Ph.D. tézisek osszefoglaloja

Magreceptorok szerepe a makrofagok
fejlodésében és funkciojaban

Dr. Szanto Attila

Témavezeto: Dr. Nagy Laszlo

Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet
Orvos- és Egészségtudomanyi Kozpont
Debreceni Egyetem
Debrecen, 2004



Témavezeto:

Dr. Nagy Laszlo

A vizsgabizottsag elnoke:

A vizsgabizottsag tagjai:

A védési bizottsag elnoke:

Biralok:



1. Bevezetés

1.1. Magreceptorok

1.1.1. Magreceptorok: Bevezetés

A magreceptorok ligandaktivalt transzkripcids faktorok, amik fontos szerepet téltenek be
szabalyoznak. Ezek a receptorok a receptor tipusatol fliggden vagy a sejtplazmaban vagy
a sejtmagban helyezkednek el és kis lipidmolekuldk aktivaljak dket, melyek
szdrmazhatnak a sejten kiviilrél vagy keletkezhetnek a sejten beliil. Ligandkotés utan a
receptorok meghatarozott gének kifejezodését aktivaljak. A magreceptorok egy nagy
csaladot alkotnak, idetartoznak pl. a klasszikus szteroid receptorok, a pajzsmirigyhormon
receptor, a D vitamin receptor, a retinsav receptorok (RAR), receptorok, melyeket
anyagcseretermékek aktivalnak (pl. peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR),
amit zsirsavak, liver X receptor (LXR), amit koleszterinszdrmazékok aktivalnak és
jonéhany arva receptor. Az arva elnevezés abbol szarmazik, hogy ezeknek a
receptoroknak nem volt ligandjuk a felfedezésiik idején. Késobb szamos vegyiiletet
talaltak, melyek aktivaltdk ezeket a receptorokat, de legtobbjiik alacsony affinitast
mutatott. Ennek ellenére néhany arva receptort (pl. PPARy, LXR) adoptaltak azota.

A fehérjecsalad tagjai k6zos, konzervalt szerkezettel rendelkeznek: 1. DNS-k6t6 domén
(DBD), ami egy specifikus DNS szekvenciahoz, a valaszad6 elemhez kotddik, 2.
ligandko6té domén (LBD), ami a kis lipidmolekulakat koti, 3. transzaktivalo domén, ami
aktivalja a transzkripcios mechanizmusokat.

A magreceptorok tobbsége dimerként miikodik. A klasszikus magreceptorok, mint pl. az
Osztrogén receptor, androgén receptor, glilkokortikoid receptor homodimereket alkotnak.
A nem-klasszikus magreceptorok, mint az RAR, VDR, TR a magban helyezkednek el a
célgénjeik enhancerén ¢€s altalaban gatoljak a transzkripciot. Ligandkotés hatasara
konformécios valtozas torténik, ami a korepresszor komplex levalasat és a koaktivator
komplex megkotddését eredményezi. A retinoid X receptor (RXR) sok mas
magreceptorral alkot dimert.

1.1.2. Magreceptorok: Retinoid receptorok



Az A vitamin és szarmazgékai, a retinoidok alapvetd szerepet jatszanak a fejlédésben,
differencialodasban, a homeosztazis fenntartasaban és kiilonféle
anyagcserefolyamatokban. A retinoid receptorok felfedezése jelentésen hozzajarult ezen
kis lipofil molekuldknak, a retinsavaknak hatdsmechanizmusénak a megértéséhez. A
retinsavreceptorok két csaladja (RAR-ok és RXR-ek) 3-3 izotipust tartalmaz: o, 3 és v,
melyeket kiilon gének kddolnak és szamos alternativ splice varidnssal rendelkeznek. Az
RAR-okat az all-transz retinsav (ATRA) és a 9-cisz retinsav (9-cisz RA), mig az RXR-
eket csak a 9-cisz RA aktivalja. Az RAR-oknak szerepe van az embrionalis fejlodésben, a
vazrendszer, a mieloid sejtek fejlodésében, a sebgydgyulasban, a keratinizacidban és az
idegrendszer fejlddésében. Az RXR egy kiilonleges receptor, ami homodimert és
heterodimert is képes alkotni, ez utébbi miatt hatdsa sokrétii, részt vesz a retinoid
valaszokban és szamos metabolikus folyamat szabalyozasaban is. Az RXR altipusok
kifejezddése nem egyenletes: az RXRa féleg a majban, vesében, 1épben, placentaban,
epidermiszben fejezddik ki, mig az RXR[ szinte minden szovetben megtalalhatd
(akarcsak az RARa), az RXRy pedig foleg az agyra és az izomra korlatozodik.

1.1.3. Magreceptorok: PPAR-ok

A PPAR-ok tobb fontos anyagcserefolyamatot szabalyoznak, melyeknek a zsirsav- és
koleszterinanyagcserében van fontos szerepe. A csaladnak hdrom tagja van: a, y €s d. Az
o leginkabb barna zsirszovetben és majban, kisebb mértékben a vesében , szivben és
vazizomban fejezdédik ki. A PPARy legnagyobb mértékben a zsirszovetben, a
makrofagokban, kisebb mérrtékben a vastagbélben, az immunrendszerben és a retinaban
talalhato. A PPARGS sok szovetben jelen van, altaldnosan kifejezddik, legnagyobb szinten
a bélben, vesében ¢€s a szivben. A PPAR-ok szerepére a célgénjeikbdl kovetketettek,
melyek a lipidtranszporthoz és lipidanyagcseréhez kapcsolddnak. A PPARY a sejben zajlo
folyamatok széles spektrumat regulalja, agymint differencidlodas, sejtosztodas,
sejtelhalas és gyulladés. Alapvetden sziikséges a zsirszovet fejlddéséhez, kulcsszerepet
jatszik a gliilkozhomeosztazisban. Egérben elengedhetetlen a placenta fejlédéséhez és a
vaszkularizaciohoz. A PPARYy aktivalhato természetes vegyiiletekkel, mint a zsirsavakkal,
az oxidalt LDL lipidalkotoival, a 11, 13-hydroxy ocatadecadienoic acid-del, a 15-deoxy-
d-(12,14)PGJ2 (15D-PGJ2)-vel és a tiazolidindionokkal, melyeket mint



inzulinérzékenyitOket haszndlnak a kettes tipust diabetes mellitusban. A PPARy
knockout 4llat korai embridkorban elpusztul. A hidnya a trofoblasztok végso
differencialodasat és a placenta vaszkularizacidjat zavarja és a miokardium
elvékonyodasahoz tovabba az E10.0 napon haldlhoz vezet. A PPARygén hidnya
makrofagokban nagy valdszintiséggel proateroszklerotikus hatasu.

