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2. Roviditések jegyzéke

9cRA
ABCAl
ACAMP
Acp5
ADH
AlF
ANA
Apaf-1
ATP
ATRA
Bad
BAI1
Bak
Bax
Bcl-10
Bcl-2
Bel-w
Bcl-XL
Bid

Bik

Bim

9 cisz retinsav

ATP-binding cassette transporter

Apoptotikus sejtekkel asszocialodé molekularis mintazat
Acil karrier protein 5

Alkohol-dehidrogenaz

Apoptozis indukalo faktor

Antinuklearis antitest

Apoptotikus proteazt aktivalo faktor 1
Adenozil-trifozfat

Transz retinsav

Bcl-2-kapcsolt sejthalalt inditd protein
Agy-specifikus angiogenezis inhibitor 1

Bcl-2 homolog antagonista/616

Bcl-2-kapcsolt X protein

B-sejt lymphoma/leukemia 10

B-sejt lymphoma-2

B-sejt lymphoma-w

B-sejt lymphoma-XL

BH3 interakcuoba 1épd sejthaldl domén agonista
Bcl-2-interakcios 616

Bcl-2 interakcids sejthalal mediator



Blk
BMDM
BMI
Clgb
CAD
Cdc42
c-FLIP
CLS
COPD
CRABP
CRT
CT
Ctsk
CX3CL1
DD
DEG
DEX
DISC
DMEM
DMSO
EDTA
EEAl
ELISA

FACS

B lymphoid tirozin kinaz

Csontveldi eredetii makrofag
Testtomeg-index

Complement Komponens 1q
Kaszpaz-aktivalt DNaz

Sejtosztodast szabalyozé protein 42
Cellularis FLICE —inhibitorikus protein
Korona szerli struktara

Kronikus elzarodasos tiidobetegség
Cellularis retinsav kotd protein 11
Kalretikulin

Komputer tomografia

Katepszin K

Kemokin (C-X3-C motivum) ligand 1
Halaldomén

Eltéré mértékben kifejez6do gén
Dexametazon

Sejthalalt indukalo jelatviteli komplex
Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimetilszulfoxid
Etilén-dimaimin-tetraacetat

Korai endoszéma-antigén 1
Enzim-kapcsolt immunoszorbens esszé

Fluoreszcens aktivalt sejt szétvalogatas



FADD
FADH
FasL
FasR
FBS
FITC
FRD
GAPDH
Gas6
gWAT
HFD
HIV
HSD
HtrA2/0Omi
IAP
IBMX
ICAM3
IL1B
IL-6 receptor
LacZ
LAMP1
Lamp2
Laptm5

LDL

Fas-kapcsolt sejthalal domén

Flavin adenin dinukleotid

Els6 apoptozis szignal (Fas) ligand

Els6 apoptozis szignal (Fas) receptor
Fotalis borjuszérum

Fluoreszcein

False discovery rate

Glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz
Novekedés specifikus gatlo 6

Gonadalis fehér zsirszovet

Magas zsirtartalmu diéta

Human immunodeficiencia virus

Magas szahardz tartalmu diéta

Magas hdmérsékletet igényl6 protein A2
Apotdzis inhibitor
3-izobutil-1-metilxantin

Intercellularis adhézids molekula 3
Interleukin 3

Interleukin 6 receptor

Beta-galaktozidaz

Lizoszomalis membranhoz kapcsolt protein 1
Lizoszomalis membranhoz kapcsolt protein 2
Lizoszomalis transzmembran protein 5

Alacsony denzitasu lipoprotein



Lipa Lipaz A

LXR Ma4j X-receptor

MAC Mitokondrialis apopt6ézis-indukalt csatorna
MCP-1 Monocita kemoattraktans protein-1

Mertk Mer tirozin kindz receptor

MFG-E8 Tej zsircsom6-EGF faktor 8

MPT Mitokondrialis permeabilitas tranzicio
MyD88 Mieloid differenciacios korai valasz 88
NADPH Nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
ND Normalis diéta

NF-xB Magi kappa B faktor

NPY Neuropeptid Y

P2Y?2 Purinreceptor 2

PANX1 Pannexin 1

PARP Poli (ADP-rib6z) polimeraz

PBS Fosztat-pufferolt sooldat

PCR Polimerdz lancreakcio

PPAR o/y Peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor o/y
Rab5 Ras-rokon protein 5

Rab7 Ras-rokon protein 7

Racl Ras-rokon C3-botulinum toxin szubsztrat 1
RAL Retinaldehid

RAP1GDS Rapl GTP4az-GDP Disszociaciot stimulalo 1
RAR Rertinsav receptor

RARE Retinsav receptor valaszado elem
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RetSat Retinol szaturaz

RhoA Ras homolog géncsaladtag A

RILP Rab-kapcsolatos lizoszomalis protein

RIP Receptor-kapcsolt protein

ROCK Rho-kapcsolt protein kinaz

RXR Retinoid X receptor

RXRE Retinoid X receptor valaszado elem

SCARF1 Scavenger receptor F osztaly tag 1

SET Endoplazmatikus retikulum-kapcsolt komplex

SLE Szisztémas lupus erythematosus

Smac/DIABLO Masodik mitokondrium eredetli kaszpaz aktivator/kozvetlen apoptozis

inhibitor-ko6t6 alacsony pl-jii protein

Src Szarkoma (kinaz)

TG2 Szdveti transzglutaminaz

TGF-B Transzformal6 novekedési faktor béta

TIM4 T-sejt immunoglobulin mucin fehérje 4

TLR Toll-szeri receptor

TNFa Tumor nekrozis faktor a

TRADD TNFR1-kapcsolt sejthalal domént tartalmazo fehérje
TSP-1 Trombospondin 1

UCP2 Mitokondrialis szétkapcsolo fehérje 2

UTP Uridin-trifoszfat



3. Bevezetés

Apoptotikus mechanizmusok eredményeképpen naponta tobb milliard sejt hal el az emberi
szervezetben. Ezen elhalt sejtek eltakaritdsa kulcsfontossagi a szoveti homeosztazis
fenntartasaban, nem megfeleld mikodése viszont tobb patologiads folyamattal, kronikus
gyulladasos betegséggel hozhato dsszefiiggésbe (pl. autoimmunitas, 2-es tipust diabétesz és az
elhizas). Az elmult évtizedekben az elhalt sejtek eltakaritasarol kialakult 1atdsmodunk nagyban
Kiszélesedett. Jelentds szamu kozlemény sziiletett, amely az efferocitdzis Osszetett jelatviteli
folyamatait tarta fel. Ennek ellenére szamos eleme még mindig ismeretlen maradt.
Disszertaciomban az elhalt sejtek eltakaritdsanak zavarat és a zavar patologias kovetkezményeit
vizsgaltam két knock out (TG2 hidnyos, illetve RetSat hidnyos) egértorzsben.

A transzglutamindz 2 (TG2) fehérje az integrin B3 receptor koreceptoraként miikodve
hozzajarul az apoptotikus sejtek makrofagok altali megfeleld eltdvolitdsdhoz. A
disszertacidmban arra tettem kisérletet, megvizsaljam, hogy az elhalt sejt eltakaritas
predesztinalt genetikus zavara (a TG2 hidnya) fokozhatja-e a metabolikus szindroma
kialakulasat magas zsirdiétan tartott egerekben és ennek egyik rész elemeként sériil-e az
apoptotikus zsirsejtek felvétele, ha magas a zsirtartalmuk. Munkacsoportunk korabbi
eredményeit Osszegezve felmeriilt, hogy az elhalo sejteket eltakarito makrofagokban a retinol
szaturdz Utvonalon keresztiil keletkezd retinoidok fokozzék az efferocitozist. Ezért kisérleteim
masodik részében retinol szaturaz hianyos egerekben vizsgaltam, hogy a retinol szaturaz enzim

hidnya befolyasolja-e az efferocitdzis folyamatat.



4. Irodalmi attekintés

4.1.  Apoptozis

A sejtek halalanak megfeleld idoben és mértékben torténd inditasa, és az elhald sejtek
hatékony eltakaritdsa a szoveti homeosztazis fenntartdsanak alapvetd feltétele. Emlésokben a
legtdbb sejt haldla az apoptdzis folyamatanak aktivalasan keresztiil valosul meg. Az apoptozis
kdzponti molekularis mechanizmusat eldszor C. elegans-ban irtak le. A férgek sejtjeinek szama,
valamint az egyedfejlodésiik soran apoptdzissal elhald sejtek mintazata meghatarozott.
Hagyoményosan négy kiilonbozo funkcidt tarsitanak hozza: 1) morfogenezis irdnyitdsa, 2)
szlikségtelen szovetek €s szervek eltavolitasa, 3) szdveti sejtszam szabalyozasa, 4) bizonyos
sejtek elimindldsa. A sejthaldl e tipusat szinte minden sejtben kozel azonos, meghatarozott

morfologiai valtozasok sora jellemzi (EImore, 2007).

A szervezeten beliil zajlo apopt6zis mechanizmusa alapvetéen harom f6 fazisra oszthatd: A)
iniciacid és végrehajtas, B) DNS fragmentacio, C) apoptotikus test bekebelezés. A program
aktivalodasat kovetéen a sejt térfogata csokken, majd felszine felholyagosodik, igy
legdmbolyddve elvalik a szomszédos sejtektdl és az extracelluldris matrixtol. A sejtmag
kromatin 4lloménya erdsen kondenzalddik, marginalizalédik — majd késébb a DNS
feldarabolodik. Végiil a sejthartya beflizOdésével sejtorganellumokat és sejtmagdarabokat
tartalmazé apoptotikus testek jonnek létre, melyeket a kdrnyezd fagocita sejtek tavolitanak el.
A folyamat soran megmarad a sejtmembran integritasa, viszont a kettds foszfolipid aszimmetria
megszinik, igy a belsd membran alkot6i kikeriilnek a felszinre, mely jelként szolgal a fagocita
sejtek szdmara (Héicker, 2000). Az apoptozis folyamatinak aktivalodasa elsOsorban a
makrofagok szadmara nagy élettani jelentdségli, hiszen a program lehetdvé teszi, hogy az elhal6
sejt szabalyozottan membrannal hatarolt kis darabokra essen a felvételt megel6z6en. A Kis
timocitdk esetében a nekrotikus sejtelhalds is az apoptotikus sejtek felvételéhez hasznalt

receptorokon keresztiili bekebelezodéshez vezet (Budai és mtsai, 2019).

Az apoptozis molekularis folyamatait tobb kiillonboz6 tényez6 is kivalthatja: kiilsé faktorok
sejthalél receptorokon keresztiil hatva, valamint a belsé mitokondriélis utvonal aktivalodasahoz
vezet jelek (Igney és Krammer, 2002). Ezeken kiviil felfedeztek egy T-sejt vagy NK sejt
medialt citotoxicitast kdvetéen kialakuld perforin/granzim-fiiggé ttvonalat is. A Granzim A

vagy granzim B altal indukalt utvonal ugyanabba a terminalis utvonalba kapcsolodik be, ahova
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a kiilsé vagy a bels6 mitokondrialis utvonal is (Elmore, 2007). A kiils6, extrinsic utvonalat
sejtfelszini halalreceptorokhoz k6tddo kiilsd ligandok aktivaljak. A receptorok a tumor nekozis
faktor (TNF) receptor szupercsaladnak a tagjai, és tartalmaznak egy 80 aminosavbol allo
citoplazmatikus halal domént (DD), mely a jelatvitelben tolt be fontos szerepet. Maig a
legjobban tanulmanyozott receptorok ¢és ligandjai: a FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3,
Apo2L/DR4 és az Apo2LL/DRS5. A Fas ligand receprorahoz kotédve a FADD (Fas-kapcsolt halal
domén) adapter fehérje, mig a TNF a TNF receptorhoz kotve a TRADD (TNF receptor-kapcsolt
halal domén) adapternek a FADD és RIP (receptorral interakcioba 1ép6 kinaz) fehérjével egylitt
vald bekotddését eredményezi (Ashkenazi és Dixit, 1998). A FADD koélcsonhatasba keriil a
kaszpaz-8-cal és kialakul a DISC (sejthalalt indukalo szignalizacidés komplex), ami a FADD és
a kaszpaz-8 vagy a kaszpaz-10 molekulakbol épiil fel. A kaszpaz-8 autokatalizisével a folyamat
csatlakozik a terminélis itvonalhoz. Az extrinsic utvonal szabalyozo6ja a CFLIP fehérje a FADD

és kaszpaz-8 molekulahoz kotédve (Scaffidi €s mtsai, 1999).

Extrinszik ttvonal Intrinszik, mitokondridlis utvonal ~ Perforin/granzim utvonal
sugdarzas, toxinok, hipoxia citotoxikus T-sejtek
: !
halalligand ->
halalreceptor >
perforin
: - A
kapcsol6 fehérjék mitokondridlis valtozasok (MPT) ) .
J granzim B granzim A
DISK 6sszeszerelodése apoptoszoma kialakulasa l l

¥ \Z
kaszpaz 8 aktivacio kaszpaz 9 aktivécio kaszpaz 10~ SET komplex
N & aktivécio l
kaszpaz 3 aktivacio /

(végrehajto utvonal) DNS hasitas

N2
endonukledz aktivacio - DNS degradacid
proteaz aktivacio - magi és citoszkeletalis fehérjék degradacidja - citoszkeleton ijrarendez6dése

sejtmorfoldgiai valtozasok
kromatin allomany és citoplazma kondenzalodasa, sejtmag fragmentalddasa

apoptotikus testek kialakulasa

1. dbra Az apoptotozishoz vezetd események sematikus dbrdzoldsa. Az apoptozis 0 utvonalai kiilso és
bels6, valamint perforin / granzim utvonalak (Elmore, 2007).
(DISC az abran is— sejthalalt indukalé szignalizacios komplex, SET - endoplazmatikus retikulum-

kapcsolt komplex, MPT - mitokondrialis permeabilitas tranzicio)
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A mitokondrialis utvonal indukaldsdhoz vagy a sejthaldlprogramot szuppresszald jelek
hidnya, vagy az apoptdzist pozitivan aktivald stimulusok sziikségesek. A t0l¢él0 jelek, példaul a
novekedési faktorok, hormonok vagy citokinek, jelenlétének hidnya miatt a sejthaldl program
nem gatlodik, igy az apoptozis aktivalodik. Stimulalo jelek lehetnek példaul a sugarzas,

toxinok, a hipoxia, héhatasok, virusfertézések vagy szabadgyokok (Elmore, 2007).

A kiilénboz6 ingerek hatdsara a mitokondrium membranjan porusok kézédnek és pro-
apoptotikus fehérjék szabadulnak ki a mitokondriumbol. Az egyik ilyen fehérjecsoport tagja a
citokrom C, a Smac/DIALBO (masodik mitokondrium eredetli kaszpaz aktivator/kozvetlen
apoptozis inhibitor-ko6té alacsony pl-jii protein) és a HtrA2/Omi (magas homérsékletet igényld
protein A2) szerin-proteaz, melyek a kaszpaz-fiiggd ttvonalat aktivaljak. A citokrom c koti és
aktivalja az Apaf-1-t (apoptotikus proteazt aktivalo faktor 1) és a prokaszpaz-9-et megformalva
ezzel az apoptoszomat. A masik felszabaduld proapoptotikus fehérje-csoport tagjai az AIF
(apoptozis indukalo faktor), az endonukleaz G és a CAD (kaszpaz aktivalta DNaz), melyek az
apoptozis késoéi eseményként szabadulnak csak fel. Az AIF a sejtmagba keriilve a DNS-t 50-
300 kb-os darabokra vagja és kondenzalja (Saelens 2004). Az endonukleaz G a sejtmagban a
kromatin hasitasaval oligonukleoszémalis DNS fragmentumokat hoz létre. Ezek utan a CAD is
felszabadul és miutan a kaszpaz-3 hasitotta és kozombositette inhibitorat az iCAD fehérjét, a
magba transzlokalodik €és tovabbi oligonukleoszémalis fragmentaciot, valamint erdteljesebb

DNS kondenzaciét okoz (Enari és mtsai,1998).

A mitokondriélis események szabalyozédsaban a Bcl-2 csalad fehérjéi jatszanak meghatarozé
szerepet, melynek tagjai koziil a Bax és a Bak fehérje képezi a mitokondrialis csatornat. E
fehérjék csatornaképz6 tulajdonsagat szabalyozzak az anti-apoptotikus (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-
XS, Bcl-w és A1) vagy a pro-apoptotikus csak BH3 domént tartalmazo6 (Bid, Bad, Bim, Bik,
Blk sth.) fehérjék elésegitve vagy gatolva a mitokondrialis porus formalodasat (Tsujimoto és

Shimizu, 2000).

A szenzitizalt CD8" T sejtek és az NK sejtek képesek megolni célsejteket. Ezek a sejtek
nemcsak extrinsic Utvonalon haldlreceptorok aktivaciojaval, hanem egy az eddigiektdl
kiilonbozé Uton is képesek elpusztitani a targetet. A folyamat soran perforint, egy
transzmembran poérust formalni képes fehérjét, illetve ezeken a porusokon at citoszolikus
granulumokat juttatnak a célsejtbe (Trapani és Smyth, 2002). A granulumok legfontosabb
OsszetevOl a granzim A ¢és granzim B szerin protedzok. A granzim B egyrészt hasitja a
prokaszpaz-10-et, valamint az iCAD faktort masrészt kapcsolodhat a mitokondrialis utvonalhoz
a Bid fehérje hasitasan, és igy a citokrém c felszabadulasanak indukalasan keresztiil. Emellett

12



a granzim B képes a kaszpaz-3 direkt aktivaciojara is, igy megkertilve a szignalizacios utvonalat
kozvetleniil aktivalodik a terminalis fazis. A granzim A kaszpdz-fliggetlen utvonalat indit el,

mely a DNS hasitasat eredményezi (Barry és Bleackley, 2002).

Az apoptdzis végsd terminalis utvonalaban iniciator kaszpazok (pl. kaszpaz-8,-9, és -10)
hasitjak effektor kaszpazok inaktiv formait aktivalva azokat. Az effektor kaszpazok (kaszpéz -
3,-6,-7) a sejt mas fehérje szubsztratjait hasitjak az apoptotikus folyamatok végrehajtasaként.
Ezek a szubsztatok példaul citokeratinok, PARP (poli-ADP-riboz-polimeraz), nuklearis fehérje
(NuMA) stb, melyek hozzajarulnak az apoptotikus folyamatok soran bekdvetkez6 morfologiai
¢s biokémiai valtozasokhoz (Slee és mtsai, 2001). A legfontosabb effektor kaszpaz a kaszpaz-
3, mely képes az iCAD inhibitort hasitani, igy aktivalni a felszabadul6 CAD endonukleazt
Emellett a citoszkeletalis reorganizaciot is iranyitja az aktin k6t6 fehérje a genzolin hasitasan
keresztiil. Az apoptotikus sejtek felismerését és felvételét teszik lehetdve a kiilsé membranba
keriil6 foszfatidil-szerin molekulak is, melyek kifordulasanak indukcidjaban szintén a kaszpaz-
8 és kaszpaz-3 jatszik szerepet. fgy gyulladasos folyamatok elinduldsa nélkiil lehetséges az
elhalt sejtek eltavolitasa (Elmore, 2007). Korabbi kisérletek kimutattdk, hogy a hipertrofias
zsirsejtek elsdsorban a mitokondridlis apoptdzis uton aktivalt apoptdzissal halnak el (Bid fiiggd)
(Alkhouri és mtsai, 2010), de ehhez hozzajarulhat a metabolikusan aktivalt makrofagok altal

termelt TNFa is (Kratz és mtsai, 2014).

4.2. Az apoptotikus sejtek eltakaritasa (efferocitozis)

A folyamatosan zajlé sejtelhalas kovetkeztében naponta tébb millio sejtet takaritanak el a
professzionalis és nem professzionalis fagocita sejtek gyulladds €s immunvalasz kialakulasa
nélkiil (Poon és mtsai, 2014). Az efferocitézis nem passziv folyamat, hanem gondosan
megkomponalt 1épések sorozata, melynek célja, hogy eltakaritsa a sejttesteket és limitalja a
potencialisan karosité anyagok kibocsatasat ezzel fenntartva az immunoldgiai toleranciat. Az
efferocitozist négy fo lépésre oszthatjuk: az elhald sejtek, ,taldl] meg” szignaljainak
kibocsatasa, a fagocitak felismerése és kapcsolodasa az elhalo sejt ,,egyél meg” szignéljaihoz,
az elhalt test bekebelezése, valamint a sejt degradéacioja és immunologiai feldolgozasa (Green

és mtsai, 2016).
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A célsejtek érzékelése soran az apoptotikus sejt kemotaktikus ,.talalj meg” jelek
felszabaditasaval képes a makrofagokat az elhalds helyszinére vonzani. Ezek a ,.talalj meg”
jelek lehetnek szolubilisak vagy kis membran vezikuldba csomagoltak. A nukleotidok, mint pl.
az ATP és az UTP kulcsmolekuldk a fagocitak szamara az apoptotikus sejtek megtalalasaban
(Elliott és mtsai, 2009). Bar nem, mint kemotaktikus szignalok, hanem azok jelatviteli
folyamatanak felerdsitdjeként vesznek részt a kemotaxis aktivaldsdban, onmagukban és
lebontasi termékeiken keresztiil (Kronlage és mtsai, 2010; Joos és mtsai, 2017). A nukleotidok
kibocsatasahoz sziikséges a pannexin 1 csatorna kaszpaz-3 altali aktivalodasa az apoptotikus
sejteken. Az apoptotikus sejtek lizofoszfatidil-kolin és a szfingozin-1-foszfat molekulak
szekretalasaval képesek monocitakat az apoptotikus sejtekhez vonzani (Lauber és mtsai, 2003;
Hait és mtsai, 2006). Bizonyos molekulak, koztik az intercellularis adhéziés molekula 3
(ICAM3) és a CX3C-kemokin-ligandum 1 proteolitikusan hasitott formaja (CX3CL1) az
apoptotikus sejtek daltal kibocsatott mikropartikulumokhoz kapcsolédva széllitddnak és
biztositjadk a kemotaxist a makrofagok szdmara. Ilyen vezikuldk éltal kozvetitett makrofag
toborzas csak bizonyos sejttipusokra jellemz0: példaul Burkitt-limfomara, vagy a germinalis

centrum apoptotikus B- sejtjeire (Truman és mtsai, 2008).

A fagocitdk szamara kibocsatott attraktdnsok mellett az apoptotikus sejtek kibocsatanak,
»,maradj tavol” (stay away) szignalokat is a gyulladasos immunsejtek tavoltartasara. A
laktoferrin, mint, ,maradj tavol” szignal megemelkedett expresszidjat tobb sejttipusnal
megfigyelték apoptdzis indukcidjat kovetden, ami megakadalyozza a neutrofil granulocitak

kemotaxisat és aktivaciojat (Poon és mtsai, 2014).

A fagocitak toborzasat kovetden az elhalt sejtekhez kapcsolodast az, ,.egyél meg” szignalok
biztositjak. Az apoptotikus sejtek jol meghatarozott markerkészletet fejeznek ki a
sejtfelsziniikon (apoptotikus sejtekkel asszocidlodd molekuldris mintazat — ACAMP) segitve a
fagocitak altali felismerést és megkotést. Az ,egyél meg” jelek koziil legjelentésebb a
foszfatidil-szerin plazmamembran kiilsé felszinére torténd expozicidja, mely a nekrozissal
ellentétben aktiv enzimatikus kaszpaz-fliggd mechanizmussal valosul meg (Leventis és
Grinstein, 2010). Az externalizalt foszfatidilszerint tobb ismert fagocita-receptor kozvetlentil is
felismeri, igy a T-sejt immunglobulin-mucin receptor (TIM4) (Miyanishi és mtsai, 2007), a
BAI1 (Park és mtsai, 2007), vagy a stabilizin-2 (Park és mtsai, 2008). Mas receptorok, példaul
a Mer tirozin kinaz (MerTk) (Scott és mtsai, 2001), a SCARF1 (Ramirez-Ortiz és mtsai, 2013),
¢s az av B3 / BS integrin receptor, mely utobbi CD36-tal (Savill és mtsai, 1992) vagy szoveti
transzglutaminazzal (TG2) egyiitt (Toth és mtsai, 2009) ismeri fel az apoptotikus sejteket,
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hidképz6 molekuldkat igényelnek a kotddéshez. A hidképzé molekulak példaul milk fat-
globulin-EGF 8-as faktor (MFG-E8), Gas6, trombospondin-1, protein S egyarant kotédnek a
fagocitak és az apoptotikus sejtek molekulaihoz is. A foszfatidil-szerin megjelenése ¢és
felismerése feltétele a bekebelezésnek, de nem minden esetben elégséges, igy mas ,,egyél meg”
jelek is segitik az efferocitozist. A kalreticulin feliileti expozicidja szintén hasonlo szerepet tolt
be, melyet a fagocitak az alacsony siiriiségii lipoprotein (LDL) -receptor-kapcsolodo fehérje
néven is ismert CD91 receptoraikkal ismernek fel (Ogden és mtsai, 2001). Az oxidalt LDL-
szerli csoportok és a glikozilalt felszini fehérjék is szolgdlhatnak, ,,egyél meg” jelekként,
melyek a scavenger receptorokhoz és a lektinekhez kotédnek. Mivel atmenetileg bizonyos €16
sejteken is megjelenhetnek foszfatidilszerin molekuldk, az €16 sejtek kifejeznek, ,,ne egyél
meg” molekuldkat is (CD31, a CD47 ¢s a CD61), melyek gatoljak a bekebelezést. Ezek az
apoptotikus sejtekrdl hianyoznak (Martinez, 2017). A receptorok némelyike, példaul a Tim-4
vagy a CD14 (Devitt és mtsai, 2004), az elhal6 sejtekkel torténd 6sszekapcsolodasban jatszanak
szerepet. Mas receptorok, példaul a CD36 (Greenberg és mtsai, 2006), a Mer tirozin-kinaz
(Mertk) (Cohen és mtsai, 2002), a stabilin-2 (Park és mtsai, 2008), a BAI1 vagy az integrin 3
és koreceptora, a TG2 (T6th és mtsai, 2009), viszont két parhuzamos, evolucidésan konzervalt
jelatviteli Gtvonalat inditanak be. Ezen szignalok alacsony molekulatomegii GTP-az, a Racl
aktivalasan keresztill a citoszkeleton ujraszervezddését valtjak ki (Kinchen és mtsai, 2005).
Kimutattak, hogy a kiilonb6z6é makrofag populaciok kiilonféle fagocita-receptorokat vagy
hidképzé molekuldkat hasznalnak az efferocitozishoz; a peritonealis makrofagok példaul sok
Tim-4-et fejeznek ki, mig az un. ,.tingible body” makrofagok MFG-E8-at termelnek (Miyanishi
¢s mtsai, 2007, Miksa €s mtsai, 2008).

