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A szdveti transzglutaminaz és az adenozin Aa receptor szerepe a makrofagok gyulladasi valaszaban

1. BEVEZETES

1.1. Az apoptétikus sejtek eltakaritasa

A programozott sejthalal — mas néven apoptdzis — esszencialis folyamat a szoveti homeosztazis
fenntartasaban, a szervek kialakulasaban és atépiilésében a fejlodés soran. Az elhalt sejtek felismeré-
sében, eltavolitasaban, valamint az antigén prezentacidban a szervezet fagocitalo sejtjei, kiilonos-

képpen a szervezet 6sszes szovetében megtalalhaté makrofagok jatszanak kiemelkedd szerepet.

Az apoptotikus sejtek gyulladdascsokkentd hatasa

Az apoptotikus programmal elhalt sejtek olyan mechanizmusokon keresztiil tiikkkek el, melyek
nemcsak hogy gatoljak a makrofagok gyulladasi és immunvalaszat, hanem egy résziik kifejezetten
gyulladascsokkentd hatast és tolerogenikus. Az apoptotikus sejtek specifikus makrofag receptorok
(pl. MerTK, integrin oyf3) altal torténé felismerése olyan korai jelatviteli valaszokat indit el
makrofagokban, melyek kozvetlen, oldékony részvétele nélkiil képesek gyulladascsokkentd
fenotipusu makrofagok megjelenését kivaltani, gyulladasos helyzetben pedig csokkenteni a Toll-like
receptorokon (TLR) keresztiil elinditott gyulladasi vélaszt. Az elmilt évtizedben szamos ilyen
kozvetlen mechanizmust azonositottak. Ezek tobbsége génexpresszids szinten befolyasolja
makrofagok citokin termelését, foként az NF-«xB jelatviteli Gt gatlasan keresztiil. Az apoptotikus
sejtfelvétel késobbi fazisaban oldékony gyulladascsokkentd mediatorok termelése indul meg, me-
lyek auto- és parakrin modon hatva indirekt gyulladasgatlé hatast fejtenek ki mind az apoptétikus
sejtekkel kapcsolatba keriilt makrofagokra, mind a kornyezé szévet sejtjeire. A fenti jelatviteli
folyamatok mellett intracellularis receptorok altal aktivalt Gtvonalak is részt vesznek az apoptotikus
sejtek gyulladascsokkentd hatasaban. Az elhald sejtek felvétele nagy mennyiségii cellularis lipidet
hoz magaval a makrofagokba, melyet a kiilonféle lipidek altal aktivalt magreceptorok (peroxiszéma
proliferator-aktivalt receptorok és liver-X receptorok) ismernek fel. A PPARB/S, PPARy és LXR
magreceptorok esetében mar bizonyitott, hogy lipid metabolizmust szabalyozé szerepiikon tul részt

vesznek az apoptotikus sejtek felvétel gyulladasos valaszanak a szabalyozasaban is.

1.2. Adenozin

Az adenozin (ADO) az endogén purinok kozé tartozo vegyiilet, mely azon tul, hogy foszfat-észterei
az energiatranszfer és a jelatvitel esszencialis elemei, fontos neurotranszmitter és gyulladascsokken-
t6 vegyiilet is. Az extracellularis ADO termelésében szamos sejttipus részt vesz: fert6zés, gyulladas,

metabolikus és hipoxias stressz soran az endothel sejtek és a neutrofilek hatalmas mennyiségii
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ADO-t bocsatanak ki. Emellett az aktivalt makrofagok ATP kibocsatasuk altal szintén fontos ADO
forrasok. Az ADO-ra adott sejtvalaszt szamottevé mértékben befolyasolja a lokalis ADO koncentra-

cio és a célsejtek sejtfelszini adenozin receptor (AR) repertoarja.

Adenozin receptorok

Az AR-k az A-tipusti G-protein-kapcsolt receptorok csaladjaba tartoznak és ADO iranti affinitasuk
alapjan négy altipusba sorolhatoak. Nagy affinitasa az Al (AsR), A2A (AzaR) és A3 (A3R) altipus,
mig alacsony affinitdsi az A2B receptor (AzgR). Az Al és A2 receptorokat eredetileg az
intracellularis cAMP szintre kifejtett hatasuk alapjan kiilonitették el: a Gi-kapcsolt A1R-k gatld, mig
a Gs-kapcsolt A2R-k aktivacios jelet kozvetitenek az adenilat ciklaz rendszer felé. A csalad legké-
s6bb azonositott tagja, az A3R szintén Gi fehérjével asszocialodik. A receptortipusok eltérd jelatvi-
teli hatasa eredményeként a kiilonféle sejtek eltérd receptorosszetétele sejt és Ossz-szervezeti szinten

is komplex szabalyozast tesz lehetové.

Az adenozin immunmoduldlo hatdsai

Az ADO és analogjai kiilonféle immun- és gyulladasos betegség (pl. endotoxikus sokk, rheumatoid
arthritis és nephritis) lefolyasara pozitiv hatast gyakorolnak, ezaltal terapias alkalmazasuk manapsag
sokrétii és szamos tovabbi haszonnal kecsegtet. Genetikai vizsgalatok azt mutattak, hogy az ADO-
AR rendszer legfontosabb gyulladascsokkent6 és immunszuppresszaléo komponense az A;aR. Meg-
hatarozd szerepét szamos tanulmany igazolja: az AaR nemcsak a monocitak/makrofagok LPS-
indukalta TNF-a és IL-12 termelését gatolja, hanem a neutrofilek migracigjat, oxidativ robbanasat
és nitrogén monoxid (NO) termelését is. Ezek a gyulladascsokkent6 hatasok féként a p38 MAPK, az
AP-1 és a NF-«xB altal medialt jelatviteli utak modositasan keresztiil valésulnak meg. Az AaR
aktivacid a gyulladasi citokin termelés gatlasa mellett indukalja a gyulladascsokkentd és
immunszuppresszal6 tulajdonsagi 1L-10-t, mely az ADO szamos pozitiv immunologiai hatasat

kozvetiti.
1.3. A szoveti transzglutaminaz

A transzglutaminazok (TG-k) a Ca*'- és tiol-fiiggé aciltranszferdzok csaladjaba tartoznak és fehérjék
kovalens kotését katalizaljadk mind intracellularisan, mind extracellularisan. Poszt-transzlacios
modositasaik altal szamos biologiai folyamatban részt vesznek (pl. jelatvitel, sejtadhézié és vandor-
las, sebgyogyulas, mineralizacio, apoptdzis). A csalad egyik tagja, a szoveti transzglutaminaz (TG2)
keresztkotd aktivitdsa mellett G-fehérje (Gp), protein diszulfid izomerdz, protein kindz és DNS

nukleaz funkcioval is rendelkezik. A TG2 f6ként citoplazmazmatikus enzim, de megtalalhato a
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sejtmagban, a mitokondriumban, a sejtfelszinen és az extracellularis matrixban (ECM) is, ahol az
extracellularis molekulakkal kapcsolatba 1épve nem csak a sejt-ECM interakcidk kialakitasaban,
hanem a citokinek hozzaférhet6ségének a szabalyozasa altal a gyulladasi folyamatok szabalyozasa-
ban is részt vesz. Ez utdbbi funkcid nélkiilozhetetlen a latens TGF-p aktivaciojahoz. Emellett a TG2
koz6s szabalyozo kort alkot a gyulladasi citokin gének szabalyozasaban kulcsszerepet jatszo NF-kB

transzkripcios faktorral is.

A TG?2 hianyanak kévetkezményei makrofagokban

A TG2 szerepe az apoptozisfiiggd fagocitdzisban a citoszkeletalis atrendez6dés szabalyozasa vala-
mint a gyulladasos és autoimmun folyamatok kivédése. Ennek megfelelden TG2 hianyaban nem
csak az apoptotikus sejtek eltakaritasa, hanem a makrofagok TGF-f és gyulladasi citokin termelése
is zavart szenved. Bar a TG2 hianyos egerek életképesek és normalis fejlédét mutatnak, 12 honapos
koruk utan SLE-szerli splenomegaliaval, autoantitestek megjelenésével, és glomerulonephritissel
tarsult autoimmun betegséget hordoznak, melyet valosziniileg az apoptdtikus sejtek tartos jelenléte
okoz. Emellett a TG2 hidnya olyan, a kronikus gyulladas talajan kialakult megbetegedések kialaku-

lasahoz is vezethet, mint példaul az atherosclerosis.

A TG2 a fagocita receptor integrin B3 és a hidképz6 molekula MFG-E8 &sszekapcsolasanak eldsegi-
tésével jarul hozza a fagocitotikus portalok kilalakulashoz az apoptotikus sejtek fagocitozisa soran.
TG2 hianyaban az apoptotikus sejtek altal indukalt B3 integrin jelatvitel zavart okoz a RhoG és Racl
aktivacidjaban, valamint ezek kovetkezményeként a citoszkeletalis atrendez6désben. A fagocitotikus
gépezet elégtelenségének kompenzalasara a TG2 hianyos makrofagokban megnovekszik mind az
integrin B3, mind a RhoG szintje, mely fokozott adhézio-indukalt integrin B3 jelatvitelt eredményez.
Az apoptotikus sejtek elégtelen felvétele mellett a TG2 hidnyos egerek csokkent szuperoxid terme-
Iéssel, viszont emelkedett neutrofil fagocitdzissal reagalnak gyulladési stimulusra. Ezzel szemben a
monocita/makrofag rendszer altal kozvetitett gyulladasi valaszok — mint példaul a gyulladasi

citokinek kibocsatasa — kifejezettebbek TG2 hianyos egerekben, mint a vad tipustiakban.

