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1. BEVEZETES

Munkam soran az adenozin 2A receptor (A2aR) kdlesonhaté fehérjék funkcionalis kapcsolatat
tanulmanyoztam egér makrofag sejtek vezikularis transzportfolyamataiban. A makrofagok
fontos feladatokat latnak el az eml6sok élettani folyamataiban, folyamatosan monitorozzak és
kapcsolatot tartanak a kornyezetiikkel. A gyullad4dsos folyamatok lekiizdésében kiemelt
szerepiilk van, ugyanis képesek felismerni, bekebelezni és elimindlni a patogéneket. Az
immunrendszer T- és B-sejtjeit aktivaljak, valamint citokineket, kemokineket, reaktiv oxigén-
és nitrogén-szdrmazékokat ¢és prosztaglandinokat termelnek. Az AqaR-fiiggd jelatvitel a
makrofagokban kulcsszerepet jatszik a gyulladas szabalyozasaban. A sejtfelszini AzaR-0k
szabalyozzdk a gyulladdsos folyamatokban részt vevd citokinek és kemokinek termelését,
megjelenése és a makrofdgokban torténd lebomlasat szabalyozo folyamatok nem teljesen
ismertek. Ezért célul tiztik ki, hogy AcaR-ral kdlcsonhatd fehérjék azonositasaval és a
kolesonhatds funkcionalis jellemzésével tovabbi részleteket ismerjiink meg a receptor
mitkodésérdl. A molekularis és funkcionalis kdlcsonhatasok arra mutatnak ra, hogy ez a
kolesonhatas kulcsfontossagu lehet a makrofagok élttani folyamataiban és a gyulladasos
folyamatokban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2. 1. Az adenozin szerepe az é16 szervezetben

Az adenozin élettani szerepét mar 1927-ben felfedezték, amikor szivizomsejteken
bizonyitottak, hogy az adenozin jelenléte képes lassitani a szivritmust. Majd a 80-as években
igazoltdk az adenozin hatisat a szupraventrikularis tachycardia diagnosztizalasdban és
kezelésében. Azota mar nemcsak a kardiologia terén, hanem szélesebb korben folynak
kutatdsok az adenozin emberi szervezetben betoltott szerepérdl. Az adenozin egy endogén purin
nukleozid, melynek alapallapotban az intersticialis térben alacsony a koncentracioja és a
szinaptikus vezikuldkban sem talalhato meg. Azonban hipoxia, ischaemia, gyulladas vagy
szOveti karosodas hatasara a sejten beliili ATP lebomlik, és megné az adenozin szintje. Az
adenozin ATP defoszforilalasaval keletkezik. Ha elér egy kritikus sejten beliili koncentraciot,
nukleozid transzporterek segitségével kilép a sejten kiviili térbe. A transzport két irdnyban
mikdodik, specifikus nukleozid hordozon keresztiil. Az adenozin kilépve a sejten kiviili térbe,
aktivalja a célsejtek felszinén elhelyezkedd adenozin receptorokat és jelatviteli itvonalat indit
el annak érdekében, hogy visszadllitsa a homeosztazist. Védi a sejtet a talzott gyulladastol,
valamint autokrin és parakrin modon jelzi a kdrnyez6 szoveteknek a lehetséges karosodast. Az
emberi szervezetben az extracellularis adenozin elsésorban a sziv, a tiid6, a bél, az agy és az
immunsejtekbdl szarmazik. Az adenozin a sejtfelszini receptorahoz kotddve kozvetleniil
befolyasolhatja az 6t eldallitod sejtek vagy a szomszédos sejtek miikodését is

2. 2. Adenozin receptorok szerkezete

Az AoaR az integralt membranfehérjék legnagyobb csaladjaba, a G-protein kapcsolt receptorok
(GPCR) csaladjaba tartozik. G-fehérje kapcsolt 7-transzmembran receptor. Az N-terminalis
domén extracellularisan, a C-terminalis pedig a sejtplazmaban helyezkedik el. A hélixek 25-30
aminosavbol allnak, 6sszesen hat hurokkal kapcsolédnak. Az N-terminalison tobb glikozilacios
hely is megtalalhato, mig a C-terminalis rész foszforilalodhat, illetve palmitoilalodhat, emellett
szerepet jatszik a receptor deszenzitizacios €s internalizdl6 mechanizmusaiban. A huméan AoaR
els6dleges fehérjeszerkezete eltér a receptor csaldd tobbi tagjaétol. Szemben a masik harom
adenozin receptorral, rendelkezik egy 122 aminosavbol allo, flexibilis intracellularis doménnel,
mely lehetévé teszi, hogy nemcsak receptorként funkcionaljon, hanem fehérje-fehérje
kolcsonhatasok kialakitasaban is részt vegyen. Mivel a palmitoilezési hely az A2aR-bol
hianyzik, a C-termindlis domén szabadon mozoghat az intracellularis térben. Tovabba a
receptor szerkezetvizsgalatai (rontgenkrisztallografias, illetve nuklearis magneses rezonancia
(NMR) spektroszkopias vizsgalatok) azt mutatjak, hogy a receptor C-terminalisdn a 307-412.
aminosav kozotti szakasza rendezetlen szerkezeti egységeket tartalmaz, igy potencialis célpont
a funkcionalis vizsgalatok elvégzésére és esetleges kolcsonhato fehérjék azonositasara.

2. 3. Az AzaR eloszlasa az emlos szervezetekben

Az AxaR-0K jelen vannak az emlés szervezet szamos szovetében és igen valtozatos eloszlast
mutatnak. Hatésai kiterjednek tobbek kozott a kozponti idegrendszerre, szivre, tiidére, vesére,
illetve az immunrendszerre. Az A>aR mennyisége és aktivacidja vagy gatlasa részt vesz mas
jelatviteli Gtvonalak szabalyozdsaban is. Az AoaR szerepet jatszik a szinaptikus plaszticitasban,
elosegiti a glutamat felszabadulast és fokozza az NMDA receptor hatasait. Az A2aR gatolja a
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glutamat felvételét segitd GLT-1 transzportert és stimuldlja a glutamat felszabadulast az
asztrocitakban. Az adenozin a szivre komplex hatast fejt ki, melyben az A1 és A receptorok
vesznek részt. Az AxaR preszinaptikus antikolinerg hatast fejt ki, ami abban nyilvanul meg,
hogy gatolja az AV- és sinus-csomo aktivitasat. Az antiarrhytmias hatast supraventricularis
tachycardiaban alkalmazzak. Az A;aR-ok a sziv ereinek falaban talalhaté simaizomban és az
endotéliumban helyezkednek el és a koszort-érrendszer szabalyozasaban vesznek részt. Az
AoaR kardioprotektiv hatasa erds gyulladas gatld hatasanak koszonhet6. A makrofag sejteken
legnagyobb szamban az A;aR-0k vannak jelen. Az adenozin a gyulladasos folyamatokban
szabalyozza a monocitdk/makrofagok 4altali citokin termelést, ugyanis a makrofagokbol
szarmaz6 mediatorok fontos résztvevoi a gyulladdsos valaszoknak. Az adenozin csokkenti a
gyulladésos citokinek termelddését, mint pl.: tumor nekrozis faktor- o (TNF-a), interleukin-6
és 12 (IL-6, IL-12). A gyulladascsokkenté citokinek felszabadulasat fokozza, mint pl.:
interleukin-10 (IL-10), amire azért van sziikség, hogy ne érje tilzott karosodas a szoveteket.

2. 4. Az AoaR jelatviteli mechanizmusa

Az AopR-nak a legnagyobb az affinitasa az adenozinhoz. A receptorok aktivalasa haromféle
jelatviteli utvonalon valosulhat meg. A klasszikus utvonal a cAMP kozvetlen szabalyozasan
alapul. Az B-arresztin kézremiikddésével megvalosuld Gtvonalrdl azt kell tudni, hogy a B-
arresztinek a receptor endocitézisaban és a szignaltranszdukcioban téltenek be fontos szerepet.
Az endocitozisban résztvevd fehérjéket és kiilonbozd szignalmolekuldkat toboroznak a
receptorokhoz ¢€s 0Osszekapcsoljak a G-protein kapcsolt receptorokat kiilonbozo jelatviteli
utvonalakkal. Az agonistaval stimulalt receptor endocitozis soran a B-arresztinek endocita
adapterként, masnéven ,scaffold” fehérjeként funkciondlnak és fehérjékkel 1épnek
kolesonhatasba. A jelatvitel egy harmadik mechanizmuson keresztiil is megvaldsulhat, amikor
az A2aR mas fehérjékkel alkot heterodimereket. Ma mar az is ismert, hogy a G-fehérje kapcsolt
receptorok a G-fehérjétél fliggetlen mechanizmusokon keresztiil is képesek a jelatviteli
palyakat aktivalni. A G-protein-kapcsolt receptorok a membranfehérjék legnagyobb csaladja az
emberi genomban, és a sejtmembranon keresztiili jelatvitel révén kiilonbozo biologiai
folyamatok mediatorai. Az AaR aktivalaskor bekapcsolodik a Gsafy heterotrimer stimuldlo

------

2. 5. AzaR deszenzitizacio

A receptor agonista folyamatos vagy ismételt alkalmazdsa a receptor 4altal medialt
valaszreakciot eredményez. A receptor kinetikaban ezt deszenzitizacionak nevezik. A gyors
deszenzitizdcié alapjaul szolgdlo6 mechanizmusok magukban foglaljdk a receptor
foszforilacigjat a G-fehérjéhez kapcsolt receptor-kinazok (GRK) tagjainak koszonhetden és
ennek eredményeként kotédnek az P-arresztin molekuldkhoz. Ez abban segiti a
deszenzitizaciot, hogy a receptort levalasztjak a G-fehérjérdl, mely megvaltoztatja a receptor
funkcidjat. A deszenzitizaciot kovetéen a GPCR-K arresztin-fiiggd modon internalizalédnak a
klatrinnal bevont vezikuldkon keresztiil, ami a receptor esetleges intracelluléris
defoszforilaciojahoz vezet, és ujra beilleszthetd a sejtmembranba, hogy reszenzitizalt allapotba
Iépjen. A hosszabb ideig tartd agonista aktivalas atjuttatja az internalizalt receptort egy
lizoszomalis vezikulaba és ezt kdvetden a receptornak csdkken az aktivitasa. Az A2aR gyorsan
csokkenti az aktivitast, altaldban koriilbeliil egy o6ran keresztiil. A gyogyszerfejlesztések
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szempontjabol fontos megérteni a receptorok deszenzitizacidjanak folyamatat és szabalyozasat.
Az AzaR deszenzitizaciot tobb, idében kiilonalld, agonista-fiiggd folyamat kozvetiti. A rovid
ideig tartd agonista alkalmazasa az AsaR altal stimuldlt adenilat-ciklaz aktivitas gyors
deszenzitizaciojat valtja ki, amely maga utan vonja, hogy csokken a receptor Gs-fehérje
kapcsolodas mértéke és az A2aR agonista-stimulalt foszforilacidja. A hosszabb ideig tartd
agonista kezelés azonban a teljes receptor mennyiség csokkenését vonja maga utan. A folyamat
soran bekovetkezo szerkezeti valtozasok a C-terminalison mennek végbe.

2. 6. AoaR kolcsonhaté partnerek

Az AzaR hosszi C-terminalis doménnel rendelkezik, amely foszforilalodhat, illetve a
palmitoilalodhat is. Emellett szerepet jatszik a receptor deszenzitizacids és internalizald
mechanizmusaiban. Mivel a palmitoilezési hely az A2aR-bdl hianyzik a C-terminalis domén a
szabadon mozgoghat az intracellularis térben. Mint azt mar korabban is emlitettem, a receptor
C-termindlisan a 307-412. aminosav kozotti szakasza rendezetlen szerkezeti egységeket
tartalmaz, igy potencialis célpont lehet kolcsonhatd fehérjék azonositasara. A koélcsonhato
fehérjék azonositdsa azért fontos, mert a jelatviteli folyamatokban betoltott szerepe mellett
ujabb funkciokat is megismerhetiink. Az aldbbi fehérjéket mar azonositottdk, mint AsaR
kolcsonhato fehérjéket: Synapse associated protein of 102 kDa (SAP102), a-aktinin,
kalmodulin, neuronalis kalcium-k&td protein 2 (Necab2), Translin-asszocialt protein-X
(TRAX), ARNO. Tovabba azonositottak még a Gas-2 like 2-t (G2L2), a HSP90-et, D2R, USP4
¢és az NCS-1-et, mint az A2aR partnerét. Munkacsoportunk altal azonositott kdlcsonhato pedig
a CtsD proteaz és az NPCI1l. A University of Reading bioinformatikai web szerverrel
(http://www.reading.ac.uk/bioinf/PINOT/PINOT_form.html) végzett szamitogépes analizis
eredményeképpen sikeriilt még azonositani tovabbi 22 kolcsonhatd partnert. Az analizisek
¢lesztd két-hibrid modszeren, ko-immunprecipitacion és fluoreszcencia modszereken alapultak.