Az elhalt sejtek bekebelezése soran valtozasok mennek végbe az membranszervezédésben
¢s az aktin citoszkeleton szerkezetében is, igy kialakulhat a ,,fagocitikus csésze”, majd a
fagoszoma. Ezt a folyamatot a RhoA, Cdc42 és Rac kis GTP-azok szabalyozzadk. A RhoA
aktivacioja gatolja, mig a Cdc42, és a Rac eldsegitik a bekebelezést (Nakaya és mtsai, 2006).
A folyamat soran aktinszalak elagazasait a coroninok, mig a fragmentacio folyamatat a gelsolin
és cofilin fehérjék segitik. Miutan a membran korbeveszi a célpontot és bezarodik, a partikulum

disztalis végénél 1étrehozza az 01j fagoszomat (Green és mtsai, 2016).
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A fagoszémanak érése soran megvaltozik a membran Osszetétele és a tartalma, igy
alkalmassa valik a bekebelezett tartalom emésztésére. Az 0j fagoszéma kiillonbozoé eredetii
vezikulumokkal fiziondl, igy hamar korai endoszémava alakul és belseje enyhén savassa
valtozik. A membranfuzios eseményeket a Rab5 kis GTPaz szabalyozza és toborozza az EEA 1
(korai endoszoma-antigén 1) fehérjét, melynek citoplazmatikus oldali fixalasaért a

foszfatidilinozitol-3-foszfat felelds

A korai endoszoma antigén elOsegiti tovabbi a fagoszoma érésében résztvevd fehérjék
felvételét, igy a Rab7-et is, mely a kés6i endoszomak egyik markere. A szimos endoszomaval
torténd fuzio ellenére sem nd a korai fagoszéma mérete, mert levalnak roluk vezikulumok,
melyek a transz-Golgi haldzathoz kapcsolodnak be. A fagoszoma-lumen savasodésa az aktiv
V-ATP-4zok fokozatos felhalmozodéasabol adodik, mely képes protonokat juttatni a fagoszéma
belsejébe citoszolikus ATP-t hasznalva energiaforrasként. A Rab7 kozvetiti a fagoszoma
interacting lysosomal protein) amely koétddik a dinein-dinaktin komplexhez és a fagoszomat a
mikrotubulusokhoz kapcsolja. Igy képes a késéi fagoszoma és a lizoszoma egymas iranyaba
mozogni, majd a membranfuziot kovetden kialakul a fagolizoszoma (Rosales és Uribe-Querol,
2017). A fagolizoszomaban torténik a fagocitalt partikulumok, a kiilonb6z6 makromolekuldk
lebontasa és feldolgozasa. Membranjuk Osszetételére jellemzd a foszfoinozitol-3-foszfat
feldisulasa és a mannoz-6-foszfat receptorok hianya, valamint nagy mennyiségli V-ATP-

azainak koszonhetben a bels6é nagyon alacsony pH (pH 4.5).

A fagolizoszomaban a szamos hidrolitikus enzim - katepszinek, proteazok, lizozimek és
lipazok mellett, melyek a makromolekuldk degradaciojaért felelnek, NADPH oxidaz is
talalhato, mely szuproxidot (O%) termel, karositva a fagolizoszoma tartalmanak
makromolekuldit (Kinchen és Ravichandran, 2008). A megemésztett makromolekuldk extra
energiat biztositanak, melyek sziikségesek a tovabbi fagocitikus folyamatokhoz. Azonban tal
sok energia képzddése esetén a fagocita sejtek fokozzak a mitokondrialis szétkapcsolodo
fehérje (UCP2) kifejezddését, mely csokkenti a mitokondrialis membranpotencidlt €s a reaktiv
oxigéngyokok kialakitasat is. A tovabbi hatékony fagocitikus folyamatok biztositasa érdekében
a peroxiszoma-proliferator aktivalt (PPAR)d/y és a maj X (LXR)a/P receptorok aktivacidjan
keresztiil az apoptotikus sejtek atprogramozzak a makrofagokat, nemcsak metabolizmusuk
megvaltoztatasaval, hanem fagocitikus receptoraik kifejezodésének fokozasaval is (Green és
mtsai, 2016). Mig a legtobb patogén célpont fagocitalasa gyulladdsos valaszt valt ki a
makrofagokbol, addig az apoptotikus sejtek azonnal gatoljak a gyulladasos citokin gének
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atirodasat a makrofagokban (Szondy és mtsai, 2017). Majd mind a nuklearis receptorok
aktivalodasa, mind a szolubilis medidtorok felszabaditdsa hozzajarul a gyulladas nélkiili valasz

fenntartasahoz (Simon és mtsai, 2018).

4.3. Az efferocitozis zavara és a betegségek kapcsolata

Az efferocitdzis zavara egyes autoimmun korképek tekintetében valt a leginkabb ismertté.
Bizonyos autoimmun folyamatok vonatkozasaban allat és human vonalon végzett kisérletek és
tanulmanyok is azt tdmasztjdk ald, hogy az adott korallapot kialakuldsa és az efferocitozis
zavara kozott szoros Osszefiiggés van. A legtobb knock out egértérzsben, melyben
megfigyelhetd az efferocitozis zavara, a szisztémas lupus erythematosushoz (SLE) tiineteihez
hasonl6 autoimmun tiinetek alakulnak ki (Hanayama és mtsai, 2004; Scott és mtsai, 2001;
Botto, 1998; Szondy és mtsai, 2003; Lewis és Botto, 2006). A human SLE kapcsan szintén
igazolt az elhalo sejtek eltavolitdsanak zavara (Mufoz és mtsai, 2010), tovabba bizonyitottan
allhat a fagocitozis genetikailag meghatarozott defektusa iS a betegség manifesztaciojanak
hatterében (Lewis és Botto, 2006). Az SLE-n kiviil azonban szamos mas patologias allapot is
Osszefliggésben lehet az efferocitozis zavaraval. A teljesség igénye nélkiil néhany ezek koziil:
tido és légati korképek (COPD, aszthma és a cisztikus fibrozis (Henson és Tuder, 2008),
atheroszklerozis (Seimon és Tabas, 2009), neurodegenerativ betegségek, mint a Parkinson-,
Alzheimer- és Huntington-kor (Mattson és mtsai, 2000), a 2-es tipusu diabétesz és az elhizas
(O’Brien és mtsai; 2002, Li ¢és mtsai, 2009), valamint a kronikus fogagybetegség
(parodontitisz). A zavart efferocitozis két okbol is kronikus gyulladashoz vezet: egyrészt az el
nem takaritott sejtek szekunder nekrotikussa alakulnak, és sejttartalmuk a szévetekbe kikeriilve
gyulladast indit, masrészt a zavart efferocitézis gyakran tarsul gyulladasi folyamatot gatlo

mechanizmus zavaraval is (Szondy és mtsai, 2014).

4.4. A szoveti (2-es tipusi) transzglutaminaz (TG2)

A szoveti transzglutaminaz egy valtozatos bioldgiai aktivitasokkal rendelkezd, kiilonleges
enzim. A transzglutaminazok (Folk és Chung, 1985) tiol- és Ca?*-fiiggd acil-transzferazok
csaladjat alkotjak, amelyek a peptidkotésben 1évé glutamin oldallancok y-karboxamid
csoportjai ¢és kiilonféle elsddleges aminok, példaul a lizin e-aminocsoportja kozotti kovalens

kotés képzodését katalizaljak bizonyos fehérjékben. A reakcid a fehérjék poszttranszlacios
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modositasat eredményezi e-(y-glutamil) -lizin keresztkotések létrehozasa és/vagy poliaminok
¢s hiszton fehérjékbe torténd kovalens beépitése révén. Ez idaig nyolc kiilonb6z6
enzimatikusan aktiv transzglutminazrdl szamoltak be (Grenard és mtsai, 2001). A TG2 igen
kiilonlegesnek szamit kozottiik, hiszen transzglutaminaz aktivitasa mellett GTP-4z (Nakaoka
¢s mtsai, 1994), protein diszulfid izomerdz (Hasegawa és mtsai, 2003), valamint protein kindz

(Mishra és mtsai, 2007) enzimaktivitassal is rendelkezik.

2. dbra A transzglutamindz 2 ismert konformdcidja. A fels6 abrak a transzglutamindz 2 enzim zart (1)

és nyitott (2) konformacioéit, valamint a konformaciok egyesiilését (3) mutatjak (Jeitner és mtsai, 2013).

A TG2 tulnyomorészt a citoplazmaban talalhato; a fehérje azonban szamottevd
mennyiségben van jelen a sejtmagban, a plazmamembranban €s az extracellularis matrixban is
(Féstiis és Piacentini, 2002). Fiziologias koriilmények esetén a TG2 transzamidalod aktivitasa
latens, kiilonféle patologids allapotokban viszont gyakran nyilvanul meg emelkedett Ca?*-
szinttel parosulva (Lorand és Graham, 2003). A GTP vagy a Ca®" bekotddése gatolja a TG2
transzamidaz, illetve GTP-az funkcidjat (ebben a sorrendben), amelyek in vivo egymast
kolcsonosen kizard enzimaktivitasok (Monsonego és mtsai, 1998). A kétezres évek elején
szdmos megfigyelés hangsilyozza a TG2 sejt—matrix kodlcsonhatdsokban betoltott szerepét
(Lorand ¢és Graham, 2003). Habar a TG2-nek nincs vezetd szekvencidja, és nincsenek sem
hidroféob doménjei, sem az endoplazmatikus retikulumban vagy a Golgi-apparatusban

végbemend poszttranszlacios modositasai, mégis sokféle sejt felszinén és az extracellularis
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matrixban is jelen van (Thomazy és Fésiis, 1989; Upchurch és mtsai, 1991). A sejten kiviil a
TG2 kolesonhatasba 1ép a f6 extracellularis proteinnek szdmité fibronektinnel (Hang és mtsai,
2005), illetve kiilonb6zo integrinekkel is; kozvetlen nemkovalens kolcsonhatast alakit ki
ugyanis az integrin B1 és B3 alegységeivel, valamint stabil harmas komplexeket képez az
integrinekkel és a fibronektinnel (Akimov és mtsai, 2000).

Ugyanilyen harmas komplex képzddik a makrofadgok felszinén az integrin B3 és az MFG-E8
molekulakkal is (Toth és mtsai, 2009). A TG2 integrin receptorokhoz torténd kapcsolodasa a
ligand kot6désétol fiiggetlentil is indukalja az integrin klaszterekbe torténé rendez6dését és

modosithatja az integrin jelatviteli itvonalat (Akimov és mtsai, 2000).

45. A TG2 kapcsolata az apopto-fagocitézis programmal

Fésiis, Falus és Thomazy vetették fel a 80-as évek végén, hogy a TG2 kapcsolddhat a sejtek
apoptozis programjaval, mivel a TG2 kifejezddését azokban a szovetekben talaltak kiilondsen
magasnak, amelyekrdl ismert volt, hogy gyors turnoveriiek, és magasabb sejtelhalasi rata
jellemz6 rajuk (Fésiis és mtsai, 1987). Mivel ekkor még szinte semmi sem volt ismert az
apoptozis programrol, feltételezték, hogy annak elinditdja lehet. Valoban, egér timocitakban a
(Szondy és mtsai, 1997), és a TG2 indukcidja szamos in vivo apoptozis modellben kimutathatd
volt. Igy a fehérje kifejez6dése fokozodik a timocitak kiilonféle jelekkel inditott apoptézisa
soran (Szondy és mtsai, 1997), az eml6 szoptatast kovetd involicidja soran, a sargatest sziiletést
kovetd visszafejlodésekor (Szegezdi és mtsai, 2000) vagy az elhaldo hepatocitdkban is
(Piacentini és mtsai, 1991).

A TG2 indukcidja kimutathatd az embrionalis fejlddés soran elhalo sejtekben is (Nagy €s
mtsai, 1997), vagy a HIV-fert6zott személyek elhald T-limfocitaiban is (Amendola és mtsai,
1996). Mindezek a megfigyelések vizsgalatok egész sorat inditottak el, amelyekben a TG2
kettds szerepét figyelték meg az apoptozis szabalyozasa szempontjabol. A TG2 a sejteken beliil
kalcium fiiggdé aktivaciot kovetden fokozta, apoptdzis programot, azaltal, hogy bizonyos
fehérjéket keresztkotott (pl. retinoblasztoma, RAP1GDS) (Fésiis és Szondy, 2005; Hsieh és
mtsai, 2013), illetve felvetették, hogy egyik doménje BH3 aktivitassal bir (Rodolfo és mtsai,
2004). Ugyanakkor Ugy tlinik, hogy a sejtek felszinén az integrin P jelatvitel fokozdsan
mind egyes daganatos sejtek tulélését segiti (Eckert, 2019). A TG2 sok sejtti torténd

expresszioja, €s az apoptozis programmal bemutatott kapcsolata miatt, nagy varakozas fogadta
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a TG2 hianyos egerek fenotipusat. Nagy meglepetésre azonban a TG2 hianyos egér szépen
fejlodott és semmilyen klasszikus apoptozis zavarra utald tiinetet nem mutatott (Boisvert és
mtsai 2006). Munkacsoportunk megfigyelései szerint ez varhat6 is volt, mivel egér timocitak
olyan szignalokra, amelyek in vivo elinditjak mind a TG2 kifejez6dését, mind az apoptdzist,
elhaltak in vitro is. Ugyanakkor in vitro a TG2 nem indukalddott benniik (Szegezdi és mtsai,
2000).

A TG2 null egereken munkacsoportunk altal végzett vizsgalatok azonban kimutattak, hogy
bar a TG2 egyértelmiien nem szilikséges az apoptotikus program elindulasahoz, az apoptotikus
sejtek helyesen lezajlo fagocitozisahoz azonban sziikség van ra. Noha az apoptotikus sejtek
részérdl a TG2 hozzajarulhat a fagocitdzishoz a foszfatidilszerin sejtfelszinre kihelyezédésének
elésegitése (Sarang és mtsai, 2007), illetve a makrofagok szdmaéra kemotaktikus faktorként
szolgald S19 ribonuklearis fehérje keresztkotése révén (Nishiura és mtsai, 1998), hianya a
makrofagokban okoz igazan lényeges funkcioveztést. Ez részben a TGF-f nevii immun
szupressziv citokin aktivacioban bekovetkezd hibaval hozhatd Osszefiiggésbe (Szondy és
mtsai, 2003), mivel a TGF-PB az apoptotikus sejteket bekebelezé makrofagokbdl szabadul fel
(Fadok és mtsai, 1998), és elomozditja az apoptotikus sejtek hosszutavu fagocitozisat (Rose és
mtsai, 1995).Laborunk eredményei k6z¢é sorulhatjuk annak bizonyitasat is, hogy a TG2-re a
noveléséhez a ,fagocitotikus csészében”. Az avB3-receptorok kulcsfontossdgli szerepet
jatszanak az apoptotikus sejtek felvételének elinditasdban (Akakura és mtsai, 2004), és a
sziikséges koncentracio hianydban az integrin 3 nem képes megfelelden aktivalni sem a Rac
jelatviteli Gtvonalat, sem az aktin citoszkeletalis Gjrarendez6dését. Ebben a folyamatban a TG2
mind az integrin B3, mind az MFG-E8 molekulahoz kotédik (Toth és mtsai, 2009). A
szovetintegritds megdrzésének érdekében a TG2 részt vesz az elhald és a fagocitozist végzo
sejtek kozotti parbeszédben. A laboratoriumunkban TG2 null egereken végzett korabbi in vivo
tanulmanyok eredményei alapjan azt feltételezziik, hogy a TG2 f6 szerepe in vivo az
apoptotikus-fagocitotikus folyamat vonatkozasaban annak biztositasa, hogy ha egyszer az
apoptozis elkezdddik, akkor gyulladas keltése €s lathatd szoveti sériilés nélkiil menjen végbe.
A TG2 ezt szamtalan modon éri el. Sok sejttipusban példaul az apoptdzis sebességét fokozza,
vagy kozvetleniil az apopototikus sejtekben (Rodolfo és mtsai, 2004; Sarang és mtsai, 2007),
vagy kozvetve a makrofagokban kifejtve hatasat, ahol az apoptotikus sejteket bekebelezd
makrofagok altal felszabaditott TGF-B-t aktivalja (Kojima és mtsai, 1993). A TGF-p ezt

kdvetden apoptozist valt ki a TGF-B-ra érzékeny sejtekben, példaul a timocitdkban (Szondy és
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mtsai, 2003). Emellett részt vesz a TG2 in vivo indukalasaban mind a makrofagokban, mind az
apoptotikus sejtekben, ezaltal egyfajta Onszabalyozé hurkot képez a TG2 expresszidjanak
szabalyozasaban (Szondy és mtsai, 2003).

A fehérjék TG2-fliggd keresztkotése €s a védorétegként szolgald fehérjeburkok képzdodése
megakadalyozza az artalmas sejttartalmak kiszabadulasat az apoptotikus sejtekbdl (Piredda és
mtsai, 1997), mig a TG2 a makrofagokban gyorsitja a fagocitozist (Szondy és mtsai, 2003). Az
apoptotikus sejtekben a TG2 radadasul eldsegiti a kemoattraktansok keletkezését (Nishiura és
mtsai, 1998), aminek koszonhetden a makrofagok konnyebben odatalalnak az apoptozis
helyére, illetve a foszfatidilszerin kihelyezddését (Sarang és mtsai, 2007), ami megkdnnyiti
szamukra az apoptotikus sejtek felismerését. A TGF-B ezen kiviil a gyulladaskeltd citokinek
1998; Falasca és mtsai, 2005). Ezek a mechanizmusok biztositjak, hogy az 6sszes nemkivanatos
sejt mielObb elpusztitasra és eltavolitasra keriiljon, elejét véve a masodlagos nekrozisnak és a
gyulladasnak. Abban az esetben, ha mégis nekrdzis kovetkezne be, a TG2 segit fenntartani a
szOvet stabilitasat és tamogatja a javitd folyamatokat (Nardacci és mtsai, 2003). A TG2-/-
allatokban mindezek a gyulladasgatld folyamatok zavartak, ami rovidtavon a gyulladast okozo
sejteknek az apoptdzis helyszinén vald megjelenését, hosszii tavon pedig autoimmunitas
kialakulasat eredményezik (Szondy és mtsai, 2003). A TG2 hidnya hajlamosit kronikus
gyulladasos megbetegedésekre, pl. atherosclerosisra is (Boisvert és mtsai, 2006).

4.6. A TG2 kifejezodésének szabalyozasa egér timocitakban

A TG2 in vivo expresszidja az elhald timocitakban transzkripcids szinten szabalyozott,
amelyet az bizonyit, hogy olyan egerekben, amelyek a béta-galaktozidaz riporter gént
hordozzak a TG2 promoter kontrollja alatt, a béta-galaktozidaz kifejezodése erds korrelaciot
mutat az endogén TG2 expresszioval (Szegezdi és mtsai, 2000). Mig in vivo a TG2 erésen
indukalodik az elhald timocitakban, a TG2 indukcidja in vitro mar nem figyelhetd meg, ha
ugyanazzal a stimulussal valtjak ki a sejthalalt (Szegezdi és mtsai, 2000). Ez arra utal, hogy a
szoveti kornyezetbdl érkezé szignalok jarulnak hozza az enzim in vivo indukcidjahoz az
apoptozis alatt 4llo timocitdkban. Az els6 TG2 expressziot szabalyozo szignalra véletleniil
bukkantak ra, amikor kideriilt, hogy a TG2 TG2-fiiggden indukalodik (Szondy és mtsai, 2003).
Mivel a TG2-r6l ismert volt, hogy a latens TGF-B-t aktivalja (Upchurch és mtsai, 1991), és a
TGF-p rendelkezik valaszad6 elemmel a TG2 promdterében (Ritter €s Davies, 1998), felmertilt

a TGF-B esetleges kozvetitd szerepe, amit végiill TGF-B neutralizal6 antitest injektalasaval
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bizonyitottak. A TGF-p azonban csak az egyik apoptotikus sejteket felvevé makrofagok altal
termelt szignal molekula volt, amelyrdl kideriilt, hogy hozzajarul a TG2 timocitakbeli
indukcidjahoz. Csoportunk kimutatta, hogy mind a retinoidok (Garabuczi és mtsai, 2013), mind
az adenozin (Sandor €és mtsai, 2017) efferocitézis fiiggd modon keletkeznek a makrofagokban,
¢és hozzajarulnak a TG2 in vivo indukcidjahoz. Mar korabban is retinoidok voltak a legjobban
ismert aktivatorai a TG2 kifejezddésének egy harom részbdl alld valaszadd elemen keresztiil,
amely a TG2 promoterében a transzkripcids start helytdl 1.7 kb tavolsagra felfelé helyezkedik
el (Nagy és mtsai, 1996). A makrofagok altal kibocsajtott, a timocita TG2 kifejezddését
egylittesen szabdlyoz6 szigndlok meghatarozdsa tette lehetévé, hogy megtaldltdk és
karakterizaltak a TG2 kifejez6désének szabalyozasban résztvevd enhanszereket is. Ezek az
enhanszerek a transzkripcid kezd6helyétdl +30 kb, -7,9 kb, -13 kb, -20 kb és -28 kb tavolsagra
helyezkednek el és egy szuperenhanszert alkotnak. Mindegyikiik koti a retinoid receptorokat,
de a tobbi szignal érzékelésében és a szignalokra adott transzkripcids valasz 6sszehangolasaban
a -13 kb és -20 kb tavolsagban elhelyezkedd enhanszer vesz részt. igy mind a TG2
promoterének, mind az enhanszereken torténd TG2 expresszid szabalyozasnak kulcsszignaljai

a retinoidok, amelyek az A vitamin szarmazékai (Sandor és mtsai, 2016).

4.7. Az A vitamin anyagcseréje

Az A-vitamin homeosztazist a retinoidok szallitasaban, termelodésében és lebontasaban
résztvevd enzimek és fehérjek halozata szabalyozza. A taplalékkal felvett A vitamin (retinol)
retinolk6td fehérjéhez kapcsolodva szallitodik a vérben, és foleg a méj Ito sejtjeiben
raktarozodik (Moise és mtsai, 2007). Az A-vitamin élettani funkcioit foként sajat metabolitjai,
a retinaldehid és a retinsav (RA) kozvetitik. Ezek végrehajtasdban a konverziokat katalizalo
enzimek sokasaga segiti (Duester, 2000). A retinol retinalla (retinaldehiddé), majd annak
retinsavva torténd atalakulasa két oxidacios lépésben valosul meg (Theodosiou és mtsai, 2010).
A retinol reverzibilisen retinaldehiddé, majd a retinaldehid irreverzibilisen retinsavva alakul
(Napoli, 1999). A retinol két enzimcsalad, az alkohol-dehidrogenazok (ADH-k) és a retinol-
dehidrogenazok (RDH-k) vagy rovidlancu dehidrogenaz/reduktdzok (SDR-ek) segitségével
oxidalédik reverzibilisen retinaldehiddé. Ebben a 1épésben két RDH (az RDH2 és az RDH10)
jatszik kiemelt szerepet a kiilonboz6 szovetekben (Wu és mtsai, 2004). A termelt retinaldehid
szamos jelentds €lettani szereppel bir. A latast példaul a fotonaktivacid hatdsara a rodopszinhoz
kotott 11-cisz-retinal medialja. Ujabban a retinaldehidet a peroxiszoma-proliferator aktivalt

receptor Y (PPARY) antagonistajanak is tekintik (Ziouzenkova és mtsai, 2007). A retinsavat a
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hepatocitakban bizonyos enzimek, példaul a citokrom-P450 26A1 (CYP26A1) még hidrofilebb
termékekké modosithatjak tovabb (Abu-Abed és mtsai, 2001), ami egyben Kkiiiritésiiket is
elésegiti. A retinsavak a sejtben celluldris retinsavkotd fehérjékhez (CRABP) kapcsolodva
talalhatok. Ezek koziil a I1-es a retinsavak magi transzportjat segiti elé, mig az I-es a lebontas
felé iranyitja a metabolizmusat, igy keletkezésiikon vagy receptoraikon kiviil ezen két fehérje

kifejezddésének aranya is szabalyozza, hogy az egyes sejtek valaszolnak-e retinsav szignalra

(Dong és mtsai, 1999).

