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1. BEVEZETES

1.1. APOPTOZIS

A soksejtli szervezeteknek sziikségiik van az életmiikddésiik szempontjaban feleslegessé valo,
illetve az életfolyamatokat akadalyozo vagy arra veszélyes sejtektél valo megszabadulasra. Ez a
folyamat &ltaldban programozott sejthaldl vagy apoptézis révén valdsul meg. Az apoptézis
meghatarozd szerepet tolt be a megfeleléen mitkodé immunrendszer kialakitasadban, mind a sejtek

szamanak, mind azok miikodésének szabalyozasa révén.
Az apopt6zis mechanizmusa

Az immunrendszerben naponta 10° nagysagrendii sejt pusztul el programozott modon apoptozissal a
nyiroksejtek érése, valogatasa és életciklusa soran. Az apoptdzis szabéalyozasaban kdzponti szerepet
téltenek be az aktivalddo végrehajtd, un. effektor kaszpazok (-3, -6 és -7), melyek egy proteolitikus
kaszkad részeként tobb szaz fehérjét hasitanak, kialakitva ezzel az apoptozisra jellemz6 morfolégiai
valtozasokat (sejt membranvéltozasok, sejt zsugorodas, sejtmagi DNS kondenzécidja,
fragmentécioja stb). Az effektor kaszpazok aktivacidja 2 6 uton érhet§ el. Egyrészt a kaszpaz-8
iniciator kaszpaz aktivalasaval, mely a sejtfelszinen talalhat6 sejthalal receptorok, pl Fas, TRAIL
ligandkédtése és konformécidvaltozasa révén proteolitikus hasitassal torténik nagy multidomén-
komplexekbe rendezdve. Masrészt pedig a kaszpaz-9 aktivalasa révén, ami a Bcl-2 fehérjecsalad
szabalyozésa alatt allé6 mitokondridlis Utvonal iniciator kaszpaza. Aktivalasa a mitokondrium
memranjaban megjelené Bax-Bak csatornakon keresztul felszabadulé citokrom-c és a
citoplazméban jelenlévd Apaf-1 alkotta apoptoszdma révén zajlik. Egyes sejtekben az aktivalodo
kaszpaz-8 mennyisége nem éri el a kaszpaz kaszkad beinditasahoz sziikséges kiliszObértéket, a két
Utvonal dsszekapcsolaséra van sziikség. A kapcsolomolekula a csak BH3 fehérje Bid, ami inaktiv
formaban a citoplazmaban talalhat6. Kaszpaz-8 hasitast kovetéen a mitokondriumba jutva az anti-
apoptotikus Bcl-2 fehérjéket gatolva, illetve a pro-apoptotikus Bax és Bak molekuldk
homodimerizécidjat 0sztondzve, serkenti a citokrom ¢ molekuldk mitokondriumbdl citoplazméaba
iranyul6 kidramlasat.
Az apoptozis szerepe a T-limfocitak fejlddésében

A T-sejtek érésében a timusz kitlintetett szerepet jatszik, ahol az epithelialis sejtek, dendritikus
sejtek, makrofagok altal szekretalt molekulak biztositjdk a T-limfocitdk differencialédasahoz

szilkséges mikrokornyeztetet. A T-limfocitdk progenitor sejtjei a csontvelébél a timuszba

vandorolnak, ahol a kéregalloméanyban a T-sejt receptor (TCR) ap-lancot, CD4-et és CD8-at nem
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expresszalo eldalakok egy tobblépcsds folyamat soran funkcionalis TCR-t hordozd dupla pozitiv
(DP) timocitakka valnak, azaz megjelenik rajtuk mindharom struktira. Ezutdn a DP sejtek egy
szigor( szelekcids folyamattal néznek szembe, kolcsonhatisba lépnek a kérgi hamsejtek f6
hisztokompatibilitasi komplex | (MHCI) és Il (MHCII) molekulaival. Azok a timocitak, amelyek
nem reagalnak az egyedre jellemz6 MHC molekuldkkal, aktivacié hianydban neglekci6val
elpusztulnak, mig a til nagy affinitasu kotédés apoptozishoz vezet (negativ szelekcid). A viszonylag

kis affinitasi kotédés a CD8+ vagy CD4+ irany( differencialodast indit el (pozitiv szelekcio).
A negativ szelekciéban szerepet jatszé pro-apoptotikus faktorok

A negativ szelekci6 folyamataban kritikus szerepet télt be a Nur77, a szteroid/tiroid magreceptor
csaladba tartozé transzkripcios faktor. A Nur77 génexpresszidra gyakorolt hatasat monomerkeént,
homodimerként, valamint mas magreceptorokkal, pl. a retinoid X receptorral heterodimert alkotva
fejti ki. A Nur77 a T-sejt receptor kivaltotta sejthalal sordn gyorsan indukalodik. A dominans
negativ Nur77 fehérjét expresszald transzgén egérben a negativ szelekciéval parosuld apoptézis nem
nem megy végbe, ugyanakkor a Nur77 konstitutiv expresszidja massziv timocita sejtelhalast
eredményez. Winoto és munkatéarsai a Nur77 célgének kozétt azonositottak néhany pro-apoptotikus
funkcioju gént (FasL, TRAIL és NDG1), melyek a kaszpaz-8 aktivalasan keresztiil valtanak ki
apoptdzist. A Nur77 transzkripciés aktivitasatél fliggetlenil is hozzajarul a sejthalal elinditasahoz, a
mitokondriumba jutva az anti-apoptotikus Bcl-2 fehérje pro-apoptotikus molekulava torténd
konverzidja révén. A negativ szelekcié apoptotikus folyamatat szabalyozé masik kulcs fehérje a pro-
apotptotikus Bim, ami fokozott mértékben fejezédik ki TCR liglast kovetéen. Bim hidnya a
timocita sejtelhalds zavardt és az autoreaktiv T-sejtek megjelenését eredményezi a periférian.
Kimutatték, hogy a TCR stimulus hataséra Bim szekvesztralja a Bcl-XL fehérjét, megakadalyozva

annak anti-apoptotikus miikodését.

1.2. AZ APOPTOTIKUS SEJTEK FAGOCITOZISA ES A GYULLADASI FOLYAMATOK
KAPCSOLATA

Az apoptotikus sejtek eltakaritasa

Naponta kb. egy billié sejt hal el test szerte apoptozissal. A keletkezd apoptotikus maradvanyok
gyors felismerését és eltavolitasat a szomszédos sejtek vagy specializalt fagocitak (makrofagok,
dendritikus  sejtek) végzik gyulladasi immunvalasz kivaltdsa nélkil. Ezt a folyamatot
efferocitozisnak nevezzik. Az elhal6 sejtekbdl felszabaduld kemotaktikus szignalok odavonzzak a
makrofagokat. Az apoptotikus sejtek felsziniikon ,.egyél meg” szignalokat (pl. foszfatidil-szerin
(PtdSer) jelenitenek meg, amiket a megjelend fagocita sejtek specifikus receptorai és hidképz6

molekulai ismernek fel. Az elindul6 intracellularis jelatviteli Gt citoszkeleton atrendez8déshez és az
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apoptotikus testek bekebelezéséhez, valamint azt ezt kdvetd processzalashoz vezet. Az elhal6 sejtek
eltakaritdsa soran a makrofagok szolubilis gyulladascsokkentd szignalokat bocsatanak ki, pl
interleukin (IL)-10, transzformalé novekedési faktor B (TGF-B), a prosztaglandin E2 (PGE2).
Laborunkban folyd korabbi kutatasok két ilyen efferocitozis-fiiggben felszabadulé mediatort

azonositottak: a retinsavakat és az adenozint.
1.3. RETINOIDOK ES HATASUK

A retinoidok az A-vitamin természetes és mesterséges szarmazékai. Az A-vitamin biolégiai
hatasanak jelentGs részét aktiv metabolitjai — a transz-retinsav (ATRA) és a 9-cisz-retinsav (9cRA)
kozvetitik. A retinol transz-retinsavva torténd oxidativ atalakitdsa soran a retinolbdl el8szor
retinaldehid keletkezik, ezt koveti a retinaldehid irreverzibilis atalakitdsa retinsavva. A 9-cisz
retinsav izomerizéacios reakci6 utan keletkezik transz-retinsavbol. Génexpressziét regulalé hatasukat
specifikus magreceptoraikon — a retinsav receptorokon (RAR) és retinoid x receptorokon (RXR) —
keresztul fejtik ki, melyek ligand-fiiggé transzkripcios faktorként szabalyozzak gének atirasat. Az
RAR receptorok ligaldsaban az ATRA és a 9cRA egyarant nagy affinitassal vesz részt, mig az RXR
csak a 9cRA-t koti nagy affinitassal, az ATRA iranti affinitasa 50-szer kisebb. Az RAR receptorok
az RXR-ral heterodimert alkotva funkcionalnak. Az RXR képes homodimer kialakitasara is,
ugyanakkor altalanos heterodimerizaciés partnerként az RAR-en kivil mas magreceptorral is
kolcsonhatéasba Iéphet, példaul a Nur77-tel.

1.4. ADENOZIN
Adenozin metabolizmus és adenozin receptor jelatvitel

Az adenozin, az adenin nukleotidok defoszforilacidjaval keletkezé purin nukleozid, a kdzponti
idegrendszer valamint az immunrenszer egyik fontos regulatora. Fert6zés, gyulladas, metabolikus és
hipoxiéas stressz soran a sériilt sejtek kozelében hatalmas mennyiségii adenozin szabadul fel. Az
intracellularis adenozin 5’-adenozin-monofoszfat prekurzorbdl keletkezik. Megfelelden magas
koncentraciot elérve kijut az extracellularis térbe. Az extracellularis adenozin a sejtekb6l
felszabadulé nucleotidok (ATP, ADP, AMP) metabolizmusa soran képzédik a CD39 és a CD73
(ekto-5'-nucleotidaz) enzim kozvetitésével. Az adenozin jelatvitel befejezését az adenozin deaminaz
biztositja adenozin inozinn4 torténd deaminaciojat katalizalva.

