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Kutatasi eredmények:

A projekt soran elszor a kilonbozé mintdzat felismerd receptorok (Pattern
Recognition Receptor - PRR) szerepét vizsgaltuk makrofadgok interleukin (IL)-10
termelésének szabdlyozasdban. Az Escherichia coli kezelés IL-10 termelést indukal
makrofagokban, az adenozin kezelés pedig tovabb noveli az IL-10 felszabaduldst (1.

abra).
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1.4bra: Adenozin (100 pM) és E.coli (10/sejt) kezelés hatdsa Raw 264.7 sejtek és intraperitonedlis (IP) }
makrofagok IL-10 termelésére ** p<0,01 vs con, *** p<0,001 vs con, # p<0,05 vs E.coli, ## p<0,001 vs
|

E.coli, ### p<0,001 vs E.coli
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A folyamatban szerepet jatsz6 Toll-szer(i receptor (TLR) azonositdsdhoz a kisérleteink
soran intraperitonedlis makrofagokat, illetve a Raw 264.7 makrofag sejtvonalat kezeltiink
adenozin jelenlétében illetve hidnyaban kiilonb6zé TLR agonistakkal 6 illetve 24 Oraig
majd a feliiliszokbol meghatéroztuk az IL-10 koncentracidkat ELISA segitségével. A
felhasznalt TLR agonisték a kovetkezdek voltak: TLR1/2 ligandum szintetikus lipopeptid
Pam3CSK4, a TLR2-h6z kotédé hovel elolt Listeria monocytogenes (HKLM), a
szintetikus kétszali RNS analdg Polyl:C (TLR3), TLR4 altal felismert lipopoliszacharid
(LPS), a TLRS agonista flagellin, a szintetikus lipoprotein FSL1 (TLR6/2), egyszali RNS
(ssRNS) (TLR7), és a szintetikus oligonukleotid ODN1826 (TLR9Y).




Eredményeink szerint a Pam3CSK4 kezelés IL-10 termelést indukalt a Raw264.7
sejtekben mar hat 6ras inkubacié utan. Az adenozin kezelés pedig névelte az IL-10
termelést. Primer makrofagokban azonban a TLR1/2 aktivacié csak adenozin jelenleteben

indukalt IL-10 termelést (2.4bra).
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2. abra: 100 uM adenozin kezelés hatasa TLR1/2 agonistaval (1pug/ml) aktivalt Raw 264.7 sejtek és
intraperitonedlis makrofagok IL-10 termelésére. *** p<0,001 vs con, # p<0,05 vs Pam3CSK4

Pam3CSK4 Pam3CSK4/ADC

A hat illetve huszonnégy 6ras HKLM illetve LPS kezelés Raw 264.7 sejtekben 1L-10
szekréciot valtott ki, amelyet az adenozin receptor aktivacié tovabb ndévelt, a primer
makrofagokban ezzel szemben csak adenozin jelenlétében indukaltak IL-10 szekréciot az

emlitett TLR ligandumok (3. dbra).
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3. 4bra: 100 uM adenozin és HKLM (10° cells/ml) kezelés hatasa Raw 264.7 sejtek ¢s intraperitonedlis
makrofagok IL-10 termelésére. * p<0,05 vs con, *** p<0,001 vs con, ## p<0,01 vs HKLM, ### p<0,001
vs HKLM

A 24 éras polyl:C kezelés csak Raw 264.7 sejtekben indukélta az altalunk vizsgalt
citokin termelését, az adenozin kezelésnek azonban nem volt szignifikans hatasa. A
flagellin ezzel szemben csak primer sejtekben idézett el6 IL-10 termelést adenozin

jelenlétében (4.4bra),
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4. abra: 100 uM adenozin és 100 ng/ml flagellin kezelés hatdsa intraperitonealis makrofagok IL-10
termelésére 6 illetve 24 6ra elteltével. # p<0,05 vs Flagellin, ### p<0,001 vs Flagellin.




Ehhez hasonl6an viselkedtek az IP makrofagok FSL1 kezelés hatasara is, a Raw 264.7
sejteknél azonban hasonld kezelés adenozin hidnyaban is indukalt 1L-10 szekréciot

(5.4bra).
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5.4bra: Hat illetve huszonnégy 6ras adenozin (100 uM) és FSL 1 (100 ng/ml) kezelés hatdsa Raw 264.7
sejtek illetve intraperitonedlis makrofagok IL-10 termelésére.
** p<0,01 vs con, *** p<0,001 vs con, ## p<0,01 vs FSL 1, ### p<0,001 vs FSL |