2. 7. AZ A2aR szerepe a makrofagokban

A makrofagoknak szamos funkcidja van. llyen pl.: korokozok, fertézott és elpusztult sejtek,
illetve sejttormelékek fagocitdzisa, antigén prezentdlas a feldolgozott antigének
megjelenitésével, valamint kiilonb6zo tipust citokinek termelése (IL-1, IL-6, TNF-a). Ezen
kiviil fontos szerepet toltenek be a gyulladasos betegségek elérehaladasaban és a daganatos
megbetegedésekben. A makrofdgok a  velesziiletett immunrendszer részeként
elengedhetetlenek a fertézések elleni hatékony kiizdelemben, a téormelékek és az elhalt sejtek
eltavolitasaban. Tovabba eldsegitik a szovet helyreallitasat és a sebgyogyuldst. A makrofagok
fokozhatjak az antimikrobialis védekezést vagy a karos gyulladast tompithatjak. A helyi citokin
kornyezet képes iranyitani a makrofagok polarizacidjat. Két kiilonb6zé makrofag alpopulacid
1étezik. Az M1 a klasszikusan aktivalt vagy gyulladasos, az M2 pedig az alternativ mdédon
aktivalt vagy gyulladas gatlé makrofagok csoportja. Az M1 makrofagok szabalyozzak a szoveti
kéarosodas ¢és a gyulladasra adott valaszokat. Az M2 makrofagok azonban kulcsfontossaguak a
gyullad4ds megsziintetésében. Az M2 makrofagok feleldsek az elhalt sejtek, sejttormelékek
eltakaritasaért. A fagocitdzist kovetéen a makrofagok elpusztitjak a legtobb mikroorganizmust.
A makrofagok heterogén sejtpopulaciot alkotnak, és funkcionalis plaszticitast mutatnak a
dinamikus mikrokdrnyezeti jelekre reagalva. A makrofagok M1 vagy ,.klasszikus” aktivaciojat
Toll-like receptor (TLR) agonistak indukaljak. Az M1 makrofagok antiproliferativ és
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citotoxikus aktivitassal rendelkeznek, amelyek reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok, példaul
hidrogén-peroxid, szuperoxid, nitrogén-oxid (NO), valamint peroxinitrit és gyulladasgatld
citokinek segitségével végeznek el. Az adenozin M1 makrofagokra gyakorolt szabalyozo
hatasait foleg az AoaR-ok kozvetitik. Az A2aR hianyos egerek farmakologiai szerekkel torténd
kombindciojaval kimutattak, hogy az adenozin gatolja a TNF-a, az IL-6 és az IL-12
felszabadulasat, ¢s fokozza az IL-10 termelését lipopoliszacharid (LPS) - vagy baktériumok
altal aktivalt makrofagok révén, tobbnyire A2aR-OKkon keresztiil. Csokkenti a pro-
inflammatorikus citokinek (IL-1B, IL-6, TNF-a) szintjét és fokozza az anti-inflammatorikus
citokinek (IL-4, IL-10) képzodését.

2. 8. Makrofagok, mint specializalodott immunvégrehajtok

A makrofagok a velesziiletett immunrendszer fagocitalo sejtjeinek egyik f6 tipusa. Fontos
feladatuk a baktériumok, virusok felismerése, bekebelezése, elszallitdsa és megsemmisitése,
amelyek veszélyesek lehetnek a szervezet miikodésére. A patogének felismerési folyamataiban
a makrofagokon kifejezett mintazatfelismerd receptorok vesznek részt és biztositjak, hogy meg
lehessen kiilonboztetni a testidegen anyagokat. A baktériumok felismerését kovetden a célsejt
a fagoszomaba kebelezi be az anyagot, majd a lizoszomaval fuzionéalva fagolizoszomat képez.
Ebben a kompartmentben a baktériumsejtnek nem kedvezd, savas pH-ju kdrnyezet van. Ezek a
folyamatok végiil a baktériumok pusztulasahoz vezetnek, és lehetévé teszik a peptid antigének
feldolgozasat, amelyek késobb az MHC 1. osztalya molekulakon jelennek meg. Ez a folyamat
a segitd T sejtek aktivaciojahoz vezet, valamint serkenti a megszerzett immunvalaszt. Ezért a
makrofagok, mint antigénprezentald sejtek, hidat képeznek a nem specifikus (velesziiletett) és
a specifikus (adaptiv) immunitds kozott. A makrofdgok, mint hatékony fagocitak és
antigénprezentalé sejtek, a Kkatepszinek jelenlétének koszonhetéen képesek végrehajtani
feladataikat, amelyek szerepet jatszanak a velesziiletett (PRR-jelatvitel, korokozoolés,
apoptozis) és adaptiv (antigén feldolgozas és prezentacid) immunvalaszok szabalyozasaban. A
katepszinek szerkezetileg a proteazok heterogén csoportjaba tartoznak, amelyeket elészor
fehérjebonto aktivitas intracellularis enzimeként irtak le, enyhén savas kornyezetben. Jelenleg
a katepszin elnevezés a két szerin proteazra (katepszin A és G), két aszpartil proteazra
(katepszin D és E) és tizenegy lizoszomalis cisztein proteazra (katepszin B, C, F, H, K, L, O,
S, V, X és W) vonatkozik. A legtdbb esetben a lizoszomalis lokalizacié ellenére bizonyos
koriilmények kozott a katepszin felszabadulhat a lizoszomakbol a citoplazméba, ahol
proapoptotikus funkcidkat latnak el a kaszpazok aktivalasaval ¢és a mitokondrialis
proapoptotikus molekulak felszabadulasanak eldsegitésével. Makrofagokban a katepszin D
kifejezddése nagymértékben differencialodas-fliggd, és a monocitak makrofagokka torténd
érése soran megnovekszik. A katepszin proteazok a makrofagok két f6 funkcionalis fenotipus
formara torténd differencidlédasa sordn megkiilonboztethetdk: a klasszikus aktivacios
fenotipus M1 és alternativ aktivacios fenotipus az M2. Az, hogy az M1 és M2 makrofagok a
polarizacio melyik irdnyaba indulnak el, az az altaluk kivaltott immunvalasz jellegén alapul. A
makrofagok miikodését szabalyozo katepszin B, L és S mRNS expresszidja és aktivitasa
jelentésen megné az M2 makrofagokban. Ebbdl azt allapithatjuk meg, hogy a katepszinek a
makrofagok differencialédasanak és miikodésének szabalyozodiként kulcsfontosagli szerepet
toltenek be és befolyasolhatjak a betegségek kimenetelét.



2. 9. A lizoszoma feladata a makrofagokban

A lizoszomak tobbnyire a sejtek citoplazmajaban talalhatéak. A belsé teriik savas, tobbnyire
hidrolaz enzimek alkotjak. Ebbdl kovetkezik, hogy a lizoszoméak kulcsfontossaguak az
intracellularis lebomlasi folyamatokban, mint példaul az intracellularis emésztésben €s az
autofagiaban. Az endocitozis utjan bekeriilt anyagok membrannal koriilhatarolt vezikulakba
keriilnek. Az autofagoszomak emésztése soran a lizoszomak osszeolvadnak a vezikulakkal,
annak érdekében, hogy az enzimek hozzaférhessenek tartalmukhoz. A lizoszéma f6 funkcioja,
hogy lebontsa az endocitozis vagy az autofagia altal szallitott makromolekulakat. Ha nem képes
lebontani ezeket a makromolekuldkat, vagy lebomlasi termékeiket a citoszolba szallitani, az
anyag felhalmozodik a lizoszémakban és rendellenes lizoszomalis diszfunkcidokat okoz.
Jelenleg koriilbeliil 6tven lizoszomas tarolasi rendellenességet ismeriink, amelyek koziil sok
neurodegeneracioval, sulyos szervelégtelenséggel vagy korai haldlozassal jellemezhets. A
lizoszomalis elvaltozasoknak szerepe lehet a daganatos megbetegedések kialakulasaban, az
érelmeszesedés, valamint az Alzheimer- és Huntington-kor negativ kimenetelével is
Osszefliggésbe hozhatd. A sejtek szamos sejten beliili transzportfolyamatot bonyolitanak le,
amelyek Ujonnan szintetizalt lizoszomalis membrant vagy oldhatd fehérjéket szallitanak a
sejteken beliili térbe. A korai endoszomak képezik az elsd transzport stadiumot a felvétel utan
a legtobb tGtvonal esetében, bar ez leginkabb kapcsolodik a klatrin altal kdzvetitett utvonalhoz.
Ennek a kompartmentnek a pH-ja ~ 6,5, ami kedvez a ligandum-receptor disszociacionak. A
korai endoszomalis antigén 1 (EEAL) egy széles korben hasznalt a korai endoszoma marker,
valamint szerepét leirtak tovabba az ,,recycling” utvonalakban is. Az EEAl az endoszoéma
dokkolo és fazios mechanizmusok esszencialis fehérjéje. Az EEA1 a Rab csalad kis GTP-ko6t6
fehérjéihez kapcsolddik. Miutan az endoszoma membran az EEAl-hez asszocidl, az
endoszomakat elinditja a kés6bbi fuzidhoz. A legtobb vezikulum tartalma a késoi
endoszomakba, majd lizoszomakba jutnak. Mindkét kompartment savas és lebont6 enzimeket
tartalmaz. Ezekben a kompartmentekben a pH-érték ~ 5,5-re, illetve ~ 4,5-re csokken, ami
lehetévé teszi az emlitett lebomld enzimek katalitikus aktivitasat. A lizoszoma-asszocialt
membran protein-2-t (LAMP2), mint lizoszomalis membranfehérjét mi is haszaltuk
kisérleteinkben, mint lizoszoma markert. A vezikularis transzportokat magaban foglald
sejtszintli folyamatok molekuldris mechanizmusa és szabalyozasa nagyon Osszetett. Emiatt a
vezikuléaris transzport szamos betegségben jatszik szerepet. Példaul a neurodegenerativ
rendellenességek, mint példaul az Alzheimer- vagy a Parkinson-kor, az autoimmun betegségek
¢s daganatos megbetegedések Osszefliggésbe hozhatdk az endocita transzport valtozasaval, a
lizoszomas feldolgozassal, az autofagiaval. A legtobb esetben ezek a diszfunkcidk az
emésztetlen anyagok fokozott felhalmozodasaval jarnak egyiitt. Ez jellemzben
tapanyaghianyhoz, megvaltozott jelatvitelhez vagy anyagcseréhez, apoptdzishoz és gyulladasos
folyamatokhoz vezet, ami végiil hozzajarul a betegség progresszidjahoz. A lizoszomak savas
hidrolazokat tartalmaznak, amelyek fontos lebonté funkciokat latnak el, pl.: lebontjak a
kiilonféle szubsztratokat.

2. 10. A katepszin D proteaz jellemzése

Munkacsoportunk az A;aR C-terminalis doménnel végzett élesztd két-hibrid sziirést egér
intraperitonealis makrofag (IPM®) cDNS konyvtar alkalmazéasaval és 5 fliggetlen klonban
azonositotta a katepszin D (CtsD) proteazt, mint kolcsonhaté fehérjét. Az AxaR-CtsD
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feltételezett kolcsOnhatasat tobb fiiggetlen modszerrel is megerdsitettiik (Immunprecipitacio,
,Pull-down” modszer). lgazoltuk, az A;aR C-terminalis domén és a CtsD proteaz
kolokalizacigjat RAW 264.7 jelii makrofag és IPM® sejtekben. A CtsD egy lizoszémalis
aszpartil endopeptidaz. A durva endoplazmatikus retikulumban keletkezik, mint prokatepszin
D. A szignal peptid eltavolitasa utan a lizoszomaba keriil M6P-receptor-fiiggd vagy fliggetlen
uton. Amikor belép a savas kozegli endoszomadlis és lizoszomalis kompartmentbe, a 44
aminosavbol all6 N-terminalis propeptid hasitasa eredményezi az egyszalu-, intermedier, aktiv
enzimformat, mely 48 kDa molekulatomegli. Tovabbi hasitdas utan kapjuk a globularis
szerkezetli CtsD érett formdjat. Az érett forma konnyti (14 kDa) és nehéz lancokbdl (34 kDa)
all, melyek nem kovalensen kapcsoldodnak egymashoz. A CtsD érésében a cisztein protedzok
¢és a CtsD autokatalitikus aktivitasa tehetd feleldssé. Normal fiziologias koriilmények kozott a
proCtsD a lizoszémaban foglal helyet. A CtsD t6bb betegség kutatasdnak kézéppontjaban all,
mint pl.: az Alzheimer-kor és atherosclerosis. A CtsD proteaz funkcioi kozé tartozik a sejten
beliili fehérjék metabolikus lebontasa, a polipeptid hormonok aktivalasa és lebontasa, valamint
az enzimatikus prekurzorok aktivalasa. Ezek mellett feladata az is, hogy szabalyozza a
programozott sejthaldl folyamatat. A CtsD lebontja a részlegesen degradalodott vagy
abnormalis szerkezetet mutato fehérjéket. A proteolitikus hasitas kovetkeztében ezek a fehérjék
inaktivalédnak. A CtsD enzim aktivatorai pl.: glicin-etil-észter, foszfolipidek, polifoszfatok.
Inhibitorai pedig az a-2-microglobulin és pepsztatinok. A lizoszoma sejtalkoté membranjanak
sériilése kovetkeztében a CtsD kiszabadul a sejtplazmaba, ahol kolcsonhatasba 1éphet mas
fehérjékkel. Ezt a folyamatot lizoszOma membran permeabilizacionak (LMP) nevezik és
hatdsara egy olyan szignalizacios kaszkad indul el, mely apoptozishoz vezethet. Az LMP
mechanizmusaval egyidejlileg katepszinek és protonok szabadulhatnak ki a lizoszomabol. A
CtsD proteolizise pH-fliggé. A katepszinek savas pH-n nagyon aktivak, azonban a sejtplazma
semleges pH-jan inaktivva valnak. Ennek ellenére stabilizalodhatnak, ha szubsztrat kotodik
hozzajuk. Képesek még percekig megtartani proteolitikus aktivitdsukat a sejtplazmaba
kiszabadulva, mellyel lehetévé teszik a tranziens aktivitdst. A lizoszoma stabilitisat €s a
programozott sejthaldl bekovetkeztét befolyasolja a lizoszoma koleszterintartalma, a
membrankomponenst ért karosodasok, a membran szerkezetében torténd kisebb modositasok,
valamint a membran fluiditdsanak valtozasa. Kordbban mar azonositottdk az alabbi fehérjéket,
mint a human CtsD sejtplazmaban talalhaté szubsztratjait és igazoltdk az apoptozis
indukalasaban betoltott szerepiiket: szfingozin-kinaz-1, X-kapcsolt apoptozis-gatld fehérje
(XIAP), B-sejtes limfoma-2 (Bcl-2), kaszpazok. Makrofag sejtekben legnyagyobb
mennyiségben a CtsD fejezddik ki. A katepszin E az enzimcsalad masik tagja, de ennek a
proteaznak alacsony az expresszidja. Ennek ismeretében, kisérleteinkben a pepsztatin A
penetratint, mint aszpartil proteaz inhibitort, specifikusan a CtsD gatlasara alkalmazhattuk.
Korabban mar megfigyelték, hogy a CtsD aszpartil proteaz szerepet jatszik a TNF-o receptor
klatrin-medialt internalizaciojaban és lebontasaban, mely mechanizmus soran a receptor egy
ugynevezett multivezikularis testbe flizodik le.

