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A makrofagok altal termelt retinoid szerepe a szoveti transzglutaminaz keletkezésében és a dexamethazon
fagocitozis fokozo hatasaban

1. BEVEZETES

1.1. Az apoptézis

Az ’apoptozis’ Kerr és munkatarsai altal 1972-ben bevezetett fogalom egy kiilonleges alaki
sajatsagokat mutat6 sejthalal tipus meghatarozasara. Az apoptozis a szamos programozott sejthalal
forma egyike, melyet morfologiai valtozasok egész sorozata jellemez. Példaul a sejtek
felkerekednek, a citoplazma és a sejtmag membran hasadas nélkiil zsugorodik (piknozis), a sejtmag
szétesik (karyorrhexis), valamint a plazmamembranon tgynevezett ,bleb”-ek jonnek létre (a
sejtmembran integritdsat megtartva a folyamat végéig). Ezek a folyamatok apoptotikus testek
keletkezéséhez vezetnek, amik citoplazma lefiiz6dések melyekbe sejtmag részletek is bekeriilhetnek.
Ezen lefliz6dott organellumok integritdasa sokaig megtartott, ket teljesen intakt sejtmembran
hatarolja. Az apoptotikus testeket fagocitak kebelezik be és fago-lizoszomaikban lebontjak. Az
apoptozis folyamata és az apoptotikus sejtek eltavolitasa nem jar gyulladasos reakcioval, mivel az
apoptotikus sejtben 1évé sejttartalom nem ,,0mlik ki” az Oket koriilvevé szovetbe; gyorsan
fagocitalodnak a szomszédos sejtek altal, igy megelézve a masodlagos nekrozis kialakulasat,
emellett a fagocitozist végzd sejtek nem termelnek gyulladasi citokineket az apoptotikus sejtek

hatasara.
1.2. Retinoidok

A retinoid sz6 jelentése >’retinolhoz hasonl6”. Retinoidok az A vitamin (retinol), valamint annak
természetes és szintetikus szarmazékai. A retinol a taplalékkal keriil szervezetiinkbe, vagy mi
magunk is eldallithatjuk az A vitamin proformaibol. A retinsav (RA) az A vitamin egyik természetes
(aktiv szarmazéka, mely nélkiilozhetetlen az embriogenezishez és szamos folyamathoz a sejtben

ugy, mint a sejtosztodas, differenciacio és apoptozis.
Retinsav szintézise

A transz retinsav (ATRA) a retinolbdl keletkezik egy kétlépéses oxidacios-reakcioban. Az elsé 1épés
a retinol oxidalasa retinaldehiddé mely a sebesség-meghatarozo 1épése a szintézisnek. Ezt koveti a
retinaldehid oxidalasa retinsavva. A keletkez retinaldehid visszaalakithatd retinolld, de a
retinaldehid oxidéaldsa retinsavva mar nem megfordithaté reakcid. Két kiilonb6zo enzim felelds a
retinol retinaldehid atalakitasért: a citoszolikus alkohol dehidrogenazok (ADH) és a mikroszomalis

rovid-lanct  dehidrogenaz/reduktazok (SDR). A reakcidé maésodik 1épésében, mely a transz-
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retinaldehid oxidacidja transz-retinsavva, az aldehid dehidrogenaz (ALDH) 1A csaladhoz tartozo,
fiziologias koriilmények kozott nélkiilozhetetlen enzimek: az ALDH1AL (RALDHL1), az ALDH1A2
(RALDH2), és az ALDHIA3 (RALDH3). Az ALDHI1AL in vivo szerepét bizonyitja, hogy
ALDH1AL1 -/- egerek bar életképesek és nincs morfologiai eltérés a retinajukban, azonban a majban
csokkent mértékii a transz-retinsav bioszintézise és megemelkedett a szérum retinaldehid szintje is
retinol adasat kovetéen. Az ALDH1A1 és ALDHI1A2 katalitikus-hatékonysaga kozel azonos, de az
ALDH1A2 Km héanyadosa sokkal alcsonyabb mint az ALDHIAI-é. igy, az ALDHIAIl a
leghatékonyabb retinaldehid dehidrogenaz a harom enzim koziil. Ha tilsdgosan magas az ATRA
koncentracidja a szervezetben, a CYP26 enzimek aktivitdsanak fokozasaval az ATRA indukalja

sajat maga lebontasat.
1.3. A retinoidok hatasara aktivalodo magreceptorok

A sejtmagban a retinoidok magreceptorokhoz kétédnek emlés sejtekben, melyek ligand altal
aktivalodo transzkripcios faktorként mitkddnek. A ligand kotddése egy konformacios valtozast
eredményez a magreceptorban, melynek hatasara transzkripcids aktivitasuk elindul. A retinsavak a
retinsav receptort (RAR) és a retinoid X receptort (RXR) aktivalhatjak. A RAR receptorok az RXR
receptorokkal egyiitt heterodimerként funkcionalnak. Aktivalo ligand hianyaban az RAR/RXR
heterodimer korepresszor komplexekkel 6sszekapcsolva kotédik a DNS  retinsav  valaszadd
eleméhez (RARE), ezaltal el6idézve egy inaktiv transzkripcios allapotot. A retinsav kotddése a
receptorahoz kivaltja annak konformacios valtozasat, ezaltal lehetdvé teszi a koaktivator komplexek
atirodasat eredményezi. A RXR nagy affinitisu ligandja a 9-cisz retinsav, mely egy egyszerii
izomerizacios reakcio utan keletkezik transz-retinsavbol. A RAR a transz-retinsav és a 9-Cisz
retinsav kotésére egyarant képes. A 9-cisz retinsav fiziologiai szerepe ellentmondasos, mivel
nehezen kimutathatd a szervezetben, mind embidkban mind felnétt szovetekben. Ezzel ellentétben
az ATRA sok szovetben konnyen kimutathatd. 3 kiilonb6z6 gén kodolhatja az RAR-t és az RXR-t
is, melyek az evolocid folyaman megdrzédtek. A makrofagokban az RARa és az RARy fejezddik
ki, az RXR esetében az RXRa—t és az RXRp-t talalhatjuk meg. A magreceptorok csaladjaban az
RXR kiilonleges helyet foglal el, mivel altalanos heterodimerizacios partnerként miikodve az RAR
mellett sok mas magreceptorhoz is ko6tédik, mint példaul a Maj X receptorok (LXR) -hoz és a
peroxiszoma-proliferacio-aktivalta receptorok (PPAR)-hoz stb. Az RXR egy ’’csendes’
transzkripcids partner az RAR-RXR heterodimerben. Ebben az esetben, az RAR-t aktival6 ligand
hidnyaban a transzkripcié nem lehetséges, még akkor sem, ha az RXR mint partner egy agonista

ligandot kot. Az RXR mas heterodimerizacids partnerei esetében, mint ’’permissziv’’ receptor
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miikodik, vagyis a heterodimer, 6nmagaban egy RXR liganddal is aktivalhat6. Az LXRs receptorok
hasonléan a PPARs-hoz permissziv heterodimert képeznek az RXR receptorral, vagyis a komplex
mindkét partner oldalarol aktivalhato és a receptorok ligalasa altal szinergista vagy additiv hatas is

érvényesiilhet.

Az LXR-ok — vagyis az LXRa és LXRp — kdzponti jelent6ségli szerepet toltenek be a zsirsav- és
koleszterin anyagcsere transzkripcios szintli szabalyozasaban. Az LXR-0k oxiszterol érzékelSként
miikdnek, és nélkiilozhetetlen tagjai egy a koleszterin anyagcserét és szallitast iranyitd fiziologiai
visszacsatolasos huroknak. Az LXRa nagymértékben fejez6dik ki a majban, kisebb mennyiségben
talalhat6 meg a bélben, a zsirszvetben és a makrofagokban, mig az LXRP szinte minden szovetben
expresszalodik. Az LXR-t aktivalo ligand elGsegiti a reverz koleszterol szallitast, melynek soran
koleszterint szallito (ABCA1 és ABCGI1) és koleszterint megk6to (apoE és apoC) fehérjék, valamint
lipoprotein szerkezet atalakitd fehérjék szintjének novelésével a makrofagokban 1évo felesleges
koleszterin elszallitddik. A 27-hidroxikoleszterol egyike a szamos oxiszterol molekulanak, melyet
lehetséges endogén LXR ligandként azonositottak. Egy mitokondrialis p450 enzim a CYP27 termeli
a 27-hidroxikoleszterolt. Az enzim kifejezddés novelését kovetden megnd a 27-hidroxikoleszterol
szintje és az LXR altal szabalyozott folyamatok is felerdsddnek. A CYP27 gén a retinoidok és a
PPARs ligandok szintjével 6sszhangban szabalyozodik, a promoterén 1évé PPAR-retinsav receptor

vélaszadé elem segitségével.

A PPAR-ok (vagyis a harom kiilonb6z6 PPAR fehérje: a PPARa, PPARB/S és a PPARYy) altal
szabalyozott gének fontos szerepet toltenek be a sejtek differencialodasaban és kiilonféle anyagcesere
folyamatokban, f6leg a gliikoz és lipid homeosztazisban. A PPARS (mas néven PPARB) egy szinte
minden szdvetben kifejez6d6 magreceptor. A PPARS részt vesz a zsirsavak oxidalasaban a vaz- és
szivizomban, de szabalyozza a vér gliikoz és koleszterin szintjét is. Tovabba, a PPARS aktivacidja a
zsirsavoxidaciohoz sziikséges gének kifejez6dését valtja ki fehér- és barna zsirszovetben, valamint
szétkapcsold fehérjéket (UCP) aktival a barna zsirszovetben, melyek segitségével a megtermelt

energia hoként vész el, igy csdkkentve a zsirszovet mennyiségét.
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1.4. Gliikokortikoidok

A gliikokortikoidok (GC) az emberi élethez nélkiilozhetetlen szteroid hormonok, valamint nagyon
hatékony gyulladascsokkentd és T sejt apoptozist kivaltd szerek. A GC-ok széleskorii
gyulladascsokkentd és immunszupresszans hatasukat a gliikokortikoid receptorhoz (GR) kotddve
fejtik ki. Lipofil anyagok, igy passziv modon képesek atdiffundalni a plazmamembranon és k6t6dni
a citoplazmaban 1év6 receptorukhoz. A GR ligand hianyaban chaperonokkal (dajkafehérjék) képez
heterokomplexet a citoplazmaban. Amint a glitkokortikoid kotddik receptorahoz, a chaperonok
elvalnak, a heterokomplex szétesik, melynek kovetkezményeként a GR a sejtmagba vandorol és

célgének promoterében 1év6 GC valaszado elemekhez kotodik.

A GC-ok szintetikus szarmazékai ugy, mint a dexametazon vagy a prednizolon, a gyulladasos
betegségek kezelésében széleskoriien hasznalt szerek. A GC-ok egyik jol ismert immunszupresszans
hatasa, hogy hatékonyan fokozzak az apoptotikus sejt felvételét human és egér makrofagok
hasznalataval. A GC-ok a kiilonféle célgénjeik génexpresszidjat fokozzak, részben igy valjak ki a
megnovekedett fagocitozist. Kimutattdk, hogy human makrofagok rovid ideji (16 ora)
glitkokortikoid kezelése tobb mint 100 gén kifejez6dését képes befolyasolni, ide értve azokat is
melyek az apoptotikus sejtek fagocitozisat szabalyozzak tgy, mint a Mer receptor tirozin kinaz
(MERTK), az MFG-E8 vagy a Clq szérum fehérje.

