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1. BEVEZETES

1.1.Efferocitozis: Az apoptotikus sejtek eltakaritasa

A legtobb sejt élete az apoptozisnak vagy programozott sejthalalnak nevezett folyamattal ér
véget. Az apoptotikus sejthalallal egy masik alapvetd bioldgiai jelenség veszi kezdetét, mely
soran az elhalt sejteket az él6k gyorsan €s hatékonyan eltakaritjak. A folyamat, mely soran az
€10 sejtek bekebelezik, majd lebontjak az elhaltakat, a fagocitozis specialis formajanak mindsiil,
azonban jelent6sége és egyedi, specifikus molekularis jellemz6i miatt egyre elterjedtebben
kiilon megnevezéssel efferocitozisnak nevezik (Henson mtsai., 2001). A kifejezés a latin
nefferre” igéhez kothetd, melynek jelentése: ,,a sirthoz vinni” ill. ,eltemetni”. A fagocitozis
tdgabb értelemben barmilyen nagyobb, szilard partikulum (mint példaul baktériumok,
tapanyagok, tormelékek) bekebelezését majd sejten beliili feldolgozasat jelenti, mig az

efferocitdzis specifikusan az apoptotikus sejtek felvételére vonatkozik.

1.2.Az efferocitozis szerepe az egészséges szervezet miikodésében

Egészséges egyénekben is sejtek milliardjai halnak el és keriilnek feldolgozasra nap, mint nap
(kb. egy milli6 sejt minden masodpercben) anélkiil, hogy gyulladast és immun valaszt
valtananak ki (Hart és mtsai.,, 2008; Ravichandran 2010). Az apoptodtikus sejthalal, a
nekrotikussal ellentétben, nem valt ki pro-inflammatorikus valaszt, aminek alapveto jelentdsége
van szamos élettani folyamatbhan. Az efferocitozis szoros kapcsolatban all a gyulladas
szabalyozasaval €s a szoveti homeosztdzis fenntartasaval. Meghatarozé szerepe van a szoveti
regeneracioban (Biancheri és mtsai., 2014) ¢és differenciacioban (Sarang és mtsai., 2013).
Erdekes modon, bar az efferocitozis testszerte végbemegy, a folyamatot iranyité molekuléris

mechanizmusok szovetspecifikusak lehetnek (Elliott és mtsai., 2010).

1.3.“Az efferocitézis ,,végrehajtéi”

A legtobb sejttipus képes elhalt sejtek felvételére. A sejtek egy csoportja azonban, melyeket
professzionalis fagocitaknak neveznek, hatékonyabban vesz fel elhalt sejteket. Ilyen
professzionalis “takaritok” a makrofagok, a dendritikus sejtek valamint a neutrophil

granulocitak (Ravichandran, 2010). Szamos tanulmany kimutatta, hogy az efferocitozisért



felelés molekulak (receptorok, jelatvivok, stb.) specifikusak, altalanosan elterjedtek és az
evolucié soran kifejezetten konzervaltak maradtak. Az azonban nem egyértelmii, hogy a
kiilonb6z6 sejttipusokban ugyanaz a molekularis mechanizmus hozhaté-e kapcsolatba az elhald
sejtek felvételével (Monks és mtsai., 2008): szamos bizonyiték tamasztja ald, hogy az
efferocitozis kapcsolt molekulak sejttipus specifikusak, a kiilonbség azonban inkabb a felvétel
itemét semmint qualitativ differenciat eredményezhet (Parnaik és mtsai., 2000). Mas
tanulmanyok eredményei ezzel szemben arra utalnak, hogy az efferocitézis molekularis
mechanizmusai nem csak evolucidsan de az egyes sejttipusok kozott is konzervaltak (Monks
¢és mtsai., 2008). Bar az apoptoétikus sejtek eltavolitasa egyértelmiien bekovetkezik makrofagok
hianyaban is- példaul az embrionalis fejlodés korai iddszakaban vagy olyan szervekben,
melyekben nincsenek makrofagok- a vonatkozé irodalomban uralkod6 képzet szerint az
apoptotikus sejtek eltakaritasa in vivo dontéen makrofagokhoz kothetéen valosul meg (Monks
¢és mtsai., 2008). S6tmitdbb, az efferocitozissal dsszefliggésben a legtobb kisérleti adat ragesalo
vagy human eredetii (periférias és/vagy csontveldi progenitorokbol differencialtatott)
makrofagokkal végzett kisérletekbdl szarmazik. A disszertacid tovabbi részeiben ezért kiilon

emlités hidnyaban az efferocit6zis mindig a makrofagok apoptotikus sejtfelvételére vonatkozik.

1.4.Az efferocitozis 1épései

Fiziologias koriilmények kozott az efferocitdzis olyan hatékony, hogy még a legnagyobb “sejt-
turnover”-rel jellemezhetd szovetekben (csontveld, 1ép, timusz) is alig lehet apoptotikus
sejteket kimutatni. Szamos kutaté mindezt ugy magyarazza, hogy dinamikus egyensutly allhat
fenn az elhalo sejtek szama, az eltkaritast vagzo fagocitak szama valamint azok sejtfelvételi
kapacitasa kozott (Gardai és mtsai., 2006; Ravichandran 2010). Mindez arra utal, hogy a
sejteltakaritas egy igen precizen szabalyozott folyamat. Az efferocitozis szabalyozasanak ill. az
efferocitozis kapacitas “finomhangolasdnak™ megértéséhez a folyamat részlépéseit pontosan

meg kell hatarozni.

Az apoptotikus sejtek eltakaritasat alapvetéen négy f6 1épésre lehet felosztani (Lauber és mtsai.,
2004): Elészor specifikus ,,find-me” jelek az elhald sejtek kozvetlen kdzelébe toborozzak a
fagocitakat (Gregory 2009). Az elhal¢ sejtek felismerése az elhalo sejtek felszinén megjelend
»eat-me” jelek és a fagocitdk felszinén megtalalhatoé efferocitozis kapcsolt receptorok
interakcidjanak koszonhetd. A harmadik 1épés az elhalt sejt(ek) bekebelezése, feldolgozasa és

megemésztése (Grimsley és mtsai., 2003). Az un. ,,bekebelezés utani kovetkezmények” a



zar6 mozzanatai az eltakaritasnak, melyek magukba foglaljak az anti-inflammatorikus

crer

aktiv gatlasat a fagocitaban (Savill és mtsai., 2002).

Az elhalo sejtek oldékony faktorokat bocsatanak ki, melyek a kornyezetiikbe vonzzak a
mozgékony fagocitakat. Igy az efferocitozis kapacitasa azaltal nd, hogy a fo effektor sejtek
szama emelkedik. Szdmos un. ,find-me” szignalt sikeriilt mar azonositani. Ilyen a
lysofoszfatidylkolin, a szfingozin-1-foszfat, a fraktalkin vagy az adenozin-trifoszfat (ATP). Az,
hogy ezen szignalok mindig jelen vannak-e¢ vagy szintén sejtspecifikusak még nem tisztazott.
A makrofagok és neutrofil granulocitdk mozgasa ugy valoésul meg, hogy a sejtek eliilsé polusan
membran protraziok (lamellopédiumok) alakulnak ki, valamint ezzel egy idében a hatso
poluson kontrakciok jonnek 1étre (ciklikus folyamat) (Ridley és mtsai., 2003; Friedl és mtsai.,
2008). A sejtvandorlas kezdeti szakaszaban a sejt polarizalodik és a fentiek szerint a sejt vezetd
oldala és rajta a membran protruziok, el6boltosulasok a migraciot kivaltd agens novekvo
Korabbi neutrofilekkel és makrofdgokkal végzett tanulmanyok kimutattdk, hogy a
kemotaktikus hirvivé molekulakon kiviil az iranyitott mozgashoz sziikség van egy autokrin
purinerg szignalmechanizmusra is, mely a sejtek vezetd oldalan mintegy molekularis jeler6sito,
jelatalakitdo miikodik. E szerint a purin nukleotidok nem csak mint elhald sejtekbdl kidramlo
potencialis ,,find-me” szignalok jatszhatnak szerepet (ahogy azt az ATP vonatkozasaban mar
leirtak) az efferocitozis kezdeti szakaszaban, hanem a mozgd sejtekbdl kikeriilve, annak
sejtfelszini receptoraihoz kotddve a kemotaktikus jelek felerdsitésében is kozremuiikddhetnek.
A kemotaktikus jel érzékelését koveten, a fagocitak ATP-t kezdenek kibocsatani a vezetd
oldalukon, ami extracellularisan adenozin difoszfatra (ADP), adenozin monofoszfatra (AMP)
¢s adenozinra bomlik. Neutrofilekben az ATP a P2Y2 nukleotid receptorokhoz kotédve a
mozgas iranyitasaért felel, mig az adenozin az adenozin 3 receptorokon (A3R) a mozgas
sebességét befolyasolja (Chen és mtsai., 2006). A P2Y2 vagy az A3R-okkal val¢ interferencia
erdsen gatolja a neutrofilek kemotaktikus mozgésat, az A3R-ok teljes hidnya pedig a neutrofil
Makrofagok vonatkozasaban kimutattak, hogy a harom purinerg receptor altipus (az ATP
receptor P2Y2, az ADP receptor P2Y12 wvagy az adenozin receptorok)
egyikének/valamelyikének részvétele elégséges, de sziikséges a kemotaktikus mozgas
1étrejottéhez (Kronlage és mtsai., 2010). Erdekes modon, ezekben a kisérletekben az apyrase

(ndvényi eredetli ATP/ADPaz enzim) az ATP-t egy alternativ degradacios Gtvonal végén ugy
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bontotta le, hogy sem ADP sem adenozin végtermék nem keletkezett. igy apyrase jelenlétében,
ligand hianyaban egyik purinerg receptor sem tud aktivalodni, aminek kdvetkeztében a
kemotaktikus mozgas jelentésen besziikiil (Kronlage és mtsai., 2010). Mindez magyarazatul
szolgal arra is, hogy az apyrase in vivo miért késlelteti a makrofagok apoptotikus sejtek iranyaba
torténé mozgasat (Elliott és mtsai., 2009). Bar néhany szerzé kételkedik is az ATP
kemoattraktans szerepét illetden, az elhald sejtekbdl kijutd ATP és annak bomlastermékei a
fagocitak felszinén lezajlo purinerg jelerdsités, jelatalakitas révén is részt vehetnek az
efferocitozis kapcsolt kemotaktikus mozgas szabalyozasaban. A négy adenozin receptor
mindegyike G-fehérje-kapcsolt receptor (AIR, A2AR, A2BR és A3R). Az egyes receptorok
stimulalhatosdga az adenozin koncentracidjatol €s a receptorok sejtfelszini stiriségétol,
szamatol fiigg. A hasiiregi makrofagok felszinén az A2AR, A2BR ¢és az A3R receptorok
talalhatok meg.

Miutan a fagocitak az elhalo sejtek kozvetlen kdzelébe jutottak, az elhalt sejteket azonositjak
(felismerés 1épése). Az efferocitozis ezen 1épése az elhald sejtek és a fagocitak kozotti komplex
molekularis interakcié eredménye, amit jelentGsége miatt ,,a harmadik szinapszisnak™ is
szoktak nevezni (Szondy és mtsai.,, 2011). Az elhalo sejtek felszinének apoptozis soran
bekovetkezo valtozasa meglehetdsen dsszetett, nem egy bizonyos molekuldhoz kotott. Az ezen
valtozasokat felismerd receptorok a fagocitak oldalan ennek megfeleléen szintén kiilonbozoek,
de ugyanakkor szimultan miikodnek (Stuart és mtsai., 2005, Ravichandran és mtsai., 2007). A
legjobban karakterizalt valtozas, mely az ¢él6 sejteket megkiilonbozteti az elhaltaktol, a
foszfatidilszerin (PS) molekulak megjelenése a sejtmembran kiils6 felszinén (Fadok és mtsai.,
2003). Szamos makrofag receptor a PS-hez vagy annak az oxidalt formajahoz kozvetleniil vagy
hidképz6 molekulakon keresztiil kotodik. A makrofagok mind sejtfelszini receptorokat, mind
hidképzé molekulakat szintetizlnak az elhalo sejtek felismerése és felvétele érdekében.
Laboratoriumunkban foly6 korabbi kutatasok kimutattak, hogy a transzglutamindz 2 (TG2) az
integrin B3 koreceptoraként szerepet jatszik az apoptotikus sejtek hatékony felvételében (Toth
¢s mtsai., 2009). TG2 hianyaban az egerekben a szisztémas lupus erythematosus (SLE)-hez
hasonld autoimmun tiinetek alakulnak ki (Szondy és mtsai., 2003), hasonléan mas olyan
egerekhez, melyekben az apoptotikus sejtek eltavolitasanak defektusa mutathato ki (Tanaka és
mtsai., 2007).