1.1.4. Magreceptorok: Liver X receptor

Emlésokben két LXR 1étezik: o és . Az LXR az RXR-rel alkot heterodimert, az o
kifejezddése elég specifikus, leginkdbb a majban és kisebb, de jelentds szinten van jelen a
makrofagokban, a vesében, a bélben, 1épben és a mellékvesében. Az LXR[} expresszoja
altalanosabb, majdnem minden vizsgalt szovetben eléfordul. Oxiszterolokat, mint pl. a
22(R)-OH, 25-OH ¢s 27-OH-koleszterol azonositottak eddig, mint az LXR aktivatorait.
Az LXR-nak szerepe van a koleszterol anyagcseréjében ¢€s kitiritésében és ahogy
nemrégiben taldltak, gyulladasos folyamatokban. LXRa deficiens egerek elvesztik azon
képességiiket, hogy normalisan reagéljanak az étkezési koleszterinre és képetelenek
toleralni minden extra koleszterinmennyiséget. Ezen egerek érelmeszesednek.

1.2. Monocitak-makrofagok

1.2.1. Monocitak-makrofagok: Bevezetés

A monociték és a polimorfonuklearis fagocitak CD34 pozitiv pluripotens dssejtekbdl
fejlédnek. Ezekbdl graulocita-monocita, granulocita és monocita koloniaképzd egységek
(CFU-GM, CFU-G ¢és CFU-M) keletkezik. A monocita irdnyt differencialodas a CFU-
M-bdl indul ki és monoblasztokon keresztiil jonnek 1étre a keringd monocitak, melyekbdl
a kiilonbozo szovetekben alakulnak ki a szovetspecifikus makrofagok. Erre a fejlodési
sorra jellemz6 markerek tobbek kozott az M-CSF receptor, lizozim, makroszialin,
sejtfelszini fehérjék (pl. CD14, CD36, CD11b, CD18). A mieloid sejtek fejlddését foleg
citokinek, illetve egy jol 6sszehangolt, transzkripcios faktorokbol 4ll6 halozat
befolyasolja. Az RAR egy ellen6rzOpontnal jatszik szerepet ebben a fejlodési
folyamatban, a promielocita 1épésnél a granulocita iranyt érést segiti el0. A retinsav
citokinnel stimulalt CD34 pozitiv sejtekben a mieloid prekurzorok érését eredményezi. A
15;17 kromoszomatranszlokacié akut promielocitas leukémidhoz vezet egy PML-RARa

fazios fehérje 1étrejotte miatt, ami a granulocitdk érésének terminalis blokadjahoz vezet.



A PPARy-r6l ismert, hogy befolyasolja a mieloid differencidlodast. Nem vesz részt a
monocita irdnyvonal valasztasanak szabalyozasaban, de modositja a makrofagok érését és
persze metabolikus folyamatait. A legijabb eredmények azt mutatjak, hogy a PPARy
nem feltétele a monocita irdnyu fejlddésnek, de a PPARY szintje és aktivitasa kritikus a
makrofadgok sorséban és funkcidjdban. Hogy a PPARY hogyan befolyasolja az érést és
van-e kapcsolata a retinoid receptorral az érési folyamatban, eddig még nem volt
kell6képpen tanulmanyozva.

1.2.2. Monocitak-makrofagok: Lipid anyagcsere — Ateroszklerozis
Az érelmeszsedés az érfalak progressziv, degenerativ megbetegedése. El0szor lipidek
halmozddnak fel az érfalban. A 1¢zi6 kialakulasa elkezdddik a sziiletés utan és a klinikai
tiinetek legtobbszor a hatodik évtizedben jelennek meg. Az érelmeszesedés komplikacioi,
a miokardialis infarktus, a stroke a nyugati tarsadalmak haldlozasanak jelentds részét
teszik ki. Ez a tény kiilonleges jelentdséget ad az érelmeszesedo 1€zi6 kialakulasat célzo
kutatdsoknak. A makrofagok lipidanyagcseréje kiemelkedd fontossagu a
hiperkoleszterolémia és az érelmeszesedd 1¢zi6 kialakulasa szempontjabol. A 1ézidk
preferalt helye az, ahol az endotélium sériilékeny. A nem megfeleld endotélmoékodés low-
density lipoproteinek (LDL) felszaporodasdhoz vezet a szubendotelidlis térben. Nem
ismert, hogy az LDL hogyan mddosul, de a modositas minimalisan és teljesen oxidalt
LDL megjelenéséhez vezet, melyek tele vannak oxidalt lipid molekuldkkal. A modositott
LDL partikulak felvétele nem teljes, igy azok befolyasoljak a szomszédos sejtek
miikodését, ami gyulladasos citokinek termeléséhez vezet. Igy kialakul egy gyulladasos
valasz a felhalmozott lipid koriil, ami tovabbi monocitdkat vonz oda, melyek makrofagga
alakulnak ¢és lipidet halmoznak fel az oxLLDL eltakaritasa kozben, igy hozva létre a
kezdeti 1€zi6 jellegzetes sejttipusat, a habos sejtet. Ezek megprobaljak eltakaritani a
lipideket a szubendotelialis térbol, de nem tudnak megszabadulni téle, igy folyamatosan
halmozzak fel a lipidet és fenntartanak egy kronikus gyulladast. Utobbi
eredményeképpen a media feldl simaizomsejtek vandorolnak a habos sejtek kornyékére,
osztodnak és extracellularis matrixot termelnek. Igy alakul ki a késéi fibrozus
ateroszklerotikus plakk. Ez mar meszesedhet, ami rigiddé, torékennyé¢ teszi az érfalat. Ha
a 1€z16 torése érinti az endotéliumot, az trombusképzddéshez és intravaszkularis