1.4. A patogének makrofagok altali felismerése

A patogének elleni védelemben fontos szerepet jatszanak a szoveti makrofagok és a dendritikus
sejtek patogén-asszocialt molekularis mintazat (PAMP) felismerésére alkalmas ,,pattern recognition
receptortai” (PRR). A PPR-k kozé tartoznak a Toll-like receptorok (TLR-k), lektinek, scavenger
receptorok és az integrinek. Koziiliik a TLR-k jatszanak a legmeghatarozobb szerepet a nem specifi-

kus immunrendszer aktivalasaban.
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A TLR4 és jelatviteli rendszere

A TLR4 egy Gram-negativ bakterialis sejtfalkomponens, a lipopoliszaccharid (LPS) felismeréséért
felelds receptorkomplexet foglal magaba. A hatékony TLR4-medialt sejtaktivaciohoz a specifikus
felismerésen til a receptorkomplex kiilonbozé tagjai (LBP, CD14, MD-2, TLR4) kozotti fehérje-

fehérje kolcsonhatas is elengedhetetlen.

A TLR4 ligandkétés hatasara Toll-interleukin-1 receptor doménen (TIR) keresztiil 6sszekapcsolodik
adapter molekulajaval, a Myd88-al, melynek feladata a receptor Gsszekotése az jelatviteli ut tovabbi
elemeivel. A MyD88-fiiggé jelatvitel két transzkripcios faktor — aktivator protein 1 (AP-1) és a
nuklearis faktor-kB (NF-«kB) — kézremiikddésén keresztiil vezet a gyulladasi citokinek termeléséhez.
Az NF-kB nyugvo sejtekben egy gatlo alegységet, az IkBa-t koti. Meghatarozott extra- vagy
intracellularis jel esetén — mint példaul a TLR4 aktivacié — az IkB-kinaz komplex aktivalodik, és
foszforilalja az IkBa-t. A foszforilacio eredményeként az IkBa lebomlik, az NF-«xB pedig felszaba-
dul és a sejtmagba vandorol, ahol célgénjeinek promoéteréhez kotédve azok atirasat serkenti. Ilyen
gének példaul a gyulladasi citokin interleukin-1 és -6 (IL-1, IL-6), a tumor nekrozis faktor o (TNF-
a), az adhézios molekulak és az akut fazis fehérjék. Tobb tanulmany is megerésiti egy masik,
Myd88-fiiggetlen Gitvonal 1étezését, alternativ adapter molekulakon (TRAM, TRIF) keresztiil IRF3
¢és IRF7 (interferon szabalyozo tarnszkripcios faktor 3/7) aktivaciot, valamint lassa NF-xB aktivaciot
indit be.
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2. CELKITUZESEK

Korabbi vizsgalatainkbol ismert volt, hogy TG2 hidnyaban egyrészt zavart az apoptotikus sejtek
eltakaritasa, masrészt a makrofagok fokozott gyulladasi citokin termeléssel reagalnak gyulladaskeltd
stimulusokra. Mivel az apoptotikus sejtfelvétel gyulladascsokkenté hatasaban és az LPS altal indu-
kalt gyulladasi valasz fékentartasaban fontos szerepet jatszo TGF-B aktivacidja TG2 hianyaban
elmarad, ezért kézenfekvo az a feltételezés, miszerint TG2 hianyos makrofagokban az aktiv TGF-
hianya és a fokozott gyulladasi citokin termelés kozott ok-okozati Osszefiiggés van. Munkank soran

ezt a hipotézis kivantuk megvizsgalni. Konkrét kérdéseink a kovetkezok voltak:

1. Az aktiv TGF-f hianya felelds-e a megemelkedett gyulladasi citokin termeléséért TG2-t

nem expresszalo makrofagokban?

2. Ha nem, akkor milyen egyéb, TGF-B-tol fiiggetlen abnormalitasokra vezethetd vissza a

TG2 hianyos makrofagok fokozott gyulladasi valasza?

TG2 makrofagokon végzett eldzetes kisérleteink megkérdéjelezték a TGF-B kozponti és kizardlagos
szerepét az apoptotikus sejtek gyulladascsokkentd hatdsaban, ezért potencialis résztvevok utan

kutattunk. gy keriilt latoteriinkbe az ADO, mellyel kapcsolatban az alabbi kérdéseink meriiltek fel:

1. Szerepet jatszhat-e az ADO oldékony, gyulladascsokkentd szignalt kozvetité vegyiilet-

ként az apoptotikus sejtfelvétel soran?

2. Ha igen, akkor a foként gyulladascsokkentd jelet kozvetité AsaR stimulacion keresztiil

fejti ki a hatasat?
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok

Munkank soran 3 hénapos vad tipusi (C57B/6 és FVB), A;aR hianyos (FVB alapon) TG2 hianyos
(C57B/6 alapon), PPARS hianyos (129 SvJ alapon) és LXR hianyos (C57BI/6x129Sv kevert alapon)
egereket hasznaltunk. Minden kisérlet a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga
(DEMAB) engedélyével tortént.

Makrofagok izolalasa és tenyésztése

A makrofagokat steril fiziologias sooldattal torténd hasiiregi mosassal nyertiik, majd 2 napon keresz-
tiil RPMI médiumban (10% FBS, 100 U/ml penicillin/streptomycin, 2 mM L-glutamin, 1 mM Na-
piruvat, 50 uM 2-merkaptoetanol) termosztatban (37°C, 5% CO,) tenyésztettiik. A le nem tapadt
sejteket az izolalas utan 3-4 6raval, majd naponta lemostuk. Csontvel6i sejtekbdl differencialtatott
makrofagok esetében a sejteket vad tipusu és PPARS knock out egerek combcsontjabol izolalt
csontvel6bdl nyertiink ki, majd DMEM tapfolyadékban (10% FBS, 100 U/ml penicil-
lin/streptomycin, 2 mM L-glutamin, 1 mM Na-piruvat, 50 pM 2-merkaptoetanol) GM-CSF jelenlét-
ében (10% 1929 fibroblaszt sejtfeliilusz6) termosztatban 10 napon keresztiil tenyésztettiik. A le nem
tapadt sejteket a negyedik napot kovet6en naponta lemostuk.

Adenoviralis génbevitel

Olyan rekombinans, replikacio-deficiens adenoviralis vektorokat termeltiink (AdEasy XL system,
Agilent Technologies) melyek LacZ-t, vad tipusu TG2-t vagy kiilonboz6 TG2 mutansokat (szekré-
cid-deficiens mutans, guanin nukleotid koté mutans, keresztkoté mutans) kodoltak. A virustiterek
293T sejtekent tortént meghatarozasa utan a virusokkal makrofagokat fertéztiink. A LacZ

expressziojat X-gal festéssel, a TG2 szintjeit pedig Western blottal hataroztuk meg.

Apoptézis indukeid in vitro

Az apoptotikus targetsejtként hasznalt timocitdkat 4 hetes vad tipust egerek timuszabol izolaltuk..
Az apoptozist 24 oras, szérummentes RPMI médiumban (100 U/ml penicillin/streptomycin ) torténd
tenyésztéssel értiik el. NB4 promielocitas leukémia sejtek esetében korabbi tanulmanyok alapjan
As,03-kezeléssel (10 puM, 12 o6ra) indukaltunk apoptézist. FACS analizis (AnnexinV-
FITC/propidium-jodid) alapjan mindkét modszer esetében az apoptotikus sejtek aranya meghaladta
a 80%-t a sejtkulturakban. Az apoptotikus sejteket minden kisérlet soran 10x feleslegben adtuk a

makrofagokhoz.
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A makrofigok adenozin termelésének meghatirozasa

AzaR™ hasiiregi makrofagokat apoptotikus sejtekkel inkubaltunk 2 6ran keresztiil. Egyes kisérletek
esetében a makrofagokat cytochalasin D-vel eldkezeltikk (50 mM). Az apoptétikus sejteket a 2 ora
leteltével lemostuk, a makrofagokat pedig tovabbi 5 oran keresztiil inkubaltuk friss médiumban. Az
inkubéciot kovetben a sejtfeliiliszokat Gsszegyjtottiik, fehérjementesitettiik (0.6 N HCIO,) majd az
ADO meghatarozasig -80°C-on tartottuk. Az ADO mennyiségének meghatarozasa reverz fazisu
HPLC technikéval tortént.

A makrofagok sejtfelszini AR, CD14 és TLR4 szintjeinek meghatarozasa

A2aR™ s AsaR™ hasiiregi makrofagokat apoptotikus sejtekkel kezeltiink 1 6rédn keresztiil. Bizo-
nyos kisérletek soran a makrofagokat Actinomycin D-vel (5 pg/ml) vagy cikloheximiddel (0.1
pg/ml) 30 percig el8inkubaltuk. CD14 és TLR4 kimutatds esetében TG2"* és TG2™ hasiiregi
makrofagokat 200 ng/ml LPS-sel kezeltiink. Az apoptotikus sejteket és az LPS-t 1 ora elteltével
lemostuk, a makrofagokat pedig tovabbi 5 6ran keresztiil inkubaltuk friss médiumban. A PPARS és
az LXR AzaR-t indukal6 hatasanak vizsgalatakor A aR* hasiiregi makrofagokat emelkedd koncent-
racioji LXR agonista 22-R(OH)-koleszterollal (Sigma Aldrich) vagy PPARS agonista GW501516-
tal (Glaxo Smith Kline) kezeltiik 3 6ran 4t. Az inkubacids id6k letelte utan a sejteket mostuk, Gssze-
gylijtottiik majd blokkoltuk (50% FBS, 45 perc). A sejtfelszini receptorokat anti-egér-A,aR antitest-
tel jeloltiik, majd FITC-konjugalt masodlagos antitestekkel detektaltuk. A CD14 és a TLR4 esetében
a jelolés és a detektalas egy 1épésben tortént anti-CD14-FITC és anti-TLR4-FITC antitestek segitsé-
gével. Kontrollként izotipusazonos immunoglobulinokat hasznaltunk minden kisérlet soran. A jelolt
sejtek analizise FACSCalibur késziiléken (BD Biosciences), az adatok kiértékelése pedig WinMDI

2.9 programmal tortént.