1.5. A timocitak fejlodése és szelekcioja

A timusz elsédleges feladata az érett T sejtek létrehozasaval egyidében a fejlédés soran
nagyszamban keletkez6 hasznalhatatlan vagy veszélyes timocitak eltavolitasa. A csontvel6bdl vagy
a magzati majbol szarmazoé pluripotens hematopoetikus Ossejtek a timuszba vandorolnak, ahol
timocitakka majd végiil érett T sejtekké fejlédnek. A T sejt fejlédése soran, az éretlen CD4-CD8-
dupla negativ (DN) pre T sejtek, érett CD4+ vagy CD8+ egyszeresen pozitiv (SP) T sejtekké valnak
a CD4+CD8+ dupla pozitiv (DP) fejlédasi stadiumon keresztiil. A differerencialodas soran, a
keletkez6 CD4+CD8+ timocitak 90%-a nem képes felismerni a sajat fehérjét tartalmazo sajat MHC
molekulak komplexét a timuszban és egy ,neglekcié altali sejthalal” programban lépnek. A T sejt
szelekcié és differenciacio folyaman a CD4+CD8+ timocitak negativ (halal) és pozitiv (tilélés)
szelekcion mennek keresztiil, hogy 1étrehozzak a miikkodéképes T sejt repertoart.

Az elhald timocitikat a timuszban 1évé makrofagok fagocitaljak. A bekebelezést kovetben a
makrofagok kiilonféle anyagokat bocsatanak ki, melyek hatassal vannak a dupla pozitiv timocitak
apoptozisara, egyuttal megel6zik a gyulladaskelté citokinek termelodését. Egyik oldalrol a
transzformald novekedési faktor B (TGF-B), a prostaglandin E, (PGE;) és az adenozin mint
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gyulladascsokkentd molekulak termelédnek és autokrin moédon a makrofdgokon hatnak. Masik
oldalr6l mind az adenozin mind a PGE, kivalthatja a timocitdk apoptozisat, mig a TGF-B a
glilkokortikoid- és a TCR-figgd sejthalalt tamogatasara képes. Mivel az apoptodzis ¢és
kovetkezésképp az elhald sejtek fagocitozisa egy folyamatosan zajlo folyamat a timuszban, a
fagocitalo makrofagok 4ltal szekretalt anyagok hozzajarulnak egy olyan timikus kornyezet
kialakitasahoz, amely a TCR jelatvitel hianyaban biztositsdk az apoptozis kivaltasat a neglektalt
timocitakban.

Régota ismert, hogy a timocitdk fejlddésére hatdssal vannak a timuszban megjelené GC-okK is,

melyeket a timikus epitélialis sejtek termelnek vagy a mellékvese kéregbdl szarmaznak.
1.6. A 2-es tipust transzglutaminaz

A transzglutaminaz fehérjecsalad kilenc tagja koziil a 2-es tipust transzglutaminaz (TG2), mas
néven szoveti transzglutaminaz (tTG), a legnagyobb mennyiségben jelenlévdé és a legtobbet
tanulmanyozott enzim. A transzglutaminazok keresztk6t6 enzimek, melyek a lizin oldallancok e-
amino csoportja és a glutamin oldallancok y-karboxil csoportja kozotti keresztotések 1étrehozasat
katalizaljak, vagy molekulan beliili kotéseket hoznak létre fehérjékben di- és poliaminok
beépitésével. A TG2 egy multifunkcids fehérje, t6bb mint 130 szubsztratja létezik kiilonb6zd
helyeken, a sejten beliil és kiviil. A keresztkot képessége mellett, diszulfid-izomeraz és protein
kinaz aktivitassal is rendelkezik. G-fehérjeként milkddve szamos jelatviteli utvonalban részt vehet..
Tovabba, nem-enzimatikus fehérje kdlcsonhatasokban is részt vesz, melyek kiilonosen a sejten kiviil
fontosak, ahol a TG2 szamos sejtfelszini fehérjével all kolcsonhatasban, hogy az extracellularis
matrix sejt adhéziods és stabilizacios folyamataiban vegyen részt.

Ismert, hogy a TG2 indukalodik és aktivalodik apoptotikus sejtekben. Altalanossagban, a TG2
legfontosabb in vivo szerepe annak biztositasa, hogy ha az apoptozis folyamata elkezd6dott, az
végbe is menjen anélkiil, hogy gyulladast vagy szoveti sériilést okozna. A TG2 az apoptdzis soran
erésen keresztkotott fehérje polimereket hoz 1étre keresztkotd aktivitasaval az apoptotikus testekben,
ahol az irreverzibilisen keresztkotott fehérje aggregatumok stabilizaljak az elhald sejteket igy
megel6zve a kornyezetre artalmas intracellularis sejtalkotok kiomlését a sejtb6l. A timocitakban a
TG2 a sejthalal korai szakaszaban indukalodik, és nemcsak az in vivo enzim mennyisége, de az
aktivitasanak novekedése is kimutathato.

A foszfatidilszerint koto receptorokon keresztiil az apoptotikus sejtek felismerése — amely az elhalod
sejtek fagocitozisanak elsé 1épése — a makrofagokbol latens TGF-B felszabadulasat idézi eld. Ezzel
egyidében a fagocitak TG2-t termelnek, mely a TGF-B-t aktivalja. TGF-B receptorok jelen vannak

mind a makrofagokon mind az apoptotikus sejteken. A TGF-B hozzajarul a specifikus szignalok
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altal el6idézett apoptozishoz és a TG2 kifejezddését is indukalja az elhald timocitakban, mialatt a
makrofagokban a TGF-B eldsegiti a fagocitozist, valamint a gyulladaskeltd citokinek keletkezését
gatolja. A makrofagokban a TGF-B altali TG2 indukcid egy 6nszabalyozo6 folyamatot eredményez,

amely tovabbi TGF-B keletkezéshez és felszabadulashoz vezet.

1.7. Az apoptotikus sejtek felvétele

Testiinkben minden nap sejtek billioi halnak el, hogy megszabaduljunk azoktol, melyek
artalmasak, haszontalanok vagy eloregedtek. A ’fagocitozis’® szo egy bekebelezé folyamatra
vonatkozik, melynek soran nagyobb részecskék, mint példaul baktériumok és halott/elhald sejtek
keriilnek felvételre, majd alkotdelemeik egy membrannal kériilvett vezikulumban melyet
fagoszomanak hivnak, feldolgozasra keriilnek. Az apoptotikus sejtek gyors és hatékony eltavolitasa
a fagocitak altal, megel6zi a potencialisan cititoxikus, immunogén vagy gyulladast kivalto
sejttartalom kikeriilését a kornyezé szovetekben. A nem fagocitalt apoptotikus testek masodlagos
nekrozison mehetnek keresztiil, igy hozzajarulhatnak gyulladasos és autoimmun korképek
kialakulasahoz.

Az apoptotikus sejtek fagocitozisa négy kiilonbozo szakaszra oszthatd: a fagocitak toborzasa azon
a helyen ahol az apoptotikus sejtek megtalalhatoak; az elhald sejtek felismerése szamos receptor és
hidképz6 molekula segitségével; a sejtek bekebelezése egy sajatos felvételi folyamat altal; a
bekebelezett sejtek feldolgozasa a fagocitakban.

Az apoptotikus sejtek specialis jelzémolekulakat fejeznek ki a felsziniikon (Ggynevezett ’eat me”’
szignalokat) melyeket a fagocitak felszinén 1év6 specifikus receptorok ismernek fel. Az apoptotikus

”

sejtek eltavolitasdhoz nélkiilozhetetlen és egyben legjobban jellemzett *’eat me’” szignal a
foszfatidilszerin megjelenése a sejt kiils felszinén. Ezek az “’eat me” szignalként szolgald
molekulak egyrészt kozvetleniil kapcsolodhatnak a makrofagok felszinén 1évé receptorokkal, masik
oldalro6l hidképzé molekulakhoz kotddhetnek, melyek hidként szolgalnak az apoptotikus sejtek és a
fagocitak kozott. Az apoptotikus testecskék felvétele soran kiilonboz6 jelatviteli wtvonalak
vezethetnek a Rac aktivacio kovetkeztében lezajlo citoszkeleton atrendezddéshez, mely az allabak
képzodését szolgalja. Az apoptotikus sejtek felismerését és felvételét kovetden a fagocitozis
folyamata még nem teljes, mivel a bekebelezést kovetden torténd szamos esemény (pl. fagoszémak
érése) is befolyasolhatia még a fagocitdk felvevoképességét. Az apoptotikus sejtek alap
épitékoveikre bomlanak, mint pl. a nukleotidok, zsirok, szterolok és fehérjék.

Az apoptotikus sejtek felvételének szamos kovetkezménye van, igy példaul a fagocitaknak
kezelniiik kell az apoptotikus sejtekbdl szarmazo intracellularis alkotoelemeket. Egyike ezen

komponensek az apoptotikus sejtben 1évo lipidek, amelyek aktivalhatjak a fagocitald makrofagok
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lipid érzékeld receptorait. Az LXR és a PPAR receptorok, mint lipid érzékel6 magreceptorok,
valaszolnak erre a lipid felvételre és megnovelik a fagocitozisban résztvevo receptorok és hidképzo
molekuldk szamat csakigy, mint a fagocitalo makrofagok anyagcseréjét a transzkripcid
szabalyozasan keresztiil. Ezen a mdodon a fagocitalé makrofagok érzékelik az apoptdzis mértékét és

elosegitik az elhalo sejtek gyors és korai eltavolitasat.
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2. CELKITUZESEK

A TG2-r6l régota ismert, hogy kapcsolodik az in vivo apoptdzis folyamatdhoz kiilonféle
sejttipusoknal, ide értve a T sejteket is. Az apoptdzis in vivo kivaltasa timocitdkban a TG2
megjelenéséhez vezet. Habar a timocitak apoptozisa in vitro is el6idézhetd, bennik a TG2 szintje
nem novekszik. Ez arra utalt, hogy olyan faktorok nélkiilozhetetlenek a TG2 in vivo indukcidjahoz
az elhalo timocitakban melyek csak a szoveti kornyezetben vannak jelen. A laborban folyt korabbi
munkakbol ismert volt, hogy e faktorok egyike a TGF-B, melyet az apoptotikus sejteket fagocitalo
makrofagok termelnek. A TGF-B mellett, a TG2 promoter retinsav valaszado elemet is tartalmaz. A

retinoidokrol ismert volt, hogy termelédnek a timuszban.

»  Mivel az in vitro adott TGF-B nem képes a TG2 expresszio jelentSs novelésére
apoptotikus timocitakban, elhataroztuk, hogy megvizsgaljuk valyon in vivo
apoptozis folyaman a timuszban jelenlévd retinoidok, a makrofagok altal termelt

TGF-B-val egyiittmiikddve kozremiikodhetnek-e a TG2 szint novelésében.

Ezen kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a dexametazon-indukalta in vivo timocita apoptozis soran a
timuszban jelenlévd apoptotikus sejteket felvevé makrofagok retinoidot termelnek, mely
szabalyozza a TG2 kifejez6dését a timocitakban és egyuttal fokozza a makrofagok fagocitalo
képességét is. Mitobb a dexametazon kezelés 6nmagaban is novelte a RALDHI kifejezddését

makrofagokban.