Citoplazma

ROH ROH /> RE

|

RAL

transz-RA

3. dbra A retinsavak az A-vitamin aktiv metabolitjai, melyek hatasukat magreceptorokon keresztiil fejtik
ki a sejtben. (ROH — retinol, RE - retinil-észter, ADH - alkohol-dehidrogenaz, RAL — retinaldehid,
RALDH - retinaldehid-dehidrogenaz, transz-RA — transz retinsav, CRAB PII - cellularis retinsav kotd
fehérje II, CRAB PI - cellularis retinsav kot6 fehérje 1, 9-cisz-RA - 9cisz retinsav, CYP26 - citokrom P-
450 fehérjék, RXR - retinoid X receptor, RAR - rertinsav receptor, RARE - retinsav receptor valaszado

elem)
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A retinsavak fiziologias hatasaikat a sejtmagban elhelyezkedd, a magi receptor csaladba
tartozo retinoid receptorokon retinsav (RAR) és retinoid X (RXR) receptorokon keresztiil fejtik
ki. (Mangelsdorf és mtsai, 1995). Ezek a receptorok ligandfiiggd transzkripcids faktorok,
amelyek a célgének specifikus valaszadd elemeihez (RARE, RXRE) kotddnek, és RAR/RXR
heterodimerek vagy RXR homodimerek forméjaban transzaktivaljak az adott célgént. Az RXR
emellett szamos mas lipidérzékeld magreceptorr univerzalis heterodimerizacios partnere is, pl.
a makrofag bioldgidban meghatarozo szerepet jatszd LXR és PPAR receptoroké is (Willy és
mtsai, 1995; Kliewer és mtsai 1992).

A csupa-transz retinsav (ATRA) és a 9 cisz retinsav (9cRA) ekvipotensek a RAR aktivaciojat
illetéen, mig az ATRA 50-szer kevésbé hatasos aktivatora az RXR-nek, mint a 9cRA (Heyman
¢s mtsai, 1992). Bar az ATRA nem kotddik az RXR receptorokhoz, feltételezik, hogy az ATRA
a sejtekben 9cRA-va alakulhat, nem enzim katalizalta modon (Shih és mtsai, 1997). Bar sokaig
elfogadott volt, hogy az RXR természetes aktivatora a 9cRA, a megjelend 0j technikak,
amelyek lehetové tették, hogy szovetekben is detektaljak a retinsavakat, nem tamasztottak ala
ezt a feltételezést, mivel egyetlen szovetben sem tudtak 9cRA-t kimutatni (Kregzel és mtsai,
2019). Ezt alatamasztandoan, bar retinsavak keletkezését munkacsoportunk is ki tudta mutatni
egér apoptozisba 1épd timocitadkban egy olyan RARE LacZ transzgén egérben, amelyben a
bejuttatott LacZ riporter gén kifejez6dése egy adott sejtben a retinsav szignaltdl €s a retinsav
receptorok kifejez6désétdl fiigg (Garabuczi és mtsai, 2013), mi sem talaltuk a klasszikus ATRA
¢s 9CRA retinsavakat. Ehelyett egy retinaldehid-dehidrogenaz-fiiggé modon termel6do, a
molekulatomege alapjan feltehetéen dihidroretinol-szarmazék cstcsot —detektaltunk

apoptotizalo timuszban (Sarang és mtsai, 2014).

4.8. Retinol-szaturaz (RetSat) enzim

A retinol-szaturaz (RetSat) egy NADH/NADPH- vagy FADH-fiiggé oxidoreduktaz, amely
nagy mennyiségben termelddik a majban, a zsirszovetben és a vesében (Moise és mtsai, 2004).
A RetSat kifejezodésének f6 transzkripcios szabalyozoi a PPARa €s az un. ,,forkhead box O1”
(FoxO1) a majban (Shin és mtsai, 2012), illetve a PPARYy a zsirszovetben, ahol a RetSat
expressziojat a prekurzor sejtek adipocitakka torténd differencialodasa inditja be (Schupp és
mtsai, 2009). A retinol-szaturaz sztereospecifikusan telitetté teszi a csupa-transz-retinol C13-
C14 kettos kotését, igy az (13R)-csupa-transz-13,14-dihidroretinolla alakul at. Ez a vegyiilet

megtalalhatoé a retinol-szaturazt expresszald sejtekben és a retinil-palmitattal etetett egerek
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majaban (Moise és mtsai, 2008) is. Az csupa-transz-13,14-dihidroretinol (dihidroretinol) in vivo
csupa-transz-13,14-dihidroretinsavva oxidalodik, amely a retinsav receptor (RAR) szelektiv
agonistaja, valamint 9-Cisz-13,14-dihidroretinsavva, amely az RXR receptor szelektiv
agonistaja (Moise és mtsai, 2009). Egyesek feltételezik, hogy a 9-cisz-13,14-dihidroretinsav
lehet az RXR régota keresett fiziologias ligandja (Krezel és mtsai, 2019). Egyes kutatasok
azonban arra is ramutattak, hogy a RetSat més bioldgiai funkciokkal is rendelkezhet, mivel
hianyanak nem minden kdvetkezménye allithatd vissza dihidroretinol adasaval (Schupp és

mtsai, 2009; Heidenreich és mtsai, 2017).

4.9.  Retinoidok és az apoptotikus sejtek fagocitézisa

Bar az apoptotikus sejteket felvevé makrofagok altal termelt retinoidok részt vesznek a TG2
kifejez6désének szabalyozasaban az apoptotikus sejtekben, a keletkez6 retinoidoknak nem ez
az egyediili feladata. Laboratériumunkban kordbban folyt kisérletek kimutattdk, hogy
retinoidok és retinoid receptor agonistak hatdsara in vitro a makrofagok apoptotikus sejtet
eltavolito képessége jelentdsen megndvekszik. Ez a hatds ugy valosul meg, hogy a retinoidok
az RARa aktivalasan keresztiil fagocit6zishoz kapcsolt fehérjék (koztiik a TG2 is) kifejezddését
fokozzak. Az RXR receptorokat is aktivalé retinoidok hatasosabbnak bizonyultak valdsziniileg
azért, mert az egyes fagocitdzis gének atirddasat fokozdo PPAR és LXR receptorok miikddét is
képesek voltak aktivalni az RXR ligalasan keresztiil (Sarang és mtsai, 2014). Az apoptotikus
sejtek fagocitozisa soran a retinoidok termel6dése magaban a makrofagokban torténik
(Garbuczi és mtsai, 2013) azaltal, hogy az apoptotikus sejtek lipidjei altal aktivalt lipidérzékeld
magi receptorok indukaljak mind a retinsav képzddésben résztvevd retinol szaturaz és RALDH
enzimek kifejezddését, mind pedig az RARa kifejezddését (Garabuczi és mtsai, 2013; Sarang
¢s mtsai; 2014). A keletkez0 retinoidok pedig részben az RARa részben a fagocitézist fokozo
RXR heterodimer transzkripcios faktorok aktivalasan keresztiil fokozzdk szdmos fagocitdzis

kapcsolt fehérje kifejezddését.
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4. dbra Az LXR indukcidja fokozza a makrofigok apoptotikus sejteket fagocitalo képességét. Az
apoptotikus sejt lipidjeinek hatasara aktivalodo LXR célgénjeiek, mint példaul a Mer tirozin-kinaz, az
ABCALI, SREBPcl és a RARa. fokozott atirasat inditja el. Magaban az LXR gén promoterében is
egy autoregulacioés mechanizmus révén. Az SREBPc1 kdzvetve hozzajarul a retionidok termelédésének
fokozddasahoz a RALDHI kifejez6désének serkentésével. A termelt retinoid az LXR és RAR
receptokra hatva a MerTK, valamint a TG2, Tim4, stabilin-2, CD14 és Clgb fagocitikus gének
felszabalyozasan keresztiil fokozza a fagocitozist. (LXR — maj X-receptor, RXR - retinoid X receptor,
maj X valaszado elem, MerTK - Mer tirozin kinaz receptor, ABCA 1 — ATP-kot6 kazettatranszporter,
SREBP-1c - szterol szabalyozo elemet kotd fehérje 1c, RARa - rertinsav receptor a, RALDH -
retinaldehid-dehidrogenaz, TG2 - szoveti transzglutaminaz 2, C1qgb - complement komponens 1q, Tim4

- T-sejt immunoglobulin mucin protein 4).

4.10. Az obezitas- egy komplex immun-metabolikus kérkép

Az elhizds olyan anyagcserezavar, melynek soran kiillonbozé hatdsokra (genetikai,
idegrendszeri, endokrin vagy kornyezeti) az energiahdztartds egyensulya a taplalékfelvétel
novelésének iranyaba tolodik el. A szervezetben a normaélis mértéket meghalado

zsirfelhalmozodas torténik. Tulsulyosnak a 25-30 kg/m?, elhizottnak a 30 kg/m? feletti
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testtomeg-indexli egyéneket tekintjiik. Az elhizas tarsulhat olyan gyakori betegségekhez, mint
az inzulin-rezisztencia, 2-es tipust diabetes, kardiovaszkularis betegedések, tumoros
megbetegedések és hozzajarul a metabolikus szindroma kialakuldsdhoz is (Goossens €s mtsai,
2017). Az elhizasnak szertedgazo6 patobiokémiai hatasat figyelhetjiik meg az egész szervezetre
nézve. A megnovekedett taplalékbevitel hatdsara a zsirsejtek szama megndvekszik, majd ezek
a sejtek egyre nagyobb méretiivé — hipertrofidssa - valnak a ndvekvo mennyiségli zsir tarolasa
kovetkeztében (Hausman és mtsai, 2001). A zsirszovet az energia tarolasa mellett endokrin
szervként is funkcional, igy kiilonbozo bioaktiv anyagokat szekretal. Specifikus hormonjai az
adipokinek, melyek hatisat a maj, az izomszovet és az agy is képes érzékelni befolydsolva
ezaltal a szervezet energiaegyensulyat, és metabolikus miikodését (Kershaw és Flier, 2004).
Azonban elhizasban a hipertrofias zsirsejtek adipokintermelése megvaltozik, a gyulladaskeltd
¢és gyulladasgatlo adipokinek aranya felborul: kevesebb adiponektint, termelnek, valamint tobb
rezisztint és leptint szekretalnak (Jung és Choi, 2014). A nagymértékii hasi zsirtémeg
novekedését a vaszkularizacios folyamatok nem tudjak kdvetni, igy a szovetben hipoxia alakul
ki. Hipoxia hatasara a zsirsejtek Bid-medialt apoptozissal halnak el, és a felszabaditott
kemoattraktansok - MCP-1, szolubilis IL-6 receptor (Kanda és mtsai, 2006; Kraakman és mtsai,
2015) - hatasara makrofagok vandorolnak be a szovetbe (Alkhouri és mtsai, 2010). Az elhald
zsirsejtek bevandorldé makrofagok altali bekebelezése, eltakaritasa kulcsfontossdgli az
elhizashoz kapcsolddd patologids folyamatok aktivalasaban (Strissel és mitsai, 2007). A
zsirsejtek elhaldsa, olyan meghatarozé a kovérséghez kapcsolodd patologias folyamatok
elinditasaban, hogy Bid hianyos egerekben, ahol a hipertrofids zsirsejtek elhaldsa késdbb
kovetkezik be, annak ellenére, hogy az elhizas mértéke azonos, a patologias folyamatok is csak
a zsirsejtek elhaldsanak aranyaban detektalhatok (Alkhouri és mtsai, 2010). Ugyanakkor a
kaszpaz-8 zsirsejt specifikus aktivalasa gyorsitja a folyamatokat (Pajvani és mtsai, 2005). A
makrofagok szerepét pedig az bizonyitja, hogy ha bevandorldsukat megakadalyozzuk a
zsirszovetbe példaul a szolubilis IL-6 jelatvitelének gatlasaval, akkor e patoldgias folyamatok

is blokkolodnak (Kraakman és mtsai, 2015).

Az elhizott egyének zsirszovetében a makrofagok aranya elérheti akar az 50%-ot is
(Weisberg és mtsai, 2003). A folyamatok eredményeképpen kialakul egy kronikus alacsony-
szintll gyulladés, amit nemcsak a zsirsejtek gyulladasos faktorai, de a makrofagok fenotipusa is
elésegit (Wellen és Hotamisligil, 2003). Ugyanis a nem elhizott, normal zsirszovetben talalhaté
makrofagokkal ellenétben - melyek gatoljak a gyulladadsos folyamatokat - az elhizottak

zsirszovetében metabolikusan aktivalt makrofagok taldlhatok. Ezen tipusa a makrofagoknak
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metabolikus betegségekben alakul ki magas gliikkdz, inzulin és palmitat szint mellett, és
gyulladasos citokineket (IL1B, TNFa, MCP-1) termel, hozzajarulva a zsirszovetben meglévo
gyulladasos kornyezethez (Coats és mtsai, 2017).

A metabolikusan aktivalt makrofdgok egyrészt internalizdljdk az adipocitak altal leadott
zsirsavakat és zsirtartalmi vezikulumokat (Flaherty és mtsai, 2019), ezaltal csokkentve a
zsirterhelésiiket, masrészt eltakaritjdk az apoptotikus sejteket. A makrofagok reagalnak a
zsirszoveti faktorokra, melyek lizoszoma-biogenezist inditanak el a sejtekben a megnovekedett
zsirtartalom metabolizalasa céljabol (Xu ¢és mtsai, 2013). Aktivalodnak lizoszéma
keletkezéséhez ¢s miikodéséhez sziikséges gének ugymint a Lamp2 és Laptm5, strukturalis
gének, hidroldzok savas lipazok, foszfatazok és proteazok (Lipa, Acp5 és Ctsk) génjei, savas
pH kialakitasahoz sziikséges ionpumpak és egyéb transzportfehérjék génjei (Coats és mtsai,
2017). A zsirtomeg elsddlegesen a hasi €s a bor alatti zsirszovetben raktarozodik, viszont az
elhizas elorehaladtaval a hipertrofias zsirsejtek egyre nagyobb aranyban halnak el, igy
atrendezdédnek a zsirraktarak (Ouchi és mtsai, 2011). Az atrendez6dés soran a lipidlerakddasok
jelennek meg a vazizomban és a majban is, ami tovabbi funkcionalis karosodasokat okozhat. A
gyulladési citokinek és a rezisztin egyidejii megemelkedett termelddése gétolja az inzulin
jelpalyajat, és ez inzulinrezisztencia kialakulasahoz vezet. A fokoz6dd inzulin rezisztenciat
eleinte kompenzilja a megemelkedett inzulin szint, késébb azonban kettes tipusu

cukorbetegség alakul ki.

4.11. Zsirsejtek fagocitozisa elhizasban

Mivel az adipocitak lényegesen nagyobb méretiiek, mint a makrofagok, és nagy mennyiségii
lipidet tartalmaznak, nem a hagyomanyos fagocitikus uton torténik a bekebelezésiik és
eltakaritasuk. A zsirszovetbe bevandorolt makrofagok a zsirsejtek koré szervezddnek €s egy
korona-szerti struktarat (crown-like structure) hoznak léte (Cinti és mtsai, 2005), amelyek
valdjaban a szovettani kétdimenzios leképezései annak, hogy egy elhalt zsirsejt felvételében
egyidejiileg szdmos makrofag vesz részt, amely a zsirsejtet korbevéve, azzal kozvetlen
kontaktusba 1ép. A hipertrofikus adipocitak triglicerideket €s a nem-észterezett zsirsavakat
szabaditanak fel, amelyeket a makrofagok képesek internalizalni. A makrofagokbol nagy
mennyiségil lipid felvétele utan habos sejtek alakulnak ki, melyeknek telitddik a metabolikus
rendszeriik és nem képesek megfeleléen betdlteni a funkcidjukat hozzajarulva ezzel a

metabolikus szindroma kialakulasahoz (Coats és mtsai, 2017). A makrofagok képesek az

28



extracellularis matrixhoz szorosan kotddé nagyobb méretii partikulumok extracellularis savas
litikus kompartmentben torténd emésztésére. Ez a folyamat az exofigia, melyet
atherosclerosisban figyeltek meg az aggregalt LDL makrofagok altali degradécioja vizsgalva
(Haka és mtsai, 2009). Elhizasban hasonlé mechanizmusok jatszanak szerepet a zsirsejtek
cltakaritasaban. A folyamatot lizoszémalis exocitozisnak nevezték el, mert szovettani képeken
az latszott, hogy a makrofag zsirsejt hataron felhalmoz6dnak a LAMP1 molekulat kifejezo
lizoszoémak, melyek membranja mintha fuziondlna a makrofag sejtmembrannal és egyidejlileg
a zsirsejt membrannal egy kiilsO zsiremésztésben résztvevo teret hozva ezzel 1étre (Haka és
mtsai, 2016). Az extracellularis katabolikus folyamatok soran a makrofagok lizoszémalis
hidroldzokat haszndlnak az apoptotikus adipocitdk emésztésé¢hez. A hidroldzok savas
kornyezetet igényelnek, ennek megfeleléen az alacsony pH-ju régiok meg is jelennek az
extracellularis kompartmentben, de ezek iddszakosak, atmenetiek és percek alatt eloszlanak. A
savas kornyezetet V-ATP-4zok biztositjak protonokat pumpalva a citoplazmabol a lizoszoémalis
szinapszisba (Haka és mtsai, 2016). A lizoszomalis exocitozis sebességének szabalyozasaban a
TLR2 vesz részt (Coats és mtsai, 2017), melynek ligandjai tri- és diacilglicerol peptidek is
(Oliveira-Nascimento ¢és mtsai, 2012), amelyek felszabadulhatnak elhal6 zsirsejtekb6l. Ezen
kisérletek kozldi feltételezték, hogy a zsirsejt teljes emésztése lizoszomalis exocitdzis tjan
torténik meg. Eredményeimben majd bemutatom, hogy mi egy kicsit atértelmeztiik ezt a

lizoszomalis exocitozis folyamatot.
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5.

Célkituzések

Mivel a rendelkezésre allo adatok arra utalnak, hogy a zsirsejtek elhalasa és azok
eltakaritasa kdzponti szerepet jatszik a metabolikus szindroméaban megfigyelhetd
patologias valtozasok elinditasaban, kisérleteinkben hosszabb tdvon arra keressiik
a valaszt, hogy sériil-e az apoptotikus zsirsejtek felvétele, ha magas a zsirtartalmuk.
E kérdés megvalaszolasdhoz elsé 1épésként azt vizsgaltuk, hogy az elhalt sejt
eltakaritas genetikus zavara (a TG2 hianya) fokozhatja-e a metabolikus szindroma

kialakulasat magas zsirdiétan tartott egerekben.

Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan felmeriilt, hogy az elhald sejteket
eltakarito makrofagokban az efferocitozis fokozddasa a retinol szaturaz ttvonalon
keresztlil keletkezé retinoidok 4ltal valosul meg. Ezért kisérleteim maésodik
részében azt vizsgaltam retinol szaturdz hianyos egerekben, amelyek egyébként
fokozottan halmoznak fel zsirt normal diétan tartva is, hogy a retinol szaturdz enzim

hidnya befolyasolja-e az efferocitdzis folyamatat.
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6. Anyagok és modszerek

6.1. Reagensek és vegyszerek

A reagensek nagy részét a Sigma-Aldrich (Budapest, Magyarorszag) cégtdl szereztiik be.

Amennyiben nem, azt kiilon jeleztem.

6.2. Kisérleti allatok

Az etetési kisérlet 16 hete soran nyolchetes a him, TG2-hianyos (De Laurenzi és Melino,
2001) egereket és vad tipusu testvéreiket kiilon ketrecekben tartottunk (ad libitum etetés viz és
taplalék biztositasaval). Az elsé két hétben az allatokat magas szukrdz/alacsony zsirtartalmu
étrenden tartottuk (HSD; 10% kcal% zsir; 17% kcal% szukrdz; Research Diets Inc. D12450H).
Ezt a bevezetd iddszakot kdvetden az egereket két csoportra osztottuk: a HSD csoport a HSD-
étrenden maradt, mig a HFD csoportot magas szukrdz/magas zsirtartalmu étrendre (HFD; 45%
kcal% zsir, 17% kcal% szukrdz; Research Diets Inc. D12451) tettiik at a kdvetkezd 14 hetes
periodusra. A kontroll csoport egereit mindvégig normal diétan tartottuk (ND; 13% kcal% zsir;
4.6% kcal% szukrdz; Special Diets Services, VRF1 (P)). A csontveld-transzplanticion atesett
(bone marrow transplanted, BMT) egereket a kisérlet teljes ideje alatt specifikus,
patogénmentes kornyezetben (autoklavozott sziirOtetds ketrecekben) tartottuk, és a
transzplantaciot kovetd négy héten at ivoviziikbe antibiotikumokat (amoxicillin/klavuldnsav,
500 mg/ 125 mg/l ivoviz) adagoltunk. A transzplantaciot kovetd 2 hétben normal étrendben
részesiiltek, majd 16 hétig a HFD étrend szerint etettitk 6ket. Az in vivo LXR liganddal valo
kezeléshez az egereket a csontvel6-transzplantacié utan 20 mg/kg/nap GW3965-tel (AbMole,
M1929) kiegészitett HFD étrenden tartottuk a fent leirtak szerint. Az allatokat 12 oras
periodusokban valtakozé modon vilagos/sotét helyen tartottuk, és ad libitum etettiik és itattuk
Oket. Az egerek testtomegét és a bevitt taplalék mennyiségét hetente regisztraltuk.
Szovetmintdk gylijtéséhez az egereket a 17. héten izofluran tuladagolasaval kiiktattuk a
Debreceni Egyetemen alkalmazott szabalyzatnak megfeleléen. A retinol-szaturaz enzimhez
kapcsolodo kisérleteket 4 hetes, 2—4 honapos vagy 1 éves C57BL/6J RetSat+/+ egereken,
illetve RetSat—/— testvéreiken végeztik (Moise €s mtsai, 2010). A timuszban torténd
génexpresszio, illetve a timuszsejtek 0Osszetételének meghatarozdsdhoz 4 hetes egereket

intraperitonealisan vagy 0,3 mg dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldott dexametazon-acetattal
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(DEX), vagy csak a vivoanyaggal oltottunk be, vagy pedig 5 Gy sugarzasnak tettiik ki 6ket. A
timuszban végzett DEX kezelés hosszu tavl hatasainak meghatarozasadhoz 4 hetes egereket 6
napon keresztiil naponta egyszer 1 mg/kg DEX-szel oltottuk, majd 0,5 Gy sugarzasnak tettiik
ki 6ket a Lauber ¢€s tarsai altal leirt moédon (Lauber és mtsai, 2013). Az egereket a Kisérleti
Allathazban, specifikus patogénmentes koriilmények kozott tartottuk. Az osszes kisérletet a
Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak (DEMAB) jovahagyasaval

végeztik

6.3. Csontvelé-transzplantacio6

A recipiens csontveld eltavolitasahoz a recipiens BoylJ, TG2-null és TG2+/+ vad tipusu
egereket (7 hetes himeket) Theratron 780C kobaltagyt alkalmazasaval 11 Gy sugarzasnak
tettiik ki. Az irradiaciora keriild allatokat atlatszo, lapos, kor alakua ketrecbe (,,mouse pie cage”)
helyeztiik, amelyben akar 11 (éber) egér is elfért. A besugarzast kovetden a BoyJ, TG2-null és
TG2+/+ vad tipusu egerek combcsontjabol, sipcsontjabdl és felkarcsontjabol (steril RPMI 1640
médiummal) kimosott, izolalt csontveldi sejteket retro-orbitalis injekcidval beadtuk a recipiens
egerekbe (20 x 106 csontveldi (BM) sejt/egér). Ez a BMT CD45 kongenikus kisérleti modell
lehetdvé tette, hogy megvizsgaljuk a donornak, a kompetitornak és a gazdaszervezetnek a
CD45.2 allél varidnst hordoz6 kongenikus egerek Osszehasonlitdsa). Mindehhez késdébb,
altaldban 8-12 héttel a csontveld-transzplantacidt kovetden daramldsi citometridval
meghataroztuk a CD45.1 és CD45.2 hozzdjarulasdnak mértékét. Roviden Osszefoglalva, az
egerek farkanak végébdl egy aprod darabot levagtunk, és a kiserkend egy csepp vért 0,5 ml
foszfat-pufferolt sooldatba (PBS) cseppentettiik, amely 1% foetalis borji szérumot és 10 U/ml
heparin puffert tartalmazott (a mintékat jégen hiitottiik). A sejteket kdzvetleniil ezutan 2 pl egér
anti-egér CD45.2-FITC (104-es klon) és 2 pl patkany anti-egér GR1-PE (RB6-8C5-6s klon)
antitestekkel (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA) festettilk, majd jégben 30 percig
inkubaltuk. Kétszeri, jéghideg PBS-foetalis borju szérum-heparin puffer keverékkel torténd
mosas utan a sejteket 0,5-1 ml BD FACS lizal6 oldatban (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA)
szuszpendaltuk, szobahdmérsékleten 5 percig inkubaltuk, majd centrifugaltuk (400 x g, 5 perc,
4 °C). A kétszeresen festett mintdkat FACS (BD FACS Calibur) késziilékben vizsgaltuk, és
meghataroztuk a donor sejtek ardnyat. A repopulécié mértéke granulocita frakciora kikapuzva

95% 1616tt volt.
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6.4. A csontveldi makrofagok izolalasa és metabolikus aktivacidja

A csontveldi sejteket 3—6 honapos him TG2-null egerek és vad tipusu tarsaik combcsontjabol
izolaltuk. A csontveldi makrofagokat 7 napig 10% FBS-t, 2 mM L-glutamint, | mM nétrium-
piruvatot, 50 uM 2-merkaptoetanolt és 100 U/ml penicillin/100 pug/ml streptomycint, valamint
10% L1929 fibroblaszt kondicionalt médiumot tartalmazé DMEM oldatban differencialtattuk.
A metabolikus aktivaciohoz a differencialtatott makrofagokat 30 mM D-gliikkoz, 10 nM inzulin
¢és 0,4 mM natrium-palmitat keverékével kezeltiik 24 (16) oran keresztiil. A natrium-palmitat
oldat készitéséhez 200 mM torzsoldatot 70%-os etanolban higitottunk, majd 10%
zsirsavmentes, alacsony endotoxintartalmi BSA-hoz (pH 7,4-re allitva) adtuk, igy 5 mM
palmitat-BSA torzsoldatot kaptunk, amelyet egy 0,22 um-es, alacsony fehérjekotd kapacitassal
rendelkezd szlr6n atszlrtiink. Az eljards soran a kontroll kezelésekhez BSA/etanolt
hasznéltunk. Néhany kisérletben a 24 o6ras metabolikus aktivalas soran a csontveldi
makrofagokat 2 uM végkoncentracioban PP2-vel, a fehérje tirozin-kindzok Src csaladjat
reverzibilisen, ATP-kompetitiv mddon gatld inhibitorral, vagy pedig 0,5 mg/ml RGD peptiddel
(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) kezeltiik.