Az adenozin bioldgiai hatasat négy G-fehérjéhez kapcsolt receptoran keresztil fejti ki. Ezek
mindegyike kifejez8dik a makrofagok altal: Ay (AR), Aza (AzaR), Azs (AxR) és As (AR). Az AR
és AR Gi-kapcsolt receptorok, melyek az adenilat-ciklaz gatlasan keresztll csokkentik az
intracellularis ciklikus AMP (cAMP) szintet. A A,n és Ags receptorok Gs-kapcsolt adenozin

receptorok, melyek az adenilat-ciklazt aktivalva kivaltjdk a cAMP szint ndvekedését és a protein

4
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kindz A aktivalasat. Az A;, Asa és A; receptor altipusokat alacsonyabb adenozin koncentrécié

stimulalja, mig az Azg receptor aktivalasa magasabb koncentréciot igényel.
Az adenozin immunmodul&lé hatasai

Az immunrendszer szdmos sejttipusa (makrofagok, dentdritikus sejtek, neutrofilek) kifejezi az
adenozin receptorokat. Az aktivalt receptortdl fliggden az adenozin kiilonbozé akut (szepszis) és
krénikus (asztma) gyulladasi folyamatokra adott immunvéalasz modulatora. Neutrofilekben A;R
aktivaciodja eldsegiti a migraciot és fokozza az endotéliumhoz torténé tapadasukat. Ugyanakkor az
adenozin az A, receptoron keresztiil csokkenti a neutrofil-endotélsejt adherenciat, gatolja a
migraciot és a szabad gyokok szintézisét, valamint csokkenti szdmos gyulladasi citokin
termelédését. Makrofagokban szintén az AqaR jatszik legnagyobb szerepet a gyulladasi folyamatok
gatlasaban. Gatolja a baktelialis lipopoliszacharid (LPS) altal aktivalt makrofagok gyulladasi citokin
termelését (Tumor-nekrdzis faktor-a (TNFa), IL-6, 1L-12), tovabba csokkenti a makrofag gyulladasi
protein (MIP)-1a és a nitogén-monoxid szintjét. Amellett, hogy az adenozin/AzaR jeétvitel gétolja a
gyulladasi mediatorok képzddését, fokozza a gyulladascsokkentd és immunszuppresszald hatasu IL-

10 termelését.

1.5. APATOGENEK FELISMERESE ES A TOLL-LIKE RECEPTOR JELATVITEL

A velesziiletett immunitas elemei a szervezet integritasat hivatottak biztositani kiilsé betolakodok
és koros bels6 elvéltozasok ellen, melynek alapja a patogének molekuléaris mintazatanak gyors
felismerése mintazatfelismerd receptorok (pattern recognition receptors, PRR) segitségével. A PRR-
csaladba tartoznak a szoveti makrofagok és dendritikus sejtek Toll-like receptorai (TLR). A TLR-ok
tobb altipusa ismert, munkam soran a TLR4 kozvetitte jelatviteli utra fokuszaltam, melynek f6

aktivatorai a Gram- baktériumok sejtfalaban jelenlévé lipopoliszacharidok (LPS)
LPS-indukalta TLR4 jelatvitel

A hatékony TLR4-medialt sejtaktivaciohoz a specifikus felismerésen tdl a receptor komplex
kiilonboz6 tagjai (LPS kotéfehérje (LBP), CD14, MD-2 és a TLR4) kozotti fehérje-fehérje
kolcsonhatés is elengedhetetlen. Az LBP és CD14 kozvetleniil kotddik az LPS-hez. Az LBP egy
szolubilis fehérje, ami a LPS és CD14 kozotti asszociéciot segiti eld. CD14-nek az LPS TLR4/MD-2
receptor komplexre torténd transzferében van szerepe. TLR4 ligand kotésre oligomerizalédik és a
sejten belil a Toll-interleukin-1 receptor (TIR) doméneken keresztil adapter molekulak
kapcsolodnak hozza. Ilyen adaptor fehérje a MyD88 és a TRIF, melyek egymastol eltérd jelatviteli
utat inditanak el. A TRIF altal inditott jelatvitel az interferon szabalyoz6 transzkripcios faktorokon
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(IRF3, IRF7) keresztlil szabalyozza az I. tipusu interferon géneket, valamint egy lasst nukleéris
faktor-kappa B (NF-«B) aktivaciot indit el.

A MyD88-fiiggd jelatvitel felelés az NF-xB korai aktivéaciojaért, valamint a mitogén-aktivalt
protein kindz (MAPK) kaszkdd elinditdsaért, melyek a gyulladasi citokinek termelddését
szabalyozzdk. Nyugvo sejtekben az NF-xB IkB gatlasa alatt all. TLR4 aktivaciot kovetden az
inhibitor fehérjét foszforilal6 IxB kinaz komplex aktivalodik. A foszforilacié kévetkezményeként az
inhibitorikus fehérje lebomlik, az NF-xB felszabadul a gatlés aldl, a sejtmagba transzlokalédik, amit
pro-inflammatorikus gének pl. IL-1, IL-6, TNFa expresszidja kdvet.

A MAPK csaladba harom, funkcionalisan kiilonbozé kinaz tartozik. A mitogén- és
diferencialodasi jelek kozvetitéséért extracellularis jel altal szabalyozott kindz (ERK) fehérjék
felelések, mig a p38 és JNK (c-Jun N-termindlis kindz) csoportba tartozé kindzok a stressz és a
gyulladasi citokinek altal kivaltott valaszban vesznek részt, de az egyes utak kozott egyiittmiikodés
figyelheté meg. A MAPK jelatviteli modulok egy-egy haromszintii kinaz kaszkadba rendezddnek és
egymast kovetd foszforilacio réven aktivaljak a MAP kindzokat. Az Erk, a JNK és a p38 Gtvonalra
mas-mas ,,upstream” kinaz jellemzd, és mas transzkripcids faktorokat aktival. Az aktiv MAPK-ok a
sejtmagba jutva korai aktivaciés géneket szabalyoznak, mint a c-fos, c-jun és c-myc. A MAPK-

Utvonal kikapcsolasat a kettds specifitast foszfatazok végzik.
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2. CELKITUZESEK

A posztnatélis timuszban az apoptézis és az apoptotikus sejtek eltavolitasa allandéan végbemend
folyamat. Az apoptotikus sejteket fagocitdl6 makrofagok szolubilis mediatorokat bocsatanak ki,
melyek hozzéjarulnak egy olyan timikus kdrnyezet kialakitdsahoz, ami szabéalyozza az éretlen
timocitak apoptozisat és differencialodasat. Munkacsoportunk és mas laborok elézetes kutatasai
kimutatték, hogy a retinoidok in vivo keletkeznek a timuszban, melyek képesek kivaltani az éretlen
timuszsejtek elhalasat. Tovabba azt is leirtuk, hogy a retinoidok transzkripci6-fiiggd apoptozist

valtanak ki ezekben a sejtekben az RARy receptor aktivalasan keresztill.

e Mivel ezidaig nem vizsgaltdk a retinoidok sejthalalt kivaltd hatasat timuszsejtekben,
disszertaciom els6 részében azt kivantam tanulmanyozni, hogy a retinoidok milyen

mechanizmus révén inditjak el az apoptdzis programot az éretlen timoctitakban.

Korabbi tanulmanyok bemutatték, hogy LPS kezelés hatésara a makrofagok ATP-t bocsatanak ki,
ami CD39-fiiggd ATP degradaciohoz és extracellularis adenozin termeléshez vezet, valamint az NF-
kB 1tvonalon keresztiil fokozodik az Aya receptorok kifejez6dése is. Mivel az adenozinrdl ismert,
hogy az A,a receptoron keresztill hatva gatolja a LPS stimulalt makrofagok gyulladési citokin
termelését, az A, receptorok LPS altal indukalt megjelenése negativ feedback szerepet tolthet be az

LPS vélasz reguléciéjaban.

e  Ezen adatok alapjan A, receptor hiadnyos makrofagok vizsgalataval karakterizalni
kivantuk azt a részletes jelatviteli Utvonalat, mellyel adenozin az A,a receptor aktivalasan

keresztiil csékkenti az LPS stimulalt makrofagok gyulladasi citokin termelését.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
Kisérleti allatok

A sejthalal kisérletek tobbségét 4 hetes CS7BL/6 vad tipust és Nur77 hianyos egerekbdl izolalt
timuszsejtekkel végeztilk, néhany kisérlet esetében pedig STAT1 hianyos timocitakkal dolgoztunk.
A csontvel6i makrofag prekurzorokat 3-6 hénapos vad tipust és and Aga receptor hianyos (FVB
alapon) egerekbél izolaltuk. Minden kisérlet a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsaga (DEMAB) engedélyével tortént.

Sejttenyésztés

A timocita sejtkultardkat 4 hetes egerekbdl nyertiik ki a timusz eltavolitdsa, majd steril sziirén
keresztiil torténd atnyomésa révén. A sejteket PBS-sel torténé mosas és a végleges sejtszam (5 x10°
cells/ml) beéllitasa utdn RPMI 1640 tépfolyadékban (10% FBS, 2 mM L-glutamin, 1 mM Na-
piruvat, 50 uM 2-merkaptoetanol, 100 U/ml penicillin/100 pg/ml sztreptomicin) tenyésztettiik.
Csontveldi sejtekbdl differencialtatott makrofagok (BMDM) esetében, a progenitor sejteket egerek
combcsontjabol izolalt csontvel6bdl nyertiik ki steril fiziologids soéoldattal, majd DMEM
tapfolyadékban (10% hével inaktivalt FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin/100 pg/ml
sztreptomicin) GM-CSF jelenlétében (10% L929 fibroblaszt sejtfeliillisz6) termosztatban (37°C, 5%
CO,) 7 napon keresztiil tenyésztettiik.