» Mivel korabbi tanulmanyok bemutattdk, hogy a glikkokortikoidok az
immunszuppresszans hatasukat részben az apoptotikus sejtek fagocitozisanak
fokozasan keresztiil fejtik ki, és a laborunkban folyt munka azt bizonyitotta, hogy a
retinoidok fokozzdk a makrofagok apoptotikus sejteket felvevd képességét,
elhataroztuk, hogy megvizsgaljuk a dexametazon altal indukalt retinoid termel6dés

hozzajarulhat-e a dexametazon fagocitdzist fokozo hatasahoz.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok

Kisérleteink soran 4 hetes és 2-4 hénapos vad tipusa C57BL/6 egereket hasznaltunk. Néhany
kisérletben RARa hianyos egeret és RARE-hsp68-lacZ riporter transzgén egereket hasznaltunk.
Minden kisérlet a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsiga (DEMAB) engedélyével

tortént.

Makrofagok izolalasa és tenyésztése

A makrofagokat 2-4 honapos C57BL/6 egerekbdl, steril fiziologias sooldattal torténd hasiiregi
mosassal nyertiik. A sejtek 12-lyukii tenyésztéedényben (1.5x10° sejt/lyuk) tettik aés 3-4 oraig
inkubaltuk miutan a nem letepadt sejteket elmostruk, majd 2 napon keresztil RPMI 1640
médiumban (10% FBS, 100 U/ml penicillin/streptomycin, 2 mM L-glutamin, 1 mM Na-piruvat, 50
uM 2-merkaptoetanol) termosztatban (37°C, 5% CO,) tenyésztettiik. A le nem tapadt sejteket az
izolalas utan 3-4 6raval, majd naponta lemostuk. A hasiiregi makrofagokat a kvetkez6 anyagokkal
kezeltik: 1 pM GW3965-el egy szintetikus maj X receptor (LXR) agonistaval, 1 uM
Roziglitazonnal egy PPARY agonistaval, I pM GW501516 egy szintetikus PPARS agonistaval, 4
oran keresztill vagy 0.1 uM dexametazonnal (DEX) 12 vagy 24 oraig.

Csontveldi sejtekbol differencidltatott makrofagok (BMDM) esetében a sejteket vad tipusu és RARa
knock out egerek, vagy RARE-hsp68-lacZ egerek combesontjabdl izolalt csontvel6bdl nyertiink ki,
majd DMEM tapfolyadékban (10% FBS, 100 U/ml penicillin/streptomycin, 2 mM L-glutamin, 1
mM  Na-piruvat, 50 pM 2-merkaptoetanol) GM-CSF jelenlétében (20% L929 fibroblaszt
sejtfeliiliszo) termosztatban 5 napon keresztiil tenyésztettiik. A sejteket 1uM DEX-al, 25uM 4-
dietilamino-benzaldehid-el (DEAB), 1uM GSK3787-el egy PPARS antagonistaval, 1puM
AGN193109-el egy pan RAR antagonistaval, 20 uM cycloheximiddel (j fehérje szintézisének
gatlasa), kezeltik az egyes kisérleteknél megadott mdodon és ideig. A hosszatdva fagocitdzis
vizsgalatahoz apoptotikus timocitakat adtunk BMDMs-hoz és 5:1 (apoptotikus sejt : makrofag)
aranyban inkubéltuk 3 6ran at, majd az apoptotikus sejteket a makrofagok alapos mosasaval

tavolitottuk el.

In vivo retinsav szintézis gatlasa
A timusz endogén retinoid szintézisének gatlasahoz, 4 hetes egereket oltottunk egy alkohol
dehidrodenaz inhibitorral (diszulfiram) vagy egy retinaldehid dehidrogenaz inhibitorral (DEAB). A

diszulfiram esetében 1.33 mg/g testtdmeg az elsé napon, 0.33 mg/g a 2. és 3. napon, a DEAB- al

10



Egyetemi Doktori (PhD) Ertekezés Tézisei — Garabuczi Eva

valo kezelésnél 0.2 mg/g testtomeg az elsé napon, 0.1 mg/g a 2. és 3. napon. A timocitdk apoptozisat

dexametazonnal véltottuk ki a harmadik napon az utols6 dozis inhibitorral egyiitt oltva.

Az in vivo timocita apoptézis kivaltasa

4 hetes egereket intraperitonealisan oltottunk 0,3 mg DEX-al - DMSO/fiziologias sooldatban
beoldva - vagy 50 pg anti-CD3 antitesttel, igy indukalva az apoptotikus timocitak keletkezését a
timuszban. A kontroll egerek a kezelt egerekkel megegyezd dézisban kaptak DMSO/fiziologias
sooldat keveréket. Az oltds utan timuszt eltavolitottuk az egerekbdl a kisérletekben megjelolt
kezelési id6ket kovetden. A timusz eltavolitasat kovetéen mértiik a kontroll és a kezelt egerekben a
timusz sulyat, ebbdl kovetkeztetve az elhalt sejtek mennyiségére a kezelt egerekben a kontroll

egerekben mért timusz sulyhoz képest.

Az in vitro timocita apoptézis kivaltasa

A TG2 expresszié méréséhez a sejteket (107sejt/ml) 10%-os aktiv szén kezelt FBS -t tartalmazo
RPMI 1640 médiumban kezeltiik, a médiumot kiegészitve 2 mM glutaminnal, | mM Na-piruvattal,
100 U/ml penicillinnel és 100 mg/ml sztreptomicinnel, majd 37°C-on 5%-0s CO, tartalom mellett
inkubaltuk. Az apoptozist 0,1 pM DEX adasaval valtottuk ki. A kisérletben a timocitakat 5 ng/ml
human rekombinans TGF-B-val, 0,3 uM transz vagy 9-cisz retinsavval, 0,3 uM AM580-nal vagy 1
nM LG268-al kezeltiik kiilonb6z6 kombinaciokban, az egyes kisérleteknél jelzett idStartamig.

Western blot

A BMDM-ok vagy az izolalt timuszokokat homogenizaltuk jéghideg 0,5%-0s Triton X-et tartalmazd
térfogati Laemmli puffert adtunk hozza és a mintdkat 100°C-on 10 percig forraltuk. A fehérjék
elvalasztasat 10%-0s SDS-poliakrilamid géllel végeztiik a TG2 esetében, mig 15%-o0s gélen a LXR,
PPARS és C/EBPB esetében, detektalasuk pedig PVDF membranon tortént anti-TG2, anti-LXRa/3 ,
anti-PPARS , anti-C/EBPJ és anti-B-actin vagy GAPDH antitestek felhasznalasaval.

A peritonealis makrofagok RALDH kifejez6désének vizsgalata az apoptotikus sejtek in vitro

fagocitozisat kovetoen

Az apoptotikus sejtként 4 hetes vad tipusi egerek timuszabol szarmazé timocitakat vagy NB4
(promielocitas leukémia sejtvonal) sejteket hasznaltunk. Az apoptodzist 24 oras, szérummentes RPMI
1640 médiumban (100 U/ml penicillin/streptomycin) torténd tenyésztéssel értiik el. NB4
promielocitas leukémia sejtek esetében korabbi tanulmanyok alapjan As,Os-kezeléssel (10 uM, 12

ora) indukaltunk apoptozist. FACS analizis (AnnexinV-FITC/propidium-jodid) alapjan mindkét
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modszer esetében az apoptotikus sejtek aranya meghaladta a 80%-t a sejtkultirakban. Az
apoptotikus timocitakat 10:1 aranyban adtuk a peritonealis makrofagokhoz, mig az apoptotikus NB4
sejteket 5:1 aranyban alkalmaztuk. Az apoptotikus sejteket a makrofagokkal 6 oOran at egyiitt
inkubaltuk, majd az apoptotikus sejtek eltavolitasat kovetden a makrofagokat tovabbi 6 vagy 18 6ran

at inkubaltuk a mintakbol torténé RNS izolalas eldtt.

BMDM-ok in vitro fagocitalo képességének vizsgalata

A BMDMs-okat 24 oraig kezeltik 5 pM 5-6-(((4-klorometil)benzoil)amino)-tetrametilrodami
(CMTMR) festékkel. Az apoptotikus timocitak 1étrehozasahoz 4 hetes C57BL/6 egerek timuszabol
izolaltuk a sejteket, majd a fentebb leirt mdédon in vitro indukaltuk a timocitadk apoptozisat. A 6-
karboxi-3,6-diacetilfluorescein (CFDA) (6 pM) festékkel jeldlt apoptotikus timocitdkat a BMDM-
hoz adtuk 5:1 (apoptotikus sejt/makrofag) aranyban 30 percre (vagy 45 percre a transzfektalt
makrofagok esetében), majd a fagocitozis utan az apoptotikus timocitakat lemostuk. A hossztava
fagocitézis vizsgalatdhoz a BMDMs-ok 3 6ran at nem jeldlt apoptotikus timocitakat fagocitaltak,
majd 30 percig CFDA jelolt timocitival inkubaltuk a makrofagokat a fagocitaldo képesség

meghatarozasahoz. Mosast kovetden a sejteket aramlasi citometriaval analizaltuk.

mRNS kifejez6dés meghatirozasa

Total RNS-t a kontroll és kezelt timuszokbdl, az izolalt timocitakbol vagy makrofagokbol izolaltuk,
és tisztasagat Nanodrop Spektrofotométer segitségével mértiik. A total RNS (1pg/ minta) cDNS-sé
torténd atirasahoz High Capacity ¢cDNA RT Kitet hasznaltunk. A génexpresszids valtozasok
detektalasa valos idejii kvantitativ PCR technikaval tortént, melyhez génspecifikus FAM-MGB-
jelolt primereket ¢és probakat tartalmazé oligomixeket (TagMan Gene Expression Assay)
hasznaltunk. A lacZ génexpresszié méréséhez egy FAM-TAMRA jelolt TagMan probat hasznaltunk.
A mintakat ABI Prism 7900 vagy Roche LightCycler LC 480 segitségével triplikaitumokban
futtattuk. Az adatok kiértékelése SDS 2.1 programmal tortént. A génexpresszids szinteket
komparativ CT (ddCT) moddszerrel hataroztuk meg, melyhez normalizalo génként ciklofilin D-t

vagy glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH)-t hasznaltuk.

A RALDHI1 és 2 kifejezodés vizsgalata a timuszban immunfestés alkalmazasaval

A kisérlethez hasznalt timuszokat az egerek DEX oltasat kovetéen 24 oraval izolaltuk. A
makrofagok fluoreszcens fénymikroszkopos meghatarozasa (F4/80 pozitiv sejtek) mellett a

RALDH1 vagy RALDH2 enzimeket detektaltuk fagyasztott timusz szoveti metszetet hasznalva
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(folyékony nitrogénnel tortént fagyasztas bedgyazé médium segitségével). A felvételeket Olympus
DP50 kamera és Nikon Eclipse 800 hasznalataval készitettiik.

