ra koriil kifejezetten almosak, ugyanakkor hajnali 4-
kor mar ébren vannak) sikeriilt azonositani egy mutaciot a PER2 génben (124).

A cirkadian ora szovetspecifikus modon a transzkriptumok kozel 10%-at képes
szabalyozni (125). Szamos allatkisérlet tortént az utdbbi években annak érdekében,
hogy felderitsék a cirkadian 6ragének szerepét az egyes szervek szabalyozasaban. A 2.
tablazatban, a periférias cirkadian oradk szerepével kapcsolatos néhany példat sorolok

fel, Richards és munkatarsai 6sszefoglald cikkében pedig tovabbi részletek talalhatoak a
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periférias orak élettani jelentdségével kapcsolatban (100). Allatkisérletek alapjan a
mellékvesekéregben taldlhatod cirkadidn ora fontos szerepet tolt be a gliikkokortikoidok
diurnalis ritmusanak kialakitasdban. Per2/Cryl knock out egerekben megsziint a
kortikoszteroidok diurnalis ritmusa, és a mellékvese érzéketlenné valt az ACTH-val
szemben (126). A cirkadian 6ra azonban a szteroidszintézis sebességének meghatarozo
1épését végzé StAR enzim transzkripcidjdnak szabdlyozasdval kozvetleniil is
befolyasolja a kortikoszteroidok bioszintézisét (127). Cryl/2 deficiens egerekben
hiperaldoszteronizmus ¢és s6-dependens modon magas vérnyomads betegség alakult ki
(128).A majban az egyes Oragének kiiitésével csokken az inzulin-érzékenység, az
epesav szintézis, valamint megvaltozott a glilkoz homeosztazis (129,130). A
hasnyalmirigyben Arntl knock out egerekben B-sejt diszfunkcid és cukorbetegség
alakult ki (131).
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2. tablazat A cirkadian oragének szerepe egyes szervekben. (Marta Alexa, A

glukokortikoid

receptor

Palyamunka 2016 alapjan)

szerepe a periférids ritmus

szabalyozdsaban, Rektori

Mellékvese

Hasnyalmirigy

Gonad

Zsirszovet

M34j

Vese

Arntl -/- egér (132)

Cryl -/- egér (133)

Per2/Cryl -/- egér (126)

Arntl -/- egér (131)

Nrid1 csendesités egérben
(134)

CRY2 polimorfizmus
emberben (135)

Perl és Per2 -/- egér (136)
CLOCK mutdacié férfiban
(137,138)

PER2 és ARNTL expresszid
elhizott nékben (139)

Nrld1 agonistdval kezelt egér
(140)

Nrid1 -/- egér (129)

Per2 -/- egér (141)
Clock/Arntl -/- egér (130)

Perl -/- egér (142)
Perl -/- egér (143)
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Hipokortizolizmus
Elégtelen stresszvalasz
Hiperaldoszteronizmus
Sébevitel-dependens
magasvérnyomas
ACTH-inszenzitivitas
Csokkent kortizol ritmus

Cukorbetegség kialakuldsa
Megszlint gliikdz stimulalt inzulin
szekrécid

Csokkent inzulin szekrécio
Gatolt B-sejt proliferacio
Emelkedett éhomi vércukorszint

Kisebb reprodukcids siker
Terméketlenség

PER2 szint forditottan korrelal a
BMl-vel

ARNTL szint korrelal a zsir
eloszlassal, koleszterin szinttel és
glikéz koncentracidval

Csokkent a zsirtomeg

Javuld diszlipidémia

Fokozott energiafelhaszndlds

Csokkent epesav szintézis és
kivalasztas

Fokozott majgyulladas és -fibrozis
Csokkent inzulinérzékenység

Kifejezett vérnyomasesés

Csokkent NHE3 és SGLT1
expresszio
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Tudé
Cry 1, Cry 2 -/- egér (144) Acetilkolin-érzékenység és mucin
szekrécio ritmusa sértil
Csont és vazizomzat ClockA19 és Arntl-/- mutans  Csdkkent izomerd
egér (145) Megvaltozott miofilament

architektura
Csokkent a sejtek mitokondrium

tartalma
Arntl -/- egér (146) Csokkent glukoz felvétel
Csokkent oxidacié
Perl, Per2 -/- egér(147) Fokozott csontképzés
Arntl -/- egér (148) Kevesebb kortikalis és trabekularis

csontdllomany
Csokkent oszteoblaszt és
oszteocita aktivitas

Fontos megemliteni, hogy az oragének a sejtciklus szabalyozasan keresztiil egyes
daganatok kialakuldsaban is szerepet jatszhatnak (121,149). Allatkisérletekben
irradiaciot kovetéen Per2 mutdns egerek fokozott hajlamot mutattak tumorok
kialakuldsara. Ennek hatterében a mutans egerekben a sejtciklus és tumorszuppresszio
szabalyozasaban részt vevd Ciklin D1, Ciklin A, Mdm-2 ¢és Gadd45a gének
szabalyozasanak zavarat sikeriilt azonositani (150). Mindezen kiviil klinikai vizsgalatok
soran emlo, vastagbél, tiido, valamint egyes vérképzOszervi daganatokban is kimutattak

a Period gének megvaltozott expresszidjat (151).
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1. Célkituzeések

A gliikokortikoidok szdmos élettani folyamat szabalyozasdban vesznek rész. Jol
ismert hatasaikat els6sorban a GRa izoforman keresztiil fejtik ki, azonban a GR szamos
egyéb izoformdja is leirasra keriilt, melyekrdl joval kevesebb ismerettel rendelkeziink.
Munkédmban egyrészt a GRB izoforma transzkripcidés hatdsat vizsgaltam Caco-2
bélhamsejtvonalban, masrészt a GRa és GRB izoformak szerepét a cirkadian 6ra gének

szabalyozasaban huméan mellékvesekéreg (H295R) sejtvonalban.

1. Tanulmanyozni kivantam a GRB fokozott transzkripcidjanak hatasat a
munkacsoportunk altal 1étrehozott stabil, a GRB-taltermeld (Caco-2GRB)
bélhamsejtvonalban. Arra kerestem a valaszt, hogy hogyan befolyasolja a fokozott
GRB termelddés a géntranszkripciot, illetve milyen szerepet tolt be a
gliikokortikoid-rezisztencia kialakulasaban.

2. Azonositani a gyulladédsos bélbetegségben szenvedd betegek ¢€s egészséges
emberek vastagbél biopszids mintdibol késziilt microarray vizsgalatok meta-
analizisével az IBD-re jellemz6 génexpresszios eltéréseket.

3. Az IBD-re jellemzd génexpresszios eltérések ¢és a GRB tultermelés altal
szabalyozott  gének  Osszehasonlitdsaval,  bioinformatikai = modszerekkel
beazonositani a megvaltozott expresszioju gének bioldgiai funkciojat.

4. Igazolni a periférias cirkadian ora indukélhatésdgat human mellékvesekéreg
(H295R) sejtvonalban.

5. Tanulményozni a GRa ¢és GRB izoformaknak a periférids oOragének

szabalyozasaban betoltott szerepét H295R sejtvonalban.
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I1l. Modszerek

I11.1. A GRB izoforma vizsgalata gyulladasos bélbetegségekben (I1BD)
111.1.1 Sejttenyészetek

Caco-2 és Caco-2GRB sejteket Minimum Essential Médiumban tartottam fenn,
melyet 10% f6talis borju szérummal (FBS), 1mM natrium-piruvéttal, 0,1mM nem-
esszencialis aminosavakkal és 1% penicillin/sztreptomicinnel egészitettem ki. A sejtek
fenntartasa parasitott inkubatorban, 5% CO, mellett tortént 37C°-on. Minden sszetevot

a Sigma-Aldrich-t6l (St. Louis, MO, USA) vasaroltunk.

II1.1.2. Stabil GRB termelé Caco-2GRB sejtvonal létrehozasa

A GRB klonozdsa a GRa izoformdbol tortént, a kozds a-B régiot célzd szenz
oligonukleotid primer ¢s a GRB szekvencidjara specifikus antiszenz primer segitségével
(Fw: ATGGACTCCAAAGAATCATTAACTCC; Rev: TCAGATTAAT-
GTGTGAGATGTGCTTTCTGGTTTTAACCACATAACATTTTCATGCATAGAAT
CCAAG). A PCR fragmentumokat pcDNA3.1 vektorokba klonoztuk. A plazmidok
bazissorrendjét direkt DNS szekvenalassal ellendriztiik. A Caco-2 sejteket FuGene
Transzfekcids Reagens hasznalatdval GRB-t tartalmazdé plazmiddal vagy iires
pcDNA3.1 plazmiddal transzfektaltam a gyartd hasznalati utasitdsainak megfeleléen. A
klonalis szelekcid neomycin kezeléssel tortént. GRa és GRB mRNS-ek mennyiségét
kvantitativ valosidejii PCR-rel hatdroztam meg. A GRa és GRB izoformdk kiilonalld
detektaldsara primereket és probakat terveztiink; GRo (Genebank azonositészam:
X03225) ¢és GRB (Genebank azonositoszam: X03348). A GRa amplifikdlasa a
kovetkezd primerekkel tortént: GRaF, 5’-AACTGGCAGCGGTTTTATCAA- 3’ ¢és
GRaR, 5’- TGGAAGCAATAGTTAAGG-AGATTTTCA-3’. A TagMan préba
szekvenciaja: FAM-CCACTTCATG- CATAGAATCCAAGAGTTTTGTCA-TAMRA.
A GRB amplifikdlasa a kovetkez6 primerekkel tortént: GRBF, 5°-AACTG-
GCAGCGGTTTTATCAA-3* és GRBR, 5-TGTGAGATGTGCTTTCTGGTTTTAA-
3’, a TagMan préba szekvencidgja: FAM-CATAACATTTTCATGCATAGAAT-
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CCAAGAGTTTTGTCA-TAMRA. A primer parok jelolése FAM ¢és TAMRA
festékekkel tortént (Genosys, Sigma).

I11.1.3. Sejtproliferacié vizsgalata

Caco-2, iires pcDNA3.1 vektort expresszalo Caco-2 (tovabbiakban Caco-
2pcDNA3.1) és Caco-2GRB sejteket 96-lyukt szovettenyésztd talcakra tltettem ki,
3x10%/lyuk sejtszamban. A sejtproliferacios vizsgalatot AlamarBlue Proliferation Assay-
vel (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) végeztem a gyartd utasitdsainak
megfelelden, legalabb hét parhuzamos bioldgiai mintdn. A fluoreszcencidt a megadott
idépontokban Varioskan Multimode Reader (ThermoFisher Scientific) késziiléken
mértem. A Caco-2GRB és Caco-2pcDNA3.1 klonok proliferacios képességét Caco-2

sejtekhez viszonyitva dbrazoltam.

