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Roviditések jegyzéke

AR - adenozin 1 receptor

A2aR - adenozin 2A receptor

AzR - adenozin 2B receptor

AsR - adenozin 3 receptor

AC - adenilat ciklaz

ARNO - ARF nukleotid-kot6hely-nyitd

ATP - adenozin-5'-trifoszfat

2M - béta-2-mikroglobulin

BCA - bicinkoninsav

Bcl-2 - B-sejtes limfoma-2

CAMP - ciklikus adenozin-monofoszfat
COPD - kréonikus obstruktiv tiidobetegség
CRE - cAMP valaszado6 elem

CREB - cAMP vilaszelem-koto fehérje

CtsD - katepszin D

D2R - dopamin 2 receptor

DAMP - karosodashoz kapcsolodd molekuldris mintak
DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's Medium
EEAl - korai endoszémalis antigén 1

FAK - fokalis adhézios kinaz

FBS - fotalis szarvasmarha szérum

G2L2 - Gas-2 like 2

GABA - gamma-amino-vajsav

GAPDH - glicerilaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
GLT-1 - glutamat transzporter-1

GPCRs - G fehérje-kapcsolt receptorok

GRKs - G fehérje-kapcsolt receptor kinazok
IF - immunfestés

IFNy - interferon gamma
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IL-10
IL-6

IPM®
JNK3
LAMP1
LAMP2
LMP
LPS
MAPK
MHC
MS
MVB
MyD88
NECAB2
NF
NMDA
NO
NPC1
NSF
NTD
PAMP
PBS

PD

PIC

PKA
PMSF
pre-pro CtsD
pro-A-SMaz
PRR

interleukin-10

interleukin-6

immunprecipitacid

egér peritonealis makrofagok

Jun N-terminélis kinaz 3
Lizoszéma-asszocialt membran protein 1
Lizoszoma-asszocialt membran protein 2
lizoszoma membran permeabilizacio
lipopoliszacharid

mitogén-aktivalt fehérje-kinaz

6 hisztokompatibilitasi komplex
tomegspektrometria

multivezikularis test

mieloid differencialodasi faktor 88
neuronalis kalcium-kotd fehérje 2
nukledris faktor
N-metil-D-aszparaginsav

nitrogén-oxid

Niemann-Pick C1 fehérje
N-etil-maleimid-érzékeny fuziés fehérje
N-terminalis domén

patogén-asszocialt molekularis mintazatok
foszfattal pufferelt s6oldat

pull-down

proteaz inhibitor koktél

protein kinaz A
fenilmetilszulfonil-fluorid

pre-pro katepszin D

pro-savas szfingomielindzt

mintazatfelismerd receptorok



PSEN1 - presenilin 1

RA - reumatoid arthritis

RIPA - radioimmunprecipitacios assay puffer

RNS - reaktiv nitrogéngyok

ROS - reaktiv oxigéngyokok

SAP102 - 102 kDa szinapszishoz kapcsol6do fehérje

SM - szkler6zis multiplex

TG - tioglikolat

TGF - transzformald novekedési faktor

TIR - Toll / interleukin-1 receptor

TLR - Toll-like receptorok

TNF-a - tumor nekrozis faktor-o

TRAX - transzlin-asszocialt fehérje-X

TRIF - TIR-domén tartalmu adaptert tartalmazo6 indukalo interferon-f3
TRPML1 - tranziens receptor potencial csatorna mukolipin 1
WB - Western blot

XIAP - X-kapcsolt apoptozis-gatlo fehérje

YTH - ¢lesztd két-hibrid



1. Bevezetés

Munkam soran az adenozin 2A receptor (A2aR) szerepét tanulmanyoztam egér makrofag sejtek
vezikularis transzportfolyamataiban. A makrofagok fontos feladatokat latnak el az emlésok
¢lettani folyamataiban, folyamatosan monitorozzak és kapcsolatot tartanak a kornyezetiikkel.
A gyulladasos folyamatok lekiizdésében kiemelt szerepiik van, ugyanis képesek felismerni,
bekebelezni és eliminalni a patogéneket. Az immunrendszer T- és B-sejtjeit aktivaljak, valamint
citokineket, kemokineket, reaktiv oxigén- €s nitrogén-szarmazékokat €s prosztaglandinokat
termelnek. Az AcaR-fiiggd jelatvitel a makrofagokban kulcsszerepet jatszik a gyulladas

szabalyozasaban. A sejtfelszini A2aR-0k szabalyozzak a gyulladasos folyamatokban részt vevo

crer

crer

lebomlasat szabalyozd folyamatok nem teljesen ismertek. Példaul az AoaR C-terminalis
doménjérdl és a vele kolcsonhatasba 1épd fehérjékrdl ismert, hogy szabalyozzdk a receptorok
ujrahasznositasat, bar nem vilagos, hogy a potencialis A2aR-ral kdlcsonhatasba 1ép6 partnerek
milyen szerepet jatszanak a makrofagokban. Ezért arra torekedtiink, hogy azonositsuk azokat
az AcaR-ral kolcsonhatasba 1ép6 fehérjéket makrofagokban, amelyek hatdssal lehetnek a
receptorok megjelenésére és aktivitasra. A molekularis és funkcionalis vizsgalatok arra
mutatnak ra, hogy ez a kdlcsonhatas kulcsfontossagl lehet az adenozin éltal kozvetitett hatasok

szabalyozéasaban a gyulladasos folyamatokban.



2. Irodalmi attekintés

2. 1. Az adenozin szerepe az €10 szervezetben

Az adenozin élettani szerepét mar 1927-ben felfedezték, amikor szivizomsejteken
bizonyitottak, hogy az adenin jelenléte képes lassitani a szivritmust (Drury és Szent-Gyorgyi,
1929). Majd a 80-as években igazoltak az adenozin szerepét a szupraventrikularis tachycardia
diagnosztizalasaban és kezelésében (Belhassen és Pelleg, 1984). Azota mar nemcsak a
kardiologia terén, hanem szélesebb korben folynak kutatasok az adenozin emberi szervezetben
betdltott szerepérdl (Borea és munkatarsai, 2018). Az adenozin egy endogén purin nukleozid,
melynek alapallapotban az intersticialis térben alacsony a koncentracidja ¢és a szinaptikus
vezikulakban sem talalhato meg (Hasko és Cronstein, 2013). Azonban hipoxia, ischaemia,
gyulladas vagy szoveti karosodas hatasara a sejten beliili adenozin-5'-trifoszfat (ATP) lebomlik,
¢s megnd az adenozin szintje. Az adenozin ATP defoszforilalasaval keletkezik. Ha elér egy
kritikus sejten beliili koncentraciot, nukleozid transzporterek segitségével kilép a sejten kiviili
térbe. A transzport két iranyban mikodik, specifikus nukleozid-hordozon keresztiil. Az
adenozin kilépve a sejten kiviili térbe, aktivalja a célsejtek felszinén elhelyezkedd adenozin
receptorokat és jelatviteli utvonalat indit el annak érdekében, hogy visszaallitsa a
homeosztazist. Védi a sejtet a talzott gyulladastol, valamint autokrin és parakrin médon jelzi a
kornyez6 szoveteknek a lehetséges karosodast (Antonioli és munkatarsai, 2013). A sejten kiviili
atalakulasat (Antonioli és munkatarsai, 2013). Az emberi szervezetben az extracellularis
adenozin elsésorban a sziv, a tiid6, a bél, az agy és az immunsejtekbdl szarmazik. Az adenozin
a sejtfelszini receptorahoz kotédve kozvetleniil befolyasolhatja az adenozin eléallitd sejtek

vagy a szomszédos sejtek miikodését is (1. abra) (Bynoe és munkatarsai, 2015).
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1. dabra. Az adenozin egy purin-nukleozid, amelyet a szervezet szamos kiilonbozd szerve termel.
Ezek kozé tartoznak a sziv, a tiido, a bél, az agy és az immunsejtek. A sejtek altal termelt
adenozin viszont az adenozint eldallito sejtekre vagy a szomszédos sejtekre is hathat, ezdltal

modulalja a miikodésiiket (Bynoe és munkatarsai, 2015 alapjan szerkesztett dbra).

2. 2. Adenozin receptorok szerkezete

Az adenozinreceptorok a purinerg receptorok Pl osztalyaba tartoznak. Az integralt
membranfehérjék legnagyobb csaladjaba, a G-protein-kapcsolt receptorokhoz (GPCR)
tartoznak (Carpenter és munkatarsai, 2017). Az adenozin altal medialt jelatvitel az adenozin
receptorokon keresztiil valosul meg. Az adenozin receptoroknak négy féle altipusa van: Aj,
Aoa, Az és Az (Bertil és munkatarsai, 2001; Olah és Stiles, 2000). Mind a 4 altipus G-fehérje-
kapcsolt 7-transzmembran receptor. Az N-terminalis domén extracellularisan, a C-terminalis
pedig a sejtplazmaban helyezkedik el. A hélixek 25-30 aminosavbol allnak, Osszesen hat
hurokkal kapcsolodnak (Jacobson és munkatarsai, 2009). Az N-terminalison tobb glikozilacios
hely is megtalalhato, mig a C-terminalis rész foszforilalodhat, illetve palmitoilalédhat, emellett
a C-termindlis szerepet jatszik a receptor deszenzitizaciods és internalizald mechanizmusaiban.
Az AR ¢és AoaR képes heteromert alkotni. Ez egy olyan makromolekularis komplex, mely két

G-protein-kapcsolt receptorbol all. Ilyenkor ellenkezé hatast valt ki a ciklikus adenozin-
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monofoszfat (CAMP)-fiiggd intracellularis utvonalban. A receptorok a sejtfelszinen érzékelik
az adenozin koncentraciot és kiilonbséget tesznek alacsony és magas nukleozid szintek kozott.
Ha az adenozin szint alacsony, az AiR aktivalja a Gi proteint, ami csokkenti az adenilat ciklaz
(AC) aktivitast, protein kinaz A (PKA) szintet és a gamma-amino-vajsav (GABA) felvételt.
Ezzel szemben, ha az adenozin szintje magasabb, az A>aR-hoz fog kapcsolodni és a Gs protein
aktivalasan keresztiil elinditja az AC-CAMP-PKA kaszkadfolyamatot és ndveli a GABA
felvételt. A human AzaR elsddleges fehérjeszerkezete eltér a receptorcsalad tobbi tagjaétol.
Szemben a masik harom adenozin receptorral, rendelkezik egy 122 aminosavbdl allo, flexibilis
intracellularis doménnel, mely lehetévé teszi, hogy nemcsak receptorként funkcionaljon,
hanem fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitdsaban is részt vegyen (Keuerleber ¢és
munkatarsai, 2011; Borea és munkatarsai, 2018). Mivel a palmitoilezési hely az A2aR-bol
hianyzik, a C-terminalis domén szabadon mozoghat az intracellularis térben (Keuerleber és
munkatarsai, 2011). Tovabba a receptor szerkezetvizsgalatai (rontgenkrisztallografias, illetve
nukledris magneses rezonancia (NMR) spektroszkopids vizsgalatok) azt mutatjak, hogy a
receptor C-termindlisan a 307-412 aminosav kozotti szakasza rendezetlen szerkezeti
egységeket tartalmaz, igy potencidlis célpont a funkciondlis vizsgalatok elvégzéséhez és
esetleges kolcsonhatd fehérjék azonositasara (Carpenter és munkatarsai, 2016; Ye és

munkatarsai, 2018; Lee munkatarsai, 2019) (2. abra).

Extracellularis tér

00000000000000000000004° $e606ca00ac000000000000

3
18400068800000000900000 QU TY

\

~ ) ‘v Intracellularis tér

// /
L Yé )

C-terminalis domén

2. dabra. Az AR szerkezeti modellje. 4 kapcsos zarojellel kiemelve az AoaR C-terminalis

doménje lathato. (https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/P29274) (Jumper és munkatarsai, 2021;

Varadi és munkatarsai, 2022)
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2. 3. Az adenozin receptorok eloszlasa az emlés szervezetekben

Az adenozin receptorok jelen vannak az emlés szervezet szamos szovetében és igen valtozatos
eloszlast mutatnak. Hatdsai kiterjednek tobbek k6zott a kozponti idegrendszerre, szivre, tiidore,

vesére, illetve az immunrendszerre.

Lizoszomak
A NS
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/%\
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|
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Y
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3. abra. Az adenozin és az adenozin receptor altipusokhoz kapcsolodo mdasodlagos hirvivo

molekulak bemutatdsa (Antonioli és munkatarsai, 2013 alapjan szerkesztett abra).

A kozponti idegrendszerben mind a négy altipusit AR kifejezédik (3. abra), emiatt szamos
kutatas célpontja az Alzheimer-kor, Huntington-kor, Parkinson-kor, epilepszia, akut- és
kronikus stresszel kapcsolatos betegségek kutatasa teriiletén (Boison és munkatarsai, 2010). Az
adenozin agyi hatasait foként az A1R és AxaR kozvetiti. Az AR receptor foleg az excitatorikus

szinapszisokban fordul el ¢és fontos szerepet jatszik a fizioldgids szinaptikus atvitel
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szabalyozasaban. Az AiR aktivacioja az N-tipusi kalciumcsatorna kalciumaram gatlas €s
kaliumaramokon keresztiil hiperpolarizalja a sejteket és igy befolyasolja a transzmissziot. Ez
csokkenti a glutamat felszabadulasat és az N-metil-D-aszparaginsav (NMDA) hatasainak
gatlasat, megtartja az agyban az AjR-fliggd gatld tonusokat, ami szamos agyi allapotban és
kozponti idegrendszeri betegségben eldnyds (epilepszia, ischemia, fajdalom). Az AR
agonistadk azonban az atrioventrikularis blokkhoz kapcsol6do kardiovaszkuléaris mellékhatasok
révén lassitjak a szivet. Valamint az AiR deszenzitizacidja csokkenti az AiR agonistak

neuroprotektiv hatasat, mely alulszabalyozashoz vezet (Borea és munkatarsai, 2018).

A heteromer struktardk kialakitsa ¢és az ezaltal végbemend folyamatok alapjan elmondhato,
hogy az A>aR mennyisége és aktivacidja vagy gatlasa részt vesz mas jelatviteli utvonalak
szabalyozasaban is. Az A2aR szerepet jatszik a szinaptikus plaszticitasban, eldsegiti a glutamat
felszabadulast és fokozza az NMDA receptor aktivalasanak hatasait. Az AaR gatolja a
glutamat felvételét segitd6 glutamat transzporter-1-t (GLT-1) és stimuldlja a glutamat
felszabadulast az asztrocitakban (Borea és munkatarsai, 2018). AgR-bol kevesebb fejezddik ki
az agyban, de az asztrocitakban megtalalhato. Az A:sR-0k az angiogenezisre is hatassal vannak
¢és kozvetett szerepet jatszhatnak hipoxiaban és ischémiaban. Agyi ischémia esetén azonban az
Az receptorok kezdetben védo funkciokat latnak el, felerdsitve az Al receptorok hatésat, és igy
gatolvan az ingerl0 szinaptikus atvitelt. Hosszabb aktivalas esetén azonban no az excitotoxicitas
¢s a karosodas kockazata. Az AszR védd vagy karos szerepe tehat az ischémids epizdd

sulyossagatol és id6tartamatol fiigg (Borea és munkatarsai, 2018).

Az adenozin a szivre komplex hatast fejt ki, melyben az A1 és Az receptorok vesznek részt. Az
A1R aktivalasa csokkenti a szivfrekvenciat, valamit csokken a szivizom Osszehuzddasanak
ereje €s az ingeriiletvezetés sebessége is. Az AxaR preszinaptikus antikolinerg hatast fejt ki,
valamint gatolja az AV- és sinus-csomo aktivitasat. Az antiarrhytmias hatast supraventricularis
tachycardiaban alkalmazzak (Eltzschig, 2009). Az A;aR-ok a sziv ereinek falaban talalhato
simaizomban és az endotéliumban fejezOdnek ki és a koszoru-érrendszer szabalyozasaban
vesznek részt. Az AoaR kardioprotektiv hatasa erds gyulladasgatld hatasanak kdszonhetd. Az
AoaR és AgR-0k is hasznosak lehetnek az atherosclerosisban, ugyanis csokkentik az

érrendszeri sériiléseket.

A makrofagok a mononuklearis fagocitdk heterogén populacioi, amelyek megtalalhatoék a
keringésben monocitakként, vagy kiilonféle szovetekben makrofagokként. A fertézott vagy
sériilt szovetekbe torténd toborzasuk utan a monocitak kiilonféle differenciadlodasi folyamatok
utan makrofagokka differencidlodnak. A makrofagok az immunrendszer fontos elemei és a
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gyulladdsos reakciok f6 szabalyozdi, valamint kulcsszerepet jatszanak a talzott
szovetkarosodas kialakulasaban és csokkentésében, a citokintermelés szabalyozasaban is. Az
adenozin receptorok mind a négy altipusa kifejezddik a monocitdkon és a makrofagokon is,
azonban a monocitakon az A1R és AsR -0k, a makrofagokon pedig az A2aR €s A2gR-0k vannak
legnagyobb szamban jelen. A receptorok sejtfelszini mintdzata megvaltozik az érés sordn és a
késdbbiekben ez fogja meghatirozni az adenozin sejtpopulaciora gyakorolt hatasat (Hasko és
munkatarsai, 2013). Az adenozin a gyulladasos folyamatokban szabalyozza a
monocitak/makrofagok altali citokin termelést, ugyanis a makrofagokbdl szarmaz6 mediatorok
fontos résztvevoi a gyulladdsos valaszoknak. Az adenozin csokkenti a gyulladdsos citokinek
termel6dését, mint pl.: tumor nekrozis faktor-o (TNF-a), interleukin-6 és 12 (IL-6, IL-12). A
gyulladascsokkent6 citokinek felszabadulasat fokozza, mint pl.: interleukin-10 (IL-10), amire
azért van sziikség, hogy ne érje tulzott karosodas a szoveteket (Haskd és munkatarsai, 2013,

Kuhel és munkatarsai, 2000).

Az A1R-ok gatlasa kedvezéen modosithatja a gliikdz homeosztazist azaltal, hogy befolyasolja
az oxidativ stresszt és az immunsejtek hatdsait. Kutatasok igazoljék, hogy védelmet nytjthat az
¢letkorfiiggd anyagcsere rendellenességekkel szemben, mint pl.: gliikéz intolerancia,
inzulinrezisztencia, elhizas (Borea és munkatarsai, 2018). Az AzgR antagonistak hasznalatat
mar javasoltak szkler6zis multiplex (SM) betegek terapidjaban, olyan tanulmanyokat kdvetden,
amely szerint a farmakologiai AzgR blokkolas csokkentette a kozponti idegrendszeri
karosodast. Az AsR polarizalt modon lokalizdlodik a neutrofil sejtmembranok €lén, és ezzel
kemotaxist €s migraciot indukal. A fertdzésekben fontos szerepiik van, Segitik a neutrofil
granulocitakat a korokozok eliminalasaban. Az AsR-ok aktivalasa a periférias hizosejtek H1
receptoraira hat és ez befolyasolja a kizosejtek felszinén a hisztamin felszabadulast. Emellett

az AsR aktivalas hipotermiat indukal, mely segithet csokkenteni a gyulladast.

Az AiR-kal kapcsolatban megfigyelték az antiproliferativ hatasokat vastagbélrakban,
mellrdkban, glioblastoma ¢és leukémia sejtekben. Az AiR kulcsfontossagl szerepet jatszik a
a sejtapoptozis stimulalasa révén. Az immunsejtek fontos szerepet jatszanak a daganatok elleni
kiizdelemben, valamint a hipoxiads daganatokban megnovekedett adenozin képes rontani a

daganatos sejtek citolitikus effektor immunsejtek felismerését.

Az adenozin az A;aR-on Keresztiil stimulalja a T-reg valaszokat, a T-Sejtes immunvalasz
elmaradas indukalasaban is részt vesz, valamint az NK sejtek aktivitasat gatolja, ezaltal
eldsegiti a tumor terjedését €s metasztazist. Ezért, mint azt kordbban is emlitettiik, az A2aR

13



antagonistak hasznosak lehetnek a daganatos megbetegedés elleni immunvélasz fokozasaban.

Az AxaR emberi szervezetben betdltott funkcioit a 4. dbra foglalja 6ssze.
Sziv-és érrendszer
ﬁ Vazodilatacié

Kardioprotektivitas
Antikolinerg hatas

=
]
Idegrendszer g
Glutamat felszabadulas \ /
NMDA receptor hatasainak
fokozbédasa Immunrendszer

Gyulladdsos reakciok és

Motoros aktivitas szabalyozasa e ;
y citokintermelés szabdlyozasa

Sebgyogyulas
Angiogenezis

\ VEGF termelés fokozasa

Daganatos megbetegedések
Daganatok immunszuppressziojanak

befoly4solésa ’
Apoptézis /

Created in BioRender.com bio

4. dabra. Az AR szabdlyozo szerepének osszefoglalasa az emberi szervezetben.

2. 4. Az A2aR jelatviteli mechanizmusa

A G-protein-kapcsolt receptorok a membranfehérjék legnagyobb csaladja az emberi genomban,
¢s a sejtmembranon keresztiili jelatvitel révén kiilonboz6 biologiai folyamatok medidtorai. Az
AoaR egy prototipikus A osztalya GPCR. Aktivalaskor az A2aR bekapcsolodik a Gsofy
eredményezi. A rontgenkrisztallografia ¢és a krioelektronmikroszkdp fejlédésének
kdszonhetden nagy felbontasban tanulméanyozhatjuk a GPCR-ok szerkezetét, beleértve az
AoaR-t, mind inaktiv allapotukban, mind G-fehérje komplexalt aktiv allapotukban (Huang és
munkatarsai, 2021). Az A2aR-nak a legnagyobb az affinitidsa az adenozinhoz. A receptorok

aktivalasa haromféle jelatviteli utvonalon valdsulhat meg.
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(i) A klasszikus utvonal a cAMP kozvetlen szabalyozasan alapul. A receptor aktivaciojakor
fokozza az adenilat-ciklaz aktivitast, aminek kdvetkeztében n6 a cAMP szintje, tigy, hogy ATP-
bl cAMP keletkezik. A cAMP képes a PKA szabalyozo alegységéhez kapcsolddni és
levalasztja a katalitikus alegységrél. Ez a katalitikus alegység szamos célfehérjét (pl.
ioncsatornakat) foszforilal, igy felerdsiti a sejtbe érkezo jelet. Egy masik utvonal szerint az
aktivalt PKA foszforilalja a CRE-ko6té fehérje (CREB) transzkripcios faktort, ami ezaltal
aktivalodik és megkoti a CREB-kot6 fehérjét, ami serkenti az RNS polimeraz I molekula
aktivitasat. Ennek hatasara a promoterikben CAMP valaszaddé elem (CRE) motivumot

tartalmazo gének atirodnak (Borea és munkatarsai, 2018) (5. abra).
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5. dbra. Az AoaR altal kozvetitett jelatviteli utvonal. Az AoaR stimuldcio noveli az adenilat-ciklaz
(AC) aktivitasat, a cAMP-termelést, a protein-kinaz A-t (PKA) és a cAMP-valaszado elem-koto
fehérje (CREB) foszforilaciojat. Az AKT, p38, ERKI1/2 és JNKI1/2 protein kindzok az A2AR

aktivacio kovetkeztében aktivdalodnak (Borea és munkatdrsai, 2018 alapjan késziilt abra).

(i) Az B-arresztin kozremiikodésével megvalosuld utvonalrdl azt kell tudni, hogy a f-
arresztinek a receptor endocitdzisaban €s a szignaltranszdukcioban toltenek be fontos szerepet.
Az endocitozisban résztvevd fehérjéket és kiilonbozd szignadlmolekulakat toboroznak a

receptorokhoz és Osszekapcsoljak a G-protein-kapcsolt receptorokat kiilonbozo jelatviteli
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utvonalakkal. Az agonistaval stimulalt receptor endocitozis soran a P-arresztinek endocita
adapterként, masnéven ,scaffold” fehérjeként funkciondlnak ¢és fehérjékkel 1épnek
kolcsonhatasba, mint pl.: a klatrin és AP2 klatrin adapter, N-etil-maleimid-érzékeny fuzios
fehérje (NSF), ARNO. El6szor kozismertté valt, hogy a B-arresztinek jelatviteli adapterként
mikodnek. Kapcesolodnak az agonista kotott f-adrenerg receptorhoz, az Src tirozin-kinazhoz,
amely részt vesz a MAPK utvonalak Ras-fiiggd aktivalasaban. A B-arresztin két kotdpartnere a
MAPK ¢és a Jun N-terminalis kindz 3 (JNK3). Ily médon, az olyan jelzOmolekulédkkal, mint az
Src, Raf-1, Akt, ERK1/2, JNK3, MDM2 ¢és IB ,scaffold” komplexek a [-arresztinek
jelatalakitojaként miikodnek, a MAPK, p53 és NF- kB-fiiggd utvonalakon keresztiil (Ma és

munkatarsai, 2007).

