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BEVEZETES

Az apoptétikus sejtek eltakaritdsa professziondlis €s nem professziondlis fagocitak
altal igen fontos szerepet tolt be a gyulladas felszdmolasaban, védve a kornyezd szoveteket
az apoptdtikus sejtekbdl felszabadulo gyulladdsos és immunogén anyagoktol. A makrofagok
az apoptotikus sejtek bekebelezésére, mig a dendritikus sejtek a bekebelezett antigén
bemutatasara és T limfocita aktivalasara specializalodott sejtek.

A makrofagot b fenotipusa nem csak a morfologiai jellemzdket és felszini receptorok
megjelenését jelenti, hanem olyan funkciondlis tulajdonsagokat is mint citokin termelés,
antigén bemutatas, fagocitald és baktérium-elpusztitdé képesség. Az érés soran viszonylag
nagyszamu olyan felszini molekula jelenik meg a makrofagokon, amelyek altal a sejt képessé
valik az apoptotikus sejt felszinén 1évd valtozasokat is felismerni. Egyik ilyen felszini
molekula a CD31, amely képes mintegy ,,letapogatni” az apoptotikus sejt felszinét, ez altal
kiilonbséget tenni az elhald €s €16 sejtek kozott, megeldzve ez utobbiak bekebelezését. Masik
igen fontos receptor a CD36, amely komplexet képez az a,p; integrinnel és a
trompospondinnal. A CD14 receptort illetden igazoltdk, hogy képes felismerni az ICAM-3
felszini molekulat a makrofagok felszinén. Munkacsoportunk megfigyelései alapjan a szoveti
transzglutamindz (TG2) szintén szerepet jatszik a fagocitdzis folyamataban, TG2 knock-out
egerekben hidnya autoimmun megbetegedéshez vezet. Az apoptotikus sejtek felszinére
kitapadd hidképzé molekula, a PTX3, szintén fontos szerepet tolt be az immunvalaszban;
noveli a Clq kapcsolodasat és C3 tapadasat az apoptdtikus sejtek felszinéhez, és ezzel
kulcsszerepet tolt be a komplement medialt fagocitézisban.

A dendritikus sejtek esetében bizonyitott, hogy foként az éretlen fazisban 1évok
rendelkeznek magasabb a fagocitald kepeséggel, amelyet az o,fBs receptorral hoznak
Osszefliggésbe. Egyértelmilien bizonyitott, hogy dendritikus sejtek esetében az apoptotikus
sejt eltakaritdsdban a felsziniikon 1évé CD36, PS receptor, MFGE-8, AXL TYRO jatszanak
szerepet. A CD209 receptor vagy DC —SIGN megtalalhaté mind az érett mind az éretlen
dendritikus sejtek felszinén. Szerepét tekintve adhézids és idegen anyag felismerésében
szerepet jatszd receptor. Mint adhézios molekula az endothél sejtek felszinén talalhatd
ICAM-2-hez és a T sejteken 1évo ICAM-3-hoz kétédve az immunvalasz kivaltasaban jatszik
szerepet. Mint idegent felismerd receptor szdmos bakteridlis, virdlis parazita és gomba
felszinéhez kotddik azaltal, hogy egy olyan szénhidrdt doménnel rendelkezik, ami
specificitast mutat, mint a mandz és nem szialildlt Lewis antigén irant. Hasonloan a T

sejtekhez a human neutrofilek is rendelkeznek felszini ICAM-3 molekuldval, de bizonyitott,



hogy a DC-SIGN nem kotédik hozzd. Kotodése a polimorfonukledris sejtek felszinén
talalhato B2 integrin-Macl irdnt specifikus, amely a Lewis féle antigént tartalmazza és mas
mieloid sejten nem taldlhaté meg. Mindezek azt sugalljak, hogy a specifikus glikozilacié igen

fontos szerepet tolt be a dendritikus sejt és neutrofil kozotti kapcsolatban.

Hogyan gatoljak meg az apoptotikus sejtek a gyulladast?

A makrofagok képesek kiilonbséget tenni apoptotikus €s nekrotikus sejtek kozott. A
felismerésnek a célja az, hogy az apoptdtikus sejtek eltakaritisa minél hamarabb
bekovetkezzen, még mieldtt a sejtek szekunder nekrdzisba mennének at, ezaltal
megakadalyozva gyulladas és autoimmun betegségek kialakuldsat. Az eddigi kutatdsok arra
utalnak, hogy az apoptotikus sejtek nemcsak megakadalyozzak olyan gyulladasos citokinek
felszabadulasat a makrofagokbdl mint IL-1B, IL-8, GM-CSF, TNF-a, leukotrién C4 ¢és
tromboxdan B2 hanem elésegitik TGF-B1, PGE-2 ¢és PAF gyulladascsokkentd citokinek
felszabadulésat is.