6.5. 3T3 sejtek tenyésztése és differencialtatasa

3T3-L1 egér preadipocitadkat (ATCC, Manassas, VA, USA) szubkonfluens kultiraban
tartottunk 4.5 g/l D-gliik6zt, 2 mM L-glutamint és 10% (v/v) magzati borja szérumot tartalmazo
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) médiumban. A differencialtatashoz 2 nappal a
konfluencia elérése utan 2 pg/ml inzulin, 0,5 mM izobutilmetilxantin, és 0,25 uM dexametazon
adtunk a sejtekhez. A sejteket harom napig ebben a médiumban, majd tovabbi két napig 1 pg/ml
inzulinnal kiegészitett médiumban tartottuk. Tiz nap differencialtatas utan az FBS-t elhagytuk
a médiumbol és a sejteket még egy napig tenyésztettiik, hogy apoptozist inditsunk el (Niesler
¢s mtsai, 2000). A kiindulasi sejthalal-index nagyon alacsony volt, am a szérum eltavolitasa

utan az annexin-V-pozitiv sejtek szazalékos aranya jelentdsen megnétt (24 ora elteltével >90).
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6.6. A zsirsejtekre jellemzé morfologiai megjelenés vizsgalata a differencialt 3T3

sejteken

3T3-L1 eredetli differencialt adipociték lipidtartalmat 30 percig Nilus Red festékkel 1 pg/ml
festettiilk. A képeket EVOS® FL Cell Imaging digitalis mikroszkop segitségével elemeztiik.

5. abra A fibroblaszt-szerii preadipocita differencidciot koveté a zsirsejt-szerti morfologia ellendrzése
fény mikroszkoppal Nilus voros festéssel

6.7. A zsirsejtekre jellemzden fokozott expressziot mutaté gének (UCP-2, PPAR-y,

leptin és rezisztin) vizsgalata a differencialt 3T3 sejtekben

A kvantitativ  PCR technika segitségével a vizsgalt gének cDNS mennyiségének
meghatarozasabol kovetkeztetni lehet az adott gén expresszios szintjére.

A QPCR 06sszeallitasa soran 96 lyuku tenyésztéedényt hasznaltunk

QPCR mix:

Nukledz mentes viz: 2,04ul

MgClz (25 mM): 1,2ul

Puffer (10x): 1pl

dNTP (2,5 mM): 0,5ul

Random primer (40X oligomix): 0,2l
Taq Polimeraz (5 U/uM): 0,062l

Osszesen: 5pl / reakcid (tényésztélyuk)
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Ezenfeliil minden reakci6é Sul cDNS mintat tartalmazott, tehat a reakcio végtérfogata 10ul. A
vizsgalt gének mRNS tartalmat 3 technikai parhozamos alkalmazasaval hatdroztuk meg. A
mérni kivant gének expressziojat a GAPDH hdztartasi génre normalizaltuk. Az eredmények,

0sszehasonlitdo CT modszerrel elemeztiik.
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6. abra Adipocita specifikus gének kifejezédése 3T3 fibroblasztok differencidaltatasanak a vegén.

......

6.8.  Inzulin-rezisztencia teszt, intraperitonealis gliikoztolerancia teszt (IPGTT) és az

inzulin meghatarozasa

A 15. héten inzulin-rezisztencia tesztet, a 16. héten pedig IPGTT-t végeztiink. Hat 6ras
¢heztetést kovetéen 0,75 IU/ttkg inzulin (ACTRAPID Penfill 100 IU/ml) (Novo Nordisk,
Bagsverd, Déania) vagy 2 g/ttkg gliikdzt injektaltunk intraperitonealisan. A vércukorszintet az
inzulin vagy glikéz beadasat kovetd meghatarozott idépontokban DCont Trend gliikoz
(vércukor) mér6 késziilékkel (DCont, Budapest, Magyarorszag) hataroztuk meg. A plazma
inzulinszintjeit egér inzulin 80-INSMS-E01 ELISA kittel (ALPCO, Cambridge, UK) mértiik

meg a gyartd utasitasai alapjan.
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6.9. Szovetmintak gyitijtése

Az etetési idészak befejezddésekor az dllatokat izoflurannal tulaltattuk, és megmértiik
testtomegiiket, testhosszusagukat, majuk tomegét, valamint gonadjaik fehér zsirszovetének
(gWAT) tomegét. A vérbdl, a majbol és a gWAT-bdl tovabbi elemzésre mintat vettiink. A
vérmintat hagytuk megalvadni, majd a plazma kinyerésére 12 000 rpm-en, 15 percig
centrifugaltuk. Szdvettani elemzés céljabol a zsirszovetet ¢és a majmintakat 4%
paraformaldehidben fixaltuk; a génexpresszid €s a maj trigliceridszintjének meghatarozasdhoz

a mintakat az extrakci6 el6tt folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és —80 °C-ra eltaroltuk.

6.10. Adipocitak és zsirszoveti makrofagok (adipose tissue macrophage, ATM) izoldlasa

A gWAT szovetmintadkat elmetszettilk, majd mostuk és szallité pufferbe helyeztiikk Oket
(DMEM, 1% Penicillin—Streptomycin oldattal és 1% borju szérum albuminnal (BSA)
Kiegészitve). A szovetet feldaraboltuk, azutan 30—60 percig 37 °C-on 20 g/L BSA-val és 0,5 g/1
1-es tipusu kollagendzzal (C6885) kiegészitett emésztdoldatban (HEPES puffer (pH 7.4;
H3375) emésztettiik, végiil (100 um-es) nejlon sziirdén atsziirtiikk. Centrifugalast kdvetden az
adipocitakat Osszegyijtottiik és RNS-izolalasa elott —80 °C-ra eltaroltuk. A vorosvérsejtek
hemolizissel (ACK Lysing Buffer) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) to6rténd
eltavolitasa utan a sztroma vaszkularis sejtfrakciojat festd pufferben (PBS, 0,5% BSA-val és 2
mM EDTA-val kiegészitve) szuszpendaltuk. Az ATM-eket a sztroma vaszkularis
sejtfrakcidjabol MACS technologia (F4/80-alapt pozitiv szelekcid; (Miltenyi Biotech,

Bergisch Gladbach, Németorszag) segitségével izolaltuk a gyartd utasitasai alapjan.

6.11. A m4j trigliceridszintjei

A triglicerid koncentraciokat elszappanositott, neutralizalt (egy €jszaka 55 °C-on etanolos
kalium-hidroxidban emésztett) méjkivonatban mértiikk meg enzimatikus glicerol assay (Free

Glycerol Reagent, Glycerol Standard Solution) segitségével a gyartd utasitasai alapjan.
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6.12. Hisztologia és immunhisztokémia

A majmintakat 4%-os semleges formaldehid pufferben fixaltuk és paraffinba agyaztuk. A
paraffinmetszeteket hematoxilin-eozin festéssel megfestettiik. A szovetmetszeteket Leica
DMRBV/E fénymikroszkoppal elemeztiikk (Leica, Heerbrugg, Svajc). A paraffinba valo
beagyazast kovetéen a gWAT szOvetmintakbol 6 pm vastagsagi szeleteket vagtunk. A
szeleteket iiveg targylemezekre helyeztiik, eltdvolitottuk beldliik a paraffint, majd
szobahdmérsékleten, 50 percig 10%-o0s normal kecske szérumban (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) taroltuk 6ket. A metszeteket el6szor a F4/80-as makrofag marker ellen
patkanyban eléallitott antitesttel inkubaltuk (1:1000 higitas) (Hycult Biotech, Uden, Hollandia),
majd Alexa Fluor 555-tel konjugalt kecske anti-patkany IgG-t tartalmazo oldatba tettiik dket
(1:1000 higitas) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Zsirszovet-metszeteinkben az Apoptag
fluoreszcein kitben elérhetd, fluoreszceinnel jeldlt anti-digoxigenin antitest erds aspecifikus
kotddését figyeltiik meg a mintdinkkal. Ezt az aspecifikus kotddés a gWAT szdvetek
szerkezetének, sejtallomanydnak feltérképezésére hasznaltuk fel. Az immunfestett metszeteket
DAPI-t tartalmazd Vectashield Antifade Mounting Mediummal (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) kezeltiik. Az adipocitak és a sejtmagok szdmat ImagelJ szoftverrel, mig

arovidités CLS-ek szdmat manudlisan hatdroztuk meg.

6.13. RNS-izolalas és valos idejii kvantitativ PCR (RT-gPCR)

A mintak totdl RNS-ének izolalasahoz TRIzol reagenst (UD-Genomed, Debrecen,
Magyarorszag) hasznaltunk. A cDNS-szintetizalashoz a nagy kapacitastu High-Capacity cCDNA
Archive Kitet (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hasznéltuk a gyart6 utasitasait
kovetve. A génexpresszid szintjeit QRT-PCR-rel hataroztuk meg, FAM-MGB-vel jeldlt Tag-
Man probak (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével, Roche Light Cycler
480 platformon, valds idejii PCR alkalmazasaval. A mintakbdl triplikdtumokat készitettiink. Az
expresszios értékeket GAPDH haztartasi génre, vagy B-aktin mRNS-éhez normalizaltuk. Az

mRNS relativ mennyiségét 6sszehasonlitdé CT mddszerrel szdmoltuk ki.
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6.14. Time-lapse mikroszképos képkészités

A 3T3-L1-bdl szarmazo adipocitakat Nile red festékkel festettiik a lipidcseppek
azonositasahoz, mig a makrofagokat Hoechst 33342-vel (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA), illetve 10 uM 5-karboxifluoreszcein-diacetattal (CFDA) festettiik, hogy lathatova
tegyiik a sejtmagjukat, illetve a sejtplazmajukat. A vad tipust vagy TG2-null makrofagokat az
apoptotikus adipocitak tetejére rétegeztilkk 5:1 aranyban. A ko-kulturat hémérséklet-,
paratartalom- és COz-szabalyozéssal ellatott, motorizalt Olympus IX-81 inverz mikroszkdopba
helyeztiik (Olympus America, Center Valley, PA, USA), amely egy hiitott Hamamatsu ORCA-
R2 (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu City, Japan) nagy felbontdsi monokrom CDD
kameraval és egy DP21-CU 2-megapixeles digitdlis szines kameraval (Olympus America,
Center Valley, PA, USA) is fel volt szerelve. A sejteket 5 6ran keresztiil vizsgaltuk és minden
5. percben készitettiink egy képet. Az adatokbol Xcellence szoftver (Olympus America, Center
Valley, PA, USA) segitségével videofdjlt hoztunk 1étre. A szérum megvonasaval apoptozisra
kényszeritett adipocitak lipidjeit Nile red festéssel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) jeloltiik.

6.15. Western blot

Az Mme kiirni csontvel6i makrofagokat PBS-sel mostuk, majd lizis-pufferrel [50 mM Tris
(T5941) pH 6,8, 2% SDS, 5% glicerol,2 MM DTT, 2,5 mM EDTA, 2,5 mM EGTA (kiegészitett
proteaz és foszfatdz inhibitor koktéllal disszocialtuk dket). A mintdkat 10 percig SDS-
mintapufferben forraltuk 100 °C-on. A mintakat 12% SDS-PAGE segitségével szeparaltuk,
majd PVDF membranra helyeztiik 6ket (Bio-Rad, Budapest, Magyarorszag). A membrant 1
oran keresztiil, szobahémérsékleten, 5% BSA-t tartalmazé TBST pufferrel blokkoltuk [10 mM
Tris, pH 8,0; 0,15 M NaCl (57653); 0,05% Tween 20 (P1379)], majd anti-foszfo(Tyr416)- Src,
c-Src (Cells Signaling Technology, Danvers, MA, USA) és B-aktin (5441) elsddleges
antitestekkel 4 °C-on, egy éjszakan at reagaltattuk. p -aktint hasznaltuk, mint (loading control)
feltoltési kontroll. TBST pufferrel torténé mosas utan a blotokat 1 oran keresztiil,
szobahdémérsékleten, HRP-konjugalt masodlagos antitestekkel inkubaltuk. A fehérjéket
kemilumineszcencia segitségével detektaltuk (Immobilon Western Chemiluminescent HRP

Substrate) (WBKLS0500). A savok pixelstiriségét Imagel szoftverrel hataroztuk meg.
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6.16. Frissen izolalt timocitak aramlasi citometriaval torténo elemzése

A timocitakat az egerek tobbféle kezelését koveté meghatarozott idépontokban izolaltuk, a
mintakat kétszer atmostuk, majd jéghideg PBS-ben felszuszpendaltuk és vagy fikoeritrinnel
(PE) jelolt anti-CD4, illetve Cy5-konjugalt anti-CD8 (Pharmingen, San Diego, CA, USA)
antitestekkel, vagy fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jelolt annexin-V-tel kot pufferben
megfestettilk Oket. A sejtekbdl szarmazd fluoreszcencia elemzését FACSCalibur (Beckton

Dickinson) késziilékkel végeztiik.

6.17. A timocitak apoptozisa in vitro

Az izolalt timocitakat (105 sejt/ml) 5% foetalis borju szérumot (FBS), 2 mM glutamint,
1 mM nétrium-piruvatot és 5 x 10—5 M merkaptoetanolt tartalmazé RPMI 1640 médiumban
tenyésztettiik 37 °C-on, 5% CO: jelenlétében. Apoptézist 0,1 pM DEX hozzaadéasaval
valtottunk ki. A sejthalal mértékét 6 6ra mulva az elhalt sejtek annexin V-FITC jelolésével
hataroztuk meg. A sejtekbdl szdrmazd fluoreszcencia elemzését FACSCalibur (Beckton

Dickinson) késziilekkel végeztiik.

6.18. Retinoidok mérése folyadékkromatograffal kapcsolt tomegspektrométer
(HPLC/MS/MS) segitségével

Négyhetes RetSat-null egereket intraperitonealisan vagy csak dimetil-szulfoxidban (DMSO),
vagy N,N-dietil-amino-benzaldehidben (DEAB) (0,24 mg/g testtomeg) oldott 0,3 mg
dexametazon-acetattal (DEX), vagy pedig vivoanyaggal oltottunk be. A timuszokat 24 o6ra
mulva sotét helyiségben eltavolitottuk, folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottuk, majd —70
modszeriinkkel hataroztuk meg (Riihl és mtsai, 2006). A meghatirozdsokhoz a timusz
mintakbol 100 mg-ot haromszoros mennyiségli izopropanolban higitottunk, majd a szoveteket
ollo segitségével feldaraboltuk és 10 masodpercig vortexeltiik. A mintdkat ezutdn 5 percre
ultrahangos vizfiirdobe tettiik, 6 percig razattuk, majd +4 °C-on, 13 000 rpm-en Heraeus
BIOFUGE Fresco (Kendro Laboratory Products, East Coast, Southern, USA) késziilékben
centrifugaltuk. A centrifugalast kovetden a feliiluszokat 30 °C-on, Eppendorf 5301 (Eppendorf,
Németorszag) koncentratorban beszaritottuk. A beszaritott extraktumokat 60 pL. metanolban

felszuszpendaltuk, vortexeltiik, razattuk, ammoénium-acetat 40 plL, 60 mM-os vizes oldataban
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higitottuk, automata mintaadagoloba tettiik, majd HPLC-MS-MS késziilékben elemeztiik.
Célkitiizéseink kozott szerepelt tovabba 1j dihidro-retinsav-szarmazékok kimutatasa is, ezért
MS-MS késziilékiinket egyedi ionvizsgalati (single ion recording, SIR) iizemmadba allitottuk

at 303 m/z (tomeg/toltés) aranyt jelek detektalasara, a relativ intenzitas kovetésével.

6.19. Csontvel6i (Bone-Marrow-Derived, BMDM), peritonealis, vagy tioglikolat altal

kivaltott makrofagok képzodése, tenyésztése és kezelése

A csontveldi progenitorokat 2—4 honapos egerek combesontjabdl izolaltuk steril fiziologias
sooldattal torténd mosast alkalmazva. A sejteket 5 napig a makrofag koldniastimulalé faktor
(M-CSF) forrasaként szolgalo 10%-o0s, L929 sejtekbdl szarmazo kondicionalt oldattal, valamint
2 mM glutaminnal, 100 U/ml penicillinnel és 100 mg/ml streptomycinnel kiegészitett DMEM
médiumban, 37 °C-on, 5% CO; mellett differencidltattuk. A le nem tapadt sejteket minden
masodik nap lemostuk. A differencialtatas végén, a teljes MRNS-expresszié meghatdrozéasara
mind a vad tipusu, mind a RetSat-null egerekbdl szarmazé BMDM-eket 6sszegyiijtottiik, €s
ugyanezt minden egyes nap megtettiikk a differencialtatasuk kozben is, kezelés nélkiil vagy
csupa-transz-13,14-dihidroretinol (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Németorszag)
jelenlétében, hogy gRT-PCR analizissel meghatarozhassuk kiilonboz6 génjeik expresszidjanak
mértékét. A szoveti rezidens peritonedlis makrofagokat RPMI 1640 médiummal mostuk ki a
hasiiregbdl. A tioglikolat altal aktivalt peritonealis makrofag-képzodéshez az egereket 4 ml 4%-
os tioglikolat oldattal (PBS-ben) kezeltilk, majd a makrofagokat négy nappal késébb
peritonealis mosassal begyljjtottiik. A peritoneédlis makrofdgokat ezutan 10% magzati borju
szérumot (fetal calf serum, FCS) tartalmaz6 RPMI 1640 médiumban 24-lyukt lemezekre
osztottuk szét (1 x 106 sejt/ml). A csontveldi eredetii vagy a szoveti rezidens peritonedlis
makrofagokat az 4bramagyardzatokon lathatdé modon szamos vegyiilettel kezeltilk, majd

fagocitotikus kapacitasukat, illetve mRNS-expressziojukat is meghataroztuk.

6.20. Apoptotikus sejtek in vitro fagocitozisa

A csontveldi, illetve peritonealis makrofdgokat 24 oran keresztil 10 uM 5(6)-
karboxifluoreszcein-diacetattal (CFDA-SE) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) festettiik. Az
apoptotikus timocitak eléallitdsdhoz a timuszt 4 hetes C57BL/6 egerekbdl gyiijtottiik, majd a
timocitakat izolaltuk és 24 oraig (107 sejt/ml) 2 mM glutamint, 100 U/ml penicillint,
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100 mg/ml streptomycint és 2,5 uM Deep Red festéket (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
tartalmazd, szérummentes RPMI 1640 médiumban tenyésztettiik. Az annexin-V-tel jelolt
apoptotikus timocitak szazalékos aranya > 80%-nak adodott. A festett apoptotikus timocitakat
5:1 (apoptotikus sejtek: makrofagok) aranyban a makrofagokhoz adtuk és 1 oraig inkubaltuk.
Ezt kovetden az apoptotikus sejteket lemostuk, majd a makrofagokat tripszines kezeléssel
felszedtiikk. A hosszu tavl fagocitdzis assay-hez a makrofiagokat elészor 5 oOrara festetlen
apoptotikus sejtekhez, majd ujabb 1 o6rara festett apoptotikus sejtekhez adtuk. A sejteket vagy
FACSCalibur késziilékkel, vagy pedig konfokalis mikroszképban vizsgaltuk.

6.21. Konfokalis mikroszképia

A vad tipusu (WT) és RetSat—/— egerekbdl szarmaz6 peritonealis és csontveldi makrofagokat
8 kamras targylemezen (3 x 105/lyuk) (Ibidi, Gréfelfing, Németorszag) osztottuk szét. A
fagocitdzis esszét a fent leirt modon végrehajtottuk. Ezt kdvetden a makrofagokat lemostuk és
1% paraformaldehidben fixaltuk. A szamitasokat és a statisztikai elemzéseket a mikroszkopos
képek alapjan végeztik el. A konfokalis fluoreszcens képeket Zeiss LSM 880 inverz
mikroszkoppal készitettiik, a kiilonboz6 fluoreszcencia markereknek megfeleld excitacios és
emisszios filtereket hasznalva (objektiv: C-Apochromat 40x/1.2 W Korr; 488 nm excitacid
493-600 nm emisszios tartomannyal; 633 nm excitacié 638—755 nm emisszios tartomannyal).
A pixelek méretezése €s a mintavételezés a hulldmhossznak megfelelden és a Nyquist-tedria
alapjan tortént. Nagy felbontasu, Un. ,tile scan” automatikus fokuszbedllitdssal miikodo
rendszert hasznaltunk. A tovabbi képelemzést Zeiss Zen és Imagel szoftverekkel végeztiik a

bekebelezett apoptotikus sejtek szamanak meghatarozasara.

A zsirsejtekkel tortént kisérletek esetén az 1 um vastagsagu optikai szeleteket egyesével,
Olympus FV3000 konfokalis mikroszkdpban vizsgaltuk. A szkennelést 40x nagyitasu
olajimmerzids lencsékkel (NA 1.3) végeztik. A konfokalis beallitdsok (lézererdsseg,
konfokalis apertura és elektronikus erdsités) mindvégig azonosak voltak, és iigyeltiink arra,
hogy az F4/80-as makrofag marker immunfestésébdl szarmazo ,,pottyoknek” megfeleld pixelek
ne legyenek telitettek. A felvételeket Adobe Photoshop CS3 programmal dolgoztuk fel és

Imagel szoftverrel elemeztiik.
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6.22. mMRNS-szekvenalas

Annak érdekében, hogy adatokat gytiijthessiink a vad tipust és RetSat-null csontveldi
makrofagok globalis transzkriptomjarol, nagy ateresztOképességli mRNS-szekvenciaanalizist
végeztiink Illumina szekvenalé platformon. A teljes RNS-minta min6ségét Agilent
BioAnalyzer segitségével, Eukaryotic Total RNA Nano Kit felhasznalasaval ellendriztiik a
gyarto altal megadott eljaras szerint (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Konyvtarkészitéshez
a>7 RNS integritasértékkel (RIN) rendelkez6 mintdkat valogattuk be. Az RNS-Seq
konyvtarakat totdl RNS-bdl készitettik TruSeq RNA mintaeldkészité kit (Illumina)
felhasznalasaval a gyartd altal megadott eljaras szerint. Roviden, a poly-A RNS-t oligo-dT-
konjugalt magnesgyongyokkel megkdtottiik, majd az eludlt mRNS-t 94 °C-on fragmentaltuk.
Az n. , first-strand” ¢cDNS-t random primert hasznal6 reverz transzkripcié soran hoztuk 1étre,
majd egy masodik (,,second-strand”) szintézist kovetden kettdsszalu cDNS-t készitettiink. A
végek kijavitasa, az A-farok kialakitasa és az adapter szekvencidk ligdldsa utan az
adaptererekkel ligalt fragmenteket PCR-rel dusitottuk ¢és amplifikaltuk, végiil pedig
konyvtarakat hoztunk létre szekvenalashoz. A szekvenalasokat Illumina HiSeq2500
késziilékkel végeztiik Un. ,,single-end” 50 bp szekvenalast alkalmazva. A 117 kiilonb6zéképpen
expresszalt gén génontoldgiai (GO) dusitasanak elemzését STRING (Search Tool for the
Retrieval of Interacting Genes v10) adatbazis segitségével végeztiik, lefedve a fehérjék kdzotti

fizikai interakciokat és funkcionalis kapcsolatokat is (JensenLab, https://string-db.org/).

6.23. Antinuklearis antitestek kimutatisa indirekt immunfluoreszcencia assay

segitségével

Az antinukledris antitesteket HEp-2 sejteken detektaltuk indirekt immunfluoreszcencia kit
segitségével (Euroimmun GmbH, Liibeck, Németorszag), a gyartd utasitasait kovetve,
leszamitva azt az egyetlen modositast, hogy az eredeti konjugalé oldatot Alexa Fluor 488-cal
(A-11001, Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA, 1:400 higitas) jelolt kecske anti-egér IgG
(H+L) antitestre cseréltiik. Az egyes lyukak fluoreszcencia mintazatat és intenzitasat vizualisan,
LED fényforrassal felszerelt fluoreszcens mikroszkoppal (Eurostar II Plus) tanulméanyoztuk. A
fluoreszcencia intenzitasat egy szemi-kvantitativ skalan rogzitettiik (negativ, 1+, 2+, 3+, 4+

pozitiv).
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6.24. Anti-dsDNS antitest ELISA

A mintakat anti-dsDNS antitestek kimutatdsa céljabol is megvizsgaltuk, méghozza az
immunometrikus direkt ELISA tesz kit segitségével (ORG 604) (Orgentec Diagnostika GmbH,
Mainz, Németorszag). Az egér autoantitestek kimutatdsdhoz az eredeti konjugatumot
peroxidazzal konjugalt juh anti-egér IgG antitesttel (1:10000 higitas) helyettesitettiik A
lemezen zajlé kémiai reakciok leéllitasa utan ETI-MAX 3000 ELISA processor késziilékkel,
450 nm-en leolvastuk az optikai denzitasokat (OD).