(iii) A jelatvitel egy harmadik mechanizmuson keresztiil is megvalosulhat, amikor az A2aR mas
fehérjékkel alkot heterodimereket. Korabban mar megfigyelték, hogy az A2aR heterodimert
alkot dopamin 2 receptrorral (D2R). Az interakcio kolcsonds antagonizmust eredményezhet.
Ezt részben a membrant kompartmentekbe torténd Gjraeloszlasa kozvetitheti, amelyek kevésbé
kedveznek a G-fehérjékkel torténd kapcsolodasnak. Valdjaban a Do/Aoa receptor heteromerek
mobilitasukban kiilonboznek a DzR-oktél (Thurner és munkatarsai, 2014). A G-protein-
kapcsolt receptorokrdl korabban azt gondoltak, hogy a sejten kiviilrdl érkezd jelet kizardlag
intracellularis masodlagos hirvivokké alakitjak at. Ma mar azonban az is ismert, hogy a G-
fehérje-kapcsolt receptorok a G-fehérjétdl fliggetlen mechanizmusokon keresztiil is képesek a
jelpalyakat aktivalni. Pl.: ,scaffold” fehérjeként transzmembran vagy citoszolikus fehérjéket
toboroznak. A G-fehérjével kolcsonhatasban 1évo receptorok fontos szerepet jatszanak a
receptor-ligandum komplex specifikus szabalyozasaban (receptor aktivitast szabalyozo
fehérjék), a receptor endocitdzisdban (P-arresztinek, Arf6, RalA, foszfolipdz D2), a
sejtfelszinen torténd expresszioban (PSD95) és a receptor ,,recycling” mechanizmusaban

(SAP97) (Magalhaes és munkatarsai, 2012).

2. 5. A2aR deszenzitizacio

A receptor agonista folyamatos vagy ismételt alkalmazdsa a receptor altal medialt
valaszreakciot eredményez. A receptor kinetikaban ezt deszenzitizacionak nevezik. A gyors
deszenzitizaci6 alapjaul szolgald mechanizmusok magukban foglaljak a receptor

foszforilacidjat a G-fehérjéhez kapcsolt receptor-kinazok (GRK) tagjainak koszonhetben és
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ennek eredményeként kotédnek az P-arresztin  molekuldkhoz. Ez abban segiti a
deszenzitizaciot, hogy a receptort levalasztjak a G-fehérjérél, mely megvaltoztatja a receptor
funkciojat. A deszenzitizaciot kovetéen a GPCR-k arresztin-fiiggd modon internalizalddnak a
klatrinnal bevont vezikuldkon keresztiil, ami a receptor esetleges intracellularis
defoszforilaciojahoz vezet, és ujra beilleszthetd a sejtmembranba, hogy reszenzitizalt allapotba
Iépjen. A hosszabb ideig tartd agonista aktivalds atjuttatja az internalizalt receptort egy
lizoszomalis vezikulaba és ezt kdvetden a receptornak csdkken az aktivitasa. Az A2aR gyorsan
csokkenti az aktivitast, altalaban koriilbeliil egy oran keresztiil. A gyogyszerfejlesztések
szempontjabol fontos megérteni a receptorok deszenzitizacidjanak folyamatat és szabalyozasat.
Az AxaR deszenzitizaciot tobb, idben kiilonallo, agonista-fiiggd folyamat kozvetiti. A révid
ideig tartd agonista alkalmazasa az ApaR altal stimuldlt adenilat-ciklaz aktivitas gyors
deszenzitizacidjat valtja ki, amely maga utan vonja, hogy csokken a receptor Gs-fehérje
kapcsolodas mértéke és az A>aR agonista-stimulalt foszforilacidja. A hosszabb ideig tarto
agonista kezelés azonban a teljes receptor mennyiség csokkenését vonja maga utan. A folyamat
soran bekovetkezd szerkezeti valtozdsok a C-termindlison mennek végbe (Sheth ¢és

munkatarsai, 2014).

2. 6. AoaR kolcsonhato fehérje partnerek

Az AoaR hosszi C-terminalis doménnel rendelkezik, mely foszforilalodhat, illetve a
palmitoilalodhat is. Mivel a palmitoilezési hely az A>aR-bol hianyzik, a C-terminalis domén a
szabadon mozgoghat az intracellularis térben (Keuerleber és munkatarsai, 2011). Mint azt mar
korabban is emlitettem, a receptor C-terminalisan a 307-412. aminosav koOzotti szakasza
rendezetlen szerkezeti egységeket tartalmaz, igy potencidlis célpont esetleges kolcsonhato
fehérjék azonositasara (Carpenter és munkatarsai, 2016; Ye és munkatarsai, 2018; Lee
munkatarsai, 2019). A kolcsonhatdé fehérjék azonositasa azért fontos, mert a jelatviteli

folyamatokban betdltott szerepe mellett ujabb funkciokat is megismerhetiink.

Az alébbi fehérjéket mar azonositottak, mint A2aR kolcsonhato fehérjéket (1. Téablazat): 102
kDa szinapszishoz kapcsolddo fehérje (SAP102), a-aktinin, kalmodulin, neuronalis kalcium-
koto protein 2 (Necab2), Transzlin-asszocialt fehérje-X (TRAX), ARF nukleotid-koétéhely-
nyité (ARNO) (Keuerleber és munkatarsai, 2011). Tovabba azonositottak még a Gas-2 like 2-t
(G2L2) (Wu és munkatarsai, 2013) és a HSP90-et, mint az A>aR partnerét (Bergmayr és
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munkatarsai, 2013). Munkacsoportunk altal azonositott kolcsonhato fehérjék a katepszin D

(CtsD) proteaz (Skopal és munkatarsai, 2022) és az NPC1 fehérje (Skopal és munkatarsai,

2023).

1. Tablazat: Azonositott A2aR kélcsonhato partnerek

Név/UniProtkB
/Swiss-Prot No.

Funkcid

Referencia

o-Aktinin Kikotés az aktin citoszkeletonhoz — Burguefio ¢s munkatérsai,
receptor Gjrahasznosulas 2003

ARNO Sziikséges a tartos MAP-kinaz Gsandtner és munkatarsai,
stimulaciohoz 2005; Charalambous és

munkatarsai, 2008

CtsD A CtsD egér makrofagokban kotddik az | Skopal €s munkatarsai, 2022
AoaR C-terminalis doménjéhez és
proteolitikusan lebontja az A2aR-t,
ezaltal szabalyozza a receptor
expressziojat egér makrofagokban. Az
AxaR aktivalasa noveli a CtsD érését és
enzimatikus aktivitasat makrofagokban.

D2R GPCR - “cross-talk”, kolcsonos Fuxe és munkatarsai, 2005
antagonizmus

HSP90 “Chaperon” fehérjék - szabalyozzak az Bergmayr ¢és munkatarsai,
AzaR “folding”-jat és endoplazmatikus 2013
retikulumbol valo kilépését

Kalmodulin Kalciumkoté fehérje - az AzaR Ca?* - Woods és munkatarsai, 2008
fiiggd modulatora

NCS-1 Idegsejt kalciumkété fehérje - Ca? ™ - Navarro és munkatarsai,
fliggd moédon modulélja az AxaR altal 2012
kozvetitett “downstream” jelatvitelt

NECAB?2 Modulalja a sejtfelszini expressziot €s az | Canela és munkatarsai, 2007
AcoaR ligandfliggd internalizaciojat -
interakcio esetén a MAPK kaszkad
fokozodik

NPC1 Niemann-Pick C-1 fehérje. A2aR Skopal és munkatarsai, 2023
aktivalasa csokkenti az NPC1 mRNS és
fehérje expresszidjat a plazmamembran
¢s a citoplazma régioban.

SAP102 Szinapszis asszocialt fehérje 102 - Thurner és  munkatarsai,
szabalyozza az AxaR alacsony 2014
mozgékonysagu részéhez valo
hozzaférését

USP4 Deubikvitindl6 enzim — Felgyorsitja a Milojevic ¢és munkatarsai,
receptor ER-exportjat 2006

Translin- A transzlin kot6-partnere - megmenti a Sun és munkatarsai, 2006

asszocialt p53-hianyt a PC-12 sejtek

protein-X differencidlodasaban
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A striatopallidalis neuronokban megtaldlhatdé A;aR és a SAP102 kotddése a C-termindlis
disztalis részén torténik. A SAP102-vel vald kolcsonhatas lelassitja a receptor mobilitasat. Az
a-aktinin egy f6 F-aktin térhalositd fehérje, melynek 4 izoformaja van. Az AxaR az a-aktinin
1-hez kotddik és ezaltal a citoszkeletonhoz kapcsolodik. Az a-aktinin felgyorsitja az A2aR
internalizalodasat. A kalmodulinnak az A>aR €s a D2R heterodimer képzddésében van szerepe.
Mind az A.aR, mind a D2R-ok posztszinaptikusan helyezkednek el a kozvetett
(striatopallidalis) Gt neuronjaiban, ahol a D2R aktivalasa stimulalja, mig az AzaR aktivalasa
akadalyozza a motoros program elinditasat. A kalmodulin kotddik a harmadik intracellularis
hurok aminoterminalis végéhez, €s gatolja a G-fehérje receptor altali aktivalodasat. Kalcium
hianyaban a kalmodulin csak nagyon alacsony affinitassal kotddik rokon motivumahoz a D2R-
on. Szamos kalmodulin-antagonista nagyon erds D2R antagonista is. A Necab2 kalcium-fiiggd
moédon kotédik az ApaR C-terminalisahoz. Kotddése fokozza az AoaR-on keresztiili jelatvitelt.
A TRAX egy RNS-kot6 fehérje, mely szintén az AoaR C-termindlisahoz képes kotddni. Az
ARNO a receptor C-terminalisdnak proximalis részéhez kotddik. Ez a kolcsonhatas tehetd
felel6ssé a MAP kinaz A2aR altali tartos aktivalasaért (Keuerleber és munkatarsai, 2011). A
GSL2 kotédése az AxaR-hoz fokozza az adenilat-ciklaz aktivitasat, mely szinergista
kolcsonhatasrol tesz tantibizonysagot (Wu és munkatarsai, 2013). A HSP90 hésokk fehérjék
feladata az, hogy megakadalyozzak az AxaR-ok id6 el6tti bekeriilését az endoszomalis
retikulumba (Bergmayr és munkatarsai, 2013). Az AiR és az AoaR kolcsonhatas jelent6ségét a
guanozin hatasokban funkcionalis tesztekkel (azaz cAMP-szint meghatarozasokkal) is
alatamasztottak, mivel a guanozin csak kétszeresen expresszaldé AiR és AzaR sejtekben
blokkolta az AzaR agonista altal kozvetitett hatisokat. Erdekes médon, mig a guanozin nem
befolyasolta az AiR/A2aR heteromer képzddését, csokkentette az A2aR agonista altal
kozvetitett sejtimpedancia valaszokat. Az eredmények azt mutattak, hogy a guanozin altal
kivaltott hatasok megkovetelhetik az AiR és az AzaR egyiittes expresszidjat, igy azonosithatd
egy molekularis szubsztrat, amely lehetévé teheti a guanozin altal kozvetitett valaszok
Osszehangolasat. Azt feltételezték, hogy az A1R és A2aR kolcsonhatasa allhat a guanozin altal
kozvetitett hatasok mogott, amely heteromerizacio révén alakul ki. Igy az AiR/AzaR heteromer
a guanozin feltételezett molekularis célpontja. Valojaban kimutattak az A1R/A2aR heteromerek
1étezését a striatalis neuronok preszinaptikus termindlisaiban, amelyek szabalyozzak a glutamat
felszabadulasat, igy adenozinkoncentracio-fliggd kapcsoldként miikddik. EbbOl arra lehet
t aktivalja az A1R/A2aR heteromeren beliil (azaz gatolja a glutamat felszabadulasat), mig az

adenozin kozepes vagy magas koncentracioja szintén aktivalja az A2aR-t, amely az A1R-A2aR
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alloszterikus kolcsonhatas révén antagonizalja az A1R funkcidt, ezaltal megkdnnyiti a glutamat
felszabadulasat (Lanznaster és munkatarsai, 2019). A University of Reading bioinformatikai
web  szerverrel  (http://www.reading.ac.uk/bioinf/PINOT/PINOT _form.html)  végzett
szamitogépes analizis eredményeképpen sikeriilt még azonositani tovabbi 22 kolcsonhatd
fehérjét. Az analizisek ¢€lesztd két-hibrid modszeren, ko-immunprecipitacion és fluoreszcencia

modszereken alapultak (Tomkins és munkatarsai, 2020).

2. 7. AZ A2aR szerepe a makrofagokban

A velesziiletett immunrendszer fontos feladata, hogy megvédje a gazdaszervezetet az idegen
korokozoktol, allergénektdl és kiilonbozo, szervezetiink szdmdra idegen anyagoktol (pl.
gyogyszerek, mérgek). Velesziiletett immunrendszeriink sejtes és humoralis (keringd
komplement fehérjék, defenzinek, bizonyos citokinek és velesziiletett immunsejtek altal
kivalasztott kemokinek) komponensekbdl all. A velesziiletett immunsejtek hamsejtekbdl,
endotelialis sejtekbdl, granulocitakbol (neutrofilek, bazofilek, eozinofilek és hizdsejtek),
monocitakbol, makrofagokbol, természetes 616sejtekbdl, dendritikus sejtekbdl, valamint T- és
B-limfocitakbol allnak. Ezek a velesziiletett immunsejtek fenntartjdk az immunhéztartast és
szabalyozzdk az adaptiv immunrendszert, antigént bemutato sejtekként mitkddve, valamint
egyéb jelzémolekulakat biztositanak, amelyek sziikségesek a hatékony adaptiv
immunvalaszhoz, valaszként fertdzésre vagy mas steril kronikus gyulladdsos betegségekre,
beleértve az allergiat, az autoimmunitast, a daganatos megbetegedéseket és anyagcsere-

betegségeket, az 1-es tipusu diabetes mellitust és az elhizast stb. (Kumar és munkatarsai, 2019).

Az ¢élet fenntartdsdhoz nélkiilozhetetlen velesziiletett immunrendszer a fertdzés korai
szakaszaban elpusztitja és eliminalja a kérokozokat. A gyulladasos reakciok akkor kezdédnek,
amikor a receptorok felismerik a korokozokbol szarmazé specifikus molekularis mintazatokat.
A patogén-asszocialt molekularis mintazatok (PAMP) mikroorganizmusokbo6l szdrmaznak, és
mintazatfelismerd receptorok (PRR) ismerik fel dket, amelyek megtalalhatok a velesziiletett
immunsejtekben. Ezzel szemben a karosodashoz kapcsoloddé molekularis mintak (DAMP) egy
traumara, iszkémiara vagy szOvetkarosodasra valaszolva immunreakciot aktivalnak,
fliggetleniil a patogén fert6zés jelenlététol. A Toll-like receptorok (TLR) csiravonal altal kodolt
mintazatfelismerd receptorok, amelyek kozponti szerepet jatszanak a gazdasejtek

felismerésében és a mikrobialis korokozokra adott valaszokban (Hirayama és munkatarsai,
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2017). A TLR-ek ligandumként ismerik fel a baktériumokbol vagy virusokbdl szarmazo
kiilonféle komponenseket. A lipopoliszacharidot (LPS)-t, amely a gram-negativ baktériumok
sejtfalanak alkotéeleme, a TLR4-MD2 komplex, a baktériumok lipopeptidjeit és peptid-
glikanjait a heterodimer TLR2 / TLR1 és TLR2 / TLR6 ismeri fel. Ezen kiviil a nukleinsavakat,
példaul a bakterialis genomi DNS-t vagy a virus RNS-t detektalni lehet a fagoszomaban
kialakulo TLR3, TLR7, TLRS8 és TLR9 altal (Hirayama és munkatarsai, 2017). A TLR-ck altal
felismert jelek aktivaljak a ,,downstream” jel kaszkadjat az adaptormolekuldkon keresztiil, mint
példaul a mieloid differencialodasi faktor 88 (MyD88) és a Toll / interleukin-1 receptor (TIR)
domén tartalmi adaptert tartalmazé indukalé interferon-p (TRIF), és aktivaljak azon
transzkripcios faktorokat, mint példaul NF-kB-t, amelyek a génexpresszio indukciojat

eredményezik (Hirayama és munkatarsai, 2017).

A monocitak/makrofagok a csontveldben 1év0 progenitorokbdl szarmaznak, és onnan
bekeriilnek a periférids vérbe. A homeosztazis és gyulladas sordn a keringd monocitak
elhagyjak a véraramot és a szovetekbe vandorolnak, ahol makrofagokka differencialédnak helyi
novekedési faktorok, proinflammatorikus citokinek és mikrobidlis termékek képzodését
kovetéen (Shapouri-Moghaddam és munkatarsai, 2018). A makrofagoknak szamos funkcioja
van, mint pl.: korokozok, fertdzott és elpusztult sejtek, illetve sejttérmelékek fagocitozisa,
antigén prezentalds a feldolgozott antigének megjelenitésével a f0 hisztokompatibilitasi
komplexhez (MHC) tarsitva, kiilonb6zd tipusu citokinek eldallitasa (IL-1, IL-6, TNF-a). Az
adenozin elsésorban a 2A tipust receptoran keresztiil szabalyozza a makrofagok altali citokin
termelést a gyulladasos folyamatokban. Csokkenti a pro-inflammatorikus citokinek (IL-1p, IL-
6, TNF-a) szintjét és fokozza az anti-inflammatorikus citokinek (IL-4, IL-10) képz6dését. A
makrofagokon az adenozin receptorcsalad tagjai koziil az A2aR fejezddik ki a legnagyobb
szamban. Ezen kiviil fontos szerepet toltenek be a gyulladasos betegségek elérehaladasaban,
daganatos megbetegedésekben és az atherosclerosisban. Kiilonb6z6 korokozok altali fertézés a
monocitak toborzasat inditja meg a fertdzés helyére, ahol korlatozzak a mikrobialis novekedést
és invaziot. Tovabba eldsegitik a szovet helyreallitasat és a sebgyogyuldst. A makrofagok
polarizacidjanak, toborzasanak és funkcidinak ismerete betekintést nytjthat az 0j terapidk
kifejlesztéséhez. Fokozhatjdk az antimikrobidlis védekezést vagy a karos gyulladas
tompithatjak. A helyi citokin kdrnyezet képes iranyitani a makrofagok polarizaciojat. Két
kiilonboz6 makrofag alpopulécio 1étezik. Az M1 a klasszikusan aktivalt vagy gyulladasos, az
M2 pedig az alternativ modon aktivalt vagy gyulladas gatlo makrofagok csoportja. Az M1

makrofagok szabalyozzédk a szovetkarosodast és a gyulladdsra adott valaszokat. Az M2
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makrofagok azonban kulcsfontossagiiak a gyulladas megsziintetésében. Az M2 makrofagok
felelosek az elhalt sejtek, sejttormelékek eltakaritasaért (Shapouri-Moghaddam és munkatarsai,
2018).

A makrofagok legismertebbek a mikrobak elleni hatékony velesziiletett immunvalasz
beinditasaban, amely a PAMP felismerésével a PRR-on keresztiil valésul meg (Pozzi és
munkatarsai, 2005). A fagocitozist kovetéen a makrofagok -elpusztitjdk a legtobb
mikroorganizmust. Kiilonb6z6 molekuldk eldallitaisaval és a T-sejtek antigénjeinek
bemutatasaval a dendritikus sejteken kiviill a makrofagok is orientdljak az adaptiv
immunvalaszt, amely az idegen anyagokra vagy a tumoros sejtekre specifikus limfocitak
terjeszkedéséhez és differencidlodasahoz vezet (Gordon és Taylor, 2005; Preynat-Seauve ¢€s
munkatarsai, 2006). A makrofagok heterogén sejtpopulaciot alkotnak, és zavaro funkcionalis
plaszticitast mutatnak a dinamikus mikrokornyezeti jelekre reagalva (Mills és munkatarsai,
2000; Kuroda és munkatarsai, 2002; Mosser, 2003; Murray és Wynn, 2011). A T helper (Th) 1
¢s Th2 limfocitdkkal parhuzamosan a makrofagokat M1 és M2 fenotipusokba soroltdk. A
makrofagok M1 vagy ,.klasszikus” aktivacigjat TLR agonistak indukaljak. Ezt a folyamatot
akar Th1 citokin-interferon gammaval (IFNy), akar nélkiile végzik el, és gyulladasos fenotipust
eredményeznek (Mosser és Edwards, 2008; Biswas és Mantovani, 2010). Az M1 makrofagok
a Thl immunvalasz er6s promoterei (Hasko és munkatarsai, 2000). Antiproliferativ és
citotoxikus aktivitassal rendelkeznek, amelyek reaktiv oxigén- és nitrogénfajtak, példaul
hidrogén-peroxid, szuperoxid, nitrogén-oxid (NO), valamint peroxinitrit és gyulladasgatld
citokinek. Az adenozin szerepe a klasszikus makrofag aktivacio szabalyozasaban mar elég
részletesen tanulmanyozott folyamat. Az adenozin M1 makrofagokra gyakorolt szabalyozo
hatasait foleg az A,aR-ok kozvetitik. Az A2aR hidnyos egerek farmakoldgiai kezelésekkel
torténd kombindcidjaval kimutattdk, hogy az adenozin gatolja a TNF-a, az IL-6 és az IL-12
felszabadulasat, és fokozza az IL-10 termelését LPS vagy baktériumok altal aktivalt

makrofagok révén, tobbnyire AoaR-okon keresztiil (Cronstein és munkatarsai, 2013).
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2. 8. A makrofagok immunrendszerben betoltott szerepe — A katepszinek
bemutatasa