Az apoptotikus timocitdk szamanak meghatarozasa

A degradalt DNS mennyiségének meghatarozasahoz mintanként 10° timocitat hasznéltunk fel. A
antitesttel (1 pg/ml) kezeltlik 6 6ran keresztill. A kaszpazok szerepének vizsgalatara hizonyos
esetekben a sejteket 40 uM z-IETD-fmk, kaszpaz-8 inhibitorral (BD Pharmingen) vagy 75 pM z-
LEHD-fmk, kaszpaz-9 specifikus inhibitorral (Calbiochem) kezeltiik elé 1 6ran at. Az inkubélast
kovetden a sejteket lecentrifugaltuk, PBS-sel mostuk, majd 400 pl jéghideg, 70%-os etanolban 5
percig fixaltuk. Ismételt centrifugalas és mosas utan a timuszsejteket 50 pg/ml végkoncentréciojd
propidium-jodidot (5 mg/ml) és 100 pg/ml végkoncentracidju RNaz-oldatot (10 mg/ml) tartalmazo
eleggyel festettik. Az apoptdzis soran a DNS degradalédik a sejtmagban, kialakul egy csokkent
DNS tartalmu populacid, mely a szub-Go/G; fazishan detektalhatd az &ramlési citometridval készitett
hisztogrammon. Az apoptétikus sejtek szézalékos aranyat a teljes populaciéra vonatkoztatva adtuk

meg.
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Aramlasi citometria

5 x 10° csontvelébél differenciltatott makrofagot 200 ng/ml LPS-sel kezeltiik a jel6lt ideig. A
kezelések utan a makrofagokat lemostuk (1xPBS), dsszegyiijtottiik és blokkoltuk 50% FBS-sel 30
percig majd anti-egér AR antitesttel vagy kecske IgG izotipus kontrollal jel6ltik. A sejtek
detektalasara FITC-konjugalt anti-kecske 1gG-t alkalmaztunk. A megfestett sejteket FACSCalibur

segitségével analizaltuk. Az eredményeket WinMDI 2.9 szoftverrel értékeltiik ki.
Western blot analizis

Kisérleteink soran timuszsejtekbdl és csontveldi makrofagokbol kinyert teljes sejtlizatummal
dolgoztunk. A fehérje mennyiségét 1 mg/ml-re allitottuk be Laemmli denaturalé oldat segitségével.
A fehérjék szétvalasztadsat 12 %-os poliakrilamid gélen Bio-Rad elektoforetikus rendszerrel
végeztiik. A blottolast kovetéen a membranok szabad koétShelyeit 5%-0s szaraz tejporral (20 mM
Tris, 0.1 M NaCl pufferben, 0.1%-0s Tween-nel) blokkoltuk 1 6ran &t szobahdmérsékleten. A
membranokat ezutan 4°C éjszakan at inkubaltuk anti-Nur77, anti-Bid, anti-Bim, anti-STAT1, anti-
MKK3/4, anti-foszfo-MKK3/4/6 (Cell Signaling), anti-IkB (Santa Cruz Biotechnology), anti-foszfo-
(Thr183/Tyr185)-SAPK/INK (Cell Signaling) antitestekkel. A masodlagos antitestként peroxidaz-
konjugalt egér 1gG (1:1000), patkany 1gG (1:10000) vagy nyudl 1gG (1:10000) ellenes antitesteket
hasznéltunk (Sigma-Aldrich, USA). Az antigén-antitest komplexeket kemiluminescens Immobilon
Western Chemiluminescent HRP (ECL )(Merck Millipore) szubsztrattal tettiik lathatéva.

Teljes RNS izolalasa és kvantitativ RT-QPCR

Total RNS-t a kontroll és kiilonbozéképp kezelt BMDM makrofagokbol (3x10° sejt/minta) vagy
timocitakbol (5x10° sejt/minta) izolaltuk TRI-reagens felhasznalasaval, a gyartd altal megadott
instrukciok alapjan. A kiilonboz6 kezelések utan, a makrofagokat lemostuk jéghideg PBS-sel. A
mintak koncentracidjat és tisztasagat Nanodrop Spektrofotométer segitségével mértiik. A total RNS
(1pg/minta) cDNS-sé torténd atirasahoz High Capacity cDNA RT Kitet hasznaltunk. A kiilonboz6
gének génexpresszids valtozasainak detektalasa valos idejli kvantitativ PCR technikaval tortént,
melyhez génspecifikus FAM-MGB-jeldlt, primereket és probakat tartalmazé oligo mixeket
(TagMan Gene Expression Assay) hasznaltunk. A mintakat Roche LightCycler LC480 készilék
segitségével triplikatumokban futtattuk. Az adatok kiértékelése SDS 2.1 programmal tortént. A
génexpresszios szinteket komparativ CT (ddCT) modszerrel hataroztuk meg, melyhez normalizalé
génként ciklofillint (timocitak esetében) vagy hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferazt
(HPGRT) (makrofagok esetében) hasznaltunk.
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Mitokondrium frakci6 izolalasa

Mintanként 107 timocitat hasznaltunk a kiilonbozé kezelésekhez. A mitokondrium izolalast a
ProteoExtract Cytosol/Mitochondria Fractionation Kit (Calbiochem) segitségével végeztik el a
gyart6 utasitasainak megfeleléen. A kit hasznalataval kinyert mitokondridlis frakcid fehérjetartalmat
5x Laemmli denaturalé oldat segitségével allitottuk be, majd a tovabbiakban Western blot
analizishez hasznéltuk, mely soran anti-Nur77 (BD Pharmingen) and anti-RXR (Santa Cruz

Biotechnology) antitesteket alkalmaztunk a fehérjék detektalasara.
Bcl-2/BH3 domén intracellularis jelélése

A frissen izolalt timuszsejteket retinoidokkal vagy forbol-dibutirattal (2,5 ng/ml) és 0,5 uM
ionomicinnel kezeltik. A kezelést kovetden a sejteket PBS-sel mostuk és centrifugaltuk 4°C-on 5
percig 4000 rpm-en. A pelletet fixacios/permeabilizalé pufferrel (BD Biosciences, USA)
szuszpendaltuk, majd jégen tartottuk 30 percig. A sejteket ezutan pufferrel mostuk, centrifugaltuk
4°C, 4000 rpm 5 percig. A sejteket Bcl-2/BH3domén specifikus antitesttel (Abgent, USA) jeléltiik
egy éjszakan at. Masodlagos antitestként FITC-konjugalt nyll 1gG ellenes antitestet hasznaltunk
(Sigma-Aldrich, USA). A 2 6ras inkubéléas utan a folosleges antitesteket mostuk, PBS-ben
feloldottuk a pelletet, majd aramlasi citometrias (FACS Calibur, BD Biosciences) méréshez

hasznaltuk a mintakat. Az eredményeket WinMDI 2.9 szoftverrel értékeltik ki.
TNFa szint meghatérozésa timocita feltiliszobol

Vad tipus timocitakat 5 x 10%0,5ml koncentracidban 24-lyuku tenyésztéedényre szélesztettiink
ionomicinnel kezeltiik 18 6ran keresztiil. TNFa citokin szintjét a feliiliszoban DuoSet Mouse TNF
alpha ELISA Kit (R&D Systems) ELISA kit segitségével mértik.

A citokin termelés meghatarozasa

Vad tipusti és A;R hianyos BMDM makrofagokat 24-lyuku tenyésztéedényre tettiink (5x10°
sejt/lyuk) és 200 ng/ml LPS-sel kezeltiik 1 6ran at. Egyes esetekben a sejteket A,aR-specifikus
agonista CGS21680 (1 uM, Tocris), A2aR specifikus antagonista SCH442416 (10 nM, Tocris), INK
inhibitor TCS JNK 60 (100 nM), Rp-cAMPs (100 uM) vagy forszkolin (10 pM) jelenlétében 1 oraig
kezeltik el6. A makrofagok citokin termelddésének meghatarozasara a sejteket lemostuk az LPS
kezelést kovetden, ahol sziikséges a vegyiileteket ujra hozzaadtuk és a makrofagokat tovabbi 5 oran
at inkubdltuk. A sejtfellilisz6 citokin tartalmat a kilonféle kisérletekben egér citokin array

segitségével vizsgaltuk. A pixel siirliséget az array egyes pontjaban Imagel szoftver segitségével
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hataroztuk meg. A MIP-2, TNF-a, IL-6 citokinek szintjét DuoSet Mouse TNF alpha ELISA Kit
(R&D Systems) ELISA kit segitségével mértik.

MAPK foszforilacié meghatarozasa

BMDM makrofagokat (1x10° sejt/lyuk) 200 ng/ml LPS-sel kezeltiik egy 6ran keresztiil. Egyes
esetekben a sejteket 10 nM SCH442416 (10 nM, Tocris) alkalmazasaval kezeltiil el6 1 6ran at. 1 h
inkubéci6 utan meghataroztuk human foszfo-MAPK array segitségével a MAP kindzok és mas
szerin/treonin kindzok foszforilacigjanak relativ szintjeit. A pixel sliriiséget az array egyes pontjaban

Imagel szoftver segitségével hataroztuk meg.
DUSP1 siRNA transzfekcio

BMDM makrofagokat egér DUSP1 ON-TARGETplus SMARTpool siRNS-el transzfektaltuk.
Kontrollként ON-TARGETplus Non-targeting Control Pool siRNS-t alkalmaztunk. A
traszfektaldsokat DharmaFECT 1 transzfekcios reagenssel végeztiik, a gyartd altal megadott
protokoll alapjan. siGLO Green (6-FAM) transzfekcids indikatort hasznaltunk a sikeres reakci6
kimutatasara. A makrofagokat 5 nappal a traszfekciot kovetden hasznaltuk fel. A csendesités

hatékonysagat Western blot és QPCR technikaval ellendriztiik.
CD4+CD8+ timocitak izolalasa

4 hetes vad tipusi egerekbdl frissen izolalt timocitikat fikoeritrin konjugalt-anti-CD4 és
fluoreszcein izotiocianat-anti-CD8 antitestekkel (BD Biosciences) jeloltiink szobahémérsékleten 10
percig. A dupla pozitiv timocita populacié elkilénitését FACS Aria 11l készilékkel (BD
Biosciences) végeztik. A sejthaldl csokkentése érdekében a sortolast 4°C-on végeztik. Az
eredményeket BD FACSDiva Version 6.1.3szoftverrel értékeltik ki.

