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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AlR adenozin Ay receptor

A2AR adenozin Axa receptor

A2BR adenozin Azg receptor

A3R adenozin Az receptor

ACAMP apoptotikus sejt asszocialt molekuléris mintazat
AGN nagy affinitast pan-retinsav receptor antagonista
Akt szerin/treonin fehérje kinaz (protein kinaz B)
ALDH1a2 aldehid dehidrogenaz 1 csalad A2 tagja
ALK2/3 aktivin receptor-szert kinaz 2/3

AMPK 5’-AMP-aktivalt fehérje kindz

ANOVA egyszempontos varianciaanalizis

AP1 aktivator fehérje 1

ARE antioxidans valaszado elem

aT apoptotikus timocita

ATRA csupa-transz retinsav

AXL tirozin-fehérje kinaz receptor

BACH1 BTB ¢s CNC homolog 1

BAIl1 agy specifikus angiogenezis gatlo 1

BMDM csontveldi eredetli makrofag

BMP-2 csont morfogenetikus fehérje 2

Clq komplement komponens 1q

C5/Cbha komplement komponens 5a

Camkk kalmodulin-fiiggé kinaz

cAMP ciklikus adenozin monofoszfat

Cdc42 sejtosztodas szabalyozo fehérje 42
CFDA-SE karboxifluoreszcein-diacetat-szukcinimidil-észter
ChREBP szénhidrat valaszelem koto fehérje

Crkll csirke tumor virus no. 10 regulator kinaz II
CX3CR1 CX3C kemokin receptor 1

CXCL8 kemokin C-X-C motivum ligand 8

cyto.D citokalazin-D

DEAB N,N-dietilaminobenzaldehid
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DEG eltéré modon expresszalt gén

DHR (13R)-csupa-transz-13,14-dihidroretinol
DHR2 DOCK homolég régi6 2

DMEM Dulbecco moédositott sas médium
DMSO dimetil-szulfoxid

DOCK180 180 kDa citokinézis dedikator fehérje
ELMO1 bekebelezés és sejtmotilitas fehérje 1
eRBC eriptotikus vorosvértest

FBS fotalis borjuszérum

FC valtozas mértékét kifejezo érték

FDR hamis felfedezési arany

FITC fluoreszcein-izotiocianat

FOXO1 villafej doboz fehérje Ol

FSC eldreszoras (sejtméret)

FVB Friend leukemia virus B

G2A G fehérje kapcsolt receptor

GAP GTPaz aktivalo fehérje

Gasb6 novekedés specifikus gatlo 6

GCSF granulocita koldnia stimulalo faktor
GDF3 novekedési differenciacios faktor 3
GEF guanin nukleotid kicserél6 faktor
G-LISA G-fehérje kotott immunszorbens vizsgalat
GO gén ontologia

Hmox1 hemoxigenaz-1 kodolo gén

HO-1 hemoxigenaz-1

HRP torma peroxidaz

ICAM3 intercellularis adhéziés molekula 3
IFNy interferon y

IGF-1 inzulinszer(i novekedési faktor-1

IL interleukin

JE monocita kemotaktikus fehérje 1
JunD AP1 transzkripcios faktor alegység
KC keratinocita eredetli kemokin

Keapl Kelch-szerti ECH-asszocialt fehérje 1
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LacZ f galaktozidaz

LDL alacsony denzitasu lipoprotein

LDN szelektiv csont morfogenetikus fehérje jelatviteli inhibitor
LPC lizofoszfatidilkolin

LRP1 alacsony denzitasu lipoprotein receptor-kapcsolt fehérje 1
LXR ma4j X receptor

MAFK kis Maf fehérje

MAPK mitogén-aktivalt fehérje kinaz

MARCO makrofag receptor kollagén szerkezettel
MARE Maf felismer6 hely

M-CSF makrofag koloniastimulalo faktor

MEK1 mitogén aktivalt fehérje kindz kindz-1
MerTK Mer tirozin kindz receptor

MFG-ES8 tejzsir csomo epidermalis ndvekedési faktor 8
MIG interferon vy altal indukalt monokin

MIP2 makrofag inflammatorikus fehérje 2

NADPH nikotinamid adenin dinukleotid foszfat
NaOH natrium-hidroxid

NLRP3 NLR csalad pirin domént tartalmazo tag 3
Nrf2 nuklearis faktor 2-h6z kapcsolodo faktor 2
pP2X purinerg receptor P2X

P2Y?2 P2Y purinerg receptor 2

PD mitogén aktivalt fehérje kinaz kinaz inhibitor
PI3K foszfatidil-inozitol-3-kinaz

PKC fehérje kinaz C

PPAR peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor

PS foszfatidilszerin

Rab20 Ras rokon fehérje 20

Racl Rac csaladhoz tartozo kis GTPaz 1

RANTES aktivalas szabalyozott, normal T-sejt expresszalt és szekretalt
RAR retinsav receptor

RARE retinsav valaszado elem

rBMP-2 rekombinans csont morfogenetikus fehérje 2
RCF relativ centrifugalis erd



RetSat
RhoA
ROCK
ROL
RpcAMP
RT-gPCR
RXR
S1P
S1PR1-5
SDS-PAGE
SIRPa
SIS3
Smad3
SN
SnPPIX
SPF

SSC
STAT3
TAM
TARC
TG2
TGF-B
THBS-1
TIM
TNF
TREM1
TTBS
UCP2
VEGFA
YY1
Z-VAD-FMK

retinol szaturaz

Ras homolog csaladtag A

Rho-asszocialt fehérje kinaz

retinol

ciklikus adenozin monofoszfat antagonista
valos idejli kvantitativ PCR

retinoid X receptor

szfingozin-1-foszfat

szfingozin-1-foszfat receptor 1-5

szodium dodecil szulfat—poliakrilamid gél elektroforézis
szignal regulatorikus fehérje a

specifikus Smad3 gatloszer

Smad csaladtag 3

feliiluszo

on-protoporfirin-1X

specifikus patogén mentes

oldalszoéras (sejtgranulaltsag)

szignal transzducer €s aktivator transzkripcid 3
Tyro-AxI-Mer tirozin kinazok

timusz- és aktivacid szabalyozott kemokin
transzglutaminaz 2

transzformalé ndvekedési faktor 3
trombospondin-1

T-sejt immunglobulin mucin receptor

tumor nekrozis faktor

mieloid sejteken expresszalt triggering receptor 1
Tris pufferelt sooldat Tween® 20 Detergenssel
szétkapcsolo fehérje 2

vaszkularis endotél novekedési faktor A
yinyang 1
karbobenzoxi-valil-alanil-aspartil-(O-metil)-fluorometilketon



3. BEVEZETES

Szervezetiink minden egyes nap torekszik a megujulasra. A karos, felesleges, eloregedett
vagy haszontalanna valt sejtek elpusztulnak, helylikre pedig ujak keriilnek, biztositva ezzel a
szoveti homeosztazis fenntartasat. E folyamatsornak kulcsfontossagu 1épése az efferocitozis,
ami az elpusztult sejtek eltavolitasat jelenti. Az efferocitozis hibai esetén az el nem tavolitott
sejtek szétesnek, gyulladas alakul ki a szovetekben, ami ezaltal karosodik, valamint hossza
tavon autoimmun és mas, kronikus gyulladassal jaré megbetegedések (mint példaul a reumatoid
artritisz) fejlédnek ki. Az eltavolitasban nagy szerepet jatszanak a makrofagok, melyek képesek
érzékelni, felismerni, bekebelezni és lebontani a haldoklo, illetve mar elhalt sejteket.
Amennyiben az efferocitozis a szoveti turnover részeként torténik, akkor gyulladas kialakulasa
nélkiil zajlik le, ha azonban egy gyulladasi reakcioban elhalt sejteket tavolit el, az efferocitozis
folyamataban fenotipust valtd makrofagok allitjak le a gyulladas folyamatat és szervezik az azt
kovetd szoveti regeneraciot.

Kutatdsom kozéppontjaban az elhalt sejtek eltakaritdsaban résztvevd csontveldi eredetii
makrofagok alltak. Egyrészt érdekelt, hogy egy eddig kevésbé vizsgalt, 0j retinoid, a
dihidroretinol, melyet a retinol szaturaz enzim hoz Iétre, hogyan hat a makrofagok sejtfelvevd
képességére, ha a monocita-makrofag érés soran jelen van. Masrészt az vizsgaltam, hogy az
érett makrofagokban az elhalt sejtek felvétele soran észlelt hemoxigenaz-1 enzim nagyfoka
indukcidja miért, illetve hogyan torténik olyan sejtek felvétele esetén is, amelyek alig
tartalmaznak hemet. Minden apro részlet, ami kozelebb visz minket az elhalt sejtek eltavolitasa
soran zajlé molekuldris mechanizmusok pontosabb ismeretéhez, segithet olyan kezelések
kialakitdsaban, melyek a fentebb emlitett autoimmun ¢s gyulladdsos megbetegedések

lekiizdésében hasznosak lehetnek.



4. IRODALMI ATTEKINTES

4.1. Efferocitozis

Becslések szerint naponta nagyjabol 200 - 300 milliard sejt pusztul el és termelddik tjra a
test kiilonb6zé szoveteiben a homeosztazis fenntartdsa érdekében (Arandjelovic és
Ravichandran 2015; Elliott €s Ravichandran 2016). A nem kivant sejtpopulédciok eltavolitasa
genetikailag meghatarozott médon, immunvalasz kivaltasa nélkiil, szabalyozott folyamat révén
torténik, melyet apoptozisnak neveziink (Henson és Hume 2006; Nagata ¢s mtsai. 2010). Nem
kivant sejtek kozé tartoznak az eloregedett, feleslegessé valt, baktériumokkal vagy virusokkal
fert6zott, tumorgenezisre képes vagy helyrehozhatatlanul karosodott sejtek, melyek gyors és
megfeleld eliminalasa kulcsfontossagi nemcsak a homeosztazis és a normal egészségi allapot
fenntartasaban, hanem autoimmun betegségek, kiilonbozo fertézések vagy a rak kialakulasanak
megeldzésében is.

Az apoptozissal elhalt sejtek (apoptotikus sejtek) eltavolitasa fagocitozissal torténik,
melynek soran a 0,5 um-nél nagyobb szilard anyagok membrannal hatarolt vezikulakba, an.
fagoszomakba keriilnek, ahol a fagoszoma lizoszomaval torténd egyesiilését kovetden
lebomlanak (Ravichandran és Lorenz 2007). A sejtmaradvanyok felvételére hivatasos
fagocitald sejtek, iigymint monocitdk, makrofagok, dendritikus sejtek, eozinofil és neutrofil
granulocitak (Rabinovitch és mtsai. 1995), valamint nem professzionalis fagocitalo sejtek is
képesek, példaul a fibroblaszt és az endotél sejtek (Flannagan és mtsai. 2012). A két fagocitald
sejttipus abban tér el egymastdl, hogy a hivatasos fagocitalo sejtek képesek tobbféle apoptotikus
sejt altal kibocsajtott jel gyors és hatékony felismerésére (Rosales 2005), valamint gyulladast
kelté vagy gatlo anyagok kibocsajtasara is, attol fliggéen, hogy milyen sejtet, sejtmaradvanyt
kebeleztek be (Fadok és mtsai. 2001). Az elhalt sejtek fagocitozisa mechanizmusaban
kiilonbozik a klasszikus értelemben vett fagocitdzistol, ezért a folyamatot efferocitdzisnak
nevezték el a latin ,,efferre” sz6 alapjan, melynek jelentése ,,sirba vinni” vagy ,.eltemetni”
(deCathelineau és Henson 2003). Az efferocitozis soran eldszor az elhalo sejt magahoz vonzza
a fagocitalo sejteket un. ,,taldl] meg” jelek kibocsajtasan keresztiil, majd a fagocitald sejtek
sejtfelszini efferocitozis-kapcsolt receptoraik segitségével megkiilonboztetik az elhald sejtet az
egészséges, €16 sejtektdl. Az apoptotikus sejtek felszinén megjelend ,,egyél meg” jelek
érzékelését kovetden a fagocitalo sejt citoszkeletalis atrendezddésen megy keresztiil, hogy
képes legyen bekebelezni a gyakran vele azonos méretli elhalt sejtet. Végiil a felvett sejt

lebontasa és elsdsorban a helyi immunvalasz csillapitdsat segité gyulladdscsokkentd
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mediatorok szekrécidja kovetkezik. Az efferocitdzis szakaszait az aldbbiakban részletesen

ismertetem.

4.1.1. Fagocitak vandorlasa az elhalo sejtek felé

Az efferocitozis elsd szakaszaban az elhald sejtek un. ,taldlj meg” jeleken keresztiil
iizennek az allapotukrol a kdzelben 1év0 fagocitalo sejteknek. A ,talalj meg” jelek az apoptozis
korai szakaszaban szabadulnak fol, és kemoattraktansként hatnak, azaz el6idézik a
lehetnek fehérjék, lipidek, lipidtermékek és nukleotidok. Fehérje jel példaul a fraktalkin
(Truman és mtsai., 2008), ami egy membran-asszocialt fehérje, mely foként elhald B-sejtekbdl
€s neuronokbdl szabadul fel matrix metalloproteazok hasitasat kovetden (Hundhausen é€s
mtsai., 2003). A lizofoszfatidilkolin (LPC) volt az elsé lipid szignal, melyet ,,talalj meg” jelként
azonositottak. A foszfolipaz A2 kaszpaz-3-fiiggd modon torténd aktivacidja eredményezi a
foszfatidilkolin atalakuldsat LPC-na (Lauber és mtsai., 2003). Bioldgiailag aktiv lipidtermék a
szfingozin-1-foszfat (S1P; Gude és mtsai., 2008), melyet szfingozin-kinaz 1 vagy 2 hoz létre
szfingozin molekula foszforilalasaval (Pitman és mtsai., 2016), amely igy a fagocitak
kemotaxisat G-fehérjéhez kapcsolt receptorok aktivalasaval inditja el (Garris és mtsai., 2013).
Az apoptdzis korai szakaszdban kis mennyiségli intracellularis nukleotid példaul adenozin-
trifoszfat (ATP) és uridin-trifoszfat (UTP) szabadul fel kaszpaz-3 fiiggé mdodon pannexin-1
csatorndkon keresztiil (Chekeni és mtsai.,, 2010), melyek bar hamar degradalodnak az
extracellularis térben 1év0 nukleotidazok altal, nagy szerepet jatszanak a kornyezd
szovetspecifikus makrofagok vonzasadban (Ravichandran 2010).

A taldlj meg” jelzéseket a fagocitozisra képes sejtek felszinén taldlhatd kiilonféle
receptorok érzékelik (1. abra), és elinditjak a fagocita vandorlasat az elhalé sejt felé. A korabban
mar emlitett fraktalkint a CX3C kemokin receptor 1 (CX3CR1) érzékeli, mig az LPC-t a G-
fehérje kapcsolt G2A receptor. A S1P-ot 6tféle receptor is képes felismerni (S1PR1-R5),
melybdl mind az 6t megtaldlhaté a makrofagokon (Rosen és Goetzl, 2005). Egyre tobb
bizonyiték tamasztja ala, hogy a nukleotidok a monocitakon és makrofagokon taldlhato P2Y2
receptorokon keresztiil hatva az el6bb felsorolt szignalok jelpalyainak amplifikalasan keresztiil

inditjak el a fagocitdk mozgasat az elhalo sejt felé (Elliott 2009).
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Apoptotikus sejt
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Fagocitalo sejt

Migraci6 az apoptotikus sejt felé

1. abra: Az apoptotikus sejt dltal kibocsdjtott ""talalj meg"' jelek és a fagocita sejten talalhato
receptoraik. Az apoptotikus sejtbdl ,, talalj meg” jelek szabadulnak f6l, tobbek kozott fraktalkin,
LPC, SIP és nukleotidok, melyek a fagocitalo sejt felszinén megjelend megfelel6 receptorhoz
kapcsolodnak (CX3CRI1, G2A, SIP-R1/5, P2Y2). A ,,talalj meg” jelek felismerése és érzékelése
inditja el a makrofdgokat a haldoklo sejt felé. (Hochreiter-Hufford A., és Ravichandran KS.,
2013)

4.1.2. Az apoptotikus sejtek felismerése

Amikor a fagocitak a célsejtek kozelébe keriilnek, meg kell kiilonboztetniiik egymastol az
¢l és az elhalt sejteket. Ebben a folyamatban segitik Oket az apoptotikus sejtfelszinen
megjelend ,,egyél meg” jelek, valamint az €16 sejtek felszinén talalhato ,,ne egyél meg” jelzések,
melyeket a fagocitald sejtek a sejtfelsziniikon talalhatd receptoraikon keresztiil érzékelnek.
Bizonyos fagocita receptorok képesek kozvetleniil kapcsolédni az elhalo sejteken 1évo
ligandjaikhoz, mig mas receptorok szolubilis ,,hid” molekuldkat hasznalnak kozvetitoként,
hogy felismerjék az apoptotikus sejtek ,.egyél meg” szignaljait. Az alabbiakban részletezem az
apoptotikus sejtek felismerését, és az €16 sejtek altal hasznalt, bekebelezést elkeriild

mechanizmusokat.

12



4.1.2.1. wEgyél meg” jelek és érzékelésiik

Az elhald sejt felszinén sokféle ,,egyél meg” jel jelenhet meg. llyen példaul a
sejtfelszinen 1évé fehérjék glikozilacidja, a sejtfelszin toltésének megvaltozasa (Kinchen és
Ravichandran, 2007), az intercellularis adhézioés molekula 3 (ICAM3) expresszidja, oxidalt-
alacsony denzitasu lipoprotein (LDL)-szerii helyek és trombospondin kotéhelyek kialakulasa
(Fadok ¢és mtsai., 1998), tovdbba alapvetden sejten beliil taldlhatd fehérjék, ugymint
kalretikulin, annexin I vagy foszfatidilszerin (PS) sejtfelszini megjelenése (Arur és mitsai.,
2003; Gardai és mtsai., 2005; Obeid €s mtsai., 2007). Ezeket 0sszefoglaldé néven apoptotikus
sejt asszocialt molekularis mintdzatoknak (ACAMP) hivjuk. A szdmos ,,egyél meg” jel koziil a
leginkéabb ismert, és rendkiviil széles korben tanulményozott jel a PS (2. dbra). Az €16 sejtekben
a PS-t ATP-fiiggd transzlokazok tartjak a lipid kettdsréteg belsd felében (Balasubramanian és
Schroit, 2003), &m amikor a sejt haldoklik, a PS kaszpaz-fiiggé modon megjelenik a sejt
felszinén (Nagata ¢s mtsai., 2010). Rendkiviil gyors mdédon, minddssze néhany o6ra alatt a PS
koncentracidja az elhald sejt felszinén nagyjabol 280 szeresre néhet (Ravichandran 2010).

Fontos 1épése az efferocitdzisnak az elhalt sejtek ,.egyél meg” jeleinek érzékelése,
melyhez rengeteg kiilonb6z6 receptor talalhaté a fagocita sejtek felszinén, példaul komplement
receptor 3 és 4, a T-sejt immunglobulin és mucin domén (TIM) csaldd tagjai, manndz
receptorok, ,cluster of differentiation” (CD) 36, un. ,,scavanger” receptorok, valamint integrin
avB3 és avPs receptorok (Park és Kim, 2017). A lektinek az elhalo sejt felszinén jelenlévo
megvaltozott cukormolekulakhoz képesek kotédni (Ezekowitz és mtsai., 1990), a CD14 az
ICAM3-hoz kotodik (Gregory €s mtsai., 1998); valamint a,,scavenger” receptorok az oxidalt-
LDL molekuldkhoz kapcsolodnak (Gordon 1999). Az elhalt sejtek eltakaritasaban
kulcsfontossagl szerepet betdltd PS-t szamos membran receptor képes felismerni, igymint a
stabilin-1 és 2 (Miyanishi és mtsai., 2007), a TIM-4 (Hanayama és mtsai., 2002), vagy az agy-
specifikus angiogenezis gatlo 1 (BAI1; Park és mtsai., 2007).

A PS vagy oxidalt PS felismerését egyes receptorok esetén a receptort a PS-hez koto
hidmolekulak segitik, példaul az S fehérje, a tej zsircsomo epidermalis novekedési faktor 8
(MFG-ES8) vagy a novekedés specifikus gatld 6 (Gas6) (Fadok és mtsai., 1998; Scott és mtsai.,
2001; Thorp ¢és mtsai., 2008). Az MFG-E8 fehérje egyrészrdl az apoptotikus sejt felszinén
jelenlévé PS-hez kotddik, masrészrdl pedig a fagocita sejt felszinén levd integrin avp3/avp5s
receptorokhoz, igy képezve hidat az apoptotikus sejt €s az azt felvevd makrofag kozott (Birge
¢és mtsai., 2016). A transzglutamindz 2 (TG2) az integrin B3 koreceptoraként képes megkdtni

az MFG-ES8-at, el6idézve ezzel az apoptotikus sejtek felvételét a Rac csaladhoz tartozo kis
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GTPaz 1 (Racl) aktivalasa altal. Kollégaim korabban kimutattak, hogy TG2 hianyaban az
integrin B3 receptor milkkodése zavart szenved, ezért a makrofagok nem képesek megfeleld
modon felvenni az apoptotikus sejteket (Toth és mtsai., 2009; Saghy és mtsai, 2019). A Gas6
és az S fehérje az elhalo sejt felszinén megjelend PS-t a fagocita sejten talalhatdo Tyro-3-Axl-
Mer (TAM) csaladba tartozo receptorokkal kapcsoljak 6ssze (Nakano és mtsai., 1997; Nagata
¢s mtsai., 2010). A CD36 az integrin B3 és 5 receptorokkal egyiitt a trombospondinhoz kotodik
(Savill és mtsai., 1990); az alacsony denzitasu lipoprotein receptor-kapcsolt fehérje 1
(LRP1)/CD91 pedig a kalretikulinnal egyiitt a komplement Clq komponenshez képes
kapcsolddni (Ogden és mtsai., 2001).

Az efferocitézis soran az elhald sejtekbdl kaszpazfiiggd moddon felszabadulé ATP, a
makrofagok felszinén az 5’-ektonukleotidazok altal adenozinnad alakul at, hogy igy aktivalja az
adenozin receptorokat (Elliott és mtsai., 2009; Sandor és mtsai., 2017; Koroskényi és mtsai.,
2011; Yamaguchi és mtsai., 2014). Négyféle adenozin receptor 1étezik, melyek mindegyike G-
fehérje kapcsolt receptor. Az adenozin A; receptort (A1R) 10°-10® M koncentracidju
adenozin képes stimulalni és koOzvetiti az intracellularis ciklikus AMP (CAMP) szint
csokkenését; az adenozin Aza (A2AR) és Azs (A2BR) receptorokat magasabb (5x107 M és
mig az adenozin As receptorok (A3R) 10°® M adenozin koncentracioval stimulalhatéak és az
adenilat ciklaz gatlasat kozvetitik (Fredholm és mtsai., 2011). Az adenozin receptorok valaszat
azonban a sejtfelszini expresszidjuk is meghatirozza, igy, ha Osszehasonlitjuk a ligand
hatsossagat a cAMP szint valtozasadban receptor slirliség alapjan, megfigyelhetd, hogy az
adenozin szinte azonos hatasu az A1R-0k, az A2AR-ok és az A3R-ok esetében, de koriilbeliil
50-szer kisebb hatasu az A2BR-oknal (Fredholm és mtsai., 2001). Ennek eredményeként,
fiziologias koriilmények kozott, az adenozin féleg az Aia, Azg és Az receptorokon keresztiil
fejti ki hatdsat. A makrofagokrol ismert, hogy Aza, Aze és As receptorokat fejeznek Ki
(Fredholm és mtsai., 2011). Az efferocitozis sordn az A2AR-ok kifejezddése fokozodik, mig
az A3R-oké csokken (Dur6 és mtsai., 2014). Ez arra utal, hogy az A3 receptorok kozvetitik az
adenozin hatésat az efferocitdzis kozben a fagocitdzis kezdetén és azt megelézden, mig késdbb
az Axa receptorok hatasa valik dominanssa. Sajat és mas laborok tanulmanyai azt mutatjak,
hogy az adenozin Aza receptorok az adenilat ciklaz utvonalat aktivalva hozzajarulnak az
apoptotikus sejteltakaritds gyulladdscsokkentd programjdhoz (Kordskényi és mtsai., 2011;
Yamaguchi és mtsai., 2014), mig az adenozin Az receptorok inkabb a makrofagok kemotaktikus

navigacidjaban vesznek részt (Joos €s mtsai., 2017).
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4.1.2.2. »INe egyél meg” jelek az €10 sejtek felszinén

A fagocitalo sejtek nem csak az el6z6 részben ismertetett ,,egyél meg” jelek alapjan tudjak
megkiilonboztetni az €16 sejteket az elhalo sejtektdl, hanem un. ,.toleral;” vagy ,,ne egyél meg”
jelek is segitik oket. Ilyen jel a CD47 membranfehérje, ami az egészséges sejtek felszinén
talalhato. Ha ezt a jelet felismeri a fagocita sejt a szignal regulatorikus fehérje (SIRP)-a
receptora segitségével, akkor nem torténik bekebelezés, még a PS jelenlétében sem (Gardai és
mtsai., 2005; Tsai és mtsai., 2008). Apoptdzis soran a CD47 expressziodja jelentdsen csokken,
segitve ezzel a sejtfelvételt (Lv és mtsai., 2015). Hasonl6 funkcioval bir a CD31 (Brown és

mtsai., 2002), valamint a CD24 molekula is (Barkal és mtsai., 2019).