Az ssRNS egyik sejttipusnadl sem valtott ki IL-10 termelést, az ODN1826 kezelés
azonban Raw 264.7 sejtek esetében mind adenozin jelenlétében, mind hidnydban
indukdlta a gyulladdscsokkentd citokin felszabadulasat (6.abra), IP makrofégoknal
azonban csak adenozin jelenlétében volt detektalhatd 1L-10 termelés a TLRY aktivaciot

kévetden.
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6. abra: Hat illetve huszonnégy 6ras adenozin (100 uM) é¢s ODN1826 (5 pM) kezelés hatdsa Raw 264.7
sejtek illetve IP makrofagok IL-10 termelésére ** p<0,01 vs con, *** p<0,001 vs con, # p<0,05 vs

ODNI1826, ### p<0,001 vs ODN1826

Az LPS kezelés minden vizgalt sejttipusnal és idopontban IL-10 termelést indukalt,
amelyet az adenozin tovabb novelt (7-8. abra).
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7. abra: Hat illetve huszonnégy 6ras adenozin (100 uM) és LPS (100 ng/ml) kezelés hatdsa Raw 264.7
sejtek IL-10 termelésére. ** p<0,01 vs con, *** p<0,001 vs con, # p<0,05 vs LPS, ### p<0,001 vs LPS
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8. dbra: Hat illetve huszonnégy 6réas adenozin (100 pM) és LPS (100 ng/ml) kezelés hatdsa IP makrofagok
IL-10 termelésére ** p<0,01 vs con, *** p<0,001 vs con, # p<0,05 vs LPS, ### p<0,001 vs LPS

Az 1P makrofigoknal a HKLM illetve az LPS, mig a Raw 264.7 sejteknél a
PAMB3CSK4, az LPS, illetve az ODN1826 kezelés esetében detektaltuk a legnagyobb
mennyiségl IL-10 felszabadulast.

Az adenozin a makrofag funkciok szabalyozasa mellett a T sejtek miikddésének
szabalyozasaban is fontos szerepet tolt be. A kovetkez6 kisérleteink soran arra kerestiik a
valaszt, hogy az adenozin receptor aktivacié miként befolydsolja az aktivacié indukalta
sejthalalt (Activation Induced Cell Death-AICD). Aramlasi citometrids méréseink sorén
azt tapasztaltuk, hogy az A2A receptor stimulacié csokkentette az Annexin V pozitiv
sejtek aranyat Concanavalin A (ConA) kezeléssel aktivalt egér T hibridoma sejteknél.
(9.8bra).
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9. abra. A szelektiv A,, agonista CGS21680 (CGS) csikkenti az aktivdcid indukdlta sejthaldlt T hibridéma
sejtekben. A sejteket novekvd koncentricioban kezeltitk CGS-sel, harminc perccel a ConA-val tortént
aktivacio elstt. 18 éra elteltével Annexin-FITC és Propidium-jodiddal (PI) sejteknél dramldsi citometria
segitségével vizsgaltuk az apoptotizals sejtek ardnydt.




Western blot kisérleteink sordn kapott eredményeink azt mutattdk, hogy az adenozin
Ay agonistaval torténd kezelés gatolja az AICD-ben fontos szerepet jatszo caspase-3,
illetve PARP fehérjék hasitasat aktivalt T sejtekben (10.abra).

A Fas receptor szintén kulcs fontossidgu az AICD soran, kifejezddése jelentds
mértékben né T sejtekben aktivacidé hatdsara, mind RNS mind protein szinten. Az
adenozin A,s receptor stimulacid viszont szignifikdnsan csdkkentette nem csak a Fas
receptor, de liganduma (FasL) expressziojat is aktivalt T sejtekben (11. ébra.)
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10.abra. A, receptor stimuldci6 hatdsa Caspase-3 és PARP fehérjék hasitdsdra aktivdlt T sejtekben. A

sejteket 100 nM CGS21680-val kezeltiik 30 perccel a ConA-val tortént aktivacid elott, majd 18 ordval

késdbb a sejtekbdl izoldltuk a teljes fehérje mennyiséget, majd western blot segitségével detektdltuk a
hasitott Caspase-3 illetve PARP expresszidjat.
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11. dbra. A szelektiv A, agonista CGS21680 (CGS) csokkenti a Fas illetve FasL mRNS szinteket (A),
illetve Fas protein expressziot aktivélt T-sejtekben (B).




Osszefoglalva a projekt soran szerzett adataink azt mutatjdk, hogy a szepszis soran
kulcsfontossagti  gyulladascsokkenté  citokin, IL-10  makrofagokbdl  torténd
felszabadulasaban elsésorban a TLR2, illetve a TLR4 jatszik szerepet. Az immortalizalt
sejtvonalon vegzett kisérleteink azt mutattak, hogy a TLR1/2 heterodimer receptoroknak
illetve a TLRY receptornak is lehet szerepe a folyamatban. Eredményeink szerint az
adenozin receptor stimuldcié gatolja az aktivacié indukalta sejthalalt egér T hibridoma
sejtekben, csokkentve a hasitott caspase-3 és PARP fehérjék mennyiségét illetve a Fas
receptor €s Fas ligand kifejez0dését.



