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1. BEVEZETES

1.1. APOPTOTIKUS SEJTEK ELTAVOLITASA

A legtobb sejttipus korlatozott élettartammal rendelkezik, mely fiziologiailag az apoptdzis, vagy
masnéven, programozott sejthaldl folyamatan keresztiil ér véget. Az elhalo sejtek apoptozisa és
eltakaritasa fontos és 1ényeges ¢lettani szerepet jatszik nemcsak az embrionalis fejlédésben, hanem a
normal szoveti megujulasban, szoveti atrendezédésben, az immun-homeosztdzis fenntartasdban és a
gyulladas megsziinésében is. Normal koriilmények kozott az apoptotikus sejtek felvétele gyorsan és
hatékonyan zajlik a professzionalis fagocitak (mint példaul makrofagok és éretlen dendritikus
sejtek) altal, illetve a szomszédos sejtek (fibroblasztok és epitelidlis sejtek) segitségével anélkiil,

hogy ez gyulladast, vagy immunvalaszt valtana ki.
Az apoptétikus sejtfelvétel gyulladascsokkenté hatasai

Mig a kiilonb6z0 patogének - baktériumok, illetve virussal fert6zott sejtek - fagocitozisa gyulladasi
valaszt idéz el6 makrofagokban, addig az apoptotikus sejtek felvétele gyulladascsokkentd fenotipust
indukal. Mindezt az apoptotikus sejtek nem csupan a gyulladaskelt$ szignalok hianyaval érik el,
hanem azzal, hogy olyan jelatviteli utvonalakat kapcsolnak be a makrofagokban, melyek aktivan
befolyasoljak a gyulladasi programot. Apoptotikus sejtekkel torténd eldinkubalds makrofagokban
erdsen gatolja a lipopoliszacharid (LPS) - Gram negativ baktériumok sejtfalanak komponense — altal

kivaltott Toll-like receptor 4-en (TLR4) keresztiili gyulladasi valaszt.

Ezt kdvetden a makrofagok szolubilis mediatorokat szabaditanak fel, melyek parakrin vagy autokrin
modon erdsitik és fenntartjdk a gyulladascsokkentd valaszt. LPS altal stimulalt makrofagok
apoptotikus sejtfelvétele forditott aranyban befolyasolja a TNF-a, IL-1fB és IL-12 gyulladasi
citokinek szekréciojat dsszevetve az IL-10 atmeneti felszabadulasaval. Ehhez hasonlé 6sszefliggést
tapasztalunk a TGF-B, vérlemezke-aktivalo faktor és a PGE2 szekrécioja, valamint a TNF-a, IL-1B
és szamos mas gyulladasi citokin felszabadulasa kozott apoptotikus sejtet felvett makrofagok

esetében.

Az apoptotikus sejtek emésztése soran felszabaduld lipidek (zsirsavak, oxiszterolok) endogén
ligandként mikodve képesek aktivalni a makrofagok lipid érzékeld receptorait (LXRa és B, PPARy
és 3, PPAR-0K). Az apoptozissal elhalt sejtek bekebelezése soran fellépé nuklearis receptor
aktivacio a fagocita receptorok (pl. MerTK, CD36), a TG2 és az opszoninok (pl. MFG-E8, Clgb,
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1.2. ADENOZIN

Az adenozin az endogén purin nukleozidok kozé tartozo vegyiilet. Sejtekbdl torténd felszabadulasa,
vagy extracellularis keletkezése utan a kornyezd sejtek membranjaba diffundal, ahol kotédik a

receptorahoz.

Az extracellularis adenozin termelésben szdmos sejttipus vesz részt. Fertézés, gyulladas,
metabolikus ¢és hipoxias stressz soran az endotél sejtek €s a neutrofilek hatalmas mennyiségi
adenozint bocsatanak ki. Emellett az aktivalt makrofagok (pl. LPS kezelés utan) ATP kibocsatasuk

altal szintén fontos adenozin forrasok.

Adenozin receptorok és jelatviteli utvonalaik

Az adenozinnak négy receptor altipusa ismert, melyek mindegyike G-fehérjéhez kapcsolt (GPCR) és
kifejez6dik a makrofagok altal. Ezen receptorokhoz tartozé gének feltérképezése részletesen
megtortént, mely alapjan az altipusok a kovetkezd jeloléseket kaptak: A; (AR), Aza (AzaR), Az
(AzR) és Az (AsR).

A Gi-kapcsolt adenozin A; receptor az adenozin 10°-10® M koncentraciojanal kapcsol be, és
kozvetiti az intracellularis ciklikus AMP (cAMP) szint csokkenését. A Gs-kapcsolt adenozin Aga és
Azs receptorok aktivalisidhoz az adenozin magasabb (sorrendben: 5 x 107 M és 1 x 107° M)
koncentracioja sziikséges, és ezaltal kozvetitik a cAMP szint ndvekedését. A Gi-kapcsolt adenozin
As receptorok az adenozin 10® M koncentraciojandl aktivdlodnak, és kozvetitik az adenilat-ciklaz
gatlasat. Nagy affinitast tehat az Aj, Asa és Az receptor altipusok, melyek alacsonyabb adenozin
koncentracional is képesek aktivalodni, mig az alacsonyabb affinitasu Ajg receptor stimulalasdhoz

magasabb koncentracio sziikséges.
Az adenozin immunmodulil6 hatasai

Az adenozin extracellularis hirvivé molekulaként szamos sejttipusban, szovetben és szervben lehet
kiilonbozé biologiai folyamatok moduldtora. A sziv és érrendszer, a gyomor-bél traktus, a kdzponti
idegrendszer és az immunrendszer normal mikodésében is jelentés szerepet jatszik. A kozponti
idegrendszer ingeriiletatvitelében az adenozin gatld neurotranszmitterként miikodik. Fiziologias
koriilmények kozott az adenozin részt vesz az idegrendszer kialakulasaban és a neuronhaldzat érési
folyamataban, a megismerés ¢és emlékezés folyamatdban, valamint az alvas és ébredés
szabalyozasaban. Az adenozin sziv és érrendszerben betoltott szerepei k6z¢é sorolhato az értagito,

antitrombikus, vérnyomas- és szivfrekvencia csokkentd hatasa.
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Az immunrendszer szamos sejttipusa fejezi ki az adenozin receptorokat, melyeken keresztiil az
adenozin a velesziiletett immunvalasz széles spektrumat képes modulalni. Erre lehetnek példak a

kovetkezok:

. Adenozin receptor ligalas monocitakon vagy makrofagokon gatolja az IL-12 termelését
LPS kot6dése soran Toll-like receptor 4-en keresztiil. Adenozin Aja receptor stimulalasa
a TLR-4 indukalt TNF-a, MIP-1a, és NO felszabadulas csokkenéséhez vezet és fokozza a
gyulladascsokkentd citokin IL-10 termelését. Broussas és munkatarsai megvizsgaltak,
hogy az adenozin Aj receptor altipusahoz vald kotddésén keresztiil gatolja a szoveti
faktor felszabaduldsat LPS-stimuldlt humén monocitdkbol. Az adenozin fokozza a
vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF) termelését makrofagokbol, ezaltal
megkdnnyiti az angiogenezis (véredényképzddés) folyamatat.

e Metabolikus stressz soran, TLR aktivacio nélkiil, az adenozin az A; és Aj receptorok
kotédésén keresztiil kemotaktikus molekulaként hatva elSsegiti az éretlen human
dendritikus sejtek kemotaxisat, és noveli az intracellularis kalcium koncentraciot,
valamint az aktin atszervez6dést. Mindemellett azonban az érett plazmacitoid dendritikus
sejtek felszinén kifejez6d6 adenozin Apa receptor aktivalasa a citokin (IL-6, IL-12 és
IFN-a) termel6dés csokkenéséhez vezet CpG oligodeoxinukleotid altali aktivacio
ellenére is.

. Az olyan kronikus gyulladasos allapotokban, mint az asztma és a kronikus obstruktiv
1éguti betegség (COPD), a human hizdsejteken kifejez6dé Agg és A receptorok adenozin
leukotriének, szerotonin, gyulladasi citokinek (IL-4 1L-13, IL-8, IL-1B), angiogén
faktorok (IL-8 és VEGF), kemokinek és kiilonboz6 szovetkarositd enzimek, protedzok
felszabadulasat valtja ki.

e Az adenozin A; receptor aktivacidja kemotaxist indukal, és noveli a neutrofilek
endotéliumhoz torténé tapadasat. Mikozben az adenozin Aga receptor stimulacidja
csokkenti a neutrofil adherencigjat, szétkapcsolja a kemoattraktans receptorokat a
stimulus-transzdukcios proteinektdl, és gatolja a mérgezd szabad gyokok szintézisét.

e Az adenozin az A; receptorok stimulalasa révén noveli az NK-sejtek tumorellenes

aktivitasat.
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1.3. TNF BIOLOGIA ALTALANOS SZEMPONTJAI

Koriilbeliil 30 évvel ezel6tt, egy szolubilis citokint azonositottak, melyet tumor nekrozis faktornak
(TNF) neveztek el, mely az immunrendszer aktivalodasa soran termelddik, képes jelentés
citotoxicitast szamos tumor sejtvonalon kifejteni, és tumor nekrozist okozni bizonyos allati modell

rendszerekben.

TNF-a szerkezete és szintézise

A huméan TNF-a egy 27-kDa-0s (233 aminosav) fehérjeként fejezédik ki. II tipusu transzmembran
fehérje, rendezett stabil homotrimerekben. A 27-kDa-0s membran-integralt formabol (mTNF-o)
metalloproteaz TNF-alfa konvertalo enzim (TACE) proteolitikus hasitasan keresztiil a 17-kDa-0s

szolubilis homotrimer (STNF) szabadul fel.

A TNF-o egy pleiotrop citokin, szamos sejttipus termeli a szervezetben, monocita sejtvonal - mint a
makrofagok, asztroglia, mikroglia, Langerhans-sejtek, Kupffer-sejtek, és az alveolaris makrofagok -

az elsddleges termelGi.

TNF receptorok

TNF ligand csalad tagjai biologia funkciojukat rokon membran receptoraik kolcsonhatasan keresztiil
fejtik ki. A TNF receptor csalad tagjai kozé tartozik: TNF receptor 1 (TNF-R1), mas néven CD120a,
p55 vagy p60, TNF receptor 2 (TNF-R2), mas néven CD120b, p75 vagy p80, Fas antigén, CD27,
CD30, CDA40, 4-1BB és szamos mas receptorok.