DEX-kezelt BMDM-ok X-gal festése

RARE-hsp68-lacZ riporter transzgén egerekb6l szarmaz6 BMDMs-okat kezeltink 1 pM DEX-al
vagy 25 pM DEAB-al (a kontrollok esetében DMSO-val) 24 o6raig. A sejteket 0.25 mM
glutaraldehiddel jégen fixaltuk 5 percig. A fixalt sejteket 37 °C -on 24 orara X-gal fest6oldatba
helyeztik (35 mM potassium ferrocyanide, 35 mM potassium ferricyanide, 2 mM MgCl,, 0.02%
Nonidet P-40, 1 mg/ml X-gal). A felvételeket AMG EVOS invert mikroszkop hasznalatival 20 X-0s

nagyitassal készitettiik.

BMDMs siRNS-el valo traszfektalasa

A BMDMs-okat egér LXRa és LXRp vagy C/EBPB ON-TARGETplus SMARTpool siRNS-el
transzfektaltuk. Kontrollként ON-TARGETplus Non-targeting Control Pool siRNS-t alkalmaztunk.
A traszfektalasokat DharmaFECT 1 transzfekcios reagenssel végeztiik, a gyartd altal megadott
protokoll alapjan. SiGLO Green (6-FAM) transzfekcios indikatort hasznaltunk a sikeres reakcio
kimutatasara. A makrofagokat 24/48 oraval a traszfekciot koveten kezeltik 1 pM DEX-al vagy a
kontrolloknal DMSO-val 18/24 6raig, majd mértiik az LXR és a C/EBPB mRNS/fehérje szintet a
makrofagokban quantitativ PCR/western blot segitségével. 48 oraval a traszfekciot kovetSen
kezeltiik a sejteket DEX-al (1pM) vagy DMSO-val a kisérleteknél megjeldlt ideig, hogy mérjiik az
LXR vagy C/EBPP siRNS hatasat a kiilonféle glikokortikoid-indukalta fagocitdzis-kapcsolt gének

mRNS szintjére.

Statisztikai analizis
A bemutatott eredmények legalabb harom, eltérd napon végzett, fiiggetlen kisérlet adatait mutatjak
be, melyeknél a szignifikanciat kétszElii, nem egyenld varianciaji Student-féle t-probaval adtuk meg

(p<0.05).
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4. EREDMENYEK

4.1. AZ APOPTOTIKUS SEJTEKET FAGOCITALO MAKROFAGOK RETINOIDOT
TERMELNEK, AMELY HOZZAJARUL A TG2 KIFEJEZODESEHEZ TIMOCITAKBAN

A retinsav és a TGF-p egyiittesen hatékonyan névelik a TG2 mRNS kifejez6dését in vitro

dexametazon hatasara elhalé timocitakban

Kisérleteink soran a timocitak apoptozisat dexametazon (DEX) kezeléssel valtottuk ki. Elsoként
megvizsgaltuk a retinsavak és a TGF-B lehetséges hatasait a TG2 mRNS kifejezddésére,
onmagukban hasznalva Oket a sejtek kezelésére, vagy DEX-al egyiitt alkalmazva kiilonb6z6
kombinaciokban. A timocitak apoptozis indukcidjahoz a laborban folyt el6z6 tanulmanyok soran
hatékonynak bizonyult retinoid és TGF-f koncentraciokat alkalmaztuk kisérleteink alatt. A TGF-
vagy az ATRA kezelés 6nmagaban csak kevéssé novelte, mig a 9-cisz retinsav (9cRA) hatékonyan
tudta indukalni a TG2 mRNS kifejez6dését timocitakban. Ahogy korabban leirtuk, a timocitak DEX
kezelése nagyon hatasosan valtja ki a sejtek apoptozisat, de csak kevéssé befolyasolja a sejtek TG2
expressziojat. ATRA adasaval sem tudtuk el6segiteni a DEX-indukalta TG2 kifejez6dést, mig a
TGF-B DEX-al egyiitt alkalmazva mar hatékonyan novelte a TG2 mRNS kifejezddését a
timocitakban. Az ATRA kezelés akkor bizonyult eredményesnek a TG2 mRNS szint novelésében,
ha TGF-B-val, vagy DEX és TGF-B kombinacidjaval egyiitt alkalmaztuk a timocitdkon. A 9-cisz RA
esetében, a retinsav DEX-al vagy TGF-B-val alkotott kombinacioja eredményesebb volt a TG2 szint
novelésében, mint ugyanezen kezelések ATRA hasznalataval, mely arra utal, hogy az RXR oldal
vesz részt a TG2 expresszio kivaltdsaban az elhalo timocitdkban. A 9-cisz RA és TGF-p
kombinacidja idézte elé leghatékonyabban a TG2 kifejez6dését a DEX-kezelt timocitakban. Ez arra
utal, hogy a glitkokortikoid hormon altal biztositott apoptotikus jel, ami onmagaban nem volt
elégséges a TG2 szint noveléséhez, amikor 9cisz RA-al vagy TGF-B-val kombinacioban

alkalmazzuk, szintén hozzajarul a TG2 megjelenéséhez.

Az RARao és az RXR receptorok szintetikus ligandjai indukaljak a TG2 kifejez6dését DEX-
kezelt apoptotikus timocitikban

Mivel el6z6 kisérletiink soran a 9-cisz retinsav, mely az RAR és RXR receptorokat egyarant
aktivalja, hatékonyabbnak bizonyult minden kisérleti elrendezésben, mint a csak RAR-t aktivalo
ATRA, ezért szintetikus RXR agonistat (LG268) és szintetikus RARa agonistat (AM580)
alkalmazva tanulmanyoztuk a retinsav receptorok szerepét a TG2 indukalasdban. Az LG268

szignifikansan novelte a TG2 kifejezddését minden egyes kisérleti elrendezésben. Azonban még
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hatasosabb volt, amikor az RAR agonista AM580 —al egyiitt adtuk. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy in vitro a retinoid és a TGF-p egyiittmiikddve szignifikansan novelik a TG2
expresszios szintjét az elhalo timocitakban, és a mindkét oldalon aktivalt RAR/RXR heterodimer

kozvetitheti leghatékonyabban a retinoidok hatasat.

Az in vivo retinsav szintézis gatlasa csokkenti az apoptézis-indukalta TG2 expressziét egér

timocitakban

Kovetkezd 1épésben, hogy azon feltevésiinket bizonyitsuk, hogy a timuszban termel6dé retinoidok
hozzajarulhatnak a TG2 kifejez6déséhez az elhald timocitakban, két kiilonbozd retinsav szintézis
gatloszert hasznaltunk. Ha hipotézisiink helyes, a retinsav szintézis gatlasa az apoptozis kivaltasat
megelézéen, meggatolna vagy csokkentené a keletkez6 TG2 mennyiségét. Az egereket
diszulfirammal, egy alkohol dehidrogenaz gatloszerrel, vagy 4-dietil-amino-benzaldehiddel
(DEAB), egy RALDHSs inhibitorral oltottuk az apoptozis kivaltasat megel6z6en két napig. A
korabban leirtaknak megfelelden a timocitak in vivo apoptozisat intraperitonealis DEX injekcioval
valtottuk ki, melyet egy nagy mennyiségii TG2 kifejez0dés kovet az elhald timocitakban. Az egerek
el6kezelése diszulfirammal vagy DEAB-al szignifikansan csokkentette a DEX altal kivaltott TG2
expressziot, jelezve, hogy az endogén retinoid termelés hozzajarulhat a TG2 apoptozis-fliggd
megjelenéséhez. Azonban a DEX altal kivaltott TG2 kifejez6dés soha nem gatlodott teljes
mértékben, azt sugallva, hogy mas szignalok szintén hozzajarulnak az enzim in vivo

megjelenéséhez.

Egér timuszban az in vivo apoptézis Kkivaltisa egy megnovekedett retinoid fiigg

transzKkripcioval tarsul

RARE-lacZ transzgén egereket hasznalva szerettiik volna bizonyitani, hogy mind a diszulfiram
mind a DEAB kezelésnél alkalmazott koncentracié hatékonyan képes gatolni az in vivo retinoid
szintézist. Ezek a transzgén egerek egy retinsav valaszado elem (RARE) altal szabalyozott béta-
galaktozidaz (lacZ) gént fejeznek ki. Az egerekben az in vivo retinoid-fiiggd traszkripcids aktivitast
a lacZ gén megjelenése jelzi. Az in vivo retinoid szintézis gatlasat kovetéen indukaltuk a timocitak
apoptozisat — hasonléan mint az el6z6 kisérletben — majd meghataroztuk a retinoid-fiiggd
transzkripcios aktivitast. Meglepetésiinkre, a DEX kezelés onmagaban indukalt egy szignifikans
novekedést a lacZ riporter gén megjelenésében. A diszulfiram csak részleges gatlast tudott kifejteni,
viszont a DEAB kezelés kozel teljes mértékben meggatolta a B-galaktoziddz mRNS kifejez6dését a
timuszban. Eredményeink arra utalnak, hogy mig a diszulfiram csak részleges hatdssal bir addig a

DEAB igen nagymértékben képes a retinoid-indukalta transzkripcio gatlasara, ezzel igazolva ezen
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retinsav szintézis inhibitorok hatékonysagat. A diszulfiram koncentracidjat nem lehetett tovabb

novelni, mivel az az egerekre nézve mar halalos dozis lett volna.

A timocitdk in vivo apoptézisat fokozott RALDH1 és 2 kifejez6dés, valamint egy

megndvekedett retinoid-fiiggé transzkripcids aktivitas kiséri

Korabbi eredményeink alapjan, a timuszban DEX altal eléidézett apoptozis soran fokozodott a
retinoid-fliggdé transzkripcio, ami felveti azt a kérdést, hogy amit lattunk az a DEX kezelés
kovetkeztében kialakult valasz-e, vagy egy apoptozis specifikus reakcio. Kovetkezd 1épésként, hogy
ezt a kérdést megvalaszoljuk, a DEX alkalmazasa mellett anti-CD3 antitestet is hasznaltunk mely T
sejt receptor altal kozvetitett sejthalalt valt ki, igy indukalva a timociték apoptozisat a RARE-lacZ
egerekben. Mindkét sejthalal stimulus fokozott retinoid-fiiggd transzkripciot valtott ki, de a két
kiilonboz6 apoptotikus jel eltérd retinoid produkeidt okozott a timuszban. A DEX hatasa sokkal
kifejezettebb volt. Mivel ez a mértékii lacZ transzkripcié egy massziv retinoid termelést jelez a
timuszban, elhataroztuk, hogy megvizsgaljuk két retinsav szintézisért felelés enzim a RALDHI és 2
expresszios szintjét, melyekrdl korabban mar bebizonyitottak, hogy jelen vannak a timuszban in vivo
apoptozis kivaltasat koveten. Azt talaltuk, hogy a timuszban 1év6 RALDHI és 2 mRNS szintje
szignifikansan emelkedett az id6 fliggvényében DEX oltasat kovetden (24 oranal detektalva a
legmagasabb az indukcio). Az anti-CD3 antitest adasa szintén fokozta a RALDHs enzimek szintjét.
Mitdbb, a retinoid indukciot lacZ segitségével mért eredményeinkkel megegyez6en, a DEX oltasat
kovetden a RALDHI mRNS szintje sokkal szignifikansabb novekedést mutatott, mint az anti-CD3
antitest adasat kovet6en, mig sokkal kisebb kiilonbség volt kimutathato a RALDH?2 esetében. A két
apoptozis stimulusra adott valasz kozotti kiilonbséget valdszinlileg az okozhatta, hogy a DEX-bol
alkalmazott koncentracio egy sokkal jelentdsebb mértékii apoptozis kivaltasara képes a timuszban,