4.1.3. Az elhalt sejtek eltavolitasa

Amikor az apoptotikus sejttel megtortént a kapcsolddas, a fagocitalo sejt egy citoszkeletalis
atalakulason megy keresztiil, mely feltétleniil sziikséges az elhalt sejt bekebelezéséhez. Ebben
a folyamatban fontos szerepet tdltenek be a Rho csaladba tartoz6 GTPazok, melyek
,molekularis kapcsoloként” miikodnek a jelatviteli itvonalak szabalyozasaban. Guanozin
trifoszfat (GTP) kotott formaban vannak aktiv allapotban, amit a specifikus guanin-nukleotid-
kicseréld faktorok (GEF) hoznak létre azaltal, hogy a guanozin difoszfatot (GDP) GTP-vé
cserélik. A ,kikapcsolasban” a GTPaz aktivalo fehérjék (GAP) vesznek részt, melyek a GTP
GDP-v¢ val6 hidrolizisét katalizaljak. A kis G-fehérjék Ras szupercsaladjaba tartoz6 GTPaz a
RhoA, a Cdc42 és a Rac fehérje. Az elhalt sejtek eltakaritasi folyamatdban a RhoA altali
szabalyozasa a Rho-asszocialt fehérje kinazon (ROCK) keresztiil térténik. Az aktiv, GTP-hez
kotott Rho noveli a ROCK kinaz aktivitasat, amely a miozin konnyi lanc foszforilaciojat idézi
eld, eldsegitve ezaltal a sejtosszehuzodast (Riento és Ridley, 2003). A kontraktilitds akar
negativan is befolyasolhatja a fagocitdk allab kialakité képességét és a haldoklo sejtek
felvételét, igy a RhoA gatldsa a bekebelezés korai szakaszaban lehet elényds. A RhoA gatld
szerepe a bekebelezésben ellentétben all a komplement-receptor 4ltal kozvetitett fagocitozisra
gyakorolt pozitiv hatasaval (Olazabal és mtsai., 2002). Ez magyarazhatja azt a morfologiai
megfigyelést, amely sordn a komplement-receptor altal kdzvetitett fagocitdzis soran uigy tiinik,
mintha a célsejtek ,belesiillyednének” a fagocitdkba (Aderem és mtsai., 1999), mig az
apoptotikus sejtek bekebelezése aktiv membran mozgast igényel (Hoffmann és mtsai., 2001).
A RhoA-val ellentétben a GTP-hez kotott Rac fehérje mennyisége folyamatosan novekszik az

apoptotikus sejtek felismerését kovetden (Albert és mtsai., 2000; Leverrier és Ridley., 2001;
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Tosello-Trampont és mtsai., 2007). A Rac aktivalasa evoluciosan konzervalt esemény, amely
kulcsfontossagu az apoptotikus sejtek eltakaritdsa szempontjabol. Jelenleg a pontos szerepe a
Cdc42-nek nem teljesen tisztazott, de bizonyos fehérjéket, melyek a Cdc42-GTP-hez kotédnek,
Osszefiiggésbe hoztak az apoptotikus sejtek bekebelezésével (Leverrier és mtsai.,, 2001;

Leverrier és Ridley., 2001).

4.1.4. Rac aktivalas a Dock180-ELMO1 utvonalon keresztiil

Szamos Caenorhabditis elegansban, Drosophila melanogasterben és kiilonb6z6
emldsmodellekben végzett tanulmany vezetett egy csoportnyi fehérje megismeréséhez, melyek
a Rac aktivalasaban jatszanak fontos szerepet. A 180 kDa fehérje, a Dock180 és a bekebelezés
¢s sejtmotilitds fehérje 1 (ELMOI1) szdmos citoszkeletdlis atrendezddéssel jard folyamatban
vesznek részt, mint amilyen a sejtek migracioja, az izomfuzi6 vagy az elhalt sejtek fagocitozisa
(Nagata és mtsai., 2010). A Dock180 egy Rac GEF, melybdl hidnyzik a hagyomanyos Dbl-
homolog és pleckstrin-homoldég domén, ami a GTP kicseréléshez sziikséges (Brugnera és
mtsai., 2002). Az ELMO fehérjét adaptor fehérjeként azonositottak, amely képes direkt médon
kapcsolodni a Dock180-nal, 1étrehozva ezzel egy nem szokvanyos, két részbdl all6 Rac GEF-
et (Brugnera és mtsai., 2002). Az ELMO hozzékapcsolodasa a Dock180 karboxi-terminal
hozzékapcsolodik a transzmembran receptor BAI1 karboxil végéhez (Park és mtsai., 2007). Az
ELMO1 6nmagaban nem képes az elhalt sejtek felvételét indukalni, am a Dock180 fehérjével
egyiitt erésen novelik a GTP kotott Rac szintjét, ezéltal pedig a sejtfelvételt (Gumienny ¢€s
mtsai., 2001; Hasegawa és mtsai., 1996). Tosello-Trampont kisérletekkel igazolta, hogy a CrkII
(csirke tumor virus no. 10 regulator kinaz II) adapter fehérje kapcsolodasa a Dock180-ELMO
komplexhez segiti a hatékony bekebelezést, azonban a kozvetlen interakcidé a CrkIl ¢és a
Dock180 fehérje kozott nem feltétele az elhalt sejtek eltakaritadsanak (Tosello-Trampont és
mtsai., 2007). Tobb fagocita receptort azonositottak, melyek a Dock180-ELMO ttvonalat
hasznaljak. Ilyen a 2. dbran lathat6 integrin avPs és owPs, a TAM receptorcsalddba tartozé Mer

tirozin kindz receptor (MerTK), €s a mar korabban emlitett BAI1 (Park és mtsai., 2007).
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2. dabra: A leginkabb tanulmanyozott ,egyél meg” jel, a foszfatidilszerin (PS) és érzékelése a
fagocita sejt felszinén megjelend receptorok dltal. A BAll, TIM4 és a stabilin 2 a PS kozvetlen
felismerésére képes receptor, mig az integrin receptorok (avf3) és a tirozin kindz receptorok
(MerTK) kézvetett modon un. hidmolekulak (MFG-ES, Gas6) segitségével egyiitt ismerik fel a
PS-t. (Asare és mtsai., 2020)

4.1.5. A bekebelezett apoptotikus sejt emésztése

A felismerés és bekebelezés utan az apoptotikus sejt eltavolitadsanak folyamata még nem
teljes, a felvett anyagot megfelelden le is kell bontani. Ehhez elengedhetetlen a fagocita altal
felvett célsejt membrannal koriilhatarolt partikuluménak, az in. fagoszomanak az elsavasodasa,
majd egyesiilése a lizoszOmaval, mely szdmos emésztéenzimet tartalmaz (Kinchen és
Ravichandran, 2008). A lebontas sordn a felvett sejt alapvetd alkotdelemeire bomlik szét:
nukleotidokra, zsirokra, peptidekre és aminosavakra. Mivel a fagocitdk gyakran nem csak egy,
hanem tobb sejtet, sejtmaradvanyt is felvesznek, ezért kiillonosen fontos a homeosztazis
fenntartasa. Ebben segit példaul a mitokondridlis membran fehérje, az UCP2, mely
szétkapcsolja az oxidativ foszforilaciot az ATP szintézisétdl, lecsokkentve a sejtek
mitokondridlis membranpotencialjat, ezaltal pozitivan szabdlyozva a fagocitdk sejtfelvevd
kapacitasat (Park és mtsai., 2011); vagy a lizoszomalis enzimek koziil a DNaz I1, ami a DNS

lebontasaért felelds (Kawane és mtsai., 2001).
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4.1.6. A fagocitak valaszreakcidja: gyulladascsokkent6 jelatvitel

Az efferocitozis egyik kulcsfontossagu bioldgiai jellemzdje, hogy nem general immunogén
valaszt ¢és gyulladasos folyamatokat. Ellentétben a korokozok felvételével vagy az Fc receptor
medialt fagocitozissal, az apoptotikus sejtek bekebelezése nem vezet a makrofagok gyulladast
elésegito citokintermeléséhez. In vitro vizsgalatok segitségével mar korabban kimutattak, hogy
az apoptotikus sejteket felvevd makrofagok gyulladascsokkentd citokineket bocsajtanak ki,
példaul transzformald novekedés faktor (TGF)-B-at (Fadok és mtsai., 2001) vagy interleukin
(IL) 10-et (Voll és mtsai.,, 1997). Ezek a citokinek regulator T-sejtek differencialodasat
indukaljak, ami a gyulladdsos valasz kialakuldsanak megeldzésében jatszik fontos szerepet
(Green ¢és mtsai., 2009). Ezzel egy idében az apoptotikus sejtek jelenléte gatolja a pro-
inflammatoérikus citokinek, példaul tumor nekrozis faktor (TNF), IL-1 és IL-12 termelodését
(Voll és mtsai., 1997). Ez a gatlas nagyrészt a bekebelezd makrofagokbol felszabadulé TGF-f3-
nak tulajdonithaté (Lucas és mtsai., 2006). Erdekes modon az elhalt sejt konkrét , lenyelése”
nem feltétele a gyulladascsokkentd citokinek termelddésének. Huynh és kollégai 2002-ben
kimutattdk, hogy PS vezikuldk jelenléte is képes stimuldlni a TGF-B termelddését ¢és
kibocsajtasat.

A TGF-B egy multifunkcionalis citokin, ami szamos fejlédési folyamat szabalyozasaban
vesz részt (Massagué 2012). A TGF-B szupercsalad tagjai, Ggymint a csont morfogenetikus
fehérjék (BMP-k), a ndvekedési és differenciacios faktorok és az aktivinek, szdmos bioldgiai
apoptozisat, angiogenezisét, de szereplik van az embriondlis fejlédés iranyitasaban is
(Massagué 2012). A ligandok kotddése a BMP szerin/treonin kindz receptorokhoz aktivalja
azok kindz aktivitasat, melyek a Smad fehérjéket foszforilalva tovabbitjak a jeleket a receptortol
a célgénekhez (Wrana ¢és mtsai., 1994). El6fordul, hogy a BMP jelek altal kivaltott folyamat
nemcsak a Smad fehérjéken keresztiil, hanem mas intracellularis jelatviteli molekulakon
keresztiil regulalodik. Ezeket dsszefoglald néven a BMP jelatvitel ,,nem-Smad” utvonalanak
nevezik, és érinthetik az extracellularis szignal altal szabalyozott protein kindz (MEK1/Erk), a
p38 mitogén altal aktivalt protein kinaz, a c-Jun N-terminalis kinaz és a foszfatidil-inozitol 3-
kinaz altal iranyitott jelpalyakat (Zhang, 2009). Jelenleg 9 Smad fehérjét ismeriink, melyek
koziil a Smad2 és Smad3 specifikusan TGF-B és aktivin mediatorok (Nakagawa és mitsai.,
2004). A BMP-2 leginkabb a csont faldsejtjeinek (oszteoklasztok) kialakulasat segiti, foként
azaltal, hogy a kolonia stimuldloé faktor-1 expressziojat indukalja az oszteoklaszt képzddés

soran (Sun és mtsai., 2014). Bar a BMP-2 altaldban a Smad 1/5/8 ¢€s esetleg 9 transzkripcios
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faktorokon keresztiil hat (Holtzhausen és mtsai., 2014), kimutattdk, hogy egy nem szabalyos
utvonalon keresztiil is hathat, amely a BMP-2/TGF-B1 receptor heterodimereken keresztiil

aktivalodik, és részét képezi a Smad3 is (Holtzhausen és mtsai., 2014).

4.2. Makrofagok

A makrofdgok fontos szerepet toltenek be a velesziiletett immunitdsban, a szdveti
homeosztazis fenntartasdban, helyreéllitasdban, tovabba alapvetd szdvetspecifikus funkciokat
latnak el, és megvédik a szervezetet a fertdzésektol. Képesek eltavolitani az apoptotikus
sejteket, elpusztitani a fert6zést okozd agenseket, példaul baktériumokat, tovabba korlatozzak
a sejtnekrozist, mikozben aktivaljak az adaptiv immunvalasz résztvevoit a patogén-asszocialt
antigének lebontasaval és prezentalasaval az effektor T-sejtek felé (Martin és mtsai., 2014;

Blander, 2017).

4.2.1. A makrofagok eredete

Sok éven at a kutatok ugy gondoltak, hogy a makrofagok kizarolag a keringd monocitak
differencialodasabol keletkeznek, am a sejtek kozotti morfologiai és funkcionalis kiillonbségek
nem tamasztjak ald ezt a hipotézist (Epelman és mtsai., 2014). A legujabb tanulmanyokban
bebizonyitottak, hogy a legtobb felndtt szovetben megtalalhatd rezidens, vagy mas néven
szoveti makrofagok embrionalis prekurzor sejtekbdl jonnek létre, és a fejlédés igen korai
szakaszaban, az embriondlis korban a megfeleld szovetbe vandorolnak, igy mér a megsziiletés
eldtt az adott szovetben tartdzkodnak, ahol felndtt korban dnmegujulas révén tartjak fenn
magukat (Ginhoux €s Guilliams, 2016).

Jelenlegi tuddsunk szerint az emlds makrofdgok harom forrasbol fejlédnek ki, ami a
vérképz6 Ossejtek elsé generacidja mar a szikholyag falaban el6bukkan (Gomez és mtsai.,
2015). Ezek az erdsen specializalodott makrofagok a mikroglidk, melyek a kozponti
idegrendszer fontos résztvevdi, tovabba egyediilallonak tekinthetéek a makrofagok kozott,
mivel nem rendelkeznek monocita stadiummal (Hoeffel és mtsai., 2015). A hemopoetikus
sejtek masodik generacidja, az eritro-mieloid progenitor néven ismert sejtek, a szikholyag
kapillarisainak  hemogén endotéliumabol szarmaznak. Ezekbdl a prekurzorokbol
differencialodd6 makrofagok molekuléris fenotipusos mintazata rendkiviil hasonld az elsd

generaciés makrofagokéhoz, nagy kiilonbség azonban, hogy a differencialédasuk mar a
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monocita stadiumon keresztiil megy végbe (Perdiugero és Geissmann, 2016; Hoeffel és mtsai.,
2015, Gomez ¢és mtsai., 2015). Az eritro-mieloid sejtek ezen generaciojabol fejlodik ki a legtobb
szoveti makrofag populacio. A harmadik generacié az aorto-gonado-mezonefralis zona
hemogén endotéliumabol fejlédik ki, és a kiillonbozé szervek, példaul a maj, tovabbi
kolonizalasa a feladatuk (Hoeffel és mtsai., 2015).

Tobb tipusa ismert a szoveti makrofagoknak: a maj Kupffer sejtjei, a vesében taladlhato
mezangialis makrofdgok, a csontszdvetben jelen 1évd oszteoklasztok vagy az agy mikroglia
sejtjei. Nagyfoku heterogenitasuk és diverzifikaciojuk elengedhetetlen ahhoz, hogy feladatukat
el tudjék latni a kiilonféle szovetekben. Szamos transzkriptomikai kutatas tdmasztja ala, hogy a
szOoveti makrofagok az adott szovetre jellemz0 specifikus géneket fejeznek ki (Gautier és mtsai.,
2012).

A monocitdk rovid életli, rendkiviil képlékeny és dinamikus sejtek, melyek kiegészitik a
klasszikus szovet-rezidens mononuklearis fagocita sejteket. A vérben cirkuldlo monocita
prekurzor sejtek kiilonb6zo citokinek és novekedési faktorok hatasara szovetekbe vandorolnak,
ahol makrofagokka differencidlodnak az érzékelt jeleknek megfeleléen (Fujiwara és
Kobayashi, 2005). Mig a szoveti makrofagok inkabb a szovetek ki- és atalakulasaban, illetve
azok homeosztazisanak fenntartdsaban jatszanak szerepet, a monocita eredetli makrofagok
elsdsorban a gazdaszervezet védelmét segitik, illetve a szdveti sériilésekre adott bioldgiai
valaszt vezénylik. A kiilonbozdségeiktdl eltekintve, az embriondlis és a felndtt eredetii
makrofagok szdmos szervben egyiitt léteznek, aranyuk pedig fligg az adott szervtdl és a
korélettani koriilményektdl, példaul gyulladastol vagy éppen regeneraciotol (Davies és mtsai.,
2013; Galli és mtsai, 2011; Sheng és mtsai., 2015; Varol és mtsai., 2015).

A makrofagokat tanulmanyoz6 kutatasok altalaban in vitro kornyezetben vizsgaljak a
makrofagokat. Egerek esetében leggyakrabban a csontveldi eredetli makrofagokat (BMDM)
tanulmanyozzéak, ahogyan tettem ezt én is a kutatasaim soran. Ilyenkor megfelelé kornyezetet
teremtiink, ¢és kiilonb6z6 stimulusokat hasznalunk a differencidlodas eldidézéséhez, példaul
makrofag kolonia stimuldlé faktort (M-CSF) alkalmazunk, mely jelentds hatassal van a
polarizaciora (Fleetwood €s mtsai., 2007). Egy korabbi tanulmanyban azt talaltak, hogy az M-
CSF egy olyan jelatviteli utvonalat aktival, mely IL-10 expresszidhoz vezet, ezaltal pedig a
szoveti gyogyulast indukalja (Fleetwood és mtsai., 2007). In vitro korilmények kozott a
makrofagok képesek megvaltoztatni a polarizaltsdgukat, példaul citokinek, mikrobdk vagy
egyéb modulatorok hatdsara (Murray €s mtsai., 2014).

Kisérleteim egy részében én is azt tanulmanyoztam, hogy a differencidcio soran alkalmazott

retinoid szarmazékok hogyan befolydsoljak a makrofagok génkészletét, illetve fagocitalod
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képességét. Az altalunk alkalmazott modszer egy altalanosan elfogadott modell, ugyanakkor
nem szabad elfelejteni, hogy a mikrokornyezet nagy hatassal van a makrofagokra, és in vitro
koriilmények kozott nem tudunk pont olyan kdrnyezetet teremteni, mint a szovetekben. In vivo
a kiilonb6z0 polarizacioju és kiillonbozo aktivacios markerekkel rendelkezd makrofagok mas
sejtekkel egyiitt vannak jelen a szovetekben, folyamatos kolcsonhatasban. A mikrokdrnyezet
hatdsat és fontossagat igazoljak azok a kisérletek is, melyekben azt tapasztaltdk, hogy a
kornyezetiikb6l kivett szoveti makrofagok transzkriptomja drasztikusan megvaltozott az
athelyezés utan (Gosselin és mtsai., 2017). Jo példa erre egy Gosselin és munkatarsai altal
végzett kutatas, melyben kimutattak, hogy egér és ember mikroglia sejtek génexpresszidjaban
tobb szaz gén kifejezddése valtozott meg azaltal, hogy a normal szoveti kdrnyezetbol tenyésztoi

kornyezetbe helyezték at dket.

4.2.2. Makrofag fenotipusok

A mikrokornyezet altal és a valtozatos stimulusok hatdsara 1étrejové makrofagokat
alapvetden két 6 fenotipushoz soroljuk: a patogének eltdvolitasaban részt vevd gyulladasos
M1, illetve az alternativan aktivalodo, sejtproliferacioban €s szoveti regeneralasban részt vevo,
gyulladasellenes M2 fenotipushoz (Angsana ¢és mtsai., 2016; Elliott és mtsai., 2017).

Ha a makrofagokat patogén-asszocialt molekularis mintazatok vagy gyulladési citokinek,
ugymint IL-12, TNF-a vagy interferon (IFN)-y aktivaljak, akkor a polarizaci6 az M1 fenotipus
iranyaba tolodik el (Atri és mtsai., 2018). Altalanossagban elmondhato, hogy az M1 tipusu
makrofagok veszik fel a harcot az extracellularis patogénekkel szemben, illetve fokozzék a
daganatellenes hatdst. Az M2 makrofagok leginkabb a sebgyogyuldsban és a gyulladés
csOkkentésében jatszanak szerepet. Funkcidikbol addodoan tobbféle alcsoportot taldlunk
kozottik (M2a, M2b, M2c vagy M2d), mint az M1 makrofagok esetében. A kiilonb6zo
alcsoportokhoz tartozd makrofagok mas novekedési faktorokat, citokineket és kemokineket
allitanak el6 (Martin és mtsai., 2014). A témaban rendelkezésiinkre allo6 rengeteg informaciod
ellenére a makrofag polarizacié molekularis mechanizmusa még nem teljesen ismert.

Gyulladas vagy sériilés esetén az érintett szerv sorsat az M1/M2 makrofag-egyensuly
polarizacioja szabalyozza, illetve hatarozza meg. Ha a fertdzés vagy gyulladas elég sulyos,
akkor a makrofagok el6szor az M1 fenotipust mutatjak, és TNF-a-t, IL13-t, IL-12-t és IL-23-at
szabaditanak fel az adott inger ellen. De ha az M1 fazis sokdig all fenn, az szovetkarosodast

okozhat, ezért az M2 makrofagok nagy mennyiségli IL-10-et és TGF-B-t bocsajtanak ki, hogy
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elnyomjak a gyulladast, hozzijaruljanak a szovetek helyreéllitaisahoz ¢és megtartsdk a
homeosztazist (Shapouri-Moghaddam ¢és mtsai., 2018).

Az efferocitdzis a makrofagokat az M2 fenotipus felé tolja el, melyre jellemzd, hogy
csokkentik a gyulladast eldsegitd citokinek, ugymint a korabban emlitett TNF-o, a kemokin
,C-X-C motivum” ligand (CXCL)-8, IL-6 szintjét, és fokozzak a gyulladasgatlé mediatorok,
mint amilyen az IL-10 és a TGF-P felszabadulasat (Fadok és mtsai., 1998; Dalli és Serhan,
2012). Utébbi fontos szerepet jatszik azaltal, hogy gatolja a tovabbi monocitdk ¢s makrofagok
toborzasat. Az esetlegesen kialakult gyulladds megsziintetése a gyulladast eldsegitd citokinek
és un. rezolvalo mediatorok kozotti egyensuly altal szabalyozott (Korns és mtsai., 2011). Ilyen
rezolvalé mediatorok tobbek kozott a lipoxinok és rezolvinok, melyek képesek fokozni az
apoptotikus sejtek makrofagok altali eltakaritasat (Schif-Zuck és mtsai., 2011). A rezolvin E4-
r6l kimutattak, hogy hatékonyan korlatozza a neutrofil infiltraciot, valamint eldidézi az
apoptotikus neutrofilek és a mar eloregedett vorosvérsejtek makrofagok altali felvételét (Schif-
Zuck és mtsai., 2011). Valosziniileg a rezolvin D1 az 6regedés sordn javitja az efferocitdzist
azaltal, hogy korlatozza az oreged¢ sejt altal kozvetitett MerTK hasitast (Nishi €s mtsai., 2014).
A MerTK-kété  hidmolekuldk  hozzajarulnak az  efferocitozis-asszocidlt  gyulladas
megoldasahoz (Nishi és mtsa., 2014; Toda és mtsai., 2014), a TAM tirozin kinaz receptorcsalad
tagjai pedig az elhalt sejtek makrofdgok 4ltali felismerésében, eltakaritdsdban ¢és
gyulladascsokkentd szignalok aktivalasdban jatszanak szerepet (Qi €s mtsai., 2013; Toda és
mtsai., 2014).