A TNF-R1 konstitutiven a legtobb szovetben kifejezodik, mig a TNF-R2 expresszidja erdsen
szabalyozott és jellemzOen az immunrendszer sejtjeiben talalhatdé meg. A sejtek tulnyomo
tobbségében, a TNF-R1 a TNF jelatvitel kulcsfontossagli mediatoraként jelenik meg, mig a TNF-R2

ugy tiinik, hogy f6 szerepet jatszik a limfoid rendszerben.

TNF-a jelatvitel és biologiai szerepe

A TNF csalad tagjai kétiranyu jelet indithatnak. Mig az egyik oldalon, a TNF-TNFR kolcsonhatasok
kezdeményeznek tObbszords jelatviteli utvonalakat elGsegitve a sejttilélést, a sejthalalt,
differencialodast vagy a gyulladast a TNFR-kifejezd sejtekben, addig a TNF-R csalad tagjai
ligandként is kifejez6dnek, melyek kezdeményezik a forditott jelatvitelt, szabalyozva a

sejtproliferaciot, citokin szekréciot, oxidativ burst-t, és T sejt érést.
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A transzmembran TNF-o gy viselkedik, mint egy ligand kétédik a TNF-o receptorokhoz, valamint
ugy miikodik, mint egy receptor, amely kiviilrél-befelé (forditott) jeleket tovabbit a transzmemban

TNF-o-t hordozo sejtbe.

Erés gyulladasi és immunstimulalé aktivitasoknak koszonhet6en, a TNF altalaban szamos
autoimmun betegségek progresszidjanak fontos mediatora. Fontos példak, a rheumatoid arthritis és
gyulladasos bélbetegség (Crohn-betegség), ahol szignifikans klinikai javulast lehet elérni, ha a
betegeket TNF neutralizal6 vegyiiletekkel kezeljiik.

Terapiaban hasznilt TNF-a ellenes vegyiiletek

Annak ellenére, hogy a TNF-a fontos a normalis homeosztatikus mechanizmusokban, beleértve
gazdaszervezet védelmét, a TNF-o rosszul szabalyozott termelését szamos gyulladasos betegségben
kimutattak. Tovabba, a  TNF-a-aktivalt makrofigok szdmos autoimmun betegség
arthritis psoriatica, a spondylitis ankylopoetica, fiatalkori kronikus arthritis, atherosclerosis és

Szepszis.

Napjainkban 6t gyogyszer (TNF-a—gatld vegyiiletek) jelenleg engedélyezett bizonyos betegségek
kezelésére. Ez az 6t gyogyszer a kovetkezo: 1) etanercept, egy rekombinans human szolubilis TNF-
R2 IgG Fc részéhez kapcsolt fuzids fehérje; 2) infliximab, egy anti-TNF human-egér kiméra IgGl
monoklonalis antitest; 3) adalimumab, egy human anti-human TNF-a antitest; 4) certolizumab pegol
egy PEGilalt TNF-a antitest; és 5) golimumab, egy human anti- TNF-a IgGlk monoklonalis
antitest, amely beadhato betegeknek. Ezek a gyogyszerek kozel egyenléen neutralizaljak a TNF-a-t,
azonban jelent6s kiilonbségek mutathatok ki abban, mely betegségekre hatasosak. Ez arra utal, hogy

a TNF-a neutralizalasa mellett mas hatasok is megszabjak a terapias eredményeket.
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2. CELKITUZESEK

Munkank soran két makrofag sejtfelszini receptor (adenosine Aj receptor, mTNF-a) lehetséges
szerepét kivantuk vizsgalni az apoptotikus sejtfelvétel gyulladascsokkentd hatdsaiban

makrofagokon. A f6 célkitlizéseink a kovetkezok voltak:

1. Ismert, hogy az adenozin apoptotikus sejteket fagocitalt makrofagok altal termelédik
adenin-nukleotidbdl, és adenozin A,xR-fiiggd modon fejti ki gyulladascsokkentd
hatasait. Jelen tanulmanyban az adenozin A3R szerepét vizsgaltam az apoptotikus

sejteket fagocitalo makrofagok gyulladasi valaszanak szabalyozasaban.

2. Mivel az apoptoétikus sejtfelvételrol és a mTNF-a jelatvitelrél egyarant kimutattak, hogy
gatoljak az LPS éaltal kivaltott gyulladasi citokin termelést, vizsgalni kivantuk, hogy
vajon az apoptotikus sejtek fokozzak-e az mTNF-a gatlo hatasat. Mivel az mTNF-a
jelatvitelr6l nem tudunk sokat, ezért ugy dontottiink, azonositjuk annak jelatviteli

elemeit.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok
Kisérleteinket 3 honapos vad tipusi, adenozin Aya és Azreceptor hidnyos egereken végeztiik.

A kisérletek masodik részében 2 honapos NMRI him egereket, mig egyes kisérletekben TNF-a
hianyos him egereket hasznaltunk, melyeket éteres érzéstelenitéssel altattunk el. Az egereket
specifikus korokozoktdol mentes helyen tartottuk, minden 4allatkisérlet a Debreceni Egyetem

Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsdga (DEMAB) engedélyével tortént.
Sejtkultirak tenyésztése

A makrofagokat steril fiziologids sooldattal torténd hasiiregi mosassal nyertiik. A sejteket 2 napon
keresztiil RPMI 1640 tapfolyadékban (10% FBS, 2 mM L-glutamin, 1 mM Na-piruvat, 50 pM 2-
merkaptoetanol, 100 U/ml penicillin/100 pg/ml sztreptomicin), termosztatban (37°C, 5% CO,)

tenyésztettiik. A le nem tapadt sejteket az izolalas utan 3-4 6raval, majd naponta lemostuk.

Csontvel6i sejtekb6l differencialtatott makrofagok (BMDM) esetében, a sejteket egerek
combcsontjabdl izolalt csontvel6bdl nyertiik ki steril fiziologias soéoldattal, majd DMEM
tapfolyadékban (10% hdével inaktivalt FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin/100 pg/ml
sztreptomicin) GM-CSF jelenlétében (10% L929 fibroblaszt sejtfeliiliszo) termosztatban (37°C, 5%
CO;) 7 napon keresztiil tenyésztettik. RAW264.7 sejteket DMEM tapfolyadékban tenyésztettiik,
mely L-glutamint (2 mM), penicillint (100 U/ml), sztreptomicint (100 pg/ml) és 10% FBS-t
tartalmazott. Human periférids vér mononuklearis sejteket stiriiséggradiens (Ficoll-Paque Plus)
centrifugalassal izolaltuk buffy coatbol, melyet egészséges onkéntesekbdl allok vérébol gyijti a
debreceni véradasi centrum. Buffy coat-ra az engedélyt (RKEB 3582-2012) a Regionalis
Kutatasetikai Bizottsaga adta. CD14" sejteket elvalasztottuk magneses MACS-al, majd mostuk PBS-
sel, amely 0.5% BSA-t és 2 mM EDTA-t tartalmazott. Frissen izolalt monocitdkat 5 napig
tenyésztettik IMDM tapfolyadakban (10% AB szérum ¢és 5 ng/ml M-CSF), hogy

megkiilonboztessiik 6ket a makrofagoktol.
Timocita apoptézis kivaltasa in vitro

A timocitakat 4 hetes vad tipus vagy pannexin hidnyos egerekbdl nyertiik. Az izolalt timocitakat
(10%7sejt/ml) 18 vagy 24 o6ran keresztiil RPMI 1640 tapfolyadékban (penicillin/sztreptomicin)
szérum hidnyaban tenyésztettik. Ez a modszer 80% feletti apoptotikus sejtet eredményezett

(propidium-jodid/annexin  V-FITC festéssel). Néhany kisérletben az apoptozist 0.1 pM
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dexametazonnal vagy 5 ng/ml forbol-dibutirat és 1 pg/ml ionomicin kombinaciojaval valtottuk ki.

Az apoptdtikus sejteket 10:1 (apoptotikus sejt : makrofag) arAnyban hasznaltuk.
Adenozin A; receptor expressziojanak meghatarozasa a sejtfelszinen

Vad tipust és AR hidnyos hasiiregi makrofagokat egyiitt inkubaltuk apoptétikus timocitakkal 1
oran at 1:10 aranyban. A tapfolyadék eltavolitisa és az apoptotikus sejtek lemosdsa utan a
makrofagokat inkubaltuk tovabbi 1, 3 és 5 Oran at. A kezelések utdn a makrofagokat lemostuk
(1xPBS), osszegylijtottiik és blokkoltuk 50% FBS-sel 30 percig majd anti-egér A3R antitesttel vagy
kecske IgG izotipus kontrollal jeldltik. A sejtek detektalasara FITC-konjugalt anti-kecske 1gG-t
alkalmaztunk. A megfestett sejteket FACSCalibur segitségével analizaltuk. Az eredményeket
WinMDI 2.9 szoftverrel értékeltiik ki.