6.25. Kaszpaz-3 immunhisztokémia

Egy éves vad tipusu vagy RetSat—/— egerek 1épét eltavolitottuk, majd 4% foszfat-pufferben
oldott formaldehidben fixaltuk 1 napig. A mintakat a paraffinba torténé beagyazast
megeldzden, a standard eljarasnak megfelelden kiszaritottuk. Miutan a paraffin megszilardult,
a tomboket mikrotom segitségével 3—4 pm vastagsagu szeletekre vagtuk. A paraftin eltdvolitasa
¢s az azt kovetd hematoxilin-eozin festés (HE) utan immunhisztokémiai festést végeztiink
hasitott kaszpaz-3-ellenes elsddleges monoklonalis antitesttel (Cell Signaling Technology Inc,
Global Headquarters USA) 1:300 higitasi aranyban, valamint torma-peroxidazzal (HRP) jelolt
polimer anti-nyal masodlagos antitesttel (Dako, Glostrup, Dania) is. Az immunfestés
intenzitasat és eloszlasat fénymikroszkopban értékeltiik (Leica DM2500 mikroszkop, DFC

420-as kamera ¢s Leica Application Suite V3 szoftver; Leica).

6.26. I1gM-et tartalmaz6 immunkomplexek kimutatasa

Egy ¢éves RetSat+/+ vagy RetSat—/—egerek veséjét eltavolitottuk ¢és vizszintesen
keresztbevagtuk, majd a szOovetdarabokat izopentannal, folyékony nitrogénben
gyorsfagyasztottuk. A fagyasztott mintdkbol 4 um-es metszeteket készitettiink, hideg
acetonban fixaltuk, majd PBS-ben kihigitott, FITC-jelolt anti-egér IgM antitestekkel inkubaltuk
Oket (1:40). PBS-sel valo oblitést kovetden a targylemezeket pufferelt glicerolba helyeztiik. Az
immunfestést fénymikroszkopban értékeltiik (Leica DM2500 mikroszkop, DFC 420-as kamera

¢s Leica Application Suite V3 szoftver; Leica).
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6.27. A szérum karbamid koncentraciojanak meghatarozasa

A mérés soran a Rahmatullah és Boyde altal leirt modszert alkalmaztuk (Rahmatullah és

mtsai, 1980).

6.28. Statisztikai analizis

Az adatokat minden esetben = SD kozépértékként tiintettiikk fel. A statisztikai elemzést
minden esetben GraphPad Prism 6.01 program segitségével végeztiik, és a p <0,05 értéket
tekintettiik statisztikailag szignifikansnak, amelyet csillaggal jeldltiink (*). Két csoport kdzotti
kiilonbség megallapitasahoz kétszéll, két mintds nem egyenld varianciaja Student t-probat, n>
2 szamu csoportok esetén pedig egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk
(Tukey-féle tobbszords Osszehasonlitassal). Két csoport kozotti kiillonbség megallapitasahoz
kétszEll, két mintas nem egyenld variancidju Student t-probat, n> 2 szdmu csoportok esetén
pedig egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk (Tukey-féle tobbszords
Osszehasonlitassal). A két fiiggetlen faktorral elkiilonitett adatsorok esetében két szempontos

ANOVA-elemzést hasznaltunk.
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/. Eredmények

7.1. A TG2 hidanyanak hatiasa a magas zsirtartalma diétaval Kivaltott patologias

valtozasokra egerekben

7.1.1. A TG2 hianyanak hatasa a zsirsejtek eltakaritasara és a magas zsirdiétaval

Kivaltott patologias valtozasokra

Magas szukrdz/magas zsirtartalmu étrenden (HFD) vagy magas szukrdztartalmu étrenden
(HSD) tartott vad tipust egerekben markéns elhizas alakult ki a standard kontroll étrenden (ND)
tartott egerekhez képest. A HFD, HSD vagy ND étrenden tartott egerek testtomege 40,0 + 5,5
vs. 33,9 £ 2,6 vs. 27,2 + 0,6 g volt, ebben a sorrendben, p <0,01). A TG2 hianya nem gyakorolt

jelentds hatast a harom kiilonb6zd tipusu étrenden tartott egerek sulygyarapodésara (7a. dbra).

Ahogyan az 7b. abran lathato, a gonadalis zsirszovet (EWAT) tomege HSD vagy HFD étrend
mellett is jelentdsen ndtt mind a vad tipust, mind a TG2-null egerekben a kontroll étrenden
tartott tarsaikhoz képest. A HFD étrenden tartott TG2-null egerekben azonban a gonadalis zsir
jelentdsen kisebb mennyiségii volt, mint a HFD étrenden tartott vad tipust egerek esetében,
nagy valoszinliséggel a TG2-null egerek gonadalis zsirszoveti adipocitdinak az adott
idépontban zajlo fokozott apoptodzisanak koszonhetden (lasd késébb). A TG2 hianya nem
befolyasolta az adiponektin és a rezisztin expresszids szintjének elhizassal Osszefiiggd
modosulasait (7¢c. abra), de a TNFa, és leptin elhizas altal kivaltott expresszidja a TG2-null
allatok gWAT adipocitadban jelentdsen fokozddott a vad tipustiakhoz képest (7c. dbra). A HSD
¢s a HFD jelentésen beinditotta a zsirszoveti makrofagok gyulladési citokinjeinek mRNS-
azt mutatjak, hogy bar a TG2 hianya nem befolyasolja a sulygyarapodast, azonban a TG2-null
allatok gWAT-jaban az étrend altal kivaltott elhizas sordn sokkal nagyobb mértékii a gyulladas.
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7. abra A TG2 hianya nem befolyasolja a sulygyarapodast az étrend daltal kivaltott elhizdas soran, de
fokozza a gonaddlis fehér zsirszévet adipocitdinak és zsirszéveti makrofigjainak gyulladasi citokin
termelédését

(@) Normal (ND), magas szukrdz/alacsony zsirtartalma (HSD), illetve magas szukréz/magas
zsirtartalmu (HFD) étrenden tartott vad tipust és TG2-null egerek testtomege az etetési idoszak végén.
(b) ND, HSD vagy HFD étrenden tartott vad tipust és TG2-null egerek gonadalis zsirszovetének tomege
az etetési id6szak végén. (€) A gWAT adipocitak qRT-PCR moddszer segitségével meghatarozott
adiponektin, rezisztin, TNF-a, MCP-1, és leptin relativ génexpresszios szintjei ND, HSD vagy HFD
étrenden tartott vad tipust és TG2-null egerekben az etetési idoszak végén. Referencia gén: GAPDH.
(d) A gWAT makrofagok qRT-PCR mddszerrel meghatarozott TG2, Il-1B, IL-6, TNF-a, MCP-1, és
rezisztin relativ génexpresszios szintjei ND, HSD vagy HFD étrenden tartott vad tipust és TG2-null
egerekben az etetési iddszak végén. Referencia gén: GAPDH. Az eredményeket atlag+ SD értékként
tintettiik fel (n=8 egér csoportonként). A statisztikai szignifikanciat kétutas varianciaanalizissel

(ANOVA) hataroztuk meg (*p <0,05).
g(p
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7.1.2. Adipocitak fokozott apoptézisa figyelheté meg a gonadalis zsirszovetben a magas

zsirtartalmu étrend altal kivaltott elhizas soran TG2—/— egerekben

Mivel az elhizads hozzajarul az adipocitdk sejthaldldhoz, elhataroztuk, hogy a gWAT

adipocitaiban tobb proapoptotikus és antiapoptotikus gén kifejezodését is megvizsgaljuk.
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8. dbra Adipocitaik fokozott apoptozisa a gonadalis zsirszovetben az étrend dltal kivaltott elhizas soran
TG2-/- egerekben
(a-f) Az apoptdzissal Osszefiiggésben 1évé Bid, Bim, Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1 és TG2 relativ

génexpresszios szintjei az ND, HSD vagy HFD étrenden tartott vad tipust és TG2-null egerek gonadalis

zsirszoveti adipocitaiban, qRT-PCR modszerrel meghatarozva, az etetési idészak végén. A referencia

gén a GAPDH volt. Az eredményeket atlag+ SD értékként kozoljiik (n=8 egér csoportonként). A

statisztikai szignifikancidt egyszempontos varianciaanalizissel (ANOVA) hataroztuk meg (*p <0,05).

(g) A paraffinba agyazott, kiilonb6z6 étrenden tartott vad tpust és TG2-null egerek gWAT-jat
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tartalmazo targylemezeket a nem specifikusan jel6lé anti-digoxin antitesttel, anti-F4/80 antitesttel és
DAPI-val festettiikk meg, hogy lathatdva tegyiik az adipocitakat, makrofagokat és sejtmagokat konfokalis
mikroszkop alatt. Lépték skala, 100 pm. Mindegyik csoportban harom kiilonb6z6 egér véletlenszertien
kivalasztott metszetének adott teriiletén meghataroztuk a CLS (korona szertien elhelyezkedd) sejtek
szdmat. Az eredményeket atlag+ SD értékként kozoljiikk (n=3 egér csoportonként). A statisztikai
szignifikancia megallapitdsdhoz kétszéli, két mintds nem egyenld variancidju Student t-prébat

(*p <0,05) alkalmaztunk.

Ahogy az az 8. abran is lathato, a gWAT adipocitakban a proapoptotikus Bid, szignifikansan
indukalodott az étrend altal kivaltott elhizas soran. Erdekes modon nem csak a proapoptotikus
gének, hanem két antiapoptotikus gén, a Bcl-2 és a Bel-xI mMRNS-szintjét is megemelkedettnek
talaltuk (8c. és 8d. abra). A HFD étrenden tartott TG2-null egerek Bcl-2 mRNS-szintjei azonban
vad tipust tarsaikhoz képest jelentdsen lecsokkentek. Masfeldl, mig az antiapoptotikus Mcl-1
szintjei lecsokkentek (8e. abra), a TG2 expressszioja nem valtozott a TG2-null egerek gWAT
adipocitaiban az étrend altal kivaltott elhizas soran (8f. abra). Ezek az adatok egyiittesen az
jelzik, hogy a TG2-hianyos, HFD értenden tartott egerck gWAT-jaban nagyobb mértéki az
adipocitak étrend altal kivaltott sejthalala. Amikor a holt adipocitdkat a CLS struktarak (Coats
¢s mtsai, 2017; Murano ¢és mtsai, 2008) jelolésével azonositottuk, a HSD vagy HFD étrenden
tartott TG2-null egerek gWAT-jaban valdban jelentdsen tobb elhalo sejtet detektaltunk, mint
vad tipusu tarsaikban (8g. abra).

7.1.3. A TG2 hianya egerekben fokozza a zsirmaj és az inzulinrezisztencia kialakulasat

a magas zsirtartalmu étrend altal kivaltott elhizas soran

Mivel a gonadalis zsirszovetben bekovetkezd apoptozis mértékének és a gyulladésos
citokinek termelédésének a fokozddasa Osszefliggésben van az ektopids zsirraktarozéssal,
beleértve a zsirma4j kialakulasat (szteatozist) (Alkhouri €s mtsai, 2010) és az inzulinrezisztenciat
(Coats ¢és mtsai, 2017), a vizsgalt egerekben meghataroztuk a szteatozis mértékét, illetve a
gliikdztolerancidban és az inzulinrezisztencidban bekovetkezd valtozasokat. A gWAT
adipocitainak fokozott apoptozisa mellett ( 8. abra) a HFD étrenden tartott TG2-null egerekben
a maj tomege (9a. abra) és a m4j triacilglicerol-tartalma (9b. 4bra) is jelentdsen magasabb volt,
mint a HFD étrenden tartott vad tipusu egerekben. A maj szovetmetszeteinek hematoxilin-

eozinnal valé megfestése megerdsitette ezeket az eredményeket (9c. abra).
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9. dbra Fokozott mdj szteatozis, inzulinrezisztencia és emekedett éhgyomri plazma-inzulinszintek az

étrend dltal kivaltott elhizdas sordn TG2-/- egerekben

(a) ND, HSD vagy HFD étrenden tartott vad tipusu és TG2-null egerek majanak tomege az etetési
id6szak végén. (b) ND, HSD vagy HFD étrenden tartott vad tipusu és TG2-null egerek majanak
triacilglicerol-tartalma az etetési id6szak végén. A triacilglicerol mennyiségét enzimatikus glicerol assay
segitségével, elszappanositott, neutralizalt majkivonatokbol hataroztuk meg. (C) A paraffinba agyazott,
ugyanazokbol az egerekbdl szarmazo majszovetet tartalmazo targylemezeket H&E festéssel festettiik
meg a szovet architekturdjanak lathatova tételéhez. A harom felvételbdl egyet-egyet tlintettiink fel.
Lépték skala, 250 um. (d) ND, HSD vagy HFD étrenden tartott vad tipusa és TG2-null egerek
intraperitonealis gliilkoztolerancia-vizsgalatanak eredményei. (¢) ND, HSD vagy HFD étrenden tartott
vad tipusu és TG2-null egerek inzulinrezisztencia értékei az etetési idGszak 15. hetén végzett
vizsgalatbol. (f) ND, HSD vagy HFD étrenden tartott vad tipusa és TG2-null egerek plazmainzulin-
szintjei az etetési idészak végén, egér-inzulin ELISA kittel meghatarozva. Az adatokat atlag+ SD
értékként kozoljik (n=8 egér csoportonként). (g) ND, HSD vagy HFD étrenden tartott vad tipusu és
TG2-null egerek inzulinrezisztencia értékei az etetési id0szak 15. hetén végzett vizsgalatbol. A

statisztikai szignifikanciat egyszempontos varianciaanalizissel (ANOVA) hataroztuk meg (*p <0,05).

A gliikoztolerancia-vizsgalatok soran az ND étrenden tartott egerekhez képest a HSD vagy
HFD étrenden tartottakban csokkent gliikoztolerancia volt megfigyelhetd. A TG2 hianya
azonban nem rontotta tovabb a gliikoztoleranciaban az étrend hatasara bekovetkezd
valtozasokat (9d. dbra). Az inzulintolerancia-vizsgalatok alapjan viszont a HFD étrenden tartott
TG2-hidnyos egerekben az inzulinrezisztencia mértéke fokozottabb (9e. abra). Ezeket az
eredményeket aladtdmasztotta az ¢hgyomri plazma inzulinszint emelkedése a vad tipust
egerekkel szemben (9f. dbra). Ezek az adatok egylitt azt jelzik, hogy az SLE-hez (Szondy és
mtsai, 2003) vagy az atherosclerézishoz (Van Herck és mtsai, 2010) hasonléan a TG2 hianya
érzékenyebbé teszi a szervezetet az elhizas altal okozott gyulladds és az annak kdvetkeztében

fellépd problémak kialakulédsara is.
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10. abra A TG2 hianya a nem csontveldi eredetii sejtekben fokozza az inzulinrezisztencia kialakulasat a
HFD étrenden tartott egerekben

() HFD étrenden tartott BoyJ egerek csontvel6jével transzplantalt TG2+/+ és TG2-/-, egerek heti
sulygyarapodasa. (b) BoyJ egerekb6l szarmazo csontvel6vel transzplantalt TG2+/+ és TG2-/- egerekbdl
gyljtott gWAT konfokalis mikroszkopos képei a HFD etetési idészak végén. A paraffinba agyazott
gWAT targylemezeket a nem specifikusan jel616 anti-digoxin antitesttel, anti-F4/80 antitesttel és DAPI-
val festettilk meg, hogy lathatdva tegyiik az adipocitakat, makrofagokat és sejtmagokat konfokalis

mikroszkop alatt. Lépték skala, 100 pm. Mindegyik csoportban harom kiilonb6z6 egér véletlenszertien
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kivalasztott metszetének adott teriiletén meghataroztuk a CLS sejtek szdmat. Az eredményeket
atlag + SD értékként kozoljiik (n =3 egér csoportonként). A statisztikai szignifikancia megallapitasdhoz
kétsz¢li, két mintas nem egyenld varianciaju Student t-probat (*p <0,05) alkalmaztunk. (c) A b)
pontban szerepld egerek gWAT-janak tomege. (d) Az apoptozissal kapcsolatos Bid relativ
génexpresszidjanak szintje ugyanazen egerek gWAT adipocitaiban. () Ugyanazen egerek majanak
tomege. (f) Ugyanazen egerek majanak triacilglicerol-tartalma enzimatikus glicerol assay segitségével,
elszappanositott, neutralizalt majkivonatokbdl meghatarozva. (g) A paraffinba agyazott, ugyanezekbdl
az egerekbdl szarmaz6 majszovetet tartalmazd targylemezeket H&E festéssel festettiik meg a szovet
architektarajanak lathatova tételéhez. A harom felvételbdl egyet-egyet tiintettiink fel. Lépték skdla,
250 um. (h) Az ugyanezekbdl az egerekbdl gytjtott gWAT adipocitak relativ adipokin génexpresszios
szintjei. (i) Ugyanezen egerek gWAT makrofagjainak gyulladasi citokin és rezisztin relativ
génexpresszios szintjei qRT-PCR moddszerrel meghatarozva, referencia génként GAPDH-t hasznalva.
(J) Ugyanezen egerek inzulinrezisztencia értékei. Az inzulinrezisztencia vizsgalatot a 15. héten végeztiik
el (6 oras éheztetést kovetden 0,75 NE/ttkg inzulint adtunk be intraperitonealisan). (K) A szérum
inzulinszintjei egér inzulin ELISA kit segitségével meghatarozva. Az adatokat atlag+ SD értékként
kozoljiik (n=8 egér csoportonként). A statisztikai szignifikanciat egyszempontos varianciaanalizissel

(ANOVA) hataroztuk meg (*p <0,05),

7.1.4. A TG2 hianya nem csontveldi eredetii sejtekben a keringési rendszer plazma-

inzulinszintjeinek emelkedéséhez és inzulinrezisztenciahoz vezet

A TG2 nemcsak makrofagokban, hanem adipocitdkban (Myneni ¢és mtsai, 2015) és
hepatocitakban (Piacentini és mtsai, 2018) is kifejezodik. Annak kideritésére, hogy a TG2
hidnya csontveldi eredetli vagy mas tipusu sejtekben felelds-e a fenti valtozasokért, vad tipusu
¢s TG2-null egereket terminalisan sugarzasnak tettiink ki, majd csontveldjiiket vagy vad tipust,
vagy TG2-null egerekbdl izolalt csontveldre cseréltiik, minden kombinacidban. A csontveld-
eltavolitas és -helyreallitas sikeres kivitelezése érdekében ezekben a kisérletekben vad tipust
BoylJ egereket (egy CD57BL/6 varians torzset) alkalmaztunk, amelyek a CD45 molekula
CD45.1 allél variansat expresszaljak, mig a C57BL/6 egerek CD45.2-pozitivak. A csontvel6-
transzplantaciot kovetden az egereken haematoldgiai és aramlasi citometriai analizist
végeztiink, amelyek 95% f6lotti leukocita-repopulaciot mutattak. A 16 hétig tartd etetés végeéig
a besugarzott CD57BL/6 egerek jelentdsen kevesebb sulyt szedtek fel, mint sugarasnak ki nem
tett tarsaik (10a. abra), ami 6sszhangban all mas, korabban publikalt megfigyelésekkel (Maeda
¢és mtsai, 2005; Johnson és mtsai, 2016). A nem csontveldi eredetii sejteket jellemzé TG2-hiany

nem befolyasolta jelentésen sem az elhald adipocitak szazalékos aranyat, sem a gonadok
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tomegét, a gWAT adipocitak Bid-expresszidjat, a maj tomegét vagy a m4j triacilglicerol-
tartalmat, de a TNF-a kivételével az adipocitdkban a gyulladasi citokinek és adipokinek mRNS-
expressziojat sem (10b-h. abrak). Masrészt viszont a zsirszoveti makrofagok altal termelt
rezisztin és IL-6 mennyisége jelentdsen magasabbnak mutatkozott a TG2-hidnyos egerek nem
csontveldi eredetli sejtjeiben, mikdézben a TNF-o vagy az MCP-1 termeldédésében nem
kovetkezett be valtozas (10i. abra). Rdadasul inzulintolerancia-vizsgalat segitségével fokozott
inzulinrezisztenciat, valamint szignifikdns ¢hgyomri plazma-inzulinszint emelkedését mutattuk

ki a keringésben (101. és 10k. abrak).
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7.1.5. A TG2 hianya a csontvel6i eredetii sejtekben felelos az elhizassal 0sszefiiggo

adipocita sejthalal, gyulladas és zsirmaj kialakulasaért TG2-null egerekben

A csontvel6i eredetii sejtekben a TG2 hidnya — feltehetden a fokozott TNF-a (Prins és mtsai,
1997; Qi és mtsai, 2018) és leptin (Gullicksen és mtsai, 2003) termelésnek kdszonhetden — a
HFD étrenden tartott egerek gWAT adipocitainak nagyobb mértékli elhalasahoz vezetett a
transzplantacid soran vad tipusu csontvelGvel transzplantalt egerekkel 6sszehasonlitva (11a.
abra). Emellett a TG2-hidnyos csontvel6vel rendelkez6 allatokban jelentésen nagyobb tomegii
gonadalis zsirt (11b. abra), megnovekedett maj tomeget és TAG tartalmat regisztraltunk (11c.
¢s 11d. abra). A szteatozis fokozodasat a méjszovet metszeteinek haematoxilin-eozin festése iS
igazolta (1le. abra). Ezekkel az adatokkal Gsszhangban, a csontveldi eredetli sejtek TG2-
hianyanak fennallasa esetén a zsirszovet adipocitaiban a TNF-a, IL-6, MCP-1, leptin és Bid
MRNS-expressziojanak jelentds fokozodasat detektaltuk a HFD étrenden tartott egerekben
(11f. abra). TG2 hianyaban a gW AT makrofagok IL-6, MCP-1 és TNFa mRNS expresszidjaban
is jelentés emelkedést tapasztaltunk (11g. abra). Ahogyan az késébb a 14j. abran is lathato lesz,
a plazmaban kering6 inzulin molekulak szintje is magasabbnak adddott a csontveldi sejtek
TG2-hianyos allapota esetén. Mindent Osszevetve adatainkbol kitlinik, hogy a vad tipusu
egerekkel szemben TG2-null egerekben a TG2-t nem termeld csontvel6i eredetii sejtek jelentik
a hajtéer6t a fokozott gyulladds és a HFD-etetés sulyosabb patologiai kovetkezményeinek

kialakulasaban.
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11. abra A TG2 hignya csontveldi eredetii sejtekben hozzdjarul az adipocitdk sejthalaldhoz, valamint

gyulladds és zsirmdj kialakuldasahoz HFD étrenden tartott egerekben.
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(@) TG2** vagy TG2"~ egerekbdl szarmazo csontvel8vel transzplantalt BoylJ egerekbdl gytijtott gWAT
konfokalis mikroszkopos képei a HFD etetési id6szak végén. A paraffinba éagyazott gWAT
targylemezeket a nem specifikusan jelol6 antidigoxin antitesttel, anti-F4/80 antitesttel és DAPI-val
festettiik meg, hogy lathatéva tegylik az adipocitdkat, makrofagokat és sejtmagokat konfokalis
mikroszkop alatt. Léptékvonal: 100 um. Mindegyik csoportban hdrom kiilonb6z6 egér véletlenszertien
kivélasztott metszetének adott teriiletén meghataroztuk a CLS sejtek szdmat. Az eredményeket
atlag+ SD értékként tiintettik fel (n=3 egér csoportonként). A statisztikai szignifikancia
megallapitasahoz kétszéli, két mintds nem egyenld varianciaji Student t-probat (*p<0,05)
alkalmaztunk. (b) Az (a) pontban bemutatott egerek gWAT szovetének tomege. (c) Ugyanezen egerek
majanak tomege. (d) Ugyanezen egerck majanak triacilglicerol-tartalma elszappanositott, neutralizalt
majkivonatokbol enzimatikus glicerol assay segitségével meghatarozva. (e) A paraffinba agyazott,
ugyanezekbdl az egerekbdl szarmazd majszovetet tartalmazo targylemezeket H& E-festéssel festettiik
meg a szovet architekturdjanak lathatova tételéhez. A harom felvételbdl egyet-egyet tiintettiink fel.
Léptékvonal: 250 um. (f) Ugyanezen egerek gWAT adipocitainak gyulladasi citokin, leptin és Bid
relativ génexpresszios szintjei qRT-PCR moddszerrel meghatarozva, referencia génként GAPDH-t
hasznalva. (g) Ugyanezen egerek gWAT makrofagjainak gyulladasi citokin és rezisztin relativ
génexpresszios szintjei qRT-PCR modszerrel meghatarozva, referencia génként GAPDH-t hasznalva.
Az eredményeket atlag+SD értékként tintettiik fel (n=8 egér csoportonként). A statisztikai

szignifikanciat egyszempontos varianciaanalizissel (ANOVA) hataroztuk meg (*p <0,05).