II1.1.4. Immuncitokémia

A Caco-2 és Caco-2GRB sejteket 5x10%/Iyuk sejtszammal iiveglemezekre iiltettem Ki.
A kisérletek elétt 24 oraval a médiumban hasznalt FBS-t aktiv-szén sziirt FBS-re
cseréltem. A sejteket 4 6ran keresztiil 100nmol DEX-zal vagy vivoanyaggal kezeltem.
A sejteket ezt kovetden 3x5 percig PBS-sel mostam, majd a fixalast és permeabilizalast
-20C°-0s metanollal 15 percen keresztiil végeztem. PBS lemosast kovetden a lemezeket
PBS-ben oldott 5%-0s BSA-ban blokkoltam szobahdmérsékleten 1 oran keresztiil. A
mintakat GRB elleni elsédleges antitesttel (PA3-514, ThermoFisher Scientific)
inkubaltam 1:500 higitdsban 1 6raig 4C°-on. Ismételt PBS lemosasok utin a GRB és a
sejtmag jelolése Alexa Fluor 488 konjugalt anti-nyil masodlagos antitesttel (1:200) ¢és
4’ 6-diamidino-2-phenylindollal (DAPI-val) tortént 1 Oraig szobahémérsékleten,
sotétkamraban. A képeket Nikon Eclipse E600 mikroszkopon Lucia Cytogenetics
program segitségével készitettem. A képeket Image] program segitségével
kvantifikdltam. A korrigalt teljes sejt fluoreszcencia (CTCF) szdmoldsa legalabb 25
sejtbdl a kovetkezd képlet hasznalataval tortént: a teljes sejtben mért pixelek értékeinek
Osszege — a teljes sejt teriilete x hattér fluoreszcencia. A GRB mag/sejtplazma aranyat
legalabb 25 sejt, sejtmagban ¢és sejtplazmaban azonos méretli teriileten mért

fluoreszcencia intenzitas értékekbdl szamitottam.
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II1.1.5 Luciferaz riporter assay

A Caco-2 és Caco-2GRB sejteket 24 lyuki szovettenyésztd talcakon 5x10*/lyuk
sejtszamban lltettem ki antibiotikum mentes €s aktiv szén szlrt FBS-t tartalmazé
médiumban. A Caco-2 és Caco2GRB sejteket 0,5ul/lyuk pGRE-SEAP riporter vektorral
(Clontech, Mountain View, USA) és 0,5ul/lyuk pGL3 kontroll plazmiddal ko-
transzfektaltam, 1,5ul/lyuk FuGene6 transzfekcids reagens (Promega, Madison, USA)
segitségével. A mért SEAP aktivitast a transzfekcids kontrollként hasznalt pGL3 firefly
luciferdz (Promega) értékekre normalizaltam. A méréseket Appliskan Microplate
Reader késziiléken végeztem, minden kisérletet legalabb 3 parhuzamos mintdn ¢és a

méréseket 6 alkalommal ismételtem.

I11.1.6. Valés idejit PCR

Teljes RNS izoldlas RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitsé¢gével
tortént a gyartd utasitdsainak megfelelden. A reverz transzkripciot lpug RNS-bol
végeztem Superscript Il Reverese Transcriptase Kit (LifeTechnologies, Carlsbad,
USA) hasznélataval. A kvantitativ valos ideji PCR (qRT-PCR) méréseket eldre
megtervezett TagMan Gén Expressios Array kartya (a felhasznalt primerek listdja a 3.
tablazatban talalhato) hasznalatival ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems,
Carlsbad, USA) késziiléken tortént. Az eredményeket a belsé kontrollként hasznalt 6t
haztartasi gén (glicerilaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH), 18S riboszomalis RNS
(18S), Béta-Aktin (ACTB), hipoxantin-foszforiboziltranszferaz 1 (HPRTL1), transzferrin
receptor (TFRC)) mértani atlagahoz normalizaltam. Néhany esetben a sejtadhézio-,
sejtmigracio- €s sejtproliferacio-asszocidlt gének validalasa egyedi TagMan probak
(LifeTechnologies); ((osteopontin  (SPP1) [Hs00959010 m1], chitinase-3-like-1
(CHI3L1) [Hs01072228 m1] és vimentin (VIM) [Hs00958111 m1]) segitségével. A
gRT-PCR TagMan Universal PCR Mastermix (LifeTechnologies) alkalmazasaval, a
gyarto utasitasainak megfeleléen (95C° 10 perc polimeraz aktivacio, majd 40 cikluson
keresztiil 95C° 15 masodperc denaturcio, és 60 C° 1 perc annelacid és
lanchosszabbitas) 7500 Fast Real Time PCR késziiléken (Applied Biosystems) tortént.
Ezen esetekben a génexpressziot a bels6 kontrollként hasznalt Béta-Aktin-hoz (ACTB)
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2—(de|ta—delta CT)

normalizaltam. A fold change (FC) szamoldsa a modszerrel tortént.

Minden mérést harom parhuzamos mintan végeztem el.

III.1.7. Microarray kisérletek

Caco-2 ¢és Caco-2GRB sejteket 6-lyuku szovettenyésztd talcakra 1x10%/1yuk
sejtszammal {liltettem ki. A kisérletek el6tt 24 6rdn keresztiil a sejteket szérummentes
médiumban tartottam. A sejteket 100 nmol DEX-zal vagy vivOanyaggal 8 orat
kezeltem. Teljes RNS izolaldas RNeasy Mini Kit (Qiagen) segitségével tortént, az RNS
integritast Agilent Bioanalyzer 2100 késziiléken végeztem. A teljes genom mRNS
expresszio mérése Agilent44K cDNS microarray-en tortént. Teljes RNS (200ng)
jelolése és amplifikacidgja Low Input Quick Amp Labeling Kit segitségével a gyartd
utasitasainak megfelelden tortént. A méréseket €s az eredmények értekelését Agilent
DNA Microarray Scanner and Feature Extraction 9.5.3. programmal végeztem. A
microarray adatok tovabbi feldolgozadsa Genespring GX 12.5 program segitségével
gyari beallitdsok mellett tortént. Minden kisérletet harom biologiai parhuzamos mintan

ismételtem.

111.1.8. Elérheté microarray alapi génexpresszié adatok meta-analizise

A Gene Expression Omnibus (GEO) és ArrayExpress online adatbazisokba feltoltott
microarray gén expresszios eredményeket kerestem a kovetkezd kulcsszavakkal:
inflammatory bowel disease; Crohn’s disease ¢és ulcerative colitis. Az azonos
microarray platformon (Affymetrix GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0.) késziilt
microarray adatokat hasznaltam fel (4. tablazat). A nyers adatokat egyiittesen, egyetlen
futtatas soran normalizaltam. A mintdkat harom csoportba soroltuk: egészséges kontroll
vastagbél; Crohn betegség, colitis ulcerosa-ban szenvedé betegek. Az adatok elemzését
Genespring Gx 12.5. programmal végeztem el. Osszesen 245 microarray mintét
vizsgaltam, amelyekbdl 40 egészséges kontroll vastagbél; 114 Crohn betegbdl szarmazd

vastagbél €s 91 colitis ulcerosa betegbdl szdrmaz6 vastagbél volt.
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111.1.9. Pathomechanizmus és utvonalelemzés

A Caco-2GRSB sejtek és Caco-2 sejtek kozott, valamint a Crohn-betegség és a
kontroll vastagbél mintdk kozott eltéréen expresszalodo géneket, illetve a mindkét
csoportban kozdsen eltéréen expresszalodd géneket feltoltdttem az Ingenuity Pathway

Analysis (IPA) programba (www.ingenuity.com) (Qiagen). Ezt kovetéen a program

altal javasolt bedllitdsok mellett un. core analizist végeztem. Statisztikai feldolgozas
soran csak a Benjamini-Hochberg korrigalt p<0,05 értéket mutatd biologiai funkciokat

jelenitettem meg.

II1.1.10. Statisztikai modszerek

Az immuncitokémia, a proliferaciés assay ¢€és a qRT-PCR eredményeinek
értékeléséhez parositatlan Student’s t-tesztet hasznaltam, SPSS Statistics 20.0 (IBM)
program segitségével. A microarray adatokat Genespring GX 12.5 programmal
értékeltem ki. A csoportok kozott eltérden expresszalodd gének azonositdsahoz kétutas
ANOVA-t kovetéen Tukey’s post hoc tesztet, illetve Benjamini-Hochberg tobbszoros
korrekciot hasznaltam. A fold change sziir6t minden 0Osszehasonlitasban legalabb
kétszeres expresszios kiilonbséget megjelenitd értékre allitottam be. A p<0,05 értékeket

tekintettiik szignifikdnsnak.
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3. tablazat A TagMan Gén Expresszios Array kartyan felhasznalt primerek listdja

Gének

Hdztartdsi gének

BCL2-Hs00608023_m1
CASP1-Hs00354836_m1
CDH6-Hs00191832_m1
COL4A6-Hs00904466_m1
CPE-Hs00175676_m1
CRABP2-Hs00275636_m1
CXCL1-Hs00236937_m1
CXCL2-Hs00601975_m1
CXCL3-Hs00171061_m1
DEFB1-Hs00174765_m1
ECHDC2-Hs00217591_m1
FABP5-Hs02339439 gi

FAM65B-Hs00389971_m1

FBX025-Hs00362641_m1

GABRA2-Hs00168069_m1

GLIPR1-Hs01564143_m1
ILIRAP-Hs00895050_m1
LARGE-Hs00893935_m1
NAV3-Hs00372108_m1
NFIA-Hs00325656_m1
NID2-Hs01547198 g1
NNMT-Hs00196287_m1
PAH-Hs00609359_m1
PDE4A-Hs01102342_mH

POMC-Hs00174947_m1
PSG8-Hs01679740_mH
PSG9-Hs00358192_m1
PTN-Hs00383235_m1
RBMS3-Hs00205567_m1
RHOBTB1-Hs00391761_g1
RICH2-Hs00208256_m1
RPL39L-Hs00364831_m1
S100P-Hs00195584_m1
SAMD9-Hs00539471_s1
SATB1-Hs00161515_m1
SLC26A9-Hs00369451_m1
SMAD1-Hs00195432_m1
SNX10-Hs00203362_m1
SORL1-Hs00268342_m1
SPARC-Hs00277762_m1
SPP1-Hs00167093_m1
SSTR1-Hs00265617_s1
TGFB2-Hs00234244_m1
TMEM176A-Hs00218506_m1
TMEM176B-Hs00203986_m1
TNS4-Hs00262662_m1
TRPV6-Hs00367960_m1
VIM-Hs00958112_g1

185-Hs99999901_s1
ACTB-Hs99999903_m1
GAPDH-Hs99999905_m1
HPRT1-Hs99999909_m1
TFRC-Hs99999911_m1
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4. tablazat A meta-analizis soran felhasznalt microarray alapti génexpresszids

vizsgalatok listaja

szerzé Cim GEO/ArrayExpress PMID
azonosito

Intestinal macrophage/epithelial cell-

Ahrens derived CCL11/eotaxin-1 mediates GSE10191 18981162
eosinophil recruitment and function in
pediatric ulcerative colitis.
Mucosal gene expression of

Arijs ant|m|cr.ob|al peptides in |nf|amrT1atory GSE16879 19956723
bowel disease before and after first
infliximab treatment.
Genome-wide gene expression analysis
of mucosal colonic biopsies and

Bjerrum isolated colonocytes suggests a GSE13367 19834973

continuous inflammatory state in the
lamina propria of patients with
quiescent ulcerative colitis.

Activation of an IL-6:STAT3-dependent
Carey transcriptome in pediatric-onset GSE9686 18069684
inflammatory bowel disease.

Clinical phenotype and gene expression

Csillag profile in patients with Crohn's disease. E-TABM-118 16959948
Selective downregulation of retinoic
Funke acid-inducible gene | within the E-MEXP-2083 21830273

intestinal epithelial compartment in
Crohn's disease.

Loci on 20g13 and 21g22 are associated
Kugathasan | with pediatric-onset inflammatory GSE10616 18758464
bowel disease.

Diagnosis of ulcerative colitis before
onset of inflammation by multivariate
modeling of genome-wide gene
expression data.