Dendritikus sejtekkel végzett kutatdsok koziil egyesek az apoptotikus sejtek
gyulladascsokkentdé masok gyulladast noveld hatasara utalnak. Az apoptdtikus sejt
bekebelezése makrofagok altal maga utan vonja az IL-12 szekrécid csokkenését, TGF-B1
termelddését és olyan aktivaciot jelzo felszini markerek kifejez6désének csokkenését, mint a
CD86. Abban az esetben, ha olyan antitestek vannak jelen, amelyek képesek kotddni és
opszonizalni az apoptotikus sejtet, akkor az Fc receptoron keresztiil torténd bekebelezés
dendritikus sejt éréshez ¢€s ugyanakkor gyulladasos citokinek felszabaduldsahoz fog vezetni.
Olyan anyagok, mint HMGB-1, boxl, hugysav ¢és hdsokk fehérjék kiszabaduldsa az
apoptotikus sejtekbél az NF-kb utvonalon keresztiil gyulladasos immunvalaszhoz fog
vezetni. A dendritikus sejtek egyediilalldak az antigén prezentald sejtek kozott azaltal, hogy
képesek az elhald sejtekbdl szarmazo antigént mind az MHCI mind az MHCII keresztiil a
CD8'sejteknek bemutatni. Abban az esetben, ha antigén prezentalaskor specifikus CD4"
sejtekkel taldlkozik a CD8" sejteknek aktivacidja kovetkezik be és ezen aktivalt sejtek
visszatérve a gyulladasos teriiletre a célsejt elpusztitasat idézik eld. Ez rendkiviili fontos
folyamat lehet a tumor immunitdsban, gyoégyitdsban, de ugyanakkor alapjat képezheti

autoimmun betegségek kialakulasanak is.

A PPARYy szerepe a monocita makrofag és dendritikus sejt differencialodasban és

funkcidojukban



A PPAR (perosixome activated receptor gamma) a mag receptorok csalddjaba tartozo
receptor, amely heterodimert képez a retinoid X receptorral. Legeldszor a PPARy-nak a
zsirsejtek differencidloddsdban, a lipid metabolizmusban betoltott szerepére deriilt fény.
Kés6bbi tanulméanyok a monocita- makrofag differencidlodasban betoltott szerepére utaltak.
A PPARy igen alacsony szinten észlelhetd a csontveloi egér makrofagokban, de igen
kifejezett az expresszidja huméan monocitabdl differencidlt makrofagokban. Bar a funkcidja a
makrofagokban nem egészen tisztazott szdmos kisérlet arra utal, hogy gyulladas csokkentd
szerepet toltenek be ezekben a sejtekben, negativan szabalyozva gyulladdsos géneket, azaltal,
hogy antagonizaljdk szdmos transzkripcids faktor aktivitasat. Szdmos megfigyelés szdl
amellett is, hogy nem csak a monocita/makrofag hanem a dendritikus sejtek is kifejezik a
PPARy-t. A monocitabol differencialt heterogén dendritikus sejtpopulacio gyakorlatilag
feloszthatd egy CDI14 alacsonyan kifejezd, CDla™ populaciéra és egy CDI14°, CDla’
populécidra. Irodalombdl ismert adat, hogy CD1a populéacio baktériumot és latex gyongyot
fagocitdlé képessége sokkal magasabb, mint a CD1a" pozitiv populaciéé. Az is ismert tény,
hogy ennek a CDla populacionak az ardnyat a PPARy receptor gént aktivald szintetikus

ligandokkal lehet befolyéasolni.



KUTATASUNK CELJA:

1. Humén apopto-fagocita rendszer bedllitasa

2. Tisztazni, hogy a makrofagok fagocitdld képessége befolyasolhatd-e valamilyen PPARYy
antagonista vagy agonista kezeléssel

3. Tisztazni, hogy létezik-e valamilyen kapcsolat a dexametazon és PPARY hatas k6zott

4. Vizsgalni a PPARy-nak a gyulladésban betoltott szerepét

5. Tanulményozni a dendritikus sejtek fagocitalo képességét

6. Tisztazni a PPARY szerepét a dendritikus sejt differencialodasban €s ezen sejtek fagocitalo
képességében

7. Fényt deriteni, hogy a human apoptdtikus neutrofilek hogyan befolyasoljak a dendritikus
sejtek citokin vélaszreakcidjat

8. Milyen hatdssal van az apoptotikus sejtek bekebelezése a T sejt aktivacidra

makrofagokban és dendritikus sejtekben



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtek izolalasa és tenyésztése
A humaén periférids mononukledris sejteket ,,buffy coat”-bol izolaltuk, Ficoll Paque Plus és
CD14 magnesese gyongy segitségével. A frissen izolalt monocitdkat 5 napig IMDM
tapoldatban 10% AB szérum, 5 ng/ml MCSF jelenlétében tenyésztettiik 1 uM dexametazon,
¢s/vagy 10 uM GW9662 vagy 2,5 uM roziglitazon hozzdadasaval. A dendritikus sejt
esetében a sejteket 6 lyuku sejttenyésztd edényben, A-IMV tipoldatban, 2,5 x106/ml,
GMCSF ¢és IL4 bizonyos esetekben rosiglitazon hozzdad4saval 5 napig tortént a
differencialtatas.

A neutrofileket 24 h 1% AB szérum jelenlétében tenyésztettilk, igy spontan
apoptozisba mentek 4t (24-ora alatt 50-80%). Az egér timocitdkat 4 hetes NMRI egerekbdl
izolaltuk. Apoptotikus T-sejtek nyeréséhez, a timocitakat 5 6rdig a kalcium ionofor, A23187-

mal inkubaltuk.