7.1.6. A TG2 hidnya a makrofagokban hatékonyabb lizoszémalis exocitézist eredményez

Mivel eredeti hipotézisiink az volt, hogy a fokozott elhizashoz kéthetd gyulladast a TG2-null
egerekben az apoptotikus sejtek fagocitozisaban mutatkozo romlas eredményezi, elhataroztuk,
hogy megvizsgaljuk, sziikség van-e makrofagok altal termelt TG2-re az apoptotikus adipocitak
eltavolitasahoz. vizsgaltuk a folyamatot. Erre a célra 3T3 fibroblasztokbol differencialtatott
adipocitakat tettiink apoptotikussa szérum megvonasaval, majd vad tipusi és TG2-null
csontveldi eredetli makrofagokhoz adtuk Oket, eltavolitdsukat pedig az id6 fliggvényében
pasztazd (laser scanning) citometria segitségével nyomon kdovettiikk. Meglepd modon, mint
ahogy az a 12. abran lathat6, a makrofagok TG2-hianya nem késleltette, hanem épp
ellenkezdleg, felgyorsitotta az elhalt adipocitak lizoszomalis exocitozisat. Azt is megfigyeltiik,
hogy az apoptozis utjan elindulé adipocitak eldszor lipideket tartalmazo vezikuldkat képeznek,
amelyeket foszfatidilszerin-pozitiv membran vesz koriil, jelezve a sejthalalt (12a. abra). A
makrofagok hozzakapcsolodnak az elhalt adipocitakhoz, és folyamatosan bekebelezik ezeket a

lipidtartalmu vezikuladkat.

56



a 373 adipocytes b TG2+/+ MPh+ apoptotic 3T3 adipocytes

N\ —

02:18:30 02:43:48

time: 00:00:00 04:57:16

12. abra A TG2-null makrofagok gyorsabban takaritiak el az apoptotikus adipocitak lipid tartalmu
extracelluldris vezikulumait, mint a vad tipusuak

(a) Az apoptotikus adipocitak lipidtartalmt extracellularis vezikulakat képeznek, amelyeket
sejtfelsziniikon foszfatidilszerin-pozitiv membran vesz koriil. Pasztazé (laser scanning) citometrias
képfelvétel apoptotikus 3T3 adipocitakrol, amelyekben 24 oran at tarté szérummegvonassal sejthalalt
valtottunk ki, majd a lipidek, illetve a foszfatidil-szerin kimutatasahoz Nile red (nilusvoros) festékkel,
illetve FITC-cel jelolt annexin-V-tel (z61d) festettiik 6ket. Léptékvonal: 100 um. (b) 3T3 adipocitak,
amelyekben 24 6ran at tartdé szérummegvonassal sejthalalt valtottunk ki, a lipidek kimutatasahoz Nile

red (nilusvords) festékkel festettiink, majd vitalis Hoechst DNS sejtmagfestékkel (kék) festett vad tipusu
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BMDM stejteke helyeztiink melléjiik. Az apoptotikus adipocitak eltakaritasat 5 oran at pasztazod
mikroszkoppal kovettiik. A 2-es szamu kiegészitd videofelvétel elsd és utolsd képén szamos apoptotikus
adipocita/makrofag sejtpar lathatd, amelyek az eltakaritas allapotarol tudositanak az 5 6ras id6tartam
végén (C) Egy apoptotikus adipocita és egy vad tipusu makrofag parosa a lizoszomalis exocitozis
folyamatdban. 3T3 adipocitdkat, amelyekben 24 6ran at tarté szérummegvonassal sejthalalt valtottunk
ki, a lipidek kimutatdsahoz Nile red festékkel festettiink, majd vitalis Hoechst DNS sejtmagfestékkel
(kék) festett, vad tipust BMDM sejteknek tettiink ki. Az apoptotikus adipocitdk eltakaritasat 5 oran at
pasztdz6 mikroszkoppal kovettiik. A sarga nyilak lipidtartalmi vezikuldk makrofagok altali felvételét,
a zO0ld nyilak pedig a makrofagok altal mar bekebelezett vezikuldkat mutatjak. A makrofag
sejtplazmajaban lathato voros vezikulak azt jelzik, hogy az adipocitabol lipid keriilt felvételre. (d) Egy
apoptotikus adipocita és egy TG2-null makrofag parosa az apoptotikus adipocitak TG2-null makrofagok
altali felvételét szemlélteti. A 3T3 adipocitakat, amelyekben 24 dran at tartd szérummegvonassal
sejthalalt valtottunk ki, a lipidek kimutatasahoz Nile red festékkel festettiik, majd vitalis Hoechst DNS
sejtmagfestékkel (kék) festett, TG2-null BMDM sejteknek tettiik ki. Az apoptotikus adipocitak
eltakaritasat 5 oran at pasztazé mikroszkoppal kovettiik (e) Azért, hogy a makrofagok és az adipocitak
jobban szétvaljanak a képeken, az el6z6 festésekhez még a makrofagok CFDA-val torténd jelolését
(zold) is hozzatettiik. A fels6 panelen 1évo képen a zsir nincsen vorossel megjelolve, mig az alsé panelen
az Osszes szin egyszerre lathaté. A nyil egy zsugorodé adipocitira mutat, amelynek membranjan
apoptotikus testek képzédnek, amelyek viszont nem tartalmaznak lipidet. Léptékvonal: 20 um. (f) 3T3
adipocitdk, amelyekben 24 o6ran at tartd szérummegvonassal sejthalalt valtottunk ki, a lipidek
kimutatdsdhoz Nile red festékkel festettiink, majd vitalis Hoechst DNS sejtmagfestékkel (kék) festett
TG2-null BMDM sejteknek tettiink ki. Az apoptotikus adipocitdk eltakaritasat 5 oran at péasztazo
mikroszkoppal kovettiik. (g) A lizoszomalis exocitdzis befejeztével a TG2-null makrofagok bekebelezik
a maradék zsirsejtet. Pasztazo citometrias felvétel 3T3 adipocitdkrol, amelyekben 24 o6ran at tarto
szérummegvonassal sejthalalt valtottunk ki, a lipidek kimutatasadhoz Nile red festékkel festettiink, majd
vitalis Hoechst DNS sejtmagfestékkel (kék) festett, TG2-null BMDM sejteknek tettiink ki. Az
adipocitak eltakaritasanak ebben a fazisaban a Hoechst az adipocitak sejtmagjat is enyhén megfesti. A
sarga nyil a lipidtartalmu vezikulak felvételének egy utolsé mozzanatat jel6li az ,,A” makrofagon. A

z061d nyilak a ,,B” makrofag altal felvett sejtmagokra mutatnak. Léptékvonal: 20 um.
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Az 5 orés videofelvétel teljes ideje alatt az egyik elhalt adipocitara kapcsolodd vad tipusu
makrofag az egyik vezikulat a masik utan veszi fel (12b. és 12c. abra), de nem végez az
eltakaritassal. A TG2-null makrofagok azonban sokkal gyorsabban veszik fel ezeket a
lipidtartalma vezikuldkat (12d—f. abrak) és valtjak ki a membran ,,blebbinget” (holyagok
kialakulasat) magaban foglald klasszikus apoptotikus program elindulasat. Miutan az
adipocitak sejtplazmdjanak teljes tartalmat eltdvolitottak, a TG2-null makrofagok végiil a
feldarabol6do sejtmagot is megemésztik (12g. abra). A vad tipust makrofagok koziil viszont a

vided végéig egy sem volt képes eljutni a bekebelezésnek eddig a befejezo 1€péséig.

7.1.7. Fokozott c-Src szignalizaciojuk révén a metabolikusan aktivalt TG2-null

makrofagok tobb gyulladasi citokint termelnek, mint a vad tipusuak

A laboratoriumunkban korabban végzett kisérletek kimutattak, hogy TG2 hidnyaban a 3-
integrin szignalizdcid6 modosul, amely fokozott c-Src tirozin kinaz aktivitast eredményez
(Janiak és mtsai, 2006). Ennek megfelelden TG2-null makrofdgokban a foszforilalt c-Src
mennyisége, a 33-integrin szintje, valamint az c-SRC-fliggé B3-integrin foszforilacié mértéke
fokozodik, amely a kiindulasi IkB szintek csokkenéséhez, és ennek kovetkeztében a
gyulladasos citokinek fokozott transzkripcidjdhoz vezet a lipopoliszachariddal torténd
talalkozas utan (Sarang és mtsai, 2011). A lipopoliszacharidhoz hasonldan a palmitatrol is
kimutattak, hogy aktivalja a TLR4-et (Shi és mtsai, 2006) és a c-Src-t (Holzer és mtsai, 2011).
Ezért metabolikusan aktivalt makrofagokban, amelyeket az eldzetesen leirt modon (Coats és
mtsai, 2017) in vitro hoztunk 1étre, meghataroztuk a pSrc szinteket, és TG2 hianyaban azok
emelkedett szintjét tapasztaltuk (13a. abra). A kovetkezd 1épésben gWAT makrofagokban
meghataroztuk a B3-integrin MRNS-szintjét, amelynek HSD és HFD étrend mellett is az
emelkedését tapasztaltuk, valamint azt, hogy mind a kiindulasi, mind a HSD/HFD étrend altal
kivaltott szintek 1ényegesen magasabbak voltak TG2 hidnyaban (13b. dbra). Ehhez hasonldan
TG2 hianyaban az MMe makrofagok B3-integrin szintjében is jelentdsen megnovekedett
expressziot mutattunk ki (13c. abra). A P3-integrin expresszidjanak kivaltédasa MMe
makrofagokban teljesen c-Src-fiiggé modon zajlott, mivel az Src-inhibitor PP2 ezt

megakadalyozta.

A metabolikus aktivacié jelentdsen magasabb TNF-a, IL-1p, és IL-6 mMRNS-szinteket valtott
ki a TG2-null MMe makrofagokban, mint a vad tipusuakban (13d-f. abra). Az Src-inhibitor PP2

¢s az integrinreceptor-inhibitor RGD peptid rdadasul meggatolta a gyulladasi citokinek
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képz6dését mind a vad tipusu, mind a TG2-null MMe makrofagokban, és ezeknek az
inhibitoroknak a jelenlétében semmilyen kiilonbség nem mutatkozott a metabolikus aktivacid
altal kivaltott gyulladasi citokinek indukcidjaban. Ezek az adatok aldtdmasztjak, hogy a TG2-
null makrofagok érzékenyebbek a gyulladas altali stimulaciora, és ez egy fokozott [(3-

integrin/c-Src jelatvitel kovetkezménye.
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13. abra Fokozott c-Src szignalizaciojuk révén a metabolikusan aktivalt TG2-null makrofagok tobb
gyulladasi citokint termelnek, mint a vad tipusuak.

(a) Vad tipusu és TG2-null metabolikusan aktivalt BMDM sejtek c-Src és p-Src szintjei Western blot
analizissel meghatarozva, referencia fehérjeként B-aktint hasznalva. (b) gWAT makrofagok gRT-PCR
modszerrel meghatarozott B3-integrin relativ génexpresszidjanak szintjei ND, HSD vagy HFD étrenden
tartott vad tipust és TG2-null egerekben az etetési iddszak végén. Referencia génként GAPDH-t
hasznaltunk. (c—f) Metabolikusan aktivalt vad tipusu vagy TG2-null BMDM sejtek gRT-PCR
modszerrel meghatarozott B3-integrin, TNF-a, TI-1p és IL-6 relativ génexpresszids szintjei kezelés
nélkiil, illetve 2 uM PP2 vagy 0,5 mg/ml RGD peptid hozzaadasat kovetden. Referencia génként
GAPDH-t hasznaltam. Az eredményeket atlag+ SD értékként tiintettiik fel (n=8 egér csoportonként,
n=4 a metabolikusan aktivalt makrofagok esetén). A statisztikai szignifikanciat kétszempontos

varianciaanalizissel (ANOVA) hataroztuk meg (*p <0,05).
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7.1.8. Az LXR-agonistaval torténo kezelés visszaallitja a HFD étrend altal kivaltott
fenotipust a csontveldi eredetii sejtjeikben TG2-hiannyal rendelkezé egerekben, a maj

kisebb mértékii szteatézisat eredményezve a vad tipusu egerekhez képest

A maj X-receptorok (LXR-ek) a szervezet koleszterin-, zsirsav- és gliikdzanyagcseréjének
szabalyozasaban kulcsfontossagu szerepet jatszo sejtmagi receptorok (Faulds és mtsai, 2010).
Az LXR receptorok aktivacioja emellett erésen csokkenti a makrofagok gyulladasos
folyamatait is (Schulman, 2017). Bar az LXR-agonistaval torténé kezelésrol kimutattak, hogy
a magas zsirtartalmu étrend altal kivaltott elhizas soran jelentésen befolydsolja a metabolizmust
a sulygyarapodast mérséklése, a fehér zsirszovet lipolizisének és zsirsav-oxidacidjanak (Dib és
mtsai, 2014), valamint a maj szteat6zisanak (Zhang és mtsai, 2012) beinditasa, illetve az
inzulinérzékenység javitasa révén (Gao €s Liu, 2013) (Dong és mtsai, 2017), ugy véltiik, hogy
ha a TG2-hiany a makrofagokban elsGsorban a gyulladast befolyasolja, akkor az LXR-
agonistaval torténd kezelés ugyanolyan fenotipust eredményez a TG2-t termeld, mint a TG2-
hidnyos csontveldi eredetii sejtekkel rendelkezd, HFD étrenden tartott egerekben. Ezért a TG2-
t termeld és nem termeld csontveldi eredetli sejtekkel rendelkezd, csontveld-transzplantacion
atesett egereket az LXR-agonista GW3965 és magas zsirtartalmu taplalék keverékével etettiik
az etetési id6szak teljes ideje alatt, a masok altal leirt moédon (A-Gonzalez és mtsai, 2009). Egy
korabban publikalt tanulméannyal (Gao és Liu, 2013) egyetértésben az LXR-agonistaval torténd
kezelés meggatolta az egész test (14a. abra) és a gonadok zsirtomegének (14b. abra)
gyarapodasat a HFD étrenden tartott egerekben. Ez a fehér zsirszovet adipocitainak fokozott
apoptozisaval volt 6sszefliggésbe hozhatd, amelyet a gWAT adipocitainak fokozott Bid és Bim
expresszioja indithatott el (14c. dbra). Ha azonban a csontveldi eredetli sejtekbdl hianyzott a
TG2, az LXR-rel kezelt egerek gonadalis zsirjabol szdrmazo szdvetmetszeteken a holt
adipocitak szazalékos ardnyanak csokkenését figyeltik meg (14d. dbra), amely talan a
hatékonyabb eltakaritasnak volt koszonhetd. Ehhez hasonléan a majban jelentdsen
megnovekedett, LXR aktivaciohoz kothetd szteatdzist csak vad tipusu egerekben mutattunk ki
(14e—g). Az LXR-agonistaval kezelt TG2-null gW AT makrofagok lényegesen kevesebb MCP-
1-et és rezisztint termeltek, mint vad tipusu tarsaik (14h. dbra), mig az ugyanabbdl az egérbdl
szarmaz6 gWAT adipocitdk jelentdsen tobb adiponektint (14c. ébra), ami javulod
inzulinérzékenyéget tiikroz. Bar a plazmaban keringé éhgyomri inzulinszintekben nem volt
kiilonbség az LXR-agonistaval kezelt egerek kozott (141. abra), a TG2-hidnyos csontveldi

eredetli sejtekkel rendelkez0 allatok fokozott inzulinérzékenységet mutattak (14j. abra).
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14. abra Az LXR-agonistdival torténd kezelés visszadllitia a HFD étrend altal kivaltott elhizast és

csokkenti a zsirmdjat a csontveldi eredetii sejtjeikben TG2-hiannyal rendelkezd egerekben

(@)TG2** vagy TG2 "~ egerekbdl szarmazo csontveldvel transzplantalt Boyl egerek testtmeg-indexe

(BMI) a 16 hetes HFD etetési idoszak végén az LXR-agonista GW3965 kezeléssel kombinacidoban vagy

anélkiil (20 mg/kg/nap). (b) Ugyanazon egerek gWAT-janak tomege. () Ugyanazon egerek gWAT

adipocitainak Bid, Bim és adiponektin relativ génexpresszios szintjei qRT-PCR modszerrel

meghatarozva, referencia génként GAPDH-t hasznalva. (d) Az ugyanazokbdl az egerekbdl gytujtott

gWAT konfokalis mikroszkopos képei.

A paraffinba agyazott gWAT targylemezeket a nem

specifikusan jel6l6 antidigoxin antitesttel, anti-F4/80 antitesttel és DAPI-val festettiik meg, hogy

lathatova tegyiik az adipocitakat,
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makrofagokat és sejtmagokat konfokalis mikroszkép alatt.



Léptékvonal: 100 um. Mindegyik csoportban harom kiilonbozo egér véletlenszerlien kivalasztott
metszetének adott tertiletén meghataroztuk a CLS sejtek szamat. Az eredményeket atlag + SD értékként
tiintettiik fel (n=3 egér csoportonként). A statisztikai szignifikancia megallapitadsahoz kétszélu, két
mintas nem egyenld varianciaju Student t-probat (*p <0,05) alkalmaztunk. (e) Ugyanazon egerek
majanak tomege. (f) Ugyanazon egerek majanak triacilglicerol-tartalma enzimatikus glicerol assay
segitségével, elszappanositott, neutralizalt majkivonatokbol meghatarozva. (g) A paraffinba agyazott,
ugyanazokbdl az egerekbdl szarmazo majszovetet tartalmazd targylemezeket H&E-festéssel festettiik
meg a szovet architekturdjanak lathatova tételéhez. A harom felvételbdl egyet-egyet tiintettiink fel.
Léptékvonal: 250 pm. (h) Ugyanazon egerek gWAT makrofagjainak MCP-1, IL-6 és rezisztin relativ
génexpresszios szintjei qRT-PCR modszerrel meghatarozva, referencia génként GAPDH-t hasznalva.
(i) A szérum inzulinszintjei egér inzulin ELISA kit segitségével meghatarozva. (j) Ugyanazon egerek
inzulinrezisztencia értékei. Az inzulinrezisztencia vizsgalatot a 15. héten végeztiik el (6 6ras éheztetést
kovetéen 0,75 NE/ttkg inzulint adtunk be intraperitonealisan). Az adatokat atlag+ SD értékként
tiintettiik fel (n = 8 egér csoportonként). A statisztikai szignifikanciat kétszempontos varianciaanalizissel

(ANOVA) hataroztuk meg (*p <0,05).
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7.2. A retinol szaturaz enzim hianyanak hatasa az elhalt sejtek eltakaritasara

7.2.1. A retinol-szaturaz hianya nem befolyasolja sem a retinoidok altal szabalyozott

gének indukcidjat, sem a timusz apopto-fagocitotikus programjat

Korabbi tanulmanyainkban felvetettiikk, hogy a makrofagokban az apoptotikus sejtek
bekebelezése soran legalabb 5 efferocitozissal kapcsolatos gén (TG2, CD14, Clgb, Tim-4 ¢és
ABCATI) expresszidja indukalodik, méghozza retinoidfiiggé modon. Ezeknek a géneknek az
expresszioja fokozodik apoptotizald timocitakban is, de a klasszikus retinsavakat vagy retinsav
szint emelkedését nem talaltunk, viszont egy lehetséges dihidroretinol-szarmazék fokozott
termel6dését mutattuk ki (Sarang és mtsai, 2014). Ezért megmértiik, hatassal van-e a RetSat
hianya ugyanezeknek a géneknek a kifejezodésére az apoptotizal6 timuszban. Ahogy az a 15a.
abran is lathato, RetSat hianyaban a vizsgalt gének koziil egyiknek az expresszidja sem
modosult az apoptotizalo timuszban. Az apoptotizald timuszban raadasul RetSat hianyaban is
ugyanaz, a korabbi tanulmanyanikban mar megfigyelt retinaldehid-dehidrogenaz fligg6 retinoid
cstics amely sejtéseink szerint egy dihidroretinol-szarmazék lett volna. (az adatokat itt nem
tiintettiik fel). Ezért arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy vagy a RetSattal Osszefliggd
retinoidok nem jatszanak meghataroz6 szerepet a retinoidokkal kapcsolatos gének
indukcidjaban, vagy pedig RetSat hidnydban mas retinoidok helyettesitik Oket az egerek
timuszaban. Mivel az apopto-fagocitotikus program kulcsfontossagu szerepet jatszik a T-sejt
készlet kialakitasaban (Starr és mtsai, 2003) (Chen és Konkel, 2015), és a retinoidokrol a
munkacsoportunkban korabban kimutattak, hogy befolyasoljak a timuszban zajlo T-sejt
szelekcios folyamatokat (Sarang és mtsai, 2014), megvizsgaltuk, hogy a RetSat hidnya hatassal
van-e a timusz sejtosszetételére. Azonban ahogy az 15b. abran lathat6, a RetSat hianya nem
befolyésolta a kiilonféle timocitapopulacidk sejtosszetételét vagy méretét. Mivel a RetSat a
bekebelezést végzd makrofagokban indukalodott, azt is megvizsgaltuk, hogy a RetSat hianya
befolyasolja-e a makrofagok képességét az apoptotikus timocitak eltakaritdsara in vivo. A
RetSat-null timocitdkban, amelyekben in vitro sejthalalt valtottunk ki, ugyanolyan gyorsasan
indult be az apoptdzis (15c. dbra). Ehhez hasonloan a sejthalalnak sem a dexametazonnal, sem
a gamma-sugarzassal vald kivaltdsa nem befolyasolta jelentdsen a timocitdk szamanak
csokkenését vagy az annexin-V-pozitiv, eltdvolitdsra nem Kkeriilt timocita populaciok
szdzalékos aranyat (15d. és 15e. abra), ami azt jelzi, hogy a timocitdknak in vivo sem az

apoptozisat, sem a fagocitdzisat nem befolyasolja jelentdsen a RetSat hianya.
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15. dbra A retinol-szaturdz (RetSat) hidnya egerekben nem befolydsolja a retinoidok dltal szabdlyozott,
efferocitozissal Osszefiiggd gének expressziojat vagy a timusz apopto-fagocitotikus programjat

(a) Négyhetes egereket intraperitonealisan vagy 0,3 mg dexametazon-acetattal (DEX), vagy csak a
vivoanyaggal oltottunk be, hogy kivaltsuk a timocitdk apoptozisat. A timuszokat 24 o6ra mulva
begytjtottiik, majd qRT-PCR modszerrel meghataroztuk a génexpressziot (n = 4) tigy, hogy normalizalo
geénként B-aktint hasznaltunk. WT (wild type), vad tipusti; KO, knock-out. Az eredményeket atlag+ SD
értékként tiintettiik fel (n=4). (b) Kiilonféle timocita sejtpopulaciok szama négyhetes vad tipusu és
RetSat-null egerek timuszaban. Az eredményeket atlag+SD értékként tintettiik fel (n=4). (c) Az
annexin-V-pozitiv timocitak szazalékos aranya hat 6raval az apoptozis 1 uM DEX-szel in vitro torténd
kivaltasa utan. (d,e) Kiilonféle timocita sejtpopulaciok szama négyhetes vad tipusu és RetSat-null
egerek timuszaban 24 o6raval a 0,3 mg-0s DEX-kezelés (d) vagy 5 Gy besugarzas () utan. Az
eredményeket atlag = SD értékként tlintettiik fel (n=4).
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7.2.2. A RetSat-null makrofagokban a hosszu tavi fagocitézis romlik

Mivel a kiilénb6z6 makrofagok in vivo kiilonb6z6 fagocitotikus receptorokat és hidképzé
molekuldkat hasznalnak az efferocitozisra (Miyanishi €s mtsai, 2007) (Miksa és mtsai, 2008),
elhataroztuk, hogy in vitro megvizsgaljuk a RetSat-null peritonealis és csontvel6i eredetii
makrofagok (BMDM-ek) efferocitotikus kapacitasat. Ahogyan azt a 16a. és 16b. abra is
szemlélteti, az apoptotikus sejtek 1 oran keresztiili felvételét kovetd mérések alapjan a révid
tava fagocitozist nem befolyasolta a RetSat hidnya. Amikor azonban a fagocit6zis mértékét 5
orés, folyamatos efferocitozist kdvetden hataroztuk meg, a RetSat-null makrofagok mindkét
tipusaban a fagocitotikus kapacitas csokkenését tapasztaltuk a vad tipust kontrollokhoz képest.

Ezek az adatok azt jelzik, hogy a RetSat hozzajarul az apoptotikus sejtek hatékony

efferocitozisahoz.
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16. abra A RetSat hianya keslelteti a csontveldi eredetii makrofagok (BMDM-ek) és a peritonealis
makrofagok hosszu tavi fagocitozisat

5(6)-karboxifluoreszcein-diacetattal (CFDA-SE) jelolt (a) BMDM sejteket vagy (b) peritonealis
makrofagokat Deep Red festékkel jeldlt apoptotikus timocitdkkal 1 ordn keresztiil inkubaltunk (1:5
makrofag—célsejt ardnyban) ugy, hogy a timocitakat vagy azonnal (rovid tava fagocitdzis), vagy csak
azutan adtuk a makrofagokhoz, hogy azokat elétte 5 6rdig jeloletlen apoptotikus timocitakkal inkubaltuk
egyltt. A felvett sejtek szamat konfokalis mikroszkop segitségével hataroztuk meg. A felsé panelek az
egyik reprezentativ kisérletet szemléltetik. A felvett Osszes sejt szamat az also panelek mutatjak

atlag + SD értékként feltiintetve (n = 3), * p <0,05.