Adenozin Asreceptor mRNS expresszidjanak meghatarozasa

Vad tipusu hasiiregi makrofagokat egyiitt inkubaltuk kiilonféle célsejt tipusokkal: apoptotikus, €16 és
hével elolt (45 perc, 55°C) vagy anti-CD3-elékezelt (10 pg/ml, 20 perc) adenozin A; hianyos
timocitakkal 1 oran at 1:10 aranyban. Apoptétikus sejtek mosasa és a tapfolyadék cseréje utan az

MRNS-t begytijtéttik 2 6ra mulva.
Adenozin A; receptor fehérje szintjeinek meghatarozasa

A hasiiregi makrofagokat homogenizaltuk jéghideg 0.5%-0s Triton X-100-at tartalmazo lizis
Laemmli puffert adtunk hozza és a mintakat 100°C-on 10 percig forraltuk. A fehérjék elvalasztasat
10%-0s SDS-poliakrilamid gélen végeztilk. Az elvalasztott fehérjéket atvittiik egy Immobilion-P
transzfer membranra és vizsgaltuk anti-egér AsR antitest felhasznalasaval. AsR szignal detektalasra
HRP-jelolt anti-kecske antitesteket hasznaltunk. A fehérje savokat Immobilon Western

kemilumineszcens HRP szubsztrattal tettiik lathatova.
A citokin termelés meghatirozasa

Vad tipusti és AsR hidnyos hasiiregi makrofigokat 24-lyukd tenyésztéedényre tettiink (1x10°
sejt/lyuk). A makrofagok citokin termelddésének meghatirozasara, a makrofagokat (AsR** vagy
AsR") apoptotikus sejtekkel 1 6ran 4t AsR-szelektiv agonista IB-MECA (10 pM) vagy AsR-
szelektiv inhibitor MRS1523 (10 pM) jelenlétében vagy hianyaban inkubaltuk. Ezutin az
apoptotikus sejteket lemostuk, a vegyiileteket Gjra hozzaadtuk és a makrofagokat tovabbi 5 6ran at
inkubaltuk.
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A sejtfeliiluszo citokin tartalmat a kiilonféle kisérletekben egér citokin array segitségével vizsgaltuk.
A pixel siirliséget az array egyes pontjaban ImagelJ szoftver segitségével hataroztuk meg. KC, MIP-
2, TNF-0, IL-6 és TGF-P citokinek szintjét ELISA kit segitségével mértilk. TGF-f esetében a

feliiliszot sav-aktivalt kezelésnek vetettiik ala, a gyarto utasitasai szerint.
Fagocitozis vizsgalata

A makrofagok altal fagocitalt apoptotikus sejtek vizualizalasara, a makrofagokat 2-lyuka kamraba
tettiik (5x10° sejt/lyuk koncentracioban) és tenyésztettiik 48 oran at festés elott, majd megfestettiik
egy éjszakan at 10 uM 5-6-(((4-klorometil)benzoil)amino)-tetrametilrodamin (CMTMR) festékkel,
mig a timocitakat egy ¢éjszakan at (6 uM) 6-karboxi-3,6-diacetilfluoreszcein (CFDA) festékkel. A
makrofagokat egyiitt inkubaltuk a CFDA jelolt apoptotikus sejtekkel 30 percig, majd a sejteket
lemostuk és fixaltuk etanol/aceton (1:1) keverékével 10 percig —20°C-on. Olympus FV1000
konfokalis 1ézerpasztazd mikroszkoppal felvételeket készitettiink. 500 sejtet szamoltunk az

apoptotikus sejtfelvétel soran minden egyes kisérletben.
A makrofagok altal fagocitilt apoptotikus sejtek NO termelésének meghatarozasa

Vad tipusa vagy AsR hidnyos makrofagokat inkubaltunk 1 oOran at apoptotikus sejtekkel. A
feliiliszot eltavolitottuk és a makrofagokat tovabbi 1 6ran at inkubéltuk. A sejtkultara feliiliszoibol
NO termelést néztiink, nitrit mérésével, ami a NO stabil oxidaciés terméke, Griss-llosvay

modszerrel.
Immunhisztokémia

BMDM és RAW264.7 makrofigokat (1x10° PBS-ben mostuk, majd fixaltuk acetonban (15 percig,
-20°C-on) az immunfestés el6tt. A PBS-es mosas utan, a mintakat inkubaltuk 4°C-on egy éjszakan
at FITC jelolt anti-egér TNF-a vagy FITC jelolt patkany IgGl izotipus antitestekkel. Ezutan a
mintdkat mostuk PBS-ben és inkubaltuk 1 éran at szobahdmérsékleten DAPI-val (1:600). Mosas és
fedés utan, a PBS-glicerol mintakat Olympus mikroszkop segitségével vizsgaltuk és szamitogép

képelemzdvel analizaltuk (nagyitas, x600).
TNFR és II expresszidjanak meghatarozasa az apoptétikus timocitak sejtfelszinén

A Kkontroll és apoptotikus timocitakat lemostuk PBS-sel, inkubaltuk PE-jeldlt anti-egér TNFR 1 és 11
antitestekkel vagy az izotipus kontrollukkal 30 percig szobahémérsékleten, aztan lemostuk és
fixaltuk 1%-o0s paraformaldehiddel. A megfestett sejteket FACSCalibur-on vizsgaltuk. Az
eredményeket WinMDI 2.9 szoftverrel értékeltiik ki.
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Immunfluoreszcens festés és konfokalis mikroszkopia

BMDM sejteket 8-lyuku kamréba tettiik (2.5x10%1yuk) és tenyésztettiik 7 napig. A sejteket kezeltiik
100 ng/ml LPS-sel 1 éran at. A makrofagok altal fagocitalt apoptotikus sejteket (1:5) megfestettiik
egy éjszakan at 10 uM CMTMR-rel 30 percig, majd a sejteket lemostuk HEPES pufferrel és fixaltuk
metanol/aceton (1:1) keverékével 10 percig -20°C-on. A makrofagokat blokkoltuk 10%-o0s normal
szamar szérummal HEPES pufferben 2 6ran at, aztan lemostuk jéghideg HEPES pufferrel kétszer és
megfestettiik kecske anti-egér TNF-a els6dleges antitesttel ¢jszakan at 4°C-on. Harom mosas utan, a
mintakat inkubéltuk Alexa Fluor 488-konjugalt szamar anti-kecske masodlagos antitesttel 4 dran at.
A sejteket ezutan megfestettik DAPI-val 10 percig, mostuk négyszer, HEPES pufferben hagytuk és
Zeiss LSM 510 konfokalis 1ézerpasztazd mikroszkoppal vizsgaltuk. Az mTNF-a eloszlasanak
szemléltetésére, az attekintd képek és a haromdimenzidésak 1.5 mm optikai vastagsagiak. A

CMTMR-festett apoptotikus sejteknek voros fluoreszeenciaja lathato, a sejtmagnak kék.
MTNF-a expresszié meghatirozasa a sejtfelszinen

A BMDM ¢és RAW264.7 sejteket 100 ng/ml bakterialis LPS-sel stimulaltuk jelzett idépontokban,
majd el6inkubaltuk galardinnal (5 pg/ml) 4 o6ran at vagy Onmagaban. A kezelés utan, a
makrofagokat lemostuk (1xPBS), 0Osszegytjtottikk, blokkoltuk 50%-0s FBS-sel 30 percig,
megfestettik FITC-jelolt anti-egér TNF-a vagy FITC jelolt patkany IgGl izotipus kontroll
antitestekkel, és fixaltuk 1%-o0s paraformaldehiddel. A megfestett sejteket FACSCalibur-on
vizsgaltuk. Az eredményeket WinMDI 2.9 szoftverrel értékeltiik ki.

Teljes RNS izolalasa és kvantitativ RT-qPCR

Totdl RNS-t a kontroll és bakteridlis LPS-kezelt BMDM és RAW264.7 makrofagokbol (3x10°
sejt/minta) izolaltuk, TRI-reagens felhasznalasaval, a gyarto altal megadott instrukcidk alapjan. A
tisztasagat Nanodrop Spektrofotométer segitségével mértiik. A total RNS (1ug/minta) cDNS-sé
torténd atirasahoz High Capacity ¢cDNA RT Kitet hasznaltunk. TNF-a, TGF-B1, és IFN-o
génexpresszids valtozasainak detektalasa valos idejii kvantitativ PCR technikaval tortént, melyhez
génspecifikus FAM-MGB-jelolt primereket és probakat tartalmazd oligomixeket (TagMan Gene
Expression Assay) hasznaltunk. A mintdkat Roche LightCycler LC480 segitségével
triplikdtumokban futtattuk. Az adatok kiértékelése SDS 2.1 programmal tortént. A génexpresszios
szinteket komparativ CT (ddCT) moédszerrel hatdroztuk meg, melyhez normalizald génként

glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH)-t hasznaltunk.
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Foszforilaciés valtozasok a MAPK jelatvitelben mTNF-a fokozasat kovetéen

Anti-mTNF-o antitestet vagy izotipus kontrolljat lekotottiik 6-lyukl tenyésztéedényre, majd
hozzaadtuk a BMDM sejteket (3x10° sejt/lyuk) énmagéban vagy neutralizalo TGF-B antitest (5
pg/ml) jelenlétében. 2 dras inkubacioé utan meghataroztuk human foszfo-MAPK array segitségével a
MAPKinazok és mas szerin/treonin kinazok foszforilaciojanak relativ szintjeit. A pixel siirliséget az

array egyes pontjaban Imagel szoftver segitségével hataroztuk meg.
Western blot analizis MKK3/MKK4/MKK6/MKK?7 foszforilaciés szintjeinek detektaldsara

A teljes sejt homogenizatumot hasznaltuk. 40 pg fehérjét futattunk 12%-os poliakrilamid gélen,
majd atblottoltuk polivinilidén-difluorid membranra Bio-Rad elekforézis és transzfer rendszert
hasznéalva. A membranok szabad kotohelyeit leblokkoltuk 5%-o0s nem zsiros szaraz tejporral 20 mM
Tris, 0.1 M NaCl pufferben, 0.1%-0s Tween-nel 1 6ran at szobahdmérsékleten. A blottokat ezutan
inkubaltuk éjszakan at MKK3/4/7, p-MKK4/7 és 3/6 elsédleges antitestekkel 1:500 higitasban.
Peroxidaz-jeldlt anti-nyal IgG-t (1:10,000) hasznaltunk és B-actin antitestet.

Statisztikai analizis

Minden adat reprezentativ, a bemutatott eredmények legalabb harom, eltérd napon végzett,
fiiggetlen kisérlet adatait mutatjak be, melyeknél a szignifikanciat kétsz¢Elii, nem egyenld varianciajt
Student-féle t-probaval adtuk meg. A citokin array esetében pedig ANOVA tesztet hasznaltunk. A
p<0.05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. ADENOZIN A; RECEPTOR NEGATIVAN SZABALYOZZA AZ APOPTOTIKUS
SEJTFELVETEL GYULLADASCSOKKENTO HATASAT

A makrofagok sejtfelszini adenozin A; receptor szintje csokken az apoptotikus sejtek

fagocitézisa soran

Elézetes tanulmanyok kimutattak, hogy az adenozin A3R kifejezédik makrofagokon, és hozzajarul a
apoptotikus sejtfelvétel a makrofagokban az adenozin kibocsajtasa mellett megnovekedett AzaR
szintet is eredményez, igy c€lul tiztik ki annak vizsgalatat, hogy a folyamat hogyan hat a
makrofagok AR expresszidjara. Eredményeinkbdl lathatd, hogy az apoptotikus sejttel torténd
inkubacio szignifikansan csokkentette a makrofagok AsR szintjét. A gatlas génszinten valosul meg,
mivel nem csak az AsR sejtfelszini expresszidja, hanem annak mRNS és teljes fehérje szintjei is
lecsokkentek a hosszii tdva fagocitozis soran. A csokkenés azonban a receptor sejtfelszini
expressziojaban korabban kimutathatdo, mint mRNS és fehérje szinten, jelezve, hogy gyors

poszttranszlaciés mechanizmusok is részt vehetnek az A3R gatlasaban.