Egérbdl izolalt sejtek tenyésztése és differencialtatasa

A makrofag specifikus PPARy knock-out egereket Nagy L. munkacsoporttél kaptuk
ajandékba (Debreceni Egyetem). A csontveldi sejteket az PPAR v’/ Lys-Cre és PPAR yﬂ/'
Lys-Cre egerek combcsontjabdl) izolaltuk ki, majd ezeket 10% FBS, 2 mM glutamin, 1 mM
Na- piruvat, streptomycin, pencillin, és 20 ng/ml M-CSF jelenlétében 10 napig
differencialtattuk.

A hastiregi makrofagokat 3 ml 3 % tioglikolat beoltassal majd mosassal izolaltunk felndtt
egerekbol és ez kovetden 48 lyuku sejttenyésztd edényre szélesztettiik dket. 2 6ra mulva a
nem letapadt sejteket elmostuk, majd 2 napig tenyésztettiik 10% FBS-t, 2 mM glutamin, 1
mM Na- piruvat, streptomycint, pencillint tartalmazé RPMI 1640 tapoldatban.

Apoptotikus sejtek fagocitozisa makrofagokba

A neutrofileket szintén ,,buffy coat”-bol a Histopaque 1077, €s Histopaque 1119 segitségével
nyertiik. Az apoptdtikus sejteket egy éjszakan at CFDA-SE-vel inkubaltuk, majd a festéket
eltavolitva tapoldatba vettiik fel mielott a CMTMR-el jelolt és mosott makrofagokhoz adtuk
volna. Az apoptdtikus sejt makrofag ardnya 1:15 volt. 25 illetve 40 perc egylitt inkubalés
utan a be nem kebelezett sejteket elmostuk, mig a letapadd sejteket felkapartuk €s aramlasi

citométer segitségével értékeltiik.



Listeria monocytogenes fagocitozis

Listeria monocytogenes felvételhez a baktériumokat FITC izomérrel (0,1 mg/ml)
fluoreszcensen jeloltikk egy éjszakan at majd a makrofaghoz valé hozzaadas el6tt szérummal
opszononizaltuk 10 percig. A baktérium makrofag arany 15:1 volt. Az egyiitt inkubalds

idotartama 25 perc. A fagocitdzis meghatarozasa aramlési citometria segitségével tortént.

Dendritikus sejt fagocitozis meghatarozas

Az apoptotikus sejteket egy éjszakan at CFDA-SE-vel egy éjszakan at inkubaltuk, majd a
festéket eltavolitva A-IMV tapoldatba vettiik fel miel6tt a dendritikus sejtekhez adtuk volna.
A dendritikus sejt: apoptotikus sejt aranya 1:5 volt. 8 h egyiitt inkubalas utan a sejteket 3x
mostuk, majd a dendritikus sejteket CD40, CD209, CD1a sejtfelszini receptorokra jeloltiik

majd a mintdkat d&ramlési citometria segitségével értékeltiik.

Mieloperoxidaz festés

Miutdn a sejttenyésztd edényben letapadd makrofagokrdl az apoptotikus neutrofileket
lemostuk, a sejteket 2,5% glutaraldehiddel fixaltuk €s mieloperoxidazra festettiik hidrogen
peroxid és dimethoxibenzidin segitségével. A fagocitdzis meghatarozasa fénymikroszkoppal,

mintanként 500 sejtet szamolva tortént.

Aramlasi citometria
A makrofagokat PBS-BSA-val mostuk majd PE konjugalt CD14, CD16, CD206 és FITC
konjugalt CD36 elleni antitestekkel 1 6ran 4t 4 C° —on sotétben inkubaltuk. Ezt kdvetéen

mostuk és aramlasi citométerrel mértiik.

Western blot

2 mg/ml fehérjét tartalmazé makrofag homogenizatumot Gsszekevertiink egyenld térfogata
minta pufferrel. Az elektroforézist 8%-os SDS poliakrilamid gélen végeztiik. Az elvélasztott
fehérjéket PVDF membranra blottoltuk és TG2 ellen monoklonalis (CUB7402) valamint
poliklonalis antitestekkel hivtuk eld. A kotott antitesteket ECL kittel vizualizaltuk.

RNS izolalas és meghatarozas

A total RNS izolalasa Trizol segitségével tortént. A transzkripcié meghatrozasa quantitative
real time PCR segitségével tortént. A hasznalt normalizalé gén az FABP4, ABCA1, CD36,
CD14, TG2 esetében a cyclophillin D volt. A Tagman Low Density Array esetében a probak



¢s a célgén primerek egy on-line katalogusbol voltak kivalasztva. A normalizalo gén e gének

esetében a 18S rRNS volt.