2. 11. A Niemann-Pick C-1 fehérje jellemzése

Az NPCI1 az 9sszes szovetben megtalalhatd, de a legnagyobb mértékben a majban fejezddik ki.
Fontos szerepe van az intracellularis koleszterin homeosztdzis szabalyozasaban, ezért
széleskoriien vizsgalt fehérje. A Niemann-Pick C-1 (NPC1) fehérje 1278 aminosavbol épiil fel.



13 transzmembran hélixet tartalmaz. Az NPC1l az endoplazmatikus retikulumban
szintetizalodik, majd folytatja érését a Golgiban és végiil az kés6i endoszomakba/lizoszomakba
keriil. Az NPCI1 fehérje mutacidéi sulyos rendellenességhez vezethetnek, az ugynevezett
Niemann — Pick C tipusi betegséghez, amely a koleszterin és a glikoszfingolipidek
felhalmozdodasahoz vezet a lizoszomékban, kiillondsen a majban, a Iépben és az agyban, és végiil
korai halalozashoz vezet. Az NPC1 fehérje elemzése szamos okbol kihivast jelent, tobbek
kozott amiatt, hogy a koleszterin szubsztrat hidrofob és megoszlik az NPCl-et tartalmazo
membranokban. Az NPC1 fehérjék feladata a koleszterin szallitdsa a lizoszomakon beliil,
illetve a kés6i endoszomak/lizoszomak ¢és mas sejtalkotok, példaul az endoplazmatikus
retikulum és a plazmamembran kozott. Bernardo és munkatarsai az agyban tanulmanyoztak
azokat az allapotokat, amikor az NPC1 receptorok nem latjak el a normal mikodésiiket,
melyeknek f6 kovetkezményei a kisagyi neurodegeneracido, a neuroinflammacié és a
mielinizacio defektusai. Az adenozin szint emelkedése és az AzaR stimulalasa terapias
perspektivat jelenthet a NPC betegségekben, figyelembe véve a diszmielinizaciora gyakorolt
kedvez6 hatasukat. Az adenozin kulcsszerepet jatszik a mielinizacios folyamat modulalasaban
bizonyit. Coppi és munkatarsai jellemezték az A2aR funkcidjat az oligodendrocita progenitor
sejtekben ¢és kimutattak, hogy a receptorok in vitro stimulalasa szelektiv A;aR agonistaval
(CGS21680) késleltette az oligodendrocitakka vald differencialodasukat anélkiil, hogy
befolyasolta volna a sejtek ¢életképességét.

2. 12. A sejtmembran javitas eszkozei

Az eukaridta sejteket az extracellularis kornyezettél egy foszfolipid kettds rétegbdl allo
sejtmembran valasztja el, amely olyan fehérjéket tartalmaz, melyek szabalyozzak a molekulak
sejtekbe vald be- és kijutasat. A funkcid elvesztése a sejtek homeosztazisanak karosodasahoz
¢s sejthalalhoz vezethet. A legtobb sejt mechanikai vagy kémiai hatdsoknak van kitéve, amely
befolyasolhatja a sejtmembran integritasat. A kis membransériiléseket javitani tudja a sejt, a
sejtmembranban talalhatd integrans membranfehérjék révén azonban koélcsonhatasba 1ép a
citoszkeletonnal ¢és az extracellularis matrixszal. Ezek a kolcsonhatasok mechanikai
fesziiltséget okoznak a sejtmembranon, amely sériilése utdn porusok formalddnak a
membranon. A membransériilések lehetévé teszik, hogy az intracellularis komponensek
elhagyjak a sejtet. A masik iranybol pedig Ca®* és az extracellularis milié egyéb komponensei
belépnek a sejtbe és toxikus szintet érhetnek el. Tehat, ha ezeket a rendellenességekkel szemben
nem Iép fel gyorsan a szervezet, az sejthalalhoz vezethet. Ennek érdekében a sejtek aktiv
modszereket fejlesztettek ki a sejtmembran-rendellenességek javitasara. A plazma membran
sériilése és helyredllitasa in vivo kovetkezik be. A membranjavitas magaban foglalhatja a
részt vehetnek a nagyobb membranhibak javitasdban, mig a kisebb, 100 nm-es megszakitasok
Uujboli bezarodassal és exocitozissal javitddnak. A bekebelezés utjan torténd javitds magaban
foglalja a membran sériilés megtalalasat és a sériilt membran kivagasat. Az endocitozis a sériilt
membran internalizdlasaval hozzéajarul a membran helyreallitdsahoz.
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2. 13. Az A2aR szerepe a human betegségekben

Az adenozin receptorok fontos szerepet toltenek be az immunrendszer miikodésében és a
patogénekkel szembeni védekezésben. Ebbdl kdvetkezik, hogy az A2aR-ok a periférian szamos
gyulladas gatlo jelatviteli utat szabalyoznak. Szerepiik van a reumatoid arthritisben (RA), akut
tidégyulladasban, kronikus obstruktiv tiidobetegségben (COPD), asztmaban, irritabilis
bélszindromaban, sebgyodgyulasi folyamatokban. A reumatoid arthritisben hasznalt metotrexat
fokozza az adenozin termelést. Az AxaR aktivacié késlelteti az arthritis progresszidjat
megakadalyozva az oxidativ €s nitrozativ karosodast, vlamint csokkenti a TNF-a, IL-13 és IL-
6 szintjét. A metotrexat csokkenti a csontok lebomlasat az RA-es betegekben és szabalyozza a
gyulladasgatld hatasokat AxaR-okon keresztiil. Az A2aR-0k az agyban foként a striatumban
foglalnak helyet, ahol mar igazoltak a kolokalizaciot DoR-ral. Az istradefillint, mint A2aR
antagonistat levodopaval kombinalva 2006 6ta Japanban mar sikeresen alkalmazzak Parkinson-
koros betegek kezelésében. Emellett azt is megfigyelték, hogy képes heterodimert alkotni D2R-
ral. A magas koncentracidban adott A2aR antagonista szerek csokkentik a D2R agonistak
affinitasat és funkcidjat. Transzgénikus fiatal és idds egerekben egyarant kimutattak, hogy az
AoaR hidnya az asztrocitdkban megndvelte a hossziu tava memoridt. Gatolva a glutamat
felvételt, az AoaR szinaptikus diszfunkciot €s excitotoxikus sejthalalt okozhat, mely szdmos
neurodegenerativ betegség alapja. A koffein, mint A2aR antagonista szdmos profilaktikus
hatassal rendelkezik, melyet mar megfigyeltek Parkinson- ¢és Alzheimer-korban,
figyelemhianyos hiperaktivitasi rendellenességben, agyi sériilés esetén, valamit depresszio és
stroke eldéfordulasaval kapcsolatban. AcaR hidnyos egér modellben megfigyelték, hogy az
AoaR-nak kulcsfontossadgu szerepe van az adenozin alapii motoros aktivitas szabalyozasaban.
Az A2aR antagonistak (pl. koffein) fokozzak a poszt-szinaptikus neuronokon a motoros hatast.
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3. CELKITUZESEK

I. Célkitizésiink kozéppontjaban eldszor az AxaR és a CtsD proteaz funkciondlis

kolesonhatasanak igazolasa allt. Egyrészt kivancsiak voltunk arra, hogyan befolyasolja az A2aR
aktivalas, illetve a CtsD proteaz gatlas a kdlcsonhatast. Masrészt meg akartunk bizonyosodni,
hogy az A2aR szubsztratja lehet-e a CtsD-nek.

Eloszor az AoaR C-terminalis domén és a CtsD protedz kolokalizacidjanak vizsgalatat
tiztiik ki célul IPM® sejtekben. Ehhez Az2aR és CtsD specifikus jeldlést alkalmaztunk
¢s a kolokalizaci6 detektalasat konfokalis mikroszkopiaval valdsitottuk meg.

Az A2aR C-terminalis domén és CtsD proteaz kozotti feltételezett kolesonhatast RAW
264.7 jeli makrofag sejtekben immunprecipitacié és az azt kdvetd western blott
modszerrel terveztiik megerdsiteni.

A potencialis CtsD hasité helyek meghatarozasahoz harom kiilonboz6 in silico
szamitogépes programot terveztiink hasznalni, melynek segitségével analizaltuk az
AoaR C-termindlisanak elsédleges aminosav szekvencidjat.

Terveztilk megvizsgalni hogyan befolyéasolja a CtsD enzim gatldsa az AoaR sejtfelszini
kifejezddését. AxaR specifikus jelolést kovetden az A2aR mennyiségi valtozasat
konfokalis mikroszkopiaval detektaltuk és a megfeleld programmal értékeltiik ki.
Tovabbi funkcionalis viszgalataink soran terveztiik ellendrizni hogyan hat az AxaR altal
kozvetitett citokin termelésre a CtsD enzim gatlasa.

Az AxaR és CtsD proteaz funkcionadlis kdlcsonhatasanak bizonyitasa utdn tovabbi A;aR
kolcsonhatd partnerek azonositasa volt a célunk.

Il. Kisérleteink tovabbi részében azt vizsgaltuk, hogy az A>aR aktivacié hogyan befolyasolja a

korai €s késoi endoszémak és lizoszomak transzportjat makrofag sejtekben.

Ennek nyomon kovetése érdekében eloszor a LAMP2 fehérje lokalizacidjanak
valtozasait kivantuk vizsgélni 1ézerpasztazd citometriaval (LSC). Ezutan a LAMP2 és
a korai endoszomalis antigén 1 (EEA1) fehérje expresszidjat terveztiik nyomon kovetni
egy olyan mikroszkopias modszerrel, amely a képalkotast konfokalis mikroszkopiaval
¢s kvantitativ adatelemzéssel kombinalja.

Céljaink kozott szerepelt az A2aR agonista kezelés hatasanak vizsgalata a LAMP?2 és az
EEAL1 fehérje sejtfelszini kifejezddésére az LPS-aktivalt makrofagokban.
Megvizsgaltuk hogyan hat az A>aR aktivalas az NPC1 mRNS és fehérje expresszidjara.
Az NPC1 fehérje és az AoaR fukcionalis kdlcsonhatasdnak igazolasa érdekében a
receptor specifikus aktivaciojat kovetden az NPC1 fehérje lokalizacidjanak valtozasait
terveztiik detektalni.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4. 1. Sejttenyésztés

RAW 264.7 egér makrofagokat, primer egér IPM® és human HEK-293 sejteket, amelyek
tartosan expresszaljak az N-terminalisan a Flag és SNAP peptiddel jelolt human A2aR-t (pl.,
HEK-293-Flag-A2aRNAP sejtek /Francesco Ciruela altal biztositva, Department of Pathology
and Experimental Therapeutics, University of Barcelona, Spain/) magas gliikoz tartalma
DMEM-ben tenyésztettiik. A tenyésztés T75-0s sejttenyészt flaskakban, Falcon Multiwell
sejttenyésztd edényekben, 96-lyuka sejttenyészté edényekben, illetve 8 lyuka sejttenyésztd
edényekben tortént. A sejttenyésztd folyadék 10% fotalis szarvasmarha szérumot (FBS), 50
IU/ml penicillint, 50 pg/ml streptomicint és 2 mM L-Glutamint tartalmazott (tovabbiakban
komplett DMEM). A sejteket parasitott (80%) inkubatorban, allandé hémérsékleten (37°C) és
COz-koncentracidban (5 v/v%) tenyésztettiik.

4. 2. Allatmodellek

A kisérleteket 8-12 hetes him C57BL6/J vad tipusu egerekkel (The Jackson Laboratory,
Farmington, CT, USA) végeztiik. Minden egeret specifikus, korokozoémentes koriilmények
kozott tartottak a Kisérleti Allathazban, és minden allatkisérletet a Helsinki Nyilatkozatban
foglaltaknak megfeleléen végeztiink, amelyet a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsaga (DEMAB 2016/15) hagyta jova.

4. 3. Egér peritonealis makrofagok izolalasa

A C57BL6/J vad tipusu, him egereket intraperitonealisan 2 ml steril Brewer's tioglikolat (TG)
oldattal (4% m/v) oltottuk. Négy nappal késobb az egereken cervikalis diszlokaciot
alkalmaztunk és a peritonealis makrofag sejteket (IPM®) 10 ml DMEM-mel kimostuk az
egerek hasiiregébol. A sejteket centrifugalassal gytijtottiik 6ssze (10 pere, 300 g, 4°C-on), majd
2 ml vorésvérsejt lizispufferben (155 mM NH4Cl, 10 mM KHCOs, 0,1 mM EDTA)
szuszpendaltuk. Néhany percig jégen inkubaltuk, majd a térfogatot DMEM oldattal 10 ml-re
egészitettiik ki. A makrofagokat ismét 10 percig centrifugaltuk 300 g-vel 4°C-on, majd ujra
szuszpendaltuk komplett DMEM-ben. A sejteket Falcon Multiwell sejttenyészté edényekbe,
96-lyuku sejttenyésztdé edényekbe, illetve 8 lyuku sejttenyészté edényekbe osztottuk szét. A
sejttenyésztd edényeket ezutan 37°C-on, parasitott inkubatorban 6t 6ran keresztiil inkubaltuk,
hogy a sejtek megtapadjanak a lemezek feliiletén. A nem tapadd sejteket szérummentes
DMEM-mel torténé mosassal tavolitottuk el, majd a sejteket ismét komplett DMEM-ben
szuszpendaltuk. A szovettenyésztd edényekbe szétosztas utan tizennyolc 6raval a makrofagokat
a kiilonbozo farmakologiai vegyiiletekkel kezeltiik.

