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1. BEVEZETES

Szervezetiink minden egyes nap torekszik a megujulasra. A karos, felesleges, eloregedett vagy
haszontalanna valt sejtek elpusztulnak, helyiikre pedig Ujak keriilnek, biztositva ezzel a szdveti
homeosztazis fenntartasat. E folyamatsornak kulcsfontossagu 1épése az elpusztult sejtek eltavolitasa,
azaz az efferocitozis. Az elhalt sejtek eltakaritasi folyamataban jelentkezd hibak esetén az el nem
tavolitott sejtek szétesnek, gyulladas alakul ki a szovetekben, ami ezaltal karosodik, és hosszl tdvon
autoimmun, illetve mas, kronikus gyulladassal jaro megbetegedések fejlédnek ki, példaul reumatoid
artritisz. Az eltavolitasban fontos szerepet jatszanak a makrofagok, melyek érzékelik, felismerik,
bekebelezik és lebontjak a haldokld, 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 valto makrofagok allitjak
le a gyulladas folyamatat és szervezik az azt kdvetd szoveti regeneraciot.

Kutatasom kozéppontjaban az elhalt sejtek eltakaritasaban résztvevd csontvel6i eredetii
makrofagok alltak. Erdekelt, hogy egy eddig kevésbé vizsgalt, uj retinoid, a dihidroretinol, melyet a
retinol szaturaz enzim hoz létre, hogyan hat a makrofagok sejtfelvevé képességére, ha a monocita-
makrofag érés soran jelen van. Tovabba vizsgaltam, hogy az érett makrofagokban az elhalt sejtek
felvétele soran észlelt hemoxigenaz-1 enzim magas indukcidja miért, illetve hogyan torténik olyan
sejtek felvétele esetén is, amelyek hemtartalma nagyon alacsony. Minden apro részlet, ami kozelebb
visz minket az elhalt sejtek eltavolitasa soran zajld molekularis mechanizmusok pontosabb
ismeretéhez, hasznos lehet olyan kezelések kialakitasaban, melyek a fentebb emlitett autoimmun és

gyulladasos megbetegedések lekiizdésében segithetnek.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Efferocitozis

Becslések szerint naponta nagyjabol 200 - 300 milliard sejt pusztul el és termelédik Gjra a test
kiilonboz6 szoveteiben. A nem kivant sejtpopulaciok eltdvolitasa genetikailag meghatarozott modon,
immunvalasz kivaltasa nélkiil, szabalyozott folyamat révén torténik, melyet apoptézisnak neveziink.
Nem kivant sejtek kozé tartoznak az eloregedett, feleslegessé valt, baktériumokkal vagy virusokkal
fertdzott, tumorgenezisre képes vagy helyrehozhatatlanul karosodott sejtek, melyek gyors és
megfeleld eliminalasa kulcsfontossagu a homeosztazis és a normal egészségi allapot fenntartasaban,
valamint az autoimmun betegségek, fertézések vagy a rak kialakulasanak megeldzésében is.

Az apoptozissal elhalt sejtek (apoptotikus sejtek) eltavolitasa fagocitozissal torténik. A
sejtmaradvanyok felvételére hivatasos fagocitalo sejtek, mint amilyenek a makrofagok, valamint nem
professzionalis fagocitalod sejtek is képesek, példaul a fibroblaszt sejtek. A két fagocitald sejttipus
abban tér el egymastol, hogy a hivatasos fagocitald sejtek képesek tobbféle apoptotikus sejt altal
kibocsajtott jel gyors és hatékony felismerésére, valamint gyulladast keltd vagy gatlé anyagok
kibocsajtasara is, attol fiiggden, hogy milyen sejtet, sejtmaradvanyt kebeleztek be. Az elhalt sejtek
fagocitozisa mechanizmusaban kiilonbozik a klasszikus értelemben vett fagocitozistol, ezért a

folyamatot efferocitozisnak nevezték el.

2.1.1. Fagocitak vandorlasa az elhalé sejtek felé

Az efferocitozis els6 szakaszaban az elhalo sejtek un. ,talalj meg” jeleken keresztiil izennek az
allapotukrol a kozelben 1év0 fagocitalo sejteknek. A ,talalj meg” jelek az apoptozis korai szakaszaban
az elhalo sejtek iranyaba. A ,talalj meg” jelek lehetnek fehérjék (fraktalkin), lipidek
(lizofoszfatidilkolin, LPC), lipidtermékek (szfingozin-1-foszfat, S1P), és nukleotidok (adenozin-
trifoszfat, ATP és uridin-trifoszfat UTP).

A ,talalj meg” jelzéseket a fagocitdzisra képes sejtek felszinén talalhato kiilonféle receptorok
érzékelik, és elinditjak a fagocita vandorlasat az elhald sejt felé. A fraktalkint a CX3C kemokin
receptor 1 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 megtalalhato a makrofagokon. Egyre tobb bizonyiték
tdmasztja ala, hogy a nukleotidok a monocitdkon és makrofagokon talalhaté purinerg P2Y2
receptorokon keresztiil hatva az elébb felsorolt szignalok jelpalyainak amplifikalasan keresztiil

inditjak el a fagocitak mozgasat az elhalé sejt felé.



2.1.2. Az apoptotikus sejtek felismerése és érzékelése

Amikor a fagocitak a célsejtek kozelébe keriilnek, meg kell kiilonboztetniiik egymastol az é16
¢és az elhalt sejteket. Ebben a folyamatban segitik 6ket az apoptotikus sejtfelszinen megjelend ,,egyél
meg” jelek, mint amilyen a sejtfelszinen 1évd fehérjék glikozilacidja, a sejtfelszin toltésének
megvaltozasa, az intercellularis adhéziés molekula 3 (ICAM3) expresszidja, az oxidalt-alacsony
denzitasti lipoprotein (LDL)-szerii helyek és trombospondin kotShelyek kialakulasa, tovabba
alapvetden sejten belill talalhato fehérjék, igymint kalretikulin, annexin I vagy foszfatidilszerin (PS)
sejtfelszini megjelenése. A leginkabb ismert, és széles korben tanulmanyozott ,,egyél meg” jel a PS.
Az €10 sejtekben a PS-t ATP-fliggé transzlokazok tartjak a lipid kettGsréteg belsé felében, am amikor
a sejt haldoklik, a PS kaszpaz-fiiggé modon megjelenik a sejt felszinén. Rendkiviil gyors modon,
minddssze néhany ora alatt a PS koncentracidja az elhald sejt felszinén nagyjabol 280 szeresre ndhet.

Fontos 1épése az efferocitozisnak az elhalt sejtek ,,egyél meg” jeleinek érzékelése, melyhez
rengeteg kiilonbozo receptor talalhato a fagocita sejtek felszinén, példaul komplement receptor 3 €s
4, a T-sejt immunglobulin és mucin domén (TIM) csalad tagjai, mannéz receptorok, ,,cluster of
differentiation” (CD) 36, tn. ,,scavanger” receptorok, valamint integrin o.fs és a,fs receptorok. A
lektinek az elhalo sejt felszinén jelenlévé megvaltozott cukormolekulakhoz képesek kotédni, a CD14
az ICAM3-hoz kotodik; valamint a ,scavenger” receptorok az oxidalt-LDL molekuldkhoz
kapcsolodnak. Az elhalt sejtek eltakaritasaban kulcsfontossagh szerepet bet6lt6 PS-t szamos membran
receptor képes felismerni, igymint a stabilin-1 és 2, a TIM-4, vagy az agy-specifikus angiogenezis
gatlo 1.

A PS vagy oxidalt PS felismerését egyes receptorok esetén a receptort a PS-hez kotd
hidmolekulak segitik, példaul az S fehérje, a tej zsircsomod epidermalis novekedési faktor 8 (MFG-
E8) és a novekedés specifikus gatlo 6 (Gas6). Az MFG-E8 fehérje egyrészr6l az apoptotikus sejt
felszinén jelenlévd PS-hez kotédik, masrészrdl pedig a fagocita sejt felszinén levé integrin av3/avp5
receptorokhoz. A transzglutaminaz 2 (TG2) az integrin B3 koreceptoraként képes megkotni az MFG-
EB8-at, elidézve ezzel az apoptotikus sejtek felvételét a Rac csaladhoz tartozo kis GTPaz 1 (Racl)
aktivalasa altal. A Gas6 és az S fehérje az elhald sejt felszinén megjelené PS-t a fagocita sejten
talalhatd Tyro-3-Axl-Mer (TAM) csaladba tartozé receptorokkal kapcsoljak Gssze. A CD36 az
integrin B3 és BS receptorokkal egyiitt a trombospondinhoz kétédik; az alacsony denzitasu lipoprotein
receptor-kapcsolt fehérje 1 (LRP1)/CD91 pedig a kalretikulinnal egyiitt a komplement Clq
komponenshez képes kapcsolodni.

A fagocitalo sejtek nem csak az ,,egyél meg” jelek alapjan tudjak megkiilonbdztetni az €16
sejteket az elhald sejtekt6l, hanem un. ,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
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PS jelenlétében sem. Apoptdzis sordn a CD47 expresszioja jelentdsen csokken, segitve ezzel a
sejtfelvételt. Hasonlo funkcidval bir a CD31, valamint a CD24 molekula is.

Az efferocitozis soran az elhald sejtekbdl kaszpazfiiggé médon ATP szabadul fel, mely a
makrofagok felszinén adenozinna alakul at, hogy igy aktivalja az adenozin receptorokat. A
makrofagokrol ismert, hogy A2A, A2B és A3 receptorokat fejeznek ki. Az efferocitozis soran az
A2AR-ok kifejezédése fokozodik, mig az A3R-oké csokken. Ez arra utal, hogy az A3 receptorok
kozvetitik az adenozin hatasat az efferocitdzis kdzben a fagocitozis kezdetén €s azt megel6zéen, mig
késobb az A2A receptorok hatasa valik dominanssa. Sajat és mas laborok tanulmanyai azt mutatjak,
hogy az adenozin A2A receptorok az adenilat ciklaz Gtvonalat aktivalva hozzajarulnak az apoptotikus
sejteltakaritas gyulladascsokkentd programjahoz, mig az adenozin A3 receptorok inkabb a

makrofagok kemotaktikus navigaciojaban vesznek részt.

2.13. Az elhalt sejtek eltavolitasa

Amikor az apoptotikus sejttel megtortént a kapcsolodas, a fagocitalo sejt egy citoszkeletalis
atalakulason megy keresztiil, mely feltétleniil sziikséges az elhalt sejt bekebelezéséhez. Ebben a
folyamatban fontos szerepet toltenek be a kis G-fehérjék Ras szupercsaladjaba tartozo GTPazok: a
RhoA, a Cdc42 és a Rac fehérje. Az elhalt sejtek eltakaritasi folyamataban a RhoA altali szabalyozasa
a Rho-asszocialt fehérje kinazon (ROCK) keresztiil torténik. Az aktiv, GTP-hez k6t6tt Rho noveli a
ROCK kinaz aktivitasat, amely a miozin konnyi lanc foszforilacidjat idézi eld, elésegitve ezaltal a
sejtosszehtizodast. A folyamat soran a GTP-hez kotott Rac fehérje mennyisége folyamatosan
novekszik az apoptotikus sejtek felismerését kovetden. A Rac aktivalasa evoliciésan konzervalt
esemény, amely kulcsfontossagli az apoptotikus sejtek eltakaritasa szempontjabol. A folyamatban
részt vesz a 180 kDa fehérje, a Dock180 és a bekebelezés és sejtmotilitas fehérje 1 (ELMOL1) is. Az
ELMO képes direkt modon kapcsoldédni a Dock180-nal, mely kapcsolodas megnéveli a Dock180
aktivitasat és ez azt eredményezi, hogy kozvetleniil hozzakapcsolodik a transzmembran receptor BAI1
karboxil végéhez. Az ELMOI1 6nmagéaban nem képes az elhalt sejtek felvételét indukdlni, am a
Dock180 fehérjével egyiitt erésen novelik a GTP kotott Rac szintjét, ezaltal pedig a sejtfelvételt. Tobb
fagocita receptort azonositottak, melyek a Dock180-ELMO ttvonalat hasznaljak. Ilyenek példaul az
integrin ayf3 és a,Ps a TAM receptorcsaladba tartozé Mer tirozin kinaz receptor (MerTK), és a mar
korabban emlitett BAI1 is. 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.