Olsen GSE9452 19177426
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I11.2. A GR izoformak vizsgalata a periférias cirkadian ora
szabalyozasaban

111.2.1. Sejttenyészet

H295R sejteket Dulbecco’s modified Eagle’s médium és Ham’s F12 Nutrient
Mixture 1:1 aranyu keverékében tartottam fent, melyet 15mM HEPES-sel, 6,25ug/ml
inzulinnal, 6,25ug/ml transzferrinnel, 6,25ng/ml  szeleniummal, 1,25mg/ml borjt
szérum albuminnal (BSA), 5,35pug/ml linolénsavval ¢és 2,5% Nu-szérummal
egészitettem ki. A sejteket parasitott inkubatorban 37°C-on és 5%-0s CO, mellett
tartottam. Minden Gsszetevot a Sigma-Aldrich-tol (St. Louis, MO, USA) vasaroltunk.

III. 2.2. Cirkadian Kisérletek

H295R sejteket 6 lyuku szovettenyésztd talcan 106/1yuk sejtszammal tltettem ki.
Szérum sokk kisérletekben a sejteket 24 oOrds szérum éheztetést kovetden 30% Nu-
szérumot tartalmazé tapfolyadékban inkubaltam 2 6rén keresztiil, majd aktiv szénen
atszlirt Nu-Sz€rumot tartalmazo tapfolyadékba helyeztem. A GRa kisérletekben a
sejteket 24 o6rds szérum éheztetést kovetden aktiv szénen atsziirt tapfolyadékba
helyeztem és vivoanyaggal (0,01% etanol), 100nmol DEX-zal, 1umol RU486-tal vagy
100nmol DEX és lpumol RU486 kombinacidjaval kezeltem. Néhany kisérletben a
sejteket 6 lyuka szovetteny€sztd talcan 106/1yuk sejtszammal iltettem ki, majd mésnap
a sejteket 24 oran keresztiil szérummentes vagy teljes tapban tartottam. Ezt kovetoen a
tapfolyadékot aktiv szén sziirt Nu-szérumot tartalmazd tapra cseréltem, és a sejteket
vivéanyaggal (0,01% etanol), metyraponnal (100pmol) vagy metyrapon (100pumol) és
RU486 (1umol) kombinacidjaval kezeltem. A sejteket a feltiintetett idépontokban

gyljtéttem be. Minden kisérletet harom fiiggetlen bioldgiai mintan végeztem el.

1. 2.3. Valés idejii PCR

A teljes RNS-t miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével a gyartd
utasitasainak megfeleléen izolaltuk. A reverz transzkripcidot 1ug RNS-bol végeztiik

Superscript VILO Reverse Transcriptase Kit (LifeTechnologies), vagy Superscript 111
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Reverese Transcriptase Kit (LifeTechnologies) hasznalataval. A qRT-PCR-t TagMan
Gén Expresszios Assay-ek (LifeTechnologies) segitségével végeztiik: Period 1 (PERL)
[Hs01092603 _m1]; Period 2 (PER2) [Hs00256143 m1l]; Cryptochrome 1 (CRY1)
[Hs00172734_m1]; Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like protein 1
(ARNTL) [Hs00154147_m1]; REV-ERBo [Hs00253876 ml]; nuklearis receptor 3 C1
(NR3C1;GR) [Hs00353740_m1]; Proopiomelanokortin (POMC) [Hs00174947 m1];
kortikotropin felszabadit6 hormon (CRH) [s01921237 s1]; és Béta-Aktin (ACTB)
[Hs99999903 m1]). A valos idejii PCR mérések 7500 Fast Real-Time PCR rendszeren
(Applied Biosystem, Life Technologies, Carlsbad, California, USA) torténtek, TagMan
Universal PCR Mastermix (LifeTechnologies) alkalmazasaval, a gyartod utasitasainak
megfelelden (95C° 10 perc polimeraz aktivacié, majd 40 cikluson keresztiil 95C° 15
maésodperc denaturacio, és 60 C° 1 perc annelacid és lanchosszabbitis). A
génexpressziot a haztartasi génként hasznalt Béta-Aktin (ACTB) értékekivel
normalizaltam. A Fold change (FC) kiszdmit4sa a 224 modszerrel tortént. Minden

mérést harom fliggetlen mintan végeztem el.

1I1.2.4. Tranziens transzfekcio

A GRB-pcDNA3.1 plazmid (GRB) elkészitését korabban részleteztem (I11.2.1.
fejezet) (50). H295R sejteket 5x10° sejt/lyuk szammal, 24 6raval a transzfekcio el6tt 6-
lyuku szovettenyésztd talcakra iiltettem ki antibiotikum mentes tapfolyadékban. Mésnap
2 oraval a transzfekcid elétt a sejteket Opti-MEM (LifeTechnologies) szérummentes
médiumban inkubdltam majd kontrollként 2500ng iires pcDNA3.1 vektorral vagy GRf
plazmiddal transzfektaltam egy ¢jszakan at Lipofectamine3000 reagens
(LifeTechnologies) hasznélataval. Ezt kovetden a tapfolyadékot aktiv szén szlirt Nu-
szérumot tartalmazo tapra cseréltem, majd 24 6ras inkubaldst kovetéen vivéanyaggal
vagy DEX-nal kezeltem 6 oran keresztiil. A sejteket Osszességében 48 oraval a

transzfekci6 utan gylijtottem be. Minden kisérletet 3 parhuzamos mintan végeztem.

II1.2.5. Statisztikai modszerek

A statisztikai vizsgalatot SPSS Statistics 22 (IBM) programmal végeztem el. A gén-
expressziot és a hormonszinteket az egyes csoportok kozott ANOVA-t kdvetd Tukey’s

post hoc teszttel vagy Student’s t-teszttel hasonlitottam 6ssze. Az egyes csoportokban a
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ritmikus génexpressziot eldszor ANOVA-val vizsgaltam, hogy kizarjuk a véletlenszerii
oszcillaciot, majd ezt kovetden cosinor mddszerrel elemeztem a ritmicitdst. A cosinor

analizis egy online elérhetd6 programmal tortént (http://www.circadian.org), mely

megvizsgalta hogy a legkisebb négyzetek mddszerével illeszthet-e egy cosinus gorbe
az adatokra, illetve hogy az illesztett gorbe amplitidoja nagyobb-e nullanal (a médszert
részletesebben lasd Refinetti és mtsai (152)). A p<0,05 értéket fogadtuk el

szignifikansnak.
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IV. Eredmények

IV.1 A GRB izoforma vizsgalata gyulladasos bélbetegségekben (IBD)

IV.1.1. A GRB izoformat stabilan tultermelé bélham sejtvonal (Caco-2GRB)

jellemzoi

Caco-2 sejtekben a GRB izoforma igen kis mennyiségben expresszalodik. GRB-t
termeld plazmiddal tortént stabil transzfekciot kovetden a Caco-2GRB sejtekben a GRf3
mRNS szint kozel szazszorosara ndvekedett a Caco-2 sejtekhez képest (GRo/B arany
1:0,6 és 1:0,001). (4. abra A) Immuncitokémiaval tortént festést kdvetden a sejten beliil
a GRB fehérje elsdsorban a sejtmagon beliil helyezkedett el, de a sejtplazméban is
kimutathat6 volt. Az mRNS szinteknek megfeleléen Caco-2GRB sejtekben a GRS
fehérje is intenzivebben expresszalodott Caco-2 sejtekhez képest (CTCF; atlag=SD
269596+64000 vs 127304+£28640) (4. abra B és C). DEX kezelés hatdsara Caco-2
sejtekben szignifikansan fokozodott a GRS sejtmagi elhelyezkedése (magi/plazma arany
1,7940,33-r61 3,9+0,8 p<0,001), Caco-2GRB sejtekben a DEX kezelés bar tovabb
novelte a GRB sejtmagi lokalizacidjat, a hatds nem bizonyult szignifikdnsnak (3,3+
0,78-r6l1 3,78 +0,92 p=0,07).

A GRB fokozott termelésének hatdsdra a sejtek alakja is megvaltozott. Annak
érdekében, hogy kizarjuk az iires plazmid hatasat Caco-2 sejteken, Caco-2GRSB és iires
vektorral transzfektalt Caco-2 sejteket is megvizsgaltam. Mikroszkopos képeken Caco-
2GRB sejtek mérete nagyobb volt, a sejtszélek egyenetlenek és szakadozottak és a
plazmaban tobb vakuodlum latszodott (5. abra A-C), mint az alap sejtekben. Erdekes
moddon a GRB izoforma taltermelése a sejtek proliferacios képességét is megvaltoztatta.
Proliferacios assay-vel kimutattuk, hogy a Caco-2GRS sejtek szignifikansan lassabban
szaporodtak, mind az alap Caco-2 sejthez, mind az tires vektorral transzfektalt Caco-
2pcDNA3.1 sejtekhez képest (5. abra D).
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4. abra (A) GRa/GRB mRNS aranya Caco-2 és Caco-2GRB sejtekben. A vizsgalt

géneket 18S haztartasi génre normalizéltam, majd az d&bran a GRo/GRS ardnyt tiintettem

fel. * p<0,05 (B) A GRB fehérje immuncitokémiaval torténé kimutatasa Caco-2 és

Caco-2 GRB sejtekben. A sejteket 4 o6ran keresztiil vivoanyaggal (Kontroll) vagy

100nmol dexamethasonnal (DEX) kezeltem. (C) A GRB fehérje kvantitativ analizise. A

korrigalt teljes sejt fluroszcencia (CTCF) szamitasa legalabb 25 sejtbdl tortént. *p<0,05

(D) A GRB fehérje sejtmag/sejtplazma arany kvantitativ analizise. A sejteket 4 oran

keresztiil vivéanyaggal (Kontroll) vagy 100nmol dexamethasonnal (DEX) kezeltem.

*p<0,05
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5. abra 20X nagyitassal készilt mikroszkopos felvételek a (A) Caco-2, (B) az iires
vektorral transzfektalt Caco-2pcDNA3.1 és (C) GRB overexpresszaldo vektorral
transzfektalt Caco-2GRB sejtvonalakrol. (D) A Caco-2, Caco-2pcDNA3.1 és Caco-
2GRB sejtvonalak proliferacios vizsgalata. A kapott eredményeket a Caco-2
sejtvonalhoz viszonyitva abrazoltam. Az atlagtSEM szamitasa legalabb 7 parhuzamos

mintabol tortént. *p<0,05

IV.1.2. A GRB izoforma vizsgalata a géntranszkripcié szabalyozasaban

Caco-2 ¢és Caco-2GRB sejtvonalakon GRa agonista DEX kezelés el6tt és utan is
teljes genom microarray vizsgalatot végeztiink. Caco-2 sejtekben a DEX kezelés 116
gén expresszidjat valtoztatta meg (47 gén alul- és 69 gén feliilexpresszalodott), mig
Caco-2GRAB sejtekben mindossze 12 gén expresszidja valtozott (5 gén alul- és 7 gén

feliilexpresszalodott) (6. abra).
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Caco-2 vs Caco-2GRR vs

Caco-2+DEX \ Caco-2GRR+DEX

\
113 | 3 9 |

6. abra Caco-2 és Caco-2GRB sejteket 100nmol DEX-zal kezeltik, majd a

szignifikans valtozast mutatd géneket Venn-diagramon abrazoltam.

A GRS taltermelés mindezek alapjan a sejtvonalat érzéketlenné valtoztatta a
gliikokortikoidokkal szemben. A GRB szteroid-érzékenységet befolyasold hatdsanak
tovabbi vizsgélatara a sejtvonalakat GRE—-SEAP riporter vektorral transzfektaltuk, és a
GRa agonista DEX kezelést kovetden mértem a SEAP aktivitdas novekedését. A GRB
izoformét fokozottan termeld sejtekben DEX hatdsara szignifikdnsan alacsonyabb
mértékben novekedett a SEAP aktivitas a kontroll csoporthoz képest (7. abra).
Eredményeink megerdsitik, hogy a GRB izoforma fokozott termelddése csokkenti a
gliikokortikoidok GRE-n keresztiil torténd transzkripcios aktivitasat.