4. 4. A makrofagok farmakologiai kezelése, mintak feldolgozasa

A farmakologiai hatéanyagokat vizben oldottuk. A Pepsztatin A penetratint 3 vagy 9 uM, a
CGS21680-t 100 nM, az LPS-t pedig 100 ng/ml végs6é koncentracioban hasznaltuk. A
makrofagokat 20 percig eldinkubaltuk a Pepsztatin A penetratin vagy a CGS21680
jelenlétében, miel6tt 4 6ran keresztiil aktivaltuk a makrofagokat LPS-sel. A kezelést kovetden
a teljes RNS-t TRI reagenssel izolaltuk, reverz transzkripcidt végeztiink és RT-gPCR
moddszerhez hasznéltuk fel templatként, hogy a relativ expresszios valtozast elemezziik. A
fehérjeizolalas utan a sejtlizatumbol meghataroztuk a fehérjekoncentraciot, €s IP, valamint
,»pull-down” modszerekhez hasznaltuk. Az immunfestett mintakrol konfokalis mikroszkopiaval
felvételt készitettiink, majd a megfeleld programokkal elemeztiik. A citokin szinteket a
médiumbol, az aszpartil-protedz aktivitast pedig a sejtlizatumbol mértiik.
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4. 5. RNS izolalas, reverz transzkripcio és kvantitativ valos idejii PCR

Az RNS-t TRI reagenssel tisztitottuk a gyartd utasitasai szerint. 2 ug cDNS-t adtunk 8 pl
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) reakcidhoz. Az RT-qPCR-t a kdvetkezo
koriilmények kozott végeztiik: 95°C-on 10 percig, majd 50 ciklusban 94°C-on 10 s, 60°C-0on
10 s és 72°C-on 10 s. A reakcidkat triplikatumokban végeztiik, €s az adatokat a haztartasi gének,
béta-2-mikroglobulin (B2M) és glicerilaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) mértani
kozépértékére normalizaltuk. A kvantitativ valos idejiit PCR-t Roche LightCycler 480 Il (Roche,
Basel, Svajc) késziilekkel végeztiik.

4. 6. Fehérje izolalas

A kiilonb6z6 reagensekkel valod kezelés utan a RAW 264.7 és IPM® sejteket foszfattal pufferelt
sooldattal (PBS) mostuk. Majd jéghideg moddositott radio immunoprecipitacios esszé puffert
(RIPA) (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1ImM EDTA, 0,25% Na-deoxikolat, 1% NP-40), 1x
proteaz inhibitor koktélt és 1 mM fenil metilszulfonil fluoridot (PMSF) adtunk hozza. A
lizatumot centrifugalassal gytjtottikk 6ssze (10 perc, 10000 g, 4°C-on), majd a feliiliszokat
Osszegyujtottiikk. A fehérjekoncentraciot Direct Detect spektrofotométerrel (Merck-Millipore,
Darmstadt, Németorszag) €s Bicinchoninic acid (BCA) Protein Assay Kit alkalmazaséaval
hatdroztuk meg Tecan Spark késziilékkel (Tecan, Mannedorf, Svéjc). A standard fehérje
kalibracios egyenes ugy készitettiik el, hogy az 562 nm-es hullamhosszon mért OD értéket a
vakminta értékével korrigalva abrazoltuk minden egyes BSA-standard esetében. Ezutan a

crer

4. 7. Immunoblot

A fehérje lizatumokat 10 percig denaturaltunk 95°C-on SDS mintapuffer jelenlétében, majd 10
ug fehérjét tartalmazo mintat SDS-PAGE-el valasztottuk el (4-12%-0s gradiens- vagy 10%-0s
gél, 100 V, 60 perc). Az elvalasztott fehérjéket nitrocelluloz membranra vittiik at (400 mA-en
90 perc). A 3%-0s BSA-val 1x Tris pufferelt sooldat Tween 20 (TBST) pufferben torténd
blokkolas utan a membranokat cMyc-, GST-, CtsD-, vagy Flag-specifikus antitesttel inkubaltuk
egy ¢éjszakan at 4 °C-on. A kovetkezé napon a membranokat anti-kecske-torma-peroxidaz
(HRP), anti-egér-HRP ¢és B-aktin antitestekkel inkubaltuk 1 o6ran Kkeresztiil
szobahdémérsékleten. A savokat az ECL Western Blotting Detection reagens alkalmazéaséaval
detektaltuk. A jelet a Chemidoc Touch Imaging System (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, USA) késziilékkel detektaltuk, a savok denzitometrias kiértékelését pedig Image
Lab (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA) és Image J programmal végeztiik.

4. 8. Enzimhez kotott immunszorbiens proba (ELISA)

Az interleukin-6 (IL-6) és interleukin-10 (IL-10) citokinkoncentracidkat a sejttenyésztési
médiumokbol a kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA DuoSet kitek alkalmazéséaval
hataroztuk meg a gyarto utasitdsai szerint.

4. 9. in silico CtsD hasitasi hely elemzése predikcios médszerrel

Az AaR (egér, UniProt ID: Q60613) elsddleges szerkezetét két kiilonbozé in silico CtsD
hasitési hely predikcidos mddszerrel elemeztiik. A nyilak a potencialis CtsD hasitasi helyeket
jelzik, a szinkddok pedig a predikcios mddszerekre utalnak. Piros: Prosper Protease Specificity
Prediction Server PROSPER: Protease substrate specificity webserver (monash.edu.au); Zold: Site
Prediction https://www.dmbr.ugent.be/prx/bioit2-public/SitePrediction/.
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4.10. pPCMV - cMyc-A2aR?4410 yektor készitése

Az AaR 284-410. aminosavat kodold C-termindlis szekvencidjat pCMV emlds expresszios
vektorba (Clontech) illesztettiik, oly mddon, hogy a szekvencia két végére specifikus restrikcios
enzim (Nde I, Xho I) felismerd helyeket alakitottunk ki PCR mddszerrel. A DNS fragmentek
restrikcids hasitasat kovetéen a pCMV vector Nde I és Xho I restrikcids hasitasi helyére
illesztettiik az A,AR%4+*1% aminosavat kodold C-terminalis szekvencijat. Az A2aR C-termindlis
részét igy cMyc epitdp taggel ellatott fizios fehérjeként fejeztiik ki HEK-293 emlds sejtekben.

4. 11. A cMyc-A2aR%4410_ 3 teljes hossziisagi A2aR, CtsD és NPC1 fehérjék
immunprecipitacioja

500 pg teljes fehérjét tartalmazé RAW 264.7, HEK-293 illetve HEK-293-Flag-A,aRSNAP
sejtlizatumot RIPA pufferben PBS-sel 500 pl-re kiegészitettiik és 100 mg/ml proteaz inhibitor
koktélt (PIC) és 100 mg/ml PMSF-t adtunk hozza. A komplexhez 10 pg anti-CtsD antitestet
vagy a megfeleld izotipus kontroll IgG-t; 1 ng anti-cMyc antitestet és a megfeleld izotipus
kontroll 1gG1 vagy 8,5 ug anti-A2aR antitestet adtunk, és egy éjszakan at forgatva 4°C-on
inkubaltuk. Masnap a lizdtumokhoz ekvilibralt Protein G-specifikus Dynabead magneses
gyongyszuszpenziot adtunk, és 1 oran keresztiil 4°C-on, forgatva inkubaltuk. A gyongydket
haromszor mostuk RIPA-PBS pufferrel (1:2 aranyban), amelyet 100 mg/ml PIC-lal és 100
ma/ml PMSF-fel kiegészitettiink. A kotott fehérjéket 48 pul jéghideg RIPA pufferrel elualtuk az
immunkomplexekbdl, majd 12 pl 5 x SDS mintapuffert adtunk hozza. Az eludlt mintakat 10
percig 95°C-on denaturaltuk, SDS-PAGE-el valasztottuk el (10 %-o0s gél, 100V, 60 perc), majd
anti-cMyc antitest, anti-CtsD illetve anti-NPC1 antitestek felhasznalasaval wesrten blottal
vizsgaltuk. A cMyc-AaR?4410 Kifejezd RAW 264.7 sejtlizatumban cMyc-specifikus
antitesttel képzett immunkomplexet MS analizissel is vizsgaltuk.

4. 12. HEK-293-Flag-A2aRNAP sejtlizatumok és egér GST-A2aR?%4410 CtsD proteazzal
torténo kezelése, GST rekombinans fehérjék

A HEK-293-Flag-A2aRSNAP sejtek egyszeri jéghideg PBS-sel torténd mosasa utan a sejteket
jéghideg RIPA pufferben (50 mM Tris-HCI pH=7,4, 1% NP-40, 0,5% Na-deoxycholate, 0,1%
SDS, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 50 mM NaF) lizaltuk. Ezutan a sejteket centrifugalassal
gyujtottik Ossze (10 perc, 10000 g, 4°C-on). A feliluszokat Osszegytjtottik, és a
fehérjekoncentraciot Direct Detect spektrofotométerrel (Merck-Millipore, Darmstadt,
Németorszag) hataroztuk meg. A sejtlizatumokat (50 pg fehérje) rekombinans egér CtsD-vel
inkubaltuk 1,5 pg/ml koncentracioban 1 és 2 6ran keresztiil, 37 °C-on. Az egér GST-AzaR%*
410 ¢5 GST rekombinans fehérjéket (200 ng) 10 pg/ml koncentracioban inkubaltuk rekombinans
egér CtsD-vel 5, 10 és 30 percig, 37°C-on. Az eljarast megelézéen a CtsD-t 10 percig
szobahOmeérsékleten eldinkubaltuk. Az elegyet Assay pufferrel (0,1 M natrium-acetat, 0,2 M
NaCl, pH=3,5) egészitettiik ki. Az emlds sejtlizatum és a CtsD inkubalasa utan a minta
térfogatanak 10-szeresét adtuk a hideg (-20°C-o0s) acetonbo6l, majd a mintakat vortexeltiik és 30
percig inkubaltuk -20 °C-on. Az elegyet 10000 g-vel 10 percig 4°C-on centrifugaltuk. A
feliiluszot eltavolitottuk, és a pelleteket 72 ul RIPA pufferben vettiik fel, majd 18 ul 5 X SDS
mintapufferrel egészitettiik ki. Az egér GST-A2aR%4#10 a GST fehérjék és a CtsD inkubalasa
utan 48 pl Assay pufferben az enzimreakcidkat 12 ul 5 X SDS mintapufferrel allitottuk le.
Ezutan minden mintat 10 percig 95°C-on denaturaltunk, majd SDS-PAGE-el valasztottuk el
(10 %-0s gél, 100V, 60 perc). Mig a HEK-293-Flag-A,aRNAP sejtmintakat WB analizissel
vizsgaltuk anti-Flag antitest haszndlataval, addig az egér GST-AaRZB440 ¢s GST
fehérjemintakat eziistfestéssel tettiik lathatova a gélben.
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4. 13. Az egér GST-A2aR?®*10 ¢s az endogén CtsD kolcsonhatasanak vizsgalata ,,pull-
down” modszerrel

A GST és GST-A2aR%4*10 rekombinans fehérjéket E. coli BLR térzsben expresszaltuk, és a
baktériumsejtek feliiliszojabol a GST-specifikus MagneGST fehérjetisztitd rendszerrel
(V8600, Promega, Madison, WI, USA) kotottiik meg. A 10 ml O/N baktériumtenyészetbol
szarmazo sejteket 1 ml lizispufferben (10 mM Tris puffer pH: 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA)
tartuk fel, amelyet 10 pl PIC-lal (100 mg/ml), 10 ul PMSF-fel (100 mg/ml) és 10 ul lizozimmel
(100 pg/ml) egészitettiik ki, szuszpendaltuk, és erdteljesen vortexeltiik. Az elegyeket 15 percig
jégen inkubaltuk, majd 50 ul ditiotreitollal (DTT) (100 mM) és 75 ul szarkozillal (20 v/v%)
egészitettiik ki, ismét vortexeltiik, és haromszor 30 masodpercig szonikaltuk 30 masodperces
sziinetekkel (50 ciklus, 5 Micro Tip Limit) (Branson Sonifer 250). A lizatumok feliilusz6
frakcigjat centrifugalassal kiilonitettiik el (10000 g-vel 5 percig 4°C-on), majd ehhez a
frakcidhoz 11,5 pl Triton-X oldatot (10 v/v%) és 30 ul ekvilibralt magneses gyongyot adtunk.
Az elegyeket egy ¢jszakan at 4°C-on inkubaltuk folyamatos forgatds mellett, majd masnap a
GST-specifikus komplexeket kétszer mostuk 250 ul mosopufferrel és kétszer 250 ul PBS-sel.
Ezutan a mosott GST és GST-AaR%4410 kotott gyongyok 1/5-ét 33 ul elticios pufferben (50
mM redukalt glutation, 50 mM Tris puffer pH: 8,1) elualtuk 15 percig 4°C-on, folyamatos
forgatas mellett. Az elegyet SDS mintapuffer jelenlétében denaturaltuk (10 perc, 95°C), majd
SDS-PAGE-el elvélasztottuk (10 %-os gél, 100 V, 60 perc). Az elvalasztott fehérjéket
Coomassie Brillant Blue G250 festéssel tettiik lathatova, a jelet pedig Fluorchem FC2 Imaging
System (Alpha Innotech, #22424, NIBE Industriar AB, Markaryd, Sweden) alkalmazasaval
detektaltuk. A CtsD ,,pull-down (PD) kisérletekhez 145 pg teljes fehérjetartalma IPM®
sejtlizatumot inkubaltunk a mosott GST vagy GST-AaR%4+40 kotott gyongydk 2/5-ével 500
ul végtérfogatt, 1x PIC-lal kiegészitett RIPA pufferben 2 6ran keresztiil, 4°C-on. Ezutan a PD-
komplexeket egyszer 600 ul RIPA pufferrel és kétszer 1x PIC-lal kiegészitett PBS-sel mostuk.
A kotott fehérjéket a PD-komplexekbdl 100 ul jéghideg RIPA-pufferrel elualtuk, amely 33 ul
5x SDS mintapuffert tartalmazott. Az elualt mintakat 10 percig 95°C-on denaturaltuk, SDS-
PAGE-el valasztottuk el (4-12% gradiens gél, 100V, 60 perc), és WB moddszerrel elemeztiik
CtsD-specifikus antitesttel, valamint tomegspektrometriai analizisre is elkiildtiik.