2.1.4. Az elhalt sejt bekebelezését koveto folyamatok

A felismerés és bekebelezés utan az apoptotikus sejt eltavolitasanak folyamata még nem teljes,
a felvett anyagot megfelelden le is kell bontani. Ehhez elengedhetetlen a fagocita éltal felvett célsejt
membrannal koriilhatarolt partikulumanak, az Gn. fagoszomanak az elsavasodasa, majd egyesiilése a
lizoszomaval, mely szamos emésztéenzimet tartalmaz. A lebontds soran a felvett sejt alapvetd
alkotoelemeire bomlik szét: nukleotidokra, zsirokra, peptidekre és aminosavakra.

Az efferocitézis egyik kulcsfontossagu biologiai jellemzdje, hogy nem generdl immunogén
valaszt és gyulladdsos folyamatokat, ugyanis az apoptotikus sejteket felvevé makrofagok
gyulladascsokkentd citokineket bocséjtanak ki, példaul transzformald novekedés faktor (TGF)B-at
vagy interleukin (IL) 10-et. Ezzel egy id6ben az apoptotikus sejtek jelenléte gatolja a pro-
inflammatorikus citokinek, példaul tumor nekrozis faktor (TNF), IL-1 és IL-12 termelddését.

A TGF-B egy multifunkcionalis citokin, ami szamos fejlédési folyamat szabalyozasaban vesz
részt. A TGF-B szupercsalad tagjai, ugymint a csont morfogenetikus fehérjék (BMP-k), a névekedési
¢és differenciacios faktorok és az aktivinek, szamos biologiai folyamatot szabalyoznak, példaul a sejtek
embrionalis fejlodés iranyitasaban is. A ligandok kotédése a BMP szerin/treonin kinaz receptorokhoz
aktivalja azok kinaz aktivitasat, melyek a Smad fehérjéket foszforildlva tovabbitjak a jeleket a
receptortdl a célgénekhez. Eléfordul, hogy a BMP jelek altal kivaltott folyamat nemcsak a Smad
fehérjéken keresztiil, hanem mas intracellularis jelatviteli molekuldkon keresztiil regulalodik. Ezeket
Osszefoglalo néven a BMP jelatvitel ,,nem-Smad” utvonalanak nevezik, és érinthetik az extracellularis
szignal altal szabalyozott protein kinaz (MEK1/Erk), a p38 mitogén altal aktivalt protein kinaz, a c-
Jun N-terminalis kindz és a foszfatidil-inozitol 3-kinaz 4ltal iranyitott jelpalyakat. Jelenleg 9 Smad
fehérjét ismeriink, melyek koziil a Smad2 és Smad3 specifikusan TGF-B és aktivin mediatorok. A
BMP-2 leginkabb a csont faldsejtjeinek (oszteoklasztok) kialakulasat segiti, foként azaltal, hogy a
kolonia stimulalo faktor-1 expresszidjat indukalja az oszteoklaszt képzodés soran. Bar a BMP-2
altalaban a Smad 1/5/8 és esetleg 9 transzkripcids faktorokon keresztiil hat, kimutattak, hogy egy nem
szabalyos utvonalon keresztiil is hathat, amely a BMP-2/TGF-B1 receptor heterodimereken keresztiil

aktivalodik, és részét képezi a Smad3 is.

2.2. Makrofagok
A makrofagok fontos szerepet toltenek be a velesziiletett immunitasban, a szoveti homeosztazis
fenntartasaban, helyreallitasaban, tovabba alapvetd szovetspecifikus funkciokat latnak el, és

megvédik a szervezetet a fert6zésektol.



A legtobb feln6tt szovetben megtalalhato rezidens (szveti) makrofagok embrionalis prekurzor
sejtekbdl jonnek létre, és mar az embrionalis korban a megfeleld szovetbe vandorolnak, ahol feln6tt
korban 6nmegujulds révén tartjdk fenn magukat. Jelenlegi tudasunk szerint az emlés makrofagok
meg. A vérképzd Ossejtek elsd generacidja mar a szikholyag falaban elébukkand, erésen
specializalodott makrofagok: a mikrogliak; a masodik generaci6 az eritro-mieloid progenitor néven
ismert sejtek; a harmadik generacio pedig az aorto-gonado-mezonefralis zoéna hemogén
endotéliumabdl fejlédik ki, és a kiilonboz szervek, példaul a maj, tovabbi kolonizalasa a feladatuk.

A monocitak rovid életii, rendkiviil képlékeny, dinamikus sejtek, melyek kiegészitik a klasszikus
szovet-rezidens mononuklearis fagocita sejteket. A vérben cirkulalé monocita prekurzor sejtek
kiilonbozé citokinek és novekedési faktorok hatdsara szovetekbe vandorolnak, ahol makrofagokka
differencialodnak az érzékelt jeleknek megfeleléen. Mig a szoveti makrofagok inkabb a szovetek ki-
és atalakulasaban, illetve azok homeosztazisanak fenntartasdban jatszanak szerepet, a monocita
eredetii makrofagok elsGsorban a gazdaszervezet védelmét segitik, illetve a szoveti sériilésekre adott
biologiai valaszt vezénylik.

Fontos szem el6tt tartani, hogy a makrofagokat tanulmanyozo kutatasok altalaban in vitro
kornyezetben vizsgaljak a makrofagokat. Egerek esetében leggyakrabban a csontveldi eredetil
makrofagokat (BMDM) tanulmanyozzak, ahogyan tettem ezt én is a kutatasaim soran. Ilyenkor
megfeleld kornyezetet teremtiink, és kiilonbozé stimulusokat hasznalunk a differencialodas
eléidézéséhez, példaul makrofag koldnia stimulalo faktort (M-CSF) alkalmazunk, mely jelentds
hatassal van a polarizaciora. Az altalunk alkalmazott médszer egy altalanosan elfogadott, hasznalhato
modell, ugyanakkor nem szabad elfelejteni, hogy a mikrokdrnyezet nagy hatassal van a makrofagokra,

tovabba in vitro kériilmények kozott nem tudunk olyan kornyezetet teremteni, mint a szovetekben.

2.2.1. Makrofag fenotipusok

A mikrokomyezet altal és a valtozatos stimulusok hatasara létrejové makrofagokat alapvetéen
két f6 fenotipushoz soroljuk: a patogének eltavolitasaban részt vevé gyulladasos M1, illetve az
alternativan aktival6do, sejtproliferacidban és szoveti regeneralasban részt vevo, gyulladasellenes M2
fenotipushoz.

Ha a makrofagokat patogén-asszocialt molekularis mintazatok vagy gyulladasi citokinek,
ugymint IL-12, TNF-a vagy interferon (IFN)-y aktivaljak, akkor a polarizacié az M1 fenotipus
iranyaba tolodik el. Altalanossigban elmondhato, hogy az M1 tipust makrofigok veszik fel a harcot

az extracellularis patogénekkel szemben. Az M2 makrofagok inkabb a sebgyodgyulasban és a



gyulladas csokkentésében jatszanak szerepet. A kiilonbdzé alcsoportokhoz tartozé makrofagok mas
novekedési faktorokat, citokineket és kemokineket allitanak eld.

Az efferocitdzis a makrofagokat az M2 fenotipus felé tolja el, melyre jellemzd, hogy csokkentik
a gyulladast elésegito citokinek, igymint a TNF-a, a kemokin ,,C-X-C motivum” ligand (CXCL)-8,
IL-6 szintjét, és fokozzdk a gyulladasgatld mediatorok, mint amilyen az IL-10 és a TGF-p
felszabadulasat. A hatékony efferocitozis folyamata soran a haldoklo, elhalt sejtek eltiinnek, ezzel
pedig elkeriilhetd, hogy a szétesd sejtekbdl felszabaduld anyagok a kornyezé teriiletekbe kijutva
artalmassa valjanak. Ellenkez6 esetben az elhalt sejtek masodlagosan nekrotikussa valhatnakveszély-
asszocialt molekularis mintazatokat (DAMP) szabadithatnak fel a normal szovetekben, ezaltal pedig
fokozhatjak az esélyét neurodegenerativ rendellenességek, veseproblémak, kiilonb6zé raktipusok,

vagy asztma kialakulasanak.

2.3. Retinol szaturaz enzim és kapcsolodasa az efferocitézishoz

In vivo a makrofagok killonb6z6 mértékben vannak kitéve az apoptotikus sejteknek, ezért
mindenképpen kell szamukra egy gyorsan és hatékonyan miikodé mechanizmus, ami sziikség esetén
felkésziti ket a megndovekedett szamu elhalt sejt fokozott felvételére. Ebben segitenek a lipidérzékeld
receptorok, példaul a maj X receptor (LXR), vagy a peroxiszoma proliferator-aktivalt receptorok,
melyek képesek érzékelni a felvett apoptotikus sejt mennyiségét, és valaszreakcioként fokozzak a
makrofagok fagocitdld kapacitasat azaltal, hogy kiilonféle -efferocitozis-kapcsolt molekula

A laboratériumunkban végzett korabbi tanulmanyban kimutattak, hogy a lipidérzékeld
receptorok aktivalasa fokozza a makrofagokban a retinsav szintézist, ami részben kozvetiti a
lipidérzékeld receptorok efferocitozis fokozasara gyakorolt hatasat az elhalt sejtek eltakaritasa soran.
Az apoptotizald csecsemOmirigyben azonban nem tudtdk kimutatni a klasszikusan ismert retinsavak
termel6dését. Ehelyett egy retinaldehid-dehidrogenaz-fliggd modon eléallitott vegyiiletet talaltak, ami
molekulatomege alapjan valdszintileg dihidroretinol szarmazék. Tovabba ezzel parhuzamosan a

A RetSat egy un. oxidoreduktdz, amely a csupa-transz-retinol C13-C14 ketts kotésének
sztereospecifikus telitését hajtja végre, ezzel (13R)-csupa-transz-13,14-dihidroretinolt (dihidroretinol,
DHR) létrehozva. A DHR in Vvivo 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 meglehet6sen szelektiv agonistaja. Vannak, akik ugy gondoljak, hogy a 9-cisz-

13,14-dihidroretinsav lehet a régdta keresett fiziologiai RXR ligand.



A RetSat hidnyos egerek tanulméanyozéasa soran kollégaim azt talaltdk, hogy az apoptotikus
sejtek 1 oras felvételét kovetéen meghatarozott rovid tava fagocitdzist nem befolyasolta a RetSat
elvesztése, amikor azonban a fagocitdzist 5 o6ras folyamatos efferocitozis utan vizsgaltak, csokkent a
RetSat-null makrofagok fagocitald kapacitasa a vad tipust kontrollhoz. Ezenkiviil a csontveldbol
szarmazd makrofagok 5 napos differencialodasi folyamatanak utolsé 2 napjan alkalmazott DHR
kezelés fokozta a TG2 expressziot, és eldsegitette az eredményiil kapott makrofagok efferocitozis
funkciojat. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a RetSat hozzajarul az apoptotikus sejtek hatékony
efferocitozisahoz.

Bar a DHR in vivo oxidalddik csupa-transz-13,14-dihidroretinsavva, kollégdimnak nem sikeriilt
kimutatni mas, retinoidra érzékeny, efferocitozis-kapcsolt gének indukcidjat DHR jelenlétében,
amelyeket korabbi, érett BMDM-okon végzett vizsgalataik soran azonositottak. Mivel egyes
tanulmanyok azt mutattak, hogy a RetSat utvonal a RAR-receptoroktél fuggetleniil is miikodhet a
PPARYy vagy a szénhidrat valaszelem-koté fehérje aktivitasanak szabalyozasaval, ezért a kutatasaim
soran az egyik célom az volt, hogy meghatarozzam, a DHR jelenléte hogyan segiti el6 az efferocitozist

a monocita/makrofag differencialédas soran.