Statisztikai analizis

A bemutatott eredmények legalabb harom, eltéré napon végzett, fiiggetlen kisérlet adatait
mutatjak be. A timocita értékek esetében a szignifikanciat kétszélli, nem egyenlé varianciaja
Student-féle t-probaval adtuk meg. A citokin array esetében pedig ANOVA tesztet hasznaltunk. A p

<0.05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak, melyet csillag jeldl.
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4. EREDMENYEK

41. A RETINOIDOK NUR77-FUGGO APOPTOZIST VALTANAK KI EGER
TIMUSZSEJTEKBEN

Nur77 fokozott Kkifejezddése nélkiilozhetetlen az egér timocitdk retinoid-kivaltotta
apoptozisahoz

Laborunkban folyé korabbi kutatdsok kimutattdk, hogy az egér timocitak kifejezik az RAR y
receptort, melynek aktivalasan keresztill az éretlen timuszsejtek transzkripcio-fliggé apoptdzisat
valtjak. Tovabbé leirtuk, hogy periférids T-sejteken és T-sejt hibridémakon az RARy aktivélasa a
Nur77 fokozott kifejez6dését eredményezi.

Els6 kisérleteink soran azt vizsgaltuk, hogy a T-sejt hibriddma sejtvonalhoz hasonléan a
retinoidok képes-e kivaltani a Nur77 indukcidjat egér timuszsejteken, melynek vizsgalatara 4 hetes
egerek frissen izolalt timuszsejtjeit transz-retinsavval és 9-cisz-retinsavval kezeltem. Eredményeim
azt mutatjak, hogy a retinsavak fokozzak a Nur77 expresszi6jat mind fehérje, mind mRNS szinten.
Ebben a folyamatban a 9cRA hatékonyabbnak bizonyult, ami azt jelentheti, hogy az RXR ligalasa
hozzajarulhat a Nur77 indukciéjahoz.

Annak eldontésére, hogy a Nur77 szerepet jatszik-e a retinsavak altal kivaltott apoptézis soran,
vad tipust és Nur77 hidnyos timocitdkat ndvekvé koncentracidban 9cRA-val és ATRA-val
kezeltem. Azt tapasztaltam, hogy mindkét retinsav dézis-fiiggd apoptozist valtott ki az egér
timocitakban. Osszhangban az ATRA kevésbé hatékony Nur77 indukald képességével, az sejthalal
kivaltasdban is kevéshé effektivnek bizonyult. Mivel a Nur77 hidnyos timocitdkban az apoptézis
kivéltasa elmarad retinsav kezelés hataséra, igazoltuk, hogy a retinoidok-kivaltotta sejtelhalés teljes
mértékben Nur77-dependens folyamat. Meglepetésiinkre azt talaltuk, hogy a timocitak spontan
elhalasa is Nur77-fliggéen megy végbe. A kapott eredmények nem egy Nur77-fiiggé fejlédési hiba
kovetkezményei, hiszen nem figyeltiik meg eltérést a Nur77 hianyos egerek timuszainak témegében

és sejtosszetételében sem a vad tipusu allatokhoz képest.

A retinsavak indukéljak a FasL, TRAIL, NDG-1, Gpr65 és a Bid kifejezddését, melyek
hozzajarulnak az apopt6zis elinditasahoz

Ezt kovetéen szerettiik volna megtudni, hogy melyek azok a gének, ami a retinsavak altal
kivéltott apoptozist kozvetitik. A 9cRA Aaltal kivaltott génexpresszids valtozasokat mikroarray
segitségével jellemeztiik. Igazoltuk, hogy a Nur77 kifejezddése szignifikansan megemelkedett 9cRA
hatdsara, mig a masik két Nur77 csaladtag (Nor-1 és Nurrl) expresszidjat nem befolyasolta a
retinsav kezelés. Kivéancsiak voltunk, hogy az a retinoid-indukalta sejtelhalés sordn melyek azok az
apoptozishoz kapcsolhaté gének, melyek kifejez6dése Nur77-fliggben valtozott. Azonositottunk 8
retinoid-indukalt apoptézishan szerepet jatszd6 gént, melyek tobbsége Nur77-fiiggd modon
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expresszalddott. Ezek kozott szerepel a mar ismert Nur77-fiigg6 gén, az NDG-1 mellett 2 0j gén,
melyek kifejez6dését a Nur77 transzkripcios faktor szabalyozza: egy ,,csak BH3” fehérje, a Bid és a
pH érzékeld receptor Gpr65. Eredményeink igazolasara RT-QPCR technikéaval is meghataroztuk
mRNS szintjuket, valamint megnéztiik a FasL és TRAIL (kordbban leirt Nur77 targetek)
kifejez6dését is. Adataink azt mutattak, hogy vad tipust timocitakban 4 6ras ATRA és 9cRA kezelés
hatasara minden vizsgalt gén expresszidja fokozodott, mig a Nur77 hidnyos timuszsejtekben ez
elmaradt. A 9cRA hatékonyabban indukalta a Nur77-fliggé gének kifejez6dését, mint az ATRA
kezelés.

A kaszpaz-8 aktivalasa hozzajarul a retinoid-kivaltotta sejtelhalas elinditdsahoz

A retinsavak indukaltak két sejthalal receptor ligand, (FasL, TRAIL) és az NDG-1 kifejez6dését,
melyek egyittesen hozzajarulnak a kaszpaz-8 aktivalasahoz. Ezért a kovetkezd 1épésben
megvizsgaltuk a kaszpaz-8 aktivalodasat és szubsztratjanak, a retinoidok altal szintén indukalt Bid
fehérjének a hasitasat. Megallapitottuk, hogy a retinsavak a kaszpaz-8 korai aktivalasat valtjak ki,
amit idében gyorsan kovet a Bid hasitott formajanak megjelenése, ami specifikus kaszpaz-8
inhibitort (z-IETD-fmk) alkalmazva gatolhat6. Annak kideritésére, hogy a kaszpaz-8-nak milyen
szerepe van a retinoidok altal kivaltott apoptdzisban, specifikus inhibitorral aktivitasat blokkoltuk.
Az z-IETD-fimk eldkezelés szignifikansan csokkentette, de nem gatolta teljes mértékben a retinsav-
indukalta sejtelhalast. Hasonl6 eredményt lathattunk dexametazon kezelt timociték esetében is, ahol
a kaszpaz-8 gatlasa kisebb blokkolé hatast mutatott, mivel a gliikokortikoid-kivaltott apoptdzis soran
a kaszpaz-9 a meghatarozo iniciator kaszpaz. Ugyanakkor a Jo2 (Fas receptor aktivalo antitest)
kezelés apoptdzist kivaltd hatasat a kaszpaz-8 inhibitor teljesen megsziintette. Ezek az adatok azt
sugalljak, hogy a kaszpaz-8 ugyan hozzajarul a retinoid-indukalta apoptézishoz, de a folyamat csak

részben fligg az aktivitasatol.
A kaszpaz-9 meghatarozo szerepet tolt be a retinsavak altal indukalt apoptézisban

A timocitak az |. tipusu sejtek csoportjaba tartoznak, melyekben a sejthalal receptorok, pl. Fas altal
aktivalt kaszpaz-8 elegendd kaszpaz-3-at eredményez az apoptdzis fenntartdsahoz, igy nincs sziikség
a mitokondriélis Ut bekapcsolasara. Ez a folyamat kaszpaz-9-et nem igényel. Azonban felmerilt
benniink a kaszpaz-9, tehat a mitokondridlis Ut esetleges részvétele a retinoid-kivaltott apoptézisban.
Mig a kaszpéz-9 specifikus inhibitornak (z-LEHD-fmk) nem volt hatésa a Fas-indukalt apoptozisra,
addig teljesen visszaszoritotta a retinoid- és dexametazon-kivaltotta sejthalalt. A fenti
eredményekkel 6sszhangban kimutattuk a kaszpaz-9 aktivalodasat is. Eredményeink arra engednek
kovetkeztetni, hogy a retinoidok sejthalalt kivalté hatasaban a kaszpéz-8 iniciator szerepet tolt be, de

fenntartasahoz és kozvetitéséhez sziikség van a mitokondrialis Gtvonal.
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A Gpr65 altal kozvetitett szignalit nem sziikséges a retinoid-kivaltotta apoptdzishoz

A Gpr65 egy Gs-fehérje kapcsolt, pH szenzorként funkciondl6 receptor. Korabbi tanulményok
leirtak, hogy aktivalasa az adenilat-ciklaz enzimen keresztiil a cellularis CAMP szint novekedését és
a cAMP/protein kindz A Gtvonal elinditasat eredményezi, ami apoptozishoz vezethet egyrészt a
TNFo termelédés, masrészt a pro-apoptotikus Bim szabalyozasa révén. Mivel a 9cRA fokozza a
Gpr65 expresszidjat, ellendrizni kivantuk, hogy a retinsavak befolyasoljak-e TNFa mennyisét. Sem
mRNS szinten RT-QPCR-ral, sem pedig fehérje szinten ELISA mddszerrel nem tudtuk kimutatni a
citokin emelkedett szintjét. Igy a tovabbiakban teszteltik a Bim kifejezGdését is retinsav kezelés
hat&séara. Ugyan sikerilt kimutattunk annak fokozodasat, de ez a névekedés nem volt befolyasolhat6
specifikus cCAMP-fiigg$ protein kindz | and 1l inhibitorok (Rp-cAMP vagy H89) alkalmazésaval.
Osszességében eredményeink azt mutatjak, hogy bar a Gpr65 kifejezédése fokozodik, a retinoid-
kivaltotta apoptdzis sotan a savasodas mértéke nem éri el az aktivalasahoz szilkséges értéket.