A makrofagok génexpresszios valtozasainak meghatarozasa

Vad tipusti és AgaR™™ hasiiregi illetve vad tipusi, LXR™™ és PPARS™" csontveldi makrofagokat
kiilsnféle target sejtekkel (apoptotikus/élé/anti-CD3-mal elékezelt 616 timocitak), valamint TG2**
és TG2™ hasiiregi makrofagokat 200 ng/ml vagy LPS-sel kezeltiink 1 6ran 4t. Az inkubacié utan a
target sejteket és az LPS-t lemostuk, a makrofagokbdl pedig tovabbi 2 6ran at inkubaltuk friss
médiumban. Az inkubaci6 eltelte utan TRI-reagenssel total RNS-t izolaltunk. Az MRNS cDNS-sé¢
torténd atirasahoz High Capacity cDNA RT Kitet (Applied Biosystems) hasznaltunk, a reverz
transzkripciot pedig ABI 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) késziiléken futtattuk. A
génexpresszios valtozasok detektalasa valds idejii kvantitativ PCR technikdval tortént, melyhez

génspecifikus FAM-MGB-jelolt primereket és probakat tartalmazo oligomixeket (TagMan Gene
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Expression Assay-k, Applied Biosystems) hasznaltunk. A mintakat ABI Prism 7900 (Applied
Biosystems) platformon futtatuk triplikdtumokban. Az adatok kiértékelése SDS 2.1 programmal
(Applied Biosystems) tortént. A génexpresszios szinteket komparativ CT (ddCT) modszerrel hata-

roztuk meg, melyhez normalizalo génként ciklofilin D-t hasznaltuk.

A makrofagok citokintermelésének meghatarozasa

Vad tipust és AgaR™™ makrofagokat apoptotikus sejtekkel inkubaltunk, egyes kisérletekben AsaR-az
specifikus agonista CGS21680 (10 nM) vagy az A;aR-specifikus antagonista SCH442416 (10 nM)
jelenlétében is. Az apoptétikus sejteket 1 ora fagocitozis utdn lemostuk, a makrofagokat pedig
tovabbi 5 o6ran keresztiil inkubaltuk friss médiumban a CGS21680 ¢s a SCH442416 visszapotlasa
mellett. Az inkubacios id6 letelte utan a sejtfeliiliszokat Osszegytijtottilk, majd egér citokin array
(Proteome Profiler Mouse Cytokine Array Kit, R&D Systems) vagy ELISA kitek (Quantikine
ELISA Kitek, R&D Systems) felhasznalasaval analizaltuk a gyartd altal mellékelt protokollok

szerint.

A TNF-a mRNS stabilitAsinak meghatirozasa

Vad tipust é TG2 " hasiiregi makrofagokat LPS-sel (200 ng/ml) 1 6ran keresztiil eléinkubaltunk,
majd a tovabbi transzkripciot Actinomycin D adasaval (1 pg/ml) leéllitottuk. A total RNS-t kiilon-
boz6 inkubacios id6k utan nyertiik ki. A TNF-o mRNS szintjeinek meghatarozasa a fentebb leirtak

szerint tortént.

Vad tipusu és AaR hidnyos makrofagok fagocitézisanak vizsgalata

A A;R™ & AR makrofagokat egy éjszakan keresztil CMTMR  (5-,6-)-(((4-
klorometil)benzoil)amino) tetrametilrodamin; 10 pM), festékkel, az apoptdtikus timocitakat pedig
CFDA (6-karboxi-3,6-diacetilfluorescein; 6 pM) festékkel jeloltik. A makrofagokat és az
apoptotikus sejteket 1 oOran keresztiil egyiittesen inkubaltunk, majd 1 ora fagocitozis utdn az
apoptotikus timocitakat lemostuk. Kontrollként 4°C-on fagocitalo makrofagokat hasznaltunk. Mo-
sast kovetGen a sejteket aramlasi citometridval analizaltuk a korabbi részben leirtak szerint. Az
apoptotikus sejtek makrofagokban torténé megjelenitéséhez 30 perc fagocitozis utan gyijtottiik be a
makrofagokat, melyeket ezutan mostunk, fixaltunk (etanol/aceton 1:1 keveréke; 10 perc), majd
Olympus FV1000 konfokalis lézer szkenneld mikroszkopon vizsgaltunk. Minden meghatarozas

soran 500 makrofag esetében szamoltuk le a felvett apoptotikus sejtek szamat.

A makrofagok nitrogén monoxid kibocsatasanak vizsgalata

Vad tipusii és AsaR™™ makrofagokat apoptotikus sejtekkel inkubaltunk, melyeket 1 6ra fagocitozis
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utan lemostuk. A makrofagokat tovabbi 1 éran keresztiil inkubaltuk friss médiumban, majd a sejt-
standard-sorbdl technikai triplikatumokat készitettiink a meghatarozashoz. Az abszorbanciat 550

nm-en mértiik és kalibracios gorbe segitségével allapitottuk meg a mintak nitrit tartalmat.

In vivo neutrofil migraciés vizsgalat

AosR™ s AsaR™™ egereknél steril peritonitist idéztink elé 2 ml 4% tioglikolat intraperitonealis
beinjektalasaval. Négy nappal késébb az egereket apoptotikus sejtekkel (2x106 apoptotikus sejt/2 ml
steril fizioldgias sooldat), illetve kontrollként steril fizioldgias sdoldattal Gjraoltottuk. Egyes esetek-
ben az apoptotikus sejtekhez anti-MIP-2 antitestet, anti-KC antitestet, valamint izotipusazonos
kontroll antitesteket is adtunk. A kezelések utan 3 6raval a kordbban leirt modszerrel kinyertiik a
hasiiregi sejteket és a mosofolyadékot. A sejtpopulaciokat aralmasi citometrias analizissel vizsgal-
tuk, melyhez neutrofil specifikus Gr-1-FITC (Ly-6G és LY-6C, BD Pharmingen) monoklonalis
antitestet, kontrollként megfeleld izotipusti IgG-t (V450 patkany IgG2bk, BD Pharmingen) hasznal-
tunk. A jelolést a korabbi részben leirtak szerint végeztikk. A hasiiregi mosofolyadék MIP-2 és KC
tartalmat ELISA modszerrel hataroztuk meg.

Western blot

LPS kezel (200 ng/ml) TG2*"* és TG2 ™" hasiiregi makrofagokhoz eltér$ inkubacios idét kivetden 2x
Laemmli puffert adtunk, majd felforraltuk a mintakat. A fehérjék elvalasztasa SDS PAGE gélen,
detektalasuk pedig PVDF membranon tortént anti-IkKfa, anti-cSrc, anti-phospho(Tyr416)-Src, anti-

integrin P, anti-phospho-(Tyr*™

) integrin Ps, anti-TG2 és anti-p-actin antitestek felhasznalasaval.
Egyes kisérletekben a makrofagokat szolubilis vitronektinnel (1pg/ml, 30 perc) vagy Src specifikus

kinaz inhibitor PP2-vel (24 6ra, 2 uM; Tocris) kezeltitk az LPS kezelést megel6zden.

TG2""" &s TG2™" hasiiregi makrofagokat LPS-selkezeltiik (200 ng/ml) 30, 60 és 120 percen keresz-
til. Ezt kovetéen a sejtekbdl sejtmagot izolaltunk (Nuclei EZ Kit, Sigma Aldrich) a gyarto altal
mellékelt protokollok szerint. Az NF-xB p65 alegységének magi szintjét TransAM p65 Kit (Active

Motif) segitségéve, gyarto altal mellékelt hasznalati utasitas 1épései szerint mataroztuk meg.

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

(p<0.05), citokin array esetében pedig ANOVA tesztet hasznaltunk (p<0.05).
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4, EREDMENYEK

4.1. AZ INTEGRIN 0,8-MEDALT SRC JELATVITEL ZAVARA TG2 HIANYOS
MAKROFAGOKBAN FOKOZOTT GYULLADASI VALASZT OKOZ

TG2 hidnyaban kifejezettebb a makrofagok LPS-indukalta gyulladasi citokin termelése

Munkank elsé lépéseként ELISA technikdval meghataroztuk a vad tipusu hasiiregi makrofagok
gyulladasi citokin termelésének kinetikajat és azt talaltuk, hogy az LPS-indukalta IL-6 és TNF-a
termelés 6 oraval a kezelést kovetden tetézik, majd valtozatlan marad az azt kovetd 20 oraban. Mig
IL-6 esetében az indukcio csak a kezelést kovetd els6 ora utan mutathato ki, addig a TNF-a mar az
LPS adasat kovetd elsé ora soran is jelentds mennyiségben van jelen a sejtfeliiluszokban. Ez azt
mutatja, hogy a makrofagban TNF-a tarolodik, mely LPS-stimulacié hatasara kivalasztasra kerdl.
Bar TG2 hianyaban az IL-6 és TNF-ao termelés fent leirt kinetikaja nem valtozott, a makrofagok altal
termelt citokinek szintje minden idépontban meghaladta a vad tipust sejtekben detektaltakat. A TG2

hianya tehat LPS iranti fokozott érzékenységéhez vezet makrofagokban.