2.4. Hemoxigenazok

A RetSat™* és RetSat”~ BMDM-okon végzett RNS szekvendlas sordn kollégaim azt talaltak,
hogy RetSat hianyaban kevesebb MFG-E8 molekulat termelnek a makrofagok. Ezen kiviil
észrevették, hogy az elhalt sejtként hasznalt apoptotikus timocitdk bar nagyon kevés hemet
tartalmaznak, az Oket fagocitald makrofagokban a hem lebontasat végzé hemoxigenaz-1 (HO-1)
enzim kifejez6désének nagyfoku indukcidjat eredményezték.

A hem egy nélkiilozhetetlen molekula minden olyan sejtmaggal rendelkezd sejt szamara, amely
érzékeli vagy felhasznélja az oxigént. A hem tartalmu fehérjék lebontasabol szarmazo6 szabad hem
azonban toxikus a szervezet szimara, ezért mihamarabb el kell tavolitani, vagy at 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 semlegesiteni a hemet azaltal, hogy
szénmonoxidda, elemi vassa és biliverdinné alakitja. Utobbit azonnal bilirubinna redukélja a
biliverdin reduktaz enzim. A HO-1 fontossagat mutatja az a tény, hogy hianya az élettel szinte
osszeegyeztethetetlen. A HO-1"" egerek pérositasa nem eredményezi a vart mendeli utéd aranyt, a
legtobb esetben a HO-1 gén null delécidja halalos.

A HO-2 folyamatosan expresszalodoé izoforma, mig a HO-1 kiilonb6z6 stimulusok, példaul UV
sugarzas, oxidativ stressz, lipopoliszacharidok stb. hatasara indukalodo fehérje. A makrofagokban

jellemzoen két f6 transzkripcios faktor aktivalja a HO-1 transzkripcidjat: az Nrf2 (nuklearis faktor 2-
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hoz kapcesolodo faktor 2) és a STAT3 (szignal transzducer és aktivator transzkripcio 3). Forditva
pedig a BTB és CNC homolog 1 (BACH1) és a JunD képesek represszalni a HO-1 expressziojat.
Alapesetben a Kelch-szert ECH-asszocialt fehérje 1 (Keapl) gatolja az Nrf2 citoszolbol vald
sejtmagba jutasat, valamint segiti a proteoszoma altali lebontasat. Ezzel parhuzamosan a sejtmagban
talalhato BACH1 heterodimert alkot egy kis Maf fehérjével, és gatolja a HO-1 transzkripcidjat azaltal,
hogy hozzakapcsolodik a Maf felismeré helyhez (MARE). Magas hem koncentracio esetén vagy
egyéb prooxidans stimulus hatdsaira a BACHI1 levalik a DNS-rél, kikeriill a sejtmagbdl és
inaktivalodik, ezaltal teret engedve a Keapl-r6l levalt Nrf2-nek, ami bejut a sejtmagba, ahol kis Maf
fehérjékhez kapcsolodva egyiitt interakcioba lépnek a HO-1 prométer antioxidans valaszadd
elemével, ezaltal aktivalva a HO-1 atirasat. Az Nrf2 a Keapl-t6l fiiggetlen is szabalyozhato és
aktivalhato foszforilacio altal, melyet szamos jel kivalthat, koztiik az Nrf2 mas fehérjékkel valo
kapcsolodasa vagy epigenetikai faktorok, mint amilyenek a mikroRNS-ek. Tovabba a BACH1 486-
os tirozinjanak foszforilaciojaval is el6idézhetd a BACH]I sejtmagbol kiindulé exportja.

A metalloporfirinek, példaul az on-protoporfirin-IX (SnPPIX), képesek kompetitiven gatolni a
HO-1 aktivitast in vitro és in vivo egyarant. A HO-1 magasan expresszalodik azokban a szvetekben,
ahol nagy szamban vannak jelen degradalédd vorosvértestek, példaul a lépben, a majban és a

csontvelében.
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3. CELKITUZES

Az apoptotikus sejtek felvételét kovetéen a makrofagok retinoidokat
termelnek, melyek efferocitozis-kapcsolt gének expressziojat fokozzak, ezaltal
novelik a sejtfelvételt. Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan a
termeldd6 retinoid valdszintileg a dihidroretinol (DHR), melyet a retinol
szaturdz enzim hoz létre, ami a fagocitozis soran és a makrofagok
efferocitdzis képessége romlik, mig terméke, a DHR fokozza az efferocitozis
képességet. fgy munkam elsé felében célul tiiztem ki a DHR célgénjeinek
azonositasat, tovabba hatdsmechanizmusanak vizsgalatat csontvel6i eredetii

milyen modon fokozza az apoptotikus sejtek makrofagok altali eltakaritasat.

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

fehérje.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Kisérleti allatok

A legtobb kisérlethez 4 hetes, valamint 2-5 honapos C57BL/6 egereket hasznaltunk. Néhany
esetben azonban BACH1, HO-1, adenozin Aya receptor, adenozin Az receptor hianyos és ezek korban
megfeleld C57BL/6, C57BL/6XFVB vagy FVB torzsii testvéreit hasznaltuk fel. A HO-1 hianyos
egerek kivételével a kisérletekhez felhasznalt allatokat a Debreceni Egyetem Elettudomanyi
Kozpontjanak Allathazaban, specifikus, patogén mentes kornyezetben tenyésztették. A HO-1 hianyos
egereket Dr. Anupam Agarwal biztositotta, és 2004-t6l a Jagelloi Egyetem Biokémiai, Biofizikai és
Biotechnologiai Intézetének allathazaban tenyésztették Oket szintén SPF korilmények kozott. A
kisérleteket jovahagyta a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga (az engedély
szama: 7/2016/DEMAB).

4.2. Csontvelé-eredetii makrofagok (BMDM) izolalasa, tenyésztése és kezelése

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

A HO-1 tanulmanyozasa soran a csontveld-eredetii sejteket DMEM  sejttenyésztd
tapfolyadékban (10% FBS, 20% L1929 fibroblaszt sejtvonalrdl szarmazo feliluszo [M-CSF
forrasként], 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml sztreptomicin) differencialtattuk 5
napon keresztiil. Az 5 naposan hasznalt makrofagok tenyésztése soran minden esetben lemostuk a 3.
napon az uszo sejteket, és friss, a korabbival megegyez$ tapfolyadékot adtunk a letapadt,
differencialodo sejteknek.

Az eriptotikus vordsvértestek (eRBC) fagocitozisa és a makrofagok citokin kibocsajtasanak
vizsgélata soran hasznalt HO-1** és 7 egerek esetében a csontveldi progenitor sejteket 5 napig, magas
glikéztartalmia DMEM médiumban (10% FBS, 10 ng/ml tisztitott human rekombinans M-CSF, 100
U/ml penicillin és 100 pg/ml sztreptomicin) differenciéltattuk.

A retinoidok hatdsanak tanulméanyozasa soran hasznalt csontveldi progenitorokat 5 napon at
tenyésztettiik DMEM tapfolyadékban (10% L929 feliiliszd, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin
és 100 pg/ml sztreptomicin). Azokban a kisérletekben, ahol retinol (ROL), dihidroretinol (DHR),
csupa-transz retinsav (ATRA) vagy rekombinéans csont morfogenetikus fehérje (rBMP)-2 6nmagéaban
vagy AGN194310-zel, egy pan-RAR antagonistaval; LDN193189-cel, egy BMP-2 receptor
antagonistaval; PD98059-cel, egy MEK inhibitorral; SIS3-mal, egy SMAD3 aktivaciot gatlo
vegyiilettel;  diszulfirammal, egy aldehid dechidrogenaz  inhibitorral; vagy  N,N-
dietilaminobenzaldehiddel (DEAB), egy retinaldehid dehidrogendz inhibitorral egyiitt volt jelen, az
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adott reagenst a differenciacio 4. napjanak kezdetén adtuk a sejtkultirahoz, majd a 2-6 vagy 48 o6ra
mulva 0Osszegyljtott sejteket totdll mRNS szekvenalashoz, RT-QPCR-hoz vagy efferocitozis

vizsgalatokhoz hasznaltuk fel.

4.3. Apoptotikus timocitak és eriptotikus vorosvértestek létrehozasa in vitro
A kisérletekhez hasznalt apoptotikus timocitakat 4 hetes C57BL/6 egerek csecsemémirigyébdl
kinyert timocitakbol, széruméheztetéssel hoztuk 1étre. Az FBS hidnyanak kovetkeztében a sejtelhalas
mértéke 24 6ras tenyésztést kovetden propidium jodid/annexinV-FITC festés alapjan tobb, mint 80%.
Néhany kisérlethez eriptotikus vorosvértesteket (eRBCs) hasznaltunk, melyek létrehozasahoz
C57BL/6 egerek izoflurannal végzett felaldozasat kdvetden a vért szemiiregbdl vagy szivbol nyertiik
ki. A véralvadast heparinnal gatoltuk, és az igy kapott vérbol centrifugalast kovetden a plazmat és a
fehérvérsejteket eltavolitottuk. A vordsvértesteket 4 °C-on tartva haromszor mostuk Hanks’
sooldattal, majd ionomicinnel kezeltiik 2,5 éran keresztiil. A sejtelhalas mértéke ebben az esetben is

kortilbeliil 80%-0s.

4.4. Timocitak apoptozisa soran keletkezo feliiliszé
A timocitakat a 24 6ras széruméheztetéssel torténd elhalas soran bizonyos esetekben Z-VAD-
FMK-val kezeltiik. Az elhal¢ sejtek sejtkultiras médiumat centrifugalast kovetden osszegyijtottiik,
és 0,22 pm-es steril fecskendd sziirén atszirtilk, hogy eltavolitsuk az apoptotikus testecskéket. A

feliiliszot 20% FBS tartalmu DMEM médiummal keverve 1:1 aranyban adtuk a makrofagokhoz.

4.5. Efferocitézis vizsgalatok

Az aramlasi citometrias kisérletekhez hasznalt apoptotikus timocitakat Cell Tracker DeepRed
fluoreszcens festékkel jeloltiik, mig az eriptotikus vordsvértesteket az ionomicines kezelést kovetden
PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kittel a gyart6 altal megadott protokoll alapjan. Az efferocitozis
vizsgalatokhoz a makrofagokat az elhalt sejteket 1:5 makrofag:célsejt aranyban inkubaltuk egyiitt.

A HO-1 tanulmanyozasa soran az apoptotikus timcitakat vagy eRBC-ket 2 ml, 10% FBS-t, 2
mM L-glutamint, 100 U/ml penicilint és 100 pg/ml sztreptomicint tartalmaz6 DMEM médiumban
1évé makrofagokhoz adtuk, bizonyos esetekben SnPPIX, hemoxigenaz 1 és 2 inhibitor folyamatos
jelenléte mellett.

A retinoidok hatasanak vizsgalata soran a makrofagokon 1évé 2 ml médium 10% L929
fibroblaszt sejtvonalrdl szarmazo feliiluszot, 2 mM L-glutamint, 100 U/ml penicilint és 100 pg/ml
sztreptomicint tartalmazott. Néhany esetben LDN193189-et vagy SIS3-mat adtunk a makrofagokhoz

a célsejtekkel egyiitt. A rovidtava fagocitozis vizsgalatoknal a fluoreszcensen jelolt elhalt sejteket 1
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oras inkubaciot kovetéen lemostuk. A kdzép- és hosszitava fagocitozis vizsgalatok esetében a
makrofagokat el6szor festetlen apoptotikus sejtekkel inkubaltuk 6, illetve 24 oran keresztiil, majd ezt
kovetden adtuk hozzéjuk a jeldlt elhalt sejteket. Egy oras inkubaciot kovetden a jeldlt elhalt sejteket
eltavolitottuk, a makrofagokat tripszines kezelést kovetden Osszegyljtottiik, és a sejtek
fluoreszcenciajat Becton Dickinson FACSCalibur aramlési citométerrel analizaltuk. A makrofag
populaciot a méretiik és denzitometraltsaguk alapjan kapuztuk ki (SSC/FSC), majd ezen populacion
beliil az FL2 és FL4 csatornakban detektalva hataroztuk meg a kibocsajtott fluoreszcens jel alapjan az
elhalt sejteket evett makrofagok szazalékos aranyat.