Meglepetésiinkre a Bim expresszidjanak valtozasat is Nur77-fiiggének talaltuk.

Bim STAT1 fiiggé médon indukdlédik a retinoid-medialta timocita apopto6zis soran és
hozzajarul a sejthalal kivaltasahoz

Koréabbi kutatasok igazoltdk, hogy a STAT1 transzkripciés faktor is szabéalyozhatja a Bim
expresszi6jat az egér timocitakban. Affymetrix adataink azt mutattak, hogy a STAT1 kifejezddése
megnétt a retinoid-kivaltotta sejtelhalds soran, melyet Western blot technikéval igazoltunk fehérje
szinten is. Munkéank kovetkez6 szakaszaban STAT1 hidnyos timocitak segitségével arra kerestiink
vélaszt, hogy a STAT] felelés-e a Bim megndvekedett kifejez6déséért. Bemutattuk, hogy a STAT1
hidnya a BIM indukcié elmaradéasat és a retinoid kivaltotta sejthalal mértékének szignifikans
csokkenését eredményezte.

Nur77 a mitokonriumba transzlokalédik a retinoid-kivaltotta apoptozis soran, ami a BCL-
2/BH3 doménjének kifordulasahoz vezet

Irodalombél ismert, hogy a negativ szelekcié sordn a Nur77 képes a mitokondriumba bejutni,
ahol kélcsonhat az anti-apoptotikus Bcl-2 fehérjével, mely konformécié véltozéshoz vezet és
kiszabaditja annak BH3 doménjét, ami proapoptétikus jelleget ad a fehérjének. Ez alapjan
felvetettiik annak a lehet6ségét, hogy a retinoid altal kivaltott apoptozis soran is megjelenik Nur77 a
mitokondriumban. Kontrollként a negativ szelekcié jelatviteli Gtvonalat mimikalé forbol-dibutirat
(PdBu)/lonomicin (lono) kett6s kezelést alkalmaztunk. A PdBu/lono kezelt sejtekben ido-fiiggd
Nur77 transzlokaciot figyeltiink meg. Ebben az esetben a Nur77 er8s foszforilaltsagot mutatott.
9cRA kezelés és kevésbé hatékonyan, de az ATRA is indukalta a Nur77 id6-fiiggé megjelenését a

mitokondriumban. Mindkét esetben a maximalis transzlokacio 2 o6ranéal volt megfigyelhets. A
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retinsav kezelés hatasara transzlokal6dd Nur77 savja lényegesen kisebb, mint a PdBu/lono kezelt
minta esetében, ami a kisebb mértékii foszforilacioval vagy a foszforilacio hianyaval magyarazhato.
Ezutdn megnéztiik, hogy a transzlokacio vezethet-e a Bcl-2 elébb emlitett konforméacié
valtozasédhoz. A BH3 domén éaltaldban a Bcl-2 fehérjén belll helyezkedik el és Bcl-2/BH3 domén
specifikus antitestek szamara nem hozzaférhetd, igy a domén megjelenése korrelal a fehérje pro-
apoptotikus aktivitasdval. A PdBu/lono kezeléshez hasonl6an, ami ebben az esetben is pozitiv
kontrollként hasznalt, a retinsavak is kivaltjak a Bcl-2/BH3 doménjének felszinre ker(ilését, melynek
mértéke a 9cRA hatésara fokozottabb. Adataink igazoltak, hogy a domén kiforduléas valéban Nur77-

fliggben megy vége, mivel a Nur77 hidnyos timocitakban nem detektalhatd.

A retinoidok indukéljak mind a Nur77-fiiggé transzkripciét, mind a Bcl-2/BH3 domén
megjelenését a DP timocitakban

Korabbi tanulmanyok szerint a retinoidok elsédlegesen a dupla pozitiv sejtekre hatnak, azonban a
Nur77 alap expressziés szintje a timocitak differencialodasa soran valtozik. Noha a dupla pozitiv
timocitakban a Nur77 kifejez6dése csak kismértékii, mind a pozitiv, mind a negativ szelekcié soran
indukalddnak, melynek mértékét a T-sejt receptor szignal eréssége szabja meg. Kisérleteinket nem
szeparalt timocitakon végeztik, igy annak eldéntésére, hogy a megfigyelt jelenség valéban a dupla
pozitiv timocitakra jellemz6 sejthalal forma, szortolas segitségével elkiilonitettiik a CD4/CD8
pozitiv timocita populaciét. Kimutattuk, hogy a DP timocitak expresszaltak a Nur77-et és a 9cRA
valamint a PdBu/Iono kezelés fokozta kifejez6désiiket. Mivel a szortolassal kinyert sejtek szama
limitalt, csak a 3 retinoid-indukalt, Nur77-fliggé gén mRNS szintjét ellendriztiik, melyek
mindegyike megemelkedett retinsav kezelés hatdsara. A Bcl-2/BH3 domén megjelenésének
vizsgalatakor a sejteket a retinsav kezelést kovetden CDS ellenes és Bcl-2/BH3 domén specifikus
antitestekkel jeldltiik, ebben az esetben a CD8 pozitiv sejtek tobbsége a DP timocitanak felelt meg.
Eredményeink igazoltak a Nur77 mitokondrialis transzlokaciojat. Tovabba teszteltiik a kaszpaz-8 és-
9 szerepét is a dupla pozitiv sejtek esetében is, ahol a nem szortolt sejtekhez hasonléan mindkét

inhibitor gétolta a retinoid-kivaltotta apoptézist.

15



Egyetemi Doktori (PhD) Ertekezés Tézisei — Kiss Beata

4.2. AZ ADENOZIN Azx RECEPTOR JELATVITEL A DUSP1 EXPRESSZIOJANAK
FOKOZASAN KERESZTUL CSOKKENTI AZ EGER MAKROFAGOK LPS-INDUKALTA
GYULLADASI CITOKIN TERMELESET

Az adenozin Ay receptor egy feedback szabalyozé mechanizmuson keresztul csékkenti a LPS
indukalta gyulladasi citokin termelést csontveldi makrofagokban

Koréabbi kutatasok kimutattak, hogy LPS kezelésnek kitett makrofagokban né az A,a receptorok
kifejez6dése. Els6 kisérleteinkben igazoltuk, hogy LPS stimulus valdban indukalta az A;aR
kifejez8dését a csontveldi makrofagok felszinén és mRNS szinten is.

Ezutan arra voltunk kivancsiak, hogy az AxaR-nak van-e szerepe az LPS indukalta gyulladasi
citokin termelés szabalyozasaban. Ennek eldontésére vad tipusi és A,a receptor hianyos
makrofagokat kezeltlink LPS-sel (1 6ra). Citokin termelésiik meghatarozésa a feliiliszébdl egy igen
érzékeny modszer, a citokin array segitségével tértént tovabbi 5 éra elteltével. Eredményeinkbdl
lathatd, hogy az Apa receptor hidnya jelents befolyasolta a nyugalomban lévé makrofagok
gyulladasi citokin termelését: az A,aR hidnyos makrofagokban emelkedett volt a B limfocita
kemoattraktans (BLC), interferon (IFN)-y, IFN-y-indukalt protein-10 (IP-10), keratinocita
kemoattraktans (KC) and matrix metalloproteindz szdveti inhibitor-1 (TIMP)-1 mennyisége.
Irodalmi adatoknak megfeleléen az LPS stimulalta a csontvel6i makrofagok gyulladasi citokin
termelését, melyek termelését az A;aR hidnya tovabb fokozta. A citokin array eredményeink
megerdsitésére a TNF-a, IL-6 and MIP-2 fehérje és mRNS szintjét ELISA és RT-QPCR technikaval
is meghatéroztuk. Mindkett6 igazolta, hogy a vizsgalt citokinek termelddése LPS kezelés hatasara
megemelkedett a receptor hidnyos makrofdgokban a vad tipust sejtekhez képest. Adataink
Osszhangban allnak azokat a korabbi tanulméanyokkal, melyek szerint az LPS-nek Kitett magrofagok
endogén adenozint termelnek, ami az A,aR-on keresztiil szabalyozza az LPS-kivaltotta gyulladasi
citokin termelést.

Az A4 receptorok hianya nem befolyasolja az LPS-indukalta NF-kB jelatviteli utat

LPS-indukalta jelatviteli utak részben az NF-xB aktivalasan keresztiil medialjak a gyulladési
citokinek termel6dését. Ezek a jelatviteli utak fokozzadk az NF-«kB-t negativan szabalyoz6 IxkBa
fehérje degradécigjat. Ennek megfeleléen meghataroztuk az IxkBa szintjét vad tipust és AaR
hidnyos makrofagokban LPS aktivaciot kovetéen. Sem az IkBa mennyiségében, sem pedig az LPS-
kivéltotta degradacié kinetikajaban nem talaltunk kiilonbséget a két makrofag tipus kdzott. Hasonlo
eredményt kaptunk az A,aR agonistaval (CGS21680) végzett kisérletek esetében.

NF-xB dimerként funkcional6 transzkripcios faktor, a legtdbb sejttipusban p50/p65 heterodimer

forméaban van jelen, ezért kovetkez 1épésként vizsgaltuk, hogy az AzaR jelatvitel befolyésolja-e a
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p50/p65 NF-xB alegységek sejtmagi lokalizacidjat Ennek vizsgalata TransAM NF-kB
transzkripcids Kit segitségével tortént. Nem talaltunk kiilénbséget a transzkripcids factorok sejtmagi
lokalizaciéjaban sem nyugvo, sem LPS-stimulalt korilmények kozott a vad tipusi és receptor
hidnyos makrofdgokban, melyet A, R agonitsta (CGS21680) jelenléte sem befolyasolt.
Osszességében ezek az adatok arra utalnak, hogy az NF-xB Gtvonal adenozin jelenlétében is
megfelelen aktivalodik és nem ez a f6 jelatviteli Gt, amin keresztiil az AoaR csokkenti a gyulladasi
citokin képzodését.