A TG2 hidanyos makrofagok fokozott gyulladasi citokin termelése nincs osszefiiggésben az

aktiv TGF-$ hianyaval

Mivel a TG2 sziikséges a latens TGF-B aktivalasdhoz, valamint a TGF- nem csak apoptotikus
sejtfelvétel, hanem a TLR4 stimulaciot kovetd gyulladasi valaszban is Kifejti immunszuppresszald
hatasat, a kovetkezOekben azt vizsgaltuk, hogy van-e Osszefliggés a TG2 hianyos makrofagok
fokozott gyulladasi valasza, és a TGF-B aktivaciéjanak defektusa kozott. Azt talaltuk, hogy TG2™~
makrofagok valoban nem termelnek kimutathaté mennyiségii aktiv TGF-B-t. Mivel sem neutralizalo
anti-TGF-B antitest, sem rekombinans TGF-f addsa nem befolyasolta makrofagok LPS kezelést
kovetd korai gyulladési citokin termelést, gy gondoljuk, hogy a TGF-B nem jatszik szerepet a
makrofagok korai gyulladasi valaszaban, illetve hogy nem az aktiv TGF-f hianya felelés az LPS-
kezelt TG2 ™ makrofagok megemelkedett IL-6 és TNF-a termeléséért.

TG2 hianyaban csokkent a makrofagok nyugalmi IxBa szintje

Emldsokben az LPS molekula felismerében kulcsszerepet tolt be a TLR4 és koreceptora a CD14.
Annak kideritésére, hogy vajon az LPS-érzékeld receptorok megvaltozott szintje all-e a TG2 hia-

nyos makrofagok fokozott gyulladasi valaszanak hatterében, aramlasi citometraval meghataroztuk
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mind a TLR4, mind a CD14 felszini kifejez6dését vad tipusti és TG2 ™'~ makrofagokban. Eredménye-
ink azt mutatjak, hogy egyik receptor szintjét sem befolyasolja a TG2 hianya, tehat nem a LPS
felismeréséért felelds mechanizmusok defektusa all a TG2 makrofagok LPS iranti fokozott érzé-

kenységének hatterében.

A gyulladasi citokin termelés szabalyozasa sokrétli és szamos jelatviteli szinten kontrollalt folyamat.
Mivel a szabalyozas elsé 1épcsdje a génszinten valosul meg, ezért kovetkezd 1épésben RT-gPCR
modszerrel meghataroztuk a két, altalunk vizsgalt citokin MRNS-ének nyugalmi és LPS adasat
kovetd szintjét. A véartnak megfeleléen kezeletlen makrofagokban egyik citokin mRNS-e sem volt
kimutathato, LPS jelenlétében pedig mind az IL-6, mind a TNF-o génje indukalodott. TG2 hianyos
makrofagokban azonban az indukcié mértéke TNF-a esetében duplaja, IL-6 esetében pedig mintegy
négyszerese volt a vad tipust sejtekben mértekhez képest. Annak eldontésére, hogy az altalunk
tapasztalt kiilonbségeket eltér6 génkifejez6dés vagy megvaltozott mRNS stabilitas kovetkezményei-
e, megismételtiik a kisérletet transzkripcios gatloszer (Actinomycin D) jelenlétében és kovettiik a
TNF-a mRNS szintjében bekovetkezé csokkenést. A TNF-a transzkriptumok degradacidja azonos
kinetikat mutatott a vad tipusu és a TG2 hianyos makrofagokban. Osszességében tahat a TG2 nem
atirodasa. Mivel az LPS gyulladasi citokin termelést indukalo hatdsaban meghatarozo szerepet tolt
be az NF-kB transzkripcios faktor aktivacioja, illetve az NF-kB tvonal mitkodéséhez elengedhetet-
len az IkBa negativ szabalyozo alegység proteolitikus lebomlasa, ezért LPS adasat kovetéen megha-
taroztuk a TG2"* és TG2" makrofagok IkBa szintjeit. Az IxBa lebomlésa azonos kinetikat
muatatott TG2 jelenlétében és hianyaban, viszont az IkBo nyugalmi szintje szignifikansan alacso-

nyabb volt TG2™ makrofigokban a vad tipustiakhoz képest.

A gatld IkBo proteaszomalis lebomlasat koveten a p50 (NF-kB1) és p65(RelA) alegységekbdl allo
NF-kB dimer szabadda valik és a sejtmagba vandorolva célgénjeinek (pl. IL-6, TNF-o) atirodasat
inditja el. A két alegység koziil a p65 esszencidlis az indukcid 1étrejottéhez. Kovetkezd 1épésként
p65 kit). Az alacsony nyugalmi IkBa szinttel parhuzamosan TG2 hianyos makrofagok alap és LPS-
indukalta sejtmagi p65 szintje a vad tipusiakénal magasab volt. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a
TG2 hidnya egy, az IkBa szabalyozasédban szerepet jatszo jelatviteli 0t befolyasolasan keresztiil hat

a makrofagok gyulladasi citokin termelésére.
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A sejtfelszini TG2 csokkenti a TG2 hianyos makrofagok fokozott LPS-érzékenységét

Koréabbi tanulmanyok mar igazoltak az NF-kB és a TG2 kozotti kapesolatot; LPS-kezelt mikroglia
sejtekben példaul a TG2 egy ujonnan feltart jelatviteli uton keresztiil képes aktivalni az NF-kB-t.
Ebben a szerepében a TG2 fehérje polimerizaciot katalizalo hatasa a dominans. Masrészrél, a TG2
fokozott kifejez6dése az integrin jelatvitelen keresztiil hatva erdsiti az NF-xB aktivaciojat rakos
sejtekben. Ha ezek a mechanizmusok makrofagokban is 1éteznek, akkor a TG2 hidnya nem fokozott,
hanem éppen ellenkezéleg, csokkent LPS-valaszt eredményezne. Annak kideritésére, hogy melyik
TG2 funkcio sziikséges az LPS altal kivaltott gyulladasi citokin termelés fékentartasahoz,
adenoviralis rendszert felhasznalasaval olyan TG2 mutans konstruktokat jutattunk be makrofagokba,
melyek egy-egy adott TG2 funkciora nézve defektust hordoztak. A mutansok a kovetkezdk voltak:
keresztkotd mutans (TG2-X: Cys®” — Ser csere); két guanin nukleotid koté mutans (TG2-G1:
Lys'? — Asn és Phe'”™ — Asp csere; TG2-G2: GIu®® — Gln és Arg®™ — Glu csere), és a szekréci-
6s mutans (TG2-S: Tyr** — Ala csere). A makrofagok IL-6 termelésére kifejtett hatasokat vizsgal-
va azt talaltuk, hogy csak a vad tipusu és a keresztk6td mutansok bejuttatasaval volt teljes mértékben
visszafordithato a makrofagok fokozott LPS-érzékenysége, a szekrécios és a két nukleotid kotd
mutans hatastalannak bizonyult. Ezek a kisérletek azt bizonyitjak, hogy a sejtfelszini TG2 negativ
modon befolyasolja az LPS-indukalt gyulladasi citokin termelést, illetve hogy ez a szabalyozas
fiiggetlen a TG2 keresztk6td aktivitasatol. Az eredmények masrészt megerdsitik azokat a korabbi
eredményeinket, mely szerint nem a TGF-f aktivacié elmaradasa —melyhez a TG2 keresztkotod
funkcidja elengedhetetlen- felelés a TG2 hidnyos makrofagok fokozott LPS-indukalta gyulladasi

citokin termeléséért.

A megvaltozott integrin avp3 jelatvitel felelés az LPS-indukalta gyulladasi citokin termelés

felerésodéséért TG2 hidynos makrofagokban

A sejtfelszini TG2 integrinkétd koreceptorként csokkenti az Src tirozin kindzok aktivitasat. Ismert
tovabba, hogy az integrin a,fs (ITGa,Bs) stimulacidja az Src/NF-xB jelatviteli Gton hatva indukal-
hatja a gyulladasi citokinek termelését. Ezek alapjan megvizsgaltuk annak a lehet6ségét, hogy nem
az ITGa, s jelatvitelben tortént zavar al-el a TG2 hianyos makrofagok esetében tapasztalt megvalto-
zott IkBo és magi NF-xkB p65 szintek, illetve a fokozott gyulladasi citokin termelés hatterében. Az
ITGoyBs jelatvitel szolubilis vitronektinnel torténd gatlisa mRNS szinten csokkentette a TG2 ™'
makrofagok LPS-indukalta gyulladasi citokin termelést, mely azt mutatja, hogy az ITGa, B3 jelatvitel

meghatarozo szereppel bir a TG2™~ makrofagok LPS iranti tulzott érzékenységében.
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Erdekes modon vad tipusu sejtekben a vitronektin kezelés ellentétes hatast valtott ki, mind az IL-6,
mind a TNF-a szintje megemelkedett az ITGof3 gatlasakor. Ezzel parhuzamosan az LPS-indukalta
IkBa degradacio TG2** sejtekben fokozodott, mig TG2 ™~ makrofagokban mérséklédott vitronektin
kezelés hatasara. Mivel ismert, hogy a sejtfelszini TG2 keresztkotheti a szolubilis vitronektint,
valamint a keresztk6tott vitronektin gatlas helyett aktivalja az ITGaoyfBs jelatvitelt, ezért vad tipusa
sejteken megismételtiik a vitronektines kisérletet nem penetralé TG2 inhibitor (R294) jelenlétében,
mely a TG2 keresztkoto aktivitasat — ezaltal a keresztkotott vitronektin képzodését is — gatolja. Az
inhibitor hozzdadasa azonban nem befolyasolta a korabbi eredményeket, tehat kizarhattuk a kereszt-
kotott vitronektin altal kozvetitett reverz hatast rendszeriinkben. Ezek a megfigyelések Osszességé-
ben arra utalnak, hogy vad tipusi makrofagokban a ligand-aktivalt ITGowfs jelatvitel nem jatszik
dontd szerepet az LPS-indukalt gyulladasi citokin termelés szabalyozasaban, TG2 hianyos sejtekben

viszont jelentds mértékben fokozza azt.