A hatékony efferocitozis folyamata soran a haldoklo, elhalt sejtek eltiinnek, ezzel pedig
elkeriilhetd, hogy a szétesd sejtekbdl felszabaduld anyagok a kornyezd teriiletekbe kijutva
artalmassa valjanak. Ellenkez6 esetben az elhalt sejtek masodlagosan nekrotikussa valhatnak,
veszély-asszocialt molekularis mintazatokat (DAMP) szabadithatnak fel a normal szovetekben,
ezaltal pedig fokozhatjdk az esélyét neurodegenerativ rendellenességek, veseproblémak,

kiilonboz6 raktipusok, vagy asztma kialakulasanak (Razi és mtsai., 2023).

4.3. Retinol szaturaz enzim és kapcsolodasa az efferocitozishoz

In vivo a makrofagok kiilonb6z6 mértékben vannak kitéve az apoptotikus sejteknek, ezért
mindenképpen kell szamukra egy gyorsan ¢és hatékonyan miikodé mechanizmus, ami sziikség
esetén felkésziti ket a megndvekedett szamu elhalt sejt fokozott felvételére. Ebben segitenek
a lipidérzékeld receptorok, példdul a m4j X receptor (LXR) (Noelia és mtsai., 2009), vagy a

peroxiszoma proliferator-aktivalt receptorok (PPAR; Roszer és mtsai., 2011; Mukundan és
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mtsai., 2009), melyek képesek érzékelni a felvett apoptotikus sejt mennyiségét, és
valaszreakcioként fokozzak a makrofagok fagocitaldo kapacitasat azaltal, hogy kiilonféle
(RXR) heterodimerként mitkddnek.

A laboratoriumunkban végzett kordbbi tanulmanyban kimutattdk, hogy a lipidérzékeld
receptorok aktivalasa fokozza a makrofagokban a retinsav szintézist (Garabuczi €s mtsai.,
2013), ami részben kozvetiti a lipidérzékeld receptorok efferocitozis fokozasara gyakorolt
hatdsat az elhalt sejtek eltakaritdsa soran (Sarang és mtsai., 2014). Az apoptotizald
csecsemOmirigyben azonban nem tudtdk kimutatni a klasszikusan ismert retinsavak
termel0dését, annak ellenére sem, hogy a RARE LacZ egérben, melyben a LacZ riportergén
expresszioja teljes mértékben fiigg az endogén retinsav szintézistol, megndvekedett retinsav
szintézist detektaltak apoptozis indukciot kovetéen (Garabuczi és mtsai., 2013). Ehelyett egy
retinaldehid-dehidrogenaz-fiiggd modon eldallitott vegyiiletet talaltak, ami molekulatomege

alapjan valoszintileg dihidroretinol szarmazék. Tovabba ezzel parhuzamosan a retinol szaturaz

crer

\\\\OH

all-trans-retinol
(M.W. 286)

RetSat 2H

N T OH

all-trans-13,14-dihydroretinol
(M.W. 288)

3. dbra: A retinol szaturdz enzim (RetSat) dltal katalizadlt reakcio. (Moise és mtsai., 2004)

A RetSat, mas néven a csupa-transz-retinol-13,14-reduktaz, egy Gn. oxidoreduktaz, amely
els6sorban az endoplazmatikus retikulumban és a citoplazmaban talalhato, és a csupa-transz-
retinol C13-C14 kett6s kotésének telitését hajtja végre, ezzel 1étrehozva a (13R)-csupa-transz-
13,14-dihidroretinolt (dihidroretinol, DHR, 3. abra). A RetSat fehérje a sejtmagban is
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megtalalhato, de a pontos sejtmagbeli funkcioi azonban még mindig homalyosak (Moise és
mtsai., 2004; Heidenreich és mtsai., 2017). A majban a PPARa (Sun és mtsai., 2008), a
zsirszovetben a PPARy (Schupp és mtsai., 2009) és a hepatocitakban a FOXO1 (Shin ¢és mtsai.,
2012) a RetSat f6 szabalyozoi. A RetSat altal 1étrehozott DHR vegyiilet megtalalhat6 a retinol-
szaturazt expresszalo sejtekben és a retinil-palmitattal taplalt egerek majaban (Moise és mtsai.,
2008) is. A DHR in vivo egyrészt csupa-transz-13,14-dihidroretinsavva alakul, amely a retinsav
receptor (RAR) rendkiviil szelektiv agonistaja, masrészt 9-cisz-13,14-dihidroretinsavva, ami az
RXR receptor meglehetdsen szelektiv agonistdja (Moise és mtsai., 2009). Vannak, akik Ggy
gondoljak, hogy a 9-cisz-13,14-dihidroretinsav lehet a régota keresett fiziologiai RXR ligand
(Krezel és mtsai., 2019). Ugyanakkor az is bebizonyosodott, hogy a RetSat mas biologiai
funkciokat is ellathat, mivel a hianyabdl ad6do 6sszes kovetkezmény nem allithatd helyre
DHR-rol adasaval (Schupp és mtsai., 2009; Pang és mtsai., 2017; Heidenreich és mtsai., 2017).

A RetSat hianyos egerek tanulmanyozasa soran kollégaim azt talaltak, hogy az apoptotikus
sejtek 1 oras felvételét kovetden meghatarozott rovid tavl fagocitozist nem befolyasolta a
RetSat elvesztése, amikor azonban a fagocitézist 5 oras folyamatos efferocitdzis utan
vizsgaltak, csokkent a RetSat-null makrofagok fagocitald kapacitdsa a vad tipust kontrollhoz
képest (Sarang és mtsai., 2019). Ezenkiviil a csontveldbdl szarmazoé makrofagok (BMDM) 5
napos differencialodasi folyamatanak utols6 2 napjan alkalmazott DHR kezelés fokozta a TG2
expressziot, és eldsegitette az eredményiil kapott makrofagok efferocitozis funkciojat (Sarang
¢s mtsai., 2019). Sarang ¢s mtsai. tovabba azt talaltak, hogy a RetSat null egerek karosodott
efferocitozisa enyhe autoimmunités kialakuldsdhoz vezetett. Ezek az adatok dsszességében azt
mutatjak, hogy a RetSat hozzajarul az apoptotikus sejtek hatékony efferocitdzisdhoz.

Bar a DHR in vivo oxidalddik csupa-transz-13,14-dihidroretinsavva, kollégaimnak nem
sikeriilt kimutatni mas, retinoidra érzékeny, efferocitozis-kapcsolt gének indukciojat DHR
jelenlétében (Sarang ¢és mtsai.,, 2019), amelyeket korabbi, érett BMDM-okon végzett
vizsgalataik sordn azonositottak (Sarang és mtsai., 2014). Mivel egyes tanulmanyok azt
mutattak, hogy a RetSat utvonal a RAR-receptoroktol fiiggetleniil is miikodhet a PPARy (Moise
¢és mtsai., 2010) vagy a szénhidrat valaszelem-kot6 fehérje (ChREBP) (Heidenreich és mtsai.,
2017) aktivitasdnak szabalyozasaval, ezért a kutatdsaim soran az egyik célom az volt, hogy
meghatdrozzam, a DHR jelenléte hogyan segiti el6 az efferocitdzist a makrofag differencialodas

soran.
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4.4. Miért éppen hemoxigenaz-1 (HO-1)?

Az elozé fejezetben emlitett RetSat hidnyos makrofagok hosszutavi fagocitozisaban
megfigyelt defektus okanak meghatarozasahoz kollégaim RNS szekvenalast végeztek RetSat**
és RetSat”’~ BMDM-okon, ahol azt talaltak, hogy a RetSat hidnyidban kevesebb MFG-E8
molekulat termelnek a makrofagok (Sarang és mtsai., 2019). Meg kell azonban jegyezni, hogy
az RNS szekvendldsnal problémat jelentett az, hogy egér csontvelobdl differencialtatott
makrofagokat szintén egerekbdl szarmazo apoptotikus timocitakkal inkubaltak egyiitt. Bar az
irodalmi adatok alapjan ez hasznalhato moddszer, mégis viszonylag sok timocita mMRNS-t
sikeriilt detektalni, igy ezek az adatok kevésbé voltak haszndlhatéak, mert bizonyos gének
esetében nem lehetett elkiiloniteni a makrofagbol és a bekebelezett timocitabol szarmazo
mRNS adatokat. Ugyanakkor a kutatécsoportunk észrevette, hogy az elhalt sejtként hasznalt
apoptotikus timocitdk bar nagyon kevés hemet tartalmaznak, az dket fagocital6 makrofagokban
a hem lebontasat végz6 hemoxigenaz-1 (HO-1) enzim kifejez6désének nagyfoku indukciodjat
eredményezték. Mivel az apoptotikus timocitak nem tartalmaznak HO-1-et, a mért ndvekedés

a makrofagokbdl szarmazott.

4.5. Hemoxigenazok

A hem (vas-protoporfirin IX) egy nélkiilozhetetlen molekula minden olyan sejtmaggal
rendelkezé sejt szamara, amely érzékeli vagy felhasznalja az oxigént (Shibahara, 2003).
Kiilonb6z6 hemoproteinek, példaul a hemoglobin, mioglobin, citokromok, oldhaté guanilil-
ciklaz prosztetikus részeként funkcional (Mancus és mtsai., 2006). Régbta ismert, hogy a hem
tartalma fehérjék lebontasabdl szarmazd szabad hem toxikus a szervezet szamadra, ezért azt
mihamarabb el kell tavolitani, vagy 4t kell alakitani. Ebben a folyamatban vesznek részt a
hemoxigenazok, melyeknek két izoformaja ismert emberekben, a hemoxigenaz-1 és 2 (HO-1,
HO-2). Mindkét enzim képes a prooxidans hemet antioxidans biliverdinné alakitani, melyet
azonnal bilirubinna redukal a biliverdin reduktdz enzim (Turkseven és mtsai., 2005). Ahogyan
az a 4. abran lathato, az atalakulds sordn nem csak a hem semlegesitddik, hanem a biliverdin
mellett két masik bioaktiv metabolit is keletkezik: szénmonoxid és elemi vas (Montellano és

mtsai., 2000).

25



Biliverdin reduktaz

Biliverdin | Bilirubin

(o)
r NADPH
Hemoxigenaz

Hem co

NADPH
Fe?

4. dabra: A hemoxigenazok dltal katalizdlt enzimatikus reakcio. A hem lebontdsa sordan
szénmonoxid (CO), elemi vas (Fe**) és biliverdin képzédik. A biliverdint a NADPH-fiiggd
biliverdin reduktaz alakitja tovabb bilirubinnd. (Araujo és mtsai., 2012)

A hemoxigenazok nem csak a mérgez6 hem eltadvolitasaban vesznek részt, hanem szerepet
jatszanak szamos szerv megfelelé miikodésében is, valamint gyulladascsokkentd szerepiik van
példaul a makrofdgokban (Vijayan és mtsai., 2018). A HO-1 fontossagat mutatja az a tény,
hogy eddig csak két human HO-1 hidnyos esetet regisztraltak, igy elég korlatozott informacio
all rendelkezésre ennek a génhidnynak az emberi fenotipusra gyakorolt hatasair6l
(Radhakrishnan és mtsai., 2011). A HO-1 hianya az élettel szinte Osszeegyeztethetetlen,
ugyanakkor a fentebb emlitett két regisztralt esetben hasonlé fenotipusokat figyeltek meg,
melyeket gyulladas, nefropatia, asplénia, vérszegénység és szoveti vaslerakodas jellemez. A
genetikailag modositott egereket széles korben alkalmazzadk a HO-1 szerepének jellemzésére,
ugyanakkor meg szeretném jegyezni, hogy a HO-1*" egerek pérositasa nem eredményezi a vart
mendeli utéd aranyt, a legtobb esetben a HO-1 gén null deléciodja halalos (Poss és Tonegawa,
1997).

Eddigi ismereteink alapjan ugy tudjuk, hogy a HO-2 folyamatosan expresszalodik, mig a
HO-1 kiilonboz6 stimulusok, példaul UV sugérzas, oxidativ stressz, lipopoliszacharidok stb.
hatasara indukalodo fehérje (Johnson és mtsai., 1995; Dunn és mtsai., 2014). A két izoforma
kortilbeliil 43%-ban azonos az aminosav szekvenciajukat tekintve (Cruse és Maines, 1988),
tovabba mindkét fehérjét egy 24 aminosavbol all6 szekvencia, az Gn. ,,hem-koto zseb” jellemzi,
ami lehetévé teszi a hem megkotését (Ishikawa €és mtsai., 1998). Ezen tilmenden mindkét
fehérje tartalmaz egy hidrofob régiot a COOH-végen, amely membran horgonyként mitkddik,
¢s a fehérjéket az endoplazmatikus retikulumhoz koti (Ishikawa és mtsai., 1991). A HO-1 ezen

kiviil megtalalhato a mitokondriumban és a sejtmagban is, bar gy tinik, hogy az ezeken a
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helyeken torténd megjelenése a COOH vég csonkolasaval és a HO-1 enzimaktivitas
elvesztésével jar (Biswas és mtsai., 2014; Lin és mtsai., 2007). A HO-2 tartalmaz olyan
hemszabalyoz6 doméneket, melyek hidnyoznak a HO-1-b6l (McCoubrey és mtsai., 1997), igy
bar mindkét HO fehérje hemet haszndl szubsztratként és kofaktorként, fiziologiai
tulajdonsagaikban kiilonboznek.

A HO-1 indukcidjat szamos transzkripciods faktor aktivalhatja, tgymint az Nrf2 (nukledris
faktor 2-hoz kapcsolodo faktor 2), az aktivator fehérje 1 (AP1) vagy a Yin Yang 1 (YY1).
Ellenkez6 esetben pedig a BTB és CNC homolog 1 (BACHL) és az AP1 transzkripcios faktor
alegység, a JunD képesek represszalni a HO-1 expresszigjat (Shan és mtsai., 2004; Hock ¢és
mtsai., 2007). Kiilonboz6 extra- €s intracellularis stimulusok aktivalhatjadk a mitogén-aktivalt
fehérje kindzokat (MAPK), a fehérje kindz C-t (PKC), az 5’-AMP-aktivalt fehérje kindzt
(AMPK) és a foszfoinozitol 3 kinaz/Rac-alfa-szerin/treonin fehérje kinaz (PI3K/Akt) jelatviteli
utvonalakat, melyek a HO-1 aktivalasahoz vezetnek az Nrf2 transzkripcios faktoron keresztiil.
Az oxidativ stressz, hipoxia, felhalmozodott hem vagy IL-6 hatasidra mas transzkripcios
faktorokon keresztiil is megtorténhet a HO-1 aktivalasa, példaul a mar emlitett AP1-en, YY1-
en vagy a szignal transzducer és aktivator transzkripcid6 3 (STAT3)-on keresztil. A
metalloporfirinek, példaul az on-protoporfirin-1X (SnPPIX), cink protoporfirin-1X vagy
amanganaz protoporfirin-IX és a krom mezoporfirinek képesek kompetitiven gatolni a HO-1
aktivitast in vitro és in vivo egyarant. A HO-1 erdsen expresszalodik azokban a szovetekben,
ahol nagy szamban vannak jelen degradalodéd vorosvértestek, példaul a 1épben, a majban és a
csontveldben (Tenhunen és mtsai., 1969).

Bar szamos stresszhatas képes aktivalni a fentebb emlitett kiilonboz6 transzkripcios faktor
csaladok tagjait, a makrofagokban jellemzden két {6 transzkripcids faktor szabalyozza a HO-1
transzkripcidjat: az Nrf2 és a STAT3 (Kobayashi és mtsai., 2004; Ricchetti €s mtsai., 2004). Az
5. abrén lathato, hogy alapesetben, amikor alacsony a szabad hem koncentracidja, az Nrf2 a
citoszolban talalhatdo Kelch-szerli ECH-asszocialt fehérje 1 (Keapl) kotott allapotban. A
kapcsolodas altal a Keapl fehérje gatolja az Nrf2 sejtmagba val6 bejutasat, valamint segiti a
proteoszoma altali lebontasat (Itoh és mtsai., 1999). Ezzel parhuzamosan a sejtmagban taldlhato
BACHI1 heterodimert alkot egy kis Maf fehérjével, és a HO-1 negativ regulatoraként gatolja a
HO-1 transzkripciojat azaltal, hogy hozzakapcsolddik a Maf felismerd helyhez (MARE; Sun és
mtsai., 2002). Magas hem koncentracio esetén vagy egyéb prooxidans stimulus hatdséara a
BACHI1 levalik a DNS-16l, kikertil a sejtmagbol és inaktivalodik, ezaltal teret engedve a Keap1-
rél levalt Nrf2-nek, ami bejut a sejtmagba, ahol kis Maf fehérjékhez kapcsoldodva egyiitt

interakcioba 1épnek a HO-1 promoter antioxidans véalaszadd elemével (ARE), ezaltal aktivalva
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a HO-1 atirasat (Paine és mtsai., 2010; Kaspar és mtsai., 2009). Az Nrf2 a Keap1-tdl fliggetlen
is szabalyozhato ¢€s aktivalhatd foszforilacio altal, melyet szdmos jel kivalthat, koztiik az Nrf2
mas fehérjékkel vald kapcsolddasa vagy epigenetikai faktorok, mint amilyenek a mikroRNS-
ek (Paine és mtsai.,, 2010). Tovabba a BACHI 486-0s tirozinjanak foszforilaciojaval is
eldidézheté a BACH1 sejtmagbol kiinduld exportja (Kaspar és mtsai., 2010).

Alacsony hem koncentricio Magas hem koncentracio
Citoplazma
Poli-ubigvitindicio f
. w - Disszocidcio a
——————» [ Proteossima s 10 DNS-rl
altali lebonta - z ot
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: BACHIO O
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5. abra: A hemoxigendz-1 gén (Hmox1) expresszio szabdlyozdsdaban részt vevo BTB és CNC
homolog 1 (Bachl) és nuklearis faktor 2-hoz kapcsolodo faktor 2 (Nrf2). Az Nrf2 és a kis Maf
fehérjék (példaul a Mafk) egyiitt, heterodimert alkotva aktivaljak a Hmox1 gén expresszidjat.

Az Nrf2 altali aktivaciot blokkolja a Bachl és Mafk alkotta heterodimer alacsony hem

koncentracio esetén (bal oldali dbra). Alacsony hem koncentracio esetén az Nrf2

poliubiquitinalodik, és proteoszoma altali lebontasra keriil a Kelch-szerii ECH-asszocialt
fehérje 1 (KEAPI) altali interakcio réven. Magas hem koncentrdcio esetén a Bachl ledisszocial
a DNS-r6l, kikeriil a sejtmagbdl, ahol inaktivalodik, lehetévé téve a MAFK Nrf2-héz valo

kapcsolodasat, mely egyiitt aktivalja a Hmox1 gén expresszidjat (jobb oldali dabra). (lgarashi

és mtsai., 2017)
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5. CELKITUZES

Az apoptotikus sejtek felvételét kdvetden a makrofagok retinoidokat termelnek,
melyek efferocitdzis-kapcsolt gének expresszidjat fokozzak, ezaltal novelik a
sejtfelvételt. Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan a termel6dd retinoid
valdsziniileg a dihidroretinol (DHR), melyet a retinol szaturaz enzim hoz létre, ami
szaturaz hianyaban a makrofagok efferocitdzis képessége romlik, mig terméke, a
DHR fokozza az efferocitozis képességet. igy munkam els6 felében célul tiiztem ki
a DHR célgénjeinek azonositdsat, tovabba hatdsmechanizmusanak vizsgalatat
DHR hogyan, milyen modon fokozza az apoptotikus sejtek makrofagok altali

eltakaritasat.

A laboratoriumunkban végzett korabbi vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a
hemet alig tartalmazo apoptotikus timocitdk felvételét kovetden jelentdsen
indukalodik a makrofagokban a hemoxigenaz-1 (HO-1) enzim. igy felmeriilt a
kérdés: vajon egyéb funkcioja is lehet ennek a fehérjének az elhalt sejtek eltakaritasi
folyamataban? Ezért kutatomunkdm maésodik részében azt vizsgaltam, hogyan és
miért indukalodik a HO-1 apoptotikus sejtek felvétele soran makrofagokban, és
hogy milyen szerepet tolthet be a keletkez6 HO-1 fehérje.
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6. ANYAGOK ES MODSZEREK

6.1. Reagensek

Amennyiben a felhaszndlt vegyszerek €s reagensek neve mogott nem szerepel a gyartd
¢és/vagy forgalmazo cég neve, akkor a kisérlethez hasznalt anyag a Sigma-Aldrich (Budapest,

Magyarorszag) cégtdl szarmazik.

6.2. Kisérleti allatok

A legtobb kisérlethez 4 hetes, valamint 2-5 honapos C57BL/6 egereket hasznaltunk.
Néhany esetben azonban BACH1 (Sun és mtsai., 2002), HO-1 (Poss és Tonegawa, 1997),
adenozin Aga receptor (Ledent és mtsai., 1997), adenozin Az receptor (Lee és mtsai., 2003)
hianyos ¢és ezek korban megfelel6 C57BL/6, C57BL/6xFVB vagy FVB torzsii testvéreit
hasznaltuk fel. A HO-1 hidnyos egerek kivételével a kisérletekhez felhasznalt 4llatokat a
Debreceni Egyetem Elettudomanyi Kézpontjanak Allathazaban, specifikus, patogén mentes
kornyezetben tenyésztették. A HO-1 hidnyos egereket Dr. Anupam Agarwal (Alabamai
Egyetem, Birmingham, USA) biztositotta, és 2004-td1 a Jagelloi Egyetem Biokémiai, Biofizikai
¢és Biotechnologiai Intézetének allathdzaban tenyésztették Oket szintén SPF koriilmények
kozott. A kisérleteket jovahagyta a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga
(az engedély szama: 7/2016/DEMAB).

6.3. Csontvelo-eredetii makrofagok (BMDM) izolalasa, tenyésztése

és kezelése

A 2-5 honapos egerek izoflurdnnal végzett felaldozasa utan a csontveldi progenitor sejteket
fiziologias sooldattal torténd mosassal nyertiik ki a combcsontokbdl. A kinyert &ssejteket
minden esetben 37 °C-os termosztatban, 5%-0s CO; jelenlétében tenyésztettiik.

A HO-1 tanulmanyozdsa soran a csontveld-eredetli sejteket DMEM  sejttenyésztd
tapfolyadékban differencialtattuk 5 napon keresztiil, mely tapkozeg 10% fotalis borjuszérumot
(FBS), makrofag koloniastimulalé faktor (M-CSF) forrasként 20% L1929 fibroblaszt
sejtvonalrol szarmazé feliiltszot, 2 mM L-glutamint, 100 U/ml penicillint és 100 pg/ml

sztreptomicint tartalmazott. Az 5 naposan hasznalt makrofagok tenyésztése sordn minden
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esetben lemostuk a 3. napon az sz6 sejteket, és friss, a korabbival megegyez6 tapfolyadékot
adtunk a letapadt, differencialodo sejteknek.

Az eriptotikus vorosvértestek (eryptotic red blood cells; eRBC) fagocitdzisa és a
makrofagok citokin kibocséjtasanak vizsgalata soran hasznalt HO-1""* és 7~ egerek esetében a
csontveldi progenitor sejteket 5 napig, magas gliikdéztartalmii DMEM médiumban
differencialtattuk 10% FBS, 10 ng/ml tisztitott human rekombinans M-CSF (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), 100 U/ml penicillin és 100 pg/ml sztreptomicin jelenlétében.