koagulaciohoz vezet. A PPARy-r6] kimutattak, hogy eldsegiti az oxLDL felvételét és a



monocitak habos sejtekké valo atalakulasat. Szintetikus PPARy agonistak hasonldan
elésegitik a mielomonocitas leukémia sejtvonalak differencialodésat, és primer, human
monocitakon is hasonl6 hatastiak. A PPARY kifejezddik az érelmeszesedd 1ézidk habos
sejtjeiben. Szintjét az oxLDL fokozza. Azt talaltak, hogy az oxLDL, de nem a sima LDL
fokozta 6nmaga felvételét a CD36 scavenger receptoron keresztiil. Ennek a jelenségnek a
tanulmanyozasa soran bebizonyosodott, hogy a PPARY alapvetd szerepet jatszik a habos
sejtek lipidfelvételében. A CD36 scavenger receptor kifejezddését befolyasolja a PPARY,
direkt célgénje a PPAR-nak. Az oxLDL két komponense, a 9-hidroxi oktadekadiénsav
(9-HODE) és a 13-HODE mint endogén aktivatorok, ligandjai a PPARy-nak. Az oxLDL
noveli a CD36 kifejez0dését €s ezaltal sajat felvételét. A habos sejt kialakulasanak fenti
modellje szerint, amit gamma ciklusnak neveztek el, a PPARY a rossz oldalon all és
proaterikus molekulanak tekintendd. Azonban a szintetikus PPARY aktivatorokat, a
thiazolidinedione-okat (TZD) elterjedten hasznaljak a diabétesz kezelésében. Tehat a
kérdés, hogy mi a szerepe a PPARy-nak az érelmeszesedésben még nincs megvalaszolva.
Erelmeszesedéses és/vagy cukorbetegnek elényds vagy karos a PPARy aktivalésa?
Megfigyelték, hogy a PPARy aktivalasa nemcsak a lipidek felvételét serkenti, hanem a
koleszterinleadast is. A PPARyindukalja az ABCA1-et és a koleszterolleadast a
makrofagokbol egy transzkripcids kaszkadon keresztiil, amit a PPARy és az LXR
vezérelnek. Az ABCA1 és ABCGI fehérjék az ATP-binding cassette transzporterek
csaladjaba tartozik. Szamos tanulmany megmutatta, hogy az LXR az ABCA1 ¢s ABCGl1
indukalasan keresztiil koleszterol kiaramlast okoz. A koleszterol kidramlasa a sejtekbol
nagy valosziniiséggel antiateroszklerotikus hatdsu. Egy ellentmondés jon igy létre, mivel
az oxLDL potencidlva a sajat felvételét, beindit egy 6rdogi kort. Hogy mindez hogyan
lehetséges? Erre ad magyarazatot az a megfigylés, miszerint a PPARy indukélja az
LXRa-t. A lipid transzporterek, mint amilyen az ABCA1 promoterében pedig
megtalaltak az LXR valaszado elemét. gy a PPARy nemcsak a lipidfelvételt fokozza,
hanem az LXRa indukaldsan keresztiil ndveli a lipidtranszporterek szintjét, pl. az
ABCA1-ét, ami a koleszterol kiraramlas novekedéséhez vezet. A két receptor (PPARY és
LXR) 6sszekapcsolasa egy hasznalhaté modellnek tlinik, de nem ad magyarazatot a

makrofag lipifelvételének és koleszteinleaddsdnak minden aspektusara. Hogy ez a két



folyamat hogyan kapcsolddik egymashoz, nem ismert. Tehat a lipoproteinek lipidtartalma
képes aktivalni mind a PPARy-t, mind az LXR-t. Azonban acetilalt LDL hatasara, ami
nem tartalmaz oxidalt lipideket szintén fokozodik az LXR utvonal aktivitasa. Ez arra utal,
hogy mas, fiiggetlen mechanizmusok léteznek, melyek az LXR aktivalasahoz vezetnek.
Az LXR PPARy éltali indukcidja dnmagaban nem elégséges, hogy aktiv LXR j6jjon
1étre, ami koleszterolleaddshoz vezet. Sziikséges az LXR sajat, endogén liganddal valo
aktivalasa, ilyen vegyiiletet azonban még nem irtak le. Ezek mellett az LXR-t mar annak
idején is ugy irtak le, mint egy alternativ, retinoid szignal medidtort, mivel az LXR:RXR
dimer nagyon permissziv akar az LXR oldalrdl oxiszterolokkal, akar az RXR feldl
retinoidokkal aktivaljak. Szamos oxiszterolt azonositottak, mint potencialis LXR
ligandot. Ezek egyike a 27-hidroxikoleszterol, mely egy p450 enzimnek, a CYP27-nek a
terméke. A CYP27 a mdjon kiviil jelen van a tiidében és makrofagokban is, illetve
megtalalhato ateroszklerotikus 1éziokban is. Az enzim mutacidja egy ritka emberi
megbetegedéshez a cerebrotendindzus xantomatdzishoz (CTX) vezet. Ez egy szterol
tarolasi megbetegedés, xantomak figyelhetdk meg az inakban, a kézponti idegrendszer
terliletén, végiil ataxia, gerincveldi bénulas, egyéb neurologiai diszfunkcidk és
érelmeszesedés alakul ki. Az enzim terméke, a 27-hidroxikoleszterol képes aktivalni az
LXR-t. ezek az adatok felvetik, hogy talan a CYP27 az az enzim, ami ligandot general az

LXR szamara.