Az integrin o,fs-mediilt Src tirozin kindz aktivacio TG2 hidnyaban megfigyelt fokozodasa
felerésodott NF-kB jelatvitelt eredményez makrofagokban

Kovetkezé 1épésként a TG2 hianyos makrofagok Src tirozin kinaz (SFK) aktivitasat tanulmanyoz-
tuk. ban. Az SFK-k erésen konzervéalddott alosszterikus enzimek, melyek egyrészt fontos tagjai az
integrin jelatviteli utnak, masrészt szerepet jatszanak az LPS jelatvitel szabalyozasaban. Mivel 416-
os pozicidban 1év6 tirozin oldallancuk foszforilacioja kulcsfontossagu 1épés aktivacidjuk soran, ezért
kisérleteink az Src Tyr*® foszforilacios allapotanak vizsgalatara iranyultak. Mig az Src alapszint
tekintetében nem tapasztaltunk kiilsnbséget TG2** és TG2”" makrofagok kozott, addig a Tyr*®
foszforilaltsagi szintje szignifikansan magasabb volt TG2~ makrofagokban a vad tipustiakhoz
képest. Az irodalmi adatoknak megfeleléen LPS kezelés hatasara mindkét makrofagtipusban meg-

emelkedett a foszforilalt Src mennyisége.

™7 s Tyr™ oldallancai potencialis Src szubsztratként

Az ITGPs intracellularis doménjének Tyr
fontos szerepet toltenek be az ITGaPs jelatvitelben. Mivel a Tyr’* foszforilacidja nemcsak a
ligandkotéshez, hanem az intracellularis jeltovabbitashoz is elengedhetetlen 1épés, ez a kitiintetett
oldallanc fontos szerepet jatszik az integrinek altal medialt ,,outside in” és az ,,inside out” jelatvitel-
ben. A makrofigok ITGowBs Tyr' foszforilaltsagi allapotanak vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy
mig vad tipust sejtekben kis mértékii a Tyr’* foszforilaltsaga, addig TG2™~ makrofagokban magas
szintet mutat. Emellet — korabbi megfigyeléseinket megerdsitve — azt talaltuk, hogy a TG2 hianyat —
és egyben a fagocitdzis zavarat is — a makrofagok megnovekedett a sejtfelszini ITGowfs szinttel

kompenzaljak. Az ITGB3 magas sejtfelszini expresszidja és foszforilaltsagi allapota egyiittesen
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fokozott ITGB3 aktivaciot eredményez TG2 hianyos makrofagokban. Mivel az ITGP; és az SFK-k
foszforilacidja reciprok folyamatok, az ITGo.fs szolubilis vitronektinnel torténd blokkolasa csok-
kentette az Src foszforilaltsagat, az Src specifikus gatlasa [PP2 inhibitor: 4-amino-5-(4-klorofenil)-

7-(t-butil)pirazolo[3,4-d]pirimidine)] pedig a foszfo- ITGa,f; szintjét mérsékelte.

Ezutén azt probaltuk kideriteni, hogy vajon van-e sszefiiggés a TG2™ makrofagok fokozott Src
aktivitasa és csokkent IxBa alapszintje kozott. Az Src gatlasa egyrészt lassitotta TG2"* és TG2™~
makrofagokban az IkBa LPS kezelést kovetd lebomlasat, méasrészt kiegyenlitette a TG2™ és TG2 ™
IxBa szinteket mind nyugvo, mind LPS-stimulalt makrofagokban. Az eredményeink tehat megerdsi-
tik korabbi feltevésiinket, mely szerint a TG2~~ makrofagok IxBa szintjének csokkenéséért a felers-
s6dott Sre aktivitas a felelés. A TG2"* és TG2™™ makrofagok IL-6 és TNF-o génexpresszidja az
IkBa szintekkel parhuzamosan mozgott: PP2 jelenlétében mindkét gén atirasa azonos szintre csok-

kent le.

Osszességében eredményeink azt bizonyitjak, hogy a TG2 hianyos makrofigok LPS iranti fo-
kozott érzékenységének kialakulasaban dontd szerepet jatszik Src tirozin kinazok ITGavp3 altali

fokozott aktivalasa.

4.2. AZ ADENOZIN ES AZ Aj;s RECEPTOR SZEREPE AZ APOPTOTIKUS SEJTFELVETEL
GYULLADASCSOKKENTO HATASABAN

Apoptotikus sejtek felvétele adenozin felszabaduldst és A,s receptor indukciét valt ki

makrofagokban

Tanulmanyunk elején az elsé és legfontosabb kérdés az apoptotikus sejtekkel kezelt makrofagok
potencialis ADO termelésének vizsgalata volt. Vad tipus primer hasiiregi makrofagok sejtfeliil-
uszbiban apoptotikus sejtekkel vald kezelést kovetéen kimutathatd volt az ADO, mennyisége pedig
az Ao receptor altipus affinitdsi tartomanyaba esett. Kontroll médium, valamint kezeletlen
makrofagok és apoptotikus timocitak sejtfeliilszibant az ADO nem volt kimutathato. Az ADO
felszabadulas fliggetlennek bizonyult az alkalmazott apoptotikus sejt tipusatol: mind apoptotikus
timocitakkal, mind apoptotikus neutrofil-szertt NB4 sejtekkel kivalthato volt. Annak eldontésére,
hogy az apoptdtikus sejt—makrofag kontaktus hatasara (,tether and tickle”), vagy az apoptotikus
sejtek felvételekor aktivalodott jelatviteli utak inditjak el az ADO kibocsatast, a kisérletet megismé-

teltik gatolt fagocitozisu (citokalazin D-elékezelt) makrofagokkal is és azt talaltuk, hogy az
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apoptotikus sejtek felvételekor keletkezd szignal(ok) felelések a makrofagok ADO kibocsatasanak

kivaltasaért.

Az apoptotikus sejtfelvétel a makrofagokban az ADO kibocsatas mellett megnovekedett sejfelszini
AuaR szintet is kivaltott. A megndvekedett AzaR szinttel kapcsolatban harom fontos megfigyelést
tettiink: 1) az AzaR indukcid génszinten valosul meg, 2) az AxaR szint megemelkedése fagocitdzis-
fliggd és nem igényli a ,klasszikus” PS-alapu felismerd mechanizmusokat, 3) az A,aR szint megno-
velése specifikus az apoptotikus sejtek felvételére, €16, nekrotikus vagy antitesttel burkolt sejtekkel

nem volt kivalthato.

Az apoptotikus sejtek fagocitozisa és degradacidja nagy mennyiségli cellularis lipidet hoz a
makrofagokba, ezért a fentick mellet vizsgaltuk két, az apoptotikus sejtek felvételét és azok gyulla-
dascsokkent6 hatasat fokozo lipid-szenzor, a PPARS és az LXR magreceptorok lehetséges, AaR
szintet befolyasold hatasat is. Mind a természetes LXR ligand (22-(R)OH-koleszterol), mind a
szintetikus PPARS agonista (GW501516) adasa génszinten indukalta az A,aR-t a makrofagokban,
tehat a két magreceptor valosziniileg szerepet jatszik az A,aR szint szabalyozasaban. Az alkalmazott
agonistak nem specifikus hatasainak kikiiszobolésének, illetve részvételilk megerdsitésének céljabol
LXR hianyos és PPARS knock out makrofagokban is megvizsgaltuk az apoptotikus sejtek AaR
expressziora kifejtett hatasat. Mig PPARS hianyéaban ,.eltlint” az apoptotikus sejtek AaR-t indukalo
hatasa, addig érdekes modon sem LXR™ sem LXR™ makrofagokban nem volt kimutathat6 az
apoptotikus sejtek A,aR-t emeld hatasa. Ez idaig nem sikeriilt magyarazatot talalnunk a kiilonb6z6
egértorzsekbdl szarmazd makrofagok eltérd viselkedésére. Ennek ellenére megallapithatjuk, hogy a
lipid-érzékel magreceptorok részt vesznek az apoptotikus sejtek sejtfelszini ApaR-t emel6 hatasa-

ban.

Aza receptor hianyaban megvaltozik makrofagok apoptotikus sejtekre adott gyulladasi citokin

termelése

Munkank kévetkezé szakaszaban azt vizsgaltuk, hogy az A;aR hidnyaban valtozik-e makrofagok
citokin profilja. Negyven citokin egyidejii, nagy érzékenységli meghatarozasaval (Proteome Profiler
Mouse Cytokine Array) kimutattuk, hogy az A;aR hianya nem befolyasolja jelentds mértékben a
nyugalomban 1évé makrofagok citokin termelését, apoptotikus sejteket felvevd makrofagokban

viszont hatssal van egyes citokinek szintjére.
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Az AsaR™ makrofagok citokin profiljahoz képest kilenc citokin esetében talaltunk szignifikansan
magasabb szintet az AsnR™™ mintakban. A kemokinek és kemoattraktansok kozé tartozo IP-10, KC,
MIP-1a, MIP-1P és MIP-2; gyulladasi citokinek koziil az IL-17 és IL-1a; a hematopoetikus kolonia
stimulal6 faktor IL-3, valamint a gyulladascsokkentd hatasu IL-1 receptor antagonista (IL-1ra). A
kilenc, A;aR hianyos makrofagok altal tiltermelt citokin koziil a foként neutrofilekre hatd MIP-2 és
a KC kemoattraktansok szintje mutatta a legnagyobb eltérést. Mivel az AZAR”* és az AZAR’/’
makrofagok nagyjabol azonos fagocitotikus aktivitassal és kapacitassal rendelkeznek, ezért a citokin
profilban tapasztalt eltéréseket nem az apoptotikus sejtfelvétel defektusa okozza. Mivel az alkalma-
zott antitest array szemikvantitativ modszer, ezért a kapott eredmények megerésitéseként specifikus
ELISA technikaval is meghataroztuk a MIP-2 és KC termelés alakulasat. A fehérjeszintek meghata-

rozasaval kapott eredményeink dsszhangban alltak a korabban feltartakkal.