4.14. Az AoaR, LAMP2, EEA1 és NPC1 fehérjék immunfestése

Az IPM® (3x10°) és RAW 264.7 (5x10%) sejteket 300 ul komplett DMEM-ben 8 lyuk
sejttenyésztd edényekben és IPM® (10°) és RAW 264.7 (2x10%) sejteket 100 ul komplett
DMEM-ben 96 lyuku Cell Carrier Ultra sejttenyésztd edényekben tenyésztettiik. A sejteket az
immunfestés el6tt 20 percig Pepsztatin A penetratinnal (1, 3 és 9 uM), illetve A2aR agonistaval
(CGS21680, 100 nM) kezeltiik, miel6tt 4 oran keresztiil LPS-t (100 ng/ml) adtunk a sejtekhez.
A kezelést kdvetden a sejttenyésztd médiumot friss komplett DMEM-re cseréltiik. Az AsaR-t
¢s a LAMP2 fehérjét a sejttenyészetben jeloltiik 30 percig 37°C-on anti-A2aR antitesttel (2
pug/ml), illetve anti-LAMP2-Alexa-488 antitesttel (2 pg/ml). Ezutan a sejteket 4%-0s m/v PFA
oldattal 20 percig fixaltuk, majd szobahémérsékleten 30 percig blokkold pufferben (2m/v%
BSA PBS-ben oldva) inkubaltuk. A sejteket haromszor mostuk 300 ul PBS-sel, majd Alexa-
488-konjugalt anti-nyul jelolést alkalmaztunk az elsddleges anti-AzaR antitestnél. Az EEALI ¢és
NPC1 specifikus immunfestés esetében a sejteket 4 m/v%-os PFA oldattal 20 percig fixaltuk,
majd szobahémérsékleten 30 percig blokkolo pufferben (2 m/v% PBS-ben oldott BSA)
inkubaltuk. Anti-EEA1 (1 pg/ml) és anti-NPC1 (5 pg/ml) antitestet adtunk a mintakhoz, majd
a sejteket egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk. A sejteket haromszor mostuk 300 ul PBS-sel,
majd az EEA1 és NPC1 festéshez Alexa-488 konjugalt anti-nyil masodlagos antitestet adtunk
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(5 pg/ml) a blokkold pufferhez, és 1 6ran at inkubaltuk szobahdmérsékleten. A sejtmagokat
DAPI-val (20 pg/ml) festettiik 1 oran keresztiil szobahémérsékleten, blokkold pufferben. A
festés és a kamrak eltavolitdsa utdn a targylemezeket 5 ul Mowiol-Dabco fedé médium
jelenlétében fedtiik le. A fényképeket Leica SP8 konfokalis mikroszkoppal (Leica
Microsystems, Buffalo Grove, IL, USA) készitettiik 63x olajimmerszids objektivvel (NA: 1,4).
A 96 lyuku Cell Carrier Ultra plate-ben a blokkolo puffert 50 ul PBS-re cseréltiik, és a képeket
Opera Phenix High Content Confocal System (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) késziilékkel
készitettilk. Az A2aR lokalizaciojanak vizualizaldsa érdekében 50-210 latoteret és 370-6100
sejtet rogzitettlink lyukanként, és minden egyes képalkotasi pozicidban Iézer alapt
autofokuszalast alkalmaztunk. A DAPI és Alexa-488 csatornak képeit a Z képsik 2 um-es
tavolsagaban vettiik fel 63x vizes objektivvel (NA: 1,15). Az elsddleges adatokat a Harmony
4.8 szoftverrel (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) elemeztiik a ,,Spot Analyses Ready to
Made Solution” szerint, tovabbi egyedi modositasokat alkalmazva. A sejteket a DAPI jel
alapjan azonositottuk, és a sejtfenotipusokat az Alexa-488 jel alapjan jellemeztiik. A kiértékelés
sordn olyan paramétereket hatdrozztunk meg, mint a pozitivan jel6l6d6 Alexa-488 pozitiv
foltok szama, a foltok teljes teriilete, a foltok relativ intenzitasa a plazmamembran és citoplazma
régidkban. A parhuzamos adathalmaz statisztikai elemzéseit GraphPad Prism 8 programmal
végeztik. Az adatok kiértékelése 550-5450 kiilonbozo sejt egyedi elemzésén alapult, és atlag
SEM-ben keriilt bemutatasra. *p <0,05, **p < 0,01 és ***p < 0,001 vs. kontroll #p < 0,05, ##p
< 0,01 és ###p < 0,001 vs. LPS kezelt sejtek.

4.15. Lézeres pasztazo citometria

RAW 264.7 (10°) illetve IPM®d (20°) sejteket anti-LAMP-2-Alexa-488 antitesttel jeldltiink (0,5
mg/ml), és a sejtmagot DAPI-val (20 pg/ml) festettiik 1 6rdn keresztiil szobahdmérsékleten,
blokkolo pufferben. A mintékat lézeres pasztaz6 iCys Research Imaging citométerrel (Thorlabs
Imaging Systems, Sterling, VA, USA) mértiik. A keletkezd fluoreszcenciajeleket (405 nm és
488 nm) 40x (NA 0,75) objektivvel gytijtottiik 2 detektald csatornaba (kék €s zold csatorna). A
kék csatorna PMT beallitasai 22 V, az erdsités 100%, az offset -0,14 V volt, a z61d csatornaban
a PMT-t 40 V-ra, az erdsitést 100%-ra, az offsetet pedig -0,06 V-ra allitottuk be. Az X-1épés
mérete 0,25 um volt. A mezd mérete 250*192 um volt. A felbontas 1024*768 volt, a pixelméret
pedig 0,25 pm*0,25 um.

4.16. Tomegspektrometria

A cMyc-AxaR?440 ¢s az izotipus-kontroll specifikus immunokomplexek RAW 264.7
sejtlizatumbol szarmazo triptikus fragmentumait és az egér IPM®-bol szarmazéd egér GST és
GST-A2aR?+410 gpecifikus ,,pull-down” komplexek triptikus fragmentumait matrix-asszisztalt
1ézer deszorpcids ionizacios ,,time-of-flight” tomegspektrometriaval elemeztiik a korabban
leirtak szerint.

4. 17. Statisztikai analizis

Az adatokat harom-hat fiiggetlen kisérlet atlag + SEM-értékeként mutattuk be. A normalitas
elemzésére a D'Agostino €és Pearson tesztet hasznaltuk. Abban az esetben, ha az adatok normal
eloszlast mutattak, egy-utas ANOVA-t végeztiink Sidak post hoc teszttel kiegészitve. A masik
esetben, ha az adatok nem mutattak normal eloszlast, az adatokat transzformaltuk, majd egy-
utas ANOVA-t végeztiink szintén Sidak post hoc teszttel kiegészitve. A <0,05-0s P-értékeket
statisztikailag szignifikansnak tekintettiikk (*p<0,05; **p<0,01; **xp<0,001). A statisztikai
elemzéseket GraphPad Prism 8.0 szoftverrel (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)
végeztik.
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5. EREDMENYEK

5. 1. Az A2aR C-terminalis doménjével kolcsonhato fehérjék azonositasa

Az AxaR a receptor csalad tobbi tagjatol eltérden hosszu, C-terminalis, intracellularis doménnel
rendelkezik (human: 122 aminosavbol all, egér: 120 aminosavbol all). Ez a domén felelds mas
fehérjekkel vald kolcsonhatas kialakitasaért. Ilyen fehérje-fehérje kdlcsonhatast azonban ez
idaig makrofag sejtekben nem azonositottak. Ezért A;aR kolcsonhatod fehérjék azonositasat
tliztiik ki célul egér makrofag sejtekben. Ennek érdekében Dr. Kékai Endre eldszor €éleszto két-
hibrid konyvtar-sziirést végzett az AoaR C-terminalis doménjével, egér peritonealis makrofag
konyvtar alkalmazasaval €s €s ennek soran azonositotta a CtsD kolcsonhatd fehérjét. Ezt
kovetden immunprecipitacio, illetve ,,pull-down” moddszert kovetd MS analizissel mutattuk ki
az AoaR C-terminalisanak és az NPC1 fehérjének a kapcsolatat makrofagokban. Az éleszto két-
hibrid sziirés 15 fliggetlen klonban azonositotta a CtsD kdodolod szekvenciat. A pozitiv klonok
harom kiilonb6z06, egymast atfedd szekvencidju csoportja azt jelezte, hogy a talalat valodi és
nem a CtsD-t kdédold szekvencia részlet sokszori ismétlddésének az eredménye a cDNS
konyvtarban. Az AoaR C-terminalis doménje €s a CtsD protedz feltételezett kolcsonhatasanak
igazolasa érdekében munkacsoportunk tobb fliggetlen modszert is alkalmazott (pl.:
immunprecipitacio, ,,pull-down” moédszer), hogy ezt megerdsitse. Az én feladatom az volt,
hogy tovabbi kisérletekben a két fehérje funkcionalis kapcsolatat igazoljam. Az AxaR C-
terminalis doménjével kialakitott immun- ¢és ,,pull-down” komplexek tomegspektrometriai
vizsgalata soran két fiiggetlen modszerrel Dr. Kokai Endre 27 kdlesonhato fehérjét azonositott,
koztiik az NPC1 fehérjét is. Ezek a modszerek igazoltak, hogy a CtsD proteaz is jelen van a
komplexekben, igy megerdsitették az éleszto két-hibrid szlirés eredményét. A doktori munkam
tovabbi feladata az volt, hogy a 27 fehérje koziil részletesen jellemezzem az A2aR és az NPC1
funkcionalis  kapcsolatdit  egér  makrofag  sejtekben. Az  AsaR  vezikularis
transzportfolyamatokban betoltott  szerepérél korabban mar Visentin  és munkatarsai
kimutattdk, hogy az A»aR aktivalasa helyredllitja a mitokondridlis membranpotencialt és a
koleszterin felhalmozodasat a Niemann-Pick C1 betegek fibroblasztjaiban és human neuronalis
¢s oligodendroglialis NPC1 sejtvonalakban. Ezek tudatdban a nyolc tovabbi vezikularis
transzportban részt vevo lehetséges kdlcsonhato partner koziil az NPC1 fehérjét valasztottuk és
az NPCl1 fehérje, valamint az A2aR funkcionalis kolesonhatdsanak vizsgalataval folytattuk
kisérleteinket makrofagokban.

5. 2. Az A2aR és a CtsD proteaz kolcsonhatasanak megerdsitése makrofagokban
Immuncitokémiai modszerrel megvizsgaltuk, hogy az endogén AzaR ¢és a CtsD mutat-e kdzos
lokalizaciot az IPM® sejtekben. A kisérlet eredménye azt mutatta, hogy az endogén A2aR és a
CtsD nagyfoku kolokalizaciot mutatott. Ebben az esetbe a Pearson-koefficiens értéke 0,81 volt.
Ezutan megvizsgaltuk, hogy az LPS altal kozvetitett gyulladdsos stimulacio, az A2aR aktivacio
vagy az aszpartil proteaz gatlasa hatassal van-e az A2aR-CtsD kolcsonhatasra, melyet co-1P
kisérletekkel igazoltunk. A kisérletiink eredménye alapjan megallapitottuk, hogy RAW 264.7
sejtek LPS-sel és aszpartil proteaz-gatloval torténd kezelése jelentsen csokkentette a receptor
kolcsonhatasat a CtsD intermedier és érett formdjaban egyarant. A sejtek inkubaldsa AxaR
specifikus agonistaval csak a receptor CtsD HC forméval valo kolcsonhatasat befolyasolta. Ez
a kezelés, tehat a proteaz érési folyamatainak szabalyozasara van hatassal. Az LPS kezelés a
gyulladasos folyamatok modellezésére szolgal. A kezelés hatasa befolyasolta az AzaR €s CtsD
kolcsonhatast, tehat ez a fizioldgias folyamat is befolyasolja a kolcsonhatast. Az LPS kezelés
csokkentette a CtsD kifejezddését. Az aszpartil protedz gatlas pedig arra utal, hogy a CtsD
enzim gatolt alakja kisebb mértékben képes kolcsonhatasba 1épni az AxaR-ral.

