Zarojelentés

»Az apoptotikus sejtek fagocitozisa és gyulladasi folyamatok kapcsolata” cimii OTKA

palyazat keretében 2007 juliusa és 2010 juniusa kozott végzett kutatomunka eredményeirdl.

Célkitiizés

Ismert, hogy mig testidegen mikroorganizmusok fagocitézisa gyulladasi citokinek
termelddésével jar egyiitt, az apoptotikus sejtek eltakaritdsat nem kiséri gyulladas. Az
apoptotikus sejtek esetében a gyulladasi citokinek termelédése nem egyszeriien elmarad,
hanem egy aktiv gyulladasellenes folyamat eredménye. Az apoptotikus sejtek gatoljak pl. a
bakteridlis eredetii lipopoliszachariddal (LPS) kivaltott gyulladasi citokin termelést is. A
gyulladds gatlasaban a foszfatidilszerin receptorok jatszanak szerepet és aktiv TGF J3
termelddése is hozzajarulhat. Kutatocsoportunkban korabban kimutattuk, hogy a szdveti
transzglutaminaz (TG2) makrofagokban (M®) elGsegiti az apoptotikus sejtek felvételét (1) és
TG2 hianyaban, az apoptozist gyulladasi sejtek megjelenése kiséri in vivo, valamint az
egerekben glomerulonefritisszel, 1épmegnagyobbodassal és megndvekedett plazma anti-
nuklearis antitest szinttel jellemzett autoimmun betegség alakul ki (2). Jelen kisérleteinkben
vizsgalni kivantuk, hogy apoptotikus sejt fagocitézisa soran hogyan torténik a gyulladasi
folyamat gatlasa és a TG2 hianya befolyasolja-e a M®-0k azon képességét, hogy apoptotikus

sejt felvétele soran csokkentik a gyulladasi citokin termelésiiket.

Eredmények

1. A TG2 és fagocitozis kapcsolatanak vizsgalata.

Korabban leirtuk, hogy a TG2 hianya a fagocitézis zavarahoz vezet M®-okban (1).
Nem ismert viszont, hogy a TG2 szint emelése milyen hatassal van a fagocitézisra. A M®-
okat interferon-gamma-val (IFNy) klasszikusan aktivalt, interleukin 4 (IL-4) kezeléssel
alternativan aktivalt M®-ga lehet polarizalni. Az interferon gammarol leirtdk, hogy human
monocitdkban megemeli a TG2 szintjét. Az IL-4 szerepe kérdéses a TG2 szabalyozasaban:
egyes irodalmi adatok szerint megemeli TG2 szintjét, mas adatok szerint nem. A transz-
retinsavrol (ATRA) ismert, hogy megndveli a TG2 mennyiségét a Md-okban, igy azt kontroll
kezelésként hasznaltuk. Azt talaltuk, hogy az in vitro IL-4 nem befolyasolja a sejtek TG2
szintjét, ugyanakkor az IFNy és ATRA kezelés megemelte azt. Egér Md-okban azonban csak
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az ATRA kezelés eredményezett fagocitozis novekedést. Ugyanakkor ez fliggetlennek tiinik a
TG2-t61, mivel ez a hatdsa megtalalhato volt TG2 hianyos M®-okban is. Kisérleteinkb6l arra
kovetkeztiink, hogy mig a TG2 teljes hidnya negativan befolyésolja a fagocitozist (korabbi
adataink(1)), addig a mar meglév6 TG2 szint emelése IFNy-val és ATRA-val nem jar tovabbi
fagocitozis emelkedéssel. Az ATRA kezelés a feltételezhetden elOsegiti a csontveldi
progenitorok  differencialodasat ezért kvantitativn. PCR-ral meghataroztuk szamos
fagocitozisban szerepet jatsz6 molekula expressziojat kontroll és ATRA kezelt Md-okban.
Eredményeink az mutatjadk, hogy ATRA kezelés hatdsara szamos integrin receptor
expresszioja csdkkent, mig a CD14 receptor, ABCAL transzporter és az apoptotikus sejt €s

makrofag kozotti hidképz6 trombospondin szintje megndott.

2. TG2 szerepe a gyulladas szabalyozasaban apoptotikus sejt fagocitézisa soran.

Kisérleteinkben vad tipusu és TG2 hianyos egerekbdl izolaltunk hasiiregi M®-t mint
fagocitak ¢és timocitdkat mint apoptotikus sejteket hasznaltunk. Kimutattuk, hogy a TG2
hianya nem befolyasolta a M®-0k azon képességét, hogy apoptotikus sejttel kapcsolatba
keriilve csokkentsék az LPS indukalt gyulladasi citokin termelésiiket. A gyulladasi citokin
csokkentd hatas vad tipusi M®-ban igen, de TG2 hidnyosakban nem volt kivalthaté olyan
makrofagok feliiluszojaval, amelyeket elézetesen apoptotikus sejteknek tettiink ki,
feltételezve szolubilis szabalyozéd molekuldk felszabadulast a M®d-bol. Mint lehetséges
résztvevd, felmeriilt az adenozin szerepe a gatlas kialakulasdban, mivel az adenozin egy

endogén gyulladascsokkent6 vegyiilet.