A citokalazin D gatolja a bekelebelezés folyamatat, de nem befolyasolja az apoptotikus sejtek
felismerését. Az apoptotikus sejtek foszfatidilszerint koto receptorokon keresztiil torténd felismerése
fontos szerepet jatszik az elhalo sejtek makrofagok altali eltakaritasaban. Ez a felismerés gatolhato
az apoptotikus sejtek rekombinans annexin V-tel torténé elSinkubalasaval (amely nagy affinitassal
kotédik a foszfatidilszerinhez). Mig a rekombinans annexin V megakadalyozta a makrofagok A;
receptoranak gén- és fehérje szintli csokkenését apoptotikus sejtfelvétel soran, addig a citokalazin D
ilyen szempontbdl hatastalannak bizonyult, ami arra utal, hogy nem a bekebelezés, hanem mar
onmagaban a felismerés is képes a gatlas eldidézésére. Az A3R szint csokkenése specifikus az
apoptotikus sejtek felvételére, €16, nekrotikus, vagy antitesttel burkolt sejtekkel a folyamat nem volt

kivalthato.

Adenozin A; receptor hianyaban megvaltozik a makrofagok apoptétikus sejtekre adott

gyulladasi citokin termelése

A nyugvo makrofagok citokinprofiljanak meghatarozasa egy igen érzékeny modszer segitségével
tortént, mely lehetdvé teszi tobb citokin egyidejii kimutatasat (alacsony, pikogram/milliliter
tartomanyban). A panelrdl 40 kiilonbozo citokin szintje olvashato le. Kisérleteink soran elészor a

vad tipusi és AsR™ nyugvé makrofagok citokinprofiljat hasonlitottuk &ssze. Eredményeinkbol
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lathat6, hogy az Aj receptor hidnya nem befolyasolja jelentds mértékben a nyugalomban 1év6
makrofagok citokintermelését. A citokinek szintjének mérésekor ugyan egyedi fajon belili
variaciokkal talalkoztunk, de a MIP-2 és KC kemokinek ELISA technikdval torténd
meghatarozasakor szignifikans kiilonbségek nem voltak detektalhatoak a vad tipust és Aj receptor
hianyos nyugvé makrofagok citokin profiljat tekintve. Apoptotikus sejtet felvett makrofagok
esetében viszont négy citokint talaltunk, amelyek termelédése megemelkedett a vad tipust
fagocitald makrofagok esetében Osszehasonlitva a nem fagocitald tarsaikkal, de csokkent az AR
hianyos makrofagokban. Ezek koz¢ a citokinek koz¢ tartozik a f6ként neutrofilekre hat6 keratinocita
eredetii kemokin (KC) és a makrofag eredetii gyulladasos peptid-2 (MIP-2), illetve a gyulladasi
citokin IL-1a és az IL-1 receptor antagonista (IL-1ra). Az AsR hianyos makrofagok altal csokkent
mennyiségben termelt citokinek koziil a MIP-2 mutatta a leginkabb dinamikus valtozast apoptotikus
sejttel torténd kezelés utan, illetve a MIP-2 és KC szinteket detektaltuk a legnagyobb mennyiségben.
Ezek a megfigyelések korrelalnak az AaR hianyos makrofagok esetében talaltakkal, melyekben az
AzaR hidnya ugyanezen citokinek termelddését befolyasolta az apoptotikus sejtek fagocitozisat
kovetden, de a valtozas iranya éppen ennck az ellenkezdje volt, vagyis ezen citokinek
megemelkedett szintjét eredményezte. Annak kizdrasara, hogy a citokin profilokban talalt
eltéréseket az AR hianyos makrofagok esetleges differencialédasi zavarai okozzak, megismételtiik
a citokin profilra iranyulo kisérleteket AzR-specifikus agonista (IB-MECA), illetve antagonista
(MRS1523) jelenlétében.

Vad tipust makrofagok esetében az AR antagonista hatasara csokkent a gyulladasi citokinek
expresszidja, ami azt bizonyitja, hogy a fagocitald AjR hidnyos makrofagok modosult citokin
valasza nem a sejtek megvaltozott differencialodasanak koszonhetd. AR agonista jelenlétében
tovabba megemelkedett ezen citokinek expresszidja jelezve, hogy az AsR jelatvitel valoban
negativan regulalja az apoptotikus sejt gyulladascsokkentd hatasat ezen citokinekre kivetitve. A3R
hianyos sejtekben ugyanezen vegyiiletek jelenléte nem okozott szamottevé valtozast a citokin
profilban (nem kozolt adatok) ami azt mutatja, hogy valéban ezen a receptor utvonalon keresztiil
hatnak. Megerésitésként a MIP-2 és KC fehérje szintjeit ELISA technikaval is meghataroztuk.
Osszhangban a citokin array eredményeivel, a MIP-2 és KC termelddése a nyugvé sejtekhez képest
megemelkedett a vad tipusu, apoptétikus sejtet fagocitalo makrofagok esetében, mig ezek szintje

csokkenést mutatott az Asreceptor hidnyaban azonos kériilmények kozott.
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Az A; receptor hianyos makrofagok apoptotikus sejtekre adott csokkent MIP-2 és KC valaszat

a protein kindz A jelatviteli itvonal A, receptorok altali aktivalédasa okozza

Mivel azok koziil a neutrofil kemoattraktansok koziil, melyek egyarant valtozast mutattak AsR és
AzaR hianyaban, a MIP-2 és KC szintje modosult leginkabb, igy a tovabbiakban e két citokin
expressziojanak szabalyozasat kivantuk tovabb vizsgalni. Munkacsoportunk korabban kimutatta,
hogy az emlitett citokinek termelése fokozddhat az apoptdtikus sejtek felvétele soran, azonban az
adenilat-ciklaz utvonal egyidejii A,a receptorok altali aktivacioja védelmet nyujtott a MIP-2 és KC
taltermelése ellen. Mivel a Gi-kapcsolt adenozin AsR-rol ismert, hogy gétolja az adenilat-ciklaz
aktivitasat, ugy spekulaltunk, hogy ha a fagocitalt makrofagok képesek az Aj receptor aktivalasahoz
elegendé mennyiségii adenozint termelni, akkor A3R hidnyos makrofagokban a jelatvitel hianya
AsnR altali megemelkedett adenilat-ciklaz aktivitashoz vezethet. Ha ez igy van, akkor a
megemelkedett adenilaz ciklaz jelatvitel megmagyarazhatia a KC és MIP-2 termelésének
hatékonyabb gatlasat AsR hidnyos fagocitalt makrofagokban. A szelektiv A,sR antagonista
SCH442416, illetve a protein kindz A inhibitor H89 jelenléte; valamint Rp-CAMP trietilamin
(cAMP dependens protein kinaz I és II cAMP altali aktivalasanak egy specifikus membran-
permeabilis inhibitora) adasa szignifikdnsan megemelte az AR hianyos apoptotikus sejtet fagocitalo
makrofagok MIP-2 és KC termelését. A masik oldalrél az AR stimulaciot mimikalva forskolin
adasaval (mely egy adenilat-ciklaz aktivator) sikeriilt lecsokkenteniink a MIP-2 és KC termelését
vad tipust makrofagokban. A forskolin ugyanolyan koncentracidja azonban hatastalan volt az AsR
hiany esetében jelezve, hogy az adenilat-ciklaz utvonal teljesen aktivalodott ezekben a sejtekben.
Amennyiben Rp-cAMP trietilamin inhibitorral kezeltiik az A,xR vagy AsR hianyos makrofagokat és
a vad tipusu tarsaikat, akkor hasonlé MIP-2 és KC termelést talaltunk az egyes parokban, vagyis az
adenilat-ciklaz jelatviteli itvonal hianya képes eltiintetni az apoptotikus sejt altal kivaltott MIP-2 és
KC termelésbeli kiilonbségeket. Mindezeken tul az apoptotikus sejt-indukalta gyulladasi valaszban
szignifikans torzson beliili varianciat figyeltink meg. Jelenleg azonban még nem tudjuk teljes
bizonyossaggal megallapitani, hogy hogyan indukaljak az apoptétikus sejtek az adenozin-kontrollalt
gyulladasi valaszt, illetve nem tudjuk azonositani az egértorzsek kozotti molekularis kiilonbségeket
sem. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a vad tipusti makrofagokban az adenilat-ciklaz utvonal nem
teljesen aktivalodott, illetve ApaR és AsR altal ellentétesen szabalyzott jelatvitel egyenstlya donti el

a MIP-2 és KC termelddésének mértékét az apoptotikus sejtek jelenlétében.
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As;R hidanyos makrofagok modosult MIP-2 és KC termelése a megvaltozott NO termelés

kovetkezménye

Munkacsoportunk altal folytatott korabbi tanulmanyaink kimutattak, hogy a NO termelés fokozasa
apoptotikus - sejteket fagocitalt makrofagokban hozzajarul MIP-2 felszabadulashoz. A NO
apoptotikus sejtfelvétel soran jatszott potencialis MIP-2 és KC termelést befolyasold szerepének
tisztazasara a makrofagokat nitrogén-monoxid szintaz (NOS) inhibitor L-(G)-nitro-L-arginin metil-
észter (L-NAME) kezelésnek vetettik ald az apoptotikus sejtkezelés elott. Korabban mar
megallapitottuk, hogy L-NAME hozzdadasa képes gyengiteni az apoptotikus sejt altal indukalt MIP-
2 expresszidjat vad tipusu makrofagokban, jelen kisérleteinkben pedig azt tapasztaltuk, hogy ezen
inhibitornak nem volt hatasa a MIP-2 termelésre AsR hidnyos makrofigok esetében. Osszhangban
ezekkel az eredményekkel megallapitottuk, hogy a vad tipusi makrofagok detektalhatdo mennyiségi
NO-t termelnek apoptotikus sejt hozzaadasa soran, mig az A;R hianyos makrofagok nem. Rp-cCAMP
jelenlétében azonban az apoptotikus sejtet fagocitald A;R hianyos makrofagok képesek voltak
hasonl6 NO mennyiséget termelni mint a vad tipusi makrofagok, ami arra utal, hogy a NO
termelésiik gatolhat6 az adenilat-ciklaz jelatviteli Gitvonal altal. Korabbi tanulmanyok azt mutattak,
hogy egy lehetséges NO donor, a natrium-nitroprusszid (SNP), hozzaadasa 6nmagaban nem indukal
MIP-2 termelést, de vad tipusi makrofagokban képes szignifikdnsan megemelni az apoptotikus sejt-
indukalt MIP-2 termelést. Erdekes modon, a SNP nem volt hatassal a MIP-2 termelésre az AzR
hianyos makrofagokban. Amikor azonban a SNP-t és az Rp-CAMP-t egyiitt alkalmaztuk,
megemelkedett MIP-2 termelést tapasztaltunk AsR hidnyos makrofagoknal. Ezek az eredmények
arra engednek kovetkeztetni, hogy AsR hianyaban makrofagokban a megemelkedett adenilat-ciklaz
jelatvitelnek nemcsak a NO termelést, hanem egyidejiileg mas olyan jelatviteli elemeket is gatolnia

kell, melyek hozzajarulnak az apoptotikus sejt altal indukalt MIP-2 termeléshez.