A retinoidok hatasanak tanulmanyozasa soran hasznalt csontveldi progenitorokat 5 napon
at tenyésztettiik DMEM tapfolyadékban, melyben 10% L929 fibroblaszt sejtvonalrdl szarmazo
feliiliszo, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin és 100 pg/ml sztreptomicin volt. Azokban a
kisérletekben, ahol 1 uM retinol (ROL), 1 uM dihidroretinol (DHR), 30 nM csupa-transz
retinsav (ATRA) vagy 50 ng/ml rekombinans csont morfogenetikus fehérje (rBMP)-2 (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) 6nmagaban vagy 0,5 uM AGN194310-zel, egy pan-RAR
antagonistaval (Tocris Bioscience, Abingdon, UK), 0,3 uM LDN193189-cel, egy BMP-2
receptor antagonistaval (Tocris Bioscience, Abingdon, UK), 2,5 uM PD98059-cel, egy MEK
inhibitorral (Merck, Kenilworth, NJ, USA), 10 uM SIS3-mal, egy SMAD3 aktivaciot gatlo
vegyiilettel (Tocris Bioscience, Abingdon, UK), 10 puM diszulfirammal, egy aldehid
dehidrogenaz inhibitorral, vagy 25 uM N,N-dietilaminobenzaldehiddel (DEAB), egy
retinaldehid dehidrogenaz inhibitorral egyiitt volt jelen, a gatloszerekkel 30 percig elokezeltiik
a sejteket a differenciacio 4. napjanak kezdetén, majd ezt kovetéen adtuk a tovabbi reagenseket
a sejtkulturahoz. Végiil a 2-6 vagy 48 6ra mulva 0sszegylijtott sejteket mRNS szekvenalashoz,

RT-gPCR-hoz vagy efferocitozis vizsgalatokhoz hasznaltuk fel.

6.4. Apoptotikus timocitak és eriptotikus vorosvértestek létrehozasa

in vitro

A kisérletekhez haszndlt apoptotikus timocitakat 4 hetes C57BL/6 egerek
csecsemOmirigyébdl kinyert timocitakbol széruméheztetéssel hoztuk létre. A timocitakat (107
sejt/ml) 37 °C-on, 5%-0s CO> jelenlétében inkubaltuk 2 mM L-glutamint, 100 U/ml penicillint
¢s 100 pg/ml sztreptomicint tartalmazd6 DMEM tapfolyadékban. Az FBS hianyanak
kovetkeztében a sejtelhalds mértéke 24 oras tenyésztést kovetden propidium jodid/annexinV -
FITC festés alapjan tobb, mint 80% (Kordskényi és mtsai., 2011).

Néhany kisérlethez eriptotikus vorosvértesteket hasznaltunk, melyek 1étrehozasahoz

CS57BL/6 egerek izoflurannal végzett felaldozasat kovetden a vért szemiiregbdl vagy szivbol
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nyertiik ki. A véralvadast heparinnal gatoltuk, és az igy kapott vért 4 °C-on, 211 RCF-en 10
percig centrifugaltuk, majd a plazmat €s a fehérvérsejteket eltavolitottuk. A vorosvértesteket 4
°C-on tartva haromszor mostuk Hanks’ so6oldattal (5 mM KCl, 0,5 mM KH2POj4, 135 mM NaCl,
4 mM NaHCOs, 0,3 mM Na;HPO4-2H,0, 5 mM gliik6z, 10 mM HEPES, 2.5 mM CaCly, pH
7,5), majd 1 pg/ml ionomicinnel kezeltiik 2,5 éran keresztiil. A sejtelhalds mértéke ebben az
esetben is koriilbeliil 80%-0s (Sarang és mtsai., 2007). A sejtszamot mindegyik sejttipus

esetében Biirker kamra segitségével hatdroztuk meg.

6.5. Timocitak apoptoézisa soran keletkezé feliiliszo

A timocitakat a 24 6ras széruméheztetéssel torténd elhalas soran bizonyos esetekben 20 uM
Z-VVAD-FMK-val kezeltiik. Az elhal6 sejtek sejtkultiras médiumat minden esetben 211 RCF-
en 10 perc centrifugalast kovetdéen Osszegyljtottiik, és 0,22 um-es steril fecskendd sziirén
atsztrtik (VWR International, cat. number 514-0073, Mississauga, ON, Kanada), hogy
eltavolitsuk az apoptotikus testecskéket. A feliiluszot 20% FBS tartalmu DMEM médiummal

keverve 1:1 aranyban adtuk a makrofagokhoz.

6.6. Efferocitozis vizsgalatok

Az é4ramlési citometrids kisérletekhez hasznalt apoptotikus timocitdkat Cell Tracker
DeepRed (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, 2,5 uM) fluoreszcens festékkel jeldltiik, mig az
eriptotikus vordsvértesteket az ionomicines kezelést kovetden PKH26 (4uM) Red Fluorescent
Cell Linker Kittel a gyart6 altal megadott protokoll alapjan. Az efferocitozis vizsgalatokhoz a
makrofagokat minden esetben 12-lyukl sejttenyészté platen (cat. number 92012)
differencialtattuk 2x10° makrofag/lyuk sejtszimmal, és az elhalt sejteket 1:5 makrofag:célsejt
aranyban inkubaltuk egytitt.

A HO-1 tanulményozasa soran az apoptotikus timcitdkat vagy eriptotikus vorosvértesteket
2 ml, 10% FBS-t, 2 mM L-glutamint, 100 U/ml penicilint és 100 pug/ml sztreptomicint
tartalmaz6 DMEM médiumban 1évé makrofagokhoz adtuk, bizonyos esetekben 20 puM
SnPPIX, hemoxigenaz 1 és 2 inhibitor (Porphyrin Products, Logan, UT, USA) folyamatos
jelenléte mellett.

A retinoidok hatasdnak vizsgalata soran a makrofagokon 1év6 2 ml médium 10% L1929
fibroblaszt sejtvonalrdl szarmazé feliiliszot, 2 mM L-glutamint, 100 U/ml penicilint és 100

pug/ml sztreptomicint tartalmazott. Néhany esetben LDN193189-et vagy SIS3-at adtunk a
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makrofagokhoz a célsejtekkel egyiitt. A rovidtavi fagocitdzis vizsgalatoknal a fluoreszcensen
jelolt elhalt sejteket 1 6ras inkubacidt kovetden lemostuk. A kdzép- €s hosszutava fagocitozis
vizsgalatok esetében a makrofagokat eldszor festetlen apoptotikus sejtekkel inkubaltuk 6,
illetve 24 oran keresztiil, majd ezt kdvetden adtuk hozzajuk a jelolt elhalt sejteket. Egy oras
inkubaciot kovetden a jelolt elhalt sejteket eltavolitottuk, a makrofagokat tripszines kezelést
kovetden Osszegylijtottiikk, és a sejtek fluoreszcenciajat Becton Dickinson FACSCalibur
aramlasi citométerrel analizaltuk. A makrofag populaciét a méretiik €s denzitometraltsdguk
alapjan kapuztuk ki (SSC/FSC), majd ezen populécion belill az FL2 és FL4 csatorndkban
detektalva hataroztuk meg a kibocsajtott fluoreszcens jel alapjan az elhalt sejteket evett
makrofagok szézalékos aranyat.

Tovabba az efferocitdzist kovetden a makrofagokban lezajlott génexpresszios valtozasok
méréséhez valos idejli kvantitativ PCR-t (RT-qPCR) alkalmaztunk. Ehhez a makrofagokat
festetlen célsejtekkel inkubdltuk 1:5 ardnyban, majd a fentebb emlitett kiilonboz6 idejii
inkubalési 1d0 letelte utan TRI (Thermo Fisher Scientific) reagenst adtunk a sejtekhez. Néhany
kisérletben 30 perccel az elhalt sejtek adasa el6tt a makrofdgokat egy cAMP analdggal,
(RpcAMP; 100 uM), forszkolinnal (10 uM), ami egy adenilat ciklaz aktivator, vagy SB203580-
nal, egy p38 MAP kinaz inhibitorral (10 pM) kezeltiik el6.

6.7. Fluoreszcens mikroszkopia

Az apoptotikus timocitakat 2,5 uM Cell Tracker DeepRed (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
festékkel jeloltiik, az eriptotikus vorosvértesteket pedig PKH26 (4uM) Red Fluorescent Cell
Linker Kittel a gyart6 altal megadott munkautasitas alapjan. A makrofagokat vagy a fagocitézis
vizsgalat el6tt 24 oraval jeloltik 10 uM karboxifluoreszcein-diacetat-szukcinimidil-észterrel
(CFDA-SE), vagy a fagocitozist kovetden festettiik 6ket NucBlue Live Cell Stain Ready Probes
reagenssel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a gyart6 altal megadott instrukciok
szerint. Mindkét tipusu elhalt sejtet mintanként 1:5 (makrofag:célsejt) ardnyban inkubaltuk
egyiitt 2x10° C57BL/6 tipusti makrofiggal, majd 1 6ra milva lemostuk a fel nem vett elhalt
sejteket. A fagocitozist kovetéen 1%-os paraformaldehiddel fixaltuk a BMDM-okat, és
fluoreszcens mikroszkoppal felvételeket készitettiink a fagocitald makrofagokrol (FLoid™ Cell

Imaging Station, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA).
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6.8. RNS izolalas, reverz transzkripcios PCR és RT-qPCR

A génexpresszios valtozasok detektalasahoz a kiilonb6z6 mddokon kezelt, illetve kezeletlen
BMDM mintakbol TRI reagens (ThermoFisher, Waltham, MA, USA) segitségével a gyarto
altal megadott utasitasokat kovetve nyertiik ki a total RNS-t. A reverz transzkripciés PCR
allitottuk be. A totall RNS cDNS-sé¢ torténd atirasahoz High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kitet (Life Technologies, Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk, és a gyarto altal
megadott protokoll alapjan jartunk el. A valds idejii kvantitativ PCR technika alkalmazésa soran
génspecifikus FAM-MGB-jelolt probat tartalmazo6 oligo mixeket (TagMan Gene Expression
Assay, Life Technologies, Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk, minden esetben hirom
technikai parhuzamos alkalmazasaval. A kiilonb6z0 gének relativ génexpresszidos szintjét
Roche LightCycler LC 480 valos idejii PCR segitségével mértiik, majd a kapott adatok
kiértékelését osszehasonlito CT modszerrel végeztiik, normalizald génként ciklofilin-A-t vagy

B-aktint hasznalva.

6.9. SDS-PAGE és Western-blot

Hogy elérjik a teljes sejtfehérje mennyiséget, a mintdk Osszegyljtését kovetden
proteazgatlo koktélt tartalmazd, jéghideg lizis pufferrel tartuk fel a sejteket. A mintdk fehérje
mennyiségét Bio-Rad Protein Assay festékkel (Bio-Rad, Budapest, Magyarorszag) hataroztuk
meg, majd a fehérjéket tartalmazo feliiluszot loading pufferrel egyiitt forraltuk 100 °C-on, 10
percig. Az apoptotikus timocita, eriptotikus vorosvértest €s csontveldi makrofag lizatumokat
12%-0s SDS poliakrilamid gélen futtattuk. Ezt kovetdéen az elektroforézissel elvalasztott
fehérjéket Immobilion-P polivinilidén-fluorid membranra (Merck Millipore) juttattuk at Bio-
Rad félszaraz blottoloval. A blokkolashoz TTBS-ben oldott 5%-os zsirszegény tejpor oldatot
hasznaltunk, majd a membranon 1év6 fehérjéket monoklonalis anti-HO-1 (MA1-112,
ThermoFisher, Waltham, MA, USA, 1:500 higitasban) és monoklonalis anti-B-aktin (A5441,
1:10000 higitasban) els6dleges antitestekkel egy éjszakan keresztiil reagaltattuk 4°C-on. Ezt
kovetéen TTBS pufferrel mostuk a membrant szobahémérsékleten, 1 6ran at, majd HRP-vel
konjugalt masodlagos antitestekkel inkubaltuk egylitt. A fehérjéket Immobilon Western
Chemiluminescent HRP szubsztrat (Merck Millipore) hasznalataval detektaltuk, majd Imagel

szoftver segitségével meghataroztuk az el6hivott savok pixelsiiriségét.
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6.10. Hemoxigenaz aktivitas mérés

Az eriptotikus vorosvértesteket 1:5 makrofag:célsejt aranyban adtuk 10° C57BL/6
makrofaghoz, és 6 6ran keresztiil inkubaltuk egyiitt a sejteket 20 uM SnPPIX jelenlétében vagy
hianyaban, az Efferocitozis vizsgalatok c. részben leirtak szerint. Ezt kovetden 1 db mintahoz
10° makrofagot gyijtdttiink dssze (6 lyuk/minta) 800 ul jéghideg PBS-ben, és azonnal -70 °C-
ra helyeztiik. A HO-1 aktivitast kés6bb hataroztuk meg Balla és mtsai. (Balla és mtsai., 1992)
altal leirtak alapjan.

6.11. G-fehérje (Racl, Cdc42, RhoA) aktivitas mérés

Ahogyan azt az Efferocitozis vizsgalatok c. fejezetben leirtam, 2x10° C57BL/6
makrofaghoz 1:5 BMDM/célsejt aranyban adtunk apoptotikus timocitakat vagy eriptotikus
vorosvértesteket 24 oran keresztiil, 20 pM SnPPIX jelenlétében vagy hianyaban. 1,4x10°
makrofagot gylijtottiink 6ssze mintanként (8 lyuk/minta), majd G-LISA Racl, Cdc42 és RhoA
activation assay kiteket (Cytoskeleton Inc., Denver, CO, USA) hasznalva hatdroztuk meg a

harom G-fehérje aktivitdsdnak mértékét a gyarto altal megadott eljaras szerint.

6.12. Citokin vizsgalat

A citokin termelés vizsgalatahoz 12-lyuku sejttenyészté edényben differencialtattunk vad
tipusti és HO-1 hianyos csontveldi eredetii makrofagokat 5x10° sejt/lyuk siiriiségben. Ahhoz,
hogy meghatarozzuk, pontosan milyen citokineket termelnek a makrofagok az elhalt sejtek
jelenlétében, a BMDM-0kat egyrészt apoptotikus timocitakkal (melyeket C57BL/6 egerekbdl
izolaltunk), masrészt eriptotikus vorosvértestekkel (melyeket CS57BL/6xFVB egerekbdl
nyertiink ki) inkubaltuk egyiitt 1:5 makrofag:elhalt sejt ardnyban. 6 6ra mulva lemostuk a
felesleges elhalt sejteket, és a makrofagokat tovabbi 18 o6ran keresztiil tenyésztettik DMEM
médiumban. A tenyésztési id6 letelte utan 6sszegytijtottiik a makrofagokon 1évo tapfolyadékot
¢s Mouse Cytokine Array (Proteome Profile Array from R&D Systems, Minneapolis, MI, USA)

segitségével analizaltuk. A pixeldenzitast ImagelJ szoftverrel hataroztuk meg.

6.13. mRNS szekvenalas

[llumina szekvenald platformot hasznalva nagy ateresztoképességli mRNS szekvenalast

végeztiink azért, hogy informaciot nyerjiink az 1 puM ROL vagy 1 uM DHR jelenlétében, illetve
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hidanyéaban differencialodd makrofagok teljes transzkriptomjarol. A makrofag differencialodas
4. napjanak kezdetén 1 uM ROL-t vagy 1 uM DHR-t adtunk a sejtekhez, majd 2 6ra, illetve 48
ora mulva Osszegyljtottikk a sejteket RNS szekvenalashoz. Agilent BioAnalyzer késziiléken
vizsgaltul a mintdk teljes RNS tartalmat ¢s mindségét, melyek meghatdrozasahoz Eukaryotic
Total RNA Nano Kitet (Agilent, Santa Clara, CA, USA) hasznaltunk a gyart6 altal megadott
protokoll szerint. Minden mintacsoport esetében 4 technikai parhuzamost készitettiink, melyek
koziil azt a 3 mintat valasztottuk ki a konyvtarkészitéshez, melyek >7 RNS integritasértékkel
(RIN) rendelkeztek. TruSeq RNA Sample Preparation Kit (Illumina) felhasznalasaval, a gyarto
altal megadott 1épéseket kovetve hoztuk létre a teljes RNS-bdl az RNS-Seq konyvtarakat. Az
RNS-eket a poly-A végiikkel oligo-dT-vel konjugalt magneses gyongyokhoz kotottiik, majd az
Osszegyljtott mRNS-eket 94 °C-on fragmentaltuk. Az els6dleges cDNS szalat reverz
transzkripcidéval hoztuk létre véletlenszeri primerek felhasznalasaval, majd a masodik szal
szintézisét kovetéen dupla-szala cDNS-eket generaltunk. A végek javitasa, az A-farok
l1étrehozasa és az adapter szekvencidk ligalasa utdn PCR segitségével felszaporitottuk az immar
adapter-ligalt szakaszokat, majd végiil szekvenald konyvtarakat hoztunk 1étre. Az adatokat a
StrandNGS nevii programmal elemeztiik, a normalizalas pedig a DESeq1 algoritmussal tortént.
A mintdk mRNS szekvenalasat a Debreceni Egyetem Genomi Medicina és Bioinformatikai
Szolgéltatd Laboratériuméanak munkatarsai végezték Illumina HiSeq2500 késziilékkel, 50

bazisparos un. ,,single-end” szekvenalast alkalmazva.

6.14. Transzkriptek biologiai funkcidjanak vizsgalata (DEGs)

Annak érdekében, hogy megismerjiik az adott transzkriptek bioldgiai funkciojat, az online
platformon elérheté Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes (https://string-db.org/)
11.5-6s verziojat hasznaltuk, melynek segitségével azonositottuk a DEG-ek kozotti
feliilreprezentalt génontoldgiai biologiai folyamatokat. A GO kategéridn beliili gének
statisztikailag szignifikans feldusulasat az Aggregate Fold Change teszt Benjamini és Hochberg

féle FDR tobbszords teszt korrekcios modszerrel hataroztuk meg (FDR<0,05).

6.15. Statisztikai analizis

Minden adat legalabb 3 egymastol fiiggetlen, minimum 3 egér felhasznalasaval kiilonb6zo
napokon végzett kisérlet eredményeinek atlagait (£SD) mutatja be. Két csoport

Osszehasonlitasanal a szignifikanciat kétszélii, nem egyenld varianciaji Student-féle t-probaval
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adtuk meg, mig 2-nél tébb csoport Osszehasonlitdsa esetén egy utas ANOVA-t hasznéltunk
Tukey-féle tobbszords analizissel. A statisztikai elemzésekhez GraphPad Prism 6.01-es

verzidjat hasznaltuk, és statisztikailag szignifikansnak tekintettilk a p<0.05 értéket, melyet

csillaggal jeloltiink (*).
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7. EREDMENYEK

7.1. A retinoidok a Bmp-2 é Smad3 fehérjék Kkifejezodésének

fokozasan Kkeresztiil befolyasoljak az egér csontvel6i eredetii

rrrrrr

7.1.1. A makrofag érés soran alkalmazott dihidroretinol kezelés
szamos efferocitozishoz kotheté molekula KkKifejezodését

fokozva noveli a makrofagok elhalt sejt felvételét

Hogy megerdsitsiik a kordbban kapott eredményeket (Sarang és mtsai., 2019), eldszor
teszteltiik, hogy a dihidroretinol (DHR) jelenléte a makrofag differencialodas soran valdéban
befolyasolja-e a létrejovd makrofagok efferocitozisat. A 6A abran lathat6, hogy a DHR
szignifikansan ndvelte az 5 nap differencidcio utan tesztelt makrofagok fagocitald képességét.
Mivel egy, a laboratoriumunkban folytatott korabbi tanulmany azt mutatta, hogy a DHR a TG2
¢és az MFG-ES kifejezddését csak a differenciacio utolsé 2 napjan indukalja (Sarang és mtsai.,
2019), megnéztiik, hogy a DHR képes-e fokozni a makrofagok efferocitdzisat akkor is, ha csak
a differenciacio 4. napjanak kezdetén adjuk az éré sejtekhez. A 6A abran lathato, hogy a DHR
igy is ugyanolyan novekedést tudott eldidézni az efferocitdzis mértékében, mint amikor a
differenciéci6 teljes 5 napos periddusa alatt jelen volt, ami azt jelzi, hogy a DHR az utolso két
napban fejti ki efferocitozis fokozo hatasat. A 6B dbran éppen fagocitald makrofagokrol késziilt
fluoreszcens felvételek lathatoak, melyek az mutatjak, hogy a DHR nemcsak a makrofagok
apoptotikus  sejtfelvételét fokozta, hanem az elhalt sejtek makrofagokhoz wvalo
hozzakapcsolodasat is eldsegitette.

A differenciacid6 végén fokozott expresszidt mutatd efferocitodzis-kapcsolt gének
azonositasahoz DHR-t adtunk a differencialodd sejtekhez a differenciacié 4. napjanak
kezdetén, és 2 nappal késObb Osszegytijtottilk a mar érett makrofagokat mRNS szekvenalashoz.
Az 0sszegyljtott sejtekbdl 781 eltérd moddon expresszalt gént (DEG) azonositottunk a
kezeletlen és a DHR-lal kezelt csontveldi eredetli makrofagok kozott (legalabb 1,5-szeres
valtozas és <0,05 korrigalt p érték alapjan). 357 trankszript megnovekedett, mig 424 transzkript
csokkent génexpresszios értékeket mutatott a DHR-lal kezelt sejtekben. A csokkenést, illetve

novekedést mutatd transzkriptek atlag fold change (FC) értéke -2,66 + 1,89 és 6,55 + 22,52,
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mig a medidn FC érték -2,08 és 2,36 volt. A funkcionalis analizis feltarta, hogy a makrofag
éréshez, fagocitozishoz és sebgydgyulashoz kothetd gének nagy szamban fordulnak eld az
upregulalt DEG-ek kozott. A DHR-lal kezelt makrofagokban megndvekedett expressziot
mutatd gének kozott 10 olyat taldltunk, mely az efferocitozishoz kothetd (1. tdblazat), bar a

Gene Ontology csak 5-6t mutatott ezekbdl.

1. tablazat: A kiilonbozoképpen expresszalt efferocitozis-kapcsolt gének listaja a differencidcio
utolso 48 orajaban DMSO-val vagy 1 uM DHR-lal kezelt csontveldi eredetii makrofagokban,
legalabb 1,5-szorés valtozas (FC) és korrigalt p érték (p<0,05) alapjan.

Korr. p érték FC Gén szimbdélum Gén név
1.21 x 10 212.53 Camkk1 kalcium/kalmodulin-fiiggd fehérje kinaz 1, alfa
1.73 x 103 8.35 P2rx1 purinerg receptor P2X, ligand-kapuzott ion csatorna, 1
1.04 x 107 4.1 Smad3 SMAD csaladtag 3
4.38 x 10 3.65 Marco makrofag receptor kollagén szerkezettel
1.34 x 107 3.59 Rab20 RAB20, RAS onkogén csalad tag
1.07 x 10 3.21 Stab2 stabilin 2
4.88 x 10 1.99 THBS-1 trombospondin-1
6.24 x 108 1.58 Tgm?2 transzglutaminaz 2, C polipeptid
523 x 103 1.56 Axl AXL receptor tirozin kinaz
1.43 x 10 1.53 CD36 CD36 antigén

A tiz génbdl 6t efferocitozis receptor vagy ko-receptor (stabilin-2, TG2, Axl, MARCO ¢és
CD36), egy un. ,bridging” molekula (THBS-1) és egy Rab csaladhoz tartozdé (Rab20)
molekula, mely a fagoszoma éréshez jarul hozza (Taefehshokr és mtsai., 2021). A korabbi
eredményeinkkel 6sszhangban (Sarang ¢és mtsai., 2019), a TG2 és THBS-1-en kiviil, az érett
BMDM-okban azonositott t6bbi retinoid érzékeny fagocitozis gén, igymint Tim-4, Clq és
CD14 (Sarang és mtsai., 2014) expressziojat nem befolyasolta a makrofag differenciaci6 soran
jelenlévé DHR. Tovabba, erdsen indukalddott a kalmodulin-fiiggd kinaz 1 (Camkk1) enzim és
a purinerg receptor P2X (P2X1). A Camkkl1-r6l ismert, hogy kifejez6dése a makrofagok
szabalyozza az AMP-fiiggd kinaz aktivitasat (Bae és mtsai., 2011), melyrél ismert, hogy
fokozza az efferocitozist (Marques-da-Silva és mtsai., 2011). A P2X;-r6l azt talaltak, hogy ATP
jelenlétében eldsegiti az apoptotikus sejtek makrofagokhoz valo kotddését (Chen és mtsai.,
2019), ami magyarazatot adhat a 6B abran lathaté megfigyelésiinkre, hogy a DHR jelenlétében
differencialodd6 makrofagokhoz tobb apoptotikus sejt kapcsolodik. Ezen felil a Smad3

transzkripcids faktor indukcidjat tapasztaltuk, melyrdl ismert, hogy fokozza az efferocitdzist
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azaltal, hogy szamos efferocitdzis-kapcsolt gén expresszidjat megndveli (Napoli, 1999).
Erdekes moédon, az elemzés sordn nem talaltunk valtozast az MFG-E8 hidmolekula
expresszidjaban, pedig egy korabbi tanulmanyunkban DHR-érzékenynek bizonyult (Sarang és
mtsai., 2019).