A makrofagok a velesziiletett immunrendszer fagocitald sejtjeinek egyik f6 tipusa. Fontos
feladatuk a baktériumok, virusok vagy mas idegen részecskék felderitése, bekebelezése,
elszallitasa és megsemmisitése, amelyek veszélyesek lehetnek a szervezet egészségére ¢és
megfeleld miikodésére. A patogének felismerési folyamatiban a makrofagokon kifejez6do
mintazatfelismerd receptorok vesznek részt €s biztositjak, hogy meg lehessen kiilonboztetni a
testidegen anyagokat. A baktériumok felismerését kovetden a célsejt a fagoszomaba kebelezi
be az anyagot, majd a lizoszomaval fuzionalva fagolizoszomat képez. Ezt a kompartmentet
savas pH, aktiv proteolitikus ¢és lipolitikus enzimek és a 1égzési lanc termékeinek jelenléte
jellemez, beleértve a reaktiv oxigéngyokoket (ROS) és a reaktiv nitrogéngyokoket (RNS). Ezek
az események végiil a baktériumok pusztuldsdhoz vezetnek, és lehetové teszik a peptid
antigének feldolgozasat, amelyek késobb az MHC Il. osztalyt molekuldkon mutatkoznak be,
ami a segitd T sejtek aktivacidjahoz vezet, valamint serkenti a megszerzett immunvalaszt. Ezért
a makrofagok, mint antigénprezentald sejtek, hidat képeznek a nem specifikus (velesziiletett)
¢s a specifikus (adaptiv) immunitas kozott (Benoit és munkatarsai, 2008). A makrofagok, mint
hatékony felderiték, fagocitdk és antigén prezentald sejtek, katepszinek jelenlétének
koszonhetéen képesek végrehajtani feladataikat, amelyek szerepet jatszanak a velesziiletett
(PRR-jelatvitel, korokozoolés, apoptdzis) és adaptiv (antigén feldolgozas és prezentacio)
immunvalaszok szabalyozasaban. A Kkatepszinek szerkezetileg a proteazok heterogén
csoportjaba tartoznak, amelyeket el6szor fehérjebontod aktivitast intracellularis enzimeként
irtak le enyhén savas kornyezetben. Jelenleg a Kkatepszin elnevezés a két szerin proteazra
(katepszin A és G), két aszpartil proteazra (katepszin D és E) és tizenegy lizoszomalis cisztein
proteazra (katepszin B, C, F, H, K, L, O, S, V, X és W) vonatkozik (Benoit és munkatarsai,
2008). A legtobb esetben az lizoszomalis lokalizacio ellenére bizonyos koriilmények kozott a
katepszin felszabadulhat a lizoszoméakbol a citoplazméba, ahol proapoptotikus funkciokat
latnak el a kaszpazok aktivalasaval ¢és a mitokondriadlis proapoptotikus tényezdk
felszabadulasanak elsegitésével. A makrofagok a katepszin gének és fehérjék széles skalajat
fejezik ki, de az enzim expressziojanak és aktivitasanak szintje gyakran fiigg a makrofag
altipusatol és aktivacios allapotatol. Az aszpartil protedzok tilnyomorészt az antigén-prezentalod
sejtek endoszomalis és/vagy lizoszomalis kompartmentjeiben oszlanak el. Makrofagokban a
katepszin D kifejezédése nagymértékben differencialodas-fiiggd és a monocitak makrofagokka

torténd érése soran megnovekszik. A katepszin proteazok a makrofagok két f6 funkcionalis
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fenotipusra torténd differencialodasa soran megkiilonboztethetdk: a klasszikus aktivacios
fenotipus M1 és alternativ aktivacios fenotipus az M2 (Benoit és munkatarsai, 2008). Az, hogy
az M1 és M2 makrofagok a polarizacié melyik iranyaba indulnak el, az az altaluk kivaltott
immunvalasz jellegén alapul. Az interferon gamma (IFN-y) és/vagy LPS altal indukalt M1
makrofagok nagy mennyiségli nitrogén-monoxidot (NO), ROS-t és gyulladasos citokineket,
példaul tumor nekroézis faktor alfat (TNF-a), IL-1B-t, IL-6-t és az IL-12-t termelni, tehat
alkalmasak a baktériumok elleni erés valasz kialakitasara (Benoit és munkatarsai, 2008). Ezzel
szemben az M2 makrofagok eldallithatok IL-4 vagy IL-13 stimulacidval, és nagy mennyiségii
gyulladascsokkentd citokint, példaul 1L-10-t és transzformalo novekedési faktor (TGF)-B-t
valasztanak ki, ezért az M2 makrofigok nem hatékonyak a baktériumok eliminicidjdban
(Benoit és munkatarsai, 2008). A nyugalmi MO makrofagok stimulalasa IFN-y-val olyan
aktivalt M1-makrofagok képzddését eredményezi, amelyek globalisan felfelé szabalyozzak a
katepszin-mRNS-eket, példaul katepszin B, C, E, G, H, O, S, V, W és Z, kivéve a katepszin F,
L és K mRNS-t, ahol az IFN-y kezelés utan a Kkatepszin F mRNS a legkevésbé
szabalyozott/legkevésbé befolyasolt (Pires és munkatarsai, 2016). Ezen kiviil a kulcs
katepszinek, azaz a makrofagok miikodését szabalyozo katepszin B, L és S mRNS expresszioja
¢és aktivitasa jelentdsen megnd az M2 makrofagokban (Salpeter és munkatarsai, 2015). A
makrofagok kezelése a katepszin C aktiv monomerjével megkonnyiti azok polarizaciojat az M1
fenotipus felé fokalis adhézios kindz (FAK) altal indukalt p38 mitogén-aktivalt protein-kindz
(MAPK) / nuklearis faktor (NF)-kp jelatviteli t aktivalasan keresztiil (Alam és munkatarsai,
2019). A bél makrofagjait az M2 fenotipus felé polarizalhatja a bél mikrobiomja altal
kezdeményezett TLR-4 jelatvitel utjan szekretalt katepszin K (Li és munkatarsai, 2019). Ebbdl
azt allapithatjuk meg, hogy a katepszinek a makrofagok differencidlodasanak és miikodésének
szabalyozoiként kulcsfontosdgu szerepet toltenek be, és befolyasolhatjak a fert6z6 €s mas
betegségek kimenetelét (Szulc-Dabrowska és munkatarsai, 2020). A pepsztatin A penetratin az
aszpartil proteazok hatékony inhibitora (Zaidi és munkatarsai, 2007). Albee és munkatarsai
megallapitottak, hogy a pepsztatin A gatolhat tovabbi aszpartil proteazokat, koztiik a katepszin
E-t, a pepszint vagy a renint. Azonban a pepsztatin A penetratin gatlo hatasa elsésorban a CtsD
enzim gatlasat jelenti, mert ez a legnagyobb mértékben kifejezd intracellularis aszpartil protedz
(Albee ¢s munkatarsai, 2007). Immunsejtekben az aszpartil proteazok koziil elsésorban CtsD
termel6dik, mig a katepszin E mRNS és fehérje expresszidja is nagyon alacsony

(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CTSE#expression).
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2. 9. A lizoszéma feladata a makrofagokban

A lizoszémakat el6szor Christian de Duve biokémikus azonositotta 1955-ben, amikor
tanulmanyozta a szénhidrat-anyagcserét, az inzulin mechanizmusat a majban és egy enzim
szerepét, amelyet akkoriban hexdz-foszfatnak (és késobb gliikkoz-6-foszfatnak) neveztek el.
Stirliség-gradiens centrifugalas alkalmazasaval és frakciondldsaval de Duve négy {6 frakciot
azonositott a maj homogenizdtumban: mag, nagy szemcsék (tobbnyire mitokondriumbol
allnak), kis szemcsék (mikroszomak) és feliiliszo. A gliik6z-6-foszfatot a mikroszoma
frakcioban azonositottak (Hers és munkatarsai, 1951). A biokémiai enzimatikus elemzés
alapjan de Duve ¢és csoportja feltételezte, hogy a savas foszfatazt Ggy kell bezarni a
membranvezikulakba, hogy az enzim ne szivaroghasson ki és a szubsztrat ne keriilhessen be
(Berthet és munkatarsai, 1951). A lizoszomat morfologiailag el6szér 1956-ban figyelték meg,
amikor azt Novikoff elektronmikroszkdp alatt azonositotta, aki kés6bb kifejlesztette a savas
foszfataz festést a lizoszomak morfoldgiai azonositasahoz (Novikoff és munkatarsai, 1956).
Azota mar tobb mint 50 kiilonb6z6 enzimet azonositottak a lizoszomakon beliil. A lizoszomak
tobbnyire szétszorodnak a citoplazmaban, de az ingerek hatasara koncentralodhatnak is. A
lizoszoma intracellularis mozgéasa sziikséges a megfeleld6 miikodéshez, és bebizonyosodott,
hogy ez a sejtben szorosan szabalyozott modon kovetkezik be (Li és munkatarsai, 2016). A
belsd teriik savas, tobbnyire hidrolaz enzimek alkotjak. Ebbdl kovetkezik, hogy a lizoszomak
kulcsfontossaguak az intracellularis lebomlasi folyamatokban (Dean és munkatarsai, 1975),
mint példaul az intracellularis emésztésben és az autofagiaban (Luzio és munkatarsai, 2007;
Eskelinen és munkatarsai, 2009). Az endocitozis Gtjan (pinocitozis vagy fagocitozis események
kovetkeztében) bekeriilt anyagok membrannal koriilhatarolt vezikulakba keriilnek, valamint
autofagoszomak emésztéséhez a lizoszomak Gsszeolvadnak a vezikulakkal, hogy az enzimjeik
hozzaférhessenek tartalmukhoz (Bright és munkatarsai, 2016; Levine és munkatarsai, 2004;
Hissa és Andrade, 2017) (6. abra).
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6. dabra. A lizoszomak kozponti szerepe az endocitozisban, fagocitozisban és a

membranjavitasban (LUzio és munkatdrsai, 2007 alapjdn szerkesztett dbra).

A lizoszoma f6 funkcidja, hogy lebontsa az endocitozis vagy az autofagia altal bekebelezett
makromolekulakat olyan primer komponensekre, amelyek a sejtplazmaba visszavezethetdk,
annak érdekében, hogy ujra belépjenek az anabolikus reakciokba. Ha nem képes lebontani
ezeket a makromolekulakat, vagy lebomlasi termékeiket a citoszolba transzlokalni, az anyagok
rendellenes felhalmozodasa a lizoszomakban lizoszomalis és cellularis diszfunkcidkat okoz.
Jelenleg koriilbelill 6tven lizoszomas tarolasi rendellenességet ismeriink, amelyek koziil sok
neurodegeneracioval, sulyos szervelégtelenséggel vagy korai halalozassal jellemezhetd
(Ballabio és Gieselmann, 2009; Platt és munkatarsai, 2012). A lizoszémalis elvaltozasoknak
szerepe lehet a daganatos megbetegedések kialakulasaban, az érelmeszesedés, valamint az
Alzheimer- és Huntington-kor negativ kimenetelével is dsszefliggésbe hozhatd. A sejt-, illetve
szoveti karosodasok megakadalyozasdhoz a sejteknek ki kell iiriteniiik az dsszes lizoszomalis
fehérjét. A sejtek szamos sejten beliili transzportfolyamatot bonyolitanak le, amelyek jonnan
szintetizalt lizoszomalis membrant vagy oldhato fehérjéket szallitanak a sejteken beliili térbe

(Staudt és munkatarsai, 2017).

A sejtbe valo felvétel utan a sejten beliili bels6 vezikulak ¢és tartalmuk a valogatd vezikulan
keresztiil végleges helyiikre keriilnek. Leggyakrabban ez magaban foglalja a korai endoszomak
vezikularis transzportjat, valamint az endoszomak, a késdi endoszomak és a lizoszomak
ujrafeldolgozésat. A korai endoszomak képezik az elsd transzport stadiumot a felvétel utan, ez

leginkabb a klathrin altal kozvetitett utvonalhoz kapcsolodik. Ennek a kompartmentnek a pH-
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ja ~ 6,5, ami kedvez a ligandum-receptor disszociacionak. Sok receptor Ujrahasznosuld
endoszomakba jut, és visszavezet a plazmalemma felé, ahol ottmaradhatnak, vagy ujra
kotddhetnek és felvételre keriilhetnek, ha tobb ligandum-molekula marad elérheté (Mellman és
munkatarsai,1996). A korai endoszomalis antigén 1 (EEAL) egy széles korben hasznalt korai
endoszoma marker, szerepét leirtak a ,,recycling” Gitvonalakban is (Jovic és munkatarsai, 2010).
Az EEA1 az endoszoma dokkolo- és fuzios mechanizmusok esszencialis fehérjéje. Az EEAL
fehérje egy hosszu spiralis tekercses kozponti domént tartalmaz, amely a dimerizacidhoz
sziikséges. Tovabba tartalmaz két cink-ujj domént, egy C-terminalis FY VE domént, amely a
foszfatidil-inozitol-3-foszfat megkotéséért felelds, és egy N-terminalis C2H2 domént. Az
EEALI a Rab csalad kis GTP-kot6 fehérjéihez kapcesolodik. Ezek a tulajdonsdgok membrankstd
¢és fuziot indukalo aktivitast biztositanak az EEA1-nek, mivel miutan az endoszoéma membran
az EEAl-hez asszocial, az endoszomakat elinditja a késobbi fuziohoz (Baroja-Mazo és
munkatarsai, 2019). A legtobb vezikulum tartalma és bizonyos esetekben a receptorok késoi
endoszomakba, majd lizoszomakba jutnak. Mindkét kompartment savas és lebonto enzimeket
tartalmaz, de bizonyos komponensek koncentracidja, mint példdul a LAMP, jellemzobb a
lizoszomakra. Ezekben a kompartmentekben a pH-érték ~ 5,5-re, illetve ~ 4,5-re csokken, ami
lehet6vé teszi az emlitett lebontd enzimek katalitikus aktivitasat (Luzio és munkatarsai,2007).
A lizoszoma-asszocialt membran protein-2-t (LAMP2), mint lizoszomalis membranfehérjét mi

1s haszaltuk kisérleteinkben, mint lizoszoma markert.

A vezikularis transzportot magaban foglal6 sejtszintli folyamatok molekularis mechanizmusa
¢s szabalyozidsa nagyon Osszetett. Emiatt, ¢és mivel ezek a folyamatok szorosan
Osszekapcsolddnak szamos sejtfunkcioval, a vezikularis transzport szdmos betegségben jatszik
szerepet, mint példaul a neurodegenerativ rendellenességek (Mosesson és munkatarsai, 2008,
Xu és munkatarsai, 2018., Manthe és Muro, 2014). A legtobb esetben ezek a diszfunkciok az
emésztetlen anyagok aberrans felhalmozodasdval jarnak egyiitt a lizoszomas és az autofag
kompartmentekben, ami jellemzden tapanyaghidanyhoz, megvaltozott jelatvitelhez vagy
anyagcseréhez, apoptozishoz és gyulladasos folyamatokhoz vezet, s ezek hozzajarulhatnak a
betegség progresszidjahoz (Manthe és Muro, 2014; Muro, 2018).

A lizoszoma luminalis, integralt membran és periféridhoz tarsulo fehérjék specifikus készletetét
tartalmazza. A lizoszomalis lumen tartalmaz savas hidrolazokat, amelyek fontos lebonto
funkciokat latnak el, pl.: lebontjak a kiilonféle szubsztratokat. A lizoszomalis lumen savas pH-
jat a membranba agyazott vakuolaris-ATPaz tartja fenn. Ezen kiviil a lizoszomalis membran

tartalmaz erésen glikozilezett LAMP fehérjéket, amelyek megvédik a lizoszoma membrant a
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lebomlastol. Tartalmaz még ioncsatorndkat és az ionhdztartadst fenntartd transzportereket,
koleszterint és mas lipidszallitokat, oldott hordozokat, amelyek részt vesznek a cukrok
exportjaban. A lizoszomalis membran tartalmazza a nukleozidok, aminosavak és a lizoszomak
lebomlasanak egyéb termékeit, valamint SNARE-ket, amelyek kozvetitik a lizoszomak fiziojat
mas organellumokkal. A lizoszomak a fehérjék ¢és fehérjekomplexek dinamikus
célpontjai €s annak tapanyag- és ndvekedési faktor szignalokat transzdukalod szabalyozoi is.
Valamint transzkripcios faktorok, példaul TFEB és TFE3, amelyek szabalyozzak a lizoszoma
biogenezist, az autofagia és az energia-anyagcserét. Vannak faktorok, amelyek elésegitik a
adapter vagy ,scaffold” komplexek, amelyek parositjdk a lizoszoémakat mikrotubulus
motorokhoz, példaul kinezinekhez és dinein-dinaktinhoz; valamint kicsi GTP-azok, amelyek

az 0sszes fent emlitett molekula toborzasat és aktivalasat szabalyozzak (Ballabio és Bonifacino,

2020).

2. 10. A katepszin D proteaz jellemzése

A CtsD egy lizoszomalis aszpartil endopeptidaz (7. abra). A durva endoplazmatikus
retikulumban keletkezik, mint prokatepszin D. A szignal peptid eltavolitasa utan M6P-receptor-
fliggd vagy fiiggetlen tton a lizoszomaba keriil. Amikor belép a savas kozegli endoszomalis €s
lizoszoémalis kompartmentbe, a 44 aminosavbol all6 N-terminalis propeptid hasitasa egyszali
intermedier aktiv enzimformat eredményez, mely 48 kDa molekulatomegli human CtsD.
Tovabbi hasitas utan kapjuk a globularis szerkezetii CtsD érett formajat. Az érett forma konnyti
(14 kDa) és nehéz lancokbol (34 kDa) all, melyek nem kovalensen kapcsolédnak egymashoz.
A CtsD érésében a cisztein protedazok és a CtsD autokatalitikus aktivitdsa tehetd feleldssé.
Normal fizioldgias koriilmények kozott a proCtsD a lizoszémaban foglal helyet (Benes és
munkatarsai, 2008). A CtsD tobb betegség kutatasanak kozéppontjaban all, mint pl.: az
Alzheimer-kor és atherosclerosis. Emellett tumormarkerként is hasznaljak emlérakban, mint
fliggetlen prognosztikai faktort (Benes és munkatarsai, 2008, Anantaraju ¢s munkatarsai, 2015).
A CtsD protedz funkcioi kozé tartozik a sejten beliili fehérjék metabolikus lebontédsa, a
polipeptid hormonok aktivalésa és lebontésa, valamint az enzimatikus prekurzorok aktivalasa.

Szintén feladata, hogy szabalyozza a programozott sejthalal folyamatat (Benes és munkatarsai,
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2008). A CtsD lebontja a részlegesen degradalodott vagy abnormalis szerkezetet mutatd
fehérjéket. A proteolitikus hasitas kovetkeztében ezek a fehérjék inaktivalédnak. A CtsD eltérd
hatékonysaggal bontja az alabbi fehérjéket: hemoglobin, a-globulin, B-globulin
(szarvasmarha), szérum albumin (human), fibrinogén, kollagén. A CtsD enzim aktivatorai pl.:
glicin-etil-észter, foszfolipidek, polifoszfatok. Inhibitorai pedig az a-2-macroglobulin és a

pepsztatinok (Minarowska és munkatarsai, 2008).

7. abra. Rontgenkrisztallografiaval meghatdrozott szerkezet alapjan késziilt modell a CtsD-rél
(Protein Data Bank (www.rcsb.org). A CtsD kristalyszerkezete, amely kék szinnel mutatia az
N-terminalis domént (1-188. AA), arany szinnel a C-termindlis domént (189-346. AA),
rozsaszinnel a domének kozotti régiot (160-200. AA), valamint a fontos aszparaginsavakat és a
lebeny maradékokat (mas néven hajtiihurok). A kétési rés folott fiiggolegesen egyetlen hosszii
[-szalas szerkezet (a lebeny régio: AAT2-87) helyezkedik el, kozvetleniil szemben pedig egy
rugalmas, lebenyszerii hurokszerkezet (301-310. AA). Az dbra a CtsD konformdcios dinamikdt
hivatott bemutatni. Az dbran a Gly79, Met391, Asp33, Asp223 aminosavmarékok vannak
jeldlve (Arodola és Soliman, 2016).

A lizoszoma sejtalkotdé membranjanak sériilése kovetkeztében a CtsD kiszabadul a
sejtplazmaba, ahol kolcsonhatasba léphet mas fehérjékkel. Ezt a folyamatot lizoszoma
membran permeabilizacionak (LMP) nevezik (Appelgvist munkatarsai, 2013) és hatasara egy
olyan szignalizacios kaszkad indul el, mely apoptdzishoz vezethet. Az LMP mechanizmusaval
egyidejiileg katepszinek és protonok szabadulhatnak ki a lizoszomabol. A CtsD proteolizise

pH-fiiggd. A katepszinek savas pH-n nagyon aktivak, azonban a sejtplazma semleges pH-jan
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inaktivva valnak. Ennek ellenére stabilizalodhatnak, ha szubsztrat kotddik hozzajuk. Képesek
még percekig megtartani proteolitikus aktivitasukat a sejtplazmaba kiszabadulva is, mellyel
lehetOvée teszik a tranziens aktivitast. A lizoszoma membran karosodasa, illetve a porusképzés
a CtsD kiszabadulasahoz vezethet. A lizoszoma stabilitasat és a programozott sejthalal
bekovetkeztét befolyasolja a lizoszoma koleszterintartalma, a membrankomponenst ért
karosodasok, a membran szerkezetében torténo kisebb modositasok, valamint a membran
fluiditasanak valtozasa. Azok a lizoszomak, amelyeknek nagyobb a mérete, vagy magasabb a
vastartalma, hajlamosabbak elveszteni az stabilitasukat (Appelqvist munkatarsai, 2013).
Korabban mar azonositottak az alabbi fehérjéket, mint a human CtsD sejtplazmaban talalhato
szubsztratjait és igazoltak az apoptozis indukalasaban bet6ltott szerepét: szfingozin-kinaz-1, X-

kapcsolt apoptozis-gatld fehérje (XIAP), B-sejtes limfoma-2 (Bcl-2), kaszpazok (8. abra).
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8. dbra. A Katepszinek szubsztratjai a sejtplazmaban az apoptozis sordan (Appelgvist és

munkatdrsai, 2013 alapjan késziilt dbra).

Makrofagsejtekben a legnagyobb mennyiségben a CtsD aszpartil protedz fejezédik ki. A
katepszin E az enzimcsalad masik tagja, de ez a proteaz még mRNS szinten is csak alacsony
mértékben expresszalodik. Ennek ismeretében, kisérleteinkben az aszpartil proteaz inhibitor,
pepsztatin A penetratint alkalmaztunk (Kannapan és munkatarsai, 2008) a CtsD specifikus

gatlasara.
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Korabban mar megfigyelték, hogy a CtsD aszpartil proteaz szerepet jatszik a TNF receptor
klatrin-medialt internalizaciojaban és lebontasaban, mely mechanizmus soran a receptor egy
ugynevezett multivezikularis testbe flizddik le. A folyamat soran a kovetkezd jelatviteli ut
valosul meg: az endocita utvonal mentén a TNF-receptorok 6sszeolvadnak a transz-Golgi
vezikulakkal, amelyek pro-savas szfingomielinazt (pro-A-SMaz) és pre-pro katepszin D-t (pre-
pro CtsD) tartalmaznak, és igy multivezikularis testeket (MVB) alkotnak. A multivezikularis
testeken beliil a kaszpaz-8 aktivalja a kaszpaz-7-et, amely viszont az A-SMaz aktivaciot indukal
a pro-A-SMaz hasitasaval. Az A-SMaz altal generalt ceramid kivaltja a CtsD aktivaciojat,
amely képes az apoptdzis kozvetitésére a Bid hasitasaval, a tBid generalasaval ¢s a kaszpaz-9
aktivalasaval. Ezutan a kaszpaz-9 aktivalja a kaszpaz-3-at az apoptozis végrehajtasara (Tchikov

¢és munkatarsai, 2011).

2. 11. A Niemann-Pick C-1 fehérje jellemzése

Az NPC1 az 6sszes szovetben megtalalhat6, de a legnagyobb mértékben a majban fejezodik ki.
Fontos szerepe van az intracellularis koleszterin homeosztazis szabalyozdsaban, ezért
széleskortien vizsgalt fehérje (Cluzeau és munkatarsai, 2012; Yu és munkatarsai, 2014).
Megallapitottak, hogy az endocitozist kovetden az LDL2 a lizoszomdba keriil, ahol koleszterin-
¢sztereit savas lipaz hasitja, hogy szabad koleszterint szabaditson fel sejtes felhasznalasra
(Brown és Goldstein, 1986). A Niemann-Pick C-1 (NPC1) fehérje 1278 aminosavbol épiil fel.
13 transzmembran hélixet tartalmaz. Tovabba harom domént tartalmaz, amelyek a késoi
endoszoma/lizoszoma lumenjébe nytlnak, négy kis luminalis hurokbdl, hat kis citoplazmatikus
hurokbol és egy citoplazmatikus nytalvanybol all (9. abra). Az NPC1 az endoplazmatikus
retikulumban szintetizalodik, érését a Golgiban folytatja és végil az késoi
endoszomak/lizoszomak alkotorésze lesz. Az NPC1l C-terminalisan talalhaté dileucin
motivumrol megallapitottak, hogy a klatrin adapter fehérjével komplexet alkot és elésegiti az
NPC1 endoszomakba iranyulé transzportjat (Poirier és munkatarsai, 2013). A szterol érzékel6
doménen (SSD)-n talalhaté motivum is hozzajarul ehhez a folyamathoz (Scott és munkatarsai,
2004). Ezért, bar az NPC1 SSD pontos funkcidja in vivo még mindig nem teljesen tisztazott, a
késdi endoszoma/lizoszoma normalis koleszterin kidramlasahoz elengedhetetlen. A szterol-
érzékeld domén erdsen konzervalt a membranfehérjék egy alosztdlyan beliil. Biokémiai és
sejtbiologiai vizsgalatok kimutattdk, hogy az olyan kis molekulak, mint az U18666A ¢s a

pozakonazol, blokkolhatjdk a koleszterinexportot a lizoszomakbol, €s ez egy pontmuticio
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(P691S) az NPC1-SSD-ben megakadalyozhatja ezen ligandumok kotddését. Ezen tulmenden a
fent emlitett ligandumok némelyikének kotodése még a klasszikus koleszterinkotd helyet
tartalmazd NTD delécioja utan is megmarad, ami arra utal, hogy az NPC1-SSD maga is képes
tobb, kiilonboz6 szerkezetli ligandum megkdtésére (Li és munkatarsai, 2017). Az NPC1 harom
nagy luminalis doménnel rendelkezik. Az elsé domént (AA25-264) az N-terminalison N-
terminalis doménnek (NTD) vagy NPC1 doménnek nevezziik, amely erésen konzervalodott a
gerincesekben. 18 konzervalt cisztein maradékot tartalmaz, amelyek részt vesznek a doménen
beliili diszulfid kapcsolatokban, valamint all egy leucin cipzar motivumbol. Az NPC1 fehérje
Q79A mutacioja megzavarja a koleszterin kotddését az NTD-vel, azonban megfigyelték, hogy
helyreallhat a normalis koleszterin transzport a késdi endoszomaboél/lizoszomabol az NPC1-
hianyos kinai horcsog petefészek sejtjeiben. Ez azt jelzi, hogy mas koleszterink6td helyek, mint
példaul az NTD, jelen lehet az NPC1 fehérjében (Infante és munkatarsai, 2008a). A masodik
domén, nevezetesen a 2. és 3. transzmembran hélix kozotti régid kdlcsdonhatasba 1éphet az
NPC2-vel (Deffieu és munkatarsai, 2011). A harmadik domén (AA855-1098) a 8. és 9.
membrant ativel6 domének kozott helyezkedik el, mely ciszteinben gazdag, konzervalt régid és

cink-ujj motivumot tartalmaz (Yu és munkatarsai, 2014).
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9. abra. Niemann-Pick C-1(NPC1) fehérje szerkezete (YU és munkatarsai, 2014 és Trinh és

munkatarsai, 2018 alapjan szerkesztett dbra).
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A Niemann-Pick C-2 (NPC2) fehérje egy kicsi (25 kDa) globularis fehérje (Friedland és
munkatarsai, 2003; Xu és munkatarsai, 2007), amelyrdl azt feltételezik, hogy megkoti az LDL-
bél felszabaduld koleszterint és atviszi az NPC1-re (Cheruku és munkatarsai, 2006; Infante és
munkatarsai, 2008b; Wang, 2010; McCauliff és munkatarsai, 2015). Az NPC2 vagy az NPC1
fehérje mutacidi sulyos rendellenességhez vezethetnek, az tigynevezett Niemann-Pick C tipust
betegséghez, amely a koleszterin ¢€s a glikoszfingolipidek felhalmozddasahoz vezet az 0sszes
szovet lizoszomajaban, kiilondsen a majban, a Iépben €s az agyban, és végiil korai haldlozashoz
vezet (Pentchev és munkatarsai, 2004). Az NPC1 fehérje elemzése szamos okbol kihivast
jelent, tobbek kozott amiatt, hogy a koleszterin szubsztrat hidrofob és megoszlik az NPC1-et

tartalmazo membranokban (Pfeffer és munkatarsai, 2019).