18



5. 3. Az A2aR a CtsD proteaz feltételezett szubsztratja

Elesztd két-hibrid médszer, IP, PD és immun-lokalizacios kisérletekkel sikeriilt bizonyitani az
AoaR és a CtsD kolcsonhatasat. Annak érdekében, hogy meghatarozzuk az AxaR kozvetleniil
kolcsonhatasba 1ép-e a CtsD-vel és szubsztratja-e az enzimnek, a receptor elsédleges
szerkezetét két kiilonboz6 proteaz hasitasi hely-predikciés modszerrel elemeztik. A
szamitogépes vizsgalat eredményeképen az algoritmusok tobb feltételezhetd CtsD hasitasi
helyet is felismertek az A,aR-ban. Négy olyan peptid szekvenciat is talaltunk, amelyet mindkét
fliggetlen modszer is azonositott (AA40-41, AA45-46, AA84-85, AA375-376) a receptor
elsédleges szerkezetében. Azt figyeltilk meg, hogy az AA375-376 peptidszekvencia az élesztd
két-hibrid szlirés, a co-IP és a PD moddszerek kotdpartnerként hasznalt receptor C-terminalis
a CtsD proteaz kozvetleniil hasitja-e az A2aR-t. A vizsgalatainkhoz egy olyan HEK-293
sejtvonalat alkalmaztunk, amely tartésan expresszalja a Flag-A,aR*NAP -et (azaz HEK-293-
Flag-A2aRSNAP sejteket /Francesco Ciruela altal biztositva, Department of Pathology and
Experimental Therapeutics, University of Barcelona, Spain/). Ezekb6l a human HEK-293
sejtekbdl immunprecipitaltuk az A2aR-t és a fehérje kivonatokat inkubaltuk rekombinans egér
CtsD enzimmel (1,5 pg/ml), 1 vagy 2 éran keresztiil. A HEK-293-Flag-A;aRSNAP sejtekbdl
torténé immunoblot egy ~67 kDa nagysagt fehérjesavot mutatott ki, amely megfelel a SNAP-
konjugalt A2aR fehérjének (~48 kDa + ~19 kDa). Ezen kiviil nagyobb molekulatomegii
fehérjesavok is megfigyelhettiink, amelyek valosziniileg a Flag-AaRNAP  glikozilalt
formaknak felelnek meg, amint arrdl korabban Burgueno és munkatarsai beszamoltak. Ezek
alapjan elmondhat6, hogy a CtsD kezelés jelentOsen csokkentette a teljes hossziisagh Flag-
AoaRSNAP (~67 kDa) mennyiségét 1 oras inkubacié utan. A teljes hosszusagn Flag-A;aRSNAP
sav mellett két kisebb molekulaméretii savot (~63 kDa és ~52 kDa) is detektaltunk az anti-Flag
antitesttel. A ~63 kDa A2aR fehérje sav megfelel a receptor feltételezett CtsD hasitasanak a
szamitogépes predikcio eldre jelzett helyén (AA375-376), igy egy olyan AzaR-t hoz létre,
amelybdl hidnyzik az utols6 AA33-39. A ~52 kDa-0s AzaR fehérje sav megjelenése azonban
nem varhatd, mivel nem egyezik meg egyik prediktalt CtsD hasitasi hellyel sem. Ez az
eredmény arra utal, hogy az A2aR C-terminalis doménjében tovabbi, még nem prediktalt CtsD
érzékeny proteolitikus helyek l1éteznek. Végiil, annak megerdsitése érdekében, hogy a CtsD
képes-e hasitani az A,aR C-terminélis doménjét, rekombinans egér GST-A,aR?®+41% fragmentet
inkubéltuk a CtsD enzimmel (10 pg/ml) 5, 10 és 30 percig. A kisérlet eredménye azt mutatta,
hogy a CtsD idéfiiggéen csokkentette az egér GST-AaR?4410 fehérje kifejezddését, és ezzel
egyidejiileg az egér GST-AaR?#410 rgvidebb formaja keletkezett, amelybdl valésziniileg
hianyzik az utolsé 33-39 AA. Ezen kiviil a CtsD lebontotta az egér GST-A,aR?®4*10 tisztitasa
soran keletkezett 14 kDa degradacios terméket iS. Az immunprecipitacios kisérletek eredménye
azt mutatta, hogy az A2aR potencialis szubsztratja lehet a CtsD enzimnek.

5. 4. Aszpartil-proteaz enzim gatlas noveli az A2aR expressziot egér makrofagokban

Ezutan megvizsgaltuk a CtsD aktivitds gatldsanak hatdsat az AoaR expresszidjara egér IPM®
sejtekben. Ennek érdekében a sejteket oligopeptid-konjugalt pepsztatin A penetratinnal
[ROIKIWFQNRRMKWKK (pAntp(43-58)], az aszpartil proteazok hatékony inhibitoraval
inkubaltuk, mikozben az A2aR expressziojat és szubcellularis lokalizacigjat immunfestéssel,
majd konfokalis mikroszkopos elemzéssel kovettiik nyomon. Albee és munkatarsai
megallapitottak, hogy a pepsztatin A gatolhat tovabbi aszpartil proteazokat, koztiik a katepszin
E-t, a pepszint vagy a renint. Azonban a pepsztatin A penetratin gatl6 hatasa elsésorban a CtsD
enzim gatlasat jelenti, mert ez a legnagyobb mértékben kifejez6 intracellularis aszpartil proteaz.
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Immunsejtekben az aszpartil protedzok koziil elsésorban CtsD termelédik, mig a katepszin E
mRNS ¢és fehérje expresszidja is nagyon alacsony (https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=CTSE#expression). Az IPM® sejteket LPS jelenlétében, illetve
hianyaban tenyésztettiik, a makrofagok gyulladasos kdrnyezetét modellezve. LPS jelenlétében
nott az AaR expresszidja a makrofagokban, ahogyan azt korabban Ramanathan valamint
Koroskényi €s munkatarsai leirtdk. Eredményeink azt mutattak, hogy az A2aR a
plazmamembran ¢és a citoplazma régioban lokalizalodott. Ezt kdvetéen a konfokalis
mikroszkopos felvételeink igazoltak, hogy a pepsztatin A penetratin kezelés koncentraciofiiggd
moédon novelte az A2aR specifikus fluoreszcens foltok szdmat, méretét és intenzitasat. Ez
megfigyelheté mind az LPS-aktivalt, mind a kontroll IPM® sejtekben, valamint a
plazmamembran és a citoplazma régioban is. Ezek a megfigyeléseink Gsszhangban vannak
korabbi eredményeinkkel, miszerint az A;aR szubsztratja lehet a CtsD-nek és a proteolitikus
hasitas gatlasa magasabb szinten tartja a receptor mennyiségét. Ezen kiviil igazoltuk a két
fehérje kolokalizaciojat RAW 264.7 jeltt makrofag és IPM® sejtekben is.

5. 5. A pepsztatin A penetratin kezelés modulalja az LPS-aktivalt IPM® sejtek
citokintermelését

A makrofagoknak kiemelked6 szerepiik van a gyulladasos folyamatokban. Ennek az élettani
folyamatnak a jellemzdje a gyulladasos és gyulladascsokkentd citokintermelés szabalyozasa.
Mivel korabban mar igazoltak, hogy az A2aR stimulacio csokkenti az IL-6 szekréciot és noveli
az IL-10 citokinek felszabadulasat a makrofagok altal, ezért megvizsgaltuk, hogy az aszpartil-
proteazok gatlasa, mely noveli az A2aR expressziot az IPM® sejtekben, szintén kivalthatja-e
az AxaR stimulaciot. Ennek érdekében ELISA modszerrel megmértik az IL-6 és IL-10
mennyiségének valtozasat IPM® sejtekben. Az el6z6 kisérletben sikeriilt igazolni, hogy az
aszpartil proteaz gatlo pepsztatin A penetratin kezelés hatassal van az A>aR kifejezodésére,
ezért megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja a citokin termelést makrofagokban. A pepsztatin A
penetratin kezelés csokkentette az IL-6 és novelte az IL-10 citokinek szintjét az LPS-aktivalt
IPM® sejtekben. Ez azt jelentette, hogy az aszpartil proteaz gatlas hasonld hatast képes
kivaltani a gyulladésos és a gyulladast gatlo citokinek termelddésére, mint az A2aR stimulacio6.

5. 6. Az A2aR és az NPC1 fehérje kolesonhatasanak kimutatasa

Az AoaR C-termindlis doménjével végzett IP-t €s PD-t koveté MS analizissel azonositott A2aR
kolcsonhato fehérjék koziil az NPC1 fehérjére 6sszpontositottunk. Ennek az volt az oka, hogy
korabban leirtak a két fehérje kozotti funkcionalis kapcsolatot. Az eredmények azt mutattak,
hogy az AcaR-nak potencialisan terapias szerepe lehet ennek a ritka genetikai
rendellenességnek a kezelésében. Ezért eloszor a transzgenikus HEK sejtekben termeltetett
AoaR és NPCI1 kapcsolatat vizsgaltuk, majd az endogén AzaR és NPC1 kdlcsonhatasait RAW
264.7 sejteknben. Ebbol a célbol a CtsD és AxaR kdlcsonhatasat igazolod kisérletekben,
korabban mar felhasznalt HEK-293-Flag-A:aRSNAP sejteket almaztunk. Az AzaR és NPC1
kolcsonhatasat IP modszerrel igazoltuk, AxaR specifikus antitest alkalmazasaval. A két fehérje
kozotti kapcsolat specifikussagat igazolta, hogy nyul kontroll szérum alkalmazasa esetén az
NPC1 fehérje nem volt jelen az immunkomplexben. Ez utan megvizsgaltuk, hogy az endogén
AoaR és az NPC1 kozotti kolesonhatas makrofagokban is eléfordul-e. Ennek érdekében ko-IP
kisérleteket végeztiink RAW 264.7 sejtekben. A korabban is alkalmazott anti-A2aR antitesttel
RAW 264.7 sejtlizatumban is tudtuk immunprecipitalni az NPC1 fehérjét, hasonloan a HEK-
293-Flag-A2aRSNA® sejtekhez. Fontos, hogy az NPCl-specifikus fehérjesav nem figyelhetd
meg anti-A,aR antitest hidnyaban a ko-IP kisérletben. Osszességében ezek az eredmények azt
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mutattak, hogy a teljes hosszlisagd AzaR és az NPC1 nemcsak a HEK-293-Flag-AzaRSNAP
sejtekben, hanem a makrofagokban is kdlcsonhatasba 1ép egymassal.

5. 7. Az A2aR aktivalasa csokkenti az NPC1 mRNS expressziojat és a fehérje
kifejezodését az LPS-aktivalt makrofagokban

Ezutan megvizsgaltuk az NPC1 ¢és az A>aR kozotti funkcionalis kolcsonhatas lehetdségét.
Ennek érdekében eldszor az AxaR aktivacio hatdsat tanulményoztuk az NPC1 mRNS
expressziojara €és a fehérje kifejezédésére LPS-aktivalt makrofagokban. Abban az esetben,
amikor az LPS-aktivalt IPM® sejteket AoaR agonistaval kezeltiik, az NPC1 mRNS expresszios
szintjében csokkenést figyeltiink meg. Az LPS kezelés hatasara csokkent az NPC1 mRNS
relativ mennyisége, valamint az AxaR-stimulacidé fokozta ezt a csdkkenést LPS-indukalta
makrofagokban. Tovabba, amikor az NPC1 fehérje kifejezddését vizsgaltuk, azt tapasztaltuk,
hogy a kombinalt LPS-A2aR agonista kezelés hatasara, az mRNS szinthez hasonldan ez is
szignifikdnsan csokkent. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az A>aR jelatvitel szabalyozza
az NPCI1 expresszidjat a makrofagokban.

5. 8. Az A2aR aktivalasa szabalyozza az NPC1 sejtfelszini expressziot egér
makrofagokban

Ezt kdvetden az volt a célunk, hogy meghatarozzuk, az A2aR aktivacio befolyasolja-e az NPC1
lokalizaciojat, illetve sejten beliili mennyiségének valtozasat. Ebbdl a célbol specifikusan
jeloltik az NPC1 fehérjét, majd konfokalis mikroszkoppal kovettiik az NPC1 sejten beliili
eloszlasat AoaR agonistaval kezelt makrofagokban (azaz RAW 264.7, IPM®) LPS hianyaban
¢és jelenlétében. A RAW 264.7 és IPM¢ sejtek LPS-sel torténé aktivalasa soran novekvo
tendenciat mutatott az NPC1 fehérjespecifikus foltjainak szama, a foltok relativ intenzitasa, a
foltok Gsszteriilete és szama, és az egy teriiletre es6 NPC1-specifikus foltok szama is, mind a
AxaR agonista eldkezelés csokkentette az NPCl-specifikus foltok szamat és az Gsszes folt
teriiletét a membran régioban az LPS-stimulalt RAW264.7 sejtekben. Az IPM®-ban az A2aR
agonista kezelés csokkentette a citoplazmaban talalahato NPC1 specifikus foltok szamat és
teljes teriiletét, valamint a plazmamembran régidban azonositott relativ NPC1 specifikus foltok
intenzitasat. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az AxaR stimulacio nem csak LPS-aktivalt
makrofag sejtvonalban, hanem a primer peritonealis makrofagokban is csokkenti az NPC1
fehérje kifejezddését a sejtmembran kdrnyezetében.

5. 9. Az A2aR stimulacié csokkenti a lizoszomahoz kapcsolodo membranfehérje 2
(LAMP?2) expresszidjat egér makrofagokban

Az NPC1 fehérje hibdja egy genetikai rendellenesség, amely befolyasolja az LDL-eredetii
koleszterin transzportjat a lizoszoma lumenbd6l a membranba. Az A2aR agonistaval torténd
kezelés csokkenti a LAMP2 fehérje, mint lizoszomalis marker sejtfelszini megjelenését mind
az egészséges fibroblasztokban, mind az NPC1 betegek fibroblasztjaiban. A LAMP2
nyomonkovetésével kovetkeztethetiink ezen sejtorganellumok lokalizaciojanak valtozasara.
Ezért célunk az volt, hogy megvizsgaljuk az A2aR aktivacié hatasat a LAMP2 intracellularis
eloszlasara nyugalmi €s aktivalt makrofagokban. Ennek érdekében a RAW 264.7 és IPMO
sejteket AaR agonistaval elékezeltik LPS hidnyaban vagy jelenlétében inkubaltuk, és a
LAMP?2 sejtfelszini mennyiségét specifikus immunfestést kovetden konfokalis mikroszkoppal
kovettiik nyomon. Ezutan meghataroztuk a LAMP2 specifikus foltok szamat és fluoreszcencia
intenzitasat a RAW 264.7 sejtek és az IPM® sejtek plazmamembran és citoplazma régioiban.
Az LPS aktivalas szignifikdnsan megndvelte a LAMP2-specifikus foltok szamat, a foltok teljes
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teriiletét €s a teriiletenkénti foltok szamat mind a plazmamembranban, mind a citoplazma
régiokban az IPM® sejtekben. Ezen kiviil hasonl6 valtozasokat figyeltink meg az IPM®
makrofag sejtek citoplazma régioiban, amikor azokat A;aR agonistaval elkezeltiik. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy az A>aR aktivalasa csokkenti a LAMP2 fehérje mennyiségét az
LPS-aktivalt makrofagokban, tehat hatassal van a LAMP2 fehérje sejtfelszini megjelenésére.
Mivel a LAMP2 és NPC1 fehérjék is a lizoszOmaban vannak jelen, ez a megfigyelés azt
feltételezi, hogy az AxaR aktivalas az NPC1 fehérje kifejezodésére is hatassal lehet.