Az eredményeink igazolasa céljabol RT-qPCR technikdval meghataroztuk a
makrofagokban annak az 6t, DHR 4altal indukalt efferocitozis-kapcsolt molekula mRNS
expressziojat, melyek megndvekedett expresszidja a nem kezelt sejtekhez képest a 6C abran
lathatd. A kordbban az érett makrofagokban retinsav érzékeny fagocitdzis receptorokként
azonositott Tim-4, Clq vagy CDI14 (Sarang és mtsai., 2014) expresszidja azonban nem
indukalodott még akkor sem, amikor az ATRA koncentraciot 300 nM-ra emeltiik. Ezek koziil

a CD14 expresszioja a 6D abran lathato.
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6. dabra: A dihidroretinol jelenléte a makrofag érés sordan fokozza a makrofagok
efferocitozisdat azdltal, hogy szamos efferocitozis-kapcsolt molekula expressziojat fokozza
RAR-fiiggé modon. (A) A sejtfelvevé makrofagok szdazalékos aranya, melyeket 1 uM DHR
jelenlétében vagy hianyaban differencialtattuk 5 napon keresztiil, illetve ugy, hogy csak az
utolso két napban volt jelen a DHR és/vagy 0,5 uM erdsen szelektiv pan-RAR antagonista, az
AGN194310. (B) Reprezentativ fluoreszcens mikroszkoppal késziilt felvételek, melyeken az
apoptotikus sejteket (piros) felvevo makrofagok (zold) lathatoak. Utobbiak az érési folyamat
utolso ket napjan 1 uM DHR jelenléte vagy hianya mellett differencialodtak. A makrofagok

dltal bekebelezett apoptotikus sejtek narancssarga szintiek, mivel a zolddel és pirossal jelolt két
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kiilonbozoé sejttipus atfedésbe keriil a sejtfelvétel soran. A nyilak a makrofagokhoz kétodo
apoptotikus timocitakat mutatjak. (C) RT-qPCR segitségével meghatarozott efferocitozis-
kapcsolt gének mRNS expresszioja makrofagokban, melyek az érési folyamat utolso két napjan
1 uM DHR és 0,5 uM AGN194310 jelenlétében vagy hianyaban differencialodtak. Normalizalo
geénként f-aktint hasznaltunk. (D) CD14 mRNS indukcio hianya 1 uM DHR, 1 uM ROL és 30
vagy 300 nM ATRA mellett. Az eredményeket dtlag + SD értékként tiintettiik fel (az A és D
dabranal n=3, mig a B és C dbra esetében n=4). Csillagokkal jeloltiik a statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Mindegyik sejtkultura
tartalmazott 0,5 v/v% DMSO-t is.

7.1.2. A makrofag érés kozben adott DHR kozvetleniil a retinsav

receptorokon keresztiil hatva segiti az efferocitozist

Korabbi tanulmanyaink azt mutattadk, hogy a DHR dihidroretinsavva atalakulva fejti ki
hatdsat a RA receptorokra (Sarang €s mtsai., 2014), ezért kivancsiak voltunk, hogy a ROL, ami
atalakithato ATRA-va (Napoli, 1999), vagy maga az ATRA, amelyrdl ismert, hogy a RAR-0k
els6dleges liganduma, helyettesithet6-e DHR-lal az efferocitozis szabalyozasaban, ha az 5
napos makrofag differenciacié végén, a differenciacié 4. napjanak kezdetén adjuk a
sejtkulturdkhoz.

A 7A abran lathato, hogy a makrofag érés 4. napjanak kezdetén adott ROL és ATRA is
fokozza az apoptotikus timocitak felvételét. Tovabba a ROL és ATRA képes indukalni
ugyanazt az 5 efferocitozis-kapcsolt gént, melyeket a DHR is indukalt (7B 4bra). Ezen feliil, az
erosen szelektiv pan-RAR antagonista AGN194310 nemcsak a makrofagok DHR altal
eldidézett efferocitozis kapacitasat (6A abra), valamint szdmos efferocitozis-kapcsolt gén
expressziojat (6C abra) gyengitette, hanem a ROL és ATRA éltal el6idézett génindukcidkat is
gatolta (7A és 7B 4bra). Erdekes modon, azonban nem az 9sszes fagocitdzis-kapcsolt retinoid
indukalt gén expresszidjat blokkolta a pan-RAR transzkripcios antagonista vegyiilet jelenléte,
ami arra utal, hogy csak a TG2 és a THBS-1 indukalodik egyértelmiien RAR transzkripciofiiggd
modon. Meglepé moddon, ez volt az a két fagocitdézis molekula, melyekrdl korabban a
laboratériumunkban kimutattdk, hogy RAR-fiiggé moddon indukalodnak érett csontveldi
eredetii makrofagokban (Sarang és mtsai., 2014). Ugy tiinik, hogy az AXL, a stabilin-2 és a
CD36 mas modon indukalédik. Ez a mechanizmus magaban foglalhatja a RAR-ok kozvetlen
interakcidjat mas transzkripcios faktorokkal, mely kdlcsonhatas a transzaktivacidjukhoz vagy

transzrepressziojukhoz vezet, s amelybe egy transzkripciés antagonista nem feltétleniil
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avatkozik bele (T6th és mtsai., 2011; Chen és mtsai., 1995). A folyamatban résztvevd RAR
valoszinlileg a RARP, mert ez volt az egyetlen RAR, melyet a DHR indukalt (1.tdblazat),
valamint az indukcidjat sikeriilt RT-qPCR-ral is igazolni mindhdrom retinoid esetében (7C
abra). Tovabba ezek az adatok azt is bizonyitjak, hogy a kiillonb6zd gének nyitottak a RAR altal
kozvetitett szabalyozasra a differencidlodds 4. napjanak kezdetén, Osszehasonlitva az érett
makrofagokkal.

A ROL vagy DHR megfeleld retinsavva vald atalakulasahoz (ATRA vagy all-trans
dihidroretinsav) ugyanazok az aldehid-dehidrogenazok és retinaldehid-dehidrogenazok
sziikségesek (Moise €s mtsai., 2008 és 2009; Napoli, 1999). Azonban sem a diszulfiram, mely
aldehid dehidrogenaz inhibitor, sem a retinaldehid dehidrogendz inhibitor DEAB nem
akadalyozta meg a ROL vagy DHR altal kivaltott efferocitozist a differencialodod
makrofagokban (7D abra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a ROL vagy a DHR a RAR
aktivitast kozvetleniil a receptorhoz kapcsolddva szabalyozhatja (Repa és mtsai., 1993), nem
pedig retinsavva alakulva. Ahogyan az ezen eredmények alapjan varhato volt, ezek a

vegyliletek nincsenek hatassal az ATRA-indukalt efferocitozisra sem.
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1. abra: A retinol és a csupa-transz retinsav jelenléte a makrofag differencidcio utolso két
napjdn fokozott efferocitozist eredményez a BMDM-okban azdltal, hogy szamos efferocitozis-
kapcsolt molekula expresszidjdt szabdlyozzak RAR-fiiggd médon. (4) Fagocitdlo makrofdagok
szazalékos aranya, melyek 1 uM ROL vagy 30nM ATRA jelenlétében vagy hianyaban
differencialodtak az utolso 2 napban onmagukban, vagy 0,5 uM erdsen szelektiv pan-RAR
antagonista, az AGN194310, jelenléte mellett. (B) RT-qPCR technikdval meghatarozott
efferocitozis-kapcsolt gének mRNS expresszioja makrofagokban, melyek a differencialodasi
folyamat utolso két napjan 1 uM ROL vagy 30 nM ATRA és/vagy 0,5 uM AGNI194310
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jelenlétében vagy hianyaban differencidalodtak. Normalizalo génként B-aktint hasznaltunk. (C)
A RARP mRNS expresszio idofiiggo indukcioja a makrofag érés utolso két napjan jelen lévo 1
uM DHR, 1 uM ROL vagy 30 nM ATRA mellett. (D) Fagocitalé makrofagok szazalékos aranya,
melyeket az aldehid dehidrogendz gatlo diszulfiram (10uM), és a retinaldehid dehidrogendz
gatlo DEAB (25uM) inhibitorokkal 30 percig eldkezeltink a makrofiag érés 4. napjanak
kezdetén, majd ezt kévetéen 1 uM DHR-t, I uM ROL-t vagy 30 nM ATRA-t adtunk a sejtekhez,
melyek a makrofag érés utolso 48 ordjaban jelen voltak. Az eredményeket atlag + SD értékként
tiintettiik fel (n=3). Csillagokkal jeloltiik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket: *p<0,05,
*p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. Mindegyik sejtkultura tartalmazott 0,5 v/v%6 DMSO-1.

7.1.3. A csont morfogenetikus fehérje 2 (BMP-2) expresszigjat

indukaljak a makrofag érés 4. napjan adott retinoidok

Annak meghatarozasahoz, hogy mely gének kozvetithetik a retinoidok hatasat a
differencialodéas soran, DHR-t és ROL-t adtunk a differenciadlodé makrotagokhoz a 4. nap
elején, és a sejteket 2 oraval késobb dsszegytijtottiik mRNS szekvenalashoz.

A 2. tdblazatban lathato, hogy 106 DEG-et azonositottunk a DHR-lal kezelt és nem kezelt
differencidlodd makrofagok kozott (legalabb 1,5-szeres valtozas és <0,05 korrigalt p érték
alapjan). 74 transzkript volt megnovekedett génexpresszioval jellemezhetd, és 32 transzkript
mutatott csokkent génexpressziot a DHR-lal kezelt sejtekben. A csokkenést, valamint
novekedést mutatd transzkriptek atlag FC értéke -2,28 + 0,72 és 3,34 + 4,4, mig a median FC
értek -2,08 és 2,15 volt. Valosziniileg a DHR és a ROL ugyanarra a transzkripcios Utvonalra
hat, mert ugyanazok a gének indukalodtak a ROL hatasara is. A fokozott kifejezdédést mutatd
gének kozil kivalasztottuk a BMP-2 novekedési faktort, mert egyrészt azt talaltuk, hogy erésen
indukalodott a 48 6ras mintdkban, mésrészt korabban kimutattdk, hogy RAR célgén (Heller és
mtsai., 1999).

2. tablazat: A 106 gén, melyek kiilonbozoképpen expresszalodtak a monocita differencidcio
negyedik napjanak kezdetén adott, 2 ordn keresztiil jelen lévé DMSO-val és 1 uM DHR-lal
kezelt makrofagok kozott (legalabb 1,5-szeres valtozas és <0,05 korrigalt p érték alapjan).
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Fokozott génexpresszidt mutatd transzkriptek

Korr. P Erték FC Gén szimbolum Gén név
1.8 x 108 30.3 Hicl hipermetilalt rdkban 1
1.9 %10+ 250 Camkkl kalcium/kalmodulin-fiiggd fehérje kinaz 1,
alfa
2.4 x10° 10.8 Gm15927 josolt gén 15927
8.9 x 108 7.6 Bmp?2 csont morfogenetikus fehérje 2
2.1x10° 7.4 B230378P21Rik RIKEN cDNA B230378P21 gén
3.2x10° 6.1 Art2a-ps ADP-riboziltranszferaz 2a, pszeudogén
2.4 %103 5.1 DIl1 delta-szerti 1 (Drosophila)
28 %10 5.0 Tox3 TOX magas mobilitésf; csoport box csaladtag
1.6 x 103 4.8 Fam?20a szekvencia hasonlosag csalad 20, tag A
4.3 x10° 4.5 Kcnip3 Kv csatorna interakcios fehérje 3
6.1 x107 4.2 AI848285 expresszalt szekvencia AI848285
3.4 x 104 41 Kengl pkalium fesziiltselég—kapuzott csatorna,
alcsalad G, tag 1

2.9 x 10 3.9 112rb interleukin 2 receptor, béta lanc
1.5 x 102 3.3 Vashl vazohibin 1
2.0 x 107 3.2 Gm13431 josolt gén 13431

. gyongyos filament szerkezeti fehérje 1,
54 x107 31 Bispl lencse-CP9%4-ben
8.6 x 105 31 Hbegf heparin-kapcsolt EGF-szerti novekedési

faktor

4.9 x 108 3.1 Praml PML-RAR alfa-regulalt adaptor molekula 1
9.6 x 10 29 Fam124a szekvencia hasonlosag csalad 124, tag A
5.9 x 10-° 2.8 Shcbpll Shc SH2-domén kot fehérje 1-szert
1.2 x 10 2.8 Nppa nnatriuretikus peptid tipus A

y . ember immunodeficiencia virus tipus I
21107 28 Hivep2 enhancer kot6 fehérje 2
3.8 x 105 2.7 Robo3 roundabout homolog 3 (Drosophila)
9.1 x107 2.7 Vegfa vaszkularis endotél névekedési faktor A
3.2 x10° 2.7 Gm9733 josolt gén 9733
1.0 x 107 2.7 Smad3 SMAD csaladtag 3
8.3 x 10+ 2.6 Tubb3 tubulin, béta 3 osztaly III
5.4 x 103 2.5 Gm?7148 josolt gén 7148
1.7 x 10+ 2.3 Btnl4 butirofilin-szer( 4
3.4 x1073 2.3 Rpsa-ps3 riboszdmadlis fehérje SA, pszeudogén 3
6.5 x 105 23 Osgin1 oxidativ stressz indukiélt novekedés inhibitor
8.8 x 10 2.2 Dtx4 deltex 4 homolég (Drosophila)
1.3 x 10710 2.2 Ptgsl prosztaglandin-endoperoxid szintdz 1
1.3 x 107 22 Rab20 RAB20, RAS onkogén csaladtag
4.8 x 10 2.2 Gm11870 josolt gén 11870
6.9 x 107 2.2 121r interleukin 21 receptor
4.4 <10+ 21 Mapé6d1 MAP6 domént tartalmazo 1
1.9 x 103 2.1 Corin corin
2.6 x10° 2.1 2510009E07Rik RIKEN cDNA 2510009E07 gén
2.0x10% 21 Socs2 citokin jelatvitel 2 szuppresszor
1.1 x 107 2.0 Mcartl mitokondridlis hordozé tripla ismétl6dés 1
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2.2 x107 2.0 Asb10 ankirin ismétl6dés és SOCS box-tartalmu 10

6.9 x108 2.0 Neurl3 neuralizdlt homoldg 3 homolog (Drosophila)

1.4 x10+ 1.9 Mex3b mex3 homolog B (C. elegans)

2.0 %10 19 Hs3st3b1 heparan szulfat (glukc,)zamin) 3-0-

szulfotranszferaz 3B1

1.3 x10° 1.9 Gm15708 josolt gén 15708

1.1 x 102 1.9 Pih1d2 PIH1 domént tartalmazo6 2

1.4 x10°° 1.9 Hrh1 hisztamin receptor H1

4.5 %107 1.9 Elmo3 bekebelezés és sejt motilitas 3

1.3 x 105 1.9 AA467197 expresszalt szekvencia AA467197

2.5x10% 1.8 Gm22 josolt gén 22

45 %108 1.8 Faml117a szekvencia hasonldsag csalad 117, tag A

2.1x10°% 1.8 Dchsl dachszousz 1 (Drosophila)

9.8 x 107 1.8 Kilhl12 kelch-szerti 12 (Drosophila)

1.8 x10® 1.8 Dusp5b dudl specifikus foszfatadz 5

6.7 x 10 18 Sema3d sema domén, 11?1rnunoglo‘?uhn domer} (Ig),

rovid alap domén, szekretalt, (semaforin) 3D
9.6 x 10 1.7 1700042010Rik RIKEN cDNA 1700042010 gén
1.4 % 106 17 Cmah citidin monofoszf'o—N—a'Ct,etllneurammlksav
hidroxilaz
1.4 %10 17 Pilrb1 paros 1mmunoglobn}—szeru tipus 2 receptor
béta 1

1.2 x10* 1.7 Vangl2 vang-szerl 2 (van gogh, Drosophila)

2.1x107 1.7 Ikbke kappaB kinaz epszilon inhibitor

4.9 x 108 1.7 Fam?20c szekvencia hasonldsag csalad 20, tag C

8.9 x 108 1.7 Tagap T sejt aktivacids Rho GTPaz aktivalo fehérje
v-maf muszkuloaponeurotikus

2.5 %107 1.6 Mafb fibroszarkdma onkogén csalad, fehérje B

(avian)

3.9 x 10+ 1.6 Vdr D- vitamin receptor

5.4 %107 1.6 Gda guanin deaminaz

5.3 x 10 1.6 Fbx032 F-box fehérje 32

1.2 x10-° 1.6 Gm16010 josolt gén 16010

2.0x107 1.6 Bcl3 B sejt leukémia/limfoma 3

1.9 x 107 1.6 Hcfc2 gazdasejt faktor C2

1.4 x10 1.6 Cdy7 CD97 antigén

1.6 x 107 16 Léng LFNQ O—fukozﬂPePtld 3—beta:N—
acetilglukozaminiltranszferaz

42 x 106 15 Aifmo apoptozis indukald fa'kltor, mitokondrium

asszocialt 2
1.8 % 10 15 Spsba splA/rianodin receptor domén és SOCS box

tartalmu 4

Csokkent génexpressziot mutatd transzkriptek

Korr. P érték FC Gén szimbolum Gén név
2.3 x10° 4.1 KIf5 Kruppel-szerti faktor 5
1.3 x 103 -3.9 Zfp831 cink-ujj fehérje 831
6.8 x 10° 36 St8siat ST8 alfa—N-eilce.til—neurarrEinid alfa-2,8-
szialiltranszferaz 6
3.6 x 10+ -3.2 Gm1564 josolt gén 1564
9.3 x10° -3.1 Efnal efrin Al
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1.2 x1073 -3.0 Plat plazminogén activator, szoveti

1.0 x 102 -2.9 Ucp3 szétkapcsold fehérje 3 (mitokondridlis)
2.6 x 103 2.7 Havcrl hepatitisz A virus cellularis receptor 1
5.4 %1073 2.7 Heyl hairy/hasadasfokozé YRPW motivum-szer
1.7 x103 2.7 Akrlb7 aldo-keto reduktaz csalad 1, tag B7
5.6 x 10 2.5 Mir425 microRNS 425
2.5 x10* 2.4 Ighv6-3 immunoglobulin nehéz variabilis 6-3
25 % 10 Dy Cyp4fa1-ps citokrém P4§O,' csalad 4, alcsziﬂéd f,
polipeptidi 41 pszeudogén
47 % 105 Y Errd EGEF-szert modultartaln:ﬁ, mucin—s.zerﬁ,
hormon receptor-szerii szekvencia 4
9.4 x 10 2.1 Stykl szerin/treonin/tirozin kinaz 1
2.0x10* 2.1 Gpr182 G fehérje-kcsaplt receptor 182
1.2 x10°5 2.1 [8[3 U6 spliceoszomalid RNS
1.8 x 10+ -2.0 Ch25h koleszterol 25-hidroxilaz
8.2 x10° -1.9 Rnd3 Rho csalad GTPaz 3
1.7 x 102 -1.8 Gm6776 josolt pszeudogén 6776
1.1 x 102 -1.8 Pxdcl PX domént tartalmazo 1
1.2 x10* -1.8 Socs3 citokin jelatvitel 3 szuppresszor
1.7 x 10 -1.8 Tnf tumor nekrozis faktor
Cbp/p300-interaktivald transzaktivator,
1.8 x 1010 -1.8 Cited2 Glu/Asp-gazdag karboxi-terminalis
doménnal, 2
3.1x10% -1.6 Spatal3 spermatogenezis asszocialt 13
1.8 x 108 -1.6 Rasgeflb RasGEF domén csalad, tag 1B
7.3 x10° -1.6 Gpr85 G fehérje-kapcsolt receptor 85
1.5 x 10~ 16 Rgs7bp G-fehérje jela’tvite} 7-ka})csolt fehérje
szabalyozé
1.3 x 107 -1.5 Duspl dual specifikus foszfataz 1
1.2 x103 -1.5 Tnfaip3 tumor nekrozis faktor, alfa-indukalt fehérje 3
1.9 x 10 -15 Gm16541 josolt gén 16541
4.7 x 10 -1.5 Tmem178 transzmembran fehérje 178

A BMP-2 mRNS expresszidja id6fliggd mddon indukalodott a differencialodas 4.
napjan hozzaadott mindharom retinoiddal (8A é&bra). A retinoidok adasat kovetd 6 ora utan azt
tapasztaltuk, hogy az AGN194310 teljesen megakadalyozta a BMP-2 mRNS mindhdrom
retinoid altal kivaltott indukciojat (8B dbra), bizonyitva ezzel a RAR-ok transzkripcios szerepét.
Mivel a DEAB-bal torténd retinaldehid dehidrogenaz gatlasnak nem volt hatasa a retinoidok
altal indukalt efferocitézisra (7D ébra), ezért kivancsiak voltunk, vajon hatdssal van-e a
retinoidok altal kivaltott BMP-2 expressziora. Azonban, ahogyan az a 8C abran lathato, a
DEAB nem volt hatdssal a BMP-2 mRNS expresszidra sem, ami ugyancsak azt mutatja, hogy

kozvetlen kotddes altal szabalyozhatja a ROL és DHR a RAR aktivitast.
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8. dbra: A retinoidok indukdljik a makrofigok differencidlédasa sordin a BMP-2-t, mely
hozzdjarulnat a retinoidok dltali fokozott efferocitozishoz. (A) A BMP-2 mRNS expresszio
idofiiggo novekedése a makrofag differenciacio 4. napjanak kezdetén adott 1 uM DHR, 1 uM
ROL vagy 30 nM ATRA jelenlétében. (B) BMP-2 mRNS expresszioja a makrofag érés 4.
napjanak kezdetétol 6 oran keresztiil jelenlévo 1 uM DHR, 1 uM ROL, 30 nM ATRA és 0,5 uM
AGN194310 gatloszer jelenléte vagy hianya mellett. (C) A makrofig érés 4. napjianak kezdetén
adott 1 uM DHR, I uM ROL, 30 nM ATRA és 25 uM DEAB retinaldehid dehidrogenaz
gatloszer jelenléte vagy hianya mellett mért BMP-2 mRNS expresszio. (D) A makrofag
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differencidcio 4. napjanak kezdetén, az 1 uM DHR-lal, 1 uM ROL-lal vagy 30 nM ATRA-val
egylitt adott LDNI193189 (0,3 uM) BMP gatloszer hatisa a két nappal késobb meért
efferocitozisra. Az dsszes eredményt datlag = SD ertékként tiintettiik fel (n=4). Referencia
génkeént [-aktint hasznaltunk. Csillagok jelolik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket:
*0<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. Tovabba 0,5 v/v% DMSO-t is tartalmazott

mindegyik sejtkultiira.