2. OSSZEFOGLALAS ES MEGVALASZOLASRA VARO KERDESEK

A magreceptorokat sok oldalrol tanulmanyoztdk mar a makrofagokban. A dominans
receptorok a RAR-ok, RXR-ok PPAR (fdleg a y) és az LXR. Az RAR-ok f6 funkcidja a
kapcsolni az RAR-okhoz, PPAR-okhoz és LXR-okhoz, de vannak arra utal¢ jelek, hogy
létezik 6nallo RXR szignalut is. Ez persze még tovabbi vizsgalatokat igényel. Az elmult
évek eredményi alapjan a PPARY kulcsfontossagtinak tlinik a makrofdgokban. Szabalyoz
egy masik magreceptort, az LXR-t, vannak antiinflammatérikus hatasai és részt vesz az
oxidalt koleszterol eltakaritasaban. Sikeriilt azonositani egy ciklust, ahol a PPARy pozitiv
visszacsatolassal scavenger receptoron keresztiil ndveli a lipidek felvételét a
makrofagokba illetve indukélja az LXR-t, ami a reverz koleszterol transzport
aktivalasaval segiti a koleszterol kidaramlast a sejtekbdl. Szamos kérdés nincs azonban
még megvalaszolva. Ismert, hogy a PPARY aktivalasa makrofag érési markerek
megjelenését eredményezi, de onmaga nem sziikséges a makrofag éréséhez. Ismert, hogy
az RAR szabalyozza a mielopoiesist. Van valamiféle kapcsolat a két receptor kdzott? Mi
az? A PPARy-t aktivaljak az oxLDL-b0l szarmaz6 oxidalt zsirsavak, de mi a helyzet az
LXR-ral? Hogyan aktivalodik? Honnan szarmazik a ligand, ami aktivalja? Az LXR:RXR
heterodimer egy permissziv dimer. Mi a szerepe a retinoidoknak az LXR aktivalasaban?
Funkciondlis szempontbdl a makrofagok heterogén populaciot alkotnak. A makrofag
aktivaltsagi allapota befolyasolja a magreceptorok miikodését? Ha igen, akkor hogyan?

Ezekre a kérdésekre kerestiik a valaszt.



3. CELKITUZESEK

Harom lehetséges kapcsolatot akartunk részletesen megvizsgélni: 1. Az RAR-PPAR
kapcsolat a mieloid érés soran 2. a PPARy-LXR kapcsolat a makrofagok
lipidmetabolizmusaban 3. A PPARY valaszképesség és a makrofag aktidltsagi allapota

kozotti Osszefiiggeés.

1. RAR-PPAR kapcsolat

Mint azt mar kordbban emlitettiik, az RAR egy atkapcsoldsi pontként szerepel a myeloid
differencidlodés soran, ahol granulocita irdnyba tolja el a sejteket. Azonban egy
altalanosabb szerepet talaltak nemrég, mely szerint a mielopoiesis korai k6zos 1épéseit
szabalyozza, melyek k6zosek a monopoiesisben €s a granulopoiesisben. Meg akartuk
vizsgalni a PPARY kifejezddését a fejlodés kiilonbozo allapotaiban €s azt, hogy a
retinoidok képesek-e az monocita iranyu érést befolyasolni és/vagy a PPARYy aktivitasra
hatassal vannak-e.

2. PPARYy-LXR kapcsolat

A PPARy indukélja az LXR-t, de hogyan szabalyozott az LXR aktivitasa? Allandéan
aktiv lenne a nagyszamu endogén aktivator jelenlétében vagy ennek hianyaban székséges
egy endogén agonista 1étrejiitte? Eldzetes adataink arra utaltak, hogy ligand termelése
szlikséges az LXR aktivalasahoz. Arra voltunk kivancsiak, hogy mindez hogyan torténik
¢s mas magreceptorok, esetleg a PPARY képes-e ezt befolydsolni? Eldszor azonositottuk
a hasonldan szabdlyozott géneket a makrofagokban és 0sszevetettiik a PPARy altal
szabalyozott génekkel. Ily modon, a globalis expresszids vizsgalatokkal azonositottunk
potencialisan érdekes jeldlteket, és a tovabbiakban azokat vizsgaltuk részletesen, melyek
feltételezhetden képesek ligand generalésara.

3. A makrofag aktivaltsaga és a PPARY valaszkészség

Végiil kivancsiak voltunk, hogy mely makrofagokban miikodik a PPARY és az LXR. Az
eddigi vizsgalatok soha nem céloztak a makrofag oldalarél megkozeliteni a
magreceptorok mitkodését. Monocitabol makrofagot allitottunk eld, kiillonféle
citokinekkel, patogénekkel aktivaltuk a sejteket és 6sszehasonlitottuk a magreceptorok

kifejezddését és aktivitasat a kiillonbozo allapotokban.
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2. EREDMENYEK

2.1. A retinoidok fokozzak a PPARYy valaszt a differencialodas soran, tekintettel a
célgének expresszidjara és lipidanyagcserére

2.1.1. A PPARY jelentdsen valtozik a makrofag érése soran

A PPARY a legjobban induk4lodé magreceptor a mieloid sejtek érérse soran és a
kifejez6dése parhuzamosan valtozik a sejtek érettségével. S6t, a PPARy aktivéalasa
tovabbi differencidlodashoz vezet a monocita iranyban. Taldltunk egy 0sszfiiggést a
retinoid és PPAR tutvonalak kozott: a retinoidok erdsitik a PPARY valaszkészséget. Ez
egy uj Osszefliggés, ami lehetdséget adhat a PPARYy regulélta folyamatok ujfajta
szabalyozasara.

Elészor 6sszehasonlitottuk a PPARa, y és O kifejezddését primer human CD34 pozitiv
sejtekben izolalas utan és 8 napos M-CSF-fel val6 differencialtatas utan. Azt talaltuk,
hogy a PPARY szintje hétszeresére indukalodott, mig az a és a d alig valtozott az érés
soran. Ehhez hasonléan a monocita-makrofag dtmenet soran is a PPARy mutatja a
legnagyobb valtozast (x27). A kiilonboz6 érettségi allapotokat modellezendd
sejtvonalakat valasztottunk: KG-1 akut mielogén leukémia, HL-60 akut promielocitas
leukémia (FAB M3), THP-1 és MonoMac-6 (FAB M5) két monocitéas leukémia sejvonal.
Korabbi vizsgalatok alapjan a MonoMac-6 az érettebb. A legkevésbé érett KG-1-et
kivéve mindben viszonylag magas szinten kifejezédnek a PPAR-ok, alacsonyabb a
szintje a PPARa-nak, a 8 magasabb a két monocitas leukémia sejtvonalban, és ay a
legmagasabb szintet a MonoMac-6-ban mutatta, ami elérte a makrofagban mért szintet.
Ezek az adatok arra utalnak, hogy a makrofag iranyu differencialodast a PPARYy, kisebb
mértékben a o indukcioja kiséri. A retinoid receptorok szintjében nem volt nagy valtozas.
2.1.2. PPARYy aktivalasa monocita iranyu éréshez vezet