A makrofagok valtozé szamu elhalt sejttel talalkoznak vandorlasuk kdzben in vivo, amihez
képesek effektor molekula készletik megnovelésével rugalmasan alkalmazkodni. Az

apoptotikus sejtek felvételének kapacitasa ilyen mddon molekularis szinten is szabalyozas alatt
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all. Egyre tobb kisérletes eredmény azt tamasztja ald, hogy a bekebelezett apoptdtikus sejtek
mennyiségének érzékeléséért és a makrofagok efferocitozis kapacitasanak noveléséért sejten
beliil a liver X receptorok (LXR) (A-Gonzalez és mtsai., 2009), a peroxisome proliferator-
activalt receptor (PPAR) y (Roszer és mtsai., 2011) és & (Mukundan és mtsai., 2009) receptorok
a felelések. Miutan lipid ligandjaik triggerelik Oket, fokozzak a fagocita receptorok ¢és a
hidképzé molekulak kifejezédését. A lipid érzékeld receptorok a magreceptorok retinoid X
receptor (RXR)-heterodimerek csaladjaba tartoznak. Kozos jellemzdjiik, hogy egyarant
aktivalhatoak a kiilonb6zd lipid szarmazékok altal az LXR vagy PPAR oldalrdl illetve az A
vitamin (retinol) kiilonb6z6 biologiailag aktiv szarmazékai, a retinoidok altal az RXR oldalrol
(ezért a receptorokat rexinoidoknak vagy permissziv RXR heterodimereknek is nevezik)
(Mangelsdorf és mtsai., 1995, Tzameli és mtsai., 2003). Az é16 szovetekben a természetes RXR
ligand azt valosziniisitik, hogy a 9-cisz retinsav lehet (9cRA), ami a csupa-transz retinsavbol
(ATRA) egy nem enzimatikus reakcio soran jon létre (Heyman és mtsai., 1992). Az ATRA a
retinol két dehidrogenalasi 1épés soran keletkez6é oxidalt modosulta (Kam és mitsai., 2012).
Erdekes modon azonban, a 9cRA-t in vivo még nem tudtak kimutatni (Riihl, 2006). A lipid
érzékeld RXR-heterodimer receptorokon kiviil az ATRA és a 9cRA a retinsav receptorokat
(RAR-0K) is aktivaljak. A RAR/RXR receptorok, a lipid érzékeld receptoroktodl eltérdéen, nem
aktivalhatoak kizarolag az RXR oldalrdl (ezért non-perpissziv RXR receptoroknak is nevezik
6ket) (Germain és mtsai., 2006, Tzameli és mtsai., 2003). A ligalast kovetden, a lipid érzékeld
receptorok szdmos olyan gén transzkripciojat szabalyozzak, melyek fontos szerepet jatszanak
a lipid homeosztazis iranyitasaban (Calkin és mtsai., 2012). Ilyen kozvetlen LXR szabalyozas
alatt allo gén az SREBP-1c (Yoshikawa és mtsai., 2001) illetve a RARa (Rébé és mtsai.,
2009), melyek kifejez6dését a promoteriikben 1évé LXR kotOhelyekhez csatlakozva iranyit az
aktivalt LXR receptor. Két efferocitozis- kapcsolt gén- az ABCA1 és a Mer tirozin kinaz
(Mertk)- is kozvetlen LXR célgénnek bizonyult. Magaban az LXR gén promoterében is
talalhatoak LXR kotohelyek, igy valosziniisithetd, hogy a ligaciot kovetden az LXR dnmaga
Kutatocsoportunkban folyd korabbi kutatasok azt igazoltak, hogy a timocitak in vivo apopt6zis
indukciojat kovetden fokozott retinoid képzédés figyelhetd meg a timuszban. Erdekes modon
a retinsav szintézisért felelds retinaldehid dehidrogendz (RALDH) enzimeket kifejezd sejtek
nem a timocitak, hanem az elhal6 timocitakat bekebelez6 makrofagok. In vitro eredményeink

szerint az apoptdtikus sejtfelvétel utan ill. az LXR szintetikus agonistakkal torténd aktivaciojat



kovetden a makrofagok RALDH kifejezddése fokozodik, ami arra utal, hogy az apoptdtikus
sejtfelvétel retinoid szintézissel kapcsolt folyamat (Garabuczi és mtsai., 2013).

Miutén az efferocitozis receptorok érzékelik az apoptotikus sejtek ,,eat.me” jeleit, két jelatviteli
utvonal aktivacidja vezet az elhalt sejt bekebelezéséhez sziikséges citoszkeletalis
atrendez6déshez. Mindkét Gtvonal a kis GTPaz Racl aktivacidjaba konvergal. A Racl aktivaciod
az actin filamentumok artrendez6déséhez és a ,,fagocita csésze” kialakulasahoz vezet (Nagata
¢s mtsai., 2010). Masfeldl a RhoA aktivacio, ami egy masik kis GTPaz, gatolja ugyanezt a
folyamatot. A Racl és a RhoA aktivacid kozotti relativ egyenstuly meghatarozza a makrofag
efferocitozis hatékonysagat (Nakaya és mtsai., 2006). Az apoptotikus testecskék bekebelezését
kovetd tovabbi eseményeket Gsszefoglaléan fagoszoma ,,érésnek” nevezik. A fagoszoma egy
membrannal hatdrolt kompartment a sejten beliil, mely tartalmazza a bekebelezett
partikulumokat, sejt-tormelékeket. Az ,,érés” soran a fagoszoéma ph-ja egyre savasabb iranyba
tolodik, majd végiil lizoszomékkal fizional, melyek a felvett anyagok lebontdsdhoz sziikséges
bontoenzimeket tartalmazzak (Hochreiter-Hufford és mtsai., 2013).

Az apoptotikus sejthalal egyik legfobb jellegzetessége, hogy a nekrotikus sejthalallal
ellentétben tolerogén természetli, azaz nekrdzisndl megfigyelhreté gyulladds és immun-
aktivacio elmarad. Altalanosan elfogadott, hogy mig a nekrotikus sejttormelékek vagy a
pathogének felvétele gyulladashoz kapcsolt folyamatokat indit el, addig az apoptotikus
sejtfelvétel in vitro és in vivo is immunoldgiailag ,,csendes” folyamat. Bizonyitott, hogy mindez
immunszupressziv folyamatok aktiv aktivaciojaval all kapcsolatban, melyek kozott pro-

inflammatorikus citokinek szintézisének gatlasa mellett anti-inflammatorikus hatdsu anyagok
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jellegének biztositasaban is. Széles korben ismert, hogy bizonyos purin nukleotidok erds hatést
képesek kifejteni kiilonféle immunfolyamatokra. Ezek koziil a legtobbet az adenozinrdl tudunk,
melynek az immunfolyamatok szamos 1épésében fontos szabalyozé szerepe van (Hasko és
mtsai., 2007). Korabbi laborunkban foly6 tanulmanyok bizonyitottak, hogy az adenozin a
makrofagok felszinén jelenlévé 5° nukleotiddzhoz kothetéen keletkezik az apoptdtikus
sejtekkel torténd interakcido soran (Sandor és mtsai., 2016). Kordskényi Krisztina €s
munkatarsai feltartak, hogy az A2AR a makrofag inflammatory protein-2 (MIP-2)
szintézisének gatlasan keresztiill immunszupressziv hatast fejt ki az efferocitozis soran
(Koroskényi és mtsai., 2011), mig az A3R-nak épp ellenkezd hatasa lehet (Durd és mtsai.,
2014).



1.5.Az elhalt sejtek eltavolitasanak zavara

Egészséges szovetekben az elhald sejtek és az elhalt sejteket eltakaritd fagocitak szama
valamint azok fagocitozis kapacitasa kozott finoman szabalyozott egyensuly all fenn. Ennek
eredményeképp az efferocitozis olyan hatékony, hogy még a legnagyobb sejt-turnover-rel
jellemezhet6 szovetekben sem mutathato ki, csak elenyész6 szamu apoptotikus sejt. A folyamat
zavara esetén az apoptotikus sejtek szekunder nekrozison mennek keresztiil, pro-
inflammatérikus hatasu sejttormelékeik kornyezetiikbe jutnak, amik gyulladashoz és
kovetkezményes szoveti karosodashoz vezet. Fontos megjegyezni, hogy az apoptotikus sejtek
felvétele anti-inflammatorikus folyamatokat indit, melyek elmaradasa zavart efferocitozis
esetében valosziniileg hozzajarul az elhald sejtek zavart eltavolitdsanak proinflammatoérikus
jellegéhez tovabba pathologias kovetkezményeihez. Egyre tobb bizonyiték tamasztja ala, hogy
az elhalt sejtek eltavolitasanak zavara, akar Oroklott akar szerzett anomalidkkal 4ll
Osszefiiggésben, szamos human betegség kialakulasahoz jarul hozza az immunregulaciora,
szoveti homeosztazisra és raparacios folyamatokra gyakorolt hatasa révén (Elliot és mtsai.,
2010). Masfel6l, az elhalt sejtek zavartalan eltakaritasa fontos 1épés a sériiléseket kovetd szoveti
regeneracios-reparacios folyamatokban (Wan és mtsai., 2013) és kulcsfontossagu a gyulladas

rezolucios fazisaban (Savill és mtsai., 2002).

Az efferocitozis zavara és a betegségek kapcsolata az egyes autoimmun korképek tekintetében
valt a leginkabb ismertté. Egyes autoimmun folyamatok vonatkozasaban allat és human
vonalon végzett kisérletek és tanulmanyok is azt tamasztjak ald, hogy az adott korallapot
kialakulasa €s az efferocitozis zavara kozott szoros Osszefliggés van. A legtéobb knock out
egértorzsben, melyben megfigyelhet6 az efferocitozis zavara, a szisztémas lupus erythematosus
hoz (SLE) tiineteihez hasonld autoimmun tiinetek alakulnak ki (Hanayama és mitsai., 2004;
Scott és mtsai., 2001; Botto és mtsai., 1998; Szondy és mtsai., 2003; Lewis és mtsai., 2006). A
human SLE kapcsan szintén igazolt az elhald sejtek eltavolitasanak zavara (Mufoz és mtsai.,
2010), tovabba bizonyitottan allhat a fagocitozis genetikailag meghatarozott defektusa a
szdmos mas patholdgias allapot is dsszefliggésben lehet az efferocitozis zavaraval. A teljesség
igénye nélkiil néhany ezek koziil: tidd és léguti korképek (COPD, aszthma és a cisztikus
fibrozis) (Henson és mtsai., 2008), atheroszklerdzis (Seimon és mtsai., 2009), neurodegenerativ

betegségek (Parkinson-, Alzheimer- és Huntington-kor) (Mattson és mtsai., 2000), a 2-es tipust



diabétesz és az obezitas (O’brien és mtsai., 2002; Li és mtsai., 2009) valamint a kronikus
fogagybetegség (parodontitisz) (Jods G., 2015).

Fontos lenne tisztdzni €s megérteni ezen betegségek hatterét, hiszen a sejteltakaritas esetleges
befolyasolasa révén 1j terapias lehet6ségek valhatnak elérhetévé (Ravichandran, 2010). A
fagocitozis hatékonyabba tétele kedvezé hatast valthat ki az ilyen betegségek lefolyasara,
progressziojara.

Tobb eredményes probalkozasrol, igéretes tanulméanyrol szamoltak mar be a témaban, jollehet
a legtobb még kisérleti stadiumban tart. Ilyen példaul az apoptétikus sejtek fagocitak altali
felismerésének elOsegitése illetve az efferocitozis kapcsolt lipid érzékel6 magreceptorok
aktivalasa. Utobbi a fagocita receptorok és hidképzo molekuldk kifejezodésének fokozasa révén
vezethet az efferocitézis kapacitdsdnak novekedéséhez. A Rac-1/RhoA egyensuly
befolyasolasa vagy a sejtmembran lipidosszetételének megvaltoztatasa szintén reményteli 0j
tavlatokat nyithat ma még gyogyithatatlannak vélt betegségek kezelésében (Szondy és mtsai.,
2014).
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2. CELKITUZESEK

Korabbi tanulméanyok bizonyitottak, hogy a kemotaktikus szignalok mellett az
autokrin purinerg jelatvitel is fontos szerepet jatszik abban, hogy a makrofagok
iranyitott mozgasba kezdjenek az efferocitdzis soran (Kronlage és mtsai., 2010).
Mindebben az egyes adenozin receptorok pontos szerepe még nem tisztazott. Elso

célunk ezért az volt, hogy:

- 1étrehozzunk egy in vitro kisérleti rendszert, melyben a makrofagok apoptotikus
sejtek irdnyaba torténd mozgasa tanulmanyozhato
- invitro és in vivo vizsgaljuk az A3 receptorok szerepét a makrofagok apoptotikus

timocitak iranyaba torténd mozgasa soran

Laboratériumunkban végzett korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a TG2 az
integrin B3 koreceptoraként részt vesz az elhaldo sejtek felismerésében és
bekebelezésében (Toth és mtsai., 2009). A TG2 egy retinoidok altal szabalyozott
gén (Moore és mtsai., 1984), mig az LXR stimulaci6 a retinoid szintézist fokozza a
makrofagokban (Garabuczi és mtsai., 2013). Kisérleteim masodik részében azt

vizsgaltam, hogy:

-az LXR receptorok stimulacidja milyen uton vezet a makrofagok fokozott retinoid
termeléséhez

-az LXR indukalt retinoid produkci6 hozzajarul-e az efferocitozis kapacitas LXR
stimuléciot kdvetden tapasztalhatdé novekedéséhez

-mi okozza a retinoidok az efferocitozis-fokozo hatasat

-mi az a konkrét retinoid, melynek termelése egyiitt jar a timuszban zajlo apoptozist

kovet6 efferocitozissal
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Reagensek
A kisérletek soran felhasznalt reagenseket a Sigma-Aldrich-t61 (Budapest, Hungary) szereztiik

be, illetve az ettdl eltéro forrasbol szarmazokat kiilon feltiintetem.

3.2. Kisérleti allatok

A kisérleteket 4 hetes illetve 2-4 honapos C57BL/6 ¢és FVB (vad tipust/WT) egereken
veégeztik. Az A2AR, A3R, TG2 vagy CD14 elvesztésének efferocitozisra kifejtett hatasat
A2AR-/- (Ledent és mtsai., 1997), A3R-/- (Lee és mtsai., 2003), TG2-/- (Szondy és mitsai.,
2003) és CD14-/- (Devitt és mtsai.,, 2004) egerekbdl szarmazod makrofagokon
tanulmanyoztuk. Az in vivo retinoid termelés vizsgalatat RARE-hsp68-lacZ riporter-transzgén
egerek segitségével végeztiik (Rossant és mtsai., 1991). A kisérleti allatok a Debreceni Egyetem
Elettudoméanyi Kozpontjdban 1évé Allathazban a vonatkoz6 elirasoknak megfeleld
kortilmények kozott voltak tenyésztve és gondozva. A timocitdk és makrofagok izolalasat
megeldzden az egereket éter narkdzisban aldoztuk fel. Minden kisérlet a Debreceni Egyetem

Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga (DEMAB) engedélyével zajlott.

3.3. Hasiiregi makrofagok izolalasa és tenyésztése az in vitro kemotaxis esszéket
megel6zoen

A makrofagokat 2-4 honapos egerekbdl, steril fizioldgias sdoldattal torténd hasiiregi mosassal
nyertiik. 2x10° sejtet 10% FBS-t, 2 mM glutamint, 1 mM Na-piruvétot, 100U/ml penicillint és
100 pg/ml streptomycint tartalmazé RPMI 1640 médiumban 37 °C-on 5% CO2 jelenlétében 20
mm atmér6ji tivegalju sejttenyészté edényekben (In Vitro Scientfic, Sunnyvale, California,
USA) tenyésztettiink. 4h inkubaciot kovetden a ki nem tapadt sejteket lemostuk. A letapadt
sejteket 1 napon at tenyésztettiik, majd kdzvetlentil az in vitro kemotaxis kisérletek megkezdése
elétt a tapoldathoz adtuk az apyrase-t és/vagy az adott adenozin receptor agonistat vagy
antagonistat tartalmazo tapoldatot. Mivel valamennyi adenozin receptor agonista és antagonista
DMSO- ban volt feloldva, a DMSO minden sejtkultaraban 0,5 v/v%- ban a tapoldatba lett
keverve. A rezidens hasiiregi makrofagok apoptotikus timocitdk iranyaba torténd
vandorlasanak in vitro tanulméanyozasahoz apoptotikus timocitdkat hoztunk létre, 18h-n

keresztiil tarto 1 uM dexamethasone (Dex) expozicidoval, melynek hatasara a sejtek >70 %
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Annexin V pozitivva valtak. A kemotaktikus migracio kivéltasidhoz egy 6x10° apoptotikus
sejtet tartalmazd Whatman GF/C sziir6papir korongot helyeztiink a tenyésztéedény kozepére.
fgy 20,7 um-nél kisebb apoptotikus timocita eredetii “find-me” molekulak (szignalok) ki tudtak
aramlani a tapoldatba a sziirGpapiron keresztiil, de a sejtek a sziirdpapirban maradtak, biztositva
a kemotaxishoz sziikséges gradiens létrejottét. A gradiens fenntartasahoz a sejteket tartalmazo
szlir6papirt egy 12 mm atméréji VWR Mikroszkop feddlemezzel fedtiik le. A makrofagok
kemotaktikus mozgasat Sh-n keresztiil kdvettilk nyomon a tenyésztéedény Whatman GF/C
szlir6papir koriili, illetve VWR Mikroszkop fedblemezzel fedett teriiletén. A mikroszkopok
latotere minden tenyésztéedényen 25-30 makrofag mozgasanak egyidejii megfigyelését tette

lehetové.