Tovéabba az efferocitozist kovetéen a makrofagokban lezajlott génexpresszids valtozasok
méréséhez valos ideji kvantitativ PCR-t alkalmaztunk. Ehhez a makrofagokat festetlen célsejtekkel
inkubaltuk 1:5 ardnyban, majd a fentebb emlitett kiilonb6z6 idejii inkubalasi id6 letelte utan TRI
reagenst adtunk a sejtekhez. Néhany kisérletben 30 perccel az elhalt sejtek adasa eldtt a makrofagokat
egy cAMP analéggal, (RpcAMP); forszkolinnal, ami egy adenilat ciklaz aktivator; vagy SB203580-
nal, egy p38 MAP kinaz inhibitorral kezeltiik eld.

4.6. Fluoreszcens mikroszkopia

Az apoptotikus timocitakat Cell Tracker DeepRed festékkel jeldltiik, az eriptotikus
vorosvértesteket pedig PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kittel a gyartd altal megadott
munkautasitas alapjan. A makrofagokat vagy a fagocitozis vizsgalat el6tt 24 oraval jeloltik
karboxifluoreszcein-diacetat-szukcinimidil-észterrel (CFDA-SE), vagy a fagocitozist koévetden
festettiik 6ket NucBlue Live Cell Stain Ready Probes reagenssel a gyarto altal megadott instrukciok
szerint. Mindkét tipust elhalt sejtet mintanként 1:5 (makrofag:célsejt) ardnyban inkubaltuk egyiitt
2x10° C57BL/6 tipusu makrofaggal, majd 1 6ra mulva lemostuk a fel nem vett elhalt sejteket. A
fagocitdzist kovetden paraformaldehiddel fixaltuk a BMDM-oKat, és fluoreszcens mikroszkoppal

felvételeket készitettiink a fagocitald makrofagokrol.

4.7. RNS izolalas, reverz transzkripciés PCR és RT-gPCR
A génexpresszids valtozasok detektalasahoz a kiilonb6z6 modokon kezelt, illetve kezeletlen
BMDM mintakbol TRI reagens segitségével a gyarto altal megadott utasitasokat kovetve nyertiik ki a
nukledzmentes vizzel 100 ng/ul koncentraciora allitottuk be. A totdl RNS cDNS-sé torténd atirasdhoz
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kitet hasznaltunk, és a gyarto altal megadott protokoll
alapjan jartunk el. A valos idejii kvantitativ PCR technika alkalmazasa soran génspecitikus FAM-

MGB-jelolt probat tartalmazé oligo mixeket hasznaltunk, minden esetben harom technikai
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parhuzamos alkalmazasaval. A kiilonbozé gének relativ génexpresszids 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.

4.8. SDS-PAGE és Western-blot

Hogy elérjiik a teljes sejtfehérje mennyiséget, a mintdk Osszegytijtését kdvetden protedzgatld
koktélt tartalmazo, jéghideg lizis pufferrel tartuk fel a sejteket. A mintak fehérje mennyiségét Bio-
Rad Protein Assay festékkel hataroztuk meg. Az apoptotikus timocita, eriptotikus vordsvértest és
csontveldi makrofag lizatumokat 12%-os SDS poliakrilamid gélen futtattuk. Ezt kovetéen a fehérjéket
Immobilion-P  polivinilidén-fluorid membranra juttattuk 4t Bio-Rad félszaraz blottoloval. A
blokkolashoz TTBS-ben oldott 5%-os zsirszegény tejpor oldatot hasznaltunk, majd a membranon 1évd
fehérjéket monoklonalis anti-HO-1 és monoklonalis anti-B-aktin elsddleges antitestekkel reagaltattuk.
Ezt kévetéen TTBS pufferrel mostuk a membrant szobahdmérsékleten, majd HRP-vel konjugalt
masodlagos antitestekkel inkubaltuk egyiitt. A fehérjéket Immobilon Western Chemiluminescent
HRP szubsztrat hasznalataval detektaltuk, majd Imagel] szoftver segitségével meghataroztuk a

pixelstiriséget.

4.9. Hemoxigenaz aktivitas mérés
Az eRBC-ket 1:5 makrofag:célsejt aranyban adtuk 10° C57BL/6 makrofighoz, és 6 oran at
inkubaltuk egyiitt a sejteket SnPPIX jelenlétében vagy hianyaban, az Efferocitozis vizsgdlatok c.
részben leirtak szerint. Ezutdn 1 db mintdhoz 10% makrofigot gyijtottiink 6ssze jéghideg PBS-ben, és
-70 °C-ra helyeztiik. A HO-1 aktivitast késébb hataroztuk meg Balla és mtsai. altal leirtak alapjan.

4.10. G-fehérje (Racl, Cdc42, RhoA) aktivitas mérés
Ahogyan azt az Efferocitozis vizsgalatok c. fejezetben leirtam, C57BL/6 makrofagokhoz 1:5
BMDM/célsejt aranyban adtunk apoptotikus timocitakat vagy eRBC-ket 24 oran keresztiil SnPPIX
jelenlétében vagy hianyaban. A makrofagokat 6sszegytjtottiik, majd G-LISA Racl, Cdc42 és RhoA
activation assay kiteket hasznalva hataroztuk meg a harom G-fehérje aktivitasanak mértékét a gyartd

altal megadott eljaras szerint.

4.11. Citokin vizsgalat
Vad tipust és HO-1 hidnyos csontveldi eredetii, differencialtatott makrofagokat apoptotikus
timocitdkkal (melyeket C57BL/6 egerekbdl izolaltunk), vagy eRBC-kel (melyeket C57BL/6xFVB

egerekbdl nyertiink ki) inkubaltuk egyiitt 1:5 makrofag:elhalt sejt aranyban. 6 6ra mulva lemostuk a
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felesleges elhalt sejteket, és a makrofagokat tovabbi 18 oran keresztill tenyésztettik DMEM
médiumban. A tenyésztési id6 letelte utan sszegyiijtottiik a makrofagokon 1évo tapfolyadékot és

Mouse Cytokine Array segitségével analizaltuk. A pixeldenzitast ImagelJ szoftverrel hataroztuk meg.

4.12. mRNS szekvenalas

Illumina szekvendld platformot hasznalva nagy ateresztoképességii mRNS szekvenalast
végeztiink. A monocita-makrofag differencialodas 4. napjanak kezdetén 1 pM ROL-t vagy 1 uM
DHR-t adtunk a sejtekhez, majd 2 ora, illetve 48 6ra mulva Osszegylijtottik a sejteket az RNS
szekvenalashoz. Agilent BioAnalyzer késziiléken vizsgaltul a mintak RNS tartalmat és mindségét,
melyek meghatarozasdhoz Eukaryotic Total RNA Nano Kitet hasznaltunk a gyartd altal megadott
protokoll szerint. Minden mintacsoport esetében 4 technikai parhuzamost készitettiink, melyek koziil
azt a 3 mintat valogattuk ki a konyvtarkészitéshez, melyek >7 RNS integritasértékkel (RIN)
rendelkeztek. TruSeq RNA Sample Preparation Kit felhasznalasaval, a gyarto altal megadott Iépéseket
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 6sszegylijtott mRNS-eket 94 °C-on
fragmentaltuk. Az elsédleges cDNS szalat reverz transzkripcioval hoztuk 1étre véletlenszerl primerek
felhasznalasaval, majd a masodik szal szintézisét kovetden dupla-szalt cDNS-eket generaltunk. A
végek javitasa, az A-farok létrehozasa és az adapter szekvencidk ligalasa utan PCR segitségével
felszaporitottuk az immar adapter-ligalt szakaszokat, majd végiil szekvenal6 konyvtarakat hoztunk
létre. Az adatokat a StrandNGS nevii programmal elemeztilk, a normalizalas pedig a DESeql
algoritmussal tortént. A mintak mRNS szekvenalasat a Debreceni Egyetem Genomi Medicina és
Bioinformatikai Szolgéltatd Laboratériumanak munkatarsai végezték Illumina HiSeq2500

késziilékkel, 50 bazisparos Gn. ,,single-end” szekvenalast alkalmazva.

4.13. TranszKkriptek biologiai funkciéjanak vizsgalata (DEGs)
A Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes 11.5-6s verziojaval azonositottuk a DEG-
ek kozotti feliilreprezentalt génontologiai bioldgiai folyamatokat. A GO kategérian beliili gének
statisztikailag szignifikans feldusulasat az Aggregate Fold Change teszt Benjamini és Hochberg féle

FDR t6bbszoros teszt korrekcios modszerrel hataroztuk meg (FDR<0,05).

4.14. Statisztikai analizis
Minden adat legalabb 3 egymastdl fliggetlen, minimum 3 egér felhasznalasaval kiilonbozo
napokon végzett kisérlet eredményeinek atlagat (+SD) mutatja be. Két csoport dsszehasonlitasanal a

szignifikanciat kétsz¢élii, nem egyenld variancidji Student-féle t-probaval adtuk meg, mig 2-nél tobb
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csoport Osszehasonlitasa esetén egy utas ANOVA-t hasznaltunk Tukey-féle tobbszords analizissel. A
statisztikai elemzésekhez GraphPad Prism 6.01-es verzidjat hasznaltuk, és statisztikailag

szignifikansnak tekintettiik a p<0.05 értéket.
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5. EREDMENYEK

5.1 A retinoidok a Bmp-2 és Smad3 fehérjék Kkifejezodésének fokozasan keresztiil

5.1.1. A makrofag érés soran alkalmazott dihidroretinol kezelés szamos efferocitézishoz kotheté
molekula kifejezédését fokozva noveli a makrofagok elhalt sejt felvételét

El6szor teszteltiik, hogy a dihidroretinol (DHR) jelenléte a monocita differencialddas soran
valoban befolyasolja-e a létrejové makrofagok efferocitézisat. A DHR szignifikansan novelte az 5
nap differenciacio utan tesztelt makrofagok fagocitalo képességét. Mivel egy, a laboratériumunkban
folytatott korabbi tanulmany azt mutatta, hogy a DHR a TG2 és az MFG-ES8 kifejezddését csak a
differenciacié utols6 2 napjan indukalja, megnéztiik, hogy a DHR képes-e fokozni a makrofagok
efferocitozisat akkor is, ha csak a differenciaci6 4. napjanak kezdetén adjuk az ér6 sejtekhez. A DHR
igy is ugyanolyan novekedést tudott eldidézni az efferocitdzis mértékében, ami azt jelzi, hogy a DHR
az utolso6 két napban fejti ki efferocitdzis fokozo hatasat. Az éppen fagocitaldo makrofagokrol késziilt
fluoreszcens felvételeink azt mutatjak, hogy a DHR nemcsak a makrofagok apoptotikus sejtfelvételét
fokozta, hanem az elhalt sejtek makrofagokhoz vald hozzakapcsolodasat is elésegitette.