A legkevésbé érett sejtvonal (KG-1) esetén a PPARY aktivalasa nem okozott valtozast a
sejtfelszini markerben. A legérettebb MonoMac-6 sejtekben viszont nétt a CD14, CD36
expresszioja Rosiglitazone (PPARY) és LG268 (RXR) agonistak hatdsara. Megvizsgaltuk,
vajon a retinoidoknak van-e hasonld hatasa? Azt talaltuk, hogy csak a kevésbé érett sejtek

(KG-1 és HL-60) érését befolyasolta, mégpedig granulocita iranyba. A monocita irdnyba
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nem okozott valtozast. Azonban az RXR aktivitornak olyan hatasa volt, mint a PPARY-
nak, ami arra utal, hogy itt a PPARY:RXR dimeren hatnak az RXR agonistak.

2.1.3. A retinoidok potencialjak a PPARYy valaszt

Meglep6 modon, az RAR és PPARY aktivatorok egy nem vart szinergizmust mutattak. A
sejteket elokezeltiik retinoidokkal, hogy probaljuk szimuldlni a retinoidok hatasat az érés
korai fazisaban, és csak ezutan adtuk a PPARY agonistakat. Igy, amikor a MonoMac-6
sejteket elokezeltiik el6szor RAR agonistakkal, majd ezutdn PPARY agonistaval, jelentds
emelkedést lattunk a PPARy agonista kivaltotta valasz nagysadgaban a CD14 és CD36
expressziojat mérve. Tovabb vizsgalva ezt a jelenséget, megmértiink mas PPARYy célgént
is: FABP4, CD36, ADRP, PGAR. A Rosiglitazone a kovetkez6 mértékben indukalta
ezeket a MonoMac-6 sejtekben: FABP4 (x42), CD36 (x5) and PGAR (x150) és a THP-1
sejtekben: FABP4 (x43) and PGAR (x3). A 9-cisz RA, AM580 hatdsa hasonl6 volt az
ATRA-hoz, de a legnagyobb valaszfokozodast a 9-cisz RA és az AMS80+LG268
kombinacional kaptunk. Ez alapjan egyértelmti, hogy ha vannak is kiilonbségek, de
altalanosan elmondhatd, hogy a retinoidok mindkét sejttipusban, mind a négy vizsgalt
célgén esetében potenciroztdk a PPARY agonista hatasat. Ennek a jelenségnek egy
jelentds részéért az RAR komponens a felelds.

Természtesen sok lehetséges magyarazat allhat a fenti jelenség mogott az epigenetikus
szabalzozéstol a kofaktorokon at a PPARY szintjéig. Mi megnéztiik a legnyilvanvalobb
lehetdséget, hogy a retinoidok nem indukaljak-e a PPARy-t és azt taldltuk, hogy
természetes €s szintetikus RAR agonistdk indukéltdk a PPARy mRNS-t mindkét
sejtvonalban, mig a PPARa és & nem valtozott. Végiil megnéztiik, hogy az oxLDL
felvétele hogyan valtozik, ami egy lehetséges kovetkezménye a PPARYy aktivalasnak és
azt talaltuk, hogy a retinoid el0kezelés fokozta a Rosiglitazone hatasara bekovetkezd
lipidfelvételt.

2.2. A human CYP27 transzkripcios szabalyozasa integralja a retinoid, PPARYy és
LXR szignalutakat a makrofagban

2.2.1. Retinoidok és PPARY agonistak direkten szabalyozzak a human CYP27 génjét
DNS chip elemzést végeztiink Rosiglitazone és LG268 kezelt MonoMac-6 sejteken és

monocitabol differencialtatott makrofagokon. Azt talaltuk, hogy a szamos
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lipidanyagcserében szerepld enzim kozott egy p450 enzim, a CYP27 is nagy mértékben
indukalddott a monocita-makrofag atmenet soran és a PPARy+RXR agonistaval kezelt
sejtekben. Ez felvetette a kérdést, hogy a PPARY, esetleg retinoidok nem szabélyozzak-e
ezen gének kifejezddését. Meghataruztuk a PPAR-ok, retinoid receptorok és az LXR
mRNS szinteket a monocita-makrofadg d&tmenet soran és azt talaltuk, hogy a PPARYy és az
LXR kifejezddése nagy mértékben novekedett. Erdekes modon ezzel parhuzamosan
ugyanigy valtozott a CYP27 szintje is. Csak emlékeztetdiil, a CYP27 terméke a 27-
hidroxikoleszterol, ami LXR aktivalasra képes. Ezek alapjan gy tlinik, érdemes
megvizsgalni, hogy van-e kozvetlenebb kapcsolat a CYP27 indukcidja és a PPARy-LXR
utvonalak ko6zott. Meg kivantuk hatarozni, hogy az egyes magreceptorok képesek-e a
CYP27 szintjét befolyasolni.

2.2.2. RAR, RXR és PPARy indukalja a CYP27-et

Monocitabol szarmaz6 makrofagokat és egy monocitas leukémia sejtvonalat hasznaltunk,
hogy megnézziik az RAR, RXR, PPAR ¢és LXR agonistak hatasat a CYP27
expresszidjara. A retinoidok és a PPARy aktivatorok novelték a CYP27 szintjét. RAR ¢és
RXR szelektiv vegyliletek egyarant hatékonynak bizonyultak. A PPARY agonista
Rosiglitazone szintén hatasos volt ¢s LG268-cal kombinalva szinergista hatast kaptunk.
Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az RAR:RXR és a PPARYy:RXR dimerek indukaljak a
CYP27 gént.