Az adenozin az A,a receptoron keresztil hatva csékkenti az alap és LPS-kivaltotta JNK
aktivitast

Mivel AzaR jelatvitel nem befolyasolta az LPS/TLR4 komplexrdl induld NF-kB aktivaciot, ezért
megvizsgaltuk a MAPK Utvonalat. A vad tipust és AyaR hianyos csontvel6i makrofagok nyugvo és
LPS-indukalta MAPK aktivitasanak 0sszehasonlitasara foszfo-MAP kinaz array Kitet hasznaltunk,
amely lehetévé teszi a MAP kinazok és szamos kapcsolodo fehérje foszforilacidjanak relativ
szintjeinek parhuzamos meghatarozasat. Megfigyeltiik, hogy az AxaR hidnya fokozta a p38a, c-Jun
N-terminal kindz (IJNK) és extracellularis szignal-regulalt kindz (ERK) 2 kindzok alap
foszforilaciojat. 1 6ras AqaR antagonista (SCH442416) kezelés részben hasonlé eredményt adott. Ez
azt mutatja, hogy az AaR folyamatos aktivalasa sziikséges a nem stimulalt sejtekben.
Megfigyelhetd, hogy vad tipusi makrofagokban az LPS-stimulécié fokozza a p38, ERK2 és JNK
foszforilaciojat valamint a p38 jelatvitel tovabbi tagjainak foszforilacidjat (RSK 1/2, MSK2).
Korabbi kutatasokbdl ismert, hogy a p38 szeletiven aktivalja a MAPK aktivalt protein kinaz 2-t, ami
foszforildlja a cAMP valasz elem kotd faktort (CREB), melyet szintén sikeriilt igazolni az array
segitségével. Ezenkivil sikertlt kimutatni a foszfatilinozitol-3 kinaz Utvonal elemeinek
jelatviteli utakat.

Az AR hidnya vagy gétldsa a p38a and ERK2 fokozott alap foszforilacidjat eredményezte,
azonban LPS stimulus hatésara a foszforilaci6 tovabb nem fokozhatd az AR jelatvitel hidnyaban.
Ennek ellenére a foszforilaciojuk szintje még mindig magasabb volt, mint a vad tipust sejtekben
LPS kezelést kovetben. Ezzel ellentétben LPS kezelés hatadsara JNK kindzok foszforilacioja
szignifikansan nagyobbnak bizonyult az A2A receptor hianyos makrofagokban.

Mivel a makrofagok a JNK1-et és JNK2-t is expresszaljak és a foszfo-MAP-kindz array nem
detektalja az egér JNK1-et, igy Western blot technikaval specifikus egér JNK1 ellenes antitest
segitségével vizsgaltuk foszforilacids statuszat. Az A,aR hidnyos makrofagokban a LPS kezelést

kovetden a JNKI megndvekedett foszforilacidjat detektaltuk. Eredményeinket foszfo-panJNK
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fehérje kimutatasara alkalmas ELISA modszerrel is megerdsitettiik. A fenti adatok arra engednek

kovetkeztetni, hogy az AqaR jelatvitel negativan befolyasolja a INK aktivitast.

Adenozin jelatvitelben a JNK jatssza a f6 szerepet a LPS-indukalta gyulladasi citokin termelés
szabalyozéaséban

Ha feltételezzik, hogy az A,aR jelatvitel az LPS-indukélta gyulladasi citokin termelést a INK
foszforilacion keresztill befolyasolja, akkor a JNK kindzok gatlasanak hatassal kell lennie az
adenozin gyulladasi citokin termel6dést szabalyozd képességére. Azt talaltuk, hogy vad tipusu
makrofagokban a ApaR agonista (CGS21680) csokkentette, mig az A,aR antagonista (SCH442416)
fokozta az LPS-indukalt IL-6, MIP-2 és TNFa termelédést. Ezek a vegyiiletek nem befolyésoltak az
AzaR hidnyos makrofagok LPS-indukalta gyulladasi citokin. A JNK aktivitasanak gatlasa TCS-INK
inhibitorral ugyanolyan mértékben csokkentette az LPS-indukalta gyulladasi citokin termelést a vad
tipusu sejtekben, mint a receptor hianyos makrofagokban. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a

JNK az adenozin/Ax4R jelatviteli 0t 6 ,,downstream” eleme.

Az Aqa receptor jelatvitel az adenilat-ciklazon keresztul fokozza az alap és LPS-indukalta
DUSP1 expressziot

A MAPK-ok fokozott foszforilacidja az A,aR hidnyos makrofagokban vagy az ,,upstream” hato,
Oket aktivalo kinazok nagymértékii aktivaciojabol ered, vagy az Oket kikapcsolo, foszfat
csoportjaikat eltavolitdé specifikus foszfatdzok csokkent aktivitasabol fakadhat. A kovetkezd
1épésben tehat megnéztiik, hogy az Oket aktivalo MKK4 és MKK3/6 LPS-indukalt foszforilaci6ja
valtozik-e AxaR hidnyaban. A JNK1 aktivacioban szerepet jatsz6 MAPK kindzok LPS hatdsara
bekovetkezd foszforilacidjat az AqxaR jelatviteli Gt nem befolyasolta, amit Western blot technikaval
tdmasztottunk ala. Ezen adataink alapjan elmondhatd, hogy a nem az upstream kindzok fokozott
aktivalodasa a felels az A,aR hianyaban megfigyelheté megnovekedett MAPK foszforilacioért.

Irodalombdl ismert, hogy a kettds specificitasu foszfatdzok (DUSP-ok) meghatéarozott Tyr és Thr
oldallancokat érint6 defoszforilacion keresztill inaktivaljak a MAPK-okat. A makrofagokban
expresszalédé DUSP-ok koziil LPS/TLR4 interakcidt kovetéen a DUSP1 mutatja a legerésebb
aktivitast. A DUSP1 kozponti szerepet tolt az immunvalaszok szabalyozésaban a p38 és a JNK
MAPK defoszforilacioja révén. Vizsgalatara iranyuld kisérleteink elsé részeként meghataroztuk a
DUSP1 expresszi6jat vad tipust és illetve A;xR hianyos makrofagokban. A, receptor hianyaban a
DUSP1 kifejez8dése szignifikansan lecsokkent. Vad tipusi makrofdgokban AsR antagonista
(SCH442416) hatasara a DUSP1 csokkent szintet mutatott mind mRNS, mind fehérje szinten, mig
az AxxR agonista (CGS21680) novelte a DUSP1 kifejez6dését.

Korabbi tanulmanyok szerint maga az LPS stimulaci6 fokozza a DUSP1 génatirasat, ami

hozzajarul a LPS valasz féken tartasahoz. Feltételeztiik, hogy az A;aR jelatvitel befolyasolja az LPS-
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szabalyozott DUSP1 megjelenését, ezért A,aR agonista és antagonista el6kezelést (16ra), majd
tovabbi 2 6ra LPS-kezelést kovetéen meghataroztuk a DUSP1 mennyiségét. Az tapasztaltuk, hogy
nem csupan az alap, de az LPS-re indukalédé DUSP1 szintje is magasabb volt a vad tipust
makrofagokban az A;sR hiadnyos sejtekhez képest valamint a vad tipust sejtekben az agonista
femelte, az antagonista pedig csékkentette a DUSP1 mRNS szintjét.

Korabbi kutatasokbol ismert, hogy A,a receptornak az LPS jelatvitelre gyakorolt hatasat a
megemelkedett intracellularis cAMP szint kdzvetiti. Annak vizsgalatara, hogy a cAMP szintben
torténd valtozasok hogyan befolyasoljak a DUSP1 mRNS szintjét, a makrofagokat egy adenilat-
ciklaz aktivatorral, a forszkolinnal, valamint Rp-cAMP-vel kezeltiik (1 6ra), ami az endogén cAMP
kompetitiv inhibitora. A forszkolin emelte mind az alap, mind pedig az LPS-kivaltott DUSP1
expresszi6t a vad tipusi és receptor hianyos makrofagokban egyarant, mig az Rp-cAMP
csokkentette a DUSP1 mRNS szintjét, de kizarélag a vad tipusi makrofdgokban. Mindezek arra
engednek kovetkeztetni, hogy a A2aR az adenilat-ciklaz Gtvonal aktivalasan keresztill szabalyozza a
DUSP1 mRNS szintjét nyugvo és LPS-nek kitett magrofagokban egyarant.

A DUSP1 hianyaban nem érvényestl az AaR jelatvitel INK1 foszforilaciét esokkenté hatasa

Hogy a DUSP1 szerepét vizsgaljuk ebben a folyamatban, DUSP1 géncsendesitést végeztiink vad
tipust és A,aR hidnyos makrofagokban, melynek hatékonysagat fehérje szinten Western blottal,
mRNS szinten RT-QPCR-rel igazoltunk. A DUSP1 hianyaban fokozottabb alap és LPS-indukalt
JNK foszforilaciot lattunk a vad tipusi makrofagokban. Receptor hianyos makrofagokban a DUSP1
csokkent szintje csak kis mértékben befolyasolta a JNK fokozott foszforilacidjat. Adataink azt
mutatjak, hogy az A;aR és a beldle indulo jelatvitel a DUSP1 foszfatdz expresszidjat modositva

szabalyozza a JNK1 foszforilaciot.