42. A TRANSZMEMBRAN TNF-0 REVERZ JELATVITEL GATOLJA A
LIPOPOLISZACHARID-INDUKALT GYULLADASI CITOKIN KEPZODEST TGF-p
INDUKALAS ALTAL MAKROFAGOKBAN

Egér BMDM vagy RAW264.7 makrofagok LPS-sel valé stimulilisa megemeli az mTNF-o

sejtfelszini expressziojat

El8szor konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk, vajon a TNF-o kimutathato-e nem-stimulalt BMDM
vagy RAW264.7 makrofagokban. A TNF-o kimutathat6 mind BMDM ¢és RAW264.7
makrofagokban az intracellularis vezikulumokban. Bar a fehérje konnyen lathato, de minimalis

mennyiségli TNF-a mRNS-t detektaltunk nem-stimulalt sejtekben.
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Ha azonban, a makrofagokat 100 ng/ml LPS-sel kezeltiik, szignifikdns novekedést detektaltunk a
TNF-a mRNS szintjében mindkét sejttipusban, maximumat 2 6ras stimulalast kovetGen érte el.
Ezutan az mRNS szintek fokozatosan csokkentek. A fent emlitett megfigyelések szerint, mind a
BMDM és RAW264.7 makrofagok mTNF-a sejtfelszini szintje, mely nem detektalhatd a nem-
stimulalt sejtekben, emelkedni kezdett LPS stimuldcid hatasira és ez az expresszid tovabb
emelkedett galardin jelenlétében, ami egy szintetikus metalloproteinaz inhibitor (az mTNF-a

sejtfelszini hasitasat gatolja).

A galardin kezelést RAW264.7 sejtekben teszteltiik, 6nmagaban is megemelte az mTNF-a
sejtfelszini expresszidjat, jelezve, hogy 1) a metalloproteaz felelés az mTNF-a hasitasaért, a nem-
stimulalt sejtekben is ki kell fejez6djon és 2) bar nem tudtuk detektdlni az mTNF-a jelenlétét
galardin nélkiil, valamilyen alapszinti mTNF-a termelésnek lennie kell a nem-stimulalt sejtekben.
LPS kezelt BMDM ¢és RAW264.7 sejtek mTNF-a sejtfelszini expresszidja 1 oOranéal érte el
maximumat, és aztan elkezdett fokozatosan csokkenni. A galardin-kezelt RAW264.7 sejtekben, az
emelkedés a sejtfelszini mTNF-a expresszidban 15 perc LPS stimulalast kovetden detektalhaté volt,
jelezve, hogy az mTNF-o mar az elején az intracellularis TNF-a poolbdl szarmazik. Az LPS-
indukalt mTNF-a expresszid €les csokkenése 1 oras stimulaciot kovetden, ellentétben a TNF-a
MRNS expresszié novekedésével jelzi, hogy a metalloproteaz expresszioja, mely felelds az mTNF-a
hasitaséaért, indukalodott LPS stimulacio hatasara makrofagok mindkét tipusaban. A galardin kezelés
jelentdsen késleltette a csokkenést a makrofagok mTNF-a expresszidjaban és szintén késleltette és

csokkentette a szolubilis TNF-o megjelenését a sejtkultira feliiliszoban.
A MTNF-a jelatvitel aktivalja az MKK3/6, Jun kinaz és PI3 kinaz szabalyozott titvonalakat

Mivel az el6zetes adatok azt mutattak, hogy az mTNF-a-nak jelen kell lennie a nem-stimulalt
makrofagok felszinén is, Gigy dontéttink, hogy megvizsgaljuk az mTNF-a jelatvitelt BMDM
sejtekben foszfo-MAP kinaz array kit segitségével, amely lehetévé teszi MAP kinazok és szamos
kapcsolodo fehérjék foszforilacidjanak relativ szintjeinek parhuzamos meghatarozasat. A kapott
adatokat a kotott anti-mTNF-o antitestek jelenlétében Osszehasonlitottuk az izotipus kontroll
antitestekével. A MTNF-o stimuldlasa a kotott anti-mTNF-o antitestekkel MKK3/6-szabalyozott
MAP kinaz, JNK, ERK kinaz és PI3 kinaz Gtvonalak aktivacidjahoz vezetett. Mivel az el6zetes
kisérletekben, melyeket arra hasznaltunk, hogy a mTNF-a jelatvitel aktivaciojat detektaljuk,
kimutattuk, hogy a szolubilis anti-TNF-a antitestek nem képesek gatolni az LPS-indukalt IL-6 és

MIP-2 termelést, ezért kotott antitesteket alkalmaztunk a mTNF-a jelatvitel fokozasaért.
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MKK3/6, Jun kinaz, ERK kinaz és PI3 kinaz titvonalak aktivalodnak TGF-B indukalt mTNF-

a jelatviteli utvonalon keresztiil

Mivel ezek a valtozasok a kiilonbozd fehérjék foszforilacios allapotaban 2 6ra utan detektalhatoak,
miutan a makrofagok a kotott antitestekre raiiltek, nem tudtuk kizdrni annak lehet6ségét, hogy a
MTNF-a jelatvitel fokozza egy masik citokin expresszidjat, amely a fent emlitett harom jelatviteli
utvonalat hajtja. Mivel a TNF-o, IFN-0, és TGF-B-r6l korabban kimutattdk, hogy aktivaljak a
MKK3/6, Jun kinaz, és PI3K utvonalakat, ugy dontottiink, hogy megvizsgaljuk, vajon e citokinek
expresszioja indukalodik-e mTNF-a fokozasara. Bar nem tudtuk kimutatni IFN-a vagy TNF-a
indukcidjat mRNS szinten, a TGF- indukcioé konnyen detektalhato volt pan anti-TGF-f antitesttel
fehérje szinten és a TGF-B1 mRNS szinten. Annak meghatarozasara, vajon a TGF-3 valoban felel8s
a MTNF-a indukalt MKK3/6, JNK, ERK kinaz és PI3K tutvonal aktivacidjaért, a kisérleteket
megismételtilk neutralizald anti-TGF-f antitestek jelenlétében is. Azon fehérjék mTNF-a-indukalt
foszforilaciojat, amelyekrol ismert, hogy aktivalodnak TGF- jelatviteli Gtvonal altal, teljesen vagy
részben megakadalyozta a neutralizalo TGF-B antitestek adasa. Valoban ezek az adatok megerésitik,

hogy a mTNF-a. jelatvitel-indukalt TGF- felelés a foszforilaciojukért.

MTNF-a jelatvitel az MKK4 jelatviteli utvonalat indukalja

Ugyanazokat a blottokat elemeztiik a tovabbiakban azért, hogy meghatarozzuk azokat a kinazokat,
melyek kozvetleniil tartoznak az mTNF-a jelatvitelhez. Azokat a kinazokat valasztottuk ki, melyek a
MTNF-o jelatviteli utvonalhoz tartoznak, aktivacidjukat nem vagy csak részben befolyasolta a
neutralizalo TGF-f antitestek adasa. PI3K (TOR, Akt 1,2 és 3), p38a/pB, MAPK és JNK ttvonalak
elemeit talaltuk, melyek kozvetleniil aktivalodnak az mTNF-o altal. A MAPK utvonalak
evoluciosan konzervaltak és ez azt mutatja, hogy p38a/p Utvonalak aktivalodhatnak akar MKK3/6
vagy MKK4/MKK?7 altal. Mivel MKK3 és MKK6 nem aktivalédott az mTNF-a jelatviteli Gitvonal
altal, de az MKK4 és MKK7 is aktivalhatja a Jun kinazokat, gy dontéttiink, hogy meghatarozzuk a

foszforilacios szintjeiket MTNF-o fokozasat kovetden.

A TGF-B jelatvitellel valé interferencia elkeriilése érdekében a kisérleteket neutralizalo TGF-B
antitest jelenlétében végeztik. MKK4 foszforilacioja atmenetileg novekedett, mig MKK7-é nem
volt kimutathaté mMTNF-a jelatvitel alatt. Ezek az adatok arra utalnak, hogy az MKK4 kozvetiti az
MTNF-o hatasat. Neutralizalo TGF-B antitest hianyaban, az MKK4 indukalt foszforilacios szintje
még 2 oran at is magas maradt, 6sszhangban azzal a ténnyel, hogy TGF-B is kivaltja az MKK4

aktivaciojat. Az MKK3/6 foszforilacioja TGF-p altal indukalt, késéssel megjelent, sszehasonlitva
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az MKK4-el, az MKK3 szintek nem valtoztak. Az MKK7 fehérje szintje fokozatosan csokkent,
jelezve, hogy a TGF-B gatolja az MKK7 jelatvitelt.