2.2.3. RAR:RXR és PPARY:RXR heterodimerek kotédnek és aktivaljak a human
CYP27 gén promoterét

A CYP27 gén promoterét mar korabban masok azonositottak. Mi egy 853 bp-os darabbal
végeztiink tranziens transzfekciokat, hogy megvizsgaljuk, az egyes heterodimerek
képesek-e aktivalni a promotert. Az RAR és RXR kotranszfektalasa és 9-cisz RA-val
megkezelve egy tobb mint 5-szords indukcidt kaptunk. Ehhez hasonl6an a PPARY és
RXR kotranszfektalasakor és a megfeleld ligandokkal szintén megnovekedett
promoteraktivitast tudtunk detektalni. Ezek az adatok arra utalnak, hogy ebben a 853 bp-
os darabban megvan minden sziikséges informacio a retinoid és PPARy regulacidhoz.
Hogy megtalaljuk a valaszad6 elemeket, valtozo hosszisagu delécios mutdnsokat

elemeztiink és azt kaptuk, hogy egy rovidebb 649 bp-os promoterdarabban az indukciok
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kb. a felére csokkentek, mig egy 217 bp-os darabban teljesen eltiintek. Ezek az
eredemények arra utaltak, hogy lehet egynél tobb elem van a promoterben. In silico
elemzéssel két régiot definidltunk. Ezeket elneveztiik PRRE (PPAR-RAR Response
Element) A-nak és B-nek. Az A elem 3 szokatlan elrendezésii kotOhelyet tartalmazott egy
atfedo hellyel DR1-DRS helyzetben. A B elem egyszeriibbnek tiint egy DR1 kotohellyel.
2.2.4. A valaszado elem karakterizalasa

Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) kisérleteket végeztiink annak eldontésére,
hogy a talalt valaszado elem valdban képes-e kotni a receptorokat. A hCYP-PRRE-B
egyarant koti a RAR:RXR és a PPARy:RXR dimert. A specificitast tovabb erdsitette,
hogy az egyik vagy a masik receptor elleni specifikus antitestekkel sikeriilt a kotést
megsziintetni vagy supershiftet 1étrehozni. VP16-receptor fuzids receptorokat
transzfektaltunk CV-1 sejtekbe. Ezek konstitutivan aktiv receptorok és ha képesek a
valaszado elemhez kotddni, mérhetd a repoter gén aktivitasa. Erds kotést kaptunk mind a
3 receptorral. Annak eldontésére, hogy az azonositott valaszad6 elem funkciondlis
enhancer-e, enhancer trap vektorokat hoztunk létre, amiben az azonositott valaszado6 elem
két kopiaja volt jelen egy TK promoter €s luciferdz génjétdl upstream. Hasonlo
kisérleteket a masik elemmel is elvégeztiik és ezek alapjan a B elem tiinik kritikusnak a
valaszok medialaséban és egy joval szerényebb szerepe van az A elemnek.

2.2.5. CYP27 expresszié noveli a 27-hidroxikoleszterol szintjét és az effluxot
Tomegspektrométerrel meghataroztuk a CYP27 termékeinek, a 27-hidroxikoleszterolnak
¢s a 3B-hidroxi-5-koleszténsavnak a szintjét a sejtekben illetve a médiumban. Az ATRA,
9-cisz RA, AMS580, LG268 ¢s a Rosiglitazone+L.G268 mind ndvelte a termékek szintjét
ugy a sejteken beliil, mint a médiumban.

2.2.6. A 27-hidroxikoleszterol aktivalja az LXR-t és indukalja annak célgénjeit

A 27-hidroxikoleszterol nagymértékii szinergizmust mutat az RXR agonistakkal. Mig
onmaga 10mM-os koncentraciéban 14-szeres indukciora képes, addig 9-cisz RA-val egy
tovabbi 19-szeres novekedést, 0sszesen tehat egy 300-szoros ndvekedést kaptunk. Tehat a
27-hidroxikoleszterol egy parcialis agonista, ami ha egyszer 1étrejon, retinoidokkal

hatalmas LXR valasz kivaltasara képes.
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2.2.7. A retinoidok a CYP27 indukalasaval LXR valaszt valtanak ki

A retinoidok és az LXR agonistak indukaljak az LXR célgéneket, mint pl. az ABCAL,
ABCGI. az RXR agonistak és a panagonista retinoidok hatasa konnyen magyarazhato az
RXR aktivalasaval. Az RAR szelektiv vegyiiletek, mint pl. az AM580 hatdsa nem ez.
Feletételztiik, hogy a CYP27 indukcidjan és a kdovetkezményes 27-hidroxikoleszterol
termelddésen keresztiil hatnak. Hogy ezt bebizonyitsuk, CYP27 null sejteket hasznaltunk,
amiket cerebrotendindzus xantomatdzisos betegekbdl nyertek és nem volt benniik
funkcionalis CYP27. RAR agonistaval sikeriilt megmutatnunk, hogy a retinoid indukalta
LXR valasz hianyzik a betegek sejtjeibdl, mig az egészséges kontrollokéban kivalthato.
2.2.8. A retinoid-PPARy-CYP27-LXR szignalut jelen van human aterszklerotikus
1ézioban

Human makrofagban gazdag ateroszklerotikus 1€ziobol izolaltunk RNS-t és megmértiik a
fent részletezett utvonal egyes elemeinek kifejezddésést. Azt talaltuk, hogy szemben az
¢p érfallal a 1ézi6 sejtjeiben sokkal magasabb a PPARy, CYP27 és LXR és célgénjeik, a
CD36, ABCAL1 szintje. Ez arra utal, hogy ez az Gtvonal aktiv a lézioban.