A Caco-2 ¢és Caco-2GRB sejtvonalak microarray vizsgalatanak eredményeit
Osszehasonlitva a GRB tultermelés kovetkeztében 852 gén expresszidja valtozott meg
(196 alul- és 656 feliilexpresszalodott). Erdekes modon a GRB overexpresszidja szamos
olyan gén transzkripcidjat is befolyasolta, amely Caco-2 sejtekben DEX kezelést
kdvetden nem valtozott. Minddssze 67 olyan gént azonositottunk, amely mind a GRR
tultermelés, mind a DEX kezelés hatasara megvaltozott; ezek koziil 23 gén mindkét
esetben feliilexpresszalodott, mig 44 gén transzkripcidja ellentétes iranyban valtozott (8.

abra).
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7. abra A GRE-SEAP aktivitas vizsgalata Caco-2 és Caco-2GRB sejtvonalban. A
sejteket 100nmol DEX-nal kezeltem, majd a mért SEAP aktivitast a transzfekcios
kontrollként hasznalt firefly luciferdz értékekre normalizaltam. Eredményeinket a
vivoanyaggal kezelt Caco-2 sejtekhez viszonyitva dbrazoltam. Az 4tlag+SEM szédmitasa

legalabb 3 parhuzamos minta 6x ismételt mérésebdl tortént. *p<0,05

A microarray vizsgalat eredményei alapjan a Caco-2 és Caco-2GRS sejtvonal kozott
eltéréen expresszalodo gének koziil tobbet is sikeresen validadltam TagqMan
génexpresszios  kartyak  segitségével. A GRB  taltermelés  kovetkeztében
feliilexpresszalodd gének kozott azonositottam az apoptdzis szabalyozasaban (BCL2,
CASP1), a metabolizmusban (CPE, NNMT, LARGE, PAH, SLC26A9), az immun- és
gyulladdsos valaszban (IL1RAP, SAMD9, DEFB1), a szignaltranszdukcioban
(RHOBTB1, RICH2, TGFB2), a transzkripci6 vagy RNS érés szabalyozasaban (RBMS3,
SATB1) és a sejtmatrix kialakitasaban (VIM, CDH6, SPP1, SPARC, COL4AG6) szerepet
jatszé géneket. Az alulexpresszalodd gének kozott az immunvalaszban (CXCL1,
CXCL2, CXCL3), transzkripcioban (NFIA, RPL39L), metabolizmusban (PDE4A) és a
jelatviteli utakban (SAMD1, S100P, SSTR1) szerepet jatszd géneket azonositottam. (5.
tablazat)
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DEX szabalyozott gének GRRB szabalyozott gének
(Caco-2+Dex vs Caco-2) (Caco-2GRR vs Caco-2)
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8. abra Venn-diagram. A fokozott GRB} expresszidé szamos olyan gént szabalyozott,
mely DEX hatasra nem valtozott. A kdzdsen szabalyozott géneket a DEX ¢és a GRB

néhany esetben azonos irdnyban, mig tobbségében ellentétesen szabalyozta.
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5. tablazat Microarray vizsgalat alapjan Caco-2 és Caco-2GRB sejtvonalak kozott
eltéréen expresszalodd gének validalasa. A GRB szabalyozas alatt allo és az IBD-vel

kapcsolatba hozhatéd géneket félkdvér betiitipussal jeloltem. Minden esetben p<0,05.

Gén Gén
szimbo6lum Irany Fold change
gRT-
Array PCR
Feliil expresszalt gének n=34
PTN pleiotropin 1 133,43 | 118,60
gamma-aminovajsav (GABA) A receptor, alfa
GABRA2 2 1 41,89 52,71
LARGE like-glycosyltransferase 1 21,50 27,67
SATB1 SATB homeobox 1 1 33,02 27,67
RNA binding motif, single stranded
RBMS3 interacting protein 1 30,84 21,26
SPP1 szekretalt foszfoprotein 1(0szteopontin) i 15,16 15,24
CRABP2 cellular retinoic acid binding protein 2 1 12,90 13,93
transient receptor potential cation channel, 1
TRPV6 subfamily V, member 6 22,08 11,55
VIM vimentin 1 17,24 9,99
SAMD9 sterile alpha motif domain containing 9 1 25,84 9,78
NNMT nicotinamide N-methyltranszferaz 1 33,56 7,11
FBX025 F-box protein 25 1 12,47 6,73
PSG9 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 9 1 15,09 5,21
SLC26A9 solute carrier family 26, member 9 i 18,81 4,63
NAV3 neuron navigator 3 1 4,73 4,38
CASP1 kaszpaz 1 ! 19,79 4,26
PSG8 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 8 T 13,38 4,23
CDH6 kadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney) T 16,79 3,89
PAH fenilalanin-hidroxilaz 1 18,63 3,84
FAMG65B family with sequence similarity 65, member B 1 27,05 3,73
GLIPR1 GLI pathogenesis-related 1 1 5,70 3,63
COL4A6 kollagén, IV-es tipus, alfa 6 i 3,54 3,48
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 1 4,96 3,41
RICH2 Rho-type GTPase-activating protein RICH2 T 20,97 3,34
TGFB2 transforming growth factor, beta 2 1 4,50 3,34
RHOBTB1 | Rho-related BTB domain containing 1 1 14,92 3,18
DEFB1 defenzin, béta 1 1 5,50 2,57
SNX10 sorting nexin 10 1 3,04 2,06
S100P $100 kalcium kots protein P 1 358 | 251
CPE karboxipeptidaz E i 19,19 2,00
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TNS4 tensin 4 i 5,00 1,88
CHI3L1 Chitinase-3-like2 1 2,71 1,88
sortilin-related receptor, L(DLR class) A 1
SORL1 repeats-containing 2,55 1,69
secreted protein, acidic, cysteine-rich 1
SPARC (oszteonektin) 3,86 1,64
ILIRAP interleukin 1 receptor accessory protein ! 2,77 1,49
Alul expresszalt gének n=14
l
TMEM176A | transzmembran protein 176A 28,72 |26615,89
RPL39L ribosomal protein L39-like | 16,63 652,58
TMEML176B | transzmembrane protein 176B | 26,17 501,46
enoyl Coenzyme A hydratase domain !
ECHDC?2 containing 2 17,43 238,86
NID2 nidogen 2 (osteonidogen) l 26,74 30,91
POMC proopiomelanokortin l 5,26 26,17
PDE4A foszfodiészteraz 4A, CAMP-specifikus l 10,20 20,53
NFIA nuklearis faktor I/A l 8,22 9,32
CXCL1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1 | 8,84 8,28
SSTR1 szomatosztatin receptor 1 l 5,15 6,63
SMAD1 SMAD family member 1 l 4,59 6,15
fatty acid binding protein 5 (psoriasis- !
FABP5 associated) 10,28 1,65
CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 l 2,56 1,40
CXCL3 chemokine (C-X-C motif) ligand 3 | 3,09 1,32

IV.1.3. Az IBD-ben eltéréen expresszalédo és a GRB altal szabalyozott gének

azonositasa és funkcionalis vizsgalata

Az IBD-ben eltéréen expresszalodd gének meta-analizise sordn 8 kiilonbdzd
tanulmany Osszesen 245 microarray vizsgalatanak adatait elemeztem. A kivalasztott
tanulmanyokban a teljes genom microarray vizsgalatokat IBD-ben (Crohn betegségben
vagy colitis ulcerosaban) szenvedd betegek és egészséges emberek vastagbél
nyalkahartyabdl vett biopszids mintaibol végezték. Vizsgalatom soran a Crohn betegek
€s egészségesek mintainak Osszehasonlitdsa utdn 737, mig colitis ulcerosa és az
egészségesek kozott 838 eltérden expresszalodd gént taldltam. Ezt kovetdéen az
egészségesek és a Crohn betegek kozott, valamint a Caco-2 €s Caco-2GRS sejtvonalak

kozott eltéréen expresszalodd gének Osszehasonlitdsaval Osszesen 64 azonos irdnyban
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valtozd gént (55 feliilexpresszalodo és 9 alulexpresszalddo) sikeriilt azonositanom (9.
abra). Erdekes modon tovabbi 28 olyan gént is taldltam, amely az 6sszehasonlitisban
ellentétes iranyban valtozott. Ugyanezt az 0sszehasonlitast colitis ulcerosaban szenvedo
betegek microarray adataival is elvégeztem, de a kdzosen valtozd géneket tekintve nem

talaltam érdemi eltérést a Crohn betegekben talalt eltérésekhez képest.

A Feliil-expresszalt
ADAMTS9 GBP1 PLAU
ADM GPX8  PLAUR
ANXAT  IFIT3 QSOX1
Alul-expresszalt | |ARHGDIB IFITM1  RARRES3
gt ATF3 IFITM2  RBPMS
c2 IFITM3  RGS5
ACOX2 CARD16 INHBA  S100P
ASPA CARDS  KIAA1199 SEC24D
ENPP1 CASP1  LAMP3  SLC16A3
OSBPL1A CBR3  LGALS1 SNX10
PLA2G12B CHIBL1  LIPG SPP1
PPARG COL3A1  LUM TGM2
SSTR1 COL5A1  LYZ THBD
TMEM20 CYR61  MMP19  TMEM173
DDIT4  MUC1  TMEM45A
EMP3  NCF2  UBE2L6
F2R NNMT  VCAN
FOLR1  NEBL
FXYD5 ~ NUCB2

9. abra A Caco-2GRB sejtekben a Caco-2 sejtekhez képest (A) és a Crohn
betegségben az egészséges bélszovethez képest (B) eltérden expresszalodd géneket

Venn diagramon abrazoltam. Az atfedést mutatd gének listajat kinagyitva abrazoltam.

A Caco2-GRB sejtekben és Crohn betegségben kozosen valtozo gének funkcionalis
analizise alapjan a ,,sejt-sejt jelatvitel és interakcid”, a ,,sejtmozgas” valamint a ,,sejt
novekedés €s proliferacid” kategoridkon beliil elsésorban a tumorsejtek adhézidja, a
sejtmigracio és a sejtproliferacio folyamatai érintettek (10. abra).

A GRB altal szabalyozott sejtadhézidban, sejtmigracioban és sejtproliferacidoban
szerepet jatszoé gének kozil 6-ot (SPP1, CHI3L1, VIM, CASP1, S100P ¢s SSTR1)
egyedi TagMan assay-ek hasznalataval QRT-PCR-rel validaltam. Ezek megerdsitették a

microarray vizsgalat soran kapott eredményeket, azaz a Caco-2GRB sejtekben
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szignifikansan magasabb volt az SPP1, CHI3L1, VIM, CASP1 és S100P expresszioja,
mig az SSTR1 expressziod alacsonyabb volt az alap Caco-2 sejtekhez képest (11. abra).