ahogyan azt szamunkra jelzik az oltasokat kovetéen mért timuszok sulyok is.
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A makrofagok az apoptotikus sejtek fagocitozisa soran novelik a RALDH-0K kifejezodését,

ami harom lipid érzékelé receptor aktivalodasanak kovetkezménye lehet

Ahogy el6z6 eredményeink bizonyitjak, a timuszban apoptézis kivaltasat kovetSen, két retinsav
szintetizald enzim kifejezddése is novekszik, mely egy a timuszban jelenlévd apoptozis-figgd
retinoid termelésre utalhat. A laborban folyt el6z6 kutatasok kimutattak, hogy a timikus epitélialis
sejtek képesek RALDH enzimeket kifejezni, de kevéssé tiinik valdsziniinek, hogy ezek a sejtek
lennének felelések egy apoptozis-fiiggd jelenségért. A mi feltételezésiink szerint, talan a timuszban
jelenlévé makrofagok érzékelik az apoptotikus timocitdk mennyiségét és erre valaszolnak egy
fokozott RALDHSs expresszidval. Mivel néhany éve publikaltak, hogy a makrofagok az apoptotikus
sejtek felvétele kozben érzékelik az elhalo sejtek mennyiségét harom lipid érzékeld receptor
segitségével és ezt kovetden elGsegitik az apoptotikus testek fokozott fagocitozisat, igy elhataroztuk,
hogy megvizsgaljuk vajon a RALDH kifejez6dés valtozik-e az apoptotikus sejteket fagocitalo
makrofagokban. Erre a célra hasiiregi makrofagokat izolaltunk és apoptotikus timocitakkal vagy
apoptotikus NB4 sejtekkel (melyek nagyobbak mint a timocitak igy tobb lipidet is tartalmaznak)
inkubaltuk 6ket. Az apoptotikus timocitak fagocitozisa fokozta a RALDH1 mRNS kifejezddését az
Oket felvevé makrofagokban, de a RALDH2 kifejezddése nem valtozott. Azonban ha ezek a
makrofagok a nagyobb méretli apoptotikus NB4 sejteket fagocitaltdk, a RALDHI kifejezédése
tovabb novekedett és a RALDH2 mRNS is indukalddott, tehat az indukcié nem timocita specifikus.
Az apoptotikus sejtek felvételével Osszefliggésben keletkez6 RALDH enzimek kifejezddését
meggatolta a makrofiagokon alkalmazott aktinomicin D kezelés, mely egy traszkripcidt gatlo
vegyiilet, vagyis a folyamat szabalyozasa transzkripcios szinten torténik. Ezt kovetden arra kerestiik
a valaszt, vajon a foszfatidil szerin felismerése az apoptotikus sejtek felszinén vagy az elhald sejtek
felvétele valtja-e ki a RALDH enzimek kifejezédését. Ehhez a fagocitozist a makrofagok citokalazin
D kezelésével gatoltuk, mely az aktin polimerizacidt gatolja de nincs hatéssal az apoptotikus sejtek
felismerésére, vagy az apoptotikus sejtek felszinén 1év6 foszfatidil szerint eltakartuk rekombinans
annexin V el6kezeléssel, mely az apoptotikus sejtek felszinén a foszfatidil szerinhez kotédik. Mind a
citokalazin D, mind a rekombinans annexin V meggatolta az apoptotikus sejtfelvétel altal indukalt
RALDH enzimek mRNS szintjének novekedését, azt sugallva, hogy az apoptotikus sejtek felvétele

és nem dnmagaban a felismerése valtja ki a RALDH kifejezodését.

Mivel harom lipid-érzékelé magreceptor (LXRa, PPARYy és 8) is érintett lehet a makrofagok
apoptotikus sejtekre adott valaszaban, ezért megvizsgaltuk vajon ezeknek a receptoroknak az
aktivacidja befolyasolhatja-e a RALDHI1 ¢és 2 kifejez6dését. Négy ora kezelést kovetden, mind a

harom agonista, vagyis az LXR ligand GW3965, a PPARYy ligand roziglitazon, és a PPARS agonista
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GW1516, hozzajarulhat a RALDH1 mRNS szint ndveléséhez peritonealis makrofagokban, és csak a
GW1516 nem volt hatasos a RALDH2 kifejezddés indukalasaban. Ezen megfigyelések alapjan
mindharom lipid érzékeld receptor kozvetitheti az apoptotikus sejtfelvétel hatasait a RALDH

enzimek kifejezédésére.

A timuszban in vivo apoptozis kivaltasat kovetéen, az apoptotikus sejteket felvevé makrofagok

expresszaljak a RALDH enzimeket

Bizonyitando, hogy a timuszban lévé makrofagok valoban képesek RALDH enzimek kifejezésére,
24 éraval az in vivo timocita apoptézis (DEX 4altal indukalt sejthalal) kivaltasat kovetéen, fagyasztott
timusz metszetekben egyidejiileg festettilk a makrofagokat és a két RALDH enzimet. Azt talaltuk,
hogy mindkét enzim a fagocitald makrofagokban volt megtalalhatdé DEX indukalta apoptozist

kovetden.
A dexametazon RALDH1 mRNS kifejez6dését indukalja makrofiagokban

Mivel az in vivo DEX kezelés a timuszban sokkal nagyobb mértékit RALDHI indukcidt okozott,
mint az anti-CD3 antitest, megvizsgaltuk vajon egy in vitro DEX kezelés képes-e a makrofagok
RALDHI1 kijfejezédésére hatni. A makrofagok DEX kezelését kovetéen a RALDHI szint
szignifikansan megemelkedett, mig a RALDH2 kifejez6désében nem tortént valtozas.
Eredményeink azt mutatjak, hogy timocita apoptozis kivaltasa a timuszban RALDH kifejez6dést
indukal és az apoptozis kivaltdsdhoz hasznalt DEX onmagaban is hozzajarulhat a RALDH1 mRNS

szint megnovekedéséhez makrofagokban.
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4.2. DEXAMETAZON KEZELES HATASARA A MAKROFAGOK ALTAL TERMELT
RETINOID ELOSEGITI AZ APOPTOTIKUS SEJTEK HOSSZUTAVU FAGOCITOZISAT

A retinoid eldallitasa nélkiilozhetetlen a gliikokortikoid-indukalta efferocitézis fokozédashoz

az apoptotikus sejtek hosszitavu eltakaritasa soran

A kovetkez6é kisérleteinkben bizonyitani akartuk, hogy a makrofagok in vivo DEX kezelése
valdban retinoid szintézist valt ki a sejtekben. Ehhez olyan csontvel6bdl szarmazo differencialtatott
makrofagokat hasznaltunk melyeket a RARE-lacZ transzgén egerekbdl izolaltunk. Ezekben az
egerekben a pozitiv X-gal festédés az endogén retinoid-fiiggé lacZ expressziét mutatja a
makrofagokban. A makrofagokat 24 oraig kezeltik 1 uM DEX-al. A dexametazont 6nmagéaban
vagy a retinaldehid dehidrogenaz inhibitor DEAB-al egyiitt alkalmaztuk. A 24 6ras DEX kezelés
lacZ kifejezddést valtott ki a makrofagokban, mialatt sem a kontroll kezelés, sem a DEX és DEAB-
al kezelt sejtek nem mutattak pozitiv reakciot. Ezek az eredmények alatamasztjak, hogy a DEX
képes fiziologias szempontbol jelentés mértékii retinoid termelés kivaltasara makrofagokban, és a

DEAB az altalunk alkalmazott koncentracidban meggatolja a retinoid keletkezését.

A laborunkban folyt korabbi kutatasok kimutattak, hogy a retinoidok megnévelhetik a makrofagok
fagocitalo képességét. Ezért megvizsgaltuk, vajon az apoptotikus sejtek fagocitozisaban a DEX altal
kivaltott névekedés fiigghet-e a DEX-indukalta retinoid szintézist6l. Ezen kérdés megvalaszolasahoz
a DEX kezelt makrofagokhoz DEAB-ot is adtunk, és meghataroztuk a sejtek fagocitalo képességét.
Mint ahogyan az irodalombol is ismert, a BMDM-0k kezelése 1 pM DEX-al jelentdsen noveli a
sejtek fagocitalo képességét azaltal, hogy noveli az apoptotikus sejteket bekebelezé makrofagok

szazalékat.

A DEX hatdsa id6fiiggd, BMDM-oknal 12 oras kezelést kovetden bizonyult hatdsosnak a
fagocitozis fokozasaban és a maximalis hatdsa 18 ora kezelést kovetden volt lathatd. DEAB adéasa
nem befolyasolta a glukokortikoid-indukalta efferocitdzis fokozdodast, ha 12, 18 vagy 24 oraval a
DEX kezelés letelte utan, fél ora apoptotikus sejttel vald inkubalast kovetéen mértiik a sejtek
fagocitalo képességét. Ezért a DEX hatasat nem csak egy rovid tavi fagocitozis soran teszteltiik, de
egy hosszua tava efferocitozis alatt is, ekkor a DEX kezelt BMDM-ok 3 6ran keresztiil folyamatosan
fagocitalhattdk a nem jelolt apoptotikus timocitakat, majd a makrofagok apoptotikus sejt felvevo
képességének meghatarozasahoz fél oraig fagocitaltattuk a fluoreszcensen jelolt apoptotikus
timocitakat. A 3 6raig elnyujtott fagocitdzis onmagaban csak kevéssé novelte az apoptotikus sejteket
felvevé makrofagok szazalékat. Azonban, amikor a DEX kezelt makrofagokat hasznaltunk, nétt a

fagocitalo sejtek szazaléka és ez a novekedés gatolhato volt DEAB adasaval. Ezek az eredmények
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azt sugalljak, hogy a retinoidok kozvetithetik a gliikokortikoidok efferocitézis fokozd hatasat az

apoptotikus sejtek hosszatava fagocitdzisa soran.

A gliikokortikoidok Kkiilonb6z6é lipid érzékel6 magreceptorok Kkifejezédését valtjak ki a

RALDHL1 expresszio fokozédasat megel6zéen

Mivel korabbi kisérleteink soran azt talaltuk, hogy kiilonb6z6 lipid érzékeld magreceptorok
el6idézik a RALDH enzimek kifejez6dését, tudni szerettilk volna valyon a dexametazon ezen lipid
érzékeld receptorokon keresztill valtja-e ki a RALDHs kifejez6dést. Korabbi eredményeinkkel
megegyezden, a RALDHI kifejezddése nétt meg a makrofagok dexametazon kezelés utan, és az
expresszios szint a glitkkokortikoid adasat kovet6 24 oraig novekedett. A DEX szignifikansan emelte
az LXRs és a PPARS mRNS ¢és fehérje szintjét is csakiigy, mint heterodimerizacios partneriik az
RXRa kifejez6dését, mely maximumat 12 6rai DEX kezelésnél érte el. Egy masik lipidérzékeld
magreceptor a PPARYy kifejezddése csokkent a DEX kezelés hatasara. Mivel az LXRs ligalasa
szintén elengedhetetlen a receptortdl kezdodd jelatviteli 0t elinditasahoz és ismert, hogy a
mitokondrialis szterol 27-hidroxilaz (CYP27) egy LXRs ligandot (27-hidroxikoleszterol) termel,
megvizsgaltuk a DEX kezelést kovetden a CYP27 kifejez6dését a makrofagokban. Az enzim
valoban indukalodik a makrofagokban 4 6ra DEX kezelés utan. Mitobb, a CYP27 indukcidja csak
részben volt gatolhat6 egy fehérje szintézis inhibitor, a cikloheximid jelenlétében, ami arra utalhat,
hogy talan egy kozvetlen glitkokortikoid target génrdl lehet sz6. Valoban, irodalmi adatok alapjan a
human CYP27 gén promoéterében valoban van glitkokortikoid vélaszado elem. Masrészrdl, a vizsgalt
lipid érzékelé magreceptorok indukcidja teljes mértékben gatolhatdo volt 20puM cikloheximid
hasznalataval azt sugallva, hogy 0j fehérje vagy fehérjék (pl. egy 0j transzkripcios faktor) szintézise

sziikséges ezen magreceptorok fokozott kifejez6déséhez.