3.4. Csontvel6i makrofagok (BMDM) tenyésztése és kezelése

A csontveldi progenitorokat 2-4 honapos egerek combcesontjdnak steril fizioldgias sooldattal
torténd atmosasaval nyertiik. A sejteket 6 napon keresztiil differencialtattuk 10% FBS-t, 10%
1929 sejtkulturabol szarmazo kondicionalt médiumot, 2mM glutamint, 100 U/ml penicillint és
100 pg/ml streptomycint tartalmazo DMEM tapoldatban, 37 °C-on 5% CO2 jelenlétében. A
nem letapadt sejtek minden mésodik nap le lettek mosva. A csontvel6i makrofagokat 1 uM
GW3965 (Glaxo Smith Kline, Budapest, Hungary), szintetikus LXR agonista, 1 uM LG268
(John Schwabe szivélyes ajandéka, University of Leicester), szintetikus RXR agonista, 1 uM
AMS580 (Tocris Bioscience), szintetikus pan RAR agonista, 500 nM AGN193109, egy pan
RAR antagonista, 300 nM ATRA, természetes pan RAR agonista vagy 300 nM 9cRA, egy
természetes RXR ¢és RAR agonista jelenlétében a jelzett ideig tenyésztettiik. Egyes
kisérletekben 25uM DEAB (diethylaminobenzaldehyde)—ot hasznaltunk az aldehid

dehidrogenaz enzim gatlasara.

3.5. Timocita apoptézis indukcio in vivo és kapcsolodo mérések

4 hetes C57BL/6 egereket 22 ug/ttg DMSO-ban oldott Dex-nal (vagy DMSO-fiziologias so6
oldattal a kontroll kisérletekhez) intraperitonealisan oltottunk. Ezt kévetéen a megadott
idépontokban az egereket felaldoztuk, majd a timuszukat izolaltuk. A timusz lebenyek tisztitasa
utan timocita sejtszuszpenziot készitettiink. A sejtszamlalast kdvetden, a timocitakat Alexa
Fluor 647 festékkel konjugalt Annexin V (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA)- tel festettiik az apoptotikus sejtek szamanak meghatarozasahoz. A megfestett sejteket
Becton Dickinson FACSCalibur (BD Biosciences) ill. Flowing 2.5 szoftver segitségével
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analizaltuk. Mas kisérletekben a timusz izolalast kovetden a lebenyeket fixaltuk majd

elokészitettiik tovabbi immunhisztokémiai festéshez illetve gén expresszids viszgalatokhoz.

3.6. Timocita apoptozis indukcié in vitro

Timocitakat izolaltunk 4 hetes vad tipust vagy A3R hidnyos egerekbdl. A timusz lebenyekbdl
sejtszuszpenziot készitettiink 10% FBS-t, 2 mM glutamint, 100U/ml penicillint és 100 pg/ml
streptomycint tartalmazé RPMI 1640 médiumban. A timocitikat haromszor atmostuk és 10’
sejt/ml koncentracioban 1 uM Dex jelenlétében 37 °C —on 5% CO: jelenlétében a jelzett ideig
inkubaltuk. A tenyésztés végén az elhalt sejtek aranya propidium jodid/annexin V-FITC festést
kovetden lett meghatarozva. A megfestett sejteket Becton Dickinson FACSCalibur (BD
Biosciences) ill. Flowing 2.5 szoftver segitségével analizaltuk. A hasiiregi in vivo fagocit6zis
kisérletekhez vad tipusu timocitakat CellTracker Deep Red Dye (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) festékkel festettiink az apoptozis indukcio soran. A sejtek 2 uM Dex
jelenlétében 6h alatt >60%- ban apoptdzis révén haltak el. A tenyésztés végén a sejtek
haromszor lettek atmosva fiziologias sooldattal, majd a jelzett szamu apoptotikus sejtet, 500 pl

fiziologias sooldatban felvéve, a hasiiregbe injektaltunk.

3.7. Kemotaxis esszék

Videdmikroszképos kisérleteink 4 db Olympus (Tokyo, Japan) mikroszkop segitségével
végeztilk melyek egy egyedileg atalakitott SANYO MCO18-AC (Wood Dale, IL, US) CO-
inkubatorban keriiltek elhelyezésre. A mikroszkdpokhoz csatlakoztatva volt 4 db egyforma 2.0
megapixeles DigiMicro USB 2.0 digitalis mikroszkop kamera. Mind a mikorszképok, mind a
kamerdk ugy lettek 4talakitva, hogy a sejtek mozgéasanak detektdldsa illetve annak rogzitése
soran, azokat minimalis ho- illetve fénykdrosodas érje. A time-lapse képrogzités soran a
sejtekrdl 5 oran keresztiil minden percben egy felvétel késziilt az eTox Long Term Scan
rendszer és eTox LTS szoftver segitségével. Az igy késziilt képszekvencidkat az Imagel

programban elemeztiik (http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/install/windows.html). A képfeldolgozas

sordn a sejtek mozgasanak palyait binaris képszekvencidkka alakitottuk. Ezt kvetden a sejtek
palyait egy k6zos kiindulopontra helyeztiik, majd meghataroztuk a sejtek mozgasanak kozos
vektorat, mely egybe esik a kemotaktikus gradiens irdnyaval. Ezt kovetden valamennyi sejt
palyajat elemeztiik ¢és kiszdmoltuk a kozos vektor iranydba megtett utjuk hosszat. A
kemotaktikus mozgéas karakterizalasara a sejtek mozgasdnak sebessége (velocitds) mellett,
meghataroztunk egy kemotaxis index értéket is, mely megadja a sejtek gradiens irdnyu

elmozdulasanak ardnyat az akkumulalt elmozdulasokhoz képest.
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3.8. Hasiiregbe fecskendezett apoptotikus timocitak fagocitézisa

3 honapos him vad tipusu és A3R hidnyos egerek hasiiregébe kiilonb6z6 szamu eldzetesen
CellTracker Deep Red festékkel megjeldlt és 500 pl steril fiziologias sooldatban felvett
apoptotikus timocitat fecskendeztiink (lasd 3.6.). 30 perccel késébb a hastiregi makrofagokat
fiziologias sooldattal kimostuk a hasiiregb6l. A sejteket 200 ul 2% -o0s paraformaldehidben
fixaltuk és 4 °C-on 10 percig hutottiik. Ezt utan a sejteket centrifugéltuk majd blokkoléas utan
(50 ul 50% BSA blokkold pufferoldatban) FITC jelolt anti-F4/80 antitesttel jeloltiik (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Az igy megjelolt sejteket FACSCalibur (BD

Biosciences) és Flowing 2.5 szoftver segitségével analizaltuk.

3.9. Immunbhisztokémia

A timusz lebenyeket Sainte-Marie oldatban 24 o6ran at fixaltuk. Ezt kovetbéen a mintakat
felszallo alkohol sorban ¢és xilolban dehidraltuk majd paraffinba dgyaztuk. 4-6 pm vastagsagu
metszeteket készitettiink, melyeken 6%-0s H2O: segitségével 7 percig blokkoltuk az endogén
peroxidaz aktivitast. 1%-0s BSA-val 30 perces szobahdmérsékleten torténd blokkolast
kovetéen anti-F4/80 antittesttel (Abcam, Cambridge, UK (ab6640) egy éjszakan at festettiik a
mintakat (1:200 higitasban 4 °C-on). Szekunder antitestként anti-patkany antitesteket
hasznaltunk (30 perces 1:400 higitasban, szobahén). Mosast kovetéen Vectastain Elite ABC
(avidin-biotin complex) Kit-et (Vector Laboratories Ltd., Peterborough, UK) hasznaltunk 1:100
higitdsban a masodlagos antitestek megjelolésére. A festési protokoll kontrolljaként a primer
antitestek helyett PBS (phosphate-buffered saline) hasznaltunk. Az ABC di-amino-benzidine
moddszerrel lett vizualizalva a konvencionalis fénymikroszkopos vizsgalhatosag céljabol. A
kontroll metszeteken specifikus szignal nem volt detektalhat6. A mintakat dimethylmethylen-
kék festékkel is megfestettiik a timusz kéreg-veld hataranak lathatova tétele céljabol. 24 bites
RGB épeket  készitettlink a  metszetekrdl amit ezutan az Imagel

(http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/install/windows.html) programmal elemeztiink. Minden mintabol 6

identikus latoteret kivalasztottunk a tovabbi analizisre. A makrofdgok szaménak aranyaban
lehetett barna szint detektalni a képeken. A timusz medullaris (M), corticomedullaris (CM) és
subcapsularis (SC) regioit a *Versatile Wand Tool’ segitségével kiilonitettiik el. A barnan
festddd immunopozitiv makrofdgokat valamennyi latotérben kiilon kiilon a M, CM és SC

régiokban megszamoltuk.
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3.10. In vitro apoptétikus sejt fagocitozis

Csontveléi makrofagokat 24 6ran at 5 uM CellTracker™ Orange (CMTMR, Invitrogen)
festékkel festettiink. Az apoptdtikus timocitakhoz 4 hetes C57BL/6 egerek timuszabdl timocita
sejtkulturat készitettiink ( 107 sejt/ml RPMI 1640 tapfolyadék) melyet 24 oran 4t szérummentes
tapfolyadékban tartottunk fenn (2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml
streptomycin) az utolsé 6éraban 10 uM carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFDA-
SE, Invitrogen) hozzdadasaval. A CFDA festett apoptotikus timocitdk 10:1 (apoptotikus
sejtek:makrofagok) aranyban lettek 30 percre a csontvel6i makrofagokhoz adva. 30 percnyi
inkubacio utan az apoptotikus sejteket lemostuk, majd a makrofagokat tripszinnel
levalasztottuk a tenyésztéedény aljarol. Ezt kovetden a sejteket Becton Dickinson FACSCalibur

¢s Flowing 2.5 szoftver segitségével elemeztiik.

3.11. A RAR-t aktivalé retinoid szarmaszékok in vivo termelésének mérése

A RAR aktivald retinoid szarmazékok in vivo termelésének méréséhez RARE-hsp68-lacZ
reporter transzgén egereket 20 mg/kg GW3965-tel ill. kontrollként DMSO-val
intraperitonealisan oltottunk. 24 6raval kés6bb, a hasiiregi sejteket peritonealis lavage-zsal
kimostuk. A sejteket 3 oran keresztiil hagytuk kitapadni a tenyésztéedényben, a le nem tapadt
sejteket lemostuk. Az adherens sejteket 0.25 mM glutaraldehiddel 5 percig jégen fixaltuk A
fixalt sejteket 24 oran keresztiil 37 °C-on X-gal festé oldatban inkubaltuk (35 mM kalium
ferrocyanide, 2 mM MgCI2, 0.02% Nonidet P-40, 1 mg/ml X-gal). Az igy megfestett sejtekrol
egy AMG EVOS inverz microszkoooal x20 nagyitason képeket készitettiink.

3.12. Az mRNS kifejezodés vizsgalata

A csontveldi makrofagokbol, timusz mintakbol és a RARE-hsp68-lacZ reporter transzgén
egerek hasiiregi sejtjeibol total RNS-t izolaltunk TRI reagens felhasznalasaval, majd az RNS
mintakat atirtuk cDNS konyvtarakba a High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life
Technologies, Budapest, Hungary) segitségével, a gyaré protokollja szerint. A mintakbol
triplikatumokat készitettiink és qRT-PCR méréseket végeztiink elére tervezett FAM-jelolt
MGB esszék (Life Technologies, Budapest, Hungary) ill. egy Roche LightCycler LC 480 real-
time PCR késziilék segitségével. A lacZ mRNA kimutatasdhoz az alabbi primereket és FAM-
TAMRA-jelolt TagMan probakat (Eurogentec, Seraing, Belgium) hasznaltuk: forward, 5'-
TGC-CGT-CTG-AAT-TTG-ACC- TGA-G-3'; reverse, 5'-CCG-CCA-CATATC- CTG-ATC-
TTC-C-3'; probe, FAM-ACT-CCA-ACG-CAG-CAC-CAT-CAC-CGCTAMRA. A relativ

16



mRNS mennyiségeket az 6sszehasonlito CT modszerrel szamoltuk ki, amit a glycerinaldehyde-

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNS mennyiségekre normalizaltunk.

3.13. Western blot analizis

A csontvel6i makrofagokat 0.5% Triton X-100-t tartalmazé jéghideg lizis puffer oldatban
térfogat Laemmli puffer oldatban felforraltuk. Az elektroforézist 10%-0s SDS-poliakrilamid
gélben végeztilk. A szétvalasztott fehérjéket Immobilion-P transfer membranra (Millipore,
Budapest, Hungary) vittiik at, melyen anti- LXRo/p (ABGENT), anti- GAPDH és anti- B-actin
(Sigma-Aldrich, Budapest) antitestek valamint Immobilon Western Chemiluminescent HRP
szubsztrat felhasznalasaval (Millipore, Budapest, Hungary) detektaltuk oket.

3.14. Immunfluoreszcens festés és konfokalis mikroszkopia

A vad tipusu csontveldi progenitorokat 8 lyuki tenyésztdedényben (5 x 10° sejt/lyuk) 6 napon
keresztiil tenyésztettiik, differencialtattuk. A fagocitdzis esszéket a fent leirtaknak megfeleléen
végeztiik. Miutan a makrofdgok és az apoptotikus timocitak 30 percen keresztiil egy térben
voltak, a fel nem vett sejteket lemostuk majd a kitapadt sejteket 4%-os paraformaldehid-del
fixaltuk. Az integrin B3 és CD14 festéshez, a fixalt sejteket eldszor 50%-0s FBS-sel 30 percig
37°C-on blokkoltuk, majd jéghideg HEPES pufferrel lemostuk és PE-conjugalt anti- B3 integrin
(BD Biosciences) vagy FITC-conjugalt anti-CD14 (BD Biosciences) antitestekkel 15 percig
jégen festettiik. A megfestett sejtekrdl a képeket egy Zeiss LSM 510 és egy Olympus FVV1000

confokalis 1ézer scanning microszkoppal készitettiik.