Annak a kizarasara, hogy a citokin profilokban talalt eltéréseket az A,aR hidnyos makrofagok
esetleges differencialodasi zavarai okozzak, megismételtiik a citokin profilra iranyuld kisérleteket
AzaR-specifikus agonista (CGS21680), illetve antagonista (SCH442416) jelenlétében. Vad tipusu
makrofagok esetében az antagonista hatasara megjelent a MIP-2 és a KC tiltermelése, agonista
jelenlétében viszont mindkét kemoattraktans termelése az eredeti szintek ala csokkent. A2aR hianyos

sejtekben az agonista jelenléte nem okozott szamottevd valtozast a citokin profilban.

Mivel korabbi tanulmanyok igazoltak, hogy az apoptétikus sejtek hosszu tavu gyulladascsokkentd
hatasat a TGF-B és az IL-10 kozvetiti, kivancsiak voltunk arra, hogy az A,aR hianya hogyan befo-
lyasolja e két gyulladascsokkentd citokin makrofagok altali termelését. A hossza tava (24 Oras)
kisérletekkel ellentétben, a mi rendszeriinkben -mely az apoptotikus sejtekre adott rovid tavia (6 6ran
beliili) valaszra fokuszal-, sem citokin array, sem ELISA technikaval nem volt kimutathat6 az IL-10
termelése. Az aktiv TGF-B bar kimutathatd volt, mégsem mutatott eltéré szintet az AaR™* és
AaR™" mintakban. Ezaltal kizartuk annak a lehet6ségét, hogy az IL-10 vagy TGF-B megvaltozott

mennyisége vezet az AyaR hianyos makrofagok fokozott kemoattraktans termeléséhez.

Apoptotikus sejtek jelenlétében az A,a receptor hidnyos makrofiagok neutrofil migraciét

valtanak ki in vivo

Az ex vivo kisérletek utan in vivo is teszteltilk az A,aR apoptotikus sejtfelvétel soran tapasztalt MIP-
2 ¢és KC termelését csokkentd hatasat, illetve annak biologiai jelentdségét. A vizsgalathoz steril
peritonitis modellt hasznaltunk, mely soran AZAR”* és AZAR’/’ egerekben intraperitonealis

tioglikolat oltassal steril gyulladast idéztiink el6, majd négy nap elteltével a gyulladas helyére
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+/+

apoptotikus sejteket injektaltunk. Az apoptétikus sejtek adasa A;aR™" egerekben nem vezetett
szamottevé neutrofil migracidhoz, AaR™ egerekben viszont fokozott neutrofil bevandorolast
eredményezett, ami Osszhangban allt a peritonealis folyadék magas MIP-2 és KC tartalmaval. A
fokozott neutrofil immigracié és a magas kemoattraktans szint kozotti Osszefiiggés alatamasztasa-
ként modelliinket modositottuk: a tioglikolat-kezelt egerekbe az apoptotikus sejtekkel egyidejiileg
MIP-2-t, illetve KC-t blokkolo antitest(eket), valamint megfelel6 izotipus kontrollokat is beadtunk.
Az izotipus kontrollok a vartnak megfelelden hatastalannak bizonyultak. A MIP-2 blokkolasa 6n-
magaban csak részben akadalyozta meg a neutrofilek bevandorlasat, mig a két neutralizalé antitest
egyidejii hasznalata teljes mértékben kivédte azt. Modelliink ezaltal bebizonyitotta azt, hogy az
apoptotikus sejteket felvevd A,aR” makrofagok MIP-2 és KC taltermelése fokozott neutrofil

bevandorlas okoz in vivo.

Az Aza receptor hidanyos makrofagok apoptétikus sejtekre adott fokozott MIP-2 valaszat egy, a

nitorgén-monoxid termelés szabalyozasaért felelés protein kindz A jelatviteli it zavara okozza

A munkak tovabbi részében magyarazatot kivantunk adni az A;aR hianyaban felléps fokozott MIP-
2 kibocsatasra. Els6 1épésként megvizsgaltuk, hogy az A,aR hidnya milyen szabalyozasi szinten
modositja az apoptotikus sejtekkel kezelt makrofagok MIP-2 termelését. Mivel az A;aR legtobb
gyulladascsokkentd hatasat az adenilat ciklaz/protein kinaz A (PKA) jelatviteli Gt kozvetiti, ezért
elséként ennek a szabalyozasi Utnak a részvételét teszteltiik. Egyik oldalrol az A;aR stimulaciot
mimikalva kiilonféle kémiai 4gensek (kolera toxin:, forskolin, dibutiril-cAMP) hozzaadasaval
noveltitk az adenilat ciklaz/PKA rendszer tonusat AgaR™™ makrofagokban; masrészt A,aR™* sejtek-
ben PKA inhibitorral (Rp-cAMP trietilamin) gatoltuk azt. Apoptotikus sejtfelvételt soran az adenilat
ciklaz/PKA rendszer aktivacidja védelmet nyujtott a MIP-2 tultermelés ellen AxaR hidnyos
makrofagokban, mig a PKA gatlasa fokozott MIP-2 termelést okozott a vad tipusu sejtekben. Az
ADO makrofagok kornyezetébdl torténd eltavolitdsa (enzimatikus degradacid adenozin
deaminazzal) ugyancsak a MIP-2 kibocsatéas fokozodasihoz vezetett A,aR*"* makrofagokban. Emel-
lett a transzkripcid és a transzlacio gatlasaval (Actinomycin D, illetve cikloheximid kezelés) kivéd-
het6 volt az apoptétikus sejtfelvétel MIP-2-t indukald hatasa, ami azt mutatja, hogy az apoptotikus
sejtek fagocitozisa transzkripcids szinten szabalyozza a makrofagok MIP-2 termelését. A
makrofagokbol apoptotikus sejtek hatasara felszabadulé ADO tehat autokrin/parakrin médon hatva
az adenilat ciklaz/PKA jelatviteli ut aktivaciojan keresztiil tartja gatlas alatt a MIP-2 de novo szinté-

zisét makrofagokban.
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Irodalmi adatok szerint az apoptétikus sejteknek kitett makrofagok nitrogén-monoxidot (NO) bocsa-
tanak ki, mely koncentraciofiiggé modon befolyasolja a makrofagok MIP-2 termelését. Ezért tovab-
bi kisérleteinkben az ADO/A,4R rendszer és a NO termelést kozotti lehetséges kapcesolat, valamint a
NO apoptotikus sejtfelvétel soran jatszott potencialis, MIP-2 termelést befolyasold szerepének
tisztazasat tiiztik ki célul. A NO termelésért felel6és nitrogén-monoxid szintetaizok (NOS) nem
specifikus inhibitorral (L-nitro-arginin-metil-észter) torténé gatlasa csokkentette a MIP-2 mRNS ¢és
fehérjeszintii expressziojat mind AsaR™" mind A;aR™ makrofagokban. Ezzel parhuzamosan, a
kiils6leg adott NO donor (Na-nitroprusszid) hatasara megemelkedett NO szint fokozta az
apoptotikus sejtekkel kezelt makrofagok MIP-2 termelését. A NO donor addsa 6nmagaban nem
fokozta a MIP-2 szintet, tehat az indukciohoz apoptotikus sejtek altal hordozott jelek sziikségesek.
Emellett meghataroztuk az apoptotikus sejtekkel kezelt makrofagok NO kibocsatasat is, mely AsaR
hianyaban mintegy kétszeresére névekedett a vad tipushoz képest. A MIP-2 indukci6jahoz hasonlo-
an a PKA inhibitor Rp-cAMP adasa AxaR** makrofagokban fokozott, mig az adenilat cikliz
forskolinnal torténd aktivalasa AsaR ™ sejtekben csokkent NO termelést vont maga utan. Az eddigi
eredmények alapjan megallapitottuk, hogy az ADO/AzaR altal aktivalt adenilat ciklaz/PKA jelatvite-
li utvonal a NO termelés szabalyozasan keresztiil befolyasolja az apoptotikus sejteket felvevo

makrofagok de novo MIP-2 szintézisét.

Az iNOS és arginaz II génexpressziojanak megvaltozasa vezet az A, receptor hiinyos

makrofagok fokozott NO termeléséhez

A NO L-arginin és L-citrullin prekurzorokbol torténd intracellularis képzédését NOS enzimek
katalizaljak, melyeknek harom forméja ismert: endothelialis (eNOS), neuronélis (nNOS) és indukal-
hat6 (iNOS). Ezek koziil a legnagyobb kapacitassal rendelkezé iNOS gyulladasos stimulus hatasara

szamos sejttipusban, koztiik a makrofagokban is indukalodik.