Human IFNy ELISPOT vizsgalat

A human differencialtatott makrofagokat és dendritikus sejteket apoptotikus neutrofillel
eldinkubaltuk. A fagocitdzist kovetden a sejteket az apoptotikus neutrofilektdl elmostuk és 6t
napig autolég T limfocitadkkal inkubaltuk egylitt. Ezutan a sejteket begytjtottilk egy IFNy
ELISPOT méréshez. A kapott spotokat ELISPOT értékelé programmal (ELISPOT image
analyzer ,Series 1 ImmunoSpot Analyzer, ImmunoSpot Vesion 4.0 Software Academic,

Cellular Technology, Cleveland, OH) analizaltuk.

Citokin mérés
A fagocitalo makrofagok és dendritikus sejtek feliiluszo6jabol, IL-8, IL-1b, IL-6, IL-10, TNF-
a, IL-12 p70 keriilt meghatdrozdsra a human CBA bead array segitségével (Human

Inflammation Cytometric Bead Array, BD Biosciences)



EREDMENYEK ES MEGBESZELES

A PPARYy antagonistak gatoljak az apoptotikus sejtek bekebelezését

A monocitdknak kevesebb, mint 6%-a képes apoptotikus neutrofilek fagocitalésara.
Differencialédas utan a makrofagoknak mintegy 30%-a képes apoptotikus sejtet bekebelezni
25 perc alatt. Ezen fagocitaldo képesség meghatarozasa kisérleteinkben kétféle technika
segitségével: mieloperoxidazzal és dramlasi citometriaval tortént. A két mérési technikaval
nyert eredmények jol korrelaltak a késobbiekben csak az dramlési citometriat hasznaltuk fel a
fagocitald képesség meghatarozésara.

Szamos irodalmi adat utalt arra, hogy igen fontos kapcsolat all fenn a PPARy

kifejezddés ¢€s makrofag differencidlodds kozott, ugyanakkor arra is, hogy bizonyos
befolyasolhato-e a makrofagok fagocitalo képessége PPARy ligandokkal, a frissen izolalt
monocitdkat 5 napig 2,5 MM roziglitazonnal kezeltik. Eredményeink alapjan a
roziglitazonnal kezelt makrofagok nem mutattak magasabb fagocitald képességet a
kontrollhoz képest. Ahhoz hogy megtudjuk, hogy maga az alap fagocitézisban valamilyen
PPARy folyamat szerepet jatszik, a differencialodas egész idotartama alatt a sejteket a
GW9662 PPARY antagonistaval kezeltik. A GW9662 szelektiv PPARy antagonista, amely
nem befolydsolja a PPARa és PPARS altal medialt transzkripcidt. Az 5 napig in vitro
GWO9662 jelenlétében differencidltatott makrofagok csokkent fagocitdlo képességgel
rendelkeztek a kontrollhoz képest. Ez a fagocitozist gatld hatas id6 és koncentraciofiggd.
Abban az esetben, ha a T0070907 szelektiv antagonistat hasznaltuk, szintén gatlast
figyeltiink meg. A fagocitalo képesség csokkenése egyértelmiien igazolhato volt akkor is, ha
az apoptotikus sejtek helyet latex gyongyot hasznéltunk. Ha Lysteria Monocytogenest
fagocitaltak, a GW9662 jelenlétében differencialtatott makrofdgok nem mutattak kiilonbséget
a fagocitozisban a kontrollhoz képest.
Eredményeink egyértelmiien arra utalnak, hogy gatolva a PPARY-t, olyan allapotot hozunk
létre, amely ennek a receptornak a hidnyat utdnozza, és olyan differencidlt makrofagokat
nyeriink, amelyek apoptotikus sejteket fagocitdlo képessége csokken. Ugyanakkor
kisérleteink azt is mutatjak, hogy ez csak apoptotikus sejt specifikus, mert nem mutatnak
kiilonbséget a baktérium felvételében a kontroll makrofagokhoz képest.

Irodalombol ismert, hogy a dexametazon képes nodvelni a monocita —makrofag
differencialédas soran a makrofagok apoptétikus sejteket bekebelezd képességét azaltal,

hogy megvaltoztatja ezen sejtek citoszkeletalis rendszerét. Kérdésiink az volt, hogy ez az
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atprogramozasi folyamat kapcsolatban van-e a PPARy-val. Frissen izolalt monocitdkat 5
napig 1uM dexametazon illetve dexametazon és GW9662, vagy dexametazon és roziglitazon
jelenlétében differencidltatunk. A roziglitazon és dexametazon jelenlétében differencialt
sejtek hasonlo fagocitald képességet mutattak, mint a dexametazon jelenlétében differencialt
makrofagok. Abban az esetben, ha a sejtek egyiittesen dexametazon és GW9662 jelenlétében
differencidlodtak, fagocitald képességiik szignifikdns csokkenést mutatott a dexamatazon
kezeltekhez képest. Eredményeink egyértelmlien bizonyitjdk, hogy a PPARy képes
befolydsolni a dexametazon altal indukalt magas fagocitald képességét a makrofagoknak, de
ugyanakkor ez nem a citoszkeletdlis atrendezddés eredménye, amint citoszkeletalis festéssel

nyert, de nem publikalt eredményeink ezt mutatjak.