7.2.3. A RetSat-null makrofagok kevesebb MFG-E8-at expresszalnak

Azért, hogy meghatdrozhassuk a fagocitozis hossztavon toérténd romlasanak okait, teljes
RNS-szekvenalast alkalmaztunk, amely soran 117 kiilonboz6képpen expresszalt gént (DEG)
azonositottuk a RetSat** és RetSat”~ BMDM-ek kozott (legalabb masfélszeres valtozast és
<0,05 korrigalt p-értéket alapul véve). A RetSat” sejtekben Osszesen 59 transzkript volt
csOkkent génexpresszioval jellemezhetd ¢és 58 transzkript mutatott megndvekedett
génexpressziot. A DEG-ek listajat az 1. tablazat tartalmazza. A lecsokkent, illetve
megndvekedett transzkriptek atlag fold change (FC) értéke —15,1 + 97,1, illetve 3,1 + 2,7 volt.
A lecsokkent és megnovekedett transzkriptek median FC-értéke —2, illetve 2,1 volt.

1. tablazat A RetSat vad és RetSat hianyos BMDM kozotti 117 eltéréen expresszalt geén felsoroldsa
(legalabb 1,5-szords valtozas FC) és korrigalt P (P corr érték <0,05 alapjan)

Gene Symbol FC p (Corr) Gene Symbol FC p (Corr)
Npy -742.1 1.6 x 1070 Dgat2 19.0 13x107%
1700112E06Rik -9.2 14x107% Nbea 8.2 6.9 107%
Rtndrl2 -5.4 2.6 x 10702 Morn4 7.8 3.8x107%
Decstamp -4.7 14x 10792 2410066E13Rik 7.4 1.3x107%
Itgb? -4.7 2.0x 10792 Fah 6.7 7.2x107%
Gata2 -4.5 1.5x 10702 Hddc3 5.9 7.1x 10707
Wdr54 -3.8 1.4x 10792 Wdfyl 5.8 22x107%7
Elmod3 -3.2 32x 1070 Dkk2 49 2.7 x 10705
Gm15446 -2.9 53x 10703 Cdol 44 1.9x 10
Gm7799 -2.9 5.0 x 10702 Sh3d21 44 6.8 x 1006
Gpré8 -2.9 4.8 x 10702 Slco3al 43 8.4x107%
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Gene Symbol FC p (Corr) Gene Symbol FC p (Corr)
Krt80 -29 25x 10702 AC166773.1 3.9 4.1x 10706
Mfge8 -2.7 24 x 10702 Gbp10 3.6 1.7 x 10703
Pdelc -2.6 7.1 x 1079 Gpx3 3.5 2.6 x 10704
Galnt9 -25 3.5x 10702 Gm13014 3.5 3.0x 10704

Gm12895 -25 2.9 x 10702 Camk2b 3.5 1.6 x 10793
Gm14109 -25 2.6 %107 Pde2a 3.2 44x107%
Gm9746 -24 25x107% Lrrc9 32 7.3 % 107%
Kalrn -2.4 4.0x 10792 Itm2a 3.0 29 x107%
Il -2.4 1.8 x 10792 Xkré 2.9 7.7 x 107%
Itpka -2.3 54 x107% Rabda 2.7 53x 1077
Dnajb13 -2.3 3.5 x 10702 Pyroxd2 27 8.0x 107™
Tnip3 -22 1.0 x 10792 AC123679.1 2.6 8.2x 107%
Gpel -2.2 2.0 x 1072 Efcab? 2.4 3.6x 107
RP24-281K23.1 -21 7.1% 1079 Prdm5 2.3 1.7x107%
Gm3788 -2.1 1.0 x 10792 Magehl 2.2 9.8 x 1070
Gm9844 -2.1 1.0 x 10792 Mlph 2.2 1.5% 107
Tmsb10 -21 1.9 x 10702 Gm4772 22 3.8x10~%
4931413K12Rik -2.0 1.4x 10792 Nnt 2.1 73%x107%

D14Ertd449e -2.0 1.8 x 10703 Dher24 2.1 5.0 x 10705
RetSat -2.0 2.9 x 1070 Svp 2.1 1.6 x 1070

RP23-291E6.5 -2.0 2.9 x 10792 Klra3 2.1 1.4x107%
Itgax -1.9 4.0 x 10792 B130055M24Rik 2.0 6.3 x 107%

Ak4 -1.9 3.0 x 1079 Clqtnf6 2.0 6.1 x 1075
Csfl -1.9 1.4 x 10702 Pdgfc 2.0 7.6 x 1079
Tiam1 -1.9 33 % 10702 AL627077.2 2.0 1.0 x 10703
Maff -1.9 1.0 x 10702 Gm13228 2.0 9.8 x 1079
Cds2 -1.9 29x 1079 Spr-psl 2.0 5.8 x 10704
Zfp932 -1.8 1.6 x 10702 Neol 1.9 9.7 x 10704
Gm11625 -1.8 3.4 x 10702 Tmem?231 1.9 47 x 10704
Ide -17 7.2x 10704 Fam115a 1.9 6.3x 10704
Dfna5 -1.7 1.4 % 10702 Uspl1l 1.8 9.5x 10704
Semada 1.7 1.2 x 10702 Aldh1ll 1.8 4.6 x 10704
Cldn26 -1.7 1.7 x 10702 Zechel4 1.8 1.2x 1079
Lancl2 -1.7 7.1x 10704 Dynltib 1.8 6.8 x 10704
Blm -1.7 43x 10702 Dynltla 1.8 8.3 x 107"
Oit3 -17 4.0 x 10792 Ric3 1.7 6.4 %107
Cebpb -1.7 3.1x 1079 Slcd0al 1.7 7.9%10°%
Hilpda -1.6 1.3 x 10702 Ppplr9a 1.7 2.6 x 107%
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Gene Symbol FC p (Corr) Gene Symbol FC p (Corr)

S100a8 -1.6 2.5x 1070 Pbxip1 1.7 8.5x 10704
Padi4 -1.6 1.9 x 10702 Dynlt1-ps1 1.6 1.5% 10704
Ephx1 -1.6 1.3 x 10702 Cd59a 1.6 1.2x 10705
Gm7665 -15 45x 10702 Ms4a6b 1.6 49 %1079
Entpd4 -1.5 29 x 10704 Sass6 1.6 1.3 x 10704
Gm11810 -15 42 x 10702 Plekha8 1.6 3.9 x 1070
Napsa -15 3.1 % 10792 Cadml 1.6 14x 1079
1fi30 -15 1.1x 10792 Nradd 1.6 4.4 x107%
Gm12854 -15 1.5% 10702 AC113059.1 1.5 1.1x 1079
Gm10108 -15 1.9 x 10702
Gene Symbol FC p (Corr) Gene Symbol FC p (Corr)
S100a8 -1.6 2.5x 1070 Pbxip1 1.7 8.5x 10704
Padi4 -1.6 1.9 x 10702 Dynlt1-ps1 1.6 1.5% 10704
Ephx1 -1.6 1.3 x 10702 Cd59a 1.6 1.2x 10705
Gm7665 -15 45x 10702 Ms4a6b 1.6 49 %1079
Entpd4 -1.5 29 x 10704 Sass6 1.6 1.3 x 10704
Gm11810 -15 42 x 10702 Plekha8 1.6 3.9 x 1070
Napsa -15 3.1 % 10792 Cadml 1.6 14x 1079
1fi30 -15 1.1x 10792 Nradd 1.6 4.4 x107%
Gm12854 -15 1.5% 10702 AC113059.1 1.5 1.1x 1079
Gm10108 -15 1.9 x 10702

Az adatokat 3-3 vad, vagy RetSat null egérbdl differencialt BMDM-ekbdl nyertiik. Néhany RetSat
MRNS expressziot a RetSat null sejtekben is észleltiink. Ez azért lehet, mert a generaciok sordn a knock-
out egerekbdl csak a RetSat gén elsd exonjat helyettesitette a neomycin rezisztenciakazetta, és ez

atirddott a fennmaradé exonokkal egyiitt nem funkcionalis RetSat mMRNS-eket eredményezve.

------

szignifikansan nagyobb szamban vannak jelen a DEG-ek kozott (2. tablazat).

2. tablazat A 117 kiilonbozoképpen expresszalodott gén génontologiai (GO) elemzése FRD: hamis
taldlati arany Benjamini-Hochberg teszttel meghatdrozva (FRD <0,05)

GO-Term Description Count in Gene Set FDR
GO:0061003 positive regulation of dendritic spine morphogenesis 4023 0.0107
GO:0036006 cellular response to n1t1cr01‘.vllage colony-stimulating 30f8 0.0126

factor stimulus
GO:0045655 regulation of monocyte ditferentiation 30f17 0.0294
G0:0032502 developmental process 40 of 5213 0.0294
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Az eredmények igazolasa érdekében qRT-PCR segitségével meghataroztuk az MFG-ES8
MRNS-expressziojat csontveldi eredetii, peritonealis és tioglikolat altal stimulalt peritonealis
RetSat-null makrofagokban, ¢és a vad tipust sejtekhez képest csokkent expressziot figyeltiink
meg (17a. abra). A csontveldi eredetli makrofagok vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy az
apoptotikus sejtekkel vald 5 o6ras inkubalas nem novelte az MFG-ES8 expressziojat, de az MFG-
E8 expresszioban kezdetben megfigyelt kiilonbség allandé maradt (17b. abra). Mivel az
indulaskor végzett elemzésiink azt jelezte, hogy néhany differenciaciéval Osszefiiggd gén
expresszidja megvaltozik a RetSat-null makrofagokban (2. tablazat), elhataroztuk, hogy
megvizsgaljuk, valtozik-e az MFG-E8 expresszidja a csontveldi eredeti monocitak
differencialodasa soran, és a dihidroretinol adasa mddositja-e ezt. Ahogy az a 17c. abran is
lathatd, a vad tipust €s a RetSat-null monocitak MFG-E8-expresszidjaban nem volt kiilonbség,
¢s a monocitak differencidlodasa sordn mind a RetSat, mind az MFG-E8 expresszidja
indukalodott. Az MFG-E8 expressziojanak beinduldsa azonban kevésbé volt erdteljes a RetSat-
null sejtekben. Meglepé modon a dihidroretinol adasaval nem tudtuk orvosolni az MFG-E8
indukcidjaban jelentkezé defektust. Ezek az adatok azt jelzik, hogy a RetSatnak nem a
monocita/makrofag differenciacio alatti dihidroretinol-termelése szabalyozza az MFG-E8
expressziojat makrofagokban.

Bar nem talaltunk kiilonbséget a retinoiddal 0sszefiiggd gének expresszidjaban a RetSat-
null csontveldi eredetli makrofagokban vad tipustt makrofagokkal 6sszehasonlitva (1. tablazat),
kimutattuk, hogy dihidroretinol adéasa hatast gyakorol expresszidjukra differencialodasuk
soran. Ahogy az a 17¢. abran is lathato, a TG2 expresszioja a monocitak differencidloddsa soran
emelkedett, és a dihidroretinol adasa jelentésen fokozta az expresszidjat. Semmi kiilonbséget
nem fedeztiink fel viszont a vad tipust és a RetSat-null sejtek TG2 expresszidjaban vagy a
dihidroretinolra adott valasza kozott. Masrészt, a masik négy retinoid altal szabalyozott gén
expresszioja sem a vad tipusu, sem a RetSat-null sejtek differencidlodasa soran nem indult meg
dihidroretinol hatsara (17d. abra). Erdekes modon ezen gének indukcidjanak elmaradasa
ellenére a differenciadlodas alatt adott dihidroretinol rovid tavon fokozta a makrofagok
fagocitozisat, ahogyan azt a FACS elemzés és a konfokalis mikroszkopia is kimutatta (17e.
abra). Mivel azonban dihidroretinol ad4sa nélkiil és adasaval sem taldltunk kiilonbséget a vad
tipusu és a RetSat-null csontveldi eredetli makrofagok rovid tava fagocitdzisa kozott, ezek az
adatok azt jelzik, hogy bar a RetSat expresszidja indukalédik a monocita/makrofag

differenciacio soran, dihidroretinoidok valosziniileg nem termelddnek jelentds mennyiségben.
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17. dbra A RetSat hianya szamos makrofagtipusban csokkent MFG-E8 mMRNS-expressziohoz vezet

(a) Az MFG-ES expresszidja vad tipust és RetSat-null BMDM sejtekben, peritonealis makrofagokban
¢s tioglikolat altal stimulalt makrofagokban Ezeket a makrofagokat az Anyagok és modszerek c. részben
leirtak szerint hoztuk 1étre. (b) Vad tipust és RetSat-null BMDM makrofagok relativ MFG-E8 mRNS-
expresszioja az efferocitozis eldtt, illetve 5 oraval azutan, a sejtfelvételt nem végzo, vad tipusat BMDM
sejtekkel Osszehasonlitva. (c) A RetSat, az MFG-ES8, a TG2 és a NPY normalizalt mRNS-expresszi()ja
OH) jelenlétében vagy anélkiil. (d) Retinoidokra érzékeny efferocitozis gének indukaldsa az Gtnapos
monocita differenciacio végén vad tipusu és RetSat-null sejtekben 1 uM all-transz-13,14- dihidroretinol

jelenlétében, a vivoanyaggal kezelt kontroll sejtekhez viszonyitva. Az mRNS-expressziot ezen
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kisérletek mindegyikében qRT-PCR segitségével hataroztuk meg, normalizaldo génként B-aktint
hasznaltunk. Az eredményeket atlag + SD értékként tiintettiik fel (n=4), * p <0,05. (e) 1 uM all-transz-
13,14-dihidroretinol jelenlétében vagy anélkiil differencialtatott vad tipust és RetSat-null BMDM sejtek
rovid tdva fagocitozisa. A bekebelezést végzd makrofdgok szizalékos ardnyat aramlasi citometrias
elemzéssel hataroztuk meg. Az eredményeket atlag+SD értékként tiintettiik fel (n=4), * p <0,05.
Emellett az egyik reprezentativ konfokalis mikroszkopos képet is feltiintettiik. A CFDA-SE-vel jelolt
makrofagok zo6ld sejtekként, mig a Deep Red festékkel jeldlt apoptotikus timocitdk vords sejtekként
tiinnek fel. A bekebelezett apoptotikus timocitdk narancssarganak latszanak, mivel a zdld és a voros

szinek atfednek egymassal.

Mivel ugy talaltuk, hogy a neuropeptid-Y (NPY) csak csekély mértékben fejezédik ki a
RetSat-null makrofagokban (1. tablazat), viszont ismert, hogy az NPY segiti a makrofagok
fenotipusanak M2 iranyba torténé valtozasat (Buttari és mtsai, 2017) ami fokozott fagocitotikus
kapacitast eredményez (Zizzo és mtsai, 2012), megvizsgaltuk, hogy vajon a csokkent NPY-
expresszio ¢és az MFG-E8-termelés hianya is kapcsolatban allhat-e mindezzel. Eredményeink
szerint (17c. abra) az NPY expresszié a vad tipust monocitakban alig fejez6dik ki, de
differencialddasa soran indukalddik, a RetSat-null monocitak differencialoédasa soran viszont
meglepd modon downregulacid megy végbe. Ezt a jelenséget a dihidroretinol adésa sem
masitotta meg. Azt is megvizsgaltuk, hogy az NPY adasa helyreallithatja-e az MFG-E8
expresszio defektusat a monocitak differencidlodasa soran. Azonban a neuropeptidnek a
kiilonféle NPY-receptorok serkentésére harom kiilonbdzd koncentracioban (10710, 1079 és 1078
M) torténé alkalmazasa sem valtoztatott az MFG-ES8 kifejez6désén sem a vad tipust, sem a

RetSat-null sejtekben.

7.2.4. Az MFG-E8 termelddésének alacsony szintje felelos a RetSat-null makrofagok

hosszu tavu fagocitézisanak defektusaért

Azért, hogy bebizonyithassuk, hogy az MFG-E8 termelddése felelés a RetSat-null
makrofdgok hosszii tava efferocitozisanak defektusaért, hossza tava fagocitozisukat
rekombinans MFG-E8 hianyaban és jelenlétében is tanulmanyoztuk. Ahogyan az a 18a. és b
abran is lathat6, a rekombinans MFG-E8 adéasa helyredllitotta a hosszi tdva fagocitdzis
defektusat a RetSat-null csontveldi eredetli €s peritonedlis makrofagok esetében, a vad tipusu

sejtek efferocitozisara viszont nem volt hatéssal.
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18. dbra A RetSat-null makrofigok hibds efferocitozisa az elégtelen MFG-E8 termeléssel van
osszefiiggesben

A vad tipusu és RetSat-null (a) BMDM és (b peritonealis makrofagok) hosszu tava efferocitozisat 2
ug/ml rekombinans MFG-E8 fehérje jelenlétében, illetve hidnyaban is meghataroztuk. A CFDA-SE-vel
jelolt makrofagokat Deep Red festékkel jeldlt apoptotikus timocitakkal inkubaltunk 1 6ran at ugy, hogy
elétte 5 ordn keresztiil jeloletlen apoptotikus timocitakkal inkubaltuk 6ket, amely soran folyamatosan
vettek fel sejteket. A felvett sejtek szamat konfokalis mikroszkop segitségével hataroztuk meg. A felso
panelek egy reprezentativ kisérletet mutatnak be: a felvett Gsszes sejt szamat az als6 panelek mutatjak
atlag + SD értékként feltiintetve (n = 3). (C) négyhetes egerekbe 6 napon keresztiil naponta 1 mg/kg
DEX-et injektaltunk intraperitonealisan, majd 0,5 Gy sugarzasnak tettiik ki oket, hogy beinditsuk a
timocitak apoptozisat. Nyolc 6ra mulva begytijtottiik a timuszokat és FACS analizissel meghataroztuk
a kiilonbo6z0 timocita sejtpopulaciok szamat. Az eredményeket atlag + SD értékként tiintettiik fel (n =4),
*p <0,05.
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Ezek az adatok azt jelzik, hogy az apoptotikus sejtek hosszh tava fagocitozisanak in vitro
megfigyelt romlasa valoban kapcsolatban all a RetSat-null makrofagok MFG-E8 termelésében
mutatkozd romléassal. Korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy az MFG-E8 a timusz
makrofagjaiban nem termelddik, ezért nagyon kicsi a valoszintisége, hogy szerepet jatszana az
apoptotikus timociték eltakaritasaban (Hanayama és mtsai, 2004), ami talan megmagyarazza,
miért nem figyeltiink meg efferocitozis zavarra jellemzé fenotipust a RetSat-null egerek
timuszaban. Arrdl is beszamoltak azonban, hogy az MFG-E8-null egerek timuszaban
efferocitozisra jellemzd fenotipus alakul ki, ha a makrofagok MFG-E8 expresszidjanak
kivéltasa érdekében egy hétig mindennap alacsony d6zistt DEX-szel kezelik az allatokat, majd
szigoruan csak azt kovetGen, a timusz apoptozisanak beinditasara rontgensugarzasnak teszik Ki
Oket (Lauber ¢és mtsai, 2013). RetSat-null egerek alkalmazasaval mi megismételtiik ezeket a
kisérleteket (18c. abra), és a besugarzas utan jelentds ndovekedést tapasztaltunk mind a maradék
Osszes sejt, mind az annexin-V pozitiv sejtek szamaban, ami azt jelzi, hogy RetSat hianyaban
az eltavolitasra nem kertilt apoptotikus timocitak felhalmozodasa kovetkezik be, vagy esetleg a

sejtalal intenzitdsa néhetett meg.

7.2.5. A néstény RetSat-null egerek hajlamosak enyhe szisztémas lupus erythematosus

(SLE)-szerii autoimmunitas kialakulasara

Jol ismert tény, hogy az apoptotikus sejtek eltakaritdsdban mutatkozé romlés osszefligg az
SLE-szer(i autoimmunitas kialakulasa iranti fokozott érzékenységgel (Abdolmaleki és mtsai,
2018). Ez kapcsolatban all azzal, hogy az eltavolitasra nem keriil6 apoptotikus sejtek szekunder
nekrozison mennek keresztiil és gyulladast valtanak ki. A beldliik felszabadult autoantigének
autoantitestek képzddését valtjak ki, ahogy azt az egerek apoptotikus sejtekkel valo sorozatos
beoltdsa is demonstralta (Mevorach ¢és mtsai, 1998). Emellett a megfelelden lezajld
fagocitozisnak szdmos gyulladdscsokkenté mechanizmust kellene kivaltania, amelyek zavart
szenvednek, ha az efferocitozisban hiba 1ép fel. Az efferocitozis receptorokkal vagy hidképzd
molekuldkkal nem rendelkezé egerekre lépmegnagyobbodds, anti-DNS ¢és antinukleéris
autoantitestek jelenléte, valamint immunkomplexeknek a vesében torténd, vesegyulladashoz
(glomerulonephritishez) vezet6 lerakodasa jellemz6 (Abdolmaleki és mtsai, 2018). A human
adatokhoz hasonldan a ndstény egerek is fogékonyabbak az autoimmunitas kialakulasara, mint
a himek (Weckerle és Niewold, 2011). Ha a RetSat hianya in vivo rontja az apoptotikus sejtek

makrofagok altali eltavolitasat, akkor varhatéan a RetSat-null ndstény egerek is fogékonyabbak
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az SLE-szer(i autoimmunitas kialakulasara. Ezért elhataroztunk, hogy 1 éves néstény egerekben

megvizsgalunk néhany autoimmunitasra utalé paraméter megjelenését.
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19. abra |dos ndstény RetSat-null egerekben enyhe autoimmunitas alakul ki

(a) Egy éves néstény vad tipust és RetSat-null egerek 1épének tomege. * p <0,05. (b) A hat-hat
megnagyobbodott 1éppel rendelkezé vad tipusu, illetve RetSat-null egér 1épében talalhato aktivalt
kaszpaz-3-pozitiv sejtek immunhisztokémiai kimutatasat az Anyagok és modszerek c. részben leirtak
szerint hajtottuk végre. Az adatok a nagy nagyitasu latoterekben talalhato aktivalt kaszpaz-3-pozitiv
sejtek atlag + SD szamat prezentaljak. (C) A vad tipusu és RetSat-null egerek szérumanak anti-dSDNS
antitestszintjét atlag = SD értékként tlintettiik fel. OD: optikai denzitas. (d) Antinuklearis antitestek
(ANA) 12 vad tipusu és 12 RetSat-null egér széruméaban. A képek az ANA-kra jellemz6 fluoreszcencia

intenzitast abrazoljak egy 0-t6l 4-ig terjedd skalan. (e) Immunkomplex-lerakodasok (zold szinnel
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jelolve) idOs néstény RetSat-null egerek veséiben. A sejtmagok kék szinliek a 4,6-diaminido-2-
fenilindol (DAPI) festésnek koszonhetden.

Ahogy az az 19a. dbran lathato, a RetSat-null néstény egerek 1épének atlagos tomege
jelentésen magasabb volt, mint a vad tipusi néstényeké, és a 12 RetSat-null egér koziil 6
Iépének nagyobb volt a tomege a kontrollokra megallapitott atlagértéknél. Kordbbi
tanulmanyok kimutattak, hogy az MFG-E8 hianyos egerekre jellemzd 1épmegnagyobbodas
Osszefiigg az apoptotikus sejteknek a csirakozpontok elhalo apoptotikus B-sejtjeit bekebelezd,
un. ,.tingible body” makrofagok altali elégtelen felvételével (Hanayama €s mtsai, 2004). Ha az
apoptotikus sejteket nem sikertilt teljesen eltakaritani, akkor hosszabb ideig is a szdvetben
maradnak, és az aktivalt kaszpdz-3 pozitiv sejtek szama megnd. Ezért meghatdroztuk az aktivalt
kaszpaz-3 pozitiv sejtek el6fordulasat a 1épben, €s a vad tipusu kontrollokhoz képest a
megnagyobbodott 1épekben ennek jelentés ndvekedését tapasztaltuk a RetSat-null egér esetén
(19b. abra). Mig az anti-dsDNS antitest titereiben nem észleltiink jelentds novekedést (19c.
abra), a 12-b6l 10 RetSat-null egér esetén antinuklearis antitestek termelddését mutattuk ki
(19d. abra). Az immunkomplex-lerakddasok a megnagyobbodott 1éppel rendelkezé egerek
veséjében konnyen észrevehetdk voltak, mig a hat véletlenszertien kivalasztott vad tipusa egér
ves¢jében, egyik esetben sem detektaltunk ilyen lerakddasokat (19e. dbra). A glomerularis
diszfunkciot a megnagyobbodott 1éppel rendelkezd egerekben az urea magas

szérumkoncentracioja jelezte (52-t61> 100 mM-ig szemben a normal 11 + 3 mM értékkel).
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8. Megbeszélés

Disszertaciomban az elhalt sejtek eltakaritasdnak zavarat és a zavar patologias
kovetkezményeit vizsgaltam két knock out (TG2 hianyos, illetve RetSat hianyos) egértdrzsben.
Mivel a hipertrofias zsirsejtek apoptozisa (Strissel és mtsai,2007) és azok makrofagok altali
eltakaritasa (Alkhouri és mtsai, 2010) inditja el a metabolikus szindromahoz vezet6 patologias
torténések sorozatat, és a zavart sejteltakaritas alapjat képezheti egy kronikus gyulladésnak,
kérdéstink, hogy zavart lehet-e a zsirral teli adipocitak eltavolitasa kovérségben. Ennek a
kérdésnek a megvalaszolasadhoz els6 1épésként azt teszteltiik TG2 hianyos egerek bevonasaval,
amelyekben zavart az apoptdtikus sejtek eltakaritasa (Szondy és mtsai, 2003; To6th és mtsai,
2009), hogy az eltakaritds genetikai zavara dnmagaban fokozhatja-e a magas zsirdiéta altal
inditott patoldgias folyamatokat. A HSD vagy HFD étrenden tartott egerekben a TG2 hianya
valdban eldsegitette az elhizassal Gsszefiiggd patologias valtozasok megjelenését, példaul a
zsirszovet gyulladasat, az adipocitdk sejthalalat, a zsirmdj kialakuldsat és az
inzulinrezisztenciat. Kimutattuk, hogy ezt a csontvel6i eredetii sejtek TG2-hidnya okozta.
Viszont a kisérletek ezen pontjan raébredtiink, hogy nem sokat tudunk az elhalt adipocitdk
eltakaritasarol, valamint abban sem lehettiink biztosak, hogy sziikséges—e a TG2 az elhalt
adipocitak eltakaritasahoz is. Mivel a makrofagokrol azt publikaltak, hogy kizardlag holt
adipocitakkal 1épnek interakcidba, és a folyamat soran aktin polimerizacio zajlik (Haka és
mtsai, 2016), arra szamitottunk, hogy a TG2 a lehetséges Ps-integrin/apoptotikus adipocita
interakcid eldsegitése révén kapcsolodhat be a folyamatba, mint ahogy azt a klasszikus
efferocitozis folyamat soran is teszi. Meglepetésiinkre azonban azt tapasztaltuk, hogy az
adipocitak sejtelhaldsi programja sajatos modon zajlik. A sejtelhalds sordn kiilon valasztodik
az adipocita lipidtartalma, amely foszfatidilszerin pozitiv extracelluldris vezikulumokba keriil,
¢és kiilon alakulnak ki az apoptotikus testek, amelyekben tgy tiinik, nincs tarolt lipid. A
makrofagok, el6szor a lipidtartalmi vezikulumokat veszik fel, amelyek a makrofagok
lizoszomalis exocitdzisa sordn Haka és mtsai szerint akar egybdl a lizoszoméba is juthatnak
(Haka és mtsai, 2016). Az elkészitett videok alapjan késébb képzddnek és vevodnek fel az
apoptotikus testek.