Az NPC1 fehérjék feladata a koleszterin szallitdsa a lizoszomakon belill, illetve a késoi
endoszoma/lizoszoma rendszerek és mas sejtkompartmentumok, példaul az endoplazmatikus
retikulum és a plazmamembran kozott. Bernardo és munkatarsai agyban tanulmanyoztak azokat
az allapotokat, amikor az NPC1 receptorok nem tdltik be a normél mikddésiiket, melyeknek 6
kovetkezményei a kisagyi neurodegeneracid, a neuroinflammacio és a mielinizacié defektusai.
Az adenozin szint emelkedése és az A2aR stimuldlasa terapias perspektivat jelenthet a NPC
betegségekben, figyelembe véve a diszmielinizaciora gyakorolt kedvezd hatasukat. Az
adenozin kulcsszerepet jatszik a mielinizacios folyamat modulalasaban is, amit az
Coppi és munkatarsai (2013) jellemezték az A2aR funkcidjat az oligodendrocita progenitor
sejtekben és kimutattak, hogy a receptorok in vitro stimulalasa szelektiv A;aR agonistaval
(CGS21680) késleltette az oligodendrocitakka vald differencialodasukat anélkiil, hogy
befolyasolta volna a sejtek életképességét (Bernardo és munkatarsai, 2021) (10. abra).
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10. abra. Az A2aR agonista (CGS21680) helyredllitja az oligodendrocita differencialodast az
U18666a (koleszterin transzport gdtlé molekula, amelyet dltalaban NPC-szerti fenotipusok in
vitro indukaldsara haszndlnak) indukalt modellben (Bernardo és munkatarsai, 2021 alapjan

késziilt modositott abra).

2. 12. A lizoszomalis tarolasi rendellenességek

A lizoszomak miikodésének funkcionalis zavarai kiilonb6z6 betegségekhez vezetnek, amiket
lizoszOmalis tarolasi rendellenességekként tartanak szdmon. A lizoszomalis tarolasi
rendellenességeket a lizoszomalis hidrolazokat kodolé gének mutacidi okozhatjak, ennek
kovetkeztében a lebomlatlan lizoszomalis szubsztratok felhalmozodnak. Az ebbe a kategoriaba
tartozo lizoszomalis tarolasi rendellenességek biokémiai és sejtmechanizmusukat tekintve nagy
hasonldsagot mutatnak egymassal (Parenti és munkatarsai, 2015; Ballabio és Gieselmann,
2009; Platt és munkatarsai, 2018). A lizoszémalis tarolasi rendellenességek bonyolultabb
tipusait azok képviselik, amelyeket a lizoszomalis membranfehérjéket kodold gének mutacioi
okoznak. Ez utobbi kategoria példai kozé tartozik a IV tipust mukolipiddzis, amelyet a
tranziens receptor potencial csatorna mucolipin 1 (TRPML1) gén mutacioéi okoznak és az

intracellularis transzport hibajaval tarsitanak (Bassi és munkatarsai, 2000), valamint a
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Niemann-Pick C tipust betegség, amelyet az NPC1 mutacidi okoznak, és amelyek koleszterin

felhalmozodast idéznek el6 a lizoszomakban (Platt és munkatarsai, 2018).

A legljabb genomikus, sejtbiologiai és a patofiziologiai megkdzelitések olyan masodlagos
utvonalakat azonositottak, amelyek dont6 szerepet jatszanak a betegség fenotipusaban. Példaul
szamos tanulmany kimutatta, hogy a legtobb lizoszémalis taroldsi rendellenességben az
autofagia gatlasa all az autofagoszomék és a lizoszomak kozotti fizids zavar hatterében
(Lieberman és munkatarsai, 2012; Seranova és munkatarsai, 2017). Ezt a gatlast a rendellenes
koleszterin-felhalmozodas okozza a lizoszomalis membranban, és ennek kovetkeztében
csokken a SNARE fehérjék valogatdsa ¢s tjrafeldolgozasa, mely gyulladashoz ¢és
neurodegenerativ zavarhoz vezet, amelyek az lizoszémalis taroldsi rendellenességek késoi
stadiumaban jellemzoéek (Lieberman és munkatarsai, 2012). A neurodegenerativ zavar mellett
a hibas autofagia is fontos tényezonek tlinik a lizoszémalis taroldsi rendellenességek
szempontjabol, vazrendszer- és novekedési rendellenességek alakulhatnak ki a kollagén
2017). A lizoszomalis tarolasi rendellenességek masodlagos kdvetkezménye az mTORC1
aktivalas gatlasa. A vizsgalatok azt mutattdk, hogy az mTORCI] aktivitasa tobb lizoszomalis
tarolasi rendellenességben is megvaltozik. Ennek a zavarnak a jellege sejttipus- és betegség-
specifikus. A kiilonb6z6 szovetekben felhalmozodo primer és szekunder szubsztratok jellege
meghataroz6 a betegségekben. Nagyon jo példa a koleszterin, amelyrdl ismert, hogy az
MTORC1-et SLC38A9-NPC1 lizoszomalis jelatviteli komplexen keresztiil aktivalja
(Castellano és munkatarsai, 2017). Az mTORCI1 gatlasa rapamicinnel vagy éhezéssel
szignifikansan enyhiti a lizoszomalis és autofagia hibakat (Maetzel és munkatarsai, 2014). A
lizoszoémalis diszfunkcidt a tarolasi rendellenességek mellett szdmos neurodegenerativ
betegségben azonositottak. Ezek gyakori formait a lizoszoma miikodésében szerepet jatszo
gének mutdcioi okozhatjak. Alzheimer-korban szenvedd betegeknél, akik a presenilin 1 génben
(PSEN1) hordoznak mutaciokat, megfigyelték a lizoszomakhoz kapcsolédd autofagia
rendellenességeket (Lee és munkatirsai, 2010) a koros lizoszomalis savasodas és a Ca®*
homeosztazis zavara miatt (Coen és munkatarsai, 2012). Parkinson-korban szenvedé betegek
jelentds része a lizoszomalis — autofagia gének mutacioit hordozzak, amelyek hajlamosito
tényezOk a betegség patogenezisében. A Parkinson-kor egyik f6 hajlamosito tényezéje, hogy a
B-gliikocerebrozidaz enzimet kodold gén mutacidinak heterozigota formaja, amelynek
homozigota valtozata Gaucher-kort okoz (Aflaki és munkatarsai, 2017). Az idegrendszerben

felhalmozodo fehérje aggregacio befolyasolhatja a lizoszomalis — autofagia utvonalat, mely
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altal tovabb fokozodik a fehérje-aggregacid és a toxicitas. Példaul Huntington-koérban az
aggregaciora hajlamos huntingin fehérje gatolja az autofagoszoma biogenezisét (Wong, 2014;
Rui, 2015; Martinez-Vincente és munkatarsai, 2010), a huntingtin fehérje transzportjat és
felismerését, mig Parkinson-korban az a-szinuklein aggregatumok lizoszomalis sériiléshez €s
ennek kovetkeztében katepszin B-fliggd reaktiv oxigéngyokdk szintjének nodvekedéséhez
vezethet (Freeman és munkatarsai, 2013). Ezen kiviil az a-szinuklein toxicitds a TFEB
sejtplazméban torténd felhalmozdodasa miatt Osszefliggésbe hozhatd a lizoszomalis funkcio

fokozott csokkenésével.

A lizoszomak szerepét a daganatos megbetegedésekben is széleskortien vizsgaljak és hosszi
ideje egy jo terapias célpontnak tekintik a tumorok kezelésében. A lizoszéma-fiiggd sejthalal
indukcidja hatékony terapias megkozelités lehet kiilonb6z6 tumor tipusoknal (Aits és Jadtteld,
2013; Boya és Kroemer, 2008; Appelqvist és munkatarsai, 2013). A legajabb vizsgalatok
azonban azt mutatjak, hogy a lizoszOma daganatokban betoltott szerepe meghaladja a
sejthalalban betoltott szerepét, és kapcsolatban van azzal a képességgel is, hogy taplalja a
tumoros sejtek energiaforrasok irdnt megndvekedett igényét. Ez kiilondsen fontos olyan
koriilmények kozott, amikor a daganatok elégtelen vaszkularizacioja korlatozhatja a
tapanyagok elérhetéségét. Szamos daganat, mint példaul a hasnyalmirigy-, tiid6-, eml6- és
prosztata tumor, valamint a glioblastoma és a melanoma esetében is kimutattdk, hogy
tapanyagmegkotd utként miikodd lizoszomalis — autofdg lebontdsi €s Ujrahasznositasi
folyamatok indukcigjan alapulnak (Kimmelman és White, 2017). A lizoszomak olyan
attétképzodését. Igazoltak, hogy savas tumor mikrokdrnyezet hatdsara a lizoszomak a
sejtmembran iranyaba vandorolnak (Glunde és munkatarsai, 2003). Ennek kovetkeztében
fokozodik a sejtproliferacié a fokozott mTORCI1 és mTORC?2 aktivalas révén (Korolchuk és
munkatarsai, 2011; Jia és munkatarsai, 2019). Hozzajarul még a folyamathoz a lizoszomalis
hidrolazok, a matrix metalloproteindzok és az integrinek exocitozisa is, ami fokozza az
attétképzOdés valosziniiségét (Bian és munkatarsai, 2016; Monteiro és munkatarsai, 2013;
Dozynkiewicz és munkatarsai, 2012). A C. elegans, mint modellrendszerrel végzett kutatas egy
normalis fejlodés alatt (Chu és munkatarsai, 2015). Azok a farmakologiai szerek, amelyek

befolyasoljak a lizoszoma mozgasat a sejtmembran iranyaba tumor terapias célpontok lehetnek.

A lizoszémak funkcidinak rendellenessége oyan anyagcserezavarokban is érintett, mint az

elhizas és a cukorbetegség (Jaishy és Abed, 2016; Mészaros ¢s munkatarsai, 2018; Gilleron és
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munkatarsai, 2019). Az elhizasra jellemzd lipid tulterhelés kiilonféle mechanizmusokkal rontja
a lizoszoma funkcioit. Példaul az egerek magas zsirtartalmu ételekkel torténd etetése gatolja a
lizoszomalis savasodast és a savas hidrolaz aktivitast, valamint a lizoszoémalis membran
permeabilizacidjat valtja ki. Ennek kovetkeztében karosodnak a lizoszomalis és autofagia
funkcidk a kiilonbozd szovetekben (Gornicka és munkatarsai, 2012). A magas zsirtartalmt
étrend karos hatasai ellenére a TFEB-en ¢és a TFE3-on keresztiili lizoszomalis adaptacio
védohatast fejthet ki az egész szervezet lipid- és gliikoz homeosztazisara, ezaltal csokkentve az
elhizas és a cukorbetegség iranti hajlamot (Pastore és munkatarsai, 2017). A lizoszomak részt
vesznek az szervezet glikkozszabalyozasaban is, az inzulint termeld hasnyalmirigy B-sejtek

miikodésének fenntartasaval (Mészaros és munkatarsai, 2018; Ballabio és Bonifacino, 2009).

2. 13. A sejtmembran javitas eszkozei

Az eukaridta sejteket az extracellularis kornyezettdl egy foszfolipid kettds rétegbdl allo
sejtmembran valasztja el, amely olyan fehérjéket tartalmaz, melyek szabalyozzak a molekulak
sejtekbe valo be- és kijutasat. A membranfunkcid elvesztése a sejtek homeosztazisanak
karosodasahoz és sejthalalhoz vezethet. A legtobb sejt mechanikai vagy kémiai hatasoknak van
kitéve, amely befolyasolhatja a sejtmembran integritasat. A Kis membransériiléseket javitani
tudja a sejt, mig a sejtmembranban talalhat6 integrans membranfehérjék révén kolcsonhatasba
1ép a citoszkeletonnal és az extracellularis matrixszal. Ezek a kolcsonhatasok mechanikai
fesziiltséget okoznak a sejtmembranon, amely sériilése utan pérusok formalédnak a membranon
(Chernomordik és munkatarsai, 1987; Raucher és munkatarsai, 1999). A membransériilések
lehet6vé teszik, hogy az intracellularis komponensek elhagyjak a sejtet. A masik iranybol pedig
Ca?", oxidansok és az extracellularis mili6 egyéb komponensei belépnek a sejtbe és ott toxikus
szintet érhetnek el. Tehat, ha ezeket a rendellenességekkel szemben nem Iép fel gyorsan a
szervezet, az sejthalalhoz vezethet. Ennek érdekében a sejtek aktiv modszereket fejlesztettek ki
a sejtmembran-rendellenességek javitasara (ldone és munkatarsai, 2008). A plazmamembran
sériilése ¢és helyreallitasa in vivo kovetkezik be. A membranjavitas magaban foglalhatja a
mechanizmusok részt vehetnek a nagyobb membranhibék javitasdban, mig a kisebb, 100 nm-
es megszakitasok 0jboli bezarodassal és exocitozissal javitddnak. A bekebelezés utjan torténd

javitas magaban foglalja a membran megtalalasat a sériilt helyen és a sériilt membran kivagasat
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az extracellularis térbe (Babiychuk és munkatarsai, 2009; Jimenez és munkatarsai, 2014; Keyel
¢s munkatarsai, 2011). Az endocitozis a sériilt membran internalizalasaval hozzajarul a
membran helyreallitaisahoz (Jimenez és munkatarsai, 2014). Sejttipustol és koriilményektol
fliggben kiilonbdz0 mechanizmusok jarulnak hozzd a membranjavitdshoz. A sériilt membran
javitasanak hidnya szdmos szdvetben hozzajarul a szdvet patofiziologidhoz, és kapcsolodik
izomdisztrofidhoz, szivelégtelenséghez, neurodegenerativ rendellenességhez ¢és mas

betegségekhez is (Blazek és munkatarsai, 2015).

2. 14. A lizoszoma-asszocialt membran proteinek

Carini és munkatarsai azt tapasztaltak, hogy az A.aR agonistaval torténé elGkezelés az
endoszomak és lizoszomak mozgasat, illetve ezen organellumok plazmamembrannal vald
membran protein-1 (LAMPL) sejtfelszinen valdé megjelenése és az elokezelt hepatocitak altal
lizoszomalis enzimek felszabadulasa. Az exocitozis folyamata féleg lizoszomakat érint az
extracellularisan felszabadulo katepszin D molekularis formai alapjan. A tanulmany kimutatta,
hogy az A2aR agonistaval torténd eldkezelés megvaltoztatja az endoszomak és lizoszomak
lokalizéciojat, és kalciumfiiggd fizidjukat indukélja a plazmamembrannal méjsejtekben. Ez az
esemény elsdsorban a lizoszomakban zajlik le és elengedhetetlen a hipoxids karosodasokkal
szembeni rezisztencia megszerzéséhez. Az endoszomalis-lizoszomalis organellumok
ujrahasznositdsdnak aktivalasa gyors mechanizmust biztosit a molekuldk wjraeloszlasaban a
sejtkompartmentek és a plazmamembran kozott; ez a mechanizmus kompatibilis az elézetes
kezeléshez sziikséges rovid oxigén-expozicioval vagy az AsaR stimulacidval. Igy a molekuléris
események ismert kaszkadja mellett ugy tinik, hogy az elékezelés kivaltoi és mediatorai altal
aktivalt jelatviteli utak konvergalnak egy kozds eseménynél, vagyis az endoszomak és a
lizoszoOmak periféridjara torténd transzlokacioval, valamint a plazmamembrannal valé fuzidval.
plazmamembrannal valo, kalciumfliggé faziojat indukalja. Ezek az ij tanulmanyok betekintést
nyujtanak a kdzponti vakuolaris rendszer forgalmat iranyito jelatviteli utakba. A tanulmany azt
sugallja, hogy az endocita membran ujrafeldolgozasanak stimuldlasaban szerepet jatszo
masodlagos hirvivéket aktivald gyogyszerek hasznosak lehetnek a szervek védelmének terapids

javitasa szempontjabol (Carini és munkatarsai, 2004).
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A LAMP2 egy lizoszomalis membranfehérje, amely fenntartja a lizoszomdk stabilitasat és
fontos szerepet tolt be az autofagiaban (Saftig és munkatarsai, 2009). Szerkezetileg 44 kDa
méretli a kdzponti polipeptid, tartalmaz egy rovid citoplazmatikus nytlvanyt, transzmembran
domént és egy nagy luminalis domént. Kiterjedt N-glikozilezéssel €s némi O-glikozilezéssel
rendelkezik, amely majdnem folyamatos réteget képez a lizoszomalis membran bels6 feliiletén,
megvédve a lizoszomakban 1év6 proteolitikus enzimek hidrolizisét6l (Fukuda és munkatarsai,
1991). A LAMP2 elsésorban a kés6i endoszomakban és lizoszomakban lokalizalodik, mely egy
széles korben hasznalt marker a sejtmembran javit6 mechanizmusban (Lippincott-Schwartz és
Fambrough, 1987), bizonyos kortilmények kozott azonban, pl. limfocitakban, a sejt felszinén is
megtalalhaté (Febbraio és munkatarsai, 1990; Lee és munkatarsai, 1990). A lizoszémalis
membranok szerkezeti integritdsanak fenntartdsdban jatszott szerepe mellett a LAMP?2 nagyon
fontos a lizoszomak mikodésének szempontjabdl is, ugyanis megfigyelték, hogy a LAMP2
hianyaban szenvedo egerek tobb szovetben felhalmozzak az autofag vakuolumokat (Tanaka és
munkatarsai, 2000). Emberekben a LAMP2 gén mutaciéi lizoszomalis tarolasi
rendellenességekhez vezetnek. llyen pl.: Danon-kor, amely egy X-kromoszémahoz kapcsolodo
lizoszomalis betegség, itt a vezikuldk felhalmozodnak a sziv és a vazizmokban, ami

kardiomiopatidhoz vezet (Endo és munkatarsai, 2015; Morell és munkatarsai, 2016).

Az A2aR dontd szerepet jatszik a sziv iszkémias-reperfuzios sériilésében. Az A2aR szabélyozza
az autofagiat és az apoptodzist, ezaltal a CAMP-PKA jelatviteli utvonalon keresztiil enyhiti a
miokardialis iszkémias-reperfizids sériilést. Xia és munkatarsai (2022) kimutattak, hogy az
AoaR aktivalasa gatolja az autofagoszomdk keletkezését és eldsegiti annak megtisztitasat,
lehetévé téve, hogy a sejtek taléljék a sériilést. Az eredmények azt mutattak, hogy az iszkémias-
reperfizios sériilés autofagiat és apoptozist indukal, mikdzben a lizoszéma membranfehérje, a
LAMP2 kifejezédése csokkent. Amikor az AaR-t aktivaltak A;aR agonistaval, a expresszioja
novekedett. Valamint azt is megfigyelték, hogy 6sszhangban a LAMP2 szintjének valtozasaval,
a cAMP és a p-PKA expresszidja jelentdsen megndtt az A2aR agonistaval torténd stimulacio

utan (Xia és munkatarsai, 2022).
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2. 15. Az A2aR szerepe a human betegségekben

Ismert, hogy az adenozin receptorok fontos szerepet toltenek be az immunrendszer
mitkodésében ¢€s a patogénekkel szembeni védekezésben. Ebbdl kovetkezik, hogy az A:aR-ok
a periféridn szdmos, gyulladasgatlo jelatviteli utat koordinalnak. Szerepiik van a reumatoid
arthritis (RA), akut tiidégyulladés, kronikus obstruktiv tiidébetegség (COPD), asthma,
vesekarosodas, irritabilis bélszindroma kialakulasaban, valamint a sebgyogyulasi
folyamatokban. A reumatoid arthritisben hasznalt metotrexat fokozza az adenozin termelést.
Az AxaR aktivacid késlelteti az arthritis progresszidjat megakadalyozva az oxidativ és
nitrozativ karosodast és csokkenti a TNF-a, IL-13 és IL-6 szintjét (Mazzon és munkatarsai,
2011; Borea és munkatarsai, 2018). A kollagén-indukalt egerek térd iziiletében az AzaR
fokozott kifejez6dését figyelték meg fehérje szinten, valamint a CD73 szintje is megndtt
makrofagokban, neutrofil granulocitdkban és monocita sejteken a szinovidlis folyadékban.
Ezen feliil a metotrexat csokkenti a csontok lebomlasat RA-es betegekben és szabalyozza a
gyulladasgatlo hatasokat A;aR-okon keresztiil (Mediero és munkatarsai, 2012, 2013). Valamint
gatolja az osteoclast differencidlodasat és modulélja a csontok regeneralodasat csokkentve a

NF-kB aktivaciojat (Mediero és munkatarsai, 2013, 2015; Borea és munkatarsai, 2018).

Az AxpR-ok az immunrendszer mellett a kozponti idegrendszerben is fontos feladatokat latnak
el. Az agyban foként a striatumban foglalnak helyet, ahol mar igazoltak a kolokalizaciot D2R-
ral. Vannak olyan A2aR antagonista vegyiiletek, mint pl. az istradefylline, melyet levodopaval
kombinalva 2006 6ta Japanban mar sikeresen alkalmaznak Parkinson-koros betegekben (Borea
¢s munkatarsai, 2018). Emellett azt is megfigyelték, hogy képes heterodimert alkotni D2R-ral
(Thurner és munkatarsai, 2014). A magas koncentracioban adott A;aR antagonista szerek
csokkentik a D2R agonistak iranti affinitasat és funkciojat, de ezek az allosztérikus modulaciok
agonista és antagonista egylittadast kovetden eltlinnek (Borea és munkatarsai, 2018). A
kozponti idegrendszerben mind a négy altipus kifejezddik, emiatt szamos kutatds folyik
jelenleg is az Alzheimer-kor, Huntington-kor, Parkinson-kor, epilepszia, akut és kronikus
stressz betegségek sejtszintli mechanizmusanak megismerésével kapcsolatban (Boison és
munkatarsai, 2010) (11. abra). Az adenozin szerepe az idegrendszert érintd betegségekben azzal
fligg Ossze, hogy szamos mediatorra gyakorol hatast, pl.: csatorndk, receptorok,
neurotranszmitterek, melyek aktivaljak a kozponti idegrendszerben megjelené adonozin

receptorokat (Borea és munkatarsai, 2018).
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betegségekben (Domenici és munkatdrsai, 2019 alapjan késziilt médositott abra).

Transzgénikus fiatal és idés egerekben egyarant kimutattdk, hogy az A2aR hidnya az
asztrocitakban hatdssal van a hosszu tavli memoriat javitasara. Gatolva a glutamat felvételt, az
AoaR  szinaptikus  diszfunkciot és excitotoxikus sejthaldlt okozhat, mely szdmos
neurodegenerativ betegség alapja. A koffein, mint A2aR antagonista szdmos hatéssal
rendelkezik, melyet mar megfigyeltek Parkinson- és Alzheimer-korban, figyelemhianyos
hiperaktivitasi rendellenességben, agyi sériilés esetén, valamit ongyilkossag, depresszid és
stroke el6fordulasaval kapcsolatban (Borea ¢és munkatarsai, 2018). AzaR  hianyos
egérmodellben megfigyelték, hogy az A,aR-nak kulcsfontossagu szerepe van az adenozin alapu

motoros aktivitas szabalyozasaban (Wei és munkatarsai, 2010).
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3. Célkitiizések

I. Célkitlizésiink kozéppontjaban eldszor az A2aR és a CtsD protedz funkcionalis
kdlcsonhatasanak igazolasa allt. Egyrészt kivancsiak voltunk arra, hogyan befolyasolja az A2aR
aktivalas, illetve a CtsD proteaz gatlas a kolcsonhatast. Masrészt meg akartunk bizonyosodni,

hogy szubsztratja lehet-e az A2aR a CtsD-nek.

o Eldszor az AoaR C-termindlis domén és a CtsD protedz kolokalizacidjanak vizsgalatat
tiztiik ki célul IPM® sejtekben. Ehhez AaR- és CtsD-specifikus jel6lést alkalmaztunk
¢s a kolokalizacid detektalasat konfokalis mikroszkopiaval valositottuk meg.

e Az AaR C-terminalis domén és CtsD proteaz kozotti feltételezett kolecsonhatast RAW
264.7 jeli makrofag sejtekben immunprecipitacié és az azt kovetd Western blot
modszerrel terveztiik megerdsiteni.

e A potencidlis CtsD hasitd helyek meghatarozasahoz két kiilonboz6 in silico
szamitogépes programot terveztiink hasznalni, melynek segitségével analizaltuk az
AzaR C-terminélisanak elsddleges aminosav szekvencidjat.

e Terveztiik megvizsgalni hogyan befolyasolja a CtsD enzim gatlasa az A2aR sejtfelszini
kifejezodését. Ehhez AoaR specifikus jelolést kivantunk alkalmazni, az A2aR
mennyiségi valtozasat konfokalis mikroszkopidval terveztik detektdlni és a
késziilékhez tartoz6 programmal kiértékelni.

e Tovabbi funkcionalis vizsgalataink soran terveztiik ellenérizni hogyan hat az A;aR altal

kozvetitett citokin termelésre a CtsD enzim gétlasa.