3.15. LXR receptor elcsendesités

Az 5 napon 4t differencialtatott csontveldi makrofagokat TransIT-siQUEST® transfekcios
reagenssel (Mirus Bio LLC) transzfektaltunk a felhasznaloi utmutatdé szerint. Roviden:
csontveldi makrofagokat 1.5x10° BMDM/lyuk koncentracioban egy 6-0s plate-en
tenyésztettiink 1,25 ml DMEM médiumban (10% FBS, 10% L929 sejtek kondicionalt
médiuma, 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin). A transzfekcios
koktél 250 ul OptiMem, 6 ul TransITSIQUEST reagenst és 37.5 ul (1uM) scrambled vagy
LXRa ¢és B specifikus sIRNS-t tartalmazott és a sejtekre lett cseppentve. A médiumot a

transzfekciot kovetd 3 ora elteltével teljes DMEM médiumra cseréltiik.
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3.16. Retinoid mérés HPLC-MS-MS technikaval

4 hetes C57B6 egereket intraperitonealis oltassal 0,3 mg Dex-nal, Dex-nal és DEAB-bal (0,24
mg/ttg) vagy az oldoszerrel DMSO-val (kontroll) kezeltiink. 24 oraval késobb az egerek
timuszat sotétben eltavolitottuk, majd folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottuk és -70 °C-on
taroltuk. A timuszokban a retinsav koncentraciokat HPLC-MS-MS moddszerrel (Riihl, 2006)
hatdroztuk meg. Oszzefoglalva, a timusz mintakb6l 100 mg-t (amennyiben a minta teljes
tomege kevesebb volt 100 mg-nal vizzel egészitettiik ki, hogy minden minta tdmege egységesen
100 mg legyen) 300 mg isopropanolban feloldottunk. A szévetdarabokat el6zetesen
feldaraboltuk, majd az oldatot 10 mp-ig vortexeltiik, 5 percig ultrahanggal kezeltiik, 6 percig
raztuk, majd 13000 rpm fordulaton egy Heraeus BIOFUGE Fresco késziilékkel +4°C-on
centrifugaltuk. A centrifugalast kovetden a feliiluszokat egy Eppendorf Concentrator 5301
(Eppendorf, Germany) késziilékben 30°C-on szaritottuk. A kiszaritott feliiluszé extraktumokat
60 pl methanolban ujra feloldottuk, vortexeltiik, majd kihigitottuk 40 pl 60 mM-os ammoénium
acetat oldattal. Végiil egy HPLC-MS-MS berendezéssel elemeztiik az igy késziilt mintakat. Az
MS-MS késziilékiink single ion recording moddba (SIR) allitva, 303 m/z jelek relativ
intenzitasara is fokuszaltuk, mivel nem zartuk ki 0j, eddig nem azonositott di-hidro-retinsav
szarmazékok jelenlétet a mintdkban, ahogy azt mar kordbban egyiittm{ik6do partnereink leirtak
(Aydemir és mtsai., 2013). A relativ retinoid koncentraciokat “area under the curve” (AUC)

(gorbe alatti teriilet) forméjaban adtuk meg, amit a timusz tomegekre normalizaltunk.

3.17. Statisztikai analizis

A bemutatott eredmények legaldbb harom, eltérd napon végzett, fiiggetlen kisérlet adatait
mutatjadk be, melyeknél a szignifikanciat kétszélli, nem egyenld varianciaji Student-féle t-
probaval adtuk meg (p<0.05). Az értékek atlag + SD-ban vannak kifejezve. A statisztikai

szamitasokat a GraphPad Prism 6 szoftver segitségével végeztiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az Adenozin A3 receptorok szerepe az apoptotikus sejtek eltavolitasaban

Az adenozin receptor signaling befolyasolja a makrofagok in vitro kemotiaktikus

vandorlasat az apoptotikus sejtek iranyaba

A makrofagok az apoptotikus timocitakbol szarmazo find-me szignalok hatasara purinerg
Jjelatvitel fiiggé kemotaktikus mozgdsba kezdenek, valamint né a mozgdsuk sebessége

A vad tipusu egerekbdl izolalt hasiiregi makrofagok apoptotikus sejtek jelenlétében hatarozott
mozgasba kezdtek az elhalt sejtek irdnyaba, aminek az atlagsebessége 0.3+0.19 um/perc volt.
Mig apoptotikus sejtek hidnyaban, RPMI médiumban, a makrofagok random mozgést végeztek
(kemotaxis index 0.12+0.07), addig elhalt sejtek jelenlétében a kemotaxis index 0.55+0.2-re
emelkedett és a velocitas is 25%-kal emelkedett. A sejtek apyraz jelenlétében elvesztették
kemotaktikus mozgasuk irdnyitottsagat, ami Osszhangban 4all korabbi kdzlemények
eredményeivel (Kronlage és mtsai., 2010). Ezen tanulmanyokkal, ahol a complement C5 altal
kivaltott mozgast elemezték, némileg ellentétben, mi azt talaltuk, hogy apyraz jelenlétében a
mozgas sebessége is jelentdsen csokken. Adataink, az apoptotikus sejtekb6l szarmazo “find-
me” szignalok kontextusaban, alatimasztjak azon korabbi eredményeket, melyek arra utalnak,
hogy a purinerg receptorokhoz kétehetd jelatvitelnek a kemotaktikus jelek felerdsitésében,

feldolgozasaban és direkcionalis mozgassa alakitasaban van szerepe.

Az A3R jelatvitel elvesztése megzavarja a makrofagok apoptotikus timocitdk iranyaba torténo
mozgdsat

Ugy dontéttiink, hogy tovabb elemezziik a jelenséget és megvizsgaljuk, hogy a kiilonbozd
szabalyozasahoz. Kisérleteket végeztiink adenozin receptor hidnyos valamint specifikus
adenozin receptor antagonistakkal kezelt vad tipusti makrofagokkal. Elemeztiik az apoptotikus
timocitak jelenlétében A2AR -/- (Ledent és mtsai., 1997) és A3R -/- (Lee és mtsai., 2003)
egerek hasiliregi makrofagjainak mozgasat. Mivel ezen k.o. egértorzseket eltéré genetikai
hatterti egértorzsekbdl hoztak 1étre, els6 kisérleteinkben 6sszehasonlitottuk kiilonbozik-e a vad
tipusu FVB és C57BI/6 egerekbdl szarmazd makrofagok mozgasa, de nem talaltunk eltérést.

Mig az egyes adenozin receptorok elvesztése vagy gatlasa nem befolyédsolta a makrofagok
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mozgasat apoptotikus ,,find-me” szignalok hianyaban, apoptotikus timocitadk jelenlétében az
A2AR elvesztése a makrofagok elhalo sejtek iranyaba végzett mozgéasanak sebességét kb. 30%-
kal csokkentette. Rdadasul az A2AR hidnyos makrofadgok részben, az A3R hidnyos makrofagok
pedig teljesen elveszitették kemotaktikus navigacios képességiiket. A mozgas iranyultsaganak
A3R hiadnyaban tapasztalhato elvesztése nem a sejtek differencidlodasa soran bekodvetkezo
esetleges valtozassal all kapcsolatban, mivel hasonld hatast eredményezett vad tipusu
makrofagokon az A3R antagonista MRS3777 alkalmazasa is. Az A2BR-ok szerepének
vizsgalata céljabol egy A2BR antagonista, MRS 1754 jelenlétében is végeztiink vizsgalatokat
vad tipusi makrofagokkal. Az A2BR gatlasa szintén a kemotaktikus orientacié teljes
elvesztéséhez vezetett, viszont a mozgas sebességét nem valtoztatta meg. Ezen adatok azt
sugalljak, hogy amikor a makrofagok apoptotikus timocitak iranyaba vandorolnak elegendd
adenozin keletkezik az A2BR-ok triggereléséhez is. Ennek az adenozin receptornak van a
legkisebb az affinitasa az adenozinhoz az adenozin receptorok koziil. Ez alapjan valdsziniinek
tlnik, hogy az A2BR-ok ¢s az A3R-0k is meghatarozo szerepet jatszanak a kemotaktikus
mozgas iranyitottsaganak létrejottében és fenntartasaban. Raadasul eredményeink arra
engednek kovetkeztetni, hogy bar korabbi kozlemények szerint (jollehet complement C5 altal
fenntartott kemotaktikus mozgas kapcsan) az adenozin receptorok teljes hianyaban az ATP és
ADP receptorok is képesek iranyitott mozgast biztositani (Kronlage és mtsai., 2010), akar csak

az egyik adenozin receptor elvesztése is (vagy az A2BR, vagy az A3R) a kemotaktikus mozgas

crer

Exogén adenozine addsa nem befolyasolja a vad tipusu makrofagok apoptotikus sejtek iranyaba
torténd mozgdsat, de elésegiti az A3R hidanyos makrofdgokét

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy nagyobb adenozin koncentraciok képesek-e kompenzalni
az A3R hianyabdl szarmaz6 kemotaktikus migracids zavart. Ehhez a vad tipust és az A3R
hianyos makrofagok mozasat 5'-N-ethylcarboxamidoadenosine (NECA) jelenlétében is
elemeztik. A NECA egy nem metabolizalhatd adenozin analog, melyet 10 mM
koncentracioban alkalmaztunk, hogy a legkisebb affinitasu adenozin receptort is triggerelni
tudjuk. Mig a NECA nem befolyasolta a vad tipust egerekbdl izolalt makrofagok mozgasat se
apoptotikus sejtek jelenlétében se azok hidnyaban, addig az A3R hidnyos makrofagok
mozgasanak kemotaxis indexét némiképp fokozta mikor azok elhalo sejtek jelenlétében
mozogtak. Mindez arra utal, hogy az ATP és ADP jelatvitel zavartalansaga esetén a magasabb
adenozin koncentracié részben ellenstlyozhatja az A3R elvesztésébdl szarmazd mozgasi

defektust.
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Az adenozin receptorokhoz kapcsolt jelatvitel énmagdban képes az apoptotikus timocitak
iranyaba tortéend kemotaktikus mozgast biztositani

Annak eldontésére, hogy az adenozin receptorok onmagukban képesek-e (az ATP és ADP
jelatvitel hianyaban is) fenttartani a kemotaktikus migraciot, ahogyan azt kordbban mar
felvetették (Kronlage és mtsai., 2010), tovabbi kisérleteket végeztiink. Ezekben vad tipust
makrofagok mozgésat vizsgaltuk apyrdz és NECA jelenlétében, megsziintetve igy az ATP és
ADP jelatvitelt valamint az endogén adenozine képzédést. A NECA-t 10 mM-s
koncentracidban adva valamennyi adenozin receptort triggerelni tudjuk. Apyraz jelenlétében a
NECA o6nmagaban képes volt fenntartani a vad tipusi makrofagok iranyitott kemotaktikus
mozgasat, megerdsitve ezzel, hogy az intakt adenozin receptor jelatvitel onmagaban képes
biztositani a kemotaktikus jelek kemotaktikus mozgassa alakitasat. Mivel a NECA-t a
tapfolyadékba keverve alkalmaztuk a kisérlet soran, adataink arra engednek kovetkeztetni,
hogy az iranyitott mozgas létrejottéhez nincs sziikség adenozin koncentracidé gradiens
jelenlétére. Mivel az apyraz lebonja az ATP-t, de NECA jelenlétében megindul a makrofagok
iranyitott mozgasa, adataink alatamasztjak Elliot és mtsai. korabbi (Elliot és mtsai., 2009)
kovetkeztetését is, miszerint az ATP nem egy obligat ,find-me” szignal a makrofagok

efferocitotikus mozgasa soran.

crer

szabdlyozasahoz az apoptotikus timocitak iranydba torténd vandorlas soran

Az egyes adenozin receptorok szerepének vizsgalta soran az A2AR hianyos sejtek mozgasat is
vizsgaltunk apyraz jelenlétében. A purin nukleotidok és nukleozidok hianyaban a sejtek
velocitasa alacsonyabb volt (0.1 = 0.04 um/perc) és az orientacidjuk is elveszett, ami nem
kiilonbozott az azonos koriilmények kozott vizsgalt vad tipust sejtek mozgasanak jellemz6itol.
Amikor az adenozin jelatvitelt visszaallitottuk NECA hozzéadéasaval, mind a kemotaxis index,
mind a mozgas sebessége megemelkedett, bar az utdbbi nem érte el a vad tipusu sejtek azonos

kortilmények kozott mért értékét.

Egyidejii A2BR és A3R jelatvitelre van sziikség az adenozin-kapcsolt kemotaktikus navigdcio
zavartalansagahoz a makrofdagok apoptotikus timocitak felé vandorlasa sordn

Az A2AR hianyos makrofagok mozgasanak elemzése révén kapott eredmények arra utalnak,
hogy A2AR hianyaban az A3R és az A2BR egyiittesen képesek fenntartani az andenozin-

kapcsolt kemotaktikus mozgast az elhalt timocitak felé. Annak eldontésére, hogy ezen két
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receptor koziil melyik felelés mindezért, az A2AR hidnyos makrofagokat elészor A2BR
antagonista (MRS1754), majd A3R antagonista (MRS3777) kezelésnek tettiik ki. Azt talaltuk,
hogy egyik antagonista jelenlétében sem volt képes a NECA helyreéllitani a migracios
defektust. Ezen eredmények arra utalnak, hogy az A2BR-ok és az A3R-0Kk is fontosak a NECA-
kapcsolt kemotaktikus mozgas szabalyozasaban A2AR hidnyaban. Ez utdn A3R hianyos
makrofagok mozgasat elemeztiik apyraz jelenlétében. Az apyraz a vad tipusu és az A2AR
hidnyos makrofagok esetében latottakhoz hasonldan lecsdkkentette a mozgés sebességét és
iranyitottsagat. A3R hianyaban azonban a NECA, ellentétben A2AR hianyaban tapasztaltakkal,
nem tudta helyreallitani az apyraz kezelés altal megzavart kemotaktikus mozgast, igazolva,
hogy az A2 receptorok dnmagukban nem elegenddek az adenozin hatdsdnak kozvetitéséhez.
Ezen eredmények Osszességében arra engednek kovetkeztetni, hogy adenin nukleotidok
hianyaban az adenozin-kapcsolt jelatvitel 6nmagéban képes zavartalan kemotaktikus mozgast
biztositani, ehhez azonban egyidejii A2R és A3R jelatvitelre van sziikség. Raadasul, meglep6
moédon, az A2R-ok koziil az A2BR-oknak lehet nagyobb szerepe a kemotaktikus migracio

szabalyozasaban.