A DUSP1 hianydban nem érvényesiil az A;sR jelatvitel gyulladési citokin termelést (IL-6,
TNFa) csokkenté hatasa

A DUSP1 tovabbi szerepét karakterizalva, megnéztik a DUSP1 géncsendesités gyulladasi
citokin képz6désre gyakorolt hatdsat vad tipusi és A,aR hidnyos makrofagokban. Vad tipust
makrofagok a DUSP1 csendesitésére az LPS kezelésre indukal6dd gyulladasi citokinek fokozott
termelésével valaszolnak és az DUSP1 csendesitett sejtek érzéketlenné valtak az AyaR jelatvitelre.
AzaR hidnyos makrofagokban a DUSP1 csendesitése csak kis mértékben befolyasolta a LPS-
stimulusra bekovetkez6é gyulladasi citokin képzédést Ez arra utal, hogy az AzaR és a bel6le induld
jelatvitel a DUSP1 foszfataz szintjének szabalyozasa révén tartja kordaban az LPS-indukalta

gyulladasi citokinek keletkezését.
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5. MEGBESZELES

Az immunrendszer f6 funkcidja a patogén mikrobak, toxikus vagy allergén fehérjék gyors
eltavolitasa a sajat szovetek karositasa nélkil, ami a velesziletett és az adaptiv immunitas egyiittes
mikodése révén valosul meg. A velesziletett és adaptiv immunités altaldban egymasra épilve
miikodik: a szervezet els6 védelmi vonalat a velesziiletett immunrendszer biztositja, amely érzékeli
a veszélyt, ugyanakkor nélkiilozhetetlen szerepe van az adaptiv immunvalasz aktivalasaban, mely
fontos védelmet biztosit a patogénekkel szemben és lehetdvé teszi az immunoldogiai memoria
kialakulasat.

A T-sejtek altal kozvetitett adaptiv immunvélasz f6 biologiai funkcidja a fert6zott sejtek
azonoitasa és elpusztitasa valamint a patogénekbdl szarmazé peptidek MHC-molekulédkhoz kotott
formajaban torténd felismerése. Eppen ezért a megfelelé T-sejt repertoar kialakulasa a timuszban
egy igen jol szabalyozott folyamat. A timuszban zajlo differencialodasuk soran a fejlédé T-
limfociték kevesebb, mint 5%-a él tul a szigord szelekcids folyamatoknak kdszonhetSen.. A dupla
pozitiv sejtek 90%-a olyan T-sejt receptorral rendelkezek, melyek nem képesek felismerni az MHC-
fehérje komplexeket és neglekcio révén elhalnak. Az elhalt apoptotikus sejtek gyors eltavolitasat a
timikus makrofagok végzik, melyek valaszul szolubilis mediatorokat, példaul retinoidokat és
adenozint bocsatanak ki. Ennek kovetkeztében gy feltételezzilk, hogy az apoptotikus sejteket
bekebelezd timikus makrofagok folyamatosan biztositjak ezeknek az efferocitozis-fliggd
mediatoroknak a termelését, ezaltal hozzajarulnak egy olyan timikus kdrnyezet kialakitasahoz, ami
megfelel T-sejt receptor jel hianyaban lehetévé teszi a fejlodo sejtek gyors neglekcigjat. Laborunk
korabbi eredményei igazoltak, hogy a timocitdk expresszaljdk az RARy receptort, melynek
aktivalasan keresztill transzkripcio-figgd sejtelhalast valtanak ki az éretlen timuszsejtekben.
Azonban retinoidok Altal kozvetitett apoptotikus folyamatot még nem karakterizaltdk. Munkam
soran azt vizsgaltam, hogy a retinoidok milyen lehetséges mechanizmus révén képesek kivaltani az
éretlen timusszejtek apoptdzisat.

Jurkat T-sejt vonalon végzett kordbbi kutatasok kimutattak, hogy a T-sejt receptor jelatvitelhez
hasonlo6an a retinoidok is képesek kivaltani a Nur77 transzkripcios faktor indukalasat. Bizonyitottuk,
hogy a retinsavak a timocitdkban is fokozzdk a Nur77 expresszi6jat és a retinoid-kivaltotta
sejtelhalas teljes mértékben fligg a Nur77 jelenlététdl. Irodalmi adatok alatdmasztjak a Nur77 dontd
szerepét a T-sejt receptoron (TCR) keresztill kivaltott apoptozis, a negativ szelekci6 jelatvitelét
reprezentald modell esetében is, ugyanakkor leirtak, hogy a Nur77 hianya nem befolyasolja a TCR-
medialt sejtelhalast. Ez a megfigyelés azzal magyarazhatd, hogy a T-sejt receptor szignalok a Nur77
csaladba tartozd Nor-1 expressziojat is egyidejiileg kivaltottdk, melynek génterméke a Nur77-tel

atfed6 funkcioval bir. Meglepetésiinkre, a T-sejt receptor jelatviteltdl eltérden a retinoidok nem
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indukaltdk a tobbi Nur77 csaladtag megjelenését az elhalé timocitdkban. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a bar a Nur77 és Nor-1 hasonlo, részben atfedd biologiai szerepet tolt be, eltérd
szignalok altal szabalyozédnak. Eredményeink tovabba azt mutattak, hogy mind a 9cRA, mind az
ATRA kivéltotta a Nur77 fokozott kifejez8dését az egér timocitakban. Ebben a folyamatban a 9cRA
hatékonyabbnak bizonyult utalva arra, hogy az RXR ligalasa hozzajarulhat a Nur77 indukci6jahoz.
A Nur77 nagyobb mértékii kifejezddésével osszhangban a 9cRA fokozottabb sejthalal kivaltasara
képes a timocitakban.

Azonositottunk 8 retinoid-indukalt apoptdzishan szerepet jatszd gént, melyek tébbsége Nur77-
fiiggd modon expresszalodott. A FasL, TRAIL és NDG-1 génekrél mar korabban ismert volt, hogy
az apoptdzis folyamatat kozvetité Nur77 célgének, melyek egyiittesen hozzajarulnak a kaszpaz-8
aktivalasahoz. Sikerllt azonban meghataroznunk 4 (j Nur77-fiiggé gént a timocitadkban a retinoid
indukalt sejthalal sordn: a csak BH3 fehérje Bid, a pH érzékels receptor Gpr65, egy masik csak BH3
fehérje, a Bim és végiil a Ptpn6 foszfataz.

Kisérleteink soran sikeriilt kimutatni a kaszpaz-8 aktivalddasat, valamint a szubsztratja, a Bid
regulator molekula hasitdsat. Kaszpaz-8 specifikus inhibitor jelenlétében végzett kisérleteink
esetében azt tapasztaltuk, hogy a kaszpaz-8 gatlasa sorén a retinsav altal kivaltott sejtelhalas mértéke
szignifikansan lecsékkent, ami arra utal, hogy a retinoidok sejthalalt kivalté hataséban a kaszpaz-8
meghatéarozd szerepet tolt be. Bar a timocitdk az un. I-es tipust sejtekhez sorolhatdk a Fas-mediélt
apoptdzis tekintetében, adataink, melyek azt mutatték, hogy a kaszpaz-9 gatlasa is megakadalyozza
a retinoidok altal kivaltott timocita sejtelhalast, azt sugalljék, hogy a retinoid-kivaltotta apoptdzis
fenntartdsahoz és kozvetitéséhez a kaszpdz-8 mellett sziikség van a mitokondridlis Gtvonalban
szerepet jatsz6 kaszpaz-9-re is.

A mitokondrialis apoptotikus 1t jelentdségét tovabb bizonyitja, hogy a retinoidok indukaltak a
STATL1 transzkripcios faktort, ami a pro-apoptotikus BH3-domén fehérjék kozé tartozé Bim
fokozott kifejezodéséhez vezetett. A STATI1 hianya a BIM indukcié elmaradasat és a retinoid
kivaltotta sejthalal mértékének szignifikans csokkenését eredményezte. Erdekes modon mas
sejttipusokban is leirtak, hogy a retinsavak hatasara nd a STAT1 expresszidja és foszforilaltsagi
szintje, ami azt jelzi, hogy a STAT1 nem egyedi eleme a retinoid jelatvitelnek a timuszsejtekben.
Emellett azt talaltuk, hogy az elhald timocitékban a transzglutaminaz 2 enzim is retinoid fliggéen -
de Nur77-t61 fuggetlen modon - regulalodik, amir6l korabban leirtak, hogy mitokondriumban hatva
hozzajarul az apoptozis program elinditasahoz.

A Nur77 fehérjérél ismert, hogy transzkripcids aktivitasatol fiuggetlenil is hozzajarul az
apoptozis kivaltdsahoz kozvetlenil a mitokondriumon hatva. Kimutattuk, hogy a Nur77 fehérje a
retinsav kivaltotta apoptézis soran is megjelenik a mitokondriumban. A mitokondriélis transzlokacio

kinetikaja hasonlé a T-sejt receptor-medialt sejtelhalas soran megfigyelt mintaval. Irodalmi adatok
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azt mutatjak, hogy a TCR- kozvetitett apoptézis soran a Nur77 egy protein kindz C altal erésen
foszforilalt formaban jelenik meg a mitokondriumban, azonban a retinsavak altal kivaltott apopt6zis
soran nem figyelhetd meg ez a fokozott foszforilacios mintazat. Meglepetésinkre a 9cRA
hatékonyabban indukalta a transzlokéciot annak ellenére, hogy korabbi tanulményok szerint az RXR
ligalasa megakadalyozza a Nur77 mitokondriumba jutasat, azonban ezekben a kisérletekben egy
mésik, protein kindz C-t aktivalo apoptozis szigndl is jelen volt. Tehat a Nur77 mitokondrialis
megjelenésére egyidejiileg hatéssal lehet foszforilacids statusza és RXR ligand jelenléte. A Nur77
mitokondrialis transzlok&cioja korrelal a Bcl-2 pro-apototikus BH3 doménjének megjelenésével.

Mivel a kisérleteink nagy tobbségét nem szortolt timocitdkon végeztiik, kisérletsorozatunk
néhany f6 elemét megismételtiik csak dupla pozitiv, szortolt timuszsejtek felhasznalasaval.
Eredményeink alapjan azt gondoljuk, hogy a retinoidok egy Nur77-fiiggé sejthaldl programot
inditanak el a dupla pozitiv egér timocitikban, amiben kozremiikodnek a mar ismert és ujonnan
azonositott Nur77-fiiggd elemek, melyek egyiittesen hozzajarulnak a mitokondrialis apoptotikus Ut
elinditasahoz.