Az AaR ¢és CtsD proteaz funkcionalis kolcsonhatasanak bizonyitdsa utan tovabbi AcaR

kolcsonhatd partnerek azonositasa volt a célunk.

Il. Kisérleteink tovabbi részében azt vizsgaltuk, hogy az A2aR aktivacid hogyan befolyésolja a

korai és késoi endoszémak és lizoszomak transzportjat makrofag sejtekben.

e Ennek nyomon kovetése érdekében elészor a LAMP2 fehérje lokalizacidjanak
valtozasait kivantuk vizsgalni lézerpasztazo citometriaval (LSC). Ezutan a LAMP2 és
a korai endoszomalis antigén 1 (EEA1) fehérje expresszidjat terveztilk nyomon kdvetni
egy olyan mikroszkopias modszerrel, amely a képalkotast konfokalis mikroszkopiaval

¢s kvantitativ adatelemzéssel kombinalja.
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e (Céljaink kozott szerepelt az AoaR agonista kezelés hatasanak vizsgalata a LAMP2 és az
EEA1 fehérje sejtfelszini kifejezddésére az LPS-aktivalt makrofagokban.

e Meg kivantuk vizsgalni hogyan hat az A;aR aktivalas az NPC1 mRNS és fehérje
expressziojara.

e Az NPCI1 fehérje és az A2aR funkcionalis kolcsonhatasanak igazolasa érdekében a
receptor specifikus aktivaciojat kovetden az NPC1 fehérje lokalizacidjanak valtozasait

terveztuk detektalni.
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4. Anyagok és modszerek

4. 1. Anyagok
A kisérleteinkhez felhasznalt anyagokat a Sigma-Aldrich-tol vasaroltuk ( St. Louis, MO, USA),

kivéve RAW 264.7 sejtek (TIB-71, ATCC, New York, NY, USA) és (HEK)-293 sejtek (CRL-
1573, ATCC, New York, NY USA); Flag-A:aR*AP-t expresszalo HEK-293 transzgenikus
sejtvonal (Francesco Ciruela, Department of Pathology and Experimental Therapeutics,
University of Barcelona, Spain), T75 sejttenyészté edény (Z707546, TPP, Trasadingen,
Switzerland); BCA Protein Assay Kit (23225, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA), West Pico
Super Signal ECL Western Blotting Detection Reagent (34580) Dynabeads Protein G magneses
gyongy szuszpenzio (10003D, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) Coomassie Brilliant Blue
G-250 dye (20279), Protein MagicMarker standard (LC5602) (Thermo Fisher, Waltham, MA,
USA); 4-12%-os gradiens gél (NuPAGE, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA); SDS-PAGE
(4568034, Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA); nitrocelluloz membran
(10600016, Amersham, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); Precision Plus Protein Dual
Color standardok (1610374) (Bio-RAD, Hercules, CA, USA); ELISA DuoSet kits (DY417,
DY406), CtsD enzyme (1029-AS), IgG isotype control (AB-108-C) (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA); Calbiochem fluorogén 11-mer peptid szubsztrat (219360),
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF-RO) (Merck, Darmstadt, Germany); fedélemez (24x60
mm, Hirschmann laborgerate, Eberstadt, Németorszag); CD11b-MACS sejtelvalasztd oszlop
(130-049-601) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany); GST specific MagneGST
Protein Purification System (V8600, Promega, Madison, WI, USA); 8-lyuku sejttenyésztd
iivegkamras targylemezek (354118, Falcon, Chicago, IL, USA); 96-lyukt sejttenyészté edény
(6055302, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA); Pepsztatin A penetratin (516483, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA); CGS21680 (1063, Tocris, Minneapolis, MN, USA); proteaz
inhibitor koktél (M221, VWR International, Radnor, PA, USA); DMEM (LM-D1111,
GENTAUR Europe BVBA Kampenhout, Belgium); FBS (FB-1090, GENTAUR Europe
BVBA Kampenhout, Belgium); Falcon Multiwell sejttenyésztd edények (351146, BD
Biosciences, San Jose, CA, USA); TRI reagens (TR118, Molecular Research Center,
Cincinnati, OH, USA), Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (K0222, Thermo
Scientific, Waltham, MN, USA); p2M, GAPDH, NPC1 primerek (IDT, Coralville, IA, USA).
A Western blot-hoz (WB), immunprecipitaciohoz (IP), immunfestéshez (IF) hasznalt

antitesteket és az immunfestéshez hasznalt magfestékeket az 3. tablazat foglalja 6ssze.
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4. 2. Modszerek

4.2.1. Sejttenyésztés

RAW 264.7 egér makrofagokat, primer egér IPM® és human HEK-293 sejtek, amelyek az N-
terminalisan tartésan expresszaljak a Flag és SNAP polipeptiddel jelolt human A2aR-t (pl.,
HEK-293-Flag-A2aRNAP sejtek /Francesco Ciruela altal biztositva, Patologiai és Kisérleti
Terapias Tanszék, Barcelonai Egyetem, Spanyolorszag/) (Fernandez-Duenas és munkatarsai,
2015) magas gliikoz tartalmu Dulbecco's Modified Eagle's Mediumban (DMEM) enyésztettiik.
A tenyésztés T75-0s sejttenyészt6 flaskakban, Falcon Multiwell sejttenyészté edényekben, 96-
lyuku sejttenyésztd edényekben, illetve 8 Iyuku sejttenyészté edényekben tortént. A
sejttenyésztd folyadék 10% fotalis szarvasmarha szérumot (FBS), 50 U/ml penicillint, 50 pg/ml
streptomicint és 2 mM L-Glutamint tartalmazott (tovabbiakban komplett DMEM). A sejteket
parasitott (80%) inkubatorban, allandé hémérsékleten (37°C) és CO2-koncentracioban (5 v/v%)

tenyésztettiik.

4.2.2. Allatmodellek

A kisérleteket 8-12 hetes C57BL6/J vad tipusa him egerekkel (The Jackson Laboratory,
Farmington, CT, USA) végeztiik. Minden egeret specifikus, korokozoémentes koriilmények
kozott tartottak a Kisérleti Allathdzban, és minden allatkisérletet a Helsinki Nyilatkozatban
foglaltaknak megfeleléen végeztiink, amelyet a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsaga (DEMAB 2016/15) hagyta jova.

4.2.3. Egér peritonealis makrofagok izolalasa

A C57BL6/J jelli vad tipusu egereket intraperitonealisan 2 ml steril Brewer's tioglikolat (TG)
oldattal (4% m/v) oltottuk. Négy nappal késobb az egereken cervikalis diszlokaciot
alkalmaztunk és a peritonealis makrofag sejteket (IPM®) 10 ml DMEM-mak kimostuk az
egerek hasiiregébdl. A sejteket centrifugalassal gytjtottiik 6ssze (10 perc, 300 g, 4°C-on), majd
2 ml vorosvérsejt lizispufferben (155 mM NHiCl, 10 mM KHCOs, 0,1 mM EDTA)
szuszpendaltuk. Néhany percig jégen inkubaltuk, majd a térfogatot DMEM oldattal 10 ml-re
egészitettiik ki. A makrofagokat ismét 10 percig centrifugaltuk 300 g-vel 4°C-on, majd ujra
szuszpendaltuk komplett DMEM-ben. A sejteket Falcon Multiwell sejttenyészté edényekbe,
96-lyuku sejttenyészté edényekbe, illetve 8 lyuku sejttenyészté edényekbe osztottuk szét. A

sejtteny€sztd edényeket ezutan 37°C-on, parasitott inkubatorban 6t 6ran at inkubaltuk, hogy a
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sejtek megtapadjanak a sejttenyésztd edények feliiletén. A nem tapado sejteket szérummentes
DMEM-mel torténé mosassal tavolitottuk el, majd a sejteket ismét komplett DMEM-ben
szuszpendaltuk. Tizennyolc oraval a kezdeti sejttenyésztd edényekbe szétosztas utdn a

makrofagokat a kiillonboz6 farmakologiai vegyiiletekkel kezeltiik.

4.2.4. A makrofagok farmakologiai kezelése, mintak feldolgozasa

A farmakologiai hatébanyagokat vizben oldottuk. A Pepsztatin A penetratint 3 vagy 9 uM, a
CGS21680-t 100 nM, az LPS-t pedig 100 ng/ml végs6é koncentraciéban hasznaltuk. A
makrofagokat 20 percig eléinkubaltuk a Pepsztatin A penetratin vagy a CGS21680
jelenlétében, mieldtt 4 6ran keresztiil aktivaltuk a makrofagokat LPS-sel. A kezelést kovetden
a teljes RNS-t TRI reagenssel izolaltuk, reverz transzkripciot végeztiink és RT-gPCR
modszerhez hasznaltuk fel templatként, hogy a relativ expresszios valtozast elemezziik. A
fehérjeizolalas utan a sejtlizatumbol meghataroztuk a fehérjekoncentraciot, és IP, valamint
,»pull-down” mddszerekhez hasznaltuk. Az immunfestett mintakrol konfokalis mikroszkopiaval
felvételt készitettiink, majd a megfeleld programokkal elemeztiikk. A citokin szinteket a

médiumbdl, az aszpartil-proteaz aktivitast pedig a sejtlizitumbol mértiik.

4.2.5. RNS izolalas, reverz transzKkripcio és kvantitativ valés idejii PCR

Az RNS-t TRI reagenssel tisztitottuk a gyartd utasitasai szerint. 2 ug CDNS-t adtunk 8 pl
Maxima SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix (2X) reakciohoz. Az RT-qPCR-t a kovetkezd
koriilmények kozott végeztiik: 95°C-on 10 percig, majd 50 ciklusban 94°C-on 10 s, 60°C-on
10 s és 72°C-on 10 s. A reakcidkat triplikatumokban végeztiik, €s az adatokat a haztartasi gének,
béta-2-mikroglobulin (B2M) és glicerilaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) mértani
kézépértékére normalizaltuk. A felhasznalt primerek szekvenciait az 2. tablazat tartalmazza. A
kvantitativ valos idejii PCR-t Roche LightCycler 480 1l (Roche, Basel, Svajc) késziilékkel
veégeztiik.
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2. Tablazat: Az RT-QPCR kisérletekhez hasznalt primerek

Primerek

Forward

Reverse

B2M

5’-AGTATACTCACGCCACCCAC-
3 2

5’-
CATGTCTCGATCCCAGTAGACG-
3’

NPC1 5-TTTGGTATGGAGAGTGTGGA- | 5>-ACAGCAGAGACTGACATTGT-
3 3’
GAPDH | 5°>-ACAGTCCATGCCATCACTG-3’ | 5>-GCCTGCTTCACCACCTTCTT-3’

4.2.6. Fehérjeizolalas

A kiilonboz6 reagensekkel valo kezelés utan a RAW 264.7 és IPM® sejteket foszfattal pufferelt
sooldattal (PBS) mostuk. Majd jéghideg modositott radio immunoprecipitacids esszé puffert
(RIPA) (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1ImM EDTA, 0,25% Na-deoxikolat, 1% NP-40), 1x
proteaz inhibitor koktélt és 1 mM fenilmetilszulfonil fluoridot (PMSF) adtunk hozza. A
lizatumot centrifugalassal gytjtottiik 6ssze (10 perc, 10000 g, 4°C-on), majd a feliiliszokat
Osszegyujtottiikk. A fehérjekoncentraciot Direct Detect spektrofotométerrel (Merck-Millipore,
Darmstadt, Németorszag) és Bicinchoninic acid (BCA) Protein Assay Kit alkalmazasaval
hatdroztuk meg Tecan Spark késziilékkel (Tecan, Mannedorf, Svéjc). A standard fehérje
kalibracios egyenest ugy készitettiik el, hogy az 562 nm-es hullamhosszon mért OD értéket a

vakminta értékével korrigdlva abrazoltuk minden egyes BSA-standard esetében. Ezutan a

crer

4.2.7. Immunoblot

A fehérje lizatumokat 10 percig denaturaltunk 95°C-on SDS mintapuffer jelenlétében, majd 10
ug fehérjét tartalmazo mintat SDS-PAGE-el valasztottuk el (4-12%-0s gradiens- vagy 10%-0s
gél, 100 V, 60 perc). Az elvalasztott fehérjéket nitrocelluloz membranra vittiik at (400 mA-en
90 perc). A 3%-0s BSA-val 1x Tris pufferelt sooldat Tween 20 (TBST) pufferben torténd
blokkolas utan a membranokat cMyc-, GST-, CtsD-, vagy Flag-specifikus antitesttel inkubaltuk
egy ¢éjszakan at 4°C-on. A kovetkezé napon a membranokat anti-kecske-torma-peroxidaz
(HRP), anti-egér-HRP ¢és B-aktin antitestekkel inkubaltuk 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten.
A savokat az ECL Western Blotting Detection reagens alkalmazasaval detektaltuk. A jelet a
Chemidoc Touch Imaging System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA)
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késziilékkel detektaltuk, a savok denzitometrias kiértékelését pedig Image Lab (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, California, USA) ¢és Image J programmal végeztiik.

4.2.8. Enzimhez kotott immunszorbiens préoba (ELISA)
Az interleukin-6 (IL-6) és interleukin-10 (IL-10) citokin-koncentraciokat a sejttenyésztési
médiumokbol a kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA DuoSet kitek alkalmazéasaval

hataroztuk meg a gyart6 utasitasai szerint.

4.2.9. in silico CtsD hasitasi hely elemzése predikciés modszerrel

Az AcaR (egér, UniProt ID: Q60613) elsédleges szerkezetét két kiilonbozo in silico CtsD
hasitasi hely predikcidos modszerrel elemeztiik. A nyilak a potencialis CtsD hasitasi helyeket
jelzik, a szinkodok pedig a predikcios modszerekre utalnak. Piros: Prosper Protease Specificity

Prediction Server (https://prosper.erc.monash.edu.au/) Zold: Site Prediction

(https://www.dmbr.ugent.be/prx/bioit2-public/SitePrediction/).

4.2.10. pCMV-cMyc-A2aR?#4410 yektor készitése

Az AaR 284-410. aminosavat kodoldé C-terminalis szekvencidjat pPCMV emlds expresszios
vektorba (Clontech) illesztettiik, oly médon, hogy a szekvencia két végére specifikus restrikcios
enzim (Nde I, Xho I) felismerd helyeket alakitottunk ki PCR mddszerrel. A DNS fragmentek
restrikcios hasitasat kovetden a pCMV vector Nde I és Xho I restrikcids hasitasi helyére
illesztettiik az A2aAR%4*1% aminosavat kodolé C-terminalis szekvencijat. Az A2aR C-terminalis

részét igy cMyc epitdp taggel ellatott fuzids fehérjeként fejeztiik ki HEK-293 eml6s sejtekben.

4211. A cMyc-AaR%B4410 3 teljes hosszlisigi A2aR, CtsD és NPC1 fehérjék
immunprecipitacidja

500 pg teljes fehérje tartalmti RAW 264.7, HEK-293 illetve HEK-293 Flag-A;aR5NAP
sejtlizatumot RIPA pufferben PBS-tal 500 pl-re kiegészitettiik és 100 mg/ml proteaz inhibitor
koktélt (PIC) és 100 mg/ml PMSF-ot adtunk hozza. A komplexhez 10 pg anti-CtsD antitestet
vagy a megfeleld izotipus kontroll IgG-t; 1 pg anti-cMyc antitestet €s a megfeleld izotipus
kontroll 1gG1 vagy 8,5 ug anti-A2aR antitestet adtunk, és egy éjszakan at forgatva 4°C-on

inkubaltuk. Masnap a lizatumokhoz ekvilibralt Protein G-specifikus Dynabead magneses
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gyongyszuszpenziot adtunk, és 1 oran keresztiil 4°C-on, forgatva inkubaltuk. A gyongyoket
haromszor mostuk RIPA-PBS pufferrel (1:2 ardnyban), amelyet 100 mg/ml PIC-cel és 100
mg/ml PMSF-fel kiegészitettiink. A kotott fehérjéket 48 ul jéghideg RIPA pufferrel elualtuk az
immunkomplexekbdl, majd 12 ul 5 x SDS mintapuffert adtunk hozza. Az eludlt mintakat 10
percig 95°C-on denaturaltuk, SDS-PAGE-el valasztottuk el (10 %-o0s gél, 100V, 60 perc), majd
anti-cMyc antitest, anti-CtsD illetve anti-NPC1 antitestek felhasznalasaval wesrten blottal
vizsgaltuk. A cMyc-AaR?+410 kifejezd6 RAW 264.7 sejtlizatumban cMyc-specifikus

antitesttel képzett immunkomplexet MS analizissel is vizsgaltuk.

4.2.12. HEK-293-Flag-A2aR AP sejtlizatumok és GST-A2aR%4+40 CtsD proteazzal
torténo kezelése, GST rekombinans fehérjék

A HEK-293-Flag-A2aRNP sejtek egyszeri jéghideg PBS-tal torténd moséasa utdn a sejteket
jéghideg RIPA pufferben (50 mM Tris-HCI pH=7,4, 1% NP-40, 0,5% Na-deoxycholate, 0,1%
SDS, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 50 mM NaF) lizaltuk. Ezutan centrifugalassal gytjtottiik
Ossze a mintakat (10 perc, 10000 g, 4°C-on). A feliiluszokat Osszegyljtottik, és a
fehérjekoncentraciot Direct Detect spektrofotométerrel (Merck-Millipore, Darmstadt,
Németorszag) hataroztuk meg. A sejtlizatumokat (50 pg fehérje) rekombinans egér CtsD-vel
inkubaltuk 1,5 pg/ml koncentracioban 1 és 2 oran keresztiil, 37°C-on. Az egér GST-AaR%+
410 ¢5 GST rekombinans fehérjéket (200 ng) 10 pg/ml koncentracioban inkubaltuk rekombinans
egér CtsD-vel 5, 10 és 30 percig, 37°C-on. Az eljarast megelézéen a CtsD-t 10 percig
szobahdmérsékleten eldinkubaltuk. Az elegyet Assay pufferrel (0,1 M natrium-acetat, 0,2 M
NaCl, pH=3,5) egészitettiik ki. Az emlds sejtlizatum ¢és a CtsD inkubaldsa utan a minta
térfogatanak 10-szeresét adtuk a hideg (-20°C-o0s) acetonbo6l, majd a mintakat vortexeltiik €s 30
percig inkubaltuk -20°C-on. Az elegyet 10000 g-n 10 percig 4°C-on centrifugaltuk. A
feliiluszot eltavolitottuk, és a pelleteket 72 ul RIPA pufferben vettiik fel, majd 18 ul 5 X SDS
mintapufferrel egészitettiik ki. Az egér GST-A2aR?®**1%, a GST fehérjék és a CtsD inkubéldsa
utan 48 pl Assay pufferben az enzimreakcidkat 12 ul 5 X SDS mintapufferrel allitottuk le.
Ezutan minden mintat 10 percig 95°C-on denaturaltunk, majd SDS-PAGE-el valasztottuk el
(10 %-0s gél, 100V, 60 perc). Mig a HEK-293-Flag-A,aRNAP sejtmintakat WB analizissel
vizsgaltuk anti-Flag antitest hasznalatdval, addig az egér GST-AaR%4410 ¢5 GST fehérjéket

ezlstfestéssel tettlik lathatova a gélben.
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3. Tablazat. Western blot-hoz (WB), immunprecipitaciohoz (IP), immunfestéshez (IF) hasznalt

antitestek, az immunfestéshez hasznalt nuklearis festékanyagok.

Antitest Modszer Alkalmaz,oFt’ Informaci6 a forrasrol
koncentracio

. WB 167 ng/ml M5546 Sigma-Aldrich Kft., (Budapest,

anti-cMyc IP 16,5 pg/mi Magyarorszig)
IF 33,4 ug/ml 24 &

. WwB 02 pg/mi AF1029; R&D Systems (Minneapolis,

anti-CtsD IP 20 pg/ml MN, USA)
IF 4 pg/mi ’

. MAB1029; R&D Systems (Minneapolis,
anti-CtsD WB 1 pug/mi MN, USA)

i WB 0,7 ug/mi AAR-002; Alomone labs
anti- AR IF 14 pg/ml (Jerusalem, Izrael)

. SAB4300682; Sigma Aldrich

-EEA1L IF 1 I
antl hg/m (Budapest,Magyarorszag)

. WB 1 pug/mi NB400-148, Novus Biologicals

-NPC1 .
anti-NPC IF 5 ug/ml (Centennial, CO,USA)

. mab90006-P; Covalab
anti-Flag wB 05 ugiml 1 . lifornia, CA, USA)

. . sc-47778 HRP; Santa Cruz Biotechnology
anti-p-Aktin WB 0,02 ug/ml (Dallas, TX, USA)
anti-GST WEB 0.5 pg/ml Farkas I!onai Debreceni Egyetem, Orvosi

Vegytani Intézet

. A15999; Thermo Fisher
anti-kecske-HRP | WB 0,2 pg/ml (Waltham, MA, USA)

. 7076S; Cell Signaling Technology

- -HRP WB 2 I
anti-eger 02 ug/m (Danvers, MA, USA)

. 7074S;  Cell Signaling  Technology

-nyul-HRP WB 2 I
anti-nyu 02 ug/m (Danvers, MA, USA)
anti-nyul-Alexa- A27034; Thermo Fisher
488 IF 5 ug/ml (Waltham, MA, USA)
anti-kecske- IF 5 wa/ml A21469; Thermo Fisher
Alexa-647 Mg (Waltham, MA, USA)

. . sc-47778 HRP, Santa Cruz Biotechnology
anti-p-Aktin-HRP | WB 0,1 ug/mi (Dallas, TX, USA)
Anti-LAMP2- IE 5 wa/ml 108510, BiolLegend
Alexa-488 hg (San Diego, CA, USA)

D1 Th Fish

DAPI IF 20 pg/ml 306, Thermo Fisher

(Waltham, MA, USA)
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4.2.13. Az egér GST-A2aR%4%0 ¢5 az endogén CtsD kélesonhatiasanak vizsgalata ,,pull-
down” modszerrel

Az egér GST és GST-AaR?4410 rekombinans fehérjéket E. coli BLR torzsben expresszaltuk,
¢s a baktériumsejtek feliiluszojabol a GST-specifikus MagneGST fehérjetisztitdo rendszerrel
(V8600, Promega, Madison, WI, USA) kotottik meg. A 10 ml O/N baktériumtenyészetbol
szarmazo6 sejteket 1 ml lizispufferben (10 mM Tris puffer pH: 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA)
tartuk fel, amelyet 10 ul PIC-lal (100 mg/ml), 10 ul PMSF-dal (100 mg/ml) és 10 ul lizozimmel
(100 pg/ml) egészitettiik ki, szuszpendaltuk, és erdteljesen vortexeltiik. Az elegyeket 15 percig
jégen inkubaltuk, majd 50 ul ditiotreitollal (DTT) (100 mM) és 75 ul szarkozillal (20 v/v%)
egészitettlik ki, ismét vortexeltiik, és haromszor 30 masodpercig szonikaltuk 30 mésodperces
szlinetekkel (50 ciklus, 5 Micro Tip Limit) (Branson Sonifer 250). A lizatumok feliiluszo
frakcigjat centrifugalassal kiilonitettiik el (10 000 g-vel 5 percig 4°C-on), majd ehhez a
frakcidhoz 11,5 pl Triton-X oldatot (10 v/v%) és 30 ul ekvilibralt magneses gyongyot adtunk.
Az elegyeket egy ¢jszakan at 4°C-on inkubaltuk folyamatos forgatas mellett, majd mdsnap a
GST-specifikus komplexeket kétszer mostuk 250 ul mosopufferrel és kétszer 250 ul PBS-tal.
Ezutan a mosott GST, GST-AaR?4410 kotott gydongyok 1/5-6ét 33 pl elticids pufferben (50 mM
redukalt glutation, 50 mM Tris puffer pH: 8,1) eludltuk 15 percig 4°C-on, folyamatos forgatas
mellett. Az elegyet SDS mintapuffer jelenlétében denaturaltuk (10 perc 95°C), majd SDS-
PAGE-el elvalasztottuk (10%-os gél, 100 V, 60 perc). Az elvalasztott fehérjéket Coomassie
Brillant Blue G250 festéssel tettiik lathatova, a jelet pedig Fluorchem FC2 Imaging System
(Alpha Innotech, #22424, NIBE Industriar AB, Markaryd, Sweden) alkalmazasaval
detektaltuk. A CtsD ,,pull-down” (PD) kisérletekhez 145 pg teljes fehérjetartalma IPM®
sejtlizatumot inkubaltunk a mosott GST vagy GST-AxaR%4+40 kotott gyongydk 2/5-ével 500
ul végtérfogatt, 1x PIC-lal kiegészitett RIPA pufferben 2 6ran keresztiil, 4°C-on. Ezutan a PD-
komplexeket egyszer 600 pul RIPA pufferrel és kétszer 1x PIC-lal kiegészitett PBS-tal mostuk.
A kotott fehérjéket a PD-komplexekbdl 100 pl jéghideg RIPA-pufferrel eluéltuk, amely 33 pl
5x SDS mintapuffert tartalmazott. Az elualt mintakat 10 percig 95°C-on denaturaltuk, SDS-
PAGE-el valasztottuk el (4-12% gradiens gél, 100V, 60 perc), és WB modszerrel elemeztiik

CtsD-specifikus antitesttel, valamint tdmegspektrometriai analizisre is elkiildtiik.