Az A3R-ok elvesztése lelassitja a hasiiregbe injektalt apoptétikus timocitak in vivo eltakaritasat

Mivel azt talaltuk, hogy az A3R hidnyos makrofagok in vitro elvesztik orientacios képességiiket
az apoptotikus timocitdk iranyaba torténd vandorlas soran, megvizsgaltuk in vivo van-e
jelentdsége a receptor elvesztésének a hasiiregbe injektalt apoptotikus timocitak eltakaritasa
soran. E célbdl kiilonb6z6 szamu CellTracker Deep Red Dye jelolt apoptotikus timocitat
injektaltunk vad tipusti és A3R hidnyos egerek hasiiregébe. Laboratoriumunkban folytatott
korabbi kisérletek bizonyitottak, hogy az A3R elvesztése dnmagdban nem befolyasolja a
makrofagok in vitro fagocitozis kapacitasat (Durd és mtsai., 2014). A peritoneumban jelenlévé
rezidens makrofdgok képesek nagy szamu elhalt sejt felvételére, bekebelezésére, de azt
feltételeztiik, hogy egy limitalt apoptdtikus sejtszamnal, amikor a hasiiregi makrofdgoknak meg
kell taldlniuk “zsakméanyuk”, a kemotaktikus navigacios képesség zavara hatdssal lehet az
eltakaritas titemére. Vad tipusu és A3R -/- egerek hasiiregébe 2, 8 és 30 millio apoptotikus sejtet
injektalva 30 percet kovetden kevesebb A3R -/- makrofag vet fel legalabb egy elhalt timocitat,
mint ahany vad tipusi. A legszembetiindbb kiilonbség akkor volt tapasztalhatd, amikor a
legalacsonyabb (2x10°) szamban fecskendeztiink apoptétikus sejteket a peritoneumba. Ebben
az esetben kétszer annyi vad tipusu makrofag vett fel elhalt sejtet, mint ahany A3R -/-. Amikor

a befecskendezett apoptotikus sejtek szamat 30x10%-ra noveltiik, a fagocitdld sejtek szama
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mindkét esetben (vad tipust és A3R-/-) megemelkedett, de az alacsonyabb apoptdtikus
sejtszamnal latott kétszeres kiilonbség a fagocitald sejtek szamaban 10%-ra csokkent. Erdekes
viszont, hogy bar nagy elhalt sejt szamnal a fagocitald makrofagok szamaban a kiilonbség
kisebb lett, az egyes A3R -/- makrofagok kevesebb sejtet tudtak ugyanannyi id6 alatt

bekebelezni mint a vad tipustak, amit jol tiikkroz a sejtek alacsonyabb fluoreszcencia intenzitasa.

Az A3R-ok hianya meglep6 médon nem befolyasolja az apoptotikus timocitak in vivo
eltakaritasat a timuszbol dexamethasone kezelést kovetden

Egy masik in vivo kisérleti rendszerben azt vizsgaltuk, hogy vajon az A3R-ok hidnya
befolyasolja-e a dexamethasone kezelést kovetden nagy szdmban elhal6 timocitak eltakaritasat
az egerek timuszabol. Korabbi laboratériumunkban késziilt tanulmanyok bemutattak, hogy az
A3R-ok elvesztése kiilonb6zé mennyiségii elhalt sejt jelenlétében sem befolyasolja a
makrofagok fagocitozis kapacitasat (még ha szaturalo sejtszamot alkalmazunk sem, ami a Dex
kezelést kdvetden a timuszban is kialakul) (Durd és mtsai., 2014). Ahhoz, hogy biztosak
legyiink, hogy az elhalt sejtek szamaban esetlegesen fennallo kiilonbség a Dex kezelés utan, az
eltakaritds litemével és nem a sejtek Dex érzékenységével all Osszefiiggésben, eldszor
megvizsgaltuk, hogy az A3R elvesztése nem befolyasolja-e a timocitdk Dex kezelést kovetd
elhalasanak titemét. In vitro dexamethasone kezelés majd Annexin V/propidium jodid festést
kovetden azt talaltuk, hogy nincs kiilonbség vad tipust és A3R -/- timocitak Dex
érzékenységében. Igy a tovabbiakban azt kovettiik nyomon, hogy in vivo Dex kezelést kovetSen
meghatarozott id6 utan, hogyan valtozik a vad tipust ill. A3R -/- egerek timuszaban a sejtszam
illetve az Annexin V pozitivitds. Meglepetésiinkre ezen paraméterek megfigyelése soran, az
A3R hianyos makrofagok in vitro tapasztalt kemotaktikus orientacios zavara ellenére sem
talaltunk kiilonbséget az elhalt timocitdk eltakaritdsdnak titemében. Tovéabbi szdvettani
vizsgalatokat végeztiink a makrofagok in vivo timuszon beliili mozgasanak elemzésére. Mig
kezeletlen vad tipusu egerek timuszaban a makrofagok nagy része a timusz kortikalis zonajaban
csoportosult, addig A3R hianyaban a makrofagok nagy szamban a timusz medullaris zonaban
helyezkedtek el. Mar 1 o6raval a Dex kezelést kovetden lathatébak voltak a timusz
kortikomedullaris zondjaban a szervbe valdsziniileg jonnan bevandorlé makrofagok. 3 6rdval
a kezelést kovetben, az A3R -/- makrofagok le voltak maradva a timusz kortikalis,
subcapsularis zéndja felé vandorlasban a vad tipustiakhoz képest. 6 oraval a kezelés utan
azonban mar semmilyen kiilonbség nem volt észlelhetd a két egértozs timusza kozott. 12 ora
elteltével mindkét egértdrzs timuszaban befejezddott a makrofagok vandorlasa, amit a sejtek

(maradék) kortikalis zonaba érkezése valamint a medullaris zonabdl valo eltiinése jelzett.
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4.2. Az apoptétikus sejteket bekebelezé makrofagok nem-klasszikus retinoidokat

termelnek fagocitozis kapacitasuk novelésére

A TG2 szintézisének emelkedése onmagaban nem vezet a makrofagok fagocitézisanak
fokozédasahoz

Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az ATRA (Moore és mtsai., 1984) és az interferon y
(Bayardo és mtsai., 2012) is képes fokozni a TG2 kifejez6dését a makrofigokban. Ugy
dontottiink megvizsgaljuk, hogy a TG2 szintézis fokozasa révén ndvelhetjiik-e a makrofagok
apoptotikus sejt felvételét. Bar mindkét anyag fokozta a TG2 kifejez0dést, az apoptotikus sejtek
felvételének szignifikans fokozodasa csak ATRA kezelés hatasara kovetkezett be. Hasonld
fagocitozis fokozodast figyeltiink meg azonban TG2 hidnyos makrofagokban is ATRA kezelés
hatasara, ami azt mutatta, hogy az ATRA a TG2 mellett mas fagocitozis kapcsolt gének
kifejezddését is befolyasolja. Kiilonbozd retinoidokkal végzett 24 6ras kezelést kovetden,
qPCR analizist végeztiink és azt talaltuk, hogy a TG2 mellett 6 masik fagocitozis kapcsolt gén
expresszidja is jelentdsen megemelkedik a retinoidok hatasara. Ezek a Mertk, Stabilin-2, Tim4,
ABCAI1, CD14 ¢és Clq voltak. A szintén fagocitdzis kapcsolt integrin Bl, MFG-ES,
thrombospondin, CD91 vagy CD36 kifejez6dése nem valtozott, mig a scavenger receptor A,
integrin owps, és Ps szintje csokkent.

A természetes pan RAR agonista ATRA-n kiviil (ami a sejtekben 9cRA-va alakulhat (Heyman
¢és mtsai., 1992)), az Osszes tesztelt retinoid: 9cRA (pan RAR és RXR agonista), Am580
(szintetikus pan RAR agonista), LG268 (szintetikus RXR agonista) a TG2 szint emelkedését és
a fagocitozis fokozodasat valtotta ki. A leghatékonyabbnak viszont az ATRA ¢és a 9cRA
bizonyult, jelezve, hogy az RXR és az RAR receptorok is hozzajarulhatnak a TG2 indukci6 és
a fagocitozis fokozasahoz, a hatas pedig akkor a legkifejezettebb, amikor mindkét receptor
stimulacidja bekovetkezik. Az ATRA szenzitiv fagocitozis kapcsolt gének kifejez0dését az
ATRA-hoz hasonldan valtoztatta meg a 9cRA és az LG268 (bar az LG268 kevésbé volt
hatékony). Az Am580 kezelés nem eredményezett valtozast a Mertk és az ABCAIl
kifejezodésben, mutatva, hogy ezen gének nem allnak RAR/RXR szabalyozas alatt. Mindezek
arra utalnak, hogy a retinoidok facilitalhatjak a fagocitdzist a makrofdgokban az RAR/RXR ¢és
mas RXR heterodimerek triggerelése révén is. Ezt tAimasztja ald az a megfigyelésiink is, hogy
akarcsak a TG2 elvesztése esetén, a CD14 izolalt hidnya sem eredményez dnmagaban jelentOs
valtozast a ATRA kezelés fagocitozisra kifejtett hatasban. Valdsziniileg CD14 hianyaban is

tobb ATRA érzékeny gén kifejezddésének megvaltozasa vezet a fagocitdzis fokozodasahoz.
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Az LXR aktivalasa retinoid termelést valt ki a hasiiregi makrofagokban

Laboratoriumunkban folytatott korabbi kisérletek bizonyitottak, hogy a timuszban kivaltott in
vivo apoptotikus sejtelhalas a timuszban termelddé retinoidok mennyiségének fokozddasaval
jar egyitt, valamint, hogy a retinoidok termelésért felelos sejtek, melyek a retinaldehid
dehidrogenaz (RALDH) enzimeket expresszaljak, az elhald timocitakat bekebelezé
makrofagok (Garabuczi és mtsai., 2013). Az apoptotikus sejtek in vitro felvétele szintén
fokozza a makrofagokban a RALDH enzimek kifejezodését, igazolva, hogy az apoptdtikus
sejtfelvétel retinoid szintézishez kapcsolt folyamat. A makrofagokban legtobbszor harom lipid
érzékel6 magreceptor (LXR, PPARy és PPARGS) van osszefliggésbe hozva az apoptotikus
sejtfelvételt kiséré génkifejez0dés valtozas szabalyozasaval (A-Gonzalez és mtsai.,20009;
Roszer és mtsai., 2011; Mukundan és mtsai., 2009), ezért ugy dontottiink megvizsgaljuk, vajon
ezen receptorok aktivaldsa hatdssal van-e a RALDH enzimek kifejezddésére. Azt talaltuk
(Garabuczi és mtsai., 2013), hogy mind a harom fenti receptor agonistakkal valo aktivalasa a
RALDH1 mRNS szintjének fokozddasahoz vezetet. A legnagyobb RALDH kifejezodésre
kifejtett hatasa az LXR agonista GW3965-nek volt (Garabuczi és mtsai., 2013), ezért ugy
dontottiink in vivo méréseket is végziink a RARE lacZ egerek (Rossant és mtsai., 1991)
segitségével, hogy az LXR triggerelése in vivo is fokozott retinoid termelést valt-e ki. E célbol
20 mg/kg GW3965-tel intraperitonealisan oltottunk RARE lacZ egereket, majd 24 o6raval
késébb a RALDHI és a B-galactosidase mRNS szinteket vizsgaltuk a hasiiregbdl izolalt
makrofagokban. A lacZ kifejez6dés az in vivo retinoid fliiggd transzkripcios aktivitasra utal. A
kezelés a RALDHI ¢és a lacZ kifejezddését is indukalta, mutatva, hogy az LXR aktivacid
fokozott RALDH kifejezodéshez és kovetkezményes retinoid termeléshez vezet in vivo.
Amellett, hogy kimutattuk a B-galactozidaz kifejez6dést a fehérje enzimatikus aktivitasa révén
(makrofagok kék festddése), azt talaltuk, hogy a TG2 kifejezddés is fokozodott. Bar a RALDH
inhibitor DEAB-t nem tudtuk in vivo optimalis koncentracioban alkalmazni, mivel az magasabb
dézisok mellett az egerekre lethalis hatast fejtett ki, a még toleralhato legmagasabb dozis mellett
a lacZ és TQG2 szint emelkedés mérséklddését figyeltiilk meg, ami megerdsiti, hogy ezen gének

kifejez6désének novekedése az in vivo retinsav szintézissel all sszefliggésben.

A makrofagok apoptoétikus sejtfelvétele soran az LXR aktivacio fagocitozis novel6 hatasa
retinoid fiiggo
Mivel korabbi tanulmanyok is arra az eredményre jutottak, hogy az LXR aktivéacié az

apoptotikus sejtek felvételének fokozodasahoz vezet (A-Gonzalez és mtsai.,2009), azt kezdtiik

vizsgalni vajon az LXR indukciot kovetd retinoid szintézis hozzajarul-e a fagocitdzis
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fokoz6dasdhoz a makrofagokban. A GW3965-vel torténd 2 oran keresztiil folytatott kezelés
nem valtoztatta meg a makrofagok in vitro fagocitald képességét. 24 oras kezelést kdvetden
azonban a fagocitozis kapacitds jelentds novekedését tapasztaltuk, ami a DEAB LXR
agonistaval torténd egyidejii adasa esetén teljesen elmaradt. Bar 2 6rds LXR stimulaciot
kovetden még nem lattunk valtozast a makrofagok fagocitozis kapacitasaban, két fagocitdzis
kapcsolt gén, a Mertk és az ABCAI1, valamint az LXRa kifejez6dése mar ennyi id6 alatt
fokozodott. A Mertk ¢s az ABCAL1 volt az a két fagocitozis kapcsolt gén, melyek kifejezodését
az altalunk tesztelt retinoidok koziil a pan RAR agonista Am580 nem befolyasolta, illetve
amelyek az LXRa-val egyiitt kozvetlen LXR célgénként vannak szamontartva (A-Gonzalez és
mtsai.,2009; Rébé és mtsai., 2009; Costet és mtsai.,, 2000). A RALDH gének, melyek
kifejezodése szintén fokozddott a kezelés hatasara, nem tartoznak az LXR altal kozvetleniil
szabalyozott gének kozé, azonban ismert SREBP-1¢ célgének (Huqg és mtsai., 2006), mely
transzkripcids faktor sajat génje promoterében két LXR vélaszadd elemet is tartalmaz
(Yoshikawa és mitsai., 2001). Az SREBP-1c expresszidjara iranyuld6 méréseink soran azt
talaltuk, hogy az LXR stimulaciot kovetd 2 6ra mulva ezen gén kifejezédése is fokozodott.
Azon gének kifejezddése azonban, melyek indukcidja a korabbi kisérletekben a pan RAR
agonista AMS580 hatasara is bekovetkezett (TG2, C1q, stabilin-2, Tim4, and CD14), 2 6raval
az LXR stimuléciot kovetden még valtozatlan volt. Ezen feliil, az LXR agonistaval egy idoben
adott aldehid dehidrogenaz inhibitor DEAB-nak semmilyen hatasa nem volt az LXR stimulacio
hatasara indukalodo gének expresszidjanak fokozodéasara. Ugyanezen gének kifejezddésének
24 6ra LXR stimulaciot kovetd vizsgalata azt mutatta, hogy azon fagocitozis kapcsolt gének
expresszioja fokozodott, melyek kifejezddése korabban az ATRA vagy 9cRA kezelés hatasara
is megemelkedett. A korabbi kisérletekben Am580 hatasara is fokozott expresszidt mutatd
gének (TG2, Clq, stabilin-2, Tim4, and CD14) DEAB egyidejii adasa esetén egyaltalan nem
indukalodtak. Réadasul ezen 5 gén LXR altali indukcidja egy pan RAR antagonista
(AGN193109) egyidejii adasaval szintén gatolhato volt. Osszegezve ezen kisérletek
eredményeit, megallapithatjuk, hogy a TG2, a Clq, a stabilin-2, a Tim4, és a CD14 6t olyan
fagocitozis kapcsolt molekula, melyek indukcidja része az LXR utvonalnak, de valojaban RAR
szabalyozas alatt allnak, expresszidjuk novekedése egy Ujonnan szintetizalodott retinoid
megjelenéséhez kotott. Annak vizsgalatdra, hogy a retinoid receptorok expressziojat
befolyasolja-e az LXR stimulécio, tobb receptor kifejez6dését is megvizsgaltuk GW3965
kezelést kovetéen. Egyedil az RARa kifejez6désének novekedése kovetkezett be, ami
Osszhanban all egy korabbi kézleménnyel, mely szerint az RARa kdzvetlen LXR célgén (Rébé
és mtsai., 2009).
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Az LXR stimulacio kiilonb6zo fagocitozis kapcsolt receptorok kifejezodését indukalja a
stimulacio idétartamanak fiiggvényében