Munkacsoportunk és mas laborok kutatasai ravilagitottak, hogy a timuszban jelen 1év6 sejtek egy
része képes retinoid termelésre, ezaltal egy endogén retinoidokban gazdag szoveti kornyezet
kialakitdsara. Nemrégiben meghataroztuk, hogy a retinsavak termelése a timuszban keletkezd
apoptotikus sejtek eltivolitasat végz6 makrofagokhoz kothets, azonban meglepetésiinkre egyetlen
klasszikus retinsav jelenlétét sem sikerllt kimutatni, viszont a retinol-szaturdz dtvonal
metabolitjainak termelddését igen. Adataink arra utalnak, hogy in vivo a timusz kéregalloméanyaban
az apoptotikus sejteket fagocitalé makrofagok altal termelt, Ujonnan azonositott retinoidok
hozzéajarulhatnak az éretlen timocitak apoptézisanak szabalyozaséhoz.

A makrofagok képezik a velesziiletett immunrendszer els§ védelmi vonalat, melyek egyrészt a
patogének felismerésével és bekebelezésével jarulnak hozza a szervezet védelmi mechanikusahoz,
maésrészt a bakterialis komponensekre vélaszul szamos biolégiailag aktiv molekulat (citokint,
kemokint) termelnek, melyek gyulladast valtanak ki és nagy szdmban vonzanak neutrofileket és
monocitakat a gyulladas helyére. Bar a patogének elleni hatékony immunvélasz elengedhetetlen
része bizonyos foku gyulladas, a gyulladasi folyamat szabalyozasanak hianya szoveti karosodashoz,
a szervi miikodés elégtelenségéhez, sokkhoz és végil haldlhoz vezet. Ennek elkeriilésére az
immunrendszer szamos olyan mechanizmust épitett ki, ami pontosan szabalyozza a gyulladas
folyamatat. Ide tartozik a negativ szabalyozé molekulak felszabaditésa, pl. az adenoziné.

Laboratériumunkban nemrég kimutattak, hogy az apoptotikus sejtek fagocitézisa soran az elhal6
sejtekbdl felszabaduld adenin nukleotidokat a makrofagok felszinén 1évé extracellularis enzimek

adenozinna alakitjak. A timuszban az apoptotikus sejteknek folyamatosan kitett makrofagok altal
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termelt adenozin - a retinoidokhoz hasonléan - hozzajarul a timocitdk neglekcioval torténd
elhalasdhoz. Nemcsak a timuszban, hanem gyulladdsos kornyezetben is massziv apoptdzis
figyelheté meg, ahol a neutrofilek feladatuk végeztével apoptézissal halnak el. Laborunkban folyé
kutatasok kimutatték, hogy az apoptotikus sejtfelvétel sorn az adenozin az AyaR jelatviteli Gtjan
keresztiil egyik oldalrél citokin-specifikus médon részt vesz a gyulladasi valasz lecsendesitésében,
masrészt a neutrofil kemoattraktans MIP-2 szabalyozasan keresztiil meghatarozza a neutrofilek
gyulladas helyére torténd toborzasat.

Tovabba jol ismert, hogy adenozin az adenozin A,a receptorokon Kkeresztiil gatolni képes a
makrofagok LPS-indukélta gyulladasi citokin termelédését. Annak ellenére, hogy az adenozin
gyulladascsokkent hatasa az LSP-indukalta gyulladasi citokin termelésre mar hosszl ideje ismert, a
hétterében all6 pontos mechanizmust még nem tartak fel. Disszertaciom masodik részében azt a
molekuléris jelatviteli utat vizsgaltam, amin keresztiill az adenozin befolyasolni képes az LPS
jelatviteli utat egér makrofagokban. Eredményeink igazoltak a korabbi tanulmanyokat, mi szerint az
adenozin gyulladascsokkent6 hatasa az Ay receptor aktivalasan keresztil valésul meg.

.....Korabban ugy Vvélték, hogy az A,a receptor aktivalas az LPS-indukalta gyulladasi mediatorok
expresszi6jat az intracellularis cCAMP szint novelése révén gatolja, melynek kdvetkeztében csékken
az NF-xB transzkripcids aktivitidsa. Ugyanakkor a kés6bbi kutatdsok azt mutattdk, hogy bar az
adenozin gyulladascsokkent6 hatdsa az LPS-medialt citokin termelés cAMP kozvetitett folyamat, de
fliggetlen a protein kindz A-tél és az Epac-tdl, valamint nem befolyasolja az NF-kB aktivitast sem.

Osszhangban ezekkel az eredményekkel azt talaltuk, hogy az Aqa jelatvitel nem befolyésolta az
LPS/TLR4 komplexrél indulé NF-«kB aktivaciot. Ezzel szemben bemutattuk, hogy az Aqa jelétvitel
ut folyamatosan miikddik a makrofagokban és kordaban tartja a MAP kindzok aktivitasat. Ezek
alapjan az Aga receptor hianyos, nem stimulalt makrofagokban a p38a, ERK2 és JINK MAP kinazok
nagyobb mértékii alap foszforilacidjat detektaltuk a vad tipusi makrofdgokhoz képest. LPS hatasara
a makrofagokban megnd az A,a receptor kifejezédése és az adenozin jelatviteli mechanizmusa
gatolja az LPS-indukalt MAPK aktivéaciot. Ennek eredményeként csokken a JNK foszforilacidja és
gatlodik az LPS-indukalt JNK-fiiggé gyulladéasi citokineknek, pl. MIP-2, IL-6 és TNF-a,a
képzddése.

Az a tény, hogy mindharom MAPK fokozott foszforilaciojat megfigyeltiik, két okbol lehetséges:
vagy az MAP kinazok aktivécioja volt kifejezettebb vagy az Oket ,kikapcsold” kettds specificitast
foszfatazoknak az expresszidja csokkent. Kimutattuk, hogy a JNK1 aktivacioban szerepet jatszd
MAP?2 kinazok LPS hatasara bekovetkezd foszforilacidjat az AR jelétviteli Gt nem befolyésolta,
viszont az adenilat-ciklaz Gtvonalon keresztiil fokozta a MAP kindzok egyik negativ szabalyozd
molekulajanak, a DUSP1 kettds specificitast foszfataznak a kifejez6dését. Ennek kdvetkeztében az

Aqa receptor hianyos makrofagokban a DUSP1 mRNS és fehérje mennyisége alap allapotban és LPS
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kezelést kovetden is csokkent szintet mutatott, ami felel6s lehet a receptor hidnyos makrofagok
fokozott INK1 foszforilaciojaért. Megfigyeltiik tovabba, hogy DUSP1 hianyaban felfiiggesztédik az
AoaR jelatvitel gyulladascsokkentd hatdsa, ami arra utal, hogy az A,aR és a DUSP1 kozosen, 1

jelatviteli uton milkddve vesz részt a makrofagok gyulladasi valaszanak a szabalyozasaban.
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6. OSSZEFOGLALAS

A programozott sejthalal vagy apoptozis folyamata nagy jelentéséggel bir a tobbsejtii élélények
megfeleld egyedfejlodésében és homeosztazisanak fenntartasaban, valamint kulcsszerepet tolt be az
immunsejtek timuszban lezajl6 differencialédasaban és az autoreaktiv sejtek eltavolitasaban. A
timuszban folymatosan keletkezé apoptotikus sejtek gyors és alapos eltavolitisa a kornyezd
makrofagok altal torténik (efferocitézis), ami altalaban gyulladas nélkiil megy végbe. Ez részben
annak koszonhetd, hogy az elhalo sejteket fagocitalo makrofagok gyulladascsokkentd mediatorokat
termelnek. Emellett massziv apoptozis figyelheté meg gyulladdsos kornyezetben is, ahol a
neutrofilek feladatuk végeztével apoptozissal halnak el. Ebben az esetben a makrofagok altal
kibocsatott szignalok a gyulladas mielébbi megfékezését szolgaljak. Laborunkban foly6 korabbi
kutatasok két ilyen efferocitozis-fiiggden felszabaduldo mediatort azonositottak: az adenozint és a
retinsavakat. Disszertaciomban azt vizsgaltam, hogy ezek a szignalok hogyan jarulnak hozza a jél

miik6dé és hatékony apopto-fagocitozis rendszer kialakitasahoz.

Osszegezve elmondhat6, hogy a timuszban a makrofagok altal apoptotikus sejtfelvétel hataséara
termel6dé retinoidok és adenozin egyiittesen hozzajarulnak az éretlen timocitdk neglekciéval
torténd elhalasdhoz. Tovabba a retinoidok elsegitik az apoptotikus sejtek fagocitozisanak
folyamatat, mig az adenozin csokkenti a fagocital6 makrofagokban az apoptotikus sejtfelvétel altal
indukalt kemoattraktansok felszabadulasat. Eredményeim a retinoidok altal kivaltott timocita
sejthalal részletes mechanizmusat irjak le. Ugy véljiik, hogy a retinoidok a mitokondrialis utvonalat
aktivalva egy Nur77-fiigg6 apoptotikus folyamatot inditanak el, hozzajarulva az éretlen timocitak
neglekcidval torténé hatékony eltavolitasahoz és ezaltal a megfelelden miikddd T-sejt populéci6
kialakulaséhoz.

Gyulladasi koriilmények kozott a retinsavak azon til, hogy elésegitik az apoptotikus sejtek
efferocitozisat, hozzajarulnak a regulatorikus T-sejtek kialakulasahoz. Az adenozin méasrészt gatolja
az LPS-kivaltotta gyulladaskelté mediatorok képzédését a makrofagokban, védelmet nyujtva a
tulzott, kontrollalatlan immunvélasz kialakulasaval szemben. Adataim azt mutatjak, hogy az
adenozin makrofagokra gyakorolt ezen hatésai az A, receptorokon keresztiil valésulnak meg. A
foszfataznak a kifejezOdését. Attol fiiggben, hogy az efferocitozis milyen bioldgiai kéryezetben
megy Vvégbe, az apoptotikus sejtet fagocitalé makrofagok altal termelt szolubilis biomolekulak
szamos kiilonbozo bioldgiai folyamat iranyitasaban vehetnek részt és eredményeim hozzajarulnak

szerepilk és hatdsmechanizmusuk tisztdbb megértéséhez.
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