A PPARYy Kkiiitése zavart okoz az apoptotikus sejtek bekebelezésében

Ahhoz, hogy t6bb bizonyitékot nyerjiink arrél, hogy a PPARy fontos szerepet tolt be a
fagocitézis folyamatanak szabalyzisaban, a kovetkezokben PPARy '/ Lys-Cre (kontroll) és
PPARy"/(makrofigra sepecifikus PPARy delécio) Lys-Cre egereket hasznaltunk
kisérleteinkben. Ez utdbbi egerek csontveldi sejtjeibdl differencialtatott makrofagok illetve
hastiregb6l tioglikolattal nyert makrofagok csokkent apoptotikus timocitat bekebelezd
képességgel rendelkeztek. A kisérletek ellendrzése IL-4 hozzdadaséval tortént, ugyanis
irodalombdl ismert tény hogy az IL-4 hozzaaddsa fokozza a PPARYy kifejezddését. Ez a
kifejezddés novekedés észlelhetd volt a PPAR '/ Lys-Cre kontroll, de nem kévetkezett be
PPARY"/ Lys-Cre egerekben.

A PPARY fiiggo génkifejez6dés hozzajarul az efficiens apoptotikus sejt eltakaritasahoz
Annak bizonyitdsara, hogy a makrofagok differencidloddsa soran PPARy fiiggd
génkifejez6dés valtozasok kovetkeznek be, génexpresszids vizsgalatokat végeztiink. A
monocita —makrofag differencidlodds sordn 3, 5- szeres PPARy és egy 14 szeres FABP4
(tipikus PPARYy vélaszadd gén) indukcid volt észlelhetd. A sejtek, amelyeket 5 napig 10 uM
GW9662 jelenlétében differencidltattunk, igen kifejezett FABP4 indukcid csokkenést
mutattak a kontrollhoz képest, bizonyitva az antagonista hatast. A CD36, TG2, AXL és
PTX3 gének, amelyekrdl bizonyitott, hogy fontos szerepet toltenek be az apoptotikus sejt
eltakaritasdban, szintén csokkent kifejezodést mutattak ezekben a sejtekben a kontrolhoz
viszonyitva. A fent emlitett gének mellett a PPARy nem befolyésolta szignifikdnsan olyan

fagocitdzisban szerepet jatsz6 gének kifejezddését, mint a CD14, ABCAL.
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A dexametazonnal kezelt sejtekben az FABP4, TG2, CD36 kifejezddésének csokkenése, az
ABCALI kismértékli névekedése volt észlelhetd, illetve nem kovetkezett be valtozas a CD14
gén expresszidjaban. Abban az esetben, ha a makrofagok dexametazon ¢és GW9662
jelenlétében differencidlodtak, az FABP4, PPARy, TG2, CD36 kifejezddése csokkent, de
ugyanakkor az ABCAT és CD14 gének indukcidja volt észlelhetd. A PTX3 és AXL gének
kifejezddése szintén lényeges kiillonbséget mutatott az antagonistaval kezelt makrofagokhoz
képest.

A génkifejez0dés eredmények fehérje szintll aldtdmasztisanak vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy a GW9662 jelenlétében valé differencidlodds egyértelmiien
csokkentette a CD36 és CDI14 receptorok sejtfelszini mennyiségét. A génkifejezddés
vizsgalatokhoz hasonléan Western-Blottal is kimutattuk, hogy a GW9662 jelenlétében
differencidltatott sejtekben a TG2 fehérje szinten is csokkent. Eredményeink egyértelmiien
igazoltdk, hogy a GW9662 nem gatolja meg olyan sejtfelszini, differencialédasi markerek
megjelenését, mint a CD16 vagy manndz receptor (CD206). A dexametazonnal énmagédban
illetve dexametazon és GW9662 jelenlétében differencidlt sejtek nem mutattak eltérést a
kontrollhoz képest.

Felvetddik a kérdés, hogy elegendo-e ilyen foku gatlas ahhoz, hogy fagocitozis defektus
kovetkezzen be ezekben a sejtekben? Legalabb két kiilonb6z6 utvonalon vezetve a Rac
aktivaciojahoz, amely igen kiemelt szerepet tolt be a bekebelezés folyamataban. A PS szignél
esetében, amely igen fontos szerepet tolt be az apoptdtikus neutrofilek fagocitozisaban
legalabb egy felismerd és egy internalizalé molekula sziikséges a hatékony eltavolitashoz. A
felismerés altaldban integrinek illetve integrinekkel kapcsolatban 1évé molekuldkon keresztiil
valésul meg, mint amilyen a CD36, amely az MFGES8-val 1étesit kapcsolatot. A bekebelezés
olyan fehérjék 4altal kozvetitett, mint a Gas6 vagy S fehérje, egy tyrosine kinaz
kozbeiktatasaval, mint MERTK, AXL, TYRO3 ezaltal a Rac aktivacidhoz vezetve, bevonva
a folyamatban a TRIO, RhoG, DOCKI180 és ELMO fehérjéket. A TG2 elosegiti a PS
molekula felszini megjelenését és TGF-P aktivacidt, amely szintén a folyamat hatékonysagat
befolyasolja. Bar az antagonista jelenlétében differencialtatott makrofagoknal a legtobb gén
esetében nem volt szignifikans kifejezddés csokkenés, ugy tiinik, hogy a CD36, AXL, TG2
csokkenése elegendd a fagocitozis ilyen gatlasdhoz. Eredményeinket az irodalmi adatokbol
ismert tény is alatdmasztja, hogy a makrofagokhoz anti-CD36 antitestet adva mintegy 50%-al
csokken a fagocitald képesség.