A differenciacié végén fokozott expressziot mutato efferocitozis-kapcesolt gének azonositasdhoz
DHR-t adtunk a differencialédé monocitakhoz a differenciacio 4. napjanak kezdetén, és 2 nappal
késébb Osszegyljtottilk a mar érett makrofagokat mRNS szekvenalashoz. Az 0sszegyiijtott sejtekbol
781 eltérd modon expresszalt gént (DEG) azonositottunk a kezeletlen és a DHR-lal kezelt csontvel6i
eredeti 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, mig a median FC érték -2,08 és 2,36 volt. A funkcionalis analizis
feltarta, hogy a monocita differenciaciohoz, fagocitdzishoz és sebgydgyulashoz kothetd gének nagy
szamban fordulnak elé az upregulalt DEG-ek kozott. A DHR-rel kezelt makrofagokban
megndvekedett expressziot mutatd gének kozott 10 olyat talaltunk, mely az efferocitézishoz kothetd.
Ezekbdl 6t efferocitozis receptor vagy ko-receptor (stabilin-2, TG2, Axl, MARCO és CD36), egy tin.
,.bridging” molekula (THBS-1) és egy Rab csaladhoz tartozé (Rab20) molekula, mely a fagoszoma
éréshez jarul hozza. A korabbi eredményeinkkel dsszhangban, a TG2 és THBS-1-en kiviil, az érett
BMDM-okban azonositott tobbi retinoidérzékeny fagocitozis gén, tgymint Tim-4, Clq és CD14
expresszidjat nem befolyasolta a monocita differenciacié soran jelenlévé DHR. Tovabba, erdsen
indukalodott a kalmodulin-fiiggd kinaz 1 (Camkkl) enzim és a purinerg receptor P2X (P2X,). Ezen
feliil a Smad3 transzkripcios faktor indukcidjat tapasztaltuk, melyrdl ismert, hogy egyrészt direkt
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moédon fokozza az efferocitozist, masrészt azaltal, hogy szdmos -efferocitozis-kapcsolt gén
expressziojat megnoveli. Erdekes modon, az elemzés sordn nem talaltunk véltozast az MFG-E8
hidmolekula expressziojaban, pedig egy korabbi tanulmanyunkban DHR-érzékenynek bizonyult. A
P2X1-rél azt talaltak, hogy ATP jelenlétében eldsegiti az apoptotikus sejtek makrofagokhoz vald
kotédését, ami magyarazatot adhat arra a megfigyelésiinkre, hogy a DHR jelenlétében differencialodo
makrofagokhoz tobb apoptotikus sejt kapcsolddik

Az eredményeink igazolasa céljabol RT-qPCR technikaval is meghataroztuk a makrofagokban
a DHR altal indukalt efferocitozis-kapcsolt molekulak (TG2, Axl, THBS-1, CD36 és stabilin-2)
mRNS expresszidjat, melyek megnovekedett expressziot mutattak a nem kezelt sejtekhez képest. A
korabban az érett makrofagokban retinsav érzékeny fagocitozis receptorokként azonositott Tim-4,
Clq vagy CD14 expresszidja azonban nem indukalodott még akkor sem, amikor az ATRA

koncentraciot megemeltiik.

5.1.2. A makrofag érés kozben adott DHR kozvetleniil a RA receptorokon keresztiil hatva segiti
az efferocitézist

Korabbi tanulmanyaink azt mutattak, hogy a DHR dihidroretinsavva atalakulva fejti ki hatasat
a RA receptorokra, ezért kivancsiak voltunk, hogy a ROL, ami atalakithat6 ATRA-va, vagy maga az
ATRA, amelyr6l ismert, hogy a RAR-ok elsédleges liganduma, helyettesithet6-e DHR-lal az
efferocitdzis szabalyozasaban, ha a differenciacio 4. napjanak kezdetén adjuk a sejtkulturakhoz.

A makrofag érés 4. napjanak kezdetén adott ROL és ATRA fokozza az apoptotikus timocitak
felvételét. Tovabba a ROL és ATRA képes indukalni ugyanazt az 5 efferocitdzis-kapcsolt gént,
melyeket a DHR is indukalt. Ezen feliil, az erésen szelektiv pan-RAR antagonista AGN194310 nem
csak a makrofagok DHR altal eldidézett efferocitozis kapacitasat, valamint szamos efferocitozis-
kapcsolt gén expressziojat gyengitette, hanem a ROL és ATRA éltal eldidézett génindukciokat is
gatolta. Erdekes modon, azonban nem az Gsszes fagocitozis-kapesolt retinoid indukalt gén
expresszidjat blokkolta a pan-RAR transzkripcids antagonista vegyiilet jelenléte, ami arra utal, hogy
csak a TG2 és a THBS-1 indukalodik egyértelmiien RAR transzkripciofiiggé modon. Meglepd
mobdon, ez volt az a két fagocitozis molekula, melyekrdl korabban a laboratériumunkban kimutattak,
hogy RAR-fiiggé modon indukalédnak érett csontveldi eredetii makrofagokban. Ugy tiinik, hogy az
AXL, a stabilin-2 és a CD36 mas modon indukalodik. Ez a mechanizmus magéaban foglalhatja a RAR-
ok kozvetlen interakcidjat mas transzkripcids faktorokkal, mely kolcsonhatas a transzaktivaciojukhoz
vagy transzrepresszidjukhoz vezet, s amelybe egy transzkripcids antagonista nem feltétleniil avatkozik
bele. A folyamatban résztvevd RAR valdsziniileg a RARP, mert ez volt az egyetlen RAR, melyet a

DHR indukalt, valamint az indukciojat sikeriilt RT-QPCR-ral is igazolni mindharom retinoid esetében.
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Tovéabba ezek az adatok azt is bizonyitjak, hogy a kiilonboz6 gének nyitottak a RAR altal kozvetitett
szabalyozasra a differencialédas 4. napjanak kezdetén, 6sszehasonlitva az érett makrofagokkal.

A ROL vagy DHR retinsavva valé atalakulasahoz (ATRA/all-trans dihidroretinsav) ugyanazok
az aldehid-dehidrogenazok és retinaldehid-dehidrogenazok sziikségesek. Azonban sem a diszulfiram,
mely aldehid dehidrogendz inhibitor, sem a retinaldehid dehidrogenaz inhibitor DEAB nem
akadalyozta meg a ROL vagy DHR altal kivaltott efferocitozist a differencialodé makrofagokban.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a ROL vagy a DHR a RAR aktivitast kozvetlenil a
receptorhoz kapcsolddva szabalyozhatja, nem pedig retinsavva alakulva. Tovabba ezek a vegyiiletek

nincsenek hatassal az ATRA-indukalt efferocitdzisra sem.

5.1.3. A csont morfogenetikus fehérje 2 (BMP-2) expressziéjat indukaljak a monocita
differenciicio 4. napjan adott retinoidok

Annak meghatarozasahoz, hogy mely gének kozvetithetik a retinoidok hatasat a differencialodas
soran, DHR-t és ROL-t adtunk a differencialod6é makrofagokhoz a 4. nap elején, és a sejteket 2 oraval
késobb Osszegyijtottiik mRNS szekvenalashoz.

106 DEG-et azonositottunk a DHR-lal kezelt és nem kezelt differencialodd 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 ndvekedést mutatd transzkriptek atlag FC értéke -2,28 + 0,72 és
3,34 + 4,4, mig a median FC érték -2,08 és 2,15 volt. Valosziniileg a DHR és a ROL ugyanarra a
transzkripcids Utvonalra hat, mert ugyanazok a gének indukalodtak a ROL hatasara is. A
felszabalyozott gének koziil kivalasztottuk a BMP-2 ndvekedési faktort, mert azt talaltuk, hogy erésen
indukalddott a 48 6ras mintakban, valamint korabban kimutattak, hogy RAR célgén.

A BMP-2 mRNS expresszidja idofiiggéen indukalodott a differencidlodas 4. napjan adott
mindharom retinoiddal. A retinoidok adasat kovetd 6 ora utan azt tapasztaltuk, hogy az AGN194310
megakadalyozta a BMP-2 mRNS mindharom retinoid altal kivaltott indukcidjat, bizonyitva ezzel a
RAR-ok transzkripcios szerepét. A DEAB-bal torténd retinaldehid dehidrogenaz gatlasnak nem volt
hatésa a retinoidok altal indukalt efferocitozisra, és a BMP-2 mRNS expressziora sem, ami ugyancsak

azt mutatja, hogy kozvetlen kotddés altal szabalyozhatja a ROL és DHR a RAR aktivitast.

5.14.A BMP-2 hozzijirul a differencialodé makrofagok retinoidok altal indukalt
efferocitotikus kapacitasahoz
A BMP-2 potenicalis, retinoid-indukalt efferocitézisban betdltott szerepének vizsgalatahoz a
retinoidokkal egyiitt egy BMP receptor (ALK2/3 szerin/treonin kinaz) gatloszert (LDN193189)

adtunk a makrofagokhoz. Az LDN193189 a differenciacié soran adva onmagaban is novelte a
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makrofagok alap efferocitozisat, a retinoidok altal kivaltott efferocitdzis ndvekedést gatolta. Amikor
a BMP receptor inhibitort érett, kezeletlen BMDM-0khoz adtuk az efferocitdzis kezdetekor, akkor az
inhibitor jelenléte nem volt hatassal az 1 6ras efferocitozisra, ami arra utal, hogy a BMP-2 receptor

jelatvitelnek a makrofag differenciacio soran kell mikodnie, az efferocitozist megeldzden.

5.1.5. A retinoidok indukaljak a Smad3-at

Megfigyeltiik, hogy a DHR adasat kovetden a BMP-2 mellett a Smad3 mRNS is indukalodott.
A Smad3 egy olyan transzkripcios faktor, melyrdl ismert, hogy a TGF-p hatasat kozvetiti, illetve a
makrofagokban szerepe van az efferocitozisban. Mi is azt tapasztaltuk, hogy a makrofag
differenciacio 4. napjan adott retinoidok id6fiiggd modon indukaltédk a Smad3 mRNS expressziot. 6
oraval a retinoidok és az AGN194310 makrofagokhoz adasat kovetden az AGN194310 teljesen
legatolta a Smad3 mRNS indukciot mindharom retinoid esetében, bizonyitva ezzel a RAR-ok
transzkripcios szerepét. Masrészrdl, a DEAB-bal torténd retinaldehid dehidrogenaz gatlas nem volt
hatéssal a retinoidok altal eldidézett efferocitdzisra, tovabba a BMP-2 mRNS expressziora sem.

Vizsgaltuk, hogy van-e szerepe a BMP-2-nek a retinoidok altal kivaltott Smad3 mRNS
indukcioban, am a Smad3 retinoidok altal eléidézett mRNS expressziojat az LDN193189 BMP-2
inhibitor nem befolyasolta, és nem idézett el valtozast a rekombinans BMP-2 sem 6nmagaban, sem
ATRA-val egyiitt alkalmazva.

Korabbi vizsgalatok azt mutattak, hogy a differencialodd monocitak altal termelt TGF-p
autokrin modon fejti ki hatasat, valamint képes szabalyozni a Smad3 expressziot a mitogén aktivalt
fehérje kinaz kinaz-1-en (MEK1) keresztiil. Meglepd modon, a PD98059 altali MEK1 gatlas soran
nem tapasztaltunk a retinoid-indukalt Smad3 expresszidban valtozast. Ezek az eredmények arra

utalnak, hogy nem a BMP-2, illetve nem a TGF-f kozvetiti a retinoidok hatisat a Smad3 expressziora.