A B c

Sejthalal- és tulélés
Sejt Novekedés és Proliferacia>

<
Sejt FejiBags
és

[
=
[ 3

Gejt-Sejt Jelatvitel és

<Sejt Novekedés és Proliferddo >

Sejthalal- és tulélés

<Sejt Novekedés és Proliferdcig>
Lipid
Molekuldris Transzport

Sejt Fejlédés
Lipid Metabolizmus
Molekuldris Transzport

Kis Molekula Biokémia

ok

— ———
—_—
—_—
— —_—
————
Kis Molekula Biokémia Sejt Jelatvitel — Sejthalal- és talélés —
<Sejt-Sejt Jelitvitel és Interakeig> Molekuldris Transzport _— Sejt Fejlédés s
Gyogyszer metabolizmus Vitamin és Asvanyi Sejtmorfologia [E———
Vitamin és Asvanyi i Szabadgydk megkbtés rmm— Sejtfunkcid és Fenttartas e
Sejtciklus Sejtes alkalmazkodas ——— Sejtszerkezet ———
Sejtes alkalmazkodas Lipid Metabolizmus e Protein Szintézis —
Sejtfunkcid és Fenntartas Kis Molekula Biokémia o Sejtes alkalmazkodas —
Sejtszerkezet Sejtmorfologia —— Sejtciklus m—
DNS replikicio, Rekombinacid és Javitis s Sejtszerkezet —— Sejt Jelatvitel ——
D
T
. L” ‘ " g%;\—\ 3 iv'\;vi‘:%: 3 * Sejtmigracié
P e
Sy -* Tumoros sejtvonalak adhézidja
G-protein Kapcsolt Receptor -
Novekedési Faktor Lesbbsssad [T
Ugand-figg6 Nukledris Receptoritor
Peptidiz B - ==
Transzkripcid Szabilyozs _~ P
e e [ SEEN—— ¢ : E *Szjtpmllferéclé
Transzporter L S -
Egyéb
O Funkeié
-~ Kapcsolat
I Fokozott expresszio
[ Csdkkent expresszié  Jelmagyarazat

10. abra A Caco-2GRS sejtvonalban és Crohn betegségben eltéréen expresszalodo
gének funkcionalis vizsgalata. (A) Caco-2GRB sejtvonalban a Caco-2 sejtekhez képest
eltéréen expresszalddd gének funkcionalis kategoriak alapjan. (B) Crohn betegségben
az egészséges colon mintdkhoz képest eltéréen expresszaldodd gének funkcionalis
kategoriak alapjan. (C) GRB overexpresszid hatasara és Crohn betegségben is eltéréen
expresszalodo, kozos gének funkcionalis kategoridk alapjan. Az atfedést mutatd gének
esetében (C) a top 3 funkcionalis kategoriat bekarikazva jeloltem. Az A-C abran az els6
15 szignifikans (p<0,05) funkcionalis kategoéria keriilt feltiintetésre. (D) A GRB
overexpresszid hatasara és Crohn betegségben is megvaltozott, kozos gének analizise

soran a top 3 funkcionalis kategoridban szerepldé molekuldk funkcionalis annotacidja.
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11. abra A GRB overexpresszid hatdsdra megvaltozott, a sejtadhézidban és
sejtmigracioban szerepet jatszo gének egyedi validalasa qRT-PCR-rel. Caco2GRB
sejtvonalban a Caco-2 sejtekhez képest az SSP1, CHI3L1, VIM, CASP1 és S100P
szignifikansan indukalddott, mig az SSTR1 szignifikdnsan gatlédott. Az atlag=SD
szamitdsa 3 parhuzamos bioldgiai mintabol tortént. A Fold change értékét a Caco-2

sejtekhez viszonyitva abrazoltam. *p<0,05.

IV.2. A GR izoformak vizsgalata a periférias cirkadian ora
szabalyozasaban

IV.2.1. A szérum sokk szinkronizal6o hatasanak vizsgalata H295R sejtvonalon

Munkamban elészor megvizsgaltam, hogy a H295R mellékvese sejtvonalban
miikodOképes-e a cirkadidn o6ra. A sejteket szérum sokk alkalmazéaséaval
szinkronizaltam, majd a cosinor analizist kovetéen 4 6ragén (PER1, PER2, REV-ERBa
és ARNTL) ritmikus expresszidjat sikeriilt igazolnom (6. tablazat A). A szérum sokk
alkalmazasat kovetden a CRY1 expresszi6 indukalodott, azonban nem mutatott ritmikus
oszcillaciot (12. abra). Az oragének expresszios mintazata megfelelt az irodalomban is
ismert szabalyozdé mechanizmusoknak, azaz a PER1 és PER2 gének expresszios
mintdzata hasonldé volt, mig a REV-ERBa ¢és ARNTL gének ellentétes fazisban

oszcillaltak.
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12. abra A periférias cirkadian ora szérum sokk alkalmazasaval indukalhatd6 H295R
mellékvesekéreg sejtvonalban. A 0 oras idépont jelzi a szérum sokk végét. A
génexpressziot a 0 6ras mintdhoz képest tiintettem fel. Az 5 vizsgélt 6ragén koziil
cosinor analizis a PER1, PER2, REV-ERBa és ARNTL gének ritmikus oszcillaciojat
erOsitette meg. Az dbran az atlag=SEM értékeket tlintettem fel.

IV.2.2 Az 6ragének GRa fiiggo transzkripcios szabalyozasa és az elsodleges GRa
célpontok azonositasa H295R sejtekben

Kisérleteim soran megerdsitettem, hogy a teljes GR expesszalodik a H295R
sejtekben. Erdekes médon a teljes GR expresszio, a cosinor analizis alapjan ritmikus
mintazatot mutatott a kontroll csoportban, ami eltint DEX, RU486 vagy a két szer
kombinalt kezelése soran. DEX hatasara a teljes GR expresszid 12 ora elteltével
ideiglenesen indukalodott, mig 36 ora elteltével csokkent a kontroll csoporthoz képest.
Ezzel ellenkezdleg a nem specifikus GR antagonista RU486 kezelés a kontrollhoz képes

fokozta a GR transzkripciot €s megsziintette a ritmikus expressziot (13. abra).
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13. abra A teljes GR gén expresszios valtozasai H295R sejtekben. H295R sejteket
24 6ran keresztiil szérum ¢éheztettem, majd aktiv szén atszlrt Nu-szérumot tartalmazo
tapfolyadékba helyeztem és vivéanyaggal (0,01% etanol), 100nmol DEX-zal, 100nmol
DEX-zal és 1umol RU486-tal vagy 1umol RU486-tal kezeltem. A 0 6ras idépontban
kezdtem meg a farmakoldgiai kezeléseket. A vivoanyaggal kezelt csoportban a cosinor
vizsgalat ritmikus expressziot igazolt, mig a kezelések megsziintették a ritmust. A
relativ expressziot a 0 oOrds mintdhoz viszonyitva szamitottam. A csillaggal jeldlt
pontokban a génexpresszid szignifikdnsan kiilonbozik az adott idépontban a
vivoanyaggal kezelt csoporttol. A p<0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak. Az 4bran
az atlag=SEM értékeket tiintettem fel.

Ezt kovetéen megvizsgaltam a  gliilkokortikoidok  periférids  oragének
transzkripcidjara gyakorolt hatasat. Azoknak az oragéneknek az expresszidja, amelyek a
GRa kozvetlen célpontjai, mar a GRa aktivaciot kdvetd révid idon beliil megvaltozik.
Vizsgalatom soran ezért a DEX, DEX+RU486 és RU486 kezeléseket kovetd elso 12 ora
transzkripcids valtozasait elemeztem. 2 6rds DEX kezelést kovetden az altalam vizsgalt
Osszes oOragén ideiglenesen indukalodott, azonban az egyidejii RU486 kezelés alapjan
csak a PER1, PER2 ¢és CRY1 gének valtoztak GRa-fiiggd modon. A PER1 és PER2
expresszio a DEX kezelést kovetd 12 oran keresztiil folyamatosan megemelkedett a
kontroll csoporthoz képest (kivéve a PER2 esetében 6 oranal), ugyanakkor az egyidejii
RU486 kezelés kivédte a DEX hatdsit. A DEX kezelést kovetd 4 ¢és 12 Oras
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idépontokban a CRY1 expresszi6 magasabb volt a kontroll csoporthoz képes, melyet az
egyidejii RU486 kezelés kivédett. DEX kezelés gatolta a REV-ERBa expressziot 6 és 12
ora kozott, ugyanakkor ezt a hatast az egyidejii RU486 kezelés megeldzte. Az ARNTL
expresszio nem mutatott szignifikans valtozast a GRa stimulaciot kdvetd 12 oran beliil
(14. abra).

Vizsgalataink soran CRH vagy POMC expressziot nem sikeriilt kimutatnom H295R

sejtvonalban.
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IV.2.3. Az 6ragének transzkripcios ritmusanak vizsgalata H295R sejtekben

A ritmicitas vizsgélata sordn a farmakologiai kezeléseket kovetd 4-32 ora kozotti
expresszios adatokat hasznaltam, mivel az elsé néhany oraban a génexpressziod
valtozasai a szérum ¢Eheztetés indirekt, akut kovetkezményei is lehetnek. A cosinor
vizsgalat eredménye alapjan a kontroll csoportban a PER1, PER2, CRY1 és ARNTL
gének expresszidja ritmikus oszcillaciot mutatott. DEX kezelés megszakitotta a PER1
¢s CRY1 expresszi6 ritmusat, ugyanakkor a kezelés hatasara a REV-ERBa transzkripcid
ritmikussa valt, valamint a PER2 oszcilllacio fazisa eltolodott. A sejteket nem
specifikus GR antagonista RU486-tal torténd kezelést kovetéen a PER1, PER2, CRY1
¢s ARNTL gének kontroll csoportban észlelt ritmusa megsziint, ugyanakkor érdekes
moédon megjelent a REV-ERBa ritmikus expresszidja. Az egyideji DEX és RU486
kezelés esetében egyik altalunk vizsgalt Oragén sem mutatott ritmust. A cosinor

vizsgalat eredményeit a 6. B tablazatban részleteztem.

6. tablazat (A) Szérum sokk kezelést kdvetden eltelt 4-48 Ora expresszids adatainak
cosinor elemzése. (B) Farmakologiai kezeléseket kovetden eltelt 4-32 6ra expresszids

adatainak cosinor elemzése

A
SZERUM SOKK
Gén Robusztussag | Akrofazis (fok) Mezor Amplitudé | Periddus (h) | p érték
PER1 96,20% 307 -0,113 1,9557 23,3 0,0028
PER2 93,30% 27 0,82 1,56 26,2 0,0062
CRY1 66,70% 229 1,72 1,0411 25,9 ns
ARNTL 91,30% 260 1,447 1,2537 18,9 0,0095
REV-ERBa 84,30% 293 1,49 1,86 23,7 0,026
B

KONTROLL
Gén Robusztussag | Akrofazis (fok) Mezor Amplitudé | Periddus (h) | p érték
PER1 63,90% 287 1,27 0,704 30 0,047
PER2 81,30% 47 -0,11 0,7016 21,6 0,046
CRY1 90,80% 131 -0,642 0,736 16 0,0035
ARNTL 68,70% 163 -0,165 0,481 30 0,03
REV-ERBa 47,10% 330 0,68 0,48 23 ns
GR 70,10% 100 -0,58 0,639 17 0,026
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DEX
Gén Robusztussag | Akrofazis (fok) Mezor Amplitidé | Periddus (h) | p érték
PER1 42,00% 219 1,76 0,51 10,8 ns
PER2 73,10% 124 0,097 0,8627 19,3 0,038
CRY1 43,70% 123 -0,28 0,73 30 ns
ARNTL 81,90% 163 -0,03 1,04 30 0,0066
REV-ERBa 76,40% 353 0,266 1,0105 24,6 0,0106
GR 35,00% 48 -0,49 0,444 19,8 ns
DEX+RU486
Gén Robusztussag | Akrofazis (fok) Mezor Amplitudé | Periddus (h) | p érték
PER1 55,20% 234 0,92 0,33 30 ns
PER2 49,70% 259 0,088 0,308 10 ns
CRY1 60,00% 177 -0,38 0,392 10,7 ns
ARNTL 47,60% 157 0,12 0,5546 30 ns
REV-ERBa 58,30% 216 0,733 0,4497 30 ns
GR 62,70% 122 -0,66 0,397 18,1 ns
RU486
Gén Robusztussag | Akrofazis (fok) Mezor Amplitidé | Periddus (h) | p érték
PER1 ANOVA alapjan nem szignifikans
PER2 ANOVA alapjan nem szignifikans
CRY1 ANOVA alapjan nem szignifikans
ARNTL ANOVA alapjan nem szignifikans
REV-ERBa 70,00% 325 -0,149 0,369 20,9 0,0271
GR 50,70% 132 0,333 0,195 24,3 ns

IV.2.4. A GRS taltermelés hatasa az éragének transzkripciojara

Kroénikusan emelkedett gliikokortikoid szintek mellett gyakran fokozott a GRB
expresszio, azonban nem ismert, hogy ez befolyasolja-e az 6ragének szabalyozasat. A
H295R sejtekben a GRB mRNS expresszio qRT-PCR vizsgalat soran a kimutathatdsagi
hatar kozelében volt, de a GRB fehérje nem volt kimutathaté (nincs adat feltiintetve).
H295R sejteket GRB-t expresszalod vagy iires plazmiddal transzfektaltam, majd 6 6ran
keresztiil DEX-zal vagy vivoanyaggal kezeltem. A GRS taltermelés énmagaban nem
befolyasolta a vizsgalt 6ragének expresszidjat. DEX hatdsara szignifikansan emelkedett

a PER1 ¢és PER2 gének transzkripcidja, mig csokkent a REV-ERBa gén transzkripcidja
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az lires vektorral transzfektalt sejtekben. A GRB tultermelés kivédte a GRa aktivaciot
kovetd REV-ERBa szuppressziot, ugyanakkor nem befolyasolta a PER1 és PER2 gének
GRa aktivaciot kovetd indukcidjat. (15. abra).