Ezutan tgy dontéttiink, hogy megvizsgaljuk melyik mTNF-a aktivalt jelatviteli utvonal jarul hozza a
TGF-B indukcidjahoz. Mindkét mitogén és stressz-aktivalt kinaz 2 és riboszomalis S6 kinaz 2
foszforilacios szintjér6l ismert, hogy p38 MAP kinazok altal aktivalddnak, és mTNF-a jelatvitel
altal indukaltak. Ezek a kinazok foszforilalhatnak CREB-et Szerin 133-on és aktivalhatnak CREB-
fliggd génexpressziot. Mivel mindkét TGF-B2 és —33 promoter tartalmaz cAMP valaszado elemet,
ugy dontéttiink, hogy megvizsgaljuk vajon a p38 MAPK-ok szelektiv gatlasa SB203580-al (10 pM)
befolyasolhatja-e az MTNF-a indukalt TGF-f} termelést. p38 MAPK gatlasa csokkentette a8 mMTNF-o
indukalt TGF-f termelést. A TGF-B1 promoterrdl, masodlagosan azt mutatték ki, hogy elsésorban
AP-1 oldalon szabalyozodik. Ezzel a megfigyeléssel dsszhangban, Jun kinazok gatlasa TCS JNK
60-al is csokkentette az MTNF-a indukalt TGF-B termelést és teljesen gatolta mTNF-a indukalt
TGF-B1 mRNS képzdédését. p38 o/p kinazok gatlasa SB203580-al, masodlagosan nem volt hatassal
a TGF-B1 mRNS termelésre. Azonban, ha a p38 kindz o/f inhibitort adtuk egyiitt Jun kinaz
inhibitorral, akkor az mTNF-a indukalt TGF-B termelés teljes mértékben gatolhatd volt.

Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a Jun kinaz utvonal elsésorban TGF-B1-t szabalyozza, mig a p38
kinaz a/B utvonal mas TGF-B-k termelését szabalyozza. Eles ellentétben, a PI3K (amelyrél ismert,
hogy aktivalja Akt utvonalat) gatlasa wortmanninnal (PI3K inhibitor) megnovekedett TGF-f
képzodést eredményezett. Ez a megfigyelés azt jelzi, hogy ez az Gtvonal egy negativ dnszabalyozo
folyamatot eredményez a TGF-B termelés szabalyozasaban. Akt aktivacid mechanizmusat nem
vizsgaltuk tanulmanyainkban, de mas tanulmanyokban azt talaltdk, hogy az MKK4 utvonal
gatolhatja PIP3 (foszfatidil-inozitol-3,4,5-trifoszfat) 3-foszfataz szintjeit, mely Akt aktivaciojahoz

vezet.

A MTNF-a jelatvitel gatolja az LPS-indukalt gyulladasi citokinek termelését

Mivel az el6zetes kisérletek azt mutattak, hogy a mTNF-a jelatvitel gatolja az LPS-indukalt IL-6 és
MIP-2 képz6dését kiilonbozé mértékben, gy dontottiink, hogy megvizsgaljuk a mTNF-a jelatvitel
hatasat az LPS-indukalta gyulladasi citokin képzddésre, egyszerre tobb gyulladasi citokin termelés
kimutatasara hasznalt citokin array segitségével. BMDM sejtek NMRI éllatokbdl szarmaztak,
melyeknél altalaban TIMP-1, M-CSF ¢és JE gyulladasi citokinek jelentek meg alap szinten. LPS
adasa nem befolyasolta e citokinek termelését. Bar mindig hasonlé mennyiségii LPS-sel kezeltiik a
sejteket, LPS-re adott valaszuk izolalastol izolalasig valtozott. A BMDM sejtek 2 6ras adasa a kotott

anti-mTNF-a-hoz mindig gyengitett LPS-indukalt gyulladasi citokin képzddést mutatott, de a hatas
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dramaibb volt, amikor a sejtek alacsonyabb LPS valaszt mutattak. Azonban, nem mindegyik citokin
mutatott hasonl6 érzékenységet mTNF-o gatlasra. LPS indukalt G-CSF, 1-309, 1L-10, IL-16, I1L-23,
IL-1a, és IL-1B termelés gatlasa majdnem teljesen, IL-6, IP-10, MIP-1B, IL-1ra, M-CSF, és
RANTES termelés szignifikansan gatolt, de MIP-1a, MIP-2, TIMP-1, JE, vagy KC termelések is
csokkentek. Annak bizonyitdsara, hogy a kotott anti-mTNF-o antitestek valoban mTNF-a-n
keresztiil hatnak, TNF-o hidnyos makrofdgokhoz LPS-t adtunk és néztiikk vajon az anti-mTNF-o
antitestek befolyasoljak-e citokin termelésiiket. A kotott anti-mTNF-o antitestek szignifikansan nem
valtoztattak meg a TNF-o hianyos egerekbdl izolalt makrofagok LPS-indukalta gyulladasi citokin

termelését.

A MTNF-a jelatvitel gatolja az LPS-indukalt gyulladasi citokin képzdédést TGF-p fokozas altal

Ezutan ugy dontéttink, hogy megvizsgaljuk vajon a TGF-f vesz-€ részt az LPS-indukalt gyulladasi
citokin képzOdés gatlasaban mTNF-a altal, neutralizalé anti-TGF-B antitestek alkalmazasaval.
Neutralizalo anti-TGF-f antitestek nem befolyasoltak az LPS-indukalt gyulladasi citokin termelést
izotipus kontroll antitestek jelenlétében, kivéve IL-23, IL-1o, és IL-1p esetében. Azonban erésen
beleszolnak az LPS-indukalt gyulladasi citokin képzédés mTNF-a-kozvetitett gatlasaba, kivéve a
harom citokint, amelyeket a neutralizalo anti—-TGF-f antitestek befolyasoltak az izotipus kontroll
antitest-kezelt mintdkban szintén. A MTNF-a jelatvitel gatlo hatasanak Osszefoglalasat az LPS-
indukalt IL-6 és MIP-2 termelésre ELISA-val mutattuk ki és a neutralizal6 TGF-p antitestek hatasa
10 fuggetlen kisérletbdl szarmaztak. Tovabba, 2 oOras rekombinans TGF-f el6inkubalassal is
gyengitettiik az LPS-indukalt gyulladasi citokin képz8dést BMDM sejtekben citokin-specifikus

modon.

Az apoptétikus timocitdk nem hasznialjadk a MTNF-o jelatviteli utvonalat arra, hogy

downregulaljak a makrofagok LPS-indukalta gyulladasi valaszat

Mivel a kiilonféle patogének - kiilondsen baktériumok és virussal fertdzott sejtek- fagocitozisa
altalaban gyulladasi valaszt idéz el6 a makrofagokban, addig az apoptotikus sejtek felvétele
altalaban gyulladascsokkentd fenotipust indukal. Ez nem egyszerien azért torténik, mert az
apoptotikus sejtek nem nytjtanak gyulladasi valaszokat, sokkal inkabb aktivan beleszolnak a
gyulladasi programba. Példaul, makrofagok eldinkubalasa apoptotikus sejtekkel erdsen gatolja az
LPS indukalta gyulladasi valaszt és a mechanizmus magaban foglalja a TGF-p felszabadulasat.
Mivel a legtobb emlds sejt termel TNFR-okat és a timocitak egyarant kifejeznek TNFR 1 és II-t, ugy
dontottiink, hogy kutatjuk TNF-a hidnyos makrofagok segitségével, vajon az mMTNF-a

hozzajarulhat-e az apoptotikus sejtek immunrendszer csendesitd hatasaihoz. A TNF-a hianya nem
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hianyat teszteltiik TNF-o hianyos makrofagokon, nem befolyasolta az apoptotikus sejtek valaszanak

képességét.

Tovabba, nem tapasztaltunk Osszefliggést az LPS kezelt makrofagok TNF-a tartalma
vezikulumainak elhelyezkedése és a fagocita portalok helyzete kozott apoptotikus sejtekre. Ezek az
adatok azt mutatjak, hogy a mTNF-a jelatvitel nem jatszik szerepet az apoptotikus sejt-indukalt
gyulladascsokkentd valaszban. fgy ellenériztiik, vajon az apoptotikus timocitik termelnek-e még
TNFR-okat. A timocitdk egyarant kifejeznek TNFR I és II-t, de ahogy belépnek az apoptozisba
szérum megvonasat kovetéen, mindkét TNFR expresszidjat gatoljak. A gatlas nem volt apoptotikus
jel specifikus, ha a timocitakhoz dexametazont vagy forbol dibutirat/ionomicint is adtunk, TNFR-aik
teljes gatlasaval valaszoltak 5 6ran beliil. Erdekes méodon, az apoptotikus neutrofilekrsl ismert, hogy
ha talalkoznak LPS-aktivalt makrofagokkal gyulladasos helyzetben, gatoljak TNFR-aikat apoptozis
soran. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az apoptotikus sejtek nem tudnak mTNF-a valaszt fokozni

az immunrenszer csendesitésére.

TNF-a-gatlé molekulak szelektiven TGF-p termelést idéznek elé6 human makrofagokban

A TNF-a gatld molekuldkat széles korben hasznaljak kiilonboz6 gyulladasos betegségek
colitis, spondylitis ankylopoetica, és pikkelysomor. Az etanercept egy rekombinans humaén
szolubilis TNFR2 IgG Fc részéhez kapcsolt fuzios fehérje, infliximab egy kiméra monoklonalis
antitest egér variabilis régiokkal és human Ig G1 allando régiokkal, és a golimumab egy human anti-
TNF-a IgG1lx monoklonalis antitest, amely beadhato a betegnek. Bar az dsszes vegyiilet semlegesiti
a TNF-o-t ugyanolyan hatékonysaggal és hasonloan hatasosak a rheumatoid arthritis kezelésében, a
golimumab ¢és az infliximab hatasosak, mig az etanercept Sikertelen a Crohn-betegségben, Wegener
granulomatosis-ban, és sarcoidosis-ban. fgy ugy dontottiink, hogy megvizsgaljuk, vajon ezek a
vegyiiletek el6idézhetnek-e TGF-B termelést human makrofagokban. A human makrofagok buffy
coat-bol szarmaznak, harom kiilon kisérletben vagy etanerceptet, infliximabot vagy golimumabot
adtunk a sejtekhez, mindegyiket 50 pg/ml koncentracidban 4 o6ran at, és aztan meghataroztuk a
TGF-B szintet a sejtfeliiliszoban. A kezeletlen makrofagok esetében 39 + 5 pg/ml TGF-B-t tudtunk
mérni. Etanercept hozzdadasa (TGF-f, 40 + 4 pg/ml) nem befolyasolta a TGF-f alap szintjét, mig az
infliximab (78 £ 15 pg/ml) és a golimumab kultarakban (96 + 12 pg/ml) TGF--t tudtunk kimutatni,

ezek szintjei szignifikdnsan magasabbak voltak (p < 0.05), mint az alapszintek.
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5. MEGBESZELES

A makrofagok, mint az immunrendszer elsédleges Orszemei, kritikus szerepet jatszanak a
potencialisan veszélyes “nem sajat” (pl. patogének) és “megvaltozott/sériilt sajat” (elhald és tumor
sejtek) sejtek  felismerésében, valamint a megfeleld, azonnali és hatékony immunvalasz
meginditasiban ezen struktardk ellen. Ezek a makrofag funkcidk, lényegesek az
immunhomeosztazis fenntartiasiban és zavaruk autoimmun és kronikus gyulladasos betegségek

kialakulasahoz vezethet.