5.1.6. A Smad3 hozzajarul a retinoid-indukalt efferocit6zishoz a monocita differenciacié kozben
TGF-B1 receptor gatloszert, melyrdl ismert, hogy gatolja a Smad3 jelatvitelt. A sejtek efferocitozis
kapacitasat két nappal késobb detektaltuk, és azt tapasztaltuk, hogy a SIS3 szignifikansan gatolta az
alap efferocitozist, és megakadalyozta a retinoidok altal kivaltott efferocitozis novekedést, ami arra
utal, hogy a TGF-p receptor/Smad 3 jelatvitelnek meghatarozd szerepe van az efferocitozis
fokozasaban a makrofagok érése soran. Ezenkiviil az elhalt sejtekkel egy idében adott SIS3 gatolta az
érett csontvel6i eredetli makrofagok efferocitozisat, bizonyitva ezzel a Smad3 efferocitozisban
betoltott meghatarozo szerepét. Ugyanakkor a SIS3-mal egyiitt torténd 2 napos inkubalas 45%-kal
csokkentette a makrofagok életképességét a kontrollokhoz képest, mely Gsszhangban van azzal a

megfigyeléssel, hogy a TGF-B1 nagymértékben hozzajarul a talélésiikhoz.
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5.1.7. A retinoidok a vaszkularis endotél novekedési faktor A expresszidjat is fokozzak

A korai, fokozott expressziot mutatd gének kozott, melyek a retinoid hatast kozvetitik az
efferocitdzisban, olyan géneket is talaltunk, mint a D-vitamin receptor vagy a vaszkularis endotél
novekedési faktor A (VEGFA), mely kapcsolatba hozhaté az M2 monocita/makrofag polarizacioval.
A D-vitamin receptorrdl ismert, hogy a makrofagok M2 iranyba vald elkdtelezddését segiti, mig a
VEGFA novekedési faktort M2 pro-reparativ monocita/makrofagok termelik, melyek az
angiogenezist iranyitjak. Ezek alapjan a VEGFA mRNS expresszié szabalyozasara voltunk
kivancsiak.

A retinoidok id6- és RAR transzkripci6 fliggé modon indukaltdk a VEGFA mRNS expressziot,
és a DEAB nem volt hatassal erre a novekedésre. Az LDN193189 és a PD98059 hatasanak hianya
arra utal, hogy az ALK2-, ALK3-, vagy MEK1-medialt jelatvitel nem jatszik szerepet a VEGFA
mRNS expresszié szabalyozasaban. Smad3 hianyos makrofagokat hasznalé korabbi tanulmanyokban
azonban kimutattak, hogy a Smad3 részt vesz a makrofagok VEGFA szabélyozasaban, ami arra utal,

hogy a retinoidok kozvetve novelhetik a VEGFA expresszidjat a Smad3 szint emelésén keresztiil.

5.2. A hemoxigenaz-1 az efferocitézis soran a makrofagokban hozzajarul mind a bekebelezési

mind a gyulladasgatl6 folyamatokhoz

5.2.1. Az apoptotikus sejtek fagocitézisa indukalja a HO-1 kifejezodését a makrofagokban
Kivalasztottunk két, kiilonb6z6 hemtartalmi célsejtet: az apoptotikus timocitakat, melyek
hemtartalma a detektalhato tartomanyt nem éri el, és az eriptotikus vorosvértesteket, melyek
hemtartalma igen magas, tekintve, hogy a tomegiik alapjan a hemoglobin alkotja a vorosvértestek
szarazanyag tartalmanak 96%-at. Vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a HO-1 fehérje nem expresszalodott
ezekben a sejttipusokban szamottevé mennyiségben, igy alkalmasnak bizonyultak tovabbi
kisérletekhez. Fliggetleniil a hemtartalmuktol, mindkét elhalt sejttipus indukalta 6 6ran beliil az ket
felvevé makrofagokban a HO-1 mRNS expresszidjat, valamint a HO-1 fehérje szintje 24 6ra mulva
is emelkedett volt. Meglepé modon, a hemtartalomban 1év6 nagyfoku eltérés ellenére nem talaltunk

szignifikans kiilonbséget az indukcidé mértékében a két kiilonbozo sejttipus 6 oras felvétele soran.

5.2.2. A HO-1 expresszidjat szolubilis jelek indukaljak az apoptotikus timocitakat fagocitalo
makrofagokban, mig az elhalt vorosvértestek jelenlétében 1évé makrofigok HO-1
indukciéjahoz sziikséges a sejtek felvétele
Hogy vizsgaljuk a hem szerepét a HO-1 indukcioban az elhalt sejtek felvétele soran, citokalazin-

D-vel gatoltuk az aktin polimerizaciot, azaz az elhalt sejtek felvételét. A citokalazin-D jelenléte erdsen
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gatolta az apoptotikus timocitak és az eriptotikus vorosvértestek felvételét is. Azonban, a citokalazin-
D csak az eriptotikus vorosvértestek esetében gatolta a HO-1 indukciojat.

Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az intracellularis hem nem a f6 kivaltja a HO-1
indukcidjanak az apoptotikus timocitak esetében, ezért elkezdtiik vizsgalni, hogy milyen elhalasi jelek
vehetnek részt a folyamatban. Kollégaim kordbban kimutattdk, hogy mindkét sejttipus képes
expresszalni a PS-t, mely egy univerzalis sejtelhalasi jel, és a legtobb makrofagon megtalalhatd
fagocitareceptor képes direkt vagy indirekt médon felismerni. gy, ha a sejtfelszini jelek az
apoptotikus timocitak és eriptotikus vorosvértestek esetében hasonloak, akkor ezek az eredmények
arra utalnak, hogy az eriptotikus vorosvértestek a felvételt kdvetéen a makrofagon beliil indukaljak a
HO-1-et, mig az apoptotikus timocitdk szolubilis jeleket hasznalnak. Ezt bizonyitja, hogy az altalunk
Osszegyljtott timocita elhalas soran keletkezett sejttenyészd folyadék képes volt 6nmagaban is
kivaltani a BMDM-okban a HO-1 indukcidjat, mig ugyanez az eriptotikus vorosvértestek esetében
nem mondhato6 el. A HO-1 indukcidjanak mértéke kisebb az apoptotikus feliiluszo esetében, mint az
elhalt timocitak jelenlétében. A degradacié és a szolubilis faktor higitasa, ami az efferocitdzis soran
magasabb koncentracioban van jelen a makrofagok koriil, magyarazhatja a kismértéki kiilonbséget.

Amikor a feliiliszot Z-VAD-FMK, egy pan-kaszpaz inhibitor, jelenlétében széruméheztetéssel
elhal6 timocitakrol gytijtottiik dssze, akkor ezen feliiltisz6 jelenlétében a HO-1 mRNS expresszid nem
indukalddott. Ezzel szemben, amikor a Z-VAD-FMK-t egyiitt adtuk az apoptotikus timocakrol kiilon
nyert felilluszoval, akkor nem figyeltink meg a HO-1 mRNS expresszidjaban valtozast a
korabbiakhoz képest, ami azt bizonyitja, hogy a Z-VAD-FMK nincs hatassal a makrofagokra. Ezek a
megfigyelések azt mutatjak, hogy a szolubilis szignal, ami a HO-1 indukcioért felelds, kaszpazfiiggd
modon termelddik az elhald timocitakban. Ez a megfigyelésiink harmoéniaban all azzal a masok altal

korabban publikalt eredménnyel, mely szerint az elhal6 timocitakban kaszpazfiiggé modon termelddo

eriptotikus vorosvértestek esetében is

A BACHI1-nek nagyon erls szuppressziv hatdsa van a HO-1 alap expresszidjara a
makrofagokban, ugyanis a nem kezelt BACH1 hianyos makrofagokban is szignifikansan emelkedett
HO-1 expressziot detektaltunk mRNS és fehérje szinten is, sszehasonlitva a vad tipusti kontrollokkal.
Ahogyan azt feltételeztiik, az eriptotikus vordsvértestek jelenléte nem indukalta tovabb ezt az
emelkedett HO-1 szintet. Meglepd modon, azonban ugyanezt tapasztaltuk az apoptotikus timocitak

felvétele soran is. Ugy gondoljuk, a két transzkripcios faktor, az Nrf2 és a BACHI kozotti versengés
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szabalyozhatja a HO-1 expresszidjat. Ha a negativ szabéalyozo hianyzik, akkor a transzkripcio
maximélisan aktivalt. Osszességében ezek az adatok azt mutatjak, hogy az eriptotikus vérosvértestek
a felvételiiket kovetden indukaljak a HO-1-et a makrofagokban a hemtartalmukon keresztiil, mig az
apoptotikus timocitak szolubilis jeleket hasznalnak, és mindkét jelatviteli titvonal célpontja lehet a

BACHI1 transzkripcios faktor.

5.2.4. Az efferocitézis soran felszabadul6 adenozin, illetve az adenilat ciklaz ut altalaban nem
jatszik szerepet a HO-1 kifejezodésének indukilasiaban az elhalt sejteket bekebelezé
makrofagokban
Mivel néhany korabbi tanulmanya azt sugallta, hogy az adenilat ciklaz utvonalnak szerepe lehet

a HO-1 expresszio szabalyozasaban, azt kezdtiik el vizsgalni, hogy a jol ismert szfingozin-1-foszfat
mellett lehet-e az adenozin is a HO-1 kifejez6dést szabalyozd szolubilis szignal fagocitald
makrofagok szamara. Ezért vad tipusil és A,a receptor hianyos makrofagokhoz adtunk apoptotikus
timocitakat vagy eriptotikus vorosvértesteket, és meghataroztuk a HO-1 expressziojat. Az Aoa
receptor hianya nem befolyasolta a makrofagok alap HO-1 szintjét. Tovabba, az A,aR-ok hidnya nem
volt hatassal sem az 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
expresszié fokozddasahoz.

Ezutan tanulmanyoztuk, hogy az adenilat ciklaz utvonal hozzajarul-e a HO-1 expresszio
indukalasahoz az efferocitozis kozben. Ehhez RpcAMP-t hasznéltunk, ami cAMP kompetitiv
gatloszer. Az RpcAMP jelenléte nincs hatassal sem az alap, sem az indukalt HO-1 expressziora a
BMDM-okban, melyek vagy apoptotikus timocitat, vagy eriptotikus vorosvértestet vettek fel, az
soran, ami hozzéajarulhatna a HO-1 expresszi6 aktivalasahoz az adenilat ciklaz utvonalon keresztiil.

Végiil tanulmanyoztuk, hogy az adenilat ciklaz Gtvonalnak van-e barmilyen hatasa a HO-1
expressziora a BMDM-okban, ha forszkolin (adenilat ciklaz aktivator) is jelen van. A forszkolin
o6nmagaban vagy az apoptotikus sejtek felvétele kozben adva sem novelte a HO-1 expressziot, ami
arra utal, hogy az irodalmi eredményekkel szemben az adenilat ciklaz utvonal egyaltalan nem jarul
hozza a HO-1 expresszio szabalyozasahoz a BMDM-ok altali elhalt sejtek eltakaritasa soran.

Az adenilat ciklaz utvonal gatlasa mellett az A; receptorok aktivalhatjak a p38 MAPK jelatviteli
utvonalat is sejttipus fliggdé modon. Mivel korabbi tanulmanyok szerint a szfingozin-1-foszfat és a p38
MAPK utvonal is részt vesz a folyamatban az apoptotikus timocitakrol szarmazo feliiluszo esetén, igy
vizsgaltuk, hogy az apoptotikus feliiliszo altal indukalt HO-1 expresszioban szerepet jatszanak-e az
A; receptorok. A p38 MAPK utvonal gatlasa szinte teljesen megakadalyozta a HO-1 indukcidjat a
makrofagokban mind elhalt sejttipusrol szarmazo feliiltiszo jelenlétében. Ez megerdsiti, hogy a p38
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MAPK utvonal szerepet jatszik az apoptotikus timocitak altal indukalt HO-1 expresszidban, tovabba
a résztvevo szolubilis jel egy olyan szignal, ami a p38 MAPK ttvonalon keresztiil hat. Azonban az A3
receptorok hidnya nem volt hatassal a HO-1 indukcidjara sem az apoptotikus timociték, sem a roluk
szarmazo feliiluszo esetében. A p38 MAPK utvonal gatlasa vagy az Ajz receptorok hianya sem volt
hatéassal a HO-1 kifejez6désére az eriptotikus vorosvértestek felvétele soran sem. Eredményeink azt

mutatjak, hogy az adenozin nem vesz részt a fagocital6 makrofagok HO-1 indukalasaban.