3. Apoptotikus sejt fagocitozisa soran felszabadulé adenozin gyulladas szabalyozé
szerepe

Az adenozin receptorai (Al, A2A, A2B, A3) megtaldlhatdéak a M®-on is. A négy
receptoraltipus koziil az A2A receptor jatszik legnagyobb szerepet a gyulladasi folyamatok
gatlasdban. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy az A2A receptor hianya befolyasolja-€ az
apoptotikus sejtek gyulladasgatlo képességét egér Md-ban. Azt talaltuk, hogy az A2A
receptor hidnyaban az LPS indukalt TNF-o és IL-6 termelés a vad tipusu sejtekhez hasonldan
csokkent apoptotikus sejt jelenlétében, azaz az A2A receptor nem befolyasolta a M® azon

képességét, hogy apoptotikus sejttel kapcsolatba keriilve csokkentsék az LPS indukalt
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gyulladasi citokin termelésiiket. Ezzel szemben ha apoptotikus sejtet fagocitalo M®d
kondicionalt feliiluszojaval probaltuk csokkenteni mas M®-ok LPS indukalt gyulladési
citokin termelését azt talaltuk, hogy az IL-6 citokin és a MIP-2 kemokin termelés gatlasa
szelektiven az A2A receptoron keresztiil torténik. Ezen tal, A2A receptor hidnyos M®-ok
apoptotikus sejt fagocitozisa soran tobbet termeltek a neutrofilekre haté MIP-2 és KC
kemoattraktansakbél mint a vad tipusi sejtek. Ennek megfeleléen, apoptotikus sejtek
hasiiregbe valoé injektalasa fokozott hasiiregi neutrofil bevandorlast eredményezett a
receptorhianyos egerekben in vivo. Ismert, hogy az apoptotikus sejtnek kitett M®-ok nitrogen
monoxidot (NO) szekretalnak, amely hozzajarul a MIP-2 termeléséhez ezért meghataroztuk a
NO szintjét a két Md-ban. Azt talaltuk, hogy A2A receptor knock-out (KO) M®d-ok tobb NO-
t termelnek, mint a vad tipusu sejtek. Adataink azt mutatjdk, hogy az adenozin az apoptotikus
sejteket fagocitalo makrofagok altal kibocsatott egyik szolubilis mediétor, mely egyik oldalrél
citokin-specifikus modon részt vesz a gyulladasi valasz lecsendesitésében, masrészt a MIP-2
szabalyozasan keresztiil szerepet jatszik a tovabbi, neutrofilek altal megvaldosuld
immunvalaszok sziikségességének eldontésében. (Involvement of Adenosine A2A Receptors
in  Engulfment-Dependent Apoptotic Cell Suppression of Inflammation; Krisztina
Koroskényi, Edina Durd, Anna Pallai, Zsolt Sarang, Doris Kloor, David Ucker, Catherine A.

Ledent, Laszlo Fésiis és Zsuzsa Szondy; kézirat bekiildve a Journal of Immunology-hoz).
4. TG2 szerepe LPS indukalt gyulladasban

Kutatdcsoportunkban kordbban kimutattuk, TG2 egerekben 6lom-nitrat indukalt maj
apoptozis sordn nagyobb szamban jelennek meg gyulladasi sejtek a méjban, mint vad tipusu
egerekben. 2005-ben mas munkacsoport azt talalta, hogy TG2 hianyaban megvaltozik a M®-
ok apoptotikus sejtre adott citokin valasza. Ugyanakkor nem vizsgaltdk a citokin valaszt
gyulladas soran. Kisérleteinkben megallapitottuk, hogy a TG2 KO M®-0k megnovekedett
gyulladasi citokin termeléssel valaszolnak LPS kezelésre. Ennek hatterében nem a két
sejttipus altal termelt eltéré aktiv TGF-B szint all. Kiilonb6z6 funkci6 hianyos TG2
mutansokkal meghataroztuk, hogy aTG2 sejten kiviili jelenléte sziikséges a gyulladasi citokin
termelés csokkentéséhez KO sejtekben. A TG2 extracellularisan a B3 integrin ko-
receptoraként funkcional és képes gatolni az Src kinaz aktivitasat. TG2 hianyos Md-okban
fokozott az integrin B3 kifejezodése (3) és ez valamint a TG2 okozta gatlas hianya, fokozott