Fold ¢ h.ln;w

VivBanyag
W DEX

15. abra H295R sejteket tires (kontroll) vagy GRB overexpresszald plazmiddal

transzfektaltam, majd 6 oOran keresztiil vivéanyaggal (0,01% etanol) vagy 100nmol
DEX-nal kezeltem. A FC-t a vivéanyag kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva
szamoltam. Az éabran az atlagtSEM értékeket tlintettem fel. A p<0,05 értéket
tekintettem szignifikansnak.

IV.2.5. A H295R sejtek altal termelt szteroidok nem befolyasoljak a PER1 gén
indukcidjat

Vizsgalataink felvetették, hogy a H295R sejtek 4ltal termelt szteroidok elegenddek
lehetnek az oragének ritmikus expresszidjanak indukaldsdhoz. Ennek igazolasara a
szérum ¢heztetést kovetéen 100 pM metyrapon hozzdadasaval meggatoltam a H295R
sejtek endogén kortizol és tesztoszteron szintézisét. A feliiliszobol folyadék
kromatografia tandem tdmegspektrometridval hataroztuk meg a kortizol, progeszteron
és tesztoszteron koncentraciokat (153). Metyrapon kezelést kovetéen a kortizol és
tesztoszteron szint a kimutathatosagi hatar ald csokkent, mig a progeszteron szint
érdemben nem valtozott. A progeszteron génexpresszié szabdlyoz6 hatdsa azonban
valoszintitlen, mivel a kontroll és kezelt sejtek esetében is a Kkoncentracio a
kimutathat6sagi hataron volt (nem feltiintetett adatok). A hormonszintézis gatlasa
ellenére a PER1 expresszio tovabbra is indukalddott, ezért a kisérleteket megismételtiik

¢s a metyrapon mellett RU486-0t is adtunk a sejtekhez, mely sikeresen kivédte a PER1
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indukciojat. (16. abra A). Ugyanakkor, ha a kisérletek el6tt a sejteken nem

alkalmaztunk szérum ¢éheztetést, a PER1 oszcillacio nem volt kimutathatd. (16. abra B).
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16. abra (A) H295R sejteket 24 6ran keresztiil szérum €heztettem, majd aktiv szénen
atszlirt Nu-szérumot tartalmazo tapfolyadékba helyeztem és vivéanyaggal (0,01%
etanol, kontroll), 100umol metyraponnal (MET) vagy 100pumol MET-tel és 1umol
RUA486-tal kezeltem. A 0 ora jelzi a farmakologiai kezelések kezdetét. (B) H295R
sejteket aktiv szén szlirt Nu-szérumot tartalmazo tapfolyadékban tartva vivOanyaggal
(0,01% etanol, kontroll), 100umol metyraponnal (MET) kezeltem. A 0 ora jelzi a
farmakologiai kezelések kezdetét. Az FC-t a 0 6ras kontroll csoporthoz viszonyitva
szamitottam. Az abran az atlagtSEM értékeket tiintettem fel. A p<0,05 értéket
tekintettem szignifikansnak.
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V. Megbeszélés

V.1. A GRB szerepe a gén transzkripcio szabalyozasaban

A GRB felfedezését kovetden sokdig ugy gondoltak, hogy az izoforma kizardlag a
GRo gatlasan keresztiil fejti a génexpressziot szabalyozo hatasat (41-43). Szamos
esetben Osszefliggést talaltak a fokozott GRfS expresszid €s a szteroid-rezisztencia
kialakuldsa kozott. Sajat vizsgalatunkban is megfigyeltiik, hogy a megnovekedett GRf
transzkripcid gatolta a GRa funkcidt és a gliikokortikoidokkal szemben érzéketlenné
valtoztatta a Caco-2 bélham sejteket. A GRo antagonista hatds kialakuldsanak
hatterében tobb mechanizmus is allhat. Ezek koz¢ tartozik a GRa kompetitiv gatlasa a
GRE kotohelyeken keresztiil, a funkciondlisan inaktiv GRa-GRB heterodimerek
képzddése és a GR koaktivatorokért torténd versengés (42,43,47). Ezen kiviil Hela és
U20S oszteoszarkoma sejtvonalakon végzett microarray kisérletek felvetették, hogy a
GRB-nak GRa fliggetlen transzkripcios hatdsa is lehet, erre azonban joval kevesebb
bizonyiték all rendelkezésre. A GRB nem képes gliikokortikoid-kotésre és a GRE-t
tartalmazd promoterek indukcidjara sem. Mindazonaltal a GRB az ép DBD és AF1
doméneken keresztiil feltételezhetden képes 6nalldan interakcioba lépni mas fehérjékkel
¢s a DNS-sel. Sajat eredményeink is aldtdmasztjdk a GRB 0nalld transzkripcids
szerepét, mivel GRB tultermelés hatdsara szamos olyan gén expresszidja valtozott meg,
amelyek DEX kezelésre nem reagalnak. Olyan géneket is azonositottunk, melyek mind
GRB tultermelés, mind DEX kezelés hatasara megvaltoztak. Erdekes modon azonban,
mig szamos gén esetében a GRB és a DEX kezelés ellentétes modon szabalyozta a
transzkripcidt, addig més gének esetében éppen azonos hatasuk volt. Mindezek alapjan
a GRB génspecifikus modon, a GRa aktivaciotdl eltéréen szabalyozza a génexpressziot.
A GRS taltermelés csokkentette a gliikokortikoid-érzékenységet Caco-2 sejtekben, igy
néhany DEX-ra is érzékeny gén esetében a GRa antagonista hatas befolyasolhatta a
transzkripcidt. Az eltérden expresszalodo gének tobbségét azonban a GRB a GRa-tol
fiiggetleniil, onalloan szabalyozta. Hasonléan, in vivo allatkisérletekben a GRS
tiltermelés GRa-dependens ¢és GRa-independens modon is  szabalyozta a
génexpressziot. (154). A GRB 6nallo transzkripcids hatasat kifejtheti a GRy-hoz hasonl6
modon, képes lehet kotddni a GRE-szerli, GRB specifikus szekvencidkhoz. Ugyanakkor
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a GRB AF1 doménjén keresztiil protein-protein interakcioba 1éphet mas transzkripcios
faktorokkal, illetve a kromatindllomany elérhetdségét szabalyozod  hiszton-
deacetilazokkal is (45,51).

Korabban Hela és U20S sejtvonalakban is vizsgaltdk a GRB 6nalld transzkripcios
hatasat. A microarray eredmények Osszehasonlitdsa utan 78 olyan gént sikeriilt
azonositani, melyek mindkét sejtvonalban GRB szabalyozast alatt 4llnak, azonban ezek
tobbsége ellentétes modon valtozott (45). Ezek koziil sajat vizsgalatunkban minddssze 6
gén valtozott meg GRB taltermelés hatasara, mely alapjan a GRB valdszinlileg
sejtspecifikus modon képes a transzkripcio szabalyozasara, ami felveti a sejtspecifikus
transzkripcios faktorok jelentdségét.

Immuncitokémiai modszerekkel megallapitottam, hogy Caco-2 és Caco-2GRS
sejtvonalban a GRB elsésorban a sejtmagban helyezkedik el, de a citoplazmaban is
kimutathaté volt. Erdekes médon a DEX kezelés Caco-2 sejtekben fokozta a GRB magi
lokalizaciojat, de mivel a GRB nem képes gliikokortikoid-kotésre, ezért a GRB nuklearis
transzportjanak mechanizmusa egyeldre ismeretlen. Lewis-Tuffin és munkatarsainak
sikeriilt az RU486-ot, egy nem specifikus GRo antagonistat a GRB ligandjaként
azonositani, amely kotodést kovetden a GRa-tol fliggetleniil fokozta a GRB nuklearis
transzlokaciojat, bar a megfigyelést egy kés6bbi tanulmanynak nem sikeriilt
megerdsitenie  (48,49). Mivel a GRB intakt DBD-ben elhelyezkedé nuklearis
lokalizacios szignallal rendelkezik, ezért elképzelhetd, hogy a folyamat nuklearis
transzport fehérjék kdzremiikodésével torténik. Egy korabbi tanulményban az FKBP51
nukledris transzport fehérje tultermelése fokozta a GRB sejtmagba torténd
magyarazat, hogy a GRS heterodimert képezve a GRa-val egyiitt jut be a sejtmagba
(43,46) és ott elsésorban a GRE szakaszokon keresztiil fejtheti ki transzkripciora

gyakorolt hatasat.
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V.2. A fokozott GRB expresszio szerepe a gyulladasos
bélbetegségekben

Szdmos autoimmun megbetegedésben fokozott GRB expressziot mutattak ki, melyet
Osszefiiggésbe hoztak a gliikokortikoidok irdnti rezisztencia kialakuldsaval. A
megvaltozott szoveti gliikokortikoid-érzékenység szamos esetben lokalis gyulladas
kialakulasahoz vezethet (59). Nem egyértelmii azonban, hogy a megndvekedett GR
expresszio oka vagy kovetkezménye lehet a helyi gyulladasos folyamatoknak. IBD-ben
szenvedd betegek vastagbél biopszids mintdiban fokozott GRB expresszié mutathat6 ki,
melynek mennyisége korrelalt a szteroid-rezisztencia kialakulasaval. Nem sikertilt
azonban Osszefiiggést talalni a GRB jelenléte és az IBD klinikai stilyossaga, aktivitasa
kozott (93,156). Szintén ismeretlen az, hogy a GRa antagonizalo hatason tul milyen
hatdsai lehetnek a bélnyalkahartyaban kimutatott fokozott GRB expresszionak. Eddig
csak néhany tanulmanyban mutattdk ki a GRB-t IBD-ben, mivel a jelenleg elérhetd
microarray platformok nem tartalmaznak GRB specifikus probakat, igy a GRS
azonositasa csak egyedileg tervezett primerekkel és probakkal lehetséges.