5.2.5. Hosszitavu fagocitézis soran a HO-1 aktivitas hianya csokkent fagocitozis kapacitast
eredményez az elhalt vorosvértesteket felvevé makrofagokban

Vajon a HO aktivitas elvesztése hatdssal van az apoptotikus sejtek fagocitdzisara? Ennek
megvalaszolasara a makrofagok el6kezelése soran gatoltuk a HO-1 és HO-2 aktivitast SnPPIX
gatloszerrel. Egy korabbi tanulméannyal dsszhangban, az SnPPIX HO-1 mRNS expresszio ndvekedést
idézett el a fagocitalo és a nem fagocitalo makrofagoknal is. Teszteltiik, hogy az alkalmazott
gatloszer koncentracio elegendd-e a szuperindukalt HO aktivitds géatlasdhoz az eriptotikus
vordsvértesteknek kitett makrofagokban. Az altalunk hasznalt 20 pM-os koncentracié hatékonyan
gatolta a HO aktivitast.

Mindkét tipust elhalt sejt esetében vizsgaltuk a fagocitozist azonnal az elhalt sejtek
makrofagokhoz adasat kovetden (rovidtava fagocitdzis), 6 oras folyamatos fagocitdzist kdvetden
(kozéptava fagocitdzis), és 24 oras folyamatos fagocitozist kovetden (hosszitava fagocitdzis). Bar
mindkét HO aktivitast gatoltuk, az apoptotikus timocitakat felvevé makrofagok fagocitald
képességére hosszu tavon nem volt hatassal az SnPPIX. Azonban ugyanakkora idotartalmi
fagocitozisnal az SnPPIX képes volt a magas hemtartalmt eriptotikus vorosvértesteket felvevo
makrofagok fagocitalo képességét gatolni. Az SnPPIX nem csak az eriptotikus vorosvértesteket
felvevé makrofagok szazalékos aranyat csokkentette, hanem a kozépérték fluoreszcencia is
lecsokkent, ami arra utal, hogy kevesebb makrofag vett fel kevesebb elhalt vorosvértestet. Az annexin
V-FITC és Pl-dal végzett festési kisérletek azt mutattak, hogy ez a csokkenés nem hozhatd
Osszefliggésbe a fagocitalo makrofagok életképességének csokkenésével, tovabba ezt tamasztja ala a
HO-1 hidnyos makrofagokkal végzett hosszutava fagocitozis vizsgalat is. igy elmondhato, hogy a
megfigyelt csokkenés nem az alkalmazott gatloszer mellékhatasanak kovetkezménye.

Szamos jel, ami hatassal van az efferocitdzisra, szabalyozza a fagocita receptorok expressziojat
a makrofagokban. Igy vizsgaltuk, hogy az elhalt vorosvértestek felvétele HO-1 aktivitas gatlasa
mellett milyen hatassal van ezen gének expresszidjara. Meglepé modon nem tapasztaltunk valtozast

a tesztelt fagocita receptorok és hidmolekulak (Tim4, TG2, MerTK, integrin B3/B5, stabilin 2, CD14,
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MFG-ES8, CD36, trombospondin) expressziojaban 24 6ras elhalt vorosvértest fagocitozist kdvetden.
Tehat a HO aktivitas hianya 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 a Cdc42 koran aktivalodik, hogy elésegitsék a fagocita csésze képzodését az aktin polimerizacion
keresztiil, majd ezt kovetéen a RhoA is aktivalodik, amelynek a mechanikus visszahtizodasban és a
fagoszoma internalizacidjaban van fontos szerepe. Ezért vizsgaltuk ezen harom G fehérje altalanos
aktivitasat 24 oras eriptotikus vorosvértest fagocitozist kovetden vad tipusu makrofagokban SnPPIX
gatloszer hianyaban vagy jelenlétében. Novekedett Racl aktivaciot detektaltunk, azonban nem volt
valtozas az aktivalt RhoA és Cdc42 mennyiségében. A gatloszer 6nmagaban nem volt hatassal ezen

G fehérjék aktivitasara, de az inhibitor gatolta a fagocitdzis altal indukalt Racl aktivaciot.

5.2.6. Az apoptotikus sejtfelvétel gatolja a makrofagok alap gyulladasi citokin termelését, mig

HO-1 hidnyaban a gyulladasi citokinek termelése nétt vagy nem valtozott

Ismert, hogy az elhalt sejtek aktivan elnyomjak a gyulladasos programot. T6bb tanulmany is azt
feltételezi, hogy a HO-1-nek gyulladascsokkentd szerepe is lehet, ezért vizsgaltuk, hogy a HO-1
kifejez6désének fokozddasa hozzajarul-e az elhalt sejtek altal indukalt gyulladascsokkentd
programhoz. Ehhez vad tipusti €¢s HO-1 hidnyos makrofagok gyulladasi citokin termelését vizsgaltuk
elhalt timocitak és vorosvértestek jelenlétében. Sajnos a HO-1 indukcié kovetkeztében nem tudtuk
megismételni a kisérleteket SnPPIX jelenlétében, hogy megvizsgaljuk a HO-1 aktivitas hianyanak
hatasat is, mert nem lehet elkiiloniteni a HO-1 aktivitas hianyat a HO-1 fehérje indukcid hatasatol.

A makrofagok citokin szekrécios profiljanak kiértékelése rendkiviil érzékeny citokin antitest
array modszerrel tortént. El6szor a kezeletlen vad tipust és HO-1 hianyos makrofagokban keletkezd,
majd felszabadul6 citokineket vizsgaltuk in vitro. A nem fagocitalé makrofagoknal is kimutathato volt
az altalunk vizsgalt 40 féle citokin legnagyobb része, bar néhany esetben nagyon alacsony szinten. A
HO-1 hidnya nem befolyasolta szignifikdnsan a felszabadul6 citokinek dsszetételét, ugyanakkor nagy
egyéni eltéréseket tapasztaltunk a gyulladast elGsegité citokinek mennyiségében, a kiilonbozo
egerekbél szarmazé HO-1"* és HO-1" makrofagok esetében. Azonban az apoptotikus timocitak vagy
eriptotikus vordsvértestek jelenlétében néhany citokin mennyisége nétt, vagy valtozatlan maradt a
HO-1 hianyos makrofagok esetében, Osszehasonlitva a megfeleld vad tipusi makrofagok citokin
termelésével. Talaltunk 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. Azt talaltuk, hogy az IL-1R antagonista hasonlé modon reagal, ami dsszhangban van azzal a

megfigyeléssel, hogy az IL1 termelése és aktivitasa kiilon szabalyozott.
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Kivélasztottunk harmat ezek koziil a citokinek koziil, melyek mRNS szintjét is meghataroztuk
ugyanazokban a makrofagokban, melyekr6l Osszegytjtottik a feliluszot. Mivel az egyéni
kiilonbségek nemcsak a citokin termelésben, hanem a mRNS szintekben is megmutatkoznak, ezért az
eriptotikus vordsvértesteket fagocitalo HO-1 **¢és HO-1 - makrofagokban bekdvetkezd valtozasokat
fold expresszioban adtuk meg. Az M-CSF és KC mRNS szintje is megemelkedett az eriptotikus
vordsvértesteknek kitett makrofagokban HO-1 hianyaban. Ugyanakkor az IL-1f esetében ezt nem
tudtuk kimutatni. Az IL-1f fehérje szintjére hatassal van a kaszpaz-1 aktivacié mértéke, és a HO-1-
rél kimutattak, hogy gyengiti a pirin domain 3-at tartalmazé NOD-szerii receptorok inflammaszéma
aktivitasat.

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

felvevé makrofagok gyulladasgatlo hatasahoz.
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6. MEGBESZELES

Egészséges koriilmények kozott a makrofagoknak két f6 szerepe van az elhalt sejtek eltakaritasa
soran: felvenni és lebontani az elhalt sejteket, mikozben nem idéznek elé gyulladast. Kollégaim
korabban azt talaltak, hogy a DHR jelenléte az egér csontveldi eredetii makrofagok érésének utolsod
két napjaban noveli a létrejovéo BMDM-0k fagocitozis kapacitasat, de a retinsav hatasanak kitett, érett
makrofagokhoz képest mas efferocitozishoz kotheté génekre hat. Ezért azt feltételeztiik, hogy a DHR
mas jelatviteli utvonalon keresztiil hathat a makrofagok differencialddasa kozben, mint a retinsav a
mar érett BMDM-okban az efferocitézis eldsegitésében. Azonban azt talaltuk, hogy a DHR
ugyanazon a jelatviteli itvonalon keresztiil hat, mint a ROL és az ATRA altal medialt RAR-0k, de
mas gének érzékenyek a retinoid kezelésre a differencialodas kozben, mint a mar érett
makrofagokban. Erdekes médon a ROL vagy DHR retinsavva val 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 differencialodé makrofagokban anélkiil, hogy
relevans retinsavakka alakulnanak at. Adataink azt bizonyitjak, hogy a ROL és a DHR a RAR
receptorokon keresztiil hat, de a retinoidok fagocitozis receptorok génexpresszidjara gyakorolt hatasat
nem feltétleniil kell, hogy a RAR-ok kdzvetlen transzkripcios aktivitasa kozvetitse. Koztudott, hogy
a transzkripcio el6segitése mellett az ATRA-hoz kotott RAR-ok az AP1 transzrepresszidjat is
kivalthatjk, és kollégaim is kimutattak, hogy a RAR-ok képesek eldsegiteni a gliikkokortikoid receptor
transzkripcids aktivitasat, kozvetlen receptor/receptor kolcsonhatason keresztiil. Egyes szintetikus
retinoid receptor antagonistak megkiilonboztethetik ezeket a bioldgiai aktivitasokat, mivel az ATRA-
hoz kotott receptor killonbozé részei vesznek részt ezekben az aktivitdsokban, és a szintetikus
antagonista retinoidok nem feltétleniil versenyeznek mindegyikkel. Ezenkiviil a retinoid-kotott RAR-
oknak akar nem-genomikus hatésai is lehetnek, amelyek kozvetve befolyasoljak a transzkripciot.

A retinoid jelatvitel két mediatorat azonositottuk monocitdkban, a BMP-2-t és a Smad3-at,
amelyek hozzajarulnak a megfigyelt efferocitozis kapacitas novekedéséhez. A BMP-2 ¢és a Smad3
direkt RAR-szabalyozott célgénnek bizonyult. Adataink alapjan sem a retinoid-indukalt BMP-2, sem
a differencialodashoz kapcsolodé TGF-B1 jelatvitel nem jarul hozza a Smad3 retinoidok altali
Tovabba kimutattak, hogy differencialodo sejtekben a BMP-2 egy nem kanonikus Gtvonalon keresztiil
is hat, mely magéaban foglalja a BMP-2/TGF-B1 receptor heterodimereket és a Smad3-at. Bar ezt a
lehetdséget nem vizsgaltuk részletesen, nem zarhatjuk ki, hogy a retinoidok nemcsak a BMP-2 és
TGF-B révén, hanem egy BMP-2/BMP-2 és TGF-B1 heterodimer receptor/Smad3-fiiggd modon is

elosegithetik az efferocitozist a differencialodé makrofagokban.
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A monocitdk csontvel6bdl szdrmazo immunsejtek, amelyek koriilbeliil 2 napig keringenek,
miel6tt tavoznak a keringésbol. A keringé monocitak korokozokat keresnek, és reagalnak gyulladasos
jelekre, vagy kiilonbozé szovetekbe vandorolnak, ahol makrofagokké alakulnak. A 1étrejové
makrofagok nem alkotnak egységes sejtpopulaciot, amit az immunkdryezet hataroz meg. Egerekben
az efferocitdzist kovetden létrejové monocita eredetii makrofagokat klasszikusan két csoportba
soroljak: a gyulladast el6segité M1, és a gyulladast gatlo M2 makrofag csoportokba. Az M2
makrofagok tovabbi csoportokra oszthatdak, melyek részt vesznek a gyulladas megsziintetésében, az
antigénprezentacioban és a szovetek helyreallitasaban. Utobbiakrol ismert, hogy ndvekedési
faktorokat és pro-angiogén szovetjavitd faktorokat szabaditanak fel, mint amilyen a VEGFA, a
novekedési differenciacios faktor 3 vagy az inzulinszerii ndvekedési faktor-1.