4.2.14. Az AoaR, LAMP2, EEA1 és NPC1 fehérjék immunfestése
Az IPM® (3x10°) és RAW 264.7 (5x10%) sejteket 300 ul komplett DMEM-ben 8 lyuk
sejttenyésztd edényekben és IPM® (10°) és RAW 264.7 (2x10%) sejteket 100 ul komplett
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DMEM-ben 96 lyuku Cell Carrier Ultra sejttenyészté edényekben tenyésztettiik. A sejteket az
immunfestés eldtt 20 percig Pepsztatin A penetratinnal (1, 3 és 9 uM), illetve A2aR agonistaval
(CGS21680, 100 nM) kezeltiik, miel6tt 4 oran keresztiil LPS-t (100 ng/ml) adtunk a sejtekhez.
A kezelést kovetden a sejttenyésztd médiumot friss komplett DMEM-re cseréltiik. Az AsaR-t
¢s a LAMP2 fehérjét a sejttenyészetben jeloltiik 30 percig 37°C-on anti-AxaR antitesttel (2
pg/ml), illetve anti-LAMP2-Alexa-488 antitesttel (2 ug/ml). Ezutan a sejteket 4 m/v%-0s PFA
oldattal 20 percig fixaltuk, majd szobahémérsékleten 30 percig blokkold pufferben (2 m/v%
BSA PBS-ban oldva) inkubaltuk. A sejteket haromszor mostuk 300 ul PBS-tal, majd Alexa-
488-konjugalt anti-nyul jelolést alkalmaztunk az elsddleges anti-A2aR antitestnél. Az EEA1-
¢s az NPCl-specifikus immunfestés esetében a sejteket 4 w/v%-0s PFA oldattal 20 percig
fixaltuk, majd szobahdmérsékleten 30 percig blokkolo pufferben (2 m/v% PBS-ban oldott
BSA) inkubaltuk. Anti-EEAI (1 pg/ml) és anti-NPC1 (5 pg/ml) antitestet adtunk a mintakhoz,
majd a sejteket egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk. A sejteket haromszor mostuk 300 pl PBS-
tal, majd az EEA1 és NPC1 festéshez Alexa-488 konjugalt anti-nyil masodlagos antitestet
adtunk (5 pg/ml) a blokkold pufferhez, és 1 6ran at inkubaltuk szobahomérsékleten. A
sejtmagokat DAPI-val (20 pg/ml) festettilk 1 oran keresztiil szobahémérsékleten, blokkold
pufferben. A festés és a kamrak eltavolitasa utan a targylemezeket 5 ul Mowiol-Dabco fedd
médium jelenlétében fedtiik le. A fényképeket Leica SP8 konfokalis mikroszkdppal (Leica
Microsystems, Buffalo Grove, IL, USA) készitettiik 63x olajimmerszids objektivvel (NA: 1,4).
A 96 lyuku Cell Carrier Ultra plate-ben a blokkol6 puffert 50 ul PBS-ra cseréltiik, és a képeket
Opera Phenix High Content Confocal System (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) késziilékkel
készitettilk. Az A2aR lokalizaciojanak vizualizaldsa érdekében 50-210 latoteret és 370-6100
sejtet rogzitettiink lyukanként, és minden egyes képalkotasi pozicioban l1ézer alapu
autofokuszalast alkalmaztunk. A DAPI és Alexa-488 csatornak képeit a Z képsik 2 um-es
tavolsadgaban vettiik fel 63x vizes objektivvel (NA: 1,15). Az elsédleges adatokat a Harmony
4.8 szoftverrel (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) elemeztiik a ,,Spot Analyses Ready to
Made Solution”  (http://www.perkinelmer.com/product/harmony-4-2-0ffice-hh17000001)
szerint, tovabbi egyedi modositasokat alkalmazva. A sejteket a DAPI jel alapjan azonositottuk,
¢és a sejtfenotipusokat az Alexa-488 jel alapjan jellemeztiik. A kiértékelés soran olyan
paramétereket hatdroztunk meg, mint a pozitivan jel6l6dé Alexa-488 pozitiv foltok szama, a
foltok teljes teriilete, a foltok relativ intenzitdsa a membranban és a citoplazma régiokban. A
parhuzamos adathalmaz statisztikai elemzéseit GraphPad Prism 8 programmal végeztiik. Az

adatok kiértékelése 550-5450 kiilonb6z6 sejt egyedi elemzésén alapult, és atlag + SD-ben,
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illetve SEM-ben keriilt bemutatasra. *p<0,05, **p<0,01 és ***p<0,001 vs. kontroll (vehicle-
kezelt); #<0,05, ##p<0,01 és ###p<0,001 vs. LPS kezelt sejtek.

4.2.15. Lézeres pasztazo citometria

RAW 264.7 (10°) illetve IPM® (20°) sejteket anti-LAMP-2-Alexa-488 antitesttel jeldltiink (0,5
mg/ml), és a sejtmagot DAPI-val (20 pg/ml) festettiik 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten,
blokkold pufferben. A mintékat 1ézeres pasztazé iCys Research Imaging citométerrel (Thorlabs
Imaging Systems, Sterling, VA, USA) mértiik. A keletkezd fluoreszcenciajeleket (405 nm és
488 nm) 40x (NA 0,75) objektivvel gytijtottiik 2 detektald csatornaba (kék és zold csatorna). A
kék csatorna PMT beallitasai 22 V, az erdsités 100%, az offset -0,14 V volt, a zold csatornaban
a PMT-t 40 V-ra, az erdsitést 100%-ra, az offsetet pedig -0,06 V-ra allitottuk be. Az X-1épés
mérete 0,25 pm volt. A mezd mérete 250*192 um volt. A felbontas 1024*768 volt, a pixelméret
pedig 0,25 um*0,25 um.

4.2.16. Tomegspektrometria

A cMyc-AaR%®4410 &5 az izotipus-kontroll-specifikus immunokomplexek RAW 264.7
sejtlizatumbol szarmazo triptikus fragmentumait és az egér IPM®-bol szarmazd GST- és GST-
AaRZBH410_gpecifikus ,,pull-down” komplexek triptikus fragmentumait matrix-asszisztalt lézer
deszorpcids ionizacios ,,time-0f-flight” tomegspektrometriaval elemeztiik a korabban leirtak

szerint (Siimegi és munkatarsai, 2003).

4.2.17. Statisztikai analizis

Az adatokat harom-hat fliggetlen kisérlet (kisérletenként harom-tizenegy technikai
parhuzamos) atlag + SD, valamint + SEM-értékeként mutattuk be. A normalitas elemzésére a
D'Agostino ¢és Pearson tesztet hasznaltuk. Abban az esetben, ha az adatok normal eloszlast
mutattak, egy-utas ANOVA-t végeztiink Sidak post hoc teszttel kiegészitve. A masik esetben,
ha az adatok nem mutattak normal eloszlast, az adatokat transzformaltuk, majd egy-utas
ANOVA-t végeztiink szintén Sidak post hoc teszttel kiegészitve. A <0,05-6s p-értékeket
statisztikailag szignifikansnak tekintettilk (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). A statisztikai
elemzéseket GraphPad Prism 8.0 szoftverrel (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)
végeztiik.
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5. Eredmények

5. 1. Az A2aR C-terminalis doménjével kolcsonhato fehérjék azonositasa

Az AxaR a receptor csalad tobbi tagjatol eltéréen hosszi, C-termindlis intracellularis doménnel
rendelkezik (human: 122 aminosavbol all, egér: 120 aminosavbol all). Ez a domén felelds mas
fehérjékkel vald kolcsonhatds kialakitasaért. Ilyen fehérje-fehérje kolcsonhatdst azonban
ezidaig makrofag sejtekben nem azonositottak. Ezért AoaR kdlcsonhato fehérjék azonositasat
tliztiik ki célul egér makrofag sejtekben. Ennek érdekében Dr. Kokai Endre el6szor élesztd két-
hibrid konyvtarsziirést végzett az A2aR C-termindlis doménjével, egér peritonealis makrofag
konyvtar alkalmazasaval és ennek soran azonositotta a CtsD kolesonhat6 fehérjét. Ezt kovetden
immunprecipitaciod, illetve ,,pull-down” modszert koveté MS analizissel mutatta ki az A2aR C-
terminalisanak és az NPC1 fehérjének a kapcsolatait makrofagokban. Az éleszté két-hibrid
sziirés 15 fiiggetlen klonban azonositotta a CtsD-t, mint A2aR kolcsonhato fehérjét. A pozitiv
klénok harom kiilonb6z6, egymast atfedd szekvenciaji csoportja azt jelezte, hogy a talalat
valodi €és nem a CtsD-t kodolo szekvencia részlet sokszori ismétlodésének az eredménye a
cDNS konyvtarban. Az A2aR C-terminalis doménje és a CtsD protedz feltételezett
kolcsonhatasanak igazolasa érdekében munkacsoportunk tobb fiiggetlen modszert is
alkalmazott (pl.: immunprecipitacio, ,,pull-down” moédszer), hogy ezt megerdsitse. Az én
feladatom az volt, hogy tovabbi kisérletekben a két fehérje funkcionalis kapcsolatat igazoljam.
Az AcaR C-terminalis doménjével kialakitott immun- és ,,pull-down” komplexek
tomegspektrometriai vizsgalata soran két fliggetlen modszerrel Dr. Kokai Endre 27 k6lcsonhato
fehérjét azonositott, kdztiik az NPC1 fehérjét is. Ezek a modszerek igazoltak, hogy a CtsD
proteaz is jelen van a komplexekben, igy megerdsitették az ¢€lesztd két-hibrid sziirés
eredményét. A doktori munkam tovabbi feladata az volt, hogy a 27 fehérje koziil részletesen
jellemezzem az AxaR és az NPC1 funkcionalis kapcsolatat egér makrofag sejtekben. Az A2aR
vezikularis transzportfolyamatokban betdltott szerepérdl korabban mar Visentin és munkatarsai
kimutattdk, hogy az A2aR aktivalasa helyredllitja a mitokondrialis membranpotencialt és a
koleszterin felhalmozodasat a Niemann-Pick C betegek fibroblasztjaiban (mutaciot hordoznak
a kodolo szekvenciaban, Pepponi ¢és munkatdrsai, 2022) ¢és human neurondlis ¢és
oligodendroglialis NPC1 sejtvonalakban, melyek overexpresszaljak az NPC1 fehérjét (Visentin
¢s munkatarsai, 2013; Ferrante és munkatarsai, 2016). Ezek tudatdban a nyolc tovéabbi

lehetséges kolcsonhatd partner koziil az NPC1 fehérjét valasztottuk és az NPC1 fehérje,
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valamint az A;aR funkcionalis kolcsonhatasanak vizsgalataval folytattuk kisérleteinket

makrofagokban.

5. 2. Az A2aR és a CtsD proteaz kolcsonhatasanak megerdsitése makrofagokban

Immuncitokémiai modszerrel megvizsgaltuk, hogy az endogén A2aR és a CtsD mutat-e kozos
lokalizaciot az IPM® sejtekben. A képeket konfokalis mikroszkop segitségével (Leica TCS
SP8) készitettiik, melynek LAS X szoftvere alkalmas volt arra, hogy a képeket egymasra vetitse
¢és kiszdmolja a Pearson-koeeficiens értékét is. A kisérlet eredménye azt mutatta, hogy az
endogén AzaR és a CtsD nagyfokt kolokalizaciot mutatott. Ebben az esetbe a Pearson-
koefficiens értéke 0,81 volt (12A. abra). Ezutan megvizsgaltuk, hogy az LPS altal kozvetitett
gyulladésos stimulacid, az A>aR aktivacié vagy az aszpartil protedz gatlasa hatdssal van-e az
AoaR-CtsD kolcsonhatasra, melyet ko-IP kisérletekkel igazoltunk. A kisérletiink eredménye
alapjan megallapitottuk, hogy RAW 264.7 sejtek LPS-sel és aszpartil proteaz-gatloval
(Pepsztatin A) torténd kezelése jelentGsen csokkentette a receptor kolesonhatasat a CtsD
intermedier és érett formajaban egyarant (12B. abra). A sejtek inkubalasa AxaR-specifikus
agonistaval szignifikansan a receptor CtsD HC formaval val6 kolcsonhatasat befolyasolta (12B.
abra). Ez a kezelés, tehat a protedz érési folyamatainak szabalyozasara van hatassal. Az LPS
kezelés a gyulladasos folyamatok modellezésére szolgal. A kezelés hatasa befolyasolta az A>aR
¢s CtsD kolesonhatast, tehat ez a fiziologias folyamat is befolyasolja a kdlcsonhatast. Az LPS
kezelés csokkentette a CtsD kifejez0dését. Az aszpartil protedz gatlas pedig arra utal, hogy a

CtsD enzim gatolt alakja kisebb mértékben képes kdlcsonhatni az AzaR-al.
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12. dabra. A CtsD és az A2aR kozotti kolesonhatds igazoldasa makrofagokban. (A) Az endogén
A2aR és a CtsD kolokalizacio bemutatasa egér IPM @ sejtekben immunfestéssel. A célfehérjék
azonositasahoz CtsD és AxnR-specifikus primer antitesteket hasznaltunk. A masodlagos
antitesteket Alexa-647-tel (piros), illetve Alexa-546-tal (zéld) jeloltiik, a sejtmagot pedig DAPI-
val festettiik. A képeket konfokalis mikroszkop segitségével (Leica TCS SP8) készitettiik. (B) Az
endogén A2pR-t és a CtsD-t koimmunprecipitaltuk RAW 264.7 sejtekben. Az immunkomplexben
specifikus savokat mutattunk ki Western blot-tal, CtsD antitestek felhasznadldsaval. Az IP-t 8,5
ug A2aR-specifikus ellenanyaggal végeztiik a mintaban (S1-S4), a kontroll (C) kisérletben nem
hasznaltunk ellenanyagot. A mintafelviteli kontrollokhoz minden savban 10 ug teljes fehérjét
elemeztiink. CtsD PF: pro-forma; IF: koztes forma; MF-HC: a nehézlanc érett formdja. 19G
HC: immunglobulin nehézlanc. A denzitometrias analizis adatait harom fiiggetlen kisérlet atlag
+ SD értékekeént adjuk meg. Az értékeket a kontroll mintahoz normalizaltuk (az abran 1-nél
feltiintetett vonallal jelolve). A normalitast értékeltiik és a szignifikancia szinteket a Statisztikai
analizis cimii fejezetben leirtak szerint szamoltuk Ki. Az értékek ANOVA-elemzésbdl
szarmaznak: F=9,217 és p=0,0057 a teljes CtsD-re és F=18,59 és p=0,0006 a CtsD HC-re.
*0<0,05, **p<0,01 és ***p<0,001 vs. kontroll (A2aR-specifikus antitest hianydban).
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5. 3. Az A2aR a CtsD proteaz feltételezett szubsztratja

Munkacsoportunk az A;aR C-terminalis doménnel ¢éleszté két-hibrid szirést végzett egér
intraperitonealis makrofagokon (IPM®) cDNS konyvtar alkalmazasaval és 5 fliggetlen klonban
azonositotta a katepszin D (CtsD) protedzt, mint kolcsonhatd fehérjét. Elesztd két-hibrid
modszer, IP, PD és immun-lokalizacios kisérletekkel sikeriilt bizonyitani az A;aR és a CtsD
kolesonhatasat. Annak érdekében, hogy meghatdrozzuk az A2aR kozvetleniil kdlcsonhatasba
1ép-e a CtsD-vel és szubsztratja-e az enzimnek, a receptor elsédleges szerkezetét két kiilonbozo
proteaz hasitasi hely-predikciéos modszerrel elemeztik. A szamitdgépes vizsgalat
eredményeképen az algoritmusok tobb feltételezhetd CtsD hasitasi helyet is felismertek az
AoaR-ban. Négy olyan peptid szekvenciat is talaltunk a receptor elsddleges szerkezetében,
amelyet két fliggetlen modszer is azonositott (AA40-41, AA45-46, AA84-85, AA375-376) (13.

abra).
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13. dabra. Az A2aAR C-termindlis doménje a CtsD potencidlis szubsztrdatia. Az egér AxaR
elsodleges szerkezetét ket kiilonbozo in silico CtsD hasitasi hely predikcios modszerrel
elemeztiik. A nyilak a potencialis CtsD hasitasi helyeket jelzik, a szinkodok pedig a predikcios
modszerekre utalnak (Anyagok és modszerek). A vastag betiivel kiemelt szekvenciak és a zold

dobozok a ket fiiggetlen modszerrel egyarant azonositott CtsD hasitdsi helyeket jelolik.
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Igazoltuk, hogy az AA37-376 peptidszekvencia az éleszté két-hibrid sziirés, a ko-IP és a PD
a célunk, hogy kisérletes modon is megvizsgaljuk a CtsD proteaz kozvetleniil hasitja-e az A2aR-
t. A vizsgalatainkhoz egy olyan HEK-293 sejtvonalat alkalmaztunk, amely tartdsan
expresszilja a Flag-A,aR>AP-et. A human HEK-293 sejtekbdl immunprecipitéltuk az AzaR-t
¢s a fehérje kivonatokat inkubaltuk rekombinans egér CtsD enzimmel (1,5 pg/ml), 1 vagy 2
oran keresztiil (14A. abra). A HEK-293-Flag-AaR3NAP sejtekbd] torténé immunoblot egy ~67
kDa nagysagu fehérjesavot mutatott ki, amely megfelel a SNAP-konjugalt A>aR fehérjének
(~48 kDa + ~19 kDa). Ezen kiviil nagyobb molekulatomegii fehérjesavok is megfigyelhettiink,
amelyek valésziniileg a Flag-AaRSNAP glikozilalt formdknak felelnek meg, amint arrol
korabban Burguefio és munkatarsai beszamoltak (Burguefo és munkatarsai, 2003). Ezek
alapjan elmondhat6, hogy a CtsD enzim jelent6sen csokkentette a teljes hosszisaga Flag-
AaRNAP (~67 kDa) mennyiségét 1 6ras inkubacio utan (14A. dbra). A teljes hossziisagh Flag-
AaRSNAP sav mellett két kisebb molekulaméretii savot (~63 kDa és ~52 kDa) is detektaltunk
az anti-Flag antitesttel (14A. abra). A ~63 kDa A2aR fehérje sav megfelel a receptor feltételezett
CtsD hasitasanak a szamitogépes predikcié elére jelzett helyén (AA375-376), igy egy olyan
AoaR-t hoz 1étre, amelybdl hianyzik a (AA375-376) szakasz. A ~52 kDa-0s A2aR fehérje sav
megjelenése azonban nem varhato, mivel nem egyezik meg egyik prediktalt CtsD hasitési
hellyel sem. Ez az eredmény arra utal, hogy az A2aR C-terminalis doménjében tovabbi, még
nem prediktalt CtsD érzékeny proteolitikus helyek léteznek. Végiil, annak megerdsitése
érdekében, hogy a CtsD képes-e hasitani a C-termindlis AoaR-domént, az egér rekombinans
GST-A2aR%4+410 fragmentet inkubéltuk a CtsD enzimmel (10 pg/ml) 5, 10 és 30 percig. A
kisérlet eredménye azt mutatta, hogy a CtsD idofiiggden csokkentette az egér GST-AaR?84410
fehérje kifejezodését (14B. abra), és ezzel egyidejiileg az egér GST-AaR%440 rsvidebb
formaja keletkezett, amelybdl valosziniileg hianyzik az utols6 régio (AA33-39). Ezen kiviil a
CtsD lebontotta az egér GST-AaR%4+410 tisztitdsa soran keletkezett 14 kDa degradacids
terméket is (14B. abra). Az immunprecipitacios kisérletek eredménye azt mutatta, hogy az

AzaR potencidlis szubsztratja lehet a CtsD enzimnek.

58



A

Inkubaciés id6 (6ra) 0 1 2 =3-6
CtsD (20 pg/ml) - - + - + g n=o-
St (kDa) g 215 *
00— g .
E .
70 1,0 = —
e g .
8
55— o
2, 0,5
40 — <
9
WB: anti-Flag o0 T T
50— <«— actin CtsD (20 pg/ml) - + - +
20 | s — — S —— Inkubciés idé (6ra) 1 2

WB: anti-actin

Rekombinans fehlérje: GST-A2 AR284'41 0

Inkubaciés id6 (perc)
CtsD (20 pg/ml)

St (kDa) St (kDa)
40 40
GST-A,,R284410
25 «— GST-A,,R284410 25 GST
trunkalt
15 «— dogradalt 15

fragment

Eziist festés

14. dbra: Az A2aR a CtsD potencidlis szubsztrdtia. (A) HEK-293-Flag-A2aRSNAP sejtek
lizatumait rekombinans egér CtsD enzim (1,5 ug/ml) hianydaban és jelenlétében inkubaltuk 1,
illetve 2 ordn keresztiil. A specifikus sdavokat Western blot-tal detektdltuk Flag tag- és aktin-
specifikus antitestek felhaszndlasdaval. A denzitometrias analizis adatait harom-hat fiiggetlen
kiserlet atlag + SD-értékeként mutatjuk be. Az értékeket a kontroll mintahoz normalizaltuk (az
abran I1-nél feltiintetett vonallal jelélve). A normalitast értékeltiik és a szignifikancia szinteket
a Statisztikai analizis cimii fejezetben leirtak szerint szamoltuk ki. Az értekek ANOVA-
elemzésbol szarmaznak: F=3,385 és p=0,0298. *p<0,05 vs. kontroll I ora inkubdlas utan
(rekombindns egér CtsD hidanydban) (B) 200 ng rekombindns egér GST-AxaR%84410 g5 GST
fehérjéket inkubaltunk rekombinans egér CtsD enzim (10 ug/ml) hianyaban és jelenlétében 5,

10 és 30 percig. A rekombinans fehéerjék savjait poliakrilamid gélen eziistfestéssel detektaltuk.
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5. 4. Az aszpartil-proteazok gatlasa noveli az A2aR expressziot egér makrofagokban
Ezutan megvizsgaltuk a CtsD aktivitas gatlasanak hatasat az A2aR expresszidjara egér IPM®
sejtekben. Ennek érdekében a sejteket oligopeptid-konjugalt pepsztatin A penetratinnal
[RQIKIWFQNRRMKWKK (pAntp(43-58)], az aszpartil proteazok hatékony inhibitoraval
(Zaidi és munkatarsai, 2007) inkubaltuk, mikozben az A>aR expressziojat €s szubcellularis
lokalizaciojat immunfestéssel, majd konfokélis mikroszkopos elemzéssel kovettiik nyomon.
Mint azt korabban kifejtettem, a pepsztatin A penetratin gatl6 hatasa elsésorban a CtsD enzim
gatlasat jelenti, mert ez a legnagyobb mértékben kifejez6 intracellularis aszpartil proteaz (Albee
¢s munkatarsai, 2007). Az IPM® sejteket LPS jelenlétében, illetve hianyaban tenyésztettiik, a
makrofagok gyulladasos kornyezetét modellezve. LPS jelenlétében nétt az AoaR expresszidja
a makrofdgokban, ahogyan azt kordbban Ramanathan, valamint Kordskényi és munkatarsai
leirtdk (Ramanathan és munkatarsai, 2009; Koroskényi és munkatérsai, 2016). Eredményeink
azt mutattak, hogy az A2aR a plazmamembranban és a citoplazmaban lokalizalodott (15A.
abra). Ezt kovetéen a konfokalis mikroszkopos felvételeink igazoltak, hogy a pepsztatin A
penetratin kezelés koncentraciofiiggé modon novelte az AraR-specifikus fluoreszcens foltok
szamat, méretét és intenzitasat. Ez megfigyelheté mind az LPS-aktivalt, mind a kontroll IPM®
sejtekben, a plazmamembranban és a citoplazmaban egyarant (15B. abra). Ezek a
megfigyeléseink Osszhangban vannak korabbi eredményeinkkel, miszerint az AcaR
szubsztratja lehet a CtsD-nek és a proteolitikus hasitds gatldsa magasabb szinten tartja a
receptor mennyiségét (14B. abra). Ezen kiviil igazoltuk a két fehérje kolokalizaciojat IPM®
sejtekben is (12. abra).
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15. dbra. A pepsztatin A penetratin kezelés noveli az A2aR expresszidjdt egér makrofigokban.
Az IPM @ sejteket pepsztatin A penetratinnal (1, 3 és 9 uM) kezeltiik LPS (100 ng/ml) hianydaban

vagy jelenlétében 4 oran keresztiil. (A) Az AaR immunfestést koveté kimutatisa IPM@®
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sejtekben. Az AxaR-t specifikus primer antitesttel festettiik, az Alexa-488 konjugalt mdsodlagos
antitest pedig az endogén A2aR fehérje lokalizdciojat mutatia (zold). 190 mezdt és 2000-3000
sejtet rogzitettiink lyukanként. (B) A sejteket a DAPI jel alapjan azonositottuk. A
sejtfenotipusokat az Alexa-488 jel alapjan jellemeztiik. Kielemeztiik az AoaR-specifikusan jelolt
teriiletek paramétereit a membran és a citoplazma régiokban. A parhuzamos adatsorok
statisztikai elemzését GraphPad Prism 8 programmal végeztiik. A sejtek egyedi elemzései
alapjan késziilt adatok kiértékelése atlag +SD-ben van feltiintetve. Az adatok hdrom fiiggetlen
mérésbil szarmaznak. Az értékeket a kontroll mintdhoz normalizaltuk (az dbran 1-nél
feltiintetett vonallal jelélve, illetve a transzformalt adatok esetében 0-ndl feltiintetett vonallal
jelolve). A normalitast értékeltiik és a szignifikancia szinteket a Statisztikai analizis cimii
fejezetben leirtak szerint szamoltuk ki. Az ANOVA-elemzésbol szarmazo értékek: F=20,53 és
pP<0,001, F=24,78 és p<0,001 a foltok szama a membran-, illetve citoplazma régioban; F=9,52
és p<0,001, F=35,28 és p<0,001 a pozitivan jelolodo foltok relativ intenzitdisa a membran-,
illetve citoplazma régioban. ***p<0,001 vs. kontroll; ### p<0,001 vs. LPS-kezelt sejtek.