5. 10. Az A2aR aktivalasa modulalja a korai endoszoma antigén 1 (EEAL) expresszigjat
egér makrofagokban

A korai endoszomak ujrahasznositasaban szerepet jatszo EEA1 fehérjét a korai endoszomak
markereként hasznaltadk a makrofag endocitdzis soran. Az NPC1-null mutaciot hordozé6 CHO
sejtekben az endocitotikus vezikula méretének novekedését észlelték, amikor az EEAL-t
tanulmanyoztak, mint endoszoma markert. Ez arra utal, hogy az NPCl-null mutaci6é az
endocitikus utvonal megvaltozdsdhoz és nagyobb endocitikus vezikuldk kialakulasahoz
vezethet, ami hozzajarulhat az NPC1-hez kapcsolodo sejtmiikodési zavarokhoz. Ezekben a
megnagyobbodott periférias vezikulakban fehérjék halmozddtak fel, €s az endolizoszéma fuzid
gatolt. Ezért ez alapjan megvizsgaltuk az AxaR stimulacié hatdsat az EEA1 fehérje
expressziojara egér IPM® sejtekben. Az EEA1 expressziojat és specifikus immunfluoreszcens
jelolést kovetden nagy ateresztOképességli konfokalis mikroszkoppal detektaltuk, és a megeleld
szoftverrel értékeltiik Ki. Eredményiink azt mutatta, hogy a sejtek LPS-kezelése novelte az
EEAL1 foltok Osszteriiletét és a foltok szamat a plazmamembran kornyezetében, de nem
eredményezett hasonldan jelentds valtozast a citoplazmédban. Az A2aR agonistaval torténd
stimuldcio csokkentette az EEAIl-specifikus foltok szamat és a folt teljes terliletét a
plazmamembran kornyezetében, valamint a folt teljes teriiletét a citoplazmaban az LPS-sel
kezelt sejtekben.
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6. Megbeszélés

Az adenozin receptorok megtalalhatok az emlds szervezet szamos szovetében. Eloszlasuk
valtozatos. Hatasai kiterjednek a kozponti idegrendszerre, sziv- és érrendszerre, illetve az
immunrendszerre, valamint a daganatos megbetegedésekben és sebgydgyulasban betdltott
szerepiik is kiemelkedden fontos. Az AxaR, a receptor csalad tobbi tagjatdl eltérden, hosszu,
mozgékony intracellularis C-terminalis doménnel rendelkezik, amely emberben 122, egérben
120 aminosavbol all. Hianyzik bel6le a palmitoilacios hely. Fehérjeszerkezetébdl és
flexibilitasabol adoddan ez a domén alkalmas a fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitasara.
Ezt a feltételezést igazolja, hogy a receptor C-terminalis doménjével tobb kdlcsonhato fehérjét
is azonositottak. Nem immunsejtekben igazolak ezzel a doménnel kapcsolatban, hogy
szabalyozza a receptor kifejezddését és miikodését is, mig immunsejtekben ilyen kdlcsonhatast
ez idaig még nem irtak le. Az AxaR altal medialt klasszikus jelatviteli utvonal mellett
kimutattak, hogy a C-terminalis doménnel kdlcsonhato fehérjéken keresztiil olyan szabalyozasi
lehet6ségek torténnek, mint pl a receptor lehorgonyzasa az aktin citoszkeletonhoz; a receptor
ujrahasznositdsanak szabalyozdsa, a mitogén-aktivalt protein-kinaz jelatviteli utvonal
szabalyozésa, ,,cross talk” mas transzmembran receptorokkal, a receptor aktivaciojanak é¢s ER-
bol torténd kilépésének moduldlasa. Tanulmanyunk 1) informaciokkal szolgal az AzaR
deszenzitizdcids mechanizmusat illetéen egér makrofdgokban. Az A2aR szdmat, mint minden
GPCR esetében, a receptorok szintézise, Ujrahasznositdsa ¢és eliminacids folyamatai
szabalyozzdk. Az AxaR expressziojanak €s aktivalasdnak optimalis szintje a makrofagok
felszinén gyulladasgatld fenotipushoz vezetett és védi a szervezetet a szoveti karosodastol.
Korabban kimutattdk, hogy az AcaR aktivalasa a makrofagokon megakadalyozza az iszkémia-
reperfizios karosodast a majban, a tiidében és a vesében. A makrofag A2aR-ok védo szerepét
leirtdk a progressziv vesefibrozisban is. Az AcaR internalizdcidjanak molekularis
mechanizmusa, amelyet gyors vagy lassu Gjrahasznositas kdvethet a plazmamembranba vagy
teljes lebomlas a lizoszomaban, egyeldre csak részben ismert. A doktori értekezés témaja az
AuaR és sejten beliil elhelyezkedd C-termindlis doménjével kdlcsonhato fehérjék kapcesolatanak
funkcionalis jellemzése makrofag sejtekben. Korabban munkacsoportunk éleszté két-hibrid
modszerrel azonositotta a CtsD protedzt, mint az A2aR-hoz kapcsolodo fehérjét. A CtsD
kolcsonhatasat mar a G-fehérje-kapcsolt receptor 54-el (GPR54) is kimutattak, amely alapvetd
szerepet jatszik az emlésok reproduktiv funkcidinak kialakuldsaban és fenntartasaban. Jelen
munkinkban az ApaR-ral kolcsonhatd fehérjék azonositasara  Osszpontositottunk.
Eredményeink tovabbi informéciokat jelentenck a receptor altal kdzvetitett szabalyozasi
utvonalakrol és a fehérje-fehérje kolcsonhatasokon keresztiil megvalosuld deszenzitizaciorol
egér makrofagokban. A feladat tehat az volt, hogy az A2aR és a CtsD funkcionalis kapcsolatat
igazoljuk emlés sejtes modellben és egér makrofagokban. Els6 1épésben azt vizsgaltuk, hogy
az A;aR C-termindlis és a CtsD kolesonhatasa kimutathato-e magasabb rendli eukariota
sejtekben i1s. Ennek megvalaszolasara IP kisérleteket terveztiink Flag-taggal jelolt AxaR-t
overexpresszald HEK-293 jelii sejtvonalban (HEK-293-Flag-A,aRN*?). Az endogén fehérjék
kozotti  kapcsolat igazoldsat pedig RAW 264.7 és egér peritonealis makrofagok
felhasznaldsaval végeztiik, IP és immunfestés modszerekkel. A makrofag sejtekben végzett
konfokalis mikroszkopos vizsgalataink igazoltak, hogy a sejten beliil kifejez6d6 A2aR és CtsD
nagymértékii kolokalizaciét mutat. A RAW 264.7 jeli makrofag sejtekben végzett IP
kisérleteink eredménye azt igazolta, hogy a két endogén fehérje kdzotti kolcsonhatas makrofag
sejtekben is kialakul. Ezutan megvizsgaltuk, hogy az A2aR szekvenciaja tartalmaz-e potencialis
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CtsD proteaz hasité helyeket. A vizsgalatot két fiiggetlen in silico predikcids programmal is
elvégeztiik és megallapitottuk, hogy tobb potencialis aszpartil protedz hasitasi hely is talalhat6
az AxaR aminosav szekvenciajaban. Az alkalmazott algoritmusok tobb CtsD hasitasi helyet
azonositottak az A>aR-on beliil. Ezek koziil négy peptid szekvenciat mindkét fliggetlen
modszer is azonositott (AA40-41, AA45-46, AAB4-85, AA375-376). Megfigyelhetd volt, hogy
az AA375-376 peptidszekvencia az élesztd két-hibrid sziirés, a co-IP és a PD moddszerek
mutattak, hogy az AoaR C-terminalis doménjén keresztiil specifikus kdlcsonhatast alakit ki a
CtsD fehérjével HEK-293-Flag-A2aRSNAP sejtekben. Ezt kovetden kisérletesen is ellendriztiik,
hogy a rekombinans egér CtsD enzim képes-e hasitani a flag-taggel jelolt A2aR-t, amelyet
HEK-293 sejtekben overexpresszaltattunk. Kisérletiink eredménye azt mutatta, hogy a CtsD
jelentésen csokkentette a flag-taggel jelolt A2aR  mennyiségét a sejtlizitumban.
Megallapitottuk, hogy az in silico predikcié a valosagban is helytallo és a CtsD képes hasitani
az AcaR-t. AoaR immunfestés soran az IPM® sejteket LPS jelenlétében, illetve hianyaban
kezeltiik, a makrofagok gyulladdsos kornyezetét modellezve. A kisérlet eredményeként azt
tapasztaltuk, hogy LPS jelenlétében nott az A2aR expresszidja a makrofagokban. Valamint a
konfokalis mikroszkopos felvételeink igazoltdk, hogy a pepsztatin A penetratin kezelés
koncentraciofiiggd modon novelte az A2aR specifikus fluoreszcens foltok szamat, méretét €s
intenzitasat. Ez megfigyelhet6 mind az LPS-aktivalt, mind a kontroll IPM® sejtekben, valamint
a plazmamembran és a citoplazma régioban is. A makrofagok kezelése a membranpermeabilis
CtsD gatlo pepsztatin A gatloszerrel novelte az A2aR sejtfelszini megjelenését, ami megerdsiti,
hogy a CtsD in vivo szabalyozza az A2aR kifejez6dését €s szerepet jatszik a receptor
mennyiségének szabalyozasaban. Ez a szabalyozasi mechanizmus tovabba hatassal lehet az
AoaR altal kozvetitett immunmoduldciés mechanizmusokra is. Eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy kibdvitettiik az A2aR-ok kdlcsénhato partnereinek listajat €s ezt a fehérje-
fehérje kolcsonhatast elsoként makrofag sejtekben irtuk le. Ezen eredmények alapjan
feltételezhetjiik, hogy az AxaR 4ltal kozvetitett CtsD aktivacio, ami viszont az AaR C-
terminalisanak hasaddsahoz vezet. A CtsD enzim gatlas hatdsat az AsaR altal szabalyozott
jelatviteli folyamatokban kiilonb6zé (gyulladdst indukdld és gyulladas gatld) citokinek
szintjének valtozasan keresztiil IS megvizsgaltuk. Az AxaR kozvetitette Gs-fehérje kapcsolt
utvonal az adenilat-ciklaz aktivalodasakor fokozza a cAMP termelddését. Vizsgalatunkban az
aszpartil-proteaz inhibitor az A;aR aktivalashoz hasonlé hatast eredményezett. A pepsztatin A
penetratin kezelés szignifikdnsan csokkentette a gyulladdst indukéaldé IL-6 €és novelte a
gyulladascsokkentd IL-10 termelését ugyanebben a sejttipusban. Tehat az aszpartil protedzok
gatlasan keresztiil kapott citokin szint regulaciés hatds megegyezik az A,aR aktivacid
hatdsaval, mindkettd fokozza a makrofagok gyulladasgétlo hatésat.