A BMDM differencialodas egy adherencia altal kozvetitett érés, mivel ennek a tapadasnak a
gatlasa monocita képzédést eredményez. igy a BMDM differencialodas csak részben utdnozza az in
Vivo monocita eredeti makrofag differencialodasi folyamatot. A csontvel6b6l szarmazo monocitak
gyakran jelennek meg, és differencidlodnak makrofagokka azokban a szovetekben, ahol
megnovekedett sejtelhalds kovetkezik be, példaul vazizom-sériilések soran vagy zsirban gazdag
étrend 4ltal indukalt zsirsejt elhalas soran. Igy a retinoidok altal kivaltott efferocitozis kapacitas
novekedés hozzajarul az elhalt sejtek hatékony eltavolitisahoz ezekben a szovetekben, megelozve
ezzel a kronikus gyulladast és az autoimmun betegségek kialakulasat. Ezenkiviil a Smad3 a TGF-$
gyulladascsokkentd hatasanak meghatarozo kozvetitdje, amelyrdl ismert, hogy az efferocitozis soran
a bekebelezést végzé makrofagok altal szabadul fel.

A retinoidok altal fokozott D-vitamin receptor vagy a VEGFA expresszid a monocita
differencialodas soran azt is jelzi, hogy a retinoidok eldsegitik olyan M2-tipusu makrofagok
képz6dését, amelyek részt vesznek a szovetek helyredllitdsanak szabalyozasaban. A retinoid
hozzaadasa utan 48 oraval észlelt TG2 vagy ALDH1a2 fokozodasa szintén ezt a nézetet timasztja ala.
Tovabba nemrég mutattak be egy infarktusos szivizom modellben a Smad3 szerepét a makrofagok
szovetjavito valaszainak kozvetitésében.

Megfigyeléseinkkel osszhangban, a differencialodé monocitdk egérdaganatbol felszabaduld
ATRA éltali M2 polarizacidjat figyelték meg a tumor kdrnyezetében, ahol a 1étrejovo tumor-asszocialt
M2-szerli makrofagok immunszuppressziot kozvetitettek és eldsegitették a tumor névekedését. Azt is
megallapitottak, hogy az ATRA elésegiti a differencialodé monocitak M2 polarizacidjat az L. major
fertdzés soran egerekben. Osszességében adataink tovabbi bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy a
makrofagok differencialodasa soran hato retinoidok eldsegitik az M2-szerii, immunszuppressziv, pro-
reparativ makrofagok képzodését, és elséként mutattuk be, hogy a retinoidok hatasat részben a BMP-

2 és a Smad3 kozvetitik.
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Kollégaim korabban kimutattak, hogy a RetSat hidnyos egerek csontveldjébal differencialtatott
makrofigok hosszitdvi fagocitézisa zavart szenved. A defektus okdnak feltiraséhoz RetSat** és
RetSat™~ csontveldi eredetli makrofagokon RNS szekvenalast végeztek. Az adatok elemzése soran azt
talaltdk, hogy az alacsony hemtartalmu elhalt timocitakat felvevé makrofagokban a hem
degradaciojaért felelés HO-1 enzim jelentds mértékben indukalddott, igy kutatbmunkdm mésodik
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 efferocitozisban. A kisérletekben kétféle elhalt
sejttipust hasznaltam, a mar emlitett alacsony hemtartalmu apoptotikus timocitak mellett a magas
hemtartalmu eriptotikus vorosvértesteket.

Osszességében az eredményeink ezen a teriileten azt mutatjék, hogy az elhalt sejtek fokozzéak a
HO-1 kifejez6dését a makrofagokban: az apoptotikus timocitak olyan, oldhato szignalokon keresztiil,
mely nem tartalmazza az adenozint, vagy mas cAMP-t fokoz6 molekulat, ugyanakkor sziiksége van a
p38 MAPK jelatviteli utvonalra; az eriptotikus vorosvértestek pedig a felvételiiket kovetGen.
Valoszintileg 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 oras folyamatos sejtfelvétel esetén sem, mig ugyanez a fagocitozis gatlasat eredményezte
magas hemtartalmi sejtek felvételénél. Az utobbi esetben a HO aktivitas hidnya hatdssal volt a
bekebelezés altal kivaltott Racl aktivalasra. Normal esetben az apoptotikus sejtfelvétel elnyomja az
alap gyulladaskeltd citoktermelddést a vad tipustii makrofagokban, azonban HO-1 hidnyaban fokozott
vagy valtozatlan pro-inflammatorikus citokin felszabadulast tapasztaltunk mindkét sejttipus
bekebelezése soran. A HO-1 gyulladascsokkent$ hatdsa magyarazatot adhat arra, miért képesek még
az alacsony hemtartalmu elhalt sejtek is szabalyozni a HO-1-et a makrofagokban, és miért hasznalnak
alternativ jeleket, mint az intracellularis hem akkumulacié. Adataink &sszességében azt mutatjak,
hogy a HO-1 hozzajarul a makrofagok sejtfelvevd és gyulladascsokkentd programjahoz is az
efferocitozis soran.

Az eredményeink 6sszhangban vannak egy masik tanulmannyal, mely azt mutatja, hogy a HO-
1 hianyos egereknek nem valtozik meg a csecsemOmirigy szerkezete és funkcioja, ahol a folyamatosan
képz6do timocitak nagy része elhal és eltakaritodik, jelezve ezzel a megfelelé hem anyagcserét az
eltakaritast végz6 makrofagokban. Ugyanakkor ezekre az egerekre jellemzo a splenomegalia és a
fibrotikus szerkezet erds karosodasa a lépben, ahol az eldregedett vordsvértestek tobbségének
eltakaritasa torténik. Az ilyen Iépben az eriptotikus vorosvértesteket felvevd szovetspecifikus
érzékenységét a hem felhalmozodasara ebben a két szovetben in vivo magyarazza a HO-2 egyideji,
folyamatos ~ kifejez6dése a HO-17 makrofagokban, amelynek aktivitisa elegendd a

csecsemOmirigyben az apoptotikus timocitak fagocitozisa soran keletkez6 alacsony mennyiségii hem
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kezelésére, de nem elegendd az efferocitdzis soran a magas hemtartalmu eriptotikus vorosvértestek
kezelésére a lépben. Ennek megfeleléen, amikor mindkét HO-t gatoltuk az SnPPIX-cel, akkor
szignifikansan nagyobb gatlast figyeltiink meg az elhalt vordsvértestek hosszatava fagocitozisa soran,
mint amikor a HO-1 csak 6nmagaban hidnyzott, ami alatimasztja, hogy az efferocitozis gatlas mértéke
fligg a fennmaradé HO aktivitastol.

A mi adataink nem tamasztjak ala azt a tanulmanyt, melyben a szerzok azt kozolték, hogy a hem
felhalmozodasa a makrofagokban (az 6 esetiikben hemolizis soran) tulaktivalja a Cdc42-t azaltal, hogy
hozzakotddik a DOCKS8 guanin nukleotid Kicseréld faktorhoz. A mi eredményeink inkabb azt
mutatjak, hogy a HO-1 aktivitas hidnya a Racl aktivaciora van hatassal fagocitozis kozben. Egy
korabbi tanulmanyban azt talaltak, hogy a CO, ami az egyik terméke a HO aktivitasnak, eldsegiti az
efferocitézist. fgy eredményeink alapjan feltételezheté, hogy HO aktivitas hidnyéban fiziologids
szinten a hem akkumulacidja és a szénmonoxid létrejottének hianya egyiitt gyakorol hatst a
hosszatavu efferocitozisra, és ez foként az efferocitdzis hatékonysagat meghatirozé Racl aktivitast

befolyasolja.
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7. OSSZEFOGLALAS

A szervezetben elhalt sejtek eltavolitasa a csontvel6i eredetli makrofagok altal (efferocitozis)
fontos a szoveti homeosztazis fenntartasaban és gyulladas felszamolasaban. Kollégaim korabban azt
talaltak, hogy a retinol szaturaz enzim terméke, a (13R)-csupa-transz-13,14-dihidroretinol (DHR)
jelenléte a monocita differenciaci6 soran noveli a 1étrejové makrofagok efferocitozis kapacitasat, ezért
munkam soran a DHR hatdasmechanizmusanak meghatarozasa volt az egyik célom. Ennek érdekében
retinol vagy DHR jelenlétében, illetve hianyaban differencialtatott csontvelobdl szarmazo
makrofagok teljes génexpresszios profiljat vizsgaltam. A génkészlet-dusitasi analizissel szamos
efferocitozishoz kotheté molekulat azonositottunk, amelyeket mindkét vegyiilet szabalyozott,
azonban a transzglutaminaz 2 kivételével egyik sem volt az érett makrofagokban kordbban mar
azonositott, retinoid altal szabalyozott fagocita receptor. Ezért ellendriztilk a DHR korai célgénjeit a
makrofagok differencidlodasa soran, és 74 felszabalyozott gént talaltunk. A retinoidok hatdsanak
kozvetitésére a legigéretesebb jeloltek a BMP-2 és a Smad3 voltak. A differencialodé monocitakban
a DHR, a retinol és a csupa-transz-retinsav (ATRA) is képes volt indukalni ennek a két génnek az
expresszidjat RAR-fliggd modon, bar a DHR kevésbé, mig az ATRA a leghatékonyabban. Tovabba a
retinoidok a D-vitamin receptor és a vaszkularis endothél nvekedési faktor A expresszidjat is
fokoztak. Osszességében a retinoidok el8segitik a pro-reparativ M2 makrofig populacio kialakulasat
a monocita differencialodas soran, illetve fokozzak az efferocitdzist azaltal, hogy indukaljak a BMP-
2 jelatvitelt a RAR miikddésének szabalyozasan keresztiil.

A hem oxigenaz-1 (HO-1) Iétfontossagli szerepet tolt be a hem katabolizmusaban, és
ekvimolaris mennyiségii biliverdint, CO-t és szabad vasat termel. Kutatécsoportunk korabban azt
talalta, hogy a fagocitozis soran az elhalt sejtként hasznalt apoptotikus timocitak (aT), melyek kevés
hemet tartalmaznak, nagymértékben fokoztak a HO-1 kifejezdését az Sket felvevé makrofagokban.
Ezért vizsgaltam a HO-1 efferocitozisban bet6ltott szerepét. Elhalt sejként az aT-k mellett a sok hemet
tartalmaz6 eriptotikus vorosvértesteket (ERBC) hasznaltam. Mindkét elhalt sejttipust felvevd
makrofagok erdsen fokoztak a HO-1 kifejezédését. Az aT altali indukceid teljes mértékben az oldhato
szignaloktol fugg, amelyek egyike sem aktivalja az adenilat-ciklazt, mig az eRBC-k esetében ez
sejtfelvétel fiiggd. Mindkét it magaban foglalja a HO-1 gén represszoranak, a BACH1 transzkripcios
faktornak a szabalyozasat. Az aT-k hossza tdva folyamatos efferocitozisat nem befolyasolja a HO-1
elvesztése, de az eRBC-két gatolja. Ez késébb egy belsé jelatviteli utvonalhoz kapcsolodik, mely
megakadalyozza a Racl aktivitas efferocitozis altal kivaltott novekedését. Mig az apoptotikus sejtek
felvétele elnyomta a vad tipusu makrofagokban a bazalis pro-inflammatorikus citokin termelést, addig
a HO-1 hidnyos makrofagok t&bb proinflammatorikus citokint termeltek. Osszességében elmondhato,

hogy a HO-1 sziikséges a magas hemtartalmu elhalt sejtek felvétele esetén a hem lebontasahoz, igy a
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megfeleld bekebelezési folyamathoz, és altaldban hozzéajarul az apoptotikus sejt kozvetitette

gyulladasgatlo valasz kialakulasahoz az efferocitdzis soran.
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