A tovabbiakban az egyes fagocita receptorok illetve a retinoid szintézisért felelés molekulak
indukcidjanak id6beli valtozasat vizsgaltuk. Az SREBP-c1 és a Mertk expresszidja az LXR
stimulaciot kovetden rovid idon belill megemelkedett, 6sszhangban azzal, hogy ezek ismert
LXR célgének (A-Gonzalez és mtsai.,2009, Yoshikawa és mtsai., 2001; Costet és mtsai., 2000).
A RALDH-k expresszidjanak fokozodasa idében a kozvetlen LXR célgének indukciojat
kovette, majd a RAR-fliggd fagocitdzis-kapcsolt gének, a TG2, Clq, és a Tim4 kovetkeztek. A
24 oras egyidejii DEAB kezelés a RAR-fliggéen szabalyozott gének kifejez6dése mellett az
alatt all6 génekre kifejtett hatdsara enged kovetkeztetni. Ebben az LXR/RXR heterodimerek
RXR oldalarol torténd ligalasa lehet egy lehetséges mechanizmus, ami mint egy autoregulacios
pozitiv feed-back szabdlyozo kar miikddhet az LXR jelatviteli utvonalon.

Annak bizonyitasara, hogy a GW3965 kezelést kovetden megfigyelt valtozasok valoban LXR
stimulacid kovetkezményei-e, megvizsgaltuk tobb gén kifejezddését az LXRa/P elcsendesitését
kovetden is. Az LXR elcsendesitése hatékonyan csdkkentette LXRa és LXRp fehérjék szintjét
valamint megakadalyozta az SREBP-1c, Mertk, Tim4, és TG2 kifejez6désének GW3965 altali
indukciojat. Raadasul az LXR elcsendesitése meggatolta a GW3965 fagocitdzis fokozo
hatasanak kifejez6dését is, mutatva, hogy a GW3965 valoban az LXR receptorokon keresztiil

hat a makrofagokra.

Az apoptotikus sejteket bekebelezé6 makrofagok nem-klasszikus retinoidokat termelnek

Céljaink kozott szerepelt a makrofagok altal termelt RAR aktivaldo molekula azonositéasa is.
Mivel jelenleg technikailag nem kivitelezhetd, hogy elegendd makrofagot izolaljunk a
timuszbdl a retinoid produkcidjuk vizsgalatdhoz, gy dontodttiink, hogy teljes timusz szovetet
analizalunk. Korabban mar kimutattuk, hogy in vivo apoptdzis indukciot kovetden a timuszban
a RALDH kifejez6dés fokozodik valamint a LacZ is detektalhatova valik a RARE LacZ egerek
timuszaban (Garabuczi és mtsai., 2013). A LacZ kifejezddés a RARE LacZ egerekben egy
endogén RAR aktivalo ligand keletkezésére utal. Raadasul mivel a Dex kezelést kovetd LacZ
indukcié DEAB-bal gatolhat6 volt, eredményeink arra utaltak, hogy ezek a bioaktiv anyagok
RALDH fiiggben szintetizalédnak in vivo. 0,3 mg/egér intraperitonealisan injektalt Dex nagy
szamu timocita apoptdzisahoz vezet, ami 24 6ra alatt a timusz tomegének 60%-o0s csdkkenését

eredményezi, részben az elhalt sejtek hatékony fagocitozisa kovetkeztében (Szondy és mtsai.,
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1997). Ezzel parhuzamosan a Dex kezelés jelentésen noveli a timuszban az LXR, RALDH,
TG2, Tim4, CD14, C1q, és Mertk kifejezodését.

A retinoid produkcié analiziséhez 4 hetes egereket kezeltiink 24 oran at Dex-nal. A kezelés
el6tt és utan mértiik a timuszokban a retinoidok mennyiségét. Korabbi kézleményiinkkel (Kiss
¢és mtsai., 2008) 6sszhangban sem a retinsav cisz izomerjei (9cRA, 13cRA) sem az ATRA nem
volt jelen a mintadkban vagyl/illetve az LC MS/MS technikankkal detektalhaté legkisebb
mennyiség (~10—9 M) alatti volt mennyiségiik. Semmilyen jelét nem tapasztaltunk, hogy a Dex
kezelés hatasara megvaltozott volna mennyiségiik. Ezért tovabbi Dex kezeléssel
Osszefiiggésben megjelend csticsokat (molekulakat) kerestiink a tomegspektrometriai elemzés
soran, melyek koziil egyetlen volt, ami DEAB egyidejti adasakor nem jelent meg. Ez egy 302
Da molekulatomegii molekula lehet, melynek egér timuszban valo megjelenését a Dex kezelés
valtja ki. Az MS késziilék beallitasa alapjan egy dihidro-retinsav szarmazékrol lehet szo. A
dehidrogenacié pontos helye a molekuldn a retinsav molekulan jelenlévé nagyszdmu kettds
kotés valamint a hidnyzo6 standard molekula miatt egyelére nem mondhaté meg pontosan.
Korabbi tanulmanyok bizonyitottak, hogy szdmos szovetben 1étezik egy alternativ retinoid
metabolizacids utvonal, melyen a retinol elészor dihidro-retinolla alakul a retinol-szaturaz
enzim kozremiikodésével (Moise és mtsai.,, 2004). A dihidro-retinolt a RALDH enzimek
tovabbalakitjak dihidro-retinsavakka (Moise és mtsai., 2005), melyek alacsony affinitasa RAR
ligandokként jatszhatnak szerepet a RAR jelatviteli utvonal szabalyozasaban (Moise és mtsai.,
2009). Dex kezelés altal kivaltott in vivo apoptozis indukciot kovetden a timuszban fokozodik
a retinol szaturaz kifejezOdése, ami kapcsolatban allhat az altalunk keresett retinoid

produkciojaval.
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5. MEGBESZELES

A szdveti homeosztazis fenntartdsaban a programozott sejthalalnak a legtobb szévetben fontos
szerepe van. Ha az elhalt sejtek eltakaritasa zavartta valik, az elhalt sejtek szétesnek, ami
sejtalkotoik kidramlasahoz, a kdrnyezd szovetek karosodasdhoz és gyulladashoz vezet.
Jelenlegi tudasunk szerint a gyulladas egy olyan védelmi reakcio, mely a kiilonféle
pathogénekre, sériilt sejtek altal keltett stimulusokra adott nem-specifikus immunvalasz
részjelensége. Célja a karos, veszélyes stimulus forrasanak demarkalasa, eltavolitasa, valamint
a gyogyulasi, reparacios folyamatok elinditasa (Ferrero-Miliani és mtsai., 2007). Széles korben
elfogadott nézet, hogy az apoptétikus sejtek eltavolitasanak zavara gyulladasban jellemzé
folyamatokat indukal és hozzajarul tobb- jellemzden kronikus gyulladassal jaro- betegség
kialakuldsdhoz ¢€s progresszidjahoz. Az elmult évtizedben az elhalt sejtek eltakaritasanak
(efferocytosis) molekularis szabalyozasaval kapcsolatos ismereteink jelentdsen kibdviiltek.
Ezek megértése és tovabbi kutatasa révén olyan j molekularis mechanizmusokat ismerhetiink
meg, melyek farmakologiai eszkoszokkel vald befolyasolasa elsegitheti a hatékony
sejtfelvételt, ami igy az efferocitozis zavardval kapcsolatban 4all6 betegségek jovdbeli

srer

terapiajaban fontos lehet.

Ilyen betegség a parodontium kronikus gyulladasaval jard parodontitis. Pathogenetikdjat
illetéen klasszikus multifaktorialis korallapot, mely a pathogén baktériumok hianyaban nagy
valosziniliség szerint nem alakulna ki. A baktériumok azonban a legalaposabb szdjhigienés
eljarasokkal sem eliminalhatoak teljesen a szajbol, ahol szervezetiink legvaltozatosabb
mikrobialis floraja talalhato. A parodontitis alapvetéen egy kronikus fert6zésnek tekinthetd,
melynek progresszidjat egyre tobb kutatds szerint az apoptétikus sejtelhalas zavara, valamint
az elhalt sejtek nem kell6en hatékony eltakaritasa is jelentdsen befolyasolja. Az apoptozis és
efferocitozis szabalyozasa szovet ¢€s sejtspecifikus, rdadasul az efferocitozis kapcsolt
kemotaktikus szignalok sejttipus fliggd jelatviteli utvonalakat aktivalnak, ami egy igen Osszetett
pathofizioldgiai szabalyozasra illetve zavarra engednek kdvetkeztetni egy hisztologiailag olyan

komplex szovetben, mint a fogagy (Jods G., 2014).

Az efferocitozis folyamata négy 1épésre bonthatd. A fagocitak (els6sorban a makrofagok)

apoptotikus sejtek iranyaba torténé kemotaktikus vandorlasaval indul, amit az elhalt sejtek
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szamos valtozatos sejtfelszini receptor és adapter molekula részvételével torténd bekebelezése

kovet.

Egyre tobb kisérleti bizonyiték tdmasztja ala, hogy a hatékony kemotaktikus vandorlashoz a
fagocitak oldalan a purinerg jelatvitel aktivaciojara is sziikség van (Chen és mtsai., 2006;
Kronlage és mtsai., 2010), valamint, hogy a bekebelezés soran biologiailag aktiv A vitamin
szarmazékok, retinoidok keletkeznek (Garabuczi és mtsai., 2013). A disszertaciom alapjat
képz6 tanulmanyokban egyrészt megvizsgaltuk az egyes adenozin receptorok- kiilonos
hangsullyal az A3R- szerepét a makrofagok efferocitozis-kapcsolt kemotaktikus mozgasanak
szabalyozasaban, masrészt elemeztiik, hogy az LXR magreceptor stimulacidja és az ezt kovetd

retinoid szintézis, hogyan hat a fagocitdzisra.

Bar az ATP-t és annak bomlastermékeit kordbban, mint potencidlis ,,find me” szignalok
tartottak szamon az efferocitozis kezdeti szakaszaban, késébb neutrofilek vandorlasanak
vizsgalata soran kidertilt, hogy mas funkciojuk lehet (Chen et al., 2006). Az ij modell szerint a
purinerg jelatvitelnek a kemotaktikus jeleket felerdsitd illetve azokat irdnyitott mozgéassa
alakito szerepe van. A purinerg jeleket érzékeld receptorok (dontéen P2Y2 illetv A3R-0Kk) a
vandorl6 sejtek mozgas iranyaba mutatd eliilso felszinén csoportosulva aktivacidjukat kovetden
egy feedback jelatviteli folyamatot inditanak, melynek kulcsszerepe van a hatékony, iranyitott
mozgas létrejottében (Chen et al., 2006). Egy ezt kovetd tanulmany szerz6i hasonld
szabalyozasi mechanizmust tartak fel a makrofagok kemotaktikus mozgasanak hatterében. Azt
1s megfigyelték, hogy a sejtek lamellopodiumain kemotaktikus szignal jelenlétében az ATP,
ADP vagy az adenozin jelatvitelhez kdtddoen kiboltosulasok jelennek meg (Kronlage et al.,
2010). A makrofagok kemotaktikus mozgasa soran a kiilonb6z6 adenozin receptorok pontos
szerepét a mi in vitro és in vivo kisérleteinket megel6z6en azonban még nem vizsgaltak.
Eredményeink megerdsitik, hogy az adenozin receptoroknak jelentds Szerepe van a mozgas
szabalyozasaban. Az egyes adenozin receptorok elvesztése eltéréen befolyasolja a mozgast:
Intakt ATP és ADP jelatviteli Gtvonalak jelenlétében az A3R és az A2BR hianya is zavartta
teszi a kemotaktikus orientacios képességet, mig a mozgas sebessége csak kis mértékben
valtozik. Megerdsitettiik Kronlage és mtsai. kdvetkeztetéseit, miszerint az adenozin receptorok
aktivacidja onmagaban képes a makrofagok kemotaktikus mozgasdnak irdnyitottsagat
fenntartani: apyraz adasakor (ami az ATP, ADP ¢és adenozin hianyahoz vezet) a szintetikus
adenozin analég NECA egyiittes addsa képes fenntartani a zavartalan kemotaktikus mozgast.

Erdekes modon ez azonban csak akkor figyelhetd meg amikor egyidejii A2R és A3R aktivéaci6
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is bekovetkezik. Raadéasul a mozgas zavartalan fenntartasaban az A2R-ok koziil, az adenozint
kisebb affinitassal megkotni képes A2BR tiinik meghatarozobbnak.