A bélhamsejtek fontos szerepet jatszanak a bél homeosztazisanak kialakitasaban,
fenntartva egy fiziologias hatart a bél lumen és a mélyebb rétegek kozott. A Caco-2
sejtek az enterocitak szamos morfologiai és biokémiai jellemzOit mutatjak, igy a
sejtvonalat a bélhamsejtek in vitro modelljeként szamos vizsgalatban hasznaltak az IBD
molekularis mechanizmusainak megértéséhez (157-159). A GRB tultermelés hatasara
megvaltozott a Caco-2 sejtek morfoldgidja, valamint proliferacios aktivitasuk csokkent.
A GRB szabalyozta gének funkcionalis analizise soran tobb, a sejt ndvekedésben, sejt
szaporodasban ¢és sejthaldlban szerepet jatszo gént sikeriilt azonositanunk. Ezek
magyarazatul szolgalnak a csokkent proliferacios aktivitasra, valamint felvetik a GRf3
esetleges tumorszuppresszor szerepét is.

Vizsgalatunkban Caco-2 sejtekben a fokozott GRB termelés transzkripcios hatésait
Osszehasonlitottam az IBD vastagbél biopszias mintdkban azonositott génexpresszids
eltérésekkel. Eredményeim alapjan az IBD-ben eltéréen expresszalodo gének kozel
10%-a GRB tultermelés hatasara is megvaltozott. Figyelemre méltd, hogy az IBD
azonos iranyban valtozott a fokozott GRB expresszio hatdsara, mint IBD-ben. Ezek

elsdsorban a sejtadhézioban, a sejtproliferacioban és a sejtmigracidban jatszanak
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szerepet. Koziiliik tobb gént is sikeresen validaltam egyedi qRT-PCR ¢és TagMan
kartydk segitségével. FErdekes, hogy Hela és U20S sejtekben a fokozott GRS
expresszio, bar eltérd aktivacidos mintazattal, de a Caco-2 sejtekhez hasonloan a sejt-
adhézidban ¢€s sejt-extracellularis matrix (sejt-ECM) interakcidban részt vevd géneket
szabalyozott (45). A bélnyalkahartya megfeleld védéfunkcidja és regeneracidja
nagymértékben fligg a bélhamsejtek proliferacios képességétdl, a sejt-sejt és a sejt-ECM
kolcsonhatasoktol. A GRB tultermelés hatasara megvaltozott ECM alkotdk koziil,
példaul a kollagén (COL3AL), galectin-1 (LGALS), oszteopontin (SPP1), oszteonektin
(SPARC) és vimentin (VIM) géneknek jol ismert szerepiik van a fibrozis, nyalkahartya
regeneracié és bakteridlis invazio folyamataiban kisérletes IBD-ben (160-163). A
megvaltozott sejtregeneracid, sejtadhézio és ECM osszetétel osszefiiggésbe hozhato az
IBD kialakulasaval, igy eredményeink a GRB expresszid eddig ismeretlen szerepét vetik
fel a bélhamszovetben (164). Fontos megemliteni, hogy az 0sszehasonlitasnak korlatai
is vannak, mivel a bélszovetet nemcsak bélhamsejtek, hanem immun és stromalis sejtek
is alkotjak. Néhany az IBD-vel kapcsolatba hozott gén expresszidja, (példaul a sejt
adhéziés molekula PECAMI1, kemokinek (CXCL1, CXCL2, CXCL3) ¢és az
antimikrobialis védekezésben szerepet jatszo DEFB1) GRB tultermelés hatasara
ellentétesen valtozott, mint IBD-ben. Ennek magyardzata lehet, hogy az IBD-S
bélszovet mintakban tobb sejttipus is megtalalhatd, illetve az immunhisztokémiai festés
soran nemcsak a bélhamsejtek, hanem fibroblasztok, limfocitak és mononuklearis sejtek
is GRB pozitivitast mutattak (93,156). Mivel az eddigi ismeretek tiikkrében a GRS
sejtspecifikus moddon képes szabalyozni a génexpressziot, ezért a kiilonbozo
sejttipusokban a fokozott GR expresszi6 hatasai igen Osszetettek lehetnek IBD-ben. A
jovében allatkisérletek segithetnek tisztdzni a bélhdmszovetben fokozott GRRB

expresszio szerepét az IBD-ben.

V.3. Az éragének és a teljes GR ritmikus transzkripciéjanak vizsgalata
H295R sejtekben

Munkam soran megvizsgaltam, hogy a H295R sejtvonal rendelkezik-e miikodoképes
cirkadian ordval. Balsalobre ¢és munkatarsa szérum sokk alkalmazéisaval kordbban
sikeresen indukaltak az 6ra géneket emlds fibroblaszt sejvonalon (104). Irodalmi adatok

alapjan a mellékvesekéreg rendelkezik periférids cirkadian oraval (165-167), és
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kisérleteink némileg meglepd moddon igazoltdk, hogy szérum sokk alkalmazésat
kovetden a human mellékvesekéreg karcindmabol izolalt H295R sejtekben is
indukalhat6 a cirkadian 6ra. H295R sejtekben az oragének ritmikus expresszios
mintazata megfelelt a cirkadidn 6ra miikodési mechanizmusanak, ezltal a sejtvonal
alkalmas volt a cirkadian ora tovabbi vizsgalatara.

A mellékvesekéregben taldlhatdo cirkadian ora fontos szerepet jatszik a
gliikokortikoid elvalasztas napszaki ritmusanak kialakitasaban (127). Az ACTH
befolyasolhatja a mellékvesekéregben a PER2 ritmusat, azonban hipofizis eltavolitason
atesett allatokban az oragének cirkadian oszcillacidja valtozatlan, igy az ACTH
egyediili szabalyozo szerepe megkérddjelezhetd (165,168). H295R sejtekben qRT-PCR
mérések soran nem sikeriilt POMC vagy CRH transzkriptumokat kimutatnunk. A
gliikokortikoidok szamos szovettipusban képesek szinkronizalni a cirkadian orat,
azonban a pontos szabalyozd6 mechanizmus még nem teljesen ismert. Periférids
Cushing-betegségben a szteroidok szintézise a HPA tengelytdl fiiggetleniil torténik és a
kortizol szekrécid6 napi ritmusa megsziinik (169,170). A kdzponti szabalyozas
hidnyanak kovetkeztében a mellékvese daganatokban autonom regulacios
mechanizmusok Iéphetnek életbe (170). Korabbi vizsgalataink alapjan kortizol termel6
mellékvesekéreg adenomakban a GRa és GRB expresszio is emelkedett volt. (169)
Asser és munkatarsainak a kozelmultban sikeriilt igazolniuk H295R sejtekben, hogy a
GR autokrin pozitiv modon szabalyozza a kortizol termelést. Mindezek alapjan
feltételeztiik, hogy a gliikokortikoidok a H295R mellékvesekéreg sejtvonal cirkadian
ordjanak szabalyozdsdban is részt vehetnek. Vizsgdlataim sordn kimutattam, hogy
H295R sejtekben expresszalodik a teljes GR, valamint a teljes GR transzkripciod
ritmikusan valtozott. A GR szintek napszaki ritmusa mas szovetekben is ismert, igy a
GR transzkripcidja feltehetéen cirkadian szabalyozas alatt is all (171-173). Mindezen
kiviil a GR transzkripcios aktivitasat is képesek befolyasolni a Cryptochrome o6ragének,
valamint a CLOCK/ARNTL heterodimer (22,174). Mas sejtvonalakkal ellentétben
H295R sejtekben DEX kezelést kovetden nem sikeriilt megfigyelniink a GR negativ
ritmikus transzkripciojat a gliikokortikoid agonista DEX, valamint a nem specifikus
GRa, androgén receptor (AR) és progeszteron receptor (PR) antagonista RU486 kezelés

is megsziintette. Mindezek alapjan gy gondoljuk, hogy a farmakologiai kezelések
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soran megfigyelt ideiglenes GR expresszios valtozasok feltehetéen a cirkadian ora
poszttranszkripcionalis modon is szabalyozodhat, tobbek kozott az mRNS stabilitas
befolyasolasan keresztiil, illetve a ubiquitin-proteaszoma Utvonalon keresztiil torténd
fehérje lebontas altal (34,35,177).

Erdekes modon a szérum megvonast kovetden az aktiv szénen atsziirt Nu-szérumot
tartalmazé tapfolyadékban tartott H295R sejtekben (kontroll csoport) a PER1, PER2,
CRY1 és ARNTL oragének ritmikus expressziot mutattak. Az oragének ritmikus
expressziojat a GR, androgén receptor (AR) és progeszteron receptor (PR) antagonista
RU486 meggatolta. Mivel mas sejtvonalakban kimutattdk, hogy a gliikokortikoidok,
valamint a tesztoszteron és progeszteron szabdlyozhatjak az oOragének miikodését
(178,179), ezért felvetettiik, hogy a H295R sejtek endogén szteroid termelése elegendd
lehet az 6ragének indukcidjahoz. Az endogén szteroid szintézis blokkolasaval elvégzett
kisérleteink azonban nem igazoltak feltételezésiinket. Eredményeim alapjan az 6ragének
oszcillacioja valdsziniileg a szérum éheztetés alkalmazasaval lehet kapcsolatban. A
szérum ¢heztetés, a tapanyag megvonason keresztiil megallitja sejtciklust a GO/G1
fazisban, és az elmult évek kutatasai alapjan kolcsonhatas allhat fenn a sejtciklus €s a
cirkadian o6ra kozott (180). Elképzelhetdé tovabba az is, hogy a szérum éheztetés
érzékennyé valtoztatta a sejteket a tdpoldatban taldlhaté egyes exogén faktorokkal vagy
olyan endogén hormonokkal szemben (a Kkortizolon, a tesztoszteronon vagy
progeszteronon kiviil), melyek a GR-on, AR-on vagy PR-on keresztiil hatnak. A
tapfolyadék Osszetevoi koziil az inzulinrdl és a hemrdl is ismert, hogy in vitro vagy in
Vivo szabalyozhatjak az oragének transzkripcidjat (181-183). A hemrdl kimutattak,
hogy a REV-ERBa természetes ligandja és fokozza receptor represszor aktivitasat
(182). A REV-ERBa. a sajat promoterének gatlasan keresztiil képes szabalyozni a sajat
transzkripcidjat (184), igy mindez megmagyarazhatja REV-ERBa ritmikus expresszidjat
RU486 kezelést kdvetden.