5. 5. A pepsztatin A penetratin kezelés modulalja az LPS-aktivalt IPM® sejtek
citokintermelését

A makrofagoknak kiemelkedd szerepiik van a gyulladasos folyamatokban. Ennek az élettani
folyamatnak a jellemzdje a gyulladasos és gyulladdscsokkentd citokintermelés szabdlyozasa.
Mivel korabban mar igazoltak, hogy az A2aR stimulacioé csokkenti a makrofagokbol torténd IL-
6 szekréciot és noveli az IL-10 citokinek felszabadulasat (Haské és munkatarsai, 1994, Csoka
¢s munkatarsai 2007, Németh és munkatarsai, 2006), ezért megvizsgaltuk, hogy az aszpartil-
proteazok gatlasa, mely noveli az AoaR expressziot az IPM® sejtekben (16. abra), szintén
kivalthatja-e az A2aR stimulaciot. Ennek érdekében ELISA mddszerrel megmértiik az IL-6 és
IL-10 mennyiségének valtozasat IPM® sejtekben. Az el6z6 kisérletben sikeriilt igazolni, hogy
az aszpartil proteaz gatld pepsztatin A penetratin kezelés hatassal van az A2aR kifejezodésére,
ezért megvizsgaltuk, a pepsztatin A penetratin milyen hatassal van a citokin termelésre
makrofagokban. A pepsztatin A penetratin kezelés csokkentette az IL-6 és novelte az 1L-10
citokinek szintjét az LPS-aktivalt IPM® sejtekben (16. abra). Ez azt jelentette, hogy az aszpartil
proteaz gatlas hasonld hatast képes kivaltani a gyulladasos és a gyulladastgatlo citokinek

termelddésére, mint az A2aR stimulacio.
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16. abra. A pepsztatin A penetratin kezelés modositja az A2aR dltal kozvetitett citokintermelést
LPS aktivalt makrofigokban. (A) IL-6 és (B) IL-10 a pepsztatin A penetratinnal kezelt IPM @
sejtekben 4 oras LPS aktivalast kdvetden. A citokinszinteket ELISA modszerrel hataroztuk meg.
Az adatokat harom fiiggetlen kisérlet atlag +SD-értékeként mutatjuk be. Az értékeket a kontroll
mintahoz normalizaltuk (az abran 1-nél feltiintetett vonallal jelolve, illetve a transzformalt
adatok esetében 0-ndl feltiintetett vonallal jelolve). A normalitast értékeltiik és a szignifikancia
szinteket a Statisztikai analizis cimii fejezetben leirtak szerint szamoltuk ki. Az értekek ANOVA
elemzeésbol szarmaznak: F=66,34 és p<0,001 az IL-6 esetében és F=24,44 és p<0,001 az IL-
10 esetében. **p<0,01 és ***p<0,001 vs. kontroll; ###p<0,001 vs. LPS kezelt sejtek.

5. 6. Az A2aR és az NPC1 fehérje kolcsonhatasanak kimutatasa

Az AzaR C-termindlis doménjével végzett IP és PD kisérleteket kdvetdé MS analizissel
azonositott AoaR kolcsonhato fehérjék koziil az NPC1 fehérjére 6sszpontositottunk. Ennek az
volt az oka, hogy korabban leirtak a két fehérje kozotti funkcionalis kapcsolatot (Ferrante és
munkatarsai, 2016, Visentin és munkatarsai, 2013). Az eredmények azt mutattak, hogy az
AoaR-nak potencialisan terapias szerepe lehet ennek a ritka genetikai rendellenességnek a
kezelésében, amikor hianyzik az NCP1 fehérje. Ezért eldszor a transzgenikus HEK sejtekben
termeltetett A2aR és NPC1 kapcsolatat vizsgaltuk, majd az endogén A2aR ¢és NPCl1
kolcsonhatasat RAW 264.7 sejtekben. Ebbol a célbol a CtsD és A2aR kolcsonhatasat igazold
kisérletekben, korabban mar felhasznalt HEK-293-Flag-A2aRSNAP  sejteket almaztunk
(Fernandez-Duefas és munkatarsai, 2015; Skopal és munkatarsai, 2022). Az A2aR és NPC1
kolcsonhatasat IP modszerrel igazoltuk, A2aR-specifikus antitest alkalmazasaval. A két fehérje
kozotti kapesolat specifikussagat igazolta, hogy nyual kontroll szérum alkalmazasa esetén az
NPC1 fehérje nem volt jelen az immunkomplexben (17A. abra). Ez utan megvizsgaltuk, hogy

az endogén AzaR és az NPC1 kozotti kolesonhatas makrofagokban is eléfordul-e. Ennek
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érdekében ko-IP kisérleteket végeztiink RAW 264.7 sejtekben. A korabban is alkalmazott anti-
AoaR antitesttel RAW 264.7 sejtlizatumban is tudtuk immunprecipitalni az NPC1 fehérjét
(18B. 4bra), hasonléan a HEK-293 Flag-A2aRSN® sejtekhez (17A. abra). Fontos, hogy az
NPC1-specifikus fehérjesav nem figyelhetd meg anti-A2aR antitest hianyaban a ko-IP
kisérletben (17B. abra). Osszességében ezek az eredmények azt mutattak, hogy a teljes
hossziisagli A2aR és az NPC1 nemcsak a HEK-293 Flag-A;aRSNA? sejtekben, hanem a

makrofagokban is kdlcsonhatasba 1ép egymaéssal.
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17. dabra: Az adenozin 2A receptor kélcsonhat az NPCI fehérjével HEK-293 Flag-A>aRSNAP
és RAW 264.7 sejtekben. (A) 500 ug fehérjét tartalmazé HEK-293 és HEK-293 Flag-A2ARSNAP
sejtlizatumot, valamint (B) RAW 264.7 sejtlizatumot 8,5 ug anti-AoaR antitesttel inkubaltunk.
Az antitestet tartalmazo komplexet Dynabeads Protein G-vel inkubaltuk a kotés kialakitisa
érdekében. A specifikus savokat az immunkomplexben Western blot-tal detektaltuk NPCI-
specifikus antitest és anti-nyul-HRP mdasodlagos antitest felhasznalasaval. A sejtlizatumokbol
minden savban 5 ug fehérjét valasztottunk el. 1gG HC: immunglobulin nehéz linc. Az
bemutatott membrdanképek harom fiiggetlen kisérletet reprezentalnak. Az IP-t 8,5 ug anti-A2aR
specifikus antitesttel vagy 8,5 ug kontroll nyulszérummal végeztiik az A panelen. Az IP-t 8,5 ug
specifikus antitest felhasznaldsaval végeztiik az S1 mintaban. A C1 minta nem tartalmazott anti-

A2aR-specifikus antitestet a B panelen.

erer

LPS-aktivalt makrofagokban
Ezutan megvizsgaltuk az NPC1 és az A2aR kozotti funkcionalis kolcsonhatas lehetdségét.

Ennek érdekében eldszor az AoaR aktivacid hatasat tanulmanyoztuk az NPC1 mRNS
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expressziojara €s a fehérje kifejez6désére LPS-aktivalt makrofagokban. Abban az esetben,
amikor az LPS-aktivalt IPM® sejteket AoaR agonistaval kezeltiik, az NPC1 mMRNS expresszios
szintjében csokkenést figyeltiink meg (18 A. dbra). Az LPS kezelés hatdsara csokkent az NPC1
mRNS relativ mennyisége, valamint az AxaR-stimulacié fokozta ezt a csokkenést LPS-
indukalta makrofagokban (18A. abra). Tovabba, amikor az NPCI1 fehérje kifejez6dését
vizsgaltuk, azt tapasztaltuk, hogy a kombinalt LPS-A2aR agonista kezelés, az mRNS szinthez
hasonloan szignifikansan csokkent (18B. abra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az

AoaR jelatvitel szabalyozza az NPC1 expresszidjat a makrofagokban.
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18. dbra: Az A2AR aktivaldasa csokkenti az NPC1 mRNS és fehérje expressziojat egér IPM®
sejtekben. (A) Total RNS-z izoldltunk IPM¢ sejtekbol LPS aktivaldst és a CGS21680 A2aR

agonistaval torténd kezelést kovetéen. A reverz transzkripciot 2 ug tisztitott teljes RNS-Sel
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végerztiik, és az NPCI1-specifikus mRNS expressziojat kvantitativ RT-PCR-rel mértiik. Minden
adatot eger peta2-mikroglobulin és GAPDH haztartadsi génekre normalizaltunk. Az adatokat
atlag £ SEM-ben adtuk meg. (B) Fehérjét izoldltunk egér IPM¢ sejtekbdl az A panelben
szereplovel azonos kezelést kévetoen. 10 ug teljes fehérjemintat minden savban WB modszerrel
vizsgaltuk NPCl-specifikus poliklonalis antitest hasznalataval. A relativ fehérjemyennyiség
meghatarozasa a [-aktin mennyiségére normalizaldassal tortéent. Az NPCI relativ
mennyiségének statisztikai elemzése négy fiiggetlen kisérleten alapul. Az értékeket a kontroll
mintahoz normalizaltuk (az abran 1-nél feltiintetett vonallal jelolve, illetve a transzformalt
adatok esetében 0-ndl feltiintetett vonallal jelolve). A normalitadst értékeltiik és a szignifikancia
szinteket a Statisztikai analizis cimii fejezetben leirtak szerint szamoltuk ki. A statisztikai
elemzéseket atlag + SEM-ben adjuk meg. **p<0,05 vs. kontroll sejtek, #p<0,05 vs. LPS kezelt

sejtek.

5.8. Az A2aR aktivalasa szabalyozza az NPC1 sejtfelszini expressziot egér makrofagokban
Ezt kdvetden az volt a célunk, hogy meghatarozzuk, az Az2aR aktivacio befolyasolja-e az NPC1
lokalizaciojat, illetve sejten beliili mennyiségének valtozasat. Ebbdl a célbol specifikusan
jeloltik az NPC1 fehérjét, majd konfokélis mikroszkdppal kovettiik az NPC1 sejten beliili
eloszlasat A>aR agonistaval kezelt makrofagokban (azaz RAW 264.7, IPM®) LPS hianyaban
¢és jelenlétében. A RAW 264.7 és IPM¢ sejtek LPS-sel torténd aktivalasa soran novekvo
tendenciat mutatott az NPC1 fehérje-specifikus foltjainak szama, a foltok relativ intenzitasa, a
foltok Osszteriilete és szama, és az egy teriiletre es6 NPC1-specifikus foltok szama is, mind a
20B abra). Az AxaR agonista elokezelés csokkentette az NPC1-specifikus foltok szamat és az
osszes folt teriiletét a membran régioban (19B. abra) az LPS-stimulalt RAW 264.7 sejtekben.
Az IPM®-ban az A2aR agonista kezelés csokkentette a citoplazmaban talalahatd NPCI-
specifikus foltok szamat és teljes teriiletét (20B. abra), valamint a plazmamembran régioban
azonositott NPCl-specifikus foltok relativ intenzitasait (20B. abra). Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az A2aR stimulacié nem csak LPS-aktivalt makrofag sejtvonalban,
hanem a primer peritonealis makrofagokban is csokkenti az NPC1 fehérje kifejezddését a

sejtmembran kdrnyezetében.
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19. dbra: Az A24R aktivdlasanak hatdsa az NPC1 kifejezodésére RAW 264.7 sejtekben. (A) A
RAW 264.7 sejtek immunfestését NPC1-specifikus elsddleges és Alexa-488 konjugdalt anti-nyul
masodlagos antitest (zold) hasznadlatdaval végeztiik. A makrofdagok sejtmagjat DAPI-val (kék)
festettiik. Mintanként 154-212 mezdt és 400-6100 sejtet rogzitettiink. (B) A sejteket a DAPI jel
alapjan azonositottuk, a sejtfenotipusokat pedig az Alexa-488 jel alapjan jellemeztiik.
Kielemeztiik az NPCl-specifikusan jelolt teriiletek paramétereit a membran és a citoplazma
réegiokban. A parhuzamos adatsorok statisztikai elemzéset GraphPad Prism 8 programmal
végeztiik. Az adatok harom fiiggetlen mérésbél szarmaznak. Az értékeket a kontroll mintahoz
normalizaltuk (az abran [-nél feltiintetett vonallal jelolve, illetve a transzformalt adatok
esetéeben 0-ndl feltiintetett vonallal jelolve). A normalitast értékeltiik és a szignifikancia
szinteket a Statisztikai analizis cimii fejezetben leirtak szerint szamoltuk ki. Az adatok

kiértékelése atlag + SEM-ben megadva. #p<<0,05 LPS; vs. LPS+A2aR agonistdval kezelt sejtek.
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20. dabra: Az A2AR aktivdlasanak hatasa az NPC1 kifejezodésére egér IPM¢ sejtekben. (A)
Az egér IPM@ sejtek immunfestését NPC1-specifikus elsddleges és Alexa-488 konjugalt antinyul
masodlagos antitest (zold) hasznadlatdaval végeztiik. A makrofdagok sejtmagjat DAPI-val (kék)
festettiik. Mintanként 66-145 mezot és 300-3470 sejtet rogzitettiink. (B) A sejteket a DAPI jel
alapjan azonositottuk, a sejtfenotipusokat pedig az Alexa-488 jel alapjan jellemeztiik.
Kielemeztiik az NPCl-specifikusan jelolt teriiletek paramétereit a membran és a citoplazma
régiokban. A pdarhuzamos adatsorok statisztikai elemzését GraphPad Prism 8 programmal
vegeztiik. Az adatok harom fiiggetlen mérésbol szarmaznak. Az értékeket a kontroll mintahoz
normalizaltuk (az abran 1-nél feltiintetett vonallal jelolve). A normalitast értékeltiik és a
szignifikancia szinteket a Statisztikai analizis cimii fejezetben leirtak szerint szamoltuk ki. Az
adatok kiértékelése atlag + SEM-ben megadva. #p<0,05 LPS vs. LPS+A2aR agonistival kezelt

sejtek.

5. 9. Az A2aR stimulacié csokkenti a Lizoszoma-asszocialt membran protein 2 (LAMP2)
expressziojat egér makrofagokban

Az Niemann-Pick C betegség, az NPC1 mutacioi altal okozott halalos kimeneteli lizoszomalis
lipidraktarozasi betegség, amely befolyasolja az LDL-eredetii koleszterin transzportjat a
lizoszoma lumenbdl a membranba (Trinh és munkatarsai, 2018). Az A2aR agonistaval térténd
kezelés csokkenti a LAMP2 fehérje, mint lizoszomalis marker (Friebe és munkatarsai, 2014)
sejtfelszini megjelenését mind az egészséges fibroblasztokban, mind az Niemann-Pick C
betegségben szenveddk fibroblasztjaiban (Visentin €és munkatarsai, 2013). A LAMP2
monitorozasaval kdvetkeztethetiink a lizoszémak lokalizacidjadnak valtozasara. Ezért célunk az
volt, hogy megvizsgaljuk az A>aR aktivacidé hatasit a LAMP2 intracellularis eloszlaséara
nyugalmi és aktivalt makrofagokban. Ennek érdekében a RAW 264.7 és IPM® sejteket AoaR
agonistaval elékezeltiik és LPS hianyaban vagy jelenlétében inkubaltuk (21. abra). A LAMP2
sejtfelszini mennyiségét specifikus immunfestést kovetden konfokalis mikroszkdppal kovettiik
nyomon. Ezutan meghataroztuk a LAMP2-specifikus foltok szamat és fluoreszcencia
intenzitasat az IPM® sejtek plazmamembran és citoplazma régidiban. Az LPS aktivalas
szignifikansan megnovelte a LAMP2-specifikus foltok szamat, a foltok teljes teriiletét és a
teriiletenkénti foltok szamat mind a plazmamembranban, mind a citoplazma régiokban az
IPM® sejtekben (22B. abra). Ezen kiviil hasonlo valtozasokat figyeltink meg az IPM®
makrofag sejtek citoplazma régioiban, amikor azokat A>aR agonistaval eldkezeltiik (22B.

abra). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az A2aR aktivalasa csokkenti a LAMP2 fehérje
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mennyiségét az LPS-aktivalt makrofagokban, tehét hatassal van a LAMP2 fehérje sejtfelszini
megjelenésére. Mivel a LAMP2 és NPCI1 fehérjék is a lizoszomaban vannak jelen, ez a
megfigyelés azt feltételezi, hogy az A2aR aktivalas az NPCI fehérje kifejezddésére is hatassal
lehet.
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21. abra: Az A2aR aktividldsa csokkenti a LAMP? sejtfelszini megjelenését a RAW 264.7 és
IPM¢@ sejtekben. Immunfestés (A) RAW 264.7 sejtekrdl és (B) IPM@ sejtekrol LAMP2-
specifikus, Alexa-488 konjugdlt antitesttel késziilt (zéld). A makrofiagok sejtmagjait DAPI-val
festettiik (kek). A mikroszkopos felvételeket Leica SPS konfokdlis mikroszkoppal készitettiik. A
LAMP2-specifikus fluoreszcencia intenzitdasat (C) RAW 264.7 sejtekben és (D) IPM¢ sejtekben
mertiik LPS aktivalas és AxaR agonistaval torténd kezelés utan iCys lézer pdsztdzo
citometriaval. A statisztikai elemzés harom-hat fiiggetlen kisérleten alapul. Minden kisérletben
500-2500 sejtet szamoltunk és az adatok atlag +SEM-ben vannak feltiintetve. A szignifikancia
szinteket a Statisztikai analizis cimii fejezetben leirtak szerint szamoltuk ki. **p<0,01 kontroll

vs. LPS kezelt sejtek és p=0,205 A2aR agonista +LPS vs. LPS kezelt sejtek.
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22. abra: Az A2nR aktivdldasa csokkenti a LAMP?2 sejtfelszini megjelenését az egér IPM¢
sejtekben. (A) Az IPM¢ sejtek immunfestését LAMP2-specifikus, Alexa-488 konjugalt
antitesttel (zold) végeztiik. A makrofagok sejtmagjat DAPI-val (kék) festettiik. Mintanként 50
mezot és 500-1350 sejtet rogzitettiink. (B) A sejteket a DAPI jel alapjan azonositottuk, a
sejtfenotipusokat pedig az Alexa-488 jel alapjan jellemeztiik. Kielemeztiik a LAMP2-
specifikusan jelolt teriiletek paramétereit a membranban és a citoplazma régiokban. A
parhuzamos adatsorok statisztikai elemzését GraphPad Prism 8 programmal végeztiik. Az
adatok harom fiiggetlen mérésbol szarmaznak. Az értékeket a kontroll mintahoz normalizaltuk
(az dabran 1-nél feltiintetett vonallal jelolve). A normalitast értékeltiik és a szignifikancia
szinteket a Statisztikai analizis cimii fejezetben leirtak szerint szamoltuk ki. Az adatok értékelése
atlag + SEM-ben dabrazolva. #p<0,05 LPS vs. LPS+A2AR agonistival kezelt sejtek; és
*p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001 kontroll vs. LPS kezelt sejtek.

5. 10. Az A2aR aktivalasa modulalja a korai endoszoma antigén 1 (EEAL) expresszigjat
egér makrofagokban

A Kkorai endoszomak ujrahasznositasaban szerepet jatszO EEA1 fehérjét (Umeda és
munkatarsai, 2003) a korai endoszomak markereként hasznaltak a makrofag endocitdzis soran
(Li és munkatarsai, 2019). Megvizsgaltuk az A;aR stimulacié hatasat az EEA1 fehérje
expressziojara egér IPM® sejtekben. Az EEA1 expresszidjat és specifikus immunfluoreszcens
jeldlés utan nagy ateresztoképességli konfokalis mikroszkoppal detektaltuk, és a megeleld
szoftverrel értékeltiik ki. Eredményiink azt mutatta, hogy a sejtek LPS-kezelése novelte az
EEAL foltok Gsszteriiletét és szamat a plazmamembran kornyezetében, de nem eredményezett
hasonldan jelentds valtozdst a citoplazmaban. Az AzaR agonistaval torténd stimulécid
csokkentette az EEA1-specifikus foltok szamat és a foltok teljes teriiletét a plazmamembran
kornyezetében, valamint a folt teljes teriiletét a citoplazmaban az LPS-sel kezelt sejtekben (23.
abra).
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23. abra: Az A2nR aktivdldsa csokkenti a korai endoszoma Al (EEAI) expressziojdt az egér
IPM¢ sejtekben. (A) Az IPM¢ sejtek immunfestését EEA1-Specifikus elsédleges és Alexa-488-
konjugalt anti-nyul masodlagos antitest (zold) hasznalataval végeztiik. A makrofagok
sejtmagjat DAPI-val (kék) festettiik. Mintanként 50 mezdt és 370-3445 sejtet rogzitettiink. (B)
A sejteket a DAPI jel alapjdn azonositottuk, a sejtfenotipusokat pedig az Alexa-488 jel alapjin
Jjellemeztiik. Kielemeztiik az EEAl-specifikusan jeldlt teriiletek paramétereit a membran és a
citoplazma régiokban. A parhuzamos adatsorok statisztikai elemzését GraphPad Prism 8
programmal végeztiik. Az adatok harom fiiggetlen merésbol szarmaznak. Az értékeket a kontroll
mintahoz normalizaltuk (az abran 1-nél feltiintetett vonallal jelolve, illetve a transzformalt
adatok esetében 0-nal feltiintetett vonallal jeldlve). A normalitdst értékeltiik és a szignifikancia
szinteket a Statisztikai analizis cimii fejezetben leirtak szerint szamoltuk ki. Az adatok értékelése
datlag + SEM-ben megadva. **p<0,01 kontroll vs LPS kezelt sejtek; ## p<0,01; ### p<0,001
LPS vs. LPS+A2aR agonistaval kezelt sejtek.
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6. Megbeszélés

Az adenozin receptorok megtalalhatok az emlds szervezet szamos szovetében. Eloszlasuk
valtozatos, mint azt a 4. abra részletesen bemutatja. Hatasai kiterjednek a kozponti
idegrendszerre, sziv- ¢és érrendszerre, illetve az immunrendszerre. A daganatos
megbetegedésekben és sebgydgyulasban betoltott szerepiik is kiemelkedden fontos. Az AxaR,
a receptor csalad tobbi tagjatol eltérGen, hosszi, mozgékony intracellularis C-terminalis
doménnel rendelkezik, amely emberben 122, egérben 120 aminosavbol all. Hidnyzik beldle a
palmitoilacios hely. Fehérjeszerkezetébdl €s flexibilitasabol adododan ez a domén alkalmas a
fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitasara. Ezt a feltételezést igazolja, hogy a receptor C-
termindlis doménjével tobb kolcsonhatod fehérjét is azonositottak (Burguefio és munkatarsai,
2003; Milojevic és munkatarsai, 2006; Thurner és munkatarsai, 2014). Nem immunsejtekben
igazoldk ezzel a doménnel kapcsolatban, hogy szabélyozza a receptor kifejezddését és
miitkodését is (Keuerleber és munkatarsai, 2011; Bergmayr és munkatarsai, 2013; Navarro €s

munkatarsai, 2012), mig immunsejtekben ilyen kolcsonhatast ez idaig még nem irtak le.