A PTX3 hidképzd molekula szerepét tolti a fagocitozis folyamatdban azaltal, hogy olyan

fagocita felszini receptorokkal képes kapcsolatot teremteni, mint a kalretikulin. Bar PTX3-rol
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irodalombdl ismert adat, hogy képes novelni az apoptdtikus sejtek felvételét, ezt
egyértelmiien csak késoi apoptdtikus sejtek esetében sikeriilt bizonyitani. Latszolag
ellentmondas adddik: hogyan képes egy fagocitozist fokozd molekula a bekebelezést gatolni?
Irodalombdl ismert tény hogy a makrofagok altal termelt PTX3 képes novelni a Clq
kotodesét és a C3 felrakodasat az apoptotikus sejtek felszinén ez altal fokozva ezen sejtek
eltakaritasat makrofagok altal. Igy érthetd, hogy a GW9662-vel kezelt sejtek a PTX3

csokkenése miért vezethet a fagocitdzis csokkenéséhez altalunk végzett kisérletekben.

A PPARy antagonistaval kezelt makrofagok citokin termelése

Az 5 napig kiilonb6z6 agensek jelenlétében differencialt makrofagokat 30 percig inkubaltuk
apoptotikus sejtekkel vagy kontrollként sima tapoldattal. A makrofagok, amelyeket GW9662
jelenlétében differencidltattunk 5 napig, nem mutattak szignifikdns TNF-a, IL-6, IL-8, TGF-
B termelés eltérést, LPS stimuldlds utan, a kontroll makrofagokhoz képest. Ugyanakkor
szignifikansan kevesebb IL-10 citokint termeltek. Az apoptotikus neutrofilek gatoltak az LPS
indukalt gyulladasos citokin termelést. Ahogyan varhato volt a dexametazonnal kezelt sejtek
szignifikansan kevesebb IL-6, TNF-o ¢és IL-10-et termeltek, de ugyanakkor IL-8-
termelésében nem mutattak kiilonbséget a kontrollhoz képest. .Ezen sejtek ugyancsak tobb
TGF-B gyulladast csokkentd citokint termeltek, az apoptdtikus sejttel vald egyiitt inkubalas
utan. Abban az esetben, ha a sejteket dexametazonnal és GW9662-vel differencialtattuk,
hasonlé citokin profilt mutattak a dexametazonnal kezeltekhez, kivéve az IL-10-et, ami
lényegesen kevesebb volt. A PPARy antagonista nem befolydsolta az apoptotikus sejtek
gyulladast csokkentd hatdsat. A dexamethasonnal kezelt sejtek még akkor is ha GW9662
jelenlétében voltak differencialtatva kevesebb az IL-6, TNF-a-t de ugyanakkor tobb TGF-p-t
termeltek. Az apoptotikus sejtek ezt a hatast szignifikdnsan nem befolyasoltdk, kivéve a
TGF-B amelynek termelését fokoztdk, de ezt a hatdst a GW9662 nem befolyasolta. A
dexamethasone altal nem befolyasolt IL-8 termelését az apoptotikus sejtek képesek voltak
visszaszoritani fliggetlentil attél, hogy a differencialodés sordan a PPARy antagonista jelen
volt-e vagy sem.

Az gyulladast csokkentd IL-10 termelddése szignifikdnsan alacsonyabb volt LPS-sel valo
stimulalas utan a GW9662-vel kezelt sejtekben a kontrollhoz képest. Ez a csokkent termelés
akkor is észlelhetd volt, amikor a makrofagokat az LPS-sel vald kezelés utan apoptotikus
sejtekkel inkubaltuk. A GW9662 nem gatolta az apoptdtikus sejteknek az IL-10-re valod
hatasat, inkabb fokozta ezt. Ugyanez volt észlelhetd akkor, amikor dexametazon is jelen volt a

PPARYy antagonista mellett az érés soran. Kisérleteinkben nem észleltiink szignifikans IL-1,
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IL-12 vagy GM-CSF indukciét, sem a kontroll, sem a GW9662—-vel kezelt sejtekben
fiiggetlentil attol, hogy apoptotikus sejtekkel tortént-e vagy sem egyiitt inkubalds.
Eredményeink egyértelmiien azt mutatjak, hogy az LPS indukdlta IL-10 szekrécié mind a
PPARY, mind a gliikokortikoidok esetében PPARYy fiiggd. A gyulladasos IL-8 szekrécidja ugy
tlinik gliikokortikoid és PPARYy fliggetlen, de ugyanakkor gatlasa egyértelmtien bekovetkezik
apoptdtikus sejt jelenlétében. Ezen adatok alatamasztjak az apoptotikus sejtek egyedi gyulladas
gatld hatasat. Kisérleteink ugyanakkor arra is ramutatnak, hogy az apoptdtikus sejtek

gyulladast csokkentd hatasa nem PPARYy fliggd még az IL-10 esetében sem.