Erdekes modon a TG2 hidnyos makrofagok sokkal hatékonyabbak a lipidtartalma
vezikulumok felvételében. Ismert, hogy a foszfatidilszerin pozitiv extracellularis vezikulumok
felvétele torténhet MFG-E8 és integrin B3 receptorok segitségével (Morelli és mtsai, 2004),
legalabbis dendritikus sejtekben. Mivel a TG2 hidnyos makrofagok a TG2 hidnyanak
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kompenzalasara tobb integrin [ 3 receptort fejeznek ki (To6th és mtsai, 2009), elképzelhetd, hogy
ezek a vezikulumok integrin fiiggé médon vevddnek fel, és a fokozott felvétel a fokozott
integrin kifejez6dés kovetkezménye. Ezt a hipotézist munkacsoportunk a tovabbiakban tervezi
tesztelni

Nemrégiben megjelent egy publikacid, amelyben arr6l szamoltak be, hogy az ¢élI6
adipocitak is szabaditanak fel lipidtartalmu extracellularis vezikulakat (exoszomakat),
amelyeket a kdzelben 1évo makrofagok felvesznek, metabolizalnak, tovabba ezen exoszomak
hozzajarulnak a zsirszoveti makrofagok metabolikus atprogramozasahoz (Flaherty és mtsai,
2019). Mivel a TG2-null makrofagokban hatékonyabb a lizoszémalis exocitozis, a holt
adipocitak csokkent eltakaritdsa nem magyarazza a TG2-null egerekben megfigyelt, HFD éaltal
kivaltott fenotipust, habar azt nem zéarhatjuk ki, hogy a fokozott lipidfelvétel 6nmagaban ne
okozna gyulladast. Illetve azt sem, hogy az eldre felvett sokkal tobb lipid nem verseng-e az
elhalt sejtek felvételével. Azt azonban kimutattuk, hogy a metabolikusan aktivalt TG2-null
makrofagok fokozott Ba-integrin/c-Src szignalizacidjuknak (Janiak és mtsai, 2006) (Sarang és
mtsai, 2011) kdszonhetden tobb gyulladasi citokint termelnek. Megfigyeléseink 6sszhangban
allnak mas beszamolokkal, amelyek tantsidga szerint az avPs-integrin szignalizdci6 NFkB
aktivaciot valthat ki a makrofdgokban (Antonov és mtsai, 2011), és a c-Src aktivitas
makrofagokban szdmos gyulladasi valasszal 6sszefiiggésben van (Byeon és mtsai, 2012).

Megfigyeléseink alapjan a TG2-null makrofagokban mind a gyulladési citokinek
termelése, mind a lizoszomalis exocitozis fokozott mértéki. E folyamatokrol tudjuk, hogy
mindkett6 TLR2-fiiggé (Coats és mtsai, 2017) A TLR2 ligandjai diacil- és triacilglicerol
részekkel rendelkez6 molekulak (Oliveira-Nascimento és mtsai, 2012). A Bs-integrin a 1étrejott
TLR2/TLR1 jelatviteli komplexek része, és a vitronektinhez kotott triacil-lipopeptid
odatoborzasa révén nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a triacil-lipopetidek TLR2-hez
kotddésében (Gerold és mtsai, 2008). Az avPs-integrin szignalizacio rdadasul felerdsitheti az
MY D88-fiiggé TLR2-szignalizaciot is (Gianni és Campadelli-Fiume, 2014). Igy a fokozott Ps-
integrin kifejez6dés és szignalizacid ily modon is magyarazattal szolgalhat a TG2-null
makrofagok fokozott lipid vezikulum felvevd képességére.

Mivel eredményeink szerint a TG2 hidnyaban megfigyelt valtozdsok HFD diétanak kitett
egerekben elsésorban a TG2 hidnyos zsirszoveti makrofagok fokozott gyulladasi valaszara
vezethetOk vissza, teszteltiik, vajon a gyulladasi valasz LXR agonista addsaval torténd
leszoritasa, revertalja-e a fenotipust. Az LXR kezelés hatdsara, valoban hasonld fenotipus
alakult ki mint amelyet a klinikai tesztelések soran leirtak az LXR terapiarol, bar az LXR-nak

szamos egyéb hatasat is detektaltuk mindkét (vad és TG2 hianyos) egérban. Igy az LXR-
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agonista kezelés mindkét tipusu egérben megakadalyozta a HFD altal kivaltott elhizast. Ezen
kiviil, ahogyan arrdl mar masok is beszamoltak (Gao ¢s Liu, 2013), az LXR-agonistaval kezelt
vad tipusu egerekben fokozott gWAT adipocita apoptozist €s megndvekedett maj szteatozist
mutattunk ki. De a szteatdzis mértéke, a gyulladasi citokinek termel6dése és az inzulin
rezisztencia kisebb mértékii volt a TG2 hianyos egerekben, mint a LXR kezelsét kovetden is.

Irodalmi adatok szerint az adipocitak az LXRo LXR-agonista altal kivaltott aktivacioja a
gonadalis zsir gyarapodasa elmaradasat okozza. Amirdl ismeretes, hogy a zsirszovetben
elOsegiti a lipolizist ¢és a zsirsavak oxidacidjat (Zhang ¢és mtsai, 2012), amely végil az
adipocitak szaménak csokkenéséhez vezet. Mig azonban az adipocitdk apoptdzisanak aranya (a
Bid mRNS-expresszids szintjei alapjan) nem volt magasabb az LXR-agonistaval kezelt vad
tipusu egerekben mint a TG2 hianyos csontvelével transzplantalt egerekben, a szteatdzis
mértéke a majukban jelentdsen nagyobb volt, mint azokban az LXR-agonistdval kezelt
egerekben, amelyek csontvel6i eredeti sejtjeibol hianyzott a TG2. Korabbi tanulmanyok
felvetették, hogy az LXR-agonista altal kivaltott ma;j szteatdzisat a hepatocita LXRa aktivacioja
eredményezi, amely beinditja a SREBP-c1-fiiggd triacilglicerol-szintézist (Zhang és mtsai,
2012) (Schultz és mtsai, 2000). Megfigyeléseink tehat azt mutatjak, hogy a TG2-null
makrofagok, nagy valoszintiséggel fokozott lipid vezikulum felvételiik miatt, jobban meg
tudjak 6vni az anyagcserét végzd szoveteket a telitett szabad zsirsavak ektopias felhalmozodasa
altal okozott karosodastol, ha a gyulladds benniik egyidejlileg gatolva van (Fitzgibbons és
Czech, 2016).

A laboratériumunkban kordbban végzett kisérletek kimutattak, hogy az apoptotikus sejtek
bekebelezése soran retinoidok képzdédnek, mégpedig retinaldehid-dehidrogenazfiiggé modon,
amely szdmos efferocitozissal kapcsolatos gén miikodését fokozza és ezaltal a fagocitotikus
kapacitas novekedését eredményezi a hossza tavu efferocitozis soran. LC/MS/MS adataink
alapjan azt is feltételezhettiik, hogy a képzddott retinoidok a RetSat Gitvonal termékei lehetnek.
A feltételezést alatamasztandé modon a RetSat enzim indukcidjat kimutattuk mind in vivo az
egerek timuszaban, a timocitdk apoptozisanak elindulasat kovetéen, mind makrofagokban LXR
aktivacigjat kovetden (Sarang és mtsai, 2014), habar a makrofagokban az enzim expresszioja
kb. 60-szor, alacsonyabb volt, mint a majban, illetve 20-szor alacsonyabb volt, mint a vesében,
abban a két szervben, amely a legnagyobb mennyiségli RetSatot expresszalja (GeneAtlas). Az
alacsony expresszio ellenére, kisérleteink eredményei azt mutattdk, hogy a RetSat hianya nem
befolyasolja sem in vivo, sem in vitro a retinoid-fiiggé fagocita kapcsolt gének indukciojat

makrofagokban apoptotikus sejtek felvételét kovetden.
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Ezért megvizsgaltuk, befolyasolja-e egyaltalan a RetSat hidnya egerekben az
efferocitdzist. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy mig a rovid tavh efferocitozist nem, a hossza
tava efferocitozist befolyasolja a RetSat hidnya. A RetSat hianyaban differencialodo
makrofagok jelentdsen kevesebb MFG-E8-at termelnek, mint vad tipusu tarsaik. Az MFG-E8
egy 66 kDa-os glikoprotein, amely egy szekrécios szignalszekvenciat, két N-terminalis
epidermalis novekedési faktor (EGF-et) domént, valamint két C-terminalis diszkoidin domént
tartalmaz, amelyek az V-6s és a VIll-as véralvadasi faktorok C1 és C2 doménjeivel mutatnak
homologiat. A masodik EGF domén egy arginin-glicin-aszparaginsav (RGD) integrink6t6
motivumot tartalmaz, amely az avpa/avps-integrinekhez kapcsoldédva eldsegiti az integrin-
medialt jelatvitelt, mig a C-terminalis diszkoidin domének az apoptotikus sejteken 1évé PS-hez
kotodést kozvetitik (Matsuda €s mtsai, 2011). Ezéltal az MFG-E8 hidképzé molekulaként
szolgal az avpa/avPs-integrinek szamara az efferocitdzis soran, a Bz-integrinhez k6tddését pedig
a TG2 még tovabb segiti, amely koreceptorként szolgél a Bs-integrin szamara (To6th és mtsai,
2009). Az MFG-E8 hianya autoimmunitas kialakulasahoz vezet, amely specifikusan a
csirakdzpontok ,,tangible body” makrofagjai altali apoptotikus sejtfelvételben fellépd hibanak
tulajdonithato (Hanayama és mtsai, 2002; 2004). Az altalunk bemutatott adatok azt mutatjak,
hogy a RetSat-null egerekbdl szarmazé makrofagok az MFG-E8-null makrofagokhoz
hasonloan viselkednek. Egy MFG-E8-null egerekkel kapcsolatos beszamoloval harméniaban
(Michalski és mtsai, 2018) a rovid tava efferocitozis kisérletekben nem mutatkozott benniik
defektus az efferocitozist illetden, viszont hosszh tavon csokkent efferocitdzit talaltunk.

Ugy véljiik, ez azzal magyarazhato, hogy mivel a sejtkultaras folyadékot elmossuk, rovid
tava fagocitozisnal nem érzodik az elmosott MFG-E8 molekula hatasa. Az MFG-E8
szekrécioja azonban felgyorsul az apoptotikus sejtekkel vald talalkozaskor, ezért hatasa
érvényesiil hossza tava fagocitozis soran. Ezzel Osszhangban a rekombinans MFG-E8
bejuttatdsa nem befolyésolta a vad tipusti makrofagok altali hosszl tavh efferocitozist, de a
RetSat-null csontveldi eredetii makfrofagok és peritonealis makrofagok esetében is fokozott
efferocitozist eredményezett. Az MFG-ES8 kozvetité szerepét tamasztotta ala az a kisérlet is,
amelyben az MFG-E8-expresszio kivaltasara a timuszban egy héten keresztiil minden nap
alacsony dozisi DEX-et adagoltunk, majd rontgensugarzasnak tettiik ki az egereket nagyfoku
timocita apoptozis és fagocitozis inditasahoz. A RetSat-null egerek timuszaban — az MFG-E8-
null egerekben tapasztaltakhoz hasonloan — késleltetett efferocitozist detektaltunk (Lauber €s

mtsai, 2013).
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Az MFG-E8-null egerekhez hasonléan (Hanayama és mtsai, 2002) (Hanayama és mtsai,
2004), az id6s néstény RetSat-null egerekben is kialakul SLE-szer(i autoimmunitas, amelyet a
Iép megnagyobboddsa, a lépben az apoptotikus sejtek felhalmozodéasa, a vesében pedig
antinuklearis antitestek és immunkomplex-lerakodasok jelenléte jellemez. lrodalmi adatok
alapjan az elégtelen eltakaritas esetén az autoimmunitds nem csupan a szekunder nekrozison
keresztiilmend apoptotikus sejtek felhalmozodasa miatt alakul ki, hanem amiatt is, hogy az
apoptotikus sejtek felvétele szamos gyulladasgatld mechanizmust indit el, ami ilyenkor csorbat
szenved. E tekintetben érdemes megemliteni, hogy a RetSat-null makrofagokban nem
termel6d6 MFG-E8 (Hanayama ¢és mtsai, 2004), és az NPY (Dimitrijevi¢ és mtsai, 2008),,
egyarant gyulladasgatlo tulajdonsagokkal bir. Tovabba, a bekebelezést végzé makrofagokbol
szarmaz6o MFG-ES8 er0sen hozzéjarul a gyulladaskelté makrofagok M2 polarizacidjahoz (Soki
¢s mtsai, 2014), a makrofagok megfeleld6 M2 polarizicidja pedig sziikséges ahhoz, hogy a
gyulladas megsziintetésére iranyuld folyamatok idében elindulhassanak (Atri és mtsai, 2018;
Jinushi és mtsai, 2007). Erdekes médon a RetSat-null makrofagok csak kevés endogén CSF-1-
et és Gpr68/OGRI1-et fejeznek ki (1. tablazat), és ez ugyancsak csokkentheti az M2
polarizaciora valo képességiiket, mivel a CSF-1 a makrofagok M2 irdnyt differencialédasat
tamogatja (Martinez és mtsai, 2006), mig a Gpr68-hianyos makrofagok kevesebb M2 markert
fejeznek ki (Yan és mtsai, 2014).

Viaratlan moédon az MFG-E8 hiany kovetkeztében kapcsolatot talaltunk a TG2 hianyos
egerekkel folytatott kisérletek altal kapott eredmények és a RetSat egerek masik fenotipusa, a
fokozott kovérségi hajlam (Moise és mtsai, 2010) vonatkozasaban is. Novekvd szamu
bizonyiték utal arra, hogy az avp3/B5-integrinekhez kotott MFG-E8 nemcsak, hogy az
efferocitézist tamogatja, de a zsiranyagcserével is erésen Osszefiigg. Az MGF-E8 fokozza a
zsirsavak felvételét (Khalifeh-Soltani ¢és mtsai, 2014), valamint az enterocitak
lipidanyagcseréjének szabdlyozasaban is részt vesz (Khalifeh-Soltani és mtsai, 2016). A
zsirszovet lipidanyagcseréjének korforgdsa sordn a zsirszoveti makrofagok folyamatosan
veszik fel és metabolizaljak az adipocitdkbdl exoszomak formajaban felszabaduld lipideket
(Flaherty és mtsai, 2019). A PS-pozitiv exoszémakon szintén talalunk MFG-E8-at a sejtfelvétel
elésegitésére (Raposo és Stoorvogel, 2013), és kisérleteink alapjan feltételezziik, hogy az elhalt
sejtekbdl felszabaduld lipid tartalma vezikulumok is MFG-ES8 f6ggé modon vevédhetnek fel.
Erdekes lehet eltoprengeni azon, hogy vajon ez a fenotipus Osszefiiggésben allhat-e a
zsirszoveti makrofagok csokkent MFG-E8 termelésével, amelyek igy kevesebb

extravezikularis lipidet tudnak felvenni és metabolizalni.
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Ismert, hogy a granulocita/monocita-stimulalo faktor serkenti a makrofigok MFG-E8
expressziojat (Jinushi és mtsai, 2007). A monocitak differenciadlédasa soran mi is tapasztaltuk
az MFG-E8 mRNS-expressziojanak fokozodasat, am ennek mértéke a RetSat-null
makrofagokban csekélyebb volt, mint a vad tipustakban. Emellett megvizsgaltuk a
dihidroretinol szerepét is, €s azt talaltuk, hogy a gén csokkent kifejezédése ebben a késoi
differencidciés folyamatban nem volt Osszefiiggésbe hozhaté egy RetSat altal medialt
dihidroretinol-termeléssel. Adataink arra utalnak, hogy maga a RetSat hozzajarulhat az MFG-
E8 altalanos expresszidjanak szabalyozasahoz anélkiil, hogy befolyasolna annak
indukalhatosagat. Ebb6l a szempontbol érdemes megjegyezni, hogy RetSat-null
A GATA2 egy cink-ujj transzkripcios faktor, amely hozzajarul a monocita/makrofag
differencialodasi folyamat helyes lezajlasahoz (Rodrigues és mtsai, 2008) A GATA2-rdl
kimutattdk, hogy szabalyozza a C/EBPP expressziojat (Rui és mtsai, 2013), mig a C/EBPf
fokozza az MFG-E8 transzkripcidjat (Aziz és mtsai, 2008). Mindezek mellett a RetSat hianya
nem csak az MFG-E8-ra, hanem mas differenciacioval kapcsolatos génekre is hatassal van (1.
tablazat). Mivel a monocita/makrofag differenciaci6 sordn dihidroretinol termelddésének nem
lattuk nyomat, ugy véljik, hogy a RetSat vagy annak termékei egy korabbi fazisban
befolyasolhatjdk a makrofagok differencialodésat, és ily moédon mas monocita-eredetli sejtek
differencialodésara is hatassal lehetnek. Ebben az 0sszefiiggésben érdemes megjegyezni, hogy
a RetSat-null makrofagokban a foként dendritikus sejtekre jellemz6 transzmembran fehérje
(DC-STAMP) expresszidja is alacsonyabb (1. tablazat). A DC-STAMP expressziojat nem
hataroztuk meg a monocita-eredetii dendritikus sejtekben, de a DC-STAMP-null egerek
érzékenyebbek az autoimmunitas kialakuldsara, nagy valoszinliséggel dendritikus sejtjeik
megvaltozott funkcioinak koszonhetden (Sawatani és mtsai, 2008). Ezért nem zarhatjuk ki azt,
hogy a dendritikus sejtekben a DC STAMP esetlegesen mddositott expresszidja hozzajarulhat
az autoimmunitas kialakulasahoz a RetSat-null egerekben.

Osszefoglaléan, a disszerticiomban bemutatott eredmények tovabbi bizonyitékot
szolgaltatnak arra, hogy az elhalt sejtek megfeleld eltakaritasa sziikséges a szoveti homeosztazis

fenntartasahoz, zavara pedig kronikus gyulladassal jar6 korképek kialakulasahoz kapcsolhato.
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9. Osszefoglalas

Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az apoptotikus sejtek eltavolitdsaban mutatkozé
zavar szamos kronikus gyulladdsos betegség kialakuldsaval kapcsolatba hozhaté (Fond és
Ravichandran, 2016). Disszertaciomban a kronikus gyulladasok kialakulasa és a nem megfelel
efferocitozis kozotti kapcsolat tobb eddig nem ismeret elemét mutatom be két knock out (TG2,
RetSat hidnyos) egértorzs vizsgalatan keresztiil.

A magas zsirdiétan tartott TG2 hidnyos egértdrzs tanulmanyozésa azt mutatta, hogy a TG2
hianya fokozza a magas zsirdiétan tartott allatok patoldgias elvaltozasait igy mint, gyulladasi
citokin termelédés, inzulin rezisztencia, zsirmaj kialakulasa. Felfedeztiik, hogy a zsirsejtek
apoptdzisa egyedi moédon zajlik: az elhalo zsirsejtek lipidtartalmukat eldszor foszfatidilszerin
pozitiv membréannal hatérolt lipid tartalmu extracelluldris vezikulumokba csomagoljak és a
makrofagok ezt veszik fel el0szor, majd ezutdn képzddnek a klasszikus apoptotikus testek. A
TG2 hianyos makrofagok sokkal hatékonyabban veszik fel ezeket a vezikulakat, de lipidfelvétel
hatasara tobb gyulladasi citokint is termelnek. Ugy gondoljuk, hogy a fokozott gyulladasi
hajlamot az okozza, hogy a TG2 hidnyos makrofagok kompenzatdrikusan tobb integrin 3
receptort expresszalnak, a fokozza a gyulladasi citokinek termelddését. A gyulladési citokinek
termelddésének LXR agonista altali gatlasa esetén magas zsirdiétan tartott TG2 hianyos
egerekben a makrofagok 4ltali hatékonyabb lipid vezikula felvétel csokkenti a periférids
szovetek ektopids zsirterhelését.

Mikozben a makrofdgok apoptdtikus sejteket fagocitalnak, fokozzak egyes fagocita
receptoraik kifejez6dését a hatékony fagocitozis fenntartasara. Ezek egy része a makrofagok
altal termelt retinoidok hatdsara indukalédik. Bar eldkisérleteink arra utaltak, hogy e retinoidok
a RetSat utvonal termékei lehetnek, a RetSat hidnya nem befolyasolta a retinoid fliggd gének
indukciojat. A RetSat hidnyos makrofagok azonban mégsem tudjak tokéletesen eltakaritani az
elhalo sejteket, mert kevesebb a fagocitdzisban szerepet jatsz6 hidmolekulat (MFG-E8)
termelnek, ami a makrofagok differencidlodasi zavaranak eredménye. Az MFG-E8 makrofagok
altali csokkent termelddése miatt hossza tdvon a ndstény egerek egy részében SLE szerli
autoommun betegség alakul ki. Feltételezziik, hogy a csokkent MFG-E8 termelddés
magyarazhatja ezen egerek masik fenotipusat a fokozott kovérségi hajlamot is, mivel az MFG-
E8 esetleg hozzdjarul a zsirsejtek altal termelt lipid tartalma vezikuldk makrofadgok altali

felvételéhez és metabolizmusédhoz, igy csokkenti az adipocitak zsirterhelését.
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10. Summary

Previous studies have shown that a disorder in the removal of apoptotic cells is associated
with the development of a number of chronic inflammatory diseases (Fond and Ravichandran,
2016). In my dissertation, | present several hitherto unknown elements of the relationship
between the development of chronic inflammation and inadequate efferocytosis through the
study of two knock out (TG2, RetSat deficient) mouse strains.

A study of the TG2-deficient mouse strain on a high-fat diet showed that TG2-deficient
enhances pathological changes in animals on a high-fat diet such as inflammatory cytokine
production, insulin resistance, and fatty liver development. We have discovered that the
apoptosis of adipocytes occurs in a unique way: dying adipocytes first package their lipid
content into lipid-containing extracellular vesicles bounded by a phosphatidylserine-positive
membrane and the macrophages first take up this and then form the classical apoptosis. TG2-
deficient macrophages take up these vesicles much more efficiently, but they also produce more
inflammatory cytokines upon lipid uptake. The increased susceptibility to inflammation is
thought to be due to the compensatory expression of multiple integrin B3 receptors by TG2-
deficient macrophages, which partly increases the production of inflammatory cytokines, partly
as part of the TLR1 / 2 complex. In the case of chronic inhibition of inflammatory cytokine
production by an LXR agonist, more efficient lipid vesicle uptake by macrophages in TG2-
deficient mice maintained on a high-fat diet reduces ectopic fat loading in peripheral tissues.
While macrophages phagocytose apoptotic cells, they increase the expression of some of their
phagocyte receptors to maintain effective phagocytosis. Some of these are induced by retinoids
produced by macrophages. Although our preliminary experiments suggested that these retinoids
may be products of the RetSat pathway, the absence of RetSat did not affect the induction of
retinoid-dependent genes. However, RetSat-deficient macrophages cannot completely clear
dead cells because they produce fewer bridging molecules involved in phagocytosis (MFG-ES),
resulting in a disorder of macrophage differentiation. Due to the reduced production of MFG-
E8 by macrophages, some female mice develop SLE-like autoimmune disease in the long term.
It is hypothesized that decreased MFG-E8 production may explain another phenotype in these
mice as increased obesity, as MFG-E8 may contribute to the uptake and metabolism of lipid-

containing vesicles produced by adipocytes by macrophages, thus reducing adipocyte fat load.
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