Az tugynevezett PAMP-ok (patogén-asszocialt molekularis mintazatok, mint a Gram-negativ
bakterialis sejtfal komponens LPS) és DAMP-ok (veszélyhez-asszocialt molekularis mintazatok,
mint a HMGB1 felszabadulasa nekrotikus sejtek altal) felismerése eltolja a makrofagokat M1
gyulladasi fenotipus iranyaba. M1 makrofagok nem csak gyulladasi mediatorokat termelnek (pl.
prosztaglandinok, leukotriének, IL-6, TNF-a, iNOS) hanem fagocitozishoz és antigénbemutatashoz
kapcsolodo sejtfelszini molekulakat, novekedési faktorokat és kemoattraktansokat is (pl. MIP-2,
MIP-1). E mechanizmusok altal a makrofagok részt vesznek a potencidlisan karos sejtek

eltavolitasaban és az immunrendszer mas sejttipusainak aktivaciojaban/toborzasaban.

Tovabba, a makrofagok a folyamatosan keletkez6 és jelenlevé elhald apoptotikus sejteknek vannak
kitétve. A PAMP-ok és DAMP-okkal szemben, a ACAMP-ok (apoptotikus-sejt-asszocialt
molekularis mintazatok, pl. sejtfelszini foszfatidilszerin) felismerése nem tudja kivaltani az M1
fenotipushoz kapcsolé és gyulladasi valaszokat a makrofagokban. S6t, az ACAMP-ok aktiv
gyulladascsokkent6 jeleket képviselnek a makrofagok szdmara. Ez a jelenség elengedhetetlen az

immuntolerancidhoz az artalmatlan apoptotikus sejtek ellen.

A jelen tanulmanyban, egyrészt megvizsgaltuk vajon az A3R részt vehet-e az apoptotikus sejtekkel
indukalt makrofagok gyulladascsokkent6 valaszanak szabalyozasaban. Azt talaltuk, hogy az A aR-
okkal ellentétben, a bekebelezé makrofagok downregulaljak az AsR-okat fagocitozis soran. Mivel az
AnR-0k fokozasa részt vesz a nuklearis lipid érzékeld receptorok aktivacidjaban fagocitozist
kovetden, AsR-ok expresszidja ugy tiinik, hogy gatolt a sejtfelszini makrofag receptorokat felismerd

foszfatidilszerinen keresztiil apoptotikus sejtek felszinén.

AsaR-okhoz hasonléan, az adenozin AzR-ok hidnya nem befolyasolta a fagocitdzis mértékét.
Azonban, ha apoptotikus sejtekkel kezeljiik, az AzR hidnyos makrofagok csdkkent mennyiségii
MIP-2-t és KC-t termeltek, melyek kemoattraktansok kiilonféle sejttipusokra, kiilondsen
neutrofilekre hatok. Ezeket az adatokat meg tudtuk erdsiteni specifikus AR antagonista

hasznalataval, jelezve, hogy a tényleges AjsR jelatvitel hidnya inkabb megvaltozott makrofag
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differenciaciot okoz AjsR hianyaban. Erdekes modon, a citokinek - nevezetesen neutrofil
kemoattraktansok - hasonld termelését befolyasolta az AsR hianya gy mint AR hidnya, de
ellenkezd iranyban, jelezve, hogy AjzR jelatvitel a vad tipusu makrofagokban gatolhatja AjaR

jelatvitelt.

A bemutatott adatok azt jelzik, hogy AsR hidnyos makrofagokban az AR hianya, ami altalaban
negativan szabalyozza az adenilat-ciklaz aktivitast fagocitozis sordn, megemelkedett adenilat-ciklaz
jelatvitelt eredményez A,aR altal, az apoptétikus sejt-indukalt NO termelés teljes gatlasahoz és az
ebbdl kovetkezé neutrofil kemoattraktdns képzddéshez vezet. Ennek eredményeként, sem a
forskolin hozzaadasa, ami tovabb aktivalhatja az adenilat-ciklazt, sem a NO szintézis gatlasa, mivel
nem volt kimutathat6 NO termelés, nem volt hatdssal AsR hidnyos apoptdtikus sejteket fagocitalt

makrofagok 6ssz MIP-2 termelésére.

Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az apoptotikus sejtek felvételét PGE2 felszabadulas kiséri,
amely EP2-4 receptorokon keresztiil képes aktivalni az adenilat-ciklazt is. Azonban, ha gatoltuk az
adenilat-ciklaz jelatvitelt Rp-CAMPS trietil-aminnal, nem talaltuk kiilonbséget az apoptotikus sejt-
indukalt neutrofil kemoattraktans képzédésben AsR vagy AzaR hianyos makrofagok és vad tipusu
tarsaik kozott jelezve, hogy a 6 receptor, mely az adenilat-ciklaz aktivitast kivaltja és a neutrofil
kemoattraktans képzddést gatolja AsR jelatvitel hianyaban, A,aR-nak kell lennie. Ez a megfigyelés
alatamasztja tovabba azt a megallapitast, hogy A,aR jelatvitel gatlasa az AsR hianyos fagocitalt
sejtekben hasonld gyulladasi citokin képz8dést eredményez, mint az adenilat-ciklaz Gtvonal gatlasa
Rp-cAMPS altal. Adataink azt is jelzik, hogy a f6 receptor mely géatolja az adenilat-ciklaz Gitvonalat
AsR.

Korabban mar kimutattuk, hogy a kiilséleg adott NO dnmagéban nem elegendd ahhoz, hogy kivaltsa
a neutrofil kemoattraktans képz6dést makrofagokban, de megemeli azt, ha fagocitalt vad tipust
makrofagokhoz adjuk hozza. Ez a megfigyelés azt mutatta, hogy az apoptotikus sejtek fokozzak a
neutrofil kemoattraktans képz6dést nem csak indukalé NO képzddésen, hanem egyidejiileg tovabbi
jelatviteli utvonalak fokozasan keresztil is. Mivel AR hianyos fagocitalt makrofagokban,
melyekben az adenilat-ciklaz jelatviteli utvonal erésen aktivalt, exogén NO megemelheti a neutrofil
kemoattraktans képzoédést csak akkor ha egyiitt adunk hozza Rp-cAMPS trietil-amint, adataink azt

mutatjak, hogy a megemelt adenilat-ciklaz jelatvitelnek kell beleszdlnia a tovabbi utvonalakba is.

Adataink azt mutatjak, hogy a vad tipusu apoptétikus sejteket fagocitalt makrofagokban kezdetben
mind az AzaR és A3R-ok aktivalodnak adenozin altal, és a két receptor aktivacioi kozotti egyensuly
donti el az adenilat-ciklaz jelatvitel erejét és az apoptotikus sejt-indukalt kemoattraktans képzédés

gatlasanak mértékét. De mivel az AaR-0k fokozdodnak, mikozben AsR-ok eltinnek a fagocitalt
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makrofagok sejtfelszinérdl, addig az adenozin hossza tavon kozvetiti a gyulladas gatlasat, ha a

makrofagok apoptotikus sejteket fagocitalnak.

Az adenozin A; receptor szerepének tanulmanyozasa mellett az apoptotikus sejt-kozvetitett
immunreakcié csendesitésben, vizsgaltuk az mTNF-o jelatvitel lehetséges szerepét apoptotikus
sejteket fagocitalo makrofagok LPS-indukalt gyulladasi valaszainak gatlasaban. Azt talaltuk, hogy
bar alacsony szinten TNF-o expressszalodik a nem-stimulalt makrofagokban, és néhany megjelenik
a sejtfelszinen, mint MTNF-a. LPS addsa megemelte mind a TNF-a szintézist és annak sejtfelszini
expressziojat, de ez az emelkedés csak atmeneti volt a metalloprotedz aktivacido miatt, mely felelds
annak hasitasaért. Mar az mTNF-a alap sejtfelszini szintje elegendé egy hatékony mTNF-a
jelatvitelre és azt talaltuk, hogy ez a jelatviteli itvonal TGF-f termeléséhez vezet. A TGF-3 termelés
kivaltasa azonban, nem egy univerzalis valasza a sejteknek mTNF-a jelatvitelre, mert monocitakrol
ismert, hogy TNF-a-t termelnek és nem TGF-B-t, amikor mTNF-a-juk fokozddott aktivalt T sejtek
TNF-Receptorai altal.

Azt a jelatviteli Gtvonalat is azonositottuk, ami szabalyozza a mTNF-a-indukalt TGF- termel6dést
makrofagokban. Ez az ttvonal részt vesz az MKK4-inicialt MAPK utvonalban, ami mind a p38
MAPK-ok és JNK-ok aktivacidjahoz vezet. Mig a Jun kinaz utvonal szabalyozza a TGF-B1
termelését, addig a p38 MAPK-ok felelgsek a tobbi TGF-B termeléséért. Ezzel szemben, az Akt
utvonal is aktivalodik mTNF-a altal, Ggy tiinik, mint egy negativ 6nszabalyoz6 folyamat a mTNF-a-
indukalt TGF-B termelés kontrolljaban. Bar a korabbi tanulmanyok azt sugalltak, hogy a mTNF-a
fokozza az ERK kinaz utvonalat, adataink azt mutatjak, hogy e kinazok aktivacidja csak masodlagos
és a TGF- jelatvitel kovetkezménye. Azt is kimutattuk, hogy a mTNF-a. jelatvitel 6nmagéaban csak
egy atmeneti MKK4 és p38 MAPK aktivaciot indukal, ha a TGF-B-t semlegesitjiik; azonban a TGF-
B megjelenése fenntartja az MKK4 és az ebbdl kovetkez6 p38 MAPK jelatvitelt.