V.4. A GRa és GRB izoformak jelentésége az oragének
transzkripciojanak szabalyozasaban

Megvizsgaltam H295R sejtvonalban, hogy a GRa és GRB izoformak hogyan

szabalyozzak a periférias oragének transzkripciojat. A H295R sejteket az erds GRa
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agonista DEX-nal kezeltem, majd megvizsgaltam az oOragének transzkripcids
valtozasait. DEX kezelést kovetden gyors PER1 indukcio kovetkezett be, ugyanakkor
megszint a PER1 cirkadian oszcillacioja. A ritmus megsziinése feltételezhetéen a DEX
kezelés kovetkeztében kialakult fokozott PER1 stimulacié miatt kovetkezett be. A
PER1 szabalyozasa a GRa-n keresztiil tortént, mivel a nem specifikus GRa antagonista
RU486 sikeresen meggatolta a DEX hatdsat. A GRa kozvetleniil szabalyozza a PER1
transzkripcidjat, a promoterben azonositott funkcionalis GRE-en keresztiil (30,185). A
PER1 gliikokortikoidokkal szembeni kifejezett érzékenysége szerepet jatszhat az
oragének vezérlésében. A PER1 minimalis dozisi DEX-nal torténd ideiglenes
indukcidja vagy kisérletes tiltermelése (tranziens transzfekcid altal) mar elegendének
bizonyult egyes oragének expressziojanak szabalyozasahoz (30,186). Ugyanakkor az
ideiglenes kis dozisu gliikkokortikoid kezelést kovetéen nem alakult ki az oragének
stabil, ritmikus oszcillacidja (30). Korabbi vizsgalatokhoz hasonléan az RU486-tal
torténd kezelése megszakitotta az dragének ritmikus expresszidjat. Mindezek alapjan a
folyamatos GRa, AR vagy PR aktivitas elengedhetetlen lehet az dragének szinkronizalt
ritmusanak fenntartasahoz (187). Kisérleteinkben a DEX kezelés a PER2 expressziot is
megnovelte. A gliikkokortikoidok a PER2 gént sajatos modon, a promoterben talalhato
ARNTL dependens GRE-en keresztiil képesek aktivalni (187,188). A Period gének
mellett megfigyeltik a CRY1 GR dependens indukcidjat is. Reddy és munkatarsai in
silico analizis soran konzervalt GRE kot6helyet azonositottak a CRY1 promoterében.
Erdekes modon azonban a H295R mellékvese, valamint maj sejteken kiviil eddig nem
sikerililt mas sejttipusokban is megfigyelni a gliikokortikoidok CRY1 aktivalo hatdsat
(30,116,117,187). Mindezek alapjan a gliikokortikoidok sejtspecifikus vagy dozis-fiiggd
modon szabalyozhatjdk a CRY1 gén transzkripcidjat. Kisérleteinkben megfigyeltiik a
REV-ERBa gén gatlasat 6 oras gliikkokortikoid kezelést kovetden. Ehhez hasonloan a GR
aktivacio, a REV-ERBoa gén promoterében taldlhatdé nGRE-n keresztiil csokkentette a
transzkripciot majsejtekben is (26,184). Mindezen kiviil 2 6ras DEX kezelést kdvetden
a REV-ERBa és ARNTL gének ideiglenes, GR fiiggetlen indukcidjat figyeltik meg.

Osszességében ugy gondoljuk, hogy a periférids ora vezérlése soran a gliikokortikoidok

crer

PhD munkam soran elsé alkalommal Keriilt vizsgalatra a GRB izoforma szerepe az

oragének szabalyozasaban. Kronikusan emelkedett gliikokortikoid szintek mellett és
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szamos autoimmun koérképben is fokozott a GRB expresszid. Tovabba egyes
proinflammatorikus citokinek is novelhetik a GRB expressziojat. (Osszegezve
Szappanos et al., 2015; Webster et al., 2001). Kisérleteim soran a H295R sejteket GRB-t
overexpresszald plazmiddal transzfektaltam, majd megvizsgaltam az Oragének
transzkripcidjara gyakorolt hatasat. Kimutattam, hogy a GRS izoforma 6nmagaban nem
befolyasolja az dragének expresszidjat, azonban kivédi a DEX REV-ERBa szuppressziot
okoz6 hatasat. Ennek hatterében a GRB GRo antagonista mechanizmusa 4llhat.
Meglepd modon ugyanakkor a GRB overexpresszio nem képes kivédeni a
gliikokortioidok PER1 és PER2 indukal6 hatasat. Reddy és munkatarsai kimutattak,
hogy a PER1 promotere hiperérzékeny a gliikokortikoidokkal szemben (30).
Elképzelheté, hogy a PER1 ¢és PER2 gének joval érzékenyebben reagaltak a
gliikokortikoidokra, mint a REV-ERBa, igy a GRB inkomplett és tranziens
transzfekcioja nem volt elegenddé a GRa antagonista hatas kifejtéséhez. Eredményeink
alapjan a GRB tultermelés modosithatja a gliikkokortikoidok periférids oragénekre
gyakorolt hatdsat, azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy megértsilk a GRB

jelentdségét az oragének szabalyozasaban
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VI. Kovetkeztetések

A GRa ¢és GRB izoformak transzkripcios szabalyoz6 hatdsanak vizsgélata sordn,
kisérleteimbdl az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

1. A Caco-2GRB sejtvonal alkalmas a GRB tultermelés hatasara kialakulo
gliikokortikoid-rezisztencia tovabbi vizsgalatara. Korabbi irodalmi adatok és sajat
vizsgalataim alapjan a GRB izoforma GRo antagonista funkcioja allhat a
gliikkokortikoid-inszenzitivitas kialakulasanak hatterében.

2. A GRS génspecifikus médon a GRa-val azonos irdnyban vagy ellentétesen is, és a
GRa-tol fiiggetleniil, 6nalldan is képes a géntranszkripcid szabalyozasara.

3. A GRS taltermelés szdmos olyan gén transzkripcidjat szabalyozta, melyek az IBD-
ben szenvedd betegek bélhamszovetében az egészségesekéhez képest is eltérden
expresszalodtak. Funkcionalis elemzés soran ezek a kdzos gének a sejtszaporodasban, a
sejtmigracioban és a sejt-sejt interakcidban vesznek részt. Ezek a folyamatok fontos
szerepet jatszanak a bélhamszdvet ép barrier funkcidjanak fenntartdsaban.

4. A GRS izoforma tultermelése morfoldgiai valtozasokat idézett elé a sejtekben és
csokkentette azok proliferacios aktivitasat. A GRB sejtproliferaciot gatld hatdsdnak
hatterében szamos, a sejt novekedésben és proliferacioban szerepet jatszo gének GRB
hatdsara megvaltozott transzkripcioja 4llhat. Mindezek felvetik, hogy a GRS
izoformanak a sejtszaporodas gatlasan keresztiil potencialis tumorszuppresszor szerepe
is lehet. Ez a hipotézis azonban még tovabbi vizsgalatokat igényel, melyet a
munkacsoportunk a késébbiekben tovabb szeretne vizsgalni.

5. A periférias cirkadian ora indukalhatdo H295R sejtekben. A ritmus kialakitdsdban a
szérum sokk/szérum éheztetés alkalmazasdnak volt szerepe, a H295R sejtek endogén
kortizol, tesztoszteron ¢és progeszteron termelése nem volt hatdssal a ritmus
kialakit4sara.

6. A GRa izoforma egyidejlileg, kozvetleniil tobb oOragén transzkripcidjat is
befolyasolta. A GRa aktivaciot kovetden a PER1, PER2 és CRY1 gének stimulalodnak,
mig a REV-ERBo gén expresszioja gatolt. A GRB izoforma Onmagaban nem
befolyasolta az d6ragének transzkripcidjat, azonban feltételezhetéen GRo antagonista
hatasanak kovetkeztében, a REV-ERBa-an keresztiil megvaltoztatja a gliikkokortikoidok

oragéneket szabalyozo hatasat.
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VII. Osszefoglalas

A gliikokortikoidok, tobb mint 70 éve tortént felfedezésiik ellenére még mindig
intenziv kutatdsok targyat képezik. Dolgozatomban a két leggyakrabban tanulményozott
gliikokortikoid receptor, a GRa és GRB transzkripcidt szabalyozd szerepét vizsgaltam.
A GRB expresszid egyes autoimmun betegségekben, tobbek kozott IBD-ben is gyakran
emelkedett. Munkacsoportunk Iétrehozott egy a GRB izoformat stabilan taltermeld
Caco-2GR0 bélhamsejt vonalat, amelyen a GRB szteroid-inszenzitivitas kialakulasaban,
valamint a génexpresszid szabalyozasadban betoltott szerepét tanulmanyoztam. A GRS
fehérje gliikokortikoidok hidnyaban is els6sorban a sejtmagban helyezkedett el. A GRB
tultermelés meggatolta a DEX kezelést kovetd GRa aktivacid transzkripcids hatésait,
ezaltal gliikokortikoid-inszenzitivvé valtozatta a sejteket. Ezen kiviil a GRB szdmos gén
expreszigjat a GRa-tdl fliiggetleniil, 6nalldan is szabalyozta. A GRB altal Caco-2GRS
sejtekben szabdlyozott gének kozel 10%-a az |IBD-ben szenvedd Dbetegek
bélhamszovetében is eltérést mutatott. Ezek elsésorban a sejtproliferacioban, a
sejtmigracioban ¢€s a sejt-sejt kozotti interakciokban vesznek részt. Mindezek alapjan a
GRB tultermelés a gliikkokortikoid-inszenzitivitason tul egyéb, eddig ismeretlen
valtozasokat is okozhat a bélhdmszovetben, melyek szerepet jatszhatnak az IBD
patogenezisében.

Mellékvese daganatokban a kortizol szekrécid diurnalis ritmusa gyakran megsziinik
¢s a HPA tengelytdl fiiggetlen autonom regulaciés mechanizmusok befolyasoljak a
hormontermelést. A mellékvesében taldlhatoé cirkadian ora fontos szerepet tolt be a
kortizol ritmikus elvalasztdsaban, ugyanakkor a gliikkokortikoidok is képesek
szabalyozni a cirkadian orat. Nem teljesen ismert, hogy a gliikokortikoidok milyen
szerepet toltenek be az dragének szabalyozdsaban, ezért dolgozatom masodik részében a
GRa és GRS izoformak hatdsat vizsgaltam H295R sejtvonalban. Kisérleteimmel, els6
alkalommal igazoltam, hogy a H295R sejtek rendelkeznek funkcionalis cirkadian
oradval. A gliikkokortikoidok a GRa-n keresztill H295R mellékvesekéreg sejtekben
egyidejlileg tobb dOragén expresszidjat is szabalyozzak, ugyanakkor a sejtek endogén
kortizol termelése nem elegendd a ritmus kialakitasahoz. A fokozott GRRB termelés az
oragének transzkripcidja koziil a REV-ERBa-n keresztiill megvaltoztatta az éragének

gliikokortikoidok altal torténd szabalyozasat.
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VIII. Summary

Glucocorticoids, even though their discovery for more than 70 years ago, are still
extensively studied. | evaluated the transcriptional effects of the two most frequently
examined glucocorticoid receptor isoforms: GRa and GRB. GRB expression was
frequently elevated in certain autoimmune diseases, including IBD. Our workgroup
developed a stable GR overexpressing intestinal cell line (Caco-2GRB) as a novel tool
for investigation of the role of GRB in the regulation of gene expression. GRB was
located in the nucleus of Caco-2GRS cells even in the absence of glucocorticoids. After
DEX treatment the overexpression of GRf inhibited the GRa-dependent function and
rendered these cells glucocorticoid insensitive. My data further confirmed that GR had
a GRa independent effect on gene transcription. The 10% of genes affected by GRS
overexpression in Caco-2 cells were also differentially expressed in colonic mucosa
samples obtained from IBD patients compared to healthy intestine samples. These genes
play roles in the regulation of cell proliferation, cell migration and cell-cell interactions.
These findings indicate that elevated GRB expression apart from glucocorticoid
insensivity may be involved in yet not characterized transcriptional changes in the
intestine which may have an important role in the pathogenesis of IBD.

The diurnal excretion of cortisol is often disturbed in adrenal neoplasms and the HPA
independent cell autonomus mechanisms regulate the production of glucocorticoids.
The circadian clock in the adrenal cortex plays an important role in the circadian
secretion of cortisol, meanwhile glucocorticoids are able to regulate the circadian clock.
However the mechanism of regulation of clock genes by glucocorticoid is less known,
therefore in the second part of my dissertation | evaluated the regulation of clock genes
by GRa and GRB in H295R cells. I confirmed for the first time that a functional
peripheral clock is present in the adrenocortical H295R cells. Glucocorticoids through
the GRa simultaneously affect the transcription of multiple clock genes, nevertheless
endogenous cortisol production of H295R cells was not sufficient to induce the
rhythmic expression of clock genes. | evaluated for the first time the effects of GRf3
overexpression on clock genes and my data showed that the GRS isoform may modify

the entrainment of peripheral clocks by glucocorticoids through REV-ERBa.
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