Bar mindkét A2 receptor aktivacioja az intracellularis cAMP szintet emeli, eredményeink a
makrofagok mozgasanak adenozin receptorokon keresztiili cAMP fiiggetlen szabalyozasara
engednek kovetkeztetni. A jelatviteli mechanizmus vizsgalata ugyan nem volt célunk
kisérleteinkben, nem zarhato ki, hogy a cAMP a mozgas sebességének szabalyozasaban jatszhat
szerepet, példaul az Epac-Rapl utvonalon keresztiil, mint, ahogy ez a dendritikus sejtek
vonatkozasdban mar felmerilt (Ring és mtsai.,, 2015). A makrofagok kemotaktikus
vandorlasanak hatterében mukodo jelatviteli utvonalakat tobb tanulmany vizsgalta, melyek
tanulsaga szerint a mozgas iranyitasaban vagy a p38a MAP kindz vagy PI3 kinaz szabalyozta
utvonalak vehetnek részt (Cuenda és mtsai., 2007, Jones, 2000). Az apoptétikus sejtekbol
szarmazo ,,find-me” szignalok koziil a lizofoszfatidil-kolin és a szfingozin-1-foszfat P13 kinaz-
fliggd migraciot valt ki (Yang és mtsai., 2005, Rosen és mtsai., 2009), mig a fractalkine syk-
fliggd (Gevrey és mtsai., 2005) PI3 kinaz és MAP kinaz aktivacidohoz vezet (Kansra és mtsai.,
2001). Ebben az Osszefiiggésben érdemes megjegyezni, hogy mig az A2AR-0k nem
befolyasoljak a fenti Gitvonalakat, az A3R-ok bizonyitottan aktivaljak a P13 kindz és p38a MAP
kinaz palyakat (Hammarberg és mtsai., 2004), mig az A2BR-ok aktivacidja minden MAP kinaz
utvonalat érint (Aherne és mtsai., 2011). Azt azonban nem tudjuk pontosan megmondani, hogy
a makrofagok apoptotikus timocitak irdnyaba torténé mozgasat melyik ,,find-me” szignal vagy
szignalok valthatjak elsésorban ki: egyes szerzok szerint a fentiek koziil egyik sem vesz benne
részt (Elliot és mtsai., 2009). Az ATP szerepét lehetséges ,,find-me” szignalként (Elliot és
mtsai., 2009) sem a Kronlage csoport eredményei (Kronlage és mtsai., 2010), sem a mi
ereményeink nem tamasztjak ald. Erdekes modon a mi kisérleteinkben, ahol apoptétikus
timocitakbol kijutd szignalok hatdsdra mozogtak a makrofagok, az apyraz jelentdsen
befolyasolta a mozgas sebességét, mig egyaltalan nem befolyasolta azt, amikor a makrofagok
egy C5a gradiens mentén vandoroltak (Kronlage és mtsai., 2010). Technikai okok miatt sajnos,
ezen korabbi kisérleteket mi nem tudtuk reprodukélni. Amennyiben ez a kiilonbség valéban
fennadll, az azt jelentené, hogy a purinerg jelatvitel kemotaktikus szignal specifikus, tehat a
kemotaktikus jel fliggvényében jarulhat hozza a kemotaktikus mozgas szabalyozasahoz, a
kiilonbozd jelatviteli itvonalak aktivacioja révén,

Az adenozin potencialis szerepét, mint apoptotikus timocitakbol szarmazoé ,,find-me” szignal
egy korabbi tanulmany mar vizsgalta (Elliot és mtsai., 2009). Ezen kisérletek tanulsiaga
Osszhangban all a mi eredményeinkkel, miszerint az adenozin hozzajarul a kemotaktikus

mozgés szabalyozasdhoz, de ehhez nincs sziikség adenozin koncentracid gradiens
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kialakulasara, tehat az adenozin 6nmaga nem kemoattraktans természetli anyag a makrofagok
efferocitotikus mozgasa soran. Raadasul bar az apoptotikus timocitak kornyezetében
végbemegy az ATP AMP-vé alakulasa (Yamaguchi és mtsai., 2014), adenozin az
5’nucleotidase hianya miatt nem képzdodik (Koroskényi és mtsai., 2011). Munkacsoportunk
kozelmultban folytatott kutatasai vilagitottak ra, hogy a timuszban az adenozin a makrofagok
felszinén expresszalodo S nukleotidaz kozremiikodésével keletkezik (Sandor és mtsai., 2016).
Ez arra utal, hogy az endogén adenozin kozvetleniil a makrofagok felszinén jon létre, ahol
autokrin és parakrin tton aktivalja a sejtfelszini adenozin receptorokat (Koroskényi és mtsai.,
2011).

Egy tumorbiolégiaval foglalkozo6 tavalyi tanulmany is fontos bizonyitékokat szolgaltat arra

crer

crer

(Montalban Del Barrio és mtsai., 2016, Koszalka és mtsai.,, 2015). Adenozin mentes
tumorkornyezetben és az ADP receptor stimulald a,p-methyleneadenosine 5'-diphosphate
¢lénkiiléséhez vezet (ebben az A3R volt a leghatékonyabb, az A2BR-t nem vizsgaltak)
(Koszatka és mtsai., 2016). A mi kisérleteinkben az adenozin analog NECA az A3R hianyaban
normalizalta a makrofagok vandorlasat, mig a vad tipusuakét nem befolyasolta.

Tanulmanyunkban a kemotaktikus navigacié zavaranak in vivo konzekvenciait is térekedtiink
vizsgalni. Bar az A3R elvesztése in vitro nem vezet az elhald sejtek felvételének zavarahoz
(Durd és mtsai., 2014), in vivo azt tapasztaltuk, hogy A3R hianyaban a hasiiregbe fecskendezett
apoptotikus sejtek eltakaritasa zavarttd valik. Mindez arra utal, hogy a kemotaktikus
tajékozodasi képesség zavara in vivo, az elhalt sejtek eltavolitasanak {itemét csokkenti, még ha
a fagocitozis zavartalan is. Meglepetésiinkre hasonld eltérést nem talaltunk Dex kezelést
kovetden a timuszban. Ennek egyik lehetséges magyarazata az lehet, hogy a timuszban rezidens
makrofagok kemotaktikus vandorlasaban az A3R-ok nem jatszanak meghatarozé szerepet. A
timuszban a Dex érzékeny CD4+/CD8+ timocitak érésiik, differencialddasuk soran mar azel6tt
clustereket formalnak a kortikalis makrofagokkal, miel6tt a Dex kezelés hatasara elhalnak
(Rezzani és mtsai., 2008). Igy az els6ként elhal6 timocitak felvétele, eltakaritasa elképzelhetd,
hogy nem is igényel kemotaktikus vandorlast a makrofagok részérdl, nem beszélve arrdl, hogy
a Dex kezelés még noveli is a makrofagok fagocitozis kapacitasat (McColl és mtsai., 2009,
Garabuczi és mtsai.,, 2015). A makrofagok zavart migracidjat korabban azonban mar
Osszefliggésbe hoztak az elhalt timocitak timuszbol torténd eltakaritasanak lelassulasaval in

vivo (Elliot et al., 2009). Egy masik csoport megfigyeléseivel (Odaka és mtsai., 2002)
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Osszhangban, mi is azt figyeltilk meg, hogy gliikkokortikoid kezelés hatasara az apoptotikus
timocitakbol kidramlé kemoattraktansok tovabbi F4/80" makrofagokat vonzanak a timusz
kortikalis zonajaba. Jollehet a makrofagok timuszba vandorlasat illetve a monocita-endothel
sejt interakcio létrejottét az apoptotikus sejtekrdl lefliz6dd bioldgiailag aktiv oxidalt
foszfolipideket tartalmaz6 membranvezikulumokkal hoztak korabban 6sszefiiggésbe (Huber és
mtsai., 2002). A makrofagok timuszba vandorlasat mar 1 6raval a Dex kezelést kovetden mi is
észleltiik. Azonban, még a vad tipust egerekben a makrofagok azonnal elkezdtek a timusz kérgi
teriilete iranyaba mozogni, addig az A3R hianyos makrofagok kezdetben a medulla zonajaban
csoportosultak nagy szamban. A mozgaskoordinacié zavara ellenére viszont késobb jelent6s
szami A3R hianyos makrofag is képes volt eljutni a kortexbe. Raadasul a timusz kéreg
allomanyaban Dex kezelés utan a makrofagok korlatlan szdmban érintkeznek apoptotikus
timocitakkal (Szondy és mtsai., 1997), igy valdsziniileg a kemotaktikus navigaciéo zavara
ellenére is nagyszamu elhalt sejtet tudnak bekebelezni. A timusz kortexben, az elhalo sejtekbdl
igen nagy mennyiségben ATP is felszabadul (Resta és mtsai., 1997) aminek a bomlastermékei
némiképp javithatjak a kemotaktikus mozgas zavarat, még az A3R-ok hianyaban is. Az A3R-
ok jelent6sége az in vivo apoptdtikus sejteltakaritas folyamatanak késobbi idépontjaiban
valoszintileg még Kisebb lehet, hiszen ahogy azt egy korabbi tanulmanyunk mutatta, amint a
makrofagok elkezdenek apoptotikus sejteket felvenni, elkezd csokkennni az A3R-0k
sejtfelszini expresszioja (Durd és mtsai., 2014). Erdekes modon apyraz kezelést kovetéen in
vivo csokken a apoptotikus sejtek eltakaritasanak az iiteme a timuszban, ami arra utal, hogy a
zavart sejtmigracio mégiscsak hatassal lehet a timuszban zajlo efferocitozisra (Elliot és mtsai.,
2009). In vitro adataink alapjan azonban ugy tiinik, az apyraz nem csak a kemotaktikus
navigaciot, de a mozgas sebességét is megvaltoztatja. Az apyraz kezelés kozvetlenil a
fagocitozisra gyakorlolt esetleges hatasat még nem vizsgaltuk.

Osszegezve eredményeink, azt gondoljuk, hogy az adenozin receptorok meghatarozo szerepet
jatszanak a makrofagok apoptdtikus timocitak irdnyaba torténd kemotaktikus vandorlasanak
iranyitasaban. Az A3R elvesztése azonban az in vitro és in vivo bizonyitékok ellenére nem
eredményez fenotipus valtozast a timuszban, amit magyarazhat, hogy a timuszban rezidens
makrofagok nem biztos, hogy A3R-okat hasznidlnak mozgasuk orientacidjanak
szabalyozéasahoz, illetve elképzelhetd, hogy a kemotaktikus navigaci6 zavara dGnmagaban nem

meghatarozo jelentdségii a timuszban zajlé apoptotikus sejt Clearence soran.
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A disszertacio masodik felében, az elhalt sejtek bekebelezésének hatterében zajlo jelatviteli
folyamatokkal kapcsolatos vizsgalataink mutatom be. Bar a legtdbb partikulum fagocitdzisa
egy bizonyos makrofag receptor miikodéséhezhez kotott, az apoptdtikus sejtek felvételéhez
tobb kiilonb6zé receptor és adapter molekula egyiittes részvételére van sziikség (Stuart és
mtsai., 2005, Ravichandran és mtsai., 2007). Korabbi laboratériumunkban zajlé kutatasok
kimutattak, hogy a TG2 az MFG-ES és az integrin B3 koreceptoraként (To6th és mtsai., 2009) a
sejtfelszini fagocitozis-kapcsolt fehérjék csoportjaba tartozik, hianya esetén az elhalt sejtek in
Vvivo eltakaritasa zavartta valik és SLE-szer(i autoimmunitas alakul ki (Szondy és mtsai., 2003).
Hasonloképp, mas fagocitdzis-kapcsolt receptorok egyedi hianya, szintén csokkenti a
makrofagok fagocitdzis kapacitasat (Hanayama és mtsai., 2002, Savill és mtsai., 1992, Botto és
mtsai., 1998, Devitt és mtsai., 2004, Park és mtsai., 2009, Greenberg és mtsai., 2006, Albert és
mtsai., 2000, Cohen és mtsai., 2002, Park és mtsai., 2008, Hamon ¢és mtsai., 2006).

Koréabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy a makrofagokban az elhalt sejtek lipidtartalmat az RXR
heterodimerek csalddjaba tartoz6 lipid érzékelé magreceptorok (LXR, PPAR-ok) érzékelik,
melyek aktivaciojukat kdvetden szdmos fagocitdzis kapesolt gén kifejezddését megvaltoztatjak.
A fagocitozis kapacitas ezen receptorok aktivacidja révén fokozhat6 olyan esetekben, mikor in
Vivo nagy szamu elhalt sejt eltakaritasara van sziikség (A-Gonzalez et al.,2009, Roszer et al.,
2011, Mukundan et al., 2009). Az LXR vagy PPARGS receptorok hianya az apoptotikus sejtek
felvételének zavaran tal, szintén SLE-szer(i autoimmunitas kialakulasahoz vezet (A-Gonzalez
et al.,2009, Mukundan et al., 2009).

Az LXR/RXR heterodimer receptorok ligacidja endogén retinoid szintézist is indukal (Aydemir
et al., 2013). Ezzel a megfigyeléssel parhuzamosan egyik kollégam is azt talalta, hogy az
apoptotikus sejtek felvételét kovetden az endogén retinoidszintézisért felelds gének is
indukaloédnak (Garabuczi et al., 2013). A munkacsoportunk k6zolte, hogy az efferocitozis
kapcsolt retinoid produkcié hozzajarulhat az apoptotikus timocitdkban a TG2 kifejezddés
fokozodashoz (Garabuczi et al., 2013), illetve a timuszban zajlo szelekcids folyamatok
makrofagok altal termelt retinoidok hozzajarulnak a Treq sejtek differencialodasahoz (Soroosh
etal., 2013).

Vizsgélataink sordn megerdsitettiik, hogy az LXR aktivacié fokozza a Mertk és az ABCA1
expresszidjat (A-Gonzalez et al.,2009), melyek LXR szabalyozas alatt all6 fagocitozis kapcsolt
gének, valamint, hogy az LXR stimulaci6 az endogén retinoid szintézisért felelds gének

indukcidjan keresztiil retinoid termelést valt ki (Aydemir et al., 2013; Garabuczi et al., 2013).
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Az igy keletkezd retinoid a RAR aktivacion keresztiil tovabbi fagocitozis kapcsolt gének
kifejezddését novelte, (pl.: TG2), de hozzdjarult az LXR, Mertk és ABCA1 expresszidjanak
hosszabb tavu fokozasahoz is, nagy valosziniiséggel az LXR heterodimer RXR oldaldhoz valo

kotodés révén.