Az AzaR altal medialt klasszikus jelatviteli utvonal mellett kimutattdk, hogy a C-terminalis
doménnel kolcsonhato fehérjéken keresztiil olyan szabalyozasi lehet6ségek torténnek, mint pl
a receptor lehorgonyzasa az aktin citoszkeletonhoz; a receptor ujrahasznositasanak
szabalyozasa (Burgueno és munkatarsai, 2003); a mitogén-aktivalt protein-kinaz jelatviteli
utvonal szabalyozasa (Charalambous és munkatarsai, 2008; Gsandtner ¢s munkatarsai, 2005);
»cross talk” mas transzmembran receptorokkal (Fuxe és munkatarsa., 2005); a receptor
aktivaciojanak ¢és ER-bol torténd kilépésének modulélasa (Woods €s munkatarsai, 2008;

Bergmayr és munkatarsai, 2013; Milojevic és munkatarsai, 2006).

Tanulmanyunk 0j informaciokkal szolgal az A2aR deszenzitizaciés mechanizmusat illetéen
egér makrofagokban. Az AaR szamat, mint minden GPCR esetében, a receptorok szintézise,
ujrahasznositasa és eliminacios folyamatai szabalyozzak (Carman és munkatarsai, 1998). Az
AzaR expresszidjanak és aktivalasanak optimalis szintje a makrofagok felszinén gyulladasgatlo
fenotipushoz vezetett (Hasko és munkatarsai, 2008. és Antonioli és munkatarsai, 2014), és védi
a szervezetet a szOveti karosodastol. Kordbban kimutattak, hogy az A;aR aktivaldsa a
makrofagokon megakadalyozza az iszkémia-reperfuzids karosoddst a majban (Day et al.,
2005), a tiidoben (Reece et al., 2005) és a vesében (Day et al., 2003). A makrofag A2aR-0k

védo szerepét leirtak a progressziv vesefibrozisban is (Truong és munkatarsai, 2016.). Az A2aR
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internalizacidjanak molekularis mechanizmusa, amelyet gyors vagy lassu Ujrahasznosités
kovethet a plazmamembranba vagy teljes lebomléds a lizoszomaban, egyeldre csak részben

ismert (Klaasse és munkatarsai, 2008).

A doktori értekezés témaja az AcaR €s sejten beliil elhelyezkedd C-terminalis doménjével
kolcsonhato fehérjék kapcsolatanak funkciondlis jellemzése makrofag sejtekben. Korabban
munkacsoportunk éleszté két-hibrid modszerrel azonositotta a CtsD protedzt, mint az A2aR-
hoz kapcsolodd fehérjét. A CtsD kolcsonhatasat mar a G-fehérje-kapcsolt receptor 54-el
(GPR54) is kimutattak, amely alapvetd szerepet jatszik az emldsok reproduktiv funkcidinak
kialakulasaban és fenntartasaban (Wacker és munkatarsai, 2008). Jelen munkankban az A2aR-
ral kolcsonhaté fehérjék azonositdsdra 0Osszpontositottunk. Eredményeink tovabbi
informaciokat jelentenek a receptor altal kozvetitett szabalyozasi ttvonalakrol és a fehérje-

fehérje kolcsonhatasokon keresztiil megvalosulo deszenzitizaciorol egér makrofagokban.

A feladat tehat az volt, hogy az A2aR és a CtsD funkcionalis kapcsolatat igazoljuk emlds sejtes
modellben €s egér makrofagokban. Els6 1€pésben azt vizsgaltuk, hogy az A,aR C-terminalis és
a CtsD kolcsonhatasa kimutathato-e magasabb rendii eukaridta sejtekben is. Ennek
megvalaszolasara IP kisérleteket terveztiink Flag fuzids cimkével jelolt A,aR-t overexpresszald
HEK-293 jelii sejtvonalban (HEK-293-Flag-A2aRSAP). Az endogén fehérjék kozotti kapesolat
igazolasat pedig RAW 264.7 és egér peritonedlis makrofagok felhasznalasaval végeztiik, IP €s
immunfestés modszerekkel. A makrofag sejtekben végzett konfokalis mikroszképos
vizsgalataink igazoltdk, hogy a sejten beliil kifejez6dd A2aR ¢és CtsD nagymértékii
kolokalizaciot mutat (12A. abra). A RAW 264.7 jelii makrofag sejtekben végzett IP kisérleteink
eredménye azt igazolta, hogy a két endogén fehérje kozotti kolcsonhatas makrofag sejtekben is
kialakul (12B. abra). Ezutan megvizsgaltuk, hogy az A2aR fehérje szekvenciaja tartalmaz-e
potencialis CtsD proteaz hasitdé helyeket. A vizsgalatot két fiiggetlen in silico predikcios
programmal is elvégeztiik és megallapitottuk, hogy tobb potencidlis aszpartil protedz hasitasi
hely is talalhaté az A2aR aminosav szekvencidjaban (13. dbra). Az alkalmazott algoritmusok
tobb CtsD hasitasi helyet azonositottak az AoaR-on beliil. Ezek koziil négy peptid szekvenciat
mindkét fiiggetlen modszer is azonositott (AA40-41, AA45-46, AA84-85, AA375-376).
Megfigyelhetd volt, hogy az AA375-376 peptidszekvencia az élesztd két-hibrid szlirés, a ko-IP
vizsgalataink eredményei azt mutattak, hogy az A»aR C-terminalis doménjén keresztiil
specifikus kolcsonhatast alakit ki a CtsD fehérjével HEK-293-Flag-A2aRSNAP sejtekben (14A.

abra).
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Ezt kovetden kisérletesen is ellendriztiik, hogy a rekombinans egér CtsD enzim képes-e hasitani
a Flag fazidés cimkével jelolt AoaR-t, amelyet HEK293 sejtekben overexpresszaltattunk.
Kisérletlink eredménye azt mutatta, hogy a CtsD jelentdsen csokkentette a Flag fuzios cimkével
jelolt A2aR mennyiségét a sejtlizatumban (14A. abra). Megallapitottuk, hogy az in silico
predikcio a valosagban is helytallo és a CtsD képes hasitani az A2aR-t.

AoaR immunfestés soran az IPM® sejteket LPS jelenlétében, illetve hianyaban kezeltiik, a
makrofagok gyulladdsos kornyezetét modellezve. A kisérlet eredményeként azt tapasztaltuk,
hogy LPS jelenlétében nott az AoaR expresszidja a makrofagokban (15A. abra). Valamint a
konfokalis mikroszképos felvételeink igazoltdk, hogy a pepsztatin A penetratin kezelés
koncentraciofiiggd modon novelte az A2aR-specifikus fluoreszcens foltok szamat, méretét és
intenzitasat. Ez megfigyelheté mind az LPS-aktivalt, mind a kontroll IPM® sejtekben, valamint
a plazmamembran és a citoplazma régidban is (15B. abra). A makrofagok kezelése a
membranpermeabilis CtsD gatlo pepsztatin A gatloszerrel novelte az AxaR sejtfelszini
megjelenését (15A. abra), ami megerdsiti, hogy a CtsD in vivo szabalyozza az A:aR
kifejez0dését €s szerepet jatszik a receptor mennyiségének szabalyozasaban. Ez a szabalyozasi
mechanizmus tovabba hatdssal lehet az AzaR altal kozvetitett immunmodulacios
mechanizmusokra is. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy kibdvitettilk az AraR-0k
kolcsonhatd partnereinek listdjat (Keuerleber és munkatérsai, 2011; Bergmayr és munkatérsai,
2013; Navarro ¢és munkatarsai, 2012), ¢és ezt a fehérje-fehérje kolcsonhatast elsdként makrofag
sejtekben irtuk le. Ezen eredmények alapjan feltételezhetjiik, hogy az Az;aR altal kozvetitett

CtsD aktivacid, ami viszont az AoaR C-terminalisanak hasadasahoz vezet.

A CtsD enzim gatlas hatasat az AoaR altal szabalyozott jelatviteli folyamatokban kiilonb6z6
(gyulladast indukald és gyulladas gatld) citokinek szintjének valtozasan keresztiil is
megvizsgaltuk. Az AxaR kozvetitette Gs-fehérje-kapcsolt utvonal az adenilat-ciklaz
aktivalodasakor fokozza a cAMP termel6dését (Freedholm és munkatarsai, 2007).
Vizsgalatunkban az aszpartil-protedz inhibitor az AcaR aktivdlashoz hasonld hatast
eredményezett. A pepsztatin A penetratin kezelés szignifikansan csokkentette a gyulladast
indukalo IL-6 és novelte a gyulladascsokkentd IL-10 termelését ugyanebben a sejttipusban (16.
abra). Tehat az aszpartil protedzok gatlasan keresztiil kapott citokin szint reguldcios hatas
megegyezik az AxaR aktivacidé hatasaval, mindketté fokozza a makrofagok gyulladasgatlo

hatasat. Az AxaR és a CtsD proteazzal kapcsolatos megéllapitasainkat a 24. dbra foglalja 6ssze.
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24. abra: A2aR-CtsD proteaz kolcsonhatds szerepe aktivalt makrofagokban. Kisérleteink azt
mutattak, hogy az A>nR agonista kezelés noveli a CtsD érését és enzimatikus aktivitasat. A CtsD
protedz gatlasa pepsztatin A penetratinnal koncentrdciofiiggd modon noveli az A2aR-ok szamdt,

meéretét és intenzitasat.

A doktori értekezés masodik részében az AxaR és az NPCI1 fehérjék kozotti kolesonhatés
vizsgalatat ismertetem. A megfigyelés hatterében az allt, hogy munkacsoportunk két fliggetlen
modszerrel is azonositotta az NPC1 fehérjét, mint az AoaR kdlcsonhatod partnerét. Tovabba
korabban mar kimutattak az A2aR és az NPC1 funkcionalis Kapcsolatat az idegrendszerben. A
megfigyelés szerint az NPC1 fehérje funkcionalisan kapcsolodik az AzaR altal kozvetitett
jelatviteli itvonalhoz. Visentin és munkatarsai igazoltak, hogy az AoaR aktivalasa helyreallitja
a mitokondrialis membranpotencialt és a koleszterin felhalmozodasat NPC1-es betegek
fibroblasztjaiban, valamint human neurondlis és oligodendroglia sejtvonalakban (Hasko és
munkatarsai, 2006, Németh és munkatéarsai, 2006). Igazoltak, hogy a receptor aktivalasa
jelentdsen csokkenti az endocitalt koleszterin intracellularis transzportjanak hibajat NPCl1-
hianyos fibroblasztokban és oligodendrocitakban (Hasko és munkatéarsai, 2006, Friebe ¢és
munkatarsai, 2014).
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Az NPC1 fehérje immunrendszerben betdltott szerepét pedig Grinstein és munkatdrsai
igazoltak RAW 264.7 makrofag sejtekben ¢€s fibroblasztokban, ahol azt figyelték meg, hogy az
NPC1 fehérje szerepet jatszik a koleszterin intracellularis felhalmozodasiban (Day és
munkatarsai, 2003). A makrofagokrol ismert, hogy a vezikularis transzport soran részt vesznek
a fertézések elleni kiizdelemben és a gyulladdsos reakciokban. Ezek az eredmények egylittesen
arra utalnak, hogy az A2aR és az NPC1 fehérje kozotti kdlecsonhatas bioldgiailag megalapozott,

¢s az A2aR szerepet jatszhat az NPC1 fehérje miikodésének szabalyozasaban a makrofagokban.

Bernardo ¢s munkatarsai a mielinhibakat és a koleszterin szerepét vizsgaltak a mielinizacioban.
Az AxaR stimulalasa terapias perspektivat nyujthat a mielinizaciot érinté betegségben, mivel
kedvezden hat a diszmielinizacidra (Vitzthum és munkatarsai, 2004). Kordbban megfigyelték,
hogy az Npcl génexpressziot cikloheximid és progeszteron befolyasolja. A cikloheximid néveli
az Npcl mRNS-szintjét. A granuldzasejtek atmeneti progeszteron-indukalt NPC1-blokadnak
lehetnek kitéve, ami az Npcl mRNS ¢és az NPC1 fehérje kompenzacidés novekedését
eredményezi (Antonioli és munkatarsai, 2008). Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az A;aR
aktivacioé hogyan befolyasolja az NPC1 mRNS ¢és fehérje expressziojat az IPM® sejtekben,
AoaR agonista kezelést alkalmaztunk, mely mindkét mRNS és fehérje szinten is csokkentette

az NPCI1 expresszidjat az LPS-aktivalt makrofagokban.

Annak megallapitasara, hogy az A>aR aktivacio kozvetleniil befolyasolja-e az NPC1 fehérje
mennyiségét, immunfestést alkalmaztunk és konfokalis mikroszkopidval vizsgaltuk a fehérje
expressziojaban ¢€s lokalizaciojaban bekdvetkezd valtozasokat. Az eredmények azt mutattak,
hogy az A2aR agonista kezelés csdkkentette mind az NPC1-specifikus foltok szamat, mind
pedig a foltok teriiletét a makrofagok plazmamembran és citoplazma régidiban az LPS-aktivalt

mintakhoz képest (19. és 20. abra).

Korabban igazoltak, hogy az AzaR jelatvitelnek szerepe van a vezikularis transzport
szabalyozasaban. Isidoro és munkatarsai (2004) azt talaltak, hogy az A2aR agonistaval valod
elokezelés az endoszomak ¢€s a lizoszomak plazmamembran felé torténd mozgasat indukalta,
amit a sejtalkotok plazmamembrannal vald fazidja kovetett. Ezt a lizoszoma-asszocialt
membranfehérje 1 (LAMP1) megjelenése a sejtfelszinen €s a lizoszomalis oldhaté enzimek
felszabadulasa bizonyitotta hepatocitakban (Ferrante és munkatarsai, 2016). Mivel az NPC1 a
lizoszémak belsé membranjaban talalhatd fehérje, €s funkcidja az LDL-eredetli koleszterin
transzportja a lizoszoma lumenébdl a membranba (Csoka és munkatarsai, 2008), egy masik

lizoszéma marker, a LAMP2 fehérje (Visentin és munkatarsai, 2013) expresszidjanak és
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lokalizaciojanak valtozédsait vizsgaltuk az A2aR agonistaval torténd kezelést kovetéen
makrofag sejtekben. Kimutattuk, hogy az A;aR aktivalasa jelentésen csokkentette a LAMP2
fehérje mennyiségét az IPM® sejtek membran és citoplazma régidiban, 6sszehasonlitva az LPS
aktivalasakor bekovetkezd valtozassal. Eredményeink oOsszhangban voltak azzal a
megfigyeléssel, hogy az A>aR aktivalasa mind egészséges, mind NPC betegekbdl szarmazo
fibroblasztokban csokkent LAMP?2 kifejez6déshez vezet (Németh és munkatérsai, 2006).

Tahirovic és Hecimovic, valamint munkatarsaik az NPC1 KO egerekbdl szarmazé6 CHO
sejtekben megnagyobbodott korai endoszoémakat és ujrahasznositd endocitikus sejtalkotokat
figyeltek meg (Mazzon €s munkatarsai, 2011). Ez arra utalt, hogy az NPC1 fehérje hianya az
endocitikus organellumok miikddését az endoliszoszomdlis utvonal hibdin keresztiil
befolyasolja. Az NPCl-null mutaciét hordoz6 CHO sejtekben az endocitotikus vezikula
méretének novekedését észlelték, amikor az EEA1-t tanulmanyoztak, mint endoszéma markert.
Ez arra utal, hogy az NPC1-null mutacié az endocitikus utvonal megvaltozasahoz és nagyobb
endocitikus vezikulak kialakulasahoz vezethet, ami hozzajarulhat az NPC1-hez kapcsolodo
sejtmiikddési zavarokhoz. Ezekben a megnagyobbodott periférids vezikuldkban fehérjék
halmozédtak fel, és az endolizoszoéma fuzi6 gatolt (Dominko és munkatarsai, 2021). Az EEAL
markerrel, amelyet korabban mar sikeresen alkalmaztak makrofagokban (Ingwersen és
munkatarsai, 2016), azt vizsgaltuk, hogy az A2aR aktivacié hogyan valtoztatja meg az EEA1
fehérje mennyiségét ¢s sejten beliili lokalizaciojat. A LAMP2-hez hasonldéan az EEAI fehérje
szintje szignifikans csokkent A2aR agonista kezelést kovetden az IPM® sejtek membran és

citoplazma régidiban, szemben az LPS aktivalast kovetd megnovekedett szintekkel (22. abra).

A sejten beliili vezikularis transzportfolyamat szamos fehérje rendkiviil Gsszehangolt
mukodését igényli; ezért az ezeket a fehérjéket kodolo gének mutéacidi gyakran eredményeznek
olyan orokletes rendellenességeket, amelyek a vezikularis transzportfolyamatok hibas
mikodésén alapulnak (Pfeffer és munkatarsai, 2019). A koleszterin exportjahoz az NPC1 és
NPC2 sziikséges, amelyek genetikai muticioi Niemann-Pick C tipusit (NPC) betegséget
okozhatnak, amely betegséget a koleszterin ¢és a glikoszfingolipidek lizoszomalis
felhalmozddasa jellemzi (Umeda és munkatarsai, 2003). Az NPC-betegség az emberi test
szamos szervrendszerét érinti, beleértve a mdjat, a 1épet és az agyat, és sulyos tiinetek
kialakuldsédhoz vezethet. Ezek koz¢ tartozhat a hepatoszplenomegalia, a progressziv neuroldgiai
leéptilés és a kognitiv hanyatlas. Az NPC1 az endoszémak és a lizoszomak membranjaban
talalhato, és részt vesz a sejteken beliili koleszterinszallitasban. Szerepet jatszik a koleszterin

€s mas tipusu zsirok sejtmembranokon keresztiili szallitasaban. Ha ez a rendszer meghibasodik,
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a koleszterin lerakddik, és lizoszomalis tarolasi betegségekhez vezethet, amelyek elsdsorban

neuroldgiai tiinetekkel jarnak (Stimegi és munkatarsai, 2003).

Eredményeink az NPC1 és az A2aR kolcsonhatasanak funkcionalis elemzésével hozzajarul az

NPCI1 betegség molekularis mechanizmusanak részletesebb megértéséhez (25. abra).

,4&1 R Makrofag sejt
Livse, NPC1 mRNS és
2 fehérje expresszio

LPS kezelés NPC1 expresszio a
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25. abra: AoAR-NPCI fehérje kiolcsonhatds szerepe aktivalt makrofiagokban. Nagyszamu
sejten végzett kiserleteink eredményei azt mutattak, hogy az A2aR agonista kezelés az LAMP?2
és EEAI markerekhez hasonloan csokkenti az LPS-aktivalt makrofagok NPCI mRNS- és
fehérjeszintjét.
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7. Osszefoglalas

Az adenozin fontos szerepet jatszik az immunsejtek mitkodésének modulalasaban. Az A2aR-
fliggd jelatvitel a makrofagokban kulcsszerepet jatszik a gyulladas szabalyozasaban. Azonban
makrofagokban nem teljesen ismertek azok a folyamatok, amelyek az AcaR sejtfelszini

megjelenését és lebomlasat szabalyozzak. A sejtfelszini A2aR-0K szabalyozzak a pro-

« ey

crcr

¢s a vele kolcsonhatasba 1ép6 fehérjék szabalyozzak a receptor Gjrahasznositasat, de az még
nem teljesen ismert, hogy milyen szerepet jatszanak a makrofagokban. Ezért az volt a célunk,
hogy makrofdgokban azonositsunk A2aR kolcsonhat6 fehérjéket, amelyek hatassal lehetnek az
AoaR kifejezOdésére €s aktivitasara. Munkacsoportunk kordbban élesztd két-hibrid sziirést
végzett, az AoaR C-terminalis doménjét €s egy makrofag expresszids konyvtarat felhasznalva.
A sziirés eredményeként feltételezhetd volt, hogy a CtsD potencialis kdlcsonhatd partnere lehet
az AcaR-nak. Az én feladatom az volt, hogy megvizsgaljam az AxaR és CtsD proteaz
kolcsonhatasat in vitro és sejtmodellekben, RAW 264.7 és egér peritonealis makrofag
sejtekben. Vizsgalataink azt igazoltak, hogy az A;aR a CtsD szubsztratja, valamint a CtsD
aktivitasanak gatlasa noveli az A,aR mennyiségét €s sejtfelszini megjelenését makrofagokban.
Elmonhatd, hogy a CtsD az Az2aR kdlcsonhaté partnere. Egy olyan molekularis és funkcionalis
kolcsonhatast irtunk le, amely kulcsfontossagu lehet az A2aR altal kozvetitett gyulladasos
folyamatok szabalyozasaban. Munkam masodik részében makrofag sejtekben is igazoltuk az
AopaR és NPCL fehérje kozotti kolcsonhatast. Kordbban munkacsoportunk két fliggetlen
modszerrel azonositotta az NPC1 fehérjét, mely kolcsonhatasba 1ép az A2aR C-terminalis
doménjével RAW 264.7 és IPM® sejtekben. Az NPCl1 és a teljes hosszusagi A2aR kozotti
kolcsonhatast vizsgaltuk a receptort tartésan expresszalo HEK-293 sejtekben és az AxaR-t
endogén modon expresszalo RAW 264.7 sejtekben. Az AxaR aktivalasa csokkenti az NPC1
mRNS ¢és fehérje expressziojat LPS-aktivalt egér IPM® sejtekben. Az AzaR stimulalasa
negativan befolyasolja az NPC1 plazmamembran irdnyu transzportjat az LPS-stimulalt
makrofagokban. Tovabba azt is kKimutattuk, hogy az A2aR aktivalasa befolyasolja a LAMP2 és
az EEAL endoszoéma markerek kifejezodését is. Mind a két marker expresszidja és lokalizacioja
is megvaltozott az A2aR aktivacio hatdsdra makrofdgokban. Ezek az eredmények az NPC1
fehérje makrofagokban valé miikddésének feltételezett A2aR-mediélt szabalyozasara utalnak,

ami nagy jelent6séggel bir a Niemann-Pick C tipust betegséghen.
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8. Summary

Adenosine plays an important role in modulating the function of immune cells, especially T-
cells and myeloid cells such as macrophages and dendritic cells. A>aR-dependent signalling in
macrophages plays a key role in the regulation of inflammation. However, the processes that
regulate the cell surface appearance and degradation of A>aR in macrophages are not fully
understood. A2aRs on cell surface regulate the production of pro-inflammatory cytokines and
chemokines as well as the proliferation, differentiation and migration of immune cell. It is
currently known that the C-terminal domain of A;aR and its interacting proteins regulate
receptor recycling, but the role of these proteins in macrophages is not fully determined.
Therefore, our aim was to identify A2aR interacting proteins in macrophages that may affect
AoaR expression and activity. Our group previously performed yeast two-hybrid screening
using the C-terminal domain of A2aR and a macrophage expression library. As a result of this
screening, we found that CtsD is a potential interacting partner for A2aR. Subsequently, in my
work | investigated the interaction of A;aR and CtsD protease in vitro and in cell models, such
as RAW 264.7 and mouse peritoneal macrophage cells. Our results demonstrate that A2aR is a
substrate of CtsD and that inhibition of CtsD activity increases A2aR density and cell surface
expression in macrophages. In conclusion, our results suggest that CtsD is a novel A2aR
interacting partner and thus we describe a molecular and functional interaction that may be key
in the regulation of A2aR-mediated inflammatory processes. In the second part of my work, we
demonstrated the interaction between A2aR and NPCL1 protein in macrophages. Previously, our
group has used two independent methods to identify the NPC1 protein interacting with the C-
terminal domain of A2aR in RAW 264.7 and IPM® cells. The interaction between the NPC1
protein and the full-length A2aR was further investigated in HEK-293 cells that persistently
express the receptor, and in RAW 264.7 cells that endogenously express A2aR. The results of
our experiments show that activation of A2aR reduces NPC1 mRNA and protein expression in
LPS-activated mouse IPM® cells. In addition, A2aR stimulation negatively regulates plasma
membrane transport of NPC1 in LPS-stimulated macrophages. Furthermore, we also show that
AoaR activation altered the expression and localization of endosomal markers LAMP2 and
EEAL in macrophages. Taken together, these results suggest a putative A2aR-mediated
regulation of NPC1 protein function in macrophages, which is of great importance in Niemann-
Pick type C disease, where mutations in NPC1 protein result in accumulation of cholesterol and

other lipids in lysosomes.
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