Src aktivitast tart fenn (ez pedig, ahogy kimutattuk, tovabb fokozza az integrin 33
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foszforolalodasat ¢s aktivitasat), amely az foszforildlja és ezaltal aktivalja az inhibitor kappa
B kinazt (IKK). Az IKK foszforildlja az NF-kB aktivalodast gatlo inhibitorikus IxkB-t, ami igy
kovetkeztében TG2 hianyos M®-ban alapallapotban is nagyobb mennyiségli NF-«xB
alegységek mutathatok ki a sejtmagban, ami magyardzza a fokozott NF-kB fiiggd gyulladasi
citokin termeld képességiiket. KO M®-ban az integrin receptor gatld szolubilis vitronektinnel
vagy az Src kinaz gatlé PP2-vel hatékonyan lehetett gatolni az LPS indukalt IL-6 és TNF-a
termel6dését. (Transglutaminase 2 Null Macrophages Respond to Lipopolysaccharide
Stimulation by Elevated Proinflammatory Cytokine Production due to an Enhanced avp3
Integrin-induced Src Tyrosine Kinase Signaling; Zsolt Sarang, Krisztina Koroskényi, Anna
Pallai, Edina Dur6, Gerry Melino, Martin Griffin3, Laszl6 Fésiis and Zsuzsa Szondy; kézirat

bekiildve az European Journal of Immunology-hoz)
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Parbeszéd az LPS és B3 integrin jelatviteli utak kozott

5. TG2 szerepe a latens TGF-f aktivalasaban

Ismert, hogy a TGF-f latens allapotban szekretalodik és aktivalodasahoz a kotészoveti
matrixhoz val6 kiko6tddés és a latencia asszocidlt fehérje valamint a latens TGF-f kot6 fehérje
lehasitasa sziikséges. Ebben a folyamatban a trombin és plazmin proteazok valamint a TG2

vesznek részt. Kisérleteinkben LPS-el és apoptotikus sejteket mimikalo latex gyongyokkel
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kezelt vad tipusu és TG2 KO M®-ban hataroztuk meg a plazmin aktivitasat kazein gél
zimografidval €s kromogén szubsztrat hasitas segitségével, de nem talaltunk eltérést a két
sejttipus kozott. Szintén nem talaltunk eltérést a két sejttipus kozott az aktiv TGF-p termelés
gatlasdban, ha a sejteket aprotinin vagy leupeptin protedz inhibitorokkal kezeltiik el6. A
kisérletek negativ kimenetele utdin Garabuczi Eva PhD hallgaté 4j témat kezdett, melynek

keretében a TG2 indukcidjanak szabalyozasat vizsgalja timocitdkban.

6. TG2 szerepe az apopto-fagocitozis programban és a szoveti integritas biztositasaban
A TG2 egy olyan multifunkcionalis fehérje, amely szdmos ponton beleszol a sejtek
apoptozis és fagocitozis programjaba, és ezek mindegyike azt a célt szolgalja, hogy az elhalast
ne kisérje gyulladas vagy szoveti roncsolodas. Az elhalo sejtekben segiti a dontési folyamatot,
s a potencialisan veszélyes sejt elhaldsat gyorsitja, a makrofagok szamara ,,find me” szignalt
készit, az apoptotikus sejt fehérjéinek keresztbe kotésével gatolja a kéros sejttartalom
kijutasat, ugyanakkor fokozza a fagocitozist elsegitd foszfatidilszerin megjelenését (4). A
makrofag oldalon hozzajarul a hatékony fagocitdzishoz és a gyulladas csokkentéséhez. Ezeket

a megfigyeléseinket egy review kdzleményiinkben foglaltuk 6ssze (5).

Hivatkozasok

1. Toth B, Garabuczi E, Sarang Z, Vereb G, Vamosi G, Aeschlimann D, Blasko B, Bécsi B,
Erdddi F, Lacy-Hulbert A, Zhang A, Falasca L, Birge RB, Balajthy Z, Melino G, Fésiis L,
Szondy Z Transglutaminase 2 Is Needed for the Formation of an Efficient Phagocyte Portal in
Macrophages Engulfing Apoptotic Cells JOURNAL OF IMMUNOLOGY Volume: 182
Issue: 4 Pages: 2084-2092 IF: 6.068

2. Z. Szondy, Z. Sarang, P. Molnar, T. Németh, M. Piacentini, P.G. Mastroberardino, L.
Falasca, D Aeschlimann, E. Szegezdi, G. Lakos, J. Kovacs, E. Rajnavolgyi, P. J. Birckbichler,
G. Melino, L. Fésiis (2003) TGASE2-/- mice reveal a phagocytosis-associated crosstalk
between macrophages and apoptotic cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:7812-7 IF: 10.789

3. Toth B, Sarang Z, Vereb G, Zhang A, Tanaka S, Melino G, Fésiis L, Szondy Z. Over-
expression of integrin beta3 can partially overcome the defect of integrin beta3 signaling in
transglutaminase 2 null macrophages Immunol Lett. 2009 Sep 22;126(1-2):22-8. IF: 2.63

5



4. Sarang Z, Madi A, Koy C, Varga S, Glocker MO, Ucker DS, Kuchay S, Chishti A, Melino
G, Fésiis L, Szondy Z. 2007. Tissue transglutaminase (TG2) facilitates phosphatidylserine
exposure and calpain activity in calcium-induced death of erythrocytes. Cell Death Differ. 14:
1842-1844. 1F:8.254

5. Sarang Z, Téth B, Fésiis L, Szondy Z (2009) Some lessons from the tissue transglutaminase
knock out mouse. Amino Acids 36:625-631. IF: 2.858