2.3. A PPARYy valaszkészség a kiilonbozoen aktivalt makrofagokban

2.3.1. A PPARY magasan expresszalodik az alternativan aktivalt makrofagokban
Ahogy a monociték belépneka szubendotelialis térbe, atalakulnak makrofagga és az
extracellularis szignalok hatésara aktivalodnak, hogy betdltsék feladatukat. Két alapvetd
formaja van az aktivalt makrofagoknak: a klasszikusan aktivalt sejtek gyulladasos
agensek ¢és citokinek hatdsara alakulnak ki és az eredmény egy gyulladésos sejt, 1étezik
ezenkiviil egy alternativ aktivalas is, melyrdl korabban tigy gondoltik, hogy egy gatlo,
antiinflammatorikus folyamat, leginkabb interleukin-4 (IL-4) hatasara jon 1étre. Azota
egy sor pozitiv funkciot is kotottek az alternativan aktivalt makrofagokhoz:
antigénprezentalas, a gyulladas felszdmolasa, a szoveti tormelék eltakaritasa, fagocitdzis.
Arra voltunk kivancsiak, hogy a makrofag aktivaltsagi allapota hogyan befolyasolja,
hogyan korrelal a PPARy expressziojaval és funkcidjaval. Ezért in vitro aktivaltuk a
makrofagokat: IFNy és TNFa kombinaciojaval klasszikusan és [L4-gyel alternativan. Az
aktivaltsagi allapot befolyasolja a PPARY szintjét, a tobbi PPAR szintje nem valtozik. Az
IL4 indukélja a PPARy-t. Még nagyobb a kiilonbség a PPARy valaszkészségében. A

PPARYy célgének eltérden indukalodnak a kiilonbozo aktivaltsagi sejtekben. A célgének
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szinte csak az alternativan aktivalt makrofagokban illetve minimalisan a nem aktivalt
sejtekben indukalhatok, de nem a klasszikusan aktivalt sejtekben. Mindez nem
magyarazhat6é a PPARYy eltér6 szintjeivel, ennek megmagyardzasa tovabbi vizsgalatokat
igényel. A PPARY expressziot és valaszkészséget megvizsgaltuk egér makrofagokon is.
Hasznaltunk rezidens preitonealis, tioglikolat-elicitalt peritonedlis és csontvel6bol
differencialtatott makrofagokat. Ezek a sejtek kiilonboznek a human sejtektdl, de a
PPARYy expressziojat tekintve mégis hasonléak ahhoz. DNS chip vizsgalatokat
végeztiink a huméan mintakbol, hogy meghatarozzuk, a PPARY valaszképességben adddo
kiilonbség mennyire altalanos jelenség vagy csak a gének egy sziikebb csoportjara igaz.
Azt talaltuk, hogy tobb gén indukalodik az alternativan aktivalt sejtekben, s6t nemcsak a
gének szama volt tobb, hanem a kifejez0dés mértéke is joval magasabb volt az IL4 kezelt
sejtekben. Erdekes megfigylés volt, hogy szinte alig volt olyan gén, ami két allapotban is
indukalodott €s egyaltalan nem volt olyan, ami mindharom allapotban névekedést
mutatott. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a PPARY és az alternativ makrofag
aktivaltsag Osszefiigg és a PPARy funkcioi az alternativ makrofagok funkcidihoz

kotodnek.
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3. DISZKUSSZIO

3.1. Retinoid-PPAR kapcsolat

Azota, hogy a PPARy-t kimutattak a mieloid sejtekben még nem sikeriilt megtaldlni, mi
is a szerepe. Jonéhany tanulmany szerint szerepet jatszik a sejtek érésében.
Szisztematikus elemzés eddig nem tortént. Tanulmanyoztuk a PPARY kifejezodését
normal és leukémias sejtekben. Azt talaltuk, hogy a PPARY szintje dsszefligg a sejtek
érettségével. A differencialodés soran n6 a PPARYy szintje. A PPARYy aktivalasa noveli a
monocita markerek kifejezédését. Szintén megmutattuk, hogy a retinoidok fokozzak a
PPARYy atirodasat €s a célgénjei kifejezddését. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
RAR-nak egy kezdeti szerepe lehet a monocita irdnyu fejlodésben és képes a PPARy
valaszkészség fokozasara. A PPARy szamos mas fejlodési folyamatban részt vesz, pl. a
trofoblaszt, placenta vaszkularizacidjaban, a zsirfejlodésben. A PPARy null ES sejtekbdl
sikeriilt makrofagot differencialtatni in vitro. A PPARy-nak specifikus szerepe van a
lipidanyagcsre szabalyozasaban, mind a felvételt, mind a leadast regulalja. A PPARy
hiany a makrofdgokban proateroszklerotikus. A PPARy véalaszkészségének megértése
kritikus az érelmeszsedés megismerése szempontjabol és a terapia szempontjabol sem.
3.2.Retinoid-PPARYy-LXR kapcsolat

Tanulmanyoztunk egy p450 enzimet, a CYP27-et, ami egyrésztt indukalddik a monocita-
makrofag dtmenet sordn, masrészt a PPARy:RXR és a RAR:RXR is szabalyozza. A
promoteranalizis azt mutatta, hogy a gén complex szabalyozas alatt all a fenti receptorok
altal. Ezzel egy kapcsolat valtt ismertté termlszetes vegytiletek k6zott, mint a retinsavak,
oxidalt zsirsavak ¢€s oxidalt koleszterol kozott. Ezek egylittesen szabdlyozzdk a
lipidaramlast a makrofagon keresztiil, eltakaritva a lipideket a 1ézi6 helyérdl a reverz
koleszterol transzport €s egy altrnativ utvonal segitségével. A korabbi vizsgalatokban
szintetikus vegylileteket hasznaltak, melyek a folyamatok vizsgéalatahoz hasznosak, de
nem mondanak semmit arrél, hogy a valdsadgban, az endogén ligandok altal hogyan is
jatszddhatnak le ugyanezek a folyamatok. Masrészt a szintetikus anyagok, mivel erds
agonistak a joval gyengébb sokszor parcialis természetes aktivatorokhoz képest