A makrofagok L-arginin készletét a NOS-ok mellett arginazok is hasznositjak. Az arginazok az L-
arginin hidrolizisét katalizaljak, az enzimreakcio végterméke pedig ornitin és urea. Két formajuk
koziil az . tipus (Argl) a hepatocitakban talalhatdo meg legnagyobb mennyiségben és az urea ciklus-
ban vesz részt. A 1L tipus (Argll) a vesékben és a prosztatdban dominanal, és a prolin illetve
poliamin szintézisében betoltott funkcidja révén szerepet jatszik a sejtproliferacio és a kollagén
szintézis szabalyozasaban. Az NOS-k és az arginazok L-argininért valo ,,versengése” folytan a NO
termelést nagy mértékben befolyasolja a két enzimcsoport altal befolyasolt metabolikus Gtvonalak

kozotti egyensily.
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A fentiek alapjan ugy gondoltuk, hogy az apoptotikus sejtfelvétel a NOS-0k és az arginazok szaba-
lyozasan keresztiil indukal NO kibocsatast makrofagokban, illetve hogy az A,aR ebbe valamilyen
szabalyozasi szinten beleszol. Mivel a NOS-ok koziil a nNOS és az eNOS nem volt detektalhatd
sem nyugvo, sem apoptotikus sejteket felvevo hasiiregi makrofagokban, ezért a harmadik forma, az
iNOS felel6s az apoptétikus sejtek altal indukalt NO termelésért. Kisérleti rendszeriinkben az Argl
MRNS szintjeit sem az apoptotikus sejtekkel valo kezelés, sem az AzaR hidnya nem befolyasolta.
Nyugvo AzaR hidnyos makrofagokban az NO termeléssel Gsszhangban magasabb iNOS mRNS
szinteket detektaltunk, mint a vad tipusu sejtekben. Apoptotikus sejtek hatasara a vad tipusu és a
receptorhianyos makrofagokban is csokkent az iNOS génexpresszios szintje, az Argll-é viszont
fokozodott. Mindkét valtozas a poliamin szintézis iranyaba billenti a mérleg nyelvét. Viszont A;aR
hidnyos makrofagokban mind az iNOS mRNS szintjének csokkenése , mind az Argll indukcidja
elmaradt a vad tipusu sejtekben tapasztaltakhoz képest, ezaltal az L-arginin felhasznalas a NO
termelés irAnyaba tolddott el. Eredményeink szerint tehat az apoptotikus sejtfelvétel az arginin
metabolizmust a poliaminok szintézisének iranyaba tolja el és ezzel csokkenti a makrofagok NO
termelését. Ez a szabalyozas azonban A,aR hidnyaban elégtelen, ami fokozott NO kibocsatast

eredményez.

Mint ahogy azt az el6z6 fejezetben bemutattuk, az AxaR-indukalt adenilat ciklaz Gitvonal negativan
befolyasolja a makrofagok NO termelését. Igy felmeriilt benniink az a kérdés, hogy vajon ez a PKA-
fliggé szabalyozas érinti-e az apoptotikus sejtek altal befolyasolt iNOS és Argll génexpresszios
szintjét. Ennek megvalaszolasara a mar alkalmazott kisérleti rendszert hasznaltuk és azt talaltuk,
hogy AsaR** makrofigokban a PKA gétldsa megnovelte az iNOS gén atirdsat, mig A,aR ™" sejtek-
ben a az adenilat ciklaz aktivalasa csokkentette az iNOS transzkriptumok mennyiségét. Az Argll

esetében a kezelések ellentétes hatast valtottak ki.
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5. MEGBESZELES

A gyulladas a nem specifikus immunrendszer karos stimulusokra, példaul fertdzésre, fizikai
és kémiai sejtkarosodasra adott valaszanak szerves része, szerepe pedig az artalmas behatis meg-

sziintetésére, azt kovetden pedig a karosodasok felszamolasara és a regeneraciora iranyul.

A gyulladas kivaltasaért a karosodott sejtekbdl felszabadulé kémiai anyagok feleldsek, melyek a
rezidens sejtekre — foként makrofagokra — hatva kivaltjak azok gyulladasi valaszat. A gyulladas
korai szakaszaban felszabadulé kemokinek és kemoattraktansok tovabbi fagocitakat mozgositanak a
gyulladas korai fazisaban megjelennek a gyulladas helyén. A késobbiekben a szoveti makrofagok
utanpotlasat biztositandd megindul a monocitdk migracija is. A gyulladds centrumaban a
neutrofilek és makrofagok a nem csak a patogének és a sejtmaradvanyok eltakaritisaban vesznek
részt, hanem citokin termelésiik altal a specifikus immunrendszer aktivaciojaban is. A tovabbi
karosodasok elkeriilése végett a gyulladaskeltd hatas megsziinését kovetden a gyulladasi folyamatot
teljes mértékben fel kell szamolni. Szamos tanulmany igazolja, hogy mar par oraval a gyulladasi
valasz kezdete utdan megindul az azt felszamolé komplex biologiai program. A kiilonb6z6 szovetek-
ben eltéré mechanizmusok vesznek részt a gyulladas terminaciojaban. Ezek koz¢ tartozik a gyulla-
dasi mediatorok rovid féléletideje; a gyulladascsokkentd mediatorok indukcidja és kibocsatasa; a
gyulladasi citokinek termelésének gatlasa; illetve a gyulladdsi jelet kozvetitd receptorok
deszenzibilizacidja. A gyulladascsokkenés fazisaban leall a neutrofilek bevandorlasa, a gyulladasi
fenotipusu neutrofilekben pedig beindul az apoptotikus sejthalal programja. Az elhalt neutrofilek
makrofagok takaritjak el, melyek ekdzben tovabbi gyulladascsokkentd és reparativ citokinek terme-

lésével jarulnak a gyulladas felszamolasahoz.

Jelen tanulmanyunk soran a TG2 gyulladasi valaszt befolyasold potencialis szerepét vizsgaltuk
makrofagokban. Azt talaltuk, hogy TG2 hidnyaban a makrofagok fokozott gyulladasi citokin terme-
1éssel reagalnak LPS adasara. Szamos tanulmany szerint mind LPS-kezelt, mind apoptotikus sejtek-
kel kapcsolatba keriilt makrofagok esetében a gyulladascsokkentd TGF-B jatszik kulcserepet a
gyulladasi valasz fékentartdsdban és terminaciojaban. A TGF-B indukcidja és gyulladascsokkentd
hatdsa azonban csak kés6i gyulladasi valaszok mérséklésében jatszik szerepet. Kisérleteinkben a
TGF-B korai gyulladasi valaszra kifejtett hatasat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy sem a vad tipusa

makrofagokbol felszabadulo aktiv TGF- neutralizalasa, sem a TG2 hianyos makrofagok fiziologias
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TGF-B szintjének rekombinans TGF-f adasaval torténd visszaallitasa nem befolyasolta szamottevo
mértékben a makrofagok LPS-indukalta IL-6 és TNF-a termelését. Ezek az eredmények kétségbe
vonjék annak a lehet3ségét, hogy az aktiv TGF-B hianyara vezetheté vissza a TG2™~ makrofigokban

tapasztalt fokozott gyulladasi valasz.

A TGF-f szerepének megkérddjelezése mellett azt talaltuk, hogy TG2 hidnyaban a makrofagok
fokozott az ITGa,Bs jelatviteli ttvonal tonusa, mely egyrészt megndvekedett Src tirozin kinaz aktivi-
tast von maga utan nyugvo makrofagokban, masrészt az Src foszforilacios allapotanak befolyasola-
san keresztiil fokozott gyulladasi citokin termelést eredményez LPS-kezelt makrofagokban. Tovabba
megfigyeltiik, hogy a dominans keresztkotd aktivitas helyett a TG2 guanin nukleotid kot6 funkcidja,
valamint az enzim sejtfelszini jelenléte sziikséges az ITGafs jelatvitelhez és a gyulladasi citokin
termelés megfeleld szabalyozasahoz. Korabbi tanulmanyokkal Gsszhangban ezek a megfigyelések
azt mutatjak, hogy a TG2 guanin nukleotid-k6tott forméja szerepet jatszik az integrin jelatvitel

szabalyozasaban.

TG2 hianyaban tehat a makrofagok fokozott gyulladasi citokin termeléssel reagalhatnak minden
olyan stimulusra, mely a NF-kB aktivaciojat befolyasolja akar kozvetve, akar kozvetleniil. A TG2
hianyos makrofagok gyulladasi fenotipusa ezaltal hozzajarulhat a TG2 knock out egerekben megfi-
gyelt autoimmun rendellenességek, valamint az atherosclerosis iranti fogékonysag kialakulasahoz.
Meglepé modon a TG2 hidnyos makrofagokban tapasztalt LPS iranti fokozott érzékenység ellenére
LPS-kezelt egerekben a TG2 gén kiiitése megakadalyozta az endotoxikus sokk kialakulésat in vivo.
komplexitasa, valamint a TG2 funkcidinak, intracellularis lokalizacidjanak, szoveti expressziojanak

valamint sejt-specifikus hatasainak valtozatossaga és Osszetettsége.

A gyulladasgatlo citokinek koziil hossza évekig a TGF-B-nak tulajdonitottak meghatdrozo sze-
repet az LPS-indukalta gyulladasi valasz csokkentésében, valamint az apoptétikus sejtek gyulladas-
csokkentd hatasaban. Az elmult évtizedben azonban szamos szolubilis molekular6l — igy példaul az
IL-10-r6l, a szfingozin-1-foszfatrol és a HMGB-1r6l is kideriilt, hogy a TGF-B mellett szintén részt
vesznek az apoptotikus sejtek eltakaritasat kiséré immunszuppresszidban. Endogén szolubilis gyul-
ladascsokkenté molekula 1évén felvetettiik az ADO lehetséges szerepét az apoptotikus sejtek im-

munmodulal6 hatasaban.

Az ADO/AzaR rendszerre iranyuld kisérleteinkkel bemutattuk, hogy apoptétikus sejtekkel kezelt
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valamint ezzel egyidejiileg de novo receptorszintézis indukciojan keresztiil megemelik az A;aR
sejtfelszini mennyiségét. Ezaltal az ADO nemcsak parakrin, hanem autokrin médon is képes kifejte-
ni gyulladascsokkentd hatasat. A megemelkedett intracellularis cAMP szint fagocitozist gatlo hata-
sanak ellenére a Gs-kapcsolt A,aR hidnya nem vezetett csokkent fagocitotikus aktivitashoz és

kapacitashoz makrofagokban.