Megerésitettilk, hogy a MTNF-a jelatvitel valoban gatolja az LPS-indukalt gyulladasi citokin
képzodést, de azt talaltuk, hogy a kiilonboz6 citokinek kiilonbozo érzékenységet mutatnak erre a
gatlasra. Azt is kimutattuk, hogy a mTNF-a jelatvitel beleszol az LPS jelatvitelbe TGF-B autokrin
termelésén keresztiil. Mivel a kordbbi tanulmanyok kimutattik, hogy az LPS-indukalt jelatviteli
utvonal kiilonb6z06 elemei részt vesznek egyes citokinek indukalasaban, adataink azt mutatjak, hogy
a TGF-B jelatvitel szelektiven beleszolhat a kiilonféle LPS-indukalt jelatviteli utvonalakba. Az
adataink alatimasztjak a korabbi megallapitasainkat, amelyben kimutattuk, hogy TGF-B jelenlétében
az LPS-indukalt ERK és p38 MAPK aktivitasok kozotti egyensuly rosszul szabalyozott az egyideji
TGF-B-stimulalt ERK aktivacionak koszonhetden. Ennek eredményeként, az NF-kB-vezérelt

transzkripciorol kimutattak, hogy gyengitett, mig az AP-1-vezérelt transzkripcio fokozott.
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Azt is vizsgaltuk, vajon harom TNF-a-gatldo molekula, melyeket kiilonboz6 gyulladasos betegségek
terapidjaban mar bevezettek, kivalthatja-e az mMTNF-a-vezérelt TGF-B termelést human
makrofagokban. Azt talaltuk, hogy az etanercept nem képes kivaltani egy ilyen mTNF-a-vezérelt
TGF-B termelést, mig az infliximab és golimumab képesek erre, jelezve hogy az infliximab és
golimumab fokozza az mTNF-a jelatvitelt. Megfigyelésiink alatimasztasara, az infliximab a
betegeknél kimutattak, hogy indukalja a p38 MAPK-ok és Hsp70 — az mTNF-a jelatviteli Gtvonal
elemei - atmeneti foszforilaciojat. Korabbi vizsgalatok azt vetették fel, hogy a TNF-o-gatlo
molekulak terapias hatékonysiga nem csak a neutralizalo TNF-a képességiikkel lehet kapcsolatban,
hanem befolyasolhatjak bioldgiai természetiiket vagy fokozhatjak az mTNF-a jelavitelt. Valdban,
bar mindharom vegyiilet semlegesiti a TNF-o-t ugyanolyan hatékonysaggal és hasonloan hatdsosak
a rheumatoid arthritis kezelésében, azonban az etanerceptnek vizsgalatunkban nem sikeriilt
kivaltania a TGF-B-t, és harom betegségben, Crohn-betegség, Wegener granulomatosis ¢és
sarcoidosis vizsgalatokban sem volt hatasos. Mivel mas biologiai vizsgalatokban az etanercept
hasonloan reagalt az infliximabhoz €és golimumabhoz, az adataink azt mutatjak, hogy a hiba a fent
emlitett betegségek kezelésében a TGF-P indukcié hidnyéaval lehet kapcsolatban. Erdekes médon, a
Crohn-betegség, a Wegener granulomatosis és a sarcoidosis mind a megvaltozott TGF- jelatvitel

altal jellemzett.

Minden nap sejtek billiéi halnak el apoptozissal, ez elengedhetetlen a normalis szoveti homeosztazis
fenntartasahoz. Az apoptotikus sejtek gyulladascsokkenté hatasai az elhald sejtek csendes
eltakaritasat eredményezik valamint jelentdsen hozzajarulnak a gyulladds megsziinéséhez.
Megvizsgaltuk, vajon az apoptotikus sejtek, melyekrdl ismert, hogy gatoljak a makrofagok LPS
jelatvitelét, TGF-B fokozasa altal hasznaljak-e az mTNF-a jelatvitelt ezen a modon. Adataink azt
mutatjak, hogy az apoptotikus sejtek nem valtanak ki mTNF-a jelatviteli atvonalat makrofagokban,
mert gatoljak TNF receptoraikat.

Adataink egyiittesen azt mutatjak, hogy a TGF-B indukcidja, ami egy erés gyulladascsokkentd
citokin, fontos tényezd lehet a TNF-a-gatld molekulak terapias hatékonysdganak meghatarozasaban
kronikus gyulladasos betegségekben, mint a Crohn-betegségben. Mivel a Crohn-betegségben
szenvedd betegek, akik nem reagalnak infliximab terapiara, mind az ATF-2 és Hsp70 foszforilacioja

karosodott, akkor nagyon valdszinii, hogy ezekben a betegekben a mTNF-a jelatviteli Gtvonal gatolt.

Uj eredményként elmondhatjuk, hogy az adenozin A; receptor az adenozin Aga receptorral
ellentétesen hatva fokozza az apoptotikus sejtfelvétel soran a MIP-2 és KC kemoattraktansok
termelését, de fagocitozis soran az expresszidja eltiinik. Az mTNF-a nem vesz részt az apoptotikus

sejt altal kozvetitett gyulladas ellenes hatasban, mert az apoptotikus sejtek down-regulaljak a TNF
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receptoraikat. Az mTNF-a ut aktivalasa makrofagokban TGF-B termelédéséhez vezet. Egyes a
terapiaban hasznalt TNF-a ellenes vegyiiletek képesek az mTNF-o 0t aktivalasara, ami

hozzajarulhat ahhoz, hogy t6bb kronikus gyulladasos betegség kezelésében is hatékonyak.

Mindent dsszevetve, a jelen tanulméany az adenozin/AzR és mTNF-a jelatvitel szerepét vizsgalta a
makrofagok gyulladasi valaszainak szabalyozasaban. Eredményeink nem csak javitjak ismereteinket
a makrofag-asszocialt immmunfunkciokrol, hanem potencialis terapias célpontokat szolgalhatnak a
személyreszabott gyodgyaszatban” kiilonb6z6 autoimmun és kronikus gyulladasos betegségek

kezelésében.
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6. OSSZEFOGLALAS

A makrofagok szervezet védelmét biztositd harom f6 feladata a kovetkezd: a korokozok és a
karosodott, vagy elhalt sejtek bekebelezése és eliminalasa; antigén prezentacid és immunmodulacid
kiilonboz6 citokinek és novekedési faktorok felszabadulasan keresztiil. Az, hogy milyen mediatorok
szabadulnak fel, nagyban fligg a makrofagok altal felismert sejt tipusatol, és ez meghatarozza a

kornyez6 szovet és immunrendszer valaszait is.

Ismert, hogy az apoptotikus sejtfelvétel erds gyulladascsokkentd valaszt valt ki makrofagokban.
Korabban azt gondoltdk, hogy TGF-B az apoptotikus sejtfelvétel soran a legfontosabb, sét az
egyetlen gyulladascsokkent6 citokin, mely kozvetiti ezt a gatlo hatast. Az elmult évek eredményei
azonban cafoljak a TGF-B kizardlagos szerepét. Munkacsoportunk megallapitotta, hogy az
apoptotikus sejteknek kitett makrofagok adenozint is termelnek, amely gatolja az apoptotikus sejt
altal indukalt gyulladasi valaszt citokin fiiggé modon a makrofag adenozin A, receptorok
aktivalasan keresztiil. Jelen vizsgalatunkban kimutattuk, hogy apoptotikus sejtfelvétel soran az
adenozin Aj receptorok expressszidja csokken a makrofagok sejtfelszinén. E receptor gyulladasos
viselkedését megerésiti az a tény is, hogy hianya neutrofil kemoattraktans MIP-2 és KC csokkent
termeléséhez vezet apoptotikus sejtek bekebelezése soran. Az AgR hidnyos makrofagok csokkent
MIP-2 és KC termelése egy gyengitett apoptotikus sejt altal indukalt NO termelés kovetkezménye,
amely forditottan szabalyozodik adenozin Ays receptor/adenilat-ciklaz/protein kinaz A jelatviteli

utvonal altal.

Ez nem egyszeriien azért torténik, mert az apoptotikus sejtek nem nytjtanak gyulladési szignalokat,
sokkal inkabb aktivan beleszolnak a gyulladasi programba. Erre jo példa, hogy a makrofagok
apoptotikus sejtekkel torténd eldinkubalasa képes lenyomni az LPS (lipopoliszacharid; a Gram-
negativ baktériumok sejtfalanak egy komponense) 4ltal Toll-like receptor 4-en keresztiil indukalt
gyulladasi valaszt. Az mTNF-oa-r6l korabban kimutattdk, hogy ligandként kotddik a TNF-a
receptorokhoz, valamint receptorként is miikodik, amely reverz jelatvitelre képes az mTNF-a-
expresszalo sejtekben. Mivel a forditott mTNF-a jelatvitel, hasonléan az apoptotikus sejtekhez,
képes gatolni az LPS-indukalt gyulladasi citokin kifejez6dést, ezért teszteltiik a mTNF-a lehetséges
szerepét az apoptotikus sejt-indukalt immunszupresszioban. Azt talaltuk, hogy a még nem aktivalt
makrofagok alapszinti mTNF-a-t termelnek. Az mTNF-o fokozasa egy MKK4-fiiggd jelatviteli
utvonalat indukal, amely TGF-f termel6déshez vezet. A TGF-B1 termelése Jun kinazokon keresztiil,
mig mas TGF-B-k termelése p38 MAP kinazokon keresztiil szabalyzott. LPS hatasara tovabb
indukalodott az mTNF-a expresszidja, valamint az mTNF-a fokozdsa erésen gatolta az LPS-

indukalt gyulladasi valaszt TGF-B-fliggé médon. Az apoptdtikus sejtek azonban az immunrendszer
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csendesitéséhez nem ezt a jelatviteli utvonalat hasznaljak, mert down-regulaljadk a TNF

receptoraikat.

A legfontosabb kovetkeztetéseink, hogy az apoptétikus sejtek fagocitozisa soran a makrofagokban
beinduld gyulladas gatldo folyamatokban a TGF-B mellett az adenozinnak és receptorainak van
szerepe, mig az mTNF-a-nak nincs. Ezzel szemben az LPS-sel indukalt makrofag aktivacio

lefékezésében az mTNF-a ltal indukalt TGF-B részvétele figyelheté meg.

Mindent Osszevetve eredményeink ramutatnak az adenozin Aj receptor és mTNF-o szerepére
makrofagok altal kivaltott gyulladasi valaszok szabalyozasdban. Az ezeket a molekuldkat megcélzo
szerek - AR antagonistdk vagy mTNF-a induktorok - lehetséges terapias eszkozok lehetnek

kiilonboz6 gyulladasos betegségek kezelésében.
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