jelentdsen eltérhetnek. Masrészt ezekkel szuperfizioldgias receptoraktivalast is el lehet
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érni. Ezek miatt a természtes ligandok keletkezése, annak a szabalyozésa sokkal tobbet
ligand hogyan keletkezik. P1. az LXR esetén is joné¢hany vegyiiletet ismernek, melyek
képesek a receptor aktivalasara, de hogy ezek koziil melyik lehet endogén ligand, még
nem ismert. [lyen pl. a 22(R)-koleszterol, 20(S)-koleszterol, 24-, 25- és 27-
hidoxikoleszterol. Ezek gyenge aktivatorok, érdekes modon a keringésben legnagyobb
mennyiségben a 27-hidroxikoleszterol van jelen. Mi megmutattuk, hogy magreceptorok
szabalyozzak a CYP27-nek a kifejezddését, egy 0j szabalyzasi lehetdséget vet fel.
Tovabba az RXR aktivatorokkal vald nagy szinergizmus is érdekes mechanizmust rejt és
felértékeli az RXR szerepét. A 27-hidroxikoleszterol egy polaris vegyiilet, ami képes a
membranon atjutni, ezaltal egy alternativ koleszterol effluxot valosit meg, €és hozzajarul a
reverz koleszterol transzporthoz. A CYP27-en komplex szabalyozasok konvergéalnak. A
transzkripcidjat az RAR, az RXR és a PPARYy egyarant befolyésolja, a promoteren levd
valaszadd elemhez szintén kétféle heterodimer képes kotdédni. Nem egy hanem egy
erésebb és egy gyengébb valaszado elemet tartalmaz. Erdekes, hogy mig a fenti
folyamatokat emberben figyeltiik meg, az egér makrofagjaiban ez a szabalyozas nem
l1étezik. Ez magyarazhatja a CYP27 knockout allat és a mutacidt hordozé betegek kozti
kiilonbségeket. Véleményiink szerint a retinoidregulalt CYP27 az LXR valaszok
modulatora. A megismert szabalyozas 0 beavatkozasi lehetdséget is nyujt a habos sejtek
kialakulasaba és az érelmeszesedés megeldzésében. Természetesen tovabbi vizsgalatok
sziikségesek annak eldontéséhez, hogy felhasznalhato-e a CYP27 szabalyozas, €s ha igen
hogyan?

3.3. PPARY - makrofag aktivalas

A makrofagok a szovetekben alakulnak ki a monocitdkbdl €s aktivalodnak. A klasszikus
aktivalas gyulladas hatasara pl. Toll-like receptorok kozvetitésével torténik meg,
gyulladasos sejtet, eredmenyez citokinen termelésével, Th1 dominans immunvalasszal.
Ezzel szemben az alternativ aktivalas inkabb gatl6, védod szerepet tolt be, a gyulladas
utani eltakaritasban és rendbehozatalban van szerepe ¢s Th2 immunvalasszal jar.
Magreceptorokat dsszefiiggésbe hoztak mar korabban a makrofagok immunologiai
funkcioival. Mi arra voltunk kivancsiak, hogy a v fenn bemutatott receptorok hogyan

valtoznak és az aktivitasuk hogyan valtozik az eltéréen aktivalt makrofagokban.
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Emberi monocitabol készitett makrofagokat és egér peritonedlis, csontveldi eredetii
makrofagokat haszndltunk. Azt talaltuk, hogy a PPARY rendkiviil gyorsan indukalodik a
monocita-makrofag dtmenet soran, ehhez jon egy masodik indukci6 az IL4 altal. Mindkét
indukcio6 atmeneti, idével csokken. Ezenkiviil egy tovabbi csokkenést talaltunk a
klasszikus aktivalas soran. Még érdekesebb kiillonbség van a PPARY aktivalhatosagaban.
Leginkabb az alternativan aktivalt sejtekben miikodik, sokkal kevésbé a nem aktivalt
sejtekben és szinte alig a klasszikus aktivalt makrofdgokban. Nemcsak a regulalt gének
szdmaban, hanem a mértékében is van kiilonbség. Ez arra utal, hogy a PPARY aktivitdsa

az alternativan aktivalt sejtekre jellemzd.

19



7. OSSZEFOGLALAS

A magreceptorok ligand aktivalta magreceptorok, melyek sokféleképpen befolyasoljak a
soksejtiiek ¢€letét. In vivo a funkciondlis magreceptorhoz szokség van termeszetesen a
receptorra, mint fehérjére, endogén ligandra, ami aktivélja azt és a sejt megfeleld
koriilményeire. Ez utdbbihoz tartozik tobbek kozott a koaktivator complex egyes
elemeinek a jelenlétére és a regulalt DNS szakasz permissziv epigenetikus allapotara. A
magreceptorokrdl mar korabban kideriilt, hogy fontos szabéalyozdi a makrofagok
lipidanyagcseréjének és esetleg fejlddésének. A PPARy a f6 komponense a lipidfelvétel
szabalyozasanak: a CD36 scavenger receptor indukélasaval noveli az oxLDL felvételét.
A RAR-16l ismert, hogy fontos szerepe van a mieloid sejtek differencidlodasaban.

e Talaltunk egy kapcsolatot e két receptor kozott. Megmutattuk, hogy a PPARYy
szintje n6 az érettség mértékével. A PPARy aktivalasa ndveli a makrofag
markerek kifejezédését (pl. CD14, CD36). Erdekes modon a retinoidok
potencialjak a PPARy valaszkészségét.

A koleszterolfelvétel és leadas alapveetd fontossagu a makrofag miikodése és az
¢relmeszesedés szempontjabol. A PPARY és az LXR részt vesz a fentiek
szabalyozasaban.

e Talaltunk egy kapcsolatot a retinoid, PPARy és LXR kozott: egy p450 enzimet, a
CYP27-et. Megmutattuk, hogy az enzim complex szabalyozas alatt all a
retinoidok és a PPARYy aktivatorok altal. Az enzim indukcidja noveli a termék, a
27-hidroxikoleszterol termelddését, ami végiil aktivalja az LXR-t és beinditja az
LXR altal szabalyozott folyamatokat, igy a koleszterol leadast. Makrofagban
gazdag meszesedd 1ézioban kimutattuk a fenti utvonal elemeit, melyek szintje
emelkedett az ép érfalhoz képest. A CYP27 kapcsolatot teremt a retinoid, a
PPARy ¢és az LXR kozott.

e Szintén megvizsgaltuk a makrofag kiilonb6zo aktivaltsagi allapotat. A PPARy
foleg az alternativan aktivalt makrofagokra jellemzo és a célgének is szinte csak

ott indukalddnak.
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