7.1.4. A BMP-2 hozzajarul a differencialodéo makrofagok

retinoidok altal indukalt efferocitotikus kapacitasahoz

A BMP-2 potenicalis, retinoid-indukalt efferocitézisban betoltott szerepének vizsgalatdhoz
a retinoidokkal egylitt egy BMP receptor (ALK2/3 szerin/treonin kinaz) gatloszert
(LDN193189) adtunk a makrofagokhoz. A 8D é&bran lathatd, hogy bar az LDN193189 a
differenciaci6 soran adva 6nmagaban is novelte a makrofagok alap efferocitozisat, a retinoidok
altal kivaltott efferocitozis novekedést gatolta. Amikor a BMP receptor inhibitort érett,
kezeletlen BMDM-o0khoz adtuk az efferocitozis kezdetekor, akkor az inhibitor jelenléte nem
volt hatdssal az 1 6rés efferocitozisra (az adatokat nem kozdljiik), ami arra utal, hogy a BMP-2
receptor jelatvitelnek a makrofdg differenciacié sordn kell miikddnie, az efferocitdzist

megeldzden.

7.1.5. A retinoidok indukaljak a Smad3-at

Megfigyeltik, hogy a DHR adasat kovetéen a BMP-2 mellett a Smad3 mRNS is
indukalddott (2.tdblazat). A Smad3 egy olyan transzkripcios faktor, melyrdl ismert, hogy a
transzformald novekedési faktor (TGF)-PB hatasat kozvetiti, illetve a makrofagokban szerepe
van az efferocitozisban (Chen és mtsai., 2019). Mi is azt tapasztaltuk, hogy a makrofag
differenciacio negyedik napjan adott retinoidok id6fiiggd modon indukaltdk a Smad3 mRNS
expressziot (9A abra). A 9B édbran lathatd, hogy 6 oraval a retinoidok és az AGN194310
makrofagokhoz adasat kovetéen az AGN194310 teljesen legatolta a Smad3 mRNS indukciot
mindhdrom retinoid esetében, bizonyitva ezzel a RAR-ok transzkripcids szerepét. Masrészrol,
a DEAB-bal torténd retinaldehid dehidrogendz gatlas nem volt hatdssal a retinoidok altal
eldidézett efferocitdzisra, tovabba a BMP-2 mRNS expressziora sem (9C ébra).

Ezt kovetden vizsgaltuk, hogy szerepe van-e a BMP-2-nek a retinoidok altal kivaltott

Smad3 mRNS indukcidban. Azonban, ahogyan az a 9D abran lathat6, a Smad3 retinoidok altal
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eldidézett mRNS expresszidjataz LDN193189 BMP-2 inhibitor nem befolyasolta, tovabba nem
1dézett el6 valtozast a rekombinans BMP-2 sem 6nmagaban, sem ATRA-val egyiitt alkalmazva
(9E abra).

Korabbi vizsgalatok azt mutattdk, hogy a differencialédé monociték 4ltal termelt TGF-3
autokrin modon fejti ki hatasat (Gonzalez-Junca és mtsai., 2019), valamint a TGF-B képes
szabalyozni a Smad3 expressziot a mitogén aktivalt fehérje kinaz kinaz-1-en (MEK1) keresztiil
(Ross ¢és mitsai.,, 2007). Meglep6 moddon, a PD98059 4altali MEKI1 gatlas soran nem
tapasztaltunk a retinoid-indukalt Smad3 expresszidban valtozast (9F abra). Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy nem a BMP-2, illetve nem a TGF-f kozvetiti a retinoidok hatasat a Smad3

expressziora.
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9. dbra: A makrofag érés soran a retinoidok indukaljak a Smad3-at, mely hozzdjarulhat a
retinoidok dltal kivaltott fokozott efferocitozishoz. (1) A Smad3 mRNS expresszio novekedése
az ido fiiggvényében olyan differencidalodo makrofagokban, melyek az érési folyamat 4. napjatol
kezdédoen 1 uM DHR, 1uM ROL vagy 30 nM ATRA jelenlétében differencialodtak. (B)
Retinoid-indukalt Smad3 mRNS expresszio gatlasa 0,5 uM AGN194310 inhibitorral a

makrofag érés 4.napjanak kezdetén, 6 ordaval a retinoidok adasat kovetoen mérve. (C) A
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retinaldehid dehidrogendazok 25 uM DEAB-bal torténé gatlasinak hatisa a Smad3 mRNS
expressziora a makrofag differencidcio 4.napjanak elején, 6 oraval a retinoidok (1 uM DHR,
1uM ROL vagy 30 nM ATRA) addsa utan mérve. (D) A makrofag érés 4. napjanak kezdetén, a
retinoidokkal egyiitt adott BMP gatloszer LDN193189 (0,3 uM) hatasa a Smad3 expressziora,
6 oraval a sejtkulturdhoz adasukat kovetéen. (E) A 4 napig differencidltatott makrofagokhoz

retinoidokkal egyiitt adott rekombinans BMP-2 hatasa a Smad3 mRNS expressziora, 6 ora

expressziora a makrofag érés 4.napjanak kezdetén, 6 oraval a retinoidok és a gatloszer adasat
kovetéen mérve. (G) A makrofag differenciacio 4. napjanak kezdetén, az 1 uM DHR-lal, 1 uM
ROL-lal vagy 30 nM ATRA-val egyiitt jelenlévd 0,5 uM Smad3 jelatvitel inhibitor (SI1S3) hatdasa
a két nappal késébb mért efferocitozisra. (H) Az apoptotikus timocitdikkal egyiitt adott SIS3 (0,5
uM) hatasa a BMDM-0K efferocitozisara. A bemutatott eredményeket datlag + SD értékkent
tiintettiik fel (n=4). Az RT-qPCR soran referencia génkeént [-aktint hasznaltunk. Csillagok
jelolik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
****pn<0,0001. Valamint 0,5 v/iv% DMSO-¢ tartalmazott mindegyik sejtkultira.

7.1.6. A Smad3 hozzajarul a retinoid-indukalt efferocitézishoz a

makrofag differenciacio kozben

Ahhoz, hogy vizsgalni tudjuk a Smad3 transzkripciés faktor retinoid-indukalt
efferocitozisban betdltdtt szerepét a makrofag differenciacié soran, a retinoidok mellett SIS3
TGF-B1 receptor (ALKS kinaz) gatloszert adtunk a sejtekhez a differenciaciojuk 4. napjanak
elején, melyrdl ismert, hogy gatolja a Smad3 jelatvitelt. A sejtek efferocitozis kapacitasat két
nappal késobb detektaltuk, melynek eredményeként a 9G &bran lathatd, hogy a SIS3
szignifikdnsan gatolta az alap efferocitdzist, és megakadalyozta a retinoidok altal kivaltott
efferocitozis novekedést, ami arra utal, hogy a TGF-B receptor/Smad 3 jelatvitelnek
meghatarozo szerepe van az efferocitozis fokozasdban a makrofagok érése soran. Ezenkiviil az
elhalt sejtekkel egy idOben adott SIS3 gatolta az érett csontveldi eredetli makrofagok
efferocitdzisat (9H abra), bizonyitva ezzel a Smad3 efferocitozisban betoltott meghatarozo
szerepét. A mi eredményeinkkel Osszhangban, a Smad3 részvételét az efferocitozis
folyamataban mar kordbban megfigyelték (Chen és mtsai., 2019). Fontosnak tartom
megemliteni, hogy a SIS3-mal egyiitt torténd 2 napos inkubalas jelentdsen csokkentette (45%-
kal) a makrofagok életképességét a kontrollokhoz képest (az adatokat nem mutatjuk), mely

Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a TGF-f1, ami autokrin médon hat a
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differencialod6 makrofagokra, nagymértékben hozzajarul a ttlélésiikhoz (Gonzalez-Junca és

mtsai., 2019).

7.1.7. A retinoidok a vaszkularis endotél novekedési faktor A

(VEGFA) expressziojat is fokozzak

A korai, fokozott expressziét mutatd gének kozott (2. tdblazat), melyek a retinoid hatédst
kozvetitik az efferocitozisban, olyan géneket is talaltunk, mint példaul a D-vitamin receptor
vagy a vaszkularis endotél novekedési faktor A (VEGFA), mely kapcsolatba hozhat6 az M2
monocita/makrofag polarizaciéval. A D-vitamin receptorrol ismert, hogy a makrofagok M2
iranyba valo elkotelezOdését segiti (Gunasekar és mtsai., 2018), mig a VEGFA novekedési
faktort M2 pro-reparativ monocita/makrofagok termelik, melyek az angiogenezist iranyitjak
(Shibuya és mtsai., 2011). Ezek alapjan a VEGFA mRNS expresszio szabalyozasara voltunk
kivancsiak.

Hasonldéan a BMP-2-hoz és a Smad3-hoz, a retinoidok id6- és RAR transzkripcio fiiggd
modon indukaltdk a VEGFA mRNS expressziot (10A és 10B éabra), és a DEAB nem volt
hatassal erre a novekedésre (10C abra). Az LDN193189 és a PD98059 hatasanak hidnya (10D
¢s 10E abra) arra utal, hogy az ALK2-, ALK3-, vagy MEK1-medialt jelatvitel nem jatszik
szerepet a VEGFA mRNS expresszio szabalyozasdban. Smad3 hidnyos makrofagokat hasznalo
korabbi tanulméanyokban azonban kimutattak, hogy a Smad3 részt vesz a makrofagok VEGFA
szabalyozasaban (Chen és mtsai., 2019), ami arra utal, hogy a retinoidok kézvetve ndvelhetik
a VEGFA expresszidjat a Smad3 szint emelésén keresztiil (9A abra).

Korabbi tanulmanyok azt mutattak, hogy az in vivo differencialt peritonealis
makrofagokhoz képest a csontveldi eredetli makrofdgok az M1-M2 polarizacids spektrumon
inkabb az M1 felé torekszenek (Zajd és mtsai., 2020). Erdekes modon, magat a BMP-2-t M2
tipust makrofagok termelik (Loi €s mtsai., 2016; Wang és mtsai., 2022). Ezért M2 marker
géneket kerestiink azokban a makrofagokban, melyek az érésiik utolso 48 6rajadban DHR
jelenlétében differencialodtak, hogy megnézziik, a retinoid kezelés az M2 polarizacié iranyaba
tolja-e el a makrofag differenciaciot. A 3. tablazatban talalhatoak az altalunk Gsszegytijtott M2

marker gének, melyek a DHR jelenlétében fokozott expresszidt mutattak.
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10. abra: A makrofag differencidacio soran a VEGFA is indukadlodik a retinoidok hatdsdra.
(A) A VEGFA mRNS idofiiggd névekedése makrofagokban a differenciacio 4. napjanak
kezdetétol jelenlévo 1 uM DHR, 1 uM ROL vagy 30 nM ATRA esetén. (B) A retinoid-indukalt
VEGFA mRNS expresszio gatlasa 0,5 uM AGNI194310-zel, a makrofag érés 4. napjanak
kezdetén, 6 oraval a retinoidok adasat kovetoen. (C) A retinaldehid dehidrogendzok 25 uM
DEAB-bal torténd gatlasanak hatasa a VEGFA mRNS expressziora a makrofag differencidcio
4. napjanak elején, 6 oraval a retinoidok adasa utan. (D) 0,3 uM LDN193189 vagy (E) 5 uM
PD98059 gdtldszerek hatisa a VEGFA mRNS expressziora, 30 perccel a retinoidok elétt adva
amakrofag érés 4. napjanak kezdetén, 6 oraval a sejtkulturahoz adast kovetéen. Az eredmenyek
atlag + SD értékként vannak megadva (n=4). Az RT-qPCR soran normalizalo génként p-aktint

hasznaltunk, tovabba csillagok jelolik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket: *p<0,05,
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*p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. A sejtkulturak mindegyike tartalmazott 0,5 v/v%
DMSO-t.

3. tablazat: M2 makrofag marker gének listaja, melyek kiilonbozoképpen expresszalodtak a
makrofag érés negyedik napjanak kezdetén adott, 48 oran at jelen lévé DMSO-val és 1 uM
DHR-lal kezelt BMDM-ok kozott (legalabb 1,5-szoros valtozas és <0,05 korrigdalt p érték
alapjan). Az M2 makrofig-asszocialt gén lista a https://www.bosterbio.com/tissue-markers-
cellmarkers/macrophage-markers webhely alapjin késziilt, és 73 gént tartalmazott. Ezt az
irodalmi keresésekbol szarmazo génekkel bovitettiink és kiterjesztettiik arra a 357 génre,

amelyek 48 oras DHR-kezelést kovetben fokozott expressziot mutattak.

Korr. p érték FC Gén szimbdélum Gén név

8.93 x 10-¢ 249.6 Bmp2 csont morfogenetikus fehérje 2
citokrém P450, csalad 26, alcsalad b,

1.83 x 10+ 14.8 Cyp26bl polipeptid 1

9.13 x 107 4.4 Vegfa vaszkularis endotél ndvekedési faktor A

3.76 x 10 4.1 Aldhla2 aldehid dehidrogendz 1, alcsalad A2

4.38 x 10-° 3.6 Marco makrofag receptor kollagén szerkezettel

4.85 x 107 2.8 Clec7a C-tipusu lektin domén csalad 7, tag a

2.01 x 10+ 1.9 Irf4 interferon szabalyozé faktor 4

szialsav koto Ig-szerti lektin 1,

5.56 x 10~ 1.7 Siglecl szialoadhezin

6.24 x 108 1.6 Tgm?2 transzglutaminaz 2, C polipeptid

1.43 x 10+ 1.5 Cd36 CD36 antigén
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7.2. A hemoxigeniz-1 az efferocitézis soran a makrofagokban
hozzajarul mind a bekebelezési mind a gyulladasgatlo

folyamatokhoz

7.2.1. Az apoptotikus sejtek fagocitozisa indukalja a HO-1

kifejezodését a makrofagokban

Hogy vizsgalni tudjuk a HO-1 szerepét és indukcidjdnak mechanizmusat az apoptotikus
sejteket felvevd makrofagokban, kivalasztottunk két kiilonbozd hemtartalma célsejtet: az
apoptotikus timocitdkat, melyek hemtartalma meglehetdsen alacsony, a detektalhato értéken
aluli (Philip és mtsai., 2015), és az eriptotikus vorosvértesteket, melyek hemtartalma igen
magas, tekintve, hogy a tomegiik alapjan a hemoglobin alkotja a vorosvértestek szarazanyag
tartalmanak 96%-at (Weed ¢és mtsai., 1963). Ismert, hogy a HO-1 szovetspecifikusan

expresszalodik (www.proteinatlas.org, 2017), igy el6szor azt vizsgaltuk, hogy az apoptotikus

timocitak vagy az eriptotikus vordsvértestek expresszaljak-e a HO-1 fehérjét. Ahogyan az a
11A 4abran lathatd, a HO-1 fehérje nem expresszalddott ezekben a sejttipusokban szdmottevd
mennyiségben, igy alkalmasnak bizonyultak tovabbi kisérletekhez, mivel nem zavarnak be az
elhalt sejtek felvétele utan a makrofagokban bekovetkezd HO-1 kifejezdédésének detektalasaba.

Az 11B-D ébrakon lathatd, hogy fliggetleniil a hemtartalmukto6l, mindkét elhalt sejttipus
indukalta 6 oran belill a sejtfelvevé makrofagokban a HO-1 mRNS expressziojat, valamint az
IS, hogy a HO-1 fehérje szintje 24 6raval késobb is emelkedett maradt. Meglep6é modon, a
hemtartalomban 1év6 nagyfoku eltérés ellenére nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az

indukcio mértékében a két kiilonb6zo sejttipus 6 oras felvétele soran.
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11. abra: Az apoptotikus timocitik és a magas hemtartalmiu eriptotikus vorosvértestek is
képesek a HO-1 expressziojat indukdlni a fagocitilo makrofagokban. (A) Apoptotikus
timocitak (aT) és eriptotikus vorosveértestek (eRBC) HO-1 fehérje szintjét bemutato Western
blotok. A4 felvitt fehérjemennyiség kontrolljaként [-aktint hasznaltunk. Mé¢=makrofag. (B)
Apoptotikus timocitakat vagy eriptotikus vordsvértesteket felvevé makrofagok kiilonbozo
idopontokban mért HO-1 mRNS szintje. Az mRNS expressziot RT-QPCR technika segitségével
hatdroztuk meg, normalizalo génként ciklofilin A-t haszndlva. Az eredményeket nem fagocitalo
makrofagok alap HO-1 expressziojahoz hasonlitva tintettiik fel. (C) Fluoreszcens
mikroszkoppal késziilt reprezentativ képek az apoptotikus timocitikat vagy eriptotikus
vorosvertesteket bekebelezo makrofagokrol. Lépték skala: 50 um. (D) Apoptotikus timocitdkat
vagy eriptotikus vorosvertesteket bekebelezo makrofagok kiilonbozo idopontokban mért HO-1
fehérje szintje, melyet Western blot technikdval hataroztunk meg f-aktint hasznalva a felvitt
fehérjemennyiség kontrolljaként. Egy reprezentativ Western blotot mutatok be. Az
eredményeket nem fagocitalo makrofiagok alap HO-1 fehérje szintjéhez hasonlitva adtuk meg.
Az eredményeket atlag += SD értékkent tiintettiik fel (n=3). A statisztikailag szignifikans
kiilonbsegeket csillagok jelolik: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0.001, ****p<0,0001.
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7.22. A HO-1 expressziojat szolubilis jelek indukaljak az
apoptotikus timocitakat fagocitalo makrofagokban, mig az
elhalt vorosvértestek jelenlétében 1évo makrofagok HO-1

indukcidjahoz sziikséges a sejtek felvétele

Amennyiben az elhalt sejt hemtartalma szerepet jatszik a HO-1 indukcidjaban, akkor a
makrofagoknak eldszor mindenképpen fel kell vennie az elhalt sejtet. Ezért, hogy
megvizsgaljuk a hem szerepét a HO-1 indukcioban az elhalt sejtek felvétele soran, citokalazin-
D-vel gatoltuk az aktin polimerizaciot, ezzel egyiitt pedig az elhalt sejtek felvételét. Ahogyan
az a 12A é4bran lathato, a citokalazin-D jelenléte erdsen gatolta mind az apoptotikus timocitak,
mind az eriptotikus vordsvértestek felvételét. Azonban, a citokalazin-D csak az eriptotikus
vorosvértestek esetében gatolta a HO-1 indukciojat. A 12B abran lathato, hogy az apoptotikus
timocitak esetében a citokalazin-D bekebelezést gatld hatasa mellett is indukéalédott a HO-1.

Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az intracellularis hem nem a {6 kivaltgja a HO-1
indukcidjanak az apoptotikus timocitdk esetében, ezért elkezdtilk vizsgalni, hogy milyen
elhalasi jelek vehetnek részt a folyamatban. A citokalazin-D gétolja magat a sejtfelvételt, de
nem befolyasolja az elhalt sejtek érzékelését. A laboratoriumunkban kordbban kimutattdk, hogy
mindkét sejttipus képes expresszalni a foszfatidilszerint (Koroskényi és mtsai., 2011; Sarang €s
mtsai., 2007), mely egy univerzalis sejtelhalasi sejtfelszini jelnek tekinthetd, és a legtobb
makrofagon megtaldlhat6 fagocitareceptor képes direkt vagy indirekt médon felismerni (Lemke
2019). igy, ha feltételezziik, hogy a sejtfelszini jelek az apoptotikus timocitak és eriptotikus
vorosvértestek esetében hasonloak, akkor ezek az eredmények arra utalnak, hogy az eriptotikus
vorosvértestek a felvételt kovetden a makrofagon beliil képesek indukalni a HO-1-et, mig az
apoptotikus timocitak szolubilis jeleket hasznalnak. Ezt bizonyitja az a megfigyelésiink, hogy
az Osszegylijtott sejttenyészd folyadék, mely a timocitdk sejtelhaldsa soran keletkezett, képes
volt dnmagaban is kivaltani a BMDM-okban a HO-1 indukcigjat (12C abra), mig ugyanez az
eriptotikus vordsvértestek esetében nem mondhato el (az eredményeket nem mutatom be).
Mivel a HO-1 indukcidjanak mértéke szignifikansan kisebb az apoptotikus feliiluszo esetében,
mint az elhalt timocitdk jelenlétében (az eredmények nem keriiltek bemutatésra), ez jelenthetné
azt, hogy egy fagocita receptor jatszhat szerepet, amit az eriptotikus vordsvértestek nem
képesek aktivalni. A degradacié és a szolubilis faktor higitasa (a feliiluszot 1:1 ardnyban adtuk

a makrofagokhoz komplett sejttenyésztd folyadékkal), ami az efferocitdzis sordn magasabb
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koncentracioban szabadul fel a makrofagok koriil talin magyardzat a megfigyelt kismértéki
kiilonbségre.

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hozzajarulnak-e a kaszpazok a HO-1 indukciojat kivalto
szolubilis jel keletkezéséhez. Amikor a feliiluszot 20 pM Z-VAD-FMK, egy péan-kaszpaz
inhibitor, jelenlétében széruméheztetéssel elhald timocitakrol gylijtottiik Ossze, akkor ezen
feliiltszo jelenlétében a HO-1 mRNS expresszio nem indukalodott. Ezzel szemben, amikor a
Z-VAD-FMK-t egyiitt adtuk az apoptotikus timocakrol kiilon nyert feliiliszoval, akkor nem
figyeltiink meg a HO-1 mRNS expressziojaban valtozast a korabbiakhoz képest, ami azt
bizonyitja, hogy a Z-VAD-FMK nincs hatidssal a makrofagokra (12C d&bra). Ezek a
megfigyelések azt mutatjak, hogy a szolubilis szignal, ami a HO-1 indukciéért felelds,
kaszpazfliiggd modon termelddik az elhal6 timocitdkban. Ez a megfigyelésiink harmonidban all
azzal a masok altal kordbban publikalt eredménnyel, mely szerint az elhald timocitakban
kaszpazfiiggd modon termelddd ,,talalj meg” jel, név szerint a szfingozin-1-foszfat (Hait és

crer

expresszio novelésében is p38 MAPK-fiiggé modon (Weis €s mtsai., 2009).