Apoptotikus sejtfelvétel soran AzaR hianyos makrofagokban néhany citokin, koztiikk legnagyobb
meértékben a foként neutrofilekre haté kemoattraktans, a MIP-2 és a KC kibocsatasa megemelkedett
a vad tipushoz képest. A MIP-2 és a KC thltermelését A;aR-specifikus agonista és AaR-specifikus
antagonista hasznalataval is alatdmasztottuk, ami azt bizonyitja, hogy a megvaltozott citokin profil
az AgaR altal kozvetitett jelatviteli Gt hianyanak, nem pedig AxaR hianyaban esetlegesen megvalto-

zott makrofag differenciaci6 kovetkezménye.

Eddig bemutatott eredményeink alapjan tgy gondoljuk, hogy a gyulladas felszamolasa soran az
apoptotikus neutrofileket eltakarito makrofagok altal kibocsatott ADO és az AxaR negativ feedback
ban. A gyulladasi citokinek AaR-t szenzitizalo képessége miatt ugy véljik, hogy az apoptotikus
sejtfelvétel gyulladascsokkentd hatasat kozvetité ADO szerepe az in vitro, gyulladdasmentes model-
linkhoz képest még fokozottabb lehet gyulladasos koriilmények kozott in vivo. Feltételezésiink
bizonyitasaként in vivo peritonitis modellben is bemutattuk az A;aR hidnyos makrofagok
apoptotikus sejtfelvétel hatasara bekovetkez6 MIP-2 és KC taltermelését, valamint a megemelkedett

MIP-2 és KC szint neutrofil migraciot fokozo hatasat.

Kovetkezd 1épésként az A;aR hidnyos makrofagok fokozott MIP-2 termelését vizsgaltuk meg részle-
tesebben. Korabbi tanulmanyok szerint nemcsak apoptotikus sejtek, hanem meghatarozott gyullada-
si szitudcidban az AxaR aktivacio hatasara is indukalodik a gyulladascsokkent6 IL-10. Ennek ellené-
re kisérleti rendszeriinkben az IL-10 nem volt kimutathat6 mennyiségben jelen. Az apoptétikus
sejteket felvevd makrofagok AzaR hanyaban ehelyett részben NO-t kibocsatasaval szabalyozzak a
MIP-2 génexpresszidjat. Az A;aR hidnyos makrofagok fokozott nyugalmi és apoptotikus sejtek altal
indukalt NO termelésében az NO-t szintézisét végzé iNOS megnovekedett szintje mellett az azonos
szubsztratért versengd — ezaltal az NO termelés ellenében haté — Argll csdkkent expresszidja jatszik
szerepet. Mivel az iNOS 6nmagaban is szamos szignal altal befolyasolt, tobb szinten szabalyozott
enzim, ezért az mRNS szintek onmagukban nem tiikrozik a két enzim valds aktivitasat, illetve azok
egymashoz viszonyitott ardnyat. Az iNOS sokréti szabalyozasat tiikrozi, hogy mig a nyugvd
makrofagokban is detektaltunk INOS mRNS-t, addig NO kibocsatas csak apoptotikus sejtek adasat
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kovetéen volt megfigyelhetd. Ez egyben azt jelenti, hogy az apoptotikus sejtekkel kezelt
makrofagok NO kibocsatasnak elofeltétele egy, a makrofag-apoptétikus sejt interakci6 korai fazisa-
ban meginduld jelatviteli 0t aktivacidja. Célunk ennek a jelatviteli Gitvonalnak a feltarasa. Mivel
mind vad tipusu, mind A;aR hidnyos makrofagokban megfigyelhetd az apoptoétikus sejtek NO
termelést indukald hatésa, ezért jelenleg ugy gondoljuk, az A;aR ebben a szabalyozé Gtvonalban

nem jatszik szerepet.

Ehelyett gy véljiik, hogy az A;aR az iNOS ¢és az Argll kozotti egyensily beallitasan és fenntartasan
keresztiil szabalyozza a NO valasz mértékét. Hipotézisiinket megerdsiti egy korabbi tanulmany,
mely szerint apoptotikus sejtfelvételt kovetden az arginin anyagcesere a NO termelés helyett a
poliamin szintézis iranyaba tolodik el. Frdekes modon az apoptotikus sejteket eltakarito
makrofagokbol felszabadulé gyulladascsokkenté mediatorok —koztik a TGF-f is- PKA-fliggd
modon, az arginaz aktivitas fokozasa éltal csokkenteni képesek a makrofagok NO termelését. Ezaltal
PKA-medialt jelatviteli utat aktivalo TGF-B és AzaR egymassal parhuzamosan vagy egymast kiegé-
szitve jatszhat szerepet az apoptotikus sejtek arginin anyagesrét modositod hatasaban. Mig a TGF-f
esetében részvételét korabban mar igazoltak, addig az ADO/ AzaR rendszer NO termelést szabalyo-

z0 szerepét tanulmanyunk igazolja els6ként.

Osszességében eredményeinkkel elséként mutattuk be, hogy apoptétikus sejtekkel kapcso-
latba keriilt makrofagok az IL-10 és a TGF-B mellett ADO-t is kibocsatanak, mely gyulladdscsok-
kentd hatdsan til ltalanos szabalyozo szerepet tolt be a nem specifikus és az adaptiv immunrend-
szer milkddésében egyarant. Mivel felszabadulasa nem korlatozodik egy adott apoptotikus sejttipus-
ra, ezért gyulladascsokkentd és immunmodulald szerepe a szervezet minden olyan helyén érvényre

juthat, ahol apoptozis zajlik.
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5. OSSZEFOGLALAS

A soksejtli szervezetek bakteridlis és gombas fertézésre a gyulladas komplex bioldgiai
programaval valaszolnak. A gyulladasi folyamat kezdeti szakaszaban makrofagok és neutrofilek
vandorolnak a gyulladas helyére, ahol a patogének eltakaritidsa mellett gyulladasi mediatorok kibo-
csatasan keresztiil tovabbi fagocitakat mozgositanak, illetve aktivaljak az adaptiv immunrendszer
komponenseit. A gyulladas felszamolasanak fazisaban a makrofagok eltakaritjak a gyulladasi reak-
cidk soran apoptozissal elhalt sejteket. Ez a folyamat a makrofagok fenotipusvaltasat idézi el6: a
gyulladasos fenotipusbol deaktivalt allapotba torténé atmeneteliik nagy mennyiségti gyulladascsok-

kent6 és reparativ mediator (pl. TGF-p) felszabadulasat okozza.

Munkank soran bemutattuk, hogy szoveti transzglutaminaz (TG2) hianyaban a makrofagok fokozott
IL-6 és TNF-o termeléssel reagalnak bakterialis LPS-re, tehat a TG2 valamilyen modon részt vesz a
gyulladasi citokin termelés szabalyozasaban. Bar TG2 hidnyaban elégtelen a gyulladasi folyamatok-
ban negativ feedback mediatorként részt vevé TGF-pB termelése, a TG2 knock out makrofagok LPS-
re adott fokozott gyulladési vélasza és az aktiv TGF-B hianya kozott nem talaltunk Osszefliggést.
TG2 hianyaban viszont felerésodott integrin B3 jelatvitel volt megfigyelhetd, mely az Src tirozin
kinaz nyugalmi aktivitasanak megemelésével fokozott IkBa foszforilaciot és degradaciot eredmé-
nyezett stimulalatlan makrofagokban. A csokkent IxkBa alapszint miatt a TG2 hianyos makrofagok
tulérzékennyé valnak minden olyan gyulladasi stimussal szemben, mely az NF-kB aktivacion ke-
resztiil valt ki gyulladasi citokin termelést. Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy TG2 hianyaban a
makrofagokat gyulladasos fenotipust mutatnak, ami a TG2 hianyos egerek autoimmun betegségek és

atherosclerosis iranti fogékonysagat eredményezheti in vivo.

A fentiek mellett vizsgéalatainkkal azt is bemutattuk, hogy az apoptdtikus sejteket eltakaritd
makrofagok a TGF-p mellett adenozint is kibocsatanak, mégpedig olyan mennyiségben, mely a négy
adenozin receptor koziil a f6ként gyulladascsokkent? jelet kozvetité adenozin A2A receptor (AzaR)
aktivacidja eredményezi. Ezzel parhuzamosan a fagocitalt apoptétikus sejtek lebontasa soran felsza-
badul¢ intracellularis lipidek az LXR és a PPARS aktivalasan keresztiil megemelik az A;aR sejtfel-
szini expresszidjat. Az AxaR stimuldcié hatdsara a makrofagokban aktivalodik az adenilat
ciklaz/protein kinaz A jelatviteli t, mely folyamatos gatlas alatt tartja a MIP-2 neutrofil
kemoattraktanst indukalé nitrogén-monoxid (NO) termelését. Ezért AzaR hianyos makrofagokban az
apoptotikus sejtek felvétele fokozott NO és MIP-2 kibocsatast okoz, mely in vivo peritonitis model-

liink alapjan feler6s6dott neutrofil bevandorlast eredményez a gyulladas helyére.
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Jelen munkank Osszességében azt bizonyitja, hogy az adenozin egyike a makrofagokbol
apoptotikus sejtfelvétel soran felszabaduld gyulladascsokkenté anyagoknak, a TG2 pedig a latens
TGF-B aktivaciojaban betoltott szerepén tul az integrin jelatvitel szabalyozasan keresztil is kifejti

gyulladascsokkentd hatasat.
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