A doktori értekezés masodik részében az A>aR és az NPCI1 fehérjék kozotti kdlesonhatas
vizsgalatat ismertetem. A megfigyelés hatterében az allt, hogy munkacsoportunk két fiiggetlen
modszerrel is azonositotta az NPC1 fehérjét, mint az A>aR kolcsonhatd partnerét. Tovabba
korabban mar kimutattak az A2aR és az NPC1 funkcionalis kapcsolatat az idegrendszerben. A
megfigyelés szerint az NPC1 fehérje funkciondlisan kapcsolddik az AxaR altal kozvetitett
jelatviteli itvonalhoz. Visentin és munkatarsai igazoltak, hogy az AoaR aktivalasa helyreallitja
a mitokondrialis membranpotencialt és a koleszterin felhalmozodasat NPC1-es betegek
fibroblasztjaiban, valamint human neuronalis és oligodendroglia sejtvonalakban. Igazoltak,
hogy a receptor aktivaladsa jelentésen csokkenti az endocitalt koleszterin intracelluléris
transzportjanak hibajat NPC1-hidnyos fibroblasztokban és oligodendrocitdkban. Az NPC1
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fehérje immunrendszerben betdltott szerepét pedig Grinstein és munkatarsai igazoltadk RAW
264.7 makrofag sejtekben €s fibroblasztokban, ahol azt figyelték meg, hogy az NPC1 fehérje
szerepet jatszik a koleszterin intracellularis felhalmozodasaban. A makrofagokrol ismert, hogy
a vezikularis transzport soran részt vesznek a fertézések elleni kiizdelemben ¢és a gyulladédsos
reakciokban. Ezek az eredmények egyiittesen arra utalnak, hogy az A2aR és az NPC1 fehérje
kozotti kolesonhatas biologiailag megalapozott, €s az A2aR szerepet jatszhat az NPC1 fehérje
mukodésének szabalyozasaban a makrofagokban. Bernardo és munkatarsai a mielinhibakat és
a koleszterin szerepét vizsgaltak a mielinizdcioban. Az AxaR stimulalasa terapias perspektivat
nyUjthat az betegségben, mivel kedvezden hat a diszmielinizaciora. Kordbban megfigyelték,
hogy az Npcl génexpressziot cikloheximid €s progeszteron befolyasolja. A cikloheximid néveli
az Npcl mRNS-szintjét. A granuldzasejtek atmeneti progeszteron-indukalt Npcl-blokddnak
lehetnek kitéve, ami az Npcl mRNS ¢és az NPC1 fehérje kompenzacids ndvekedését
eredményezi. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az AoaR aktivacio hogyan befolyasolja az
NPCl mRNS ¢és fehérje expresszidjat az IPM® sejtekben, AcaR agonista kezelést
alkalmaztunk, mely mindkét esetben csokkentette az NPC1 expressziojat az LPS-aktivalt
makrofagokban. Annak megallapitasara, hogy az A>aR aktivacio kdzvetleniil befolyasolja-e az
NPC1 fehérje mennyiségét, immunfestést alkalmaztunk ¢és konfokalis mikroszkopiaval
vizsgaltuk a fehérje expresszidjdban ¢és lokalizacidjdban bekdvetkezd valtozasokat. Az
eredmények azt mutattdk, hogy az A2aR agonista kezelés csokkentette mind az NPCI1
specifikus foltok szamat, mind pedig a foltok teriiletét a makrofagok plazmamembran és
citoplazma régidiban az LPS-aktivalt mintakhoz képest. Kordbban igazoltdk, hogy az A;aR
jelatvitelnek szerepe van a vezikularis transzport szabalyozasaban. Isidoro és munkatarsai azt
talaltak, hogy az AzaR agonistaval vald elékezelés az endoszomak és a lizoszomak
plazmamembran felé torténd mozgasat indukalta, amit a sejtalkotok plazmamembrannal vald
fuzidja kovetett. Ezt a lizoszéma-asszocidlt membranfehérje 1 (LAMPI1) megjelenése a
sejtfelszinen és a lizoszomalis oldhaté enzimek felszabadulasa bizonyitotta hepatocitakban.
Mivel az NPC1 a lizoszomak belsd membranjaban talalhato fehérje, és funkcidja az LDL-
eredetll koleszterin transzportja a lizoszOma lumenébdl a membranba, egy masik lizoszoma
marker, a LAMP2 fehérje expresszidjanak és lokalizaciojanak valtozasait vizsgaltuk az A2aR
agonistaval torténd kezelést kovetéen makrofag sejtekben. Kimutattuk, hogy az A2aR
aktivalasa jelentésen csokkentette a LAMP2 fehérje mennyiségét az IPM® sejtek membran és
citoplazma régioiban, Osszehasonlitva az LPS aktivalasakor bekdvetkezd valtozassal.
Eredményeink Osszhangban voltak azzal a megfigyeléssel, hogy az A>aR aktivdlasa mind
egészséges, mind NPC1 betegekbdl szdrmazd fibroblasztokban csokkent LAMP2
kifejez6déshez vezet. Tahirovic és Hecimovic, valamint munkatarsaik az NPC1 KO egerekbdl
szarmaz6 CHO sejtekben megnagyobbodott korai endoszomakat és ujrahasznosité endocitikus
sejtalkotokat figyeltek meg. Ez arra utalt, hogy az NPC1 fehérje hianya az endocitikus
organellumok miikodését az endoliszoszomalis itvonal hibain keresztiil befolyasolja. Az EEA1
markerrel, amelyet korabban mar sikeresen alkalmaztak makrofagokban, azt vizsgaltuk, hogy
az AxaR aktivacio hogyan valtoztatja meg az EEA1 fehérje mennyiségét és sejten beliili
lokalizaciojat. A LAMP2-hez hasonléan az EEA1 fehérje szintje szignifikansan csokkent az
A2aR agonista kezelést kovetden az IPM® sejtek membran és citoplazma régidiban, szemben
az LPS aktivalast kovetd megnovekedett szintekkel. A sejten beliilli vezikularis
transzportfolyamat szamos fehérje rendkiviil 6sszehangolt miikodését igényli; ezért az ezeket a
fehérjéket kodold gének mutécioi gyakran eredményeznek olyan 6rokletes rendellenességeket,
amelyek a vezikularis transzportfolyamatotok hibas miikodésén alapulnak. A koleszterin
exportjahoz az NPC1 és NPC2 sziikséges, amelyek genetikai mutacidi Niemann-Pick C tipust
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(NPC) betegséget okozhatnak, amely betegséget a koleszterin és a glikoszfingolipidek
lizoszomalis felhalmozoddasa jellemzi. Az NPC-betegség az emberi test szamos szervrendszerét
érinti, beleértve a majat, a 1épet és az agyat, és stlyos tiinetek kialakulasahoz vezethet. Ezek
kozé tartozhat a hepatoszplenomegalia, a progressziv neuroldgiai leépiilés és a kognitiv
hanyatlds. Az NPC1 az endoszomak ¢€s a lizoszomak membranjaban talalhato, és részt vesz a
sejteken beliili koleszterinszallitdsban. Szerepet jatszik a koleszterin és mas tipusi zsirok
sejtmembranokon keresztiili szallitasaban. Ha ez a rendszer meghibasodik, a koleszterin
lerakodik, és lizoszomalis tarolasi betegségekhez vezethet, amelyek elsésorban neuroldgiai
tiinetekkel jarnak. Eredményeink az NPC1 és az AxaR kolcsonhatasanak funkcionalis
elemzésével hozzajarul az NPCI1 betegség molekularis mechanizmusanak részletesebb
megértéséhez.
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7. Osszefoglalas

Az adenozin fontos szerepet jatszik az immunsejtek mitkkodésének modulalasaban. Az A2aR-
fliggo jelatvitel a makrofagokban kulcsszerepet jatszik a gyulladas szabalyozasaban. Azonban
makrofagokban nem teljesen ismertek azok a folyamatok, amelyek az AzaR sejtfelszini

megjelenését és lebomlasat szabalyozzak. A sejtfelszini A2aR-0k szabalyozzak a pro-

crer

crer

és a vele kolcsonhatasba 1épd fehérjék szabalyozzak a receptor jrahasznositasat, de az még
nem teljesen ismert, hogy milyen szerepet jatszanak a makrofagokban. Ezért az volt a célunk,
hogy makrofagokban azonositsunk A2aR kolcsonhato fehérjéket, amelyek hatassal lehetnek az
AzaR kifejezddésére és aktivitasara. Munkacsoportunk kordbban élesztd két-hibrid sziirést
végzett, az A2aR C-terminalis doménjét és egy makrofag expresszios konyvtarat felhasznélva.
A sziirés eredményeként feltételezhetd volt, hogy a CtsD potencialis kdlcsonhatd partnere lehet
az AxaR-nak. Az én feladatom az volt, hogy megvizsgaljam az A;aR és CtsD proteaz
kolcsonhatasat in vitro és sejtmodellekben, RAW 264.7 és egér peritonealis makrofag
sejtekben. Vizsgalataink azt igazoltak, hogy az A;aR a CtsD szubsztratja, valamint a CtsD
aktivitasanak gatlasa noveli az A2aR mennyiségét és sejtfelszini megjelenését makrofagokban.
Elmonhato, hogy a CtsD az A2aR kodlcsonhat6 partnere. Egy olyan molekularis és funkcionalis
kolcsonhatést irtunk le, amely kulcsfontossagu lehet az AxaR altal kozvetitett gyulladasos
folyamatok szabalyozasaban. Munkam masodik részében makrofag sejtekben is igazoltuk az
AoaR és NPC1 fehérje kozotti kolesonhatast. Korabban munkacsoportunk két fliggetlen
modszerrel azonositotta az NPC1 fehérjét, mely kolcsonhatasba 1ép az A2aR C-terminalis
doménjével RAW 264.7 és IPM® sejtekben. Az NPC1 ¢és a teljes hosszasagu A2aR kozotti
kolesonhatéast vizsgaltuk a receptort tartdosan expresszaldo HEK-293 sejtekben és az AxaR-t
endogén modon expresszalo RAW 264.7 sejtekben. Az AxaR aktivalasa csokkenti az NPC1
mRNS ¢és fehérje expressziojat LPS-aktivalt egér IPM® sejtekben. Az AzaR stimulalasa
negativan befolydsolja az NPC1l plazmamembran irdnyu transzportjat az LPS-stimulalt
makrofagokban. Tovabba azt is kimutattuk, hogy az A2aR aktivalasa befolyasolja a LAMP2 és
az EEAL endoszoma markerek kifejezodését is. Mind a két marker expresszidja és lokalizacioja
is megvaltozott az A;aR aktivacio hatdsara makrofdgokban. Ezek az eredmények az NPC1
fehérje makrofagokban valdo mikodésének feltételezett AoaR-medialt szabalyozasara utalnak,

ami nagy jelent6séggel bir a Niemann-Pick C tipusu betegségben.
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Az értekezés uj megallapitasai:

Az A2aR és a CtsD protedz funkcionalis kdlcsonhatasanak kimutatasa

lgazoltuk az A2aR C-terminalis domén és a CtsD proteaz kolokalizaciojat IPM®
sejtekben.

Kimutattuk az A2aR C-terminalis domén és CtsD proteaz kozotti kolesonhatast RAW
264.7 jelti makrofag sejtekben.

Az A2aR C-terminalis domén elsédleges fehérje szekvencigjaban, harom kiilonb6z6 in
silico szamitogépes program alkalmazasaval azonositottunk potencialis aszpartil
proteaz hasitd helyeket.

Kisérletesen igazoltuk, hogy az Az2aR szubsztratja a CtsD protedznak. Tovabba a CtsD
aktivitdsanak gatlasa noveli az AaR mennyiségét ¢és sejtfelszini megjelenését
makrofagokban.

Kimutattuk, hogy a CtsD aktivitas gatlasa csokkenteti a gyulladasos IL-6 és noveli a
gyulladasgatlo I1L-10 citokin termelését az LPS-aktivalt IPM® sejtekben.

Az AzaR és NPC1 fehérje funkcionalis kolcsonhatasanak kimutatasa

Megallapitottuk, hogy az AzaR aktivalasa csokkenti az NPC1 mRNS és fehérje
expressziojat LPS-aktivalt egér IPM® sejtekben.

Igazoltuk, hogy A2aR stimulalasa negativan szabalyozza az NPC1 plazmamembran
irany0 transzportjat az LPS-aktivalt makrofagokban.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy az A2aR aktivalasa jelent6sen csokkenti a
LAMP?2 fehérje mennyiségét az IPM® sejtek membran €s citoplazma régidiban, az LPS
aktivalt sejtek esetében.

Kimutattuk, hogy az EEA1 fehérje szintje szignifikansan csokkent az A2aR agonista
kezelést kovetden az IPM® sejtek membran €s citoplazma régidiban, az LPS aktivalt
sejtek esetében.
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8. KOSZONETNYILVANITAS

El6szor is koszonettel tartozom témavezetdmnek, Dr. Kokai Endrének, aki mar tudomanyos
diakkori munkdm sordn megismertette €s megszerettette velem a molekularis bioldgia alapjait
¢s megtanitotta velem azt a szemléletet €s gondolkodasmodot, mely elengedhetetlen a sikeres
kisérletek tervezéséhez és kivitelezéséhez. Koszonom a fejlédésemet szolgald tanédcsokat,
amelyekkel ellatott a kisérletes munkdban, valamint a publikdciok és a disszertdciom
elkészitésében. Koszondm Prof. Dr. Virag Léaszlonak, hogy lehetdvé tette szamomra, hogy az
Orvosi Vegytani Intézetben végezhessem el az értekezés alapjat képezo kisérleteket, valamint
azt is, hogy az intézet munkatarsaként kiprobalhattam magam az oktatds vildgaban is. Tovabba
kdszondm tandcsait és tdAmogatasat.

Koszonom munkatarsaimnak, Szabo Ildikonak, Dr. Regdon Zsoltnak, Dr. Polgar
Zsuzsannanak, Dr. Kovacs Katalinnak, Dr. Hegediis Csabanak, Dr. Bakondi Edinanak, Dr,
Demény Maté Agostonnak, Dr. Kiss Alexandranak, Dr. Sipos Adamnak, Nagy-Pénzes
Maténak, Hajnaddy Zoltannak, Kéki Tamasnak, Dr. Kirdly Nikolettnek, Guti Elizanak, Berta
Katalinnak, Isotta Sturniolonak és az intézet minden munkatarsanak a szakmai tamogatast, a
hasznos tanacsokat, a rengeteg biztatast és nem utols6 sorban a baratsagukat. Kiilon koszonet
Dr. Téth Bélanak, akinek nagy szerepe volt abban, hogy az Orvosi Vegytani Intézetben kezdjem
el tudomanyos didkkdri munkam.

Koszondm intézetiink laboratoriumi asszisztens munkatarsainak, Herbaly Mihalynénak,
Olajosné Gulyas Erikanak, Tankané Farkas Andreanak és Varga Davidnak a kisérletek
elvégzésében nyujtott segitséget, illetve hogy megtanitottak a laboratoriumi munka alapjaira.
Tovabba koszonom a Kisérleti Allathazban dolgozok munkajat.

K6szonom valamennyi tarsszerz6m munkajat, akik nélkiil nem sziilethettek volna meg doktori
értekezésem témajat szolgaltatd kozleményeim. Kiilon koszondm Dr. Haské Gyorgynek és
Francisco Ciruela Alfareznek az otleteket és hogy hasznos tanacsaikkal segitségemre voltak
mindkét publikaciom létrejottében. Koszonom Dr. Toth Péter Aronnak, Gerencsér Attila
Tibornak ¢és Ujlaki Gyulanak az eredmények kiértékelésében €s az analizisben nyujtott
segitségiiket. Koszonom Dr. Bacsd Zsoltnak és Dr. Bankd Csabanak, a Biofizikai és
Sejtbiologiai Intézet munkatarsainak €s egyben tarsszerzéimnek, hogy lehetévé tették az
egylttmiikodést és szamos kisérlet elvégzésében segitségemre voltak.

Koszonom Dr. Janka Eszternek, hogy bevezetett a statisztika alapjaiba, valamint a kisérletek
matematikai kiértékelésekben nytjtott segitségét és lelkiismeretes munk4jat.

Végiil, de nem utolsé sorban a legnagyobb koszonet a szeretd sziileimet illeti, akik nélkiil ez a
munka ¢s a doktori értekezés nem johetett volna 1étre. K6szondm a sok tiirelmet és a végtelen
szeretetet. Koszondm csaladtagjaimnak, barataimnak ¢és kollégaimnak a sok biztatast, batoritd
szavakat €s hogy kitartottak mellettem.

A kutatdmunkéat tamogat6 palyazatok:

OTKA (MBO08A 84685); OTKA-K132193; GINOP-2.3.2-15-2016-00020-TUMORDNS,
GINOP-2.3.2-15-2016-00048-STAYALIVE. National Institutes of Health grants:
R01GMO066189, R01DK113790, RO1HL158519, and 1 R35GM145245. PID2020-118511RB-
100; MCIN/AEI/10.13039/501100011033 “ERDF. A way of making Europe”.
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