7.2.3. A BACHI1 szerepet jatszhat a HO-1 upregulaciéjaban az
apoptotikus timocitak és az eriptotikus vorosvértestek

esetében is

Ha csak a hem jatszik szerepet a makrofagok HO-1 fokozodasdban az eriptotikus
vorosvértestek felvételét kovetden, akkor ez a szabalyozas teljesen meg kellene szlinjon a
BACHI1 hidnyéaban, mivel ismert, hogy a hem a BACHI1 transzkripcios represszoron keresztiil
szabalyozza a HO-1 expresszidjat (Ogawa és mtsai., 2001). Ugy tiinik, hogy a BACHI-nek
nagyon erds szuppressziv hatdsa van a HO-1 alap expresszidjara a makrofagokban, ugyanis a
nem kezelt BACHI1 hianyos makrofagokban is szignifikansan emelkedett HO-1 expressziot
detektaltunk mRNS ¢és fehérje szinten is (12D ¢és 12E ébra), Gsszehasonlitva a vad tipusu
kontrollokkal. Ahogyan azt feltételeztiik, az eriptotikus vordsvértestek jelenléte nem indukalta
tovabb ezt az emelkedett HO-1 szintet (12D és 12E éabra). Meglepé modon, azonban ugyanezt
tapasztaltuk az apoptotikus timocitak felvétele soran is. Ugy gondoljuk, a két transzkripcios
faktor, az Nrf2 és a BACHI1 ko6zotti versengés szabalyozhatja a HO-1 expresszidjat, ami
valosziniileg egy fontos eleme ennek a szabalyozasnak, mert ha a negativ szabalyozo hianyzik,
akkor a transzkripcid maximalisan aktivalt. Alternativ modon mindkét, akar az elhalo

vorosvértestek, akar az elhald timocitak altal indukalt jelatviteli Gtvonal célpontja lehet a
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BACHI1. Osszességében ezek az adatok azt mutatjik, hogy az eriptotikus vordsvértestek a

felvételiiket kovetden indukaljadk a HO-1-et a makrofagokban a hemtartalmukon keresztiil, mig

az apoptotikus timocitak szolubilis jeleket hasznalnak, ¢s mindkét jelatviteli itvonal célpontja

lehet a BACHI1 transzkripcios faktor.
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12. dbra: Fagocitilo makrofagokban a HO-1 expresszio BACHI-fiiggé, indukcidja az

eriptotikus vorosveértestek fagocitozisa soran sejtfelvétel-fiiggo, mig az apoptotikus timocitik

felvétele esetében szolubilis jelek kellenek hozzd. (A) A fagocitozis kezdése eldtt 30 perccel

adott aktin polimerizaciot blokkolo 5 uM citokalazin-D (Cyto.D) hatdsa. az egy ords fagocitozis

soran, mindkét tipusu elhalt sejt makrofagok altali felvétele soran. Az dbra az atlag

fluoreszcencia intenzitast mutatjia a makrofag populaciokon beliil. (B) RT-gPCR segitségével

meghatdrozott HO-1 mRNS expresszio az apoptotikus timocitakat vagy eriptotikus
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vorosvertesteket felvevé makrofagokban 5 uM citokalazin-D jelenlétében vagy hianydban.
Normalizalo génként ciklofilin A-t hasznaltunk. (C) HO-1 mRNS expresszio indukcidja
makrofagokban, melyek 20 uM Z-NNAD-FMK jelenlétében (snZ-VADb) vagy hianyaban (sn), 24
oras szerumeheztetés soran elhalo timocitakrol osszegyujtott feliiluszonak lettek kitéve. A Z-
VAD-FMK célsejtjeinek detektaldasahoz a Z-NAD-FMK-¢ direkt modon is alkalmaztuk Z-\VAD-
FMK hianydaban generalt feliiluszoval egyiitt (sn-VADa). A mRNS expressziot 6 ordaval a
feliiluszok adasat kovetoen hataroztuk meg RT-qPCR technikaval, normalizalo génként
ciklofilin A-t haszndlva. (D) HO-1 mRNS expresszié indukcidja BACHI"™* és BACHI"
makrofagokban apoptotikus timocitak vagy eriptotikus vorésvértestek jelenlétében. A mRNS
expresszio meghatarozasahoz RT-gPCR technikat hasznaltunk, a normalizalo gén ciklofilin A
volt. Az eredményt BACHI*™ makrofégok alap HO-1 mRNS expresszidjahoz hasonlitva adtuk
meg. (E) HO-I fehérje expresszié indukciéja BACHIY™* és BACHI" makrofigokban
apoptotikus timocitak vagy eriptotikus vorosvertestek jelenlétében. A fehérje szinteket Western
blot technikaval dllapitottuk meg és a felvitt fehérjemennyiség kontrolljaként [-aktint
hasznaltunk. Egy reprezentativ Western blotot mutatok be. Az eredményeket BACHI**
makrofagok alap HO-1 fehérje szintjéehez hasonlitva adtuk meg. Az eredményeket atlag + SD
ertékkent tiintettiik fel (n=3), tovabba csillagok jelzik a statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0.001

7.2.4. Az efferocitozis soran felszabadulé adenozin, illetve az
adenilat ciklaz ut altalaban nem jatszik szerepet a HO-1
kifejezodésének indukalasaban az elhalt sejteket bekebelez6

makrofagokban

Tobbek kozott Immenschuh és munkatarsainak tanulmanya azt sugallta, hogy az adenilat
ciklaz utvonalnak szerepe lehet a HO-1 expresszio szabalyozasaban (Immenschuh és mtsai.,
2002), igy azt kezdtiik el vizsgalni, hogy a jol ismert szfingozin-1-foszfat mellett (Weis é€s
mtsai., 2009) lehet-e az efferocitozis soran szintén megjelené adenozin is (Sandor és mtsai.,
2017) a HO-1 kifejez6dést szabalyozod szolubilis szignal fagocitaldo makrofagok szamara. Hogy
megvalaszoljuk ezt a kérdést, vad tipusu €s Aza receptor hianyos makrofagokhoz adtunk
apoptotikus timocitakat vagy eriptotikus vorosvértesteket, és meghataroztuk a HO-1
expresszidjat. Ahogyan az a 13A 4abran lathaté, az A2AR hidnya nem befolyédsolta a

makrofagok alap HO-1 szintjét. Tovabba, az A2AR-ok hianya nem volt hatdssal sem az
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apoptotikus timocitak, sem az eriptotikus vorosvértestek altal indukalt HO-1 mRNS szintre,
ami arra utal, hogy az adenozin nem jarul hozza az elhalt sejtek altal indukalt HO-1 expresszid
fokoz6dasahoz.

Ezutan tanulméanyoztuk, hogy az adenilat ciklaz utvonal hozzéjarul-e a HO-1 expresszio
indukalasahoz az efferocitozis kozben. Ehhez teszteltiik az RpcAMP, ami cAMP kompetitiv
gatloszer (Van Haastert és mtsai., 1984), hatasat az elhalt sejtek altal indukalt HO-1
expressziora. A 13B abran lathat6, hogy az RpcAMP jelenléte nincs hatassal sem az alap, sem
az indukalt HO-1 expressziora a csontveldi eredetii makrofagokban, melyek vagy apoptotikus
Ez az eredmény azt jelenti, hogy nem jon 1étre mas szolubilis szigndl az efferocitdzis soran, ami
hozzajarulhatna a HO-1 expresszid aktivalasdhoz az adenilat ciklaz Gtvonalon keresztiil.

Végiil tanulményoztuk, hogy az adenilat ciklaz utvonalnak van-e barmilyen hatasa a HO-1
expressziora a BMDM-okban, ha forszkolin, egy er6s adenilat ciklaz aktivator (Seamon és
mtsai., 1981) is jelen van. A forszkolin 6nmagéban vagy az apoptotikus sejtek felvétele kozben
adva sem novelte a HO-1 expressziot, ami arra utal, hogy az irodalmi eredményekkel szemben
az adenilat ciklaz Gtvonal egyaltalan nem jarul hozza a HO-1 expresszid szabalyozasahoz a
csontveldi eredetli makrofagok elhalt sejtek eltakaritasa soran (13C abra).

Az adenilat ciklaz utvonal gétlasa mellett az A3z receptorok aktivalhatjdk a p38 MAPK
jelatviteli utvonalat is sejttipus fliggé modon (Hammarberg és mtsai., 2004). Mivel korabbi
tanulmanyok szerint a szfingozin-1-foszfat é¢s a p38 MAPK utvonal is részt vesz a folyamatban
az apoptotikus timocitakrol szarmazo feliilusz6 esetén (Weis és mtsai., 2009), igy vizsgaltuk,
hogy az apoptotikus feliiluszo altal indukalt HO-1 expresszidban szerepet jatszanak-e az As
receptorok. A 13D abran lathato, hogy a p38 MAPK utvonal gatlasa szinte teljesen
megakadalyozta a HO-1 indukcidjat a makrofagokban mind az apoptotikus timocitdk, mind az
elhald timocitakrdl szarmazo feliiliszo jelenlétében. Ez az eredmény megerdsiti, hogy a p38
MAPK utvonal szerepet jatszik az apoptotikus timocitak altal indukalt HO-1 expresszidban,
tovabba a résztvevd szolubilis jel egy olyan szignal, ami a p38 MAPK utvonalon keresztiil hat.
Azonban az As receptorok hianya A3R hidnyos makrofagok fagocitozisat vizsgalva nem volt
hatdssal a HO-1 indukcidjara sem az apoptotikus timocitak, sem a roluk szdrmaz6 feliiluszo
esetében (13E abra). A p38 MAPK tutvonal gatlasa vagy az A3R-0k hianya sem volt hatassal a
HO-1 kifejezddésére az eriptotikus vordsvértestek felvétele soran sem (az eredményt nem
mutatom be). Eredményeink 6sszességében azt mutatjak, hogy az adenozin nem vesz részt a

fagocital6 makrofagok HO-1 indukalasaban.
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13. dbra: Az adenozin nem vesz részt a HO-1 expresszio indukdldsaban az apoptotikus
sejteket felvevé csontveldi eredetii makrofigokban. (A) HO-1 mRNS expressziéo A2AR™ és
A2AR*™* makrofagokban, apoptotikus timocitakkal vagy eriptotikus vérdsvértestekkel torténd 6
oras inkubdciot kovetéen. A fenti dbra a relativ génexpressziot mutatja, mig az also dbra fold
értékeket prezentdl. (B) HO-1 mRNS expresszio A2AR™ és A2AR™ makrofagokban 100 uM
RpcAMP (kompetitiv cAMP gatloszer) jelenlétében, 6 oraval az apoptotikus timocitak vagy
eriptotikus vordsvértestek addsat kovetden. (C) A2ARY* és A2AR™ makrofdgokban mért HO-1
mRNS expresszio adenilat ciklaz aktivator forszkolin (10 uM) jelenlétében, 6 oraval az
apoptotikus timocitak vagy eriptotikus vorosvértestek adasat kovetéen. Mindegyik sejtkultiira

0,1 vViv% DMSO-¢ is tartalmazott, ami az aktivator oldészere. (D) 6 ordval az apoptotikus
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timocitdk és a roluk szarmazo feliiluszo (SN) adasa utan mért HO-1 mRNS expresszio 10 uM
SB203580 (p38 MAPK inhibitor) jelenléte mellett A3R™* makrofidgokban. Mindegyik
sejtkultiira tartalmazott 0,1 v/Av% DMSO-t is, ami a gadtlészer oldészere volt. (E) A3
makrofagokban detektalt HO-1 mRNS expresszio apoptotikus timocitakkal vagy a roluk
szarmazo feliiluszoval torténd 6 ords inkubalas utin. Az mRNS expressziot RT-qPCR
segitsegével hataroztuk meg, normalizdalo génkeént ciklofilin A-t hasznalva. Az eredményeket
nem fagocitalé A2AR* vagy A3R** makrofigokhoz hasonlitva adtuk meg, és dtlag + SD
ertékkent tiintettiik fel (n=3). Csillagokkal jeloltiik a statisztikailag szignifikans eltéréseket:
*p<0,05, **p<0,01.

7.2.5. Hosszutava fagocitozis soran a HO-1 aktivitas hiianya
csokkent fagocitozis kapacitast eredményez az elhalt

vorosvértesteket felvevé makrofagokban

A tovabbiakban vizsgaltuk, hogy a HO aktivitas elvesztése hatassal van-e az apoptotikus
sejtek fagocitozisara. Ehhez a makrofagok eldkezelése soran gatoltuk a HO-1 és HO-2 aktivitast
SnPPIX gatloszerrel (Drummond és mtsai., 1981). Egy kordbbi tanulmannyal 6sszhangban
(Mucha és mtsai., 2018), az SnPPIX HO-1 mRNS expresszid ndvekedést idézett el a fagocitald
¢és a nem fagocitalo makrofagoknal is (14A dbra). Ezutan azt teszteltiik, hogy az alkalmazott
gatloszer koncentracid elegendd-e a szuperindukalt HO aktivitas gatlasahoz az eriptotikus
vorosvértesteknek kitett makrofagokban. Ahogyan az a 14B abran lathato, az altalunk hasznalt
20 uM-os koncentracié hatékonyan gatolta a HO aktivitast.

Mindkét tipusu elhalt sejt esetében vizsgaltuk a fagocitdzist egyrészt azonnal az elhalt sejtek
makrofagokhoz adasat kovetden (rovidtava fagocitozis), masrészt 6 oOras folyamatos
fagocitozist kovetden (kozéptava fagocitdzis), harmadrészt pedig 24 oOras folyamatos
fagocitozist kovetden (hosszutavu fagocitdzis). A 14C abran lathato, hogy bar mindkét HO
aktivitast gatoltuk, az apoptotikus timocitdkat felvevé makrofagok fagocitalé képességére
hosszu tdvon nem volt hatassal az SnPPIX. Azonban ugyanakkora idétartalmua fagocit6zisnal
az SnPPIX képes volt a magas hemtartalmu eriptotikus vorosvértesteket felvevd makrofagok
fagocitalo keépességét gatolni (14D abra). Az SnPPIX nem csak az eriptotikus vorosvértesteket
felvevé makrofagok szdzalékos ardnyat csokkentette, hanem a kozépérték fluoreszcencia is
lecsokkent 75,7+11,9-r61 44,8+8,1-re (p<0,01), ami arra utal, hogy kevesebb makrofag vett fel

kevesebb elhalt vorosvértestet. Az annexin V-fluoreszcein izotiocianattal és propidium jodiddal
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végzett festési kisérletek azt mutattdk, hogy ez a csokkenés nem hozhatd Gsszefliggésbe a
fagocitald6 makrofagok ¢letképességének csokkenésével (az életképesség 95% koriili volt
mindegyik sejtkultardban), tovabba ezt timasztja ala a HO-1 hidnyos makrofagokkal végzett
hosszutavu fagocitozis vizsgalat is (14E ébra). Ezen eredmények alapjan elmondhat6, hogy a
megfigyelt csokkenés nem az alkalmazott gatloszer mellékhatasdnak kdvetkezménye.

Az elhalt sejtek fagocitozisaban rengeteg fagocita receptor jatszik szerepet (Arandjelovic
¢s mtsai., 2015). Szamos jel, ami hatassal van az efferocitozisra, szabalyozza a fagocita
receptorok expresszidjat a makrofigokban. igy vizsgaltuk, hogy az elhalt vorosvértestek
felvétele HO-1 aktivitds gétladsa mellett milyen hatdssal van ezen gének expresszidjara.
Azonban meglep6 modon nem tapasztaltunk valtozast a tesztelt kulcsfontossagi fagocita
receptorok és un. bridging molekulak (Tim4, TG2, MerTK, integrin B3/B5, stabilin 2, CD14,
MFG-E8, CD36, trombospondin) mRNS expresszidjaban 24 oras elhalt vordsvértest
fagocitozist kdvetden (az adatokat nem mutatom be). Tehat a HO aktivitas hidnya feltehetéen
mas mechanizmuson keresztiil gatolja az efferocitozist.

A hatékony efferocitdzis elérése érdekében, a fagocita receptorok altal elinditott jelatviteli
utvonalak szamos kis G fehérjén keresztiil szabalyozzak a citoszkeletaris vaz atrendezddését.
A Racl és Cdc42 aktivacioja sziikséges az efferocitozishoz (Kinchen és mtsai., 2005; Leverrier
¢s mtsai., 2001), mig a RhoA aktivéacidja gatld hatdsu (Tosello-Trampont és mtsai., 2003).
Késoébb, Forster rezonancia energia transzfer bioszenzorokat hasznalva kimutattak, hogy ezek
a kis G fehérjék idében szabalyozott modon mikddnek, azaz a Racl és a Cdc42 koran
aktivalodik, hogy elOsegitsék a fagocita csésze képzddését az aktin polimerizacion keresztiil,
majd ezt kdvetden a RhoA is aktivalodik, amelynek a mechanikus visszahtzédasban és a
fagoszoma internalizdcigjdban van fontos szerepe (Nakaya és mtsai., 2008). Ezért ugy
dontottiink, megvizsgaljuk ezen harom G fehérje altalanos aktivitasat 24 6ras eriptotikus
vorosvértest fagocitdzist kovetden vad tipusi makrofagokban SnPPIX gatloszer hianyaban ¢€s
jelenlétében egyarant. A 14F-H abrakon lathatd, hogy ndvekedett Racl aktivaciot detektaltunk,
azonban nem volt valtozas az aktivalt RhoA és Cdc42 mennyiségében a 24 6ras elhalt
vorosvértest efferocitozisat kovetden. A gatloszer onmagaban nem volt hatassal ezen G fehérjék

aktivitdsara. Azonban az inhibitor gatolta a fagocitozis altal indukalt Racl aktivaciot.
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14. dabra: Az elhalt vordsvértesteket felvevo makrofagok fagocitalo képességére hosszutdavon
hatassal van a HO-1 aktivitas hianya, mig az apoptotikus timocitikat bekebelezd
makrofdagoknal ez nem figyelhetd meg. (4) 6 oras, 20 uM-0s SNPPIX (HO gatloszer) kezelest
kovetoen meért HO-1 mRNS expresszio eriptotikus vorosvértesteket felvevo makrofagokban. Az
mRNS expressziot RT-QPCR-ral hatdaroztuk meg és normalizalo génként ciklofilin A-t
hasznaltunk. Az eredményeket nem kezelt makrofagokhoz viszonyitva adtuk meg. (B) A
makrofagokban meért HO aktivitdas 6 oraval az eriptotikus vorésvértestek adasat kévetoen, 20
uM-0s SnPPIX gatloszer jelenléte mellett. (C) Az apoptotikus timocitikat bekebelezo
makrofagok fagocitalo képessége 0, 6 és 24 oras folyamatos fagocitozist kovetoen 20 uM
SnPPIX jelenlétében és hianyaban. (D) Eriptotikus vorosvértesteket felvevé makrofagok
fagocitdlo képessege 0, 6 és 24 oras folyamatos fagocitozist kovetoen 20 uM SnPPIX jelenléte
és hianya mellett. (E) Eriptotikus vorosvértesteket bekebelezé HO-1*"* és HO-1" makrofigok
fagocitalo képessége 24 oras folyamatos fagocitozis utan. (F) Racl, (G) Cdc42, és (H) RhoA
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aktivitas az elhalt vérosvértesteket 24 ordig fagocitalo makrofagokban, 20 uM SnPPIX
jelenlétében vagy hianydaban. Az aktivitast Racl, Cdc42 és RhoA G-LISA aktivacios assay
kitekkel hatdaroztuk meg. A nem kezelt kontroll kultuirak minden esetben tartalmaztak 0,26 mM
NaOH-¢ (pH 7,0), az SnPPIX oldoszerét. Az eredményeket atlag + SD értékkent tiintettiik fel
(n=3, kivéve D, ahol n=7). A statisztikailag szignifikans valtozdsokat csillagokkal jeloltiik:
*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001.

7.2.6. Az apoptotikus sejtfelvétel gatolja a makrofagok alap
gyulladasi citokin termelését, mig HO-1 hianyaban a

gyulladasi citokinek termelése ndtt vagy nem valtozott

A fagocitdzisnak rengeteg kiillonbozo célsejtje lehet, példaul baktériummal vagy virussal
fertdzott sejtek, melyek a makrofagokban gyulladdsos valaszt generdlnak, beleértve a
makrofagok 4ltal termelt gyulladasi citokin termelést, azonban az elhalt sejtek felvétele a
makrofagokban gyulladascsokkentd, Un. ,,anti-inflammatoérikus™ fenotipust eredményez. Az
elhalt sejtek nem csak hogy nem segitik el6 a gyulladast, hanem aktivan elnyomjak a
gyulladasos programot (Szondy és mtsai., 2017). Tobb tanulmany is azt feltételezi, hogy a HO-
1-nek gyulladascsokkentd szerepe is lehet (Vijayan és mtsai., 2018; Ryter és mtsai., 2006 és
2016; Pae ¢és mtsai., 2009), ezért vizsgaltuk, hogy a HO-1 kifejezédésének fokozddasa
hozzajarul-e az elhalt sejtek altal indukalt gyulladascsokkentd programhoz. Ehhez a kisérlethez
vad tipusi és HO-1 hidnyos makrofagok gyulladési citokin termelését vizsgaltuk elhalt
timocitdk és vordsvértestek jelenlétében. Sajnos a 14A &brdn lathatd6 HO-1 indukciod
kovetkeztében nem tudtuk megismételni a kisérleteket SnPPIX jelenlétében, hogy
megvizsgaljuk a HO-1 aktivitds hidnyanak hatasat is, mert nem lehet elkiiloniteni a HO-1
aktivitas hidnyat a HO-1 fehérje indukcid hatasatol.

A makrofagok citokin szekrécids profiljanak kiértékelése rendkiviil érzékeny citokin
egyideji kimutatasat egy vizsgalatban (pg/ml tartomany). Az altalunk hasznalt citokin array 40
féle citokint képes kimutatni, €s a térképe az 15A 4bran lathato. El0szor a kezeletlen vad tipusu
¢s HO-1 hianyos makrofagokban keletkezd, majd felszabadulé citokineket vizsgaltuk in vitro.
A 15B-E abrdkon bemutatott adatoknal latszik, hogy a nem fagocitdld makrofdgoknal is
kimutathat6 volt a legtobb citokin, bar néhany esetben nagyon alacsony szinten. A HO-1 hianya

nem befolyésolta szignifikdnsan a felszabadul6 citokinek osszetételét, ugyanakkor nagy egyéni
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eltéréseket tapasztaltunk a gyulladast eldsegitd citokinek mennyiségében, a kiillonb6zd
egerekbdl szarmazé HO-1"* és HO-17" makrofagok esetében. Azonban, ahogyan a 15C és 15E
Osszefoglald abrakon lathatd, apoptotikus timocitdk vagy eriptotikus vordsvértestek
jelenlétében néhany citokin mennyisége nétt, vagy valtozatlan maradt a HO-1 hidnyos
makrofagok esetében, dsszehasonlitva a megfeleld vad tipust makrofagok citokin termelésével.
Félkovér jeloléssel emeltiik ki azt a 9 db (IL-1a és B, IL-17, MIG, RANTES, M-CSF, IL-13,
IL-23 és KC) gyulladast keltd citokint, melyekre hatassal volt a HO-1 hianya mindkét tipusu
elhalt sejt fagocitozisa soran. Erdekes modon azt talaltuk, hogy az IL-1R antagonista hasonld
modon reagal, nemcsak ebben a tanulmanyban, hanem egy korabbi tanulméanyban is
(Koroskényi és mtsai., 2011). Ez Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy az IL1
termelése ¢és aktivitasa kiilon szabalyozott, tovabba a velesziiletett memoria is hatassal lehet az
IL-1 hatasra (Madei és mtsai., 2017).

Hogy megerdsitsiik az eredményeinket, kivalasztottunk harmat ezek koziil a citokinek
koziil, melyek mRNS szintjét is meghataroztuk ugyanazokban a makrofagokban, melyekr6l
Osszegytjtottiik a feliiliszot. Mivel az egyéni kiilonbségek nemcsak a citokin termelésben,
hanem a mRNS szintekben is megmutatkoznak, ezért az eriptotikus vorosvértesteket fagocitalo
HO-1 ** és HO-1 7 makrofagokban bekdvetkezd valtozasokat fold expresszidban adtuk meg.
A 15F ébran lathato, hogy az M-CSF és KC mRNS szintje is megemelkedett az eriptotikus
vorosvértesteknek kitett makrofagokban HO-1 hianyaban. Ugyanakkor az IL-1B esetében ezt
nem tudtuk kimutatni. Az IL-1B fehérje szintjét azonban er6sen meghatarozza a kaszpaz-1
aktivacio mértéke, és a HO-1-r6] kimutattdk, hogy gyengiti a pirin domain 3-at tartalmazé
NOD-szerli receptorok (NLRP3) inflammaszéma aktivitasat (Vitali és mtsai., 2020).