A dexametazon noveli az RARa és a C/EBPp génexpresszios szintjét makrofagokban

A kovetkez6 1épésben megvizsgaltuk, hogy a RALDHI kifejezédése hogyan szabalyozodik a DEX
kezelés altal makrofagokban. Korabban azt talaltuk, hogy az LXRs ligalasa megndveli a RALDH1
mRNS szintjét makrofagokban és az irodalmi adatok is arra utalnak, hogy két Gtvonalon keresztiil is
lehetséges a RALDHI indukalasa az LXR altal. Egyrészt, az LXR kovzetleniil kivalthatja a szterol
véalaszadd elem kotd fehérje (SREBP-1c) transzkripcidjat a promoterében jelenlévd két LXR
valaszado elemen keresztiil, igy az SREBP-1c szabalyozhatja a RALDH] kifejezddését. Masrészrol
az RARa és a CCAAT/enhanszer kot fehérje (C/EBP)B egyidejlileg hatva szabalyozhatjak a
RALDH1 kifejezddését, ahol az LXR iranyitja az RARa gén expresszios szintjét. Ezért teszteltiik,
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vajon az LXR részt vesz-e a DEX A4ltal fokozott RALDHI kifejez6désben, valamint mértiik a fent
emlitett gének mRNS szintjét DEX kezelt makrofigokban. Az altalunk hasznalt kisérleti
rendszerben az SREBP-1c kifejezddése nem valtozott DEX adasat kovetéen, de mind az RARa
mind a C/EBPB kifejez6dése megnovekedett a DEX kezelt makrofagokban. Mig a DEX altal
kivaltott RARa indukcié a cikloheximid adasaval teljesen meggatolhatd volt a makrofagokban,
addig a C/EBPB mRNS szintje emelkedést mutatott a cikloheximid kezelést kovetden. Ezen
megfigyelés egy instabil negativ szabalyozo fehérje vagy fehérjék kozremiikodésére utalhat a
C/IEBPB mRNS szintjének szabalyozdsaban, és a glitkokortikoidok talan ezen instabil gatld

fehérje/fehérjék megjelenését gatolva fejtik ki indukald hatasukat a C/EBPB expressziora.

A RALDHI1 expresszio kivaltisihoz az LXR-indukilta RARa és a DEX-indukalta C/EBPB

kifejezodése sziikséges

Tovabb vizsgaltuk a C/EBPB, az LXR és az RARa szerepét a DEX altal kivaltott efferocitozis
folyamataban, ezért géncsendesitést alkalmaztunk az LXRs és C/EBPP génekre vonatkozoan a DEX
kezelt makrofagokban. Azt talaltuk, hogy a C/EBPP csendesitése meggatolta a DEX-indukalta
LXRa kifejezddést, jelezve szamunkra, hogy a DEX kivaltotta LXRa mRNS fokozodas a C/EBPB
altal kozvetitett. Szintén megfigyeltiik, hogy a DEX altal eldidézett novekedés az RARa mRNS
szintjében az LXRs csendesitésével meggatolhatd, ami egybevag azzal az irodalmi adattal, hogy az
RARa egy LXR célgén. Tovabba, a C/EBPJ csendesitése is meggatolta a DEX-indukalta RARa
expresszio fokozodast, mivel az RARa LXR fiiggd modon indukalodik és az LXR indukcio C/EBPB
SiRNS-el megakadalyozhat6. Masrészt, az LXR csendesitése nem gatolta a DEX-indukalta fokozott
RXRa kifejezddést, arra utalva, hogy az RXRa nem egy kozvetlen LXR célgén. Azonban az RXRa
DEX altal eldidézett expresszios novekedése szintén C/EBP-fiiggo.

Mivel a DEX-indukalta RARa keletkezéséhez sziikséges LXR vagy a C/EBPp csendesitése gatolja
a RALDHI kifejezédését a DEX kezelt BMDM-okban, valamint a pan RAR antagonista AGN109
vagy az RARa genetikai eltavolitasa szintén meggatolja a DEX-indukalta RALDH]1 kifejez8dését,
az RARa meghatirozo szerepet tolthet be a RALDHI szabalyozasdban. Osszességében, ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy a gliikkokortikoidok a C/EBPp fokozott kifejez6dését valtjak ki
makrofagokban, mely hozzajarul az LXRs és az RXRa indukcidjahoz. A glitkokortikoidok szintén
eléidézik a CYP27 mRNS szint névekedését, mely egy endogén ligandot szolgaltathat az LXRs
magreceptorok szamara. Az RARa, LXR/RXR-fiiggd modon indukalédik és nélkiilozhetetlen a
RALDHI kifejezddés novekedéséhez. Noha korabbi tanulméanyok szerint a C/EBPB kozvetleniil
befolyasolhatja a RALDHI1 indukciojat, de az RARa indukcidhoz is hozzajarul a DEX altal
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szabalyozott LXR utvonalon keresztiil, igy eredményeink nem bizonyitjak, hogy a C/EBPP

kozvetlen szabalyozo szerepet jatszana a RALDHI kifejezddésében a DEX kezelést kovetden.

A gliikokortikoidok C/EBPB—fiiggé médon idézik el6 a MERTK, Clq és UCP2 kifejezodés
novekedését BMDMs-ban

Ezt kovetben szerettik volna megtudni, milyen efferocitozis-kapcsolt molekulédk érintettek a
makrofagok DEX kezelésénél. Szamos gén kifejezédését megvizsgaltuk és korabbi kozleményekkel
Osszhangban azt talaltuk, hogy a MERTK kifejezddése volt a legkiemelkedébb a fagocitozis-
kapcsolt gének koziil, a makrofagok DEX kezelését kovetéen. DEX adasat kovetéen a MERTK
nagyon koran indukalodott és ez a fokozddas csokkenthetd volt cikloheximid adasaval és a C/EBPB
csendesitésével mutatva, hogy a C/EBPB kozremiikodik a MERTK mRNS szint névekedésében.
Habar, korabbi tanulméanyok a MERTK-t egy kozvetlen LXR célgénként azonositottak, az LXR-0k
csendesitése nem hatott szignifikinsan a MERTK DEX-indukalta expresszié novekedésére, arra
utalva, hogy bar a C/EBPf kozremiikodik az indukcidjaban, az fiiggetlen az LXR kifejezddésére
gyakorolt hatasatol. Mivel irodalombdl ismert, hogy a PPARS -/- egerek esetében egy csokkent
MERTK kifejez6dés tapasztalhatdé a makrofagokban, mértiikk a DEX-indukalta MERTK kifejezédést
a PPARS antagonista GSK3787 jelenlétében is. Kisérleteinkben a PPARS gatlasa nem volt hatassal a
MERTK megjelenésére, vagyis a PPARS nem szabalyozza a MERTK kifejezodését DEX kezelt

makrofagokban.

Egy korabbi publikacioval megegyezben azt talaltuk, hogy a DEX egy hidképz6 molekula a Clq
kifejezddését is befolyasolja. A DEX kivaltotta Clq mRNS szint ndvekedést nem gatolta a
cikloheximid, vagyis egy Uj fehérje szintézise nem sziikséges a korai indukcio kivaltasahoz. De a
C/EBPB és az LXR-0k jelenléte elengedhetetlen a C1q hossz(itava novekedéséhez, melyet 21 6ra
DEX kezelés utan mértiink, ugyanakkor tgy tiinik, hogy a PPARS nem vesz részt ezen molekula

DEX-indukalta szabalyozasaban.

Végiil, mértikk a gliikokortikoid fiiggé UCP2 indukciét, melynek mRNS szintje szintén nagyon
koran megemelkedett a DEX kezelés utan. Habar az UCP2 rovid tava indukcidja nem fiigg j
fehérje szintézisét6l, mind a C/EBP mind a PPARS megfelel§ szintli kifejez6dése sziikséges volt a
hossztava (21 6ra) indukcidjahoz. Mas fagocitdzis-kapcsolt molekulak, mint példaul az MFG-ES8,
a CD36, a CD91, a stabilin-2 és a CD14 kifejezddése nem valtozott, mig a transzglutaminaz 2, az
integrin B3, és a TIM4 kifejez6dése csokkent a DEX kezelt csontvel6bdl differencialtatott

makrofagokban. Eredményeink megerésitik azokat a kordbbi megfigyeléseket, miszerint a
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gliikokortikoidok a fagocitozis-kapcsolt molekulak egy specialis csoportjanak fokozott kifejezédését
valtjak ki, tovabba kimutattuk, hogy ezen molekuldk hosszii tava gliikokortikoid indukalta

kifejez8déséhez a lipid érzékel magreceptorok és a C/EBP szint novekedése sziikséges.

Az LXR-0k és a PPARS kozremiikodnek a gkiikokortikoid-indukalta fagocitézis fokozédasban

a hosszutavu efferocitézis folyamatiban

Ahogyan a bevezet§ részben leirtam, korabbi tanulmanyok bemutattdk, hogy az LXR-ok és a
PPARS magreceptorok aktivalodnak a makrofagokban az apoptotikus sejt lipid tartalma altal,
mialatt a makrofagok folyamatosan fagocitaljak az apoptotikus sejteket. Mivel a DEX
szignifikansan noveli ezeknek a magreceptoroknak a kifejez6dését, elhataroztuk, hogy
megvizsgaljuk vajon az LXR-ok csendesitése, vagy a PPARS gatlasa a GSK3787 antagonista
hasznélataval befolyasolhatja-e a gliikokortikoid efferocitozist fokozé hatasat. Eredményeink azt
mutattak, hogy az LXR-0k csendesitése, vagy a PPARS transzkripcids aktivitasanak gatlasa a
GSK3787 adasaval nincs hatassal az efferocitozisra, amennyiben azt kozvetlenil a 24 6ras DEX
kezelés utan mértik. Ezek az adatok megegyeznek azzal a megfigyelésiinkkel, hogy a
magreceptorok nem hatanak a gliikokortikoid-indukalta MERTK kifejezodésére, amelyrdl korabbi
tanulmanyok kimutattak, hogy a rovid tava gliikokortikoid-indukalta efferocitézis novekedést
iranyitja. Masrészrol, a C/EBPB csendesitése, amely csokkentette a glilkokortikoid altal megnovelt
MERTK kifejez6dést, szintén csokkentette a glitkokortikoid hatast a rovidtava efferocitozisra.
Azonban ha az efferocitozis mértékét a hosszatavu fagocitdzis alatt mértik, mind az LXRs
csendesitése mind a PPARGS transzkripcids aktivitasanak gatlasa csokkentette a gliikokortikoid
fagocitozis fokozo hatast. A C/EBPB gén (ami eredményeink alapjan az LXR-ok és a PPARS
indukciohoz is sziikséges) csendesitése szintén meggatolta a glikokortikoidok fagocitdzist fokozo
hatasat a hosszatava efferocitdzis soran. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az LXR-ok és
PPARS magreceptorok kozvetitik a gliikokortikoidok fagocitézist fokozé hatasat a hosszatava

efferocitozis folyamataban.