Azt taldltuk, hogy a TG2 kifejez6dés fokozdsa dnmagdban nem elegendd a makrofagok
fagocitozis kapacitasanak noveléséhez. Ez 6sszhangban all azon korabbi megfigyelésiinkkel,
miszerint a rekombinans TG2 jelentdsen fokozza a TG2 hidnyos makrofagok fagocitozis
kapacitasat, de nem befolyasolja a vad tipusuakét (Toth et al., 2009). Az exogén retinoid kezelés
hatékonyan novelte a fagocitozist, rdadasul azon makrofagokban is, melyekben egy fagocitozis
kapcsolt molekula izolalt hianya allt fenn (TG2 vagy CD14). Az egyik tesztelt retinoid az
ATRA volt, mely szdmos fagocita receptor és hidképzd molekula expresszidjat novelte, utalva
rd, hogy a fagocitdzis kapacitds emelkedés hatterében szamos gén indukciodja szerepet jatszik.
A kiilonb6z6 retinoid receptor agonistak hatdsanak elemzése azt mutatta, hogy a gének egy
csoportja RAR ligaciot kdovetden mutatott fokozott expressziot (TG2, Stabilin-2, Tim4, CD14
¢s Clq) mig masok (Mertk és ABCA1) az RXR heterodimerek ligacigjat kovetden. Ennek
megfeleldean azon retinoidok fokoztdk a legnagyobb mértékben az apoptdtikus sejtek
felvételét, melyek képesek voltak az RAR és RXR transzaktivacidjara.

Megvizsgaltuk, hogy az LXR indukalt fagocitozis fokozodasban szerepet jatszik-e a retinoid
szintézis. A retinoid termelés gatlasa a RALDH enzimek gétlasan keresztiil megakadalyozta a
fagocitozis fokozodast LXR aktivaciot kdvetden, ami a retinoidok részvételére utal az LXR
hatasanak kialakuldsdban. Tudomasunk szerint ez az elsd kisérletes bizonyiték az endogeén

retinoid szintézis fagocitdzis kapacitas szabalyozasban betdltott szerepére vonatkozoan.

Szerettik volna a makrofagok altal termelt retinoidokat is pontosan meghatarozni.
Munkacsoportunk korabbi publikaciojaval (Kiss és mtsai., 2008) 6sszhangban azonban, egy
klasszikus retinsav sem volt kimutathaté a timuszban. Taldltunk viszont egy ,,apopto-
fagocitozis-fliggden” megjelend, 302 Da molekulatomegili anyagot, melynek jelenléte RALDH
figgének bizonyult, és ami valosziniileg egy dihidro-retinsav vagy apo-159-likopinsav
(Aydemir és mtsai., 2013) szarmazék lehet. A klasszikus retinsav szintézishez vezetd
enzimatikus utvonalak mellett, nemrég egy 1j retinol szaturaz enzim miikodésével kezd6do
utvonalat is leirtak. A szintén RALDH fliggé reakciosorozat 13,14 dihidro-retinsavak
termeléséhez vezet, melyek alacsony affinitasi RAR ligandok (Moise és mtsai., 2004, Moise

és mtsai., 2005, Moise és mtsai., 2009). A retinol szaturaz a timuszban is jelen van, s6t
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kifejez6dése fokozodik az in vivo apoptdzis indukciot kovetden, ami arra utal, hogy szerepet
jatszhat a timuszban apoptdzis indukciot kovetéen képz6do retinoid szintézisében, melynek
pontos kémiai szerkezete azonban még nem ismert. Az egér timusz miligramos nagysagrendbe
esO tomege elméletileg minddssze nanogramnyi mennyiségben tartalmazhat retinoidokat,
melyek tomege tisztitast kovetden pikogrammos nagysagrendbe esne. Ezek a mennyiségek még
a legkifinomultabb nmr technoldgiadkkal sem teszik lehetévé pontos kémiai szerkezet
meghatarozasat. Ezért az anyag pontos szerkezetének €s bioldgiai viselkedésének tisztdzasara
kémikus partnerek bevonasaval az ismeretlen retinoid célzott organikus szintézisét
kezdeményeztiik, figyelembe véve valamennyi kémiai modosulat lehetdségét. Tekintettel arra,
hogy a fagocita receptorok kettds: RAR- és RXR- fiiggd utvonalak szabalyozasa alatt allhatnak,
valdszintisithetd, hogy LXR stimulacidt kovetéen RAR és RXR aktivalo ligandok és/vagy egy
RXR és RAR aktivacids potenciallal rendelkezd ligand keletkezik.

Egyre tobb bizonyiték tamasztja ala, hogy az apoptdtikus sejtek eltakaritasanak zavara
emberekben és egerekben is SLE kialakulasahoz vezet, aminek a hatterében egyebek mellett a
kiilonboz6 fagocita receptorok elvesztése is allhat (Hanayama és mtsai., 2002, Botto és mtsai.,
1998, Devitt és mtsai., 2004, Cohen és mtsai., 2002, A-Gonzalez és mtsai., 2009, Mukundan és
mtsai., 2009, Szondy és mtsai., 2003). Arr6l is beszamoltak, hogy a fagocita receptorok
genetikai hibaja nélkiil is megfigyelheté az apoptotikus sejtek eltakaritasanak zavara manifeszt
SLE-ben, ami megerdsiti, hogy a primer vagy szekunder fagocitdzis zavar meghatarozo
szerepet jatszhat a betegség kialakulasaban (Licht és mtsai., 2004, Gaipl és mtsai., 2007). Ezért
azok a hatdanyagok, melyek képesek fokozni az apoptotikus sejtek felvételét, hasznosak
lehetnek az SLE kezelésében is. A gliikkokortikoidok példaul, melyeket széles korben
alkalmaznak autoimmun betegségek, tobbek kozott az SLE kezelésében is, egyéb hatasaik
mellett hatékonyan fokozzak a makrofagok fagocitozis kapacitasat is (McColl és mtsai., 2009).
LXR ligandokkal végzett kisérletek szintén azt mutattak, hogy alkalmazasuk csokkenti az SLE
tiineteit Ipr egerekben (A-Gonzalez és mtsai., 2009). Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy
a retinoidok szintén alkalmasak lehetnek hasonl6 célu felhasznalasra. Ezt tamasztjak ala a
retinoidokkal szerzett eddigi terapias tapasztalatok is: Az SLE-ben szenvedd betegek gyakori
halaloka a lupus nephritis és az ahhoz kapcsolodo szovédmények (Walsh és mtsai., 1995). Az
in vivo ATRA kezelést egér modelleken mar sikerrel alkalmaztak is (Kinoshita és mtsai., 2003,
Pérez de Lema és mtsai., 2004) s6t human tanulmanyokban is rendelkezésre allnak (Kinoshita
¢s mtsai., 2010). Az SLE-szeri tlineteket mutatd egerekben a hosszi tavi ATRA kezelés

hosszabb tulélést, a vesék patholdgias elvaltozasainak (rendlis IgG depositumok, proteinuria)
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mérséklddését eredményezi. A retinoidok mindemellett ismert immunmodulator szerek.
Késleltetik Az autoimmun betegségek progresszidjat feltételezhetéen a Th1/Th2 egyensuly
valamint a Treg sejtek miikodésének befolyasolasa révén is késleltetik (Carratu és mtsai., 2012).
Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a retinoidok SLE terapiaban tapasztalt

kedvez6 hatasa kapcsolatban allhat az apoptotikus sejtek eltakaritasanak fokozasaval is.

Kisérleteink két molekularis célpontot azonositottak, melyek befolyadsoljdk az apoptdtikus

sejtek eltakaritasat: a retinoidok és az adenozin receptorok.
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6. OSSZEFOGLALAS

Egészséges egyénekben nap, mint nap sejtek milliardjai halnak el apoptdzis révén. Ha az elhalt
sejtek fagocitozis utjan torténd eltakaritdsa (amit egyre szélesebb korben efferocitdzisnak
neveznek) nem kell6en hatékony, az apoptétikus sejtek szekunder nekrézisa kovetkezik be, ami
kovetkezményesen a pro-inflammatorikus sejttartalom extracellularis térbe dramlasahoz, a
kornyez6 szovetek karosodasahoz és kronikus gyulladashoz vagy akar autoimmunitassal jard
betegségek kialakulasdhoz is vezethet. Az efferocitozis tanulméanyozésa olyan
gyogyszertamadaspontok azonositdsahoz vezethet, melyek 1) kezelési stratégidk részévé
valhatnak olyan betegségek kapcsan, ahol az elhalt sejtek eltakaritasinak zavara fontos
pathogenetikai tényezo.

Az apoptotikus sejtek eltakaritasanak elsé 1épése soran az elhalt sejtekbdl kidramlé un. ,,find-
me” szignalokat érzékeld makrofagok kemotaktikus migracié révén az apoptdtikus sejtek
kozelébe vandorolnak. A véandorlds soran polarizalodé makrofagok vezetd oldalukon ATP-t
bocsatanak ki, ami extracellularisan ADP-re, AMP-re, majd adenozinra bomlik, majd a
sejtfelszini purinerg receptorokhoz kotddnek. Kordbbi tanulmanyok igazoltdk, hogy a
kemotaktikus szignalokon kiviil ezen autokrin purinerg jelatvitelre is sziikség van a
kemotaktikus jelek felerdsitéséhez ill. iranyitott mozgassa alakitasahoz (Kronlage et al., 2010).
Kisérleteink els6 részében az adenozin A3 receptorok (A3R) szerepét vizsgaltuk a makrofagok
apoptotikus timocitak iranyaba torténd kemotaktikus vandorlasanak szabalyozasaban. In vitro
¢és in vivo kisérleti modszerek eredményeivel tamasztottuk ala, hogy az autokrin purinerg
jelatvitel sziikséges a makrofagok apoptotikus timocitak irdnyéaba torténd vandorlasa soran a
mozgas sebességének és direkcionalitasanak fenntartasahoz. Az adenozin receptorokhoz
kotddd jelatvitel eredményeink alapjan dnmagéban képes hatékony sejtmigraciot biztositani, de
csak abban az esetben, ha szimultan A3R és A2R aktivacio is bekovetkezik. Bar az A3R
elvesztése Onmagaban nem befolydsolja a makrofagok fagocitdzis kapacitasat, az
intraperitonealisan befecskendezett apoptotikus timocitdk az A3R hianyos makrofagok zavart
kemotaktikus navigacidos képessége miatt lassabban keriiltek felvételre. Eredményeink
igazoljak a makrofag A3R jelentdségét a kemotaktikus mozgds direkcionalitdsanak
szabalyozasaban és ezzel Osszefliggésben az apoptdtikus timocitak in vivo intraperitonealis
eltakaritdsanak zavartalansagaban. Erdekes modon az A3R elvesztése nem befolyasolta a

dexamethasone kezelést kovetden timuszban zajlo efferocitodzist.

38



A dolgozat masodik felében az elhalt sejtek bekebelezésének hatterében zajld jelatviteli
folyamatok vizsgaltat célzo kisérleteink mutatom be. Megerdsitettiik, hogy az elhalt sejtek
lipidjei altal aktivalt lipid érzékeld liver X receptor (LXR) stimuldcidja szamos efferocitozis
kapcsolt molekula génje mellett az endogén retinoid produkcidért felelds enzimek génjeit is
indukalja. Az endogén retinoid szintézis egy nem-klasszikus, ismeretlen retinoid termeléséhez
vezet a makrofagokban. Az ismeretlen retinoid a tomegspektrometrids analizis alapjan egy
dihidro-retinsav szarmazék lehet, melynek megjelenése tovabbi fagocitozis kapcsolt receptorok
indukciojahoz, pl.: TG2, vezet a retinsav receptorok aktivaciojan keresztiil. A retinoid szintézis
gatlasa az LXR stimulacid hatdsara bekdvetkezd fagocitozis fokozodas elmaradasat
eredményezi. Eredményeink arra utalnak, hogy az LXR aktivaciot kovetden megfigyelhetd
fagocitdzis fokozodas tobb direkt LXR ¢és indirekt mdédon endogén retinoid produkciohoz
kothetden szabalyozott gén megvaltozott kifejezddésével all kapcsolatban. Mindezek alapjan
azon korfolyamatokban, melyekben az apoptoétikus sejtek eltakaritasanak zavara megfigyelhetd
felmeriil a retinoidok potencialis terapias alkalmazasa az elhalt sejtek fagocitozisanak fokozasa

céljabol.

KULCSSZAVAK: efferocitézis, makrofag, fagocitozis, adenozin, sejtmigracid
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7. KOSZONETNYILVANITAS

A disszertaciomban bemutatott munkat 9 évvel ezeldtt kezdtem. Akkoriban, 2008-ban,
teljesitve a harmad éves vizsgaim az altalanos orvostudomanyi karon, telve lelkesedéssel és
kivancsisaggal kerestem fel Szondy professzornd laboratériumat a biokémiai és molekularis
bioldgiai intézetben. Nyar vége volt és én kicsit hezitaltam, jo Otlet-e maris egy ujabb kihivasba
kezdeni, mikor a negyed év megmérettetéseivel is hamarosan szembe kell nézzek. Mikor
azonban Szondy professzorné felajanlotta, hogy munkacsoportjaban az apoptotikus

sejtfelvétellel foglalkozhatok, tudtam, hogy ez egy nem mindennapi lehetdség.

Lehetetlen volna és tal hosszu is az idaig vezeté utam minden fontos mérfoldkovét felsorolni,

ehelyett szeretnék kdszonetet mondani mindenkinek, aki valamilyen formaban részese volt.

Kiilon szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Szondy Zsuzsa professzornének, hogy

mindig segitett, tamogatott, tiirelméért és, hogy olyan sokat tanulhattam téle.

Ko6szonom Fésiis Laszlo professzor trnak tamogatasat PhD tanulmanyaim soran.

Ko6szonom Peter Krammer professzor urnak és munkacsoportjanak, hogy csapatukba fogadtak

¢s, hogy veliik dolgozhattam Heidelbergben.

Koszonet kedves kollégaimnak es kutatd partnereimnek, Dr. Sarang Zsoltnak, Dr. Papp
Tamasnak, Jakim Juditnak, Dr. Szeméan-Nagy Gabornak, Terdik Tiindének, Dr. Ralph Riihlnek,
Dr. Kiss Beatanak, Dr. Felszeghy Szabolcsnak, Saghy Tibornak és Dr. Pap Attilanak, akiknek

a segitsége, faradozasa nélkiilozhetelen volt.

K6szonom munkacsoportunk minden tagjanak, Dr. Koroskenyi Krisztinanak, Dr. Garabuczi
Evéanak, Dr. Sandor Katalinnak, Dur6é Edinanak, Dr. Pallai Annanak, Dr. Téth Katalinnak,
Budai Zso6fianak, Hartman Zsoltnak, Kémoéczi Editnek és a tobbi kolléganak és baratnak az

intézetbol (Fésiis-lab, Nagy-lab, Petrovski-lab, Szatmari-lab) segitségiiket, kedvességiiket.

Ko6szonom az intézet és a doktori iskola vezetéinek, hogy munkam elkesziilhetett.
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Ko6szondm Olah Zsuzsanak és Dr. Koroskényi Krisztinanak kedvességiiket €s Onzetlen

segitségiiket a PhD tanulmanyaimmal kapcsolatos adminsztrativ ligyek intézése kapcsan.

K6szonom biologia tanaraimnak Dr. Futdé Editnek és Dr. Toth Gyorgynek kedvességiiket és
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