A PPARY agonista fokozza az apoptotikus neutrofilek bekebelezését dendritikus sejtekbe

A dendritikus sejtek és makrofdgok olyan fagocitald sejtek, amelyek kozos
perkurzorb6l szarmaznak €s olyan funkciondlis tulajdonsdgokkal birnak, mint a patogén
felismerése €s antigén prezentalds. Jol ismert tény hogy mindkét sejt képes fagocitdzisra, de
ez eltérd a két sejttipusban. Korabbi adataink azt mutatjak, hogy apoptotikus sejt fagocitalasa
makrofagokba 1 ora alatt eléri a 30%-ot. Hasonlé koriilményeket alkalmazva megfigyeltiik az
éretlen dendritikus sejtek fagocitald képességét, de az elhald sejtek bekebelezése 1ényegesen
lasstibb ezekben a sejtekben a makrofagokhoz képest; 8 ora alatt az apoptoétikus neutrofilt
bekebelezd dendritikus sejtek aranya 20% koriil van.

Irodalmi adatok és sajat eredményeink igazoltdk, hogy a PPARy igen kifejezett
kifejezodés novekedést mutat monocita-makrofag és  monocita-dendritikus  sejt
differencialodas soran. Korabbi eredményeink azt mutattak, hogy ha a monocitdkat PPARYy
antagonista jelenlétében differencialtattuk a sejtek fagocitald képessége lényegesen csokkent,
mik6ézben a monocitdknak roziglitazon jelenlétében vald differencialtatasa dendritikus sejt
iranyaban a CDla" alpopuléacionak a novekedéséhez vezet, amely magasabb pinocitdzissal és
fagocitalo képességgel rendelkezik, mint a Cdla’ alpopuldcié. Célunk az volt, hogy
megvizsgaljuk, hogy az apoptdtikus sejt bekebelezése befolyasolhaté-e a roziglitazon
jelenlétében vald differencidltatas altal. A frissen izolalt monocitdkat 5 napig 2,5 pg
roziglitazon jelenlétében differencidltattuk. Eredményeink azt mutatjadk, hogy azokban a
dendritikus sejtekben, amelyek roziglitazon jelenlétében differencidlodtak, magasabb CDla’

alpopulacio észlelhetd, aminek kovetkezménye magasabb fagocitald képesség is.

Apoptotikus neutrofileket fagocitalo dendritikus sejtek altal termelt citokinek
Az apoptotikus sejtek bekebelezése a nekrotikus sejtekkel ellentétben nem vezet

gyulladasos citokinek felszabaduldsdhoz, inkabb olyan gyulladast csokkentd citokinek
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crer

sejtekbdl apoptdtikus neutrofil hatdsara felszabaduld citokin termelést vizsgalni tudjuk, az
éretlen dendritikus sejteket 8 ordig apoptotikus sejtekkel inkubaltuk egyiitt, majd a feltiluszot
Osszegyujtottilk. A fagocitalo sejtek egy részét IFNy-val és LPS-sel is kezeltiik, ezaltal
megvizsgalva, hogy a dendritikus sejtek érése hogyan képes befolyasolni ezt a citokin
felszabadulast. Az eredményeink azt mutatjdk, hogy az apoptotikus sejtek bekebelezése
dendritikus sejtek altal a gyulladasos IL-8, IL-6, TNF-a valamint IL-1P szekrécidjahoz vezet.
Abban az esetben, ha a sejteket roziglitazon jelenlétében differencidltattuk ezen gyulladasos
citokinek szekrécidja kevesebb volt, kivéve a TNF-a-t, ezaltal aldtdmasztva azt a korabbi
megfigyelést, hogy a CDla” egy sokkal tolerogénebb populacié mint CD1a" alpopulacié. Az
apoptotikus sejt bekebelezése az intracellularis lipid, fehérje, nukleotid és koleszterol
komponensek mintegy kétszeres novekedésével jar. Ezeknek az eltavolitdsa a fagocitald
sejtbol olyan mechanizmusok bekapcsolasa révén valdsul meg, mint az ABCA1 transzporter,
amely mikodése PPAR és LXR aktivacié altal fokozott. Az apoptdtikus sejtekben talalhato
lipidek befolydsolhatjdk az endogén lipidek Osszetételét ugyanakkor ligandként is
szolgalhatnak PPARY aktivalasahoz. Eredményeinket tekintve arra kovetkeztethetiink, hogy
az apoptotikus sejteket nagyobb ardnnyal fagocitalé dendritikus sejtek, amelyek magas
PPARy kifejez6déssel rendelkeznek, tolerogénebbek is; azaltal hogy telitve voltak
apoptdtikus sejtekkel megdrizték gyulladast csokkentd természetiiket.