A hosszatava fagocitozis soran az LXRa, RXRa, RARa és PPARS mRNS szintje

megnovekszik és ez kifejezettebb dexametazon kezelést kovetéen

Mivel eredményeink alapjan a lipid érzékeld receptorok nélkiilozhetetlenek a gliikokortikoid-
indukalta efferocitozis fokozddashoz az apoptotikus sejtek hossza idén keresztiil toténd felvétele
soran, megvizsgaltuk, hogy a magreceptorok kifejez6dése hogyan valtozik ezalatt a hosszl ideig

tartd apoptotikus sejt eltakitas alatt. Megfigyeltiik, hogy a 3 oraig tartdo hosszatava fagocitdzis
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6nmagaban novelte az LXRa, PPARS, RARa és RXRa kifejez6dését, mivel az apoptotikus sejtek
lipid tartalma aktivalta mind az LXR mind a PPARS altal inditott jelatviteli utakat. Az LXRa és az
RXRa MRNS szintje tovabb noévekedett a hosszatava fagocitozist kovetden a DEX kezelt
makrofagokban. Az UCP2 kifejez6dése szintén tovabb fokozodott a makrofagok apoptotikus
sejtekkel valo etetését koveten, de csak kis mértékben nétt tovabb, ha még DEX kezelést is

alakalmaztunk.

A RALDHs enzimek gatlasa DEAB-al csokkentette a magreceptorok gliikokortikoid-indukalta

és a hosszitava fagocitézis-indukalta kifejezodését

Ezt kovetden teszteltiik, hogy a DEAB altali RALDH gatlas hogyan befolyésolja a retinoid altal
szabalyozott magreceptorok és az UCP2 kifejezodését a DEX altal fokozott hosszitava fagocitozis
soran. A RALDH gatlasa csokkentette a glilkokortikoid és a hosszutavi fagocitozis indukalta
novekedést ezen lipid érzékelé receptorok kifejezddésében, jelezve a retinoidok pozitiv
Onszabalyozd szerepét mindkét utvonalban. Hasonld expresszids mintazatot mutatott az UCP2 is,
mivel PPARS target gén. Eredményeink megerdsitik korabbi adatainkat, miszerint az LXR jelatviteli
utvonala tartalmaz egy retinoid-fiiggd Onszabalyozo erdsité hurkot és most ezen megfigyelésiinket

kiterjeszthetjiik a gliikokortikoid-indukalta lipid érzékel6 jelatviteli titvonalra is.
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5. MEGBESZELES

A makrofagok retinoidot termelnek az apoptotikus sejtek fagocitézisa soran, mely

kozremiikodik a TG2 kifejezodésében timocitakban

A sejthalal folyamata alapvetd fontossagu az élethez és a soksejtii szervezetek homeosztazisanak
fenntartasahoz, kiilondsen azokban a szervekben ahol igen gyakori a sejtek cserélédése, mint példaul
a csontvelében vagy a bélben. Az apoptézis szintén nélkiilozhetetlen a nem-funkcioképes vagy
autoreaktiv immunsejtek eltavolitdsdhoz, pl. a kozponti limfoid szervek érése soran (csontveld,
timusz). Egészséges egyénekben 50-70 billio sejt hal el minden nap apoptozissal. Ezeknek az
apoptotikus sejteknek a fagocitozisa elengedhetetleniil fontos az életiink soran, mivel az el nem
takaritott apoptotikus sejtek masodlagosan nekrotikussa valhatnak, melynek kovetkezményeként a
sejtb6l  kitirlilhet a gyulladaskeltd sejt tartalom igy roncsolva a szoveti kornyezetet és

autoimmunitast idézve el6.

A timusz egy egyediilalld mikrokdrnyezetet biztosit a fejlodé és éré T sejtek szamara. A timuszban
egy szorosan szabalyozott fejlédési folyamatot kovetéen, mindossze a timocitdk 1%-a jut ki a
perifériara és csatlakozik a szervezet limfocita készletéhez. Mivel a differencialodo timocitak tobb
mint 95%-a apoptozissal elhal, és ezt kovetden a timikus makrofagok altal egy gyors és hatékony
fagocitézis altal felvételre kertil, az apoptotikus program hatékony elinditasa és befejezése — a TG2
részvételével — nélkiilozhetetlen a timuszban. Ez az apoptotikus sejtek és a fagocitdk kozotti

komplex kommunikacio jol tanulmanyozhat6 in vivo a timuszban.

A TG2 indukalodik és aktivalodik azokban a sejtekben melyek apoptézissal halnak el. A timuszban
az in vivo apoptozis kivaltasat kovetben az enzim magas szintje detektalhaté az apoptotikus
timocitakban, mint az apoptdzis program egy korai eseménye még a DNS toredezése elétt, jelezvén
a TG2 szerepét az apoptozis kezdeti szakaszaban. Valoban a TG2 tulzott kifejez6dése onmagaban is
képes a T sejtek elhalasat kivaltani. Emellett, a TG2 kozremiikodik a keresztkotdtt fehérje polimerek
létrehozasaban az apoptotikus testekben, ami megakadalyozza a karos sejttartalom kiomlésését a
sejtbdl. Azonban a timocitdkban in vitro a TG2 nem indukalodik apoptozis soran, a sejtek mégis
megfeleléen elhalnak a TG2 hidnydban is. Ezen megfigyelés arra utal, hogy bar a TG2
kozremiikdhet a timocitak apoptdzisaban, nem sziikséges a sejthalal kivaltasahoz. Valamint azt is
jelzi, hogy olyan faktorok szabalyozzak a TG2 kifejez6dését a timocita apoptozis soran, melyek

csak a szoveti kornyezetben vannak jelen.
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Kisérleteimben, a TG2 kifejezddés szabalyozodasat vizsgaltam apoptotikus timocitakban. Mivel az
elhal6 timocitak fagocitozisa a timikus makrofagok altal egy allandoan zajlé folyamat a timuszban, a
fagocitalo makrofagok folyamatosan kiilonféle molekuldkat bocsatanak ki az efferocitdzis
kovetkezményeként és egy specialis timikus kornyezetet hoznak 1étre a fejlédd timocitaknak. Ezek a
molekulak a TG2 expresszié lehetséges szabalyozo6i. Korabbi irodalmi adatok azt mutattak, hogy a
TGF-B, egy kifejezetten az apoptotikus sejteket fagocitalo makrofagok altal kibocsajtott citokin, az
egyik lehetséges faktor, amely szabalyozhatja a TG2 in vivo kifejez6dését az elhald sejtekben,
promoterén 1évé TGF-B valaszado elem segitségével. Azonban, a laborban folyt korabbi kisérletek
alapjan tudjuk, hogy a TGF-B nem igazan hatasos a TG2 expresszio kivaltasaban, ezért kerestem
mas jeloltet, mely felels lehet az elhald timocitakban lathatd nagymértéki TG2 kifejezédésért.
Mivel ismert volt, hogy a retinoidok a TG2 géntranszkripcio kozvetlen szabalyozoi lehetnek és a
laborunkbdl szarmazé in vivo eredmények szintén kimutattak, hogy a retinoidok jelen vannak az
egér timuszban, kisérleteimben vizsgaltam, hogy a retinoidok lehetséges kozremiikodok-e a TG2

kifejez6dés kivaltasaban az elhald timocitakban.

Kisérleteim soran kimutattam, hogy az in vitro retinsav és TGF-B egyiittesen szignifikansan képes
novelni a TG2 mRNS szintjét az elhald timocitakban, és az apoptotikus jel hozzajarul a TG2
indukalasahoz. Szintén bemutattam, hogy a retinsav szintézis gatlasa alkohol- vagy retinaldehid-
dehidrogenazok 4ltal jelentsen csokkenti az in vivo TG2 indukciot apoptozis kivéltasa utan, arra
utalva, hogy a retinoidok valoban kozremiikodnek az in vivo megjelené fokozott TG2
kifejez6déshez. Azt talaltam, hogy a retinoidok nem csak kozremiikodnek a TG2 kifejez6désében,
azaltal hogy allanddan jelen vannak a timikus kornyezetben, de a timocitak in vivo apoptdzisanak
kivaltasat egy fokozott retinoid fliggd transzkripcios aktivitds kiséri a timuszban. Ezekkel a
megfigyelésekkel Oszhangban, az in vivo apoptozis indukcidt a timuszban a timikus makrofagok
fokozott RALDHI1 és 2 kifejez6dése kiséri. Habar a timusz kérgi és vel6 allomanyaban 1év6
epitalialis sejtekrdl korabban kimutattak, hogy kifejeznek RALDH enzimeket, eredményeink alapjan
feltételezhetd, hogy a TGF-B-hoz hasonléan, a sziiletést kovetSen a retinoidokat is fagocitozis fiiggd
modon az apoptotikus sejteket felvevé makrofagok termelik. Kimutattam, hogy az apoptotikus
sejtek altal indukalt retinoid termelésben kozremiikddhet harom lipid érzékelé magreceptor (LXRs,
PPARS and PPARY). Ezen eredmények alapjan a laborban folyt kdvetkezd kisérletek kimutattak,
hogy az LXR szignalutvonal retinoidok termelésén keresztiil segiti el6 az apoptotikus sejtek

fagocitozisat.
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Dexametazon kezelés hatasira a makrofagok altal termelt retinoid hozzajarul az apoptotikus

sejtek hosszutavi fagocitoézisahoz

Bemutattam, hogy az in vivo DEX kezelés sokkal hatékonyabb volt a retinoid-fliggé transzkripcios
aktivitas (lacZ mRNS expresszid) novelésében, mint az anti-CD3 antitest, annak koszonhetden,
hogy az alkalmazott koncentracioban a DEX sokkal hatasosabban valtja ki a timocitak apoptozisat,
igy tobb a makrofagok altal felvett sejt, és tobb fagocitozis-fliggd retinoid termelédhet. Azonban azt
is kKimutattam, hogy a DEX 6nmagaban is képes a RALDH] kifejezédést fokozni a makrofagokban,
igy a DEX Onmagaban is hozzajarulhat a timuszban a DEX kezelés altal kivaltott in vivo lacZ
kifejez6déshez. Mivel az in vitro DEX kezelés noveli a makrofagokban a RALDH1 mRNS szintjét,
¢és a laborban folyt korabbi kutatasok kimutattak, hogy a retinoidok ndvelik a makrofagok fagocitald
képességét, elhataroztuk, hogy megvizsgaljuk vajon a RALDH1 kifejez6dés novekedése képes-e
egy fiziologiasan relevans retinoid termelést indukalni a makrofagokban amely kozremiikodhet a

DEX efferocitozis fokozd hatasaban.