Osszességében az adataink arra utalnak, hogy a HO-1 indukalasa hozzajarulhat az elhalt

sejteket felvevé makrofagok gyulladasgatld hatasdhoz.
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15. dbra: A HO-1 hianya megviltoztatja az apoptotikus sejtfelvétel gyulladasgadtlo hatdsdt az
efferocitozis soran. (A) A membrdnokon detektalt 40 féle citokin térképe. (B) A kontroll és az
apoptotikus timocitikkal egyiitt inkubdlt HO-1"* és HO-1"" makrofagok citokin panelei. A
makrofagokat 6 oran keresztiil inkubdltuk apoptotikus timocitak jelenlétében vagy hianyaban,
majd ezt kévetden az elhalt sejteket eltavolitottuk és friss médiumot adtunk a BMDM-okhoz. 18

oraval késobb osszegyijtottiik a feliiluszot, amit citokin array segitségével vizsgaltunk. (C)

70



Gyulladaskelto citokinek, amelyek szintjét elnyomta az apoptotikus timocitdk felvétele a HO-
1*"* de nem a HO-1" makrofigokban. (D) A kontroll és az eriptotikus vordsvértestekkel egyiitt
inkubalt HO-1*"* és HO-1"" makrofiagok citokin paneljei. A makrofigokat 6 oérdn keresztiil
inkubaltuk eriptotikus vorosvertestek jelenlétében vagy hianyaban, majd eltavolitottuk az elhalt
sejteket és friss médiumot adtunk a makrofagokhoz. A feliiluszot 18 ordval késobb
osszegytjtottiik, és citokin array segitsegével analizaltuk. (E) Gyulladaskelto citokinek,
amelyek szintjét elnyomta az eriptotikus vorosvértestek jelenléte a HO-1*"*, de nem a HO-17
makrofagokban. Félkoveér jeloléssel lattuk el azokat a citokineket, melyek hasonloan viselkedtek
az apoptotikus timocitak és az eriptotikus vorosvértestek felvétele kozben. A harom, kiilonb6zo
idopontokban elvégzett kisérletbol egy reprezentativ eredmeény lathato. (F) Az IL-15, M-CSF és
KC mRNS expresszié viltozdsa 6 ords eriptotikus vorosvértest felvételt kovetéen HO-1"* és
HO-1" makrofagokban, 24 éraval a fagocitozis kezdete utén. Az mRNS szintet RT-qPCR
segitséegevel hataroztuk meg, normalizalo génkent ciklofilin A-t hasznadlva. Az eredményeket
dtlag + SD értékkeént tiintettiik fel (n=3). Csillag jelzi a statisztikailag szignifikans kiilonbséget:
*p<0,05.
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8. MEGBESZELES

Egészséges koriilmények kozott a makrofagoknak két fo szerepe van az elhalt sejtek
eltakaritasa soran: (1) felveszik, majd lebontjak az elhalt sejteket ugy, hogy (2) kozben nem
idéznek eld gyulladast. Disszertdciom alapjat az a laboratériumunkban kordbban végzett
tanulmany szolgaltatta, melyben kollégaim azt talaltak, hogy a DHR jelenléte az egér csontveldi
eredetli makrofagok érésének utolsd két napjaban noveli a 1étrejové BMDM-0k fagocitozis
kapacitasat (Sarang és mtsai., 2019), de a retinsav hat4sanak kitett, érett makrofagokhoz képest
mas efferocitézishoz kothet6 génekre hat (Sarang és mtsai., 2014). Ezért azt feltételeztiik, hogy
a DHR mas jelatviteli utvonalon keresztiil hathat a makrofagok differencialédasa kdzben, mint
a retinsav a mar érett BMDM-okban az efferocitozis eldsegitésében. A disszertaciomban
bemutatott adatok azonban azt mutatjdk, hogy a DHR ugyanazon a jelatviteli utvonalon
keresztiil hat, mint a ROL és az ATRA altal medialt RAR-ok, de mas gének érzékenyek a
retinoid kezelésre a differencialodas kozben, mint a mar érett makrofagokban. Erdekes médon
azonban a ROL vagy DHR retinsavva vald atalakulasanak gatlasa nem akadalyozta meg a
génexpressziora, vagy az efferocitozisra gyakorolt hatasukat, ami arra utal, hogy a ROL ¢és a
DHR kozvetleniil aktivalhatja a RAR-okat a differencidloddo makrofagokban anélkiil, hogy
relevans retinsavakka alakulnanak at (Repa és mtsai., 1993). Adataink azt bizonyitjak, hogy a
ROL és a DHR a RAR receptorokon keresztiil hat, de a retinoidok fagocitdzis receptorok
génexpresszidjara gyakorolt hatasat nem feltétlentil kell, hogy a RAR-ok kdzvetlen
transzkripcids aktivitdsa kozvetitse. Koztudott, hogy a transzkripcid eldsegitése mellett az
ATRA-hoz kotott RAR-0k az AP1 transzrepressziojat is kivalthatjak (Chen és mtsai., 1995), és
kollégaim is kimutattadk, hogy a RAR-ok képesek elbsegiteni a gliikkokortikoid receptor
transzkripcios aktivitasat, kozvetlen receptor/receptor kdlcsonhatason keresztiil, a DNS-kotés
sziikségessége nélkiil (Toth és mtsai., 2011). Egyes szintetikus retinoid receptor antagonistak
megkiilonboztethetik ezeket a bioldgiai aktivitasokat, mivel az ATRA-hoz kotott receptor
kiilonb6zé részei vesznek részt ezekben az aktivitdsokban, és a szintetikus antagonista
retinoidok nem feltétleniil versenyeznek mindegyikkel (Toth és mtsai., 2011; Repa és mtsai.,
1993). Ezenkiviil a retinoid-kotott RAR-oknak akar nem-genomikus hatasai is lehetnek,
amelyek kozvetve befolyasoljak a transzkripciot (Unsworth és mtsai., 2018).

A retinoid jelatvitel két mediatorat azonositottuk differencidlodé makrofagokban, a BMP-
2-t és a Smad3-at, amelyek hozzajarulnak a megfigyelt efferocit6zis kapacitas novekedéséhez.
Mind a BMP-2, mind a Smad3 direkt RAR-szabalyozott célgénnek bizonyult (Ross és mtsai,
2007; Zou ¢s mtsai., 2021), és adataink alapjan sem a retinoid-indukalt BMP-2, sem a
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differencialodashoz kapcsolodd TGF-B1 jelatvitel nem jarul hozza a Smad3 retinoidok altali
keresztiil hat (Holtzhausen és mtsai., 2014). Ezen tilmenden azonban azt talaltdk, hogy
differencialodo sejtekben a BMP-2 egy nem kanonikus utvonalon keresztiil is hat, mely
magaban foglalja a BMP-2/TGF-B1 receptor heterodimereket és a Smad3-at (Holtzhausen és
mtsai., 2014). Bar ezt a lehetéséget nem vizsgaltuk részletesen, eredményeink alapjan nem
zarhatjuk ki, hogy a retinoidok nemcsak a BMP-2 és TGF-P révén, hanem egy BMP-2/BMP-2
¢s TGF-B1 heterodimer receptor/ Smad3-fliggd modon is eldsegithetik az efferocitozist a
differencialodé makrofagokban.

A monocitak csontvelobdl szarmazé immunsejtek, amelyek koriilbeliil 2 napig keringenek,
miel6tt tavoznak a keringésbdl. A keringd monocitak korokozokat keresnek, és reagéalnak a
fagocita funkcioik ellatasahoz sziikséges gyulladasos jelekre, vagy a monocitak kiilonb6zo
szovetekbe vandorolnak, ahol makrofagokka alakulnak. A 1étrejové makrofagok nem alkotnak
egységes sejtpopulaciot, és jelentés mértékli a heterogenitas, amit az immunkornyezet hataroz
meg (Li és mtsai., 2020). Egerekben az efferocitozist kovetden létrejovo monocita eredetii
makrofagokat klasszikusan két csoportba soroljak: a gyulladast elésegité M1, és a gyulladast
gatlo M2 makrofag csoportokba. Az M2 makrofagok tovabbi csoportokra oszthatoak, melyek
részt vesznek a gyulladds megsziintetésében, az antigénprezentacidban ¢és a szdvetek
helyreallitdsaban (Li €s mtsai., 2020). Utdbbiakrol ismert, hogy ndovekedési faktorokat és pro-
angiogén szovetjavitdé faktorokat szabaditanak fel, mint amilyen a VEGFA, a novekedési
differenciacios faktor 3 (GDF3), vagy az inzulinszer(i ndvekedési faktor-1 (IGF-1) (Li és mtsai.,
2020).

In vivo a monocitak makrofagokka torténé differencialodasat az endotél gaton keresztiili
migracio valtja ki (Francke és mtsai., 2011). In vitro BMDM differencialodas esetén a monocita
¢s makrofag differencialddasi szakaszok nem kiilonithetéek el egyértelmiien. Ez a kiilonbség
nagy valoszinliséggel Osszefligg azzal a ténnyel, hogy a BMDM differencidlodas egy
adherencia altal kozvetitett érés, mivel ennek a tapadasnak a gatlasa monocita képzddést
eredményez (Francke és mtsai., 2011). gy a BMDM differencialodas csak részben utanozza az
in vivo monocita eredeti makrofag differencialodasi folyamatot, mintegy atugorva a monocita
érés egy 1épését (Zajd és mtsai., 2020).

A csontvel6bdl szarmazd monocitdk gyakran jelennek meg, ¢és differencidlodnak
makrofagokka azokban a szévetekben, ahol megndvekedett sejtelhalas kovetkezik be, példaul
vazizom-sériilések soran (Szondy és mtsai., 2022) vagy zsirban gazdag étrend altal indukalt

zsirsejt elhalds soran (Cinti és mtsai., 2005). fgy a retinoidok altal kivaltott efferocitozis
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kapacitas novekedés hozzajarul az elhalt sejtek hatékony eltavolitasihoz ezekben a
szovetekben, megel6zve ezzel a kronikus gyulladast és az autoimmun betegségek kialakulasat
(Szondy ¢és mtsai., 2014). Ezenkiviil a Smad3 a TGF-B gyulladdscsokkentd hatasanak
meghatarozo kozvetitéje (Werner és mtsai., 2000), amelyrdl ismert, hogy az efferocitdzis soran
a bekebelezést végzé makrofagok altal szabadul fel (Fadok és mtsai., 1998).

A retinoidok altal fokozott D-vitamin receptor vagy a VEGFA expresszié a monocita-
makrofag differencialédas sordn azt is jelzi, hogy a retinoidok eldsegitik olyan M2-tipusu
makrofagok képzddését, amelyek részt vesznek a szovetek helyreallitdsanak szabalyozasaban.
A retinoid hozzéadéasa utan 48 oraval észlelt TG2 vagy ALDH1a2 fokozddésa szintén ezt a
nézetet timasztja ala (He és mtsai., 2021). Tovabba nemrég mutattak be egy infarktusos
szivizom modellben a Smad3 szerepét a makrofagok szovetjavitd valaszainak kozvetitésében
(Chen ¢és mtsai., 2022).

Megfigyeléseinkkel Osszhangban, a differencidlodd6 monocitak egérdaganatbol
felszabaduld6 ATRA altali M2 polarizacigjat figyelték meg a tumor kornyezetében, ahol a
létrejové  tumor-asszocialt M2-szeri makrofagok immunszuppressziot kozvetitettek és
elosegitették a tumor novekedését (Devalaraja és mtsai., 2020). Azt is megallapitottak, hogy az
ATRA el6segiti a differencialodd monocitak M2 polarizaciojat az L. major fert6zés soran is
egerekben (Vellozo és mtsai., 2017). Osszességében adataink tovabbi bizonyitékot
szolgaltatnak arra, hogy a makrofagok differencialodasa soran hato retinoidok elésegitik az M2 -
szerli, immunszuppressziv, pro-reparativ makrofagok képzddését, és elsdként mutattuk be,
hogy a retinoidok hatasat részben a BMP-2 és a Smad3 kozvetitik.

Mikozben kollégdim a RetSat hidnyos egerek csontvel§jébdl differencialtatott
makrofagokkal dolgoztak, azt vették észre, hogy ezen makrofagok hosszutava fagocitdzisa
zavart szenved (Sarang és mtsai., 2019). A defektus okanak feltarasahoz RetSat*’* és RetSat™~
csontveldi eredetli makrofagokon RNS szekvenalast végeztek. Az adatok elemzése soran azt
talaltak, hogy az alacsony hemtartalmt elhalt timocitakat felvevd makrofagokban a hem
masodik felében arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy vajon miért expresszalodik a HO-1
ekkora mértékben, illetve van-e esetleg mas szerepe is a HO-1-nek az efferocitdzisban. A
kisérletekben kétféle elhalt sejttipust hasznaltam, a mar emlitett alacsony hemtartalmu
apoptotikus timocitdk mellett a magas hemtartalmu eriptotikus vorosvértesteket.

Osszességében az eredményeink ezen a teriileten azt mutatjak, hogy az elhalt sejtek
fokozzak a HO-1 kifejez6dését a makrofdgokban: az apoptotikus timocitdk olyan, oldhato

szignalokon keresztiil, mely nem tartalmazza az adenozint, vagy mas cAMP-t fokozé
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molekulat, ugyanakkor sziiksége van a p38 MAPK jelatviteli tvonalra; az eriptotikus
vorosvértestek pedig a felvételiiket kovetden. Valdsziniileg mindkét utvonal magaban foglalja
a BACHI szabalyozasat. A HO-1 aktivitas gatlas nem befolyasolta a makrofagok fagocitalo
kapacitasat az alacsony hemtartalmu sejtek felvétele soran, még 24 6ras folyamatos sejtfelvétel
esetén sem, mig ugyanez a fagocitozis gatlasat eredményezte magas hemtartalmua sejtek
felvétele soran. Az utobbi esetben a HO aktivitds hidnya hatéssal volt a bekebelezés altal
kivaltott Racl aktivalasra. Normal esetben az apoptotikus sejtfelvétel elnyomja az alap
gyulladaskeltd citoktermelddést a vad tipust makrofagokban, azonban HO-1 hidnyéaban
fokozott vagy valtozatlan pro-inflammatdrikus citokin felszabadulast tapasztaltunk mindkét
sejttipus bekebelezése soran. A HO-1 gyulladascsokkentd hatasa magyarazatot adhat arra, miért
képesek még az alacsony hemtartalmu elhalt sejtek is szabalyozni a HO-1-et a makrofagokban,
¢s miért hasznalnak alternativ jeleket, mint az intracellularis hem akkumulacié. Adataink
Osszességében azt mutatjdk, hogy a HO-1 hozzdjarul a makrofagok sejtfelvevd ¢és
gyulladascsokkentd programjahoz is az efferocitozis sordn.

Az eredményeink 0sszhangban vannak egy masik tanulmannyal, mely azt mutatja, hogy a
HO-1 hidanyos egereknek nem valtozik meg a csecsemOmirigy szerkezete és funkcidja
(Kapturczak és mtsai., 2004), ahol a folyamatosan képz6dé timocitak nagy része elhal és
eltakaritodik, jelezve ezzel a megfeleld hem anyagcserét az eltakaritast végz6 makrofagokban.
Ugyanakkor ezekre az egerekre jellemzO a splenomegalia és a fibrotikus szerkezet erds
karosodasa a 1épben (Kovtunovych és mtsai.,, 2010), ahol az eloregedett vorosvértestek
tobbségének eltakaritasa torténik. Az ilyen lépben az eriptotikus vordsvértesteket felvevod
¢s mtsai., 2010). A makrofagok kiilonb6z6 érzékenységét a hem felhalmozddaséra ebben a két
szovetben in Vivo magyarazza a HO-2 egyidejii, folyamatos kifejez6dése a HO-17
makrofagokban (Kovtunovych és mtsai., 2010; Bellner és mtsai., 2015), amelynek aktivitasa
elegendd a csecsemdmirigyben az apoptotikus timocitak fagocitdzisa soran keletkez6 alacsony
mennyiségli hem kezelésére, de nem elegendd az efferocitézis soran a magas hemtartalmu
eriptotikus vorosvértestek kezelésére a 1épben. Ennek megfeleléen, amikor mindkét HO-t
gatoltuk az SnPPIX-cel, akkor szignifikdnsan nagyobb gatlast figyeltiink meg az elhalt
vorosvértestek hosszatavi fagocitdzisa soran, mint amikor a HO-1 csak dnmagaban hianyzott
(14. abra), ami alatamasztja, hogy az efferocitozis gatlas mértéke fiigg a fennmarado HO
aktivitastol.

A mi adataink nem tamasztjak ald azt a tanulmanyt, melyben a szerzék azt kozolték, hogy

a hem felhalmozo6dasa a makrofagokban (az ¢ esetiikben hemolizis soran) tilaktivéalja a Cdc42-
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t azaltal, hogy hozzakotédik a DOCKS guanin nukleotid Kicseréld faktorhoz (Martins €s mtsai.,
2016). A mi eredményeink inkabb azt mutatjdk, hogy a HO-1 aktivitds hidnya a Racl
aktivaciora van hatassal fagocit6zis kozben. Egy korabbi tanulmanyban azt talaltak, hogy a CO,
ami az egyik terméke a HO aktivitasnak, eldsegiti az efferocitozist (Kim és mtsai., 2015). igy
eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy HO aktivitds hidnyaban fizioldgias szinten a hem
akkumulacioja és a szénmonoxid létrejottének hidnya egyiitt gyakorol hatast a hosszitava
efferocitozisra, ¢és ez foként az efferocitdzis hatékonysagat meghatiroz6 Racl aktivitast

befolyasolja.
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9. OSSZEFOGLALAS

A szervezetben elhalt sejtek eltdvolitisa a csontveldi eredetli makrofagok 4ltal
(efferocitozis) kulcsfontossagu a szdveti homeosztazis fenntartdsaban és az esetlegesen
kialakult gyulladas felszamolasaban. Kollégaim korabban azt talaltdk, hogy a retinol szaturaz
enzim terméke, a (13R)-csupa-transz-13,14-dihidroretinol (DHR) jelenléte a monocita
differenciacio soran noveli a 1étrejové makrofagok efferocitozis kapacitasat, ezért munkam
sordn a DHR hatdasmechanizmusdnak meghatarozasa volt az egyik célom. Ennek érdekében
retinol (ROL) vagy DHR jelenlétében, illetve hianyaban differencialtatott csontvel6bol
szarmazd makrofagok génexpresszidos profiljat vizsgaltam mRNS szekvenalassal. A
génkészlet-dusitasi analizissel szamos efferocitdzishoz kotheté molekulat azonositottunk,
amelyeket mindkét vegyiilet szabalyozott, azonban a transzglutaminaz 2 (TG2) kivételével
egyik sem volt az érett makrofdgokban kordbban mar azonositott, retinoid altal szabalyozott
fagocita receptor. Ezért ellendriztiik a DHR korai célgénjeit a makrofagok differencialdédasa
soran, ¢és 74 felszabéalyozott gént taladltunk. A retinoidok hatdsdnak kozvetitésére a
legigéretesebb jeloltek BMP-2 és a Smad3 voltak, amelyek expresszidja szignifikdnsan
novekedett. A differencialodd makrofagokban a DHR, a retinol és a csupa-transz-retinsav
(ATRA) is képes volt indukalni ennek a két génnek az expressziodjat retinsav receptor (RAR)-
fliggd modon, bar a DHR kevésbé, mig az ATRA a leghatékonyabban. Tovabba a retinoidok a
fokoztak. Osszességében ez azt jelzi, hogy a retinoidok eldsegitik a pro-reparativ M2 makrofag
populécié kialakuldsat a makrofag érés soran, illetve elmondhatd, hogy fokozzak az
efferocitdzist azaltal, hogy indukaljak a BMP-2 jelatvitelt a RAR miikddésének szabalyozasan
keresztiil.

A hemoxigenaz-1 (HO-1) létfontossagu szerepet tolt be a hem katabolizmusaban, és
ekvimolaris mennyiségii biliverdint, CO-t és szabad vasat termel. A kutatdcsoportunk egy
korabbi tanulmanyban azt talalta, hogy a fagocitdzis soran az elhalt sejtként hasznalt
apoptotikus timocitak, melyek kevés hemet tartalmaznak, nagymértékben fokoztak a HO-1
kifejezddését az Oket felvevd makrofagokban. Ezért kutatomunkdm mésodik felében a HO-1
efferocitozisban betoltott szerepét vizsgaltam. Elhalt sejként kétféle sejttipust hasznéltam, a
kevés hemet tartalmazd apoptotikus timocitakat, és a nagymennyiségli hemet tartalmazo
eriptotikus vorosvértesteket (eRBC). Mindkét elhalt sejttipust felvevd makrofdgok erdsen
fokoztak a HO-1 kifejez6dését. Az apoptotikus timocitak altali indukcio teljes mértékben az
oldhat6 szignaloktdl fiigg, amelyek egyike sem aktivalja az adenilat-ciklazt, mig az eRBC-k
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esetében ez sejtfelvétel fliggd. Valoszinlileg mindkét ut magaban foglalja a HO-1 gén
represszoranak, a BACHI transzkripcios faktornak a szabalyozasat. Az apoptotikus timocitak
hosszu tava folyamatos efferocitdzisat nem befolyasolja a HO-1 elvesztése, de az eRBC-két
gatolja. Ez késObb egy belsd jelatviteli utvonalhoz kapcsolddik, amely megakadalyozza a Racl
aktivitas efferocitozis altal kivaltott ndvekedését. Mig az apoptotikus sejtek felvétele elnyomta
a vad tipusi makrofagokban a bazalis pro-inflammatorikus citokin termelést, addig a HO-1
hianyos makrofagok megnovekedett mennyiségli proinflammatorikus citokint termeltek.
Osszességében az adataink alapjan elmondhato, hogy a HO-1 sziikséges a magas hemtartalmu
elhalt sejtek felvétele esetén a hem lebontasahoz, igy a megfeleld bekebelezési folyamathoz, és
altalaban hozzéjarul az apoptotikus sejt kozvetitette gyulladasgatld valasz kialakulasdhoz az

efferocitdzis soran.
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10. SUMMARY

The clearance of apoptotic cells by macrophages (efferocytosis) plays a key role in the
maintenance of tissue homeostasis and in eliminating the inflammation. Previous work in our
laboratory has shown that (13R)-all-trans-13,14- dihydroretinol (DHR) that is produced by
retinol saturase enzyme, administered during bone marrow-derived macrophage (BMDM)
differentiation increased the efferocytic capacity of the generated mature macrophages. In this
study, | aimed to determine the mechanism of DHR action. Total gene expression analysis of
BMDMs, which were differentiated in the presence or absence of retinol (ROL) or DHR was
carried out by total mRNA sequencing. Gene set enrichment analysis identified several
efferocytosis-related genes that were upregulated by both compounds. However, none of them
were the retinoid-regulated phagocytic receptors, except transglutaminase 2 (TG2), that my
collegues identified previously in mature macrophages. That is why we checked the early target
genes of DHR during macrophage differentiation, and found 74 upregulated genes. To mediate
the effect of retinoids, the most promising candidates were BMP-2 and Smad3, whose
expressions were increased significantly. During monocyte differentiation DHR, retinol, and
retinoic acid all induced the expression of these two genes in a RAR-dependent manner, DHR
being the less, retinoic acid being the most effective inductor. We also found, that retinoids
upregulate the expression of the vitamin D receptor and the vascular endothelial growth faktor
A. Altogether our data demonstrate that retinoids during monocyte differentiation promote the
generation of pro-reparative M2 macrophages and increase their efferocytotic capacity by
inducing a BMP-2 and smad signaling via activating RARS.

Heme oxygenase-1 (HO-1) plays an important role in the catabolism of heme and yields
equimolar amounts of biliverdin, carbon monoxide, and free iron. In a previous study in our
research group has found that the low amount heme-containing apoptotic thymocytes strongly
increased the expression of HO-1 in engulfing macrophages. Therefore, in the second half of
my research work, | aimed to investigate the role of HO-1 in the efferocytosis program.

In this project, | used two types of dead cells, apoptotic thymocytes, which barely contains
heme, and the high amount of heme-containing eryptotic red blood cells (eRBCs). | found that
both of them strongly upregulate HO-1 in macrophages. The induction by apoptotic thymocytes
is fully dependent on soluble signals, while in the case of eRBCs, it is cell uptake dependent.
Both pathways involve the regulation of BACHL1 transcription faktor, the repressor of the HO-
1 gene. The loss of HO-1 has no effect on the long-term continuous efferocytosis of apoptotic

thymocytes, while that of eRBCs is inhibited. This latter is connected to an internal signaling
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pathway induced by the accumulated heme that prevents the increase in Racl activity triggered
by the efferocytosis receptors and required for proper efferocytosis. Normally, the clearance of
apoptotic cells suppresses the basal pro-inflammatory cytokine production in wild-type
macrophages. However, in the absence of HO-1, we found enhanced amounts of pro-
inflammatory cytokines produced by engulfing macrophages. Altogether our data indicate that
HO-1 is necessary for both the proper degradation of hem and engulfment of high hem-
containing apoptotic cells, and generally for the anti-inflammatory effects mediated by the

apoptotic cells.
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