Ha a fagocitalo dendritikus sejteket LPS ¢és IFNy-val aktivaltuk e gyulladasos
citokinek termelése drasztikusan megnétt. Ebben az esetben IL-12 és IL-10 szekrécidt is

észleltiink, mely citokinek igen fontos szerepet toltenek be a gyulladdsos immunvalasz

s

crer

Az apoptoétikus sejt bekebelezése IFNy termelddést indukal autolég limfocitakban

A fenti eredmények ismeretében a kovetkezo kérdés az volt, hogy képes-e a fagocitald
¢s antigén prezentalé dendritikus sejt az autoldg periférids T sejteket TH1 differenciacio
iranyaba elnyomni és IFNy szekréciora késztetni? Kisérleteinkben olyan in vitro rendszert
hasznaltunk, amely in vivo gyulladdsos folyamatot utdnoz. Ebben a rendszerben 5 napig
differencidltatott dendritikus sejtet és apoptotikus neutrofilt hasznaltunk. A fagocitdzist
kovetden a mar apoptotikus neutrofillel kapcsolatban keriilt dendritikus sejtet autolég T
sejtekkel inkubaltuk egyiitt. Parhuzamos kisérletben ugyanazon monocitabdl differencialtatott

makrofagokat hasznaltuk dendritikus sejtek helyett a fagocitdzis vizsgalathoz és T sejt
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polarizaciohoz. Eredményeink egyértelmlien azt mutatjdk, hogy ha dendritikus sejteket
inkubdlunk egylitt apoptotikus neutrofillel és periférids limfocitdkkal ez olyan T sejt
populacidhoz vezetett, amely IFNy-t termel. Ezzel ellentétben, ha a makrofagokat inkubaljuk
egylitt apoptotikus neutrofilel és periférids limfocitdval akkor ez az IFNy-t termeld T sejt
populécio nem észlelheto.

Ezen ¢és koradbbi eredményeink arra utalnak, hogy az apoptotikus neutrofilek
bekebelezése eltérd valaszt valt ki a mononocitabdl differenciéltatott makrofagokban és
dendritikus sejtekben. Ennél fogva az apoptdtikus sejteket bekebelezd makrofagok és
dendritikus sejtek egymassal valo kommunikicidja a felszabaduld citokinek és antigén
prezentalasa révén befolyasolhatja az immunvalasz kimenetelét gyulladasos folyamatokban

vagy mas patologias koriilmények kozott.
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OSSZEFOGLALAS

A makrofagok differencidlodéas soran igen jelentds fagocitald képesség novekedést
mutatnak. A PPARYy kifejezddése differencidlddas soran novekszik. Kisérleteink azt mutattak,
hogy PPARY antagonista hozzdadasa differencialédas soran a makrofagokhoz, ezen sejtek
fagocitald képességének a csokkenéséhez vezet. Ez apoptdtikus sejt specifikus, mert az
antagonista nem befolyasolja opszonizalt baktérium bekebelezését. PPARyﬂ/'(makrofégra
sepecifikus PPARYy kiiités) egerekbdl izolalt hasiiregi és csontveldi makrofagokat haszndlva
észlelhetd volt ezen sejtek fagocitald funkcidjanak karosodasa a PPARY'/ kontroll egerekhez
képest. Gatolva a PPARYy aktivaciot olyan gének kifejezodése csokkent, mint a CD36, AXL,
TG2, PTX3, amelyekrdl ismert, hogy fontos szerepet toltenek be az apoptotikus sejtek
bekebelezésében. Gatolva a PPARy kifejez6dését az apoptotikus sejtek és a szintetikus
gliikokortikoid, dexametazon, gyulladast csokkentd hatdsat nem tudtuk befolyasolni, de
monocita—makrofag differencialodas soran olyan PPARYy ligandok képzddhetnek, amelyek az
apoptdtikus sejtek eltavolitdsdban résztvevo gének kifejez0dését és gyulladdsos immunvalaszt
szabalyozzak.

A dendritikus sejtek fagocitald képességét makrofagokhoz viszonyitva, vizsgélva
eredményeink azt mutattdk, hogy az apoptdtikus neutrofilek fagocitdlasa féleg a CDla’
populécionak tulajdonithaté és hogy ezt a makrofagokhoz hasonloan a PPARY szabalyozza.
Ellentétben a makrofadgokkal, azok a dendritikus sejtek amelyek neutrofileket kebeleznek be
aktivalddnak, amelynek kovetkezménye IL-8, IL-6, TNF-a és IL-1p gyulladasos citokinek
szekrécioja. Abban az esetben, ha az éretlen dendritikus sejteket IFNy és LPS-sel aktivaltuk,
ez a citokin termelés tobbszoros novekedést mutatott. Az apoptotikus neutrofilt fagocitald
dendritikus sejt képes volt az autolog periférias T sejteket TH1 differenciacid iranyaba
elnyomni és IFNy szekrécidra késztetni. Abban az esetben, ha a dendritikus sejtek helyett
makrofagot hasznaltunk fagocitald sejtként az IFNy-t termeld T sejtek nem jelentek meg.

Eredményeink arra utalnak, hogy az apoptotikus neutrofilek bekebelezése eltérd
vélaszt valt ki a monocitabdl differencialtatott makrofdgokban és dendritikus sejtekben. Az
apoptotikus  sejteket bekebelezd makrofagok és dendritikus sejtek egymaéssal valo
kommunikécioja a felszabaduld citokinek €s antigén prezentdldsa révén befolyasolhatja az
immunvalasz kimenetelét gyulladdsos folyamatokban vagy mads patoldgids koriilmények

kozott.
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