Az apoptotikus sejtek ritkan lathatoak in situ a timuszban. Ez az igen hatékony efferocitozissal valo
apoptotikus sejt eltavolitds kovetkezménye, mely meggatolja a masodlagos nekrézist és ennek
kovetkeztében a gyulladaskeltd sejttartalom kiiiriilését is a sejtbdl. Onmagéban az apoptotikus sejtek
érzékelése és eltavolitasa is gyulladasgatld valaszt valt ki makrofagokban. Ezért, a nem megfeleld
apoptotikus sejt eltavolitas genetikai rendellenességek és/vagy egy allandd betegségi allapot
eredményeként kozremitkodhet autoimmun betegségek kialakulasaban. A legtébb ilyen tipust
betegség nagyon jol kezelhetd glitkokortikoid adasaval. Habar sok mechanizmust azonositottak mar,
melyeken keresztiil a glitkokortikoidok csokkentik a gyulladasos valaszt, egyre tobb bizonyiték utal
arra, hogy az apoptotikus sejtek felvételének novelése egyike e mechanizmusoknak, igy a
glitkokortikoidok efferocitozis fokozd hatisanak vizsgalata segithet megérteni hogyan valosul meg

immunszupresszans hatasuk.

Korabbi tanulmanyok leirtak, hogy a glitkokortikoidok kiilonféle efferocitdzis-kapcsolt gének, gy
mint a MERTK, trombospondin-2, MFG-E8 vagy a sejtfelszini CD91 fagocita receptor
kifejez6dését novelve képesek fokozni az apoptotikus sejtek rovidtava fagocitozisat. A mi kisérleti
rendszeriinket alkalmazva, megerdsithetjiikk a gliikkokortikoidok rovid tava efferocitozisra gyakorolt
fokozo hatasat, és a MERTK indukcidjat, de az MFG-ES8 kifejez6dése nem novekedett a BMDMs-
ban. Megfigyeléseinkkel megegyezéen, ha MFG-ES8 hianyos egereket egy héten at dexametazonnal
kezeltek, mely hat a makrofagokra és kivaltja a timocitdk elhaldsat is a timuszban, nem talaltak
eltérést az in vivo efferocitozis mértékében vagy a megmaradt timusz méretében. Azonban

tioglikolatnak-kitett makrofagokat hasznalva a dexametazonra adott valasz MFG-E8 fliggd volt, és
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mi is novekedést tapasztaltunk az MFG-E8 kifejezédésében, ha hasiiregi makrofagot hasznaltunk,

ami arra utalhat, hogy az MFG-EB8 kifejez6dés DEX-ra adott valasza fiigghet a makrofag tipusatol.

Kimutattuk egy masik hidképz6 molekula a C1q mRNS szintének fokozodasat is. Ismert, hogy a
Clq kotddik és aktivalja a CD91 fagocita receptort, amelynek sejtfelszini kifejez6dését a DEX
indukalja. Amig a CD91 a GULP-fiiggs, addig a MERTK a Dock/Elmo-fiiggé jelatviteli utat
aktivalja a Rac aktivacio kivaltasahoz. Vagyis a MERTK és a Clq DEX altali egyidejii indukcidja
azaltal is fokozhatja az efferocitozist, hogy mindkét szignalit egyszerre okozza a Rac aktivacidjat.
Tovabba a Clq nem csak CD91 ligandként szolgalhat, hanem ahogy nemrégiben leirtak eldsegitheti
a MERTK-fiiggd efferocitozist az adiponektin szignalut aktivalasaval. Ez a jelatviteli ut az AMP-
aktivalt protein kinazt aktivalja, amely el3segiti az apoptotikus sejtek fagocitozisat. Mivel a MERTK
és a Clq kifejez6dés novekedése is a DEX altal indukalt C/EBP-B transzkripcids faktor jelenlétét

igényli, igy a C/EBP-B csendesitése meggatolja a DEX fokoz6 hatasat a révid tava fagocitdzisra.

A fagocitozis receptorokon és hidképzé molekulakon feliil, Gj megfigyelésem, hogy a DEX
fokozza kiilonféle magreceptorok kifejez6dését is, Gigy mint az LXRS, RXRa és PPARS,
C/EBPB—fiiggd modon. A C/EBP-B transzkripcios faktorrol leirtdk, hogy nélkiilozhetetlen a
makrofagok differencialodasahoz és miikodéséhez. Eredményeim azt mutatjak, hogy a DEX a

gliikokortikoid-fiiggd transzkripcid kivaltasahoz vagy elésegitéséhez noveli a C/EBPP kifejez6dését.

Kimutattam, hogy az UCP2 mRNS szintje, PPARS fiiggd modon novekszik meg DEX kezelt
makrofagokban, ugyanakkor az LXR a Clq és az RARa szintjénak fokozaséhoz, és az RARa altal
szabalyozott RALDHI mRNS szint noveléséhez elengedhetetlen. Mas RALDH enzimek
szabalyozasat nem vizsgaltuk munkank soran, de a RALDH enzimek altal termelt retinoid
eldsegitette a magreceptorok indukcidjat egy pozitiv onszabalyozo folyamat részeként. E visszahato
indukci6 pontos mechanizmusat nem vizsgaltuk, de ismert, hogy az LXR-0k és a PPARS permissziv
magreceptorok, igy az RXR retinoid koté helyén keresztiil is aktivalhatoak. Tovabba, az LXR-0k
esetében bizonyitottak, hogy a prométerében van LXR koté hely. Igy ligalasat kovetéen, a LXR-0k
elosegitik sajat transzkripcidjukat a pozitiv 6nszabalyozo folyamaton keresztiil. A DEX indukalta
rovid tava efferocitézis nem igényel de novo retinoid szintézist, és se nem LXR- se nem PPARGS-
fliggd. Ennek az lehet az oka, hogy 1.) a megndvekedett MERTK kifejez6dés felelés a DEX altali
efferocitozis fokozodasért, ez azonban LXR- és PPARS-fiiggetlen modon szabalyozodik 2.) ezen
magreceptorok altal kivaltott anyagesere valtozasok, mint példaul az UCP2 szint megemelkedése
csak a hosszatava fagocitdzis fenntartasdhoz sziikségesek, amikor a makrofagoknak mar nem csak

bekebelezni kell az elhal6 sejteket, de a bel6litkk szarmazo lebontott anyagaikat is kezelni kell 3.) bar
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a Clq indukcio LXR fiiggd, szérum jelenlétében mely komplement faktorokat is tartalmaz, az LXRs
csendesités okozta Clq termelés hidnya a makrofagokban nem eredményez mérhet6 valtozast a
DEX indukalta rovidtavi efferocitdzis soran. Azonban, a gliikkokortikoid indukalta hosszitava
fagocitozis, amikor a makrofagok 3 oran keresztiil fagocitalhattak az apoptotikus sejteket, mar LXR-
és PPARGS-fliggének bizonyult, és az LXR indukalta retinoid termelés is sziikséges volt hozza,
Osszhangban azzal a megfigyeléssel, hogy ezeknek a magreceptoroknak a teljes aktivalasa és
kifejez6désének fokozasa az endogénen termelt retinoidok mennyiségétél is fiigg. Az apoptotikus
sejtekbdl szarmazo lipidek altal aktivalt magreceptorok, a fagocitozis receptorok kifejezédésének
fokozasa mellett, tamogatjak a hosszitava fagocitozist is, valosziniileg anyagcsere valtozasok
eldidézésén keresztiil, ugy mint az UCP2 expresszio novelése, mely az apoptotikus sejtek

folyamatos felvétele miatt keletkez6 lebontodo anyagok kezeléséhez sziikséges.

Osszességében eredményeink azt mutatjak, hogy a gliikokortikoidok hozzajarulnak nem csak a
rovidtava, de a hosszatava apoptotikus sejt fagocitozishoz is, és ezt ugy érik el, hogy az LXRs és a
PPARGS lipid érzékeld receptorok kifejezddését fokozzak, a keletkezd retinoidok pedig egy pozitiv
Onszabalyozé hurokban szerepelve erdsitik a lipid érzékel6 receptorok transzkripcidjat. Mivel a
retinoidok kozvetitik a glilkokortikoidok hatasat a hosszatavi efferocitozisra, a retinoidok a

glitkokortikoid kezelés hatékonysaganak elGsegitoi lehetnek gyulladassal jaro betegségekben.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az apoptotikus sejthalal hatékony megvalositasat koveté eredményes eltakaritas a professzionalis
fagocitak és nem professzionalis szomszédos fagocitak altal, egy kulcsfontossagn mechanizmus a
szoveti homeosztazis fenntartasahoz. Minden nap a sejtek billioi halnak el és fagocitalddnak anélkiil,
hogy gyulladast és immunvalaszt idéznének el6. Az apoptotikus és az Oket felvevo sejtek altal
termelt transzglutaminaz 2 biztositja az elhalod sejtek gyors felismerését és eltavolitasat, valamint
kozremiikodik a kéros sejttartalom kibocsatas megakadalyozasaban is. A T sejtek a timuszban
differencialodnak és szelekcidjuk folyaman az Wjonnan képz6dé sejtek 95%-a elhal majd
eltakaritodik. Ezért az egér timuszban az apoptozis és a fagocitozis in vivo folyamata kitiinGen

tanulmanyozhato.

Az értekezésben bemutattam, hogy habar a TG2 indukalddik az in vivo elhal6 timocitakban, nem
fejez6dik ki az in vitro apoptotikus timocitdkban. A TG2 in vivo indukciojdhoz a szdveti
kornyezetben jelenlévé faktorokat igényel. Azt talaltam, hogy ezeknek a faktoroknak egyike egy A
vitamin szarmazék mely a makrofagokban termelddik az aldehid és retinaldehid dehidrogenazok
altal, az apoptotikus sejtek fagocitozisa kozben. Ezen retinoidok termelését a lipid érzékeld
magreceptorok szabalyozzak, igy mint a PPAR-ok és LXR-ok, és elsdsorban a fagocitald

makrofagok apoptotikus sejt felvevo képességére hatnak.

Azt talaltam, hogy a retinoidokat nem csak az apoptotikus sejteket felvevé makrofagok termelik,
hanem a dexametazonnal kezelt makrofagok is képesek ra. Bemutattam, hogy a gliikokortikoidok
el6segitik mind a rovidtava mind a hosszitavi apoptotikus sejt felvétel folyamatat. Ugy tiinik a
glitkokortikoidok kozvetleniil indukaljak fagocitdzis-kapcsolt gének kifejez8dését, mint a Mer
tirozin kinaz, a Clq, az UCP2 és a C/EBPP transzkripcios faktor. A C/EBPP kozremiikodik a
fagocitozis-kapcsolt gének tovabbi novelésében és a lipid érzékeld receptorok, mint az LXRs,
PPARS, RARa, RXRa valamint a RALDH1 indukcidjaban, az utdbbihoz LXR- és RARo-fiiggd
modon hozzjarulva. A hosszatava efferocitozis glitkokortikoid indukalta névekedése a lipid
altal indukalodnak, majd fokozzak az apoptotikus sejtek fagocitaldo képességét. A retinoidok nem
befolyasoljak a gliikokortikoid-indukalta rovidtava apoptotikus sejt fagocitozist, de sziikségesek a
gliikokortikoid-indukalta efferocitdzis fokozashoz az apoptotikus sejtek hosszi idén keresztiil zajlo
eltakaritasahoz, azaltal, hogy biztositjdk az LXR ¢és PPARS receptorok megfeleld szintii

kifejezodését.
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